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Dependence of time to detection on the number of bacterial cells in BacT/Alert and

Bactec systems

Infection of bloodstream and sepsis are major causes of lethality. The main reason for
the increase of cases is many more operations. In patients it is common to use catheters
or other plastic materials, which increase the risk of infection. Important role is played
by the patient's age and long hospitalization.

Thanks to new automated blood culture systems the capture of pathogens is
faster and the spectrum of pathogens is wider. Some types of modern automated blood
culture systems are used in Czech hospitals but in Western Europe and in the USA they
are standard equipment.

Treatment of infection is based on antibiotic. It seems that successful therapy
depends on the fact whether pathogens produce biofilm or not. One of this thesis tasks
is to compare time to detection of biofilm and non-biofilm producers.

Another task is the comparison of two automated blood culture systems: Bactec
9240 and BacT/Alert 120. Both of them react to CO, concentration changes but differ in
principles of detection.

Measured materials were bacterial strains which produced biofilm and came
from patients with diagnosis of bloodstream infection.

To the final statistic comparison of results Chow ‘s test was used. This test
rejected the null hypothesis and proved alternative hypothesis that between time to
detection of used blood culture systems is a significant difference, and further, time to

detection of biofilm and non-biofilm producers do differ.
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Uvod

Lokalizované infekce postupné vedou k infekci krevniho feciSté, rozvoji sepse a
ohroZzeni zivota pacientd. Jedin¢ v€asnym prokazanim infekéniho pivodce a jeho
zni¢enim je mozné stav pacienta zlepsit. Sepse se stile fadi mezi vyznamné pficiny
mortality (u nekorondrnich onemocnéni) a ani moderni medicina se s timto problémem
nedokazala uplné¢ vypoiradat. Pro zdravotnictvi navic sepse predstavuje vysokou
finan¢ni zatéz, ktera miize byt v€asnym diagnostikovanim a cilenou 1écbou vyrazné
sniZena.

Pti ur¢ovani plivodce infekce mé zasadni vyznam mikrobiologicka diagnostika,
ktera se stale opira o kultivacni vySetieni. Jeho nevyhodou je ale pouze kvalitativni
vysledek — pfitomnost patogena potvrdi nebo vyvrati. Postupem casu vznikl 1
poZadavek na vysledek kvantitativni. Stanoveni mnozstvi patogena umoZzni lep$i
interpretaci vysledka. Tento posun je dulezity, protoze vyvoj bakterii vede k vysSimu
soucast bézné kolonizace od patogenniho stavu. Metodika pro stanoveni poctu bakterii
je dosti narocnd — bylo navrzeno mnoho postupti, kazdy v§ak ma urcité nedostatky. V
klinické praxi je mozné pro tento ucel vyuzit hemokultivacni systémy.

V poslednich letech je vénovana znacna pozornost detekci bakteridlnich kmeni
produkujicich biofilm. Tyto a planktonicky rostouci bakterie se vyrazné li§i svymi
rastovymi vlastnostmi. Vzhledem k tomu, Ze bakterie produkujici biofilm jsou ¢astym
pivodcem infekcei krevniho fecisté spojenych s cévnimi katetry a dal$imi implantaty, je
nutné ovéfit, zda se jejich rast v hemokultivacnich lahvi¢kach odliSuje. Pokud se rozdil
potvrdi, je potieba stanovit parametry umoznujici jejich kvantifikaci na zakladé
detekcnich ¢asti hemokultivacnich ptistroju.

Tato bakalafska prace zkoumd zavislost detekénich casii na mnozstvi
inokulovanych bakterii ve dvou systémech. Oba maji senzor reagujici na koncentraci
CO,, ktery produkuji mnozici se bakterie, ale 1isi se zptisobem jeho detekce. Systém
Bactec (firma Becton Dickinson) je zalozen na principu fluorimetrie, zatimco systém

BacT/Alert (firma Organon Teknika) je zalozeny na kolorimetrické detekci.



Testovany byly bakteridlni kmeny z klinického materidlu. To znamena, Ze byly
nalezeny u pacientl s diagnozou infekce krevniho fecisté. Nasledn€ byl proveden test,
ktery musel potvrdit tvorbu biofilmu, aby mohl byt material dale zpracovan.
Mikrobidlni biofilm je totiz povazovan za dilezity faktor pti kolonizaci cévnich katétru,
proto se tato prace zabyva i porovnanim detekcnich Casi mezi kmeny, které tvofi

biofilm a témi, které ho netvori.



1. Soucasny stav diagnostiky infekci krevniho recisté
V Ceské republice dnes vétSina nemocnic vyuziva néktery z kontinudlné

méficich automatl. V zemich zapadni Evropy a v USA jsou standardem. Je bézné, Ze
laboratofe maji vice tdchto piistroji. V porovnani s Ceskou republikou jsou v téchto
zemich hemokultury odebirany v daleko vySSich poctech.

V naSich nemocnicich a zdravotnickych zafizenich se za hemokulturu casto
povazuje jedna hemokultivaéni lahvicka inokulovand krvi pacienta. Za jednu
hemokulturu jsou povazovany vSechny hemokultivacni lahvicky, inokulované krvi z
jednoho odbéru, coz v ptipadé jedné inokulované lahvicky z divodu malého mnozstvi
odebrané krve je pojem identicky. BohuZzel se ale ¢asto inokuluje pouze jedna lahvicka
z divodu uspory finan¢nich nakladi na pomérné drahé laboratorni vysetfeni. Takovyto
piistup je zéasadné¢ chybny a kratkozraky, protoze jedna odebrand hemokultivacni
lahvicka, ktera vyjde negativn€, nevylucuje sepsi z téchto divodi: odebrand krev
neobsahovala Zivota schopné bakterie, protoze bakteriémie byla v okamziku odbéru
krve velmi nizkd nebo zadna (intermitentni vyplavovani) a pouzitd lahvicka nebyla
vhodna pro kultivaci ptivodce sepse (acrobni lahvicka pro anaeroby a opa¢n¢). Naopak
ani pozitivni kultivace nemiize jednoznacné¢ potvrdit diagnézu sepse. Nelze vyloucit, ze
jde o kontaminaci (i pfi negativnim stéru z mista odbéru krve). Je nutné pokryt co

-----

a anaerobni)(12).

1.1 Zakladni pojmy a definice
Prinik mikrobidlniho piivodce do krevniho fecisté dokaze vyvolat patologicky
stav, ktery muize konCit aZ smrti pacienta. RozliSujeme nékolik patologickych 1

nepatologickych stavi.

1.1.1 Bakteriémie

Jako bakteriémii oznacujeme stav, kdy do krve proniknou zivotaschopné
bakterie (6). Mlizeme ji rozdélit na nizkou (10 az 20 bakterii v 1 ml krve), stfedni (50
bakterii v 1 ml krve) a vysokou (80 a vice bakterii v 1 ml krve). Vysoka bakteriémie je

typicka pro malé déti. Mlize dosahovat fadové aZ stovek bakterii na 1 ml krve(12).



I u zcela zdravych jedincl se v krvi vyskytuji bakterie, které tam mohly
proniknout z mist fyziologicky osidlenych bakteridlni flérou (napt. tlusté stievo).
Dal$im moznym zdrojem jsou b&zna drobnad poranéni (napi.pfi holeni nebo Cisténi
zubll) nebo oblasti, ve kterych je rozvinut lokdlni bakteridlni z&nét (napf. lozisko
bronchopneumonie, furunkl a pod.). Tyto bakterie jsou prubézné fagocytovany, aniz by

se podilely na rozvoji celkového patologického procesu. (12)

1.1.2  Infekce

K infekci mize dojit pokud vznika zénétlivd odpoveéd’ a/nebo se bakterie §ifi 1
do sterilnich oblasti. (6)

Infekce je vniknuti choroboplodnych mikroorganismi do hostitele a pifipadné
pomnozeni se v ném. Infekce vZdy nemusi znamenat onemocnéni, nebot’ nutné nemusi

dojit k poskozeni makroorganismu. (15)

1.1.3  Infekce krevniho reciste

Pojmem infekce krevniho feciSt¢ oznaCujeme stav, kdy je ptitomnost
mikroorganismil v krevnim fecisti spojena s patologickym projevem. V soucasné dob¢
se infekce krevniho fecisté déli na nékolik jednotek. (7)

a) Primarni = IKR nezndmého plvodu — zplsobena infekénim plavodcem
(zachycenym hemokultivaci), ktery neni kontaminaci a zaroveil neni spojen s jinym
infekénim procesem vcetné infekce intravaskularniho katétru.

b) Sekundarni = IKR jina nez katetrova - infekéni ptivodce z pozitivni hemokultivace,
ktery neni kontaminaci a zarovei je pivodcem infekce v jiném mist¢.

c) Infekéni endokarditida (= zanétlivé onemocnéni srde¢nich chlopni a vnitini
vystelky srdce)

d) Katetrova sepse — pacient ma pozitivni vysledek kultivace krevnich vzorka
ziskanych z periferni Zily, klinické ptiznaky infekce a zaroven u néj neni Zadny

jiny zjevny zdroj infekce s vyjimkou katétru.

