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Cil dokumentu

Tento dokument popisuje vySetfeni mozkomisniho moku pro zachyt a prikaz puvodce
meningitidy.

Uvod
Meningitis

Meningitida je definovana jako zanét mozkovych plen (meningu). Tento proces muze byt
akutni nebo chronicky, infekEni nebo neinfekéni. PFiCinou meningitidy jsou mnoha infekeni
agens (viry, baktérie, houby, paraziti).

Akutni bakterialni meningitida.
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Akutni bakterialni meningitida je Zivot ohrozujici naléhavy stav. Pfiznaky a projevy
meningitidy se mohou vyvijet béhem nékolika dnd nebo maiji rychly nastup a fulminantni
(superakutni, bleskovy) pribéh béhem nékolika hodin. Klinicky obraz muze byt prekryt
doprovodnou septikémii jako napf. u meningokokové infekce. Mortalita nelé¢ené meningitidy
je vysoka. U takového pacienta je kategorickym pozadavkem co nejrychlejSi zpracovani
vzorku v zajmu optimalizace Kklinické 1é¢by. Likvor je obvykle infiltrovan neutrofilnimi
leukocyty, ma zvySeny obsah proteinl a snizenou koncentraci glukézy.

Predispozici pro rozvoj meningitidy u pfisluSnych pacientdt mohou byt abnormaini
komunikace mezi subarachnoidalnim prostorem a normalné kolonizovanymi
sliznicemi (nosu a paranazalnich dutin po fraktufe spodiny lebni) vzniklé na zakladé
chirurgického vykonu nebo traumaticky, pfitomnost likvorovych shuntd, kochlearnich
implantatti, meningomyokély a dalSich vrozenych malformaci, infekce prilehlych
prostort (dutiny stfedniho ucha nebo paranazalnich dutin) a nadort v tésné blizkosti
CNS, pripadné dalsSi pri€iny (per continuitatem). Stejné tak mize dojit k pfimému Sifeni
infekce ze vzdaleného mista krevnim re€istém do CNS. Pacienti s imunodeficienci (jako
napf. syndromy s deficitem komplementu nebo hypogamaglobulinémie) nebo pacienti
s imunosupresivni terapii jsou ve zvySenému riziku vzniku meningitidy.

Virova (“asepticka”) meningitis

Virova meningitida je relativné Casta. Ma obvykle benigni pribéh a jeji komplikace jsou
vzacné. Prabéh je obvykle subakutni, rozviji se b&éhem dvou nebo tfi dnl. Mikroskopicky
prevladaji lymfocyty, ale v €asnych fazich infekce mohou byt pfitomny jak neutrofily tak i
lymfocyty, nékdy mizeme vidét i pfevahu neutrofill. Koncentrace glukézy v likvoru je obvykle
normalni a koncentrace proteind je normaini nebo lehce zvy$ena. Podobné mohou toto
onemocnéni vyvolat herpesviry obvykle v kombinaci s primarni infekci (herpes genitalis)
nebo rekurentnim onemocnéni (napf. herpes zoster ophtalmicus). U nékterych pacientl se
opakované objevuji ataky lymfocytarni meningitidy (Mollaretova meningitida) v dasledku
reaktivace infekce HSV1. Aseptickda meningitida komplikuje 10 — 30 % onemocnéni
pfiusnicemi a virus pfiusnic je jednou z nejCastéjSich pfi¢in meningitidy u neimunizované
populace. Je dllezité odliSit tyto relativné benigni syndromy a zanét mening(, ktery muize
doprovazet virovou meningoencefalitidu. NejCastéjsi pfic¢inou tohoto onemocnéni je HSV.
Encefalitidu je nutno rychle a darazné IéCit antivirotiky.

Hlavni pfi¢inou syndroml meningoencefalitidy importovanych do Evropy jsou virové infekce
prfenasené hmyzimi vektory (Japonska B encefalitida, St. Louis encefalitida, West Nile virus).
Mnozi puvodci aseptické meningitidy vyvolavaji pfiznaky lymfocytarni pleocytézy v likvoru.
Rozhodujici roli v diferencialni diagnostice hraje anamnéza. Mnozi pavodci virové
meningitidy, nap¥. enteroviry, mohou byt prokazovani pomoci PCR.

