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Zakladni mikrobiologické vySetieni hemokultur v automatickém
hemokultiva¢nim systému

Abstrakt

Tato bakaldiska prace je zaméfena na téma vysetieni hemokultur v automatickém
hemokultivacnim systému. V teoretické ¢asti se vénuje zejména obecnym pojmim
pfitomnosti bakterii v Krvi a rozvoji sepse, dale popsani nejcastéjSich infekénich agens
V hemokulturach u odlisnych skupin pacient a také riznym typtiim hemokultivacnich
systému od starSich po nejnovéjsi. Jsou popsany manualni systémy, jako napt. Septi-
Chek a Oxoid Signal systém, a automatizované systémy BACTEC a Bact/Alert, které
pracuji na odliSnych principech. Rozebrano je také ndsledné zpracovani vzorki
k identifikaci mikrobidlnich ptivodct a zjisténi jejich citlivosti na antibiotika. Cilem je
osvojit si praktické zpracovani hemokultur v automatickém hemokultivacnim systému
BACTEC. Metodicka ¢ast je vénovana piiprave a zpracovani vzorkti pro hemokultivaci,
naslednému postupu inokulace na Kultivaéni pidy a zhotoveni mikroskopického
preparatu barveného dle Grama. Déle se prace zabyva statistickym zpracovanim dat
poskytnutych na mikrobiologickém oddé¢leni Nemocnice Pisek, a.s., kde probihalo také
osvojeni zpracovani hemokultur. Statistické Setfeni bylo provadéno za ucelem zjisténi
mikrobialniho spektra v hemokulturach a procenta pozitivit k celkovému poctu
odebranych hemokultur v letech 2014-2018. Za zkoumané obdobi bylo vysetieno
celkem 9136 hemokultur od 3027 pacientd. Z celkového poctu hemokultur bylo
pozitivnich 1663, tzn. 18 %. 82 % hemokultur bylo negativnich, nevykazovaly rtst
mikroorganismii. Mikrobialni spektrum je velmi Siroké, k nejcastéj$im nalezim patii,

Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Klebsiella species.
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The basic microbiological examination of blood cultures in the
automated blood culture system

Abstract

This bachelor thesis is focused on examination of blood cultures in automatic blood
culture system. In the theoretical part, it deals mainly with general terms of the presence
of bacteria in the blood and the development of sepsis, as well as with the description of
the most frequent infectious agents in blood cultures in different groups of patients and
also with different types from the oldest to newest blood culture systems. Manual
systems are described, such as Septi-Chek and Oxoid Signal System, and automated
BACTEC and Bact / Alert systems that work on different principles. Also discussed is
the subsequent processing of samples to identify microbial agents and determine their
susceptibility to antibiotics. The aim was to acquire practical processing of blood
cultures in automatic BACTEC hemocultivation system. The methodical part is devoted
to the preparation and processing of samples for hemoculture, the subsequent procedure
of inoculation on the cultivation soil and the preparation of a microscopic preparation
stained by Gram. Furthermore, the thesis deals with the statistical processing of data
provided at the microbiological department of the Nemocnice Pisek, a.s. The statistical
survey was carried out in order to determine the microbial spectrum in blood cultures
and the percentage of positivity to the total number of collected blood cultures in 2014-
2018. A total of 9136 blood cultures from 3027 patients were examined during the study
period. Of the total number, 1663 were positive, i.e. 18 %. 82 % of blood cultures were
negative, did not show growth of microorganisms. The microbial spectrum is very wide,

with Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Klebsiella species.
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Uvod

Vysetieni hemokultur je v dnesni dobé nezastupitelnou metodou vV klinickych
mikrobiologickych laboratotfich. Je to aktualni téma, jimz se bude bakaléafska prace
hloub¢ji zabyvat. Metoda hemokultivace slouzi k prikazu mikroorganismi v krevnim
obéhu. Tyto mikroorganismy vyvoldvaji bakteriémii a naslednou infekci krevniho
fecisté, ktera muze byt doprovazena lokalizovanym infekénim onemocnénim. Ve
vaznéjsich ptipadech dochazi k rozvoji sepse. Jako infekéni agens se uplatiiuji zvlasté
bakterie, v mensim méfitku také viry, paraziti a houby. Vyplaveni bakterii do krevniho
obéhu je provazeno vzestupem teploty, zimnici a tfesavkou. Nejcastéji je metoda
hemokultivace spojena s diagndézou urosepse, pneumonie, katétrové sepse,

spondylodiscitidy a endokarditidy.

Mikrobiologické hemokultivacni vySetfeni mé za tukol urcit etiologii onemocnéni
s naslednym stanovenim citlivosti pivodce na antibiotika. V této dob¢ jsou k dispozici
automatizované hemokultivaéni systémy, které velmi usnadiuji praci v laboratofi. Diky
kontinudlnimu monitorovani hemokultur je detekce mikrobidlniho ristu vyrazné

rychlejs$i a je omezeno riziko kontaminace.

V teoretické Casti se prace vénuje obecnym pojmum infekce krevniho fecisté a sepse,
vyctu nejcastéjSich mikrobidlnich agens vzhledem k jednotlivym skupindm pacientll a
pfiblizeni té€chto pilvodcl. Dale jsou popsany rtizné hemokultivacni systémy od
manudlnich aZ po nejmodernéjsi kontinualn€ monitorujici. V metodické casti této
bakalafské prace je rozebrano zpracovani hemokultur v automatickém hemokultivacnim
systtmu BACTEC. Statistickym Setfenim je zjiSt€éno mikrobidlni spektrum
v hemokulturach vysetfenych na oddéleni klinické mikrobiologie Nemocnice Pisek, a.s.
v letech 2014-2018 a také se prace zabyva procentem pozitivnich vzorkd vzhledem

k celkovému poctu odebranych hemokultur za stejné obdobi.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Bakteriémie

Bakteriémie je stav, kdy se v krevnim ob&hu vyskytuji zivotaschopné bakterie a mohou

zpusobit rozvoj infekce krevniho feéisté (Cermak, 2008).

e Nizki — 10 az 20 bakterii v 1 ml krve
e Stfedni — 50 bakterii v 1 ml krve
e Vysoka— 80 a vice bakterii v 1 ml krve

1.2 Infekce krevniho recisté

Jako infekce krevniho fecisté se oznacuje pritomnost bakterialnich nebo mykotickych
mikroorganisml cirkulujicich v krevnim fecisti. Déle se mohou také uplatnit viry a
paraziti. Tito ptivodci vyvolavaji zanétlivou reakci, ktera je charakterizovana zménou
klinickych a laboratornich parametrii. Infekce krevniho fecist¢ miize byt doprovazena
nebo zplusobena lokalizovanym infekénim onemocnénim. Nejcastéjsi  jsou

endokarditida, pneumonie, urosepse a katétrova sepse (Viscoli, 2016).

Infekce krevniho feCisté je nejéastéjsi pficinou rozvoje sepse. Zda se infekce klinicky
projevi jako sepse, zalezi na virulenci daného pivodce. Infekce vyvolané malo
virulentnim kmenem mohou mit mirn&si projevy zavadéjici k jinym diagndézam.
Rozeznavame primarni a sekundarni infekce krevniho fecisté. Mezi primarni se fadi
infekce neznamého pivodu, jejichz zdroj se nachazi pitimo v krevnim ob¢hu. Infekce
sekunddrni maji zdroj v mist¢ mimo krevni feCiSté, Vjiném organovém systému

(Cermaék, 2008).
1.3 Sepse

Systémova zanétliva reakce organismu navozena diseminovanou infekci nebo tézkou
lokalizovanou infekci provazena piitomnosti mikroorganismii v krevnim obé&hu se
nazyva sepse. Za diseminovanou povazujeme infekci rozSifenou do mnoha lokalit
v téle. Tento stav je Zivot ohrozujici a dochazi k nému, kdyZz odpovéd’ organismu na
infekci poskozuje vlastni tkdn€ a organy. Sepse vede k Sokovému stavu, selhani organti
a smrti, pokud neni v¢as rozpoznana a okamzité 1écena (Rozsypal, 2015; Ward a Levy,
2017).



Sepse je hlavni pfi¢inou morbidity a Umrtnosti u pacientll v kritickém stavu na
jednotkach intenzivni péce, prestoze je pouzivana moderni antibioticka a resuscitacni
1écba. Vysledky 1écby se celkové v dnesni dobé zlepsily pravdépodobné kvili vétSimu
zaméieni na v€asnou diagnozu a dalsi zlepSeni v podplrné péci, ale imrtnost ziistava
stale vysoka. Incidence se za poslednich deset let zvysila vice nez dvojnasobné (Giil et

al., 2017).

Podle kohortni studie tdaji z kampané Surviving Sepsis Campaign se Umrtnost na
jednotkéch intenzivni péce v Evropé pohybuje okolo 41 % a v USA 28,3 %. V Australii
a na Novém Zélandu byla provedena studie v letech 2000-2012 zahrnujici 101 064
pacientll s tézkou sepsi, podle které se mira umrtnosti v pribéhu let snizila a nakonec

dosahla 18-20 % (Levy et al., 2012; Kaukonen et al., 2014).
1.4 Infekce krevniho i'elisté u riznych skupin pacientii
1.4.1 Ambulantni pacienti

Pro potieby této prace jsou do této skupiny zatazeni pacienti, u nichz byla hemokultura
odebrana na ambulanci. Jako puvodci se uplatiuji Escherichia coli a dalsi bakterie
z ¢eledi Enterobacterales, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, beta-
hemolytické streptokoky, Neisseria meningitidis. Pro téhotné Zeny je nebezpecna
Listeria monocytogenes, ktera muze zpusobit postizeni plodu az septicky potrat. U
pacientl s endokarditidou se uplatiiuji koagulaza negativni stafylokoky, Staphylococcus
aureus, Corynebacterium species (Scharfen, 2013).

