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Abstrakt

Infekce krevniho fe€iSté patii k nejzavaznéjSim patologickym staviim s ¢asto velmi
t€Zkym, az smrtelnym pribéhem, a proto je mikrobiologické vySetrovani hemokultur
velmi dulezité. Infekce krevniho fe€isté zpuisobuji ruzné mikroorganismy — bakterie,
viry, paraziti a mykotickd agens. Kazdy z nich v organismu vyvolava jinou reakci a

klinicky prib&h.

Hlavnimi cili této bakalaiské prace bylo seznamit se s moznostmi vysetfeni infekci
krevniho fe€ist€, osvojit si techniku zpracovani hemokultur v bakteriologické laboratofi
Nemocnice Ceské Budg&jovice, a.s., na zikladé vysledki stanovit procento pozitivity za
mésice zafi a fijen 2012 a jakd agens a Sjakou cetnosti byla Zzpozitivnich

hemokultiva¢nich lahvicek zachycena.

Teoreticka ¢ast se zabyva vysvétlenim zdkladnich pojmu, které jsou spojeny
s infekcemi krevniho fec¢iSt¢ a jejich komplikacemi. Déle jsem se zabyvala moZznostmi
vySetfeni Vjinych laboratornich oborech — biochemii a hematologii, ktera jsou pro
diagnostiku téchto infekci velmi dulezita, a jejich vyznam je zejména v rychlosti ziskani
vysledku. Hlavnim vySetienim je ale vySetfeni klinické mikrobiologie, kdy kultivace
agens, kterd tato onemocnéni vyvolavaji, jejich rychld identifikace a urCeni citlivosti
k antimikrobnim latkam vede k urychlené a cilené 1é¢bé. Posledni oddil teoretické ¢asti

jsem vénovala jednotlivym agens, kterd mohou infekce krevniho fecisté¢ zpusobit.

V praktické ¢asti je popsan postup, jakym byly hemokultury zpracovany. Nejprve
se vénuji popisu preanalytické ¢asti vySetieni vzorku, které je velmi vyznamné. Sem je
zahrnut odbér a transport vzorku do laboratofe. Zdravotni persondl, ktery odbér provadi,
by m¢l byt fadné ponaucen, jak pifi odbéru postupovat, aby nedosSlo ke kontaminaci
vzorku a pacientovi tak nebyla zbyte¢né naordinovana antibioticka 1écba.

Samotnd analytickda cast vySetfeni se provadéla v hemokultivaénim systému

Bact/ALERT 3D BioM¢érieux, jehoZ princip je zaloZen na kolorimetrické detekci CO 2y,



ktery vznik4 pfi mnoZeni bakterii. Pokud pftistroj vyhodnotil hemokultiva¢ni lahvicku
pozitivng, byla dale zpracovana — vyockovana na pevna média a byl zhotoven

mikroskopicky preparat.

Vysledky vyzkumu jsou zobrazeny pomoci jednoduché statistiky v grafech a
piehledné tabulce. Ze stanoveni procenta pozitivity, které vyobrazuji grafy, je vysledek
za mesice zafi a fijen roku 2012 17 %. Dalsim cilem bylo stanoveni izolovanych agens.
Tyto vysledky jsou v tabulce, kde jsem uvedla pocet jejich zastoupeni a jejich relativni
Cetnost. Nejcastéji byly izolovany Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis,

Staphylococcus hominis a Staphylococcus aureus.

Vysledky, ke kterym jsem vtéto praci dospéla, jsou podobné vysledkim v
zahraniéni literatute. Vyskyt Escherichia coli a koagulaza-negativnich stafylokoku se
uvadi v Cetnostech vyskytu agens izolovanych z hemokultur na prvnim miste. Ptiizolaci
koagulaza-negativnich stafylokokl je ale tfeba zvazovat jejich vyskyt jako moznou

kontaminacikoZni florou pfi odbéru hemokultury.

Béhem praktické céasti bakalaiské prace jsem se blize sezndmila s provozem
bakteriologické laboratofe a metodami jeji prace, vCetné techniky zpracovani
hemokultur. Tyto ¢innosti jsou nezbytnou soucasti diagnostiky infek¢nich onemocnéni

a lécby pacienta.



Abstract

Bloodstream infections are among the most serious pathologies with often severe or
even fatal course, and therefore the microbiological testing blood cultures is very
important. Bloodstream infections caused by various microorganisms — bacteria,
viruses, parasites and fungal agents. Each of them in the organism induces a different

response and clinical course.

The aim of this work was to ascertain the possibility of investigating bloodstream
infections, appropriate the technique of treatment of blood cultures in the laboratory of
bacteriology in Ceské Bud&jovice Hospital, Inc. and based on the results determine the
percentage of positivity for the months of September and October 2012 and which
agents and with what frequency was from the positive blood cultures catched.

The theoretical part deals with the explanation of basic concepts that are associated
with bloodstream infections and their complications. | also explore the possibilities of
investigation in other laboratory branches — biochemistry and hematology which are
also very important for the diagnostics of this infections and their importance is
especially in speed of obtaining results. The main examination is the clinical
microbiology one where culturing agents that cause these diseases, the rapid
identification and determination of susceptibility to antimicrobial agents leads to
accelerated and targeted therapy. The last section of the theoretical part | dedicated to

individual agents that can cause bloodstream infections.

The practical part describes the procedure by which blood cultures were processed.
At first, | describe the pre-analytical sample testing, which is very important. Here is
included the sampling and sample transport to the laboratory. Medical personnel, which
take the sampling, should be duly lessoned how to act during the sampling to avoid
contamination of the sample, so the patient was not been needlessly prescribed

antibiotics.



The actual analysis of the examination were performed in blood cultures system the
Bact/ALERT 3D bioMerieux, whose principle is based on the colorimetric detection of
CO2, arising from the growth of bacteria. If the unit is assessed positively, blood
cultures bottle was further processed — inoculated on solid media and microscopic

specimen was taken.

The research results are displayed using simple statistics in graphs and a chart.
From the assignment of the percentage of positivity, that are depicted in the graphs, the
result for the months of September and October of 2012 is 17%. Another objective was
to determine the isolated agent. These results are in a chart where | put the number of
their representation and their relative frequency. The most common were isolated:
Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis, and

Staphylococcus aureus.

The results, which I reached in this work, are similar to the results in the international
literature. The occurrence of Escherichia coli and coagulase-negative staphylococci is
presented in the frequency of incidence of agents isolated from the blood cultures in the
first place. During the isolation of coagulase-negative staphylococci should be
considered their incidence as a possible contamination of the skin flora in case of the

taking of blood cultures.

During the practical part of the thesis | was closer acquaint with the operation of
bacteriological laboratories and methods of its work including techniques of blood
cultures processing. These activities are the necessary part of diagnostics of infectious

diseases and treatment of the patient.
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Seznam pouzitych zkratek

ARO anesteziologicko-resistutaéni oddéleni

CDC z anglického — Centers for Disease Control and Prevention
CRP C-reaktivni protein

CZK centralni Zilni katétr

G-CSF z anglického — granulocyte-colony stimulating factor

IKR infekce krevniho fecisté

IL interleukin

JIP jednotka intenzivni péce

LIS laboratorni informacni systém

MODS z anglického — multiple organ dysfunction syndrome
MRSA Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
NI nozokomialni infekce

paCoO;, parcialni tlak oxidu uhli¢ité¢ho

SIRS systémova zanétova odpoveéd’ organismu
TNF z anglického — tumor necrosis factor
VRSA Vancomycin-rezistentni Staphylococcus aureus
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UVOD

wZdravi — to je takova oSkliva nemoc, Fikaji bakterie. “

(Piet Hein)

Bakterie, viry a houbovité organismy jsou nejcastéjSimi piiCinami infekce
Vv lidském organismu. Tyto infekce mohou vést v nékterych ptipadech Kk infekcim
krevniho feCiSté a sepsi a tim ohroZovat pacienta na Zivoté. Incidence sepse je u
pacienti stale vysokd s mortalitou az 50 %. Dulezit¢ je toto onemocnéni rychle
diagnostikovat, provést nezbytnd vySetieni a zahajit antimikrobidlni 1écbu. Proto
vySetieni v laboratofich klinické mikrobiologie.

V posledni dobé narustd, i vdusledku lepsi sledovanosti, vyskyt nozokomialnich
infekci, jejichz pivodci jsou Casto multirezistentni na antibiotika, coz zpusobuje i
obtiznou lé¢bu téchto infekci Jednou zcastych pfiCin jsou infekce pacientd se
zavedenymi intravaskularnimi katétry nutnymi pro aplikaci lé¢iv u téchto pacientt.

Rychld diagnostika sepse vyuziva vySetfeni tzv. markert sepse, nejcastéji se jedna
0 prokalcitonin, IL-6 a CRP. Dalsim dulezitym usekem je vySetieni hematologické, a
tim jsou leukocytarni zmény, piedev§im zmény v poctu leukocytl. Zasadni je
mikrobiologické vyseteni, jehoz cilem je stanoveni piivodce infekci krevniho fe¢isSté a
také zdroje téchto infekci. Kliovy je spravny odbér vzorku mozny jen pii dostate¢né
edukaci zdravotnického persondlu. Stanoveni citlivosti na antibiotika, kter¢ se u
kazdého kmene provadi, je nesmirn¢ dulezité pro cilenou lécbu pacienta 1 monitorovani
vyskytu multirezistentnich kment.

