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ABSTRACT
Comparison of bacteriological examination of urine by cultivation-based method

and nephelometry

In population urinary tract infections (UTI) occur as the second most common diseases
caused by various pathogens. They manifest themselves by the presence of bacteria in
urine called bacteriuria. The objective of the thesis was to compare the bacteriological
examination of urine in suspected UTI wusing cultivation-based methods and
nephelometric methods. Two procedures were used for cultivation examination of
urine. The first was a gradual dilution technique which is considered to be accurate.
The second procedure was cultivation on filter paper which is considered to be less
reliable. Two types of culture media - URI Select 4 and COS from the firm BIO-RAD
were used.. URI Select 4 is a diagnostic medium designed to cultivate urine samples.
Blood agar (COS) is a blood enriched medium on which the majority of medically
important bakteria grow. The third measurement was carried out with the automatic
system URO-QUICK from ALIFAX S.p.A. Cultivation on filter paper was used only as
an extending supplementary method to be compared to the gradual dilution technique
and the automatic system URO-QUICK. Total of 50 urine samples were tested. Results:
Individual samples were processed by three methods in parallel. The obtained values
were used to evaluate clinical characteristics of each laboratory method. In the
nephelometric method the following values were found: sensitivity = 100%, specificity
= 75% and efficiency = 94%. In the gradual dilution technique the following values
were found: sensitivity = 89.5%, specificity = 50% and 80% efficiency. The method
using cultivation on filter paper has the values: sensitivity = 94.7%, specificity = 66.7%
and efficiency = 88%. The correlation coefficient between the automatic system and the
method of progressive dilution equals 0.19 and the correlation coefficient between the
automatic system and the method using filter paper is 0.69, the maximum match rate

being the coefficient 1.00.



Conclusion: According to the obtained results the automatic system URO-QUICK can
be regarded as the most appropriate procedure for processing urine samples in a
microbiological laboratory. The second method suitable for bacteriological examination

of urine is the filter paper method .
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UvVoD

Infekce mocovych cest patii vedle infekci hornich cest dychacich k nejcastéjSim
infekénim onemocnénim v populaci. Jeho vyskyt je lokalizovan v bézné populaci, ale 1
v nemocni¢nim prostfedi, kde se fadi mezi nosokomidlni nakazy. Mikrobiologicka
laboratoi pfedstavuje vyznamné misto pro jejich vySetfeni a udavad smér dalsi 1écby
pacienta. Uroinfekce se projevuji bakteriurii, tj. pfitomnosti mikroorganismii v moci. Za
signifikantni koncentraci bakterii v mo&i lze ozna¢it hodnotu >10° CFU/ml (CFU =
colony forming unit), tzn. 10° a vice bakterialnich kolonii v 1 ml mo&i.?® Zalezi, za
jakych podminek a jakym zptsobem je mo& odebrana. Hodnoty <10° CFU/ml jsou
pravdépodobné zpiisobeny pouze kontaminaci.

Mezi kvantitativni vySetieni bakteriurie patii kultivaéni metody. V této bakalarské
praci provadim bakteriologické vySetfeni moc¢i dvéma zplsoby — kultivatnim a
nefelometrickym. Kultivacni metoda postupného fedéni je povazovana za ptresnou pii
dodrzeni spravného pracovniho postupu a jedna se o zplsob referencni. Druha
kultiva¢ni metoda vyuziva filtrani papirek. Jedna se o metodu jednodussi, ale 1 méné
spolehlivou. Obé metody umozni sdélit vysledky az druhy den. Tteti metodu, kterou
jsem zvolila jako vhodnou pro zpracovani vzorki moci, je automaticky systém zalozeny
na principu nefelometrie. Jednd se o pfistrojovou techniku fungujici pomoci laserové
nefelometrie. Tento pfistroj se nazyva URO-QUICK. Timto zpisobem méteni ziskam
vysledky nejdéle za 4 hodiny. Metodu s filtraénim papirkem jsem pouzila pouze pro
porovnani s metodou postupného fedéni a automatickym systémem URO-QUICK.

Cilem mé bakalaiské prace je porovnat vysledky bakteriologického vysSetteni
moc¢i metodou kultivacni a nefelometrickou a urcit, jaky vliv ma ptfitomnost erytrocytt
nebo leukocytii ve vzorku na vysledky téchto metod. Zhodnotim, je-li automaticky
systém piinosem jak pro mikrobiologickou laboratof, tak pro dalSi subjekty spojené

s vySetfenim a lé¢bou infekci mocovych cest (klinicky 1ékat a pacient).



1. SOUCASNY STAV

1.1 Infekce mocovych cest

1.1.1 Charakteristika

Infekce mocovych cest (IMC) jsou povazovany za jedno z nejCastéjSich
bakterialnich onemocnéni vyskytujici se vpopulaci. IMC je termin pouzivany
v souvislosti s vyskytem bakterii v mo€i, tzv. bakteriurii. Vznikaji v pfitomnosti
infek¢énich agens a jejich pomnoZovanim v jednom nebo vice organech mocového
traktu, napiiklad ve vyvodnych mocovych cestach, ptipadné v ledvinovém parenchymu
nebo prostaté. Infekéni agens mohou pronikat do tkani, jejich okoli a do krve.
Mikroorganismy nachazejici se v moCovém traktu jsou nejCastéji Gram-negativni
bakterie."”’

IMC se ttidi podle n€kolika hledisek:

a) na nekomplikovanou a komplikovanou - podle toho, jestli chybi nebo je
pfitomna jina patologie mocového traktu

b) na horni a dolni - podle lokalizace

c) na akutni a chronickou - podle ¢asového pribéhu

d) na asymptomatickou a symptomatickou - z hlediska klinickych projeva

1.1.2 Epidemiologie infekci mocovych cest

Rozdilna Cetnost urologickych onemocnéni odpovida zastoupeni v jednotlivych
vékovych kategoriich a biologickych odliSnostech obou pohlavi. U Zen se vyskytuji
IMC castéji nez u muza. V dospélém veku je prevalence signifikantni bakteriurie u Zen
4 — 5 % a se vzristajicim vékem ma tendenci stoupat. U gravidnich Zen je incidence 4 —
10 %, coz je dvojnasobek v porovnani se stejnou skupinou negravidnich zen. Vyskyt
uroinfekci u muzi nad 40 let véku je zptisoben zvySenym vyskytem hypertrofie prostaty

a ledvinovych kamenl. Pfiblizné od Sesté dekaddy se incidence vyskytu infekci



mocovych cest u obou pohlavi vyrovnava a vyskytuje se asi v 10 — 30 %. ZvySeny pocet
IMC se nachazi u rizikovych skupin populace, kterymi jsou déti, t€hotné zeny, starSi
osoby, pacienti po miSnim poranéni nebo se zavedenym katétrem, pacienti s derivacemi
mocovych cest, diabetici, pacienti postizeni AIDS nebo roztrouSenou sklerdézou

apod.(s’g’lg)

1.1.3 Patofyziologie infekci mocovych cest

Mocovy trakt zdravého jedince je bakteriologicky sterilni s vyjimkou zevniho Gsti
uretry.

Ve vice nez 95 % piipadi se rozvine infekce ascendentni (vzestupnou) cestou.
Mikroorganismy putuji vzhlru zuretry a kolonizuji mocovy méchyf a mohou
proniknout pies uretery az do ledvin, resp. ledvinnych panvicek a parenchymu ledvin. U
zen je obvyklym rezervoarem IMC vagina. U muzi je rezervoarem IMC prostata
s poruchou mikce obstrukéniho charakteru, u chlapci kolonizované perineum a
preputium.”

Infekce vznikla descendentni cestou je neobvykla u dospélé populace a obvykla u
novorozencl. Jedna se o mocovou infekci hematogenniho plivodu. Timto zpiisobem
jsou postizeny parenchymové organy, predevsim ledvinny parenchym, prostata, méné
pak nadvarle a varle. K poskozeni organismu hematogenni infekci je potfeba vysoké
virulence patogenu vyvoldvajiciho onemocnéni a soucasného oslabeni hostitelského
organismu. Mikroorganismy jsou do mista infekce transportovany krevnim fecistém,
které je zdrojem infekéniho agens v dusledku endokarditidy, flebitidy, infekce
centrdlnich Zilnich katétri, bakterémie nebo kandidémie. Dal$imi ohroZenymi
skupinami mohou byt seniofi, chronicky nemocni nebo imunosuprimovani pacienti.*'¥

Lymfogenni cesta Sifeni neni v patogenezi IMC zcela objasnéna. Jako ptiklad se
uvadi §ifeni bakterii miznim systémem z oblasti stieva se stagnujicim obsahem.™
Pohlavnim stykem se prendseji sexualné pfenosnd onemocnéni. Nejednd se o

v

typickou cestu Siteni IMC, ale sexudlné ptrenosné bakterie mohou zpusobit uretritidy,
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prostatitidy, epididymitidy muza a uretritidy Zen. Tato zanétliva onemocnéni patii do

klasifikace infekci mo&ovych cest."”

1.1.4 Etiologie

Bakterie Escherichia coli z Celedi Enterobacteriaceae je v 90 % vyvolavatelem

akutnich nekomplikovanych IMC, méné Casto komplikovanych a nosokomialnich IMC.

Je to nejéast&jsi ptivodce uroinfekce, ktera se it ascendentng.®

Tabulka 1: Patogenita a frekvence vyskytu mikroorganismit ve vzorku ze stiedniho

proudu moci spontanné vymocené

Patogenita
v mocovych Frekvence (izolaty v procentech)
cestach
A. bézna B. Casta C. neobvykla D. vzacna
(> 10 %) (1-10 %) (0,1 -1%) (<0,1 %)
I. Primarni E. coli
patogeny COy—dependentni
E.coli S. saprophyticus Salmonella spp.”

(Leptospira,
mycobacteria)’

II. Sekundarni
patogeny

Enterobacter spp.
Enterococcus spp.

Klebsiella spp.
P. mirabilis
Ps. aeruginosa

Citrobacter spp.
M. morganii
P. vulgaris
Serratia spp.

S. aureus

Corynebacterium
urealyticum
Haemophilus
sop.”
Streptococcus
pneumoniae./b

III. Nejisté

Acinetobacter spp.