1.4.2 Nemocnicni pacienti

Pro potfeby této prace fadime mezi nemocni¢ni dospélé pacienty takové, u nichz
infekce vznikla v pribéhu hospitalizace. Infekce se objevuje v disledku provadéni
invazivnich zakrokd, dialyzacni péce, antibiotické 1écby nebo umélé ventilace. Pivodci
se 1i8i podle délky hospitalizace a typu pacienti. Obvyklymi izolaty jsou koagulaza
negativni stafylokoky (mozna kontaminace), Escherichia coli a jiné bakterie celedi
Enterobacterales, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
pneumoniae, enterokoky, kvasinky, anaerobni mikroorganismy a Burkholderia cepacia
komplex (Scharfen, 2013). Uplatnuji se také multirezistentni kmeny napf. meticilin

rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) nebo ESBL (Extended Spectrum Beta-
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Lactamases) kmeny gramnegativnich bakterii, které¢ produkuji enzymy, jez zpusobuji

rezistenci k antibiotikiim (Priicha a kol, 2015).
1.4.3 Novorozenci a déti

Etiologie infekci krevniho fecisté u malych déti prosla za posledni roky zménou. Diky
oCkovani se snizil pocet infekci, které vyvolaval Haemophilus influenzae b.
NejcastéjSimi  puvodci jsou Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli. U novorozencti se miize rozvinout takzvana
¢asna novorozeneckd sepse, jez se objevi do tfi dni po porodu nebo pozdni, kterd
vznika pozdé&ji a mize byt zpusobena také rezistentnimi nemocni¢nimi kmeny. Jako
etiologicka agens se u novorozencii uplatiluji Streptococcus agalactiae, Escherichia
coli, plasmakoagulaza negativni stafylokoky, Candida albicans (Muntau, 2009;
Scharfen, 2013).

1.4.4 Imunokompromitovani pacienti

Do této skupiny patii napf. pacienti s autoimunitnim onemocnénim, imunosupresivni
1é¢bou, AIDS, po transplantaci kostni dfené nebo organti, onkologicti pacienti. U 0sob
s imunodeficienci, at’ uz vrozenou ¢i ziskanou, je sepse hlavni pfi¢inou umrti. Dochazi u
nich totiz k poruse bunécné imunity, fagocytézy, komplementu a tvorby protilatek, coz
zvysuje riziko infekce. Jako etiologické agens se u nich mimo jiné uplatiuji bakterie
pfirozené mikroflory napt. koaguldaza negativni stafylokoky, enterokoky, viridujici

streptokoky (Scharfen, 2013).
1.5 Nejcastéjsi puvodci infekci krevniho iecisté
1.5.1 Enterobakterie

Bakterie z ¢eledi Enterobacterales jsou gramnegativni fakultativné anaerobni tycky.
NejvyznamnéjSimi  rody jsou Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Shigella,
Enterobacter, Proteus, Citrobacter a Serratia. Ve stievé pusobi nejen jako
komenzalové, saprofyté, ale nékteré z nich také jako patogeny. Uplatiuji se i mimo
gastrointestindlni trakt nejCastéji pii infekci urogenitalniho systému. U novorozencii
jsou Castymi ptivodci sepse a meningitidy, u starSich osob urosepse s poruchou ledvin.
K pfenosu enterobakterii dochazi nejcastéji fekalné-ordlni cestou, ale také potravinami

nebo endogenné (Votava a kol., 2003; Schindler, 2014).
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1.5.1.1 Escherichia coli

Escherichia coli osidluje tlusté stievo, kde je soucasti bézné mikroflory. Pokud se
dostane mimo stfevo, zpisobuje predev§im infekce mocovych cest, infekce ran a
septickd onemocnéni. V zazivacim traktu vyvolavaji ur¢it¢ kmeny infekce provazené

prujmy (Bednaf a kol., 1996; Ehrmann a kol., 2014).
1.5.1.2 Klebsiella pneumonie

Klebsiella pneumoniae je nejbéznéjsi bakterie z rodu Klebsiella. Je druhym nejéastéjsim
pavodcem infekce mocovych cest (Votava a kol., 2003). Dale se také uplatiiuje pii
vzniku meningitid u novorozencii a sepsi spojenych se zdravotni péc¢i. Disponuje

ptirozenou rezistenci k ampicilinu (Schindler, 2014).
1.5.1.3 Proteus mirabilis

Proteus mirabilis je nejcastéjsi zastupce z rodu Proteus. Muze zputsobit celou tadu
komunitnich onemocnéni nebo infekci spojenych se zdravotni péci (HAI). Nejcastéji se
jedna o infekce mocovych cest. Pokud se bakterie dostanou z mocovych cest do
krevniho ob&hu, zpusobi bakteriémii, kterd se muze rozvinout az v zivot ohrozujici

urosepsi (Schaffer a Pearson, 2015; Foris a Snowden, 2019).
1.5.2 Pyogenni koky
1.5.2.1 Streptococcus pyogenes

Patii mezi beta-hemolytické streptokoky serologické skupiny A podle Lancefieldové. Je
to fakultativné anaerobni grampozitivni kok primdrné patogenni pro clovéka. S.
pyogenes zpusobuje nejcastéji akutni tonzilitidu a dale spalu, impetigo a erysipel. Pokud
neni infekce lé¢end, mize dojit k rozvoji revmatické horecky a glomerulonefritidy

(Bednaf a kol., 1996; Votava a kol., 2003).
1.5.2.2 Streptococcus agalactiae

Patii mezi beta-hemolytické streptokoky skupiny B dle Lancefieldové. Muze byt
pfitomen u Zen na poSevni sliznici bez pfiznakli onemocnéni. U té€hotnych Zen je
nebezpeci nakazy novorozence pii porodu, tzn. vertikalni pfenos z kolonizované matky.

Vétsina téchto infekei se manifestuje jako Casna infekce se vznikem sepse, méné Casto
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meningitidy nebo pneumonie. U dospélych se infekce objevuje pfi poruse imunity
(Bednat a kol, 1996; Votava a kol, 2003).

1.5.2.3 Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae neboli pneumokok je fakultativné anaerobni bakterie. Vyskytuje se
hlavné v hornich cestach dychacich. U zdravych osob muize kolonizovat nosohltan.
Pneumokoky jsou puvodci zavaznych onemocnéni, jako je meningitida, pneumonie
a sepse. Rovnéz vyvolavaji neinvazivni onemocnéni hornich cest dychacich, zejména
otitis media acuta, sinusitidu a konjuktivitidu. Rizikovou skupinou osob jsou déti do 4

let, stafi lidé a imunokompromitovani pacienti (Zemli¢kova, 2012; Schindler, 2014).
1.5.2.4 Staphylococcus aureus

Charakteristickym rysem infekci zptisobenych bakterii S. aureus je vznik abscest neboli
ohrani¢enych zanétlivych lozisek. Dochazi také K zaneseni bakterii do ran, popalenin
nebo ciziho télesa (katétr). Zdrojem onemocnéni mohou byt asymptomati¢ti nosici, u
kterych tato bakterie kolonizuje kiZzi a nosni sliznici. V lidské populaci je 30-40 %
zdravych nosi¢t (Arbuthnott, 1999). Po priniku stafylokok z infikovaného primarniho
loziska nebo zilntho katétru do krevniho ob&hu vznikd bakteriémie. Jednou
z nejvaznéjsich komplikaci infekce krevniho fecisté je diseminace bakterii do organt a
kosti. Invazivni stafylokokové infekce se miize manifestovat také jako sepse az septicky
Sok, u kterého je umrtnost vyssi nez 20 % (Bergin et al., 2015). Celosvétové roste
frekvence vyskytu multirezistentnich kment, které jsou odolné k pisobeni methicilinu,
linkosamidti, makrolidi, aminoglykosidil, fluorochinolonti. Methicilin rezistentni S.
aureus predstavuje problém zejména v nemocni¢nim prostiedi (Von Eiff, 2001; Bergin
et al., 2015).

1.5.2.5. Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis je nejcastéji se vyskytujici koagulaza negativni stafylokok. Vyskytuje se
na sliznicich a kazi jako soucast pfirozené mikroflory. Kolonizuje pfevazné axily, kuzi
obli¢eje, koncetiny a sliznici nosohltanu. Dfive byl povazovan za neSkodny komenzalni
mikroorganismus, avSak v soucasné dobé€ je to vyznamny oportunni patogen a bézny
zdroj HAI (Otto, 2009). Pti infekci dochazi k rozvoji endokarditidy, katétrové sepse,
infekce ran nebo implantati. Nejvice jsou ohroZeni narkomani uzivajici drogy

intravendzné, imunokompromitovani jedinci a pacienti simplantaty, napt. katétry,
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umélymi chlopnémi, kloubnimi nahradami nebo kardiostimulatory (Votava a Kkol.,
2003).

1.5.2.6 Enterokoky

Bakterie zrodu Enterococcus jsou fakultativné¢ anaerobni koky. Obvykle osidluji
zazivaci trakt lidi i1 zvitat a jsou podminénymi patogeny. Vyvolavaji infekce mocovych
cest, operacnich ran a krevniho fecisté. Infekce se d€li na exogenni a endogenni.
Exogenni se S$ifi kontaminovanyma rukama zdravotniki nebo zdravotnickymi
pomuckami. Endogenni infekce vznikaji prinikem bakterii ze stfeva do krevniho obéhu
a organu. Nejb&znéjsimi zastupci jsou E. faecalis a E. faecium. V poslednich letech se
objevuji infekce vankomycin rezistentnimi enterokoky jako nasledek naduzivéani
Sirokospektrych antimikrobialnich pfipravkd, které naruSuji pfirozenou stfevni

mikrofloru (Vagnerova a Kolar, 2003; Fisher a Phillips, 2009).
1.5.2.7 Neisserie

Rod Neisseria zahrnuje aerobni, ptipadné mikroaerofilni diplokoky. K patogennim
druhtim se fadi N. gonorrhoeae a N. meningitidis. Dalsi skupinou jsou Ustni neisserie,
které se podili na slozeni biofilmu v dutiné Ustni a nosohltanu. Disponuji nizkou
patogenitou, ale mimo ustni dutinu mohou zpusobit infekci u oslabenych jedinci

(Votava a kol., 2003).

N. gonorrhoeae zvana gonokok je puvodcem klasického pohlavniho onemocnéni
kapavky, jez se projevuje jako neinvazivni zanét urogenitalnich sliznic. U Zen mize
probihat asymptomaticky a nelécena infekce vede ke komplikacim, jako jsou
peritonititida, endokarditida, meningitida, zanéty velkych kloubu a sepse. Pokud je
infikovana Zena t€¢hotna, hrozi potrat, nebo nakazeni novorozence keratokonjuktivitidou

(Zimova a Zima, 2013).

