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Septické stavy z pohledu klinické mikrobiologie

Abstrakt
Tato bakalarské prace se zabyva septickymi stavy z pohledu klinické mikrobiologie ve

Fakultni nemocnici v Plzni.

V teoretické Casti bakalarské prace se vyskytuji informace o infekcich krevniho fecisté,
kterymi jsou bakteriémie, fungémie, sepse, endokarditida, atd.. Ddle jsou obsahem
prace informace o vyskytu nejcastéjSich pavodct infekci krevniho fecist€, rozdilny
vyskyt patogent zplsobujicich infekce krevniho fecisteé u specifickych skupin pacienti.
Tato prace je zaméfena na mikrobiologické vySetfeni a zasady spravného odbéru

hemokultur.

V praktické ¢asti bakalarské prace je popsano vySetfeni na pristroji BACT/ALERT
Virtuo a popsdn princip metody, na kterém pristroj funguje. Nasledné se v praktické
casti hodnoti data ziskand ve Fakultni nemocnici v Plzni v obdobi kvéten 2021 az
Cervenec 2021. Cilem priace si bylo osvojit praktické zpracovdni hemokultur
v automatickém hemokultivacnim systému BACT/ALERT Virtuo. Dal§im cilem bylo
zpracovani ziskanych dat, zhodnoceni vysledkl a zjisténi nejCastéjSich agens u pacientd
ve Fakultni nemocnice v Plzni. Zhodnoceni vyznamu poctu odebranych lahvicek a také

vliv objemu krve v lahvickéach na vysledek vySetreni.

V zavéru jsou zhodnoceny vysledky a zdiraznén nepostradatelny vyznam
automatickych hemokultivacnich systémt v soucasné laboratorni diagnostice infekc{

krevniho recisté.

Klicova slova

Hemokultura; sepse; patogen; BACT/ALERT VIRTUO; inkubacni €as; teplota; infekce
krevniho fecisté



Septic condition from the perspective of clinical mikrobiology

Abstract

This bachelor thesis deals with septic conditions from the point of view of clinical

microbiology in Fakultni nemocnice in Plzer.

In the theoretical part of the bachelor thesis, there is information about bloodstream
infections, such as bacteremia, fungemia, sepsis, endocarditis, etc.. The work also
contains information on the occurrence of the most common causes of blood stream
infections, the different occurrence of the pathogens causing bloodstream infections in
specific groups of patients. This work is focused on microbiological examination and

the principles of correct collection of the blood culture.

In the practical part of the bachelor thesis, the examination on the BACT/ALERT
Virtuo device is described and the principle of the method on witch the device works is
described. Subsequently, in the practical part, data obtained at the Fakultni nemocnice
in Plzen between May 2021 and July 2021 are evaluated. The aim of the work was to
master the practical processing of the blood cultures in the automatic blood culture
system BACT/ALERT Virtuo. Another goal was to process the obtained data, evaluate
the results in patiens at the Fakultni nemocnice in Plzeni. Evaluation of the importance
of the number of vials taken as well as the effect of the volume of blood in the vials on

the result of the examination.

In the conclusion, the results are evaluated and the indispensable importance of the
automatic blood culture systems in the current laboratory diagnosis of bloodstream

infections is emphasized.

Key words
blood culture; sepsis; pathogen; BACT/ALERT VIRTUO; incubation time;

temperature; bloodstream infection



Obsah

L VOt ettt ettt ettt ea e s a s e s bt e s eeae e bbb e ar s et be e s aaene 8
2 TEOTELICKA GASE..euviiueieiesietieeeieie sttt ettt ettt eaa s s e et eb et beebeeba e s s seenaes 9
2.1  INFEKCE KREVNIHO RECISTE ......coooommiiuimmeruiesiensnseinsneminssssssssssssssssss s 9
2.1.1 BaKLETIEIMUIE ....veieveiiieetieetie ettt sttt et sn e sa e sa s s saas b n e er e er s eaaeeanes 9
2.1.2 FUNZEIMIE ...ttt st 10
2.1.3 SEPSE ettt ettt e e bbb bbb st 10
2.14 EndOKArditida. ... ...oovveevieeiieeeeieeeee ettt st 11
2.1.5 SIRS oottt ettt ettt ettt ettt et et sa et saa e sa e sa e sa et eaeenten 13
2.1.6 IMODS ...ttt et ettt sttt et sttt bbb eae sha et sa e n e ae et 14
2.2 NEJCASTEJSI PUVODCI INFEKCI KREVNIHO RECISTE .........cccoomsrrrvrviiiinnne 15
2.2.1 Komunitni infEKCE .......eeeueieieieiie ittt 15
2.2.2 Infekce spojené se zdravotni péi (HCAI)........ovoiiiiiniiiie, 16
2.2.3 NOVOIOZENCT 8 AEtL..cuvvevieeeieireieenie sttt ettt s st ebre e 16
224 Imunokompromitovani PACIENti.......ccceevevveviiruiiiiiiiiiiiiie et 17
2.3 Struéna charakteristika a identifikace klinicky nejvyznamngéjSich bakterialnich kmenu
izolovanych Z NeMOKUITUT .......cc.coiriiiiiiiii it 18
2.3.1 Nefermentujici G tyCINKY ..c.eeeviveriirieieiieiciciic e 18
2.3.1.1  PSeudomonas QerUZINOSA ............cocueeeeuueeeureicviiiiiiiieienieeensae e sitrsessiesssseannns 18
2.3.1.2  ROA ACINEIODACIET ........ooveeeeeeeeaiieceieeieciieciie ittt et s 18
2.3.2 ENIErODACIETIACCAE ...ttt sttt ettt st era e 19
2.3.2.1  ESCREFICHIA COLL ..ottt 19
2.3.2.2  ROA KIEDSIlIA. ........oooeeeeaeeeaiieaiieieieieieciieciie ittt 20
2.3.2.3  Ostatni ENterobacCteriQCeaqe ..............ouuevcueevvuiiiiiiiiniiiiiiiiieieiiie e sesse e 20
2.3.3 ROA SIAPHYIOCOCCUS ...ttt 22
2.3.3.1  StaphylOCOCCUS QUECUS.........c..uccueeiiiiiiiiiniiiiiiiiientiet ettt 22
234 Koaguldza negativni stafylokoky (STCN)......ccoooiiiiiiiiiiii 23
2.3.4.1  Staphylococcus epidermidis.................coccoviiiiiiniiniiniiiniiiiiiieiienie e 23
2.3.4.2  StaphylococCus ROMUNES ...........ccccocvivviiiiiiiiiiiiiiieiieteete et 23
2.3.4.3  Staphylococcus RAEMOLYLICUS ...........cc.ooviiuiiiiiiniiiniiiniieerieie et 23
2.3.4.4  StaphylOCOCCUS CAPILIS ....eeoveeeuveeuiiiiiiiiiiiiiic ittt 24
2.3.5 ROA SIFEPIOCOCCUS ..ot 24
2.3.5.1  StreptoOCOCCUS PYOZENES ........c...ecueevivnuiiniiiniiiieiiietientieete e ere s ees 24
2.3.52  Streptococcus AQAlACHAE ..................ccooviiiiiiiiniiiiiintiiie i 24
2.3.5.3  StreptocoCCus PREUMONIAE ..............cccoevviivuiiiiiiieiiiniierieriessie e ss s 25
2.3.6 ROA ENIETOCCOCUS ...vveeeeeeeeeeeeieeeee ettt sttt eae s st 25



2.3.7 LiSIETiQ MONOCYIOZENES ..ot saee st st ss e ss e s 25

2.4 Kvasinky, plisn€ a houby ........cccccoiiiiiiiiiiiii 26
2.4.1 KVASIIKY .cne ettt sttt sttt 26
2.4.2 ROA CANAIAA ...ttt e s 26

2.5  MIKROBIOLOGICKE VYSETRENI HEMOKULTUR ......cccooccommmimmmimnnnrinnnninans 27
2.5.1 Preanal yticka GASE ......o.evuerviriieieiciiicic e 27
252 ANAIYECKA CAST. ..t 29
CHL PLACE ....veuveerieieseeretet ettt sttt e a e bt e b s st s e st bbbt st bttt sa s sacabes 37
MetodiKa VYZKUMU ....cuveiiieiiiieiiee ettt st 38

4.1 PINCIP PIASLIOJC . vuveeeteneeteieeeetiieeiie ettt e 38

4.2 PHPIAVA VZOTKU ....cuiievieiiciiice ettt 38

4.3 TranSPOIt VZOTKU .....c.veuiiuiiiiiiiiiiiii ittt 40

4.4  Prijem vzorku v 1abOratori .......ccocevuiiiiiriiiiiiieir i 40

4.5 Zpracovani lahviCeK........ccoveviiiiiiniiiiiiiiii i 40

4.6 Hodnoceni VYSIEAKU .....c.coveverieiiriiiiiiieiiciiicie it 41
VPSIEAKY .ttt s 42

5.1  Vysledky vySetfovaného SOUDOIU.......c.ccoviiuiiiiiiiiiiii i 42

5.2 Grafy a tabULKY ....c.ooveeiiriiiiiieiic 43
DIESKUSE. ..c.vieevieeriette et ettt e e ste e st e e et et et e st eesee e sbe et esbt e s e e st sesaesabe e bs e as e b aeebaesbeasbe e e aseetees 48
ZAVER ...ooooooooee oo e 50
Seznam POUZItE IHETATUTY ...c..eueueeueiriiiiiiitiiiiii ettt 52



1 Uvod

Hemokultivace je stale velice dualezitou diagnostickou metodou v klinické
mikrobiologii, ktera objastiuje etiologii septickych stavi. Cilem vySetfeni je prukaz
patogenu, u kterého je mozno stanovit citlivost k antibiotikim, pfipadné i dalsi dulezité

vlastnosti, které mohou ovlivnit prab¢h terapie.

Citlivost hemokultiva¢niho vySetfeni ovliviiuje mnozstvi odebrané krve. Koncentrace
bakterii v krvi je i pfi probihajici sepsi velmi nizka. Dulezitym faktorem zdafilého
hemokultiva¢niho vySetfeni je tedy odbér dostatecného mnozstvi krve. Dnes se pouziva
strategie odbéru zvana , single sample strategy*, to znamenda odbé&r celého doporu¢eného
mnozstvi najednou. Jde predevsim zaji§téni dostateného objemu krve, mensi zatéz
persondlu a uvadi se 1 niz§i pravdépodobnost kontaminace, pifipadn€ jeji snazsi

vylouceni.

Jako sepse je oznacovan velice nebezpecny stav, kdy v organismu probiha systémovy
zanétlivy proces za pritomnost infekce a dochazi k selhavani funkce nékterych organt.
S jeho rozvojem se poji cela fada dalSich zdravotnich komplikaci. Dulezité je vCasné
odhaleni septického stavu a rychly lékarsky zasah. V opatném pripadé muze sepse v
kratkém Casovém horizontu zpusobit amrti pacienta. Diagnostika i nasledna 1é¢ba proto

musi byt velice rychlé.

Hemokultivacni vySetieni slouzi k prikazu bakterii cirkulujicich v krvi pacienta pomoci
automatického kultivatniho systému, v naSem piipadé byl pouzit pfistroj

BACT/ALERT Virtuo.



2 Teoreticka ¢ast
2.1 INFEKCE KREVNIHO RECISTE

Infekce krevniho fecCisté je stav, kdy doslo k praniku mikroorganismi do krevniho
reciste, ktery je doprovazen ptiznaky celkové infekce. Jako jsou naptiklad horecka nebo
naopak hypotermie, zimnice, tfesavka, celkova unava a podobné. Infekce krevniho

feCis§t€ mohou zpusobovat rizni ptivodci. (4)
2.1.1 Bakteriémie

Bakteriémie je termin oznacujici pfitomnost zivotaschopné bakterie v krvi. Pfitomnost
bakterie v krvi neznamena automaticky infekci krevniho fecisté. Bakteriémii muze
zpusobit cela fada bakterii naptiklad Escherichia coli, Staphyloccocus aureus (véetné

MRSA), Streptococcus pneumoniae, Enteroccocus faecium a jiné.