V préaci jsou feSeny soucasné moznosti laboratorni diagnostiky infekci krevniho
feCiSté a jejich pouzivani v mikrobiologické laboratofi. Cilem prace bylo zisténi, jaka
agens a Vv jaké frekvenci se u infekci krevniho fe€iSté nejcastéji vyskytuji. Soucasti

prace bylo osvojeni si metod vySetfovani hemokultur v mikrobiologické laboratofi.
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1. SOUCASNYSTAV

1.1 Clovék a infekce

Vzijemny vztah mezi mikroorganismem a makroorganismem muize mit té'i zakladni
formy:

- komenzalismus — kdy jednomu zpartneri vztah prospiva, ale
druhému neskodi ani neprospiva

- symbioza — kdy oba partneti maji ze souziti prospéch

- parazitismus — kdy jednomu z partnerti vztah prospiva, ale druhému
Skodi

Klinicka mikrobiologie se zabyva ptfedev§im mikroby vyvolavajici onemocnéni
¢loveéka, tedy pro ¢loveéka patogennimi. Terminem patogenita rozumime schopnost
poskozovat hostitele a vyvolat u n¢ho onemocnéni, to se oznacuje jako infekce. Infekci
muzeme tedy povazovat jako ptitomnost mikroorganismu u hostitele, na které¢ho plisobi
nepiiznive (26).

Piitomnost zivotaschopnych bakterii v Krvi, se oznacuje jako bakteriémie. Pokud je
bakteriémie kratkodobd, nemusi se u cloveka ani klinicky projevit. Nejcastéji se s ni
setkavame u drobnych chirurgickych vykond, napft. pfi chirurgickych zikrocich v dutiné
ustni, pii katetrizaci mocového mechyte, gastroskopii apod., ale i pfi bézném cisténi
zubt. Obvykle jsou tyto bakterie rychle zachyceny buikami imunitniho systému. (17,
21, 26).

Jestlize je prinik mikroorganismii do krevniho fecisté provazen klinickymi
ptiznaky, jedna se o infekce krevniho fedisté (IKR). Tento stav je klinicky velmi vaZny
a miZe ohroZovat pacienta na Zivots. Zdroj IKR se miZe nachizet pfimo v krevnim
fe¢iSti nebo mimo ngj.

Pokud je zdroj IKR piimo v krevnim fe¢isti, jedna se o IKR primarni. Mezi tyto
infekce fadime infekce cévnich katétrii a infekéni endokarditidu.

Pii sekundarnich IKR je zdroj infekce mimo krevni fe¢i§té. Z tohoto loziska pak

mikroorganismy migrujido krve.
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Piitomnost bakterii v krevnim fe¢i§ti se u pacienta projevi horeckou/hypotermii,

zménami Vv bilém krevnim obraze atd. (11, 26).

1.2 Zakladni definice pro riizna stdadia rozvoje sepse

Vroce 1991 navrhla konsensudlni konference intenzivistii a plicnich specialistl
vV Chicagu nové definice a novou koncepci pro rizna stddia rozvoje sepse. Bylo tak
u¢inéno vzhledem k tomu, Ze pro riizné stavy p¥i IKR se pouzivala ne vzdy ve stejnych
ptipadech fada ndzvl. Napiiklad sepse, bakteriémie, septikémie a septicky syndrom.
Nyni je stanovena definice SIRS, sepse, t€Zka sepse a MODS (MOF), ktera popisuji

jednotliva stadia jednoho patofyziologického stavu.

1.2.1 SIRS

SIRS je syndrom systémové zanétlivé odpovédi organismu. Muze byt vyvolan
infek¢nim i neinfekénim podnétem. SIRS je zanétliva reakce organismu bez ptitomnosti
infekce. Aby mohla byt SIRS pacientovi diagnostikovana, musi spliiovat dvé ze Ctyr
téchto stanovenych kritérii:

- teplota nad 38°C nebo pod 36°C

- srde¢ni frekvence nad 90 tepmin

- tachypnoe s frekvenci nad 20/min nebo projevujici se paCO, < 4,3 kPa (32

mmHgQ)

- leukocytéza > 12 x 101 nebo < 4 x 10%1 nebo vice nez 10 % nezralych

neutrofill (tycek)

Podle vétSiny expertil jsou kritéria této definice ptili§ mirna a splni je témét kazdy
pacient na oddé¢leni JIP ¢i ARO, a proto je definice SIRS nejvice kritizovana (18, 19,
22).
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1.2.2 Sepse

Jedna se o podskupinu SIRS. Pod pojmem sepse rozumime systémovou zanétlivou
reakci organismu na pfitomnost infekce s cilem eliminace zdroje infekce. Kritéria pro

diagnostiku sepse jsou stejna jako u SIRS (18, 19).

1.2.3 TéZka sepse

TézZka sepse je spojena s organovou dysfunkci (podle n€kterych autor staci
dysfunkce jednoho organu, podle jinych je potieba dysfunkce dvou a vice organt),
znamky hypoperfuze (laktatova aciddza, oligurie, pokles trombocytll) nebo sekundarni
hypotenze (musi byt nasledkem sepse).

TeZka sepse muze vyustit v septicky Sok, charakteristicky hypotenzi, hypoperfuzi a

organovou dysfunkci, ktera pietrvava ipies adekvatni infazni terapii (19).

1.2.4 MODS

Syndrom multiorgdnové dysfunkce je stav, pfi kterém ¢innost pro Zivot dllezitych
organti (napf. ledvin, jater) nebo organového systému neni schopna zajistit homeostazu
organismu bez terapie. MODS miiZeme rozdé€lit na priméarni a sekundarni.

Primarni MODS vznika do 48 hodin jako pifimy dusledek vyvolavajiciho inzultu.
VétSinou vede k mistni zintové odpovedi v postizeném organu.

Sekundarni MODS se vyviji nasledkem SIRS, ktery je odezvou organismu na

inzult. Vznika tedy po urcité latentni fazi — po 48 hodinach (18, 19, 28).

1.2.5 Sepse a mortalita

Udava se, 7ze mortalita u pacientll se znamkami SIRS je 6-27 %, u sepse je to az
36 %, u t¢zké sepse az 52 % a u septického Soku az 82 %.

Mnoho pacientt ale trpi soucasné jesté dalsi chorobou (napt. rakovina, zapal plic),
a jelikoz je umrti pfisuzovana témto chorobam, miize byt skute¢ny pocet zemtelych azo

50 % vy (6, 27).
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1.4 Nozokomialni infekce (NI)

Definice CDC charakterizuji NI jako lokalizovanou nebo syst¢émovou reakci
organismu na ptitomnost infek¢niho piivodce nebo jeho toxinu, kterd nebyla pfitomna
nebo nebyla v inkubaéni dobé€ v Case pfijeti do nemocnicni péce. Za inkubacni dobu u
bakterialni infekce je povazovano pravé 48 hodin.

Vétsina IKR vznikd v souvislosti s hospitalizaci pacienta, jsou to tedy infekce
nozokomidlni. Za bakteriémie nozokomialniho ptivodu jsou povazovany ty, ke kterym
doSlo v casovém rozmezi delSim nez 48 hodin od hospitalizace pacienta nebo pokud byl
pacient hospitalizovan v piedchozich deseti dnech pied vznikem bakteriémie (7).
Opakem NI jsou komunitni infekce, vznikajici bez souvislosti s hospitalizaci.

Od pojmu infekce je tieba odliSit kolonizaci Kolonizace je definovana jako
ptitomnost potencidlné patogennich mikroorganismti na kuzi, sliznicich, v rdn€¢ nebo
sekretech, kterda ovSem nevede k rozvoji a projevim infekce. Opakem NI jsou
komunitni infekce.

NI se ve velké mife podileji na vzniku sepse a MODS. Nejvice se tyto infekce
objevuji na oddé¢leni JIP, a to o 5—10krat vice nez na ostatnich oddélenich. I mortalita na
NI je na oddélenich JIP velmi vysoka. Zalezi na mnoha okolnostech a pohybuje se od
20 do 100 %. Nejcastéji pacienti umiraji na multiorganové selhani, které je az v 70 %
spuSténo NI

Podle piivodu mizeme rozdélit NI na exogenni, kdy se infekéni agens dostane do
organismu zvenci (kontaminované predméty, jini pacienti, personal); a na endogenni,
kdy nemocni¢ni nakazu vyvolava vlastni mikroflora pacienta (agens je z mista
kolonizace zavleCeno jinam). NI mohou vznikat i disledkem Kkatského vykonu, kdy
prechazik prenosu infekéniho agens na pacienta.

NI jsou vyvoldny casto multirezistentnimi nemocni¢nimi kmeny. K Sifeni NI
vramci nemocni¢niho oddéleni dochazi vétSinou prostrednictvim rukou personalu.
Sifeni multirezistentnich kmenti mezi jednotlivymi oddélenimi i nemocnicemi je
pusobeno vétSinou persondlem nebo pacientem, prelozenym zjiného oddéleni nebo

zatizeni.
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NI jsou rovnéz rozdélovany podle postizeného organu nebo systému. Hovofime o
infekcich urogenitalnich, gastrointestinalnich, respira¢nich atd. Ve vyspélych zemich se
rozd€luji NI do ctyt skupin: NI moCového traktu (2040 %), chirurgické ranné infekce
(20-30 %), IKR (10-20 %), nozokomialni pneumonie (10 %) a na zbyvajici NI ptipada
10-20 %.