Chronicka meningitis

Za chronickou meningitidu se povaZuje, kdyZ znamky a pfiznaky meningealniho zanétu
(v€etné abnormalit v likvoru) pretrvavaji déle nez jeden mésic. Hlavni pfiinou takového
onemocnéni je tuberkulézni meningitida. V prokazanych pfipadech muze byt likvor infiltrovan
lymfocyty. Tuberkulézni meningitida mdze mit nendpadné a proménlivé projevy. Je sice
v nasSich podminkach vzacna, ale musi se o ni uvazovat u pacientll z oblasti s vysokou
prevalenci a rizikovymi skupinami obyvatel. VySetfeni na pfitomnost acidorezistentnich
baktérii nebo pfitomnost mykobakterialniho genomu se provadi pouze v pfipadech specifické
indikace. Barveni podle Ziehl-Neelsena dopinéné molekularné mikrobiologickou metodou,
jako napf. PCR umozhuje rychly prikaz acidorezistentnich baktérii. Zlatym standardem je
kultivaéni vySetfeni.
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Sarkoidéza je multiorganové onemocnéni s neznamou pfi¢inou. Meningitida u sarkoidozy je
velmi vzacnd, vyvolava zvySeni proteinu v likvoru, leukocytarni infiltraci a Iéze na meningach
Zjistitelné pomoci NMR.

Meningitida kancerogenniho puvodu vznikd metastaticky z primarniho loZiska nadoru
na meningy. Diagnéza obvykle vychazi z pfitomnosti obrny hlavovych nervll se symptomy
jako je hluchota, z pouziti NMR a z cytologického priikazu nadorovych bunék v likvoru. Je
také dulezité rozeznavat mezi pravou infekci a malignitou, protoZe se tyto procesy mohou
vyskytnout sou¢asné. Leukemicka meningitida je také velmi vzacna a vystavuje pacienty
riziku infekce b&éhem imunosupresivni |éCby.

U imunodeficitnich pacientd jsou nejcastéji izolovany z likvoru Listeria
monocytogenes, Cryptococcus neoformans a Toxoplasma gondii, které mohou byt
diagnostikovany z bioptatu mozku nebo sérologicky.

Plavodci meningitidy

Bakterialni izolaty mohou byt charakteristické (ale ne vylu¢né) pro vék nebo predispozici
pacienta. U novorozencu a kojencl do dvou mésicu véku jsou vyvolavateli meningitidy
Streptococcus agalactiae (GBS), Escherichia coli, Listeria monocytogenes, HSV a Neisseria
meningitidis. U nezralych novorozencl vyzadujicich intenzivni péci je riziko vzniku kandidové
meningitidy na podkladé predchozi kandidémie. U déti od 2 mésicl véku az do véku
mladistvych jsou nej¢astéjsi plivodci N. meningitidis, Streptococcus pneumoniae,viry (zvlasté
enteroviry) a Haemophilus influenzae typ b. Vyskyt posledniho agens klesa se zavedenim
imunizace Hib, i kdyZ pocet infekci stoupa. U dospélych jsou nej¢astéjsi: S. pneumoniae,
N. meningitidis, viry a pfilezitostné H. influenzae mimo skupinu b. Pacienti star$i Sedesati let
mohou i bez jinych predisponujicim faktorli onemocnét infekci Listeria monocytogenes.
Meningitidu mohou rovnéz zpusobit houby.

Jiné pfi€iny

Salmonella species, Brucella species and Staphylococcus aureus mohou infikovat meningy
pfi bakteriémii. Pacienti se strongyloidézovym hyperinfek&nim syndromem mohou
onemocnét meningitidou vyvolanou Enterobacteriaceae v disledku rekurentni bakteriémie
nebo priniku larev do likvoru. Spirochéty jako jsou Treponema pallidum, Borrelia a
Leptospira species mohou zpUsobit meningitidu jako soucast generalizované infekce. Houby
jako Histoplasma capsulatum a Coccidioides immitis mohou infikovat meningy pfi
diseminované infekci. Paraziti jako améby (Acanthamoeba species a Naegleria species)
mohou pfilezitostné vyvolat meningitidu. Naegleria fowlerii pronika na meningy skrze lamina
cribriformis za vzniku meningoencefalitidy s vysokou smrtnosti u lidi, ktefi se koupaji
v povrchovych vodach. Cerv Angiostrongylus cantonensis v jihovychodni Asii a
v Dominikanské republice miize vyvolat eosinofilni meningitidu. Cerv parazitujici na myvalu
americkém Baylisascaris procyonis mlze vzacné vyvolat nervovy syndrom ,larva migrans®
u kojencu a déti v USA.