Je znamo, lidské télo je fyziologicky osidleno bakteridlni flérou (mikrobiotou),
naptiklad ve stfevé, na kuzi ¢i v ustech. Proto zdrojem bakterialni infekce mohou byt i
mista bézného vyskytu bakterii. Ke vzniku infekce mize dojit pfi poruseni pfirozené
bariéry jako jsou sliznice a kize beéhem operacniho zakroku, extrakci zubu,

prostrednictvim katétra ¢i pfi Grazu.
Bakterie za béznych podminek podléhaji fagocytdze, aniz by doslo k rozvoji infekce.
Bakteriémie lze rozdélit dle délky trvani na:

Prechodna bakteriémie trva nékolik minut, je spojena s lékarskymi zakroky napf.
chirurgickymi vykony na infikované tkdni nebo s instrumentaci v oblasti
kolonizovanych slizni¢nich povrchi (stfevo, ERCP, extrakce zubu, Kkatetrizace
mocovych cest, zvykani pfi Spatné zubni hygien¢, defekace) vymackavani furunkla, pfi
1.v. podavani drog (kontaminovanymi jehlami nebo pfimo kontaminovanymi drogami),

vyskytuje se rovnéz u fokalnich infekci, jako jsou pneumonie nebo pyelonefritida.

Intermitentni bakteriémie je prechodna opakujici se bakteriémie a je spojena s
nedrénovanymi intraabdomindlnimi abscesy. Déle se vyskytuje jako pneumokokova
bakteriémie pii pneumokokové pneumonii. Hemokultury odebrané béhem teplot a pfi
rozvoji tfesavky mohou byt u intermitentni bakteriémie negativni, protoze baktérie jsou

odstranény obrannymi mechanismy hostitele.



Kontinudlni bakteriémie predstavuje zavaznou infekci, ktera piekonala
obranyschopnost pacienta. Je rovnéz charakteristicka pro intravaskularni infekce, napf.
infekéni endokarditidu a hnisavou tromboflebitidu. U imunokompromitovanych

pacientl muze byt i ze zdroji mimo krevni fecisté. (4,13)
2.1.2 Fungémie

Fungémie je stav, kdy se krvi vyskytuji huby nebo kvasinky. Nejcastéji byva zpuisobena
druhy rodu Candida (téz kandidémie). Nejcastéji zpusobuje fungémie Candida albicans
a dalsi nejcastéjsi pavodce je Candida glabrata. Mohou ji ale zpisobovat i jiné houby,

naptiklad Aspergillus, Cryptococcus a Saccharomyces.

V poslednich deseti letech byla v Japonsku objevena ,vrazednd super kvasinka“ s
nazvem Candida auris, ktera se vyskytuje po celém svété u kazdé vékové kategorie.
,Super kvasinka“ je nazyvana proto, ze ma sklon k multirezistencim, je obtizné ji
odhalit standardnimi laboratornimi metodami (chybna diagnéza vede k chybné 1é¢bé) a

navic se snadno §ifi ve zdravotnickych zafizenich.(42)

Vétsinou se vyskytuje u pacienti s imunosupresi nebo imunodeficitem, u

onkologickych pacientd nebo u pacientl s zilnim katétrem. (6)
2.1.3 Sepse

Sepsi se rozumi systémovad zanétliva reakce organismu na pfitomnost infekce. Ta
vét§inou miva bakterialni etiologii a z pivodniho loziska zanétu se postupné §iti do krve

nebo pripadné do jednotlivych organt, které selhavaji.

Zdroje infekci 1ze rozdélit na:
» primarni - zdroj infekce v krevnim fecisti
» sekundarni - zdroj v jiném organu, tkani

Imunitni systém Clovéka za bézné situace soustiedi svou odpoveéd na misto, kde se
rozviji infekce. V pfipadé€ sepse se ale bakterie dostanou do krevniho fecisté pacienta a
prostiednictvim krve se mohou rozsifit po celém téle. Lidsky organismus pak na tuto
situaci reaguje agresivni obrannou reakci, ktera muze nemocného bez vcasného

lékatského zasahu ohrozit na zivoté.
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Celkova sepse organismu je tedy velice nebezpecny zdravotni stav, ktery ¢asto vyzaduje
hospitalizaci pacienta na jednotce intenzivni péCe. Mlze se totiz postupem cCasu
rozvinout do t€zké sepse nebo do septického Soku, coz vede k dysfunkci nékterych

organt a obéhovému selhani. Kvili tomu se tento stav poji s vysokou amrtnosti.
Rozdéleni septickych stavi:
> Sepse — systémova zanétliva reakce organismu na pfitomnost infekce.

» Tézka sepse — sepse komplikovana organovou dysfunkci, hypotenzi C¢i
hypoperfuzi. Hypoperfuze tkani a organi nebo perfuzni abnormality mohou
prejit v zavaznéjsi stav. Konkrétné se jedna o laktatovou acidozu, oligurii,

alteraci mentélniho stavu a hypoxii.

» Septicky Sok — je tézka sepse s hypotenzi, kdy systolicky tlak je nizsi nez 90
torrd i pii adekvatni nahradé tekutin. Jedna se o soucasné kritérium a pfiznak
septického Soku. Sok vznikajici v dUsledku sepse, zejména zpGsobené
gramnegativnimi bakteriemi. Cast&ji vznika u osob se zhor§enou imunitou. Jako
u vSech typua Soku je zavazné naruseni cirkulace, kriticky snizena perfiuize tkani,
vyusténim je mnohocetné organové selhani. Jednou z komplikaci septikémie je

vazny pokles krevniho tlaku. (4,5,22,23)
2.1.4 Endokarditida

Infek¢ni endokarditida je zanét vnitini vystelky srdce (endokardu), ktery je zptsobeny
mikroorganismy a postihuje zeyména srdec¢ni chlopné. Pfi onemocnéni dochazi k tomu,
ze endokard, ktery tvofi téz chlopné, je napaden bakteriemi (vzacn€ jinymi
mikroorganismy — plisn€, chlamydie), které se zde usadi a zacnou se mnozit. Vznika

zde tzv. zanétlivy trombus neboli vegetace.

K bakteriémii dochazi Casto naptiklad po stomatologickych zakrocich. (napt. extrakce
zubu, ¢isténi zubniho kamene, aj.). Z tohoto divodu je nutno nékteré zakroky u pacientd
s urCitymi srdecCnimi chorobami provadét za soucasného podavani ATB. VEtsi mnozstvi
mikrobti v krevnim obéhu nebo agresivnéjsi mikroorganismy mohou vést k postizeni i

dfive zdravé srde¢ni chlopné!.

1 Zv1astni skupinou nemocnych jsou narkomani uzivajici injek¢ni drogy, u kterych byvaji ¢astéji
postizené chlopné pravé Casti srdce, na rozdil od ostatnich pacienti
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Obranné mechanismy srdecnich chlopni proti infekci jsou omezené kvili absenci
vlastniho krevniho zasobeni. Endokarditidou jsou ohrozeny zejména poSkozené srdecni
chlopné (nasledkem vrozenych vad, pfedchozich operaci, autoimunitnich mechanismt
¢i degenerativnich zmeén). Zatimco u zdravych jedinci organismus veétSinou snadno

zvladne kratkodobou piitomnost mikrobtd v krevnim obéhu (tzv. bakteriémie).

Na zmeénénych srdecnich chlopnich se mohou bakterie snaze uchytit. Na vyvoji nemoci

zavisi na druhu bakterie, ktera se zde usadila.

V prvnim piipad¢€ se jedna o bakterie agresivni, schopné svymi produkty chloper znicit
ve velmi kratké dobé& (nejCastéji Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes). Dile
je pro tuto formu specifické, ze se z vegetace mohou uvoliiovat ¢astice nebo vétsi kusy
obsahujici bakterie, a protoze jsou agresivni, napadaji mista, na kterych se usadi a

poskozuji je (zakladaji metastaticka loziska).

Mohou tak postupné obsadit cely organismus s fatalnimi nasledky. Dale hrozi riziko, ze
ulomky, které jsou krevnim proudem zaneseny na jiné misto v téle, mohou cévu, ve
které se zaseknou ucpat (dochdzi k embolizaci). Pak dojde k nedokrveni (ischemii) v

oblasti za ni a odumfeni této tkaneé.

Tento druh infekéni endokarditidy se nazyva akutni endokarditida (rychle a vazné
probihajici) a je oproti druhé formé vyrazné vzacnéjsi, ovSem bez vCasné 1écby konci

smrti.

V druhém pfipadé jde o bakterie méné agresivni, které spiSe, nez by nicily chloper, se
zde mnozi a mohou dorist do rozméri branicich volnému pratoku krve v srdci
(nejCastej§imi puvodci jsou to Streptococcus viridans, Staphylococcus epidermidis).
Tato se nazyva subakutni endokarditida (s pomalejSim pribéhem). Z této vegetace se
mohou uvoliiovat Castice a hrozi tak riziko ischemizace riznych tkani. Metastaticka
loziska ale nezaklada, neposkozuje tedy tkané svymi produkty. Pti nezaléeni dochazi k

smrti do 1 roku.

Jde o velmi zavazné onemocnéni, které i1 v dnesSni dobé vede k umrti pacienta ve

20-30 % ptipadu. (19,23,35,39)
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2.1.5 SIRS

Syndrom systémové zané&tové odpovédi? je akutni zanstova reakce, ktera se rozsifuje na

cely organismus.

Spociva v intenzivni a nevyvazené imunitni odpovédi na primarni lokalni, mnohocetné
anebo kombinované poskozeni. Pivodni poskozeni miize byt vyvolano mechanicky,
radiacné, termicky, chemicky anebo biologicky. Nasledny zanét se pii SIRS neomezi

pouze na vlastni zasazenou oblast, ale rozsifi se i na ostatni ¢asti téla.

Hlavni rozdil SIRS proti normalni zanétové odpovédi je ve ztraté jeji kontroly. Zanét pti
SIRS ztraci sviij ptivodni obranny charakter a méni se v delokalizovany a deregulovany
autoagresivni proces. Vede k sekundarnimu poskozeni vzdalenych organt, které
pusobenim puvodni pfiiny vibec nemusely byt poSkozeny. Intenzita SIRS je umérna
sile a rozsahu pusobeni Skodlivého podnétu. U hypersenzitivnich osob se SIRS muze
vyvinout i po pusobeni malého podnétu. Rozvoj SIRS mohou modifikovat genetické

predispozice.

Mezi hlavni symptomy SIRS patfi: horecka, tachykardie, tachypnoe, hypotenze,
tkanova hypoxie a acidoza. Definovat SIRS Ize na zakladé potvrzeni minimaln€ dvou ze
Ctyt kritérii, télesna teplota >38 °C nebo <36 °C, tepova frekvence >90/min, dechova
frekvence 20/min nebo hypoventilace s paCO2 <32 mm Hg, leukocyty >12x10°%/1 nebo

<4x10%1 nebo 10 % nezralych forem leukocyta.

Klasifikace SIRS:

Neinfekéni SIRS je systémovy zanét vznikly na podkladé neinfekéni piiciny jako je

trauma, operace, pankreatitida nebo popéleniny.

Infekéni SIRS mohou mit pacienti se sepsi s diseminovanou mikrobialni infekci, coz
muze byt napiiklad infekce respiracniho systému a urogenitalniho traktu, infekce
gastrointenstinalniho traktu, infekce kiize a mékkych tkani. Kdy zhruba 50% incidence,
je zpusobena gram pozitivnimi bakteriemi. SIRS byla zaclenéna jako kritérium pro

rozpoznani sepse. (20,37)

2 SIRS = systemic inflammatory response syndrome
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2.1.6 MODS

Syndrom, ktery je charakterizovan skupinou symptomt a pfiznakt vyskytujicich se
spolecné. Diagnostika multiorganového selhani je zalozena na zakladé klinickych a
laboratornich vysledkd. Syndrom multiorganové dysfunkce® ve své podstaté piedstavuje
primarni i sekundarni rozvoj riznych dysregulaci v organismu. Jedna se o dva a vice
dysfunk¢nich, zivot ohrozujicich organt. Dysfunkce mize postihnout veskeré systémy
lidského organismu. Pacienti jsou v akutni pé¢i a vyzaduji CasteCnou nebo uplnou
ndhradu organovych funkci. MODS vznika nejcastéji z divodu nezvladnuté infekce a

sepse.

