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1. ABSTRAKT
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Studijni obor: Laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi

Autor: Karolina Bugnova

Skolitel: RNDr. Kldra Koneén4, Ph.D.

Nazev bakalarské prace: Komparace metodickych pristupl, metody dle Maki a sonikacni

metody, v rdmci hodnoceni mikrobidlniho osidleni centralnich vendznich katetrd

Cil prace: Jednim z cil( této bakalarské prace je poskytnout zakladni informace o tvorbé
mikrobialnich biofilmd a mikroorganismech vytvarejicich tato spolecenstvi, ktera ¢asto
stoji za infekcemi sdruZzenymi se zavedenim centralnich vendznich katetrd. V rdmci této
prace jsou rovnéz uvedeny metody pouZivané k detekci a identifikaci mikrob( tvoficich
biofilm. Hlavnim cilem experimentalni ¢asti této prace je provést kvalitativni srovnani
vysledk( ziskanych metodou dle Maki a sonikacni metodou, které slouzi pro diagnostiku
biofilm formujicich mikroorganismu osidlujicich centralni vendzni katetry. Hlavni snahou
je zjistit, zda sonika¢ni metoda pfinasi vétsi prinos pro diagnostiku infekci asociovanych
se zavedenim centralnich vendznich katetrd nez Makiho metoda.

Metody: V této préci bylo zanalyzovano celkem 11 vzorkd centralnich vendznich katetrG
ziskanych od pacientl z IGzkovych oddéleni Nemocnice Sumperk a.s. Vzorky byly
zpracovany standardné pouzivanou Makiho metodou a zaroven sonikaci v ultrazvukové
[azni, kterd se bézné pro diagnostiku katetr(i nevyuziva. Sonikat byl nasledné vyockovan
na krevni agar, MacConkey agar a napipetovan do Zivného bujonu. Tyto zivné pady byly
kultivovany po dobu 24 hodin, pfi teploté 37°C. Identifikace mikroorganismi byla
provedena pomoci MALDI-TOF MS.

Vysledky: Ze vSech analyzovanych vzork( bylo 55 % vyhodnoceno jako negativni a 45 %
jako pozitivni. V91 % pripadl byla zaznamenana shoda v kvalitativnich ndlezech
ziskanych Makiho metodou a sonikaci. U jednoho vzorku (9 %) doslo k diskrepanci

nalezu, kterd byla pravdépodobné zplsobena delsi ¢asovou prodlevou mezi pouzitymi



metodami. NejcastéjsSimi mikroorganismy, které kolonizovaly povrch katetrl, byly
koagulaza-negativni stafylokoky. Ddle byly identifikovany bakterie Pseudomonas
aeruginosa a Lactobacillus paracasei. V jednom pfipadé byl detekovan polydruhovy
biofilm tvorfeny bakteriemi Staphylococcus hominis a Staphylococcus epidermidis.
Vsechny pozitivni nalezy byly pouze bakteridlniho plvodu.

Zavéry: Ziskané vysledky potvrdily predpoklad, Ze sonikaéni metodu lze wvyuzZit
pro mikrobidlni vysetfeni centralnich vendznich katetrd misto Makiho metody. Ovsem
vyssi citlivost sonikaéni metody se timto vyzkumem prokazat nepodafilo.

Klicova slova: Mikrobialni biofilm, centralni vendzni katetr, metoda dle Maki, sonikacni

metoda.



2. ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biological and Medical Sciences

Subject of study: Laboratory diagnostics in healthcare

Student: Karolina Bugnova

Supervisor: RNDr. Klara Konecn4, Ph.D.

Title: Comparison of methodical approaches, Maki and sonication method, within

the evaluation of microbial settlement of central venous catheter

Background: The aim of this thesis is to provide basic information about biofilm
formation and their agents, infections associated with the introduction of central
venous catheters and methods used to detect and identify biofilm forming microbes.
The main goal of the experiment is a qualitative comparison of the results obtained
by the Maki method and the sonication method, which are used for the diagnosis
of biofilm forming microorganisms inhabiting central venous catheters. A partial goal is
to determine whether the sonication method is greater benefit for the diagnosis
of infections associated with the introduction of central venous catheters than the Maki

method.

Methods: In this work, a total of 11 samples of central venous catheters obtained from
patients from inpatient departments of the Nemocnice Sumperk a.s. were analyzed.
The samples were processed by the standard Maki method and at the same time
by sonication in an ultrasonic bath, which is not commonly used for the diagnosis
of catheters. The sonicate was then inoculated onto blood agar, MacConkey agar,
and pipetted into nutrient broth. These media were cultured at 37°C for 24 hours,
and the microorganisms were identified on a MALDI-TOF analyzer.

Results: Of all samples analyzed, 55 % were evaluated as negative and 45 % as positive.
In 91 % of cases, conformity was noted in the qualitative findings obtained by the Maki
method and sonication. One sample (9 %) had a discrepancy in the finding, which was

probably due to a longer time lag between the methods used. The most common
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microorganisms that colonized the catheter surface were coagulase-negative
staphylococci. Pseudomonas aeruginosa and Lactobacillus paracasei were also
identified. In one case, a polyspecific biofilm formed by Staphylococcus hominis
and Staphylococcus epidermidis was detected. All positive findings were of bacterial
origin only.

Conclusions: The obtained results confirmed the assumption that the sonication
method can be used for microbial examination of central venous catheters instead
of the Maki method. However, this research did not prove a higher sensitivity
of the sonication method.

Key words: Microbial biofilm, central venous catheter, Maki method, sonication

method.



3. UvoD

PouZiti centralnich vendznich katetr( je v poslednich letech stdle ¢astéjsi, a to
i zdUvodu zvysujiciho se poctu pacientd vyzZzadujicich dlouhodobou hospitalizaci
ve zdravotnickych zafizenich. | pres veSkerou snahu moderni mediciny co nejvice
eliminovat rizika spojena se vznikem infekci krevniho recisté asociovanych se zavedenim
centralnich vendznich katetr(, jsou tyto infekce stale pfi¢inou fady komplikaci u mnoha
pacientd. Na druhou stranu jsou cévni katetry nenahraditelné. Umoznuji rychly pristup
do krevniho fecisté pacienta, coZ je dulezité zejména v situacich, kdy je jeho zdravotni

stav natolik vazny, Ze je potfeba okamZita aplikace Iéciv.

Vyskyt infekci krevniho frecisté uUzce souvisi nejen s pfitomnosti biofilm
formujicich mikrobl, ale i stypem pouzitého katetru, respektive s materidlem,
ze kterého je vyroben a samoziejmé také s dobou jeho setrvani vtéle pacienta.
Mikrobiologicka diagnostika ptvodce infekce je klicova pro stanoveni konecné diagndzy

a soucasné pro volbu vhodné |é¢ebné terapie.

Infekce cévniho feciSté jsou spojeny svysokou mortalitou a patfi mezi
nejzavaznéjsi choroby asociované s tvorbu biofilmu. Kromé toho, Ze tyto infekce zatézuji

pacienta a komplikuji jeho zdravotni stav, také zvysuji naklady na jeho 1é¢bu.
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4. ZADANI - CiL PRACE

Cilem teoretické ¢asti této bakalarské prace je uvést stézejni informace o vzniku
a vyvoji biofilmu, dale o problematice infekci asociovanych se zavedenim centrdlnich
venodznich katetrll a popsat nejcastéjsi puvodce téchto infekci, jimiz jsou biofilm

formujici mikroorganismy.

Cilem experimentalni c¢asti je vysvétlit principy sonika¢ni a Makiho metody,
ataké princip identifikace mikroorganismd pfistrojem MALDI-TOF MS uréeného
pro identifikaci mikrobU. Dale detailné popsat postupy experimentdlni prace a zhodnotit
ziskand data. Hlavnim zamérem této préce je predevsim provést kvalitativni porovnani
vysledkll kultivace centralnich vendznich katetrl ziskanych obéma metodami,
tedy posoudit, zda byl sonikaéni metodou detekovdn stejny mikroorganismus jako
v pfipadé Makiho metody, a zda sonikace vykazuje vyssi citlivost nez nejvice pouzivana

Makiho metoda.
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5. TEORETICKA CAST
5.1 Mikrobidlni biofilm

Za mikrobidlni  biofilm je povaiovano organizované spolecenstvi
mikroorganismu, které je pfrichyceno na nejrliznéjSich typech povrchl, které jsou
v bezprostredni blizkosti tekutiny. RUst bakterii ve formé biofilmu poskytuje témto
mikroorganismdm Fadu benefitl. Na rozdil od planktonni populace bunék, které jsou
suspendované v tekutém médiu, jsou bakterie v biofilmu chranéné pred neptiznivymi
vlivy prostiedi (toxické latky, UV zareni, stfihové sily proudici kapaliny), tato bariéra jim
také poskytuje urcéitou mechanickou odolnost a stabilitu. Zarovern toto uskupeni
umoznuje mikrobim ziskdvat potfebné Ziviny, odvadét metabolity a chrani je
pred ucinkem imunitniho sytému. Diky struktutfe biofilmu klesd ucinnost antibiotik,

coz je jednim z davodU vzrustajici rezistence bakterii na tuto lé¢ebnou terapii. [1]

