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Abstrakt

Cil: Cilem prace bylo popsat vyskyt patogennich mikroorganismt v krevnim fecisti,
které ohrozovaly zdravi a zivot pacienta. Pomoci automatického hemokultiva¢niho
systému BACTEC byly zjistény bakterie ¢i kvasinky podilejici se na rozvoji sepse v dané
oblasti a vysledky byly porovnany s odbornou literaturou. Bylo zhodnoceno procentualni
zastoupeni kontaminovanych vzorki s cilem poukazat na dilezitost spravného odbéru
materidlu a edukace zdravotnického persondlu. Pro porovnani nalez v kultiva¢nich
médiich byly vyuzity kontrolni stéry kiize. Rovnéz byla zaznamenéna doba, po kterou
kultivace probihala, jelikoz hraje dtleZitou roli v uzdraveni pacienta a snizuje naklady na
jeho ptipadnou 1écbu.

Metoda: Prakticka Cast prace se na rozdil od teoretického useku soustfed’uje na
ptipravu vzorkd v laboratoii a vlastni analyzu, véetn¢ identifikace mikroorganismt
pomoci mikroskopickych, kultiva¢nich a biochemickych technik. Pro detekci infekénich
agens v hemokulturdch byl vyuzit automatizovany hemokultivaéni systém BACTEC
9050, ktery pouziva fluorescen¢ni senzor k zaznamenani tvorby CO». Oxid uhlicity
reaguje s vodou za vzniku kyseliny. Tento chemicky d¢€j je doprovazen poklesem pH.
Obsah pozitivni aerobni lahvicky se vyockuje na vhodnou kultivaéni pidu. Mikrobialni
nartst se hodnoti po uplynuti 17 aZ 24 hodin v termostatu, nasledné se provede testovani
citlivosti na antibiotika a urci se 1écba.

Vysledky: Bylo odebrano 1643 vzorkl, u 1359 se neprokazal vyskyt zadnych
patogennich druht. Prace se zabyva nalezy 284 hemokultiva¢nich lahvicek oznacenych
pfistrojem jako pozitivni. Escherichia coli byla zjisténa nejcastéji. Klebsiella pneumoniae
se Vv poctu nalezli fadila na druhé misto. Majoritni zastoupeni mély gramnegativni
bakterie (72 %). Kontaminace byla spojena s 4,7 % z celkového mnozstvi vySetieni a
souvisela s chybami pii odbéru.

Zavér: Kazdorocné piibyva poctu infekci krevniho fecisté a jsou 1 v soucasné dobé
spojeny s vysokym procentem umrti. Hemokultivaéni vySetfeni prostiednictvim
automatickych systémi je stéZenim bodem rychlé a presné detekce mikroorganismi.

Klic¢ova slova: Hemokultivace, hemokultura, BACTEC, bakteriémie, sepse.



Abstract

Objective: The aim of this work is to describe a presence of pathogenic
microorganisms in bloodstream that could possibly threaten the health and life of a
patient. Using an automated microbial detection system Bactec we have detected bacteria
or yeast that partake on an extension of a sepsis in given area, we have also compared
results with special literature. We have evaluated the percentage of contaminated samples
trying to point out the importance of a correct material sampling and also the importance
of the level of education of the medical staff. After comparing samples in the cell culture
medium we have used control skin smears. We have also marked the period of time for
which the cultivation occurred since it is an important factor in the restoration of a patient
and lowers the cost of a prospective treatnent. The method: In contrast with the
theoretical section of this this work, the practical part is focused on laboratory samples
preparation and actual analysis, including identification of the microorganisms, using
microscopic, cultivation and biochemical techniques. For the detection of infective agents
in blood culture we have used automated microbial detection system BACTEC 9050
which uses fluorescent sensor for the registration of CO; creation. Carbon dioxide reacts
with water and creates acid. This chemical process is followed with the descrease of pH.
The content of a positive aerobic vial is vactinated for the right cultivation broth.
Microbial groth is then evaluated after 17 to 24 hours in thermostat, followed be
antibiotics sensitivity tests and then the optimal treatment is determined. The result: We
have colected 1643 samples, 1359 of which did not show any pathogenic species. The
work deals with findings inside of 284 samples which the machine marked as positive.
The most common was Escherichia coli. The second place in quatity was represented by
Klebsiella pneumoniae. The majority of bacteria were gram-negative (72 %). Sample
contamination occured in 4.7 % of all samples and was connected with sampling errors.
The conclusion: There is an annual growth in bloodstream infections that are also
connected with a high percentage of death possibility. Blood cultivation examination with
a use of automated systems is crucial for quick and precise detection of microorganisms.

Key words: blood culture, BACTEC, bacteraemia, sepsis.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AK
ATB
BHIB
CRP
FA
FN

G+
HACEK

HIV

IKR

IL
MODS
MOFS
MRSA
PCT
PF

SA
SIRS
SN
SPS
TNF
TSB

Aminokyseliny

Antibiotika

Bujon z mozkosrdcové infuze

C-reaktivni protein

BacT/ALERT lahvi¢ka pro aerobni kultivaci s inhibitory ATB
BacT/ALERT lahvicka pro anaerobni kultivaci s inhibitory ATB
Gramnegativni bakterie

Grampozitivni bakterie

Haemophillus, Actinobacillus, Cardiobacterium, Etkenella,
Kingella

Virus lidské imunitni nedostatecnosti

Infekéni endokarditida

Infekce krevniho fecisté

Interleukin

Syndrom multiorgdnové dysfunkce

Syndrom polyorgénového selhani

Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus

Prokalcitonin

BacT/ALERT lahvicka pro aerobni kultivaci v pediatrii
BacT/ALERT lahvicka pro standardni aerobni kultivaci
Syndrom systémové zanétové odpovedi

BacT/ALERT lahvicka pro standardni anaerobni kultivaci
Polyanetholsulfonat sodny

Tumor necrosis factor

Trypt6zo-sojovy bujon



UvVOD

Sepse je komplexni syndrom a v mnoha piipadech 1ze obtizn¢ definovat. V jejim
prubéhu se d¢je fada zmén jako diisledek reakce na vstup patogennich mikroorganismt
do cévniho fecisté pacienta. Prognéza zalezi na druhu infekéniho agens a imunitnim
systému jedince (Stafikova, MareSova a Vanista, 2008).

Jen v USA je rocn¢ diagnostikovano vice nez 750 000 pacientl, 500 osob denné
umira na nasledek tohoto zdravotniho stavu (Cermak, 2008). Piedstavuje jedenécté misto
V poctu umrti ve Spojenych statech. Sepse se vyskytuje u pacientti po trazech rtizného
pivodu, popaleninach ¢i u 0sob po chirurgickém vykonu apod. Nachylngjsi jsou starsi
osoby a rizikové skupiny, kam fadime mimo jiné pacienty s rakovinou a poruchou
imunitnich funkci. Cast&jsi vyskyt v populaci miizeme piisuzovat celkovému starnuti
obyvatelstva, zvySujicim se po¢tim pacientli s imunitnimi potizemi ¢i ATB rezistenci. Je
kladen stale silnéj$i dlraz na urychleni a zpfesnéni diagnostickych postupii. Je nutné
zminit, Ze sepse je rovnéz velikym ekonomickym problémem.

Stav, kdy dochazi k ohrozeni zivota z divodu selhdni jednoho ¢i vice organd, se
nazyva tézka sepse. Mortalita v tomto ptipad¢ je velmi vysokd a patii k celosvétove
rozsifenym problémim. Kazdorocné dochazi k narastu ptipadi tézké sepse az o vice nez
jedno procento. Mezi dalsi stadia se fadi septicky Sok a multiorganové selhani.

Hlavni roli v ur€ovani ptivodce infekce ma kultivaéni vySetteni, které potvrdi vyskyt
mikroorganismi, ov§em neziskame piesné informace o jejich mnozstvi. V soucasné dobé
se vyuZzivaji automatické kultivacni systémy, které zlepSuji interpretaci vysledkl a
zkracuji dobu potiebnou pro potvrzeni diagnozy. Setkdvdme se s automatickymi
hemokultivacnimi systémy BACTEC ¢i BacT/ALERT.

Cilem prace je poukazat na rychlou a pfesnou detekci agens od samotného nabéru
krve aZ po vyhodnoceni materidlu v klinické laboratofi. Prace se rovnéZz vénuje
problematice spravného odbéru, poukazuje na dillezitost edukace zdravotnického
persondlu a hodnoti zastoupeni kontaminovanych vzorkl. DalSim cilem je zjisténi
vyskytu jednotlivych bakteridlnich kment podilejicich se na etiopatogenezi infekci

krevniho fe€isté v Méstské nemocnici Plzeni, PRIVAMED a.s. v prub&hu jednoho roku.



TEORETICKA CAST

1  OBECNE POJMY

1.1 Bakteriémie

Bakteriémie je stav popisujici pfitomnost bakterii v krvi nemocného, ale nebyva
spojen s klinickymi projevy. Muze se jednat o pifechodny, intermitentni ¢i kontinualni
stav (Scharfen, 2013). Kratkodoby vyskyt bakterii v krevnim ob&hu probiha
asymptomaticky, pietrvava nékolik minut a vymizi bez nasledkd (Havlik et al., 2002).
Bakteriémie je spojena S extrakci zubid, malymi chirurgickymi vykony, tonzilektomii,
katetrizaci mo&ovych cest, bronchoskopii, gastroskopii nebo apendektomii (Sevéik,
1997). Problémy se mohou objevit u citlivéjsich jedinct a jsou doprovazeny prudkymi
narusty télesné teploty nebo zanétem. Pii 10 az 20 bakteriich v 1 ml krve je definovana
tzv. nizka bakteriémie, stfedni je pii nalezu 50 bakterii a vysoka pti nejméné 80 bakteriich
v témZe objemu krve (Cermék, 2008).

Pyémie znadi infekci, ktera je doprovazena vyskytem sekundarnich metastatickych
abscest (Potuznik, 1978). Portalni pyémie vznika pti hnisavém procesu v dutiné bfisni,
tim je naptiklad cholecystitida ¢i apendicitida. Centralni pyémie se objevuje v dusledku
pfitomnosti patogennich mikroorganismii na srdecnich chlopnich. Bakterilni
endokarditida je infek¢ni postiZzeni vnitini vrstvy srdce a zaroven mize byt pocatkem
dalsiho Sifeni bakterii po téle. Periferni pyemie ma ptivod v zilnim systému.

Nalez mykotickych zarodkii v cévach oznacujeme jako fungémie. Celkové mykozy
jsou navozeny pritomnosti Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata,
Candida dubliniensis, vzacnéji je zptisobuji rody Aspergillus.

Virémie je stav, kdy viry proniknou do krevniho feciSt¢ a expanduji do dalSich

organl. Mlize dochazet i1 k sekundarnim virémiim v disledku virového onemocnéni.

10



1.2 Sepse

Systémova zanétliva reakce organismu na piitomnost infekce se nazyva sepse (Cerny
etal., 2005). Mikroorganismy se periodicky nebo neustale vyplavuji z primarniho loziska
infekce do ob¢hu, kde se mnohou utvaret druhotna metastaticka loziska (Havlik et al.,
2002). Onemocnéni je doprovazeno typickymi klinickymi ptiznaky s komplexni
symptomatologii. HoreCka patii mezi nejvyraznéjsi znamky sepse, zejména v remitujicim
a intermitentnim typu (Planta et al., 1997). Dochazi k uvolnovani mediator, které jsou
charakteristické i pro fadu jinych chorob (TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 a IFNy).
Interleukin-1, interleukin-6, TNF a interferony uvoliiované monocyty, makrofagy fadime
mezi endogenni pyrogeny puisobici na hypotalamus, coz vede ke zvyseni teploty téla
(Ganong, 2005).

U 10 az 15 % pacientd zaznamenavame hypotermii, ta byva spojena s neblahou
prognozou a objevuje se spise u starych osob ¢i U déti. Pacienti jsou slabi, unaveni, méné
moci, trpi na nechutenstvi, zvraceni, prujmy, psychické zmény (neklid, dezorientace,
snizena bd¢lost), bolesti v zadech, koncetinach nebo v bfiSe. Dale pozorujeme
tachykardii, tachypnoe, kozni projevy (napt. petechie). Stoupa sedimentace erytrocytd,
hladina CRP a fibrinogenu. Mezi dalsi laboratorni znamky patfi trombopenie,
hyperglykémie, leukocytdza nebo vzacné leukopenie (Havlik et al., 2002).