Mezi dalsi piiciny MODS lze zafadit hypovolemii, trauma, pankreatitidu, tkanovou
hypoperfuzi a hypoxii, popaleniny, velké operace s mimotélnim ob&hem. Zavaznost
orgdnové dysfunkce lze kvalifikovat pomoci SOFA skére*. Vstupni hodnota je v

prognoéze stejneé dilezita jako denni skorovani dynamiky pacienta.

Reakce na poSkozeni organu je spojena s aktivaci zanétlivych biologickych pochoda.
Doba mezi primarnim septickym inzultem a progresi multiorganovym selhanim miize
trvat nékolik hodin az n€kolik dna. Selhavani organt je postupné a mize mit u kazdého
pacienta odlisny priibéh. I jedno poskozené misto v téle pacienta miize druhotné vyvolat
zanétlivou reakci na misté jiném. Patologie spociva ve spusténi zanétlivé reakce
organismu s naslednym selhanim regulacnich mechanismii. Dusledkem toho dojde k
propagaci zanétlivé reakce na pivodné nepostizené misto. Tato reakce mize trvat az
nekolik dni po primarni infekci. Prvni postizenym organem byvaji plice, kdy dojde k
akutni dechové tisni, dale se rozviji selhani ob&hového systému, selhani GIT, jater,

ledvin a diseminovand intravaskuldrni koagulopatie. (14,20,34)

3 MODS= multiple organ dysfunction syndrome
4 SOFA skore hodnoti se pomoci bodové stupnice (0—4 body), hodnoti respira¢ni funkce, parametry
koagulace, jaterni a rendlni funkce, hemodynamiku a stav védomi
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2.2 NEJCASTEJSI PUVODCI INFEKCI KREVNIHO RECISTE

Lidé a mikroorganismy nemaji pouze vzajemné negativni vliv, ale mohou spolu i1
kooperovat. Tuto kooperaci nazyvame , symbidza“ tj. spolecné souziti dvou ¢i vice

organismu. Toto souziti mizeme rozdélit jesté na 3 rizné podoby:

. Mutualismus-vztah dvou organismd, pii kterém jsou si oba Giastnici vzajemné
prospeésni
. Komensalismus-vztah dvou organismu, pifi kterém je tento vztah pro jeden

organismus vyhodny a druhého ucastnika nijak neposkozuje ani mu neprospiva,

neni tedy timto vztahem nijak ovlivnén.

. Parazitismus-vztah dvou organismu, pii kterém je jedna strana poskozovana,

zatimco druh4 strana z tohoto vztahu profituje, tedy ji prospiva. (4,6)

2.2.1 Komunitni infekce

U ambulantnich pacientd predpokladame vznik infekce z plného zdravi, kdy se bakterie

dostanou do obéhu z neobjeveného loziska nebo rezidentni mikrobidlni fléry.

Vyznamni pavodci u komunitnich infekci je Escherichia coli (a ostatni bakterie z Celedi
Enterobacteriaceae), Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, beta

hemolytické streptokoky, Neisseria meningitidis.

Pro t€hotné zeny je nejvétSim nebezpeCim piredevSim Listeria monocytogenes, kterd
muze zpuasobit postizeni plodu az septicky potrat. Téhotna Zena se muze nakazit z

nepasterizovaného mléka, nedostatecné€ upraveného masa a zrajicich syru.

Aspleni¢ti pacienti® maji predispozice pro infekci opouzdienymi Streptococcus

pneumoniae, Haemophilus influenzae a Neisseria meningitidis.

U pacientd u kterych byla diagnostikovana endokarditida se vyskytuji predev§im
koaguldza negativni stafylokoky (S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, které maji

afinitu k umélym povrchim) a Staphylococcus aureus. (4)(7)

3 pacienti po vyjmuti sleziny
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2.2.2 Infekce spojené se zdravotni péci (HCAI)

Hospitalizovani pacienti jsou skupina osob, u kterych je bakteriémie zptsobena bud’
pfimo prinikem bakterii do krevniho feCisté, nebo snizenim obranyschopnosti

organismu.

HCALI se mohou objevovat jako nasledek zdravotni péce pii provadénych invazivnich
zakrokd (operace, interven¢ni vykony), 1é¢by (imunosupresivni a antibiotickd) nebo
umélé ventilace. U ambulantnich pacientl, ktefi do zdravotnickych zafizeni dochazeji
napt. na dialyzu, stomatologické ambulantni zakroky apod., u nich je také riziko infekce

krevniho tecisté, spojené se zdravotni péci.

Nejcastejsimi puvodci HCAI jsou koaguldza negativni stafylokoky (jsou castou
kontaminantou), Escherichia coli a jiné bakterie Cceledi Enterobacteriaceae,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae,
enterokoky, kvasinky, anaerobni mikroorganismy. Pivodci pneumonie spojené s HCAI
jsou Casto kmeny Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
nebo meticilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA), u kterého je nebezpecné
nosiCstvi. NejCastéjsi infekcni agens uroinfekce jsou Escherichia coli, Proteus

mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, enterokoky a jiné multirezisteni kmeny.

Katétrové infekce vyvolavaji pfedevs§im stafylokoky, propionibakterie, méné Casto G-

tyCinky, enterokoky, kandidy. (6,15)

2.2.3 Novorozenci a deti

Etiologie infekci krevniho fecisté u déti prosla vyraznou obménou. Velkou mérou se na
tom podilelo o¢kovani, snizil pocet infekci, které vyvolaval Haemophilus influenzae b.
Vyskyt nozokomidalnich infekci vzrostl. Nejcast€jsimi ptuvodci komunitnich infekcei jsou
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli. U 2 % novorozenct se muze rozvinout tzv. Casna novorozenecka sepse, ktera se
objevi do tfi dni po porodu. Jako etiologicka agens se uplatiiuji Streptococcus
agalactiae, Escherichia coli, méné Casto Listeria monocytogenes. Jako nozokomidlni
agens se uplatiuji Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Candida

albicans, gramnegativni tyCinky, zejména klebsiely, Casto vysoce rezistentni. (2,7)
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2.2.4 Imunokompromitovani pacienti

V této kategorii nalezneme pacienty s autoimunitnim onemocnénim, pacienty po
transplantacich tak kostni dfené tak organd, pacienty s onemocnénim AIDS,
onkologicky nemocné pacienty, pacienty stézkou renalni insuficienci, ale i

imunosupresivni 1écbou, aj.

Pro pacienty s imunodeficienci (vrozenou/ziskanou), jsou sepse hlavni pfi¢inou umrti.
V dbsledku imunosuprese® dochdzi k poruSe bun&né imunity, fagocytozy,
komplementu a tvorby protildtek, které zvySuje riziko vzniku infekce. Velmi Casto se
jako puvodce infekce uplatiiuji bakterie pfirozené mikroflory, které se u
imunokompetentnich jedinct diagnostikuji jako kontaminanty-koaguldza negativni

stafylokoky, enterokoky, viridujici streptokoky, stfevni enterobakterie.

V souvislosti se zvySenou spotiebou antibiotik a pouzitim invazivnich vstupt do
krevniho tecisté se uplatiiuji nefermentujici gramnegativni bakterie (pseudomonady,
acinetobaktery aj.), kandidy (zejména Candida albicans a glabrata), plisné a také viry.
Tito pacienti jsou senzitivn€j§i k onemocnénim ziskanych v komunité a relativné

,,b€zna“ onemocnéni mohou byt pro tuto skupinu smrtelna (3,15)

6 stav, kdy je omezena schopnost organizmu reagovat na antigenni podnét tvorbou protilatek nebo
buné¢nou reakcei, stav snizené imunity
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2.3 Strucna charakteristika a identifikace klinicky nejvyznamnéjsich

bakterialnich kmenu izolovanych z hemokultur
2.3.1 Nefermentujici G~ ty¢inky

Jedna se o nesourodou skupinu mikrobu, které nejsou schopné fermentovat glukozu,
jsou bézné piitomné v piirodé — v pud€, ve vodé€, na rostlinach a vyznacuji se Casto
vysokou rezistenci k antibiotikim. Patogenita pro imunokompetentniho Cloveéka je u
této skupiny mikrobii obecné velmi nizka. Tyto oportunni patogeny zplsobuji infekce
prakticky vzdy jen u oslabenych osob (s primarnimi imunodeficity, u pacientl s
hematologickou malignitou, u transplantovanych, popdalenych apod.). Tyto infekce

mohou, mit té€zky prabéh s fatalnim koncem. (2)
2.3.1.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas. aeruginosa gram negativni, aerobni, bakterie., kterd se vyskytuje v pudé,
odpadnich vodach nebo také ve stolici zvifat a lidi. Na zakladnich pudach roste v
koloniich s kovovym leskem. VétSina kmend produkuje modrozeleny pigment
pyocyanin a zlutozeleny fluorescein. Pseudomonady se Casto uplatiuji jako pavodci
nozokomidlnich nakaz. Kolonizuje hlavné sliznice dychaciho a mo&ového ustroji. Casto
se vyskytuje v nemocni¢nim prostfedi a kontaminuje pravé katétry (cévni i mocové),
dychaci pristroje apod.. Nejzavazn€jSimi infekcemi zpusobené Pseudomonas
aeruginosa jsou infekce popalenin, oka a novorozenecké sepse. U zdravych osob muize

pouze kolonizovat sliznice bez vzniku infekce.

V nemocni¢nim prostiedi piedstavuji pseudomonady hlavni pfi¢inu bakteriémie a jimi
zpusobena infekce krevniho feCi§t€ je velmi zavazné onemocnéni. NejCastéji se
vyskytuje zdroj infekce v dychacim a mocCovém traktu a dale v centralnim zilnim

katétru, na kuzi a mékkych tkanich. (2,33,36)
2.3.1.2 Rod Acinetobacter

Acinetobacter se Casto vyskytuje v pfirodé v pudé, ve vodé. Jde o striktné aerobni
kratké tycky, nékdy kokoidniho tvaru a ve dvojicich. Miize se vyskytnou i u cloveka
jako komensal” na kiiZi a sliznici dychaciho Ustroji. Acinetobaktery mohou zptisobit

onemocnéni pii lokalnim ¢i celkovém oslabeni napt. pfi popaleninach, po transplantaci

ey

7 organismus Zijici v blizkém vztahu k jinému organismu, aniz by mu pusobil $kodu
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kostni dfené, u osob na jednotkach intenzivni pée. Mohou vyvolat napt. pneumonie a

sepse.

Jsou piirozené rezistentni na penicilin, ampicilin, cefalosporiny 1. a 2. generace,,snadno
ziskavaji rezistenci k fadé velmi ucinnych antibiotik . K Iékafsky a epidemiologicky

vyznamnym druh@im patfi Clenové skupiny A. baumannii calcoaceticus komplex.

Jednd se oportunni patogeny vyvolavajici nozokomialni infekce. Nejvétsi vyznam
predstavuje tato nefermentujici gramnegativni ty¢inka pii sepsich, pneumoniich, infekci

mocového traktu a pooperacnich ran. Je velice Casto multirezistentni. (10,21)

2.3.2 Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae jsou kosmopolitni organismy. Kromé zazivaciho traktu se také
nachazeji se také ve vodé, vzduchu i pudé. Enterobacteriaceae netvoii spory, ale jen
pouzdra. Pouzdra maji polysacharidovy zaklad, chrani buiiku pfed vnéj§imi vlivy
napfiklad slune¢nim zafenim a dezinfekénimi prostfedky. Kolonie nékterych
neopouzdienych mikroorganismi mohou ziskat opouzdienou genetickou mutaci,

pfi¢emz obalem chranény mikroorganismy jsou virulentnéjsi. (10,17)
2.3.2.1 Escherichia coli

Nejvyznamnéjsi ze skupiny Enterobacteriaceae je Escherichia coli, kterd se
fyziologicky vyskytuje v zazivacim traktu konkrétné ve stievech. E. coli je pro lidsky

organismus velice prospésna.

