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SEZNAM ZKRATEK

CRI (catheter related infection) — infekce souvisejici s katetrem

CRB (catheter related bacteriemia) — bakteriémie souvisejici s katétrem

CFU (colony forming unit) — kolonie tvofici jednotka

TTD (time to detection) ~ detekéni ¢as

SIRS (systemic inflammatory response syndrome) - syndrom systémové
zanétlivé odpovédi

MODS (multiple organ dysfunction syndrome) — syndrom multiorganové
dysfunkce

MOF {multiorgan failure) — syndrom multiorganového selhani

JIP — jednotka intenzivni pece

IL — interleukin

TNF — tumor nekrotizujici faktor

CRP - C-reaktivni protein

PCT - prokalcitonin

AOLC - acridin orange cytospin test

MRSA - meticilin rezistentni Staphylococcus aureus
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1. UVOD

Sepse se stala nejCastéjSi a nejzavaznéjsi komplikaci v traumatologii
a chirurgii. Jeji progrese do septickeého Soku &i multiorganového selhani je
zdaleka nejcastéjSi pfi¢inou Omrti na nekoronarnich jednotkach intenzivni
péce. Piedstihla jiz i mortalitu na infarkt myokardu. V poslednim pulstoleti
chirurgoveé rozpoznali, Zze mimo jiZ davno znamou nutnost odstranéni zdroje
infekce musi lé¢ba zahrnovat i podavani antibiotik a organovou podporu.
Vzdor velkym pokrokim v mediciné se stale mortalita pfi sepsi s jednim
selhavajicim organem pohybuje mezi 20-30%, u dvou selhavajicich organu
dosahuje 30-40% a pii 3 selhavajicich organech jiz pfesahuje 50% (Svoboda
et al., 2004).

Incidence sepse se v poslednich letech stale zvySuje. Dokonce se da
fici, Ze vSeobecné pokroky v mediciné zvy3uji éetnost septickych stavl. Stale
castéjdi pouzivani implantati, provadéni invazivnich procedur, agresivni
chemoterapie u nadorovych onemocnéni a imunosupresivni Iécba
po transplantacich i v jinych indikacich zvy$uji riziko vzniku virulentnich infekci
a sepse. Nezanedbatelny je i zvySujici se podil starych lidi v populaci, u nichz
je v pripadé zavaZného drazu &i operace riziko vzniku sepse vysoke.

Centraini Zilni pfistup je naprosto nevyhnutelnou soudasti moderni
mediciny a nemuze byt ni¢im nahrazen. Na druhé strané, infekce souvisejici
s katetrem (CRI — catheter related infection) jsou velmi ¢astou nozokomialni
infekci a jsou vyznamnou pii¢inou nemocnosti, Umrtnosti i zvySenych
ekonomickych nakladi. Ze v8ech cévnich pfistupu je z hlediska infekce
zdaleka nejvyznamnéjsi centralni Zilni katétr, podstatné méné vyznamné jsou
periferni zilni pfistupy a arterialni pfistupy. Vyskyt bakteriemie zapfi¢inéné
katétrem se pohybuje mezi 3-14 pacienty na 1000 dni pouZiti katétru a infekce
vznikne u 5-10% zavedenych katétri (Svoboda et al., 2004). Prokazané
infekce v8ak patrné tvofi jen povéstnou 3$picku ledovce a dokonce se
predpoklada, ze vétdina sepsi mize mit vztah k zavedenému katétru.

Cilem teto prace bylo charakterizovat vztah detekéniho ¢asu (TTD-time
to detection) a mnozstvi infek&niho agens (CFU-colony forming units)

u patogenl nejCastéji se vyskytujicich jako plvodci katétrové sepse a posoudit



moznosti  vyuziti automatickych hemokultivaénich  systému  Bactec
a BacT/Alert pro kvantitativni stanoveni mikroorganismi nachazejicich se

na povrchu cévnich katétri.

2. TEORETICKA CAST

2.1. HISTORIE

V dnesni dobé spojujeme slovo sepse automaticky s mikroby. Vubec si
v8ak pfitom neuvédomujeme, Ze toto slovo pfedchazi o dvé a pul tisicileti
zacatkim porozuméni mikrobidlnimu pavodu infekénich nemoci. Samotné
slovo sepse pochazi z feckého ,sepsios”, coZ Ize prelozit jako shnily, prohnily
a znamena rozklad — fenomeén, ktery lidé kdysi povaZovali za mysticky
a nevyhnutelny pfirodni proces.

