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Zakladni mikrobiologické vySetieni hemokultur v automatickém
hemokultiva¢nim systému

Abstrakt

Tato bakalédiskd prace je zaméfena na téma vySetfeni hemokultur v automatickém
hemokultivacnim systému. V teoretické casti se vénuje zejména obecnym pojmim
ptitomnosti bakterii v Krvi a rozvoji sepse, dale popsani nejcastéjsich infekénich agens
V hemokulturach u odlisnych skupin pacientt a také riznym typtiim hemokultivacnich
systému od starSich po nejnové€jsi. 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 nasledné zpracovani vzorki
k identifikaci mikrobidlnich pivodcl a zjisténi jejich citlivosti na antibiotika. Cilem
bylo osvojit si praktické zpracovani hemokultur v automatickém hemokultivacnim
systtmu BACTEC. Metodickd cast je vénovana piipravé a zpracovani vzorkii pro
hemokultivaci, naslednému postupu inokulace na kultivaéni pudy a zhotoveni
mikroskopického preparatu barvené¢ho dle Grama. Dale se prace zabyva statistickym
zpracovanim dat poskytnutych na mikrobiologickém odd€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 vySetfeno celkem 9838 hemokultur. Z celkového poctu bylo pozitivnich 2338, tzn.
24 %. 76 % hemokultur bylo negativnich, nevykazovaly rist mikroorganismi.
Mikrobialni spektrum je velmi Siroké, k nejcastéjSim nalezim patii Staphylococcus
plasmakoagulasa negativni, Escherichia coli, Staphylococcus aureus subsp. aureus,

Staphylococcus epidermidis 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 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. The subsequent
processing of samples is also discussed 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 9838 blood cultures were examined during the study period. Of the
total number, 2338 were positive. That is 24%. 76% of blood cultures were negative,
did not show growth of microorganisms. The microbial spectrum is very wide, the most
common infection agents are Staphylococcus plasmakoagulasa negative, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus subsp. aureus, Staphylococcus epidermidis 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, jiz definujeme jako Zivot ohrozujici
selhani organa zplisobené neadekvatni odpoveédi organismu na infekci. Nékolikrat doslo
ke zmén¢ definice sepse, jelikoz je stile snaha o dostate¢né porozuméni a prozkoumani
jejich mechanismu a patofyziologie. Jako infekéni agens se uplatiiuji zvlasté bakterie,
v mens$im méfitku také viry, paraziti a houby. Vyplaveni bakterii do krevniho ob&hu je
provazeno vzestupem teploty, zimnici a tfesavkou. Nej€asteji je metoda hemokultivace
spojena s diagnézou urosepse, pneumonie, katétrové sepse, spondylodiscitidy

a endokarditidy.

Mikrobiologické hemokultiva¢ni vysetfeni ma za ukol urcit etiologii onemocnéni
s naslednym stanovenim citlivosti pivodce na antibiotika. V této dob¢ jsou k dispozici
automatizované hemokultivaéni systémy, které velmi usnadnuji praci v laboratofi. Diky
kontinudlnimu monitorovani hemokultur je detekce mikrobidlniho ristu vyrazné

rychlejsi a je omezeno riziko kontaminace.
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V teoretické Casti se prace vénuje obecnym pojmim infekce krevniho feciSté a sepse,
vyc€tu nejcastéjSich mikrobialnich agens vzhledem k jednotlivym skupindm pacientt
a pfiblizeni téchto plvodct. Dale jsou popsany riizné hemokultivaéni systémy od
manuélnich aZz po nejmodernéj$i kontinudln€ monitorujici. V metodické c¢asti této
bakalafské prace je rozebrano zpracovani hemokultur v automatickém hemokultivacnim
systtmu BACTEC. Statistickym Setfenim je zjiSt€éno mikrobialni spektrum
v hemokulturach vysetfenych na oddéleni klinické mikrobiologie Nemocnice Pisek, a.s.
v letech 2014-2018 a také se prace zabyva procentem pozitivnich vzorkli 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 Nizka — 10 az 20 bakterii v 1 ml krve,
e Stifedni — 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 oznacCuje infekéni choroba definovana ptitomnosti
bakterialnich nebo mykotickych mikroorganismi cirkulujicich v krevnim fecisti. Dale
se mohou také uplatnit viry a paraziti. Tito piivodci vyvolavaji zanétlivou reakci, ktera
je charakterizovana zménou klinickych a laboratornich parametr. Infekce krevniho
recisté mize byt doprovazena nebo zptisobena lokalizovanym infekénim onemocnénim.

v

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

Infekce krevniho feciste je nejcastéjsi pficinou rozvoje sepse. Zda se infekce klinicky
projevi jako sepse, zalezi na virulenci daného plvodce. 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 ptimo v krevnim ob¢hu. Infekce
sekunddrni maji zdroj v mist¢ mimo krevni feCiSté, Vjiném organovém systému

(Cermak, 2008).
1.3 SIRS

Syndrom systémové zanétlivé odpovédi (SIRS) je akutni zanétliva reakce, ktera vznika
jako obranny mechanismus a mtize byt vyvolana infekci, hypovolemii, hemoragii nebo
traumatem. Zasahuje cely organismus intenzivni a nevyvazenou imunitni odpovédi.
Podstatou je eliminovat agens a reparovat poSkozené tkan¢. Dochézi k selhdni systému,
ktery reguluje imunitni odpovéd’ a z obranné ¢innosti imunitnich mechanismi se stava
autoagresivni deregulovany proces. Nasledkem je poskozeni i plivodné zdravé tkané

a funkci organti, které nemusely byt zasaZeny ptivodni noxou. U hypersenzitivnich
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jedinci muze dojit k rozvoji SIRS i po pisobeni malého podnétu. Pro potvrzeni
diagnézy SIRS je nutné splnit dvé ze ¢tyf nize uvedenych kritérii. (Bartingk et al.,

2016)
Kritéria SIRS (Mat&jovi¢, 2017):

e T¢lesna teplota > 38 °C nebo < 36 °C

e Srdeéni frekvence > 90/min,

e Dechova frekvence > 20/min nebo pCO, < 32 mm Hg (4,3 kPa),
e Leukocytoza > 12 000/ul nebo leukopenie < 4 000/ul

1.4 Sepse

Systémova zanétliva reakce organismu navozena diseminovanou infekci nebo tézkou
lokalizovanou infekci provazena pfitomnosti mikroorganismi v krevnim ob¢hu se
nazyva sepse. Za diseminovanou povazujeme infekci rozS§ifenou do mnoha lokalit
v téle. Tuto skuteCnost mize zplsobit deficit nckteré slozky imunitniho systému,
protoze imunitni mechanismy maji za normalnich okolnosti tendenci ohranicit infekei,
nebo neptizniva shoda okolnosti, pii které dojde k proniknuti infekce do dalSich mist.
Tento stav je Zivot ohrozujici a dochazi k nému, kdyz odpovéd’ organismu na infekei
poskozuje vlastni tkané a organy. Sepse vede k Sokovému stavu, selhani organti a smrti,

pokud neni v¢as rozpoznana a okamzité 1é¢ena (Rozsypal, 2015; Ward a Levy, 2017).
1.4.1 Etiologie

Jakékoliv infekéni agens, které pronikne do krevniho feciSté a vyvold systémovou
imunitni odpoveéd’, mlize zplisobit rozvoj sepse. Nicmén¢ klinické symptomy se mohou
bakteriemi a houbami. V rozvinutych zemich jsou viry a paraziti jen vyjimecné
etiologickymi agens. Pfesnéj$i vyhodnoceni etiologie sepse je komplikované, protoZe
témer ve tretiné pripadd neni zjistén plivodce navzdory pouziti vSech dostupnych
mikrobiologickych technik. Co se tyce bakteridlnich ptivodct, za posledni desetileti se
zménil vyskyt urcitych patogent. V roce 1980 v USA byly hlavnim zdrojem sepse
gramnegativni bakterie, avSak vroce 2000 52,1 % bakterii zastdvaly grampozitivni

koky. Také jsou pozorované zmény ve zdrojich infekce. Pred rokem 1990 se
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plice a jsou zodpovédné ptiblizné za 50 % piipadi sepse. (Herwald a Egesten, 2011).
1.4.2 Patofyziologie

Sepse je charakterizovana na jedné strané abnormalné vysokou neregulovanou
aktivitou zanétu. Na druhém polu je utlumeni obranné reakce, az imunitni paralyza
(Krejsek et al., 2016, s. 179). Normalni imunitni odpovéd’ na patogenni podnéty vede
k aktivaci obrannych mechanismt hostitele, aby nedosSlo ke kolonizaci hostitelského
organismu mikroby. Hostitelské molekuly a cizi produkty infekce konverguji na zakladé
molekularnich mechanismii, coz zpusobi nekontrolovanou aktivaci vrozenych
imunitnich mechanisml. Tento proces zahrnuje bunécénou aktivaci, vazodilataci,
rekrutovani leukocytii a zvySenou endotelialni propustnost. Cizi a endogenni molekuly
interaguji s receptory rozpoznavajicimi patogeny, které jsou exprimovany na builkéch
imunitniho systému. Aktivace téchto receptorti kulminuje uvolnénim mediatord, jez
vytvareji klinické ptiznaky sepse (Ward a Levy, 2017). Soucasné existuji mechanismy
zpétné vazby, jez zabranuji nadmérné aktivaci imunitni odpovédi hostitele a zajist'uji
navrat homeostdzy. Porucha v imunitni regulaci muze vést k piehnané odpovédi
imunitniho systému. Vysledkem je trvaly prozéanétlivy stav, ktery vyusti v poskozeni

tkané a organi. V disledku imunitni dysfunkce mize také dojit k rozvoji trvalého

-----

1.4.3 Septicky Sok

Septicky Sok charakterizujeme jako sepsi provazenou ob¢hovymi, bunéénymi
a metabolickymi zménami, jeZ jsou spojeny s vySSim rizikem smrti nez samotna sepse.
Charakteristickd je pfitomnost perzistujici hypotenze. K udrzeni dostate¢ného sttedniho
arteridlniho tlaku alesponn 65 mm Hg se podavaji vazopresory. Dale pozorujeme
zvySené hodnoty laktatu v séru > 2 mmol/l. Diky témto kritériim dosahuje umrtnost

v nemocnicich vice nez 40 % (Shankar-Hari, 2016).
1.4.4 MODS

Syndrom multiorganové dysfunkce je stav, kdy dochazi k alteraci funkce dvou a vice
zivotné dilezitych organli u téZce nemocného pacienta a je nutnd ndhrada nebo podpora
téchto funkci k udrzeni homeostazy organismu. Syndrom je klasifikovan jako primarni

a sekundarni. V piipad¢ primarniho MODS je porucha zptsobena ptimym poskozenim
11



tkan¢ (trauma, pankreatitida, popéleniny, rozsahlé operace). Za rozvojem sekundarniho
MODS stoji septicky $ok doprovazeny hypoperfuzi organti (Cermak, 2008; Barttingk et
al., 2016).

