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Abstrakt:

Cilem této bakalafské prace je seznameni se s moznostmi vySetfeni hemokultur,
osvojeni si metodiky vypracovani manudlnich a automatizovanych hemokultur
V laboratofi Stafila a na oddé&leni bakteriologie v Nemocnici Ceské Budgjovice, a.s., dale

porovnani téchto dvou systému a nauceni se zakladni interpretace vysledki.

V teoretické Casti jsem se vénovala infekcim krevniho feciste, sepsi a jeji diagnostice,
nozokomialnim ndkazam a v posledni ¢asti se vénuji nejcastéjsim bakterialnim ptivodciim

infekce krevniho feciste.

V praktické ¢asti se vénuji postupu zpracovani hemokultur, nejdiive preanalytické
fazi, kterd zahrnuje odbér vzorku a jeho transport. A poté fazi analytické, ve které jsou
popséany kultivacni lahvicky, zdkladni metody pro priikaz bakterii jako je zpracovani
mikroskopického preparatu a kultivace bakterii. V dalsi ¢asti se vénuji bliz§imu uréovani
bakteriologického druhu a stanoveni citlivosti na antibiotika. V posledni ¢asti jsou

zahrnuty vysledky kultivace sledovaného souboru a to z obou metod. Pozitivni nélez se

vyskytl v 20% odebranych hemokultur.

Kli¢ovéa slova: Hemokultura, metody, infekce krevniho ftecisté, sepse, plvodci

bakteriemie



Abstract

The aim of this bachelor thesis is the introduction of possibilities of hemoculture
examination, assuming the methodology of evolving the manual and automated
hemocultures in tha Stafila laboratories and at the Department of Bacteriology in the
Hospital of Ceské Budgjovice. Then it deals with the comparison of those two systems

and learning the basic interpretation of results.

In the theoretical part | focus on blood circulation infections, sepsis and its
diagnostics and nozocomial infections.The last part delas with the most frequent bacterial

causers of blood circulation infections.

The practical part focuses on the approach of hemoculture process, firstly on the
preanalytic part which includes the sample collection and its transport. Secondly there is
the analytic part where cultivation bottles are described as well as the basic methods for
bacteria certification such as making the microscopic sample and bacteria cultivation. The
next part delas with the determination of a bacteria kind and its antibiotics sensitivity.In
the last part there are results of cultivation of the followed up file from the both methods.

Positive findig occuresd in 20% of taken hemocultures.

Key words: Blood culture, methods, bloodstream infection, sepsis, bacteraemia
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Uvod

Hemokultivacni vySetieni slouzi k prokazani bakterii cirkulujicich v krvi pacienta.
Infekce krevniho feciste je velice zavazny problém. Nejéastéjsimi pivodci jsou bakterie
a houbovité organismy. Sepse a infekce krevniho fecisté mize zptsobit multiorganové
selhani a dokonce ohrozit pacienta na zivoté. Mame-1i tedy podezieni na infekci, je nutné
vySetiit krev na hemokulturu, ktera ndm podezfeni muZze nejen potvrdit, ale i urcit druh

vysetieni.

Dutlezity je také spravny odbér vzorku, aby se zamezilo kontaminaci a nasledné

falesné pozitivité vysledku.

Krev na vysetieni hemokultury se vétSinou odebira lidem se zvysenou teplotou, bez
nezjisténé priciny, lidem se zvysenou tepovou frekvenci, leukocytdézou a zanétlivymi

markery v Krvi.

V mé bakalarské praci se Vam budu snazit objasnit, jak zavazny problém muize
infekce v krevnim fecisti predstavovat, hlavni patogeny zpusobujici tuto infekci a jaké
onemocnéni zapficinuji. V praktické ¢asti prace se pak zaméfim na jejich prikaz

metodami automatickymi nebo manualnimi a jejich srovnani.

Hlavnimi cili mé prace je osvojeni si metodiky vysetifovani hemokultur v Nemocnici
Ceské Budgjovice, a.s. a laboratofi Stafila, jejich nasledné porovnani a interpretace

vysledkd.
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1 Bakteriologické vySetifeni hemokultur

Mikrobiologické vysetfeni hemokultur je dulezité vySetfeni slouzici k priikazu infek¢éniho
onemocnéni a bakterii v krvi pacienta. Jde o odbér zilni krve do hemokultiva¢nich
lahvicek, které se nasledné kultivuji, a béhem nékolika dnu zjistime, zda-li se bakterie
vV krvi nachézi a nasledn¢ i o jaky druh bakterie se jednd. Pokud je pfitomnost

zivotaschopnych bakterii v krvi prokazana, oznaujeme tento stav jako bakteriémie (7) :
Délime je na bakteriémii

1) dle obsahu bakterii v 1 mililitru krve
e Nizkou — 10 — 20 bakterii v 1 ml krve
e Stifedni — 50 bakterii v 1 ml krve

e Vysoka 80 a vice bakterii v 1 ml krve

2) Dle vyskytu bakterii v Krvi

e Pfechodna bakteriémie — je pouze piechodna po dobu nékolika minut a je spojena
S ruznym poranénim, vytfenim zubu, chirurgickymi zakroky, katetrizaci
mocovych cest nebo lokalnich infekcich.

e Intermitentni bakteriémie — opakujici se pfechodna bakteriémie. Vyskytuje se pii
pneumokokové pneumonii

e Kontinualni bakteriémie — zavazna infekce, kterou byla prolomena obrana

¢loveka. Je spojovana s intravaskularni infekei. (7,26)

1.1 Infekce krevniho recisté

D¢j, pti kterém je bakteriémie doprovazena klinickymi pfiznaky, je znaCen jako
infekce krevniho fecisté (IKR). Prostupujici mikroby do krevniho fecisté, se dale rozviji
do organismu a navozuji chorobny stav s vysokou mortalitou. Tento stav je doprovazen
celou skalou symptomu s typickym pribéhem teplotni kiivky, tj. v pritbéhu 24 hodin se
stiidaji vysoké teploty s nizkymi ,,skdkavé tepoty*, dale hypotenzi, tachykardii, zimnici,
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ttesavkou, v krevnim obrazu taky miizeme nalézt leukocytdozu a neutropenii. Infekce
krevniho fecist¢ mize byt rozdélena do dvou hlavnich skupin. Pokud jde o stav, pii
kterém je zdroj infekce ptfimo Vv krevnim fecisti, jedna se o infekci primarni, tvoii 5- 30%
vSech infekci krevniho fecisté a nejcastéjsi infekei je infekce cévniho katetru. Pokud je
zdrojem infekce lozisko mimo krevni fecisté, ze které¢ho se pak mikroorganismy do krve

dostavaji, jedna se o infekce sekundarni (3, 7, 28).

Graf 1 — kolisani teplot pii sepsi

Kolisani teploty pri sepsi
39,5
39
38,5
38
37,5
37
36,5 /
36
35,5
35

Teplota (°C)

Cas (h)

1.1.1 SIRS

Neboli systémova zanétliva odpoveéd’ = systemic Inflammatory Response Syndrome.
Jde o nepfiméfenou reakci téla na bakterialni infekei spuSténou cytokiny. Nastava, kdyz
se zanétlivé mediatory dostanou do celkového ob&hu. Pfic¢ina vSak nemusi byt nutné

bakteridlni, Casto dochazi k SIRS pfi popaleninach, nebo v Sokovych stavech (3, 6, 7, 9)
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1.1.2 Sepse:

podskupina SIRS (systémova zanétliva odpovéd’). Je to syndrom znaéeny infekci a
systémovou zanétlivou odpovedi. Je to velmi zavazny stav, ktery je bez terapie zivot
ohrozujici. Je to celkova tézka infekce, pii které pacient reaguje imunitni odpovédi podle
infekci zptsobujiciho mikroba. Miuze propuknout u kohokoliv, ale vétSinou ji
diagnostikujeme u pacientl po popaleninach, véaznych poranénich, onkologickych
pacientll, se zapalem plic atd. Spravna diagnostika sepse miize byt obtizna, protoze jeji
priznaky jako je horeCka, zrychleny puls, problémy s dychanim, nebo zmény v poctu
leukocytl, vétSinou se vyskytuji také nezralé¢ formy bunck, mizeme nachazet i u fady

jinych onemocnéni jako naptiklad uraz ¢i pii srdecnim selhani.
Klinické ptiznaky pro prikaz sepse jsou:

e ZvySend teélesna teplota nad 38 °C, nebo snizena télesna teplota pod 35,6 °C

e ZvySend dechova frekvence (tachypnoe) — a to nad vice nez 20 nddechli/minutu
e Zvysend tepova frekvence (tachykardie) — nad vice nez 90 udert/ minutu

e Leukocytoza > 15 000 bunék na 1 mikrolitr

e vice nez 10 % nezralych neutrofilt (tycek)

e Nechutenstvi, nauzea, prijjem, zvraceni, ttesavka, nechut’, vyCerpanost

e ZvétSeni sleziny, psychickd zmény, projevy na kizi

e PoSkozeni védomi, které mliZe piejit aZ v septicky Sok

Tyto klinické nalezy mohou samoziejmé také imitovat 1 jiné nemoci, neni tedy jisté,
ze pokud se tyto pfiznaky u pacienta nachdzi, miZeme stanovit s jistotou diagnézu, ze se
jedna o septicky stav. Je vSak nanejvys diilezité v€asné spravné diagnostikovat, pokud by
se o sepsi jednalo, musime ihned zjistit misto infekce a zah4jit Gi€innou terapii, abychom

piedesli postizeni aZ selhani organd ¢i dokonce smrti. (3, 7, 22, 24).
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1.1.3 Tézka sepse

Pti t&zké sepsi dochazi k organové dysfunkci. Dochdzi také k hypoperfuzi nebo

hyperperfiizi tkdni, to se mize projevit oligourii, acidézou, hypoxii.

1.1.4 Septicky Sok:

Jedna se o zdravotni stav ohrozujici pacienta na zivoté. Vznika z t&zké sepse
spojenou se snizenym systolickym tlakem pod 90 torr (hypotenze). Dochazi k hypoxii
tkani, nedostate¢nému prokrveni tkdni a tedy selhdni organti. Dlouhodobé pteziti pacienta
v septickém Soku neni optimalni. Sepse, tézka sepse a septicky Sok je po sobé jdouci

proces. Lisi se rozlicnym stupném védomi a poruchy organt (22, 7).

1.1.5 MODS

Syndrom mnohocetného organového selhani (multiple organ dysfunction syndrome)
Jedna se o zavazny stav s poruchou dvou a vice organt, ktery si Zada neprodlenou terapii
k udrZeni organismu v homeostdze. K selhani orgdnovych systému dochéazi vétSinou
postupné a délime ho na dva druhy. Primarni MODS, ktery je vyvolan prudkou
neinfekéni reakci jako je popéleni, trauma a jiné. Dale mame sekundarni MODS, ktery je
vyvolan tézkou sepsi doprovazenou septickym Sokem se sniZenym pratokem krve

v organech (7, 22, 30).

1.2 Mortalita sepse

Mortalitu sepse u pacientll Ize urcit velmi obtizng€, jelikoz vétSina pacientl
s diagnostikovanou sepsi je 1éCena jeste s alespon jednim onemocnénim a smrt pak byva
ptifazena pravé onemocnéni, které sepse doprovazi. Udava se vsak, ze u pacientti se SIRS

je mortalita 6-27 %, u sepse 10-36%, Vv piipadé Ze se jedna o tézkou sepsi, nastava smrt
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v 18-52 9% pitipadl, u septické Soku pak dosahuje mortalita az 82%. Pfi rozvoji
sekundadrniho MODS je umrtnost nad 80%. Mortalita také z4visi na v€ku pacienta, na
spolu probihajicim onemocnéni a na lozisku, ze kterého se rozviji. VetSi tumrtnost
pacientli pak také byla prokazana u sepsi zpuisobenych gram negativnimi bakteriemi,
enterokoky a mykotickymi agens. Aby nedoslo k smrti pacienta je nutné sepsi v¢as a

rychle diagnostikovat a zahajit vhodnou 1é¢bu (7, 9, 14, 28).