Existuji 4 stadia sepse — prosta sepse, té¢zka sepse, septicky Sok a multiorgdnové
selhani. RovnéZ se pouziva spojeni septicky syndrom, obzvlasté v ptipadech, kdy nejsme
schopni bezpe¢né urcit hlavniho piivodce onemocnéni.

Pii¢ina vzniku sepse je u 15 — 20 % smiseného pavodu (Sevéik, 1997).

1.3 Tézka sepse

Sepse, ktera vede k organové dysfunkci, hypoperfuzi a hypotenzi, se oznacuje tézka
sepse (Havlik et al., 2002). Systolicky krevni tlak klesd pod 90 mmHg nebo 0 40 mmHg

od pocatku onemocnéni u hypertonikii. Nastavaji zmény v chovani nebo poruchy védomi.
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Postupné se objevuji znamky poskozeni ledvin i jinych organii. Typicka je laktatova

acidoza ¢i oligurie.

1.4  Septicky Sok

Septicky Sok je velmi vazny stav, ktery miize zapficinit smrt pacienta. Je doprovazen
snizenym prutokem krve v tkanich, nedostate¢nou distribuci kysliku a zivin do periferie.

Diagnozu septického Soku si potvrdime pozitivnimi hemokulturami a nizky tlakem
krve v tepnach, ktery ptetrvava i po dostatecné hydrataci pacienta. Sledujeme zvySenou
frekvenci dychani a abnormalni pocet leukocytii. Obzvlasté u déti, starSich jedinct ¢i osob
S naru$enym imunitnim systémem je zavaznost septického Soku velice vysoka, proto je
jeho vc€asné rozpoznani stézejni faktorem. Lécba spociva v dodéani kysliku, cilené
antibiotické terapii, podpofe selhdvajicich organli a sledovani mista vstupu patogenti do
organismu (Cermak, 2008).

Piikladem je syndrom toxického Soku. Jednd se o akutni postizeni n¢kolika organt
spojené s horeckou, nizkym tlakem, erytémovym rashem s néaslednou deskvamaci kize,
prijmy az rozvojem Sokového stavu, kdy dochdzi k selhani jater a ledvin (Lobovska,
2002). Syndrom toxického Soku je zptsoben nékterymi kmeny Staphylococcus aureus
vytvafejici znaéné mnozstvi toxinu, ktery vyvolava systémovou zanétlivou reakci
(Sevéik, 1997). Piivodce se mnozi v drobnych poranénich typu modiin, popélenin &i
opera¢nich ranach. Syndrom toxického Soku muze vznikat u zen pouZzivajicich poSevni

tampony pii menstruaci (Havlik et al., 2002).

1.5 SIRS

Pod oznacenim SIRS se skryva systémova zanétliva reakce, Systemic Inflammatory
Response Syndrome. SIRS mize mit piivod v infekénim onemocnéni nebo se rozviji

v disledku fyzikalniho ¢i chemického poskozeni tkani, které neni doprovazeno infekci
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(Zavada, 2001). Sepse je podskupinou SIRS a jeji pfi¢ina je vzdy infekéni (Cermak,
2008).

T¢lesna teplota dosahuje hodnot nad 38 °C nebo klesa pod 36 °C. Tepova frekvence
presahuje hladinu 90/min, dechova je vyssi nez 20/min. Hyperventilace vyvolava pokles
arterialni koncentrace oxidu uhli¢itého pod 32 mmHg, to ma za nasledek posun pH a
vznikd respiraéni alkaléza. Leukocyty se dostavaji nad hranici 12 000/mm? nebo padaji
pod 4 000/mm? a objevuje se vice nez 10 % nezralych forem bilych krvinek (Cermak,
2008).

Vyplavovani katecholaminti vede k hyperglykemii a vzhledem k multiorganové
dysfunkci se hovoii o MODS — Multiple Organ Dysfunction Syndrom (Ceska, 2010).
Termin MOFS (Multiple Organ Failure Syndrome) je vyhrazen pro syndrom
polyorganového selhani (Benes, 2009).

1.6 Infekéni endokarditida

Infekéni endokarditidu (IE) doprovazi teploty septického ptivodu s tfesavkou,
vzristajici dusnosti a unavou, v nekterych piipadech se objevuji petechie nebo jiné
projevy embolizace (Lobovska, 2002).

Infekéni endokarditida vznika nejéastéji za piitomnosti Streptococcus viridans,
Streptococcus bovis, Enterococcus faecalis nebo skupiny HACEK (Haemophillus,
Actinobacillus, Cardiobacterium, Etkenella, Kingella), v mensim procentu ptipadi ji
vytvaii stafylokoky. Nejrizikové;si Casti populace jsou osoby s vrozenou srde¢ni vadou a
drogové zavisli.

Mezi faktory, které zvySuji nebezpeci pocatku onemocnéni, patii bikuspidalni
aortalni chlopen, perzistujici tepenna ducej, stendza plicnice a poskozeni septa komor
(Klener et al., 2011).

Nabirame nejméné 3 pary hemokultur v hodinovych rozestupech, vysettime krevni
obraz a diferencialni rozpocet, stanovime ureu, elektrolyty, kreatinin, CRP a jaterni testy

(Ball a Phillips, 2004). Kazdy desaty pacient infek¢éni endokarditidé podlehne.
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2 VZNIK SEPSE

2.1 Prunik bakterii do krve

Nejprve dochazi k mnozeni bakterii v oblasti vstupu infekce. Bakterie pfilnou ke
koznim ¢i slizni¢nim buiikdm, po té pronikaji do subepitelidlnich tkani.

V prvni fazi obrany organismu proti infekci se zapojuji neadaptivni imunitni
mechanismy. Souhrnné miizeme tyto imunitni pochody pfirovnat k barierdm, které
znesnadnuji nebo zcela znemoziiuji usidleni a pomnozZeni mikroorganismii (Votava,
2005). Mezi zminéné bariéry patii kiize s normalni kozni mikroflérou, sliznice, hlen,
tfasinkovy epitel nebo kyselé pH zaludku. Netspésna imunitni odpovéd’ v misté infekce
umozni pronikdni patogennich mikroorganismti do okoli vcetné cévniho systému a
najdou-li zde vyhovujici podminky, za¢nou se hojné mnozit (Potuznik, 1978).

Imunitni nastroje, které napadaji a likviduji bakterie $itici se télem hostitele, obvykle
rozdélujeme na bunééné (fagocytéza) a humoralni, kde hlavni roli hraje komplement,
lysozym, bazické polypeptidy, interferony, cytokiny a proteiny akutni faze. Ty jsou
soustiedény obzvlasté na identifikaci chemickych latek typickych pro mikroorganismy
(Hofejsi a Barttinkova, 2005).

Specifickd imunita se po setkdni s danym agens pomalu vyviji a zahajuje svou
odpovéd’ se zpozdénim, hlavnim prvkem jsou zde T a B-lymfocyty (Hofejsi a
Bartuiikova, 2005).

2.2 Primarni zdroj infekce

Primarni zdroj infekce se muze vyskytovat kdekoliv. Kozni infekce, infekce z
centralniho zilniho katetru, mocové Ci gastrointestinalni infekce, zapaly plic nebo mista
chirurgickych vykonii byvaji nejcastéjSim mistem vstupu mikroorganismi. Bakterie se

mohou $ifit po téle, vytvaret dalsi loziska a vazné ohrozovat pacientovo zdravi. Velmi
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Casto je proces lokalizace ztizen patologickymi procesy vyskytujicimi se nardz nebo
nasazenim antibiotické terapie, ktera ovliviiuje mikrobiologické diagnostické postupy

(Cerny et al., 2005).

2.3 Puavodci infekei krevniho recisté

Gramnegativni bakterie jsou ¢astymi patogennimi mikroorganismy zpisobujici t¢zké
sepse, tvoti 50 az 60 % nalezli v hemokulturach, grampozitivni bakterie se detekuji u 30
az 40 % ptipadu, dale se laboratofe setkavaji i s kvasinkami (Sev¢ik, 1997).

Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Streptococcus pneumoniae se fadi podle
Havlika et al. (2002) mezi nejcastéjsi pavodce infekci krevniho feciste.

Existuji ovSem dalsi studie, podle kterych v soucasné dobé nartista pocet pozitivnich
hemokultur s nalezem koaguldza-negativnich druhti stafylokokii a enterokoki (Cermak,
2008). Az 16 % infekci podle Cermaka (2008) zptisobuji enterokoky, 13 % kmeny
Staphylococcus aureus, pouze 6,4 - 6,9 % tvoii nalezy E. coli, mezi 3 - 5,6 % se vyskytuje
Klebsiella pneumoniae, dalsimi v pofadi jsou Pseudomonas aeruginosa (3,9 — 5,3 %),
Enterobacter sp. (2,1 — 2,9 %) a Acinetobacter sp. (1,6 %).

Jen 12,4 % nalezl koaguldza-negativnich stafylokokti mé klinicky vyznam, naprosta
vét§ina (87,6 %) zachytll je tedy Fazena mezi kontaminace (Cermak, 2008).

Asi v 2 - 10 % piipadd potvrdi kultivaéni vySetfeni vyskyt anaerobnich
mikroorganismi v krvi pacienta, obzvlast¢ Bacteroides fragilis, peptostreptokoky a
peptokoky, ostatni anaerobni bakterie pak velmi vzacné (Sevéik, 1997). Sepse
v takovychto piipadech maji vazny a t&7ky prabéh (Cermak, 2008).

Pivod nékterych nemoci je spojen s invazi ur€it¢tho mikrobialniho druhu. Zlaty
stafylokok byva vazan s akutni endokarditidou ¢i sepsi objevujici se brzy po popaleni.

Sepse casto souvisi i s uroinfekcemi, kde hlavnimi ptivodci jsou gramnegativni
bakterie (zejména Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae,

Proteus mirabilis apod.), mezi grampozitivni bakteridlni zdroje nakazy patii
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Staphylococcus aureus, S. epidermidis nebo Enterococcus faecalis ¢i E. faecium
(Bartonickova, 2000).

Nozokomialni sepse zpusobuje V nejvétsim métitku Staphylococcus aureus.

2.4 Rizikové faktory

= Vyssi vek

=  Tc¢hotenstvi a Sestinedéli

= Alkoholismus, narkomanie

=  Mocové a zilni katétry

= Cukrovka, jaterni cirhéza, kardiovaskularni ¢i plicni onemocnéni,
chronické selhani ledvin, obezita nebo malnutri¢ni stavy

» Nadorové onemocnéni, transplantace ¢i umélé implantaty

» Imunodeficience (vrozené nebo ziskané v priubéhu Zivota)

= Operace, Urazy, invazivni zédkroky

2.5 Mortalita

Infekce krevniho fecisté jsou spojeny s vysokou morbiditou a mortalitou (Seifert,
2009). Sepse postihuje heterogenni skupinu pacientd véetné novorozencu. Mortalita
pacient s diagnozou SIRS se pohybuje v intervalech 6 - 27 %, sepse 0 - 36 %, tézké
sepse 0 - 52 % a septického Soku 0 - 82% (Cerny et al., 2005).

Pocet umrti je srovnatelny s imrtimi v disledku rakoviny tlustého stfeva, plic ¢i prsu
dohromady. 750 000 osob je v USA ro¢né diagnostikovano. Denné zemie po celém svété
1400 lidi s touto diagnozou (Cermak, 2008).

Za poslednich deset let ovsem doslo k poklesu tumrti pacienti na zavaznou sepsi a
septicky Sok. Vzdy zélezi na v€asném rozpoznani a na rychlé a adekvatni antibiotické

1écbe.
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3 DIAGNOSTIKA INFEKCiI KREVNIHO
RECISTE

3.1 Indikace hemokultiva¢niho vySetieni

Infekce krevniho fecist¢ doprovazi typické klinické ptiznaky, které je nutné porovnat

vvvvvv

hladina C-reaktivniho proteinu (CRP) a prokalcitoninu (PCT). Fyziologicka hodnota
PCT, ktera je niz8i nez 0,5 pg/l, roste pii sepsi stokrat az tisickrat a vzestup je dynamictéjsi
nez U CRP (Streitova a Zoubkova, 2011).