Biofilmy jsou prakticky vSudyptitomné, protoze jejich vyskyt je Uzce spojen
s pfitomnosti mikroorganismQ. Lze je nalézt jak v pfirodnim prostredi, tak i v nékterych
pramyslovych odvétvich, jako napf. v Cistirnach odpadnich vod, v potravinarstvi,
ve vymeénicich tepla, potrubnich systémech a samoziejmé také v mediciné. Faktem je,
ze pritomnost biofilm{ nemusi byt vZidy nezadouci, nezbytna je napf. v biotechnologii,
v Cistirnach odpadnich vod ¢i v potravinarstvi, konkrétné pfi vyrobé piva, vina a syru.
Avsak ve zdravotnictvi je jejich vyskyt spojen sfadou komplikaci, predevsim pak

u pacientl s kovovymi ¢i umélohmotnymi implantaty. [1]

Uroveri soucasné mediciny umoZfiuje $iroké vyuZiti umélohmotnych néhrad,
coz je pfri¢inou rostouciho vyznamu biofilmu, ktery je v poslednich letech pfedmétem
intenzivniho vyzkumu. Fyzikdlné-chemické vlastnosti implantatd jsou idedlnim
povrchem pro snadnéjsi a pevnéjsi prilnuti mikrobd, cozZ je zcela zasadni prvotni krok
pro tvorbu biofilmG. Pravé biofilmy jsou zodpovédné za vétSinu infekci souvisejicich se
zavedenim cizorodého materialu do téla pacienta. Podle Ndrodniho institutu zdravi je

biofilmu. [1, 2]

Biofilmy mikrobidlniho plvodu mohou byt tvoreny rlznymi druhy bakterii

a kvasinek. Existuji monodruhové biofilmy, které jsou reprezentovany pouze jednim
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druhem mikroorganismu a polydruhové, jenz sestavaji z nékolika druh(, kdy zpravidla
nejprve vznikd mlady biofilm tvofeny primarnim kolonizatorem, na ktery nasedaji buriky

jiného mikroba. [1]

5.1.1 Struktura biofilmu

Mikrobialni spoleéenstvi je uloZzeno v mezibunécné hmoté a pevné pfichyceno
k syntetickému (Obrazek ¢.1) nebo biotickému povrchu. Mezibunécna matrix ma
slizovity charakter a spolu s mikrobidlnimi burikami vytvari slozZité struktury, ve kterych
se nachazi sit kanalk(, jimiz proudi Ziviny s vodou k jednotlivym bakteriim a metabolity

jsou odvadény ven z biofilmu. [1]

AccV  Spot Magn )
2363x < 6 98-11-62

Obradzek ¢.1: Snimek biofilmu tvoreny bakterii Staphylococcus aureus
na intralumindlnim povrchu katetru zachyceny elektronovou
mikroskopii

Prevzato z Donlan R. M. et al., 2001 [3]

Pfesné sloZeni matrice biofilmu se mezi rGznymi mikroorganismy velmi [isi
a zavisi na okolnich ridstovych podminkach. Obecné matrice sestava z exopolysacharid(
(1-2 %), proteind a nukleovych kyselin, souhrnné nazyvana extraceluldrni polymerni
matrice (EPS). Mezi proteinové slozky patii adhesiny bunééného povrchu, proteinové
podjednotky bicika a pili, sekretované extracelularni proteiny a proteiny transportované

do extracelularniho prostredi skrze vezikuly vnéjsi membrany. [4, 5]
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Proteiny bunécného povrchu, pili a biciky se ucastni pocatecniho pfipojeni
mikrobialnich bunék k povrchim a u nékterych mikroorganismi se také podileji
na migraci podél téchto povrcha, ¢imz usnadnuji jejich kolonizaci. Matricové proteiny

pfispivaji ke strukture a stabilité biofilmu. [4]

Role téchto proteinl byla ¢asto objasnéna na zakladé studii se zafazenim
mutantnich kmen, ve kterych byly knock-outovany geny, kédujici sledované proteiny.
Tyto studie ukdzaly, Ze nepfitomnost urcitych matricovych proteind ma za nasledek
snizenou tvorbu a stabilitu biofilmu a zménénou architekturu biofilmu. V jedné studii
bylo napfiklad prokadzano, Ze mutantni kmen P. aeruginosa s deficitem ve tvorbé
proteinu LecB ma, ve srovnani s plvodnim (wild-type) kmenem, narusenou tvorbu

biofilmu, coZ naznacuje dllezZitou roli proteinu LecB v tomto procesu. [4, 6]

Polysacharidova slozka matrice mize bunkam v biofilmu poskytnout mnoho
raznych vyhod, vcetné adheze, komplexni struktury a ochrany pred antibiotiky
a imunitnim systémem hostitele. Agregativni polysacharidy plsobi jako molekuldrni
lepidlo, které umoZnuje bakterialnim bunkdam pfilnout nejen k sobé navzdjem,
ale i k samotnym povrchim. Adheze usnadiiuje kolonizaci biotickych i uméle
vytvorenych povrchl tim, Ze umoZiuje bakteriim odoldvat fyzickému stresu

zpUsobenému pohybem tekutiny, ktery by mohl oddélit buriky od zdroje Zivin. [5]

Pfestoze exopolysacharidy jsou pouze minoritni slozkou EPS, jejich role
pfi formovani biofilmu je zcela zasadni. Diky jejich strukture dojde k vytvoreni pevné

kostry, do které jsou zasazeny mikrobialni buriky a jejich bioaktivni latky. [1]

Kromé vysSe uvedenych komponent se v EPS nachazeji predevsim voda (97 %)
a dalsi anorganické (ionty vazané a volné) i organické latky, zejména peptidoglykany,

lipidy, fosfolipidy a jiné bunécné substance. [1]
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5.1.2 Tvorba biofilmu

Biofilm se muze tvofit na rliznych typech povrchd, tento slozZity proces probiha
v nékolika navazujicich krocich (Obrazek ¢.2). V odborné literature se vsak mizeme
setkat s rGznym pohledem autor(i na vznik a vyvoj biofilmd. Ale v zadsadé hlavni kroky
tohoto déje zlstdvaji stejné. Na pocatku dochazi k adhezi bunék k povrchu, po které
nasleduje seskupeni bunék do mikrokolonii a nakonec diferenciace biofilmu do zralé
struktury. Po uplném vyvinuti biofiimu dochazi k jeho rozruSovani a disperzi

zprostredkované mechanickymi, ¢i aktivnimi procesy. [7]

Planktonni bakterie

e

Adheze na povrch | Mezibuné&éna adheze

Obrdzek ¢.2: Zakladni faze vyvoje biofilmu

Prevzato z Karaguler T. et al., 2017 [8] a upraveno

Ve zdravotnictvi se |ékafi bézné setkdvaji s problematikou tvorby biofilmu
predevsim na protetickych pom{ckach a implantdtech. Pfirozenym procesem pfi vloZzeni
ciziho télesa do lidského organismu je reakce imunitniho sytému, kterd vyvola formovani
primarni organické vrstvy na jeho povrchu. Tato vrstva je tvorena hlavné bilkovinami,
konkrétné fibrinem a fibronektinem, na které se mohou vazat adheziny produkované
na povrchu bunécné stény bakterii. Tento proces usnadiiuje pfichyceni bakterii

k cizorodému materialu. [9]
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Dalsim predpokladem tvorby biofilmu je, aby se bakterie dostaly dostatecné
blizko k danému povrchu. Jak se bakterie pfiblizuji k povrchu, vstupuje do hry nékolik sil,
jak pfritazlivych, tak odpudivych. Ve vzdalenosti asi 10—20 nm od povrchu jsou negativni
naboje na povrchu bakterii odpuzovdny negativnimi ndboji na vétsiné povrchu. Toto
odpuzovani je vSak pfekonano prostfednictvim ptitazlivych van der Waalsovych sil mezi
bakteridlnimi burikami a povrchem. Stejné tak tomu napomahaji fimbrie, které zajistuji

mechanické pfipojeni k povrchu a bi¢iky usnadnujici pohyb a pfiblizeni. [10]

Po uspésné adhezi na povrch materialu dochazi k rlistu a proliferaci bakteridlnich
bunék, které zacinaji produkovat EPS a dalsi extraceluldrni [atky. Zaroven se jednotlivé
bunky vzdjemné spojuji mezi sebou prostfednictvim interceluldrnich adhezinG. Timto
zplUsobem vznika stabilnéjsi mnohovrstevna komplexni struktura. Metabolickd aktivita
bakterii je nejvyssi pravé ve fazi proliferace a vyzravani. Na rozdil od ptedchozich krokd,

kdy vznikl pouze jednoduchy jednovrstevny biofilm, je tato ¢ast procesu jiz nevratna. [1]

PIné vyzraly biofilm ziskava , véZovitou” trojrozmérnou strukturu. Tato struktura
se skladd z malych kanalkl, které transportuji Ziviny, vodu a metabolity, a z malych
dutinek poskytujicich ukryt pro planktonni bakterie. Studie také ukazuji, Ze organizace
a architektura biofilm( se u riznych bakterii velmi lisi, coZ je dano rozdilnou genetickou
vybavou jednotlivych kmen(. Tyto geny kdduji proteiny, které jsou hlavni soucasti EPS,
to znameng3, Ze rlzné druhy bakterii maji odliSné sloZzeni matrice a tim padem i rozdilné
vlastnosti biofilmu. Nakonec tyto trojrozmérné struktury bud’ eroduji (malé casti),
nebo jsou odloupnuty (velké ¢asti) a oddéluji se, ¢imz se vyprdzdni dutiny obsahujici
bakterie, které nejsou prichycené k povrchu. Timto zpUsobem dochazi k diseminaci
mikrob( do dalSich ¢asti téla, kde mohou vytvaret nova loZiska infekce (tvorba nového

biofilmu). [7]