N. meningitidis, téZ meningokok, je piirozenym patogenem pro &lovéka. Siii se jako
kapénkova infekce nebo pfimym kontaktem s osobou, ktera je bezptiznakovym nosi¢em
(asi 10 % populace). Nebezpecné jsou invazivni infekce u mladistvych s fatdlnim

prubéhem, mezi které patii sepse a meningitida (\VVotava a kol, 2003).
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1.5.3 Grampozitivni tycky
1.5.3.1 Korynebakteria

Zastupci z rodu Corynebacterium jsou fakultativné anaerobni tyCinky s kyjovitym
tvarem. RozliSujeme kmeny saprofytické, podminéné patogenni a primarné patogenni

(Schindler, 2014).

C. jeikeium se vyskytuje na kuzi jako soucast piirozené mikroflory piedev§im u
dlouhodob¢ hospitalizovanych pacientt, u kterych poté snadno vyvola katétrovou sepsi
(Vlasata a kol., 2017). Dalsim kmenem je C. pseudodiphtheriticum, jez muzeme

izolovat kromé kiize a krku i ze stolice (Schindler, 2014).
1.5.3.2 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes se mnozi pii nizkych teplotaich (Vv chladni¢ce) a vyssich
koncentracich soli, obzvlasté v mléénych a masnych vyrobcich. Zplsobuje alimentarni
onemocnéni zvané listeriéza. U zdravého dospélého jedince muze infekce probihat
inaparentné. Vnimavymi jedinci jsou novorozenci, t€hotné Zeny, starSi osoby,
imunokompromitovani a aspleniCti pacienti. Nejzavaznéjsi je infekce pro t¢hotné Zeny,
muze dojit k potratu nebo se u plodu rozvine granulomatosis infantiseptica. Pozdni
infekce se u novorozencti manifestuji jako meningitida ¢i sepse (Votava a kol., 2003;
Blazkova a kol., 2005).

1.5.4 Gramnegativni tycky
1.5.4.1 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa je aerobni bakterie, kterou nalezneme v pude¢, odpadnich vodach nebo
také ve stolici zvifat a lidi. Pseudomonady se casto uplatiiuji jako zdroj HAI,
kontaminuji napt. katétry nebo dychaci piistroje. MlzZe dojit az k rozvoji systémového
onemocnéni. Nejzavaznéjs$i jsou infekce popalenin, oka a novorozenecké sepse. U

zdravého jedince nékdy pouze kolonizuje sliznice bez znamek infekce (Bednat, 1996).
1.5.4.2 Burkholderia cepacia komplex

Bakterie komplexu Burkholderia cepacia je soubor geneticky odlisnych, ale fenotypové
podobnych bakterii. Mzeme je nalézt v pudé, ve vodé a prezivaji ve vlhkém prostiedi.

Jsou vyznamnymi oportunnimi patogeny pievazné v nemocni¢nim prostiedi. U pacientli
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s cystickou fibrozou mohou vyvolat tézké plicni infekce, nekrotizujici pneumonii, sepsi
az zavazny a zivot ohrozujici cepacia syndrom. Jsou také piic¢inou infekci u pacientd
s poruchou imunitniho syst¢tmu a chronickym granulomatéznim onemocnénim.
Nejcastéji se uplatiuji druhy B. cenocepacia a B. multivorans (Mahenthiralingam, et al.
2005).

1.5.4.3 Haemophilus influenzae

Dal$im patogennim mikroorganismem ze skupiny gramnegativnich bakterii je
H. influenzae. U nékterych osob muize bezptiznakoveé kolonizovat nosohltan. Podle
kapsularniho antigenu se rozdéluje na 6 sérotypt a-f. Nejvirulentngjsi je typ b, ktery
vyvolava hnisavou meningitidu a akutni epiglotitidu. Ostatni sérotypy vyvolavaji
lokalizované infekce dychaciho traktu, otitis media nebo hnisavou konjuktivitidu

(Howard, 1999).
1.5.5 Anaerobni bakterie

1.5.5.1 Rod Bacteroides

Rod Bacteroides zahrnuje anaerobni gramnegativni pleomorfni tycky, které jsou,
podobné jako ostatni anaeroby, oportunné patogenni a mohou vyvolat riazné infekce
v celém téle. Nejznaméjsim c¢lenem rodu je B. fragilis, ktery je spojeny s vaznymi
infekcemi dutiny bfisni, dutiny ustni, krevniho fe¢isté a malé panve. Casto se vyskytuje

Vv koinfekcich s fakultativnimi anaeroby (Groman, 2009).
1.5.5.2 Rod Fusobacterium

Zastupci z rodu Fusobacterium se objevuji jako soucast normalni flory
Vv gastrointestinalnim  traktu, dychacich cestach a ve vaginé. F. nucleatum
a F. necrophorum jsou nejvirulentnéj$i kmeny, které zpusobuji vétSinu invazivnich
infekci (Broadley a Schweon, 2017). Fusobakterie vyvolavaji plicni, mozkové a jaterni
abscesy, nekrotizujici pneumonie, chronické sinusitidy, septické artritidy nebo

intraabdominalni infekce (Votava a kol, 2003).
1.5.5.3 Clostridium perfringens

C. perfringens je anaerobni az mikroaerofilni bakterie z rodu Clostridium, ktera mtze

tvofit spory. Bakterie je vSudypfitomnd v piirod¢ a vyskytuje se napt. v pade¢, prachu
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nebo vodé. Dale také ve stfevech lidi a zvifat. Piendsi se alimentarni cestou a zptisobuje

sttevni onemocnéni, nekrdzu tkani, plynatou snét’ nebo bakteriemii (Bednar, 1996).
1.5.6 Kvasinky

Kvasinky jsou eukaryotni mikroorganismy zfiSe hub. Patfi mezi mikromycety.
Morfologicky se jednd o kulaté nebo ovalné bunky, oznacované jako blastokonidie.
Rozmnozuji se vétSinou asexualné, tzv. puCenim. NejvyznamnéjSimi rody kvasinek jsou
Candida, Cryptococcus, Saccharomyces, Malassezia, Blastoschizomyces

a Trichosporon (Votava a kol., 2003).
1.5.6.1 Rod Candida

Candida albicans je oportunni patogen a pavodce povrchovych a systémovych
kandid6z endogenniho pivodu. Dal$i patogenni zastupci jsou napi. C. tropicalis, C.
parapsilosis a C. krusei. Uplatiiuji se ¢asto pii vzniku HAI (Bednai a kol., 1996).
Infekce krevniho fecisté zplisobené kandidami jsou vyznamnou piicinou komplikaci a
mortality u hospitalizovanych pacienti. Mozné rizikové faktory jsou terapie antibiotiky,
chemoterapie, intravaskularni katétr, chirurgicky zakrok, parenteralni vyziva nebo

ptredchozi kolonizace plisnémi (Shivaprakasha et. al, 2007).

1.6 Mikrobiologické vySetieni hemokultur

vvvvvv

mikrobiologickych laboratoti. Jestlize hemokultury signalizuji klinicky vyznamny
mikroorganismus, znamena to, Ze obranné mechanismy hostitele selhaly v obrané proti
infekci nebo se 1ékaiim nepodafilo odstranit infekéni proces. Béhem poslednich dvou
desetileti doslo k mnoha zménam ve vySetfovani krevnich kultur. Vyrobci laboratornich
pfistroji vylepsili své produkty a rozmohl se trend v pouzivani automatizovanych

systémii. Nejmodernéj$i z nich jsou kontinualné monitorujici (Weinstein, 1996).
1.6.1 Odbér a transport hemokultur

Dulezitym krokem ve vysetfeni hemokultur je fddné oznaceni hemokultiva¢ni lahvicky
vzdy pfed samotnym odbérem. Na lahvi¢ku se uvadi jméno pacienta a rodné Cislo. Na
zédance je uvedena télesna teplota pted odbérem, odd€leni, ¢islo, datum a ¢as odbéru.
Vzorky se odebiraji do aerobni a anaerobni lahvic¢ky pfed podanim antibiotik a pfi

tiesavce. Obvykle se odebira vice vzorkd v kratkém ¢asovém odstupu. U déti se Casto
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podati provést jen jeden odbér a pouziva se pediatricka lahvicka. Pfed odbérem je nutné
misto vpichu vydezinfikovat a nechat zaschnout. Krev se odebira z periferni zily. Odbér
z katétru je mozny pouze v krajnich ptipadech. Pii suspektni katétrové sepsi se provede
odbér anaerobni a aerobni lahvicky a nasledné ihned z periferni zily. U dospélych je
objem krve 8-10 ml na lahvi¢ku, u déti 1-3 ml. Zatka na lahvicce se dezinfikuje
alkoholem a necha zaschnout. Neni vhodné pouzivat k dezinfekci ptipravky s jodem,

protoze poskozuji gumové septum lahvicky.

Pokud neni mozno lahvi¢ky transportovat hned do laboratore, 1ze je uchovat max. 24
hodin pfi pokojové teploté. Nikdy se nedavaji do lednice. Idedlné¢ by meély byt
neprodlené¢ doruceny do laboratofe a vlozeny do hemokultivaéniho systému (Scharfen,

2013; Laboratorni ptirucka oddéleni klinické mikrobiologie, 2018).
1.6.2 Manudlni hemokultivacni systémy

Konvenéni manualni systémy a média jsou k dispozici z mnoha komerénich zdroja.
Nicmén¢ laboratofe mohou vyrabét také vlastni kultivacni lahvicky v zavislosti na
svych zdrojich. Vzhledem k tomu, ze laboratofe prochazi procesem akreditace, se tento
zpusob jiz nedoporucuje. Lahvi¢ky zpravidla obsahuji 50-100 ml pomnoZovaciho
bujonu, ktery je doplnén 0,025-0,05% polyanetholsulonatem sodnym (SPS). Inokuluji
se krvi a inkubuji obvykle 5 dni. Kazdd lahvicka se denné kontroluje pro
makroskopické zachyceni mikrobialniho ristu, jako je hemolyza, zakal média, produkce
plynu nebo formace kolonii. Pfi pozitivité¢ lahvicky se provede subkultivace a pfipravi
se preparat barveny podle Grama. Konecna subkultivace se provadi na konci inkubace.
Dvoufazové systémy kultivace a Oxoid Signal systém jsou varianty, které Setii potiebu

pracovni sily (Weinstein, 1996; Rohner a Auckenthaler, 1999).
1.6.2.1 Dvoufizova hemokultura

