Laboratorni diagnostika
v infektologii



Laboratorni vysetreni

/ AN

vySetfuje odd. ~ Vvysetfuje odd.
mikrobiologie a imunologie biochemie, hematologie
(FW, CRP, KO+diff.,
urea, kreatinin, JT,
mineradly ad.)



Pacient

l

Diferencialni diagnoza

/ 1 N\

diagnosticky titr mikroskop vyhoda mozného

nebo 4-nasobny detekce Ag, vySetreni citlivosti
VzeSTup titru toxinu, D(R)NA mikroba



Bakterialni kultivace

* sprdvny odbér

* nejvhodnéjsi materidl

* minimalizace kontaminace

» dostatecné mnozstvi

- Setrny a rychly transport (tranport.pldy)
+ delsi skladovani pri t~ 5°C

+ ziskdni citlivosti k ATB



Nejcastéjsi material k bakterialni kultivaci

hemokultura
vytéer T, N

- nejcasteéji S. pyogenes sk. A; N. gonorrhoe, C.
diphteriae - na zadost

sputum, trachedlni aspirdt, bronchialni vyplach
moc¢

vytér z rekta, stolice

stér z koznich lézi, pustul, abscest
mozkomisni mok

stér ze spojivek



Interpretace bakteriologickych vysetreni

Prirozend mikroflora
dutina dstni
- viridujici streptokoky, anaeroby, Candida sp.
nos
- stejnd jako na ktzi, Staphylococcus aureus
(u 30 % zdravych lidi)
nasopharynx
- jako d.u., ddle Haemophilus influenzae,
Neisseria meningitidis, S. pheumoniae)
distalni uretra

- KN stafylokoky, difteroidy, enterokoky, lactobacily,
mykoplasmata, streptokoky, ureaplasmata, bakteroidy,

peptostreptokoky



Odbér hemokultur

+ pri vzestupu TT nebo tresavce
* nejlépe pred nasazenim ATB

» pokud jiZ nasazena ATB lé¢ba a neni mozné ji vysadit,
pak tésné pred dalsi davkou

- asepticka technika odbéru - dezinfekce rukou
odebirajiciho, rukavice, dezinfekce mista venepunkce,
dezinfekce gumové zatky na lahvic¢ce

* objem: dospély - 20 ml/1 HK (10 ml/aer+anaer. lahv.)
dité do 20 kg - 1-5 ml dle hmotnosti, spec.lahvicka



Odbér hemokultur

- 2-4 sady z rlznych mist perif. venepunkce
- vyjime&nd z CZK
» zaloZeni co nejdrive do 16 hod. po odbéru
» prechodné uchovani pri pokojové teploté nebo 37°C
dle instrukci vyrobce
+ TTD (time to detection)
+ Cas potrebny pro detekci mikroorganismu

- zAvisi na metabolismu mikroba a inicidalni nalozi v
krvi



Hemokultivacni systémy (Bactec, BacTAlert)

: detekce patogenu na zdkladé
zvyseni koncentrace CO,/0: v lahvicce

- scan kazdych 10-20 min., pri
pozitivité spusti pristroj alarm



Interpretace pozitivnich hemokultur

- ve vétsiné pripadl pozitivita do 48 hod.
» infikujici bakterie ¢asto do 24 hod.
Kontaminanty bez klinického vyznamu:
Propionibacterium acnes
Staphylococcus epidermidis a dalsi KN stafykoky
- pokud neni CZK, i.v. vstup, chlopenni ndhrada
viridujici streptokoky (s vyjimkou skupiny S. milleri)
- pokud nenf podezieni na IE &i zaveden CZK
difteroidy



Izolace/kultivace virovych agens

- prukaz viability viru
- mozhost testovani antivirotik

- dalsi studium viru

hizsi citlivost

pomalé (7-21 dni), vyzaduje rizné bunééna linie

zkuseny persondl

heni rutinni metodou



Detekce antigenu

rliznd senzitivita i specifita
prikaz bakterii véetné toxind, vird,

hub, parazitt



Detekce antigenu - pokrac.

primad, neprima (citlivéjsi)
vyuziva monoklondlni protilatky
nasopharyngedlni stér/aspirdt
napr. chripka, RSV, HSV, VZV

bedside test

diagnostika virovych infekci GIT
dobrd citlivost



Serologie

detekce humordlni imunitni odpovedi

vyhoda u obtiZné prokazatelnych patogent
rychld, neinvazivni

nevadi lécba ATB

nevyhody - zkriZend reaktivita, imunosuprimovani

sérum (pdrovy odbér), mozkomisni mok



Serologie - pokrac.
vzorky: sérum (pdrovy odbér), mozkomisni mok

METODY:
ELISA
Western blot (konfirmace)
aglutinace (primg, latexovd, hemaglutinace)
komplement-fixacni reakce

imunofluorescence



Interpretace serologie

nutnd opatrnost, zvdzit anamnesu a symptomy
prikaz akutni infekce IgM Ab nebo serokonverzi
4ndsobny vzestup titru mezi odbéry

+ IgM Ab - mohou pretrvdvat mésice, zvysené pri reaktivaci
stabilni IgG Ab - prodélana infekce v minulosti

vék - narudeni produkce Ab u starych osob, novorozencd,
imunokompromitovanych

prenos protilatek z matky na plod
prenos Ab krevnimi derivaty

nespecificka reaktivita - herpesviry ad.