Mechanismem, ktery hraje zasadni roli pti tvorbé biofilmu je tzv. quorum sensing
(QS). Jedna se o regulacni systém uplatriujici se na Urovni mezibunééné komunikace,
prostfednictvim signdlnich molekul tzv. autoinduktor( vyvolava expresi genl v zavislosti
na hustoté populace a tim ovliviuje mnozstvi bakterii v biofilmu. Tento fenomén
mikrobidlni interakce Uzce souvisi s faktory virulence a antibiotické rezistence bakterii,

intenzita produkce téchto faktor(i je koordinovana mechanismem QS podle zralosti
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biofilmu. V poslednich fazich vyvoje biofilmu tak patogeny vykazuji zvySenou miru

virulence. [1, 9]

5.2 Centralni Zilni katetr

Centralni vendzni katetry (CVK) jsou soucasti kazdodenni |ékarské praxe,
predevsim pfi |éCbé pacientl na lGzkovych oddélenich nemocnic (napf. jednotkach
intenzivni péce, internim ¢i chirurgickém oddéleni). Pacienti, u kterych je zavedeni CVK
indikovano, jsou zpravidla v Zivot ohroZujicim stavu a je velmi dlleZité aplikovat katetr
asepticky. CVK umoziuje rychly pfistup do krevniho recisté pacienta, coz je vyhodné
zejména pfi lé¢bé klinicky zadvaznych stavll. S pomoci CVK Ize zavést parenteralni vyZivu,
aplikovat antibiotika a krevni derivaty nebo meéfit centrdlni Zilni tlak pfi lécbé

chemoterapii. [11]

Aplikace katetru do téla pacienta muize byt spojena s fadou uUskali a zdravotnich
komplikaci. Obtize nastavaji pfi samotném zavadéni CVK, kdy mize dojit ke kontaminaci
katetru mikroorganismy pritomnymi na klGzi v misté vstupu a tim i k rozsiteni infekce
do dalsich tkani. Casto dochazi i ke komplikacim spojenym s dlouhodobé zavedenym
katetrem a pokud neni katetr véas z téla odstranén, mliZe se u pacienta rozvinout sepse.
Se zvySenym rizikem vyskytu infekce je spojeno i opakované zavadéni CVK stejnému

pacientovi. [11]

5.2.1 Infekce asociované se zavedenim centralniho vendzniho katetru

Nejcastéjsi komplikace pouziti CVK je spojena se zvySenou morbiditou,
mortalitou a délkou hospitalizace. Mezi rizikové faktory rozvoje kolonizace katetru
ainfekce krevniho recisté patti faktory souvisejici se zdravotnim stavem pacienta
(napf. zvySené riziko spojené s malignitou, neutropenii a Sokem) a faktory souvisejici
s lécbou (zvySené riziko spojené s celkovou parenterdlni vyzivou, prijetim na jednotku
intenzivni péce z jakéhokoli divodu a endotrachealni intubaci). DalSimi rizikovymi
faktory jsou prodlouzenad doba setrvani katetru v organismu, nedodrZeni ptisnych
aseptickych podminek pfi zavadéni CVK a castd manipulace s katetrem. Zasadnim

faktorem je také nasledna péce o katetr po jeho zavedeni. [12]
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5.2.2 Pavod infekci krevniho fecisté sdruzenych se zavedenim

centralniho vendézniho katetru

U zavedeného katetru muzZe dojit kjeho tzv. extralumindlni kolonizaci
mikroorganismy, kdy dochazi k osidleni vnéjsiho povrchu katetru, ¢i intraluminalni
kolonizaci, tedy osidleni jeho vnitini ¢asti (Obrazek €.3). Extraluminalni kolonizace se
typicky objevuje u kratkodobé zavedenych katetrd (<10 dni) a nejcastéji je zpUsobena
koZznim mikrobiomem vyskytujicim se v misté inzerce zavedeného katetru.
Mikroorganismy pak mohou déale migrovat po jeho transkutdnnim segmentu a timto
zpUsobem muzZe dojit k zavleceni infekce do okolnich tkani, hlubSich vrstev kuze
a podkoznich tkani. Pokud ovsem dojde ke kolonizaci intravaskularni ¢asti katetru, rozviji
se bakteriemie nebo fungemie. Mezi obvyklé plvodce téchto infekci patfi
koagulaza-negativni stafylokoky (CoNS, coagulase-negative staphylococci) ¢i bakterie

Staphylococcus aureus. [13]

Dalsim faktorem zvysujicim riziko extraluminalni kolonizace a vznik nasledné
infekce je nevhodna manipulace s katetrem pred nebo v prlibéhu jeho zavadéni.
Nejcastéjsim zdrojem jsou kontaminované ruce personalu, a proto je dileZité dodrzovat

pfisné aseptické postupy, které toto riziko eliminuji. [14]

Intraluminadlni kolonizace je Casto zplUsobena kontaminaci koncovky katetru,
pricemz i zde je nejcastéjsi pricinou nedodrzeni aseptickych podminek pfi jeho zavadéni.
Kromé toho se zvySujicim se poétem manipulaci s katetrem je riziko infekce vétsi.
Kolonizace lumen katetru kontaminovanymi infuznimi ptipravky nebyva obvykl3, a to
v dUsledku preventivnich opatreni, kterd byla zavedena v souvislosti s pfipravou téchto

roztokd. [15, 16]

Intraluminalni kolonizace muze byt také zpUsobena hematogenni infekci.
Primarnim zdrojem infekce je v tomto pripadé bud pfechodna bakteriemie ¢&i fungemie
anebo pritomnost jiného loziska v krevnim obéhu. K prechodné bakteriemii dochazi
pfi uvoliovani mikrobl do krevniho fecisté z loZisek, které se nachdzeji mimo cévni

systém. [16]
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Obrdzek ¢.3: Mozné zdroje infekci sdruZenych se zavedenim centrdlniho
venozniho katetru

Prevzato z Rulik a spol., 2011 [1]

5.2.3 NejcastéjSi puvodci infekci krevniho Fecisté sdruzenych
se zavedenim centralniho vendzniho katetru
Sepse se vyviji z bakterii pfitomnych v krvi, kdyz imunitni systém spusti obrannou
imunitni odpovéd. Dlouho se véfilo, Ze je to zplsobeno predevsim gramnegativnimi
bakteriemi. Béhem druhé poloviny 20. stoleti se grampozitivni bakterie, zejména
Staphylococcus aureus, staly hlavnimi pfi¢inami sepse a umrti stim souvisejicich.
Koaguldza-negativni stafylokoky s hlavnim druhem Staphylococcus epidermidis

(S. epidermidis) jsou také uvadény jako cCasté priciny sepse, zejména u novorozencu. [17]

Nicméné skutecnost, Ze koagulaza-negativni stafylokoky jsou vSudypfitomnymi
komenzaly na lidské klzi, ztéZuje mikrobiologickou diagnostiku skutecné infekce krve
CoNS, protoze pritomnost téchto mikrob( ve vzorcich krve je ¢asto zplisobena spise
kontaminaci nez skute¢nou infekci. Pfesné procento toho, kolik pozitivnich hemokultur
je zplsobeno kontaminaci, se mezi mnoha studiemi, které se pokousely toto Cislo
odhadnout, znacné lisi. Nicméné panuje shoda, Ze Staphylococcus epidermidis patfi mezi

nejcastéjsi bakterialni zdroje, které jsou zakladem bakteriemie a sepse. [17]
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Uvadi se, Ze tfetinu aZ polovinu téchto infekci zpUsobuji vySe zminéné
grampozitivni CoNS v Cele s bakterii Staphylococcus epidermidis, ¢tvrtinu gramnegativni
bakterie, nejCastéji enterobakterie (napf. Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli) a pseudomonady. Kvasinky, pfedevSim rodu Candida, jsou sice
zastoupeny méné casto, avSak jejich vyskyt byva spojovan svysokou mortalitou

pacientu. [18, 19, 20]

e Koagulaza-negativni stafylokoky
Koaguldza-negativni stafylokoky jsou heterogenni skupinou stafylokokovych
druh klasifikovanych klinicky podle absence enzymu plazmakoagulazy srazejiciho krev.
To je odliSuje od ostatnich pfislusnikl tohoto rodu, v Cele s bakterii Staphylococcus
aureus a nékolika dal$imi, klinicky méné vyznamnymi koagulaza-pozitivnimi druhy. Dnes
jsou CoNS nejcastéji izolované bakterie v klinickych materidlech, ukazaly se jako
nejvyznamné;jsi nemocniéni patogeny a jsou fazeny mezi hlavni plvodce nozokomialnich

nakaz. [21]

CoNS jsou nedilnou soucasti béiného mikrobiomu lidské kGze a sliznic,
také prednostné kolonizuji vihké oblasti téla. | kdyz jsou obvykle neSkodnymi
nebo dokonce prospésnymi kolonizatory, jakmile je naruSena epitelidlni bariéra
hostitele, mGzou CoNS zpUsobit zadvazné infekce. Ve skutecnosti jsou infekce vyvolané
CoNS odpovédné za vétsinu bakterialni sepse a infekci souvisejicich s pfitomnosti ciziho
télesa, pficemz Staphylococcus epidermidis je vtomto ohledu nejvyznamné;jsim druhem.