1.3 Nozokomialni infekce

Jedna se o nemocni¢ni ndkazu, ktera se velmi Casto podili na vzniku sepse a prave
sepse nozokomialniho ptivodu se v Ceské republice vyskytuji nejéast&ji. Nejvice dochazi
k diagnostice sepse nozokomialniho ptivodu z jednotky intenzivni péce, nebo u pacienti

se zavedenym mocCovym katetrem.

Za nozokomidlni (nemocni¢ni) ndkazu je povazovana lokalizovand nebo systémova
reakce organismu na infek¢éniho ptivodce, ktery pfi pfijeti do zdravotnického zafizeni
nebyl pfitomen. Vznikla tedy v souvislosti s pobytem v zatizeni. Jako inkuba¢ni dobu
této infekce povazujeme 48 hodin. Za nozokomidlni infekci je vSak bréna i infekce,
ktera propukne aZ po uvolnéni pacienta do domaci péce, nebo po transportu do jiné
nemocnice, dale i infekce u pacienta, u kterého byla stanovena bakteriémie a byl
Vv poslednich deseti dnech hospitalizovan. Mezi nozokomialni infekce v§ak nemtzeme

fadit nakazy, se kterymi byl pacient piijat (zavle¢ené nozokomialni nakazy) (11, 23).

1.3.1 Rozdéleni nozokomialnich infekci

Dle ptivodu délime infekce na exogenni a endogenni. Jako exogenni infekce jsou
brany takové nakazy, u kterych je infekéni agens do organismu zavleCeno zvenci

(pacienti, zdravotnicky persondl, infikované predmeéty). Naopak u endogennich ndkaz
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vime, ze infekci vyvolava vlastni infekéni agens, které je z mista kolonizace zatazeno
jinam, stava se tak krvi naptiklad pti operacich, nebo pii oslabeni téla po imunosupresivni
1écbe, ozareni atd. Nejcastéji vSak dochazi k prenosu nozokomidlnich infekci
nedostate¢nou hygienou rukou personalu. Dale jsou nozokomiélni ndkazy rozd¢leny
podle postizeného mista ¢i orgdnu. Nejcastéji jde o infekce urogenitalni,
gastrointestinalni, respira¢ni a infekce ran. Nejvice ¢asté jsou infekce krevniho fecisté

cévnimi katetry.

1.3.2 Katétrové infekce

24

nejnachylnéjsi jsou samoziejmé kojenci a starsi lidé na 60 let vé€ku. Dulezity faktor je
také stav klze, poranéna ¢i popalend kize, nebo dokonce ztrata kiize ma rozvoj sepse
samoziejm¢é mnohem vétsi predpoklady. Pii zavadéni katetru Casto dochéazi k zatazeni
mikroflory nebo kontaminace kiize do krevniho fecisté. DalS$im zpisobem vzniku infekce

muze byt kontaminovany infuzni roztok nebo ¢ast jeho soupravy.

Jako katétrovou infekci lze oznacit bakteriémii u pacienta, u které¢ho byla prokazana
pozitivita krve, ma pfiznaky infekce a neni u n¢j patrny jiny ptivod nakazy kromé katétri

(7, 13, 23, 28)

1.4 Lidé a mikroorganismy

Symbioza — Jedna se o spole¢né souziti dvou ¢i vice organismil. Toto souziti miizeme

rozdglit jesté na 3 rtizné podoby:

e Mutualismus - vztah dvou organismu, pfi kterém jsou si oba U€astnici vzajemné

prospésni
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e Komensalismus - Vztah dvou organismu, pii kterém je tento vztah pro jeden
organismus vyhodny a druhého ucastnika nijak neposSkozuje ani mu neprospiva,
neni tedy timto vztahem nijak ovlivnén.

e Parazitismus - Vztah dvou organismu, pii kterém je jedna strana poskozovana,

zatimco druhd strana z tohoto vztahu profituje, tedy ji prospiva.

Obor mikrobiologie se v§ak zabyva v prvni fad¢ patogennimi mikroorganismy, které
maji schopnost u c¢lovéka vyvoldvat onemocnéni. Mikroorganismy (tedy pivodci
onemocnéni) a jejich patogenni puisobeni zptisobuje v makroorganismu infekci. Infekci
tedy miizeme brat jako parazitismus mikroorganismu na hostiteli, kterého poskozuje.
Pribéh této nékazy je ze strany mikroorganismu zavisly také na patogenité (schopnost
druhu vyvolat onemocnéni) urcitého infekéniho agens, jeho infekéni davkou a virulenci
(stupeil patogenity urcitého kmene mikroba). U makroorganismu zaleZzi na jeho
vnimavosti, odolnosti a specifické imunit¢ a také na jeho duSevnim, fyzickém a

zdravotnim stavu (28, 2).

1.5 Laboratorni diagnostika sepse

Laboratorni diagnostika je u stanoveni sepse velice nesnadna. Nejdilezitési je
mikrobiologicka diagnostika a to jak jiz bylo zminéno prikaz bakterii z krve pacienta,
kterd musi byt spojena s klinickymi symptomy sepse. Neexistuje vSak laboratorni
ukazatel, ktery by mohl sepsi spolehlivé diagnostikovat. Diagnézu provadime nékolika

zpusoby: (7, 14, 24)

1.5.1 Mikrobiologicka diagnostika

vvvvvv

Pomoci mikrobiologie zjistime, jaky piivodce infekci zpusobuje, jeho taxonomické
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zatrazeni a nasledné i jeho citlivost K antibiotikiim. VySetfovanym materialem pro prukaz
bakterii je krev, odebirana do hemokultivacnich lahvi¢ek. Pokud vSak chceme lokalizovat
zdroj infekce, potiebujeme materidly jako je mozkomisni mok, mo¢, sputum, hnis, stéry

z dutin apod. (2, 3).
Mikrobiologické metody vySetfeni délime jesté do dvou zakladnim skupin

1.5.1.1 Primy mikrobiologicky priikaz:

cey

Prikaz zijicitho, nebo jiz mrtvého mikroba, jeho povrchové struktury, Casti a
charakteristické latky, jako tfeba nukleovou kyselinu, enzymy, rizné toxiny a produkty
metabolismu. Pro pfimy prikaz musi byt krev odebrana do hemokultiva¢nich lahvicek.

Hemokultiva¢ni lahvicky mohou mit laboratofe rozdilné.

1.5.1.2 Lahvicka Oxoid signal

Tato lahvic¢ka obsahuje 80 ml bujonu, ktery podporuje rust aecrobnich, anaerobnich a
mikro-aerofilnich mikroorganismd. Obsah bujonu ma pH 7 a jeho sloZeni je: sojovy
extrakt, Zelatina, extrakt z kvasnic, masovy extrakt, chlorid sodny, dusi¢nan draselny,
glukdza, L-arginin, pyruvat sodny, cystein HCI, hydrogen-uhli¢itan sodny, fosfatovy
pufr, sodik polyanethol sulfonat, dithiothreitol, adenin sulfat, sukcinat sodny, chlorid
amonny, siran hofec¢naty, menadion.

Toto médium je vyvinuto tak, ze plyn z rostoucich organismii vyviji tlak v uzaviené

nadobé¢ a ten vytlaci bujon s krvi do signalni nadobky (18).

18



Obr. 1 — Pozitivni a negativni lahvicka Oxoid signal

1.5.1.2.1 Lahvicky BioMérieux

Krev je odebrana do hemokultivac¢nich lahvicek BioMérieux pro kultivaci v pfistroji
BacT/ALERT. Téchto lahvic¢ek je 5 riznych druh.

1. Modra Lahvicka Bact/ALERT SA — pro aerobni kultivaci pacienta bez
antibiotik. Lahvicka obsahuje 40 ml media, které je obohacené Kaseinem,
komplexem aminokyselin a sacharidi, s6jovou hmotou. Prostfedi ma
obohacené o CO2 a O

2. Fialova lahvicka Bact/ ALERT SN - pro anaerobni a fakultativné anaerobni
kultivaci bez antibiotik. Obsahuje kasein, menadion, hemin, sojovou hmotou,
komplexem aminokyselin a sacharidi a redukcéni agens. Prostfedi je
obohacené o CO2 a N2,

3. Zelena lahvicka Bact/ALERT FA — Po podani antibiotik (tato lahvicka
castecné redukuje ucinek antibiotik). Pro aerobni kultivaci. 40 ml média

obsahuje sojovy extrakt, pyridoxinhydrochlorid, menadion, hemin, L —
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cystein, aktivni uhli a komplex aminokyselin a sacharidi. Prostfedi je
obohacené o Os. Je lepsi k zachyceni bakterie Burkholderia a kvasinek.
Oranzové lahvicka Bact/ALERT FN — Po podani antibiotik. Pro anaerobni a
fakultativné anaerobni kultivaci. Médium o 40ml obsahuje sojovy extrakt,
hemin, menadion, pyridoxinhydrochlorid, L- cystein, aktivni uhli a komplex
aminokyselin a cukrt. Prostiedi ma obohacené o N2. Toto médium zachycuje
vice stafylokokt a enterobakterii.

Zluta lahvicka Bact/ALERT PF — Pro pediatrické pacienty, nebo pro pacienty,
kterym lze odebrat jen malé mnozstvi krve. Médium o objemu 20ml obsahuje
sojovy extrakt, pyridoxinhydrochlorid, hemin, menadion, L-cystein, komplex

aminokyselin a sacharidt, aktivni uhli, Prostiedi je obohacené o O2 (4, 12, 16).

Obr — 2 — hemokultiva¢ni lahvicky BioMérieux

1.5.1.2.1.1 Pristroj BacT/ALERT 3D

Ptistroj pro kultivaci lahvicek BioMérieux. Setii ¢as a pomaha pfedchazet chybam,

okamzité rozpoznava pozitivni lahvicku s hemokulturou a vysledek hlési. Jeho zdkladnim

prvkem je temperovana skiin, ve které jsou umistény bloky s 24 otvory, které jsou

znaceny ¢isly na lahvicky BioMérieux. Za kazdym otvorem je dioda vyzatujici paprsek

cerveného svétla a hodnotici fotodioda. Méfeni se opakuje po kazdych deseti minutach.

20



Princip detekce je zalozeny na vzniku COg, ktery vznikd pii pomnozovani bakterii. Pokud
pfistroj urci pozitivni nalez, je lahvicka vyndana a dale zpracovdvana pro uréeni kmene

bakterie a citlivosti na antibiotika (1, 12, 16).