(pochybné) GBS", kandida Pseudomonas spp.
patogeny CNS" Stenotrophomonas
maltophilia
IV. Obvykle Streptococcus sp. | Bifidobacterium sp.
fléra uretry Gardnerella
nebo vaginalis
genitalu’® Lactobacilli atd.
Zdroj: (4)

/

/b

— nejcastéji izolovany v moci u déti
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e Streptococcus agalactiae (B-hemolytické streptokoky skupiny B)

a_ koaguldza-negativni stafylokoky, kmeny produkujici ureazu nebo kmeny v moci
pacientil s permanentnim katétrem mohou byt vyznamné

" _ neprovadi se identifikace a testy citlivosti k antibiotikim (pouze pfi vyjimeénych
indikacich)

- specifické bakterie, leptospiry, salmonely, sexualné ptfenosni pivodci a kandidy

nejsou detailné diskutovany

Proteus sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp., Enterococcus sp., Serratia sp. jsou
bakterie, které vyvolavaji predev§im komplikované a nosokomialni infekce mocovych
cest Casto spojenych se strukturalnimi a funkénimi abnormalitami mocovych cest.
Kmeny se vyznaduji Gastou rezistenci k antibiotiktim.!'***)

Staphylococcus epidermidis a S. saprophyticus jsou puvodci akutnich cystitid u
mladych Zen. Z vaginalniho rezervoaru se pii ascendentnich infekcich uplatiuje
Streptococcus viridans nebo S. agalactiae. Koagulaza negativni stafylokoky se jako
pavodci infekce objevuji Gast&ji u pacientdl se zavedenym katétrem.“” Vyvolavateli
hematogennich infekci jsou nejCastéji koky, napt. Staphylococcus epidermidis nebo
Staphylococcus aureus, také mykobakterie nebo plisné. Méné¢ obvyklym plvodcem
IMC mtize byt Salmonella sp., Sitici se hematogenni cestou v pribéhu septického
onemocnéni, kdy se salmonely vylu¢uji do mo¢i. %29

Anaerobni bakterie se jako ptivodci IMC vyskytuji velmi vzacné. Podili se na
invazivnich rozpadovych patologickych procesech v organech mocového traktu a jejich

okoli. Neobvyklou bakterii je Pseudomonas sp. Je moznym reziduem nosokomidlni

infekce po invazivnich vySetfovacich metodach nebo zakrocich v mo&ovém traktu.”
1. 1.5 Klasifikace infekci mocovych cest
Infekce dolnich cest mocovych zahrnuje cystitidu, prostatitidu a uretritidu.

Cystitida je onemocnéni, které se z infekci dolnich cest mocovych vyskytuje nejCastéji a

postihuje pievazné zeny. Pivodcem téchto infekci je predevSim bakterie Escherichia
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coli. Projevuje se Castym bolestivym mocenim. V moci se nachazi leukocyty, bakterie a
nékdy erytrocyty. Pro urceni diagndzy cystitis je dilezitd anamnéza, klinicky obraz a
nalez signifikantniho mnoZstvi bakterii v mo¢i.

Prostatitida se vyskytuje jako forma akutni nebo chronickd. Mize dojit ke vstupu
infekéniho agens ascendentni cestou z uretry do prostatické tkané nebo hematogennim
zpusobem S$ifeni. Akutni prostatitida je provazena horeckou, bolestivosti infikované
zlazy a poruchami odtoku moc¢i. Mikrobialni agens je nékdy mozno prokazat v prvni
porci moc€i po masazi prostaty. Chronicka forma zanétu prostaty je vleklé onemocnéni
s fadou mik¢nich a sexudlnich dyskomforti. Pti této formé prostatitidy se bakterialni
pivodce zachyti velmi ziidka. Z chronické prostatitidy tvofi nejvétsi podil tzv.
nebakterialni zangt prostaty.®-'*%)

Uretritida je zanétlivé onemocnéni, které zpiisobuji jak enteropatogenni bakterie,
tak ptvodci pifendsSeni sexualné pohlavni cestou. Jedna se o mikroorganismy ze skupiny
kokii, anaerobni bakterie, intraceluldarni parazity (chlamydie) a protozoa
(trichomonady).'®29

Pyelonefritida resp. intersticialni bakteridlni nefritida je infekci hornich cest
mocovych. DéEli se na akutni a chronickou formu. Pti akutni pyelonefritidé dochazi
k infiltraci intersticia ledvin polymorfonukleary."® T&7ké formy onemocnéni mohou
vést az k septickému Soku, jehoz ndsledky mohou byt fatalni. Je provazena leukocyturii,
ale nemusi se vyskytovat bakteriurie a kultivani ndlez v mo¢i mize byt negativni.
Pokud se pfi kultivaci objevi néjaky patogen, jedna se pievazné o bakterii Escherichia
coli, méné Casto o enterokoky a enterobakterie. U chronické pyelonefritidy se ptidruzuji
Jiz vytvotené a stale se tvofici jizvy, které vedou k deformaci kalicht a panvicek ledvin.
V détstvi se vyskytuje jako disledek vezikoureterdlniho refluxu. U dospélych osob se
objevuje pii recidivujici infekci nebo jako nasledek abusu analgetik. Laboratornim
nalezem je predevsim proteinurie 1g/24h a leukocyturie.**

Infekce hornich a dolnich cest mocCovych jsou doprovdzeny signifikantni
bakteriurii. Prokazuje se kvantitativné vyznamna bakteriurie. Miize chybét u uretritid,
specifickych procesti, pacientli jiz 1é€enych antibiotiky nebo u pacientli infikovanych

hematogenni cestou.
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Asymptomatickd bakteriurie se vyskytuje se piiblizn¢ u 15 % gravidnich Zen, ale
jen u 0,1 % muzi. Jednd se o signifikantni bakteriurii, kterd neni provazena
subjektivnimi potizemi ani klinickymi ptiznaky. V mo¢i se vétSinou nachéazi koliformni
Gram-negativni bakterie. Terapie u nekomplikované asymptomatické bakteriurie neni
nutna, vétSinou dojde k vymizeni ndlezu. LéCi se pouze téhotné Zzeny. Pokud jsou ve
vySetfovaném vzorku moci pfitomny tfi a vice bakteridlnich druht, jedna se vétSinou o
kontaminaci béhem odbéru ¢i kontaminaci zpiisobenou nevhodnym skladovanim.

Vyjimku tvofi pacienti s dlouhodobé zavedenymi katétry.**2>2)

1.2 Preanalyticka faze bakteriologického vySetieni moci

Preanalyticka faze je obdobi pied vlastnim laboratornim vySetfenim. Rozdéluje
se do dvou skupin. Prvni skupinu tvofi preanalytickd faze mimo laboratof. Druhou
skupinou je preanalytickd faze v laboratofi. Zahrnuje pfipravu pacienta, vlastni odbér
biologického materialu, zaslani odebraného vzorku do laboratofe a piipravné prace,
event. skladovani pred provedenim samotné analyzy.'® V této fazi vySetfeni se
vyskytuje nejvétsi pravdépodobnost vzniku chyb. Faktory, které se shrnuji do faze pred
vlastni analyzou, mohou nespravnym postupem odbéru nebo transportu vzorku

negativné ovlivnit vysledek vySetteni.
1.2.1 Preanalyticka faze mimo laboratoy

Zahrnuje procesy odbéru materialu a jeho transport. Je kladen zv1aStni dliraz na to,
aby se co nejvice zabranilo kontaminaci a naslednému znehodnoceni biologického
materialu."® Vzorek mo¢i je jinak ohroZen druhotnym pomnoZovanim bakterii po
odbéru a mize tak dojit k poSkozeni nebo smrti mikroorganismti, které zptisobuji vlastni
onemocnéni u pacienta. Vysledek pak neni hodnotitelny, protoZe nejsou piitomny
etiologicky relevantni bakterie.

Zakladni parametry odbéru moci jsou nasledujici — ¢as a misto odbéru,

identifikace vzorku, odbérova a transportni souprava. Kazdy infekéni proces ma sviij
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priabéh dany lokalizaci infektu, interakci mikro a makroorganismu a dalSimi vlivy.
Vétsina infekci zacind jako invaze relativné malého mnozstvi plivodei, kteti se v téle
hostitele mnoZi, vytvaieji loZisko a $ifi se kontinualné do okoli. Proti tomuto procesu
plsobi imunitni systém, pokud neni zdsadnim zplsobem utlumen. Odbér materialu je
proto nutné vhodné¢ naCasovat z hlediska patofyziologického prabchu infekéniho
procesu.'”

Misto odbéru souvisi s druhem infekéniho procesu a jeho pribéhem. Odbér musi
byt proveden lege artis a asepticky do vhodné odbérové soupravy jednim ze Ctyf
zpusobu,které jsou popsany nize.

Odbérova a transportni souprava musi umoznit odbér vzorku, zajistit pieZiti
mikroorganismli a ochranit vzorek pied vnéjSi kontaminaci a vnéjSi prostiedi pred
kontaminaci vzorkem.

Jednoznacna identifikace vzorku je velmi dilezita. Nadobka se vzorkem musi byt
Citeln€ oznaCena jménem a piijmenim pacienta a rodnym cislem. Spole¢né
s biologickym materidlem musi byt poslana Zadanka, kterda by méla obsahovat
nasledujici udaje: jméno a pfijmeni pacienta, rodné ¢islo, druh materidlu, misto odbéru,
diagnézu dle mezinarodni klasifikace, zdravotni pojistovnu pacienta, ICZ, adresu
zadatele, datum a ¢as odbéru, razitko a podpis I€kate a pokud byla zapocata antibioticka
terapie, tak 1 druh nasazenych antibiotik. Z téchto priivodnich dat by mélo byt zcela
jasné, jaké vySetieni je pozadovano.!”

Vzorky moci se odebiraji ¢tyimi zpiisoby. Moc¢ odebrana ze stiedniho proudu je
rutinnim typem. Pfi tomto druhu odbéru je urcité riziko sekundarni kontaminace.
V prvni porci moc¢i jsou bakterie vyplachnuté z moCové trubice a vySetfeni by tim
mohlo byt znehodnoceno. Z tohoto divodu se odebira stiedni proud. Postupem pro
spravny odbér je omyti zevnich genitalii vodou a mydlem a otfeni zevniho usti mocové
trubice tamponem namocenym v dezinfekénim roztoku. Do sterilni nddobky se Sirokym
hrdlem se zachyti stfedni proud. Odebrana moc se ptelije do nddobky urcené
k transportu. Pouzivané nadobky jsou vétSinou plastové, riznych objemi a musi byt

sterilni, (%1019
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Druhym zplisobem je moc¢ ziskana katetrizaci jednorazové. Riziko kontaminace
vzorku pfi odbéru je minimalni, ale nelze jej doporucit jako bézny typ odbéru pro riziko
zavleceni infekce do mocovych cest. Jedna se o tzv. cévkovanou moc.