[22, 23]

e Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis je grampozitivni kok, ktery tvofi shluky a jak jiz bylo
zminéno, je jednou z hlavnich pficin infekce krevniho fecisté souvisejici se zavedenym
katetrem. K infekci vétSinou dochazi, kdyZz bakterie migruji z kize pacienta na povrch
katetru a dale do krevniho recisté. U infikovanych pacientl se mohou projevit lokalnimi
pfiznaky, jako je zdnét, erytém nebo hnisani v okoli zavedeni katetru. Mohou se
také projevovat systémovymi priznaky, jako je horecka, hypotenze a dalSimi priznaky

typické pro sepsi. [23]
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Toto bakteridlni agens je obvykle symbiontem, ktery je ve svém prirozeném
prostiedi neskodny. Je to vsak i oportunni patogen, ktery velmi ¢asto osidluje také
zdravotnické a protetické pomucky, na kterych vytvari biofilmy. Ty se stavaji potencialné
infekénim rezervodrem S. epidermidis a pokud dojde k jeho uvolnéni, coZ je zcela
pfirozeny proces pfi vyvoji biofilmu, maze se rozsifit do celého organismu a zpUsobit

zavaziné zdravotni komplikace. [24]

Pti 1é¢bé infekci zplsobenych S. epidermidis se predpoklada jeho rezistence
na meticilin, cozZ bylo v fadé vyzkumnych studii potvrzeno, a proto je lékem prvni volby
vankomycin. V pfipadé, Ze je zjisténa citlivost na meticilin, Ize jej pouZit pro terapii,
stejné jako jind beta-laktamova antibiotika (napf. oxacilin, nafcilin). Lé¢ba se ovSem
odviji od zavaznosti infekce, zdravotniho stavu pacienta a ve vétsiné pripadu je nezbytné

vyjmuti implantatu a tim odstranéni zdroje nakazy. [25]

Predpokladd se, Ze mezi hlavni faktory virulence S. epidermidis patfi
peptidoglykany, povrchové proteiny, kapsuldrni polysacharid-adhezin a jiné adheziny,
dale také polysacharidovy intercelularni antigen a jiné dalSi substance potfebné k tvorbé
zakladni matrix biofilmu. Pokud je do téla zaveden jakykoli umélohmotny nebo kovovy
implantat (mimo jiné napf. totdlni endoprotéza, uméld srdecni chlopen,
kardiostimulator) dochazi velmi rychle k tvorbé bilkovinného povlaku, ktery usnadnuje
adhezi této bakterie i naslednou tvorbu biofilmu. Toto usporadani zaroven potlacuje

fagocytarni schopnost neutrofilll a monocytu. [26]

Kromé jiz zminéné infekce cévniho recisté S. epidermidis zplsobuje také infekce
mocovych cest, pfedevsim u starSich pacientl s permanentnim katetrem. Za spoluucasti
jinych bakterii muze byt pric¢inou infekce operacnich ran a vzniku mozkovych abscest.
MuUzZe byt i plvodcem bakteriemie, hlavné u osob snizSim poctem neutrofill

a u nedonosenych novorozenc(. [26]
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Obrazek ¢.4: Kolonie Staphylococcus epidermidis na krevnim agaru
Kultivace 24 hodin, aerobni atmosféra, 37°C

Prevzato z
https://www.microbiologyinpictures.com/bacteriainphotos/bacteria%20under%20micr
oscope/staphylococcus%20epidermidis%20microscopy.html# [27]

e Staphylococcus aureus
Grampozitivni bakterie Staphylococcus aureus (S. aureus) je asymptomatickym
kolonizdtorem lidskych nosnich dutin, pfiblizné 30 % jedincl je trvale kolonizovano.
Je také hlavni pficinou infekci kGize a mékkych tkani, zejména u jiz kolonizovanych
jedincl. Zatimco lokalni kozni infekce vétSinou spontanné odezni, nékdy se pro tento
patogen stavaji vstupni branou do hlubsich tkani a krevniho recisté — kozni infekce jsou
ve skutecnosti nejcastéji identifikovanym zdrojem bakteriemie zplsobené S. aureus.

(28]

Jakmile tato bakterie vstoupi do krevniho fecisté, mlze se dale Sifit do mnoha
rGznych mist, coz zplsobuje zdvainé projevy onemocnéni, jako je sepse, infekéni
endokarditida a hluboko uloZzené abscesy prakticky v kazdé organové tkani. Pro lécbu
stafylokokovych infekci se béZiné pouzZivaji beta-laktamova antibiotika jako meticilin
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a oxacilin. S. aureus ma ovSsem schopnost vyvoje rezistence proti radé antibiotik,
nejznameéjsi variantou je rezistence vuci meticilinu a tim i k oxacilinu. Pokud se vyvine,
hovofime o tzv. MRSA (meticilin-rezistentni S. aureus). Tato rezistence komplikuje l1écbu,
kdy je nutno pouZit zaloZni antibiotika (napf. vankomycin, daptomycin, klindamycin
a linezolid), ktera oviem nemusi mit tak spolehlivy Gcinek jako oxacilin, ktery je Iékem
prvni volby proti stafylokokovym infekcim. lzoldty MRSA si vS8ak mohou vyvinout

rezistenci i proti terapiim posledni instance a maze dojit k selhani terapie. [26, 29]

Tato bakterie disponuje fadou rtznorodych faktord virulence, tyto faktory lze
rozdélit na povrchové a extracelularni. Mezi povrchové faktory patfi predevsim vazana
koagulaza (clumping factor), kdy tento enzym zplsobuje shlukovani stafylokokovych
bunék diky jeho schopnosti ménit fibrinogen na nerozpustny fibrin. Z dalSich
povrchovych faktorl lze jmenovat tfeba protein A, peptidoglykan nebo polysacharidy.

[26]

Extracelularni faktory zahrnuji predevSim enzymy a toxiny. Volnd koagulaza
(plazmakoagulaza) ma podobny ucinek jako jiz dfive zminéna vazana koaguldza. Vznikly
fibrin pak ohranicuje lozisko infekce, coz je dlivodem vzniku abscesu. Fibrinolyzin ma
ucinek opacny, rozpousti fibrin a napomaha tak stafylokok(im Sifit se do ostatnich tkani.
Kataldza zase rozklada peroxid vodiku, ktery je pro stafylokoky jedovaty, na vodu a kyslik.
Dalsim duleZzitym enzymem je penicilindza, kterd svym plsobenim inaktivuje
beta-laktamova antibiotika, a pravé to je jeden z mnoha dlvodu rezistence stafylokoku

na antibiotika. [26]

Z toxin( jsou to hlavné cytolyziny, enterotoxiny, exfoliatiny a toxin syndromu
toxického Soku. Do cytolyzin( spadaji hemolyziny (alfa, beta, gama, delta) a leukocidin.
Enterotoxiny jsou odolné vici kyselému pH Zaludecni sliznice a mohou tak vyvoldvat
tézké prijmy a zvraceni. U¢inkem exfoliatinti se odlupuji svrchni vrstvy pokozky a rozviji

se tzv. syndrom oparené klze. [26]

| kdyzZ se u vétsiny jedincl kolonizovanych S. aureus invazivni infekce nevyvine,
celkovy pocet infikovanych jedincl radi S. aureus mezi predni patogeny zpUsobujici
infekce krevniho recisté. Tyto infekce se vyznacuji vysokou Umrtnosti i pfes spravnou

[é€bu (od 20 % do 50 % v zavislosti na zavaznosti infekce), ¢astymi recidivami (5-10 %)
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a trvalymi nasledky u vice nez jedné tretiny prezivsich. Vyskyt infekci krevniho recisté
Staphylococcus aureus v poslednich letech ve vyspélych zemich stoupd. Zavazné infekce
vyvolané S. aureus jsou také prehlizenym, ale vyznamnym problémem v rozvojovych

zemich. [28]

Obrazek ¢.5: Mikroskopicky prepardt Staphylococcus aureus obarveny dle Grama
Celkové zvétseni: 1000x

Prevzato z https://ebrary.net/67955/health/staphylococcus aureus [30]

e Candida albicans
Candida albicans (C. albicans) spada do fiSe hub a je béznym kolonizatorem
slizni¢nich povrchll ¢lovéka a vyskytuje se u 75 % populace. Zatimco kolonizace touto
kvasinkou obvykle zlstava u zdravych jedincli benigni, imunosuprimovani pacienti jsou
vystaveni zvySenému riziku rozvoje raznych infekci. Na rozdil od povrchovych infekci
jsou systémova kandiddza a kandidové infekce krevniho tecisté Zivot ohroZujici stavy

s umrtnosti az 35 %, i kdyZ je zahdjena adekvatni antimykoticka |écba. [31]