1.5 Nejcastéjsi piavodci infekci krevniho recisté
1.5.1 Ambulantni pacienti

U ambulantnich pacientti se ptfedpokladéd vznik infekce z plného zdravi, kdy se bakterie
dostanou do ob&hu z neobjeveného loziska nebo rezidentni mikrobidlni flory. Jako
puvodci uplatiuji  Escherichia coli a dalsi bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae,
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, betahemolytické streptokoky,
Neisseria meningitidis. Pro t¢hotné Zeny je nebezpecna Listeria monocytogenes, ktera
muze zpusobit postizeni plodu az septicky potrat. Asplenicti pacienti maji predispozice
pro infekci opouzdienymi Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae
a Neisseria meningitidis. U pacientti s endokarditidou se uplatiuji koagulaza negativni

stafylokoky, Staphylococcus aureus, Corynebacterium species (Scharfen, 2013).
1.5.2 Nemocnicni pacienti

Nemocniéni pacienti jsou skupina osob, u kterych je bakteriémie zptisobena bud’ pfimo
prinikem bakterii do krevniho ob¢&hu, nebo snizenim obranyschopnosti organismu.
Objevuje se vdusledku provadénych invazivnich zakrokl, imunosupresivni
a antibiotické 1é€by nebo umélé ventilace. Pivodci se 1isi podle délky hospitalizace
atypu pacientl. Obvyklymi izolaty jsou koaguldza negativni stafylokoky (mozna
kontaminace), Escherichia coli a jiné bakterie celedi Enterobacteriaceae,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae,
enterokoky, kvasinky, anaerobni mikroorganismy a V neposledni fadé¢ Burkholderia
cepacia komplex (Scharfen, 2013). Puvodci nozokomialni pneumonie jsou ¢asto kmeny
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa nebo meticilin
rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA), u kterého je nebezpetné nosicstvi.
Nejcastéjsi infekéni agens uroinfekce jsou Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa a enterokoky. Katétrové infekce vyvolavaji predevsim
Staphylococcus species a intraabdominalni infekce anaerobni bakterie, enterobakterie

nebo enterokoky (Priicha at al., 2015).
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1.5.3 Novorozenci a déti

Etiologie infekci krevniho fecisté u déti prosla za posledni roky zménou. Diky ockovani
se snizil pocet infekci, které vyvolaval Haemophilus influenzae b. Vyskyt
nozokomialnich infekci vzrostl. Nej¢astéjSimi pivodci jsou Streptococcus pneumoniae,
Neisseria meningitidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli. U 2 % novorozenct se
muze rozvinout takzvana ¢asnd novorozenecka sepse, jez se objevi do tii dnli po porodu
nebo nozokomialni, zptsobena rezistentnimi nemocni¢nimi kmeny. Jako etiologicka
agens se uplatnuji Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Staphylococcus
epidermidis, Candida albicans (Muntau, 2009; Scharfen, 2013)

1.5.4 Imunokompromitovani pacienti

Do této skupiny patii pacienti s autoimunitnim onemocnénim, imunosupresivni 1é¢bou,
AIDS, po transplantaci kostni dfené nebo organti, onkologiéti pacienti. U 0sob
s imunodeficienci, at’ uz vrozenou ¢i ziskanou, je sepse hlavni pfi¢inou umrti.
V dusledku imunosuprese dochazi k poruse bunécné imunity, fagocytoézy, komplementu
a tvorby protilatek, coz zvysuje riziko infekce. Nejcastéji se uplatiiuji bakterie ptirozené
mikroflory, které se u imunokompetentnich jedinct diagnostikuji jako kontaminanty -
koagulaza negativni stafylokoky, enterokoky, viridujici streptokoky. V souvislosti se
zvySenou spotfebou antibiotik a pouzivanim centralnich zilnich katétrii se uplatiiuji
nefermentujici gramnegativni bakterie, Listeria monocytogenes, korynebakteria,
kandidy, nokardie a viry (Scharfen, 2013).

1.5.5 Enterobakterie

Bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae jsou gramnegativni fakultativné anaerobni tycky.
Nejvyznamnéj§imi rody jsou Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Shigella,
Enterobacter, Proteus, Citrobacter a Serratia. Ve stfevé pusobi nejen jako
komenzalove, saprofyté, ale také jako patogeny. Uplatiiuji se i mimo gastrointestinalni
trakt nejCastéji pfi infekci urogenitalniho systému. U novorozenct jsou ¢astymi pivodci
sepse a meningitidy, u starSich osob urosepse s poruchou ledvin. K pienosu
enterobakterii dochazi nejCastéji fekalné-oralni cestou, ale také potravinami nebo
endogenn¢. Laboratorni pritkaz se provadi pomoci kultivace a biochemickych testi

(Votava at al., 2003; Schindler, 2014).
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1.5.5.1 Escherichia coli

Escherichia coli je nejznaméjsim zastupcem z rodu Escherichia. Osidluje tlusté stfevo,
kde je soucasti bézné mikroflory. Pokud se dostane mimo stfevo, zpusobuje infekce
mocovych cest, infekce ran a septickd onemocnéni, kdy dochézi k poskozeni hepatocyti
provazené ikterem. V zazivacim traktu vyvolavaji urCité kmeny infekce provazené
prujmy (Bednaf et al., 1996; Ehrmann et al., 2014). Kmeny se rozdéluji podle projevi
virulence na enteropatogenni, enterotoxické, enteroinvazivni a enterohemoragické

(Schindler, 2014):
1.5.5.2 Klebsiella pneumonie

Klebsiella pneumoniae je nejbéznéjsi bakterie z rodu Klebsiella. Ma polysacharidové
pouzdro, které je hlavnim faktorem virulence. Od escherichii se odliSuje pozitivnim
PYR-testem. Roste v bilych hlenovitych koloniich. Je podminéné patogenni a druhym
nejcastéjsim pivodcem infekce mocovych cest (Votava et al., 2003). Dale se také
uplatituje pifi gastroenteritidach, meningitiddich u novorozenci a nozokomialnich

sepsich. Disponuje ptirozenou rezistenci k ampicilinu (Schindler, 2014).
1.5.5.3 Proteus mirabilis

Proteus mirabilis je mikrobem bézné vyskytujicim se v klinickych vzorcich a muze
zpusobit celou fadu komunitnich nebo nemocni¢nich onemocnéni. Nejcastéji infekce
mocovych cest véetné cystitidy a pyelonefritidy. Pokud se bakterie dostanou do
krevniho ob&hu, zplsobi bakteriémii, ktera se mize rozvinout az v zivot ohrozujici
urosepsi. Hojn¢ je nalezneme v pudé a vode a také jako soucast stifevni mikroflory. Na
povrchu bakterii jsou pfitomny bi¢iky, které umoziuji pohyb. Rostou plazivym ristem,
¢emuz se fika ,,Rausstiv fenomén*. Maji tendenci piekryt dalsi patogeny na kultivacni
pudé. Faktorem virulence je vysokd uredzova aktivita. Proteus také hydrolyzuje
mocovinu na amoniak, tim alkalizuje mo¢ a mohou vznikat mocové kameny. Podobné
jako jiné gramnegativni bakterie produkuje endotoxin do krevniho obé&hu, coz spusti
dalsi zanétlivé reakce hostitele, které mohou v koneéném dusledku vést k sepsi nebo
SIRS, zavaznému stavu s 20 % az 50 % uGmrtnosti (Schaffer a Pearson, 2015; Foris
a Snowden, 2019).
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1.5.6 Pyogenni koky
1.5.6.1 Streptococcus pyogenes

Patii mezi beta-hemolytické streptokoky serologické skupiny A podle Lancefieldové. Je
to fakultativné anaerobni grampozitivni kok primarné patogenni pro ¢lovéka. Roste na
krevnim agaru obohaceném berani krvi v drobnych bilych koloniich. Hlavnim faktorem
virulence je M protein, diky kterému bakterie aheruje bakterie na povrch sliznice a je
chranéna pted fagocytdzou. DalSimi faktory virulence jsou streptolyzin O a streptolyzin
S (toxické pro leukocyty, monocyty a fagocyty), pouzdro tvofené Kkyselinou
hyaluronovou, enzymy streptokinasa a enolasa a Vv neposledni fadé streptokokové
pyrogenni exotoxiny. S. pyogenes zpusobuje nejcastéji akutni tonzilitidu a dale spalu,
impetigo a erysepel. Pokud neni infekce 1éCend, miize dojit k rozvoji revmatické
horecky a glomerulonefritidy. K 1é¢bé se pouziva penicilin, erytromycin nebo
tetracyklin (Bednar et al., 1996; Votava et al., 2003)