Smisené infekce

Jsou vzacné, ale mohou tvofit az 1 % pfipadld meningitidy. Vznikaji obvykle v souvislosti
s traumatem, nadory nebo akutni infekci nosnich dutin a mohou se per continuitatem Sifit
na meningy. Mohou rovnéz vznikat pfimym prostupem baktérii u pistéli nebo provalenim
abscesu mozku.

Zvlastni rizikové skupiny

U imunosuprimovani pacientl vznika riziko rozvoje meningitid vyvolanych organismy jako
Listeria  monocytogenes, Cryptococcus  neoformans  a Toxoplasma  gondii.
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Po neurochirurgickych zakrocich muzZe dojit k infekci vyvolané Staphylococcus aureus,
Enterobacteriaceae a pseudomonadami. Pacienti se zlomeninou lebky postihujici oblasti
stfedniho ucha a vedlejSich nosnich dutin jsou nachylni kinfekcim S. pneumoniae,
H. influenzae a dalSimi mikroorganismy kolonizujicimi sliznice téchto mist. Ve vzacnych
pfipadech vznikla meningitida vyvolana S. pneumoniae a Streptococcus pyogenes. Nokardie
jsou vzacnou pfi¢inou meningitidiy u imunosuprimovanych pacientd, po Urazu hlavy nebo po
chirurgickém zakroku. Pacienti s intrakranialnimi implantaty (likvorové shunty) jsou
predisponovani k infekcim vyvolanym S. aureus, koagulaza negativnimi stafylokoky,
Corynebacterium sp., Propionibacterium sp., Candida sp. a Enterobacteriaceae.

Diagnostika meningitidy

Na prvnim misté je vySetfeni likvoru. Ten je obvykle odebran bederni punkci, i kdyZz mize byt
proveden odbér z ventrikularnich, cisternovych nebo fontanelovych pfistupt. Bederni punkce
muze zpUsobit vyhfez mozku do misniho kanalu (herniace), takze pacienti s rizikem
vysokého intrakranialniho tlaku by méli nejdfive podstoupit CT vySetfeni. V nékterych
pfipadech jsou pacienti v nestabilnim stavu nebo maji poruchy krvacivosti v dusledku
septického syndromu a lumbalini punkce (LP) nemuze byt provedena. PFi kontraindikaci LP
musi byt proveden kazdy dostupny pokus k dosazeni mikrobiologické diagnozy jinymi
zpusoby. Je to samoziejmé potfebné i z epidemiologickych divodl a pro vhodné zajisténi
kontaktu. Terapie by méla byt nasazena ihned nezavisle na vysledcich mikroskopického
nebo kultivaéniho vySetfeni. Kultivace likvoru vyZaduje nejméné 24 hod. inkubaci. Casna
rozhodnuti o IéCbé& jsou ucinéna na zakladé stanoveni kvality a poCtu bunék v likvoru
po obarveni podle Grama. Pro nékteré puvodce je dostupna PCR (Neisseria meningitidis,
Haemophilus influenzae a  Streptococcus pneumoniae mohou byt detekovany
Sirokospektrym bakterialnim PCR primerem.) Také jsou dostupné sondy pro aseptické
meningitidy. PCR je zvlasté uziteCna tam, kde je kultivace negativni kvuli jiz nasazené
antibiotické terapii, retrospektivné muze pomoci sérologie tam, kde pacient prezije.

VySetieni likvoru

Pfi diagnostice meningitidy z likvoru se provadi:

« vySetfeni natéru obarveného dle Grama

* pfehledné vysetfeni nativniho preparatu pfi mensim zvétSeni
* kultivace

» stanoveni koncentrace glukozy a proteind (na OKB)

* PCR tam, kde je to vhodné (infekcni klinika Hradec Kralové)

« vySetfeni bakteridlnich antigen pomoci koaglutinace
Normalni hodnoty v likvoru

Leukocyty u novorozencu 0 - 30 bunék x 1081

Déti 1 - 4 roky 0 - 20 bunék x 10/

5 let-puberta 0 - 10 bunék x 108/l

dospéli 0 - 5 bunék x 109/

erytrocyty novorozenci 0 - 675 bunék x 101

dospéli 0 - 10 bunék x 109/

protein novorozenci mladsi <6 dn 0.7 g/l

protein ostatni 0.2 - 0.4g/l (< 1 % koncentrace proteinu v séru)

glukdézy = 60 % vzorku simultanné vySetfené plazmy
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Tyto hodnoty pfedstavuji horni a dolni limit normality. U novorozenct a malych déti trva podezfeni na bakterialni i virové
infekce pokud jsou pocty leukocytl blizko horni meze.