C. albicans mUze tvofit rizné morfotypy véetné kulaté az vejcité formy kvasinek
(bunky kvasinek) a vlaknité hyfové formy (hyfy). Zatimco se pfedpokladd, ze kvasinkové

bunky slouzi jako hlavni morfotyp zodpovédny za distribuci a Sifeni C. albicans,
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hyfy (Obrazek €.6) jsou povazované za formu invazivni a infekéni, ktera je schopna
aktivné pronikat epitelidlnimi burikami, usnadfiovat endocytézu a stabilizovat zralé
biofilmy. Kromé toho je C. albicans schopna provadét tzv. mechanosensing: pfi kontaktu
s biotickym/abiotickym povrchem mohou kvasinkové buriky vyvolat tvorbu zarodeénych
klickt a hyf. Kontakt s lidskou krevni plazmou je dalsim ddlezitym spoustééem prechodu,
ktery podporuje morfologicky posun. Pfechod a souhra mezi kvasinkovymi burikami

a morfotypem hyf jsou dllezZité pro progresi a regulaci infekénich procest. [31]

Prispévek téchto dvou morfotypl k adhezi a tvorbé biofilmu vsak stale neni plné
objasnén. Mnoho studii popisuje kvasinkovou fazi jako hlavni morfotyp zodpovédny
za pocatecni adhezi, nasledovanou tvorbou zarodecnych klickd vazanych na povrchu
a prechodem do hyfalni faze. Jiné studie vSak zdGraznuji vyznam zarodecnych kli¢kd/hyf
pro adhezi C. albicans k endotelidlnim a epitelidlnim burikdm. VSechny tyto studie se
shoduji na tom, Ze hyfalni faze je klicova pro tvorbu biofilmu, zatimco pfispéni rGiznych

morfotypl k pocatecni adhezi je méné jasny. [31]

Obrdzek ¢.6: Hyfa Candida albicans
Snimek ze svételného mikroskopu, metoda fdzového kontrastu
Zvétseni: 1000x

Prevzato z Correia et al., 2019 a upraveno [32]
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6. EXPERIMENTALNI CAST

Tato ¢ast bakalarské prace obsahuje informace o principech pouZitych metod,
detailni popis postupu experimentl a porovnani dat ziskanych na mikrobiologickém
oddéleni Nemocnice Sumperk a.s. Hlavnim cilem je zjistit, zda sonikaéni metoda,
kterd se pti mikrobiologické diagnostice centrdlnich vendznich katetr(i béZné nepouziva,
poskytne stejné vysledky jako rutinni metoda dle Makiho. Dil¢im cilem je provéfit,

jestli sonikacni metoda vykazuje vyssi citlivost nez Maki.

6.1 Metody zamérené na detekci mikroorganismi formujicich

biofilm na extrahovanych centrdlnich vendznich katetrech

V klinické praxi je nejrozsifenéjsim postupem Makiho semikvantitativni metoda.
Tento postup totiz disponuje fadou vyhod. Metoda je pomérné rychld a jednoduchd
na provedeni, kromé sterilni pinzety nevyZaduje poufZiti jinych specidlnich pomUcek
a interpretace vysledkd je relativné snadnd. Vidy je vSak potreba dodrzovat

preanalytickou fazi a pouzivat sterilni ndstroje, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku.

Dalsi metodou, kterou lze pouzit pro detekci biofilmu je sonika¢ni metoda. Ta je
Na druhou stranu, dle nékterych autorl vykazuje vyssi citlivost (aZz o 20 % v porovnani
s Makiho metodou). Pfed provedenim samotné metody je nutné pripravit si znacné
mnozstvi specidlnich pracovnich pomuicek (sterilni pinzety, nlzky, peany a kadinku
¢i zkumavku se sterilnim roztokem, pripadné dalsi pomcky). Navic nékteré laboratore
nemaji k dispozici potfebné pfristrojové vybaveni (ultrazvukova lazen). | zde je dilezité
pouzivat vyhradné sterilni pom(cky a pfi manipulaci s klinickym materidlem dbat

zvysSené opatrnosti. [1]

Pro uvolnéni mikroorganism( z katetru do okolni tekutiny je mozné také pouzit
vortexovani katetru nebo centrifugaci ve sterilnim médiu. Tyto metody ovSsem v praxi
nenasly SirSi uplatnéni. Pro prikaz bakterii na povrchu katetru Ize vyuzit i klasicky prikaz
pomoci svételného mikroskopu, v tomto pfipadé se cely katetr obarvi akridinovou oranzi

nebo se vyuZije Gramovo barveni. Zde je ovsem velké omezeni, timto zpUsobem lze
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detekovat biofilm pouze na katetrech z priihledného materialu, navic je tato metoda

velmi pracna a obtiZznd na vyhodnoceni, proto se bézné nevyuziva. [1]

Pokud ma pacient pfiznaky systémové infekce krve, oSetfujici |ékar obvykle
kromé CVK posle na vysSetreni i krev pacienta odebranou do hemokultivaénich lahvicek
(aerobni a anaerobni). Tyto lahvicky se v laboratofi umistuji do specialnich kultivacnich
pfistroji, které jsou schopné detekovat pritomnost bakterii. Standardné se zde
ponechavaji 5-7 dn(, avSak pokud ma pacient skute¢né sepsi, bakterie jsou detekovany

drive.

6.1.1 Metoda dle Maki

Jednd se o nejpouzivanéjsi postup pro diagnostiku infekci krevniho recisté
sdruzenych se zavedenim CVK. Tuto semikvantitativni metodu zavedl Maki a kol. v roce
1977. Principem Makiho metody je vyjmuti katetru ze zkumavky za pomoci sterilni
pinzety, umisténi na krevni agar a nasledné ,povaleni“ katetru po povrchu. Diky tomu
dochazi k obtisku biofilmu (pokud je na katetru pfitomen) na agar, touto metodou lze
tedy zachytit pouze bakterie osidlujici zevni povrch katetru (extralumindlni osidleni).
Takto pfipravena plotna je kultivovdna v termostatu s fizenou atmosférou s 5%
koncentraci CO; pfi 37°C po dobu 24 hodin (Obrazek ¢.7 — priklad pozitivniho nalezu po
kultivaci). Hodnoti se pocet narostlych kolonii (CFU — colony forming unit). Dle Makiho
je signifikantnim pocétem svédcicim pro infekci krevniho fecisté 15 CFU, nizsi hodnoty

s nejvétsi pravdépodobnosti ukazuji na kolonizaci ¢i kontaminaci katetru. [1, 9]
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Obrazek ¢.7: Pozitivni vysledek kultivace na krevnim agaru zachyceny
Makiho metodou
Extralumindlni kolonizace katetru

Snimek pofizen na mikrobiologickém oddéleni Nemocnice Sumperk a.s.
(Zdroj: Karolina Bugnovad)

Jak je uvedeno vySe, tato metoda slouZi kodhaleni infekce spojené
s extraluminalnim osidlenim katetru. Pro zachyceni mikroorganisma z intraluminalni
Casti katetru se v praxi pouziva jeho kultivace v jatrovém bujénu, kde se bakterie
pomnozi. Ten se nechd kultivovat v termostatu s normalni atmosférou (37°C, 24 hodin).
Potom se cast tekutiny odebere jednorazovou Pasteurovou pipetou a vyockuje se

na krevni agar technikou kfizového roztéru.

6.1.2 Metoda sonikace

Principem této metody je mechanické poruseni mikrobialniho biofilmu, ktery se
vytvofil na povrchu cizorodého materialu, plsobenim ultrazvukovych vin. Jakmile dojde
k poruSeni struktury biofilmu, bakterie se uvolduji do okolni tekutiny a vznika
tzv. sonikat. Samotna sonikace probiha v ultrazvukové Cistiéce neboli ultrazvukové lazni

(Obrazek ¢.8) po dobu péti az deseti minut. [1]
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Obradzek ¢.8: Ultrazvukovad cisticka naplnénd destilovanou vodou
Vzorek s katetrem umistén v plastovém stojanu

Snimek pofizen na mikrobiologickém oddéleni Nemocnice Sumperk a.s.
(Zdroj: Karolina Bugnovd)

Tomuto kroku ovSem predchazi ptiprava vzorku. Cizorody materidl se nejprve
musi umistit do sterilni kadinky pomoci sterilni pinzety ¢i peadnu. Nasledné se do kadinky
nalije sterilni Ringertv roztok a vrchni ¢ast kadinky se utésni pomoci sterilni hlinikové
folie. Vzhledem ktomu, Ze vSe musi probihat za prisné aseptickych podminek,

tato priprava se uskutec¢nuje v laminarnim boxu.

U této metody je kvantita hodnocena podobné jako u Makiho metody, uréujicim
kritériem je tedy opét pocet narostlych kolonii, avsak hrani¢ni hodnota se u obou metod
liSi. Vtomto pfipadé je za signifikantni kolonizaci katetru povaZzovan prikaz vice
nez 100 CFU, nizsi hodnoty jsou pravdépodobné dikazem kontaminace nebo klinicky
nevyznamné kolonizace katetru.
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Timto zplsobem se zpracovavaji predevsim totdlni endoprotézy (TEP)
pfi reimplantacich. Pokud je TEP infikovana, dochazi k uvolnéni implantatu od kosti, tim
i k jeho selhani a musi byt z téla odstranén. Bézné kultivaéni metody nejsou pro tento
typ materidlu dostatecné citlivé a vzhledem velikosti a tvaru jednotlivych komponent

prakticky neproveditelné, z téchto divodl je vyuzivana pravé sonikace.