Princip bifazickych systémi spo¢iva v kombinaci dvou kultivacnich médii. V lahvicce
je Sikmo vylitd tuhd ptida a zaroven tekuté médium. Alespon jednou denné se lahvicka
nakloni, aby tekuty bujon ptekryl agar. Pfipadné pfitomné mikroby rostou ve
viditelnych koloniich na tuhé ptidé. NejrozSitenéjsi komeréné vyrabéné systémy jsou

Hémoline od francouzské firmy BioMérieux a §vycarsky Septi-Chek (Cermak, 2008).
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Hemokultivaéni systém Septi-Chek vyvinula firma Hoffmann-La Roche Diagnostics na
pocatku 80. let. V kultivacnich lahvic¢kach je tekuta ptida a agarova desticka, na které je
nanesena vrstva ¢okolddového, MacConkeyova nebo sladinkového agaru. Jako tekuté
médium se pouziva trypto-sdjovy bujon, thioglykolatovy bujon, mozko-srdcova infuze,
bujon Columbia a trypto-sdjovy bujon s pryskytici rusici vliv antibiotik. U dospélych se
pouziva nadobka obsahujici 70 ml zivného média, do které se vstiikne 8-10 ml krve a
pro pediatrické pacienty 20 ml lahvic¢ka, do niz se vpravi 1-3 ml krve. Pro anaerobni
kultury jsou k dispozici lahvi¢ky, které nejsou ventilované. Po inokulaci se lahvicka
obrati, aby se namocil agar. Pozitivitu znaci zakal, rist kolonii nebo hemolyza v médiu

(Rohner a Auckenthaler, 1999; Cermak, 2008).
1.6.2.2 Oxoid Signal systém

Hemokultiva¢ni systém Oxoid Signal pracuje sjednou lahvi¢kou, ktera obsahuje
specialni médium podporujici rist aerobnich, anaerobnich i mikroaerofilnich
mikroorganismu. V médiu je obsazeno SPS pro svou schopnost inhibovat sraZeni krve a
inaktivovat nékterd antibiotika. SPS mulZe pisobit inhibi¢né na nékteré kmeny
Peptostreptococcus anaerobis, N. meningitidis a N. gonorrhoae. Inhibici neutralizuje
zelatina pfidand do média. Po vstfiknuti vzorku krve se na lahvicku pomoci jehly
pfipevni nastavec indikatoru rdstu. Béhem kultivace v termostatu mikroby produkuji
plyn a v lahvi¢ce vznika pietlak, ten vytla¢i ¢ast média do komurky nastavce a tim znaci

pozitivni vysledek (Hutchinson et al., 1992; ptibalovy letak Oxoid Signal).
1.6.2.3 Isolator systém

V roce 1978 byl popsan systém pro kultivaci krve zaloZzeny na lyze krevnich bungk,
centrifugaci a nasledném naneseni na vhodné médium. V dnesni dobé je distribuovan
jako lyza-centrifuga¢ni systém Isolator 10 (Oxoid). Vyuziva zkumavky obsahujici
saponin (¢inidlo pro lyzu bungk), propylenglykol (blokuje tendenci saponinu k pénéni)
a SPS (antikoagulant). Do zkumavek se inokuluje 6 ml krve a zcentrifuguji se.
Supernatant se odstrani a sediment naockuje na pevné pudy podle toho, jaké spektrum
patogenti je ocekavano. U déti je tento systém vyhodny, protoZze maji Casto vysokou
bakteriémii a je mozné ji kvantifikovat. Nevyhodou je relativné vysoké riziko

kontaminace zptisobené prvotnim zpracovanim vzorku (Rohner a Auckenthaler, 1999).
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1.6.3 Automatizované hemokultivacni systémy

v

Automatizace hemokultivacnich systémt vedla ke spolehlivéjsi detekci pozitivnich
hemokultur, jejich rychlejsi identifikaci a snizeni miry kontaminace. Detekce zvySené
koncentrace oxidu uhli¢itého (CO;) v disledku mikrobialniho rustu je Siroce vyuzivana
riznymi technikami. Prvni pfistroje zavedené na pocatku 70. let byly oteviené
radiometrické systémy BACTEC 225, 301 a 460, které detekovaly radioaktivni CO;
pomoci jehly, jez odebrala vzorek plynu z lahvicky. Nevyhodou bylo pravé pouzivani
radioaktivnich ¢inidel. S vyvojem infradervené spektrofotometrické detekce CO, byla
v 80. letech pfedstavena nova generace piistroji BACTEC 660, 730 a 860 s tou
vyhodou, ze nevyzaduji radioaktivni ¢inidla. Nevyhodou u téchto systému byla pomala
detekce a riziko kontaminace. Pristroj BioArgos také vyuzival infracervenou
spektrofotometrickou detekci, ale CO, se méfil skrz sklo lahvi¢ky. Tato neinvazivni
procedura eliminovala nevyhody otevienych systému. Nelze ho vSak povaZovat za
kontinudlné méfici systém. Vyznamnym pokrokem bylo zavedeni kontinudlng
monitorujicich hemokultiva¢nich systémi, které maji nesporné vyhody. Detekéni,
inkubacni a tfepaci jednotka je integrovand. Systém je uzavieny, takze nedochazi ke

kontaminaci. Lahvicky jsou nepfetrzité¢ monitorovany a tim se zvySuje rychlost detekce.

wewvr

Auckenthaler, 1999; Cermak, 2008).
1.6.3.1 Systém BacT/Alert

BacT/Alert (bioMérieux, Francie) je automatizovany systém mikrobialni detekce
zalozeny na kolorimetrické detekci CO, produkovaného ristem mikroorganismi.
Kultiva¢ni lahvicky aerobni i anaerobni obsahuji 40 ml média a pojmou az 10 ml
vzorku krve, pediatrické lahvicky obsahuji 30 ml média a objem vzorku krve je max. 4
ml. Dostupné jsou také specialni lahvicky na kultivaci mykobakterii. Na dné lahvicky je
piipevnény CO, senzor a je oddé€leny od kultiva¢ni pidy membranou propustnou pro
CO,. Ten difunduje do senzoru, snizuje pH a méni jeho barvu (Thorpe et al., 1990;
Cermaék, 2008). Nevyhodou systému BacT/Alert je, Ze¢ acrobni lahvicky musi byt pied
vlozenim do pfistroje ventilovany a to mlize mit za nésledek vy$s$i miru kontaminace

(Rohner a Auckenthaler, 1999).
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1.6.3.2 Novy systéem BACTEC

Dalsim S$iroce vyuzivanym hemokultivaénim systémem je BACTEC (Beckton-
Dickinson, USA). Piistroj BACTEC 9050 je starSim typem automatického
hemokultivacniho pfistroje s kapacitou 50 vzorka. Uvnitf je karusel, ktery se otaci
dokola, a tim jsou vzorky promichavany. BACTEC FX40 je nov¢jsi typ pfistroje.
Rozdilem je, ze pfistroj nema oto¢ny karusel, tudiz se nemusi zastavovat, je mozné
hned dvete oteviit a manipulovat s hemokulturami. Umoziuje kultivovat az 40 vzorki.
Systém BACTEC k detekci ristu mikroorganismu v lahvickach vyuziva fluorescenéni
technologii. Mikroorganismy metabolizuji Ziviny v kultivaénim médiu a uvoliuji CO,.
Barvivo v senzoru na dné lahvicky reaguje s CO,, tim dochazi k modulaci mnozstvi
svétla, které je absorbovano fluorescenénim materidlem ve snimaci. Fotodioda na
pfistroji méfi uroven fluorescence, jez odpovidd mnozstvi uvolnéného CO..
Fluorescence klesd, pokud roste koncentrace CO;. Méfeni je poté interpretovano
syst¢émem podle pfedem naprogramovanych algoritml pozitivity. Doporucena teplota
inkubace vzorki je 35-37 °C. Dobu kultivace lze nastavit podle typu hemokultiva¢ni
lahvicky, vétSinou trva 5-7 dni. V pfipad¢é potieby lze dobu kultivace prodlouzit
(Cermék, 2008; Lamy et al., 2016).

1.6.3.3 Hemokultivacni lahvicky systému BACTEC
Aerobni kultivace

K aerobni kultivaci se pouzivaji lahvicky BACTEC Plus Aerobic/F, ve kterych je Zivna
puda s vytazkem sdjového kaseinu. Jsou urceny pro diagnostiku in vitro. Média jsou
sycena CO,. Chemické cidlo v lahvickdch detekuje zvySeni mnozstvi CO;
vyprodukovaného rlistem mikrobti. Kazda lahvicka obsahuje destilovanou vodu 30 ml,
zivnou pidu s vytazkem sdjového kaseinu, kvasni¢ny extrakt, aminokyseliny,
polyanetholsulfondt sodny (SPS), vitaminy, antioxidanty, neionickou adsorp¢ni
pryskyfici, kationaktivni vyménnou pryskyfici. Doporuceny objem vzorkt krve je 8-10
ml. V piipad¢, Ze byl inokulovan vzorek o objemu mensim nez 8 ml, lze pro podpoteni
rustu organismu citlivych na SPS pfidat plnou lidskou krev. Pokud krev obsahuje
antimikrobialni latky, mize dojit k falesSné negativnimu vysledku. Vysoky pocet bilych
krvinek naopak mutize zpisobit falesnou pozitivitu. Lahvicky se skladuji na chladném a
suchém mist¢ mimo dosah pfimého zéfeni. Toto plati i pro anaerobni a pediatrické

lahvicky (Pfibalova informace BD BACTEC Plus Aerobic/F Culture Vials, 2015).
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Anaerobni kultivace

Pro anaerobni kultivaci se vyuzivaji lahvicky BACTEC Lytic/10 Anaerobic/F.
Obohacena zivna puda je predem redukovand a obsahuje vytazek sojového kaseinu a
CO.,. Stejné jako aerobni lahvicka 1 tato obsahuje chemické Cidlo, jez detekuje zvySeni
mnozstvi CO; vytvoiené¢ho pii metabolizaci substratti. Objem vzorku krve je také 8-10
ml. Lahvicka obsahuje pfed zpracovanim destilovanou vodu 40 ml, Zivnou pudu
s vytazkem sojového kaseinu, kvasni¢ny extrakt, natraveninu zvifeci tkané, dextrézu,
hemin, menadion, citrat sodny, thioly, pyruvat sodny, saponin, ¢inidlo proti zpénéni,
SPS. Po ptidani vzorku dojde hned k hemolyze krve a vznikne Cokoladové az tmavé
zbarveni. Anaerobni média jsou sycena CO; a N, (Piibalova informace BD BACTEC™