Pfitomnost Escherichia coli ve stfevé nam piinasi né€kolik vyhod, stejné jako jiné
enterobakterie produkuje specidlni latky (koliciny), které maji antibioticky uc¢inek. Tim
pusobi na néekteré jiné bakterie, které jsou vuci kolicinim citlivé a které by mohly
vyvolat onemocnéni a znemoziuje jim prinik ze stfeva do stievni sliznice. Tim témto
bakteriim zabrani, aby se ve stfevé uhnizdily. Zaroven spolu s jinymi bakteriemi ve
stitevé Escherichia coli produkuje vitamin K, ktery je nezbytny pro spravnou srazlivost

krve.

E.coli se pti infekcich uplatni, pokud se dostane ze stfeva do jinak relativné sterilniho
prostiedi, v krvi se vyskytne pii urosepsi, pii cholangoitidé, pii ranné infekci, u

novorozenci apod.. Nekteré tzv. , patogenni“ sérotypy E. coli jsou vybaveny
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vyznamnymi faktory virulence, podileji se pfedevsim na stfevnich infekcich (to vSak

neni predmétem této prace). (17,21)
2.3.2.2 Rod Klebsiella

Klebsiella patfi mezi opouzdfené gramnegativni nepohyblivé tyCky. Bakterie tohoto
rodu jsou soucasti traviciho traktu a respiracniho ustroji. Ve vnéjSim prostredi je
nalézame v pudé€ i ve vodé. NejvyznamnéjSim druhem je Klebsiella pneumoniae,

Klebsiella oxytoca.

Rostou na krevnim agaru v Sedavé bilych vypouklych koloniich. Pii kultivaci na
Endové puadé rostou v ruzovych mukoéznich koloniich. Bakterie tohoto rodu nejcastéji
zpusobuji uroinfekce a pneumonie, mohou se uplatiiovat i pfi sepsi, a to predevS§im u
pacientd na JIP jako nozokomialni nakaza. Klebsiellové pneumonie se ¢asto vyskytuji u
oslabenych osob a alkoholikl. U novorozenct jsou puvodcem purulentni meningitidy a

sepse. Prenos je fekalné-oralni, kontaktem i vzduchem. (31)

2.3.2.3 Ostatni Enterobacteriaceae
Rod Morganella a Proteus
Morganella je rod bakterii blizkych rodu Proteus a zpisobujicich podobna onemocnéni.

Na kultivacnich padach se vyznacuji charakteristickym zapachem po mocovin€. Jsou
béznou soucasti stteva. Infekce jsou zpravidla vyvolany endogenné. Jejich patogenita je
nizka. U zdravych jedinct jsou schopné vyvolat nejvyse infekce mocového systému, u
oslabenych ale i pneumonie, meningitidy nebo sepse. Mezi nejvyznamnéjsi patii

Morganella morganii, a z rodu Proteus druh P.mirabilis (3,32)
Rod Enterobacter

Je soucasti prirozené stievni mikroflory. Je tedy patogenem oportunnim, ktery
vyjimecné vyvola mimostfevni infekci. Mimo stfevni infekce miize zplisobit napt. zanét
mocovych cest nebo dokonce meningitidu u déti (Enterobacter sakazakii, dnes uvadén
jako Cronobacter). Podstatna je jejich pfirozena rezistence na fadu antibiotik. Patfi mezi
vyznamné nozokomialni patogeny, velmi Casto je multirezistentni. NejCast&jsimi izolaty

jsou zdstupci skupiny Enterobacte cloacae komplex. (1)
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Rod Citrobacter

Citrobacter je také oportunni patogen, ktery muze kromé stievnich infekcich vyvolat i
mimostievni infekce, kterymi mohou byt infekce mocovych cest. Mezi dalsi infekce
patii bakterémie, endokarditidy, meningitidy (i u novorozencit) a mozkové abscesy. K
témto komplikacim vede casto primarn€ intraabdominalni infekce, zplisobena
disledkem neinfekénich procest (napf. zluCové kameny nebo téz nadory v dutiné

bfisni). Mezi nejbéznéjsi druhy patii Citrobacter freundii a Citrobacter koseri. (21)
Rod Salmonella

Rod Salmonella patfi do Celedi Enterobacteriaceae. Jsou fakultativné anaerobni,

nesporulujici, gramnegativni tyinky.

V praxi lze salmonely rozdélit na sérotypy, které jsou primarné patogenni pro clovéka a
jsou pricinou zavaznych systémovych onemocnéni — tyfu a paratyfu (sérotypy Typhi a
Paratyphi) a dale na pavodce tzv. salmoneléoz — tj. prijmovych onemocnéni,
zpUsobenych pievazné zoopatogennimi kmeny salmonel  nejcastéji se jedna o sérotyp

Enteritidis.

Invazivni druhy salmonel jsou Castou pficinou sepse, mnohdy bez zjevné brany vstupu a
kromé& fatalniho priibéhu mohou zapfiginit i fokalni infekce’ napf. meningitidu,

osteomyelitidu, artritidu nebo zanét plic.

U malych déti, starSich a oslabenych osob hrozi salmonelova sepse, ktera muze byt

smrtelna.

Salmonely se mnozi v lymfatické tkani (makrofagy Peyerovych plaki ve stievé). V
bunkach se salmonely nemnozi v cytoplasmé, ale setrvavaji ve fagosomalnich

vakuoldch a jejich mnozeni je proto pomalejsi.

K septikémii dochézi po rozpadu bunék, kdy se salmonely dostavaji do krevniho obéhu.

(1,9)

8 zoopatogenni salmonely jsou u nas nejbézngjsim pivodcem bakterialnich nikaz
% infekce lokalizované v urcitém lozisku, z n¢hoz mohou nepfiznivé ovliviiovat cely organismus
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2.3.3 Rod Staphylococcus
2.3.3.1 Staphylococcus aureus

Jsou nejCastéjS§imi pavodci pyogennich infekci a intoxikaci Clovéka a zvifat.
Biochemicky jsou nejaktivnéjsimi druhy bakterii, produkuji celou fadu exoenzymi a

toxinu.

S.aureus se muze vyskytovat v krku, v nose nebo také na kizi a vnitinich organech
(napf. v pochvé). Casté je nosi&stvi, zejména u nékterych rizikovych skupin pacientd a
také zdravotnikti. Tato bakterie je zodpovédna za vznik riznych infekci, mezi které
patii: jeCné zrno, hnisava ryma, zanét nehtového luzka, folikulitida, impetigo zanét

prudusek, zanét vedlejSich nosnich dutin, zapal plic.

Pii infekci wvytvaii Castéji abscesy nez flegmény. Zpusobuje zanéty, abscesy,
folikulitidy, sinusitidy, bronchopneumonie, sepse. Pii chirurgickych zakrocich, trazech
nebo imunologické nedostatecnosti mize ale dojit k onemocnéni. Diky zna¢né virulenci
maji stafylokokové infekce sklon k recidivam nebo k chronickému pribéhu. Pokud se
bakterie dostanou z léze do krve, muize dojit ke vzniku sekundarni pneumonie,
osteomyelitidy nebo endokarditidy. Na tézkém prubéhu nekrotizujicich infekci se

podileji kmeny s produkci Panton-Valentinova enterotoxinu (PVL).

Stafylokoky patii k nejcast€jSim pavodcim pourazovych a pooperacnich infekci. Po 1
az 2 dnech inkubace se objevuje serozni exsudace v okoli poranéné tkané. Zanétlivy
proces se rychle méni v pyogenni reakci s naslednou rozsihlou nekrézou. Castou

komplikaci je zde sepse a vznik pyogennich metastiz.

Dalsi zavazna onemocnéni zpusobuji kmeny produkujici toxiny — syndrom toxického
Soku (toxin TSSTI1), stafylokokova enterotoxikdza (enterotoxiny A-E), syndrom

oparené kuze (exfoliatiny). (1,9)
MRSA

Methicillin-resistant ~ Staphylococcus aureus, je oznaCeni pro kmeny bakterie
Staphylococcus aureus, které ziskaly rezistenci vici antibiotiku meticilinu. Tyto kmeny
se roz§ifily zejména v nemocnicich kvili pouzivani Sirokospektralnich antibiotik, ktera
vyvijeji selekéni tlak na bakterie. MRSA se staly obvykle rezistentni i na fadu dalSich
antibiotik. (21)
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2.3.4 Koagulaza negativni stafylokoky (STCN)

Koaguldza negativni stafylokoky jsou Castymi nalezy v hemokulturich. Mnohdy jsou
pouhymi kontaminantami pifi nedodrzeni asepse pii odbéru hemokultury, coz

komplikuje interpretaci vysledka.
2.3.4.1 Staphylococcus epidermidis

Fyziologicky osidluje kizi a sliznice ¢lovéka. Nejcastéji se vyskytuje na obliceji, v

axilach, tiiselné krajiné a kondetinach. S.epidermidis je oportunni patogen'°.

Stafylokokové buriky velmi dobfe adheruji na umélé hmoty — katetry, kloubni ndhrady,
umélé chlopné. Zpusobuje tedy cCasto infekce umélych materiall, pouzivanych v
ortopedii a chirurgii. Onemocnéni zpusobena S. epidermidis jsou Casto nemocni¢niho

puvodu, spadaji do kategorie HCAL. (2,21)
2.3.4.2 Staphylococcus hominis

Jsou piicinou onemocnéni predevsim u oslabenych osob a pacientd se zavedenymi nebo
implantovanymi umeélymi materidly — zpusobuji infekce krevniho feciste,
endokarditidy, infekce operacnich ran a dolnich cest moCovych. Tento druh se muze
zpusobovat onemocnéni jako je zanét pobfiSnice, artritida, a dokonce svym
pomnozenim v krevnim feCiS§ti muZze zpusobit septicky stav. Jeho multirezistentni

poddruh S. hominis subsp. novobiosepticus, byva izolovan piedevsim z hemokultur. (2)
2.3.4.3 Staphylococcus haemolyticus

Zpusobuje endokarditidy, cystitidy, peritonitidy, infekce ran a kosti, septikémie.

Také zpisobuje zavazné infekce v neonatologii, u nedonoSenych déti, u
imunokompromitovanych osob, u osob po transplantaci kostni dfené. Je velmi

rezistentni na antibiotika. (1)

10 za normalnich okolnosti neni pro ¢lovéka nebezpeény, ale za uréitych podminek - zejména pfi snizeni
imunity
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2.3.4.4 Staphylococcus capitis

Je soucasti normalni flory kaze na hlavé, obliceji, krku. Prestoze jsou bakterie druhu
Staphylococcus  capitis  ptirozenym  prvkem lidské fléry, mohou byt pro
imunokompromitované pacienty nebezpecné. Staphylococcus capitis je koaguldza-
negativni stafylokok, ktery muze infikovat nativni srdecni chlopné a zpusobit

endokarditidu. (2)

2.3.5 Rod Streptococcus
2.3.5.1 Streptococcus pyogenes

Primarné patogenni, beta-hemolyticky kok, patfi do skupiny A. Ma bohatou antigenni
strukturu a tvofi mnoho extracelularnich produktd vyznamnych pro patogenitu.
Zpusobuje bézné respiracni infekce (tonsilopharyngitida, spala pfii pfitomnosti
erytrogenniho toxinu, otitida), kozni infekce (impetigo, erysipel) ale i velmi zavazné
sepse pii nekrotizujici fasciitidé, myositide, celulitidé, pfi pneumonii, mediastinitidé 1
meningitidé. S produkci exotoxini muze byt spojen zavazny syndrom streptokokového
toxického Soku. Muze byt pfic¢inou poststreptokokovych nasledkt, revmatické horecky
nebo glomerulonefritidy, které mohou vzniknout u neléCenych infekci nebo pfi
predCasném preruSeni uzivani antibiotik. Streptococcus pyogenes si zachovava stéle

100% citlivost k penicilinu. (9,21)
2.3.5.2 Streptococcus agalactiae
Beta-hemolyticky kok patfici do skupiny B.

Asymptomaticky vyskyt u zen ve vaginé muze zpusobit infekce novorozenct
(pneumonie, sepse, meningitidy...), které jsou Casto fatalni. Prevenci novorozeneckych
sepsi je screening téhotnych zen na pfitomnost streptokoka ve vaginé ke konci gravidity
a v pripad¢€ pozitivity antibiotickd profylaxe pfi porodu. U starSich déti nebo dospélych
(zejména imunokompromitovanych, u diabetik) muaze zpusobit mocCové infekce,
faryngitidy a hnisavé infekce operacnich ran. Citlivost k penicilinu je dosud zachovéna.