Na rozdil od TEP (Obrdazek ¢.9) maji katetry tvar, ktery umoziuje vyuzit béZnou
kultivaéni techniku, navic lze jejich délku upravit pomoci sterilnich nGzek tak, aby se
mohly umistit na agar a celd jejich plocha se rolovanim otiskla. Proto se v praxi
pro diagnostiku infekci sdruZenych se zavedenim katetr( rutinné uplatiuje pravé
rychlejsi a jednodussi Makiho metoda, zatimco sonikaéni metoda se pro tyto ucely
pouZivd minimalné. V mikrobiologické laboratofi Nemocnice Sumperk a.s. se sonikace

vyuzivda pouze pfi zpracovani TEP a intrauterinnich télisek, ale nikoliv u CVK.

Obrazek ¢.9: Komponenty totdlni endoprotézy

Snimek pofizen na mikrobiologickém oddéleni Nemocnice Sumperk a.s.
(Zdroj: Karolina Bugnovd)
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6.1.3 Identifikace mikroorganisml pomoci instrumentace MALDI-TOF MS

Instrumentace MALDI-TOF MS (Matrix—Assisted Laser Desorption/lonization
Time of Flight Mass Spectrometry, hmotnostni spektrometr s laserovou
desorpci/ionizaci za pfitomnosti matrice s detekci hmotnosti priletovym analyzatorem)
je jeden znejpouzivanéjSich a nejrychlejsich pfistroji pro identifikaci mikrobt

ve zdravotnictvi. [33]

Tento pfistroj se skldda z nékolika zdkladnich ¢asti: laseru, priletové komory
a detektoru. Nejprve laserovy paprsek dopada na desti¢ku, na kterou je aplikovan vzorek
s matrici. Matrice zprostfedkuje prfeménu energie laseru na ionizacni impuls,
ktery zplsobi ionizaci molekul analytu. Pomoci napéti jsou ionty urychleny a je mérena
doba jejich letu komorou. Cim jsou dané ionty mensi a jejich ndboj vétsi, tim je jejich
rychlost vyssi. Detektor jednotlivé ionty zachyti a prevede na elektricky signdl.
V zavislosti na dobé letu je vypolten pomér hmotnosti a ndboje. Vystupem je
hmotnostni spektrum vzorku, které se porovnava s knihovnou spekter jednotlivych

kmen( mikroorganismu. [33]

6.2 Metodika vyzkumu

Vyzkum probihal v mikrobiologické laboratofi Nemocnice Sumperk a.s.,
dle standardniho operacniho postupu jsou zde vSechny CVK zpracovany metodou Maki
a naslednou kultivaci katetru v jatrovém bujonu. Tento zplsob umoznuje detekovat
mikroorganismy osidlujici jak vnéjsi, tak i vnitfni povrch katetru. Interpretace nalezu je
pomérné jednoducha. Pokud je Makiho metodou zachycen néjaky mikroorganismus
a kultivace v jatrovém bujénu odhali pritomnost stejného kmene, jednd se patrné
o extralumindlni osidleni katetru. V pripadé, Ze je mikrob detekovan pouze v jatrovém
bujonu a Makiho metodou se zadny mikroorganismus neprokaze, je pravdépodobné,
Ze katetr byl kolonizovan intraluminalné (pfipadné extraluminalné, ale v tak malém

mnozstvi, které nebylo mozné Makiho metodou zachytit).

U sonika¢ni metody nelze odlisit extralumindlni a intralumindlni osidleni povrchu
katetru mikroorganismy, protoze ultrazvukové viny vyvolaji uvolnéni adherovanych
bakterii z celé plochy CVK. Tato nevyhoda neni pro identifikaci plvodce infekce tak

zasadni, dllezité je predevsim zjiSténi pritomnosti mikroba a jeho kvantita. | vtomto
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pfipadé se po samotné sonikaci vyuziva naslednd kultivace v jatrovém bujénu,

ktera zajisti pomnoZeni a tim i detekci velmi malého poctu bakterii z plvodniho vzorku.

6.2.1 Pouzity material

Pristroje a pomucky:

Laminarni box MSC ADVANTAGE (ThermoFisher Scientific, USA)

Ultrazvukova ¢isticka DK-360 HT (ULTRAZVUK, s.r.o., CR)

MALDI-TOF (Bruker Corporation, USA)

VORTEX V-1 plus (SIA Biosan, Litva)

Termostat s fizenou atmosférou Thermo Elektron (5% CO,), teplota 36+1°C
(ThermoFisher Scientific, USA)

Termostat bez  fizené  atmosféry  Heratherm, teplota 36+1°C
(ThermoFisher Scientific, USA)

BunsenUyv plynovy kahan (Karl Hecht GmbH & Co KG, Némecko)

Laboratorni klicky kovové (Biotool Service GmbH, Svycarsko)

Jednorazové sterilni plastové 10ul klicky (Heathrow Scientific LLC, USA)
Jednorazové sterilni Pasteurovy pipety (Heathrow Scientific LLC, USA)

Sterilni pinzety (WITTEX GmbH, Némecko)

Sterilni nGzky (WITTEX GmbH, Némecko)

Stojanky na zkumavky (ThermoFisher Scientific, USA)

Reagencie a kultivacni média:

Fyziologicky roztok 5ml (VIAMAR International, s.r.o., CR)
Jatrovy bujén 5ml (VIAMAR International, s.r.o., CR)
Krevni agar Columbia (VIAMAR International, s.r.o., CR)
MacConkey agar (VIAMAR International, s.r.o., CR)

Antibiotické disky (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA)
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6.2.2 Postup zpracovani centralnich vendznich katetra

Zjednotlivych  lGzkovych  oddéleni Nemocnice Sumperk a.s. byly
do mikrobiologické laboratofe dodavany vzorky CVK. Laboratof poZaduje zaslani tohoto
typu matridlu ve sterilni suché zkumavce bez transportniho média. Po zapisu Zadanky
do laboratorniho informacniho sytému a oznaceni vzorku origindlnim Stitkem se
zakladnimi udaji pacienta a specifickym ¢arovym kédem, byl klinicky material poslan
ke zpracovani do pfrislusného Useku laboratore. VSechny katetry byly okamzité
zpracovany Vv laminarnim boxu, aby se predeSlo kontaminaci a znehodnoceni

vysSetifovaného vzorku.

Obrazek ¢.10: Pomiicky pro pfipravu vzorku na sonikaci
Fyziologicky roztok, jatrovy bujon, krevni agar, MacConkey agar, jednordzové pipety,
sterilni pinzety a stojdnek

Snimek pofizen na mikrobiologickém oddéleni Nemocnice Sumperk a.s.
(Zdroj: Karolina Bugnovd)
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Prvnim krokem byla pfiprava vSech potifebnych pomicek (Obrazek €.10), véetné
zivnych pUd a napusténi ultrazvukové lazné destilovanou vodou. CVK byl vyjmut sterilni
pinzetou ze zkumavky a pomoci sterilnich ndzek rozdélen na dvé casti (Obrazek ¢.11).
Distalni konec katetru byl zpracovan standardné Makiho metodou. Katetr byl 5x povalen
na krevnim agaru (Obrdazek ¢.12) tak, aby se obsahla co nejvétsi plocha a poté byl vloZzen
do jatrového bujénu k pomnoZeni adherovanych mikroorganism@. Krevni agar byl
ulozen do termostatu s fizenou atmosférou s5% koncentraci CO, a kultivovan
pfi teploté 36+1°C, jatrovy bujon do termostatu s normalni atmosférou (36+1°C).
Po 24hodinové kultivaci bujonu z néj byla odebrana ¢ast tekutiny, ktera byla vyockovéna
na krevni a MacConkey agar. Ockovani pud probihalo nasledovné: nejprve byla pouzita
jednorazova, sterilni 10ul klicka, kterou se vytvofilo inokulum a nasledné se proved|
krizovy roztér pomoci vyzihanych bakteriologickych klicek, na krevni agar se pres prvni
kfizeni a tzv. hadek nanesla stafylokokova ¢ara, nasledné se na stafylokokovou caru a
soucasné do mista prvniho kfiZzeni umistil antibioticky disk bacitracinu. Takto pfipravené
pady se nechaly kultivovat do druhého dne vtermostatu s 5% koncentraci CO;

pfiteploté 36+1°C.

v

Obrdzek ¢.11: RozstfiZzeni katetru na dvé cdsti

Snimek pofizen na mikrobiologickém oddéleni Nemocnice Sumperk a.s.
(Zdroj: Karolina Bugnovad)
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Obrdzek ¢.12: Makiho metoda (rolovdni katetru po agaru)

Snimek pofizen na mikrobiologickém oddéleni Nemocnice Sumperk a.s.
(Zdroj: Karolina Bugnovad)

Zbyla ¢ast katetru byla pouzita pro zpracovani metodou sonikace. Pro sonikaci
byl z ekonomickych dlvodld pouZit misto Ringerova roztoku roztok fyziologicky.
Pfed vlozenim CVK do sterilniho fyziologického roztoku byl jeho objem upraven podle
délky vySetfovaného katetru. Jednorazovou sterilni Pasteurovou pipetou byla ¢ast
roztoku odebrana tak, aby byl vloZeny katetr zcela ponorfen a zaroven aby hladina
ultrazvukové lazné nepresahovala hladinu fyziologického roztoku. Na dno zkumavky
s fyziologickym roztokem byl za pomoci sterilni pinzety vloZzen katetr (Obrazek ¢.13).
Celd zkumavka byla nasledné umisténa do plastového stojanu, ktery se vlozil
do ultrazvukové lazné napusténé destilovanou vodou. Ultrazvukové viny pusobily

na vzorek po dobu 5 minut.
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Obradzek ¢.13: VloZeni katetru do zkumavky s fyziologickym roztokem