1.5.1.2.2 Mikroskopie

Naprosto zakladni vySetfeni pro stanoveni bakteridlniho plivodce infekce krevniho
reCisté. Jedna se o zobrazeni mikroba pod optickym, nebo elektronovym mikroskopem.
Pod spravnym mikroskopickym zafizenim a na dobrém preparatu mtize pozorujici 1ékar
zhodnotit strukturu bakterie (rozezna tedy zda-li se jednd o kok ¢i ty€inku). U bakterii
rozezna 1 jejich spojeni do shlukd, fetizk?li, po dvojicich €1 ¢tveticich u kokl. U ty€inek
ve dvojicich, fetizcich ¢i palisddach. Tvar u koki lze rozpoznat kulaty nebo lehce
zplostely, tyCinky rozliSujeme rohlickovy a spirdlovity tvar. Hlavnim parametrem
rozliSeni bakterii pod mikroskopem je vSak predevSim urceni toho, zda se jednd o Gram
pozitivni nebo Gram negativni bakterii. Abychom k tomuto rozpoznani dosli, musime
nejprve obarvit preparat dle Grama. Po tomto barveni se st€éna Gram pozitivnich bakterii
zbarvi do modra, zatimco Gram negativni bakterie budeme pozorovat jako Cervené.
Mikroskopické vysetieni je celkem rychld metoda, po vétSinu piipadu ale s nizkou

citlivosti a specificitou (26, 27, 28)

Obr.3 - mikroskopicky preparat barveny dle Grama.
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1.5.1.2.3 Kultivacni priikaz

Dalsi ptfimou metodou je kultivace. Tento prikaz spoc¢iva v pomnozeni bakteridlniho
puvodce. Jedna se o pomnoZeni na kultivac¢nich pidach bud'to pevného nebo tekutého
sloZeni (ty jsou pouZivany spise jako pomnoZovaci médium). Uéelem kultivace je vytézek
Cisté kolonie patogena, ze které budeme moci s ur€itou jistotou stanovit rod a druh
kultivované bakterie. Kultiva¢ni prikaz je citlivy i specificky, na druhou stranu je
kultivace vysetienim, které patii mezi pomalejsi. Mély bychom jim dojit K ziskani ¢istych
koloniich (pomnozena skupina bakterii) urcitého druhu bakterie, které pak vyuzijeme ke
konkrétnéjSimu dourceni. Pro vznik Cistych kolonii z pevnych piid je dulezité spravné
rozockovani vzorku. Pro uspésnou kultivaci je pak nutné, aby bakterie mély vhodné
podminky k ristu, jako je spravné pH, osmoticky tlak, zvolit spravné kultivacni medium,
teplotu a atmosféru. Pro Vé&tsinu bakterii je vhodna teplota 37 °C (jako je teplota lidského
téla) (2, 26)

1.5.1.2.3.1 Zakladni pidy pro kultivaci

Krevni agar:

Nejpouzivangjsi a nejzakladnéjsi pida pro kultivaci bakterii v mikrobiologii.
Je vhodna pro urCeni vétSiny lidskych mikrobi. Je tvotfena 5-10 % beranich
erytrocytll. Pfipravuje se pfidanim defibrilované ov¢i krve k agarovému gelu pii
40 °C. Krevni agar s naockovanym materidlem ddme do termostatu se zvySenou
tenzi CO2, nebo do normdlniho termostatu s pfidanim CO:2 vyvijece. Nasledné

inkubujeme pfi 36 °C nésledujicich 24 hodin.
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MacConkey agar:

Selektivné-diagnosticka ptida s obsahem zlucovych soli, ktera inhibuje rast
gram pozitivnich mikrobd, ptida je tedy urcena pro rist hlavné gram negativnich
bakterii. Obsahuje laktosu a je tim je schopna rozliSovat gram negativni bakterie,
které S$tépi a nestépi laktosu. Indikatorem Stépeni jsou Cervené kolonie, pokud

bakterie laktosu nestépi, vyrustaji kolonie bezbarvé.

Masopeptonovy bujon:

Tekuta pomnozovaci ptida z masového extraktu, NaCl, peptonu o pH 7,3.
Pouzivan pro pomnozeni bakterii. Do Zkumavky s timto bujonem se piidava krev.

Tento bujon lze pouzit pro rozliti na piidy na stanoveni citlivosti.

Cokoladovy agar:

Pevna pomnoZovaci puda, kterd vznika smichdnim horkého agaru pti 80 °C
s krvi, takze erytrocyty zhemolizuji a agar ziskd hnédou (Cokoladovou) barvu.
Agar je vhodny pro bakterie, které nedovedou Ziviny z krevniho agaru vyuZzit. Je

vhodny pro hemofily, meningokoky a pro diagnostiku kapavky.
Shaedler agar:

Neselektivni piida pouZivajici se pro kultivaci citlivych anaerobnich bakterii.
V této pidé je obsazen vitamin K1 a hemin. NaoCkované plida se inkubuje 48

hodin pti 37 °C v anaerobnim prostiedi.

Muller-Hinton agar

Tato plda se pouziva pro stanoveni citlivosti bakterii na antibiotika. Pokud
zjistime, jaka bakterie zpusobuje infekci krevniho feciSté, nejspise bude nasazena

antibioticka 1éCba, protoze antibiotik je v dnesSni dob& né€kolik druhd, je tfeba
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vybrat to nejvhodnéjsi, stanovime tedy citlivost na antibiotika. Pro stanoveni
citlivosti u gram negativnich ty¢ek a gram pozitivnich koku v hlouccich
pouzijeme pidu Muller-Hinton. Pro Gram pozitivni koky v fetizcich volime pudu

Muller-Hinton agar s konskou krvi (7, 16, 28)

1.5.1.2.3.2 Zvoleni pid pro kultivaci

VSechny pozitivni hemokultury:

Ockujeme na krevni agar a Schaedlerovu pidu. Krevni agar nechame
inkubovat pti 37°C v atmosféfe s 5-10 % CO2 po 48 hodin a mohou zde nartist
jakékoliv organismy. Na Schaedlerové pid¢ inkubujeme anaerobné 48 hodin

V anaerobnim prostiedi a nartist by mély anaeroby.
Gram negativni ty¢inky a diplokoky

Pti tomto nélezu ockujeme bakterie na ¢okoladovy agar, ktery inkubujeme 48
hodin pfi 37 °C v atmosféte s 5-10 % CO2 a mizeme poté nalézt Haemophilus
species nebo Neisseria meningitidis. Dale pouzivame MacConkey pudu, kterou
inkubujeme aerobné pifi 37°C 24 hodin a jako vysledek ocekavame

Enterobakterie.
Anaeroby

Pokud mame z mikroskopie podezieni na anaeroby, vyockujeme krev na

Shaedlertiv agar a inkubujeme anaerobné pii 37 °C 40 hodin.
Systémové mykotické infekce

Mame-li podezieni na houbovou infekcei, pouZijeme jako plidu pro kultivaci
Sabouradiv agar, ktery inkubujeme pii 30 °C v aerobnim prostiedi a vysledek

odecitame po dvou dnech.
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Pokud je negativni hemokultura, ale pozitivni ristova kiivka

Ockujeme mikroby na krevni agar a inkubujeme ho v mikroaerofilnim
prostiedi po 3 dny. Dale na krevni agar s pruhem Staphylococcus aureus, ktery
inkubujeme v atmosféte s 5-10 % CO2 pti 37 °C 48 hodin. Na McConkey agar,
ktery kultivujeme aerobné po jeden den pii 37°C. A na Schaedlerovu pidu na

anaerobni kultivaci po 40 hodin pii 37°C. (17)

1.5.1.3 Neprimy mikrobiologicky prikaz:

V nepfimém (serologickém) prikazu vétSinou dochdzi ke stanovovani protilatek
ruznych tfid. Nejcastéjsi jsou metody jako komplement-fixaéni metody a imunochemické
reakce jako je ELISA, nebo aglutinace. Imunochemické detekce, jejichz prikaz je
postaven na zéklad¢ reakce antigen-protilatka. Prokazujeme tak pfitomnost patogenu,
nebo specifické protilatky na dany antigen. V tomto piipad¢ jde o metodu aglutinace, pti
niZ dochazi k shlukovani bakterii praveé po spojeni antigenu s protildtkou. Tato metoda
byva vysoce citliva i specificka, v bakteriologii, tedy v tomto piipadé¢ ale nema piilis velké
vyuziti. Serologicky prikaz se pouzivd, jen kdyz je prikaz kultivaci obtizny. Pro
mikrobiologickou detekci infekce krevniho fecisté ale v podstaté pouzivame jen metody

piimeé (7).

1.5.2 Hematologické vySetieni

Pti hematologickém vySetfeni na infekci krevniho fe€isté vénujeme pozornost hlavné
poctu leukocytii. U vétSiny pacientu je pfi sepsi nalezena leukocytdza a to bud’to s velmi
znatelnym navySenim, nebo naopak leukopenii. Tento jev ale mliZeme pozorovat i u
jinych stavii nezZ je sepse, naptiklad po Urazu, bézné infekci, nebo dokonce pfi stresu. Je

nutné tedy provést diferencial leukocytd, po kterém jiz mizeme bakteridlni infekci
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celkem spolehlivé rozpoznat. U sepse totiz pii diferencidlu mizeme sledovat
nepfitomnost eosinofilnich granulocytii, zvySeny vyskyt nezralych forem granulocytti a
znamky jejich aktivace, to znamend, Ze dojde k zvétSeni granul. Tyto tfi znaky lze
povazovat jako divéryhodny stav pro diagnostiku sepse. K témto zménam dochazi velmi
rychle, pohybuji se v rozmezi nékolika hodin. Jako dalsi znak sepse mlizeme brat aktivaci
krevniho srazeni a muze dojit k DIC (diseminovana intravaskularni koagulace), tim
dochazi k produkovani TNF a aktivaci komplementu, dojde k poklesu hladiny inhibitora
krevniho srazeni jako je antitrombin a C-reaktivni protein, tim mutze dojit k vycCerpani

srazecich faktord a nasledné k celému utlumeni fibrinolyzy (7, 8, 22)

1.5.3 Biochemické vySetieni:

Jako zakladni biochemické ukazatele infekci krevniho fecisté¢ bereme ty, které se
podileji na zanétlivych reakcich, dochazi tedy ke zvyseni hladin jak prozanétlivych, tak i
protizanétlivych cytokind. Zakladni ukazatele jsou Interleukiny — 1, 6, 8, 10 (IL—1, IL —
6, IL — 8, IL — 10) a Tumor necrosis factor alfa (TNF a ). Ke zvyseni téchto cytokint vSak
muze dochdazet 1 pfi procesu u nebakteridlnich infekci a u situaci jako je srdecni selhéni,
popalenina ¢i traumata. Jako dalsi ukazatele pii prokazovani septického stavu mizeme
brat proteiny akutni faze a to C- reaktivni protein a prokalcitonin. Bylo prokazano, ze
hladina C- reaktivniho proteinu se pfi sepsi zvySuje az tisickrat, bohuzel vyssi hladinu
najdeme i1 u neinfek¢nich stavii, tudiz jeho specifita neni pfili§ vysoka. Stejné tak
prokalcitonin, u kterého se jeho zvySujici se hladina projevi také, protoze je u sepse
produkovan témét ve vSech tkanich, jako ukazatel sepse je vhodnéjsi. Jako dalsi
parametry pii stanovovani septického stavu lze brat sniZzeni koncentrace kysliku v Krvi,
respiracni alkalozu, sniZeni hladin sodiku a albuminu a navySeni hodnot glukézy a
laktatu. Biochemické vySetteni a viibec celkové klinicky prikaz sepse je vysetieni zavislé
na mnoha faktorech, které do sebe zapadaji, a je nutné jejich stalé sledovani (7, 8, 20, 21,
22).
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1.6 Nejcéastéjsi bakterialni piivodci infekci krevniho recisté

Zakladné delime bakterie na 2 hlavni skupiny a to dle jejich tvaru, ten mtize byt bud’to
kulovity nebo protahly. Bakterie kulovitého tvaru nazyvame jako koky a ty mohou byt
bud’ oplosténé, nebo zaSpicatélé, zatimco protdhlym formam bakterii fikdme tyCinky.
Pokud jsou ty¢inky kratké, znacime je jako kokobakterie, naopak velice protahlé znacime
jako vlakna, prohnuté jako vibria a spiradlovité¢ zahnutym fikdme spirochety. Dle
usporddani pak délime bakterie na diplokoky, coz je dvojice koktl, dale na koky
Vv fetizcich, to vznika, pokud se koky d€li ve stejné roviné a utvareji fetizky po tfech az
dvaceti kocich. Koky dé€lené ve dvou rovinach a vyskytuji se ve ¢tveficich, zna¢ime jako
tetrady. Pokud je uspotfadani nepravidelné, dochézi k takzvanym shluktim. Na rozdil od
kokt se tyCinky vyskytuji spise jednotlivé, ve vzacnych ptipadech po dvojicich tak zvané

diplobacily, nebo v kratkych fetizcich jako streptobacily.

Dalsi hlavni skupinou klasifikace bakterii je rozdé€leni bakterii podle Gramova
barveni. Vysledkem tohoto barveni Ize zjistit mnoho vlastnosti mikroba. Obarveni zalezi
na stavbé bakteridlni stény a na schopnosti udrZeni barviva za G¢inku acetonu. Bakterie
dle tohoto barveni délime na gram pozitivni a gram negativni. G+ bakterie se barvi modfe,
zatimco G- bakterie ¢ervené. Je to proto, Ze sténa gram negativnich bakterii obsahuji vice

lipida.