Ttfetim zplsobem je moc¢ ziskand z permanentniho katétru. Kriteria posouzeni
pfitomnosti, kvantity a interpretace signifikantni bakteriurie nejsou zcela jednoznac¢na.
Interpretace vysledku se odviji od klinické symptomatologie, bakterie jsou casto
soucasti biofilmu povrchu katétru a mohou, ale nemusi byt zdrojem klinickych
komplikaci.®

Ctvrtym zptisobem je mo¢ ziskana sbérem do adhezivnich sa¢kli u déti. Metoda je
zatizena relativné vysokym rizikem sekundarni kontaminace. Sacek by nemél byt
nalepen déle nez 30 minut a odstranén by mé&l byt ihned po mikei.“*”

Vzorek moc¢i musi byt transportovan ve sterilni nadobce a zpracovan nejpozdéji do
2 hodin po odbéru. Pokud se transport zpozdi, je nutno ulozit vzorek do pfenosné
lednice a udrzovat teplotu mezi 4 az 8 °C. K transportu Ize pouzit i komercéni odbérové
soupravy, tj. ponorné plastikové folie potazené kultivaénimi medii, které se inokuluji
bezprostiedné po odbéru vzorku. Zpiisob pouziti, transportu a vyhodnoceni kultivace se

fidi predpisy doporugenymi vyrobcem.®"'?

1.2.2 Preanalyticka faze v laboratoii

Po pfijmuti vzorku do laboratofe se zkontroluje jeho identifikace, ktera musi
souhlasit se zadankou. Zadanka i vzorek se ozna¢i stejnym Garovym kédem popt.
¢islem. Pokud nelze provést laboratorni vySetfeni daného materidlu ihned, musi se
vzorek spravné uchovavat. Vzorek moci je nutno uchovavat pii 4 — 8 °C, maximalné

r~r

vSak 24 hodin. Pfi nizké teploté se snizi metabolické pochody bakterii na minimum a

predejde se tak znehodnoceni vzorku pomnozenim bakterii.*”
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1.3 Analyticka faze

Samotné laboratorni vySetfeni zahrnuje tzv. analytickd fidze. Analyza se provadi
vyhradné v mikrobiologické laboratofi za predem stanovenych podminek. Biologicky
materidl po spravném odbéru, transportu a identifikaci na pfijmu je zpracovan danou
mikrobiologickou metodou. Vysetteni by mélo probihat podle zasad spravné laboratorni

praxe.

1.3.1 Kultivace bakterii

Kultivaci se rozumi péstovani neboli rozmnozovani mikroorganismi za
laboratornich podminek na pfirozenych nebo umélych pudach.'” Kultivace
mikroorganismll patii mezi zédkladni a nejcastéji pouzivané metody v mikrobiologické
laboratofi. Slouzi k pfimému pritkkazu infekéniho agens. I pifesto, ze je tato metoda velmi
zdlouhavé oproti dneSnim modernim postupiim (PCR, detekce antigenu, atd.), je stale
potiebna k identifikaci vypéstovaného mikroba a naslednému stanoveni jeho citlivosti

k antimikrobialnim latkam.

1.3.1.1 Riist a mnoZeni bakterii

MnoZeni a rlst bakterii jsou zaloZzeny na né€kolika biochemickych a fyzikalnich
procesech. Pocet bunék vzrista geometrickou fadou s kvocientem q = 2, tzn. Ze se z 1
buiiky vytvoii 2, ze 2 bunék se vytvoii 4, atd. Tuto geometrickou fadu mnozZicich se
patogent sleduje exponencidlni funkce. Doba, za kterou se zdvojnasobi pocet bunék, je
veli¢ina konstantni. Tato veli¢ina je nezéavisla na aktudlnim poctu bunék v daném
casovém okamziku. Za stejnou dobu tak vzniknou ze 2 bunék 4 jako z 32 bunck 64.

Rast bakteridlnich bun¢k se rozliSuje na rist jednotlivych bunék nebo celé
populace. Jednotlivé buiiky rostou tak, Ze se zvétSuje jejich objem a tim 1 hmotnost. Ve
chvili, kdy dosdhne bakterie urcité¢ velikosti, se rozd€li. Rust celé populace je

charakterizovan poctem bunék v bakteridlni kultufe a pfibyvanim biomasy. Lze ho
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znazornit ristovou kiivkou, ktera ukazuje pocet zivych bun€k v zavislosti na stari
kultury.

Rast buiiky i celé populace muze probihat dvéma zplsoby. Prvni zpiisob je
balancovany rast, ktery se uskutecnuje tehdy, jestlize vSechny extenzivni vlastnosti
bunék a celé populace vykazuji za dany Casovy interval stejny vzrist — délka bungk,
obsah jejich DNA, obsah enzymi, celkovy obsah bilkovin. Za urcity ¢asovy interval
dojde ke zdvojeni a zdvojnasobeni hodnot. Rostouci bakteridlni kultura by méla byt
v ustdleném stavu. Pokud k tomu nedojde, uplatni se druhy zpusob ristu, kterym je rist

Iy s (2,31
nevyvazen .( 315)

1.3.1.2 Rustové naroky

K identifikaci bakterii je potteba jejich kultivace, proto je nutné znat jejich rstové
naroky. Musi byt zajistény optimalni fyzikalni podminky a poskytnuty vhodné Ziviny."”

Na vyzivé mikroorganismu je zavisly jejich rist. Jednotlivé druhy se svymi naroky
na vyzivu li$i. Pro vétSinu patogenti se podatilo ptfipravit recepturu umélych Zivnych
pud. Hlavnimi poZadavky na vyZivu bakterii jsou prvky uhlik a dusik, dale bilkoviny,
anorganické soli, rastové faktory a predevsim zdroj energie.

Fyzikdlni podminky rastu by mély zajistit dostatecnou rychlost pfijimani Zivin
bakteriemi a odstrafiovani jejich odpadnich produkti. K zajisténi spravnych podminek
slouzi optimalni teplota, atmosféra, koncentrace vodikovych iontli, osmoticky tlak,

oxidoredukéni potencial a sterilita prosttedi.

1.3.1.3 Rustova kiivka

Ke znazornéni poctu Zivych bunék v zavislosti na stafi kultury se vyuziva rlstové
kiivky. Pocet zivych bunék je uveden v logaritmické stupnici. Jsou dva typy ristovych
kiivek: prvni je zaloZena na zjisténi celkového poctu bunék v kultufe, jak Zivych, tak
uhynulych, druh4 je zaméfena pouze na zivé buiiky, resp. buiiky schopné mnozeni. Zivé

buiiky vyrostou v kultivaénim mediu a vytvoii kolonie. Pocet téchto bunck se stanovuje
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jako colony forming unit (pocet jednotek tvoficich kolonie - CFU). Rastova kiivka se
vyznacuje ¢tyfmi fazemi:
Lag faze
Bunky se zde nemnozi, roste jejich objem a maji zvySeny metabolismus. Délka
je zévisla na fyziologickém stavu inokula.
Logaritmicka (exponencialni) faze
Rychlost ristu bun€k je konstantni a mezi ¢asem a jejich poctem je linedrni
zavislost. Generac¢ni dobou se rozumi délka ristového cyklu, ktera zavisi na druhu
mikroba, na teplot¢ a na sloZeni kultivatniho media. V uzavieném systému se
slozeni media postupné nepfiznivé méni a to vede ke zpomaleni ristu
mikroorganismd.
Stacionarni faze
Rast bun€k je zastaven, buiikky nerostou ani nehynou. Zastaveni rustu je
zpusobeno, bud’ vyCerpadnim zivin, nebo nahromadénim toxickych odpadnich
produktii. V této fazi se méni morfologie bunék. Délka zavisi na charakteru
prostiedi a na druhu mikroba.
Faze hynuti
Bunky ztraci schopnost mnozeni. Rychlost odumirani bunék zavisi také na druhu

mikroba a na prostiedi.'?

1.3.2 Kultivacni pudy

Kultivaéni ptidy slouzi k péstovani bakterii. Historie ptipravy sahd az do 19. stoleti a
zaslouzili se o ni zakladatelé bakteriologie — Louis Pasteur a Robert Koch. Dulezitou
osobnosti v ptipravé kultivacnich pad byl také Richard Petri, ktery pro pevné pudy
zaved] sklenéné misky s plochym vickem, tzv. Petriho misky (viz. ptiloha ¢.4).”) Tyto
misky se pouzivaji dodnes, ale jsou vyrabéné z plastu. Pidy pro rist mikroorganismu
maji dva zékladni parametry: prvnim je podpora rlistu co nejvétStho mnozstvi

mikrobialnich druhti, druhym nizka cena a snadna ptiprava.
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Rozdéleni ptd je dvojiho typu, podle sloZeni a podle konzistence. Podle chemického
slozeni se dé€li na pudy ptirozené (komplexni) a syntetické (definované). V lékaiské
mikrobiologii se nejcastéji pouzivaji pudy piirozené, jejichz zdkladem je vétSinou Zivny
bujon, ktery neni chemicky definovan. Syntetickd media obsahuji chemicky definované
slougeniny."