Nejstarsi znamky lé¢by septickych stavll jsou z doby 6000 az 4000 let
pfed nasim letopoétem, kdy byly zaZiva provadény trepanobiopsie lebky.
Z nékterych kosternich pozustatku ize predpokladat, Zze divodem byl zanét
mozkovych blan. Infekéni onemocnéni byla nejvétsi metlou historie lidstva az
do 20. stoleti.

Pojem antisepticky pouZil poprvé hlavni chirurg britské armady John
Pringle vroce 1752. Zavedenim antiseptickeho postupu - umyvani rukou
chlorovym vapnem - do praxe Ignac Semmelweis takika o 100 let pozdéji
vyrazné sniZil vyskyt hore¢ky omladnic u svych pacientek ve Vidni. Louis
Pasteur popsal v roce 1879, Ze zdrojem horecky omladnic je streptokokova
infekce. V letech 1870-1900 byla objevena vétSina bakterialnich puvodcu
onemocnéni, za fadou ztéchto objevh stoji mikrobiolog Robert Koch.
Asepticka chirurgie se datuje od roku 1885, kdy Bergmann a Schimmelbusch
zacali pouzivat autoklav, v roce 1891 zavedl W. Halstead gumové chirurgické
rukavice. Asepticky system se pak dlouho zasadnéji nezménil az do objevu
laminarniho proudéni na chirurgickych salech sirem Johnem Charleyem.



2.2. DEFINICE SEPSE A DALSICH POJMU

Vzhledem ktomu, Ze pro rizné stavy souvisejici se sepsi byla
pouZivana zejména v anglosaské literatufe a pfevzata do jinych feéi véetné
odborné ¢estiny fada nazvl, které mély mnohdy vyjadfovat totéz (napf. sepse,
bakteriémie, septikémie, septicky syndrom), navrhla konsensualni konference
intenzivistl a plicnich specialistu v Chicagu v roce 2001 nové definice a novou
koncepci pro rlizna stadia rozvoje sepse. PrestoZe se o definicich stale kriticky
diskutuje, je mozné konstatovat, Ze bez nich neni v sou¢asné dobé mozné
publikovat Zadnou vyznamnéjdi studii. SIRS, sepse, téZka sepse
a MODS (MOF) reprezentuji rizna stadia jednoho patologického procesu. Ten
zacina infekci, ktera mize v pfipadé, Ze se s ni organismus nevyrovna, vést
k systémové odpovedi — sepsi, jeZ mize dale progredovat do tézké sepse,
septického Soku, organovych selhani a pfipadné skongit az smrti.

2.2.1. SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome)

SIRS je uniformni syndrom systémové zanétlivé odpovédi organismu
na ruzné noxy. Ty mohou mit puvod zevni, kam patfi faktory fyzikalni
(mechanické, tepelné, radiaéni), chemické (toxiny organického
a anorganického pavodu), &i biologicke (bakterie, viry, houby, plisné) nebo
vnitini (tkafiové nekrézy, trombézy apod.). PrestoZze znamky zanétu jsou
popsany jiZz vice nez 2000 let, stale chybi pifesna definice zanétu. Didakticky
se uvadi, Ze zanét je zakladnim ustalenym typem reakce vysSich organismu,
kterou se pfizpusobuji poruse rovnovahy, vyvolanou zasahem ruznych
skodlivin. | kdyZ pozdé&ji u mnoha z t&chto stavi dojde k infekci, je nutné si
uvédomit, Ze SIRS je zanétliva reakce bez prokazatelné pfitomnosti infekce
v normalné sterilni tkani hostitele. Zanétliva reakce ke svému vzniku
a prubéhu infekci nepotfebuje. Pokud infekce prekona obranné bariéry
organismu a je jiz prokazatelné pfitomna, pojem SIRS se jiZ pouZit neda a
jedna se pak o nékteré stadium sepse. Kdiagnostice SIRS je nutna
pfitomnost alespoi dvou z nasledujicich piiznakl (A-D). Tyto zmény musi byt
akutni zménou stavu a nesmi byt projevem jiného onemocnéni, které je
znamou pri¢inou téchto odchylek:

A. Teplota nad 38°C nebo pod 36°C
B. Tachykardie



C. Tachypnoe
D. Abnormalni pocet bilych krvinek

Definice SIRS patfi k nej¢astéji kritizovanym, protoZe jeho kritéria jsou
podle vetdiny expert pfili mirna a spini je prakticky kazdy pacient sledovany
na JIP &i ARO. Mnozi autofii se v8ak domnivaji, Ze zakladni princip je spravny
a zpfisnéni by bylo mozné dosahnout jednoduse nutnosti pfitomnosti tfi (misto

dosavadnich dvou) ze &tyf kritérii pro diagnézu SIRS (Cerny et al., 2002).