Abnormality spojené s bakterialni meningitidou

* snizena koncentrace glukoézy: < 60% glukdzy v krvi (pomér likvor/sérum: < 0.6)
» Zvy8ena koncentrace proteinu

« Zvy$eny pocet bilych krvinek: 10" - 10* pfevladaji polymorfonukleary

* ZvySeny nitrolebni tlak.

PFitomnost erytrocytd (ERY)

PFitomnost ERY v likvoru mize byt dusledkem intracerebralniho nebo subarachoidalniho krvaceni (SAK) nebo traumatizujici

lumbalni punkce (LP), pak je likvor kontaminovan krvi, vySetfeni je pak obtizné;jsi, ale pouze zfidka tyto abnormality znemozni
diagnosu u skute¢né bakterialni meningitidy. Pfi postupném vySetfovani sekvenénich vzorkd 1 - 3 z jedné lumbalni punkce
ukazuje rovnomérné zakrvaceni vSech vzorkl na pfedchozi krvaceni do subarachnoidalniho prostoru, zatimco postupny pokles
pocth ERY v sekvencénich vzorcich znamena spiSe napichnuti cévy pfi odbéru likvoru lumbalni punkci.

Pomér LEU : ERY 1:500 az 1 : 1000 je obvykle povazovan za nepriikazny pro infekci. Likvor odebrany vice jak 12 hod
po intrakranialnimi krvaceni mlze vykazovat vzestup po¢tu LEU az k 500 x 101 jako vyraz zanétlivé odpovédi.

Latexovy aglutinacni test (LAT)

Je zalozen na prikazu specifického polysacharidového antigenu na povrchu prokazovanych
baktérii. Bylo prokadzano, Zze sonikace likvoru zvySi asi 600x citlivost vySetifeni. Klinik by mél
byt informovan, Ze ackoli pozitivni LAT ukazuje na infekéni agens, negativni vysledek neni
definitivni.

Testovani antigenu maze byt uzite€né:

* u imunodeficientnich pacientl bez produkce LEU v likvoru

* u Caste¢né Ié€enych pacientll s negativnim nalezem v likvoru a hemokulturach

U meningokokové meningitidy jsou spolu s vySetfenim likvoru uziteCné hemokultury a vytér
z krku, diagnosu je mozno retrospektivné potvrdit sérologicky. Pfi podezieni na invazivni
meningokokové onemocnéni by mél byt pacient 1é€en antibiotiky jedté pred pfijetim
do nemocnice, likvor pak maze byt kultivaéné negativni. Vytér z krku a natér z tekutiny
vytlaéené z podezielych petechii mize byt kultivaéné a mikroskopicky pozitivni. Metodou
latexaglutinace mize byt rovnéz urCen kryptokokovy antigen, ale citlivéjSi metodou je
vySetfeni séra. U podezrelych pfipadu by se méla latexaglutinace provadét spolu s rutinnim
mikroskopickym vySetfenim.

2.princip a pouziti

Komplexni vySetfeni likvoru s pouzitim mikroskopickych, kultivaénich a sérologickych metod
a s identifikaci vykultivovaného etiologického agens v&etné vysetfenim jeho citlivosti
na antibiotika je tfeba fadné interpretovat v kontextu klinického stavu pacienta.

3. typ primarniho vzorku, druh odbérovych nadobek

Typ vzorku: Likvor (mozkomi$ni mok) primarni material,
odbérové nadobky bez konzervaéniho agens (zkumavky)
bez pfidavnych latek
mnozstvi vzorku pro analyzu: nejméné 1 mi

stabilita vzorku

PREANALYTICKA FAZE
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Informace o odbéru materialu, technicka informace/omezeni

Informace o vySetfenich poskytovanych na se nachazi v LP — laboratorni priruc¢ka,
informace k preanalytické fazi vySetireni jsou uvedeny v souhrnné struéné tabulce pro odbér
a transport materialu s asovymi Udaji o vydani vysledkd (pfiloha €. Laboratorni pfirucky ) —
Prirucka k odbéru biologického materialu pro vySetieni provadéna na oddéleni. U odbérl
provadénych na oddéleni se postupuje podle OSOP_Odbér biologického materialu, zapis do
LIS se provadi podle MP — LIS, pfipadné neshody na pfijmu se feSi podle LP s pouzitim
F_Telefonické konzultace a hlaSeni neshod pfi pfijmu vzorku

ANALYTICKA FAZE

1 Bezpecnost prace
Bezpecnost prace pri zpracovani vzorku
BSL 2. pokud neni podezieni na infekci patogeny na urovni BSL 3.