Podle konzistence se pliidy déli na tekuté a pevné. Mezi tekuté pldy patii naptiklad
bujon, peptonova voda, Sulova pida atd. V téchto ptidach rostou mikroby i z malého
nebo starého inokula, ponévadz se snaze dostanou k vodé¢ a zZivindm. Ruast mikrobt
v tekutych pidach se projevuje zakalenim, vzacnéji sedimentem nebo blankou. Ze
zékalu nelze rozeznat, jestli jsou mikroby v Cisté kultute nebo se jedna o jejich smés. To
ukazuje na nevyhodu tekutych pid. Pevné pidy se ptfipravuji pfedevSim ztuzenim
zékladu. Jedna se vétSinou o bujénovy zaklad, do n¢hoz se pridava 1 — 2 %, vyjimecné
5% agaru.’) Agar je smds polysacharidii — agarosy a agaropektinu extrahovanych
z rudych moiskych tas zvanych agarofyty. Agar neni pouzivan jako zdroj Zivin pro
bakterie, slouzi jako gelifikaéni pfisada pro pfipravu pevnych kultivacnich medii.
Agarové pudy se rozpousteji pii teploté nad 85 °C a pfi teploté kolem 40 °C tuhnou.
Teplota tuhnuti agaru zavisi na jeho kvalité. Dnes se agar dodavd ve formé susené,
mleté nebo granulované.®"

Podle ucelu pouziti jsou pldy rozdéleny na zakladni, obohacené, diagnosticke,
selektivni a selektivné diagnostické. Mezi zakladni kultivacni media patii bujon,
peptonova voda (media stekutou konzistenci) a Zivny agar (medium s pevnou
konzistenci). Tvofti zéklad pro ptipravu dalSich typl piid. Na téchto mediich lze péstovat
bézné mikroorganismy bez zvlastnich ndrokd na vyzivu. Nékteré ndrocnéjsi bakterie,
piedevsSim streptokoky rostou na zdkladnich pidéach Spatné, jiné napiiklad hemofily a
neisserie vubec. Pro kultivaci téchto typti bakterii se pouzivaji obohacené pidy. Jsou
vyrabéné z vyzivngjSich zdkladi, ke kterym se ptidavaji dal$i slozky, naptiklad
bilkovinné koncentraty, hydrolyzaty, ptipravky obsahujici vitaminy, Skrob k potlaceni
ptipadnych toxickych faktor v ptidé apod. Ptikladem téchto typt medii jsou Toddlv-

Hewittiv bujon, jatrovy bujon nebo agarové zaklady Columbia.”)
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Do kultivaénich zakladii se mohou ptidavat 1 dalsi latky: nejcastéjSi obohacovadlo je
krev, dale bovinni nebo koniské sérum, hydrolyzovany bovinni albumin, chemicky
definovand obohacovala (suplementy) obsahujici smési vitamin a dalSich ristovych
faktorti apod. Nejpouzivangj$im typem obohacenych piid je krevni agar. DalSimi
pudami obohacenymi krvi jsou ¢okolddovy agar, za horka zfiltrovany cokoladovy agar
(tzv. Levinthalova plida) a pida Bordetova-Gengouova. Krevni agar se pfipravuje
pfidanim 5 — 10 % defibrinované ov¢i nebo berani krve k agarovému zakladu
ochlazeném na 45 — 50 °C. Po promichani se vléva do Petriho misek. Je obohacen plnou
krvi, ma vysokou vyzivnou hodnotu a roste na ném vétsina vyznamnych mikrobi.”) Na
této pud¢ se projevi 1 hemolytické vlastnosti péstovanych mikrobii (mohou byt
privodnimi znaky pro jejich diagnostiku) a podle nich je n€kdy moZno bakterie ptimo
urcit. Mikrobiologicky je hemolyza schopnost mikroba rostouciho na krevnim agaru
naruSovat erytrocyty pod kolonii nebo v jejim okoli. Erytrocyty se méni vlivem enzymut
- hemolyzinti, substanci enzymatického charakteru stépicich néktery fosfolipid bunécné
membrany erytrocytdi. Hemolyzu rozeznavame tplnou a netiplnou. Uplna hemolyza se
projevi odbarvenim a dokonalym projasnénim krevniho agaru kolem kolonii. Jedna se o
uplny rozklad erytrocyti. Pfi netplné hemolyze se ztraci Cervené barvivo z erytrocytd,
ale vzoné hemolyzy zlstava piida zakalend. Dochdzi pouze k Castecnému poSkozeni
erytrocyti.

Diagnostické ptidy slouZi k rozliSeni mikrobi, které maji stejné ristové vlastnosti,
ale 1181 se metabolicky. Tato media obsahuji substrat, na n&jz se necha mikrob ptlisobit.
Nedojde-li ke zmén¢ substratu ihned, ptida se vhodny indikator. VEtSinou je jiz soucasti
pudy, nékdy se vSak ptidava az po inkubaci. Soucasti klasickych diagnostickych ptd je
zivny zaklad — bujon nebo peptonova voda. Na téchto ptidach se zkoumané bakterie
mnozi. V modernich diagnostickych padach neni zivny zéklad nutny, ponévadz se
dokazuje ptitomnost jiz preformovanych enzymi v masivnim inokulu vySetfovaného
mikroba. Patfi mezi rychlé postupy a vysledky lze odegist bdhem n&kolika hodin."*?
Prikladem této pidy pro zpracovani vzorku moci je URI Select 4. Jednd se o
chromogenni medium zalozeném na principu diagnostické ptidy. Vyhodou tohoto media

je snadnéj$i rozpoznani smiSeného ristu kolonii, redukce mnoZstvi prace pro ndslednou
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identifikaci a vyssi rychlost detekce. Rostou na ném bakterie vyskytujici se u pacientt
s IMC."*") Tyto patogeny se rozlifuji na zakladé zmény zbarveni. Napiiklad
Escherichia coli se zbarvi rizové az purpurové, Proteus mirabilis oranzovohnéd¢,
Enterococcus svétlomodie a enterobakterie pattici do skupiny K.E.S (Klebsiella,
Enterobacter, Serratia) modie nebo zelenomodie. Pro identifikaci E.coli udava vyrobce
99 9% senzitivitu testu. Barevné rozliSeni se uplatiiuje 1 u rozliSeni u rodu
Staphylococcus: S. aureus - zluté kolonie, S. epidermidis - bilé kolonie a S.
saprophyticus — rizové kolonie."'”

Selektivni pidy podporuji rist hledaného mikroba a potlacuji rist mikrobt
ostatnich. *”) Skladaji se z Zivného zakladu a z inhibitoru ristu nezadoucich mikrobu.
Jako inhibitory se pouzivaji slouceniny telluru, selenu, vizmutu, lithia, latky snizujici
povrchové napéti (zlu¢ nebo deoxycholat sodny) atd. Inhibovat nezddouci mikrofloéru
lze kyselym ¢1 alkalickym charakterem media nebo zvySenim osmolality pomoci soli
nebo sacharida."*? Mezi selektivni pudy pouzivajici se k identifikaci bakterii
vyvolavajicich IMC patii CLED agar. Na CLED agaru (Cystein—Lactose—Elektrolyte-
Deficient Agar) rostou jak Gram-pozitivni, tak Gram-negativni bakterie. E.coli a
Enterococcus sp. rostou ve zlutych koloniich, Klebsiella sp. a Proteus sp. v modrych
koloniich, Pseudomonas aeruginosa v zelenych koloniich a Staphylococcus aureus
v tmavé Zlutych koloniich. CLED agar je medium pro izolaci jednotlivych kment, ale
nemé takovou rozlidovaci kapacitu k odligeni patogent vyskytujicich se ve smési.!'*'¥

Selektivné-diagnostické piudy vyuzivaji principy selektivnich a diagnostickych pud.
VétSinou se jednd o tuhé pudy, na které se ockuje material s ptitomnosti hledané¢ho
mikroba. Tento patogen se vétSinou vyskytuje ve smeési s mnozstvim pravodni
nepatogenni mikroflory. Selektivni diagnostické plidy obsahuji zivny zdklad (vétSinou
agarovy), inhibitor riistu nezddoucich mikrobt, vhodny substrat a indikator jeho zmén.
Jejich funkce je dvoji, jak selektivni, tak diagnosticka. To znamend, ze zminhované
kultivacni medium podpofi rist hledaného mikroba a potlaci rist neZaddoucich mikrob.
Neékteré patogeny mohou zménit pritomny substrat a pak rostou v charakteristickych

koloniich. Princip tohoto zptisobu ristu na piids je diagnosticky."*?
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1.3.3 Disperzni systéemy — nefelometrie

Metoda, kterd vyuziva rozptylu zafeni na heterogennich ¢asticich v koloidnich
roztocich se nazyvd nefelometrie. Slouzi ke stanoveni koncentrace disperzi
v kapalindch, jejiZz principem je méfeni absorbance rozptyleného zareni. Mé&feni se
provadi v jiném sméru nez je smér Siteni prochdzejiciho svétla, a to pod thlem 90° nebo
45°. Jako zdroj svétla se pouziva laser.!! %

Disperznimi systémy, kterymi jsou napiiklad krev, mo€, extracelularni a
intracelularni prostiedi, jsou soustavami obsahujici alespoii 2 faze nebo slozky.*” Jedna
nespojitd faze Ci slozka zvana disperzni podil je rozptylena v druhé spojité fazi/slozce/
zvané disperzni prostfedi. RozliSuji se 2 typy disperznich systémt. Prvni je systém
heterogenni, kdy soustava obsahuje 2 faze, mezi kterymi vznikla urcitd hranice. Druhy
systém je homogenni. V tomto systému je disperzni podil v malych Casticich rozptyleny
ve sloZce tvofici disperzni prostiedi.**

Disperzni systémy jsou rozdéleny podle riiznych kritérii, bud’ podle skupenstvi nebo
podle velikosti cCastic. Stupenn disperzity je pievracena hodnota priméru cCastice
s kulovym tvarem (rozmér je m™). Jemn&jsi rozptyleni disperzniho podilu je znamkou
vys$iho stupné disperzity. Monodisperzni systém obsahuje ¢astice se stejnou velikosti a
v polydisperznim systému se vyskytuji ¢astice o rtizné velikosti. Podle velikosti ¢astic
rozliSujeme disperze analytické (do 1 nm), koloidni (1nm — 1um) a hrubé (1pm — 1mm).
Rozdéleni disperznich systémt podle skupenstvi disperzniho prostiedi a disperzniho
podilu s ohledem na velikost &astic uvadi tabulka 2.%?