Podle projevii onemocnéni rozdélujeme NI na manifestni, kdy se infekce projevi
klinickymi ptiznaky a na tzv. nosicstvi, kdy je pacient kolonizovany nemocni¢nim

kmenem a nema projevy infekce. (11, 14, 21, 26)

1.3 Laboratorni diagnostika IKR

1.3.1 Mikrobiologické vySetieni

Piftomnost infekce v téle je nezbytnym piedpokladem pro vznik sepse. Nejvice
diagnostickych postupti pii podezieni na sepsi povazovano mikrobiologické vysetieni,
jehoz cilem je zjistit puvodce infekce a jeho citlivost k antibikrobnim latkdm. Podstatné
je v€as zahajit antimikrobidIni 1é€bu, jelikoz pacienti, kterym je nalezita 1écba zahdjena,
maji vétsi Sanci na preziti nezti, u kterych tomu tak neni (6).

Zjisténi ptvodce onemocnéni se provadi vpiipadé diagnostiky IKR
hemokultivatnim vySetfenim a vySetfenim dalSich vzorkG ze zdroje infekce. Pfi
hemokultivacnim vySetieni se krev odebird do hemokultiva¢nich lahvicek. Pfi patrani
po zdroji infekce se odebird moc, likvor, hnis, sputum a dalsi t€lesné vzorky. Tekuté
vzorky lze rovnéz nékdy odebrat do hemokultiva¢nich lahvicek.

Mikroorganismy se prokazuji mikroskopicky, izolaci na kultivatnich pudach
snaslednou identifikaci izolatu, pfip. prikazem antigenu nebo prikazem nukleovych

kyselin (26).

Mikroskopickeé vysetreni:

Mikroskopie je pfi vySetieni média pozitivni hemokultury nezbytna, jelikoz umozni

vyslovit orientaéni informaci o ptivodei IKR.
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Lékar pti mikroskopii hodnoti tvar bakterii, které se obecné déli na koky a tycky.
Koky mohou ziistdvat po bunééném déleni pasivné spojeny do riznych fetizkil, shlukt
pfipominajicich hrozny, do dvojic nebo do Ctvefic. Zejména u diplokokii muze byt
kulovity tvar deformovan, takze jsou koky zplo§t€lé a ptipominaji tvar kdvového zrna.
Dal§im, protdhlym tvarem bakterii, jsou tycky. Velmi kratké tyCinky se nazyvaji
kokobacily (kokobakterie), delSim se fika bacily a dlouhé, vlaknité formy, oznacuyjeme
jako vldkna. Tycinky, stejné jako koky, mohou byt spojeny do fetizk nebo do shlukd,
kterym se fika palisady. Dlouh¢ tyCinky mohou byt rlizn€ ohnuté a tvofit spiraly.

Pod mikroskopem se sleduji nejen takové vlastnosti bakterii, jako je velikost, tvar a
uspofadani, ale hlavn¢ se bakterie rozdéli na dvé zidkladni taxonomické skupiny:
bakterie gram-pozitivni a gram-negativni. K tomuto zafazeni bakterii do spravné
skupiny je nutné obarvit preparat zakladni technikou dle Grama, vysledné gram-
pozitivni bakterie zlstanou po obarveni tmavomodré; a gram-negativni bakterie budou

po obarveni Cervené (24, 26).

Kultivace:
Cilem kultivace je ziskani tzv. Cisté¢ kultury bakterii, které obsahuji bakterie jednoho
rodu a druhu. Bakterie kultivujeme v tekutych nebo na tuhych pudach. Tekuté pudy
slouzi hlavné jako pomnoZovaci medium pro bakterie. Tuhé pidy se pouzivaji pti
diagnostice nejcastéji. Bakterie zde rostou v tzv. koloniich, podle kterych muaze 1ékar
orientacné ur€it rod bakterii. U kolonii posuzuje jejich velikost, tvar, povrch, profil,
barvu, zipach, plazivy rust. Dilezité je sledovat i okoli kolonii, kde muze vzniknout
hemolyza. Ta se uplatiiuje pii diagnostice streptokokt a podle zmén na krevnim agaru

rozliSujeme hemolyzu beta, alfa a delta:

a) Beta-hemolyza je na krevnim agaru zptsobena naruSenim membrany erytrocytu,
coz se projevi odbarvenim erytrocytt. Zde miZzeme jesté rozdélit hemolyzu na Gplnou a
netplnou. Pokud je hemolyza vokoli kolonie projasnéna, jde o hemolyzu uplnou.

Pokud je ptida v z0n¢ hemolyzy zakalena, jde o hemolyzu netiplnou.
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b) Streptokoky alfa-hemolytické (viridujici) méni krevni barvivo hemoglobin na
zeleny verdoglobin. Projevuje se tak, Zze je krevni agar pod kolonii nebo v jejim okoli

7zbarven do hnédo-zelena.

¢) Gama-hemolytické (nehemolytické) streptokoky vzhled agaru neméni.

Priikaz antigenu:

Jde o serologickou reakci, kdy se ve vzorku prokazuje ptitomnost neznamého
antigenu pomoci znadmé protilatky. Metoda, ktera se pro tento prikaz pouZziva,
Vv ptipadé, Ze protilatky jsou navazany na nosici, se nazyva aglutinace na nosic¢ich. Jsou-

li nosicem latexové Castice, jde o latexovou aglutinaci (24, 25).

1.3.2 Biochemické vySetieni

Dalsim nezbytnym vySetfenim je biochemické vySetfeni, které je piinosné
v diagnostice infekénich onemocnéni véetné sepse. V ramci SIRS dochazi v organismu
K riznym zménam, stoupa tvorba prozanétlivych iprotizanétlivych mediatora (IL-16,
IL-2, IL-6, TNFa; IL-10, G-CSF), dale se méni imunologicka reaktivita (HLA-DR),
syntéza proteind a funkénich proteint (prokalcitonin, CRP ajiné proteiny akutni faze)
a je indukovana apopt6za.

Sledovani hladiny prokalcitoninu (PCT), ktery je prekurzorem hormonu kalcitonin,
je pii podezieni na sepsi velmi vyznamné. U zdravych jedinct je koncentrace
PCT<0,1ng/ml, ale pii t€¢zké sepsi se miuze zvySit 5 000-10 000krat. Nejvice
stimuluje tvorbu PCT bakterialni a mykotické infekce, virové infekce nikoliv. PCT
stoupa u bakterialnich infekci v krvi jiz za dvé hodiny.

Dal§im dilezitym markerem je C-reaktivni protein (CRP), ktery patii mezi proteiny
akutni faze zidnétu a u zdravého Clovéka ho nelze prokdzat. Syntéza vjatrech je
vyvolana zejména IL-6 a IL-1. V soucasné dobé jde o nejcastéji pouzivany marker
prtomnosti zanétlivé reakce ajeji zivaznosti Jeho koncentrace zafina rust za

6—-9 hodin po zacatku zanétu a maxima dosahuje asi za 48 hodin, coz je delsi doba nez u
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PCT. Rovnéz jeho pokles pfi zlepSeni klinického stavu pacienta neni tak rychly jako
pokles PCT. CRP se navic miize zvySovat i u jinych neinfek¢nich patologickych stavi.
IL-6 je prozanétlivy cytokin, jehoz zvySenid sekrece je vyvoldna uvoliovanim
endotoxinu pti septickych stavech, mize vyustit v zZivaznou komplikaci a k MODS.
Plazmatické koncentrace IL-6 mohou byt upacientd se sepsi zvySeny az tisickrat
a souvisi se zavaznosti onemocnéni. M4 vyznam 1 v neonatalni diagnostice infekce a

sepse (4, 6,14, 29).

1.3.3 Hematologické vySetieni

Jednim z nejzdkladnéjSich vySetieni je vySetfeni leukocyti. U sepse se miizeme
setkat se zvySenym po¢tem neutrofilti, ovS§em tento ukazatel neni specificky pouze pro
sepsi, byva totiz béznym piiznakem infekce, objevuje se i po chirurgickém vykonu,
urazu nebo pii krvaceni. Velmi duilezité je také vySetiovani diferencidlu leukocyti,
zejména provadi-1i ho zkuseny hematolog. Pokud se potvrdipfitomnost nezralych forem
neutrofilll tj. tyCe, event. metamyelocyty, zndmky jejich aktivace — zvétSeni granul
a soucasna absence eozinofilt, tvofi to triadu, ktera je pomérné spolehlivym ukazatelem
zavazné bakteridlni infekce. Celkova koncentrace leukocytli v krvi pfitom nemusi byt
vyznamna. Dulezitd je ale skuteCnost, Ze tyto zmény v krevnim obraze nastavaji velmi
rychle, a to v pribéhu nékolika hodin. Vyznamnost této metody je tedy srovnatelna
s méfenim PCT, ovSem pacient nesmi trpét hematologickou chorobou.