Ttetim dulezitym rozd€lenim je dle vztahu bakterii ke kysliku. Prvni skupinou jsou
aerobni bakterie, které kyslik ke svému riistu potiebuji. Dale méme anaerobni bakterie,
ty rostou pouze bez pritomnosti kysliku, ktery je pro né toxicky. Jako dal§i zname
fakultativn€ anaerobni druhy bakterii, tyto bakterie dokaZzi rist bez ptitomnosti kysliku,
ale 1épe se jim dafi v prosttedi, které kyslik obsahuje. Déle rozezndvame mikroaerofilni
a kapnofilni bakterie. Mikroaerofilni bakterie rostou nejlépe v prostiedi, které obsahuje
mensi mnozstvi kysliku nez je v atmosféfe a kapnofilni bakterie maji schopnost ristu

pouze v atmosféfe, kde je vet§i mira oxidu uhli¢itého.

Nejcastéjsi bakteridlni ptiivodce infekci krevniho fecisté jsem se rozhodla rozd€lit do

skupin kokt a ty¢inek na zéklad¢ barveni dle Grama (26, 28).
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1.6.1 Gram pozitivni koky

1.6.1.1 Streptokoky

Rod Streptococcus ma jak patogeny, tak i bakterie, které jsou soucasti bézné
mikroflory, naptiklad v duting ustni, nebo hornich dychacich cestach. Jsou to koky, které
se nejcastéji vyskytuji bud’ v fetizcich, nebo jako diplokoky. Miizeme je rozdélit jeste

podle typu hemolyzy a to na alfa, beta a gama hemolytické.

1.6.1.1.1 Streptococcus agalactiae

Jedna se o Beta hemolytického streptokoka, je zndm jako b&zna mikroflora na
mandlich, pochvé nebo v dychacim ustroji. Je to vSak velmi nebezpecny patogen u
novorozencl a t¢hotnych Zen, je to totiz nejznaméj$i pilivodce novorozeneckych
meningitid, sepsi a pneumonii. Umrtnost pii nikaze se pohybuje kolem 5 — 10 %.
Nebezpeci nastava pii porodu, kdy mize dojit k nakaze pii pruchodu porodnimi cestami.
Onemocnéni mize probihat dvéma typy - Casnym a pozdnim. Pfi Castych infekcich se
pfiznaky projevuji do nékolika dni a k ndkaze dochazi vétSinou pii porodu. Zatimco
infekce pozdni se daji zpozorovat po vétsinu ptipadii az koncem prvniho mésice zivota

kojence a k nakaze dochazi ¢asto uz po porodu.

1.6.1.1.2 Streptococcus pyogenes

Jednd se o Beta hemolyticky streptokok a fadime ho do skupiny fakultativnich
anaerobil. Pro ¢lovéka je tento kok primarné patogenni. Je pivodcem infekci hnisavého
charakteru dychaciho systému ¢i kiiZe, zptisobuje onemocnéni jako je naptiklad angina,
rize ¢i spala. Dale muzZe zpisobovat takzvané pozdni sterilni komplikace jako

revmatickou horecku (onemocnéni vznikajici do mésice po streptokokové nelécené

28



angin¢, mize pfi ni dochazet k postizeni srdce, centralni nervové soustavy, kloubtt), nebo
glomerulonefritidu. Po diagnostice streptokoka pyogenes je dulezité zahajit

antibiotikovou terapii, nejcastéji penicilinem.

1.6.1.1.3 Streptococcus pneumoniae

Takzvany pneumokok je alfa hemolyticky viridujici kok lancetovitého tvaru.
Pneumokoky kolonizuji sliznice hornich dychacich cest, jedna se o piivodce pneumonie,
ktera je velmi Castym infekénim onemocnénim a je velmi nebezpe¢na piedev§im u
kojenct a lidi diichodového veku, u téchto osob totiz mize pneumokokova pneumonie
konc¢it smrti. Je pivodcem 1 dalSich onemocnéni jako je zanét stfedniho ucha, nebo
meningitidy. Streptococcus pneumoniae je nebezpecny pro malé déti, hlavné z divodu

toho, ze imunita proti tomuto patogenu se tvoii az kolem dvou let véku.

1.6.1.1.4 Ostatni streptokoky

Zname nekolik desitek druht streptokokl, vétsSinou jsou soucasti bézné mikroflory a
to vétsinou v duting Gstni, mohou vsak za riznych okolnosti (vétSinou zakroky v dutiné
ustni jako je vytrzeni zubu, nebo poruseni dasn€) vyvoladvat endokarditidy, nebo
prechodné bakteriémie. Zastupce této skupiny je tieba Streptococcus oralis,

Streptococcus sanguis, Streptococcus mutans atd. (2, 13, 26, 27).

1.6.1.2 Rod Staphylococcus

Jako dalsi gram pozitivni koky zptsobujici bakteriémii jsou stafylokoky, jsou to
neopouzdiené koky vétSinou se vyskytujicich ve shlucich, jsou to velmi odolné bakterie
o velikosti kolem jednoho mikrometru. Jejich rozdéleni spoc¢iva ve schopnosti koagulace
plasmy a to bud’ negativné, nebo pozitivne¢, délime je tedy koaguldza negativni a

koaguléza pozitivni stafylokoky.
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1.6.1.2.1 Koagulaza pozitivni stafylokoky

[ 24

Mezi nejdilezitéjSiho zastupce koaguldza pozitivnich stafylokokll patii
Staphylococcus aureus — tak zvany zlaty stafylokok. Je to velmi Casty lidsky patogen,
ktery ptiblizn€ v jedné tietin€ osidluje kiizi nebo nos u lidi bez jakychkoliv komplikaci,
pii pfemnozeni zazina zpiisobovat malé kozni potize, pii poruseni kozni bariéry se vSak
zacina projevovat jeho patogenita. Jedna se o pivodce zpusobujicich infekci hlavné po
urazech, operacich, pfi nedostate¢né imunit¢ nebo pii zavedeni katetru. Zpusobuje
infekce kiize po poranénich, pfes zanéty organu az po velmi zdvaznou sepsi. Paklize se
S. aureus dostane do krve, dojde k zanétu, infekci a v okoli ran dochazi k hnisani. Jako
terapii volime bud’ antibiotickou lécbu, nebo chirurgicky zakrok. Velké mnozstvi
stafylokokt je ovSem dnes rezistentni na penicilin, musime pii 1é€bé tedy zvolit jinou
antibiotickou latku nejcastéji oxacilin. Jsou ovSem objeveny i kmeny které maji na

oxacilin také vybudovanou odolnost, znacime je jako MRSA.

1.6.1.2.2 MRSA - Meticilin-rezistentni kmeny Staphylococcus aureus.

Je to Casty piivodce nozokomidlnich nédkaz a jedna se o skute¢né nebezpecny kmen
stafylokoka. Tento kmen je rezistentni mimo penicilinu a oxacilinu i k velké skuping
antibiotik skupiny Beta-laktamt. Pii nakaze kmenem MRSA je s jeho rezistenci
K antibiotikim tedy velmi obtizna a slozitd terapie. Pacienti s touto nakazou byvaji
vV nemocnicich hospitalizovany na oddélenych luzkach a je tfeba dbat na vysokou uroven

hygieny, aby nedochézelo k Sifeni této nakazy (10).

1.6.1.2.3 Koagulaza negativni stafylokoky
Tato skupina stafylokoki je po vétSinu ptipadi béZné osidlujici flora kiize a sliznic.

NejcCastéji izolovanymi rody jsou bakterie vyskytujici se ve shlucich jako je

Staphylococcus epidermis, S. haemolyticus, S. hominis. Pfi patogenité jsou to dalsi

30



puvodci nozokomialnich nakaz u oslabenych jedincd, ¢asto v souvislosti s umélymi
materidly jako jsou kloubni protézy, chlopenni ndhrady nebo nitrozilni kanyly. Na téchto
materidlech jsou schopny vytvofit tenkou vrstvu mikrobl (biofilm) a tim zpiisobovat
infekci krevniho fecisté. Dale také zptisobuji infekce ran. Zachyt téchto stafylokokt je
tieba posuzovat velmi opatrn€, mize se totiz stat, Ze nalezeny kmen byl nalezen jen diky

tomu, ze doslo ke kontaminaci ktize. Nejednalo by se tedy o sepsi.

1.6.1.3 Rod Enterococcus

Enterokoky jsou fakultativné anaerobni protahlé koky v kratkych fetizcich, které jsou
normalni soucasti stfevni mikroflory — po vétSinou se vyskytuji v tlustém stievé.
Enterokoky zptsobuji infekce mocovych cest, endokarditidy, infekce operacnich ran,
gynekologické zanéty a jsou také dilezitymi pivodci nozokomialnich nékaz, hlavné u
pacientu dlouhodobé¢ pobyvajicich v hospitalizacnim zatizeni. Po proniknuti enterokoka
do krevniho fecist¢ se mulze projevit enterokokova sepse. Mezi nejCastéjsi zdstupce
fadime Enterococcus faecalis, ktery vyvolava infekci z vet$i ¢asti piipadt az v 90 % a
Enterococcus faecium. Tyto dva hlavni zastupci od sebe lze rozlisit pomoci testu Stépeni
arabinozy. Jsou to bakterie velmi odolné k vnéjSimu prostiedi a jejich kultivace neni ptili§

naroc¢na (2, 13, 26, 27)

1.6.2 Gram negativni koky

1.6.2.1 Neisseria meningitidis

Je to jediny druh rodu Neisseria zpisobujici infekei krevniho feciste. Jde o primarni
patogen pro ¢lovéka a o plivodce meningitidy — fik4 se ji proto meningokok. Pribéh
meningitid je velice rychly, protoZe toto onemocnéni propuka béhem nékolika hodin.

Ptiznaky jsou stejné jako u sepse, ktera mize byt doprovazena zvracenim, fleky na kizi,
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horeckou, bolesti hlavy svalti a kloubt, kieCemi a nadmérnou spavosti. Pokud sepse
piejde do tézsi faze, velmi rychle se poté rozvine do septického Soku a ten vede
k ledvinovému selhani a selhani dychaciho tustroji. Jde to Zivot ohrozujici onemocnéni.
komplikaci je vznik DIC. Na meningokokové infekce existuje o¢kovani, jejich vyskyt se

tedy v posledni dob¢ podaftilo snizit (13, 28)

1.6.3 Gram pozitivni ty¢ky

1.6.3.1 Listeria monocytogenes

Je to gram pozitivni, fakultativné anaerobni kratka tycinka, ktera kolonizuje travici
trakt ¢loveéka. Je kultivaéné nendrocna a pieziva i v extrémnich podminkach. K nakaze
dochazi vétSinou z kontaminovanych potravin, jako je nepasterizované mléko. Velké
riziko predstavuje pro gravidni Zeny a novorozence. U nosicek déti mize diky této
bakterii dojit k potratu plodu, nebo k porozeni mrtvého ditéte. U novorozenci pak dochazi
K sepsi nebo meningitidé. U dospélych jedinct je tato infekce vzacna, nebo je pii spravné
funkci imunitniho systému doprovazena pouze mirnymi ptiznaky. Jako vhodna terapie

pii listerioze je nasazeni penicilinu.

1.6.3.2 Rod Bacillus

Jedna se o rovné aerobni nebo fakultativné anaerobni ty¢inky tak zvané bacily.
Bakterie toho rodu dokazi produkovat antibiotické latky. Jako patogenni druhy jsou brany
Bacillus anthracis jako puvodce antraxu a Bacillus cereus jako pivodce enterotoxikozy.
Maji 1 klidové stadium (spory), ve kterém jsou schopny piezivat i po n€kolik let. Pfi
nalezu v hemokultufe je vSak dobré zvazit, zda-li se nejednd o kontaminaci. Terapii je

nasazeni vysoké davky penicilinu.
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1.6.3.3 Rod Corynebacterium

Jde o aerobni nebo fakultativné anaerobni palisadové uspotfadané tyCinky. Jako dva
zastupce tohoto rodu bereme Corynebacterium diphtheriae, lidsky patogen, ktery je
pivodcem zaskrtu (proti zaskrtu je v Ceské republice zavedeno povinné ockovani) a
Corynebacterium jeikeium, ktery je pravé oportunnim ptivodcem vyvolavajicim sepsi a
endokarditidu, zpravidla ale jen u osob s oslabenou imunitou zvlasté po

kardiochirurgickych zékrocich. Casto se jedna o nakazu nozokomialniho ptivodu (13, 26).