Lytic/10 Anaerobic/F Culture Vials, 2016).
Kultivace pro pediatrii

Zejména u déti a vzorkli s objemem mensim nez 3 ml se pouzivaji lahvicky BACTEC
Peds Plus/F pro kvalitativni kultivaci a prikaz aerobnich mikroorganismi. Princip je
stejny jako u pfedchozich lahvicek, zaznamenava se zvySeni CO,. Obsahuji tyto aktivni
sloZky: destilovand voda 40 ml, zivna pidu s vytazkem s6jového kaseinu, kvasni¢ny
vytazek, natrdvenina zvifeci tkan€, pyruvat sodny, glukéza, titinovy cukr, hemin,
menadion, SPS, pyridoxal HCL (vitamin Bg), neionicka adsorpéni pryskyfice,
kationaktivni vyménna pryskyfice. Médium je zfedéno pfidanym CO;. Optimalni objem
krve ke kultivaci je 1-3 ml. Pfi odebrani mensiho objemu nez 0,5 ml muize dojit
k ovlivnéni detekce narocnych mikroorganismi, napi. druhit Haemophilus, a je nutné
pouzit vyzivovaci ptidavek FOS (Fastidious Organism Supplement) znacky BACTEC.
Ptidavek obsahuje nikotinamidadenindinukleotid a hemin, coz jsou nezbytné ristové
faktory pro hemofily (Piibalova informace BD BACTEC Peds Plus/F Culture Vials,
2016).

1.6.4 Mikroskopie a kultivace

Z pozitivni lahvicky se provadi mikroskopické a kultivacni vySetfeni. Pracuje se
V laminarnim boxu. Po promichani obsahu se zatka vydezinfikuje a jehlou se odebere
nékolik kapek vzorku. Na sklicko se udéla tenky natér a obarvi podle Grama (Scharfen,

2013). Gramovo barveni rozdéli bakterie na grampozitivni a gramnegativni podle
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slozeni bunécné stény. Obarveny preparat nam da také informaci o velikosti, tvaru a

uspotadani bakterii (Greenwood a kol, 1999).

Nékolik kapek vzorku se také inokuluje na kultivacni ptidy a sterilni klickou se izolat
rozockuje. Po ziskani Cisté kultury se provadi dourCovani konkrétniho bakteridlniho
kmene. Jako zakladni kultiva¢ni média se pouzivaji krevni agar, Endova puda a
Schaedlertiv agar (pro anaeroby), eventualné c¢okoladovy agar. V ptipad¢ podezieni na
kvasinky a plisné je vhodny Sabouraudiiv agar. Kultivace pid probihd v termostatu za
vhodnych podminek (Scharfen, 2013).

1.6.5 Identifikace

Mikrobiologické techniky, jako je Kultivace bakterii, barveni podle Grama a
biochemické testy, jsou ,,zlatym standardem‘ k orientaci, jak dale postupovat pii dalsi
identifikaci infekei krevniho fecisté. Biochemické testy, napt. katalazové a koagulazové
testy, rozliSuji blizce pfibuzné organismy podle jejich enzymatické aktivity (Chun et al.,
2015). Mezi nejmodernéjsi metody identifikace mikroorganismd patii hmotnostni
spektrometrie metodou MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization

Time-of-Flight) a PCR (polymerazova fetézova reakce) (Sauget et al., 2017).
1.6.6 VySetieni citlivosti

Orientacni vySetieni citlivosti na antibiotika se provadi hned po rozoc¢kovani krve na
pevné pudy. Provadi se diskovymi diftznimi testy. Puda, na kterou se rozmisti disky
s antibiotiky, se vybira podle typu mikroorganismu. Mé#i se zony inhibice ristu, jeZ se
tvoii okolo jednotlivych antibiotik podle citlivosti mikroba (Votava, 2005). Zacatkem
roku 2019 EUCAST zveiejnil doporuceni pro rychlé vysetieni citlivosti s inokulem
vyoCkovanym piimo z pozitivnich lahvicek. Inkubace je zkracend na 4, 6 a 8 hodin.
Breakpointy jsou upraveny pro kazdy druh a cas odeéitani (Urbaskova, 2019).
Definitivni citlivost se zjistuje z Cisté kultury po izolaci kmene kvalitativng (difuzni

testy) nebo kvantitativné (M.1.C., E-test) (Scharfen, 2013).
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2 Cile prace
1. Osvojeni praktického zpracovani hemokultur v automatickém hemokultiva¢nim
systemu.
2. Zjistit mikrobialni spektrum v hemokulturach v letech 2014-2018.

3. Zjistit % pozitivit k celkovému poc¢tu odebranych hemokultur v letech 2014-
2018.

Vyzkumna ¢ast probiha na oddéleni klinické mikrobiologie Nemocnice Pisek, a.s.
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3 Metodika

Osvojeni praktického zpracovani hemokultur, jez bylo prvnim cilem této bakaldiské
prace, probihalo na oddéleni klinické mikrobiologie Nemocnice Pisek, a.s., kde mi byla
rovnéz poskytnuta data z laboratorniho informa¢niho systému ke statistickému
zpracovani. Daty se rozumi vysledky provedenych hemokultiva¢nich vySetfeni u

pacientd v letech 2014-2018.
3.1 Princip metodické Casti

Principem metodické casti je kultivace vzorkil v automatickém hemokultivaénim
systému Bactec a nasledné vyockovani pozitivnich lahvic¢ek na tuhd kultivacni média.
V laboratofi, kde byla provadéna metodicka ¢ast prace, byly kdispozici dva typy
ptistrojii, BACTEC 9050 a BACTEC FX40, zalozené na principu detekce fluorescence.

Hemokultivace probihala na obou pfistrojich.
3.2 Priprava vzorkii

Nejprve byly pfipraveny 4 vlastni vzorky zvybranych kment vykultivovanych
v laboratoii — Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a
Staphylococcus aureus. Ve zkumavkach s 2 ml fyziologického roztoku byly vytvoteny
bakterialni suspenze, které odpovidaly stupni zakalu 0,4 dle McFarlanda. Zkumavky
byly doplnény na 10 ml a protfepany. Nasledovala aplikace nasimulovanych kment do
ptipravenych oznacenych hemokultiva¢nich lahvicek, které jsou pfed pouzitim
skladovany v temnu pii 2-25 °C. Byly pouZity lahvicky sytému Bactec pro aerobni
kultivaci, anaerobni kultivaci, pro pediatrii (viz Pfiloha ¢. 1) a lahvicka systému Oxoid
Signal (viz Ptiloha ¢. 2). Gumové zatky lahvicek musely byt pied inokulaci
vydezinfikovany 70% etanolem. Injekéni stiikackou s jehlou byla provedena inokulace
lahvicek. Do aerobni lahvicky bylo vstfiknuto 10 ml suspenze s Candida albicans, do
anaerobni lahvi¢ky 10 ml suspenze S Escherichia coli, do lahvi¢ky pro pediatrii 3 ml
suspenze s Pseudomonas aerugonosa a do lahvicky Oxoid Signal 10 ml suspenze

se Staphylococcus aureus.
3.3 Zpracovani vzorki

VSechny hemokultivacni lahvi¢ky byly ihned po inokulaci promichdny. Aerobni

lahvicka byla vlozena do pfistroje BACTEC 9050 (viz Piiloha ¢. 3), anaerobni a
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pediatricka lahvicka do nové¢jsiho pfistroje BACTEC FX40 (viz Piiloha ¢. 4).
Inokulovana lahvicka Oxoid Signal (viz Pfiloha ¢. 5) byla vlozena na 1 hodinu do
termostatu s teplotou 36 £ 1 °C. Po hodin¢ byla vyjmuta, zatka lahvi¢ky byla otfena
70% alkoholem a aseptickym zpisobem byl zaveden ristovy indikator tak, aby jehla
byla ponoiena do bujonu v lahvicce. Zeleny nastavec indikatoru se posunul doli a byl
zaaretovan na hrdle lahvicky. Lahvicka byla vlozena na 24 hodin do termostatu za

obcasného protiepani (alespoii ¢tyfikrat) a pozorovani zmén v lahvicce.
3.4 VloZeni lahvicek do piistroje

Pfed samotnym vlozenim aerobni lahvi¢ky do pfistroje byly zapsany udaje o lahvicce
do provozniho deniku. V klasickém provozu je zapsan datum a Cas vlozeni, jméno a
pfijmeni pacienta, rodné ¢islo, zasilajici oddéleni a potadové ¢islo hemokultury. U
ptistroje BACTEC 9050 se zapisuje také pozice lahvicky v karuselu. Kod sloupnuty
z lahvicky se nalepi na zaddanku. Déle se do provozniho deniku zapisuje ke kazdému
pacientovi i Cislo Sarze hemokultury. Po zastaveni karuselu pomoci tlacitka na displeji
ptistroje byl na¢ten barcode lahvicky a ta byla vlozena do pfistrojem uréené pozice (viz

Piiloha €. 6). Pozitivita vzorku je hlaSena zvukovym signalem.