Tabulka 1 : Hlavni klinické a laboratorni znamky infekce krevniho feciste.

Klinické ptiznaky Laboratorni znamky

Febrilni stav Leukocytoza

Hypotermie Neutropenie

Tachykardie, tachypnoe Trombocytopenie

Periferni vazodilatace Laktéatova acidéza

Rozvoj Soku Zmeény jaternich a ledvinnych funkci
Mentalni zmény Nartst prokalcitoninu, CRP a cytokinii

3.2 Odbér biologického vzorku

VySetteni je velmi citlivé na aseptické podminky. Kontaminace znamena, ze
zkoumany material byl sekundarné osidlen mikroorganismy (Melicher¢ikova, 2007). V
ptipad¢ nedodrZeni predepsané¢ho postupu odbéru, laboratot nedokédze spravné a rychle

detekovat mikroorganismy v cévnim fecisti.
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3.2.1 Optimalni parametry pro odbér hemokultur

Pii podezieni na sepsi se v optimalnim piipadé nabiraji dva az tii pary hemokultur
(Cetkovsky, 2004). Nabér se doporucuje uskutecnit za vzestupu télesné teploty a to
pfiblizné hodinu pfed jejim vrcholem. V piipad€, Ze pacient ma po celou dobu
fyziologickou télesnou teplotu, odebereme hemokultury béhem dne s ¢asovym odstupem.

Obvykle se provadi standardni venepunkce periferni zily.

3.2.2 Postup odbéru

Hemokultivaéni lahvic¢ky se pfed samotnym pouzitim nechaji ustalit na pokojovou
teplotu a oznaci se Stitkem S pfisluSnymi identifikaénimi tdaji. Zatku je nezbytné
dikladné vydezinfikovat a vyckat nez antiseptické ¢inidlo uschne. Obvykle se pouziva
jodova tinktura.

Oblast, kde bude provedena venepunkce, otirame dezinfekénim c¢inidlem od centra
K periferii. Pfiblizn¢ jednu minutu vyckame, neZz antiseptikum zaschne. Nasleduje
kontrolni stér sterilnim tamponem, diky kterému jsme schopni srovnat nalez
vV hemokultufe S ptipadnou kontaminaci hemokultivaéni nadobky béZznou kozni
mikroflorou. Jakmile ukon¢ime odbér vzorku, doporucuje se setfit tinkturu alkoholem
z dtvodu prevence moznych alergickych reakci (Votava a Ondrovéik, 2002).

Ke zruSeni G¢inku antibakterialnich latek v krvi je potieba, aby odebrana krev ziedila
kultiva¢ni médium nejméné 10krat. Nékteré lahvicky maji vytvofeny podtlak, ktery
zajisti inokulaci adekvatniho objemu krve. V optimalnich ptipadech se snazime ziskat
ptiblizn¢ 20 ml Zilni krve od dospélého jedince (8 - 10 ml na kazdou lahvicku) a za pfisné
aseptickych podminek rozdélime ziskany vzorek do dvou hemokultivaénich naddobek. Na
kazdou lahvicku pouzijeme nejlépe novou sterilni jehlu a lahvi¢ky nezavzdusiujeme.
Neprodlené po vsttiknuti krve je potieba obsah nadobky promisit.

Pokud od pacienta neziskame pozadovany objem krve, cely vzorek délime na dvé

poloviny. Nepodati-li se nabrat vice nez 10 ml, pfednost ma lahvicka pro aerobni

18



kultivaci, jelikoz anaerobni kmeny tvoii méné nez 10 % vSech izolovanych
mikroorganismil. Naopak mnozstvi nad 30 ml neni spojeno s kvalitnéjsim ¢i rychlejSim
dosazenim vysledki. Cim se objem vzorku krve na hemokulturu blizi pfedepsané normé,
tim docilime v&asnéjsiho zachytu (Votava a Ondrovéik, 2002).

Kojenci a déti maji Casto vySSi koncentraci bakterii v Kkrvi, proto v nékterych
pfipadech postaci pro dikladnou analyzu i mensi objem vzorku (1 ml) nebo 1 %
cirkulujiciho objemu krve ditéte.

Méné vhodny zplsob je odebrani krve z centralniho Zilniho katetru, podobn¢ jako
odbér z diive zavedenych perifernich katetri. Nezpochybnitelnou nevyhodou takto
ziskaného vzorku je velmi vysoké riziko kontaminace. Mezi mikroorganismy spojené
s infekci katetru patii Staphylococcus aureus, koagulaza negativni stafylokoky,
Corynebacterium sp. a kvasinky (obzvlast¢ druh Candida). Pti odbéru krve z nové
zavedenych perifernich katetri pocitame s niz§im rizikem kontaminace a mizeme tohoto
zpusobu vyuzit, neni-li mozno provést standardni venepunkci. Postupujeme tak, ze
odpojime spoj katetru, sterilni jehlou odebereme alespoit 1 ml krve, az potom nabereme
potiebny vzorek krve za pouziti nové jehly.

Optimalni podminky zahrnuji dva nebo tfi odbéry, a to nejlépe s tiiceti az Sedesati
minutovym odstupem. Pii vice odbérech v pribéhu jednoho dne oznacime potadi
odebranych hemokultur i stérti z kize. Pokud zcela vyjimeéné provedeme jen jednu
kultivaci, musime brat v potaz, ze kontaminace dosahuje 1 - 4,5 % a interpretace nalezu

je velmi obtizna (Cerny et al., 2005).

3.2.3 Nejcastéjsi chyby

Vysetfeni kromé analyzy obsahuje i1 pfipravu pacienta, samotny nébér, transport
ziskaného materidlu do laboratote a ptipravné prace (Prasa et al., 2012). Vlastni analyza
zahrnuje z tohoto procesu pouze 26 %, zatimco preanalyticka ¢ast (at’ mimo laboratof
nebo uvniti laboratofe) tvoii 56 % a zbyvajicich 18 % zaujima postanalyticka faze, kde

hlavni slovo ma ordinujici 1ékat (Racek et al., 2006).
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Az 60 % veskerych vzniklych nedostatkii se objevuje v preanalytickém procesu.
Nejvice chyb se vyskytuje v dobé od indikace vySetieni po zahajeni vySetieni
biologického materialu. Systémy interni kontroly a zapojeni laboratofe do externich
kontrol kvality zna¢né eliminuji chyby analytického procesu (Zima, 2013).

Pacient pti venepunkci musi byt v klidu a jeho paze by méla byt natazend a uvolnéna,
bez napadnych jizev ¢i krevnich vyrond. Material odebirame z jiné ruky, néz je zaveden
katétr s infuzi (Zima, 2013).

Jakmile provedeme dezinfekci okoli mista vpichu, nelze znovu palpovat zilu.
V ptipad¢ obtizné vizualizace cévy a nutnosti opétovné palpace si nasadime sterilni
rukavice nebo opakujeme postup dezinfekce a to od centra k postrannim ¢astem. Piipadna
vysledek. Nepodati-li se ndm venepunkce napoprvé, musime si pro opétovné nabodnuti
zily vzit pokazdé novou a sterilni jehlu. Pfi opakovani odbéru volime rizna mista pro
vpich.

VZzdy inokulujeme nejprve aerobni nadobku. Pro spravnou interpretaci vysledki je
dalezité 1 fadné promichéni lahvicky, osm az desetkrat.

Existuje doporuceni, ze po odbéru krve na hemokulturu je vhodné vyménit injekéni
jehlu a do ptislusné hemokultivaéni nddobky krev vstiikovat tou jehlou, kterou jsme
nepouzili pfi nabéru, jelikoz se na jejim povrchu mohla usadit mikrofléra nachézejici se
fyziologicky v misté mazové zlazky, jez jsme nahodou narusili pfi priniku jehly do zily.
Vymeéna jehly tedy snizi procento kontaminace hemokultury pfirozenou kozni
mikroflérou (Votava a Ondrovéik, 2002). Jiné prace tvrdi, Ze riziko neni tak veliké a
muzeme tento krok vynechat.

Vysoka pravdépodobnost priikazu patogent je tehdy, kdyz biologicky material od
vySetfovaného zajistime pfed antibiotickou 1écbou. V tom piipadé nehrozi negativni
ovlivnéni rstu inokula a vyvarujeme se chybnému vyhodnoceni vysledku - tzv. falesné
negativité. V pfipadé, Ze je pacient jiz 1éCen, je mozné pfistoupit i ke kratkodobému
vysazeni uzivanych 1éka pted provedenou hemokultivaci. Pokud ze zavaznych divodi

nelze 1€¢bu prerusit, krev odebereme tésné pred pristi davkou antibiotika, tedy v dobé,
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zadanku.

3.3 Transport vzorku

Odebrané hemokultivaéni lahvicky s kontrolnim stérem co nejdiive (obvykle do
dvou hodin) transportujeme do pfislusné mikrobiologické laboratote, jelikoz se
mikroorganismy zac¢inaji mnozit v hemokultufe jiz pred umisténim do hemokultivaénich
systémd.

Pokud nejsme schopni materidl transportovat ihned, nejlepsim zptsobem skladovani
hemokultur je pfi pokojové teploté a mimo piimé svétlo. Nikdy bychom lahvicky neméli
umistovat do chladni¢ek. Tim bychom dobu nésledné kultivace i detekce pozitivnich
hemokultur znacné€ prodlouzili nebo zcela znemoznili. Tento zplisob uchovani by nemél
presdhnout jeden den.

Odbérovy tampon prenasSime v transportni pude taktéz pii pokojové teploté, coz
umoziuje preZiti klinicky vyznamnych patogennich druhii (RySkova, 2000).

V laboratofi se hemokultury neprodlené vkladaji do automatického kultiva¢niho
systému, zde se vytvaii vhodné prostiedi pro rist kolonii.

Piedbézné vysledky u pozitivniho nalezu mizeme odekavat v ramci 24 hodin. Cas,

kdy interpretujeme negativni vysledek, je zhruba tyden.
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4 AUTOMATICKE SYSTEMY HEMOKULTIVACE

4.1 Hemokultivace

Posuzujeme vzorek zilni krve optimalniho objemu odebrany do hemokultiva¢nich
lahvicek za ptisné€ aseptickych podminek nemocnému v urcitém case a z urcitého mista.
Hlavni vyznam spoc¢ivad ve zrychleni diagnostickych procesti v mikrobiologii, tim
napomaha Iékaitim i ostatnim pracovnikim laboratote, ktefi hemokultury bez tvorby CO2

nevyockovavani na pady.

4.2 Kultiva¢ni média

Obvykle se pouziva tryptdzo-sojovy bujon (TSB), bujon z mozkosrdcové infuze
(BHIB, brain-heart infusion broth) ¢i bujon Columbia. U komer¢nich souprav ¢asto
nebyvé slozeni médii uvedeno. V minulosti jsme se nejcastéji setkali s Hemotestem |1,
ktery obsahoval iontoméni¢e namisto bujonu. Odebrana krev zbavend baktericidnosti
slouzila jako vlastni kultivaéni medium. IontoméniCe se nachdzeji v fad¢ systémech
S bujonem a potlacuji G¢inek komplementu i lysozymu a inhibuji aminoglykosidy. Do
kultiva¢niho média se jako antikoagulans vkladaji polyanetolsulfonity sodné.
Nevyhodou tohoto antikoagulan¢niho ¢inidla je negativni u¢inek na meningokoky i
peptostreptokoky nebo gonokoky. Tento nezadouci vliv se vylouc¢i pfidanim 1,2 %
zelatiny. Za osmoticky stabilizator je povazovana 10 az 30 % sacharoza, takto vysoka
erytrocyty mohou zpusobit potize pifi odecitani vzorku. Do kultivacnich médii vyrobci

mnohdy ptidavaji pryskyfici z davodu adsorpce antibiotik (\Votava a Ondrov¢ik, 2002).
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4.3 Podminky kultivace

Rist a mnozeni vSech organismi podléhd vlastnostem daného prostiedi.
Nejmarkantnéj$i vliv ma dostupnost vody, Zivin, teplota, pH, pfitomnost ¢i nepfitomnost
kysliku, oxidoreduk¢ni potencidl, osmoticky tlak, vliv zafeni nebo tieba piitomnost
jinych mikroorganismt ¢i toxickych latek. Idealni teplota pro kultivaci se naléza
Vv intervalu od 35 °C do 37 °C (Votava a Ondrov¢ik, 2002).