Snimek pofizen na mikrobiologickém oddéleni Nemocnice Sumperk a.s.
(Zdroj: Karolina Bugnovad)

Po dokonceni sonikace byl stojan i se vzorkem vyjmut a ultrazvukova lazen byla
vypusténa. Ze sonikatu se jednorazovou sterilni bakteriologickou klickou odebralo
10ul tekutiny, ktera se aplikovala na krevni a nasledné i na MacConkey agar
(Obrazek ¢.14). K rozockovani byla opét vyuzita technika kfizového roztéru a na krevni
agar nanesena stafylokokova ¢dra s diskem bacitracinu. Pomoci jednoradzové sterilni
pipety se odebral 1ml sonikatu, ktery se aplikoval do jatrového bujonu. MacConkey agar
s jatrovym bujénem byl umistén do termostatu s normalni atmosférou (36+£1°C) a krevni
agar do termostatu s 5% koncentraci CO; (36+1°C). Kultivace probihala 24 hodin, po této

dobé byl jatrovy bujén dale zpracovan stejné jako u Makiho metody (Obrazek €.15).
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Obradzek ¢.14: Ockovdni sonikdtu na Zivné pudy

Snimek pofizen na mikrobiologickém oddéleni Nemocnice Sumperk a.s.
(Zdroj: Karolina Bugnovad)

Obrazek ¢.15: Pozitivni ndlez ziskany kultivaci po vyockovadni jatrového bujonu,
ve kterém byl kultivovdn sonikat

Snimek pofizen na mikrobiologickém oddéleni Nemocnice Sumperk a.s.
(Zdroj: Karolina Bugnovad)
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7. VYSLEDKY A POROVNANi NALEzZU ZiSKANYCH
MAKIHO METODOU A SONIKACNIi METODOU

Na mikrobiologickém oddéleni Nemocnice Sumperk a.s. bylo za obdobi
od 25.8. 2021 do 21.2. 2022 zpracovano 11 centralnich vendznich katetri metodou Maki
a sonikace. Vysledky byly porovnany pouze z hlediska kvality nikoliv kvantity. Vzhledem
k postupu experimentu, ve kterém se musela zachovat metodika zpracovani CVK dle

Makiho, nebylo mozné ziskana data srovnat kvantitativné.

Pacienti, kterym byl CVK zaveden, jsou hospitalizovani na rtznych lGZkovych
oddélenich Nemocnice Sumperk a.s., nejéastéji se jedna o resuscitacéni a chirurgické
oddéleni a jednotky intenzivni péce. ZniZe uvedené tabulky ¢.1 je zfejmé,
Ze katetrizovanymi pacienty jsou vdrtivé vétSiné lidé vysSiho véku (>60 let).
PfestoZe jsou uvedené diagndzy pomérné pestré, ve vétsiné pripadl se jedna o zavainy
zdravotni stav pacienta, ktery nesporné vyzZaduje zavedeni CVK z dlvodu rychlého
Zilniho pristupu. Prevaina c¢dast pacientl sindikovanou katetrizaci je v nemocnici
hospitalizovdana z ddvodu kardiovaskuldrnich onemocnéni, respiracniho selhavani

nebo jde o pacienty s chronickou chorobou (¢asto onkologicti pacienti).
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Tabulka ¢.1: Prehled katetrizovanych pacientu z jednotlivych lGZkovych oddéleni
Nemocnice Sumperk a.s. z hlediska véku a diagnézy

Cislo Oznaceni vék
Oddéleni Diagndza
pacienta vzorku pacienta
Chronicka ischemicka
1 CMA/91 - Resuscitacni oddéleni
choroba srdecni

2 CMA/92 44 Chirurgie Urazové subduralni krvaceni

Srdecni zastava s Uspésnou
3 CMA/93 72 Resuscitacni oddéleni

resuscitaci
Zhoubny novotvar
4 CMA/97 82 Chirurgie
predstojné zlazy
Dlouhodoba intenzivni
5 CMA/104 56 Jiné uréené poruchy mozku
oSetfovatelska péce

6 CMA/106 63 Resuscitaéni oddéleni Bezvédomi (kéma)
7 CMA/108 88 Interna Pneumonie
8 CMA/109 63 Naslednd intenzivni péce Akutni respiracni selhani
9 CMA/5 66 Resuscitac¢ni oddéleni Jina virova pneumonie
10 CMA/6 71 Naslednad intenzivni péce Akutni respiracni selhani

Zhoubny novotvar —horni
11 CMA/21 80 Chirurgie

zevni kvadrant prsu

Nasledujici tabulka ¢.2 poskytuje prehledné popsané nalezy u jednotlivych
pacientld, ve sloupcich jsou uvedeny metody, které byly vyuzity pro detekci
mikroorganismd formuijicich biofilm na centralnich vendznich katetrech. Kazdy radek

reprezentuje jednoho konkrétniho pacienta.
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Tabulka ¢.2: Prehled ziskanych vysledki kultivace biofilm formujicich mikroorganismi
osidlujici centrdlni vendzni katetry. Hodnoceni bylo provedeno Makiho a sonikacni
metodou, na mikrobiologickém oddéleni Nemocnice Sumperk a.s.

Cislo Oznaceni Maki Maki Sonikace Sonikace
pacienta vzorku primokultivace pomnozZeni primokultivace pomnozZeni
1 CMA/91 Bez nalezu Bez ndlezu Bez nalezu Bez nalezu
2 CMA/92 Bez nalezu Bez ndlezu Bez nalezu Bez nalezu
Pseudomonas Klebsiella Pseudomonas Klebsiella
3 CMA/93
aeruginosa pneumoniae aeruginosa pneumoniae
Staphylococcus = Staphylococcus Staphylococcus = Staphylococcus
hominis, hominis, hominis, hominis,
4 CMA/97
Staphylococcus = Staphylococcus Staphylococcus = Staphylococcus
epidermidis epidermidis epidermidis epidermidis
Staphylococcus = Staphylococcus = Staphylococcus @ Staphylococcus
5 CMA/104
epidermidis epidermidis epidermidis epidermidis
6 CMA/106 Bez nalezu Bez nalezu Bez nalezu Bez nalezu
7 CMA/108 Bez nalezu Bez nalezu Bez nalezu Bez nalezu
Lactobacillus Lactobacillus
8 CMA/109 Bez nélezu Bez nélezu
paracasei paracasei
Staphylococcus = Staphylococcus
9 CMA/5 Bez nélezu Bez nalezu
haemolyticus haemolyticus
10 CMA/6 Bez nalezu Bez nalezu Bez nalezu Bez nalezu
11 CMA/21 Bez nalezu Bez nalezu Bez nalezu Bez nalezu

Z celkového poctu 11 vzorkd bylo 6 vzorkd vyhodnoceno, a to jak metodou Maki,
tak sonika¢ni metodou, jako negativni (pocet narostlych kolonii < 15 CFU), viz. graf ¢.1.
U vzorku pacienta €.8 byl zaznamendan negativni vysledek a to jak po primokultivaci
sonikac¢ni, tak i Makiho metodou. Avsak kultivace v pomnoZovacich jatrovych bujénech
odhalila pfitomnost Lactobacillus paracasei, z c¢ehoz lze usoudit, Ze se pravdépodobné
jednalo o intralumindlni kolonizaci katetru. V ptipadé vzorku ziskaného od pacienta ¢.3
byl primokultivaci zjistén vyskyt bakterie Pseudomonas aeruginosa, zatimco
po pomnozZeni v jatrovém bujonu byla nalezena Klebsiella pneumoniae, coz svédci

o skutecnosti, Ze se extraluminalni osidleni od intraluminalniho lisi. U vzork( ziskanych
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od pacientll ¢.4 a ¢.5 byly ndlezy pozitivni a shodovaly se u obou kultivac¢nich postupl
(primokultivace na krevnim a MacConkey agaru, pomnozeni v jatrovém bujénu), z ¢ehoz

vyplyva, Ze dany mikroorganismus kolonizuje jak vnitfni, tak vnéjsi povrch katetru.

Graf ¢.1: Procentudlini zastoupeni pozitivnich a negativnich ndlezi z 11 zkoumanych
vzork( centrdlnich vendznich katetru, zpracovanych na mikrobiologickém oddéleni
Nemocnice Sumperk a.s.

MW negativni M pozitivni

Pti kvalitativnim srovnani nalez ziskanych Makiho a sonika¢ni metodou, byla
zjisténa shoda u 10 zkoumanych vzorkU (graf €.2). Pouze u pacienta ¢.9 byl sonika¢ni
metodou zaznamendm negativni vysledek. Nicméné, u tohoto vzorku byla Makiho
metodou odhalena ptfitomnost bakterie Staphylococcus haemolyticus. Tato diskrepance
byla nejspiSe zplsobena delsi ¢asovou prodlevou mezi dodanim vzorku do laboratore
a jeho zpracovanim metodou sonikace, zatimco Makiho metoda byla provedena ihned
po dodani vzorku. V jednom pfipadé (pacient ¢.4) byl dokonce detekovan polydruhovy
biofilm, tvoreny bakteriemi Staphylococcus hominis a Staphylococcus epidermidis.
Z 5 pozitivnich nalezl byly 3 reprezentovany zastupci koaguldza-negativnich stafylokok
(S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis). Porovnani jednotlivych druhl nalezG mezi
Makiho metodou a sonikaci znazornuje graf ¢.3. Ve vSech pozitivnich pripadech byly
zachyceny mikroorganismy spadajici pouze do kategorie bakterii. Naopak, ani v jednom
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pfipadé nebyl zachycen Staphylococcus aureus nebo Candida spp., ktefi jsou jedni

z nejobdavanéjsich pavodcu infekci krevniho recisté sdruzenych se zavedenim CVK.