U druhého novéjsiho pfistroje byly pozice pro vlozeni lahvicek znadeny zelenym
signalem nad jednotlivymi stanicemi (viz Pfiloha ¢&. 7). Anaerobni a pediatricka
lahvi¢ky byly vlozeny po naskenovani kédu do volnych pozic. Pozice v tomto piipadé
nebylo nutné zapisovat, pfistroj vi podle senzord, kam byla lahvicka umisténa.
Pozitivita byla signalizovana Cervenym svétlem na dvefich pfistroje a po otevieni

blikaly ¢ervené stanice pozitivnich hemokultur.
3.5 Pozitivni lahvicky

Lahvicky Bactec byly obéma pfistroji vyhodnoceny jako pozitivni, tudiz byly vyjmuty
ze svych pozic. Pozitivita byla zapsana do provozniho deniku a lahvicka oznacena
Cervenou znackou ,,+“. VSechny lahvicky vykazovaly rist mikroorganismli uz na
pohled a to tak, ze v lahvi¢kach Bactec se vytvofil zakal (viz Piiloha ¢. 8). Lahvicka
Oxoid Signal byla vyndana ztermostatu po 24 hodinach a pozitivita se projevila
prinikem smési krve a bujéonu do prihledného ristového indikdtoru nad troveit

nastavce (viz Pfiloha ¢. 9).
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3.6 Zpracovani pozitivnich hemokultur

Vsechny 4 pozitivni hemokultury byly pfeneseny do laminarniho boxu, ktery zajistuje
préci ve sterilnim prostedi bez mikroorganismi. Tim zabranuje kontaminaci materialu
a zaroven je chranén 1 persondl pied eventudlnim potfisnénim pii manipulaci
s lahvickou. V boxu byly pfichystany potiebné véci k dalSimu zpracovani. Kultiva¢ni
pudy, podlozni sklicka, alkohol, injek¢ni stiikacky s jehlami, plastové pipety a ockovaci
klicky. Jako kultivaéni ptida byl pouzit krevni agar s 5 % berani krve. Je vhodny ke
kultivaci vétSiny klinicky vyznamnych bakterii, at uz gramnegativnich ¢i
grampozitivnich, a podle typu hemolyzy je mozné dal urcit bakteridlni kmen. Prvnim
dalezitym krokem bylo provést dezinfekci septa lahvi¢ek alkoholem k zamezeni mozné
kontaminace. Do kazdé lahvicky Bactec byla zavedena jehla s injekéni stiikackou (viz
Ptiloha ¢. 10) a po dikladném promichani se malé mnozstvi natdhlo do stfikacky.
Lahvicka Oxoid Signal se zpracovavala odliSnym zpisobem, jelikoZz se jednd o
manualni systém. Obsah v indikatoru rdstu byl promichan a asepticky bylo odebrano
malé mnozstvi z horni nddobky do plastové pipety. Z kazdé lahvicky bylo naneseno
nékolik kapek tekutého média s krvi na podlozni sklicko. Pipetou se rozprostiel vzorek
na sklicku a vytvofil se tak tenky natér, ktery byl zafixovan nad kahanem. Sklicko se
zaschlym natérem se obarvilo podle Grama a tim byl zhotoven mikroskopicky preparat,
ve kterém se pod mikroskopem rozliSuje tvar, velikost a barvitelnost bakterialnich
bungk. Dale bylo po zhodnoceni natéru z kazdé lahvicky naneseno nékolik kapek média
s krvi na krevni agar, bakteridlni kli¢kou bylo vytvofeno inokulum a poté rozockovano.

Kultiva¢ni ptidy byly vloZeny do termostatu.
Barveni dle Grama:

1. Fixovany preparat byl prevrstven roztokem Krystalové violeti na 20 s,
2. barvivo bylo pielito Lugolovym roztokem opét na 20 s,

3. nasledoval oplach vodou a odbarveni acetonem,

4. poté byl preparat opét oplachnut vodou,

5. nakonec byl pfevrstven nafedénym Karbolfuchsinem na 30 s a oplachnut vodou.
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3.7 Hodnoceni vysledkit hemokultivace

Mikroskopické preparaty a vykultivované pidy jsou prohlizeny Iékafem nebo
vysokoskolskym pracovnikem, ktery rozhodne o dal§im postupu. Identifikace a
dourcovani mikrobli je provadéno v bakteriologické laboratoii pomoci dalSich testd.
Gramnegativni ty¢ky se vyockuji na biochemicky klin, ESBL chromagar a Mueller-
Hintonliv agar pro orientacni citlivost. U grampozitivnich tycek se zalozi dle typu tycek
anaerobni kultivace nebo se k aerobni kontrole pfida ¢okoladovy agar. Grampozitivni
koky ve dvojcich nebo fetizkach se ockuji na krevni agar s optochinem a vyockuji se
také na Slanec Bartley, Mueller-Hintontiv agar s citlivosti na enterokoky a Mueller-
Hintondv agar s kontkkou krvi se streptokokovou citlivosti. Gramnegativni koky se
vyockuji na selektivni agar pro kultivaci neisserii a cokoladovy agar. Gramlabilni tycky
se dale ockuji na biochemicky klin, ESBL chromagar a Mueller-Hintonliv agar pro

orientacni citlivost.
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4 Vysledky

Podle poskytnutych dat z oddé¢leni klinické mikrobiologie Nemocnice Pisek, a.s. bylo
zjisténo, Ze za obdobi od 1. 1. 2014 do 24. 12. 2018 byl proveden odbér 9136
hemokultur od 3027 pacient, které byly nasledné vySetieny. V tabulce ¢. 1 je
znazornén pocet pacientll a pocet odebranych hemokultur od nich. Jedna hemokultura
byla odebrana od 648 pacient, z nichz pfevazna vétSina jsou déti. Dvé hemokultury

V jedné sadé byly odebrany od 1312 pacientl. Déle je pocet odebranych hemokultur a

pacientll zndzornén v grafu na obrazku €. 1.

Tabulka 1 Pocet pacientii a odebranych hemokultur

Pocet Pocet odebranych
pacientd | hemokultur
648 1
1312 2
235 3
390 4
108 5
117 6
51 7
48 8
28 9
20 10
14 11
9 12
9 13
7 14
3 15
4 16
2 17
3 18
3 19
3 21
3 23
2 25
3 27
1 29
1 32
2 36
1 37

(zdroj: vlastni zpracovani)

29
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Obrazek 1 Pocet pacientti a odebranych hemokultur
(zdroj: vlastni zpracovani)

Data byla rozdélena na kategorie podle v€éku pacientt, viz tabulka ¢. 2. Prvni kategorie
jsou déti do 30 dnti, dalsi déti do 1 roku, poté po 5 letech do 20 let a nésledné po 10
letech. Nejcetnéjsi ve€kovou skupinou v poctu vzorkd je skupina 71-80 let (2634
vzorkt), dale 81-90 let (1941 vzorki) a 61-70 let (1975 vzorki). Nejméné odebranych
vzorkd bylo ze skupin déti do 1 roku (22 vzorkt) a 11-15 let (23 vzorki). Z celkového
poctu 9136 hemokultur bylo hemokultiva¢nim systémem vyhodnoceno 7503 jako
negativni a 1633 jako pozitivni. Jednotlivé poCty pozitivit a negativit u kazdé z kategorii
jsou zobrazeny také v tabulce ¢. 2. Na obrazku ¢. 2 je graficky znazornéno rozdéleni do

veékovych skupin, pozitivita a negativita.
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Tabulka 2 Rozdéleni do vékovych skupin

Vék Pozitivni | Negativni| Celkem
do 30 dnui 28 102 130
do 1 roku 2 20 22
1-5let 15 62 77
6-10 let 3 30 33
11-15 let 1 22 23
16-20 let 26 76 102
21-30 let 17 241 258
31-40 let 24 293 317
41-50 let 63 375 438
51-60 let 141 744 885
61-70 let 398 1577 1975
71-80 let 514 2120 2634
81-90 let 338 1603 1941
nad 91 let 63 238 301
Celkem 1633 7503 9136

(zdroj: vlastni zpracovani)
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V tabulce ¢. 3 jsou vzorky od dospélych pacientl rozdéleny na hemokultury od muzt a

od zen. Na obrézku €. 3 je toto rozdé€leni znazornéno graficky.

Tabulka 3 Rozdéleni hemokultur - Zeny a muzi

Zeny Muzi
Vék Pozitivni | Negativni | Celkem | Pozitivni | Negativni | Celkem
21-30 let 12 119 131 5 122 127
31-40 let 6 92 98 18 201 219
41-50 let 10 124 134 53 251 304
51-60 let 54 317 371 87 427 514
61-70 let 180 560 740 218 1017 1235
71-80 let 269 904 1173 245 1216 1461
81-90 let 191 837 1028 147 766 913
nad 91 let 39 142 181 24 96 120
Celkem 761 3095 3856 797 4096 4893

(zdroj: vlastni zpracovani)
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4.1 Mikrobialni spektrum

Druhym cilem bakalatské prace bylo zjistit mikrobidlni spektrum v hemokulturach
v letech 2014-2018. Poskytnuta data byla zpracovana v kontingen¢ni tabulce, pomoci
niz doSlo k pfehlednému rozdéleni a secteni vSech nalezti v hemokulturach. Pro
zjednoduSeni byly nékteré nalezy shrnuty do species. Enterobacter species zahrnuje
bakterie E. cloacae, E. aglomerans a E aerogenes (nyni Klebsiella aerogenes).
Enterococcus species zahrnuje E. casseliflavus, E. faecalis a E. faecium. Klebsiella
species zahrnuje bakterie K. oxytoca, K. pneumoniae, K. terrigena. Skupina beta-
hemolytické streptokoky zahrnuje streptokoky ze skupin A, B, C a G. Kvasinkové
organismy Candida species sdruzuji C. albicans, C. glabrata, C. intermedia, C.
parapsilosis a C. tropicalis. V tabulkach ¢. 3 a 4 je znazornéno 36 mikrobialnich
pivodct véetné vyskytu vzhledem k pozorovanym kategoriim. V tabulce ¢. 4 jsou
znazornény skupiny do 20 let véku véetné a v tabulce €. 5 jsou zndzornény skupiny nad
20 let véku. V tabulce €. 6 je vidét celkovy pocet jednotlivych nalezi za obdobi 2014-
2018.