Dalsim ukazatelem pfi sepsi je aktivace koagulace, kdy je sepse nejcastéjsipticinou
diseminované intravaskularni koagulopatie. Jiz v poCatecnich stadiich sepse se objevuje
pokles hladin inhibitor koagulace. Nejcastéjise vysetiuje hladina antitrombinu III, dale
je vyznamny pokles proteinu C, jeho vySetfeni se ale bézné nevyuziva. Pfestoze jsou
zmény koagulaCnich parametrd u sepse velmi vyznamné, nejsou vzdy pro diagnostiku

sepse vyuzivany (4, 19).
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1. 4 Nejéastéji izolované bakteridlni rody a druhy v souvislosti s IKR
1.4.1 Gram-pozitivni koky

1.4.1.1 Rod Staphylococcus

Stafylokoky se fadi mezi gram-pozitivni koky, maji primér asi 1 pm. Jsou
uspofadany jednotlivé nebo v parech. PiedevS§im se nachazeji v nepravidelnych
shlucich, kter¢é muizeme pfirovnat k tvaru hrozni. Dobfe snaSi neptiznivé zevni
podminky a patii mezi nejodoInéjsi nesporulujici bakterie.

Stafylokoky délime do dvou skupin podle schopnosti koagulovat plasmu na

koagulaza-pozitivni a koagulaza-negativni (25).

1.4.1.1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus patti mezi koagulaza-pozitivni stafylokoky. Bézné¢ se mu
fika zlaty stafylokok a je to jeden znejCastéjSich lidskych patogenl. Asi u tretiny
zdravych osob se vyskytuje na k0iZi a na sliznicich a nevyvolava zddné potize. Pokud
ovsem dojde k poruSeni integrity kize nebo sliznice a k ptekonani obrannych bariér,
projevi se jako patogen. NejcastéjSi predispozici mize byt chirurgicky zakrok, traz,
uméla nahrada nebo zavedeny katétr., rana. Ze vstupni brany infekce se stafylokoky
dostavaji do oblastnich miznich uzlin a z nich mohou proniknout az do krevniho ob&hu.
Né&kdy se do krevniho obéhu dostavaji 1 pfimo. Vznikaji infekce krevniho fecisté. Krvi
muze byt S. aureus zanesen do vnittnich organti a mist, kKde mohou vznikat abscesy.

Lécba infekci se provadi nejdiive antibiotiky, n€kdy 1 chirurgicky. Dnes je pies
90 % stafylokoki rezistentnich na penicilin, proto se musi pouzivat jind antibiotika,
predevsim oxacilin. Stejné jako v ptipadé klasického penicilinu se objevily kmeny S.
aureus rezistentnich k oxacilinu. Oznacuji se zkratkou MRSA (zangl. methicillin-
resistant S. aureus). MRSA je ¢astym puvodcem nozokomialnich infekci. MRSA ¢asto
jevi sdruzenou rezistenci i na dal$i antibiotika. V roce 2002 se dokonce objevil kmen
MRSA, ktery byl soucasné rezistentni i k vankomycinu. Tento kmen se oznacuje jako

VRSA (z angl. vancomycin-resistant S. aureus) (2, 25).
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1.4.1.1.2 Koaguldza-negativni stafylokoky

Patfi k nejCast€jSim bakteriim izolovanym z hemokultur. Pfevazné izolujeme
S. epidermidis, S. haemolyticus a S. hominis. Tyto koagulaza-negativni stafylokoky se
bézné vyskytuji u Cloveéka nejcastéji na kuzi. Jejich patogenita je nizka, ale mize se
uplatnit u oslabenych jedinct. Casty je jejich vyskyt u infekci spojenych se zavedenymi
cizorodymi materialy, pfedev§im intravaskularnimi katétry nebo umélymi kloubnimi
implantdty. Rovnéz se mohou vzicnéji vyskytnout jako ptvodci infekei ran a jinych.
Proto opakovany zachyt stejného kmene mize mit klinicky vyznam.

Casto se ale stava, e zachyt tohoto mikroba je jen pouhou kontaminaci z ktize p¥i
odbéru hemokultury v disledku nedostate¢né provedené dezinfekce, proto opakovany
zachyt stejného kmene mize mit klinicky vyznam. Proto je zachyt téchto stafylokok

nutné posuzovat obezetné. Tyto stafylokoky jsou casto multirezistentni

k antibiotikim (2).

1.4.1.2 Rod Streptococcus

Tento rod patii mezi kataldza-negativni gram-pozitivni koky. Tyto fakultativné
anaerobni bakterie se fadi do dvojic az fetizkt. Nekteré streptokoky jsou pro ¢loveka
patogenni (S. pyogenes), nékteré jsou prisluSniky normalni mikroflory sliznic u lidi.

Nachazime je v dutin€ Ustni, hornich dychacich cestdch nebo v zaZivacim traktu.

1.4.1.2.1 Streptococcus pyogenes

Tato bakterie patii do beta-hemolytickych streptokokt. Je plvodcem anginy,
nékteré kmeny mohou vyvolavat spalu. Jako komplikace téchto infekci mize byt i

sepse. Dale jsou piivodci infekei hlubokych ran a defekti.
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1.4.1.2.2 Streptococcus agalactiae

Patii rovnéz mezi beta-hemolytické streptokoky. Muzeme jej najit na tonsilach,
Vrespiraénim traktu a ve vagin€ jako béznou kolonizujici floru. Nebezpecné je nosicstvi
u téhotnych, mize totiz ohrozit novorozence. Ten se milze nakazit béchem porodu
(poranénim, polknutim kontaminovan¢ho vaginalniho sekretu). Onemocnéni jsou
dvojiho typu: ¢asna a pozdni. Casné infekce vznikaji b&hem porodu jesté in utero a
projevuje se béhem prvnich hodin nebo dni po narozeni. Onemocnéni se projevuje jako
bakteriémie, pneumonie, meningitida a septicky Sok, mortalita je kolem 5 % a na Zivoté
jsou nejvice ohrozeni nedonoSenci. Pozdni infekce se dostavuji obvykle koncem 1.
mésice zZivota a v poloviné ptipadi se dit¢ nakazi az po porodu. Onemocnéni probiha
jako sepse a meningitida, umrtnost je pfes 10 %. U vétSich détia u dospélych vznikaji

infekce spiSe u imunokompromitovanych jedinci.

1.4.1.2.3 Streptococcus pneumoniae

Radi se do alfa-hemolytickych streptokokt a #ikd se mu pneumokok.
Mikroskopicky jde o gram-pozitivni koky v fetizcicha ve dvojicich protahlého,
lancetovitého tvaru. Kolonizuje sliznici hornich cest dychacich. Je nejcastéjSim
puvodcem komunitni pneumonie. Pneumokokovy zanét plic mlze postihnout cely
plicni lalok nebo probéhnout jako bronchopneumonie. U kojenct a starych osob casto
kon¢i smrti. Pneumokok je déle nejcastéjsi pri€inou purulentni meningitidy u osob nad
60 let. Casty je také pneumokokovy zanét mozkovych blan po urazech hlavy, dale se
podili na akutnim zanétu stfedniho ucha, ktery muze ptejit v zanét bradavcitého
vybézku. Sekundarné infikuje S. pneumoniae vedlejsi dutiny nosni. Infekce vyvolané

S. pneumoniae jsou Casto spojeny s bakteriémii.

1.4.1.2.4 Ostatni streptokoky

Ostatni streptokoky izolované z hemokultur byvaji vétSinou viridujici nebo gama-
hemolytické. Patii mezi né napiiklad S. mitis a S. salivarius, které mohou mj. vyvolat i

infek¢éni endokarditidu.

22



1.4.1.3 Rod Enterococcus

Jsou to gram-pozitivni, fakultativné anaerobni, ovalné az lehce protahlé koky
uspotfadané do dvojic nebo kratkych fetizk. Tvoii nezbytnou a prospe€Snou soucast nasi
mikrofléry v tlustém stfevé, mohou se objevit i vtenkém stfevé nebo v genitalnim
traktu, ziidka 1 v hornich cestdich dychacich. Infekce t€mito patogeny jsou vyvolané
v90 % Enterococcus faecalic a v7 % Entrococcus faecium. Patii mezi zivazné
podminéné patogeny. Infekce mohou byt endogenni nebo exogenni. Infekce jsou asté u
dlouhodobé hospitalizovanych pacientii se zavedenymi mocovymi a intravaskularnimi
katétry. Pokud enterokoky proniknou do krve (intravaskularnimi katétry, injekéni
aplikaci drog) nebo sekundarné, muze se objevit enterokokova sepse. Dale mohou
vyvolat endokarditidu, infekce nitrobfisni, mo¢ové, ran, gynekologické zanéty, vzacné

meningitidu.

1.4.2 Gram-negativni koky

1.4.2.1 Neiseria meningitis

Tzv. meningokok je zavaznym puavodcem sepse a meningitidy. Prabéh tohoto
onemocnéni byva rychly a nejohrozenéjs$i skupinou jsou déti a mladi dospéli. V dnesni
dobé se vyskyt tohoto onemocnéni snizil v disledku ockovani proti meningokokovym

nakazam.