NejcastejSimi rizikovymi faktory vzniku onemocnéni jsou ve&k, malignita,
ischemicka choroba srde¢ni a cévni poSkozeni mozku. Mortalita infekci krevniho
reCisté je stale velmi vysoka. Pedersen ve své tfileté studii uvadi, ze smrtelné infekce

zpusobily z 21% Enterobacter spp., z 22% Escherichia coli a z 32% Klebsiella spp. a



rozmanitd skupina enterobakterii(26). Podle studie probchlé v Tokijské Univerzitni

nemocnici nejvyssi mortalitu u infekci zpisobuje kmen Pseudomonas aeruginosa (20).

1.1.4 SIRS
Tato zkratka oznacuje systémovou zanétlivou odpovéd (z angl. systemic
inflammatory response syndrom) — je definovana pfitomnosti dvou nebo vice
nasledujicich kritérii (6):
télesna teplota > 38 °C nebo < 36 °C
srde¢ni frekvence > 90/min.
dechova frekvence > 20/min

leukocyt6za nebo leukopenie

1.1.5 Sepse

Pokud je SIRS dusledkem prokazaného infekéniho procesu, jedné se o sepsi (9).

V modernim pojeti je sepse systémovou odpovédi na infekci a neni spojena s
urCitym agens. Povazuje se za syndrom, ktery za urcitych okolnosti miiZze vyvolat
jakykoli mikroorganismus. Klinické ptiznaky jsou stejné jako u SIRS (6). Podle jejich
intenzity mtizeme rozlisit tfi formy ¢i stupné: sepsi, t€zkou sepsi, septicky Sok. (15)

Nejvice jsou sepsi ohrozeni pacienti na jednotkach intenzivni péce (6), s fizenym
dychanim, po urazech ¢i operaci mozku, transplantacich atd. Nebezpe¢i vzniku sepse
zvySuji vnéjsi zasahy jako imunosuprese vyvolana antibiotiky a chemoterapii, infuze,
centralni vendzni katetry a mocové periferni katetry (28).

ZvySujici se vyskyt sepsi v poslednich desetiletich lze vysvétlit stale
agresivnéjSimi strategiemi ve vSech oblastech mediciny. Je oSetfovano stale vice
pacientli ve vySSim veéku s vétSim poctem zakladnich onemocnéni. latrogenni zasahy
obecné predstavuji zvySené riziko a oslabuji obranné mechanismy pacientl. Lze je
shrnout takto(6, 12):

- PoruSeni integrity kiiZe.

- Katétry a plastikové hadice umoziuji infekénim plivodctiim cestu do téla.

- Léky a tézké operace mohou oslabit hormonalni a bunéénou obranyschopnost.

- ATB snizi ochrannou fléru a umozZni potencialnim patogentim riist a mnoZit se.

- Méni se pH v zazivacim traktu a na kizi.
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Vyznamnym rizikovym faktorem je i délka pobytu v nemocni¢nim zafizeni.
Naptiklad pobyt pacienta s kandidovou sepsi se prodluzuje i na 30 dni a to je dalsi
pfi¢ina pfispivajici ke Spatné prognéze kandidové sepse. Dlouhodoby pobyt
samoziejmé¢ vede i ke zvySeni nakladli spojenych s 1écbou (12). Kromé predchazejici
antibiotické 1écby a doby hospitalizace jsou rezistentni bakterie asociovany s
pfitomnosti umélych materidlti (umélé kloubni nahrady, cévni ¢i mocovy katétr, apod.).
U dlouhodobé aplikace téchto materiali miize dochazet k tvorbé biofilmu na jejich
povrchu (34). Prinik antibiotik do téchto biofilmi je velmi omezeny a dovoluje
bakteriim osidlujicim tyto povlaky kontakt se subterapeutickymi koncentracemi

antibiotik vedouci k zvySené resistenci (11).

Ll

TEREMIA
OTHER
HINEECTION
. )/ ISEPSI TRAUMA
BURNS
PANCREATITIS

BLOOD BORNE INFECTION

Obrazek 1: Vztah mezi SIRS, sepsi a infekci (6).
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1.1.6 MODS

Zkratka MODS vznikla z angl. Multiple organ dysfunction syndromme, do
Cestiny je prekladana jako mnohocetnd organova dysfunkce. Je to stav, kdy je pfitomna
zména dvou a vice organovych systémii a bez terapeutického zésahu organismus
neudrzi homeostazu (6).
Primarni MODS — vyvolan neinfek¢nim inzultem (trauma, popaleni, pankreatitis a jiné
pficiny) (6).
Sekundarni MODS — vyvolan tézkou sepsi provazenou septickym Sokem s hypoperfusi

organt(6).

1.1.7 Infekce cévnich katétrii (katetrové sepse)

Rozsiteni uzivani katétri s sebou pfineslo i problém - narGst katetrovych
infek¢nich komplikaci, ale i pfesto si medicinu bez pouzivani plastovych katétri nelze
predstavit. Cévni katétry totiz poskytuji nezbytny cévni piistup. Nejvice jsou vyuzivany
periferni vendzni katétry, ale vétSina katetrovych infekci je spojovéna s centralnimi
venoznimi katétry, predev§im u pacientil na jednotkach intenzivni péce. Zde je Casto
nutné udrzovat centralni venozni pfistup po dlouhou dobu, s katétrem muze byt
manipulovano 1 nékolikrat denné z divodu podavani tekutin, 1€kt a krevnich
produkt, méteni hemodynamické rovnovahy nebo ziskani vzorkl krve pro laboratorni
analyzu (12). Jeden z néazoru tika, Ze kolonizace katétru se snizi, budeme-li pravidelné
ménit misto vstupu. Kowalewska tento nazor s odkazem na svou studii odmita (19).

Vyskyt je zavisly na typu pouzitého katétru, na frekvenci manipulace s
katétrem a na faktorech pfislusejicich pacientovi (zékladni choroba a jeji intenzita).
Ackoli je vyskyt lokdlnich infekci nebo infekci krevniho feciSté souvisejicich s timto
typem katétri obvykle nizky, z dlivodu frekvence jejich pouZiti jsou zaznamenavany
vazné infekéni komplikace.

V nékterych piipadech jsou katétry zavadény v naléhavych situacich, bé&hem
nichZz nemusela byt pravidla asepse naleZit¢ dodrZena. To vSe zvySuje riziko
kontaminace a nasledné klinické infekce. Katetrové infekce zplisobuji zvySeni
morbidity 1 mortality, stejné tak jako narhst nakladl na lécbu a hlavné prodlouzeni

hospitalizace pacientt (8).
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Nejcastéjsimi  puvodci katetrovych infekei jsou koaguldza negativni

stafylokoky, Staphylococcus aureus a kvasinky.

1.1.8 Biofilm

Jedna z definic uvadi, ze biofilm je strukturované¢ mikrobidlni spolecenstvi,
uloZzené v mezibuné&éné hmoté. M4 schopnost adherovat na inertni 1 Zivé povrchy v
pfirodnich 1 laboratornich podminkach. Slizovitd mezibunéénd matrix je tvofena
exopolysacharidy mikrobialniho ptivodu. Neni vSak jednolitd. Obklopuje jednotlivé
buniky i mikrobidlni mikrokolonie a spolu s nimi vytvaii slozité struktury obsahujici
volné, pomérné Siroké prostory €1 kanalky, kterymi proudi voda (pfipadné krev). Ta se
stard o pfisun zivin a odvod zplodin metabolismu (36).

Tvorba biofilmu zacina tim, Ze se na povrch ponofeny do vodniho prostiedi
nejdiive adsorbuji organické molekuly. Pak nésleduje rychlé pfichyceni rtznych
bakterii k povrchu. Pfi bakteridlni kolonizaci né¢kdy dochazi k prostorové
kompetici(15).

Bakterie rostouci v podobé biofilmu se svymi fenotypickymi vlastnostmi
vyrazné€ liSi od bakterii planktonickych. Pfilnuti bakterii na néjaky povrch inicijuje
¢innost genil pro tvorbu extracelularnich polymert(36). V makroorganismu pak
vzdoruji ucinku fagocytd, protildtek a antibiotik, které jinak spolehlivé likviduji
planktonické bakterie (13, 34, 35). Souli uvadi, Ze antibiotickd ¢innost rifampinu a
clindamycinu se pfitomnosti biofilmu stafylokokli neméni (32).

Za ptiznivych podminek se z povrchu zralého biofilmu odlucuji jednotlivé
planktonické bakterie, pfipadné celé shluky. Mohou se tak §ifit a kolonizovat nové
oblasti.

Jako prvni byla provedena kvalitativni metoda produkce slizu Christensenem a
spol. v roce 1985. Ve svych studiich zaznamenal rozdil v produkci biofilmu mezi
médiem s glukézou a neobohacenym médiem. V soucasné dob¢ je Christensenova
metoda vyuzivana a modifikovana riznymi autory. Modifikace spocivaji ve zménéch
objemu a koncentrace suspenze bakterii, pouzivané pudé a délce inkubace. Vyhodou
této metody je vyuziti u Sirokého spektra bakteridlnich kmenti(12).