1.6.4 Gram negativni tycky

1.6.4.1 Celed’ Enterobacteriaceae

Jde o Celed fakultativné anaerobnich nesporotvornych tycinek, vétsina z nich je
bézné se vyskytujici bakterie lidského stieva a je brana jako soucést ptirozené mikroflory
¢lovéka, nékteré jsou ale oportunné patogenni a zptisobuji infekce u imunitné oslabenych
jedinct, za to nékteré jsou tvirci az smrtelnych onemocnéni. Tato Celed’ je obsazena
nékolika desitkami rodii, mezi nejznaméjsi rody z ¢eledi Enterobacteriaceae, kterym se

budeme nize vénovat, a jsou spjati s infekci krevniho fecisté, fadime:

e Rod Salmonella

e Rod Escherichia
e Rod Enterobacter
e Rod Klebsiella

e Rod Proteus

1.6.4.1.1 Rod Salmonella

Gram negativni Enterobacteriaceae bakterie, zptisobuji onemocnéni jak u lidi, tak

o 24
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bongori. Do téla hostitele pronika z kontaminované potravy nejcastéji malou tepelnou
upravou, protoze tyto bakterie by méla znicit teplota nad 70°C, vajec ¢i masa. Mnozi se
V tenkém stfeve a pii tom produkuji toxicke latky, které se nasledné dostavaji do krevniho
obéhu. Mize dojit az k salmoneldézové sepsi, organové infekci ¢i endokarditid€.
Onemocnéni mize probihat také bez symptomil a to v ptipad¢, kdy se tato bakterie usidli
ve zluéniku, odtud se vSak dostane do stolice a miize dojit k nakaze dalSich jedincii. Jako

vhodnou terapii volime antibiotika napt. ampicilin.

1.6.4.1.2 Rod Escherichia

Mezi nejbéznéjsi zastupce tohoto rodu fadime spory netvorici ty¢inku Escherichiu
coli, ktera je ovSem za normalnich podminek soucéasti bézné stfevni mikroflory ¢lovéka
a udrzuje jeji rovnovazny stav, syntetizuje zde vitaminy K a B a brani také rozsifeni
ostatnich patogenii. N¢které serotypy vSak mohou vyvolavat onemocnéni a to
Enteropatogenni — novorozenecké prijmy. Enteroinvazivni — pronikaji do stfev
epitelidlnich bunék a projevuji se zvracenim, prijmy a horeckou. Enterohemorragické —
tento serotyp vyvolava krvavé prijmy a Enterotoxické — produkuji enterotoxiny a
zpusobuji cestovatelské prijmy. Dale také mulze napadat mocové cesty a rany.
Escherichia coli ¢asto zptisobuje nozokomialni infekce a je téz plivodcem bakteriémie.

Jako 1é¢bu opét volime nasazeni antibiotik.

1.6.4.1.3 Rod Enterobacter

Enterobakter je znama jako dal$i opouzdiena a pohybujici se bakterie, kterd se bézné
nachazi v lidském stievé. Jejich patogenita je pomérné nizka, ale nékteré kmeny této
bakterie jsou oportunné patogenni a nejcastéji infikuji mocové a dychaci ustroji a to
hlavné jako nozokomidlni ndkazy. Nékdy ale mohou zptisobit i meningitidu a sepsi. Jako
zname zastupce tohoto rodu lze uvést napiiklad Enterobacter cloacae, Enterobacter

species ¢i Enterobacter aerogenes.
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1.6.4.1.4 Rod Klebsiella

Jedna se o polysacharidové opouzdienou nepohybujici se tycku. Tato bakterie se jako
soucast bézné flory vyskytuje v travicim traktu, dutin€ Gstni. Mezi nejcastéjsi zastupce
fadime Klebsiellu pneumoniae a Klebsiellu oxytoca. Jsou to bakterie, které mohou za
uréitych podminek zpisobovat infekce jako je pneumonie, uroinfekce a také jako
nemocni¢ni ndkaza zplusobuji septicky stav a to vétSinou na oddélenich jednotky
intenzivni péCe. Jsou také hodné rizikové pro novorozence, u kterych je ptivodcem

hnisavé meningitidy.

1.6.4.1.5 Rod Proteus

Tento rod tvarové rozmanitych bakterii se vyskytuje jako bézna flora v tlustém
stieveé. Jeho nejznaméj$imi zastupci jsou Proteus mirabilis a Proteus vulgaris. Jeho
patogenita se projevuje nevice pii vniku do mocovych cest, k tomu vétSinou dochézi u
delsi dobu katetrizovanych pacientu. Kontaminuji oteviené rany a mohou zpusobovat
také zanéty stfedniho ucha, vétSinou u novorozenych déti a oslabenych pacienti.

Charakteristicky je pro n&j plazivy rust. Jsou dobfe citlivé k antibiotikdm.

1.6.4.2 Rod Campylobacter

Tento rod tvofi pohyblivé, mikroaerofilni, gram negativni bakterie v zakiiveném
Campylobacter jejuni, ktery méa schopnost pronikat hlenem stfeva. Radime ho mezi vazny
lidsky patogen. Jeho pfenos je bud’to kontaminovanou potravou, vodou, mlékem nebo
pfimou cestou pienosu ze Clovéka na Cloveka. Jedna se o nejcastéjSiho piivodce prijmu
bakterialniho pivodu v Ceské republice, které za normalni podminek do nékolika dnii

zmizi a jedinym rizikem miiZe byt dehydratace, u déti vSak pribéh mize byt velmi tézky.
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U oslabenych jedincii mohou vyvoldvat meningitidy a septickd onemocnéni. U
prijmovych onemocnéni terapie antibiotiky neni nutnd a 1écba je pouze rehydrataci,
pokud ale dojde k infekci krevniho fe€ité, nasazuji se antibiotika, jako jsou makrolidy a

tetracykliny.

1.6.4.3 Rod Haemophilus

Jde 0 gram negativni, opouzdiené a nepohyblivé tycky, které netvoti spory. Jejich
vztah ke kysliku je fakultativné anaerobni nebo aerobni. NejvyznamnéjSim zastupcem
tohoto rodu je Haemophilus influenzae, ktery tvoii polysacharidové pouzdro, dle jehoz
antigenu rozeznavame jesté serotypy A — F, nejvice patogenni je typ B. Patogenni kmeny
této bakterie zpisobuji hnisavé zanéty dychacich cest, zanét spojivek, meningitidy a
nasledné mohou zpusobit i sepsi. K ptenosu této bakterie dochazi kapénkovou cestou a
Casto tyto infekce vznikaji jako komplikace chiipky. Dal§imi zastupci jsou Haemophilus
parainfluenzae nebo Haemophilus ducreyi. Jako prevence existuje ockovaci latka
(hexavakcina) a jako vhodnou terapii bereme antibiotika napiiklad ampicilin, nebo

chloramfenikol.

1.6.4.4 Rod Pseudomonas

Aerobni pohyblivé bakterie ve tvaru rovnych tycek, které netvoii spory. NejcastéjSim
patogenem je Pseudomonas aeruginosa, ten vyvolava onemocnéni vétsinou u osob se
sniZzenou imunitou a je také vyznamny puvodce nozokomialnich nékaz, kontaminuje
katetry ¢i dychaci pfistroje. Vyvolava onemocnéni jako je zanét mocovych cest,
dychaciho Ustroji nebo stfedniho ucha a také zptisobuje zavazné komplikace u popélenin,
zde dochazi velmi rychle k rozvoji sepse s vysokou mortalitou. Je také velmi nebezpecny
pro novorozence, u kterych zptisobuje infekce oka a zanéty kostni diené. K terapii je tieba

kombinovat alespon dvé antibiotické latky (2, 13, 26, 27, 29).
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1.6.5 Kbvasinkovi ptivodci

Jsou to jednobunécné organismy, které fadime do tfidy hub. Nékteré kvasinky jsou
béznou casti flory dutiny Gstni, pochvy a stfeva. NejCastéjsim zastupcem kvasinek je
bakterie Candida albicans, u lidi se sniZenou schopnosti imunitniho systému zpusobuje
ustni a genitalni infekce. Pfi pfemnoZzeni této bakterie nad normu mikrobidlni flory
(vétSinou pii pouzivani antibiotik) miize dojit ke kandidoze (druh mykodzy). U déti
zpusobuje nemoc zvanou mouc¢nivka. Pfi pfemnozeni se mohou vyskytnout i v krevnim
reCisti, kde vyvolaji sepsi a v genitaliich. Sepse zptisobené kvasinkami nejsou piilis Casté,
znadi se vSak vysokou imrtnosti. K nartstu kvasinkovych infekci dochazi zejména u HIV

pozitivnich pacientti. Jako terapii volime antimykotika (26, 27)

1.7 Vyskyt Bakterialnich pivodci infekci krevného recisté

V soucasné dobé se ve vyspélych zemich nejcastéji jako ptivodcei infekci krevniho
feCisté projevuji kmeny Staphylococcus aureus, koagulaza - negativni stafylokoky a
enterokoky. Kmeny koaguldza — negativnich stafylokokl zptisobuji vice nez tfetinu vSech
infekci krevného tecisté (36%) dale pak Staphylococcus aureus (16%) a enterokoky
(13%). Nejcastéjsi jsou vSak u nedonosenych déti, malych déti a hematoonkologickych
pacientd. Gram negativni ptivodci jsou také velmi nebezpecné, znaci se tim, ze maji
Castéj$i rozvoj v sepsi, vysokou iimrtnost a moznost vzniku endotoxinové reakce. Gram
negativni bakterie vétSinou rozvijeji sepsi u pacientil s umélou plicni ventilaci a infekci
mocovych a dychacich cest. Mezi nejcastéjsi piivodce patii Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter species. Jako nejéastéjsi ptivodce
katétrovych infekci jsou brany Staphylococcus aureus, kvasinky, enterobakterie a

Pseudomonas aeruginosa.
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1.7.1 Infekce krevniho recisté u déti

V poslednich letech se piivod bakteriémii zménil a to hlavné z diivodu ockovani proti
Haemophilus influenzae typu B. Na druhou stranu se bohuzel zvysil vyskyt systémovych
nozokomialnich infekci. Nejcastéjsimi patogeny bakteriémii u déti je Neisseria
meningitidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae a Escherichia coli. U
novorozenci jde pak o puvodce Streptococcus agalactiae, koagulazanegativni
stafylokoky a Escherichia coli (7, 14).
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2 Cile prace

Cilem této préace bylo osvojeni si laboratorni metodiku automatizovaného vysetfeni
v Nemocnici Ceské Budgjovice a.s. a manualniho vysetieni hemokultur v laboratoii

Stafila, jejich nasledné porovnani a interpretace vysledk.
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3 Metodika

3.1 Preanalyticka ¢ast vySetieni

3.1.1 Odbér vzorku

vvvvvv

které ovliviiuji celou naslednou laboratorni diagnostiku.
Odbér krve provadi bud’to 1ékat nebo sestra vétSinou pii horeckach neznamého pivodu.
Nejdulezitéjsi je asepticky odbér z venepunkéniho mista nehledé na arteridlni nebo
venozni krev. Pokud bych lahvicku kontaminovala, mize dojit k faleSn¢ pozitivnimu
vysledku. Pfed odbérem jsem také provedla stér z kiize z mista vpichu, ktery potom mohu
porovnat s vysledkem, jestlize bych méla podezieni na faleSnou pozitivitu. Odbér se
provadi pokud mozno co nejdiive po ndstupu prvnich ptiznakd a pfed zahajenim
antibiotické 1é¢by. Pokud uZ je 1é¢ba antibiotiky zahajena, bylo nutno odbér provést pied
Krev jsem nejdiive odebrala do sterilni stiikacky a az poté aplikovala 10 ml do
kultivacnich lahvicek s tekutym kultivacnim mediem a to do lahvicek Biomerix
aerobnich a anaerobnich, jejich zitka je samoziejmé& dezinfikovana také (70%
izopropylalkoholem). Pro automatické vysetieni v Nemocnici Ceské Budgjovice a.s. a
také do lahvicky Oxoid signal pro vySetifeni hemokultury v laboratofi Stafila. Pokud bych
méla vakuovou soupravu, lze odbér provést pfimo do hemokultivac¢ni lahvicky, bez
prvotniho pouZiti injekéni stiikacky. U dospélych jsem odebirala 2 lahvicky BioMérieux
a celkovy objem odebrané krve je 10 ml. U novorozencii se odebira 1-2 ml krve a u déti
do 13-ti let 3-5 ml krve do pediatrické lahvicky. U lahvi¢ek Oxoid signal odebirame krev

pouze pro jednu kultivacni lahvicku a to 5 ml.
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3.2