Odkaz na vsechny postupy bezpecnosti prace dle PR_Provozni fad, MP_Manipulace s
infekénim odpadem, PP_Zpracovani likvoru

2 Odbér vzorku

2.1 Optimalni éas odbéru

Nejlépe pred zahajenim léCby antibiotiky, ta se vS§ak kvuli odbéru nesmi opozdit.
2.2 spravny typ vzorku a metoda odbéru

Dle LP_Laboratorni pfirucka

2.3 vhodné mnozstvi a pocet vzorku

Minimalné objem 1 ml.

Pro zachyt Mycobacterium sp. je vhodné odebrat nejméné 10 ml likvoru. Likvor se normalné
odebira postupné do tfi nebo vice samostatnych zkumavek, které maji byt Cislovany v tom
poradi, jak jsou odebirany. Jde o jednorazové sterilni Sroubovaci plastikové zkumavky.
BéZnou praxi je zasilat prvni a posledni zkumavku na mikrobiologii a prostfedni na stanoveni
proteinu v likvoru.

dle LP_2 — Laboratorni pfirucka

3. transport a skladovani vzorku

3.1 €asovy interval mezi odbérem vzorku a jeho zpracovanim
Dopravit a zpracovat co mozna nejdfive. Viz LP_Laboratorni pfirucka .
3.2 Specialni uvahy k zachovani kvality vzorku

Vzorek je tfeba vyoCkovat co nejdfive po odbéru, idealné do 10 minut, maximalné do dvou
hodin. Bunky se potom rozpadaji a zpozdéni mize zpusobit, Ze stanoveny pocCet bunék
neodpovida klinickému stavu pacienta. Vzorek by se nemél davat do lednice
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pfed zhotovenim mikroskopického preparatu a pfed naockovani pid. Pokud je vzorek dale
uloZen v lednici, umozni to pfipadna dalsi vySetfeni.

4. Zpracovani vzorku

Podle seznamu priorit a individualni zavaznosti vzorku informace na MP_Urgentni vzorky,
stanoveni prioritnich materiald, ranni hlaseni PP_Zpracovani likvoru
4.1 vybér metod

Pokud neni odebrano vice vzork(l, oddélte na zakladé klinickych informaci, pozadavku
na privodce nebo vysledkl mikroskopického vySetieni, po provedeni mikroskopie a
kultivace vzorky pro dalsi postupy (kultivace v hemokultivaénim systému, kultivace

na Mycobacterium sp., vySetfeni na parazity , screening na kryptokokovy antigen nebo

na virologické vysetfeni).

Poznamka: V pfipadé nedostateéného objemu ma pfednost mikroskopické a kultivaéni
vySetfeni vCetné kultivace v automatu. Mezi priority nepatfi aglutinace bakterialnich
antigenu z likvoru.

4.2 makroskopicky vzhled vzorku

Popiste zakal, pokud je v likvoru srazenina, znehodnocuje buné&cny rozpocet. V krajnich
pfipadech tuberkulézni meningitidy je pfitomna typicka srazenina v podobé pavoudi sité. Jeji
pfitomnost by méla byt zaznamenana. Zaznamenejte, zda dodany objem vzorku je
nedostateCny pro vSechna pozadovana vysetfeni a ziskejte stanovisko lékafe k prioritnim
vySetfenim, pokud je tfeba. Popiste barvu supernatantu po centrifugaci.

(Potvrzeni xantochromie by mélo byt provedeno spektrofotometricky k interpretaci ptivodu ERY v likvoru provadi se na OKB.)
4.3 mikroskopie
Gramovo barveni

PP 1 Zhotoveni preparatu pro barveni, PP _Barveni preparatu dle Grama, PP Barveni
preparatu dle Ziehl-Neelsena

Obarvéte vzorky podle Grama a Ziehl-Neelsena.

Centrifugujte ve sterilnich, zaviCkovanych zkumavkach s konickym dnem pfi 1200 ot./min
5 min.