(9,30)
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2.3.5.3 Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae je podminény patogen, jeho infekcim predchazi jiné infekce a vlivy které
snizuji lokalni imunitu (virova infekce, aspirace kontaminovanych sekreti z
nosohltanu). Za poskozeni odpovida predevsim zanétliva reakce organismu pneumokok
neni toxicky, ale invazivni. Infekce zptisobené S. pneumoniae jsou pneumokokova
pneumonie, prinik do pleurdlni dutiny — hnisava loziska, bakteriémie, hnisava

meningitida, infekce hornich cest dychacich (sinusitidy, otitis media). (1,7,9)

2.3.6 Rod Enteroccocus

Enterokoky tvofi pfirozenou mikrofloru ve stfevé a vagin€é. Jsou velmi odolné k
vysokému pH (8,5) a teplotdam. Jsou vysoce rezistentni k antibiotikim soucasnym
problémem jsou vankomycin-rezistentni enterokoky (VRE). Enterokoky patfi mezi
podminéné patogeny. Zpusobuji infekce mocCovych a zluCovych cest, gynekologické
zanéty, pooperacni komplikace u operaci dutiny bfis$ni a podili se na vzniku infekcni

endokarditidy.

Nejcastejsi pivodci onemocnéni Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium. (8,40)

2.3.7 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes je vyznamny patogen pro Clovéka. Jednd se o grampozitivni
tyCinky, které nejsou kultivacné naro¢né. Mnozi se pii nizkych teplotach (v chladnicce)
a vysSSich koncentracich soli, zvlast¢ v mléénych a masnych wvyrobcich. V
cytoplazmatické membrane se nachéazeji virulentni proteiny, diky nimz bakterie
proniknou do hostitelskych bunék, kde prezivaji a §ifi se do dal§ich bunék, eventualné
do krevniho teCisté. Listeria monocytogenes zpusobuje onemocnéni listeriézu, kterd
spadd mezi alimentarni onemocnéni'!. U zdravého dospélé osoby muiZe infekce probihat

bez pfiznakove.

Nejzavaznéjsi je infekce zptisobena Listerii Monocytogenes pro t€hotné Zeny, u kterych

muze dojit k septickému potratu nebo se u plodu rozvine granulomatosis

I onemocnéni ¢lovéka, kdy se jedinec nakazi pozfenim kontaminované potravy &i tekutiny -vstupni
branou infekce je travici trakt
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infantiseptica.'> Pozdni infekce se u novorozenc muZe projevit jako meningitida &i
sepse. Vzhledem k tomu, ze jsou listerie primarné rezistentni na cefalosporinova

antibiotika, k 1écb¢ se pouziva ampicilin. (21,27)

24 Kvasinky, plisné a houby
24.1 Kvasinky

Kvasinky jsou mikroorganismy ze skupiny eukariotnich oraganismt, které se fadi do
fiSe Fungi (mikromycety). V cytoplazmatické membrané maji ergosterol a tim se lisi od
zivocisnych buné€k, které obsahuji cholesterol. V bunécné sténé nalezneme chitin,
chitosan, mannany a glukany. Morfologicky se jedna o kulaté nebo ovalné buiky,
oznacované jako blastokonidie. Rozmnozuji se vétSinou nepohlavné. Nejvyznamneéj§imi

rody kvasinek jsou Candida, Cryptococcus, Saccharomyces. (2)

2.4.2 Rod Candida

Kandidy vytvareji podobu typicky ovalnych blastokonidii, jez predstavuji saprofytické
stadium. Druhd forma jsou pseudomycélia, kterd prezentuji parazitické stadium.
Candida albicans je potencialni patogen a ma schopnost tvofit zarode¢né klicky
(germinace). Z téchto klicki mohou vznikat pravé hyfy. Je nejcastéjSim pivodcem

povrchovych a systémovych kandidoz endogenniho ptavodu.

Dal$i patogenni zastupci jsou, napt. C.glabrata a C. krusei. Uplatiiuji se Casto pfi
vzniku nozokomialnich nakaz. Infekce krevniho fecCisté vyvolané kandidami jsou
podstatnou pfic¢inou komplikaci a umrtnosti u hospitalizovanych pacientl. Mozné
rizikové faktory jsou terapie antibiotiky, chemoterapie, intravaskuldrni Kkatétr,
chirurgicky zakrok, parenteralni vyziva nebo pfedchozi kolonizace plisnémi. Ristové
jsou kandidy nenaroc¢né, ke kultivaci se pouziva Sabouraudav agar s gluk6zou nebo

maltézou. (21,41)

12 Tvorba granulomi po celém téle, zejména v jatrech a slezing
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2.5 MIKROBIOLOGICKE VYSETRENI HEMOKULTUR
2.5.1 Preanalyticka Cast

Preanalyticka cast je velice dualezitou casti pfed samotnym vySetfovanim vzorkda.

Porusenim spravnych postupt v preanalytické Casti, muzeme ovlivnit vysledek pacienta.
» Spravnd indikace

Hemokultivace maji vyznam zejména u pacientll se znamkami tézké sepse a sepse, u
pacienti s infek¢nim procesem nejasné lokalizace a u infekCnich procest, z nichz je

nemozné ¢i obtizné odebrat pfimy material k mikrobiologickému vySetieni.

Zachyt klicového patogena hemokultivaci je obecné nejvyssi u infekCnich procesu
lokalizovanych ¢i komunikujicich s krevnim feci§tém fecistém a u infekci spojenych se

vznikem septického stavu. (4)
» Odbér materialu

Spravné nacasovani odbéru

Odbér se provadi pred podanim antibiotik, pii znamkach sepse ¢i infekce na vzestup
télesné teploty se jiz neceka. Odbér krve do lahvicek se provadi najednou z jednoho
vpichu, tudiz nabere naraz 40-60 ml krve- tzv. strategie jednoho odbéru (single sample

stratégy). Mnozstvi sérii odbéru zalezi na diagnoze pacienta. (29)

Vvbeér lahvicek a mnozstvi krve

Na oddéleni jsou distribuovany lahvicky pro aerobni a anaerobni kultivaci krve.

Specialni lahvic¢ky pro maly objem vzorku pouzivame pro déti (pediatrické).

Objem krve je nejkriti¢téjsim faktorem. Pocet zarodkl u dospélych je obvykle nizky,
obvykle <1 x 103 CFU/1'3, Existuje pfima iméra mezi objemem a vytéZzkem, popisuje
se 3% narust na kazdy 1 ml krve. Doporuceny objem je 40-60 ml. VétSina modernich

systému doporucuje 8-10 ml krve do jedné lahvicky.

U déti je v krevnim fecisti vetsi koncentrace baktérii, ale 1ze odebrat mensi objem krve.
U déti se odebira mnozstvi krve dle jejich vahy. U déti do 2 kg se odebira 1ml krve,
dale u déti 2-13 kg se odebiraji dvé pediatrické lahvicky o objemu 1x4 ml a 1x2 ml tj.

13 CFU= koloniformn{ jednotky na litr — Colony Forming Unit
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o6ml krve. U déti 13-36 kg se poziva jeden set lahvicek pro dospélé a objem krve je po
10 ml tj. 20ml krve celkem. Déle u déti nad 36 kg se provadi odbér jako u dospélych.

Nem¢l by se prekracovat maximalni objem krve na aktualni lahvi¢ce podle instrukci

vyrobce. (12,16,29)

Obrazek 1Kultivacni media

» Odbeér

Odbér se provadi ze spravného venepunkcniho mista po dezinfekci kiize. Vymeéna jehel
mezi venepunkci a inokulaci lahvicek se nedoporucuje kvuli riziku poranéni, tento
postup nepfinasi vyznamny pokles kontaminace. Neni rozdil mezi arteridlni a ven6zni

krvi, kromé diseminovanych houbovych infekci (zde 1épe arterialni).

Odbér u pacientu s probihajici antibiotickou terapii:

Slozeni obsahu hemokultivacnich lahvi¢ek Caste¢né eliminuje uc€inek nékterych
antibiotik, presto vSak antibioticka terapie muze vést k falesné negativnim vysledkam.
Je-li u pacienta ATB terapie, doporuCujeme provést odbér bezprostfedné pred podanim

dalsi davky. (29)

Pomér krve a bujénu

Pozaduje se pomér 1:15 kvuli neutralizaci antibakterialniho efektu krve, 1ze pouzit i
pomér 1:5 a 1:10 s piidavkem 0.05% polyanetholsulfonatu sodného'*. SPS m4 inhibiéni
ucinek na Neisseria species, anaerobni koky, Streptobacillus moniliformis a

Mycoplasma hominis. (28)

14 Sodium Polyanethol Sulphonate = SPS
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Inkubacni ¢as a teplota

U automatizovanych systému se pouziva teplota 35-37 °C po dobu 5-7 dnd. Pii
podezieni na citlivé baktérie se prodluzuje inkubacni doba na 10 dnG s naslednym
vyockovanim, pfi antibiotické terapii nebo pfi infekci houbami a naroénymi pomalu

rostoucimi baktériemi. (15)

Pruvodka a znaceni vzorku

Pruvodka je pfipevnéna gumickou k lahvicce a méla by byt ulozena v nepromokavém

obalu.

Privodka obsahuje udaje pacienta (jméno, piijmeni, bydlist€, rodné Cislo, pojistovnu,
diagnozu) udaje oetiujiciho lékate (jméno, piijmeni, zafizeni a jeho adresu, ICO, ICP,
telefon, podpis 1€kare), pozadavek na vySetfeni, datum a ¢as odbéru, klinické udaje
(ptedchozi 1écba antibiotiky a jejich druh a doba trvani, teplota, aj.) Lahvicka je

popsdna jménem pacienta, rokem narozeni a idajem zasilatele. (29)

Transport a skladovani vzorku

Cas mezi odbérem vzorku a jeho zpracovanim

Vzorky by mély byt co nejdiive dopraveny do laboratoie a vlozeny do pfistroje na

hemokultivaci.
Opatieni k zachovani kvality vzorku.

Po odbéru nesmi byt lahvicky uskladiiovany v lednici. Ale do trasportu ponechany pii

pokojové teploté. (15,29)
2.5.2 Analyticka East

Hemokultivace pomoci pfistroje BACT/ALERT VIRTUO

Lahvicky urcené do pfistroje BACT/ALERT VIRTUO po odbéru krve jsou
transportovany na oddéleni mikrobiologie. Nejdiive jsou zkontrolovany udaje na
lahvi¢ce a pruvodce. Nasledné je ptid€leno laboratorni Cislo spolu s ¢arovym kodem.
Poté se vlozi do stroje, kde je nacten carovy kod a lahvicka je umisténa do , komurky®,

kde se kultivuje. Virtuo vyuziva technologie inteligentniho 360° sniméni: rozpoznava
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lahvicku a referencni Stitek pacienta, snima a sleduje vysku hladiny krve ve vSech

lahvickach.

Princip, na kterém pfistroj funguje je detekce produkti metabolismu v lahvickach pfi
ptitomnosti bakterii nebo hub. Tento pfistroj je schopen inkubace, michani a
prubézného monitorovani rustu mikroorganismu, které jsou kultivatné rizné narocné

(aerobni, anaerobni, fakultativné anaerobni nebo mikromycety).