1.5.6.2 Streptococcus agalactiae

Druhy zastupce beta-hemolytickych streptokokd skupiny B dle Lancefieldové. Muze
byt pfitomen u zen na poSevni sliznici bez pfiznakd onemocnéni. U t€hotnych zen je
nebezpec¢i nakazeni novorozence pii porodu sepsi nebo meningitidou nebo pneumonii.
Prognoéza neni pfili§ pfiznivd. U dospélych se infekce objevuje pfi poruSe imunity.
S. agalactiae je citlivy k penicilinu, ampicilinu a rezistentni na bacitracin. Diagnostika
se provadi pomoci CAMP testu. U streptokokti skupiny B se vytvofi na krevnim agaru

hemolyza (Bednaf et al., 1996; Votava et al., 2003).
1.5.6.3 Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae neboli pneumokok je grampozitivni diplokok charakteristicky svym
lancetovitym tvarem. Miize tvofit polysacharidové pouzdro v M fézi, kterym se obklopi
a chrani pred fagocytdzou, tudiZ je virulentni. Je znamo asi 90 rliznych sérotypi liSicich
se pouzdernym antigenem. Od ostatnich pyogennich streptokoku se odliSuje absenci
polysacharidu C ve sténé. Diagnostickym znakem je rozpustnost kolonii ve zluci
a citlivost k optochinu na rozdil od viridujicich streptokokti. Pneumokoky jsou ptivodci
zavaznych onemocnéni, jako je meningitida, pneumonie a sepse. Rovnéz vyvolavaji
neinvazivni onemocnéni hornich cest dychacich, zejména otitis media acuta, sinusitidu

a konjuktivitidu. Rizikova skupina osob jsou déti do 4 let, stafi lidé
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a imunokompromitovani pacienti. Jako 1ék se podavaji makrolidy kvili rezistenci
K penicilindm. Prevenci je oc¢kovani multivalentni vakcinou (Zemlickova, 2012;

Schindler, 2014).
1.5.6.4 Staphylococcus aureus

S. aureus je grampozitivni, nesporulujici, koaguldza-pozitivni kok s uspotfddanim do
shluki. Kolonie maji smetanové bily nebo bézovy pigment. Produkuje enzym
koaguldza, ktery ma schopnost pfeménovat fibrinogen na fibrin a tim koagulovat
plazmu. Na pfekonani obrannych mechanismia hostitele maji zasluhu rtizné faktory
virulence. Povrchové faktory, extracelularni faktory a stafylokokové (Arbuthnott,
1999).

Charakteristickym rysem infekei je vznik abscesu, neboli ohrani¢enych zanétlivych
lozisek, kterym se fika pyodermie. Dochazi k zaneseni bakterii do ran, popalenin nebo
ciziho télesa (katétr). Zdrojem onemocnéni mohou byt asymptomatic¢ti nosié¢i, u kterych
kolonizuje kuzi, peritoneum a nosni sliznici. V lidské populaci je 30-40 % zdravych
nosicl a muze se jednat také o autoinfekci (Arbuthnott, 1999). Po priniku stafylokok z
infikovaného priméarniho loziska nebo zilniho katétru do krevniho ob¢hu vznika
bakteriémie. Jednou z nejvaznéjsich komplikaci infekce krevniho fecisté je diseminace
bakterii do organi a kosti, coz zpusobuje endokarditidu nebo hnisavou artritidu.
Methicilin rezistentni S. aureus (MRSA) pfedstavuje problém zejména v nemocni¢nim
prostfedi. Nemocni¢ni kmeny MRSA nejsou dostate¢né citlivé na antibiotika (Von Eiff,

2001; Bergin et al., 2015).
1.5.6.5. Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis je nejcastéji se vyskytujici koagulaza-negativni stafylokok. Vyskytuje se
na sliznicich a kiiZi jako soucast ptirozené mikroflory. Kolonizuje prevazné axily, kiizi
obli¢eje, koncetiny a sliznici nosohltanu. Dfive byl povazovan za neSkodny komenzalni
mikroorganismus na kiizi, avSak v soucasné dob&€ je to vyznamny oportunni patogen
anejbéznéj$i nozokomialni zdroj infekce (Otto, 2009). V piipadé¢ hemokultur je
nejcastéjSim izolovanym mikroorganismem, ale je zde moZnost kontaminace vzorku
kmeny, které jsou soucasti ptirozeného mikrobiomu na kizi a sliznicich (Bednaf et al.,
1996). Pii infekci dochdzi k rozvoji septikémie, endokarditidy, katetrové sepse, infekce

ran nebo kloubnich protéz. Nejvice jsou ohrozeni narkomani uzivajici drogy
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intravendzné, imunokompromitovani jedinci a pacienti s implantaty, napfi. katetry,

umgélé chlopné, kloubni nahrady nebo kardiostimulatory (Votava et al., 2003).
1.5.6.6 Enterokoky

Bakterie z rodu Enterococcus jsou grampozitivni, fakultativné anaerobni koky, které
tvoii drobné shluky nebo kratké fetizky a kultivace je nendrocna. Obvykle osidluji
zazivaci trakt lidi i zvifat a jsou podminénymi patogeny. Vyvolavaji nozokomialni
infekce mocovych cest, operacnich ran a krevniho fecisté. Infekce se d€li na exogenni
a endogenni. Exogenni se §ifi kontaminovanyma rukama zdravotnikti nebo pomickami.
Endogenni zplisobuje prinik bakterii do krevniho ob€hu a organt. Nejbéznéjsimi
zastupci jsou E. faecalis a E. faecium. Radi se do skupiny D podle piitomnosti
polysacharidu C ve sténé. V poslednich letech se objevuji infekce vankomycin-
rezistentnimi enterokoky jako nasledek naduzivani Sirokospektrych antimikrobidlnich
pripravku, které narusuji ptirozenou stfevni mikrofléru. Prevenci je uvazlivé podavani
antibiotik a cefalosporind, k nimz jsou primarné rezistentni (Vagnerova a Kolat, 2003;

Fisher a Phillips, 2009).
1.5.6.7 Neisserie

Rod Neisseria zahrnuje aerobni, piipadné mikroaerofilni gramnegativni diplokoky.
V mikroskopu muizeme pozorovat specificky tvar kavového zrna. K patogennim
druhtim se fadi N. gonorrhoeae a N. meningitidis. Dalsi skupinou jsou uGstni neisserie,
které se podili na slozeni biofilmu v dutiné ustni a nosohltanu. Disponuji nizkou
patogenitu, ale mimo Uustni dutinu mohou zplsobit infekci u oslabenych jedincii.
Kultivace u patogennich kmentli je ndro¢nd, vyZaduji zvySenou tenzi oxidu uhli¢itého
a vlhké prostiedi (Votava et al., 2003). N. gonorrhoeae zvana gonokok je pivodcem
klasického pohlavniho onemocnéni kapavky. Nelécena infekce vede ke komplikacim,
jako jsou peritonititda, endokarditida, meningitida, zanéty velkych kloubli a sepse.

(Zimova a Zima, 2013).

N. meningitidis téz meningokok je morfologicky stejny jako gonokok. Podle
pfitomnosti polysacharidového kapsuldrniho antigenu se déli do vice nez 13
sérologickych skupin, z nichz nejvyznamné;jsi jsou A, B, C, W 135, Y a Z. Vyskytuji se
také nekapsularni antigeny (Rouphael a Stephens, 2012). Meningokok je pfirozenym

patogenem pro ¢lovéka. Siii se jako kapénkova infekce nebo piimym kontaktem
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nejéastéji s bezpiiznakovym nosi¢em (asi 10 % populace). Nebezpecné jsou invazivni
infekce u mladistvych s fatalnim pribéhem, mezi které patii sepse a meningitida.

Prevenci je ockovani konjugovanou vakcinou (Votava et al., 2003).
1.5.7 Grampozitivni tycky
1.5.7.1 Korynebakteria

Zastupci zrodu Corynebacterium jsou grampozitivni, fakultativné anaerobni,
nepohyblivé tyCinky s kyjovitym tvarem. Obsahuji metachromaticka granula, kterd
slouzi jako zasobarna energie. RozliSujeme kmeny saprofytické, podminéné patogenni

a primarn¢ patogenni (Schindler, 2014).

C. jeikeium se vyskytuje na kuzi jako soucast piirozené mikroflory piedev§im u
dlouhodobé¢ hospitalizovanych pacientd, u kterych poté snadno vyvola katétrovou sepsi.
Vétsina kmenti je polyrezistentni na antibiotika (Vlasata et al., 2017). Dalsim
saprofytem je C. pseudodiphtheriticum, jez miZeme izolovat kromé kuze a krku i ze
stolice (Schindler, 2014).

C. diphtheriae je lidsky patogen a v pfipad¢, ze produkuje diftericky toxin, vyvolava
onemocnéni zaskrt. Nekrotizujici zanét postihuje hrtan, nosni dutinu, ktzi, myokard,
jatra nebo ledviny. Je nutné rychle podat antitoxické sérum jiz pii podezieni na toto
onemocnéni. Prevenci je oCkovani difterickym toxoidem, které vedlo k omezeni jeho

vyskytu (Votava et al., 2003; Schindler, 2014).
1.5.7.2 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes je vyznamny patogen pro ¢lov€ka. MnoZzi se pfi nizkych teplotach
(v chladni¢ce) a vyssich koncentracich soli, obzvlasté v mlé¢nych a masnych vyrobcich.
V cytoplazmatické membrané se nachdzeji virulentni proteiny, diky nimZz bakterie
proniknou do hostitelskych bun¢k, kde ptezivaji a $ifi se do dal$ich bunék, piipadné do
krevniho fteciSté. Zplsobuje alimentdrni onemocnéni zvané listerioza. U zdravého
dospélého jedince miZze infekce probihat inaparentné. Vnimavymi jedinci jsou
novorozenci, téhotné zeny, star$i osoby, imunokompromitovani a aspleni¢ti pacienti.
Nejzavaznéjsi je infekce pro t€hotné zeny, muze dojit k potratu nebo se u plodu rozvine
granulomatosis infantiseptica. Pozdni infekce se u novorozenci manifestuji jako

meningitida ¢i sepse. Vzhledem Kk tomu, Ze jsou listerie primarné rezistentni na
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cefalosporinova antibiotika, k 1é¢bé se pouziva ampicilin (Votava et al., 2003; Blazkova