Dal$i metodou diagnostiky biofilmu je kultivace stafylokokii na agaru s

kongocerveni. Citlivost a pfesnost kultivace je v porovnani s Christensenovou metodou
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velmi nizkd(21, 30). K diagnostice biofilmu se d4 vyuzit i metoda PCR, pomoci niz se
urCuje piitomnost a procentudlni zastoupeni ica lokusu, jakozto faktoru virulence

stafylokoki (1).

1.2 Nejcastejsi puvodci infekci krevniho recisté

Frekvence bakteridlnich patogent, které se podileji na etiopatogenezi infekci
krevniho fecisSté, se v poslednich dvou desetiletich vyrazné zménila. V soucasnosti
doslo ke zvySeni Cetnosti koaguldza negativnich stafylokoki a enterokokli. Mezi
mikroorganismy s rostouci absolutni cetnosti vyskytu patfi 1 kandidy. Vyskyt
bakterialnich patogent je vyrazné ovlivnén skladbou pacientli a jejich zakladnim
onemocnénim. (12).

V roce 2001 byla provedena studie trvajici pét mésicl,, kterd méla detekovat
nejcastéj$i pivodce infekci krevniho feCisté a jejich rezistenci na antibiotika a
chemoterapeutika. Zucastnilo se ji 12 pracovist — byla vybrana tak, aby pokryla uzemi
celé Ceské republiky. Ve stejném podtu byly zafazeny malé i velké zdravotnické
instituce. Maximalni pocet kmenti z jednoho pracovisté¢ bylo sto po sobé jdoucich
gramnegativnich izolatl z krve (souhlasicich s podminkami vybéru). Ve studii byly
zahrnuty gramnegativni tycky zachycené z krve pacienta pomoci automatického
hemokultivacniho systému. Muselo se jednat o prvni zachyt ur¢itého kmene u pacienta
hospitalizovaného v daném zdravotnickém zatfizeni. DalSi podminkou byla potvrzena
vazba mezi zachycenym bakteridlnim kmenem a diagnézou infekéni komplikace. V
obdobi Cerven az fijen 2001 bylo zachyceno 831 bakteridlnich kmenti. Jednomu kmeni
odpovidal pravé jeden pacient s jednoznacné diagnostikovanou bakteridlni infekci
krevniho tecisté. Nejcastéji byly identifikovany kmeny Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa. Dohromady tvofily 66% vSech
gramnegativnich ptivodct. Ostatni piivodci se vyskytovaly s cetnosti do 7% (17).

Dalsi studie se zaméfila na grampozitivni ptivodce infekci krevniho feciste.
Cilem bylo stanoveni incidence a analyza rezistence zjisténych bakteridlnich kment k
antimikrobnim p¥ipravkim. Studie se zacastnilo 15 zdravotnickych zatizeni v Ceské
republice po dobu ¢tyf mésici (leden — duben 2003). Zachycené kmeny opét musely
spliovat n€kolik podminek. U pacientli s aplikovanymi umélymi materialy v krevnim

obéhu byl mikrobiologicky vySetfen i dany materidl. Z vysledkd vyplynulo, Ze
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nejcastéj$imi identifikovanymi kmeny byly Staphylococcus aureus (39%) a koagulaza
negativni stafylokoky (34%). Z celkového poctu 32 pacientli, u nichz byl jako zdroj
infekce ur¢en umély vstup do krevniho obéhu, byly v 11 pfipadech izolovany kmeny
Staphylococcus sp. soucasné z periferni krve i kanyly. V 32% pftipadd se jednalo o
katetrové infekce, coz potvrzuje, ze pfitomnost umélého materidlu je rizikovym
faktorem vzniku infekce krevniho fe¢isté. Cetnost stafylokokil s pozitivnim prikazem

biofilmu ¢inila 49%, ¢imzZ byla dokazéana jeho klinickd vyznamnost (18).

1.3 Mikrobiologicka diagnostika

Mezi piimé metody mikrobiologie fadime mikroskopii, kultivaci na vhodnych
pudach, imunochemicky prikaz ptavodce, genetické dikazy piitomnosti bakterialni
DNA nebo RNA, ptfipadné¢ chemicky prikaz latek charakteristickych pro dany

mikroorganismus(21).

1.3.1 Primeé priikazy piivodce
Podstata spociva v nalezu mikroorganismu ve vySetfovaném vzorku. Mize byt

mrtvy €1 zZivy. Sta¢i nalézt jen jeho cast, povrchovou strukturu nebo charakteristické
latky (nukleové kyseliny, enzymy, toxiny a jin€¢)(21).

a) mikroskopie - mélo citlivé, ale rychlé a levna metoda

- pfevlada diagnostické barveni podle Grama
b) kultivace - dostatecné specificka i citliva, ale pomala
- vypéstovani a pomnozeni bakterii na vhodnych ptidach
c) citlivost na antibiotika — velmi dilezity vysledek pro 1¢kare
- diskovy diftizni test nebo minimalni inhibi¢ni koncentrace

prikaz bakterialnich sloZzek — mikrobidlnich antigenli nebo nukleovych kyselin

1.3.2  Neprimé pritkazy piivodce
Jedna se o prikaz etiologického agens pomoci stop, které zanechal v
organismu. Nejcastéji jde o pritkaz protilatek. Nepiimé metody se pouzivaji vétSinou ve
virologii a parazitologii(21).
a) precipitace a aglutinace
b) komplementfixacni reakce (=KFR)

c¢) neutralizacni reakce
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d) imunochemické metody - pfimé imunofluorescence, ELISA, western blot/blotting

1.3.3  Dalsi moznosti pritkazu mikroorganismu (31)
Specialni mikroskopické vySetfeni — barveni akridinovou oranzi (diagnostika
katetrové sepse)
Radiometricka metoda — kultivaéni médium obsahuje radioaktivné znacenou
glukézu nebo aminokyseliny
Plynova chromatografie — pritkaz produkce mastnych kyselin bakteriemi
Mikrokalorimetrie — hodnoti teplo produkované rostoucimi bakteriemi
Indikace vyvoje plynu — mechanicky nebo spektrometricky
Membranova filtrace
Centrifugac¢ni metoda
Prtkaz endotoxinu v krvi

Diagnosticka hemoperfuze

1.4 Diagnostika infekci krevniho recisté
Laboratorni diagnostika IKR je zaloZena na biochemickych, hematologickych
a mikrobiologickych vySetfenich. Vyjime¢né se mohou uplatnit jiné obory (napf.

patologie)(12).

1.4.1 Biochemické a hematologické vysetreni

Obvykle je pozorovana leukocytéza s masivnim posunem doleva (>
12 000/mm3). Krevni obraz odhali pfitomnost nezralych forem. Vysledky dalSich
vySetfeni mohou ukazat i pokles trombocytil, pokles zeleza v séru, anémii. Mize dojit i

k vzestupu zanétlivych parametrt, hypoalbuminémii, hyponatrémii i hypofosfatémii.

1.4.2  Mikrobiologicka diagnostika
Béhem historie prodélala znaény vyvoj od klasické hemokultivace po

nejmodernéjsi molekuldrné biologické metody(12).

1.4.3  Klasicka hemokultivace
Klasické hemokultivace vyZzaduji nejprve pomnozeni v tekutém prostiedi,
nasleduje zhotoveni subkultur a pfesna identifikace piivodce. Inokulace krve se mize

provadét dvéma zptisoby. Jedna moznost je inokulace pifimo u lizka pacienta, a to do
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nékolika tekutych kultivacnich pid obsahujicich antikoagula¢ni a antibaktericidni latku
popripad¢ jesté tuhou agarovou ptidu . Druhd moznost je provést inokulaci do nadobky
bez zivné pudy, kterd bude opét obsahovat antikoagulacni a antibaktericidni latku. Po
odbéru krve se hemokultivacni nddobka okamzité transportuje do piislusné laboratote,
kde se provede vyockovani na sérii pud vcetné kvalitniho krevniho agaru. (31, 36)

Pouzivané tekuté pidy by mély mit co nejvyssi citlivost a Siroké spektrum
detekce klinicky dtlezitych mikroorganismli. Jsou to napf. trypton so6jovy nebo
tryptdzovy bujon, mozko-srdcova infuze.

Inkubacni teplota je zdsadné okolo 35°C. Regulatory teploty u inkubatorti totiz
mohou mit 1 — 2° odchylku a kvtli tomu by mohlo 1 pfi nepatrném vykyvu dojit k
inaktivaci nékterych mikroorganismi, napt.gonokokli ¢i pneumokokd. Pokud je
divodem odebrani vzorku podezieni na bakteriémii vyvolanou infuzi kontaminovaného
roztoku, plazmy nebo krve doporucuje se teplota 22°C, pti které rostou psychrofilni
bakterie.