1.4.3 Gram-negativni tycky

1.4.3.1 Rod Escherichia

Nejznaméjsim druhem je Escherichia coli, ktera tvofi béZznou soucast stfevni
mikroflory. Jeji patogenita vyvolava 2 typy onemocnéni:

- intestindIni - infekce provazené prijmy

- extraintestinalni - zejména infekce mocovych cest — je jejich nejéastejsim

vyvolavatelem. Ty mohou pfejit v urosepsi. Urosepse tvoii asi 1/3 sepsi. Dale
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byva puvodcem infekci nitrobfi$nich, infekci ran, pneumonii, které maji ¢asto

nozokomialni charakter.

1.4.3.2 Rod Klebsiella

Jsou opouzdiené nepohyblivé gram-negativni fakultativné anaerobni tycky. Bézné
se vyskytuji v lidském stfeve, ale dobfe piezivaji i v jiném prostiedi, kde mohou byt
zdrojem infekci. Zpusobuji moové infekce, nitrobfisni aj., pneumonie, u novorozencd
zpusobuji sepse a meningitidy. Jsou ¢astymi ptvodci NI. Nejzndméj$imi zastupci jsou
Klebsiella pneumoniae a Klebsiella oxytoca. Kmeny mohou byt velmi rezistentni

k antibiotikim.

1.4.3.3 Rod Enterobacter

Je to opouzdiena gram-negativni fakultativné anaerobni tycka. Vyskytuje se v pudé
a ve vodé. U cloveka osidluje stfevo. Jejich patogenita neni vysoka, ale jsou nebezpecné
svou rezistenci, az moznou multirezistenci. Nejcast&ji zplsobuji infekce ranné, infekce
mocovych cest, infekce nitrobfiSni, infekce respiraéniho traktu aj., vétSinou

nozokomialniho puvodu. Nejvyznamnéjsidruh je Entrobacter cloacae.

1.4.3.4 Rod Proteus

Nejznaméjsi druhy, Proteus mirabilis a Proteus vulgaris, jsou typické svym
plazivym ristem v podobé motskych vin na pevnych pidach, kde netvoii ohranicené
kolonie. Nachazi se hlavné ve stfevé. Nejéastéji vyvolavaji mocové infekce, piikterych
tvorbou amoniaku drazdi sliznice a tim poSkozuji ledvinny epitel. Jako sekundarni
infekce se také objevuje vranidch ¢i dekubitech, v uSnich zanétech atd.; ohrozenou

skupinou jsou novorozenci, imunosuprimovani a onkologi¢ti pacienti.
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1.4.3.5 Rod Pseudomonas

Bakterie z tohoto rodu jsou striktné aerobni, nesporulujici gram-negativni tycky.
BéZné€ se vyskytuji v ptirodé€, v odpadnich vodéach, ve sttevnim traktu zvitat i ¢loveka.
Nejcéastdji izolovany kmen je Pseudomonas aeruginosa. Casto kontaminuje katétry, a
tak je obavanym puvodcem IKR, pfedeviim na oddéleni JIP, resuscitaénich a
novorozeneckych oddélenich. RovnéZ plsobi infekce ran, plicni a dal$i. Je obavanym

nozokomidlnim patogenem, nebezpec¢nym svou multirezistenci.

1.4.3.6 Rod Acinetobacter

Jde o kratké opouzdiené gram-negativni koky a kokobacily. Tento rod se nejvice
objevuje ve vodé, vpideé a vpotravinach; u ¢lovéka se miize nachazet na sliznicich
respiraéniho traktu i na kuzi. Nékteré druhy rodu Acinetobacter, zejména A. bawmanni
jsou casto multirezistentni na antimikrobni latky a jsou obavanymi nozokomidlnimi
patogeny. Nejcast&ji jsou izolovany ze sputa, z popalenin, z hemokultur a z likvoru (2,
10, 24, 25)

1.4.3.7 HACEK

Jde 0 oznaceni vzniklé ze zkratek nazvli bakterii zafazenych do této skupiny
(Haemophillus, Actinobacillus, Cardiobacterium, Eikenella, Kingella). Tyto gram-
negativni ty¢ky se z hemokultur izoluji vzacné, ale mohou byt vyvolavateli infekéni
endokarditidy. V pripadé hemofila jde o Haemophillus aphrophillus, ostatni hemofily
vyvolavaji predevs§im respiracni infekce a meningitidy, provazené vétSinou bakteriémii,

zandty stfedousi a oc¢i (13).
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1.4.4 Gram-pozitivni tycky

1.4.4.1 Rod Bacillus

Bacily jsou gram-pozitivni sporulujici acrobni nebo fakultativné anaerobni ty¢inky.
Neékdy se vyskytuji jako kontaminanty hemokultur, zejména pti nedostatecné dezinfekci

zatek hemokultiva¢nich lahvicek.

1.4.5 Kvasinky

Kvasinky fadime do fiSe hub. Tyto houby mikroskopickych rozmérii nazyvame
mikromycety. Kvasinky maji podobu kulatych, ovalnych nebo protahlych bunék,
obecné znacené jako blastokonidie. Jsou v&tSi neZ bakterie, maji primér asi 3—15 pm.
Z jejich povrchu charakteristicky puci dcefinné bunky, které se mohou ihned oddélovat,
nebo mohou byt naopak dlouho ve spojeni s mateiskou buikou a tvofit tzv.
pseudomycelie.

Kvasinkova infekce se nejCastéji rozvine u imunodeficitnich pacientd. Mohou
vyvolat jak onemocnéni kozni a slizni¢ni, kdy napadaji kuzi a jeji adnexa, tak i
onemocnéni organova a syst¢mova, kdy pronikaji do krevniho ob&¢hu a mohou vyvolat i

sepsi. Nejznaméjsim zastupcem je Candida albicans (2, 10, 25).
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2. CILE PRACE

2.1 Cile prace

Cil 1: Osvojenti si techniky zpracovani hemokultur
Cil 2: Zhodnoceni kultivacnich nalezi - procento pozitivity

Cil 3: Zhodnoceni kultiva¢nich nalezi - izolovana agens
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3. METODIKA

3.1 Charakteristika souboru

VysSetfovanym materialem byly vSechny hemokultury odebrané¢ od pacient
zoddéleni Nemocnice Ceské Budé&ovice, a.s. za obdobi dvou mésict; od
1.9.-31.10.2012. Prijaty material byl vySetfovan syst¢émem BacT/ALERT 3D
BioMérieux. Pozitivni hemokultury byly vyockovany na pevna kultivaéni media a
zhotoven mikroskopicky preparat dle Grama. Byl proveden orienta¢ni test citlivosti
k antimikrobnim latkam. Z narostlych bakterialnich kultur na pevnych médiich byla
provedena jejich identifikace dle jejich makroskopické a mikroskopické morfologie,
nejéastéji za pouziti hmotnostni spektrofotometrie (technologie MALDI-TOF) VITEK-
MS BioMeérieux. Stanoveni kvantitativni citlivosti bylo provedeno syst¢mem VITEK 2

BioMérieux.

3.2 Postup vyzkumu

3.2.1 Odbér a transport vzorku
hemokultivaci, ktery provadi sestra ¢i lékat pii podezieni na bakteriémii nebo na sepsi

se musiprovadét asepticky.

Postup odberu:

Odbér musi byt proveden za podminek asepse. Po palpaci zily je pacientovi misto
odbéru oc¢isténo 70% izopropylalkoholem. Po zaschnuti je misto dezinfikovano 1-2%
jodovou tinkturou. Po zaschnuti této dezinfekce se jiz nesmi palpovat a provede se
odbér. Krev je aplikovana do hemokultiva¢nich lahvicek, jejichz zatky jsou pfedem také
dezinfikovany 70% izopropylalkoholem. Pokud se odbér provadi injek¢ni strikackou,
jako prvni se inokuluje anaerobni a posléze aerobni lahvicka. Pokud se pouzije

odbérovy systém Vacutainer, je inokulace lahvicek opacna.
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Pokud je u pacienta podezieni na katétrovou infekci krevniho fe¢iste¢ nebo pokud je
nemozna venepunkce, odbér se provadi z zilnich katétrti. I zde se musi odbérovy vstup
nejdiive ocistit 70% izopropylalkoholem a po zaschnuti dezinfikovat jodovou tinkturou.
Prvni odbér 2—3 ml krve, ktery se provede, se do hemokultiva¢nich lahvicek nepouZzije.
Pro inokulaci je potfeba odebrat dal§i vzorek jednordzovou injekéni stiikackou.
Hemokultivacni lahvicky se plni stejnym postupem jako u venepunkce.

Klicova je také doba odbéru. Ta by méla byt nejlépe pfed nasazenim antibiotické
lécby. Pokud jiz pacient antibiotickou lécbu podstupuje, mél by byt odbér proveden
tésné pred dalsi pravidelnou davkou Iéku, tedy v dobé jeho nejnizsi hladiny. Dale by se
mélo odebirat hned pfi prvnich klinickych projevech bakteriémie, tedy co nejdiive pii
vzestupu teploty nebo Ipe pii tiesavee. Odbér by mél byt opakovan (2—3krat za den)

pro vétsi pravdépodobnost zachytu bakterii (3, 11, 20).