et al., 2005).
1.5.8 Gramnegativni tycky
1.5.8.1 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa je aerobni bakterie, kterou nalezneme v pud¢, odpadnich vodach nebo
také ve stolici zvifat a lidi. Na zékladnich ptidach roste v koloniich s kovovym leskem.
VétsSina kmenti produkuje modrozeleny pigment pyocyanin a zlutozeleny fluorescein.
Pseudomonady se Casto uplatiiuji jako zdroj nozokomialnich nakaz, kontaminuji napf.
katétry nebo dychaci pfistroje. Muze dojit az k rozvoji Systémového onemocnéni.
Nejzavaznéjsi jsou infekce popalenin, oka a novorozenecké sepse. U zdravého jedince
n¢kdy pouze kolonizuje sliznice bez znamek infekce (Bednat, 1996). V nemocni¢nim
prosttedi predstavuji pseudomonddy hlavni pfi¢inu bakteriémie a jimi zpusobena
infekce krevniho fecisté je velmi zavazné onemocnéni. Nejcastéji se vyskytuje zdroj
infekce v dychacim a mocovém traktu a dale v centralnim zilnim katétru, na kuazi

a mékkych tkanich. (Bassetti et al., 2018).
1.5.8.2 Burkholderia cepacia komplex

Bakterie komplexu Burkholderia cepacia je soubor geneticky odlisnych, ale fenotypové
podobnych bakterii, které jsou rozdéleny do deviti druhli. MiiZeme je nalézt v pade, ve
vodé¢ a prezivaji ve vlhkém prostiedi. Jsou vyznamnymi oportunnimi patogeny prevazné
V nemocni¢nim prostfedi, jez mohou vyvolat u pacientii s cystickou fibrézou tézké
plicni infekce, nekrotizujici pneumonii, septikémii az zavazny a zivot ohrozujici cepacia
syndrom. U této skupiny osob se nejvice uplatiuji druhy B. cenocepacia
a B. multivorans. Také jsou pfi¢inou infekci u pacienti s poruchou imunitniho systému

a chronickym granulomat6znim onemocnénim (Mahenthiralingam, et al. 2005).
1.5.8.3 Haemophilus influenzae

DalSim patogennim mikroorganismem ze skupiny gramnegativnich bakterii je
H. influenzae. Drobné, nepohyblivé, pleomorfni tyCinky, které dobfe rostou na
¢okoladovém agaru v prostiedi s 5-10 % CO,. K rtstu vyzaduji ristovy faktor X a V. U
nékterych osob muizeme nalézt na sliznici nosohltanu zejména neopouzdiené kmeny

ato bez znamek infekce. Podle kapsularniho antigenu se rozdéluji na 6 sérotypt a-f.
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Nejvirulentnéjsi je typ b, ktery vyvolava hnisavou meningitidu u déti do 2 let a akutni
epiglotitidu u déti od 2 do 5 let. Bakterie se dostavaji z nosohltanu skrz epitelidlni
bunky, lymfou a krvi do oblasti CNS (centralni nervova soustava). Pouzdro umoznuje
hemofilim piekonat obranné imunitni reakce jedince. Ostatni sérotypy vyvolavaji
lokalizované infekce dychaciho traktu, otitis media nebo hnisavou konjuktivitidu.
Neopouzdiené kmeny zptisobuji hlavné exacerbace chronickych onemocnéni dychaciho
traktu a stiedousi pievazné u dospélych. Prevenci je povinné ockovani jako soucast

hexavakciny (Howard, 1999).
1.5.9 Anaerobni bakterie
1.5.9.1 Rod Bacteroides

Rod Bacteroides zahrnuje anaerobni gramnegativni pleomorfni tycky, Které jsou,
podobné jako ostatni anaeroby, oportunné patogenni a mohou vyvolat rizné infekce
v celém téle. Infekce vznikaji endogenné, kdyz poskozeni sliznic umozni bakteriim
ptirozené flory proniknout skrz tkan¢. Krevnim fecistém mize dojit k pfenosu mikroba
do jakéhokoliv organu. Bakteroidy produkuji n€kolik exoenzymil, vcetné kolagendzy
anékterych proteinaz. Tyto enzymy pravdépodobné pomahaji bakteriim v invazi do
ktery je spojeny s vaznymi infekcemi dutiny bfis$ni, dutiny tstni, krevniho fecist¢ a malé
panve. Casto se vyskytuje v koinfekcich s fakultativnimi anaeroby (Groman, 2009). Je
rezistentni K solim Zzlu€ovych kyselin, penicilinu a také mize tvorbou beta-laktamazy

rusit ucinek beta-laktamovych antibiotik (\Votava et al., 2003).
1.5.9.2 Rod Fusobacterium

Zastupci z rodu Fusobacterium jsou anaerobni gramnegativni bakterie podobné
vlaknim se zaspiCatélymi konci. Objevuji se jako soucast normalni flory
Vv gastrointestinalnim traktu, dychacich cestaich a ve wvaginé. F. nucleatum
a F. necrophorum jsou nejvirulentnéj§i kmeny, které zpusobuji vétSinu invazivnich
infekci (Broadley a Schweon, 2017). Lemieriv syndrom je Zzivot ohrozujici stav
charakterizovany ptedchazejici orofaryngedlni infekci, diseminovanou infekci nebo
septickymi emboliemi a bakteriémii, kterd je prokazana pozitivitou krevnich kultur

(Cheung a Bellas, 2007). Fusobakterie dale vyvolavaji plicni, mozkové a jaterni
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abscesy, nekrotizujici pneumonie, chronické sinusitidy, septické artritidy nebo

intraabdominalni infekce (Votava et al., 2003).
1.5.10. Kvasinky

Kvasinky jsou eukaryotni mikroorganismy zfiSe hub. Patfi mezi mikromycety.
V cytoplazmatické membran¢ maji ergosterol a tim se 1isi od zivociSnych bunék, které
obsahuji cholesterol. V buné¢né sténé nalezneme chitin, chitosan, mannany a glukany.
Morfologicky se jedna o kulaté nebo ovalné buiky, oznaCované jako blastokonidie.
Rozmnozuji se vétSinou asexudlng, tzv. pucenim. Nejvyznamnéj$imi rody kvasinek jsou
Candida, Cryptococcus, Saccharomyces, Malassezia, Blastoschizomyces

a Trichosporon (Votava et al., 2003)
1.5.10.1 Rod Candida

Kandidy vytvareji podobu typicky ovalnych blastokonidii, jez predstavuji saprofytické
stadium. Druha forma jsou pseudomycélia, ktera prezentuji parazitické stadium.
Candida albicans je potencialni patogen a ma schopnost tvofit zarode¢né kli¢ky, tzv.
germinace. Z téchto klicki mohou vznikat pravé hyfy. Je nejcastéjSim pavodcem
povrchovych a systémovych kandidéz endogenniho plivodu. Dalsi patogenni zastupci
jsou, napt. C. tropicalis, C. parapsilosis a C. krusei. Uplatiiuji se ¢asto pii vzniku
nozokomialnich nakaz (Bednaf et al., 1996). Infekce krevniho feCisté zplsobené
kandidami jsou vyznamnou pfi¢inou komplikaci a mortality u hospitalizovanych
pacienti. Mozné rizikové faktory jsou terapie antibiotiky, chemoterapie, intravaskularni
katétr, chirurgicky zékrok, parenterdlni vyziva nebo ptfedchozi kolonizace plisnémi
(Shivaprakasha et. al, 2007). Ristové jsou kandidy nenaro¢né, ke kultivaci se pouziva

Sabouraudiv agar s gluk6zou nebo maltézou. (Zhao et al., 2016).

1.6 Mikrobiologické vySetieni hemokultur

vvvvvv

mikrobiologickych laboratofi. Jestlize kultury signalizuji klinicky vyznamny
mikroorganismus, znamena to, ze obranné mechanismy hostitele selhaly v obrané proti
infekci nebo se 1ékaitm nepodatilo odstranit infekéni proces. B€hem poslednich dvou
desetileti doslo k mnoha zménam ve vysetfovani krevnich kultur. Vyrobci laboratornich
pfistrojit vylepSily své produkt a rozmohl se trend v pouZivani automatizovanych

systému. Nejmodernéjsi z nich jsou kontinualné monitorujici (Weinstein, 1996).
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1.6.1 Odbér a transport hemokultur

Dulezitym krokem ve vysetfeni hemokultur je fddné oznaceni hemokultiva¢ni lahvicky
nejlépe pred samotnym odbérem. Na lahvicky se uvadi jméno pacienta, rodné dislo,
télesna teplota pfed odbérem, odd¢€leni, ¢islo, datum a cas odbéru. Vzorky se odebiraji
pfed podanim antibiotik, pfi vzestupu teploty nebo téesavky. U infek¢ni endokarditidy
se odebira vice vzorkd v kratkém casovém odstupu. U déti postacuje jeden odbér do
pediatrické lahvicky a pifi podezieni na nekrotizujici enterokolitidu se inokuluje také
anaerobni lahvicka. Pfed odbérem je nutné misto vpichu vydezinfikovat a nechat
zaschnout. Krev se odebira z periferni zily a provadi se stér z mista vpichu, kvuli
vylouceni kontaminace. Odbér z katétru je mozny pouze v krajnich piipadech nebo pfi
suspektni katétrové sepsi. U dospélych je objem nesrazlivé krve 8-10 ml na lahvic¢ku a u
déti 1-3 ml. Zatka na lahvicce se dezinfikuje alkoholem a necha zaschnout. Neni vhodné
pouzivat k dezinfekci ptipravky s jodem, protoZze poSkozuje gumové septum lahvicky.
Vzorek se rozdéli do lahvicek na aerobni a anaerobni kultivaci. Nejprve se krev vstiikne
do anaerobni lahvicky tak, aby se do ni nedostal vzduch. Pokud se vySetiuje septicka

epizoda, provadi se dva odbéry béhem 24 hodin.