2.2.2. Sepse

Sepse je definovana jako specificky typ SIRS (tedy jsou spinéna dvé &i
vice vySe zminénych kriterii SIRS), pfi kterem je prokazana invaze
patogennich nebo potencidlné patogennich mikroorganismi v normalné
sterilni tkani, tekutiné nebo télesné dutiné hostitele. O sepsi se nejedna, pokud

ma pacient znamky infekce, ale nesplinuje kritéria SIRS.

2.2.3. Tézka sepse

Tézkad sepse je definovana jako sepse s organovou dysfunkci
a znamkami hypoperfuze nebo sekundarni hypotenze. Podle mnoha autoru je
pro diagndézu téZké sepse potiebna dysfunkce dvou a vice organu, podle
jinych staéi dysfunkce jednoho organu.

2.2.3.1. Septicky Sok

Septicky 8ok je povazovan za soudast téZké sepse a vznika jeji dalsi
progresi. Je definovan jako tézka hypotenze, hypoperfuze a organova
dysfunkce.

2.2.4. Syndrom multiorganové dysfunkce (MODS-Multiple Organ
Dysfunction Syndrome)

Dysfunkci dnes hodnotime jako stav, pfi kterém cinnost organu nebo
organového systému neni schopna zajistit homeostazu bez terapeutické
intervence. Dal$im rozvojem téZké sepse muze dojit k organové dysfunkci az
selhani, které mize postihnout kterykoliv nebo vSechny organové systémy.
Typickym pfikladem je selhani ledvin, jater, stresovy vied.
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2.2.5. Syndrom multiorganového sethani (MOF-Multiorgan Failure)

Jde o extrémni formu MODS. MOF v3ak nema vSeobecné uznavana
diagnosticka kriteria. Pro diagnézu viceorganového selhani se da pouzit
napi. Kokrovy klasifikace, spocivajici v hodnoceni 8 zakladnich systému
(plicni, GIT, ledvinovy, srdec¢ni, jaterni, metabolicky, hematologicky a CNS)
body 1 pro minimalni, 2 pro stiedni a 3 pro tézké postizeni. Jednotlive bodove
hodnoty jsou presné definovany. MOF je posuzovano jako souéet nejhorsich
skére pro jednotlivé organy (s vylou€enim chronického postizeni)
a diagnostikovano, pokud soucet pfesahne 8. Tento systém ale nebyl obecnéji
piijat (Svoboda et al., 2004). MOF nepatfii do terminu stanovenych

konsensualni konferenci, ale je stale vieobecné pouzivan, protoZe nejlépe

wrwr

2.3. PUVODCI SEPSE

Pri¢éinou sepse mohou byt jak gram-negativni, tak gram-pozitivni
baktérie, houby, viry, spirochety i prvoci.

Gram-negativni bakterie zplUsobovaly vétsinu infekci krevniho obéhu
do let osmdesatych, kdy zacal narlstat podil gram-pozitivhich bakterii.
Uvedeny zvySujici se podil narastu gram-pozitivnich infekci, které se staly
téméf stejné casté jako infekce gram-negativni, je dokumentovan v fadé
studii. Na jejich zakladé |ze shrnout, Ze v sougasnosti jsou gram-pozitivni
bakteriémie pfitomny u 34% a gram-negativhi u 42% infekci. Smisena
bakterialni infekce se objevuje u 14% pacientu. Polovina gram-pozitivnich
infekci je zpusobena stafylokoky (S.aureus 12% , S. koagulaza-negativni 7%).
Enterokoky byly izolovany v 8% a pneumokoky ve 4% pfipadl. Nejvice gram-
negativnich infekci plsobi enterobakterie (29%), z nichZz nejcastéjsi jsou
Escherichia coli (13%) a Klebsiella pneumonie (8%). Tieti nejcastéjsi gram-
negativni bakterii pfi sepsi je Pseudomonas aeruginosa (8%). Kvasinky, hi.
Candida sp., byly izolovany u 5% pacientll v sepsi a pocet kvasinkovych
infekci jednoznaéné narlista. Anaeroby byly izolovany jen u 2% pacienth
v sepsi (Vacek, 1994; Svoboda et al., 2004; Sevéik, 1997).
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2.4, BIOCHEMICKE UKAZATELE INFEKCE

Ve snaze ¢asné identifikovat rozvoj infekce bylo sledovano mnozstvi
ukazatell, které jsou nedilnou soulasti systémové zanétlivé reakce.
V prubéhu sepse lze nalézt zvy3ené koncentrace cytokinl (IL-1, TNF-o, IL-6,
IL-8, IL.-10), nicméné Kk jejich zvySeni dochazi i v prubéhu nebakterialnich
infekci (napf. u malarie) a u fady neinfekénich stavd (popaleniny, traumata,
pankreatitis, srdeéni selhani,...). V interpretaci hiadin cytokinu je rovnéz nutno
mit na zfeteli fadu faktor(, mimo jiné i pfitomnost inhibitori a antagonistu
jednotlivych mediator(, které svym 0¢inkem vyznamné& moduluji vyslednou
reakci organismu (Bednar et al., 1996). Stedovani hladin cytokinla v rutinni
praxi neni doporuéeno.