Transport vzorkii do laboratofe musi byt co nejdiive po odbéru. Pokud se nemize
transportovat lahvicka s krvi hned, musi zlstat pti pokojové teploté, nesmi se davat do
ledni¢ky. Pokud je ovSem prodleva mezi odbérem vzorku a vlozenim hemokultiva¢ni
lahvicky do pftistroje delSi nez 4 hodiny, miZze byt vysledek vySetfeni negativné
ovlivnén. Dilezité je psat na zadanku o vySetfeni datum a ¢as odbéru (20, 24).

Nezbytnou souéasti vzorku je spravné a Uplné vyplnéna zadanka o vySetieni, kde
musi byt vSechny udaje o pacientovi (jméno, rodné cCislo, diagndéza, zdravotni
pojistovna, datum a Cas odbéru, jméno lékate, ktery vysetfeni pozadoval a jméno

odebirajici osoby).

3.2.2 Princip a prdce s p¥istrojem BacT/ALERT 3D

Hemokultury se odebiraji do hemokultivatnich nadobek firmy BioMérieux.
V téchto nadobkach je podtlak, ktery usnadnuje inokulaci krve do lahvicky.
K hemokultivaénimu ptistroji Bact/ALERT 3D se vyrabi 5 druhii hemokultiva¢nich
nadobek:
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- nadobka Bact/ALERT FA - Je urCena pro odbér krve na aerobni agens od
pacienta, ktery je jiz pii podezieni na sepsi léCen antibiotiky. Slozeni téchto
lahvi¢ek ¢aste¢né eliminuje G¢inek nekterych antibiotik, ale antibiotickd terapie
muze vést k faleSné negativnim vysledkim. Lahvicka je oznacena zelenou
barvou.

- nadobka Bact/ALERT FN - Ur€ena pro odbér krve od pacienta na fakultativné
anaerobnia anaerobni agens, ktery je jiz pfipodezieni na sepsi lécen antibiotiky.
Lahvicka je ozna¢ena oranzovou barvou.

- nadobka Bact/ALERT SA - Uréena pro odbér krve od pacienta na aerobni agens,
ktery jesté neni lé¢en antibiotiky. Lahvicka je ozna¢ena modrou barvou.

- nadobka Bact/ALERT SN - Ur¢ena pro odbér krve od pacienta na fakultativné
anaerobni a anacrobni agens, ktery jeSt¢ neni léCen antibiotiky. Lahvicka je
oznacena fialovou barvou.

- nadobka Bact/ ALERT PF - Urcena pro odbér od pacientii na pediatrickém
oddéleni nebo od pacienttli, ktefi jsou v t¢Zkém stavu, a je obtizné jim odebrat
vétsi mnozstvi krve. Lahvicka je oznaCena zlutou barvou. Tato nadobka je
ur¢ena pro odbér do 4 ml.

Ostatni nadobky jsou uréeny pro odbér krve do 10ml (3).

Optimalni mnozstvi krve odebrané na 1 odbér je u dospélych pacientd 20-30 ml
krve. Proto se vétSinou odebird do aerobni i anaerobni lahvicky soucasné. Rovnéz se tim
zvysuje pravdépodobnost zichytu agens.

Kdyz jsou hemokultiva¢ni lahvicky s materidlem transportovany do laboratofe,
laborantka, kterd materidl ptijima, musi zkontrolovat, zda je vSe v poradku. Zkontroluje
zadanku a lahvicky, zda jsou spravn¢ oznacené, zda zaddanka obsahuje vSechny potiebné
udaje, zda je materidlu dostatecné mnozstvi, nebo jestli naopak neni lahvicka prepInéna.
Tyto nevyhovujici podminky nejsou diivodem k odmitnuti vzorku, ale skute¢nost je
zapsana do laboratorniho protokolu a je posléze i soucasti vysledku. Pokud je ovSem
vzorek znehodnocen (lahvicka neobsahuje material, je rozbitd...), vySetieni se

neprovadi.
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Po pfijeti vzorku jsou Zzadanky, hemokultivaéni lahvi€ky oznaeny shodnymi
laboratornimi ¢isly a lahvicky jsou vlozeny do hemokultivacniho pfistroje
Bact/ALERT 3D. Udaje z zadanek jsou zapsany do LIS.

Zjistovani ptitomnosti bakterii v médiu hemokultiva¢nich lahvicek je zalozeno na
principu kolorimetrické detekce CO2 vznikajici pii mnoZeni bakterii. Pfistroj se sklada
Zobsluzného a kultiva¢nitho modulu. Obsluzny modul sestava z dotykové obrazovky,
cteCky carovych kodu a klavesnice. Kultivaéni modul je sloZzen ze 4 boxi a kazdy box
ma 60 bun¢k. Do kazdé bunky, kterd je ¢iseln€ oznaCena, se vejde jedna hemokultivacni
lahvicka. Za kazdou butikou se nachdzi dioda, kterd emituje paprsek cerveného svétla a
méfici fotodioda.

Pokud je mikroorganismus V lahvicce sodebranym materidlem ptitomen,
produkuje CO», ktery se $ifi pfes iontové nepropustnou membranu na dno lahvicky, kde

se nachazikolorimetricky senzor. Tam dochazik této chemické reakcei:

CO;,; + H)O < Ho,CO3 HCOg_

Zde ptichdzi CO; do styku s indikatorem pH. Zména pH zpisobi zménu barvy z tmave
zelené na jasn€ zlutou. Toto zabarveni je imérné pritomnému mnozstvi CO2. Senzor na
dn¢ lahvicky je paprskem svétla kontrolovan kazdych 10 minut. Svétlo, které senzor
odrazi, pak dopadd na mefici fotodiodu. Vysledky jsou pieneseny do pocitace a
zhodnoceny pocitacovym programem. U kazdé lahvicky s hemokulturou se sleduji tfi
parametry: pocate¢ni hodnota COg, rychlost produkce CO; a zvyseni rychlosti CO».
Lahvicky se kultivuji pti 35-37°C 7 dni; vétSina pozitivnich hemokultur je vSak

pozitivnich do dvoudnu (1, 5, 9, 12).

3.2.3 Negativni hemokultury

Pristroj hodnoti hemokulturu jako negativni, pokud se po sedmi dnech kultivace

senzor na dné¢ lahvicky nijak nezménil. Vysledek je pfenesen do LIS a po kontrole
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lekatfem je vysledek odeslan I€kaii, ktery vySetfeni indikoval. Negativni lahvicky se na

pudy nevyockovavaji.

3.2.4 Pozitivni hemokultury

Pokud ptistroj hlasi pozitivitu, objevi se oznameni na displeji, které muze byt
doplnéno 1 zvukovym signalem. Pozitivni hemokultiva¢ni lahvicky jsou vyndany ze
systému a v laboratofi se s nimi ddle pracuje, aby se pozitivita hemokultur potvrdila,

aby se ur¢il kmen bakterie a stanovila citlivost na antibiotika.

3.2.4.1 Zhotoveni mikroskopického prepardtu

Mikroskopicky preparat, ktery se fadi do diagnostiky pfimého prikazu, ndm
umozinuje ziskat informace o morfologii a uspofadani bakterii, jejich velikosti a
nekterych bunéénych strukturdch (pouzdra, spéry). S hemokulturami musime pracovat
V laminarnim boxu, abychom ochranili vzorek pied kontaminaci, ale i sebe pied infekci.
Gumovou zitku na hemokultiva¢ni lahvicce nejdfive dezinfikujeme stiiknutim
dezinfek¢niho ptipravku, ktery nechame fadn¢ zaschnout. Mezitim si piipravime Cisté,
odmasténé sklicko, které si oznaCime stejnym ¢Cislem jako je u vySetfované
hemokultury. Sterilni jehlu (zatim bez stiikacky) ze shora zakryjeme sterilnim
¢tvereCkem buniCiny a zapichneme do gumové zatky lahvicky. Toto délame pro
odvzdusnéni. Nyni miizeme na jehlu nasadit injek¢ni stfikacku a po prevraceni lahvicky
mizZeme odsat trochu materidlu do stitkacky. Nyni na pfipravené a popsané sklicko
kapneme vétsi kapku materidlu a pomoci hrany druhého podlozniho skla kapku po
sklicku rozetreme. Material se musi nechat na sklicku zaschnout. Naslednym krokem je
fixovani teplem, které usmrti bakterie, aniz by doslo k jejich hrubsimu poskozeni jejich
struktur, bakterie se tim také pevné pfichyti na podlozni sklo a béhem barveni se
neodplavi. Sklicko tedy n€kolikrat protdhneme plamenem. Abychom Vv mikroskopu
mohli bakterie rozli§it na gram-pozitivni a gram-negativni, musime preparat obarvit

podle Grama.
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Postup a princip barveni dle Grama:

a) Fixovany preparat se pievrstvi krystal-violeti, kterd se po 20 sekundach slije.
Bazické barvivo krystal-violet, které se navaze na kyselé skupiny gram-pozitivnich i
gram-negativnich bakterii.

b) Preparat se pielije na 20 sekund Lugolovym roztokem, poté se oplachne vodou.
Jod se vaze s barvivem a vytvofi precipitat.

c) Preparat se odbarvuje acetonem nebo alkoholem 20-30 sekund a poté se
dikladné oplachne vodou. Odbarvovaci prostfedek dobfe pronikd plazmatickou
membranou gram-negativnich bakterii, rozpousti komplex barviva jodu a vyplavuje ho.
Naopak u gram-pozitivnich bakterii pronika aceton do bunék mnohem pomaleji a
pomalu také rozpousti komplex barviva jodu. Gram-pozitivni bakterie tak zistdvaji
obarvené, ale gram-negativni se odbarvi.

d) Preparat se dobarvi 30—60 sekund desetkrat fedénym karbolfuchsinem a nakonec
se oplachne vodou a osu$i. Timto se obarvi gram-negativni bakterie.