3.1.2 Transport vzorku

Po tom co jsem odebranou krev aplikovala do lahvicek je nutny rychly transport
lahvicek do laboratofe a s nim 1 stér z klize z mista vpichu, musi byt v co nejmensi ¢asové
prodlevé po odbéru, protoze k pomnozovani bakterii dochazi ihned po smichani krve
s médiem v lahvicce. Pokud se transport z néjakého divodu zpozdi, mély by lahvicky
zUstat pti pokojové teploté (15 — 25°C), nikoli dany do ledni¢ky. Vzhledem k tomu, ze
jsem 70% vzorkl sama odebirala, byla tato podminka splnéna. Po doruceni do laboratoie
a vloZzenim do inkubdatora jsem zkontrolovala lahvicky, kdyz vykazovaly znamky rtstu,
ihned jsem jejich obsah vyockovala na pudy. Kazda lahvicka také musi obsahovat svou
pravodku. Ta obsahuje vSechny udaje pacienta i jeho 1ékare, pozadavky na vySetfeni,
klinické udaje a také velmi dulezité datum a cas odbéru. Lahvicka s krvi musi byt
oznacena jménem pacienta, jeho rodnym c¢islem a zasilatelem. Priivodka se vzorkem se

samoziejmé musi shodovat.

r wr

Analyticka ¢ast vySetieni

3.2.1 Automatizované zpracovani pristrojem BacT/ALERT 3D

Lahvicky s krvi jsem pouze vlozila do otvorh v pfistroji BacT/ALERT. Ten sam do
druhého dne rozpoznal pozitivni lahvi¢ky a signalizoval je. Negativni lahvicky se

Vv piistroji kultivovaly po dobu 7 dnii a poté byly zlikvidovany.

Obsah lahvicek piijatych v nemocnici je o¢kovan na ptidy podle toho, o jaké lahvicky
se jedna. Modr4, zelend a Zlutd lahvicka jsou ockovany na Endovu piidu a krevni agar,
ktery je dan do COsz. Fialova a oranZov4a lahvicka jsou ockovany na Endovu ptidu, krevni
agar a navic na Schaedlerovu ptdu. Ve vSech pozitivnich ptipadech je jesté udélan

mikroskopicky preparat a vsttiknuti materidlu do pomnoZovaciho bujonu.
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3.2.1.1 Pripraveni mikroskopického preparatu:

Z pozitivni hemokultivacni lahvicky je tfeba pro piimy prikaz bakterii provést

mikroskopicky preparat, ktery umoznuje rozlisit bakterie dle typu bunééné stény

S hemokulturou jsem pracovala jako s infekénim materidlem, takze jsem jeji
zpracovani provadéla v laminarnim (odsavacim) boxu s ochrannymi pomutckami.
Nejdiive jsem vicko lahvi¢ky vydezinfikovala 70% izopropylalkoholem a pockala do
zaschnuti. Pfipravila jsem si ¢isté mikroskopické sklicko, které jsem si nadepsala Cislem
lahvicky. Nasledné jsem pro odvzdusnéni hemokultury propichla gumové vicko jehlou a
pockala na nik plynu. Po odvzdu$néni jsem nasadila na jehlu injek¢ni stiikacku a poté
lahvicku s injekei pomalu otocila tak, aby konec jehly byl ponofen v kapaling. Pak jsem
trochu tekutiny odséla a kapla jednu kapku na pfipravené sklicko a sterilni klickou
provedla jemny natér. Sklicko s natérem jsem nechala zaschnout a poté zafixovala teplem
(protahla jsem sklicko n€kolikrat nad plamenem) pro usmrceni a pfichyceni bakterii bez
toho, aby doSlo k jejich poskozeni. Zafixované sklicko jsem poté musela pro

mikroskopické rozliSeni G+ a G- bakterii obarvit dle Grama.

3.2.1.1.1 Barveni dle Grama:

1) Preparat jsem pielila Krystalovou violeti a nechala 20 sekund pusobit.
Krystalova violet’ je kyselé barvivo, mélo by se tedy navéazat na kyselé skupiny
bakterii.

2) Preparat s violeti jsem slila Lugolovym roztokem a nechala ho dale ptisobit
po 20 sekund. Jod z roztoku se poji s barvivem a vytvoti precipitat.

3) Preparat jsem nasledné odbarvila acetonem a poté oplachla vodou. Aceton
prostoupi bunécnou sténou G- bakterii a rozpusti a vyplavi precipitat
z ptedesiého barveni. U bakterii G+ prostupuje aceton znatelné pomaleji. G+

bakterie tedy ziistanou na rozdil od G- obarvené.
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4) Omyty preparat jsem nasledné¢ obarvila 30 — 60 sekund Karbolfuchsinem.
Toto dobarveni dodda G+ bakteriim modrofialovou barvu. U G- bakterii se
acetonem odbarvené bakterie dobarvi Karbolfuchsinem do ¢ervena.

5) Nakonec jsem preparat jesté oplachla vodou a osusila.

6) Zhotoveny preparat prohlizi 1ékai pod objektivem s imerzi. Nalez se ihned
hlasi oSetiujicimu lékafi.

V Nemocnici Ceské Budgjovice a.s. je k barveni pouZivan piistroj automaticky.

Barveni dle Grama nam pomaha urcit dalsi postup vysetfovani.

3.2.1.2 Rozockovani vzorku na pomnoZovaci pidy po vyjmuti z pFistroje
BacT/ALERT

Pro rozockovani krve jsem si nejdiive popsala plotny, které jsem potfebovala stejnym
Cislem jako ma hemokultiva¢ni lahvicka. Pro rozockovani krve na pevné pudy jsem
pouzila krev z injekéni stiikacky, kterou jsem nabrala jiz pfi zhotovovani
mikroskopického preparatu. Z injekéni stiikacky jsem tentokrat képla krev na jiz
pfipravené a nadepsané pomnozovaci pudy. Poté jsem jehlu vyhodila do odpadniho

kontejneru urc¢eného pro ostré predméty.

Z aplikované kapky jsem pak sterilni bakteriologickou klickou rychlymi
rovnobéZznymi pohyby udélala inokulum pfiblizné do jedné tfetiny pevné pudy.
Bakteriologickou kli¢ku jsem potom vymeénila, nebo vyZihala a tahla dalsi jednu az dvé
¢ary kolmo z inokula téméf ke kraji misky, pod vedenou ¢aru jsem udé€lala jesté par Car
pfiblizné do tfetiny pudy, tak aby uZ se inokula nedotykaly. Otocila jsem si kli¢ku a ptes
jiz vyockované Cary vedla dalsi ¢aru a pod ni dalsi tak, aby se jiZ nedotykaly taht
vedenych z inokula. Nasledné jsem si opét vzala sterilni bakteriologickou klicku a tento
postup opakovala jesté jednou. Timto zplisobem ockovani bych méla snadno dosahnout

jednotlivych kolonii.
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Obr. 4 —rozockovani-Pod ¢islem 1 je znazornéno inokulum.

3.2.2 Manualni zpracovani hemokultur

Krev jsem odebirala do hemokultiva¢nich lahvicek Oxoid Signal s kultivaénim
mediem. Lahvic¢ku jsem promichala a vydezinfikovala jeji zatku. Poté jsem ze sterilniho
obalu vyjmula signalni systém, ujistila se, Ze je pevné spojen a odstranila z jehly kryt.
Nasledné jsem na lahvicku asepticky signalni systém nasadila a to tak, Ze jsem jehlu
protladila zatkou nejdale, jak to jde. Poté jsem zasunula zelenou manzetu indikatoru ristu,
neZ Uplné uzaviela vicko lahvicky. Lahvicku se signalnim systémem jsem poté vlozila do
termostatu a nékolikrat za den protiepala a prohlizela. Pokud jsem shledala lahvicku
pozitivni, thned jsem jeji obsah vyockovala na kultivacni pidy krevni agar, Schaedlertiv
agar a sklicko na mikroskopii. Lahvicky, co nebyly hodnoceny, jako pozitivni jsem
nechala 7 dni pti 37 °C kultivovat v termostatu a obcas je razné protiepala. Pozitivitu

rozeznam dle vystoupani kapaliny do indikatoru.
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3.2.2.1 Rozockovani vzorku na pomnoZovaci piidy po manualnim vySetieni:

Pokud je v nasazeném aplikatoru na hemokultivacni lahvicce nasata tekutina,
znamena to, ze je hemokultura pozitivni. Je tedy tfeba ji opét dale zpracovavat. Opét jsem
pracovala v laminarnim boxu. Rozdil je v tom, Ze jsem tekutinu nemusela nasavat do
injek¢ni stiikacky, jelikoz je jiz vystoupand v aplikatoru, tudiz k ni po otevieni mame
volny pfistup. Odsroubovala jsem tedy vicko a do kapaliny ponofila deseti mikrolitrovou
klicku, tak aby v otvoru byla kapalina. Touto klickou jsem udélala inokulum a
rozockovala péti mikrolitrovou klickou na krevni a Schaedleriv agar stejnym postupem,

jaky byl uveden u automatizovaného zpracovani.

3.2.3 Negativni hemokultury

Pokud jsem po 7 dnech lahvi¢ku nevyhodnotila jako pozitivni, brala jsem ji jako
negativni a vysledek jsme zaznamenali do LIS. Material jsem dale nezpracovavala a
lahvicku jsem vyhodila do kontejneru pro infekéni odpad. Zpravu o negativité jsme

zaslali 1ékafi.

3.2.4 Dourcovani druhu bakterie z pozitivnich vzorku

U pozitivnich hemokultur je tfeba pro stanoveni bakteridlniho patogenu provést dalsi
do urcujici vySetfeni. Proto jsem po kultivaci a mikroskopii z manudlni pozitivni
hemokultury provadéla fadu dalSich testu a to vzdy podle podezieni na bakterii, které

jsem ziskala z nalezu v mikroskopickém preparatu a vzhledu kolonii narostlych na ptade¢.
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4 Vysledky

4.1 Prvni pozitivni hemokultura

V prvni pozitivni hemokultufe jsem na mikroskopickém preparatu po barveni dle
Grama nalezla gram pozitivni koky v fetizcich. Na Schaedlerové pude a krevnim agaru
byly narostlé drobné kolonie zlutozelené barvy. Usoudili jsme tedy, Ze se bude jednat o

bakterie rodu Streptococcus. Aby se nas tisudek potvrdil a mohla jsem ur¢it, o jaky druh

streptokoka se jedna, bylo tfeba provést dalsi dorucujici testy.

,

Obr. 5 — narist kolonii na krevnim agaru

4.1.1 Test rozpustnosti ve Zlu¢i

Test je uréeny k rychlému rozliSeni Streptococcus pneumoniae a viridujicich
streptokoktl. Tento test stoji na principu rozpustnosti kolonii Streptococcus pneumoniae
v deoxycholatu sodném, viridujici streptokoky se pii pisobeni deoxycholatu sodného

nijak nepozméni.

Tento test jsem provadéla tak, ze jsem do dvou nadepsanych zkumavek dala 0,5 ml
fyziologického roztoku. Sterilni klickou jsem nabrala narostlé kolonie a vyklepala klicku

do zkumavek s fyziologickym roztokem tak, aby zakal ve zkumavkach byl 1,5
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McFarlanda. Jednu zkumavku jsem zakapala 3 kapkami deoxycholatu sodného, druhou
zkumavku jsem nadepsala jako kontrolni a deoxycholat sodny jsem nepiidavala. Obé

zkumavky jsem poté vlozila do termostatu a inkubovala na 30 minut pii 37°C.