Lahvicky se uchovavaji max. 24 hodin pifi pokojové teploté. Nikdy se nedavaji do
lednice. Idealné¢ by mély byt neprodlené¢ dorufeny do laboratofe a vlozeny do
hemokultivacniho systému (Scharfen, 2013; Laboratorni ptirucka oddéleni klinické

mikrobiologie, 2018).
1.6.2 Manudlni hemokultivacni systémy

Konvenéni manudlni systémy a média jsou k dispozici z mnoha komerénich zdroja.
Nicméné laboratofe mohou vyrabét také vlastni kultivacni lahvicky v zavislosti na
svych zdrojich. Zpravidla obsahuji 50-100 ml pomnozovaciho bujonu, ktery je doplnén
0,025-0,05% polyanethol sulfonatem sodnym (SPS). Lahvicky se inokuluji krvi
a inkubuji obvykle 7 dni. Kazd4 lahvicka se denné kontroluje pro makroskopické
zachyceni mikrobialniho rustu, jako je hemolyza, zakal média, produkce plynu nebo
formace kolonii. Po prvni inkubaci aerobni lahvi¢ky pfes noc se provede subkultivace
a udéla se preparat podle Grama. Konecna subkultivace se provadi na konci inkubace.
Dvoufazové systémy kultivace a Oxoid Signal systém jsou varianty, které Setfi potfebu

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

Princip bifazickych systémil spoc¢ivd v kombinaci dvou kultiva¢nich médii. V lahvicce
je Sikmo vylita tuhd ptda a zaroven tekuté médium. Alespon jednou denné se lahvicka
nakloni, aby tekuty bujon ptekryl agar. Piipadné pfitomné mikroby rostou ve
viditelnych koloniich na tuhé ptidé. Nejrozsitenéjsi komercné vyrabéné systémy jsou

Hémoline od francouzské firmy BioMérieux a §vycarsky Septi-Chek (Cermak, 2008).

Hemokultiva¢ni systém Septi-Chek vyvinula firma Hoffmann-La Roche Diagnostics na
pocatku 80. let. Systém byl zalozen na zaklad¢ bakteriologické sady pro kultivaci mo¢i,
ktera byla v té dob¢ Siroce vyuzivana v ordinacich 1ékart. V kultivacnich lahvickach je
tekuta pida a agarova desticka, na které je nanesena vrstva cokoladového,
MacConkeyova nebo sladinkového agaru. Jako tekuté médium se pouziva trypto-sodjovy
bujon, thioglykolatovy bujon, mozko-srdcova infuze, bujon Columbia a trypto-sdjovy
bujon s pryskyfici 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
lahvicka, 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 znac¢i zakal, rist kolonii nebo hemolyza v médiu. Podle né¢kterych autorti se
stal Septi-Chek zlatym standardem srovnatelnym s ostatnimi hemokultivaénimi systémy

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

Hemokultivacni systém Oxoid Signal pracuje sjednou lahvickou, ktera obsahuje
specialni médium podporujici rist aerobnich, anaerobnich i mikroaerofilnich
mikroorganismid. V médiu je obsazeno SPS pro svou schopnost inhibovat srazeni krve
a inaktivovat nékterd antibiotika. SPS muZe pulsobit inhibicné na né&které kmeny
Peptostreptococcus anaerobis, N. meningitidis a N. gonorrhoae. Inhibici neutralizuje
Zelatina pfidand do média. Po vstfiknuti vzorku krve se na lahvicku pomoci jehly
piipevni nastavec indikatoru rustu. Béhem kultivace v termostatu mikroby produkuji
plyn a v lahviéce vznika pretlak, ten vytla¢i cast média do komurky nastavce a tim znaci

pozitivni vysledek (Hutchinson et al., 1992; Blood Culture, c2001-2019).
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1.6.3 Automatizované hemokultivacni systémy

v

Automatizace hemokultivacnich systémt vedla ke spolehlivéjsi detekci pozitivnich
kultur, jejich rychlejsi identifikaci a snizeni miry kontaminace. Detekce zvySené
koncentrace CO, v dusledku mikrobialniho ristu je Siroce vyuZivana ruznymi
technikami. Prvni pfistroje zavedené na pocatku 70. let byly oteviené radiometrické
syst¢tmy BACTEC 225, 301 a 460, kter¢ detekovaly radioaktivni CO2 pomoci jehly, jez
odebrala vzorek plynu zlahvicky. Nevyhodou bylo pravé pouzivani radioaktivnich
¢inidel. S vyvojem infracervené spektrofotometrické detekce CO, byla v 80. letech
piedstavena nova generace piistroji BACTEC 660, 730 a 860 stou vyhodou, ze
nevyzaduji radioaktivni ¢inidla. Nevyhodou u téchto systémil je pomala detekce a riziko
kontaminace. Piistroj BioArgos také vyuzival infraervenou spektrofotometrickou
detekci, ale CO; se méfil skrz sklo lahvicky. Tato neinvazivni procedura eliminovala
nevyhody otevienych systémil. Nelze vSak povazovat za kontinudlné¢ méfici systém.
Vyznamnym pokrokem bylo zavedeni kontinudln€ monitorujicich hemokultivacnich
systému, které maji nesporné vyhody. Detek¢ni, inkubacni a tfepaci jednotka je
integrovana. Systém je uzavieny, takze nedochédzi ke kontaminaci. Lahvicky jsou
nepretrzit¢ monitorovany a tim se zvySuje rychlost detekce. Pfistroje jsou oproti
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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.
Vysledky hodnoceni detekéniho systému ukazuji, ze spolehlivé odhali Sirokou skélu
bakterii a hub. Kultivac¢ni lahvic¢ky aerobni i anaerobni obsahuji 40 ml média a pojmou
az 10 ml vzorku krve, s vyjimkou pediatrickych lahvi¢ek. Dostupné jsou také specialni
lahvicky na kultivaci mykobakterii. Na dné lahvicky je pfipevnény CO, senzor
a oddéleny od kultivacni pidy membranou propustnou pro CO,. Ten difunduje do
senzoru, snizuje pH a méni jeho barvu. (Thorpe et al., 1990; Cermak, 2008).
Nevyhodou systému BacT/Alert je, ze aerobni lahvicky musi byt pfed vlozenim do
pfistroje ventilovany a to mulze mit za nasledek vys$i miru kontaminace (Rohner

a Auckenthaler, 1999).
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1.6.3.2 Systéem BACTEC

Dalsim S$iroce vyuzivanym hemokultivaénim systémem je BACTEC (Beckton-
Dickinson, USA). Na rozdil od systému Bact/Alert k detekci rustu mikroorganismu
Vv lahvickach vyuziva fluorescen¢ni technologii. Mikroorganismy metabolizuji Ziviny
V kultivaénim meédiu a uvoliuji oxid uhli¢ity. Barvivo v senzoru na dné lahvicky
reaguje s CO,, tim dochazi k modulaci mnozstvi svétla, které je absorbovano
fluorescen¢nim materidlem ve snimaci. Fotodioda na pfistroji méfi troven fluorescence,
jez odpovida mnozstvi uvolnéného CO,. Fluorescence klesa, pokud roste koncentrace
CO, a klesa pH. Mcefeni je poté interpretovano systémem podle predem
naprogramovanych algoritmi pozitivity. Doporucena teplota inkubace vzorku je 35-
37 °C. Doba kultivace Ize nastavit podle typu hemokultiva¢ni lahvicky, vétSinou trva 5-
7 dni. U infekéni endokarditidy, pneumonie nebo horec¢ky nejasného pivodu lze dobu

prodlouzit na 10 dni. (Cermék, 2008; Lamy et al., 2016).
1.6.4 Mikroskopie a kultivace

Z pozitivni lahvicky se provadi mikroskopické a kultivacéni vysetieni. Po promichéani
obsahu se zatka vydezinfikuje a jehlou se odebere n€kolik kapek vzorku. Na skli¢ko se
udéla tenky natér a obarvi podle Grama (Scharfen, 2013). Mikroskopie je dulezitym
a nejrychlej$im krokem k identifikaci bakteridlniho piivodce infekce. Gramovo barveni
rozdéli bakterie na grampozitivni a gramnegativni podle sloZeni bunécné stény.
Obarveny preparat ndm da také informaci o velikost, tvaru a uspofadani bunék

(Greenwood et al., 1999).

Nékolik kapek vzorku se také inokuluje na kultivaéni pidy a sterilni klickou se izolat
rozoc¢kuje. Po ziskani Cisté kultury se provadi dourcovani konkrétniho bakteridlniho
kmene. Jako zakladni kultiva¢ni média se pouzivaji krevni agar, Endova plida, A agar
a SCS agar pro anaeroby. Pii nalezu gramnegativnich tyCinek se pfida cokoladovy agar,
AZ agar, SNVS agar a THB bujon, ktery se pfeockuje na H agar. V piipad€ podezieni
na kvasinky a plisné je vhodny Sabouraudiv agar. Pokud je mikroskopie negativni,
kultivuje se na krevni agar, Endo agar a SCS agar. Kultivace pud probiha v termostatu
za vhodnych podminek. Tabulka ¢. 1 zndzorfiuje rist mikroorganismii na vybranych
kultivaénich médiich (Scharfen, 2013). Kultivace je sice pomalejsi diagnosticky postup,
avSak velmi dilezity a nezastupitelny diky moZznosti déale pracovat s izolovanym

kmenem (Votava, 2005)
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1.6.5 Identifikace

Mikrobiologické techniky, jako je kultivace bun€k, barveni podle Grama a biochemické
testy, jsou ,zlatym standardem® k uréeni patogenti zpusobujicich infekce krevniho
feCisté. Tyto techniky byly zalenény do automatizovanych systému, diky ¢emuz je
urychlen proces identifikace a pfedchazi se kontaminaci. Biochemické metody, napf.
kataldzové a koaguldzové testy, rozliSuji blizce piibuzné organismy podle jejich
enzymatické aktivity (Chun et al., 2015). Vsechny klinicky vyznamné izolaty by mély
byt identifikovany do species (Scharfen, 2013). Nejmoderné;j$i metodou je identifikace
mikroorganismii  pomoci  hmotnostni  spektrometriec metodou MALDI-TOF
(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight). Mikroorganismy jsou
rozpozndvany pomoci ziskanych proteinovych profilt, které pfistroj porovnava

s referen¢ni databazi (Sauget et al., 2017).
1.6.6 VySetieni citlivosti

Prvni vySetteni citlivosti na antibiotika se provadi hned po rozoc¢kovani krve na pevné
pudy. Jsou to diskové difusni testy. Jako ptida se pouziva Mueller-Hinton agar, na ktery
se rozmisti disky s antibiotiky. M&fi se zdény inhibice ristu, jez se tvoii okolo
jednotlivych antibiotik podle citlivosti mikroba. Stanovuje se minimalni inhibi¢ni
koncentrace (Votava, 2005). Definitivni citlivost se zjistuje z Cisté kultury. Dalsi
metody jsou kvantitativni dilu¢ni mikrometoda a Etest (Scharfen, 2013). Zac¢atkem roku
2019 EUCAST zveiejnil doporuCeni pro rychlé vySetieni citlivosti s inokulem
vyockovanym piimo z pozitivnich lahvi¢ek. Inkubace je zkrdcena na 4, 6 a 8 hodin.