Koloidni disperze jsou tvofeny makromolekulami nebo micelami. Makromolekuly
jsou molekuly vysokomolekularnich polymert.*"” Micely jsou shluky &astic, které
nejsou navzdjem chemicky vazany. Oba typy Castic se rozpoustéji piimo a patii tak
mezi rovnovazné systémy. Svymi vlastnostmi, zpiisobem vzniku a stabilitou se podobaji
pravym roztokim. Nazyvaji se koloidni roztoky. Lze je podle vztahu k rozpoustédlu
délit na lyofilni a lyofobni. Lyofilni koloidni roztoky se vyznacuji tim, Ze si samostatné

vytvaii elektrickou dvojvrstvu a jsou obaleny molekulami disperzniho prostiedi. Castice

koloidnich roztokli nesou na svém povrchu elektrické naboje, které jsou ptivodcem
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jejich specifickych vlastnosti. Kolem nabité koloidni ¢astice se seskupuji malé ionty
opacné¢ho znaménka, a tak vznikaji na povrchu dvé nabité¢ vrstvy. Jednu vrstvu tvofi
naboje na povrchu castice, druhou u ni nahromadéné ionty opacného znaménka.
Lyofobni koloidy jsou uméle piipravené koloidni disperze Castic, které nemaji afinitu
k molekulam rozpoustédla. Nejsou schopny del§i samostatné existence a pro prakticke

velr ’ :1: 22
pouziti se musi stabilizovat. **

Tabulka 2: Rozd¢leni disperznich systému

Disperzni Disperze
prostfedi | Disperzni podil | Disperze hrubé koloidni Disperze analytické
plynny smési plynt
plynné kapalny dést’,mlha,aerosoly | aerosoly pary kapaliny v
plynu
pevny kout,dym,aerosoly aerosoly pary tuhé latky v
plynu
plynny bubliny,pény pény roztoky plynd v
kapalinach
kapalné kapalny emulze lysoly smési kapalin
pevny suspenze lysoly, pravé roztoky
koloidni
roztoky
tuhé pény,bubliny plyny  rozpusténé
plynny plynt v pevnych | tuhé pény v pevnych latkach
pevné latkach
pevné latky
kapalny s uzavienymi tuhé pény krystalicka voda
kapickami
pevny tuhé smési tuhé soli tuhé
roztoky,smésné
krystaly
Zdroj: (22)

Koloidni disperze maji specidlni optické vlastnosti. Po prichodu zafeni témito
roztoky jevi opalescenci, pfi niZ dochazi k rozptylu svétla zahrnujici jeho lom, ohyb 1
odraz. Svétlo je pozorovatelné po prichodu koloidnim roztokem i v jiném sméru nez je
smér Sifeni. Tento fenomén se nazyvd Tyndalliiv jev. Rozptylené zafeni ma stejnou

vlnovou délku jako zafeni dopadajici a jeho intenzita (I) klesa se ¢tvrtou mocninou
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vlnové délky A (I = c/A%, kde ,.c“ je koncentrace).*” Mgfeni intenzity rozptyleného
svétla miize byt pouzito pii stalé velikosti ¢astic ke stanoveni koncentrace roztoku nebo

LT . ’ . soxroer (11
pii stalé koncentraci ke stanoveni velikosti &astic.'”
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2. CIL PRACE A HYPOTEZY

2.1 Cil prace

Cilem mé préace je porovnani dvou metod pro bakteriologické vySetfeni moci -
kultivac¢ni a nefelometrické - na zéklad¢ kultivacnich principli a s pomoci piistrojové
techniky. Zhodnotim, jaky vliv ma pfitomnost erytrocyti nebo leukocytli ve vzorku na
vysledky téchto metod a je-li automaticky systém piinosem pro mikrobiologickou

laboratofr.

2.2 Piedpokladané hypotézy
Predpokladam, ze vySetfeni moc¢i pomoci nefelometrie je vhodné pouzit jako

screeningovou metodu. Je pro laboratof pfesnéjsi a v pracovnim postupu jednodussi nez

vySetteni pomoci kultivacni techniky.
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3. METODIKA

3.1 Charakteristika zkoumaného souboru

Zkoumala jsem soubor 50 vzorka v rozsahu 4 mésici. Vzorky moci byly vétSinou
odebrany standardnim zptsobem tj. moc¢ ze stfedniho proudu. Jeden vzorek byl odebran
cévkovanim. Kazdy z 50 vzorkli jsem zpracovala na analyzatoru URO-QUICK,
kultivaéni metodou postupného fedéni a kultivaéni metodou s pouzitim filtraéniho
papirku. Ziskana data jsem zpracovala pomoci tabulkového procesoru Microsoft Office

EXCEL 2003 a SW Medicalc.

3.2 Automaticky systém URO-QUICK

Pomticky: stojan pro inokulaci vzorku
mikropipeta o objemu 500 pl
sklenéné lahvicky na jedno pouziti naplnéné 2 ml eugenic bujonu
pipetovaci Spicky

papiroveé prouzky

Princip metody:

Skrz sklenénou lahvicku obsahujici eugenic bujon s inokulovanym vzorkem moci
prochazi laserovy paprsek. Signaly, vzniklé rozptylenim laserového paprsku na
koloidnich ¢asticich, jsou detekovany, vypolteny a zobrazeny jako rastové kiivky,
jejichz pomoci lze sledovat pribéh méfeni a mnozstvi rostoucich bakterii

(nefelometrie).

Postup:
Na bily stitek na URO-QUICK™ lahvicku vyznagime &islo méfeného vzorku moci
a vlozime ji do inokula¢niho stojanu. Vzorek moci o objemu 0,5 ml napipetujeme do

piipravené lahvicky a ihned vloZime do analyzatoru, kde se nastavi ptislusny program.
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Béhem méfeni probiha inkubace pii 37 °C a zdroven promichiavani vzorku pomoci
magnetické tyCinky k zajis§téni homogenity kultury. V pravidelnych pétiminutovych
intervalech prochazi vzorkem laserovy paprsek. Rozptylené¢ zareni se detekuje pod
dvéma riznymi hly.

Dany program zpracovava signal snimany detektory a pifevadi ho na obrazovku
v podobé ristové kiivky. Z jejiho pribéhu se pomoci algoritmu odvodi pocatecni

koncentrace mikroorganismi ve vzorku.®?

Technické a analytické vlastnosti systému URO-QUICK:

Objem vzorku — pro tuto metodu je 0,5 ml méfené¢ho vzorku srovnatelny objem

s pivodnim nefedénym biologickym materidlem

Rychlost stanoveni - je dand hodnotou bakteriurie, kterd je jiz pfedurcena jako
prahova hodnota. Analyzator URO-QUICK umoZziuje detekovat bakteridlni pocet 2
1000 CFU/ml a maximalni doba stanoveni je Ctyii hodiny. Koncentrace vyssi nez

prahové jsou detekovatelné.

Dalsi vyuziti obohaceného vzorku - k vyoCkovani na pevné kultivaéni pudy

k identifikaci a uréeni citlivosti na antibiotika

Program systemu URO-QUICK

UmozZiuje soubézné s méfenim sledovat graficky 1 ¢iselny vyvoj pozitivnich
vzorkli. Do pfistroje lze vkladat vzorky postupné. Jejich maximalni pocet pro
soucasn¢ metfeni je 120. Data l1ze zadavat pred analyzou, béhem analyzy nebo po

jejim ukonceni.
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3.3 Kultiva¢ni vySetieni

3.3.1 Metoda postupného redéni

Pomtcky: kultiva¢ni pady COS a URI
sterilni zkumavky
mikropipety
mikrobiologické klicky
fyziologicky roztok

Princip:
Mo¢ tedime podle stanovené¢ho postupu a kultivujeme. Podle poctu narostlych
kolonii pak miZeme stanovit plivodni koncentraci bakterii v moci podle pievodni

tabulky.

Postup

Do trech zkumavek si napipetujeme po 1 ml fyziologického roztoku. Do prvni
zkumavky napipetujeme 10 pl vzorku moci, zni po promichani odeberemelO pl do
druh¢é zkumavky a stejné tak z druhé zkumavky do tieti. Na COS a URI piidu po
oznaceni vyoCkujeme nefedény vzorek moci a na dalsi COS a URI vzorek ze treti
zkumavky. Inokulace vzorku se provadi postupem uvedeném na obrdzku ¢.1 a ¢.2 a po

inkubaci se hodnoti pocet narostlych kolonii.
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obr. ¢.1 obr. ¢.2

Inkubace:
Kultivaéni medium s nao€kovanym vzorkem inkubujeme pti 37°C po dobu 18 — 24

hodin.!”

Interpretace vysledki:
Po inkubaci porovnavame narostlé kolonie s mnozstvim kolonii zobrazenych na

obrézku &.3. Hodnoty jsou vztazeny na 1 ml vzorku moé¢i, ktera je nefedéna.'”

Obrazek ¢.3

10° 10* 10° 10° 10’
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Na plotnach s fedénou moci se fidime podle nasledujici tabulky:

Tabulka 3 — pfevodni tabulka

Koncentrace  bakterii
Pocet kolonii v 1 ml moc¢i [CFU/ml]
1-9 10°
10-99 107
>100 10°

Nasledna identifikace mikroorganisml se provede pomoci zbarveni jednotlivych kolonii

¥ . ;o r ’ r ’ - 17 17
napt. E.coli ma rizové zbarveni, Enterococcus modré barveni, Proteus hnédé atd."”

3.3.2 Kultivace pomoci filtracniho papiru

Pomticky: kultiva¢ni pady COS a URI
prouzky filtra¢niho papiru
mikrobiologické klicky
pinzeta

vatové tampony

Princip:

Na povrchu filtraniho papiru ulpi po ponofeni do moci bakterie, které se v ni
nachazeji. Pocet narostlych kolonii po otisku papiru na kult. plidu odpovida poctu
bakterii, které¢ byly na ploSe filtra¢niho papiru po jeho nasyceni vzorkem moci a

piepocet na koncentraci v moc¢i se provadi porovnanim podle obrazkl, které jsou

k dispozici v laboratofi.
Postup

Filtra¢ni papir o rozméru 0,5 x 4 cm ponoifime pomoci vysterilizované pinzety do

zkumavky se vzorkem moci a obtiskneme na COS plotnu. Po sejmuti filtraéniho papiru
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se inokulum rozockuje (obr. ¢.4). Pinzeta se musi pii kazdé manipulaci sterilizovat
v plameni pro zamezeni kontaminace jinymi bakteriemi. Na kultivacni piidu URI se

inokulum vytvoti pomoci vatového tamponu a dale rozo¢kuje podle obr. ¢.4.

Obrazek ¢.4

Inkubace:
Kultivaéni medium s naoCkovanym vzorkem inkubujeme pti 37°C po dobu 18 — 24

hodin.!”

Interpretace vysledki:
Hodnoti se pocet vyrostlych kolonii v inokulu po pfiloZeném filtranim papiru na

COS plotns."”