Hemokultiva¢ni nadobky a pidy se denné¢ prohlizeji a vyockovavaji. Pozoruje se
zékal, tvorba plynu, hemolyza, rostouci kolonie. Pokud se kolonie objevi, zhotovi se
preparat podle Grama a provede se vyockovani na subkultivacni ptidy. Po vyockovani
se aerobni plotny inkubuji v prostiedi s 10% CO, a anaerobni plotny se inkubuji za

anaerobnich podminek.(31)

1.5 Typy hemokultivacnich systémii

Laboratofe maji na vybér z mnoha typli hemokultiva¢nich automatti. Faktory
rozhodujici o vhodnosti hemokultiva¢niho systému jsou rychlost detekce, velikost
laboratofe nebo spektrum vySetfeni, které provadi. Kazdopadné musi laboratotf na
zacatku pocitat s vysokou financni zatézi. Rychlejsi diagnostika ale umozni rychlejsi
navrh terapie a tim zkraceni hospitalizace pacienta, z ¢ehoz se dd usuzovat na sniZeni
nakladii oddéleni poskytujicitho 1écebnou pécéi. V konecné fazi piindSi pofizeni
automatizovaného hemokultiva¢niho systému profit jak pacientovi, tak laboratofi.

Zakladni rozdéleni hemokultiva¢nich systému je na manualni a automatizované.

Mezi manuélni fadime systémy klasické, bifazické, centrifugacni.
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1.5.1 Manualni hemokultivacni systémy
a) klasicke

DULAB — vyrobek firmy Dulab, Dubna (Ceskd republika). Pro tento
hemokultivacni systém existuji tii typy ndadobek (aerobni, anaerobni,
pediatricky).

SIGNAL — vyrobek firmy OXOID, Basingstoke (Anglie). Systém je zaloZen na
indikaci vyvoje plynu, ktery v nadobce vznikd pfi ristu mikroorganismi. Pro
zachyt pouZivaji jen jeden typ lahvicky. Skladad se ze dvou cCasti. Prvni je
klasickd hemokultivacni lahvicka s tekutym médiem, uzaviend zatkou s
gumovym stiedem pro vpich jehly s krvi. Druhou ¢ast tvofi plastova prahledna
nadobka. Na spodni stran¢ je dlouh4 jehla a na vrchu je vicko s odvétravanim.
Po inokulaci krvi se na lahvi¢ku napichne plastovd nadobka tak, aby jehla
zasahovala do kultivacniho media. Lahvicky se inkubuji na tfepacce.
Vysledkem riistu mikroorganismi je tlak, ktery dokéze vytlacit smés krve a

média jehlou do priihledné hlavy. Tak je opticky indikovéana pozitivni nddobka.

b) bifazicke (dvoufazové)

Hemoline — vyrobek firmy BioMérieux, Lyon (Francie). Slouzi k izolaci a
identifikaci aerobnich mikroorganismti. Jde o Sestisténnou nadobku, ktera
obsahuje tuhy transparentni agar, tryptysojovy bujon a 0,025% antikoagulans
SPS. Do nadobky se injikuje 5 — 10 ml krve. Inkubace probiha pii 35 — 37°C ve
vertikdlni ¢1 horizontalni poloze. Rast mikroorganismi je patrny béhem 5 — 7
dnti.

Septi-Chek — vyrobek firmy Hoffmann-La Roche Diagnostics, Basel
(Svycarsko). Bifazické lahvicky Septi-Check obsahuiji tekutou piidu a agarovou
desticku. Po inokulaci krve do bujonu se lahvicka obrati tak, aby smés média a
krve smocila agar. Rist bakterii se je detekovan vytvofenim kolonii, zdkalem

nebo hemolyzou v médiu.

c) centrifugacni

Izolator — vyrobek firmy Oxoid, Wampole Laboratories, Cranbury. Tento

manualni hemokultivaéni systém vyuziva tuby s 0,7 ml vodného roztoku, ktery

18



1.5.2

obsahuje saponinm propylenglykol a SPS. Tuba se inokuluje 6 ml krve. Béhem
nasledné centrifugace dochdzi k rychlé lyze bun¢k (diky tomu dojde 1 k uvolnéni
intracelularnich mikroorganismil), k inhibici fagocytdozy a neutralizaci
baktericidni aktivity séra. Sediment se poté vyockuje na kultivac¢ni pady. Typ
pouzité pudy se odviji od ocekdvaného patogena. Systém Izolator mé dva typy.
Izolator 10 je urceny pro vzorky dospélych pacientt. Izolator 1,5 je vhodny pro
pouziti v pediatrii. Staci inokulace 0,5 — 1,5 ml krve a ani neni nutnd

centrifugace (10,31).

Automatizované hemokultivacni systémy

Tyto systémy u kazdé pozitivni hemokultury uvadi hodnotu TTD = detek¢ni Cas

(z angl. time to detection). Detek¢ni Cas je doba od vlozeni nadobky do pftistroje do

chvile vyhodnoceni pozitivity. Nedojde-li do 7 dnli k oznaceni lahvicky za pozitivni, je

hemokultura povazovéna za negativni. Je mozné snizit maximalni kultivacni dobu ze

sedmi na pét dnil, aby se navysila kapacita pfistroje.

Vital — vyrobek firmy BioM¢érieux, prezentovan jako prvni automaticky piistroj
pro hemokultury pracujici na principu pfirozené fluorescence. Molekuly
prezentované firmou BioM¢érieux vykazuji pokles pfirozené fluorescence pii
biologickych jevech, jimiZz se mikroorganismy projevuji a to bez ohledu na druh
metabolického procesu. VSechny mikroorganismy totiz pfi riistu produkuji CO,
a tim zplsobuji zménu pH a redox potencidlu média. Vital méfi fluorescenci v
kultiva¢ni nadobce kazdych 15 min, 24 hod denné. Jde o neivazivni metodu,
takZze miZeme vyloucit riziko kontaminace.

Bactec — prvni systém pod timto nazvem uvedla na trh firma Jonston
Laboratories (nyni Becton Dickinson) v 70. letech. Byl to otevieny systém
detekujici radioaktivni CO,. Kultivaéni lahvicka obsahovala glukézu znacenou
radioaktivnim uhlikem. Pti ristu bakterii dochazelo k metabolické preméné
glukdzy na radioaktivni CO,. Pfistroj pomoci jehly odebiral vzorky atmosféry a
meéftil radioaktivitu. Pokud byla dostate¢né vysokd, pozitivni lahvicka se
vyockovala béznym zplsobem na kultiva¢ni piidu. Velkou nevyhdou tohoto
systému byla prace s radioaktivnimi reagenciemi a zvySené riziko kontaminace

vzorku. V 80. letech vyvinula firma Becton Dickinson otevieny systém méfici
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hladinu CO, spektrofotometricky. Vyhodou bylo nahrazeni radioaktivnich
reagencii infradervenou spektrofotometrii, ale nadale zistavala nevyhoda
otevien¢ho systému — vyssi riziko kontaminace. Navic byla spektrofotometricka
detekce pomald. Pribeh méfeni (odsavani atmosféry) a zpracovani pozitivnich
lahvicek ziistal stejny.

Velké zlepSeni mikrobiologické diagnostiky zpisobil vyvoj kontinudlné
méficich hemokultiva¢nich systémi. Mezi vyhody patii predevS§im neinvazivni
metody méfeni, manipulace s lahvi¢kou pouze pfi vkladani a vyjmuti, snizeni
detek¢niho Casu diky kontinudlnimu méfeni a v neposledni tfadé také vznik
spolec¢né kultivacni, tfepaci a detek¢ni jednotky. Firma Becton Dickinson na trh
uvedla novy typ systému Bactec - fadu 9000. Systémové oznaceni 9050, 9120
nebo 9240 udava kolik hemokultivaénich nadobek je systém schopen najednou
zpracovavat (50, 120 nebo 240). Hemokultivacni systémy Bactec dokazi
detekovat rhst mikroorganismi béhem inkubace. Pfistroj vysila kazdych 10
minut svételny paprsek o definované vinové délce pies dno nadobky k senzitivni
vrstve. Ta se aktivuje, ale po vyzafeni se vraci do pivodniho stavu. Mnozstvi a
kvalita vyzafeného svétla je zavislda na pH, které CO2 snizuje. Detektor
vyzareného svétla tedy nepiimo pomoci zmén fluorescence méfi tvorbu CO2 v
nadobce, coz znamend, Ze meéfeni je neinvazivni. Signadly z detektor
vyhodnocuje pocitac a opticky 1 akusticky hlasi pfitomnost pozitivni
hemokultury.

BacT/Alert — plné automaticky hemokultiva¢ni systém. Na trh byl uveden v roce
1990 firmou Organon Teknika (USA), ktera jako prvni pfiSla s principem
membranou oddéleného senzoru od kultivatnitho média. Detekce je
kolorimetrickd na zdkladé zmény barvy senzoru vlivem poklesu pH v
kultiva¢nim médiu. Je tvofen vlastnim pfistrojem, pocitacem a kultiva¢nimi
nadobkami né&kolika typil. Soucasné dochédzi k inkubaci, protiepavani a
kontinudlnimu monitorovani vzorkid. Systém poskytuje kvalitativni vySetieni a
zachyt mikroorganismt (aerobnich i anaerobnich) z krve i v piipad¢, kde je

predpokladano velké ziedéni a obtizny zachyt.

20



Nyni vyrobu pievzala firma BioMérieux a na trhu je k dostdni novy typ:

BacT/Alert 3D, ktery se od pivodni verze li$i pfedevSim vzhledem.