Hemaglutinace u infekéni mononukledzy

* Paul-Bunnelova reakce (Erikson, OCH test, Monospot)
- prikaz primoinfekce EBV
- faledné negat. u déti, mize byt i faledné pozit.

- pri dg. rozpacich doplnit specif. protilatky



Molekularné-biologické metody

dnes jiz velké mnoZzstvi patogent
vyZaduje zkuseny persondl

vyuziti u bakt. infekci

viry ( )
casto falesné pozitivni i negativni vysledky

real-time PCR vyznamné redukuje nedostatky metody



Biomarkery u bakteridlnich infekci a sepse
CRP - produkovan v jatrech (vliv IL-6, TNF-a)

prokalcitonin (PCT) - u sepse dochazi k
produkci PCT v celé radé somatickych bunék

poCet leukocytl, neutrofill, lymfocytd
cytokiny
TREM-1

testovano dalsich az 160 molekul



Biomarkery u sepse

General Variables

Fever or hypothermia

Tachycardia

Tachypnea

Hyperglycemia (in the absence of diabetes)

Inflammatory Variables

Leukogytosis or leucopenia
Raised plasma CRP concentration
Raised PCT concentration

Arterial hypotension
High cardiac index
Mixed venous oxygen saturation =>70%

Organ Dysfunction Variables

Arterial hypoxemia

Acute oliguria

Altered mental status

Unexplained coagulation abnormalities
Unexplained ileus

Unexplained hyperbilirubinema

Tissue Perfusion Variables

Unexplained hyperlactatemia
Decreased capillary refill

Crit Care Med 2003



C-reaktivni protein

- sekrece za 4-6 hod., max.za 36-50 hod.

* biol. polocas 16 hod.
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Prokalcitonin

» prokalcitonin (PCT) — u sepse dochazi k produkci PCT
v celé rade somatickych bunek

« stimulace produkce PCT — bakterialni toxiny, TNF-a,
IL-13

* neni prohormon kalcitoninu, fyziol. fce neni znama
 detekovatelny za 3-4 hod., max. za 14 hod
« pomaly pokles — polocCas v séru 22-35 hod.

» produkce PCT nekoreluje s jaternimi Ci renalnimi
parametry



PCT

koncentrace PCT (ng/l) atb terapie
<0,1 Ne
0,1-0,25 Ne
0,25-0,5" ANno

"Kontrolni vySetifeni 6 — 24 hod.; *Kontrolni vySetfeni 3 dny




Interpretace vys. zanétlivych markerd

kinetika CRP je pomalejsi nez PCT

CRP slabé koreluje s tiZi sepse

CRP je citlivy, ale nespecificky ukazatel
produkce CRP miZe byt ovlivnhéna imunosupresi
PCT je vice specificky v diagnostice

infekéniho zdnétu a sepse



Krevni obraz u inf. chorob

KO je vysetreni:

leukocytu, erytrocytu, Hb, Hct, trombocytu

- urcuje zastoupeni jednotlivych populaci bilych krvinek

- lymfo, mono, granulocyty

- plsobenim patogenu
- pridruZenym onemocnénim, chronicitou infekce

- Géinkem léku



Zmény v krevnim obraze

- miliarni TBC, VHB, HIV

- chloramfenikol - aplastickd anémie/reverz. drefiovy Gtlum,
linezolid

- virové hepatitidy, EBV, CMV, chripka, tyfus,
malarie, m. Dengue, ricketsiozy, 6- sepse

- léky - interferony, ATB (véetné PNC)



Krevni obraz u inf. chorob -
pokrac.

- infekéni i neinfekéni zanét

- infekce

- parazitdrni onemocnéni (kromé prvoku)

- larvalni toxokaroza



Krevni obraz u inf. chorob -
pokrac.

(>4000/microl)

reaktivni pri viroze - CMV,EBV, TBC, lues, pertuse

(<1500/microl)
pri lécbé 6K, miliarni TBC, HIV, ale i chripkal



Krevni obraz u inf. chorob -
pokrac.

Kawasakiho syndrom

chron. - leukemie, malignity, cirhoza, vaskulitidy

maldrie, sepse, DIC, erhlichioza
zardénky, priusnice, dengue, EBV, CMV, varicela, HIV
polékova (trimetoprim), autoimunitni

chronicka - vetsSinou neinfekéni pricina



KOZNI TESTY
- 1880 - Robert Koch

- detekce akutni i recentni infekce
- APC
- CD4+ T lymfocyty
- IL-2, IL-3, IL-4, IFN-gamma



KOZNI TESTY

- TBC (alternat.metoda QuantiFeron)
- lepra
- leishmanioza

- histoplasmoéza

ANERGIE: systémové infekce, virové
infekce, lécba kortikoidy



Take-home message

Lékar musi i v infektologii vedeét:
- co vySetruje
* pro¢ to vysetruje

+ co znamenad vysledek vySetreni (interpretace)

Odbér vzorku vzdy pred léc¢bou ATB!