Slozeni kultivacnich pud

URI Select 4
Agarové medium doddvané v Petriho miskach, které umoziuje:
e izolaci nejbézngjSich patogeni mocCovych cest na zakladé jejich
enzymatické aktivity

e diagnostiku ostatnich patogenti mocovych cest
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SloZeni:
Jedna se o neselektivni chromogenni medium, které obsahuje:
e Dbohaty nutriéni zdklad se tfemi peptony podporujicimi rast vSech
patogenti zpisobujici IMC
e dva chromogenni substraty k detekci bakteridlnich enzymd f-
galaktosidazy a B-glukosidazy
e tryptofan pro stanoveni tryptofanazové aktivity (tvorba indolu) a

tryptofan deamindzové aktivity (TDA)

Ptiprava:

Pted pouzitim se prasek zhomogenizuje. Do 1 1 destilované vody se ptida 56,8 g
praSku a smés se promichava do ziskani homogenni suspenze. Tento roztok se za
castého michani ptivede k varu az do optimalniho rozpusténi agaru. Jestlize je to nutné,
upravi se pH na 7,3. Poté se roztok sterilizuje v autoklavu pii 120°C po dobu 15 minut a

ihned se vlije do Petriho misky."'”

Columbia agar
Jednd se o izola¢ni medium navrhnuté pro usnadnéni rlstu vybranych
mikroorganismill. Pouzivé se bud’ bez obohaceni, s ptidavkem krve nebo s krvi a dalSim
obohacenim. Slouzi k:
e izolaci vybranych mikroorganismi

e detekci hemolyzy

Columbia agar bez obohaceni — pro Brucela abortus, Yersinia pestis, Clostridium
perfringens

Columbia agar s 5 — 10 % sterilni ovci/konské krve — pro vybrané druhy bakterii. Lze
detekovat jejich hemolytické reakce

Columbia agar s 5 — 10 % ovci krve a s CNA — pro selektivni izolaci Gram-pozitivnich

kokli [CNA = Colistin (10 mg/l) + Nalixid Acid (15 mg/1)]
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Columbia agar s 10 % varené krve a s PVS — ¢okoladovy agar pro Haemophilus a

Neisseria spp. [PVS = polyvitamic suplement (100 m/SQF)] !

Ve své bakalaiské praci jsem pouzila piadu Columbia agar s obsahem 5 — 10 % ov¢i
krve, jehoz zékladem je krevni agar slouzici kusnadnéni ristu vybranych
mikroorganismli. Piida obsahuje smés peptonti zvlasté podporujici kultivaci bakterii
(Streptococcus, Listeria,...). Ptfitomnost krve umoznuje urcit hemolyzu, kterd je

zakladnim kriteriem pro bakteridlni identifikaci.
3.4 Vlastnosti laboratorni metody

VysSettfovana populace z laboratorniho hlediska mtize patiit do jedné ze dvou skupin:
k nemocnym nebo zdravym. Vlastnosti metody, které jsou uvedené niZze, mi pomohou
zjistit, zda vySetfované osoby jsou nemocné ¢i zdravé. VéEtSinou jsou rozdéleny do Ctyt
skupin, ponévadz i v pozitivnich hodnotach se mohou vyskytovat zdravé osoby a
v negativnich hodnotdch osoby nemocné. Pomoci téchto vypoctii ziskam piehled o

jednotlivych metodach z hlediska jejich méteni. '®

SP — nemocni s pozitivnim testem (spravna pozitivita)
FN — nemocni s negativnim testem (faleSna negativita)
SN — zdravi s negativnim testem (spravna negativita)

FP — zdravi s pozitivnim testem (faleSna pozitivita)

Senzitivita

Je definovéna jako podil poctu nemocnych s pozitivnim testem a celkového poctu
testovanych nemocnych. Jedna se o ukazatel odhalujici nemoc. Senzitivita udava,
s jakou pravdépodobnosti bude mit nemocna osoba test pozitivni.

Senzitivita = SP/(SP+FN)
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Specificita

Je definovana jako podil poc¢tu zdravych osob s negativnim vysledkem a celkového
poctu testovanych zdravych jedincti. Timto vypoctem je mozno zjistit schopnost metody
vyloucit pfitomnost nemoci. Vyjadiuje pravdépodobnost negativniho vysledku u zdravé
osoby.

Specificita = SN/(SN+FP)

Efektivita (a€innost)

Je definovdna jako podil poctu vSech spravné zatazenych jedinci a vSech
vySettenych pacientl. Je ukazatelem schopnosti metody spravné zaradit zdravé 1
nemocné jedince. Udava pravdépodobnost vyskytu pozitivnich vysledkii u nemocnych a
negativnich vysledkil u zdravych osob.

Efektivita = (SP+SN)/(SN+SP+FN+FP)

Pozitivni predikéni hodnota (PPH)
Urcuje schopnost metody najit nemocné mezi vS§emi jedinci s pozitivnim testem.

PPH = SP/(SP+FP)

Negativni predik¢éni hodnota (NPH)
Udéava schopnost metody najit zdravé mezi vSemi jedinci s negativnim testem.

NPH = SN/(SN+FN)

Prevalence

Tento vypocet udava vyskyt zkoumaného onemocnéni v daném ¢asovém okamziku
a v urcité vysetfované populaci. Hodnoty PPH a NPH jsou ovlivnény frekvenci vyskytu
nemoci ve vySetiovanych skupinach populace.

Prevalence = (SP+FN)/SP+FN+SN+FP)

35



Pozitivni vérohodnost laboratorni zkousky (LR)

Je definovana jako podil senzitivity a specificity. Ukazuje na schopnost laboratorni
zkousky zachytit pfitomnost nemoci pii vysledku vy$Sim nez je hrani¢ni hodnota (cut-
off). Cim vyssi je LR+, tim vys§i je schopnost metody zachytit nemoc s co nejmensi
chybou. Za pouzitelné se povazuji hodnoty LR+ > 2,0.

LR+ = senzitivita/(1 — specificita)

Regresni analyza

Slouzi k porovnani dvou metod, které stanovuji stejny vzorek. Soubor vzorka se
stanovuje puvodni i novou metodou a vysledky se zanesou do grafu. Pivodni metoda
lezi na ose x a nova metoda na ose y. Nejidealn¢jsi vysledek je, kdyz se obé metody
shoduji a y = x, tzn. ze vSechny body lezi na pfimce. Ve skute€nosti tento jev nenastane
a vztah mezi vysledky obou metod lze popsat rovnici regresni pfimky: y=ax + b
kde a je smérnici pfimky a vyjadfuje proporcionalni slozku systematické chyby a b
oznacuje misto, které piimka protind na ose y a je mirou konstantni slozky systematickeé
chyby.®* Specialng pro porovnavani 2 metod (kde se predem nevi, ktera je lepsi resp.
referencni) byla vyvinuta regrese, u které nezaleZi, zda je na ose x nebo na ose y
nezavisla ¢i zavisla veli¢ina. Rika se ji Passing & Bablok.

Korelaéni koeficient je vyjadfen jako mira rozptylu bodl kolem regresni piimky.
Miize nabyvat maximaln¢ hodnoty rovné 1,0. Jeho hodnota klesa, pokud se zvySuje
rozptyl bodil.

Tento zplisob posuzuje pouze miru zavislosti mezi metodami, neni kriteriem pro

posouzeni shody."?

Rozdilovy graf (Bland-Altamntv graf)

K porovnani jsem jesté vyuzila postup s pouzitim rozdilového grafu. Tento zpiisob
také slouzi k porovnani metod pfi stanoveni stejného vzorku. Z tohoto grafu jsou patrné
vyznamné skutecnosti, napt. zda jsou rozdily pfiblizn€ symetricky rozdélené, nachazi-li

. -, , , . ’ r 2
se mezi metodami vyznamny rozdil nebo zda je nebo neni v rozdilech trend.®?
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Vypocty pro zpracovani grafii:
Primér rozdili = } (xi-yi) / n
Smérodatna odchylka rozdilt (SD) = sqrt (3. (xi-y1-(3(xi-y1)/n))"2/(n-1)
Smérodatna odchylka priiméru rozdili (SEM) = SD/sqrt(n)
Interval spolehlivosti primérh rozdilt (IS) = (3 (xi-y1)/n) +/- 2 * SEM
Limity shody (LS) = (3 (xi-yi)/n) +/- 2 * SD

Primér rozdili logaritmi = ) (log(x1)-log(y1)) / n

Smérodatnd odchylka rozdilti logaritmi (SD) =sqrt(} (log(x1)-log(y1)-( > (log(xi-
yi)/n))*2/(n-1)

Smérodatna odchylka priiméru rozdil logaritmt (SEM) = SD / sqrt(n)

Interval spolehlivosti priméru rozdila logaritma (IS) = (3 (log(xi)-log(yi)/n) + - 2 .
SEM

Limity shody logaritmt (LS) = ) (log(x1)-log(yi)/n) +/- 2 * SD
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4. VYSLEDKY

Hodnoty ziskané pomoci analyzatoru URO-QUICK:
Graf¢.1

Pocet vzorkul
[N}
W

SP FN SN FP
Klinické parametry

Graf cCislo 1 ukazuje, ze jsem u 38 vzorkl zjistila sprdvnou pozitivitu, u 9 vzorku

spravnou negativitu a u 3 vzorki faleSnou pozitivitu (faleSna negativita zjiSténa nebyla).

Tabulka 4 — Cetnost jednotlivych zjiténych hodnot

SP FN SN FP
10 26 10° 10° 10
10° 6 10° 10° 10°
10° 6 10 10 10°
Soucet 38 0 9 3

Tabulka 4 zndzornuje cetnost namétrenych hodnot a zaroven oznacuje, jaké hodnoty jsou
oznacovany za pozitivni a jaké za negativni. Hodnoty jsou zméfeny analyzatorem, podle
nichz jsem se fidila v nasledném srovnavani vysledk u dal§ich dvou metod.