1.6 VyuZiti hemokultivacnich systému ke kvantitativni kultivaci
Pro kvantitativni stanoveni po¢atecniho mnozstvi bakterii v odebrané krvi lze
vyuzit centrifugacni systém Isolator nebo automatizované systémy Bactec a Bact/Alert.
e Isolator
Centrifugaci se separuji v krvi pfitomné bakterie. Jejich mnozstvi je mozné stanovit
klasickymi metodami pomoci fedéni a vyoCkovani na pevné kultivacni pldy
s naslednym pocitanim kolonii.
e Automatizované systémy
V ptipad¢ pozitivity se na zédklad€ izolovaného agens a detekcniho ¢asu miize stanovit
kvantita. Kultivace v hemokultivacni lahvicce zajistuje dostatecné Siroké spektrum
zachycenych bakterii a vysoce kvalitni kultivacni prostiedi. Detek¢ni Casy patogennich
bakterii ptitomnych v kvantité 10° a vice davaji predpoklad prvnich vysledka jiz bdhem
10 — 15 hodin.
Kvantita bakterii se uruje dosazenim TTD do rovnic zavislosti TTD na poctu
inokulovanych CFU pro jednotlivé species a podle tabulky hrani¢nich hodnot TTD.
Korelace s  klinickym stavem pacienta: vysledek  kvantitativniho
mikrobiologického vySetfeni by mél byt konzultovan s oSetfujicim lékafem. Pii
hodnoceni klinického stavu byly brany v tvahu ptfedevS§im néasledujici klinické a
laboratorni parametry:
o Kklinické parametry tfesavka, hypertermie (télesna teplota >38 °C) a/nebo
hypotermie (télesna teplota <35,6 °C), tepova frekvence >90/min, tachypnoe
(>20 dechli/min)
o 0 laboratorni parametry leukocytdza s posunem doleva (>12 000/mm3, >10 %
nezralych forem) a/nebo leukopenie (<4 000/mm3), zanétlivé markery (napft.
CRP, interleukiny).
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1.7 Hemokultivacni systémy pouZité pro méreni detekcnich casu

1.7.1 Bactec 9240

Zakladem hemokultivaéniho systému Bactec 9240 je tepelné izolovana a
temperovana dvoukiidlova skiin. Uvniti jsou vodorovné umistény vykyvné kovové
bloky s valcovymi otvory — buiikami, do kterych se kultiva¢ni nddobky vkladaji. Vedle
kazdé bunky je umisténa dvoubarevnd (Cervend a zelena) svételna dioda oznacujici
misto k vloZeni ¢i vytazeni lahvicky. Za buiikou je umisténa dioda a fotodioda. Svétlo,
které dioda emituje, je pohlcovano fluoreskujicim materidlem v senzoru lahvicky.
Senzor indukujici tvorbu CO, je umistén na dné kultiva¢ni nddobky a od kultiva¢niho
média je oddélen membranou. Fotodioda funguje jako detektor hladiny fluorescence,
ktera se stoupajici koncentraci CO; klesa. Zaroven dochazi i k poklesu pH.

Nameétend data se zpracovavaji v mikropocitaci, ktery je soucasti kazdého bloku.
To umoziiuje programovat kazdou buiniku samostatné a kultivovat vedle klasické
hemokultiva¢ni lahvicky a mykologické nebo mykobakterialni lahvicky s del$i dobou
kultivace.

Pozitivni lahvi¢ka je vyhodnocovdna pomoci né€kolika algoritmli funkcné
podobnych algoritmiim u pfistroje BacT/Alert. Systém Bactec mé navic funkci, ktera
umoziuje spravné vyhodnoceni rastu bakterii i u lahvicek, kde doslo k prodlouzeni
doby transportu do laboratofte.

Pti vypadku energie zabezpecuje regulaci napéti nahradni zdroj. Dal dochazi k
testovani a to az do doby spotiebovani energie v bateriich UPS.

K fidicimu pocitaci se da ptipojit az 5 inkubacnich pfistroji. Pokud dojde k
havarii pocitatového systému, je spuStén systém Fall Back Mode, ktery dal dokaze
indikovat pozitivni/negativni lahvicky a volné bunky piipravené k vlozeni novych
kultiva¢nich lahvicek.

Kazdy pfistroj ma nastavitelnou teplotu kultivace. Skiin€ ale nemaji moZnost
chlazeni a za chodu se ohfivaji, takZe neni mozné je v naSich klimatickych podminkach
pouzit pro kultivaci pifi bézné pokojové teploté (22°C). Doporucena teplota kultivace je
35 —37°C. Doba kultivace hemokultur je 5 — 7 dni, ale v zavislosti na typu lahvicky se

da doba kultivace zmeénit.
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e typy hemokultivacnich lahvicek(4):
Standardni aerobni nadobky (Bactec Standard aerobic/F)
— modry uzavér a etiketa
Standardni anaerobni nadobky (Bactec Standard anaerobic/F)
— 7luty uzavér a etiketa
Aerobni nadobky Plus (Bactec Plus aerobic/F Medium)
— Sedy uzéver a etiketa
Anaerobni nadobky Plus (Bactec Plus anaerobic/F Medium)
— hnédy uzavér a etiketa
Pediatrické nadobky (Bactec Peds Plus/F Medium)
—rizovy uzavér a etiketa
—nadobky ptizpiisoené pro maly objem krve (< 3 ml), proto se pouzivaji predev§im v
pediatrii u novorozencti a malych déti nebo u pacientli ve vdzném stavu.
Bactec Lytic/10 Anaerobic/F Medium
— fialovy uzavér a etiketa
— v médiu je navic obsazen¢ lyzované agens, takze senzitivita je az o 60% vyssi oproti
klasickému anaerobnimu médiu
Bactec Mycosis IC/F Medium
— zeleny uzavér a etiketa
— selektivni detekce hub a kvasinek z krve
—médium obsahuje antibiotika a saponin
Bactec Myco/F Lytic Medium
— Cerveny uzaver a etiketa
—neselektivni detekce mykobakterii, kvasinek a hub v krvi
— pouzivaji se jako doplnék k lahvickdm Plus Aerobic/F
Pismeno F v ndzvech oznacuje, Ze jde o lahvi¢ky pro systém Bactec (fady 9000),
ktery méti hladinu fluorescence.
Pokud je v nazvu slovo “Plus”, jednd se o médium, ve kterém je navic
pryskyfice (sorpcni kuli€ky) inaktivujici antibiotika. V obohacenych médiich dochazi k

vys$§imu zachytu vyznamnych mikroorganismi a u nékterych bakterii se oproti
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béznému typu média snizi detekéni ¢as. Diky tomu se muze zkratit doba hospitalizace
pacienta.

Ve vSech lahvickach je podtlak, ktery usnadiiuje inokulaci krve do lahvicky.
Hemokultivaéni lahvi¢ky jsou opatfeny carovym kodem se sejmutelnou c¢asti pro
potieby dokumentace. Skladovani neni naro¢né — k uchovani funk¢nosti staci pokojova
teplota (22 — 25°C) a ochrana pied piimym svétlem.

Firma Becton Dickinson doporucuje odebirat krev od jednoho pacienta do jedné
aerobni a do jedné anaerobni hemokultivacni lahvicky. Idealni par: Plus Aerobic/F a
Lytic/10 Anaerobic/F.

1.7.2  BacT/Alert 120

Hemokultivaéni ptistroj BacT/Alert se sklada z tepelné izolované a temperované
skiiné, ktera je tvofena kovovymi bloky s valcovymi otvory, kam se vkladaji kultiva¢ni
nadobky. Bloky se s lahvickami béhem kultivace kyvaji. Otvory oznacujeme jako
buiky — kazdd ma své Cislo a pismeno. Vedle je svételnd dioda, kterd indukuje
pozitivitu/negativitu  vzorku, pfipadné¢ oznacuje pozici pifi vkladdni nové
hemokultivacni nadobky. Za kazdou buiikou je dioda emitujici paprsek cerveného
svétla a métici fotodioda. Méfeni probiha kazdych 10 min (31).

Pokud dojde k vypadku elektrické energie, systém je ptesto schopen zlstat v
¢innosti az 24 hod. V tomto nouzovém rezimu ale nedochazi k ohfivani ani tfepani
lahvi¢ek. Namétené hodnoty jsou korigovany v zavislosti na klesajici teploté a jsou
ukladany do paméti.

Ptistroj fidi osobni pocitac, jehoz soucasti je zadlohovy zdroj, snima¢ ¢arového
kodu lahvicek a tiskdrna. Pocita¢ pribézné zpracovava namétend data, prepocitava je na
koncentrace CO, a vyhodnocuje. Podle firemnich udaji k tomu pouZiva tf1 algoritmy.
Prvni hodnoti zvySeni produkce CO; oproti pocateCnimu stavu, druhy hodnoti rychlost
zmény hladiny CO, a tfeti na zékladé pocatecni hodnoty CO, detekuje rust
mikroorganismt v nadobce jesté pied vlozenim do pfistroje (3).