Systém BACT/ALERT VIRTUO je zalozen na kolorimetrickém principu méfeni.
Kazda lahvicka mé ve svém dné€ zabudovany senzor. Pokud jsou v lahvi¢ce pfitomny
bakterie, dochazi k produkci CO2 a také ke zmeéné€ pH. Tim, ze se zméni pH, dochézi
ke zméné barvy senzoru. BACT/ ALERT VIRTUO kazdych deset minut provadi
monitoring a analyzuje, zda-li nedoSlo k barevné zméné z modrozelené na zlutou ¢i
nikoliv. Barevna zména senzoru tedy znamena pozitivni vysledek (nélez
mikroorganismii v hemokultivac¢ni lahvicce). V pfipadé pozitivity pfistroj zvukoveé
ohlasi, ze doslo k detekci mikroorganismi a laborantka lahvicku ze systému vyjme.
Poté laborantka vezme lahvicku do laboratofe a vyockuje ji na pevné pudy a zaroven
zhotovi preparat. Pokud vSak nedochazi k zadné detekci a barevné zmeéné¢, lahvicka se
necha kultivovat v pfistroji po dobu péti dni a poté vypadne do koSe, ze kterého ji

laborantka nasledné vyjme a vyhodi do infek¢niho odpadu. (25,26)

Obrdzek 2BactAlert/Virtuo Zdroj: www.biomerieux.cz

30


http://www.biomerieux.cz

Mikroskopie

Zhotoveni mikroskopického preparatu

Z pozitivni hemokultivacni lahvicky je tieba pro piimy prukaz bakterii provést
mikroskopicky preparat. Ktery umoziiuje rozlisit bakterie dle typu bunécné stény. S
hemokulturou je potieba zachéazet velice opatrné jedna se o vysoce infek¢ni material.
Jeji zpracovani se tedy provadi v laminarnim boxu s ochrannymi pomuckami. Nejdiive
se vicko lahvicky vydezinfikuje 70% alkoholem a pocka se do zaschnuti. Na Cisté
mikroskopické sklicko se napise laboratorni ¢islo lahvicky. Nasledné pro odvzdus$néni
hemokultury se propichne gumové vicko jehlou a pocka se na unik plynu. Po
odvzdus$néni se nasadi na jehlu injek¢ni stfikacka a poté lahvicka s injekci pomalu otoci
tak, aby konec jehly byl ponofen v kapaliné. Pak se trochu tekutiny odsaje a kdpne
jedna kapka na pripravené sklicko a sterilni klickou se provede jemny natér. Sklicko s
natérem se nechd zaschnout. Zaschlé sklicko se nasledné obarvi dle Grama (pro

mikroskopické rozlisSeni G+ a G — bakterif a jejich morfologie). (7)

Barveni dle Grama:

1) Krystalova violet 20 sekund (krystalova violet je kyselé barvivo, mélo by se tedy

navazat na kyselé skupiny bakterif)
2) Dale Lugoltv roztok 20 sekund (jod z roztoku se poji s barvivem a vytvorii precipitat)

3) Odbarveni acetonem a poté oplach vodou (aceton prostoupi bunéénou sténou G —
bakterii a rozpusti a vyplavi precipitat z predeslého barveni. U bakterii G+ prostupuje

aceton znatelné pomaleji. G+ bakterie tedy ztstanou na rozdil od G — obarvené)

4) Omyty preparét se obarvi 30-60 sekund karbolfuchsinem (toto dobarveni dodd G+
bakteriim modrofialovou barvu. U G — bakterii se acetonem odbarvené bakterie dobarvi

karbolfuchsinem do ¢ervena)
5) Nakonec se preparat jesté oplachne vodou a osusi.

Ve FN Plzeii je pouzivan automaticky barvici pfistroj.
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Zhotoveny preparat prohlizi 1ékat pod objektivem s imerzi. Nalez se ihned hlasi

oSetfujicimu 1ékafti. (10)

Obrazek 3Gramovo barveni

Kultivace

Nejdrive se popisou plotny, které maji stejné Cislo jako ma hemokultivacni lahvicka.
Pouziva se krevni agar a Endova puda. Z injekeni stiikacky, ze které se nejprve zhotovil
prepardt, se nyni aplikuje kapka krve na plotnu. Poté se jehla vyhodi do odpadniho

kontejneru uréeného pro ostré predmety.

Z aplikované kapky se pak sterilni bakteriologickou klickou rovnobéznymi pohyby
udéla inokulum priblizné do jedné tretiny kultivacéni pidy. Poté se bakteriologickou
klickou tdhnou ¢ary kolmo z inokula téméf ke kraji misky, pod vedenou caru se jesté
vytvori par Car piiblizné do tfetiny pudy, tak aby uz se inokula nedotykaly. Otoci se
klicka a pres jiz vyoCkované Cary se vede dalSi Cara a pod ni dalsi tak, aby se jiz
nedotykaly tahii vedenych z inokula. Opét se vezme sterilni klicka a tento postup se

opakuje. Timto zpuisobem ockovani by se mél snadno dosahnout jednotlivych kolonii.

1)
Identifikace

Nekteré bakterie rostou v typickych koloniich (tvar, konzistence, barva, zdpach atd.), ze
jejich rozpoznani neni slozité. Vzhled kolonii a mikroskopie ovlivni vybér testi

citlivosti a identifikace, u hemokultur témét vzdy MALDI.
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Plazmakoagulazovy test

Tento test se vyuziva k rozliSeni bakterii v ramci rodu Staphylococcus.
Plazmakoagulazovy test dokazuje pritomnost proteinu plazmakoagulazy s

enzymatickou aktivitou meénici fibrinogen na pevny fibrin.

Princip: Kmeny tvofici koagulazu méni tekutou plazmu, do které byly naockovany, v

pevné koagulum (srazeniny) (1)
Vysledky: pozitivni — Staphylococcus aureus

negativni—koagulaza negativni stafylokoky napt. Staphylococcus epidermidis

Obrdzek 4Pozitivnii plazmakoaguldzovy test

CAMP test

CAMP test slouzi k odliseni beta-hemolytickych streptokokti. Umoziiuje nam odlisit
Streptococcus agalactiae od Streptococcus pyogenes. Na krevnim agaru se zkfizi linie
S. aureus a Streptococcus agalactiae ¢i Streptococcus pyogenes. Kazda z téchto tii

bakterii zpusobuje beta-hemolyzu.

Pokud zktizime linii S. aureus s linii Streptococcus agalactiae, dojde k interakci latek,
které produkuji. Dojde tedy k interakci beta-hemolyzinu a CAMP faktoru. Tato
interakce zpusobi zvétSeni zony hemolyzy. V misté interakce vznikne projasnéni ve
tvaru ,,maslicky. Interakce Streptococcus pyogenes a Staphylococcus aureus a tedy

pochopitelné zonu hemolyzy nezvétsuje. (1)
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Vysledky: pozitivni — Streptococcus agalactiae

negativni — Streptococcus pyogenes

Obrazek 5 CAMP test

Optochinovy test

Zo6na inhibice ristu bakterie v okoli disku s optochinem

Tento test slouzi k odliSeni alfa-hemolytickych (viridujicich) streptokokd. Umoziiuje

nam od sebe rozlisit Streptococcus pneumoniae od skupiny oralnich streptokoku.

Bakterie citlivé na optochin nerostou v okoli disku, nebot’ optochin z disku difunduje do

okoli a brani tim v jejich ristu. Vytvari se zona inhibice.

Vysledek: Streptococcus pneumonie je citlivy na optochin — neroste v okoli disku, ale

vysledek nikdy neni 100 %. (1)

P

Obrdzek 60ptochininovy test
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MALDI -TOF

MALDI- TOF" pfistroj umoziiuje rychlou diagnostiku bakterii na zakladé hmotnostni
spektrofotometrie. V pfistroji na vzorek pusobi laserovy paprsek a vzorek spolu s
matrici se odpafi za vzniku elektrického naboje. Poté dojde k rozdéleni iontd ve
vakuové trubici podle hmotnosti a doby letu. Vysledek je prezentovan ve formé peaka,
které jsou obrazem usekd molekul ve vzorku. Spektra jsou nasledné srovnavana v
databazi a jsou navrzeny druhy bakterii, kterymi muze vzorek byt a také procentualni

pravdépodobnost.

Malé mnozstvi izolované bakterie z pudy se nanese 1 mikrolitrovou klickou na tercik
testovaci desticky, ktera obsahuje 48 terCiki. Nanesena vrstvicka na terCiku se zakapne
1 mikrolitrem matri€niho roztoku, ktery urychluje ionizaci bilkovin, rozetfe se a necha
zaschnout, poté se cela desticka vlozila do pfistroje, ktery pomoci svého softwaru

bakterii identifikuje. (18,22,24)

15> MALDI = matrix assisted laser desorption/ionization (ionizace laserem za pfitomnosti matrice), v
kombinaci s detektorem doby letu, TOF= time-of-flight.
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3 Cil prace

1.0svojeni si poznatkid o diagnostice infekci krevniho recisté pomoci hemokultivace.
2. Ziskani dat o vysledcich hemokultivace, nejcastéji izolovana agens.

3. Zhodnoceni vyznamu poc¢tu odebranych hemokultur (lahvicek) pro diagnostiku

infekce krevniho recisté.
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4 Metodika vyzkumu
VySetteni hemokultur v systému Bact/Alert Virtuo

Vyzkumné otazky: /. Proc¢ je diilezZity odbér vice jak jedné sady hemokultur u

Jjednoho pacienta?

2. Jakou roli hraje optimdlni objem krve v odebranych

lahvickach?
4.1 Princip pristroje

BACT/ALERT VIRTUO je automatizovany pfistroj na hemokultivaci. Jehoz zdkladni
jednotkou je izolovana a temperovana skiin, ve které se nachazeji vykyvné bloky. Podle
typu piistroje mizeme pracovat s 50 az 240 lahvickami. Drzadla k umisténi nadobek
jsou vybavena kontrolkami zelené a Cervené barvy. Prubéh kazdé kultivace je sledovan
nepretrzit¢ pocitaovym programem. Na pozitivitu hemokultury reaguje systém ihned
zvukovym signdlem, barevnou zménou kontrolek se zelené na Cervenou, a nakonec
laborantka pozitivni lahvicku z pfistroje vyndad a déle zpracuje. Pfistroj umi oznacit
negativni hemokultury po uplynuti predepsané doby kultivace, tj.5 dni. Jednotlivé bloky
jsou vytapény samostatné a systém je vybaven nahradnim zdrojem energie z duvodu

pfipadné havdrie.

Princip Bact/ALERT VIRTUO spociva v detekci produkti metabolismu v lahvickach
pfi pritomnosti bakterii nebo hub. V tomto ptipadé odliSuje pozitivni hemokultury od
negativnich diky bakterialni produkci oxidu uhli¢itého. Vyuziva pii tom kolometrické
senzory, které jsou umistény v kazdé hemokultivaéni lahvi¢ce. Polopropustna
membrana reguluje prichod a tok latek. Oxid uhli€ity voln€ prochazi, reaguje s vodou a
méni hodnotu pH. Kyselé prostiedi pluisobi na senzor a dochazi k barevné zméné
indikatoru ze zelené na zlutou. Hemokultury jsou monitorovany a vyhodnocovény
nékolikrat do hodiny a vysledek je oznamen zvukovym a svételnym signalem.

(11,25,26)
4.2  Priprava vzorki

Pfiprava vzorku zacina uz odbérem, ktery musi byt spravné proveden. Tento krok
spada, do jiz vySe uvedené preanalytické cCasti. Je velice dilezité dodrzet presnou

metodiku odbéru. Optimalné se u dospélych pacientti odebira 8-10 ml krve do kazdé
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hemokultivaéni lahvicky a u déti dle hmotnosti 1-2 ml do pediatrické lahvicky (staci

jedna lahvicka) u dospélych se odebira vétsinou 4-6 lahvicek.

Podle Laboratorni pfiru¢ky MIKRO FN v Plzni

HEMOKULTURY

Indikace a casovani odbéru:

akutni sepse: 46 lahvicek po 8—10 ml jednordzové (single sample strategy)

horecka nezndmé etiologie: 4—6 lahvicek po 810 ml jednordzové

katétrova sepse: 1 sada z katétru (2 lahvicky) a 4 lahvicky z periferie

akutni endokarditida: 3 sady z 3 venepunkci béhem 1-2 hodin

subakutni endokarditida: 3 dtto, jsou-li do 24 hod. negativni, jesté jednou opakujeme

Odbér hemokultur provdadime vzidy pred nasazenim antibiotik (nebo zménou v pripadeé
neuspésné dosavadni terapie): Necekdme na teplotni 3picku, naopak miize byt i
hypotermie.

Odbérovd souprava: odbérové lahvicky BACT/ALERT — aerobni, anaerobni,
pediatrickd.

Obvykle se pouzivaji 2-3 aerobni a 2-3 anaerobni lahvicky. U déti viz niZe.
Viastni provedent odbéru:

Preferencné z periferni Zily po dukladné dezinfekci alkoholovym dezinfekcnim
pripravkem — nechat zaschnout 30—60 sec.