Senzitivita = 38/(38+0)

Senzitivita=1 =1 x 100 =100 %
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Specificita = 9/(9+3)
Specificita = 0,75 = 0,75 x 100 =75 %

Efektivita = 38+9/(38-+0+9+3)
Efektivita = 0,94 = 94 %

PPH = 38/(38+3)
PPH = 0,927 = 92,7 %

NPH =9/9
NPH=1=100 %

LR+ = 100/(100-75)
LR+ =4

Hodnoty ziskané pomoci metody postupného redéni:

Graf ¢. 2

pocet vzorku

SP FN SN FP
klinické parametry

U této metody jsem zjistila 34 vzorkl spravné pozitivnich, 4 vzorky faleSn¢ negativnich,

6 vzorkl spravné negativnich a 6 vzorku faleSné pozitivnich.
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Tabulka 5 — Cetnost jednotlivych zjiténych hodnot

SP FN SN FP
108 4 10* 4 10* 1 108 0
10 13 10° 0 10° 1 107 0
10° 13 10° 0 10° 1 10° 2
10° 4 0 3 10° 4
Soucet 34 4 6 6

V tabulce 5 jsou zapsany hodnoty vzorka, které jsem porovnala s vysledky namérenymi
piistrojem URO-QUICK. Mezi spravné negativni vysledky jsou zahrnuty 3 vzorky,

které neobsahovaly Zzadné bakterie, ale pouze byly kontaminovany leukocyty a

erytrocyty.

Senzitivita = 34/(34+4)
Senzitivita = 0,895 =1 x 0,895 = 89,5 %

Specificita = 6/(6+6)
Specificita = 0,5 = 0,5 x 100 =50 %

Efektivita = 34+6/(34+4+6+6)
Efektivita = 0,80 = 80 %

PPH = 34/(34+6)
PPH = 0,85 = 85 %

NPH = 6/(6+4)
NPH = 0,60 = 60 %
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LR+ = 89,5/(100-50)
LR+ =1,79

Hodnoty ziskané kultivacni metodou za poucziti filtracniho papirku:

Graf¢. 3

50
45
40
35
30
25
20
15
10

pocet vzorku

— [

SP FN SN FP

Klinické parametry

Metodou s filtracnim papirkem jsem zjistila nasledujici: spravné pozitivnich vzorkl

bylo 36, falesSné negativnich 2, spravné negativnich 8 a 4 faleSn¢ pozitivni vzorky.

Tabulka 6 — Cetnost jednotlivych zjiténych hodnot

SP FN SN FP
10 31 10° 1 10° 3 10 0
10° 5 10° 1 10° 0 10° 1
10° 0 10 0 10 2 10° 3
0 3
Soucet 36 2 8 4
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Hodnoty uvedené v tabulce 6 jsou porovnany s vysledky z analyzatoru URO-QUICK,

podle nichZ jsem také urcila jednotlivé klinické parametry.

Senzitivita = 36/(36+2)
Senzitivita = 0,947 = 1 x 0,947 = 94,7 %

Specificita = 8/(8+4)
Specificita = 0,667 = 0,667 x 100 = 66,7 %

Efektivita = 36+8/(36+2+8+4)
Efektivita = 0,88 = 88 %

PPH = 36/(36+4)
PPH = 0,90 = 90 %

NPH =8/10
NPH = 0,80 = 80 %

LR+ = 94,7/(100-66,7)
LR+ = 2,84

Prevalence tohoto onemocnéni u uvedené skupiny pacientt je:

Prevalence = 38/50
Prevalence = 0,76 = 76%
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Graf ¢. 4

Porovnani klinickych vlastnosti metod

O Nefelometrie
B Redéni
15 OFiltracni papir

vypoc¢itané hodnoty
N

klinické vlastnosti

V grafu ¢. 4 jsou porovnany vSechny vypocitané parametry, které slouzi k posouzeni
spravnosti méfeni kazdé laboratorni metody.

Vsechny uvedené udaje jsou shrnuty pro piehlednost do nasledujici tabulky (Tab. 7)

Tabulka 7
NEFELOMETRIE REDENI FILTRACNI
PAPIR
Senzitivita 100 % 89,5 % 94,7 %
Specificita 75 % 50 % 66,7 %
Efektivita 94 % 80 % 88 %
PPH 92,7 % 85 % 90 %
NPH 100 % 60 % 80 %
LR+ 4 1,79 2,84
Prevalence 76 % 76 % 76 %

Tabulka 7 predstavuje ¢iselné porovnani vysledki jednotlivych vypocitanych hodnot.




Tabulka 8 - Zakladni statistika

Nefelometrie Redéni Filtra&ni papir
pocet vzork 50 50 50
prameér 5,56*10° 1,09%10" 6,33*10°
smérodatna 4,83*10° 2,66*10" 4,70*10°
odchylka
rozptyl 2,33*10" 7,07*10" 2,21*10"
median 1*10" 1*10° 1*10"
variaéni koeficient 8,69*10" 2,44*10° 7,43*10"
minimalni hodnota 1*10° 0 0
maximalni 1*10” 1*10° 1*10"
hodnota
rozpéti 9,99*10° 1*10° 1*10”
dolni kvartil 1*10° 1*10° 3,25*10°
horni kvartil 1*10" 1*10" 1*10"
Sikmost -0,18 3,06 -0,52
Spicatost -2,04 7,99 -1,79

V tabulce 8 jsou uvedeny zakladni statistické udaje vSech tfech pouzitych metod.

Soubor vzorkl analyzovanych jak nefelometricky, tak kultivaéné jsem zanesla do grafa

a provedla srovndni nefelometrické metody s obéma kultiva¢nimi metodami pomoci

regresni analyzy (graf ¢.5 a €.6).
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Graf ¢. 5 predkladd porovnani vysledk z analyzatoru a metody postupného fedéni.

Korela¢ni koeficient je roven 0,17.

Graf ¢. 6

1,20E+07
1,00E+07
8,00E+06

6,00E+06

nefelometrie

4,00E+06

2,00E+06

0,00E+00
0,00E+00 2,00E+06 4,00E+06 6,00E+06 8,00E+06 1,00E+07 1,20E+07
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Graf ¢. 6 porovnava vysledky ziskané nefelometrickym métfenim a kultivacni metodou

za pouziti filtracniho papirku s hodnotou korela¢niho koeficientu 0,69.
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Pomoci rozdilového grafu dle Bland - Altmana jsem znovu porovnala vysledky

pouzitych metod.

Graf ¢. 7 - Rozdilovy graf logaritmil
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V grafu €. 7 jsou porovnany vysledky ziskané analyzatorem URO-QUICK a metodou
postupného fedéni. Na hodnoté priméru se nachazi 27,66 % hodnot. Mezi hodnotami
3,65*10"2 a 2,55 se nachazi celkem 34,04 % hodnot. Nad hodnotou 2,55 se nachazi 2,13
% hodnot. Mezi hodnotami 3,65*10'2 a -2,47 se nachazi dohromady 34,04 % hodnot a
pod hodnotou -2,47 se nachazi 2,13 % hodnot.

Na ose x jsou vzdy vyneseny pruméry hodnot ziskanych metodou postupného fedéni
(A) a nefelometrickou metodou (B). V grafu €. 7 jsou priméry zlogaritmovanych
hodnot ve formé (log(xi)+log(yi))/2. Na ose y jsou rozdily hodnot po zlogaritmovani.
Hodnota 3,65*107 vyjadfuje pramér rozdila log(xi)-log(yi) a dvé znazornéné odlehlé

piimky s hodnotami 2,55 a -2,47 vyjadtuji limity shody.
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Graf ¢. 8 - Rozdilovy graf logaritmil
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Graf ¢. 8 zaznamenava hodnoty ziskané pomoci analyzatoru URO-QUICK a
metodou za pouziti filtracniho papirku. V rozmezi hodnot -1,43 a 2,04 se nachazi 97,87
% hodnot z toho 27,66 % jich je v kladnych a 70,21 % v zapornych hodnotach limitu

shody. 2,13 % hodnot se nachézi mimo.

Na ose x jsou vzdy vyneseny pruméry hodnot ziskanych metodou s filtraénim
papirkem (A) a nefelometrickou metodou (B). V grafu ¢. 8 jsou praméry
zlogaritmovanych hodnot ve formé (log(xi)+log(y1))/2. Na ose y jsou rozdily hodnot po
zlogaritmovani. Hodnota 3,02*10" vyjadfuje pramér rozdili xi-yi a dv& znizornéné

odlehlé ptimky s hodnotami 2,04 a -1,43 vyjadiuji limity shody.

47



Regrese dle Passinga & Babloka

Graf¢. 9

log_nefelometricky

log_redeni

Graf ¢. 9 porovnava vysledky metod ziskanych méfenim na analyzatoru a postupnym
fedénim. Hodnoty jsou uvedeny po zlogaritmovani. PInd modra cara oznacuje regresni

piimku a 2 ¢arkované hnédé ¢ary vymezuji 95% interval spolehlivosti regresni pfimky.
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10000000 |-o
8000000 |-
6000000 |-
N
o [
=
4000000 -
2000000 -
o Pl m]
0pE n I ’ I ” ] 1 i T
0 2000000 4000000 6000000 8000000 1000000(

nefelometricky

Graf ¢. 10 porovnava hodnoty ziskané analyzatorem s hodnotami ziskanymi kultiva¢ni
metodou za pouziti filtracniho papirku. PInou modrou ¢arou je oznacena regresni

7o~

piimka, jemné teCkovana hnéda ¢ara je ptimkou shody, tj. kudy by regrese probihala,

poskytovali-li by obé metody shodné vysledky) a 2 ¢arkované hnédé ¢ary vymezuji

95% interval spolehlivosti regresni pfimky.
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5. DISKUZE

Jak jiz bylo zminéno na zacatku této prace, vyskytuji se infekce mocovych cest na
pfednich pfickdch mezi infekénimi onemocnénimi. Je proto nutné vénovat se této
problematice jak zhlediska klinického, tak 1 laboratorniho. V mikrobiologickeé
laboratoii je provedena znacnd cast prace vedouci k priikkazu infekéniho agens a
v piipadé prokazani infekce 1 k ur€eni antibiotik, kterad se nasadi k cilené 1écbé pacienta.
Pti priikazu bakterii v moci nezalezi pouze na dané laboratofi a jeji spravné laboratorni
praxi. Musi se predevsim piedchazet nejCastéjSim chybam resp. preanalytickym vliviim,
které zplsobuji, Ze je poté vysledek nespravné zhodnoceny klinickym mikrobiologem.
Osoby — zdravotni sestry odebirajici mo¢ a také sami pacienti by méli byt pouceni o
spravném odbéru, transportu a také uchovavani tohoto biologického materidlu (v
piipad€, Ze neni moznost odebrany material ihned pifedat do mikrobiologické
laboratofte).