V panelu, ktery je nad kultivacnimi bloky, jsou umisténa kontrolni svétla

indikujici pozitivni lahvicku, oteviené dvete nebo ptipadné potize s funkci pfistroje.
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e typy hemokultivacnich lahvicek (2,11):
BacT/Alert SA (standard aerobic)
- pro standardni aerobni kultivaci
- modré barva vicka a etikety
BacT/Alert SN (standard anaerobic)
— pro standardni anaerobni kultivaci
— fialova barva vicka a etikety
BacT/Alert FA
— obsahuje inhibitory ATB, kultivace aerobnich a fakultativné anaerobnich
mikroorganismu z krve a normalné sterilnich télnich tekutin
— zelend barva vicka a etikety
BacT/Alert FN
— médium obohacené o inhibitory ATB pro anaerobni kultivaci
— oranzova barva vicka a etikety
BacT/Alert PE (pediatric)
— idedlni pro pouziti v pediatrii nebo u pacienti v tézkém stavu, protoze staci
inokulace 0,5 ml krve. Podle firemnich tdaji je 90% nadobek oznafeno za pozitivni
do 24 hod.
— zIlutd barva vicka a etikety
BacT/Alert MB (mycobacterial blood)
—urceny pro detekci mykobakterii v krvi

Ve vSech lahvickach je podtlak, ktery usnadiiuje inokulaci krve do lahvicky.
Optimalni objem je 10 ml, u lahvicky pediatric jsou 4 ml maximum. Lahvicky jsou
opatfeny ¢arovym koédem s Casti, kterd jde sejmout pro piipad archivace. Z pocatku
vyroby byly lahvicky sklenéné, ale v roce 2003 byly nahrazeny odolnéj$imi lahvickami
z plastu. Z hlediska detekce bakterii nebyly mezi sklenénymi a plastovymi nddobkami
zjistény zadné rozdily (26). Vsechny typy lze skladovat pti pokojové teploté (15 —

30°C) na misté chranéném pied piimym svétlem.
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2. Cile prace a hypotézy

2.1. Cile prace

e Srovnani detek¢nich €asii u dvou pouzitych hemokultivacnich piistrojlii — zjistit,
zda je detekce u jednoho z pfistroji rychlejsi.

e Srovnani vybranych bakteridlnich producentt biofilmu s bakteriemi netvoticimi

biofilm.

2.2. Hypotézy prdce

e Oba systémy jsou srovnatelné pro identifikaci klinicky vyznamnych
mikroorganismit od dospélych pacientli. Déle tuto hypotézu oznacujeme jako
nulovou.

o Bakterie produkujici biofilm maji stejné detekéni Casy jako bakterie biofilm

neprodukujici.
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3. Metodika

3.1 Materidal a pomiicky

3.2

pacientii, u kterych byla diagnostikovana infekce krevniho ftecisté. Dilezitym
kritériem byla tvorba biofilmu, na kterou jsme vSechny kmeny testovali. K detekci

biofilmu jsme pouzili krystalovou violet’. Je to levna a pfima metoda, ale nedostacujici

M¢étfenym materidlem byly bakteridlni kmeny odebrané z klinického materidlu

Vybrané bakteriadlni kmeny:

Enterobacter cloacae

Koagulaza negativni stafylokok (bliZze neurceny)
Serratia marcescens

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus haemolyticus
Stenotrophomonas maltophilia

Roztoky a média:

lahvicky Bactec Standard aerobic/F a BacT/Alert standard aerobic
fyziologicky roztok

krevni agar

Pomticky a pfistroje:

sklenéné zkumavky

automatické pipety a vymeénitelné Spicky

sterilni injek¢ni stiikacky a jehly

ttepacka

Charakteristika souboru

pro testovani kmene Pseudomonas aeruginosa (Peeters, 2008).

3.3 Pracovni postup

3.3.1. Test produkce biofilmu

Do plastové zkumavky se 2 ml TSB (trypt6zo sojovy bujon) nebo MHB (Mueller-
Hinton bujon) (oba s pfidavkem 0,25% gluk6zy) byly naoCkovéany bakterialni
bunky tak, aby vysledny zakal bakteridlni suspenze byl 2 stupné Mc Farlanda. Pro
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kazdy kmen byly testovany obé pudy. Zkumavky byly inkubovany 24 hodin pfi
37°C.

Naockovani mikrotitracnich desticek - ze suspenze bunék bylo pfipraveno fedéni
1:100 ptislusSnym cCerstvym bujonem. Natfedénd smés byla rozplnéna do jamek
mikrotitracni desticky po 200 ul . Takto naoCkovana desticka byla inkubovéana 24
hodin pti 37°C.

Barveni ve zkumavce - predbéZzny test barveni byl proveden ve zkumavce, ktera
zustala po prvni inkubaci. Po odstranéni zbytku bujonu byla naplnéna 2 ml 1%
krystalové violeti, ktera se nechala 30 minut piisobit. Po promyti vodou byl
vizualn€ hodnocen jeji vzhled. Bezbarva zkumavka je negativni. Fialové zabarveni
po sténach aZ do mista, kam barvivo zasdhlo, je vysledkem pozitivnim. Barevny
prstenec na rozhrani voda - vzduch se jako pozitivni vysledek nehodnoti.

Barveni mikrotitraéni desticky - po inkubaci bylo z mikrotitraéni destiCky
odstranéno médium a planktonické bunky. Je dilezité jamky ptfed barvenim
proplachnout vodou, aby se odstranily na dn¢ usazené shluky bakterii, které by se
obarvily a ztizily hodnoceni. Proplachnuti musi byt provedeno opatrné, aby se
nevymyla vrstvu biofilmu. Do vSech jamek bylo pfidano 1% krystalové violeti o
objemu 200 pl. Po 20 minutovém barveni byly jamky proplachnuty destilovanou

vodou a byla hodnocena ptitomnost biofilmu obdobné¢ jako ve zkumavce.

3.3.2 Priprava vzorku

Inokulum - pfipravi se zcCisté 24 — hodinové bakterialni kultury izolované z
klinického materialu jako suspenze v 1,8 ml sterilniho fyziologického roztoku.
Zékal suspenze musi odpovidat 0,5 stupné McFarlandovy zdkalové stupnice.
Suspenzi diikladné rozttepame a pouzijeme k dalSimu fedéni.

Redici fada — z bakterialni suspenze odebereme 0,2 ml a piiddme do dal$ich 1,8 ml
fyziologického roztoku. Tim ziskame tedéni I (1:10). Z fedéni I odebereme 0,2 ml
do dalsi zkumavky s 1,8 ml fyziologického roztoku a stejnym zplsobem

postupujeme dal, az ziskame fedéni VII (1:10).
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« inokulace hemokultivacnich nadobek — dale pracujeme pouze s fedénimi III — VII.
Z kazdého tedéni odebereme automatickou pipetou 0,1 ml. Jednou tento objem
rozetfeme na petriho misku s krevnim agarem a dvakrat ptidame do zkumavek se
3 ml fyziologického roztoku. Vznikne tim roztok, ktery injikujeme do
hemokultivacnich nddobek pro systémy Bactec a BacT/Alert pomoci sterilni
injekéni stiikacky (5 ml) a jehly.

o inkubace — hemokultivatni nadobky umistime do systémii a sledujeme cas do
stanoveni pozitivity = detekéni ¢as (TTD). Petriho misky s krevnim agarem dame
do termostatu na 24 hod pti 37°C. Dalsi den, po prob¢hlé inkubaci, spocitdme
vyrostlé kolonie (CFU) na misce pfisluSného fedéni a pocet zaznamename do

tabulky.

3.4  Vyhodnoceni
Detekéni casy, které hemokultivaéni systémy naméfily, se zaznamenaly
spole¢né s napocitanymi pocty kolonii do tabulek a podle nich se vytvoftily grafy - pro

kazdy bakterialni kmen zvIast'.

3.4.1. Grafy

Nejprve jsme chtéli docilit linearity grafu, takze jsme osu x , tedy pocty kolonii,
zlogaritmovali. V grafu jsou vidét 2 typy znacek — ¢erny kosoctverec patii hodnotdm
systétmu BacT/Alert a Cerny trojuhelni¢ek systému Bactec. U kazdého bakterialniho
kmene jsme vytvofili tfi spojnice trendu. Modie oznafena patii spojnici vytvofené z
hodnot pro systém BacT/Alert, cervené je oznacena spojnice pro systém Bactec a slaba
prerusovana ¢ara je vysledkem porovnani obou pfimek.

V ptipad€ porovnani producenta a neproducenta biofilmu jsme pouzili stejny
postup. Body zastupujici neproducenta biofilmu jsou znacené modrou barvou, stejné
tak 1 ptisluSna spojnice trendu. RZova barva znaci producenta biofilmu a jeho spojnici

trendu. Slabé pferuSovana ¢ara je spojnice trendu vyjadtujici odliSnost piimek.
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Graf 2: Zavislost TTD na CFU u koagulaza negativniho stafylokoka
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Graf 3: Zavislost TTD na CFU u bakterialniho kmene Serratia marcescens
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Graf 4: Zavislost TTD na CFU u bakteriadlniho kmene Staphylococcus epidermidis
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Graf 5: Zavislost TTD na CFU u bakteridlniho kmene Staphylococcus haemolyticus
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Graf 6: Zavislost TTD na CFU u bakterialniho kmene Stenotrophomonas maltophilia
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3.4.2. Statistické vyhodnoceni

Zakladem byl pfedpoklad, Ze pocet bakterii se zvySuje exponencialné podle
vzorce f(t) = b exp(ct), kde t je Cas od zacatku kultivace do detekce pozitivity (TTD) a
b, ¢ jsou parametry. Rust byl posuzovan podle chovani derivace f(t)' = bc exp(ct).
Dostatecné velka derivace byla posuzovana pomoci rovnice be exp(ct) = D, kde D je
konstanta dana detek¢nim systémem hemokultiva¢niho pfistroje.