Odklopit kryt lahvicky, dezinfikovat stejnou dezinfekci, ale novym tamponem.

Odbér pomoci Vacuette s ndstavcem pro hemokultury primo do lahvicky (napred
aerobni, pak anaerobni)

nebo:
Odbér do strikacky a aplikace do lahvicky (napred anaerobni, pak aerobni).

Odebrat potrebny objem 8-10 ml do 1 lahvicky (celkovy objem krve ve vSech
odebranych lahvickach dohromady u dospélého 40-60 ml).

U déti dle vahy: do 2 kg: 1 ml
2kg—13 kg: 2 pediatrické lahvicky, Ix 4 ml a Ix 2 ml (celkem 6 ml)

13-36 kg: 1 x set dospélych lahvicek — po 10 ml (Celkem 20 ml)
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>36 kg: jako u dospélych (celkem 40-60 ml)

Manipulace s lahvickami:

Uchovdvdni 15-30 °C ve vertikdlni poloze (musi stdt), sledovat exspiraci.

Pred pouZzitim nechat vytemperovat.

Kontrola pred pouzitim: dno md zelenou barvu, uzdaveér neni vypoukly, médium je ciré.
Po odbéru co nejdrive dopravit do laboratore.

Pokud nelze ihned, ponechat pri pokojové teploté a zaslat druhy den rano. (29)

4.3 Transport vzorku

Je dalezité, aby byly hemokultivacni lahvicky ihned po odbéru doruceny do
mikrobiologické laboratore. Pokud to neni mozné, mohou byt po néjakou dobu

uskladnény pii pokojové teplote.
4.4  Prijem vzorku v laboratori

Pti pfijmu lahvicek do laboratote se nejprve zkontroluji informace na hemokultivacni
lahvi¢ce a na pruvodce, zda jsou vSechny udaje shodné. Kazdé lahvicce je nasledné
ptideleno laboratorni Cislo a ¢arovy kod, ktery se vytiskne a nalepi na lahvicku. Dale se
Cislo zapise do laboratorniho informacniho systému (LIS). A lahvicka se vlozi do

pristroje.
4.5 Zpracovani lahvicek

Jak jiz bylo zminéno, pfi pozitivité se spusti svételny a zvukovy signal o pozitivité
lahvi¢ek. Pokud k zadné metabolické zméné nedojde v obdobi 5 dnt, je lahvicka
vyhodnocena jako negativni, a vyhozena do odpadni nddoby. Laborantka po té
negativni lahvicky z nddoby vyjme, v LIS zkontroluje, zda souhlasi tidaje na lahvicce a

v LIS a udalost uzavte. Lahvicky se dale likviduji jako ostatni biologicky material.

Pokud lahvicka vyjde pozitivni, dile se zpracovavd. Zikladnim zpracovanim je
vyhotoveni mikroskopického preparatu a vyockovani na pevné pudy. Toto zpracovani
probihd v laminarnim boxu. Hrdlo lahvicky se nejprve vydesinfikuje a nasledné
propichne stiikackou s jehlou a nasaje se krev. Poté se kdpne kapka na sklicko, které se

nasledné obarvi dle Grama. Vznikly prepardt se po zaschnuti mikroskopuje pomoci
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optického mikroskopu, imerzniho oleje a objektivu s 1000 x zvétSenim. Dalsi kapky se
nakapou na pudy — krevni agar a Endovu pudu a klasicky se rozockuje. Inkubace

probihd 24 h pti 35°C v termostatu, nékdy se mohou nechat inkubovat 48 h.

Do laboratorni knihy s ndzvem ,Pozitivni hemokultury* se zapiSe Cislo pozitivni

hemokultury a idaje o pacientovi. Dale se v§e zapiSe do LIS.
4.6 Hodnoceni vysledki

V naprosté vétsing piipadd, pokud se opravdu jednd o infekci IKR, je pomoci
hemokultivace dosazeno pozitivnich vysledki do 48 hodin, vétSinou ale jiz do 24
hodin. Pouze néktefi ptuvodci infekci jako napt. Haemophilus spp., Campylobacter spp.
anaerobni bakterie, nekteré kvasinky a jiné mykotické organismy mohou byt zachyceny

za déle nez 48 hodin.

Lékar ¢i jiny vysokoskolsky pracovnik ihned nahlasi pozitivitu hemokultury
oSetfyjicimu lékati s doporu¢enim na vhodnou ATB 1écbu. Opét se vSe zapise do knihy

,Pozitivni hemokultury* a do LIS. Nasledujici den se hodnoti kultivace a test citlivosti.

V pripadé€, Ze je narast kmene v den pozitivity hemokultury dostateCny, jesté ten samy
den se provede identifikace kmene pomoci hmotnostni spektrometrie na pfistroji
MALDI-TOF, jehoz principem je rozdéleni nabitych €astic podle jejich molekulové
hmotnosti v magnetickém ¢i elektrickém poli za pfitomnosti matrice v kombinaci s
detekci doby letu. Pomoci této metody jsme schopni rychlé identifikace bakterii, plisni

nebo kvasinek izolovanych z biologického materiélu.
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S Vysledky

5.1 Vysledky vySetifovaného souboru

V roce 2021 v obdobi kvéten, Cerven, Cervenec bylo ve FN Plzeri v mikrobiologické
laboratofi pfijato a vySetfeno 7581 lahvi¢ek hemokultur. U nékterych pacienti se
vyskytoval stejny patogen opakované. U pacientd se objevilo 60 druhd
mikroorganismu. Pacienti pochazeli z riznych nemocnicnich oddéleni jako napftiklad z
chirurgie, infek¢niho oddéleni, z internich oddé€leni, z kliniky anesteziologie a
resuscitace a EMERGENCY ¢i z détskych oddéleni, jako jsou neonatologie a détska

klinika, ale také z externich zafizeni.

Data nejsou rozdélena dle pohlavi. Tento faktor nema vliv na piitomnost a pribéh IKR.
Nekteti pacienti méli odebrano vice sérii hemokultur, ve kterych vySel stejny vysledek,

tudiz se do statistiky tito pacienti pocitali pouze jednou.
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5.2 Grafy a tabulky

V prvnim grafu je zndzornén pomer mezi pozitivnimi a negativnimi hemokulturami.

Pomér mezi N/P
Pozitivni

1221
16%

Negativni
6354
84%

H Pozitivni B Negativni

Graf 1 Pomér mezi P/N Zdroj: LIS UM FN Plzeri

Ve druhém grafu je procentualni rozde€leni jednotlivych agens nebo skupiny agens

.

zpuisobujicich IKR.

Procentudlni vyjadreni patogenl

u STAU = STCN = SPSP = EKSP m ESCO = KLSP = ENBE = PSAE m ANA = Jiné m Kvasinky

Graf 2 Procentudini vyjddreni patogen(i Zdroj: LIS UM FN Plzeri
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Mezi nejcastéji se vyskytujici mikroorganismus v pozitivnich hemokulturach vysel
E.coli. Druha nejcast€jsi skupina patogenti byla skupina koagulaza negativnich
stafylokoktt (STCN). Mezi dal$i pocetnou skupinu patogent byly Staphylococcus

aureus, Klebsiella spp., a ostatni enterobakterie,

Do skupiny ,,enterobakterie” patti Citrobacter freundii, Morganella morganii, Proteus
mirabilis, Proteus vulgaris, Salmonella spp., Serratia marcescens, Enterobacter

cloacae komplex.
Skupina ,,ANA" jsou anaeroby zahrnujici klostridia a bakteroidy.

Skupina ,,Jiné*“ obsahuje v hemokulturach vzacnéji detekované, ale vyznamné patogeny:
Pasteurella multocida, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes. Dalé obsahuje
skupinu nefermentujicich gram negativnich bakterii Acinetobacter spp., Burkholderia

multivorans.

Dale do skupiny ,,jiné“ patii 1 Neisseria elongata, kterd je ustni neisserie. Je soucasti
bézné flory HCD. Mimo dutinu dstni mohou byt patogenni. V naSem piipad¢ se jednalo

o puvodce infek¢ni endokarditidy.

Rozmanitost rodu Staphylococcus
B STCA mSTCN STCO STHA EWSTHO mSTLU m®mSTSI mSTSU mSTWA
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10
I - e . s

Graf 3 Rozmanitost rodu Staphylococcus Zdroj: LIS UM FN Plzeri

V grafu rozmanitost rodu Staphylococcus je nachazi 9 raznychytafylokokt. Z toho 7
koagulaza negativnich druht a dva koagulaza pozitivni druhy. Nejvice v této skupiné

vyskytoval Staphylococcus hominis. Na druhém misté umistil Staphylococcus
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haemolyticus — zpusobuje zavazné infekce v neonatologii, u nedonoSenych déti, u
imunokompromitovanych osob, u osob po transplantaci kostni dfené. A treti
nejpocetnejsi skupinou v tomto grafu je Staphylococcus capitis. Ostatni stafylokoky
byly v nizkém poctu od 3 do 1. Ojedinély nélez S.sciuri byl spojen s bakteridlni

endokarditidou.

Ve ¢tvrtém grafu je znazornéna rozmanitost rodu Streptococcus.

Rozmanitost rodu Streptococcus

1

B S.pyogenes S.agalactiae W S.dysgalactiae
M S. pneumoniae W S.constellatus W S.gallolyticus
S.vestibularis S.salivarius

Graf 4 Rozmanitost rodu Streptococcus Zdroj: LIS UM FN Plzefi

Zajimavé na mé praktické casti byla vysoka rozmanitost rodu Streptococcus.

Streptokoky vysly v poctu 19 z toho 8 druhu.
Pokud je rozdélime podle toho jak hemolyzuji na krevnim agaru na:

alfa-hemolytické (neboli viridujici) —tato skupina obsahuje Streptococcus salivarius,

Streptococcus constellatus, Streptococcus vestibularis a Streptococcus pneumonie (tzv.

pneumokok)

beta-hemolytické na krevnim agaru zpusobuje typickou beta hemolyzu (tGplné

rozruSeni membran erytrocytd, projasnéni pudy kolem kolonii).V této skupiné se
nachdzeji: Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus

dysgalactiae.

gama-hemolytické — krevni agar je beze zmén Streptococcus gallolyticus (oznaovan

jako S.bovis), nachdzi se v travicim traktu skotu. Zastupci této skupiny byvaji Casto
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spojovani s rakovinou tlustého stfeva a konecniku, subakutnimi endokarditidami a

izolovani byli také u pacientl s meningitidou

Dalsi sledovanou hodnotou byl objem v lahvickach. Ve FN Plzeii je doporuceny objem
v lahvickach od 8ml do 12ml. V grafu Cislo 5 je znazornéno, kolik procent lahvicek
z negativnich 6354 bylo nad hranici (H= high) doporuceného objemu, kolik jich bylo

v normé a kolik jich bylo pod hranici (L= 1ow) doporuceni.

Hodnota NA je hodnota, kterd se nedala detekovat. To se stalo velice vyjimecné, kdy
pfistroj nepiecetl dany objem. Nejcastéji k tomu dochézelo z divodu Spatné nalepeného

Stitku, a to v misté detekce objemu.

Paty graf znazoriiuje objemy u negativnich lahvicek v procentudlnim zastoupeni.

Objemy u negativnich lahvicek

= low = High = Norm = NA

1%

Graf 5 Objemy u negativnich lahvicek Zdroj: LIS UM FN Plzeri

V Sestém grafu je znazornéni objemu u pozitivnich lahvicek vyjadieno v procentech.

Objemy u pozitivnich lahvicek
= Llow = High = Norm = NA

0%
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Graf 6 Objemy u pozitivnich lahvi¢ek Zdroj: LIS UM FN Plzeri

Celkovy pocet lahvicek v obdobi kvéten—Cervenec 2021 byl 7581. Ztoho 719
pozitivnich a 6861 negativnich. Ze 719 pozitivnich lahvi¢ek bylo 100 s vy3Sim
objemem, nez je doporuceni a 299 lahvicek pod doporuenou mezi objemu. U
negativnich to bylo 812 s vyssim objemem a 1971 lahvicek s niz§im nez doporucenym

objemem.