Poznamka: Pokud se poZaduje rovnéz vySetfeni na Mycobacterium species, prodluzuje se doba centrifugace na
15-20 min pfi 3000 ot./min a provede se rutinni mikroskopie a kultivace ze stejného objemu vzorku jako
pro béznou kultivaci.

Pokud je likvoru dostatek, pfenese se 0.5 ml supernatantu sterilni pipetou do jiné sterilni
fadné popsané inicialy pacienta nadobky pro pfipadné dalSi vySetfeni (protein, virologie)
Zbyla peleta se resuspenduje ve zbytku tekutiny.

Kapka z centrifugatu se kapne sterilni pipetou na Cisté podlozni sklicko, rozetfe se sterilni
klickou do tenkého natéru pro Gramovo barveni. Citlivost Gramova barveni se mlze zvysSit
sériovym vrstvenim kapek na skli¢ku. Dal$i kapka se pfidava vzdy po zaschnuti pfedchoziho

nanosu. Vrstvenim preparatu se zvétSuje objem prohlédnutého vzorku. Je tfeba dbat na to,
aby se vzorek béhem barveni nesmyl (provadi se fixace metanolem).

Srazené vzorky likvoru
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Pokud je to mozZné, pokuste se sraZeninu rozrusit sterilni pipetou a €ast vzorku pouZijte
pro vytvoreni natéru pro Gramovo barveni.

4.3.2 Doplikova vysetreni
VySetieni na M. tuberculosis

Mikroskopické vysSetieni preparatu v barveni podle Ziehl-Neelsena je soucasti rutinniho
vySetieni likvoru. Kultivaéni vySetfeni se provadi pouze na konzultovanou Zadost. V takovém
pfipadé je vhodné pouzit vrstvici techniku pro pfipravu natéru (viz vy3e) pro mikroskopii
k prikazu Mycobacterium species. Jestlize je na dné zkumavky pavucinovita srazenina,
méla by byt ¢asti vzorku pro mikroskopicke a kultivacni vysSetreni.

PP_Barveni preparatu dle Ziehl - Neelsena

VysSetieni na C. neoformans (PP_Barveni preparatu dle Burriho)

Smichejte kapku centrifugatu s kapkou 50 % roztoku tuSe nebo nigrosinu na Cistém
mikroskopickém sklicku a pfikryjte krycim sklickem. Hledejte okrouhlé nebo ovalné kvasinky
s pruhlednym hal6 kolem buriky (pouzdro). PFitomnost znamena predbézny prokaz
C. neoformans.

VySetieni na améby

Prohlédnéte nativni preparaty z centrifugovaného a necentrifugovaného likvoru. Kapnéte
vzorek na dCisté podlozni sklicko, pfikryjte krycim skliCkem a hledejte amébové trofozoity.
Provadi se pouze pfi klinické indikaci. (PP_Nativni preparat).

4.4 kultivace a odeditani

4.4.1 priprava vzorku

Standardni

Pracuijte s jiz zcentrifugovanym materialem.
4.4.2 zpracovani vzorku

dle PP_Zpracovani likvoru.

Standardni

Pro vSechny likvory

« Sterilni pipetou inokulujte kazdy agar centrifugatem

* inokulum pfed rozoCkovani nechte zaschnout, aby se minimalizoval antibioticky efekt
na ¢arach

* rozizolujte sterilni kliCkou dle PP_lzolace a rozo€kovani.

Srazené vzorky

Naneste Casti srazenin na kazdou plotnu. Jestlize vzorky obsahuji pouze malé srazeniny,
mély by byt rozhodné primarné inokulovany na ¢okoladovém agaru. Nesrazené ¢€asti likvoru
by mély byt kultivovany béznym zpusobem.

Dopliikové
Pomnozeni provedte v pidé RBH.
4.4.3 latexaglutinace antigenu bakterialnich ptivodcti meningitid

PP_Pastorex - meningitis - aglutinace
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4. Kultivacéni media, diagnézy, etiologicka agens prehled v tabulce (pfiloha)
Priloha ¢. 1

4.5 Identifikace (ID)
4.5.1 minimalni Groven ID v laboratofri

Dle BSOPID Identifikace |ékarsky dulezitych mikroorganisml pomoci orientaénich a
komerénich fenotypovych metod a metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF
Anaeroby se urcuji do druhu, gramnegativni anaeroby, anaerobni Actinomyces do druhu,

B-hemolytické streptokoky do skupin podle Lancefieldové, vSechny ostatni organismy
do druhu.