Ptredpokladané mnoZzstvi bakterii na pocatku kultivace je oznaceno pismenem Xx.
To znamena, ze od pocatku, kdyz jich bylo b, uplynul ¢as t; dany rovnici b exp(ct;) = x.

Dal$imi matematickymi Gpravami jsme dosli k vysledku, Ze t je linearni funkei In(x).

Pomoci jednoduchych linearnich regresnich modelti: Yo =aa + Ba In(x) ;
Y =ap + B In(x) , jsme z namétenych hodnot vypocitali regresni parametry o a f3.
Parametr o pfedstavuje posun na ose y a § smérnici kiivky. Nasledné jsme nalezené
parametry zhodnotili pomoci t testu, pficemz hypotézy byly HO: aa = as , HO: fa = Bs.
Pokud t vysledné je mensi nez t kritické, znamena to, Ze na hladiné a = 0,05 mezi
parametry neni statisticky vyznamny rozdil.

Pro kone¢né zhodnoceni jsme pouzili Chowilv test na hladiné a = 0,05, ktery je
vytvofen pro test shodnosti linearnich modell (rovnost vektort koeficientl). Vysledkem
je hodnota F, ktera se porovna s kritickou hodnotou Fy,, abychom ov¢fili, jestli je mezi
pouzitymi modely statisticky vyznamny rozdil nebo ne (tab 2). V nasledujici rovnici n
odpovida poctu méfeni v systému BacT/Alert a Bactec, k je pocet vybéra a RSS je

(RSS — RSS, — RSS,)-(n—2k)

a1 < o F = L .
residudlni soucet Ctvercil. (RSS, + RSS, )-k , kterd ma na platnosti

nulové hypotézy rozdéleni F(2; n € 2k € 2).
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4. Vysledky
Béhem 2.pololeti roku 2007 jsme otestovali 6 bakteridlnich kment, jez

spliiovaly dvé stanovena kritéria. Bakterie byly oznaceny za ptivodce infekce krevniho
reCisté a méli pozitivni test na produkci biofilmu. Suspenze vybranych kmenii jsme
kultivovali ve vySe popsanych hemokultivaénich systémech. Pouzili jsme
hemokultiva¢ni lahvicky BacT/Alert standard aerobic a Bactec Standard aerobic/F.
Me¢fteni jsme se snaZili zopakovat minimdlné¢ dvakrat (tab 1). Kmen Enterobacter
cloacae jsme méftili pouze jednou.

Tabulka 2 ukazuje v§echny vypocitané statistické hodnoty pro srovnani rychlosti
rastu producentt biofilmu v systémech BacT/Alert a Bactec. Hodnoty t-testu jsou dil¢i.
Hodnota t, ukazuje odlisnost v usecich pfimek (parametr o) a hodnota t, popisuje
odliSnost hodnot smérnic (parametr ). Pro rozhodnuti zda je rozdil statisticky
vyznamny ¢i ne, rozhoduje prfedevSim hodnota F. Muze se stat, ze rozhodnuti nebude
zcela shodné - oba parametry mohou ukazovat na statisticky rozdil, ale celek rozhodne
proti. Statisticky nevyznamny rozdil vySel u kmene Staphylococcus epidermidis a u
koaguldza negativniho stafylokoka. Statisticky vyznamny je rozdil u kment
Enterobacter cloacae, Staphylococcus haemolyticus, Serratia marcescens a
Stenotrophomonas maltophilia.

V tabulce 3 najdeme stejné statistické hodnoty jako v tabulce 2, ale tentokrat se
jedna o porovnani vysledkti detekénich ¢asti u producentti a neproducentt biofilmu.
Statisticky nevyznamny rozdil vySel u kmenQ Enterobacter cloacae, Serratia
marcescens, Staphylococcus epidermidis, které se mé&fili v systému Bactec. Statisticky
vyznamny rozdil jsme shledali u kmene Staphylococcus epidermidis v systému
BacT/Alert a u koaguléza negativniho stafylokoka v obou systémech.

Tabulka 4 ukazuje primérné detekcni Casy jednotlivych kment. Nejrychleji byly
detekovany kmeny Enterobacter cloacae a Serratia marcescens. Jejich primérny
detek¢ni cas byl az o 10 hodin krat$i nez u kmeni Staphylococcus haemolyticus a
Stenotrophomonas maltophilia. Nejdéle trvala detekce koagulaza negativniho
stafylokoka a kmene Staphylococcus epidermidis.

V tabulce 5 najdeme porovnani detek¢nich ¢asii producentii a neproducentd
biofilmu (ziskané z ptedeslé studie). Producenti biofilmu maji primérny detekéni Cas

ptiblizné o 5 hodin delsi. Pouze u kmene Enterobacter cloacae a Serratia marcescens
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jsou detekéni Casy témér shodné a u kmene Staphylococcus epidermidis je rozdil 10
hodin.

Do tabulky 6 jsme zaznamenali vyskyt faleSnych vysledkt. Fale$né pozitivni
vzorek nebyl zaznamendn zadny a faleSné negativni vzorky byly tfi. V systému Bactec
byl zaznamenan faleSn¢ negativni vzorek pii méfeni kmene Enterobacetr cloacae a
dvakrat ptfi méteni kmene Staphylococcus epidermidis. Systém BacT/Alert vydal
falesSny vysledek pii méfeni koagulaza negativniho stafylokoka a pfi méteni kmeni
Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus haemolyticus.

Posledni tabulka (tab 7) ukazuje rozptyl hodnot u producenta a neproducenta
biofilmu. Nejvétsi je rozptyl hodnot je u kmene Staphylococcus epidermidis. Naopak

minimalni rozptyl je u kmenQ Enterobacter a Serratia.
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5. Diskuze
Tato bakalarska prace porovnala vysledky dvou vyznamnych automatizovanych

hemokultivacnich pfistroji. Sledovany byly detekéni Casy po inokulaci lahvicek
bakteridlnimi suspenzemi o znamé koncentraci. Déle jsme se zabyvali odliSnosti
detek¢nich ¢asti mezi producenty a neproducenty biofilmu.

Podle tabulky s primérnymi detekénimi Casy (tab 5) systém Bactec oznami
pfitomnost bakterii diive. Jeho ¢asy jsou o dvé, nekdy az tfi, hodiny niz§i. Ke stejnému
zévéru dosel 1 Endimiani (13) a Mirrett (25). Oba ve svém zavéru shodné uvadéji, ze
pramérné detekéni Casy odebranych vzorki jsou u systému Bactec krat$i nez u systému
BacT/Alert. Béhem naSeho méteni jsme vSak zaznamenali 1 vyjimku z tohoto zavéru.
Kmen Staphylococcus epidermidis mél nizsi detekéni Cas v systému BacT/Alert (30,04
vs. 31,32). Dalsi studie uvadi, ze oba systémy maji srovnatelnou schopnost detekce,
ackoli u gram-pozitivnich bakterii byla zaznamendna krat$i doba detekce u systému
Bactec a naopak u Enterobacteriaceae byla shledana rychlejsi detekce u systému
BacT/Alert (38), coz nase vysledky nepotvrdily. Rozdil mohl vzniknout tim, Ze autor
pracoval s jinymi kultivaénimi médii — pouzil Bactec aerobic Plus/F a BacT/Alert
aerobic FAN, zatimco my jsme pouZili lahvicky Bactec standard aerobic/F a
BacT/Alert SA.

Pokud jde o pocty falesSn€ negativnich a faleSné pozitivnich nalezi, studie se v
tomto sméru odliSuji. Béhem naSeho vyzkumu jsme nezaznamenali Zadnou faleSné
pozitivni lahvicku. U riznych bakteridlnich kmend jsme zaznamenali tii faleSné
negativni lahvi¢ky u systému Bactec 1 u systému BacT/Alert, coz odpovida 4,3% (tab
6). Nas vysledek je tedy vyssi nez u studie Kocoglu a spol. (16), ktefi prokazali u
syst¢tmu BacT/Alert 3D 2,6% faleSn€ negativnich lahvicek. VétSinou se jednalo o
grampozitivni koky, 58% z nich tvofili koagulaza negativni stafylokoky, gramnegativni
rody tvofili 12,5%. Rozhodné mtzeme fict, Ze jejich vyskyt u obou systémi je celkové
nizky.

Vezmeme-li v potaz statistické zhodnoceni — tedy vyuziti studentova t-testu a
Chowova testu, dochazime k zavéru, Ze rozdil mezi detekénimi ¢asy je nevyznamny jen
u kmene Staphylococcus epidermidis a u vzorku blize neurCeného koagulaza

negativniho stafylokoka. U ostatnich kmend nulovou hypotézu zamitdme a naopak
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pfijimdme hypotézu alternativni, ktera tikd, Ze mezi detekénimi ¢asy zkoumanych
bakterialnich kment existuje statisticky vyznamny rozdil.