V posledni dobé& pribyva praci zabyvajicich se sledovanim
C- reaktivniho proteinu (CRP) a prokalcitoninu (PCT) v odlideni stavi, které se
mohou klinicky manifestovat jako sepse. Prestoze CRP i PCT patfi
k tzv. proteinim akutni faze, jejich Gloha v patogenezi sepse neni zcela
objasnéna. Zvy3ené hladiny CRP byly nalezeny u bakterialnich infekci,
nicméné fada dal$ich praci prokazuje vzestup CRP i u neinfekénich stav(,
jakymi jsou napf. angina pectoris, traumata, pooperaéni stavy. Zvy3ené
hladiny PCT byly nalezeny u nemocnych s generalizovanymi znamkami
bakterialni infekce v porovnani s pacienty s virovou infekci. DalSi prace
prokazuji zvySené hladiny PCT jako pomérné spolehlivy ukazatel rozvoje
sepse a organové dysfunkce u nemocnych s traumaty. Byla nalezena vy$Si
senzitivita a specifita CRP v diagnostice infekce v porovnani s PCT. Specifita
vyrazné stoupd pfi kombinaci obou parametrl. Uvedené ukazatele ale
nemohou spolehlivé odlisit sepsi od jinych pfi¢in zanétlivé reakce. Jejich
sledovani v ¢ase je vyznamnéji nez izolované hodnoty (Sevéik, 1997; Cerny
et al,2004).

2.4.1. Aktuainé zkoumané metody
1.Polymerase chain reaction (PCR)
2.Nukleozomy

3.Hypofosfatémie

4 HLA-DR (povrchovy antigen monocyt()
5.Polymorfonuklearni elastaza
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6.Neopterin
7.Fosfolipaza A2
8.Endotoxin

9.Selectin

2.5.PATOFYZIOLOGIE SEPSE
Dnes je prokazano, Ze zasadni roli v rozvoji tézké sepse hraji faktory
imunitni (zanétlivé) a hemokoagulaéni odpovédi organismu na infekci.

2.5.1. Imunitni (zanétliva) odpoved’

Puvodni zanétliva odpovéd na mikrobialni invazi je uzite¢na, mobilizuje
obranu proti infekci a umoziuje hojeni ran. Pokud v8ak kontrolni mechanismy,
ktere omezuji odpovéd organismu, jsou nedostadujici nebo je jejich kapacita
pfekroena zavaznosti infekce, odpovéd organismu muazZe byt nadméma,
produkce mediatord se vymkne kontrole, vznikd sepse, kiera se muze
prohloubit do tézké sepse, septického Soku a pacient mize zemfit. Pro preziti
pacientt je z imunitniho hlediska rozhodujici rovnovaha mezi pro a

protizanétlivou reakci (Holub, 1998).

2.5.2. Koagulaéni odpovéd’

Regulaéni mechanismy, které zabrafuji tomu, aby se koagulace
u zdravych osob generalizovala, jsou ftfi; inhibitor tkanového faktoru,
aktivovany protein C a antitrombin Ill.

V prubéhu sepse dochazi k aktivaci koagulace. V ¢asnych fazich sepse
je zvy3ena koncentrace nékolika koagulaénich faktortl, pfedevsim fibrinogenu,
faktoru Il, V, VIi, VIH, IX, X, vramci akutni reakce. Produkce koagulaénich
faktorl prevysuje aktudlni potfebu. Mikrotromby se pak $ifi do vzdalenych
organu, vyvolavaji jejich dysfunkci az selhani a jsou v hlavni mife odpovédné
za MODS ¢&i multiorganové selhani (MOF).
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2.6. KLINICKY OBRAZ SEPSE

V ¢asné fazi sepse mohou byt klinické pfiznaky zcela nespecificke.
Témér véechny symptomy kardialni, zaZivaci, respiraéni, urinarni &i kozni, ale
také zmény chovani mohou byt prvni manifestaci sepse. V typickych
pfipadech byva hyperdynamicky stav cirkulace s tachykardii, mirnou
hypotenzi, dobrym prokrvenim periferie, tachypnoi a za pifedpokladu
adekvatni hydratace i se zvySenou diurézou. Pravidiem je remitentni nebo
nepravidelna horecka , tfesavka, pocit mrazeni, psychické zmény, septicky
tumor sleziny, leukocytéza s posunem doleva. Ne viZdy byva ziejme loZisko
sepse. Vdals$im prabéhu dominuje sled cirkulaénich, respiraénich
a metabolickych zmén aZ k vyskytu septickeho Soku.