Dilezit¢ je, abychom preparaty prelivali barvivem a oplachovali vodou stdle
stejnym smérem, jinak se tvofisrazeniny.

V laboratofi bakteriologie je k barveni preparati automaticky systém.

Hotovy preparat prohlizi 1ékaf mikroskopem pod imerznim objektivem. Lékaf
hodnoti pfitomnost a morfologii bakterii, nejCastéji jde o gram-pozitivni koky
Vv hlouccich (stafylokoky) nebo Vv fetizcich (streptokoky nebo enterokoky nebo gram-
negativni tycky).

Pokud je preparat pozitivni, 1ékai laboratofe bakteriologie telefonicky informuje

osetfujiciho I¢kare.

3.2.4.2 Kultivace

vvvvvv

Kultivaci zjistime, zda se v materidlu nachazi jeden, ¢i vice druhli nebo rodl bakterii.
Cilem této metody je ziskat ¢isté kultury sloZzené z bakterii jednoho rodu i druhu, které

se vyuzijik jejich bliz§imu ur¢eni dal§imi diagnostickymi metodami. Jelikoz maji rizné
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bakterie riizny metabolismus, maji i rozdilné naroky na kultivaci, které jsou pro rist na
pudach dulezité. Pfi volbé podminek pro kultivaci se snazime simulovat takové

podminky, které¢ majibakterie u svého hostitele. Mezi tyto nejdilezitéjsi patii:

- dostatek vhodnych zivin - nckteré pidy jsou obohaceny napf. masovymi
extrakty, peptony, ristové faktory atd.

- vlhkost pudy

- optimalni pH pudy - u vétSiny 7,2—7,4

- kultivaéni teplota - vétSina lidskych patogent nebo podminénych patogend se
kultivuje pti 35-37°C

- déka kultivace - vétSina béznych bakterii vyroste za 16—20 hodin

- atmosféra pro kultivaci
e aerobnia fakultativné anaerobni bakterie - za ptistupu vzduchu
e anaerobni bakterie - rostou bez ptistupu vzduchu

e mikroaerofilni bakterie - vyZaduji snizenou nebo zvysenou tenzi CO;

Pro kultivaci pozitivnich hemokultur se pouzivajityto pudy:

Krevni agar: Je zakladni pida v mikrobiologii. Obsahuje 5 % berannich erytrocyta
a muZeme na ni pozorovat, zda bakterie tvofi hemolyzu. Pro zhotoveni kdpneme na kraj
krevniho agaru kapku média hemokultury, ze kterého udélame inokulum, které potom
klasickym zptsobem rozockujeme. Plotnu posléze ddme do CO; inkubatoru, ve kterém
se za zvySené tenze CO; pii 35°C inkubuje do druhého dne. Na této pud€ vyroste

vét§ina béznych bakterii.

MacConkey agar: Je to selektivni puda pro gram-negativni bakterie. Inokulujeme
stejné jako krevni agar. Laktdéza pozitivni kolonie zde rostou v ¢ervenych koloniich,
laktoza negativni ve svétlych koloniich. Bakterie tvofici sirovodik zde rostou

V koloniich s ¢ernym stiedem.
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Masopeptonovy bujon: Jedna se o tekutou pomnozovaci pudu, kterd je slozena
z masového extraktu, peptonu, 0,5 % NaCl, jeji pH je 7,3. Injek¢ni stfikackou
s materidlem z hemokultivaéni lahvicky (kterou jsme déavali material na sklicko)
kapneme asi 2 kapky do této pudy. Bujon se pouziva k pomnozeni bakterii pro

stanoveni orienta¢niho pfedbézného testu citlivosti k antimikrobnim latkam.

Mueller-Hintonovo medium: Tato ptida se pouziva k testu pro stanoveni citlivosti
k antibiotikiim pomoci difuzniho diskového testu. Mueller-Hinton agar bez krve
pouzijeme pro zhotoveni orienta¢niho diskového difuzniho testu k citlivosti gram-
negativnich tycek a gram-pozitivnich kokii v hlou¢cich (suspektni stafylokoky). Pro
stanoveni citlivosti gram-pozitivnich kokii v fetizcich (suspektni streptokoky nebo
enterokoky) pouzivame Mueller-Hinton—F agar s kofiskou krvi. Pro zhotoveni kapneme
asi 2 kapky zbujonku inokulovaného médiem s bakteriemi z pozitivni hemokultury.
Snazime se o zhotoveni zdkalu 0,5 stupné McFarlanda. Rozockujeme po celé plose
pudy. Na plotnu pomoci raznice umistime pozadované sestavy antibiotik. Plotna se

inkubuje do druhého dne pi137°C v normalni atmosféfe.

Schaedler agar: Tato vyzivna neselektivni puda se pouziva pro kultivaci
anaerobnich bakterii. Ptda obsahuje vitaminem K;. Piadu inokulujeme a rozoc¢kujeme
klasickym zptsobem a ihned ji vlozime inkubovat do anaerobniho boxu na 24-48

hodin.

Cokoldadovy agar: Na tuto pidu ockujeme material pouze tehdy, pokud se jedna o
hemokultivaci likvoru. Tato pida vznikd zahfatim krve pii ptipravé na 80—85°C, kdy
erytrocyty hemolyzuji a agar ziskdvd hnédou barvu. Vyplavené ristové faktory
Zerytrocytl umoziuji narlst patogennich neiserii a hemofild. Plida pouZzivani

Vv laboratofibakteriologie obsahuje antibiotika pro selektivni kultivaci hemofild.
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Po vyockovani odstranime stiikacku s materidlem do nadobky s infek¢nim
odpadem a hemokultivaéni lahvicky, ze kterych jsme odsavali material, uchovavame 7
dni v termostatu pi1 36°C.

Druhy den jsou pudy hodnoceny vysokoskolskym pracovnikem, ktery izolované
kultury identifikuje podle typu agens a rozhodne o dal§im postupu pii identifikaci
bakterii - mikroskopie, kultivace, biochemické testy, serologické metody nebo metoda

hmotnostni spektrofotometrie.

Pokud se stane, Ze je vysledek kultivace negativni, kultivace musi byt prodlouzena
do dal§iho dne.

Ptihodi-li se, Ze je mikroskopicky preparat z pozitivni lahvicky negativni, lahvicku
dale kultivujeme v termostatu pii 36°C. Pokud je negativni i vysledek kultivace,
provede se na krevni agar ¢ara kmenem Staphylococcus aureus, abychom mobhli
potvrdit/vylouéit ptitomnost rodu Haemophillus, jelikoZz hemofily béZné¢ na krevnim
agaru nerostou. Rostou pouze za pritomnosti Kmene Staphylococcus aureus v drobnych
lesklych bezbarvych koloniich; tomuto jevu fikame satelitovy fenomén. Jestlize je
vysledek i po 48 hodindch negativni, provedeme z lahvicky znovu mikroskopicky
preparat a krev vyockujeme na krevni, cokoladovy a Schaedleriiv agar. Dalsi den znovu

kultivaciodeéteme. Jestlize:

e Pfi prohlizeni preparatu zjistime pozitivitu, musime pockat na vysledky
kultivace do druhého dne. Ty mohou byt bud’ pozitivni, nebo negativni a

VvV tom piipad¢ jesté dobu kultivace prodluzujeme.

e Pii opakované negativité jak preparatu, tak kultivace, prodluzujeme
kultivaci médii na 7 dnd. Je-li i po 2. vyo¢kovani a 7 dnech kultivace
pevnych médii nalez negativni, je vysledek hodnocen jako faleSna

pozitivita.
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Je-li mikroskopicky preparat zpozitivni lahvicky pozitivni, ale kultivace po 24
hodinach negativni, provede se na krevni agar ¢ara kmenem Staphylococcus aureus a
pfi dalsi negativit¢ po 48 hodinach se znovu provede mikroskopicky preparat a
kultivace na krevni, cokolddovy a Schaedlertv agar. Tyto naockované pudy kultivujeme

nejméné 10 dni.
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4. VYSLEDKY

V obdobiod 1. 9. 2012 do 31. 10. 2012 bylo pacientim na oddélenich Nemocnice

Ceské Budgjovice, a.s. odebrano celkem 2 254 vzorkt na vysetieni hemokultur,

4.1 Procento pozitivity

Prvnim cilem bylo zjistit procento pozitivity hemokultur, jez jsem zhodnotila

Vv nasledujicich grafech.