Vakuum napomahd pii odbéru vzorku, usnadiiuje odebrani dostatecného objemu
krve. Pro detekci na kysliku zavislych mikroorganismi je lep$i zrusit vakuum u jedné
zZ lahvicek pomoci jehly utésnéné sterilni vatou.

Anaerobni hemokultury obsahuji atmosféro, ktera snizuje redox potencial bujonu.
Nejnovéjsi prace tomuto pripravku pfipisuji mensi vyznam, hovofi o tom, ze hodnota
redox potencidlu medii v aerobnich lahvickdch s odsatou atmosférou postaci
K odstartovani rustu klinicky dulezitych anaerobu (Votava a Ondrov¢ik, 2002). Anaerobni
lahvicka ale zvySuje pravdépodobnost zachytu i fakultativné anaerobnich bakterii diky

zvySenému objemu kultivované krve. Kultivace by méla trvat po dobu péti az sedmi dni.

4.4  Princip systétmu BACTEC

Ptistroj BACTEC (série 9000) pouzivaji laboratofe klinické mikrobiologie
k odhalovani mikrobialniho rastu v hemokultiva¢nich nadobkach. Jedna se o automaticky
hemokultivacni systém, jehoZz principem je zjiStovani koncentrace oxidu uhli¢itého. CO>
vytvaii bakterie, podobn¢ jako lidé, oxidaci Acetylu-KoA v citratovém cyklu a je tedy
béznym produktem jejich metabolismu (Bednaf et al., 1996). K detekci plynu se vyuziva
nejcastéji metod fluorescence.

Ptistroj je nepftetrzité¢ pfipojen k pocitaci, ten v pravidelnych intervalech vysila
signaly k zapojeni detekéniho systému. Ve spodni casti hemokultiva¢ni lahvicky se
nachazi polopropustnd membrana, kterd separuje senzitivni vrstvu. Membranou

prostupuje pouze oxid uhlicity, ktery v senzitivni vrstvé ihned reaguje s ptitomnou H20.
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Vytvaii se H2CO3z a v disledku toho dojde k posunu pH k niz$im hodnotam. Svétlo
vyzatené diodou je pohlceno fluoreskujicim materialem v senzoru nadobky. Detektor pak
zmé&fi uroven fluorescence, ktera s klesajicim pH také klesa. Mnozstvi tohoto svétla tedy
odrazi aktualni koncentraci CO; a pfistroj tak nepiimo ziska informace o bakteriich
v lahvi¢kach (Cermék, 2008).

Mezi dalsi moznosti detekce oxidu uhli¢itého patii fotometrické stanoveni
prostiednictvim zafeni v infraCervené oblasti. Rovnéz se vyuzivalo i radiometrickych
metod, kdy laboratofe pracovaly s radioaktivnim izotopem 4C. Od t&chto verzi se jiz

ustupuje.

=  Prace s pristrojem

Zakladni jednotkou je izolovana a temperovana skiin, ve které se nachazeji vykyvné
bloky. Podle typu pfistroje miizeme pracovat s 50 az 240 lahvickami. Drzadla k umisténi
nadobek jsou vybavena kontrolkami zelené a Cervené barvy. Pribéh kazdé kultivace
mapuje nepietrzité pocitatovy program. Na pozitivni hemokulturu reaguje systém ihned
zvukovym signdlem a barevnou zménou kontrolek. Pfistroj ozna¢i i negativni
hemokultury po uplynuti ptedepsané doby kultivace. Jednotlivé bloky jsou vytapény
samostatné a systém je vybaven nahradnim zdrojem energie z diivodu mozné havarie

(Cermak, 2008).

4.4.1 Hemokultivacni lahvi¢ky systému BACTEC

Hovoftime o diagnostické hemokultivaéni souprave s ur€itym kultivaénim médiem a
atmosférou predepsaného slozeni a vlastnosti, kterd je vybavend detek¢nim systémem.

Plus Aerobic/F lahvicka se pouziva pro zjistovani bakterii, hub i plisni. Plus
Anaerobic/F je vhodna pro rist anaerobnich ¢&i fakultativné anaerobnich bakterii. PEDS Plus/F
se vyuziva pro detekci aerobnich bakterii, hub ¢i plisni u pediatrickych pacientd. Lahvicky jsou

popsany v Priloze ¢. 1 a ¢. 2 (Tabulka 7 a 8).
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4.5 Princip systému BacT/ALERT

Bact/ALERT odliSuje pozitivni hemokultury od negativnich diky bakteridlni
produkci oxidu uhli¢itého. Vyuziva pii tom kolometrické senzory, které jsou umistény
v kazdé hemokultivaéni nadobé (Cermak, 2008). Polopropustna membrana reguluje
prichod a tok latek. Oxid uhli¢ity volné prochazi, reaguje s vodou a méni hodnotu pH.
Kyselé prostiedi plisobi na senzor a dochazi k barevné zméné indikatoru ze zelené na
zlutou. Kultury jsou monitorovany, vyhodnocovany nékolikrat do hodiny a vysledek
podléhé rovnéz zvukové i svételné signalizaci.

BacT/ALERT lahvicka pro aerobni kultivaci s inhibitory ATB ma oznaceni FA. Zkratka
FN nélezi BacT/ALERT lahvicce vhodné pro anaerobni kultivaci s inhibitory ATB. Nadobka
SA je BacT/ALERT lahvicka pro standardni aerobni kultivaci, SN nese oznaceni
BacT/ALERT lahvicka pro standardni anaerobni kultivaci a lahvicka pro aerobni kultivaci

Vv pediatrii se oznacuje PF.

4.6 Vyhody kontinualné monitorujicich hemokultiva¢nich systémii

1. Uzavieny systém znemoziiuje kontaminaci v pribéhu kultivaéniho méfeni.

2. OkamZité oznaceni pozitivnich nadobek a zkraceni detekéniho casu.

3. Financ¢ni uspora za kultivaéni pudy, jelikoz se vyockovavaji jen pozitivni
lahvicky.

4. Mensi mnoZstvi personalu.
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5 STRUCNA CHARAKTERISTIKA HLAVNICH
PUVODCU SEPSE

5.1 Grampozitivni bakterie

* Rod Enterococcus

Pro tento rod jsou charakteristické grampozitivni ovalné koky, které se skladaji do
dvojic, fetizkt ¢i malych shlukd. Jsou fakultativné anaerobni (Votava, 2003). Enterokoky
jsou spojené se zanéty mocovych a zluCovych cest, meningitid, endokarditid a sepsi.
V naprosté vétsing zpusobuje infekce Enterococcus faecalis a v 7 % ptipadu se setkavame
s Enterococcus faecium (Votava, 2003). Odlisna citlivost téchto druhti k antibiotické

terapii vede k nutnosti identifikace izolovanych enterokokt (Votava a Ondrov¢ik, 2002).

= Rod Staphylococcus
Fakultativné anaerobni, katalasapozitivni a oxidasanegativni koky, které méti
pfiblizné€ 1 um a usporadavaji se do tvaru hroznového vina. Rod Staphylococcus vynika

dobrou adaptaci na zevni prostiedi a s tim spojeny vznik rezistence (Votava, 2003).

Stapylococcus aureus je fazen mezi koagulazapozitivni stafylokoky. U tfetiny lidi
se vyskytuje na povrchu kiiZe, sliznic dychaciho ustroji i v gastrointestindlnim traktu a
nezpusobuje Zadné potize (Stankova et al., 2008). Obranné mechanismy c¢loveka
prekonava v piipade poskozeni kiize nebo nejriiznéjsich poruch imunity, v§e miize vyustit
az ve smrtelné sepse (Votava, 2003).

Kmeny Stapylococcus aureus vytvarejici exotoxin T 1 vyvolavaji syndrom toxického
Soku, k prukazu toxinu se vyuziva reverzni pasivni latexova aglutinace ¢i precipitace
v gelu (Votava a Ondrovc¢ik, 2002).

Spojujeme s nim tvorbu hnisavych abscest a Casto zapficinuje infekce cévni nebo
chlopenni. Sekundarni loziska se nalézaji Casto v plicich, ledvinach, kostech, CNS,

sleziné, myokardu nebo v kizi. Rezistentni nemocni¢ni kmeny osidluji oblast
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chirurgickych ran. Mortalita u nosokomidlnich nakaz se se vyskytuje u 20 % pftipadu,
obzvlaste rizikové jsou stafylokokové pneumonie postihujici staré osoby ¢i novorozence
(Votava a Ondrov¢ik, 2002). Devadesat procent stafylokokti nereaguje na penicilin, proto
se vyuziva nejcastéji oxacilin. Methicilin-rezistentni zlaty stafylokok (MRSA) je odolny
krom¢& methicilinu i1 viéi ostatnim ATB ze skupiny beta-laktamd, va¢i makrolidim a

fluorochinolontim (Jedlickova, 2009).

Staphylococcus epidermidis spole¢né s S. haemolyticus a dal$imi patii do skupiny
koagulazanegativnich stafylokokd. Je béznou soucasti kozni, slizni¢ni mikroflory a
byva ¢asto spojen s kontaminaci hemokultiva¢ni lahvicky pii odbéru nebo pfti ptipraveé
analyzy v laboratofi. V jistych pfipadech mize mit Staphylococcus epidermidis
patogenni vyznam a podili se na rozvoji sepse, napt. v disledku infekce na umélych
srde¢nich chlopnich nebo zavedenim jinych cizorodych materiald, u oslabenych ¢i

imunosupresivnich pacient (Votava a Ondrov¢ik, 2002).

= Rod Streptococcus
Fakultativné anaerobni, grampozitivni a katalazanegativni koky, které se vyrovnavaji

do dvojic nebo fetizkll. Rozeznavame u nich hemolyzu beta, alfa a gama (Votava, 2003).

Streptococcus agalactiae se fadi mezi beta-hemolytické streptokoky skupiny B s
pozitivnim CAMP-testem. Streptococcus agalactiae je soucasti vaginalni mikroflory u
15 % tehotnych zen, u 20 % Zen s opakujicimi se zanéty urogenitalni oblasti a u 30 %
zen v dobé bliziciho se porodu. Casna forma infekce u novorozence je spojena s
pneumonii ¢i sepsi a umrtnost je az u poloviny ptipadu. Purulentni meningitida
s mortalitou dosahujici az 25 % je charakteristicka pro pozdni formu nemoci u déti do
tii mésict (Votava a Ondrov¢ik, 2002). U rizikovych gravidnich Zen s hrozicim
predcasnym porodem se doporucuje kultivacni vysetieni vytéru z pochvy i rekta ve 35.
tydnu (Staiikova et al., 2008).
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Streptococcus pneumoniae je alfa-hemolyticky streptokok, jehoz grampozitivni
opouzdiené koky se vyskytuji ve dvojicich nebo kratkych fetizcich. Pneumokoky se
vyskytuji v nosohltanu u 5 — 70 % populace (Greenwood, Slack a Peutherer, 1999).

Prvotnim loziskem pneumokokové sepse byvaji infekce ve stfedousni duting,
vedlejSich nosnich dutindich a dychacich cestach. Pneumokokova meningitida,
peritonitida, pneumonie ¢i endokarditida podtrhuje vaznost pacientova stavu (Staikova
et al., 2008). Letalita u bakteriémii dostihuje 25 %. Patogenita pneumokokid je
umociiovana jejich polysacharidovym pouzdrem chranicim pfed fagocytézou a

piitomnosti hyaluronidazy (Votava, 2003).

Streptococcus pyogenes spole¢né s pneumokokem patii k nejvice patogennim
druhiim tohoto rodu. Vyvoldva hnisané infekce hltanu a kiize. Zptsobuje rizna
onemocnéni (anginu, spalu, rizi, pneumonii, meningitidu, sepsi a diiveéjsi horecku
omladnic). | ptes dobrou citlivost k penicilinu ztstava hrozbou (Votava, 2003).

Rizikem jsou rovnéz pozdéjsi nasledky streptokokovych nakaz, akutni

glomerulonefritidy a revmatické horec¢ky (Votava a Ondrov¢ik, 2002).