Po ub¢hlych 30-ti minutach jsem zkumavky vyjmula a zkontrolovala zékal. U obou
zkumavek jak u vzorku, tak u kontroly jsem nezpozorovala vyjasnéni zakalu. Vyloucila

jsem tedy, ze by se jednalo o pneumokoka.

Obr. 6 — negativni test rozpustnosti ve zluci

4.1.2 Test Latex aglutinaci

Jako prvni jsem si popsala zkumavku na smichani reagencii se vzorkem a také
testovaci karticku. Do zkumavky jsem kapla 1 kapku reagencie €. 1. Poté jsem
mikrolitrovou klickou nabrala z pidy kolonie a vyklepala je do zkumavky s kapkou. Poté
jsem do této zkumavky nakapala opét jednu kapku, tentokrat reagencie ¢. 2. Zkumavku
jsem proklepala a pfidala do ni jest¢ 5 kapek reagencie €. 3. Zkumavku jsem opét
proklepala a poté jsem kapatkem nanesla jednu kapku této suspenze do kruhu na testovaci
karti¢ce, celkem jsem kapala do Sesti kruhti. Vedle kapky suspenze jsem jesté kapla jednu
kapku latexové suspenze, celkem 6 druhil (A, B, C, D, F, G ). Do sedmého kruhu jsem
smichala kontrolni vzorek ze setu s kapkou latexové suspenze pro kontrolu. Poté vzdy

novou sterilni tyCinkou, ktera je soucasti setu, smichala tyto dvé kapky. Nésledné jsem
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testovaci karticku krouzivymi pohyby naklanéla, aby se smés prelévala a mohlo dojit ke

vzniku aglutinace. Po minut€ jsem pak odecitala vysledek. Nas vzorek aglutinaci netvofil.

~ I
agz%méw} Anpgie

Obr. 7 — testovaci karticka, aglutinace negativni. Kontrola s jemnou aglutinaci.

4.1.3 Optochinovy test

Tento test opét slouzi k rozliSeni S. pneumoniae od viridujicich streptokokd. Pfi
tomto testu jsem sterilni klickou nabrala kolonie narostlé bakterie a jsem naockovala na
krevni agar obvyklym zpisobem. Do stfedu inokula jsem nasledné polozila disk
optochinu a dala inkubovat do druhého dne pti 37 °C. Pokud by se jednalo o pneumokoka,
byla by kolem optochinu zéna inhibice. S. Pneumoniae je totiz na optochin citlivy, tudiz
kolem disku bakterie nerostou. V nasem piipadé byly bakterie k optochinu rezistentni,

tudiz jsme pneumokoka vylou¢ili.

48



Obr. 8 — optochin rezistentni

4.1.4 Citlivost na antibiotika

Dalsim krokem bylo stanoveni citlivosti na antibiotika. Stanovovala jsem citlivost na
pneumokoka a ostatni streptokoky na Muller-Hinton agaru s ptimési krve pomoci
difuzniho diskového testu. Tento test jsem provadéla tak, Ze jsem si klickou nabrala
vyrostlé kolonie bakterii a vytiepala do fyziologického roztoku, aby zakal byl 0,5
McFarlanda. Tento roztok jsem rozlila do ptipravené popsané plotny s agarem, tak aby
se roztok dostal na vSechna mista, a zbytek jsem vylila do infekéniho odpadu. Poté jsem
na naockovanou plotnu narazila pomoci raznic antibiotikové disky a do druhého dne dala
kultivovat pti 37°C vickem dolt. Po inkubaci se zméfi pramér inhibicnich zén a podle

velikosti se ur¢i, zda je kmen bakterie k ur¢itym antibiotikiim citlivy nebo rezistentni
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Obr. 9 — citlivost na antibiotika

4.1.5 E-test

Dal$im testem byl E-test, tento test slouzi ke stanoveni minimdlni inhibi¢ni
koncentrace. Test jsem provadéla stejné jako u diskového testu az po rozliti roztoku na
plotnu. V této fazi jsem misto narazeni diskti polozila doprostied plotny pinzetou prouzek
se stupnici, ktery je napustény stoupajici koncentraci penicilinu a dala ho inkubovat na

37 °C do druhého dne. Pti provedeni tohoto testu vySla MIC 2.

Obr. 10 — E-test - MIC 2
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4.1.6 STREPTOtest 24

Tento test je urcen pro definitivni identifikaci rodu Streptococcus a Enterococcus. Je
to desticka s 24 jamkami (znaCené od 1-3 a H-A) a kazd4 nese jiny biochemicky znak.
Kazetu s jamkami jsem popsala a dalsi krok tohoto testu jsem provadéla tak, Ze jsem si
pfipravila suspenzi z 3 ml fyziologického roztoku a narostlé kultury, aby byl zékal 2-2,2
McFarlanda. Poté jsem vzala mikrolitrovou pipetu a aplikovala jsem 100 mikrolitrii
tohoto roztoku do prvnich fady svislych a prvni fady podélnych jamek (fada 1 a fada H).
Poté jsem pipetou pienesla 1,5 ml z tohoto roztoku do suspenzniho media, které je
soucasti sady STREPTOtest. Tento roztok s mediem jsem nésledné aplikovala do zbylych
jamek (fady G-A + 2 a 3). Nakonec jsem jesté jamky znacené cernym puntikem, v tomto
ptipadé jamky 3H a 3G zakapala parafinovym olejem. Vicko na pfikryti desticky jsem
pred piikrytim jesté vydesinfikovala a desti¢ku jsem vloZila do sacku ze sady a jeho konec
vlozila pod ni, poté jsem dala safek s destickou inkubovat do druhého dne pii 37 °C.
Vysledek jsem zaznamenala do formuléie a odecitala zbarveni podle barevné srovnavaci

stupnice.

Vysledek prvni pozitivni hemokultury jsme podle vysledkl vSech provedenych testil
zhodnoatili, jako ze se jedna o viridujici streptokoky. Tento nalez jsme nasli u dvou

pozitivnich hemokultur.

H TOoOMTmMOoOO®®»

Obr. 11 - STREPTOtest 24
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4.1.7 Tabulka zhodnoceni vysledkii

provedeny test Vysledek testu
mikroskopie G+ koky v fetizcich
test rozpustnosti ve Zluci negativni
optochinovy test negativni
E - test MIC 2
STREPTOtest 24 viridujici streptokoky
vysledek viridujici streptokoky

4.2 Druha pozitivni hemokultura

Pti druhém pozitivnim nalezu jsme zjistili, ze se jednd o gram pozitivni koky
v shlucich, kolonie byly hladké a zlutavé barvy. Usoudili jsme, Ze by se mohlo jednat o

rod Staphylococcus a museli jsme toto domnéni prokazat. Provadéli jsme opét fadu testu.

Obr. 12 Staphylococcus aureus

52



4.2.1 Test hyaluronidasa

Tento test odlisi Stafylokoka aurea od ostatnich kment rodu Staphylococcus. Metodu
jsem provadéla tak, ze jsem na krevni agar ud¢lala tlustou ¢aru streptokoka equi a kolmo
ta tuto ¢aru jsem vedla dalsi ¢aku vykultivované bakterie. V ptipad¢, ze se jedna o S.

aureus, ud¢la se kolem zacatku vedené ¢ary ptilkruhova zona. Na&s test vysel pozitivni.

4.2.2 Test Koagulace

Jako dalsi jsem provadéla test koagulace plazmy, stoji na smichani kolonii s krali¢i
plasmou, pokud dojde ke koagulaci, jedna se o stafylokoky koaguldzapozitivni. Tento test
jsem provadé¢la tak, Ze jsem si na karti¢ku z piipraveného setu dala kapku roztoku, ktery
jiz byl ptipraveny v lahvi¢ce. Poté jsem si sterilni kli¢kou nabrala narostlou kolonii,
kterou jsem v kapce rozmichala. Okamzité jsem zpozorovala aglutinaci. Zjistila jsem

tedy, Ze se jedna o stafylokoka koagulazapozitivniho.

Obr. 13 — vpravo dole miizeme vidét vzniklou aglutinaci
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4.2.3 Test citlivosti

Dale jsem provadéla diskovy diftizni test na citlivost antibiotik. Postup byl naprosto
totozny jako u provadéni prvni citlivosti. Rozdil byl jen v tom, Ze jsem pouzila Miller-
Hinton agar bez ptimési krve. U S. aurea se jesté provadi test, zda se nejedna o kmen
MRSA. Tento test se provadi vyockovanim kolonie na piidu MRSA select, na které roste

pouze tento kmen. Dale se déla citlivost na dalsi fadu antibiotik.

- Obr. 14 - citlivost

4.2.4 STAPHYtest 24

Souprava tohoto testu slouzi k definitivni identifikaci rody Staphylococcus. Jedna se
op¢t o kazetu s 24 jamkami. Desticku s jamkami jsem si opét nejdiive popsala. Poté jsem
si udélal suspenzi z fyziologického roztoku a €isté kultury o zdkalu 2 McFarlanda. Poté
jsem vzala pipetu a do kazdé jamky napipetovala 100 mikrolitrd suspenze. K jamkam H,
G a F v prvnim fadku desticky jsem jesté nakapala 2 kapky parafinového oleje. Poté jsem
vydesinfikovala vicko desticky a vlozila jsem napipetovanou desti¢ku do sacku a konec
opét zahnula pod desticku, aby nedoslo k vyschnuti. Desticku jsem nésledné vlozila do
termostatu a inkubovala pti 37 °C do druhého dne. Vysledek jsem poté hodnotila podle

barevné srovnavaci stupnice, jako zZe se jedna o stafylokoka aurea.
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Obr.15 — vysledek STAPHYtestu 24

4.2.5 Tabulka zhodnoceni vysledkii

provedeny test vysledek testu
mikroskopie G+ koky v hlouccich
test hyaluronidazy pozitivni
Koagulace plazmy pozitivni

STAPHY'test 24

Staphylococcus aureus

vysledek

Staphylococcus aureus
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4.3 MALDI-TOF

V Nemocnici Ceské Bud&jovice a.s. se douréeni druhu bakterie neprovadi manualng,
nybrz metodou MALDI- TOF (MALDI -ionizace laserem za pfitomnosti matrice, TOF —
analyza doby letu). Ptistroj VITEK MS, ktera tuto metodu provadi, umoznuje rychlou
diagnostiku bakterii na zakladé hmotnostni spektrofotometrie. V pfistroji na vzorek
piisobi laserovy paprsek a vzorek spolu s matrici se odpati za vzniku elektrického naboje.
Poté dojde k rozdé€leni ionti ve vakuové trubici podle hmotnosti a doby letu. Vysledek je
prezentovan ve form¢ piku, které jsou obrazem usekt molekul ve vzorku. Spektra jsou
nasledné srovnévana v databdzi a jsou navrzeny druhy bakterii, kterymi mize vzorek byt

a také procentualni pravdépodobnost.

Malé mnozstvi Izolované bakterie z plidy jsem nanesla 1 mikrolitrovou klickou na
tercik testovaci desticky, kterd obsahuje 48 ter¢ikli. Nanesenou vrstvi¢ku na ter¢iku jsem
zakapala 1 mikrolitrem matri¢niho roztoku, ktery urychluje ionizaci bilkovin, rozettela a
nechala zaschnout, poté jsem celou desticku vlozila do pfistroje VITEK MS, ktery

pomoci svého softwaru bakterii identifikoval.

Rozeznani Streptococcus pneumoniae od viridujicich streptokokt je v§ak na tomto
pfistroji obtizné. Musela jsem tedy kmen dourcit stejnymi manudlnimi metodami jaké

jsem provadéla v laboratofi Stafila. Zlatého stafylokoka pfistroj urcil bez potizi.

Obr. 7 — desticka na MALTI-TOF  Obr 8. Ptistroj VITEK MS
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4.4 Nalez pozitivity

V laboratofi Stafila i v bakteriologické laboratoti Nemocnice Ceské Budgjovice a.s.
jsem provedla vysetfeni 20 hemokultur, z nichz 4 byly vyhodnoceny jako pozitivni, coz
odpovida 20 % pozitivity. Krev pro vySetfeni byla odebirana v pediatrické ordinaci a

nasledné transportovana do jiz zminénych laboratofi. Po dobu mé prace v téchto

laboratofich jsem se zamétila na odliSnosti analytického zpracovani.