Breakpointy jsou upraveny pro kazdy druh a ¢as odecitani (Urbaskova, 2019).
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2 Cile prace
1. Osvojeni praktického zpracovani hemokultur v automatickém hemokultivaénim
systemu.
2. Zjistit mikrobialni spektrum v hemokulturach v letech 2014-2018.

3. Zjistit % pozitivit k celkovému poc¢tu odebranych hemokultur v letech 2014-
2018.
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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 lahvicek na tuha kultivacni média.
V laboratofi, kde byla provadéna metodicka ¢ast prace, byly kdispozici dva typy
ptistroji, BACTEC 9050 a BACTEC FX40, zaloZené na principu detekce fluorescence.

Hemokultivace probihala na obou pfistrojich.
3.2 Priprava vzorkii

Nejprve byly piipraveny 4 vlastni vzorky =z vybranych bakteridlnich kment
vykultivovanych v laboratofi — Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa a Staphylococcus aureus. Ve zkumavkach s 2 ml fyziologického roztoku
byly vytvofeny bakterialni suspenze, které odpovidaly stupni zakalu 0,4 dle
McFarlanda. Zkumavky byly doplnény na 10 ml a protiepany. Nasledovala aplikace
nasimulovanych kmenii do pfipravenych oznacenych hemokultiva¢nich lahvicek, které
jsou pted 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
pfed inokulaci vydezinfikovany 70% etanolem. Injekéni stfikackou s jehlou byla
provedena inokulace lahvicek. Do aerobni lahvicky bylo vstfiknuto 10 ml bakterialni
suspenze s Candida albicans, do anaerobni lahvicky 10 ml suspenze s Escherichia coli,
do lahvicky pro pediatrii 3 ml suspenze s Pseudomonas aerugonosa a do lahvicky

Oxoid Signal 10 ml suspenze se Staphylococcus aureus
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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 sojového kaseinu. Jsou urCeny pro diagnostiku in vitro. Média jsou
sycena CO,. Chemické cidlo v lahvickdch detekuje zvySeni mnozstvi CO;
vyprodukovaného rustem mikrobd. Doporuc¢eny objem vzorku je 8-10 ml. Pokud krev
obsahuje antimikrobialni latky, mtze dojit k faleSné negativnimu vysledku. Vysoky
pocet bilych krvinek naopak zplsobi faleSnou pozitivitu. Lahvicky se skladuji na
chladném a suchém mist¢ mimo dosah ptimého zafeni. Toto plati i pro anaerobni
a pediatrické lahvicky (Ptfibalovd informace BD BACTEC Plus Aerobic/F Culture
Vials, 2015).

Anaerobni kultivace

Pro anaerobni kultivaci se vyuZivaji lahvicky BACTEC Lytic/10 Anaerobic/F.
Obohacend zivna piida je pfedem redukovana a obsahuje vytazek sdjového kaseinu
a COa,. Stejné jako aerobni lahvicka i tato obsahuje chemické ¢idlo, jez detekuje zvysSeni
mnozstvi CO; vytvotfeného pti metabolizaci substratii. Objem vzorku krve je také 8-10
ml. Po ptidani vzorku dojde hned k hemolyze krve a vznikne ¢okoladové az tmavé
zbarveni. Anaerobni média jsou sycena CO; a N (Piibalové informace BD BACTEC™

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

Zejména u déti a vzork 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 lahvic¢ek, zaznamenava se zvySeni CO;. Optimdlni objem
krve ke kultivaci je 1-3 ml. Pfi odebrani mensiho objemu nez 0,5 ml muze dojit
K ovlivnéni detekce naroénych mikroorganismii, napt. druhtt Haemophilus, a je nutné
pouzit vyzivovaci ptidavek FOS (Fastidious Organism Supplement) znacky BACTEC.
(Ptibalova informace BD BACTEC Peds Plus/F Culture Vials, 2016).

3.4 Zpracovani vzorkii

Vsechny hemokultivacni lahvicky byly ihned po inokulaci promichany. Aerobni

lahvicka byla vlozena do pfistroje BACTEC 9050 (viz Prtiloha ¢. 3), anaerobni
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a pediatrickd lahvicka do pristroje BACTEC FX40 (viz Priloha ¢. 4). Inokulovana
lahvicka Oxoid Signal (viz Piiloha ¢. 5) byla vlozena na 1 hodinu do termostatu
steplotou 36 + 1 °C. Po hodin¢ byla vyjmuta, zatka lahvicky byla otfena 70%
alkoholem a aseptickym zptisobem byl zaveden ristovy indikator tak, aby jehla byla
ponofena do bujonu v lahvicce. Zeleny nastavec indikatoru se posunul dolti a byl
zaaretovan na hrdle lahvicky. Lahvicka byla vlozena na 24 hodin do termostatu za

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

Ptistroj BACTEC 9050 je starSim typem automatického hemokultivaéniho pfistroje
S kapacitou 50 vzorkd. Uvnitf je karusel, ktery se ota¢i dokola, a tim jsou vzorky
promichavany. Pfed samotnym vlozenim aerobni lahvicky do pfistroje byly zapsany
udaje o lahvi¢ce do provozniho deniku. V klasickém provozu je zapsan datum a Cas
vlozeni, jméno a piijmeni pacienta, rodné Cislo, zasilajici oddéleni, potfadové cislo
hemokultury a u tohoto pfistroje bylo dtlezité zapsat také pozici lahvic¢ky v karuselu,
ktery vykonava otafivy pohyb. Po zastaveni Karuselu pomoci tlacitka na displeji
ptistroje byl na¢ten barcode lahvicky a ta byla vlozena do pfistrojem uréené pozice (viz

Ptiloha ¢. 6). Pozitivita vzorkd je hlaSena zvukovym signalem.

U druhého novéjsiho piistroje BACTEC FX40 byl postup téméf stejny. Rozdilem bylo,
Ze pristroj nema oto¢ny karusel, tudiZ se nemusi zastavovat, je mozné hned dvefe otevfit
a manipulovat s hemokulturami Umoziuje kultivovat az 40 vzorkd. Volné pozice pro
vlozeni lahvi¢ek byly znaceny zelenym signalem nad jednotlivymi stanicemi (Viz
Ptiloha ¢. 7). Anaerobni a pediatricka lahvicky byly vloZeny po naskenovani kodu do
volnych pozic. Pozice v tomto pfipadé nebylo nutné zapisovat, piistroj vi podle senzoru,
kam byla lahvi¢ka umisténa. Pozitivita byla signalizovana ¢ervenym svétlem na dvetich

pfistroje a po otevieni blikaly ¢ervené stanice pozitivnich hemokultur.
3.6 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 rlist mikroorganismii uz na
pohled a to tak, ze v lahvickach Bactec se vytvofil zdkal (viz Ptiloha €. 8). Lahvicka

Oxoid Signal byla vyndana ztermostatu po 24 hodinach a pozitivita se projevila
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prinikem smési krve a bujonu do prihledného ristového indikatoru nad troveit

nastavce (viz Priloha ¢. 9).
3.7 Zpracovani pozitivnich hemokultur

Vsechny 4 pozitivni hemokultury byly pfeneseny do laminarniho boxu, ktery zajistuje
praci ve sterilnim prostfedi bez mikroorganismi a tim chrani pfed kontaminaci. V boxu
byly pfichystany potfebné véci k dalsimu zpracovéani. Kultivaéni puady, podlozni
skli¢ka, alkohol, injek¢ni stiikacky s jehlami, plastové pipety a oc¢kovaci kli¢ky. Jako
kultivacni pada 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 stfikackou (viz Ptriloha ¢. 10) a po
dikladném promichani se malé mnozstvi natahlo do stfikacky. Lahvicka Oxoid Signal
se zpracovavala odliSnym zplsobem, jelikoZ se jednd o manudlni systém. Obsah
v indikatoru rustu byl promichan a asepticky bylo odebrano malé mnozstvi do plastové
pipety. Z kazdé lahvicky bylo naneseno nékolik kapek tekutého média s krvi na krevni
agar a na podlozni sklicko. Na krevnim agaru bylo vytvofeno bakterialni kli¢kou
inokulum a poté rozo¢kovano. Pipetou se rozprostiel vzorek na sklicku a vytvofil se tak
tenky natér, ktery byl zafixovan nad kahanem. Kultivacni pidy byly vlozeny do
termostatu. 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 bunék.
Barveni dle Grama:

1. Fixovany preparat byl pfevrstven roztokem Krystalové violeti na 20 s,

2. barvivo bylo ptelito Lugolovym roztokem opét na 20 s,

3. nasledoval oplach vodou a odbarveni acetonem,

4. poté byl preparat opét oplachnut vodou,

5. nakonec byl pievrstven nafedénym Karbolfuchsinem na 30 s a oplachnut vodou.
Grampozitivni bakterie se zbarvily do modrofialové barvy. Diky silné vrstvé

peptidoglykanu nedoSlo k vymyti barevného komplexu violeti a jodu acetonem.
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Gramnegativni bakterie mély rizovou barvu. Aceton vymyl barevny komplex a buiiky

byly obarveny az karbolfuchsinem.
3.8 Hodnocenti vysledkit hemokultivace

Mikroskopické preparaty a vykultivované pudy jsou prohlizeny lékafem nebo
vysokoskolskym pracovnikem, ktery rozhodne 0 dalSim postupu. Identifikace

a dourcovani mikrobti je provadéno v bakteriologické laboratoii pomoci dalSich testt.
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4 Vysledky

Podle poskytnutych dat z odd¢€leni klinické mikrobiologie Nemocnice Pisek, a.s. bylo
zjisténo, Ze za obdobi od 1. 1. 2014 do 24. 12. 2018 byl proveden odbér 9839

hemokultur, které byly nasledné vysetieny.