Tabulka 4 Mikrobialni spektrum - do 20 let

do30 |do1l 1-5 6-10 11-15 16-20
Nalez dnti roku let let let let
Acinetobacter species - 1 - - - -
Enterobacter species 1 - - - - 1
Enterococcus species 2 - - - - 1
Escherichia coli 1 1 - - - 1
Klebsiella species - - - - - 9
Pseudomonas species - - - - - 4
Salmonella enteritidis - - 1 - - -
Staphylococcus aureus 2 - 1 - - 2
Staphylococcus epidermidis - - 2 - - -
Staphylococcus haemolyticus - - - - - 2
Staphylococcus koagulasa negativni 20 - 5 1 1 6
Streptococcus pneumoniae - - 4 1 - -
Beta-hemolytické streptokoky 1 - 2 - - -
Vzdusné sporulujici mikroby 1 - - 1 - -
Celkem 28 2 15 3 1 26

(zdroj: vlastni zpracovani)
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Tabulka 5 Mikrobialni spektrum - nad 20 let

21-30 |31-40 (41-50 |51-60 |61-70 |71-80 |81-90 | nad
Nalez let let let let let let let 91 let
Acinetobacter species - - - 5 5 - -
Burkholderia cepacia - - - - - -
Campylobacter species - - 1 - - - - -
Candida species 2 2 2 5 11 2 1
Clostridium perfringens - - - - 4 2 - -
Eggerthella lenta - - - - 1 - - -
Enterobacter species 6 - - 1 14 32 2 -
Enterococcus species - - 2 5 17 19 16 2
Escherichia coli 3 6 18 30 103 138 182 33
Haemophilus influenzae - - - - 2 - 1 -
Klebsiella species - 1 4 16 35 49 22 8
Lactococcus species - - - - - 2 - -
Listeria species - - - - 1 - - -
MRSA - - 2 1 20 27 5 -
Morganella morganii - - - 1 5 6 5 1
Proteus species - - 1 5 7 21 9 6
Providencia species - - - - - - - 2
Pseudomonas species - - 1 1 1 6 10 -
Raoultella terrigena - - - - 2 - - -
Rothia dentocariosa - - - - - 1 - -
Salmonella enteritidis - - - 2 4 6 1 -
Serratia species - - - - 2 5 - 2
Shewanella putrefaciens - - - - 2 - - -
Staphylococcus aureus 4 10 16 35 54 98 36 3
Staphylococcus epidermidis - 4 1 15 53 41 21 2
Staphylococcus haemolyticus - - - - - -
Staphylococcus hominis - - - - - 2 -
it;aggf':i):/lsllcoccus koagulasa i 3 5 10 55 8 10 i
Staphylococcus warneri - - - - 4 4 4 -
Staphylococcus xylosus - - - - 3 - - -
Streptococcus oralis - - - - - 1 1 -
Streptococcus pneumoniae - - 4 - 10 18 2 -
Beta-hemolytické streptokoky - - 5 8 17 11 5 3
Veillonella parvula - - - 1 - - - -
Vzdusné sporulujici mikroby 2 - - 1 2 4 2 -
Celkem 17 24 62 141 398 514 338 63

(zdroj: vlastni zpracovani)
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Tabulka 6 Mikrobialni spektrum - celkem

Nalez Celkem
Acinetobacter species 12
Burkholderia cepacia

Campylobacter species

Candida species 25
Clostridium perfringens 6
Eggerthella lenta 1
Enterobacter species 57
Enterococcus species 64
Escherichia coli 516
Haemophilus influenzae 3
Klebsiella species 144
Lactococcus species 2
Listeria species 1
MRSA 55
Morganella morganii 18
Proteus species 49
Providencia species 2
Pseudomonas species 23
Raoultella terrigena

Rothia dentocariosa

Salmonella enteritidis 14
Serratia species 9
Shewanella putrefaciens 2
Staphylococcus aureus 261
Staphylococcus epidermidis 139
Staphylococcus haemolyticus 4
Staphylococcus hominis 3
Staphylococcus koagulasa negativni 94
Staphylococcus warneri 12
Staphylococcus xylosus 3
Streptococcus oralis 2
Streptococcus pneumoniae 39
Beta-hemolytické streptokoky 52
Veillonella parvula 1
Vzdusné sporulujici mikroby 13
Celkem 1633

(zdroj: vlastni zpracovani)
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Nejcastejsi nalezy byly vybrany pomoci funkce podminéného formatovani v programu

Microsoft Excel a samostatné¢ zpracovany do tabulky ¢. 7, ze které vznikl graf (viz
obrazek ¢. 4).

Tabulka 7 Nej¢astéjsi nalezy

Nalez Escherichia | Staphylococcus | Klebsiella | Staphylococcus | Beta-hemolytické
coli aureus species epidermidis streptokoky
do 30 dnti 1 2 - - 1
do 1 roku 1 - - - -
1-5 let - 1 - 2 2
6-10 let - - - - -
11-15 let - - - - -
16-20 let 1 2 9 - -
21-30 let 3 4 - - -
31-40 let 6 10 1 4 -
41-50 let 18 16 4 1 5
51-60 let 30 35 16 15 8
61-70 let 103 54 35 53 17
71-80 let 138 98 49 41 11
81-90 let 182 36 22 21 5
nad 91 let 33 3 8 2 3
Celkem 516 261 144 139 52

(zdroj: vlastni zpracovani)
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Podle grafu na obrazku ¢. 4, kde jsou sefazeny nejcastéjsi nalezy, je zfejmé, zZe
nejcastéjsim izolatem za celé zkoumané obdobi se stala Escherichia coli, ktera byla
nalezena v 516 vzorcich z celkového poétu 1633 pozitivnich vzorkt. Druhym a tietim
nejCastéj$im izolatem byly Staphylococcus aureus s vyskytem ve 261 vzorcich a
Klebsiella species svyskytem ve 144 vzorcich. Staphylococcus epidermidis byl

izolovan ze 139 vzorku a beta-hemolytické streptokoky z 52 vzorka.

Déle byl vytvoten graf, ktery zobrazuje nejcastéjsi nalezy rozdélené podle vékovych
skupin (viz obrazek ¢. 5). Je patrné, Ze Escherichia coli se vyskytovala nejvice u vékové
skupiny 81-90 let, Staphylococcus aureus a Klebsiella species u vékové skupiny 71-80
let, Staphylococcus epidermidis a beta-hemolytické streptokoky u vékové skupiny 61-
70 let.

Nejcastéjsi nalezy podle véku
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Obrazek 5 Nejcéastéjsi nalezy u jednotlivych vékovych kategorii

(zdroj: vlastni zpracovani)
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Tabulka ¢. 8 a obrazek ¢. 6 zobrazuji nejCastéjsi nalezy u zen. NejcastejSim nalezem
byla Escherichia coli, ktera se vyskytovala ve 303 vzorcich, Staphylococcus aureus
v 97 vzorcich, Klebsiella species ve 42 vzorcich, Staphylococcus epidermidis v 70

vzorcich a beta-hemolytické streptokoky v 10 vzorcich.

Tabulka 8 Nejcastéjsi nalezy u Zen

Zeny
Escherichia | Staphylococcus | Klebsiella | Staphylococcus | Beta-hemolytické

Vvék coli aureus species epidermidis streptokoky
21-30 let 3 - - - -
31-40 let 4 - - - -
41-50 let 3 - 2 - -
51-60 let 17 11 4 2 -
61-70 let 54 16 13 37 2
71-80 let 86 44 12 20 6
81-90 let 117 23 5 11 1
nad 91 let 19 3 6 - 1
Celkem 303 97 42 70 10

(zdroj: vlastni zpracovani)
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Tabulka €. 9 a obrazek €. 7 zobrazuji nejcastéjsi ndlezy u muzii. NejcastéjSim nalezem
byla také Escherichia coli, ktera se vyskytovala ve 210 hemokulturach, Staphylococcus
aureus ve 159 vzorcich, Klebsiella species v 93 vzorcich, Staphylococcus epidermidis

vV 67 vzorcich a beta-hemolytické streptokoky ve 30 vzorcich.

Tabulka 9 Nejcastéjsi nalezy u muza

Muii
Escherichia | Staphylococcus | Klebsiella Staphylococcus | Beta-hemolytické

Vék coli aureus species epidermidis streptokoky
21-30 let - 4 - - -
31-40 let 2 10 1 4 -
41-50 let 15 16 2 1 5
51-60 let 13 24 12 13 8
61-70 let 49 38 24 16 8
71-80 let 52 54 37 21 5
81-90 let 65 13 17 10 2
nad 91 let 14 - 2 2 2
Celkem 210 159 93 67 30

(zdroj: vlastni zpracovani)
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4.2 Procento pozitivit

Zjistit procento pozitivit k celkovému poctu odebranych hemokultur v letech 2014-2018

bylo poslednim cilem této bakalaiské prace.

Z grafu na obrazku ¢. 8 je patrné, ze vzhledem k celkovému poctu 9136 hemokultur
bylo vyhodnoceno 18 % (1633) jako pozitivni, tzn., byl zachycen néjaky mikrobialni
puvodce. 82 % hemokultur (7503) bylo vyhodnoceno jako negativni — nevykazovaly

rust zadného infekéniho agens.

Procento pozitivity

I pozitivni

M negativni

Obrazek 8 Procento pozitivity

(zdroj: vlastni zpracovani)
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V celkovém poctu pozitivnich vzorkli je zahrnuta 1 skupina plasmakoagulasa
negativnich stafylokoka (94 vzorkd) a vzdus$nych sporulujicich mikroorganismu (13
vzorkt). Pokud nejsou dale douréeny, jsou povazovany za kontaminanty a nebyla
prokazana souvislost mezi vyskytem bakterie v hemokultufe a stavem pacienta. Z poctu
pozitivnich nalezd bylo tedy pro piesnost odecteno 107 vzorkil s témito nalezy a

procento pozitivity se snizilo 0 1 %, tj. 17 % (viz obrazek ¢. 9).