Nizky objem muze zpusobit faleSnou hodnotu a nemusime zachytit patogena. Naopak
vys§i objem, muze fale$né hlasit vyskyt vys§iho vyskytu CO: z diavodu preplnéné
lahvicky — napf. pfi rozpadu leukocyta (rozpad zpusobi zvySeni CO: bez ptitomnosti
patogena). A proto je dilezité dodrzovat doporuceny objem v lahvic¢kach, aby nedoslo
k tomu, ze nebudeme mit dostatecny celkovy objem krve a diky tomu nebude zachycen

piivodce IKR. A to je zaroveii odpovéd na druhou vyzkumnou otazku.

Odbér vice hemokultur je dualezity k zajiSténi dostatecného objemu krve a tedy
zachycenfi patogena. Pokud by bylo v néjaké lahvi¢ce méné krve patogen by se nemusel
detekovat, ale pokud budeme mit vice lahvicek pfipadného patogena lze detekovat. A to

je odpoveéd’ na prvni otazku, pro€ je dilezité odebirat vice lahvicek u jednoho pacienta.
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6 Diskuse

Téma této bakalarské prace je zameéfeno na puvodce septickych onemocnéni z pohledu
klinické mikrobiologie. Dulezitou soucasti mé bakalarské prace je zpracovani
hemokultur a diagnostika mikroorganismi. Teoreticka Cast je zaméfena na pojmy
spojené se sepsi a septickym Sokem, rizikovymi faktory, hemokultury, ptvodce
onemocnéni. V praktické casti jsem zjistila, jak probihd zpracovani hemokultur,
fungovani pfistroje BACT/ALERT Virtuo, pfi pozitivité dalsi zpracovani hemokultur,
interpretace vysledkii a nejCastéji izolovana agens. VSe jsem zaznamenala do
prehlednych grafii v ramci prehledného vyhodnoceni vysledkll. Do své praktické Casti

jsem pouzila vysledky z Fakultni nemocnice v Plzni v obdobi kvéten az Cervenec 2021.

Drozenova a Petras$ ve svém ¢lanku v odborném casopise Epidemiologie, mikrobiologie
a imunologie (z roku 2000, ¢islo 2) uvedli, ze pfi diagnostice bakterii koaguldza-
negativnich stafylokokt v jejich sledovaném souboru bylo nejvétsi mnozstvi bakterii
zastoupeno v poradi Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis a
Staphylococcus haemolyticus. V mé praktické Casti se shodujeme na tom, ze nejvice byl
zastoupen Staphylococcus epidermidis ze skupiny koaguldza-negativnich stafylokokda,
tyto kmeny jsou podminéné patogenni zpusobujici onemocnéni u slabSich osob a
vyvolavaji nejcastéji infekce krevniho feciste ¢i katétrové sepse. U ostatnich pacientd se
jednalo spiSe o kontaminaci pifi odbéru krve. U pozitivnich hemokultur ev. jiného
koaguldza negativniho stafylokoka, ve kterych se prokazala ptitomnost Staphylococcus
epidermidis se ptihlédlo ke klinickému stavu pacienta, stanovené diagndéze (zpravidla
prikaz jiného agens), poétu pozitivnich lahvigek, konzultaci s oSetiujicim lékatem. Cast
pozitivnich lahvicek byl vyfazena jako kontaminované. Hemokultury, kde byl izolovan
Staphylococcus epidermidis ev. jiny koaguldza negativni stafylokok a nebyl hodnocen
jako kontaminanta (pfevazné se jednalo o katétrové infekce), byly jako skupina STCN,

druhymnejcCast€j§im nalezem po vedoucim patogenu E.coli.

Profesor Milan Kolai z Ustavu mikrobiologie Lékatské fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci ve svém ¢lanku Sepse z pohledu klinické mikrobiologie pise: ,, Konkrétni
patogen velmi casto souvisi se zdkladni bakteridlni infekci, pokud je pritomna. K castym
zdrojiim patii nozokomidlni infekce, predevsim pneumonie, intraabdomindlni infekce a
uroinfekce. Sepse vSak miiZe vychdzet i z komunitnich infekci, napriklad pneumonii,

infekci gastrointestindlniho traktu a mékkych tkani. K nejcastéjsim bakteridlnim
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puvodcum sepsi patii enterobakterie predevsim Escherichia coli...”. S profesorem
Kolafem se shodujeme, ze nejcastéj§im patogenem infekci krevniho fecisté je prave

Escherichia coli.

Nalezy nejcastéjSich pavodci se potvrdily jako spravné v porovnani s odbornymi

clanky vySe uvedenymi.

Nekteré vysledky praktické cCasti prace se mohou liit od literatury vzhledem k
sezonnosti patogend. Data praktické Casti jsou z obdobi kvéten az Cervenec 2021, kdy
bylo slozeni patogent ovlivnéno vyskytem COVID-19 s karanténnimi opatfenimi a také
sezénnim vyskytem jinych druh onemocnéni. V zimnim obdobi je naptiklad vyznamné
vys§i vyskyt Streptococcus pneumonie a jinych puvodct zpusobujicich respiracni

onemocneéni.

Novinkou v oblasti hemokultur je strategie jejiho odbéru. Dfive se ¢ekalo na vzestup
télesné teploty pacienta a az poté se odebirala krev na hemokultivaci. Novinkou tedy je
ze se jiz neCekd na vzestup télesné teploty a k odbéru krve na hemokultivaci se

pfistupuje pii podezieni na infekci krevniho teciste.

Dalsi novinkou v oblasti vySetfovani hemokultur je strategie jejiho odbéru, ktera se na
nazyva ,,SINGLE SAMPLE STRATEGY*. Znamena to, ze se pacientovi se ve stejny
odebere vice sad hemokultur najednou, napt. 3 sady (tj.6 lahvicek — 3 anaerobni a 3

aerobni).

Tyto novinky jsem se dozvéd&la FN Plzeii na Ustavu mikrobiologie pfi zpracovani mé
praktické ¢asti. O téchto novinkach a jinych dalSich, prednasi ve svém webinati MUDr.

Bergerova z roku 2020.
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7 ZAVER

Septické stavy jsou jedny z nejzavaznéjSich onemocnéni, se kterymi se mizeme setkat.
S problematikou sepse a septickych stavii se potykaji 1€kafi i pacienti po celém svéte.
Cilem této bakalarské prace bylo seznameni se infekcemi krevniho feciste, sepsi jako
takovou a pfibuznymi pojmy. Ale hlavné s hemokultivaci a praci s pfistrojem
BACT/ALERT Virtuo. Dalsim cilem bylo zpracovani vzorki hemokultur, diagnostika
patogenu z pozitivnich hemokultivacnich lahvicek a zpracovani zjisténych informaci do
graf. Setfeni jsem provadéla v mikrobiologické laboratofi ve Fakultni nemocnici
Plzen. Hemokultivace patii mezi nejdulezitéjsi diagnostické postupy v mikrobiologii ke
zjisténi pfitomnosti patogent v krvi. Dllezita je spoluprace mezi klinickym lékafem a
mikrobiologem. Diky této spolupraci a v€asnou diagnostikou se muze naptiklad vCasné
odhaleni patogena, urychleni, vybér antibiotické 1écby a zlepsit stav pacienta. Pacient v

zivot ohrozujicim stavu tak ma vétsi §anci na zotaveni.

Prvnim cilem bylo osvojeni si poznatkd v diagnostice infekci krevniho fecisté pomoci
hemokultivace. To se mi podafilo splnit diky vypracovani teoretické casti, ¢tenim
odborné literatury a spolupraci s kolegynémi, které mi ochotn€ pomahaly se sbérem dat
a praci spfistrojem BACT/ALERT Virtuo. A tyto poznatky jsem propojila pfi
vypracovani praktické casti, kdy jsem ziskavala data a osvojovala si praci

s hemokultivaénim pfistrojem BACT/ALERT Virtuo.

Druhym cilem bylo ziskani dat o vysledcich hemokultivace, nejcastéji izolovana agens.
Druhy cil se mi podafilo splnit diky ziskani dat pfi praci s hemokultivacnim pfistrojem.

A naslednému zaneseni hodnot do grafa.

Tretim cilem bylo zhodnoceni vyznamu poc¢tu odebranych hemokultur (lahvicek) pro
diagnostiku infekce krevniho feciste. Pocet lahvicek k odbéru jsou podle doporuceni
minimalné dvé na jednu sadu tedy Ctyfi lahvicky na jednoho pacienta, pokud odebirame
aerobni a anaerobni hemokultury podle doporuceni, pediatrické pouze jedna lahvicka.
Dvé lahvicky (jedna sada) nejsou dostatecné z divodu nedostateéného zajiSténi

potiebného mnozstvi (objemu) krve pro detekci agens.

Hemokultivace ma svoji nezastupitelnou roli v identifikaci patogent pfti infekci
krevniho fecisté. Stile je tzv. zlatym standardem 1 pifes nastup novych metod detekce

patogend. DnesSni hemokultivacni diagnostika probiha vyhradné za pomoci
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automatickych analyzatort, zalozenych na detekci CO: fluorescencnim nebo

kolorimetrickym systémem.

Zavérem chci podotknout, ze spravné odebrana hemokultura je klicem k uspéchu
diagnostiky infekci krevniho feci§t€. To znamend spravny odbér ve smyslu dodrzeni
doporuCeni objemu odebrané krve prfed nasazenim antibiotik, pocet lahvicek.
Vyznamnym faktorem je dodrzeni spravné metodiky odbéru na oddéleni, jako je
dikladna dezinfekce mista odbéru ktera zamezi kontaminaci vzorku. V neposledni fadé
je co nejrychlejsi transport a véasné vlozeni hemokultivacnich lahvi¢ek do analyzatoru.

Za optimalnich podminek by mél byt analyzator k dispozici v rezimu 24/7.
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Seznam zKkratek

ATB ATB — antibiotika

BUMU BUMU - Burkholderia multivorans

CAGL CAGL- Candida Glabrata

CFU CFU - koloniformni jednotky na litr — Colony Forming Unit
CZK CZK- centréalni Zilni katetr

EKFA EKFA- Enterococcus faecalis

EKFC EKFC- Enterococcus faecium

EKSP EKSP- Enterococcus species

ENCL ENCL- Enterobacter cloacae

ERCP ERCP- Endoskopicka retrogradni cholangiopankreatikografie
ESCO ESCO- Escherichia coli

FN FN- fakultni nemocnice

GIT GIT- gastrointestindln{ trakt

HCAI HCALI - healthcare associated infections/

nemoci spojené se zdravotni péci

ICO ICO- Identifikaéni &islo osoby

ICP ICP- identifikaéni &islo pracovisté

IKR IKR- infekce krevniho feci§te

KNS KNS- koagulaza negativni Stafylokoky
KLPN KLPN- Klebsiella pneumoniae

KLVA KLVA—Klebsiella varida

LIS LIS— laboratorni informacni systém

MGMO MGMO- Morganella morganii

MODS MODS- multiple organ dysfunction syndrome
MRSA MRSA- methycylin rezisteni Staphylococcus aureus
PPAC PPAC — Propinebacterium acnes

PAMU PAMU- Pasteurella multocida



PSAE
PRMI
PRVU
SAEN
SEMA
SIRS
SPS
SPAG
SPPY
SOFA skore
STAU
STCA
STCN

STCO
STHA
STEP

STHO
STLU
STSU

STWA

PSAE- Pseudomonas aeruginosa

PRMI- Proteus mirabilis

PRVU- Proteus vulgaris

SAEN- Salmonella enteritidis

SEMA- Serratia marcens

SIRS- systemic inflammatory response syndrome

SPS— Sodium Polyanethol Sulphonate

SPAG- Streptococcus agalactiae

SPPY- Streptococcus pyogenes

SOFA skére — skore hodnoceni sekvenéniho selhani organt

STAU- Staphylococcus aureus

STCA- Staphylococcus capitis

STCN - Staphylococcus coagulase negativné
Koagulaza negativni Stafylokoky (KNS)

STCO - Streptococcus constellatus

STHA- Staphylococcus haemolyticus

STEP- Staphylococcus epidermidis

STHO- Staphylococcus hominis

STLU —Staphylococcus lugdunensis

STSU- Staphylococcus scuri

STWA — Staphylococcus warneri

59