Graf ¢.2: Mira shody u zkoumanych vzorku ziskanych metodou Maki a sonikacni
metodou z centrdinich vendznich katetri. Setfeni bylo provedeno na mikrobiologickém
oddéleni Nemocnice Sumperk a.s.

9%

M Stejny nalez M Jiny ndlez
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Graf ¢.3: Kvalitativni srovndni ndlez( u centrdlnich vendznich katetrd, ziskanych Makiho
metodou a sonikaci na mikrobiologickém oddéleni Nemocnice Sumperk a.s.
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8. DISKUSE

Cilem této bakalarské prace je poskytnout zakladni informace o problematice
infekci cévniho fecisté asociovanych se zavedenim centralniho vendzniho katetru
a plvodcl téchto onemocnéni, jimiz jsou mikroorganismy schopné tvofit biofilm.
Hlavnim zamérem této prace bylo paralelni provedeni Makiho metody a sonikace
u vySetifovanych vzorkd a kvalitativni porovnani ziskanych dat. Ndsledna identifikace
izolovanych mikrobidlnich kultur byla provedena pomoci hmotnostniho spektrometru

MALDI-TOF.

Hlavnim cilem bylo zjistit, zda sonikacni metoda, kterd se primarné pouziva
pro Setfeni mikrobialniho zatizeni TEP, poskytuje stejné vysledky, jako rutinné pouzivana
Makiho metoda, a zda by tedy bylo teoreticky mozné Makiho metodu vyuZivanou
pro analyzu CVK nahradit metodou sonikace. Jedna z pracovnich hypotéz byla
postavena na tom, Ze pomoci sonikac¢ni metody, kterd pro rozruseni biofilmu vyuziva
ultrazvukovych vin, by se mohlo dosahnout zachytu i jinych mikroorganismu, které by se
konvencni Makiho metodou nemusely odhalit. Za timto ucelem bylo analyzovano
11 vzork( katetrd, které byly transportovany do laboratofe zriznych |Gzkovych

oddéleni Nemocnice Sumperk a.s.

Z vysledk(l analyzy vyplyvd, Ze data ziskana prostfednictvim sonikace v 91 %
pfipadl koreluji sdaty ziskanymi Makiho metodou. Pouze vjednom pftipadé
(coz odpovida 9 %) se nalez u obou metod lisil, coz bylo s nejvétsi pravdépodobnosti
zpusobeno delsi ¢asovou prodlevou mezi prijetim vzorku laboratofi a jeho zpracovanim
sonikaéni metodou (Makiho metoda vsak byla provedena okamzité). Na zakladé
ziskanych vysledk( Ize usoudit, Ze sonika¢ni metodu by bylo mozné pouzit jako
alternativu k Makiho metodé. Dale bylo zjisténo, Ze sonikaci nebyl ani v jednom pfipadé
detekovan mikroorganismus, jehoz pfitomnost by Makiho metoda neodhalila. Timto
vyzkumem se tedy nepodafilo prokdzat, Ze by sonikace v porovnani s Makiho metodou
vykazovala vyssi citlivost. Pro obecnéjsi zavéry by bylo nutné zanalyzovat vétsi pocet

pozitivnich vzorkU, ale z divodu velké vytiZzenosti laboratore to nebylo mozné.

V pfipadé negativnich ndlez(i ziskanych Makiho metodou byla zaznamenana

100% shoda s vysledky ziskanymi sonikaci. Coz svéd¢i o tom, Ze byla dodrzena spravna
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laboratorni praxe a ani v jednom z téchto pfipadl nedoslo ke kontaminaci vzorku béhem

jeho zpracovani.

Vysledky ziskané timto vyzkumem koreluji se zavéry nékterych novéjsich studii
zabyvajicich se problematikou infekci sdruzenych se zavedenim katetr(. Napfiklad
v americké studii (Erb et al., 2014) porovnavajici sonikacni a Makiho metodu
v souvislosti s diagnostikou infekci asociovanych se zavedenim CVK nebyl potvrzen profit
sonikace oproti rolovaci Makiho metodé. Autofi této studie poukazuji
na predpokladanou vyssi citlivost sonikaéni metody, tato metoda umoznuje zachytit
bakterie kolonizujici intraluminalni povrch katetru, které Makiho metodou odhalit nelze.
Zajimavé je, ze oba tyto postupy jsou v USA pro diagnostiku infekci sdruzenych se
zavedenim katetru schvaleny Centrem pro kontrolu a prevenci nemoci (CDC, Centers
for Disease Control and Prevention) a Spolec¢nosti pro infekéni nemoci Ameriky (IDSA,

Infectious Diseases Society of America). [34]

Dal$im prikladem je studie tymu nizozemskych védcu, ktery srovndval sonikaci
ametodu dle Maki u dlouhodobé zavedenych tunelizovanych katetrQ
(Slobbe et al., 2009), pricemz dosel k podobnému zavéru. Vyzkum byl proveden
na vzorcich katetrll od hematoonkologickych pacientl prevainé s diagnostikovanou
akutni myeloidni leukémii nebo myelodysplastickym syndromem. Vysledky ziskané
obéma metodami byly v prevainé vétsiné shodné, ale vyssi citlivost sonikaéni metody

opét prokazana nebyla. [35]

Oba vyse uvedené védecké tymy zvolily ptistup randomizované studie, kdy asi
jednu polovinu vzorkd zpracovaly nejprve Makiho metodou a ndsledné sonikaci, u druhé
poloviny vzorkd bylo poradi metod opacné. Timto zplUsobem bylo docileno rovnych
podminek pro hodnoceni obou metodickych pristupl. Obé studie odhalily, Ze metoda,

ktera byla provedena jako prvni, méla ve srovnani s druhou metodou vyssi citlivost.

K zajimavému zjisténi dospéla vyzkumna skupina Spanélskych védcl
(Guembe et al., 2016), ktera zkoumala pfinos sonikaéni metody u vzorku
vicelumenovych katetrd. Vtomto vyzkumu byla nejdfive provedena Makiho rolovaci
metoda a nasledné sonikace. Ziskand data nepotvrdila vyssi pfinos sonikacni metody

v ramci celé sledované skupiny pacientd, avsak v pfipadé pacientd s diagnostikovanou
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infekci krevného recisté bylo prokazano, ze je sonikacni metoda témér o 30 % citlivé;si
nez Maki. Dle nazor(i autord se tyto metody vzajemné dopliuji a sonikaci doporucuji
pouze u pacientd s potvrzenou bakteriemii neznamého plvodu a soucasné s negativnim

kultivacnim ndlezem u Makiho metody. [36]
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9. ZAVER

Tato bakaldrska prace je zaméfena na problematiku mikrobidlnich biofilm0
osidlujicich centralni vendzni katetry a s tim souvisejicich infekci krevniho recisté. Cilem
bylo porovnani dvou metodickych pfistupl pro zjisténi pfitomnych mikroorganismu
na povrchu CVK. Rutinné pouzivana Makiho metoda byla srovnana se sonikaéni
metodou, kterd se standardné pro diagnostiku infekci CVK nepouziva. Ziskana data byla

hodnocena kvalitativné a identifikace nalezi se provadéla hmotnostnim spektrometrem

MALDI-TOF.

Z celkového poctu 11 vzork( se u 91 % z nich prokazal stejny vysledek v obou
pouzitych metoddach. Pouze v jednom pftipadé (9 %) shoda prokdzana nebyla. U péti
pozitivnich vzorkd CVK byl zjiStén vyskyt totoZznych kmen( bakterii. Jako nejéastéjsi
plGvodci byly identifikovdni koaguldza-negativni stafylokoky, dalSimi zjisténymi kmeny
byly Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae a Lactobacillus paracasei.
Ani v jednom pfipadé nebyl sonikac¢ni metodou identifikovan mikroorganismus, ktery by

nezachytila i Makiho metoda.

Vyssi citlivost sonikacni metody pfi srovnani s Makiho metodou vyuzZivanou
pro analyzu vzork(li CVK nebyla prokdzana. Dle ziskanych vysledkd, které byly v drtivé

vétsiné pripadd shodné, by vsak sonikace mohla konkurovat rutinni Makiho metodé.
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10. POUZITE ZKRATKY

CDC

CFU

CoNS

CVK

EPS

IDSA

MALDI-TOF

MRSA

Qs

TEP

Centers for Disease Control and Prevention, Centrum pro kontrolu

a prevenci nemoci

colony forming unit, kolonie tvofici jednotky

coagulase-negative staphylococci, koagulaza-negativni stafylokoci
centraini vendzni katetr/y

extraceluldrni polymerni matrice

Infectious Diseases Society of America, Spolecnost pro infekéni

nemoci Ameriky

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight,
laserova desorpce/ionizace za pomoci matrice s vyuZitim

analyzatoru doby letu
meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus

quorum sensing, mechanismus mezibunééné komunikace mezi

mikroorganismy

totalni endoprotéza/y
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