Procento pozitivity bez kontaminant

17%

1 pozitivni

M negativni

83%

Obrazek 9 Procento pozitivity bez kontaminant

(zdroj: vlastni zpracovani)

Ze vsech pozitivnich nélezli bylo vyfiltrovano 5 nejcastéjSich, ostatni byly secteny a
souhrnn¢ oznaceny jako ,,ostatni pozitivni ndlezy. Z téchto dat vznikl graf (viz obrazek
¢. 10), na némz se ukazala procentudlni pozitivita vybranych izolatl vzhledem k poctu
vSech pozitivnich hemokultur. Escherichia coli tvoii 31 % vSech pozitivnich nalezt,
Staphylococcus aureus 15 %, Klebsiella species 9 %, Staphylococcus epidermidis 8 %,
beta-hemolytické streptokoky 3 % a ostatni pozitivni nalezy 28 %. Koagulasa negativni

stafylokok, ktery je hodnocen jako kontaminanta tvoii 6 % vsech pozitivnich nalezu.
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Procenta pozitivit nalezu

M Escherichia coli

B Staphylococcus aureus

M Klebsiella species

m Staphylococcus epidermidis

m Koagulasa negativni stafylokok
B Beta-hemolytické strektokoky

1 Ostatni pozitivni nalezy

Obrizek 10 Procenta pozitivit nalezi

(Zdroj: vlastni zpracovani)

Pro zjisténi statistické vyznamnosti jsem pouzila chi kvadrat test s hladinou
vyznamnosti 5 %. Hodnota signifikance (p) vysla mensi nez 0,05, nulova hypotéza se

zamita. Z toho vyplyva statistickd vyznamnost téchto dat.
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5 Diskuze

Béhem let 2014-2018 bylo na oddéleni klinické mikrobiologie Nemocnice Pisek, a.s.
vySetieno automatickym hemokultiva¢nim systémem BACTEC 9136 hemokultur od
3027 pacientii. Pfi odbéru vzorkl na hemokultivacni vySetfeni se obvykle odebira jedna
sada vzorkll za den od jednoho pacienta, tzn. nejméné¢ 4 hemokultury. Statistickym
zpracovanim dat bylo zjisténo, ze v Nemocnici Pisek, a.S. se nejcastéji provadi odbér
dvou hemokultur v sad¢ (u 1312 pacientil) — jedna aerobni a jedna anaerobni lahvicka.
Druhym nejcastéjSim poctem odebiranych hemokultur byla jedna (u 648 pacienti).
Pokud se provede odbér vice hemokultur od jednoho pacienta, je vétsi Sance na detekci
patogent. Nejvétsim poctem odebiranych hemokultur v sad¢€ je 6. VEtsi pocet znamena,
ze u nckterych pacientd je hemokultivace provadéna opakované behem delsiho
Casového useku. VétSina z pacientd, kterym byla odebrana jedna hemokultura, jsou
malé¢ déti. U nich je problém v odbéru dostatecného mnozstvi vzorku krve na
hemokultiva¢ni vysetfeni, tudiz musi stacit jen jeden vzorek odebrany do pediatrické
lahvicky. Dalsi problém se tyka objemu krve v pediatrické lahvicce, ktery je jen 3 ml,
proto mize dochézet k mensSimu zachytu pozitivity. Na détském oddéleni Nemocnice
Pisek, a. s. jsou odebirany vSechny vzorky déti do pediatrickych lahvicek, nebere se

ohled na stafi a vahu ditéte, tato skutecnost také mize ovlivnit zachyt patogena.

Pti rozdéleni pacient do vékovych skupin se ukazalo, Ze nejvice hemokultur bylo
odebrano od pacientti ve véku 61-90 let. Dohromady 6550 hemokultur z celkového
poctu 9136. Stejny vekovy rozsah pacientl s nejveétsim poctem odebranych hemokultur
uvadi ve své praci Jelinkova (2017). Divodem jsou Casté operacni zakroky a pobyt
vV nemocnici v souvislosti se zvySujicim se v€kem. Ve vSech vékovych kategoriich do
80 let bylo od muzl odebrano vice hemokultur, napt. ve skupiné 61-80 let bylo od muzt
odebrano celkem 2696 hemokultur, od Zen jich bylo odebrano 1913, tzn. o 783 mén¢ za
obdobi 2014-2018. Na tento fakt mé4 pravdépodobné vliv prostata a s ni souvisejici
mocové obtize u starSich muzi, a také ranné infekty na dolnich koncetinach spojené
s ischemickou chorobou dolnich koncetin a diabetem. Naopak je to od 81 let a vys, kdy
bylo odebrano vice vzorkil od Zen. Tento fakt mliZze mit souvislost s tim, Ze Zeny se

dozivaji vyssiho véku.

Z celkového poctu 9136 hemokultur pfistroj oznacil 1633 jako pozitivni. Procentudlni

mira pozitivity je tedy 18 %. Od pozitivnich vzorkd bylo odeéteno 107 hemokultur,
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které vykazovaly pozitivitu na koaguldza negativni stafylokoky a vzdus$né sporulujici
mikroby. Bakterie z téchto skupin nebyly dour¢eny do species, tudiz byly jednoznacné
povazovany za kontaminantu a nebyla prokdzéna souvislost mezi vyskytem bakterie
Vv hemokultufe a stavem pacienta. Procento pozitivity S pravdépodobnym infekénim
agens se timto snizilo na 17 %. Stejné procento pozitivity uvadi ve svém vyzkumu také

Vanisova (2015).

Zjisténé  mikrobidlni  spektrum  obsahuje  Sirokou Skdlu  grampozitivnich,
gramnegativnich, anaerobnich i kvasinkovych piivodct. Je ziejmé, Ze si do krevniho
feCisté najde cestu jakakoliv bakterie nebo kvasinka. Celkem bylo objeveno 36 rtiznych
mikrobidlnich pavodcl, znichz nékteré jsou hodnoceny jako kontaminanty. U

nékterych agens je patogenita spornd, napft. rod Lactococcus.

Nejcastéj$im nalezem izolovanym z hemokultur v Nemocnici Pisek, a.s. se stala v tomto
vyzkumu Escherichia coli. Vyskytovala se ve 31 % vsech pozitivnich vzorkt, coz ¢ini
516 hemokultur a ¢ast&ji byla nalezena u zen (303 vzorkd) nez u muzd (210 vzorka).
Divodem takového vyskytu muze byt fakt, ze Escherichia coli je soucasti bézné stievni
mikroflory ¢lovéka. Snadno se tedy zanese do rany napf. po trazu nebO operaci a
zpusobi bakteriémii. Mize také tvofit biofilmy na cizich materidlech, jako jsou katétry,
stenty apod. Senkyfova (2012) oznacila nejéast&j$im gramnegativnim piivodcem
Escherichia coli. Podle studie Kolafe a spol. (2002) byl nejcastéji identifikovan kmen
Escherichia coli v 31,8 %. S timto se shoduji vysledky prace. Dalsim Castym nalezem
byl Staphylococcus aureus objeveny ve 261 vzorcich (15 %). Ten se naopak vyskytoval
vice v hemokulturach od muza (159 vzorku). Klebsiella species byla objevena ve 144
vzorcich (9 %) také ve vétSim poctu u muzt (93 vzorki). Staphylococcus epidermidis
ve 139 vzorcich (8 %) témét ve stejném poétu u zen i muzd a beta-hemolytické
streptokoky v 52 hemokulturach (3 %), Castéji u muzu. Tyto streptokoky jsou ze skupin
A, B, C, G a byly dourceny. Ve skupin€ novorozencu do 30 dnli byl objeven jeden beta-
hemolyticky streptokok skupiny B, ktery vyvolal novorozeneckou sepsi. V ostatnich
vékovych skupinach byly zjistény beta-hemolytické streptokoky v souvislosti s rannymi
infekcemi. Podle vyzkumu Karlowsky et al. (2004) se Staphylococcus aureus
vyskytoval v 16,5 % z celkového poctu zkoumanych pozitivnich nalezd. Procento je
témet totozné s vyskytem Staphylococcus aureus v této praci. Klebsiella species se
podle vyzkumu Opota et al. (2015) potvrdila v 7,1 % a beta-hemolytické streptokoky ve

2 % z poCtu pozitivnich hemokultur. Procento vyskytu Klebsiella species v této praci je
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témet o 2 % vyssi a procento vyskytu beta-hemolytickych streptokokut je o 1 % vyssi.
Pro lepsi porovnani s literaturou byly vSechny hemokultury s dour¢enymi stafylokoky
seCteny dohromady, tj. 516 vzorki. Procentualni zastoupeni téchto stafylokoku je
celkem 31,6 %. Opota et al. (2015) uvadi ve své praci 23,7 % stafylokokt z celkového
poctu pozitivnich vzorki. Vyssi procento Vv této bakalarské praci je zptisobeno jisté také
tim, Ze v Nemocnici Pisek, a.s. je velka ortopedie S rozsdhlou operativou a dé¢laji se zde
replantace. Déale se na ARO pickladaji pacienti z vySSich pracovist’ po operacich na

mozku. Casty zachyt stafylokokd je také ze spondylodiscitid a u uZivateli drog.
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6 Zavér

Tato bakalafska prace se zabyvala vysetfovanim hemokultur v automatickém
hemokultivacnim systému. Hemokultivacni vySetfeni, nasledné zpracovani pozitivnich
hemokultur a urceni ptivodce infekce krevniho fecisté je dulezitym krokem k zahajeni
spravné antibiotické 1é€by. Prvnim cilem bylo osvojit si praktické zpracovani
hemokultur v automatickém hemokultivaénim systému. Tento cil byl splnén na odd¢leni
Klinické mikrobiologie Nemocnice Pisek, a.s., kde byla prace pod odbornym dohledem
vedena. V laboratofi probihalo osvojeni prace s automatickymi hemokultiva¢nimi
syst¢tmy BACTEC 9050 a BACTEC FX 40 a nésledné zpracovani pozitivnich vzorki
k dourCeni infekéniho agens. Druhym cilem bylo zjistit mikrobiadlni spektrum
v hemokulturach v letech 2014-2018 v Nemocnici Pisek, a.s. a tfeti cil byl formulovan
jako zjisténi procenta pozitivit k celkovému pocétu odebranych hemokultur v letech
2014-2018. Tyto dva cile byly také splnény formou statistického vyzkumu provedeného
z dat poskytnutych mikrobiologickou laboratoii, kde probihala prace s hemokulturami.
Ze sirokého mikrobialniho spektra byly nejéastéjsimi izolaty Escherichia coli (31 %),
Staphylococcus aureus (15 %) a Klebsiella pneumoniae (9 %). Toto zjisténi je
v souladu s odbornou literaturou. Z celkového poctu 9136 vysetfenych vzorki
vykazovalo pozitivitu 1663, tj. 18 %. Bez skupiny koagulaza negativnich stafylokokd a
vzdu$nych sporulujicich mikrobt, které jsou povazovany za kontaminanty, je procento
pozitivity s pravdépodobnym infekénim agens 17 %. Vysledek je v souladu
S porovnavanou literaturou. Pro sniZeni pfipadli kontaminace hemokultur je velmi
dualezity asepticky odbér vzorkl krve. Pii zpracovavani této bakalaiské prace doslo ke
zjisténi, Ze na détském oddéleni Nemocnice Pisek, a.s. se provadi odbér hemokultur u
vSech pacienti do pediatrickych lahvicek bez ohledu na jejich vék a véhu. Tato
skute¢nost mize ovlivnit zachyt patogena v hemokultufe. Na zakladé tohoto zjiSténi

byla pfehodnocena strategie odbéru hemokultur na tomto odd¢leni.
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Seznam zkratek

SPS Polyanethol sulfonat sodny

CO; Oxid uhlicity
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