Vyvstava zde otazka, je-li statisticky vyznamny rozdil patrny i v praxi. Mize se
stat, Ze statisticky rozdil vyjde sice vyznamny, v redlné praxi se ale neuplatni. Pokud
bychom vyuzivali detekéni Casy ke kvantifikaci, viibec nemusi dojit k podstatnym
rozdilim. Kultivaci cévniho katétru povazujeme za pozitivni, pokud je pfitomnost CFU
vetsi nebo rovna 1000 a v tomto ptipad€ spadaji rozdily do ramce jednoho fadu,coz je
pro klinické hodnoceni nalezu zanedbatelné.

Hodnoceni detekcnich cCasti producentli a neproducentti biofilmu je nasledujici.
Ve 3 piipadech, kdy Slo o zéastupce stafylokoki, vysly statisticky vyznamné rozdily. U
kmene Enterobacter a Serratia, coz jsou gramnegativni tycky, rozdil v rychlosti
detekce nebyl. Z vysledkl je patrné, ze produkce biofilmu miize ovliviiovat dobu
detekce v automatickych hemokultivac¢nich systémech, coz je novy a zatim
nepublikovany poznatek. K ovéfeni tohoto zavéru bychom ale potfebovali otestovat
vice kmentl.

Vysvétleni rozdilnych detek¢énich ¢asti bychom mohli najit ve zpiisobu tvorby a
kontroly biofilmu. U producentli biofilmu dochazi ke komunikaci mezi bakteriemi,
kterou nazyvame quorum sensing systémy. Tyto QS systémy kontroluji expresi mnoha
geni a dokdzou tak zménit chovani bakterii v okamziku, kdy hustota bakteridlni
populace piesahne urcity prah. U stafylokok QS systémy vice redukuji nez indukuji
tvorbu biofilmu. (37) Tento fakt potvrzuje i graf 9 a 11, kde je vidét, Ze s rostoucim
poctem kolonii, klesa rozdil mezi detekénimi €asy producenta a neproducenta biofilmu.
Bakterie rostouci v biofilmu jsou sice chranény, ale na druhou stranu je omezovéano
jejich dalsi mnoZeni. U stafylokokl by rozdily v ristu mohly byt zptisobeny také jejich
schopnosti adherovat na povrchy (34). Vypada to, Ze v hemokultivacnich lahvickach
rostou bakterie jak planktonicky, tak i ve form¢ biofilmu. Dlkaz tohoto tvrzeni, tedy
prokazani biofilmu vytvofeného na sténdch hemokultivacni lahvicky, tato prace ale
nepiedklada. Jaky je pomér téchto dvou forem ziejmé zavisi na mnoha faktorech.
Prikladem je materidl lahvicky a slozeni kultivacni pady. Rast bakterii ve dvou forméch
muze byt pfi¢inou nejen del§ich detekcnich cCast, ale i velkého rozptylu namétrenych

hodnot (tab 7). Gramnegativni ty¢ky nemaji takovou schopnost adheze na umé¢lé
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povrchy, proto i kdyZz jsou producenty biofilmu, se detekénimi casy nelisi.

Predpokladame, ze v hemokultiva¢nich lahvickach rostou v planktonické formé.
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6. Zavér

Na oddéleni Klinické mikrobiologie VSeobecné fakultni nemocnice v Praze jsme
v obdobi od 1.9. do 31.11. 2007 zpracovali 6 bakteridlnich kment. U vétSiny kment
jsme museli zavrhnout nulovou hypotézu, ze oba posuzované systémy maji srovnatelné
vysledky pfi identifikaci klinicky vyznamnych mikroorganismi odebranych od
dospélych pacientd. Jen u kmene Staphylococcus epidermidis a u vzorku blize
neuréen¢ho koaguldza negativniho stafylokoka se nulova hypotéza potvrdila. Ptijali
jsme tedy alternativni hypotézu, kterd fika, ze mezi detekénimi Casy u producentl
biofilmu testovanych v systémech BacT/Alert a Bactec je statisticky vyznamny rozdil.
V systému Bactec byla detekce producentll o vice nez 2 hodiny rychlejsi. Jedinou
vyjimkou byl kmen Staphylococcus epidermidis, u né¢hoz byl o 1,5 hodiny rychlejsi
systém Bact/Alert.

V otazce producentti a neproducentii biofilmu opét zavrhujeme nulovou hypotézu
a piijimame hypotézu alternativni. Ta tika, Ze mezi detekénimi casy producenti a
neproducentli biofilmu je statisticky vyznamny rozdil. Producenti biofilmu mayji
minimalné o 5 hodin delsi detek¢ni ¢asy. Pouze kmeny Enterobacter cloacae a Serratia
marcescens maji detekéni casy shodné.

Vysledek bohuzel nemizeme povazovat za validni, protoze bylo testovano malé
mnozstvi kmenii. Divody byly pracvovniho 1 finan¢niho charakteru. Méfeni jsme
provadeli v hemokultivacnich systémech za bézného provozu. Cena jedné
hemokultivacni lahvicky se pohybuje kolem 150 K¢. Presto prace ptinesla nové jesté
nepublikované poznatky, pfedevSim o srovndni detekce producentli biofilmu

v automatickych hemokultivacnich systémech.
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9. P¥ilohy

9.1 Tabulky

opakovani

E.cloacae
koagulaza neg. staf.
S. marcescens
S.epidermidis

S.haemolyticus

AN B NN -~

S.maltophilia

Tabulka 1: Pocet opakovani pii méfeni jednotlivych kment

ta ty t e F F stat.rozdil
E.cloacae 6,40 0,72 2,78 113,87 6,94 | ano
koagulaza neg.staf. 0,91 1,70 2,18 1,80 3,89 ne
S. marcescens 6,85 0,78 2,12 63,56 3,63  ano
S.epidermidis 2,07 2,08 2,06 2,33 3,40 | ne
S.haemolyticus 2,43 1,28 2,16 28,57 3,74 ano
S.maltophilia 4,26 0,76 2,02 39,93 3,32 ano

Tabulka 2: Hodnoty pro statistické zpracovani primérnych detek¢nich casi

hemokultivacnich systémi Bact/Alert 120 a Bactec 9240

ta ty t e F F stat.rozdil
E. cloacae (Bactec) 0,91 0,53 2,78 1,59 6,94 | ne
koaguléza neg.staf.(B/A) 3,01 1,75 2,23 4,29 4,10 | ano
koagul4za neg.staf.(Bactec) 0,13 1,55 2,31 493 4,46 | ano
S. marcescens (Bactec) 0,20 0,37 2,12 0,53 3,63 |ne
S.epidermidis (B/A) 2,74 1,06 2,04 4,96 3,32 | ano
S.epidermidis (Bactec) 3,31 2,69 2,05 2,92 3,34 | ne

Tabulka 3: Hodnoty pro statistické zpracovani praimérnych detek¢nich ¢asti producentt

a neproducentil biofilmu
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TTD: TTD:

BacT/Alert Bacte
E.cloacae 12,42 9,67
koagulaza neg. staf. 28,69 26,67
S. marcescens 13,12 10,263
S.epidermidis 30,04 31,32
S.haemolyticus 23,4 19,19
S.maltophilia 21,24 18,54
celkovy prim. TTD 21,485 19,2755

Tabulka 4: Primérné detekéni ¢asy u jednotlivych bakteridlnich kment rostoucich

v lahvickach BacT/Alert standard aerobic a Bactec Standard aerobic/F

TTD:

neproducent | TTD: producent
E. cloacae (Bactec) 9,44 9,67
koaguléza neg.staf.(B/A) 24,59 29,53
koaguldza neg.staf.(Bactec) 18,96 24,39
S. marcescens (Bactec) 10,53 10,26
S.epidermidis (B/A) 26,00 34,80
S.epidermidis (Bactec) 28,20 38,00
celkovy primérny TTD 19,62 24,44

Tabulka 5: Primérné detek¢ni ¢asy producenti a neproducentt biofilmu

TTD: TTD:
BacT/Alert Bactec v %
celkem méfeni 70 70 100
faleSné€ pozitivni 0 0 0
faleSn¢ negativni 3 3 43

Tabulka 6: Vyskyt fale$né negativnich a faleSné€ pozitivnich lahvicek (BacT/Alert

standard aerobic a Bactec Standard aerobic/F) béhem méfeni




neproducent Producent
E. cloacae (Bactec) 1,09 1,9
koaguldza neg.staf.(B/A) 4,66 25,45
koaguldza neg.staf.(Bactec) 56,68 39,96
S. marcescens (Bactec) 3,11 3,13
S.epidermidis (B/A) 13,63 121,22
S.epidermidis (Bactec) 20,45 307,7

Tabulka 7: Rozptyl detekcnich ¢asii u producentt a neproducentti biofilmu

9.2  Obrazky

Obrazek 1: Vztah mezi SIRS, sepsi a infekci (6) — str.12
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Obrazek 2: Schéma prace systému BacT/Alert (3)



Obrazek 2: Média pro systém BacT/Alert (2)

Obrazek 4: Prace se systémem (39)