Streptococcus mutans je grampozitivni bakterie, ktera patii do skupiny oralnich

streptokokt. Tyto oportunni patogeny pronikaji do obéhu béhem zvykani a u oslabenych

wrwve

Bakteriémie se miize objevit 1 u nedonosenych novorozenct (Votava, 2003).

5.2 Gramnegativni bakterie

* Rod Acinetobacter

Skupina G™ nefermentujicich bakterii, které se nalézaji ve vod¢, zemi i potravinach.
Acinetobacter baumannii a A. ursingii jsou nejcastéji detekovanym druhem z hemokultur
(Votava, 2003). Setkdvame se s timto rodem na sliznicich dychaciho systému ¢i na

vlhkych zaparkach kiize hospitalizovanych osob (Votava a Ondrovéik, 2002).
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= Rod Burkholderia
Burkholderia cepacia byla diive oznacovana Pseudomonas cepacia. Jedna se o
gramnegativni bakterii tyCkovitého tvaru, ktera se bézné vyskytuje v prostredi a je

rezistentni na fadu antibiotickych pfipravki (Carey, Schuster a McGowan, 2011).

* Rod Enterobacter

Klinicky vyznamnymi zastupci jsou E. aerogenes a E. cloacae. Uplatnuji se u infekci
mocovych a dychacich cest. Je nutné odliSit enterobaktery od klebsiel, jelikoz
enterobakter nereaguje na cefalosporinova antibiotika I. a vétSinou i I1. generace (Votava
a Ondrov¢ik, 2002).

* Rod Escherichia

Escherichia coli vytvaii na Endoveé agaru purpurové kolonie, §tépi glukozu a laktozu
za tvorby plynu, produkuje indol a nestépi mocCovinu. Pestra smés riznych sérotypti
zpusobuje zejména infekce mocového systému, infekce operacnich ran, dychacich cest,
meningitidy a sepse (Votava a Ondrovc¢ik, 2002). Enteropatogenni kmeny vyvolavaji
prijmy novorozencd. Enteroinvazivni E. coli maji vliv na infekce gastrointestinalniho

ustroji.

= Rod Klebsiella

Nejvyznamnéjsi Klebsiella pneumoniae obyva mimo jiné zazivaci trakt ¢lovéka a za
patologického stavu zptisobuje infekce mocovych a dychacich cest.

Sepse se objevuje u hospitalizovanych pacientli ¢asto s malignimi néalezy. Tyto
kmeny jsou vysoce rezistentni a zdrojem ndkazy mohou byt mocové cévky, ventilatory,
inhala¢ni aparatury apod. Mimo Klebsiella pneumoniae byva ze vzorki mnohdy

identifikovana i Klebsiella oxytoca (Votava a Ondrov¢ik, 2002).
= Rod Neisseria

Gramnegativni aerobni bakterie vytvaiejici diplokoky a jejich pfitomnost

v hemokultufe je zavaznym nalezem (Votava, 2003).
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Neisseria meningitis - odbér hemokultur ma vyznamny vliv pro stanoveni diagnozy
hnisavé cerebrospinalni meningitidy a doplituje vysetieni likvoru. Meningokok vstupuje
pies nosohltan lymfatickymi a krevnimi cestami do subarachnoideédlniho prostoru a
zapri¢inuje zanét mozkovych plen. Sepsi doprovazi intravaskularni koagulace
s hemorrhagickou diatézou. Nalézame i sekundérni loziska. 20 % ptipada plné rozvinuté

sepse vede ke smrti pacienta (Votava, 2003).

* Rod Proteus

Druhy protea lze nalézt ve stfevnim obsahu, také v pidé a hnijicich odpadcich
bohatych na proteiny. Patologické nalezy jsou spojeny s chronickymi infekcemi
mocovych cest. Nachazime ho i ve vytérech koznich 1ézi, u cholecystitidy, v dekubitech
apod. Faktor usnadnujici vznik proteové infekce je diabetes ¢i 1é¢ba Sirokospektrymi

antibiotiky, na které mize byt proteus rezistentni.

* Rod Pseudomonas

Pseudomonas aeruginosa patii mezi podminéné¢ patogenni druhy rodu
Pseudomonas. Vyskytuje se mimo jiné v odpadnich vodach, v nemocnicich se nachazeji
ve vylevkach umyvadel, zvlh¢ovacich, plicnich inhalatorech nebo na karta¢cich slouzici
k myti (Votava a Ondrov¢ik, 2002). Pseudomonadové sepse ¢ini 10 - 11 % veskerych
sepsi a imrtnost s nimi spojena se blizi 60 % (Cerny et al., 2005). Piispiva k tomu jejich
rezistence k mnohym desinfek¢énim roztokd a fadé antibiotikiim. Mistem vstupu infekce
je nejcastéji oblast urogenitalniho traktu, popalenin, kize nebo stfedniho ucha pii
chronickych zanétech. Kromé Pseudomonas aeruginosa se setkavame i s dalsimi druhy
jako s ptuvodci nosokomialnich nakaz: P. alcaligenes, P. mendocina nebo P. putida
(Votava a Ondrov¢ik, 2002).

* Rod Salmonella
Salmonely se uplatiiuji v nemocni¢nich ndkazach vzniklych diky kontaminované
potravé, piti nebo pouzivanych zdravotnickych pomiicek, ale mohou se objevovat i

v dal$ich kolektivech mimo tato zafizeni (Votava a Ondrov¢ik, 2002).
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5.3 Anaerobni bakterie

Udava se, ze 2 — 10 % bakteriémii vznika pfitomnosti anaerobnich mikroorganismu
(Cerny et al., 2005). Velky podil na vzniku anaerobnich sepsi patfi nesporulujicim
gramnegativnim tyckam, tzv. bakteroidim. Bakteroidy se nalézaji v orofaryngu a
v Zenském genitalnim ustroji. Kromé rodu Bacteroides se objevuji zastupci rodu
Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium, Veillonella, Peptococcus,
Peptostreptococcus, Propionibacterium ¢i Actinomyces (Votava a Ondrovcik, 2002).
Zavazné onemocnéni vyvolavaji rovnéz bakterie z rodu Clostridium. Nedostate¢né

prokrveni tkani a hypoxie usnadiiuje rozvoj téchto infekci (Votava a Ondrov¢ik, 2002).

54 Kuvasinky

v

infekce postihuji pacienty s oslabenym imunitnim systémem (infekce HIV), s
kortikosteroidni a antibakteridlni terapii nebo osoby se zavedenymi kanylami ¢i po
transplantacich (Votava a Ondrov¢ik, 2002). Jedna se zejména o zastupce rodu Candida
nebo Aspergillus. Klinicky se sepse nelisi od sepsi zptisobenych bakteriemi, ale rozdil je
v lécebnych postupech. V nékterych pfipadech miZe probihat kandidova sepse bez
pozitivnich hemokultur, proto se doporucuje nasazeni antimykotické 1écby
Vv nasledujicich stavech: pozitivni hemokultura je podtrzena zachytem totoznych kvasinek
vV moci; ndlez v hemokultufe je negativni, ale kvasinky byly zachyceny v bioptickém
vzorku; sepsi provazi kvasinkova endoftalmitida (Potuznik, 1978). Zjisténi kandid z krve
je uspésné pouze u 50 — 70 % 0sob s touto diagndzou (Cetkovsky a Kouba, 2009).
Aspergilova sepse vychazi z prvotniho loziska v plicich (Potuznik, 1978). Jejich
spory jsou vsudypfitomné a vdechnutim se se dostavaji do lidského organismu. U
nékterych osob miiZze byt vyvolana invazivni aspergiléza s mortalitou dosahujici 50 az
100 % (Cetkovsky a Kouba, 2009). Detekce druhit z rodu Aspergillus se mnohdy

povazuje za kontaminaci, ale vzdy musi dojit ke konzultaci s oSetifujicim Iékatfem.
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VYZKUMNA CAST

6.1

6.2

MATERIAL A METODIKA

Cile prace

Osvojit si metody zpracovani hemokultur od samotného odbéru vzorku az po

vySetfeni automatizovanym systémem BACTEC.

. Zhodnotit nalezy u muzii, Zen a déti.

. Porovnat vyskyt bakterialnich kmend podilejicich se na rozvoji sepse

v konkrétni oblasti s informacemi v odborné literatufe.

. Vypocitat procento faleSné¢ pozitivnich vzorkli a zjistit nejcastéjsi

kontaminanty.

Hypotézy

Sepsi mohou vyvolat infekéni agens rtiznych skupin.
50 - 60 % sepsi privodi gramnegativni bakterie, 30 — 40 % grampozitivni
mikroorganismy a zbyla procenta tvoii zejména kvasinky.

2 — 10 % infekci krevniho fecisté zpisobuji anaerobni bakterie.

. Predpokladam, Ze nejcastéjSim kontaminantem je  Staphylococcus

epidermidis.

6.3 Charakteristika souboru vySetfovanych vzorki

Materialy potiebné k vytvoteni této prace byly ziskavany v Méstské nemocnici

Plzenn, PRIVAMED a.s. Byly vyhodnoceny vSechny hemokultury odebrané v pribchu
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jednoho roku (od zati 2013 do srpna 2014). Ze vzorku vykazujici pozitivitu, byl vytvoren
mikroskopicky preparat dle Grama. Na zaklad¢ mikroskopického nalezu byl vyockovan
obsah lahvi¢ky na vhodné kultiva¢ni pudy a byly zaloZeny orienta¢ni testy citlivosti na
antibiotika.

6.4 Pristroje, reagencie a laboratorni pomucky

Automatizovany hemokultivaéni systém BACTEC 9050
Termostat MEMMERT BE 500 (37 °C)
Termostat MEMMERT INCO2 (37 °C, zvySena tenze CO3)
Termostat MEMMERT BE 400 (30 °C)
Mikroskop OLYMPUS BX 41
Lahvicky s kultivacnimi piidami a indik4torem
Bactec Plus aer.
Bactec Plus anaer.
Bactec Plus ped.
Gumové rukavice
Sklicka pro mikroskopii
Injekeni jehly a stiikacky
Kultivaéni pidy

6.5 Princip vyzkumné ¢asti

Inokulované aerobni a anaerobni lahvicky jsou ukladany do pfistroje, ktery vytvaii
vhodné prostiedi pro kultivaci a poskytuje nepfetrzitou kontrolu ptitomnosti
mikroorganismt v nadobkéach. Fluorescencni senzor detekuje mikrobidlni tvorbu CO:2

vznikajiciho v disledku metabolizovani substratu kultiva¢niho média. Ve spodni ¢asti
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lahvicky dochézi k barevné zméné senzoru, zelena barva se proméiuje na zlutou. Systém

upozorni na tuto reakci zvukovym a optickym signalem.

6.5.1 Preanalyticka faze v laboratori

Odbér krve pti podezieni na infekci krevniho fecisté provadi osetiujici Iékatr nebo
sestra dan¢ho oddéleni. Je nezbytné inokulovanou hemokultiva¢ni nddobku neprodlené
transportovat do laboratofe. Material musi byt oznacen pacientovymi Udaji a dodan
s pruvodnim listem s daty potfebnymi k dokumentaci v laboratornim informaénim
systému. Zadanky se ukladaji do archivu. Hemokultivaéni lahviéky jsou oznaéeny dvéma
¢arovymi kody, jeden slouzi k nacteni lahvicky pfistrojem a druhy patii na pravodni list.

Se vzorky se zachazi dle zasad prace s biologickym infekénim materidlem.

6.5.2 Postup prace

Lahvicky pracovnik laboratofe okamzité promichd a thned umisti do kultiva¢niho
systému. Pomoci tlacitka s ikonou oto¢né Sipky se zastavi rotor a oteviou se dvefe
pfistroje. Po stlaceni tlacitka s obrazkem nadobky se aktivuje Cteci zafizeni ¢arového
koédu. Po identifikaci lahvicky se na displeji ukdze pozice, kam nésledné materiél
umistime. Na zobrazovaci jednotce je signalizovdno obsazeni jednotlivych poloh

prazdnym ¢i plnym kruhem. Inkubacni doba trva 5 dnt.