Graf 1: Procento pozitivity hemokultur v mésicich za¥i a fijen
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Tento graf zobrazuje srovnani pozitivit v mésicich zafi a ftijen. V zafi bylo
vySetteno celkem 1 114 hemokultur. Procento pozitivity vzorkd bylo
14,5 % (161 pozitivnich vzorkd) a negativnich bylo 85,5 % (953 vzorkd). V fijnu
mizeme pozorovat lehké navySeni procenta pozitivity, které¢ ¢ini 19,5 %
(222 pozitivnich vzorkl) a negativnich je 80,5 % (917 vzorki), zcelkového poctu
1 139 hemokultur.
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Graf 2: Procento pozitivity he mokultur v obou mésicich
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Za dvoumési¢ni obdobi bylo dohromady vySetfeno 2 254 hemokultur. Z tohoto
celkového poctu bylo pozitivnich 383 vzorkt, coz ¢ini 17 %. Negativnich vzorki bylo
celkem1 870 a piedstavuje tak 83 %.
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4.1 Izolovand agens

Druhym cilem bylo zjistit, jakd agens byla zpozitivnich hemokultur izolovana.

V nasledujici tabulce ¢.1 mizeme vidét prehled izolovanych agens zpozitivnich

hemokultur, pocet, kolikrat se bakterie objevila a jeji procentuelni zastoupeni.

Tabulka 1: Izolovana agens

Rod Druh Pocet Relativni
Cetnost
Acinetobacter baumannii komplex 3 0,8 %
junii 3 0,8 %
species 4 1%
Anaerobni G+
tycky blize 1 0,3%
neurceng.
Bacillus pumilis 1 0,3%
Bacteroides thetaiotaomicron 1 0,3%
vulgatus 1 0,3%
Burkholderia multivorans 1 0,3%
Campylobacter rectus 3 0,8 %
Cardiobacterium hominis 5 1,3%
Clostridium species 1 0,3%
Corynebacterium pseudodiphtheriticum 1 0,3%
species 2 0,5%
Enterobacter cloacae 7 1,8 %
Enterococcus faecalis 12 3.1%
faecium 2 0,5 %
Escherichia coli 56 14,6 %
G+ tycky blize 1 0,3%
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neurcené.

Klebsiella oxytoca 6 1,6 %
pneumoniae 23 6,0 %
Kvasinky 3 0,8 %
Listeria monocytogenes 1 0,3%
Micrococcus luteus 1 0,3%
Morganella morganii 9 2,3%
Pantoea agglomerans 4 1,0%
Parvimonas micra 6 1,6 %
Propionibacterium | acnes 1 0,3%
Proteus mirabilis 11 2,9 %
Pseudomonas aeruginosa 7 1,8 %
Serratia marcescens 4 1,0 %
Staphylococcus aureus 31 8,1%
capitis 8 2,1%
cohnii subsp. urealyticum 2 0,5%
epidermidis 48 12,5 %
haemolyticus 16 4,2 %
hominis subsp. hominis 45 11,7 %
intermedius 1 0,3%
Methicilin/Oxacilin rezistentni
Staph.aureus-MRSA - 5L
species koaguldza negativni 4 1,0 %
warneri 3 0,8 %
xylosus 1 0,3%
Streptococcus agalactiae 1 0,3%
gallolyticus 3 0,8 %
mitis 1 0,3%
pneumoniae 4 1,0%
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Streptococcus salivarius 1 0,3%
Viridyjici

2 0,5%
streptokoky
Celkem pozitivnich 383 100 %

V dalsi tabulce ¢. 2 uvedu pro lepsi prehled 10 nejcastéji izolovanych agens,

sefazené sestupné podle poctu.

Tabulka 2: 10 ne jcastéji izolovanych agens

Bakterie Pocet Zastoupeni v %
Escherichia coli 56 14,6 %
Staphylococcus epidermidis 48 12,5 %
Staphylococcus hominis subsp. hominis 45 11,7 %
Staphylococcus aureus 31 8,1 %
Methicilin/Oxacilin rezistentni Staph.aureus-MRSA 31 8,1 %
Klebsiella pneumoniae 23 6,0 %
Staphylococcus haemolyticus 16 4,2 %
Enterococcus faecalis 12 3,1%
Proteus mirabilis 11 2,9 %
Morganella morganii 9 2,3%
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5. DISKUZE

Z celkového poctu 2 254 hemokultur bylo Bact/ ALERT 3D systémem oznaceno
383 vzorkd jako pozitivnich. Toto ¢islo tvori 17 %. Rozdil pozitivit vzorklt se
v mésicich zatia fijen li§il pfesné o 5 %. Toto procento pozitivity ale oznacuje pozitivni
lahvicky z celkového poc¢tu odebranych. Vzhledem k tomu, ze od kazdého pacienta je
odebran obvykle vice nez 1 vzorek hemokultury a u nékterych pacientd se pozitivni
nalezy stejného agens opakuji, bylo by procento pozitivity vztazené k rodnému Cislu a
jednomu druhu izolatu niz8i. Segaard (17) ve své studii prokazal, ze z celkového poctu
hemokultur 29 273 bylo pozitivnich 9 % (2 648 vzork).

Nejcastéjsim izolovanym agens v mém souboru byla Escherichia coli zceledi
Enterobacteriaceae. Tato gram-negativni tycka byla zachycena celkem 56krat (14,6 %).
Tato bakterie se nachazi v hojném poctu ve stfeve, kde puisobi saprofyticky. V pripadé,
7e se bakterie dostane do jiné Casti téla, muZe pusobit negativné a tim vyvolavat
zavazné infekce, véetné infekci krevniho reciste.

Dalsi nejCastéji zachycené bakterie jsou Staphylococcus epidermidis a
Staphylococcus hominis ze skupiny koagulaza-negativnich stafylokokt. Cast&jsi byl
Staphylococcus epidermidis, kterého jsme vykultivovali 48krat. Jelikoz se tato bakterie
nachazi u ¢lovéka na povrchu kize, mize se snadno stit kontaminantou pti odbéru
hemokultury. V lahvicce se vzorkem se tedy sice bakterie objevi, ale vtéle pacienta
pfitomny nejsou. Kontaminace vzorkl muze vést k nevhodné antibiotické IECbe,
k prodlouzeni hospitalizace a tim i k celkovému zvyseni nakladi zdravotni péce na
pacienta (8). Stafylokoky koagulaza-negativni mohou ale byt ¢astym etiologickym
agens katétrovych IKR, mohou se uchytit na povr§ich umélych nihrad a jinych
cizorodych materiali. Pokud z odebranych lahvi¢ek bude obsahovat pouze jedna tuto
bakterii, bude se snejvyssi pravdépodobnosti jednat o kontaminaci zkize pacienta.
Proto je velmi dulezité dodrzovat piisné zasady asepse pii odbérech. Odbér by nemél
byt proveden zcentralniho Zilniho katétru (CZK) kvili moznému pozitivnimu nalezu
pii jeho kontaminaci, ale mél by byt proveden z periferni zily. Proto by se mél odbér

z CZK délat pouze v piipadech, kdy nelze odebrat krev ze zily. Uvadi se, ze vétsi pocet
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kontaminaci (6,11 %) se vyskytlo u hemokultur odebranych pies katétry, kdezto ptes
zily bylo procento kontaminace jen 3,15 %. Odebirani hemokultur pies katétry je sice
pohodInéjsi a bezpecnéjsi pro zdravotni pracovniky a méné bolestivé pro pacienty, ale
predstavuje vysSsi riziko kontaminace ve srovnani s kulturami odebrané z cerstvé
periferni krve (16, 20). Odbér zkatétru by se mél provadét jen pfi podezieni na
katétrovou infekci, kdy se porovnavad nalez v hemokultufe odebrané zperiférie a
z katétru. Stejny nalez svéd¢ipro katétrovou infekci.

Staphylococcus aureus byl zachycen 62krat, zcéehoz pifesné polovinu zaujima
MRSA. V literatufe (23) se uvadi, Ze co se tyce situace vyskytu MRSA v CR, odpovida
vyskyt 10-25 % vsech izolovanych kmend Staphylococcus aureus. V nasem piipadé to
bylo 50 %, coz opét dano neodlisenim opakovanych vyskytii u téhoz pacienta. Nakaza
MRSA se siti ve velkych nemocnicich, u pacienttl, ktefi v nemocnici stravi del§i dobu a
maji zejména oteviené rany ¢i dekubity. Zdravotni¢ni pracovnici v soucasné dobé
provadéji opatfeni k omezeni vyskytu této infekce tak, aby nedochazelo k jejimu

dalsimu $ifeni.
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6. ZAVER

Tato bakalaiska prace se zabyva vySetfovanim hemokultur. Jednim z cilit mé prace
bylo sezndmit se s tématem infekce krevniho fe€iSt¢ a zpracovat na toto téma reSersi
Dalsi dva cile se tykaly praktické casti, a to seznamit se S metodou vySetfovani
hemokultur v bakteriologické laboratofi a postupem jejich zpracovani v ptipadé
pozitivity. Vysledky jsem potom zhodnotila podle procenta pozitivity a podle nalezu
izolovanych agens.

Ve dvoumési¢nim obdobi (zafi a tijen roku 2012) bylo celkem vysetfeno 2 254
hemokultur, z nichz pozitivnich bylo 383 (17 %); procento pozitivity v zafi bylo 14,5 %
a procento pozitivity v fijnu bylo 19,5 %.

Nejcastéji zptsobovaly infekce krevniho fecisté rod Escherichia coli, jehoZ vysoky
vyskyt se dal pfedpokladat a koagulaza-negativni stafylokoky, které jsou uvadény jako
izolaty z hemokultur ve vétSin€ literatury na prvnim misté. Jde vSak vétSinou o

kontaminanty.
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