Porovnavala jsem mezi sebou 50 vzorkd moci, které jsem statisticky zpracovala.
Vlastnosti laboratorni metody jsem spocitala u kazdého z pouzitych postupii. Hodnoty,
podle kterych jsem urcila spravnou pozitivitu/negativitu a faleSnou pozitivitu/negativitu,
jsem porovnala podle vysledkii naméfenych na analyzatoru URO-QUICK. Toto méfeni
jsem zvolila jako referencni zpiisob. Ve tfech vzorcich analyzator ukézal nalez, ale
jednalo se pouze o kontaminaci leukocyty a erytrocyty. Ob¢ kultivacni metody nélez
neprokazaly. Z tohoto diivodu jsem musela pii zpracovani logaritmickych grafa pocitat
jen se 47 vzorky.

U méfeni vzorki pomoci analyzitoru URO-QUICK jsem zjistila, ze se jednd o
metodu se 100 % senzitivitou, 75 % specificitou a 94 % efektivitou, PPH 92,7 %, NPH
100 % a LR+ 4. Metoda postupného fedéni mé senzitivitu 89,5 %, specificitu 50 % a
efektivitu 80 %, PPH 85 %, NPH 60 %, LR+ 1,79. Druhy kultivacni postup -
s filtraénim papirkem ma senzitivitu 94,7 %, specificitu 66,7 % a efektivitu 88 %, PPH
90 %, NPH 80 % a LR+ 2,84. To je Sest zakladnich parametra, podle kterych je mozno

usuzovat s jakou pfesnosti dana metoda pracuje.
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Srovnani metod jsem provedla pomoci regresni analyzy. Pii porovnani vysledki
ziskanych analyzatorem a metodou postupného fedéni se rovnice regresni piimky rovna:
y = 0,0312x + 5*10°. Hodnota korelaéniho koeficientu je 0,17. Jednotlivé body jsou
velmi odlehlé od piimky regrese. Pti srovnani méteni analyzatoru a metody s filtracnim
papirkem se rovnice regrese rovna: y = 0,7133x + 1*10° shodnotou korela¢niho
koeficientu 0,69. U porovnani téchto metod se jednotlivé body blizi k pfimce regrese.
Timto zplsobem se posuzuje pouze mira zavislosti mezi zkoumanymi metodami.
Nejedna se o zptsob k posouzeni shody. Druhym zplisobem regresni analyzy je regrese
podle Passinga & Babloka. U porovnani analyzatoru a metody s postupnym fedénim je
vymezen 95 % interval spolehlivosti regresni pfimky. Hodnoty jsou uvedeny po
zlogaritmovani. Z grafu ¢.9 je patrné, Ze se vSechny hodnoty vesSly mezi dvé pfimky
vymezujici 95 % interval spolehlivosti. Obé metody jsou srovnatelné (vyznamné se od
sebe nelisi). U automatického systému a metody s filtraénim papirkem jsou hodnoty
porovnany bez zlogaritmovani. Podle grafu ¢. 10 Ize ziskat ptehled o shod¢ jednotlivych
meéfeni. Regresni piimka se témét prekryva s primkou shody. Piimka shody predstavuje,
kudy by regrese probihala, kdyby obé metody poskytovaly shodné vysledky. V grafu
jsou oznaceny piimky vymezujici 95 % interval spolehlivosti. U téchto metod se také
vyskytuje srovnatelnost (vyznamné se od sebe nelisi). U obou porovnani se prekryva
pfimka shody s regresni pfimkou.

Vysledky jsem jesté porovnala pomoci rozdilového grafu podle Bland — Altmana po
zlogaritmovani. Musela jsem pracovat pouze se 47 hodnotami (ponévadz tfi vysledky
obsahovaly 0). Ale oba grafy vychazely ptiznivéji. V prvnim ptipad€ porovnani, t;.
automaticky systém vs. metoda postupného fedéni se priomér rozdila xi a yi pohybuje na
hodnoté¢ 3,65*107 a limity shody se nachazeji na hodnotach 2,55 a -2,47. Dané
porovnani popisuje graf ¢.7. Pocet vysledki, ktery se nachazi vrozmezi hodnot
vyjadiujicich limity shody je 95,74 %. V druhém ptipad€ porovndni, tj. automaticky
systém vs. metoda s filtraénim papirkem je primér rozdila xi a yi 3,02*10" a hodnoty
2,04 a -1,43 vyjadiuji limity shody. To je znadzornéno v grafu €. 8. Mezi témito dvéma
hodnotami se vyskytuje 97,87 % vysledk. Abych zjistila, jestli je méfeni na

analyzatoru presnéj$i, bych porovnala soucet SP a SN vysledki u kazdé metody. U

51



analyzatoru jsem zjistila 47 spravné¢ namérenych vysledl, u metody postupného fedéni
40 spravné namétfenych vysledkii a metody s filtratnim papirkem 44 spravné

naméienych vysledkd.
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6. ZAVER

Zpracovala jsem vzorky moci popsanym zpiisobem (kap.3.2 a 3.3). Porovnala jsem
vysledky kazdé metody a statisticky zhodnotila. Cilem mé prace bylo porovnat tii rizné
metody pro bakteriologické vySetfeni moci a tim zjistit, kterd z metod je pro laboratof
vhodnéjsi. Analyzator URO-QUICK bych se 100 % senzitivitou (zachyceni vSech osob
s pozitivnim testem) hodnotila jako metodu vhodnou pro screeningové vySetieni.
Pouziti popula¢niho screeningu pii vyhledavani urcité choroby piedpoklada, ze
nemoc je Casta, zavaznd a léCitelna. Infekce mocovych cest do téchto kritérii
zapadaji. Pf1 screeningovém testu je zadouci, aby byl vysoce senzitivni a vysoce
specificky. BohuZzel v praxi nelze tento vysledek testu ocekavat. Obvykle staci, aby
byla metoda 100 % senzitivni a specifiénost se nachizela ve vyhovujicich
hodnotach (jen malé procento davalo faleSné pozitivni vysledky). U analyzatoru
jsem zjistila 6 %, u kultivacni metody postupného fedéni 12 % a metody s pouzitim
filtracniho papirku 8 % fale$né€ pozitivnich vysledk.

Podle vysledkti z automatického systému jsem porovnavala hodnoty z obou
kultiva¢nich metod, zvolila jsem tuto metodu jako referen¢ni. Pracovni postup pro
analyzu moci je u analyzatoru snadnéj$i, protoze by mélo byt od vyrobce vSe
sterilni, a jediné, na co se musi dbat, je spravné pipetovani a spravné vlozeni
lahvicky do pftistroje, tak aby laserovy paprsek mohl prochéazet pies Cisté a
neosahané sklo. Jinak by mohly byt vysledky zkreslené. Pti kultivaci postupnym
fedénim se vyskytuje u pracovniho postupu vice negativnich vlivi, které ovliviuji
vysledny pocet bakterii ve vzorku. Je nutné pouzivat sterilni zkumavky,
fyziologicky roztok i1 mikrobiologické klicky, pipetovat sprdvnym zpisobem a
spravné promichdvat kazdy obsah zkumavky. Nejvét§i chyba muze nastat pii
pienaseni 10 pl z jedné zkumavky do druhé. U tfetiho zplisobu vySetfeni mo¢i mize
dojit ke kontaminaci vlivem S§patné sterilizace pouzitych materidll — pinzety a
mikrobiologické klicky.

Zavérem lze fici, ze automaticky systém je metoda vhodnd pro screeningové

vySetfeni. Je to metoda presnéj$i a v pracovnim postupu jednodussi nez kultivacni
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metody. Je rychlejsi, ponévadz se na kultivaéni piady vyockuji jen ty vzorky moci,
které vykazuji pozitivni ndlez. Automaticky systém bych povazovala za metodu,
ktera je pfinosem pro mikrobiologickou laboratof. Kultivacni metodu s pouzitim
filtratniho papirku bych zatadila hned za automaticky syst¢ém URO-QUICK. Neni
tak pfesnd jako metoda piistrojova, ale jeji vysledky se nejvice shodovaly
s vysledky z analyzatoru. Metoda postupného fedéni je hodné naro¢nd na ptesnost,
ze ji nelze doporucit. Ale po statistickém zpracovani nelze tici, Ze by se vysledky
obou kultivaénich metod vyrazné liSily od vysledkii naméfenych na analyzatoru.

Ptedpokladané hypotézy se tak potvrdily.
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9. PRILOHY

Ptiloha ¢. 1: Namétené vysledky

Ptiloha €. 2: Schéma screeningové metody
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Ptiloha ¢. 1: Namétené vysledky

Cislo vzorku Analyzétor Metoda Metoda
URO-QUICK postupného fedéni | s filtra¢nim
papirkem
1 10° 10 10
2 10 10 10
3 10° 10° 10°
4 10 10° 10*
5 10* 10* 10°
6 107 10° 10
7 10 10° 10
8 107 10° 10
9 107 - -
10 10° 10° 10°
11 10° 10° 10°
12 10° 10° 10°
13 10 10° 10
14 10 10 10
15 10 10° 10
16 10° 10° 10°
17 10 10° 10
18 10 10° 10
19 10 10° 10
20 10 10° 10
21 10 10° 10
22 10 10 10
23 10° 10° 10°
24 10° - -
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25 10° 10° 10
26 10 10 10
27 10° 10° 10°
28 10 10° 10
29 10 10° 10
30 107 10° 10
31 10 10° 10°
32 10° 10° 10°
33 10° 10° 10
34 10 10° 10
35 10° 10° 10°
36 107 10° 10
37 107 10° 10
38 107 10° 10
39 10° - -

40 10 10 10
41 10° 10° 10°
42 10° 10° 10°
43 10 10° 10
44 10° 10° 10
45 10 10° 10
46 10 10° 10
47 10 10° 10
48 10° 10° 10
49 10° 10° 10°
50 107 10° 10

Zdroj: vlastni vyzkum

62




Ptiloha ¢. 2: Screeningova metoda

URO-QUICK

Pozitivni vysledek
(SP+FP)

Pozitivni vysledek
(SP)

Negativni vysledek
(FP)

s

v

nemocni
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Negativni vysledek
(SN)

zdravi