Data byla rozdé€lena na kategorie ,,Dité*, ,,Muz*“ a Zena“. Jako détské vzorky byly
vyfiltrovany vSechny, které pochazely z détského a dorostového oddéleni. Z celkového
poctu 9839 hemokultur bylo hemokultivacnim syst¢émem vyhodnoceno 7501 jako
negativni a 2338 jako pozitivni. Jednotlivé poCty pozitivit a negativit u kazdé z kategorii

jsou zobrazeny v tabulce €. 1 a procenta v tabulce €. 2.

Tab. 1 Pocet vySetifenych hemokultur

Dité Muz Zena Celkem
Negativni 245 4121 3135 7501
Pozitivni 71 1176 1091 2338
Celkem 316 5297 4226 9839
(zdroj: vlastni zpracovani)
Tab. 2 Procentualni zastoupeni

Dité Muz Zena
Negativni 78 % 78 % 74 %
Pozitivni 22 % 22 % 26 %
Celkem 100 % 100 % 100 %

(zdroj: vlastni zpracovani)

Pomoci programu MS Excel byly vypocitany ocekavané cCetnosti negativnich a
pozitivnich vysledki v kategoriich a funkci CHITEST byla zjiSt¢tna hodnota
signifikance p = 0,02 %. Pokud je p-hodnota mensi nez 5 % (hladina vyznamnosti),
nulovd hypotéza se zamitd. To znamend, Ze existuje rozdil mezi pozorovanymi a
oc¢ekavanymi hodnotami, vysledek je statisticky vyznamny. Vysledky vyzkumu lze brat

jako relevantni.
4.1 Mikrobialni spektrum

Druhym cilem bakalarské prace bylo zjistit mikrobialni spektrum v hemokulturach
v letech 2014-2018. Poskytnuta data byla zpracovana v kontingen¢ni tabulce, pomoci

niz doslo k pfehlednému rozdéleni a secteni vSech nalezii v hemokulturach. V tabulce €.
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3 je znazornéno 124 mikrobidlnich pivodci véetné vyskytu vzhledem k pozorovanym

kategoriim a procentualniho vyskytu kazdého nalezu za celé zkoumané obdobi.

Tab. 3 Mikrobialni spektrum 2014-2018

Nalez Déti |Muzi | Zeny | Celkem | Procenta
Acinetobacter Iwoffii 1 3 4 0,04%
Acinetobacter species 4 4 8 0,08%
Actinomyces naeslundii 1 1 0,01%
Actinomyces viscosus 1 1 0,01%
Aerococcus urinae 3 3 0,03%
Aerococcus viridans 4 4 0,04%
Alcaligenes species 1 1 0,01%
Alfa-hemolytické streptokoky 2 1 6 9 0,09%
Anaerobni koky blize neuréené 1 1 0,01%
Anaerobni tyCky blize neurené 1 1 0,01%
Bifidobacterium species 1 1 0,01%
Brevibacterium species 1 1 0,01%
Brevundimonas vesicularis 1 1 0,01%
Burkholderia cepacia 3 3 0,03%
Campylobacter species 1 1 0,01%
Candida albicans 5 5 10 0,10%
Candida glabrata 6 2 8 0,08%
Candida intermedia 2 2 0,02%
Candida parapsilosis 1 2 3 0,03%
Candida tropicalis 2 2 0,02%
Clostridium perfringens 2 4 6 0,06%
Corynebacterium jeikeium 1 1 0,01%
Corynebacterium macginleyi 1 1 0,01%
Corynebacterium species 6 5 11 0,11%
Corynebacterium striatum 2 2 0,02%
Corynebacterium xerosis 2 2 0,02%
Cutibacterium acnes 7 3 10 0,10%
Eggerthella lenta 1 1 0,01%
Enterobacter cloacae 10 12 22 0,22%
Enterobacter species 1 18 16 35 0,36%
Enterococcus casseliflavus 1 1 0,01%
Enterococcus faecalis 1 8 1 10 0,10%
Enterococcus faecium 3 3 6 0,06%
Enterococcus species 1 21 25 47 0,48%
Escherichia coli 2 173 | 253 428 4,35%
Escherichia coli haemolytica 37 51 88 0,89%
G negativni tyCky nepatfici do Enterobacterales 3 3 0,03%
G negativni ty¢ky patfici do Enterobacterales 2 2 0,02%
Gemella haemolysans 1 1 0,01%
Haemophilus influenzae 3 3 0,03%
Klebsiella oxytoca 3 1 4 0,04%
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae 13 8 21 0,21%
Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis 2 2 0,02%
Klebsiella species 75 37 112 1,14%
Klebsiella terrigena 2 3 5 0,05%
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Kocuria kristinae 1 1 2 0,02%
Kocuria varians 2 2 0,02%
Kvasinkové organismy 4 1 5 0,05%
Lactobacillus rhamnosus 4 4 0,04%
Lactobacillus species 2 2 0,02%
Lactococcus species 2 2 0,02%
Leuconostoc species 1 1 2 0,02%
Listeria species 1 1 0,01%
Methicilin/Oxacilin rezistentni Staph.aureus-MRSA 18 37 55 0,56%
Micrococcus luteus 2 2 0,02%
Micrococcus species 3 1 4 0,04%
Moraxella osloensis 3 3 0,03%
Morganella morganii subsp. morganii 10 8 18 0,18%
Negativni 245 | 4121 | 3135 7501 76,24%
Oligella ureolytica 1 1 0,01%
Paenibacillus durus 1 1 0,01%
Peptostreptococcus anaerobius 1 1 0,01%
Porphyromonas asaccharolytica 2 2 0,02%
Propionibacterium avidum 1 1 0,01%
Propionibacterium species 2 2 0,02%
Proteus mirabilis 2 1 3 0,03%
Proteus species 25 21 46 0,47%
Providencia species 2 2 0,02%
Pseudomonas aeruginosa 7 11 18 0,18%
Pseudomonas species 2 3 5 0,05%
Raoultella terrigena 2 2 0,02%
Rothia dentocariosa 1 1 0,01%
Salmonella enteritidis 1 8 5 14 0,14%
Serratia marcescens 1 4 5 0,05%
Serratia species 2 2 4 0,04%
Shewanella putrefaciens 2 2 0,02%
Staphylococcus aureus subsp. aureus 3 161 | 97 261 2,65%
Staphylococcus auricularis 1 1 0,01%
Staphylococcus capitis subsp. capitis 2 3 5 0,05%
Staphylococcus capitis subsp. ureolyticus 1 1 2 0,02%
Staphylococcus caprae 5 2 7 0,07%
Staphylococcus citreus 1 1 2 0,02%
Staphylococcus epidermidis 2 67 70 139 1,41%
Staphylococcus gallinarum 2 1 3 0,03%
Staphylococcus haemolyticus 4 12 20 36 0,37%
Staphylococcus hominis 5 35 22 62 0,63%
Staphylococcus chromogenes 3 1 4 0,04%
Staphylococcus intermedius 2 2 0,02%
Staphylococcus lentus 2 2 0,02%
Staphylococcus lugdunensis 4 3 7 0,07%
Staphylococcus pasteuri 3 13 2 18 0,18%
Staphylococcus petrasii subsp. jettensis 1 1 0,01%
Staphylococcus piscifermentans 1 1 0,01%
Staphylococcus plasmakoagulasa negativni 29 238 | 229 496 5,04%
Staphylococcus saccharolyticus 1 1 0,01%
Staphylococcus simulans 4 11 15 0,15%
Staphylococcus species 1 1 0,01%
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Staphylococcus warneri 10 2 12 0,12%
Staphylococcus xylosus 3 3 0,03%
Streptococcus agalactiae 1 4 5 10 0,10%
Streptococcus beta - hemolyticky ze skupiny C 1 1 2 0,02%
Streptococcus beta-hemolyticky sk. C PNC citlivy 11 2 13 0,13%
Streptococcus beta-hemolyticky sk. G PNC citlivy 13 1 14 0,14%
Streptococcus beta-hemolyticky skupina F 1 1 2 0,02%
Streptococcus constellatus 6 6 0,06%
Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis 1 1 0,01%
Streptococcus equinus 1 2 3 0,03%
Streptococcus gallolyticus 7 7 0,07%
Streptococcus infantarius 1 1 0,01%
Streptococcus intermedius 2 2 0,02%
Streptococcus mitis 2 12 1 15 0,15%
Streptococcus oralis 2 2 0,02%
Streptococcus pneumoniae 2 2 0,02%
Streptococcus pneumoniae v M fazi 4 4 5 13 0,13%
Streptococcus pneumoniae v S fazi 1 7 16 24 0,24%
Streptococcus pyogenes PNC + 1 5 2 8 0,08%
Streptococcus salivarius 4 4 0,04%
Streptococcus sanguinis 5 2 7 0,07%
Streptococcus species 2 1 3 0,03%
Streptococcus thoraltensis 1 1 0,01%
Streptococcus vestibularis 1 1 0,01%
Tyeky gram-pozitivni 1 1 0,01%
Veillonella parvula 1 1 0,01%
Vzdusné sporulujici mikroby 2 6 5 13 0,13%
Celkovy soucet 316 | 5297 | 4226 9839

(zdroj: vlastni zpracovani)

Nejcastéjsi nalezy byly vybrany pomoci funkce podminéného formatovani v programu
Microsoft Excel a samostatné zpracovany do tabulky (viz Tab. 4), ze které vznikl graf
(viz Obr. 1).

Tab. 4 Nejcastéjsi nalezy 2014-2018

Nalez Déti |Muzi |Zeny | Celkem

Staphylococcus plasmakoagulasa negativni 29 238 229 496
Escherichia coli 2 173 253 428
Staphylococcus aureus subsp. aureus 3 161 97 261
Staphylococcus epidermidis 2 67 70 139
Klebsiella species 0 75 37 112
Escherichia coli haemolytica 0 37 51 88
Staphylococcus hominis 5 35 22 62
Methicilin/Oxacilin rezistentni Staph.aureus-MRSA 0 18 37 55
Enterococcus species 1 21 25 47
Proteus species 0 25 21 46

(zdroj: vlastni zpracovani)

36




Ze 149 nélezli v hemokulturach bylo vybrano 10 s necastéjsim vyskytem od zacatku
roku 2014 do konce roku 2018. Podle statistického testovani pomoci funkce CHITEST
s hladinou vyznamnosti 5 % se prokazalo, Ze rozdil mezi pozorovanymi a o¢ekavanymi
hodnotami je statisticky vyznamny. Hodnota signifikance p = 0 %. Z toho vyplyva, Ze je
pravdépodobnost 0 %, Ze by tyto vysledky vznikly ndhodou.