Tabulka s vysledky vzorki

vzorky Nemocnice C.B. a.s. Laboratoi* Stafila

1 negativni negativni

2 negativni negativni

3 negativni negativni

4 negativni negativni

5 Escherichia coli Escherichia coli

6 negativni negativni

7 negativni negativni

8 viridujici streptokoky viridujici streptokoky
9 negativni negativni

10 negativni negativni

11 negativni negativni

12 viridujici streptokoky viridujici streptokoky
13 negativni negativni

14 negativni negativni

15 negativni negativni

16 negativni negativni

17 negativni negativni

18 Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
19 negativni negativni

20 negativni negativni
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4.4.1 Diagnézy pacientl, kterym byla hemokultura odebrana

1) Kolisajici vysoké teploty

2) Ttidenni zvySené teploty se zvySenou sedimentaci a leukocytdézou

3) Zvysené teploty neznamého ptivodu, leukocytéza posunuta doleva

4) Ctyidenni zvysené teploty kolisavého charakteru, pacient nereagoval na penicilin

5) Urosepse

6) Septické teploty s prikazem pneumonie

7) Zvysené septické teploty, leukocytoza a meningealni piiznaky

8) Zvysené teploty, leukocytoza, zvraceni

9) Infekce mocovych cest, akutni pyelonefritida

10) Infekce mocovych cest se septickym pribéhem

11) Pétidenni teploty, leukocytoza doleva

12) Opakované teploty v prub&hu tii mésict. ZvysSena sedimentace a leukocytdza

13) Zvysené teploty septického charakteru, leukocytoza

14) Infekce mocovych cest se septickym pribéhem

15) Tézka angina spojena s leukocytdzou a zvySenou sedimentaci

16) Infekce mocovych cest s teplotami septického ptivodu

17) Zvysené teploty septického charakteru, leukocytéza doleva. Nereagoval na
antibiotika.

18) Flegmona dolnich koncetin, zvySené teploty a leukocytoza

19) Ctytdenni septické teploty nejasné etiologie, leukocytoza

20) Angina provazena septickymi teplotami, leukocyt6za, nereagoval na antibiotika

U obou dvou laboratornich pracovist' jak u laboratofe Stafila, tak u bakteriologické
laboratofe Nemocnice Ceské Bud&jovice a.s. byly zjistény stejné vysledky. Tedy dvoji

nalez viridujicich streptokokt a jednou byl nalezen Staphylococcus aureus.
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5 Diskuze

Pro ucel mé bakaldiské prace bylo zpracovano 20 vzorkd na dvou rdznych
pracovistich. Krev na hemokultivacni vySetfeni byla odebirana od déti z terénu
z ambulantniho vysSetteni. JelikoZ jsme objevili i1 pozitivni nalezy, je vidét ze 1 v terénu je
hemokultivacni vySetfeni diilezité. Dvakrat jsem nalezla viridujici streptokoky, které vSak
mohou byt brany jako kontaminace, je tedy tfeba pfihlizet ke klinickému stavu. Jednou
byla nalezena Escherichia Coli. Jednou byl nalezen Staphylococcus aureus. Odborna
literatura (4, 15) tvrdi, Ze az z jedné tfetiny zpusobuji bakterialni infekci krevniho fecisté
koagulaza-negativni  stafylokoky a Staphylococcus aureus. Zatimco viridujici
streptokoky zptisobuji infekci krevniho fecisté jen z 2%. Kontaminace pozitivnich nalezt
vSak byla nepravdépodobnd, vzhledem k negativnim vysledkim stérd. I pfi jasnych
klinickych znamkach sepse se ji vSak vzdy nepodafi v hemokultufe prokazat. O ¢emz
jsme se presvéddili i v naSem vyzkumu. Procento pozitivity z jednorazovych odbéri pii

mém zpracovani ¢inilo 20% (7, 9, 14, 15).
5.1 Porovnani zpracovani mikrobiologickych laboratori Stafila a
Nemocnice Ceské Budé&jovice a.s.

V tabulce se vam pokusim pfiblizit rozdily laboratofi ve zpracovani piijaté krve
v hemokultiva¢nich lahvickéch. Je také tfeba zminit, Ze ob¢ laboratofe jsou plné

vybaveny pro zpracovani hemokultiva¢niho vysetieni.
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Tabulka — Rozdily laboratofi

Rozdil

Nemocnice Ceské

Budéjovice a.s.

Laborator Stafila

Hemokultivaéni

lahvicky

V laboratofi nemocnice
pouzivaji pro zpracovani
hemokultur 5 odlisnych druhti
lahvicek, které se od sebe 1isi
barvou zatky, krev se odebira
vzdy po paru lahvicek
(Modrou — fialova, zelena —
oranzova), ktery se sklada
zZ lahvicky na aerobni a
anaerobni kultivaci a déle se
tento par voli dle toho, jestli
pacientovi jiz byla podana
antibiotika ¢i nikoli. Pata zluta
lahvicka je pediatrickd, do
které se odebira krev malych
déti a do které je moZno

odebrat mensi mnozstvi krve.

V laboratofti Stafila pouzivaji
pro hemokultivaci pouze jednu
lahvicku znacky Oxoid signal,
do které¢ jsou odebirany vSechny
krve od pacientd, protoze jeji
medium je vhodné pro

pomnozeni vSech bakterii

Hodnoceni

lahvicek

V bakteriologické laboratofi
Nemocnice Ceské Budgjovice
a.s. se o kultivaci lahvicek
stara pfistroj Bact/ALETR, do
kterého jsou lahvicky vloZeny
a ktery pfipadnou pozitivitu
okamzit¢ detekuje a tento

nalez ohlasi.

V laboratofi Stafila se lahvicky

Oxoid signal kultivuji pti 37 °C
V termostatu a je tieba je
pravidelné promichavat.

Pozitivitu lahvi¢ky rozpozna
laborant a to dle vzlinani

tekutiny do signalni nadobky.
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Barveni

preparatu

K obarveni preparatu je
pouzivan stroj, do kterého se
vloZzi ofixované preparaty a

zvoli se moéd barveni. Pristroj

které pfesouva preparaty
Z jedné chemikalie do druhé.
Po uplynutém case jsou
preparaty vynofeny a piistroj

signalizuje konec procesu

preparaty barvi pomoci madla,

V laboratoii Stafila se barvi
natér manualn¢, to znamena, ze
postup barveni provadi sam
laborant, ktery je za vysledek

nabarveni zodpovédny.

Pidy pro

kultivaci

Z anaerobnich lahvicek
(modra a zelend) a pediatrické
lahvicky je material ockovan
na Endovu ptadu a krevni agar
do COs. Z lahvicek pro
anaerobni kultivaci se krev
navic aplikuje na Schaedlertiv
agar. V nemocnici se navic
material aplikuje do

pomnozovaciho bujonu

Pti pozitivité krev rozoCkovana

na krevni a Schaedlertiv agar.

Kultivace pud

V termostatu se zvySenou
tenzi CO2, a anaerobni

termostat.

CO2 vyvijec, ktery se vklada do

Pro vyvinuti atmosféry se

zvySenou tenzi CO2 pouZziva

sacku s pidou, to samé

S anaerobnim vyvijecem.

Dourceni druhu

bakterie

Dochézi k dourcovani druhu
bakterie pomoci metody
MALDI — TOF na ptistroji
VITEK MS.

testll mikrotitracnich desticek,

douréuje druh bakterie mnoha
manudlnimi testy, jako je
optochinovy test, test

deoxycholatem sodnym, sady
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latex aglutinace atd. Na zakladé
vysledki téchto testl se
postupné propracujeme ke

konec¢né diagnostice.

Nemocnice Ceské Budgjovice Laboratof Stafila zatim neni
a.s. ma akreditovanou akreditovanou laboratofi,
) mikrobiologickou laboratof, pracuje dle narodnich
Akreditace 5 . .
tudiz postupuje dle svého standardnich vySetfovacich
standartniho opera¢niho postuptl. O akreditaci vSak bude
postupu. Vv nejblizsi dobé usilovat.

Pti vySetieni 20 stejnych vzorkl na dvou riznych pracovistich jsem nakonec dospéla
ke stejnym vysledkiim. Za dobu vysetiovani bylo jasné vidéno, Ze v Nemocnice Ceské
Budgjovice a.s. zalezi hlavné na rychlosti zpracovani vzorku, proto je diagnostika
patogena z hemokultury postavena predevs§im na pocitatové technice, abychom mohli co
nejrychleji piesné uréit patogena, ktery infekci zptisobuje. Zatimco v laboratofi Stafila je
vySetfeni zalozeno na metodach, které provadi laborant sdm. Z hlediska slozeni pacientii
jsou tyto postupy zcela pochopitelné. Hemokultury v Nemocnice Ceské Budéjovice a.s.
jsou vétSinou od pacientl, které jsou ve vaznéjSim stavu a jsou ohrozZeny na zivoté, je
tedy dtilezité rychle diagnostikovat mikroba, aby mohla byt nasazena lé¢ba. Navic sepse
nozokomialniho ptivodu jsou dle odborné literatury (7) v Ceské republice nejéastéjsi. Na
druhou stranu hemokultury v laboratofi Stafila jsou zasilany od praktickych 1ékait, ke
kterym nechodi pacienti s tak vaznym stavem, aby pfi vySetfeni muset byt kladen dtiraz

na rychlost.

Pti vySetfovani obéma zplisoby mi bylo umoznéno posoudit a srovnat narocnost. Z
mého pohledu bylo zpracovani hemokultur v Nemocnice Ceské Budg&jovice a.s. pro
laboratorniho pracovnika snazsi. A to hlavné diky technice MALDI-TOF, ktera Setii
mnoho c¢asu pii douréovani plvodce a pristroji BacT/ALERT, ktery vyhodnocuje

pozitivni nalez. Laborant se tedy musi pln¢ spolehnout na pfistroje, které diagnostiku
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ulehc¢uji, na druhou stranu se tim zbavuje ¢asti zodpovédnosti. Je také potieba naucit se
tyto piistroje ovladat a rozumét pocitacovym vysledkiim, které je poté tieba spravné
posoudit. V laboratofi Stafila provadi laborant cely postup ru¢né, je tedy plné zodpovédny
za jeho spravné provedeni a nasledné vyhodnoceni vysledku. Jako vyhodu manualniho
zpracovani jsem ja osobn¢ shledala, ze mtizeme vidét, jak urcité bakterie reaguji, vidime

jejich vlastnosti a prace nespociva pouze v obsluze piistrojt.

Na kvalitu vysledku ovSem rozdilny postup nemél vliv. Obéma metodami jsem

dospéla ke stejnym vysledkiim
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6 Zaver

Infekce krevniho fecisté je velmi zavazné onemocnéni a jeho diagnostika patii mezi
zs infekci krevniho feciste, jejimi zakladnimi pojmy a nejCastéjSimi patogeny, které
infekci zplisobuji a zpracovat reSersi na toto téma. DalSim cilem bylo zpracovani vzorki
hemokultur ve dvou laboratofich a to laboratofi Stafila a bakteriologické laboratofi
Nemocnice Ceské Budgjovice a.s., které pracuji pii vySetfovani hemokultur odlignymi

metodami a to manudlni a automatizovanou a obé¢ tyto metodiky si osvojit.

V obou dvou laboratotich jsem dosla ke stejnym vysledkiim a to 16 negativnim a 4
pozitivnim hemokulturam, je tedy patrné, Ze ob¢ tyto metody jsou spolehlivé a je mozné
S nimi bez problému diagnostikovat patogeny zpUsobujici infekci. V praktické Casti
popisuji metody vySetfovani a jejich nasledné porovnani. Dle mého nazoru je pro praxi
vyhodnéjsi automatizované vysetfeni hemokultur, je rychlejsi, ale nedokéaze s piesnosti

urcit vSechny patogeny. V tomto piipad¢ ale Ize ptejit k metodam manudlnim.
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