6.5.3 Negativni hemokultury

Po skonceni inkubacni doby je na negativni vzorky poukdzano znaménkem minus,

tyto hemokultury odebereme z piistroje a v§e zdokumentujeme.
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6.5.4 Pozitivni hemokultury

Systém BACTEC ohlési zjisténi mikroorganismi v hemokulturach zvukovym i
svételnym signdlem, lahvicku je nutné vyndat a piectenim ¢arového kddu uvolnit jeji
polohu v rotoru. Nasledné¢ se vytvoii natér, ktery se obarvi dle Grama. Podle
mikroskopického preparatu se vybere vhodna kultivacni ptida a zakladaji se orientacni
diskové citlivosti na antibiotika. Plotny jsou umistény v termostatu pii teploté 37 °C a
vysledek se hodnoti po uplynuti 17 az 24 hodin. Shaedleriiv agar se vyuziva pro ockovani

materialu z anaerobni nadobky, inkubace probiha 48 hodin za anaerobnich podminek.

6.6 Identifikace bakterii

6.6.1 Mikroskopicky preparat

Gramovo barveni patii ke st€Zenim bodim mikroskopické identifikace. Diky
ruzné stavbé bakteridlni stény rozliSujeme na obarveném prepardtu grampozitivni
(modrofialové) a gramnegativni (Cervené) bakterie. Nejprve se provede fixace vzorku nad
plamenem. Krystalova violet v bunikach reaguje s Lugolovym roztokem tvorbou
komplexu, ktery je v piipadé grampozitivni skupiny bakterii odolny alkoholovému
ucinku a zlistavd modrofialové zbarveni. U gramnegativnich bakterii dojde plisobenim
acetonu k vyplaveni komplexu a typické Cervené zbarveni ziskdme prevrstvenim
preparatu karbolfuchsinem nebo safraninovym roztokem. Mezi jednotlivymi kroky

nechavame 20 — 60 vtefin (Jurankova, 2011). Dnes se vyuZiva ptistrojové barveni sklicek.

6.6.2 Kultivace — piehled nejcastéji vyuzivanych pid

Krevni agar je vyroben z ptirodniho polysacharidu, 1ze na ném kultivovat

vétSinu béZné rostoucich bakterii a pfitomnost 7 % berani krve umoZiuje prokazat
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hemolytické reakce nékterych druhti. Cokoladovy agar se vyuziva pro kultivaci
naro¢nych kmend, napf. hemofilti nebo neisserii. Endova ptada podporuje rist G-
bakterii, ukazuje Stépeni laktdzy a slouzi k selekci enterobakterii. Desoxycholatovy agar
se fadi do skupiny selektivné diagnostickych pud a slouzi k diferenciaci salmonel a
shigel. Schaedler agar byl vytvofen pro rist anaerobnich mikroorganismu. Sabouraudiiv
agar je puda vyuzivana pro zachyt kvasinek

Oc¢kovani na kultivacni pidy se provadi sterilni bakteriologickou klickou po

jejim vyzihanim nad kahanem.

6.6.3 Biochemicka identifikace bakterii

Katalazovy test — peroxid vodiku se rozklada v pritomnosti katalazy na vodu a kyslik.
Pozitivni reakce je doprovazena tvorbou bublinek Oz a ukazuje na pfitomnost bakterii
rodu Staphylococcus, Corynebacterium nebo Neisseria. Negativni reakce je typicka pro
vyskyt bakterii rodu Streptococcus a Arcanobacterium.

Bacitracinovy test se vyuziva pro odliSeni B-hemolytickych streptokoki. Pozitivni
vysledek hodnotime v ptipadé vytvotreni zony inhibice v okoli disku s bacitracinem, ve
vzorku se nachazi Streptococcus pyogenes. Streptococcus agalactiae ma reakci negativni.

PYR test je spolehlivéjsi nez bacitracinovy test. Pfitiskne se diagnosticky prouzek na
sledované kolonie a po 5 az 10 minutach se v ptipad¢ pozitivity ukaze Cervené zbarveni.
Timto se prokazala pfitomnost Streptococcus pyogenes nebo enterokokd.

Streptococcus pneumoniae od skupiny oralnich streptokokd se rozliSuje
prostiednictvim optochinového testu, opét sledujeme inhibi¢ni zénu v okoli disku. Od
dalsich viridujicich streptokoku se k diferenciaci vyuziva test rozpustnosti ve zluci.

Oxidazovy test slouzi k potvrzeni nalezu bakterii napfiklad z rodu Neisseria,
Pseudomonas nebo Aeromonas hydrophila a Plesiomonas shigelloides. Pozoruje se
modré zbarveni na filtraénim papirku diagnostického prouzku.

Rezistence k novobiocinu slouzi k odliSeni Staphylococca saprophytica od ostatnich
plazmakoaguléza negativnich stafylokoki.

Hydrolyza tributyrinu se vyuziva k diferenciaci Branhamella catharalis.
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7 VYSLEDKY

7.1 Roc¢ni analyza

Od zafi 2013 do srpna 2014 bylo v Méstské nemocnici Plzen, PRIVAMED a.s.
provedeno 1643 hemokultivaci (Tabulka 2). 1359 analyzovanych hemokultiva¢nich
lahvicek bylo negativnich (82,71 %). Inkubace probihala od 1 do 5 (max. 6) dni a
prumérna doba hlaseni pozitivni hemokultury ¢inila 2,2 dni. Nejcastéji byl material
odebiran muzam (836 lahvicek), 654 lahvicek patfilo Zenam a 153 détem (Graf 1).

Automaticky hemokultivaéni syst¢ém BACTEC oznacil béhem sledovaného obdobi
284 pozitivnich hemokultiva¢nich lahvicek (aerobnich, anaerobnich a pediatrickych),
které tvotily 17,3 % (Graf 2). Jednalo se o vzorky ziskané od 160 pacientii. Pfitomnost
patogennich mikroorganismu se vSak potvrdila u 118 jedincti a 42 hemokultur laboratof

vylougéila pro kontaminaci. IKR se prokazala u 72 muzi, 42 Zen a 4 déti.

Tabulka 2: Analyzované hemokultiva¢ni lahvicky v priabéhu sledovaného obdobi.

Mésic Zeny Muzi Déti Celkem lahvigek Pozitivni lahvicky Negativni lahvicky

09/13 50 64 12 126 27 99
10/13 52 72 14 138 27 111
11/13 48 76 10 134 30 104
12/13 44 78 13 135 26 109
01/14 72 56 17 145 18 127
02/14 64 78 17 159 23 136
03/14 54 66 10 130 23 107
04/14 52 70 23 145 25 120
05/14 62 44 14 120 20 100
06/14 36 70 9 115 19 96
07/14 56 74 9 139 9 130
08/14 64 88 5 157 37 120
Soucet 654 836 153 1643 284 1359
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Lahvicky rozdélené dle pohlavi Graf 1:
153 . Hemokultiva¢ni

654 lahvicky rozdélené dle

836 pohlavi.

M Zeny M muzi M deti

Hemokultivaéni lahvicky Graf 2:
Hemokultivacni
lahvicky rozdé€lené dle

pozitivity a negativity.

® Pozitivni lahvicky ® Negativni lahvicky

7.2 Analyza vysledkii jednotlivych mésici

Béhem sledovaného obdobi se laboratoi v priméru setkavala s 113 negativnimi a 24
pozitivnimi hemokultiva¢nimi nadobkami.

Ackoli Unor je nejkratS§im meésicem v roce, bylo vySetfeno nejvice pacientll.
Laboratote zaznamenaly 159 hemokultivaci.

Srpen vynikal nartistem zachycenych mikrobialnich kolonii v hemokulturach, rovnéz
prevysoval ostatni mésice v mnozstvi kontaminaci. Celkem bylo v srpnu analyzovano 37
lahvicek, které oznacil pfistroj jako pozitivni.

V plzenské méstské nemocnici tvofi vétSinu pacientd dospéli jedinci. Duben se
zapsal jako mésic s nejvys$sim poc¢tem podezieni na bakteriémii u déti, bylo zkoumano 23
pediatrickych lahvicek. U jednoho ditéte se odhalila piitomnost bakterie a jednalo se o
vyskyt Branhamella catarrhalis, 22 piipadi se nepotvrdilo. Klebsiella pneumoniae a
Streptococcus viridans ohrozili zdravi dvou déti v kvétnu. Posledni pozitivitu u détského

pacienta zpusobila Escherichia coli v ¢ervenci.
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Mg¢sic za¥i se do databaze zapsal 27 pozitivnimi a 99 negativnimi hemokultiva¢nimi
lahvickami (Graf 3). Nejcastéji se v odebraném materialu nachazela Klebsiella

pneumoniae a Staphylococcus epidermidis (Graf 4).
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Graf 3: Hemokultivacni lahvicky 9/2013. Graf 4: Nalezy u pacientl v zaii 2013.

V Fijnu se potvrdil vyskyt sedmi riznych mikroorganismi. Jednalo se o 27
pozitivnich lahvié¢ek a 111x byl vysledek negativni (Graf 5). Klebsiella pneumoniae byla

detekovana ¢étytikrat a o jednou méné byla zachycena E. coli (Graf 6).
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Graf 5: Hemokultivaéni lahvi¢ky 10/2013. Graf 6: Nalezy u pacientt v fijnu 2013.
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V listopadu bylo tficet pozitivnich a sto ¢tyfi negativnich hemokultivaci (Graf 7).
Escherichia coli zpusobila infekce krevniho feisté u 6 pacientd a Staphylococcus

epidermidis byl zjistén ve ¢tyfech ptipadech (Graf 8).
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Graf 7: Hemokultiva¢ni lahvicky 11/2013.  Graf 8: Nalezy u pacienti v listopadu 2013.

V prosinci, tedy ve ¢tvrtém sledovaném mésici, se objevilo 26 pozitivnich a 109
negativnich hemokultivaénich nadobek (Graf 9). Escherichia coli byla v majoritnim

zastoupeni a jednalo se o sedm nalezi (Graf 10).
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Graf 9: Hemokultivaéni lahvi¢ky 12/2013. Graf 10: Nalezy u pacientd v prosinci 2013.
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Lednové vysledky vypadaly takto: 127 nadobek bez mikroorganismu, 18 lahvicek
s mikrobialnim nartstem a tvorbou CO> (Graf 11). Escherichia coli pfevySovala pocet
ostatnich nalezii, 2x se identifikovala Klebsiella pneumoniae a Staphylococcus
epidermidis (Graf 12).
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Graf 11: Hemokultivaéni lahvicky 1/2014.  Graf 12: Nalezy u pacientt v lednu 2014.

V inoru byla odhalena pfitomnost bakterii u 23 hemokultivaci a 136 lahvicek bylo

negativnich (Graf 13). Staphylococcus epidermidis ptevysSoval ostatni nalezy (Graf 14).
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Graf 13: Hemokultiva¢ni lahvicky 2/2014. Graf 14: Nalezy u pacientd v tinoru 2014.
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Béhem mésice brezna se provéerilo 130 hemokultivaci, 23 bylo pozitivnich a 107

lahvicek bylo negativnich (Graf 15). Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae tvotily

vétSinovy podil nélezl (Graf 16).
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Graf 15: Hemokultivaéni lahvicky 3/2014.

Graf 16: Nalezy u pacienti v bieznu 2014.

Osmy mésic v poradi, duben, vykazoval 25 pozitivnich hemokultiva¢nich lahvicek

a 120 nadobek bez vyskytu bakterii ¢i kvasinek (Graf 17). Opét se objevovala predev§im

Escherichia coli nebo Staphylococcus epidermidis (Graf 18).
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Graf 17: Hemokultivacni lahvicky 4/2014. Graf 18: Nalezy u pacientti v dubnu 2014.