B Staphylococcus plasmakoagulasa

negativni
Pocet 496 B Escherichia coli
500 -
428 m Staphylococcus aureus subsp. aureus
450 -
400 - B Staphylococcus epidermidis
350 - . .
Klebsiella species
300 - 261
Escherichia coli haemolytica
250 -
. m Staphylococcus hominis
200 139 pny
i 112
150 38 Methicilin/Oxacilin rezistentni
100 - 62 Staph.aureus-MRSA
55 47 46
Enterococcus species
50 -
0 Proteus species
Nalez

Obr. 1 Nejc¢astéjsi nalezy

(zdroj: vlastni zpracovani)

Podle tabulky €. 4, kde jsou sefazeny nejéastéjsi nalezy sestupné vzhledem k celkovému
poCtu, je ziejmé, Ze nejcastéjSim izoldtem za celé zkoumané obdobi se stal
Staphylococcus plasmakoagulasa negativni, ktery byl nalezen ve 496 vzorcich
z celkového poctu 2338 pozitivnich vzorkd. Druhym a tietim nejcastéj$im izolatem byly
Escherichia coli s vyskytem ve 428 vzorcich a Staphylococcus aureus subsp. aureus
s vyskytem ve 261 vzorcich. Staphylococcus epidermidis byl izolovan ze 139 vzorkd,
Klebsiella species ze 112 wvzorkt, Escherichia coli haemolytica z 88 wvzorkd,
Staphylococcus hominis ze 62 vzorkli, Methicilin/Oxacilin rezistentni Staph.aureus-

MRSA z 55 vzorkt, Enterococcus species ze 47 vzorku a Proteus species ze 46 vzorka

Dale byl vytvotfen graf, ktery zobrazuje nejcastéjsi nalezy u muzl, Zen, déti a celkovy
pocet kazdého vybraného nalezu (viz Obr. 2).
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Obr. 2 Nejc¢astéjsi nalezy u jednotlivych kategorii

(zdroj: vlastni zpracovani)

Z grafu na obrazku €. 2 je patrné, Ze nejcastéjSimi nalezy u zen byly Escherichia coli
a Staphylococcus plasmakoagulasa negativni. U muzt se nejéastéji objevoval taktéz
Staphylococcus plasmakoagulasa negativni, skoro ve stejném poétu jako u Zen. O
druhou pficku nejcastéjSitho vyskytu u muzi se déli téméf se stejnym vysledkem
Escherichia coli a Staphylococcus aureus subsp. aureus. Dé&tské hemokultury
vykazovaly nejvice pozitivitu na plasmakoagulasa negativni stafylokoky, naproti tomu

Klebsiella species nebyla prokazana v zadné hemokultute.
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 ¢. 3 je patrné, Ze
vzhledem k celkovému poctu 9839 hemokultur bylo vyhodnoceno 24 % (2338) jako

pozitivni.
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Hemokultury v procentech

M Pozitivni
[ Negativni
Obr. 3 Procenta pozitivity a negativity
(zdroj: vlastni zpracovani)
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Obr. 4 Procenta pozitivit nalezi

(Zdroj: vlastni zpracovani)
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Ze vSech pozitivnich nélezi bylo vyfiltrovano 5 nejcastéjSich, ostatni byly secteny,
souhrnné¢ oznaceny jako ,,ostatni pozitivni ndlezy* a z téchto dat vznikl graf (viz Obr.
4), na némz se ukdazala procentudlni pozitivita vybranych izolath vzhledem k poctu
vSech pozitivnich hemokultur. Staphylococcus plasmakoagulasa negativni tvoii 21 %
vSech pozitivnich nalezd, Escherichia coli 18 %, Staphylococcus aureus subsp. aureus
11 %, Staphylococcus epidermidis 6 %, Klebsiella species 5 % a ostatni pozitivni nalezy
39 %.

Tab. 5 Pozitivni a negativni ndlezy za jednotlivé roky

Pozitivni % pozitivit Negativni % negativit Celkem nélezl
Rok 2014 482 27 % 1327 73 % 1809
Rok 2015 468 24 % 1476 76 % 1944
Rok 2016 401 22 % 1441 78 % 1842
Rok 2017 465 23 % 1566 77 % 2031
Rok 2018 522 24 % 1691 76 % 2213
Celkem 2338 7501 9839

(zdroj: vlastni zpracovani)

Tabulka ¢. 5 ukazuje pocet pozitivnich a negativnich nalezii za jednotlivé zkoumané
roky. Ztéchto hodnot byl také vypocitan Chi kvadrat test. Dosazena hladina
vyznamnosti vySla 0,98 %. Hodnota p < 5 %, z toho vyplyva statistickd vyznamnost.
Z dat v tabulce vznikl graf (viz Obr. ¢. 5), ktery ukazuje procenta pozitivit a negativit

Vv jednotlivych letech.
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Obr. 5 Procenta pozitivit a negativit

(zdroj: vlastni zpracovani)
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5 Diskuze

Béhem let 2014-2018 bylo na oddéleni klinické mikrobiologie Nemocnice Pisek, a.s.
vySetieno automatickym hemokultivaénim systémem BACTEC 9839 hemokultur.
Z tohoto celkového poctu pristroj oznacil 2338 jako pozitivni. Procentualni mira
pozitivity je 24 %. Pfi odbéru vzorki na hemokultivaéni vySetieni se obvykle odebira
vice vzorkl od jednoho pacienta a vzorky ve vétSiné piipadd obsahuji stejny nalez, to

znamena, Ze procento pozitivity mize byt timto faktem zvysené.

Pti provadéni hemokultiva¢niho vysetfeni systémem BACTEC byly ziejmé vSechny
vyhody automatizovaného hemokultiva¢niho systému, které popisuji autofi odborné

literatury a jsou uvedeny v teoretické casti.

Zjisténé  mikrobidlni  spektrum  obsahuje  Sirokou Skdlu  grampozitivnich,
gramnegativnich, anaerobnich i kvasinkovych ptivodcii. Je zfejmé, Ze si do krevniho
reCisté najde cestu jakakoliv bakterie nebo kvasinka. Pomoci funkce CHITEST bylo
zjisténo, ze vysledky jsou statisticky vyznamné. NejcastéjSim ndlezem izolovanym z
hemokultur se stal v tomto vyzkumu Staphylococcus plasmakoagulasa negativni. Do
této skupiny patii Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus
a Staphylococcus haemolyticus. Vyskytoval se ve 21 % vsech pozitivnich vzorku, coz
¢ini 496 hemokultur. Zjisténé procento pozitivity mize byt zvysené, jelikoz se tyto
stafyloky vyskytuji na kiZi, jsou oportunnimi patogeny a snadno muze dojit ke
kontaminaci hemokultury. Cermak (2008) uvadi, Ze pouze 12,4 % téchto izolovanych
stafylokokii je klinicky vyznamnych. Podle Senkyfové (2012) jsou koagulasa negativni
stafylokoky nejcastéj§i grampozitivni pavodci infekci krevniho ftecisté spolu se
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae a Enterococcus — Species.
Staphylococcus aureus byl zachycen ve 261 vzorcich, tj. 11 % z celkového poctu,
Streptococcus pneumoniae ve 39 vzorcich a Enterococcus species ve 47 vzorcich.
Nejéast&jsimi gramnegativnimi ptivodci oznaéila Senkyiova (2012) Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter species. Statistickym
vyzkumem v této praci bylo zjisténo, ze Escherichia coli je vyznamnym a velmi ¢astym
nalezem. Tato enterobakterie byla potvrzena v 18 % (428) z celkového pocétu 2338
pozitivnich vzorkd. Cerny et al. (2005) uvadi piitomnost Escherichia coli ve 13 %.
Klebsiella species se vyzkumem potvrdila ve 112 vzorcich a ptimo Klebsiella

pneumoniae ve 21 wvzorcich.  Pseudomonas aeruginosa byla piitomna v 18
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hemokulturach a Enterobacter species narostl ve 35 kulturach. Nalezy nejcastéjSich
puvodct se potvrdily jako spravné v porovnani s odbornou literaturou. Escherichia coli
byla ve vétSim poctu nalezena ve vzorcich od Zen a Staphylococcus aureus subsp.

aureus a Klebsiella species ve vétsim poc¢tu v muzskych hemokulturach.
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6 Zavér

Tato bakalaiska prace se zabyvala vySetfovanim hemokultur v automatickém
hemokultivatnim systému. Prvnim cilem bylo osvojit si praktické zpracovani
hemokultur v automatickém hemokultiva¢nim systému. Tento cil byl splnén na oddéleni
klinické mikrobiologie Nemocnice, Pisek a.s., kde byla prace pod odbornym dohledem
vedena. Druhym cilem bylo zjistit mikrobialni spektrum v hemokulturach v letech
2014-2018 a tieti cil byl formulovan jako zjiSténi procenta pozitivit k celkovému poctu
odebranych hemokultur v letech 2014-2018. Tyto dva cile byly také splnény formou
statistického vyzkumu provedené¢ho z dat poskytnutych mikrobiologickou laboratofi,
kde probihala prace shemokulturami. Ze Sirokého mikrobidlniho spektra byly
nejCastéjS§imi  izolaty  koagulasa  negativni  stafylokoky, Escherichia  coli
a Staphylococcus aureus. Z celkového poctu 9839 vySetienych vzorku prokazovalo
pozitivitu 2338, tj. 24 %.
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Seznam zkratek
CNS Centralni nervova soustava

MALDI-TOF Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight

MODS Multiple organ dysfunction syndrome
SIRS Systemic inflammatory response syndrom
SPS Polyanethol sulfonat sodny

58