Poznamka: Kterykoliv mikroorganismus povazovany za kontaminantu nemusi byt
identifikovan do druhu, rozhodne odeditajici pracovnik.

Dal8i urCovani se provadi podle klinické nebo epidemiologické indikace, rozhodne odeditajici
pracovnik.

4.5.2 hlaseni referencnim laboratoiim
Podle manuald, které tyto laboratofe vydavaji.

Rovnéz organismy s neoCekavanou rezistenci a nebo s jinymi problémy se zasilaji
do referen¢nich laboratofi dle MP_Evidence vzorkdl odeslanych do smluvnich a
spolupracujicich laboratori. MP_Zasilani materialu, K_Kmeny zaslané do NRL.

Sérotypizace beta hemolytickych streptokokd.
Sérotypizace S. pneumoniae

Sérotypizace H. influenzae

Sérotypizace Listeria species

N. meningitidis se zasila k typizaci a vy$etfeni citlivosti do NRL pro meningokoky v SZU
Praha.

Mycobacterium species

Izolaty v souvislosti s epidemii, izolaty s neobvyklou nebo neodekavanou rezistenci a viude
tam, kde je laboratorni nebo klinicky problém nebo anomalie, ktery vyZaduje objasnéni, by
mély byt zaslany do vhodné referenéni laboratofe. Likvor, nesrazliva krev a parové vzorky
séra mohou byt zaslany do NRL pro meningokoky pro molekularné mikrobiologickeé vysSetieni
a sérologii, pokud je kultivace negativni a je pfi tom podezfeni na meningokokovou infekci.
Vzorky na molekularné mikrobiologické vySetfeni ostatnich mikroorganismd Ize zasilat,
pokud je Kklinicky indikovano, zejména vSechny likvory z pfipadd neuroparalytickych
onemocnéni.

4.6 vySetreni citlivosti na antibiotika
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Dle_ BSOPTP_Mikrobiologické vysSetreni citlivosti mikroorganisml na antibiotika
semikvantitativni diskovou difusni metodou, kvantitativni diluéni metodou v mikrodesti¢kach
a kvantitativni metodou E-test .

POSTANALYTICKA FAZE VYSETRENI

5 sdélovani vysledku, predpokladana doba odezvy laboratore
5.1 makroskopicky vzhled

Sdélujte se pfitomnost krve, zakaleni.

5.2 mikroskopické vySetreni

vzdy Gramovo barveni

Sdélujte zjisténé organismy a pfitomnost nebo nepfitomnost bunék v hnisu (hnisavého
infiltratu)

Barveni tusi nebo nigrosinem (PP_Barveni preparatu dle Burriho), jen pfi klinickém
podezieni a konzultaci.

Sdélujte pfitomnost opouzdienych kvasinek.

Mikroskopie pfi obarveni dle Ziehl Neelsena (vzdy) sdélujte pfitomnost acidorezistentnich
organismu a parazitl

5.2.1 ¢asové parametry sdélovani mikroskopickych vysledku
Urgentni mikroskopie telefonicky nebo elektronicky ihned po zjisténi.

Psana zprava dle LP_Laboratorni pfirucka .

5.3 Kultivace

Sdélujte zachyt a identifikaci izolatu

Sdélujte nepfitomnost rustu.

Sdélujte vysledky doplfikovych vySetfeni.

Casové parametry sdélovani vysledku kultivace

Klinicky urgentni vysledky telefonicky nebo elektronicky ihned po zjisténi.

Pfedbézny nebo definitivni psany vysledek dle LP_Laboratorni pfirucka
v pfipadé konfirmace vysledku v NRL se zasila mezivysledek a po obdrzeni vysledku
konfirmace se vydava definitivni vysledek identifikace. Vysledky molekularné
mikrobiologického vySetfeni (pokud jsou).

5.4 Vysledky citlivosti izolat na antibiotika
Sdélujte vysledky podle klinické indikace.

5.5. Autorizace a validace vysledku opravnénou osobou, uvoliovani vysledku pro tisk
a expedice vysledki

MP_Kontrola a uvolfiovani vysledku
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6 Hlaseni vysledki Zdravotnim ustavim podle zakona (mistni a regionalni systém
hlaseni CDC)

Klinicky signifikantni izolaty z likvoru (—kontakty s N.meningitidis) se hlasi mistni pobocce
Zdravotniho ustavu KH kraje, nemocniéni izolaty z meningitid se hlasi Komisi
pro nozokomialni infekce ON Trutnov a.s..