42



V pribéhu mésice kvétna bylo mikrobiologicky vySetfeno 120 hemokultiva¢nich
lahvicek a u 20 z nich se potvrdil vyskyt mikroorganismti (Graf 19). Pétkrat se

v odebraném materialu podatilo zachytit E. coli (Graf 20).
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Graf 19: Hemokultiva¢ni lahvicky 5/2014. Graf 20: Nalezy u pacientd v kvétnu 2014,

V ¢ervnu se odhalilo 19 pozitivnich lahvi¢ek a 96 hemokultivaci bylo negativnich
(Graf 21). Staphylococcus aureus a Escherichia coli piedstavovali v tomto mésici

majoritni pocet zachycenych bakterii (Graf 22).
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Graf 21: Hemokultiva¢ni lahvicky 6/2014. Graf 22: Nalezy u pacientd v ¢ervnu 2014.
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V cdervenci, tedy jedeniactém meésic tohoto vyzkumu, byl detekovan vyskyt
mikroorganismi u 9 hemokultivaci a 130 vysetfovanych lahvicek bylo negativnich (Graf

23). Escherichia coli byla hlavnim ptivodcem infekci krevniho fecisté (Graf 24).
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Graf 23: Hemokultivaéni lahvicky 7/2014. Graf 24: Nalezy u pacientt v ¢ervenci 2014.

Studii uzavira mésic srpen, ktery vynikal 37 pozitivnimi hemokultivacnimi
lahvickami. 120 hemokultivaci bylo negativnich (Graf 25). V nejvysS§im pocétu byla
zastoupena Escherichia coli a Staphylococcus epidermidis (Graf 26).
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Graf 25: Hemokultiva¢ni lahvi¢ky 8/2014.  Graf 26: Nalezy u pacientt v srpnu 2014.
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7.3  Mikroorganismy identifikované v hemokulturach

Ro¢ni sledovani hemokultur ukézalo (po vylouceni kontaminaci) na 21 druht
mikroorganism, které se vyskytly v cévnim systému pacienta (Tabulka 3). Dohromady
bylo zaznamenano 122 nalezi (nejcastéji Escherichia coli, celkem 46krat), pficemz u
Ctyfech pacientl potvrdila laboratoi vyskyt vice nez jednoho patogenu.

72,1 % pozitivnich nalezl zplsobily gramnegativni bakterie, 27 % grampozitivni a
0,8 % tvorily kvasinky - Candida albicans (Graf 27). Striktni anaerobni bakterie se

odhalily ve dvou métenich (1,6 %), pievladaly aerobni a fakultativné anaerobni druhy.

Mikroorganismy identifikované v hemokulturach
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Graf 27: Obraz pod mikroskopem (vyskyt G, G* bakterii a kvasinek).

Podle ziskanych poznatkti jsou hlavnimi plvodci infekci krevniho fecisté
Escherichia coli (37,7 %), K. pneumoniae (19,67 %) a Staphylococcus aureus (10,66 %).

Opakované se podafila prokazat pritomnost dal§ich druht: P. mirabilis (5,74 %),
Streptococcus pneumoniae (4,92 %) nebo S. aureus MRSA (3,28 %) a Acinetobacter
baumannii (2,46 %).

Dvakrat se v hemokulturach objevili: Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium a Streptococcus beta-haemolyticus skupiny G. Ojedin¢lé ptipady
byly spojeny s vyskytem: Bacteroides sp., Bifidobacterium sp., Branhamella catarrhalis,
Burkholderia cepacia, Candida albicans, P. aeruginosa, Streptococcus mutans,

Streptococcus gama, Streptococcus viridans nebo bakterie z rodu Salmonella (Tabulka 3).
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Tabulka 3: Identifikované mikroorganismy v obdobi od 9/2013 do 8/2014. Cisla jsou

vztazena na pacienty.

Mikroorganismus
Acinetobacter baumannii
Bacteroides sp.
Bifidobacterium sp.
Branhamella catarrhalis
Burkholderia cepacia
Candida albicans
Enterobacter cloacae
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella enteritidis
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus MRSA
Streptococcus mutans
Streptococcus beta-haemolyticus sk. G
Streptococcus gama
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus viridans

Soucet

Zeny Muzi
0 3
0 1
1 0
0 0
0 1
1 0
0 2
1 1
1 1

26 19
5 19
3 4
0 1
0 1
2 11
1 3
0 1
1 1
0 1
1 5
0 0
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7.3.1 Bakterie s majoritnim vyskytem u pacientii

Escherichia coli pievySovala nalezy ostatnich bakterii v hemokulturach. Do

laboratornich statistik se zapsala celkem 46krat. 26 ptipadd souviselo se Zenami, 19

s muzi a odhalena byla i v jednom détském vzorku (Graf 28). Nejcastéji se objevovala

v prosinci 2013. Pozitivni hemokultivace ¢asto doprovazel nalez E. coli v moc¢i (Graf 29).
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Graf 28: Escherichia coli dle pohlavi.

Graf 29: E. coli hemokultury a dal$i material.

Klebsiella pneumoniae 25krat pronikla do cévniho systému pacienta. Detekovana

byla u 19 muzi, 5 Zen a jednoho ditéte (Graf 30). Ctyii pozitivni hemokultury byly

zachyceny v zafi i v fijnu 2013, coz byl maximalni mési¢ni zdznam. Rovnéz se v né€kolika

ptipadech potvrdil nalez v mo¢i, sputu nebo ve zluéi (Graf 31).

Klebsiella pneumoniae

4%

7%

M Zeny M muzi b deti

Klebsiella pneumoniae - nalezy
25
25
20
15
10

18

ol

1 1
a &

MOE et 7

0

y
S
wer

Graf 30: K. pneumoniae dle pohlavi.

Graf 31: K. pneumoniae hemokultury a dal§i material.

47



Staphylococcus aureus byl v hemokulturach pfitomen celkem 13x, jednalo se 0 11
vzorkt od muzi a dva od pacientek (Graf 32). Do nasi statistiky byl zapsan nejvyssi pocet

v ¢ervnu 2014. Ve ttech ptipadech se potvrdil vyskyt rovnéz v moci a rané (Graf 33).
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Graf 32: S. aureus zjisténi dle pohlavi.  Graf 33: S. aureus hemokultury a dalsi material.

Proteus mirabilis byl zaregistrovan u 3 zen a 4 muzd (Graf 34). V tnoru byla tato
bakterie detekovana ve dvou vzorcich, u ostatnich mésicti byl vyskyt ojedinély. VSech

sedm pozitivnich hemokultivaci podtrhovaly nalezy v moc¢i (Graf 35).
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Graf 34: P. mirabilis zjisténi dle pohlavi. ~ Graf 35: P. mirabilis hemokultury a dalsi material.
Streptococcus pneumoniae navysil pocet pozitivnich vysetfeni o Sest. Bakteriémii

vyvolanou timto mikrobem postihlo 1 Zenu a 5 muzu (Graf 36). V poloviné piipadi se

taktéz nasel ve vytérech z nosu ¢i krku (Graf 37).
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Graf 36: S. pneumoniae dle pohlavi.

7.3.2 Kontaminace
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Graf 37: S. pneumoniae hemokultury a dalsi material.

Po dobu 12 mésict vykonala laboratot klinické mikrobiologie v plzeniské méstské

nemocnici 1643 hemokultivaci. Pfistroj detekoval mikrobidlni nartist v lahvickach se

vzorky od 160 pacientti, z toho bylo kontaminovéno 42 ptipadi.

Falesnou pozitivitu ve vice nez 73,8 % vyvolavala piitomnost Staphylococcus

epidermidis. Dalsi koagulaza negativni stafylokoky kontaminovaly testovany material

v 19,1 % ptipadi. Dvakrat byly vzorky vylouceny pro pomnozeni Micrococcus luteus a

jednou pro nalez Corynebacterium sp. (Tabulka 4).

Tabulka 4: Mikroorganismy, které vyvolavaly kontaminaci od 9/2013 do 8/2014.

Mikroorganismus
Corynebacterium sp.
Micrococcus luteus
Staphylococcus koaguldaza negativni
Staphylococcus epidermidis

Soucet

Zeny Muzi Déti Celkem  Procento
0 1 0 1 2,38
0 0 2 2 4,76
4 3 1 8 19,05
11 13 7 31 73,81
15 17 10 42 -
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7.4  Kontrolni stéry kiiZe u kontaminaci

Kazdd dvojice hemokultur by méla byt opatfena kontrolnim stérem kize.
Kontaminace se vyskytla v pribéhu dvanacti sledovanych mésici 42x. 45,2 %
kontaminaci prokazatelné souviselo s chybami béhem odbéru, jelikoz se zjistil nalez
v kontrolnim stéru kize, ktery byl totozny s detekovanym mikroorganismem v médiu
hemokultivacnich lahvicek. 18x byl stér sterilni a 5x nebyl dodéan (Tabulka 5).

Nejcastéjsim zjisténim byla pritomnost Staphylococcus epidermidis.

Tabulka 5: Hodnoceni kontrolnich stéri u 42 pfipadi kontaminaci.

Mésic  Totozny nalez (stér/hemokultury) Sterilni stér Stér nedodan Celkem

09/13 5

o
(o3}

10/13
11/13
12/13
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7.5 Hemokultivacni lahvicky

Nejednou bylo k posouzeni zdravotniho stavu pacienta vyuzito vice nez dvou
hemokultivac¢nich lahvicek, Castéji ale postacila jedna sada pro standardni aerobni a
anaerobni kultivaci, Ptiloha ¢. 3 (Obrazek 1).

V celkovych statistikach byl pocet pozitivnich lahvi¢ek Bactec Plus aer. 0 malo vétsi

nez Bactec Plus anaer. (Tabulka 6).

Tabulka 6: Hemokultivaéni lahvicky oznaéené piistrojem jako pozitivni v obdobi od

9/2013 do 8/2014.

Pozitivni
el lahvicky Pozitivni Bactec  Pozitivni Bactec  Pozitivni Bactec

(celkem) Plus aer. Plus anaer. Plus ped.
09/13 27 15 12 0
10/13 27 14 13 0
11/13 30 17 12 1
12/13 26 13 13 0
01/14 18 8 10 0
02/14 23 9 11 3
03/14 23 10 12 1
04/14 25 11 12 2
05/14 20 9 8 3
06/14 19 9 10 0
07/14 9 4 3 2
08/14 37 18 17 2
Soucet 284 137 133 14
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DISKUZE

V odd¢leni klinické mikrobiologie Méstské nemocnice Plzen, PRIVAMED a.s. od
zati 2013 do srpna 2014 byla infekce krevniho feCisté odhalena u 118 pacientt.
Automaticky hemokultivacni syst¢ém BACTEC zaznamenal diky fluorescenénimu
senzoru bakterialni tvorbu CO2 u vzorki od 72 muzi, 42 Zen a 4 déti.

Celkem bylo vySetieno 1643 hemokultiva¢nich lahvi¢ek, 1359 nevykazovalo vyskyt
zadného mikroorganismu. Nejvice analyz provedla laboratof v unoru 2014, kdy se
vySetiilo 159 hemokultivaci. Doba inkubace, nez se zachytil mikrobialni rust
v pozitivnich hemokulturach, se pohybovala okolo 2,2 dnl. Negativni vzorky byly
vylou¢eny po wuplynuti péti dni Vv hemokultivacnim systému. Automatické
hemokultivacni systémy vyrazné¢ zkracuji detekeni Cas.

Naprosta vétsina (72,1 %) infekci krevniho fecisté byla vyvolavana gramnegativnimi
bakteriemi, 27 % grampozitivnimi bakteriemi a méné nez jedno procento bylo pfipsano
kvasinkam jako ptivodciim tohoto vazného zdravotniho stavu. Sevéik (1997) ve své knize
uvadi, ze 50 — 60 % zjisténi odpovidad gramnegativnim a 30 — 40 % grampozitivnim
mikroorganismiim. NaSe studie v konkrétni oblasti ukazala vysSi podil infekci
zpusobenych gramnegativnimi bakterialnimi druhy, nez uvad¢la starsi literatura.

Jako infekéni agens vyvolavajici sepsi se uplatiiovaly zejména aerobni a fakultativné
anaerobni mikroorganismy. Anaerobni bakterie byly detekovany v cévnich systémech
pacientii v Méstské nemocnici Plzeit u 1,6 % ptipadi. Cerny et al. (2005) udava vyssi
podil anaerobti, konkrétné mezi 2 az 10 %.

U 118 pacientll bylo nalezeno celkem 21 rliznych mikroorganismi. Obvykle se
potvrdila pfitomnost jednoho patogenniho druhu u jedné osoby. Ve ¢&tyfech piipadech
(3,4 % pacientu s infekci krevniho feciste) se v hemokultiva¢nich médiich zjistil vyskyt
hned dvou patogent a jednalo se o kombinace: a) Escherichia coli + Proteus mirabilis,
b) Staphylococcus aureus MRSA + Enterococcus faecium, ¢) Klebsiella pneumoniae +
Escherichia coli a d) Staphylococcus aureus MRSA + Staphylococcus aureus. Sevéik
(1997) ve své publikaci pise, ze 15 — 20 % sepsi ma smiSeny puvod, v naSem ptipad¢ to

bylo méné.
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Podle Havlika et al. (2002) jsou nejc¢ast&j$imi ptivodci sepse Staphylococcus aureus,
Escherichia coli a Streptococcus pneumoniae. Toto tvrzeni se v naSem vyzkumu
potvrdilo, jelikoz vSechny tfi uvedené mikroorganismy byly zafazeny mezi pét nejvice
detekovanych patogennich druhti ve sledované oblasti.

Escherichia coli byla v nasem prizkumu odhalena u 26 zen, 19 muzt, jednoho ditéte
a do statistik ze zapsala jako hlavni piivodce sepse. Tvoftila 37,7 % vSech nalez. Kromé
hemokultur se ve 31 piipadech detekovala taktéz v moci. Klebsiella pneumoniae
predstavovala 19, 7 % zjisténi a to zejména u muzu, kde byla pozitivita u 19 vzorku. Tato
bakterie byla pozorovana také u 5 zen a 1 ditéte. Mimo hemokultivacni lahvicky se
potvrdila také v moci (18x), sputu (1x) a ve zluci (1x). Staphylococcus aureus byl odhalen
v 10,7 % ptipadi, 11krat u muza a 2krat u zen. Nalez v hemokulturach byl doprovazen
zachytem v moéi (2x) a rané (1x). Ctvrty v potadi se vyskytoval Proteus mirabilis
(5,7 %), hemokultiva¢ni systém oznacil material od 3 Zen a 4 muzi. VSech sedm
pozitivnich pfipadt bylo spojeno s nalezy téhoz druhu v moci. Streptococcus pneumoniae
se prokézal v necelych 5 % vzorkl, spolecné se 6 hemokulturami se nasel dvakrat ve
vytérech z nosu a jednou ve vytérech z krku. Streptokokové bakteriémie se objevovaly
zejména u muzu, konkrétné se jednalo o 5 pacientl a jednu pacientku.

Cerny et al. (2005) ve své publikované praci prokazal, Ze pseudomonadové sepse &ini
10 az 11 % veskerych sepsi a umrtnost s nimi spojena je velice vysoka, dosahuje hodnot
60 %. V nasem vyzkumu tvofila ptitomnost bakterii z rodu Pseudomonas pouze 0,83 %,
jednalo se o jediny ptipad.

Cermak (2008) poukazuje na problematiku koagulaza-negativnich stafylokoki
vzhledem ke kontaminaci hemokultur. Udava, Ze 87,6 % zachytl nema klinicky vyznam.
V naSich zdznamech se koaguldza-negativni stafylokoky vyskytuji pouze jako falesné
pozitivni vysledky kultivace. I dalsi ¢isla uvedena v této knize (16 % infekci zptsobuji
enterokoky, 13 % kmeny Staphylococcus aureus, pouze 6,4 — 6,9 % Escherichia coli a
2,7-5,6 % Klebsiella pneumoniae apod.) se zna¢n¢ odlisovala od vyzkumu provedeného
V Méstské nemocnici Plzen.

Bartonickova (2000) ve své knize uvadi spojeni mezi sepsi a uroinfekcemi, kde

hlavnimi ptivodci jsou gramnegativni bakterie (obzvlasté Escherichia coli, Klebsiella
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pneumoniae, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis apod.) a grampozitivni bakterie
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis nebo Enterococcus faecalis ¢i
Enterococcus faecium). Tento vyrok se nam potvrdil v pfipadé Escherichia coli, kdy
67 % nalezt bylo doprovazeno rovnéz vyskytem E. coli v mo¢i. Podobny vysledek jsme
ziskali v pfipadé K. pneumoniae, u vice nez 70 % pozitivnich hemokultivaci jsme zjistili
jeji pritomnost i v moc¢i. Proteus mirabilis dokonce vykazoval 100 %, pozitivni vysledek
byl u sedmi hemokultivaci a sedmi vzorkt moc¢e od téhoZ pacienta ¢i pacientky. Infekce
krevniho fe€isté byly v fadé pripadi spojeny s uroinfekcemi.

V Méstské nemocnici Plzen tvofi déti jen malé procento pacientli. Ro¢ni studie
zaznamenala Ctyfi bakterie, které cirkulovaly v krvi osob mladsich osmnaécti let. Jednalo
se 0 Branhamella catarrhalis, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus viridans a
Escherichia coli. Jelikoz se béhem dvanacti mésict provedlo pouze 153 hemokultivaci,
vysledky u détskych pacientii mohou byt zkresleny. Scharfen (2013) pise, Ze hlavnimi
puvodci onemocnéni u déti jsou Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis,
Staphylococcus aureus a Escherichia coli.

Z celkového poCtu vySetfeni zaujimaly kontaminace 4,7 % a jednalo se o 42
hemokultivaci. Cerny et al. (2005) ve své publikaci udava podil kontaminaci mezi 1 az
4,5 %. Podle naSich ptfedpokladi byl hlavnim mikroorganismem v kontaminovanych
vzorcich Staphylococcus epidermidis, ktery se objevil 31krat. V osmi piipadech
kontaminaci zpusobili dal$i koagulaza negativni stafylokoky, Micrococcus luteus
znehodnotil analyzu dvakrat a v jedné hemokultivaci se objevil Corynebacterium sp. jako
kontaminant.

Ze 42 hemokultur oznaCenych jako kontaminace byl kontrolni stér sterilni v 18
ptipadech a 5x nebyl dodan. To znamena, Ze 45,2 % falesné& pozitivnich vzorkl souviselo
s chybami béhem odbéru, jelikoz doslo k potvrzeni totozné bakterie na kontrolnim stéru
kize i v hemokultivatnich nadobkach. Stér osidloval zejména Staphylococcus
epidermidis. Tim byl podlozen vyznam spravného odbéru a nutnosti edukace

zdravotnického personalu.
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ZAVER

Dochazi ke kazdoro¢nimu zvySeni poctu pacientli s infekcemi krevniho feciste.
Umrtnost t&7ké sepse prevysuje polovinu piipadd a septicky $ok je letalni pro vice nez
dvé tfetiny pacientli. Celosvétovym tématem je rezistence mikroorganismi na ATB
terapii. Diagnoza sepse je V soucCasné dobé postavena piedev§im na hemokultiva¢nim
vysetieni. Kontinualné monitorujici hemokultivacni systémy znemoznuji kontaminaci
béhem kultivace a zkracuji detekeni Cas, jelikoz okamzité oznaci pozitivni lahvicky na
zakladé mikrobialni tvorby CO2. Automatické systémy navic snizuji celkové naklady. Na
kultivaéni piidy se vyockovavaji pouze ptistrojem oznacené nadobky.

Z celkového poctu vysetieni bylo 82,71 % hemokultivaénich lahvi¢ek negativnich a
17,29 % pozitivnich. ldentifikovaly se zejména gramnegativni bakterie v cCele s
Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae. Ze skupiny grampozitivnich bakterii byl
nejCastéji  detekovan Staphylococcus aureus. Pouze 1,6 % odpovidalo striktnim
anaerobnim mikroorganismim.

Z 284 pozitivnich hemokultiva¢nich lahvicek, u kterych ptistroj BACTEC
zaznamenal tvorbu CO, byla prokazana infekce krevniho fecisté u 118 osob. 42krat doslo
ke kontaminaci a Staphylococcus epidermidis byl jejim majoritnim pivodcem. Mezi
hlavni problémy stale patii odbér krve, ktery musi byt ptisné asepticky. V soucasné dobé
nastavaji situace, ve kterych stfedni zdravotni personal provadé¢jici nabér uskutecni
kontrolni stér klize pted desinfekci mista vpichu ¢i opomene provést desinfekci zatky
lahvicky apod.

Hypotézy ¢. 1 (Sepsi mohou vyvolat infekéni agens rGznych skupin) a ¢. 4
(Pfedpokladam, ze nejCastéjSim kontaminantem je Staphylococcus epidermidis) se
V naSem vyzkumu podafilo potvrdit. Stanovené hypotézy ¢. 2 (50 - 60 % sepsi ptivodi
gramnegativni bakterie, 30 — 40 % grampozitivni mikroorganismy a zbyla procenta tvoii
zejména kvasinky) a €. 3 (2 — 10 % infekci krevniho fecisté zptisobuji anaerobni bakterie)

byly vyvraceny. Zhodnocenim hypotéz byl splnén cil prace.
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Nazev

Pouziti

Vlastnosti

Medium

Objem

Barva

PRILOHA

Priloha é. 1

Tabulka 7: Hemokultivaéni nadobky systému BACTEC - Plus Aerobic/F, Plus
Anaerobic/F, Standard Aerobic/F, Standard Aerobic/F (Cermak, 2008).

Plus Aerobic/F

Zjistovani bakterii,

hub i plisni

Vhodné pro pacienty
s ATB lécbou

Sojovy - kaseinovy
hydrolyzat
obsahujici hemin,
manadion, glukézu,
pyridoxin, kvasni¢ny
extrakt, resin (=
kulicky sorp¢ni
pryskyfice) a katex.

8az 10 ml

Seda

Plus Anaerobic/F

Zjistovani
anaerobnich ¢i
fakultativné

anaerobnich bakterii

Vhodné pro pacienty
s ATB lécbou

Oproti acrobni
nadobce piidan savei
tkanovy lyzatm
arginin, thioly, citrat
sodny ¢i fosfat

draselny.

8az 10 ml

hnédo-oranzova

Standard Aerobic/F

Zjistovani aerobnich
bakterii, hub nebo

plisni

U pacienti s ATB
1écbou neni tak
ucinné jako médium

obsahujici resin.

Séjovy - kaseinovy
hydrolyzat
obsahujici hemin,
manadion, glukozu,
pyridoxin, kvasni¢ny

extrakt.

8az 10 ml

modra

Standard Aerobic/F

Zjistovani
anaerobnich ¢i
fakultativné
anaerobnich bakterii
U pacientl s ATB
1é¢bou neni tak
ucinné jako médium

obsahujici resin.

Oproti aerobni
nadobce pridan savci
tkanovy lyzat,
fruktoza, arginin,

thioly, citrat sodny ¢i
fosfat draselny.

5az7 ml

Zluta



Priloha ¢é. 2

Plus/F, PEDS Plus/F, Mycosis IC/F, Myco/F Lytic (Cermak, 2008).

Nazev

Pouziti

Vlastnosti

Medium

Objem

Barva

Lytic/Anaerobic/F PEDS Plus/F

Zjistovani anaerobni =~
Zjistovani aerobnich
a fakultativné
bakterii, hub ¢i plisni
anaerobnich bakterii

Vhodné pro

pediatrické pacienty

Vhodné pro pacienty a mensi objemy
bez ATB lécby vzorkil. Vyuziti i u
pacientii s ATB
1écbou.
Slozeni jako PLUS

Aerobic/F, navic

Tekuta ptida pridan savci tkanovy
obsahujici SPS a lyzat, pyruvat sodny,
saponin. resinal%

kationtove-
vyménnych piisad.
8az 10 ml 3mi
modrofialova rizova

Mycosis IC/F

Selektivni detekce
hub, plisni a

kvasinek

Velice vhodné pro
imunosupresivni
osoby. Obsahuje
ATB a saponin.

Obsahuje tobramycin
a chloramphenicol
(inhibuji bakterialni
rust), saponin
(napomaha
uvoliiovani kvasinek
a hub z bilych
krvinek).

8az 10 ml

zelena

Tabulka 8: Hemokultiva¢ni nadobky systému BACTEC - Lytic/Anaerobic/F, PEDS

Myco/F Lytic

Neselektivni detekce
mykobakterii, hub,

plisni a kvasinek

Vhodné obzvlasté

pro pacienty s AIDS.

Oproti aerobni
nadobce pfidan
saponin jako lyzacni

¢inidlo.

1 az5ml

cervena



Priloha é. 3

Obrazek 1: Hemokultivacni lahvicky systému BACTEC
(foto autorka).