Povinné hlaseni: Mycobacterium species.

K_Kniha hlasek a pravdépodobnych nozokomialnich kmenu
7.Materialné technické a personalni zabezpeceni

7.1 Personal

Osoby opravnéné podle F_Pracovnici opravnéni provadét SOP a PP

7.2.Pristroje a pomocna zarizeni

viz Priloha &. 2, PP_Zpracovani likvoru, PP_Pastorex - meningitis — aglutinace,BSOPID_
Identifikace lékarsky dulezitych mikroorganismli pomoci orientaénich a komerénich
fenotypovych metod a metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF,
BSOPTP_Mikrobiologické vySetteni citlivosti mikroorganisml na antibiotika semikvantitativni
diskovou difusni _metodou, kvantitativni diluéni metodou v mikrodestickach a kvantitativni
metodou E-test

7.3.Chemikalie, reagencie a spotifebni material (tabulka)

viz Priloha &. 3, PP_Zpracovani likvoru, PP_Pastorex - meningitidis — aglutinace, BSOPID -
Identifikace lékarsky dulezitych mikroorganismli pomoci orientaénich a komerénich
fenotypovych metod a metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF,
BSOPTP_Mikrobiologické vySetfeni citlivosti mikroorganismd na antibiotika semikvantitativni
diskovou difusni _metodou, kvantitativni diluéni metodou v mikrodestickach a kvantitativni
metodou E-test

7.4.Prostory

Pfijem materialu, Laboratof klinicka, Laboratof identifikacni

8.Systém kontroly kvality
Podle QSOP_Interni kontrola kvality v klinické mikrobiologii, MP_EHK.

9.Validace a verifikace

Provadéné SOP jsou validovany udaji v recenzované literatufe a Narodnich SOP (viz.
Literatufe) a jsou verifikovany v ramci EHK v nichz se laboratof u€astni a pomoci IHK viz
odkazy:

QSOP_Interni kontrola kvality v klinické mikrobiologii

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

10.Souvisejici dokumentace

Vyhl.MZ CR §&.473/2008 Sb., ve znéni vyhlasek ¢.275/2010 Sb. a ¢.233/2011 Sb
PK Priruc¢ka kvality
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LP_Laboratorni pfirucka

PR_ Provozni fad

MP_P¥ijem materialu

MP_Identifikace vzork

MP_LIS

MP_QOprava chybné vyplnéné zadanky

MP_Uchovani vzorku

MP_Hla&eni infek€nich nemoci, hlaSeni nosokomialnich nakaz
MP_Kontrola a uvolfiovani vysledk

MP_Evidence vzorkl odeslanych do smluvnich a spolupracuijicich laboratofi
MP_Manipulace s infekénim odpadem

MP_Expedice vysledki

MP_Zasilani materialu

MP_Urgentni vzorky, stanoveni prioritnich materiald, ranni hlaseni
BSOPID_Obecné zasady identifikace medicinsky vyznamnych baktérii
SOPTP_Vysetifovani citlivosti na antibiotika semikvantitativnim difusnim testem, kvantitativni
diluéni mikrometodou a metodou E-test

PP_Zhotoveni preparatu pro barveni

PP_Barveni preparatu dle Grama

PP_Barveni preparatu dle Ziehl - Neelsena

PP lzolace a rozockovani

PP_Zpracovani likvoru

PP_Pastorex — meningitidis - aglutinace
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Spolec¢nost pro lékaiskou NSVP 8

mikrobiologii CLS JEP A

Nazev: Zakladni mikrobiologické vysetireni likvoru metodou mikroskopickou,

metodou koaglutinace bakterialnich antigenu v likvoru a metodou kultivaéni

Verze: 1 K pfipominkam od: 1.10.2014

12.Souvisejici zaznamy

K_Kniha hlasek a pravdépodobnych nozokomialnich kmen
K_Kmeny zaslané do NRL,

F_Telefonicka konzultace a hlaseni neshod pfi pfijmu vzorku
F_Evidence Sarzi — reagencie

F_ranni hlaSeni priorit

F_Evidence Sarzi - pudy

F_Evidence Sarzi — citlivosti

F_Ranni vyo€kovani materialu

13. Prilohy
Pfiloha €. 1 - Kultivacni média, diagnozy, etiologicka agens

Pfiloha €. 2 - PFistroje a pomocna zafizeni
Priloha €. 3 - Reagencie

Pfiloha €. 4 - Algoritmus zpracovani likvoru
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