Rada sepsi byva spojena s rlizn& vyraznym exantémem. Velké kozni
zmé&ny u sepsi sice mohou byt uréitym voditkem, ale nikdy nejsou pro urity
druh mikroorganismu specificke.

Sepse u novorozence ma chudou symptomatologii. Teplota muZe byt
zvy$ena, ale ¢asto byva hypotermie, dité je hypotonicke, odmita pit, miaze
zvracet, mit prujem, urychlené a namahavé dychat, miZze byt drazdivé
se sklonem ke kieCim, ale Zadny ztéchto pfiznaka neni pro sepsi
jednoznacné specificky.

Sepse u lidi vysokého véku byva rovnéZz chuda na pfiznaky. Teplota
muzZe byt jen mimeé zvy$ena a nahly nastup zmatenosti s tachypnoi jsou nékdy
jedinymi projevy.

S diagnostickymi potizemi se setkavame také u pacientl s téZkym
zakladnim onemocné&nim, u popalenych, u zavaznych pooperaénich stavi,
u bezvédomych. Nejcitlivéj§im ukazatelem nastupujici sepse je zde nahly
vznik hyperventilace a u nemocnych pfi védomi nastup predrazdénosti
a zmatenosti.

Nalez jen zcela minimalnich pfiznak( v pocateénich stadiich sepse
vyrazné ztéZuje véasnou diagnézu infekce. VEasna diagnostika sepse a
identifikace zdroje infekce jsou zakladnimi a nezastupitelnymi piedpoklady
zahajeni U¢inné terapie s cilem zabranit vzniku progrese stavu, rozvoji

organové dysfunkce a smrti (Benes , 1996).
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2.7. INTERAKCE MEZI MIKROORGANISMEM A HOSTITELEM

Zdroje sepse se ve vztahu ke krevnimu fe&isti rozdéluji na:
-intravaskulari — endokarditidy, infekce Zzil, tepen, arteriovenoznich vstupl
-extravaskularni — rany, furunkly, invazivni zakroky, abscesy, zanéty télovych

dutin.

2.8. SEPSE Z CENTRALNIHO ZILNIHO KATETRU

Zdrojem nejéastéjsich patogent je kozni flora: za 2/3 CRI (catheter-
related infection) jsou zodpovédné G* koky. Nejb&znéjsimi patogeny jsou
kmeny stafylokok( a kandidy. G™ bakterie jsou méné &asté. Nejvetsi patogenni
vyznam maji asi zlaty stafylokok a Pseudomonas aeruginosa. Pfibyva oviem i
infekci MRSA (meticilin rezistentni Staphylococcus aureus) a kandidami
(Cerny et al., 2002; Svoboda et al., 2004).

Existuji ¢tyfi potencialni zdroje kolonizace katétru a katétrové sepse:
kGize v misté vpichu, katétrovy rozboéovaé — hub, hematogenni rozsev infekce
a kontaminace infaze. Do katétrového rozbocovace mohou byt
mikroorganismy zaneseny zrukou zdravotnického personalu. Zavleceni
bakterii ze vzdaleného mista {dychacich cest, gastrointestinalniho traktu nebo
modovych cest) muZze byt také pfi¢inou katétrové infekce. Hematogenni
kolonizace a infekce katétru je ale vzacna.

Kolonizace katétru mu2e nastat vzasadé dvéma cestami:
extraluminézni a intralumindzni. Infikovani koznim vstupem je typicke
pro katétry pouzivané kratkodobé do 2-3 tydnQ, zatimco infekce luminem je
¢astéj$i u dlouhodobé uzivanych katétri. Zdrojem infekce jsou v obou
pfipadech nej¢astéji komenzalové zvlastni kiZe pacienta. Nebezpedi je
ovéem v tom, Ze patogenni nemocni¢ni kmeny v mnoha pfipadech mezitim jiz
nahradily normalni kozni fléru pacienta.

2.9. DIAGNOSTIKA KATETROVE SEPSE

2.9.1. Laboratorni diagnostika
Laboratorni diagnostika infekci spojenych s katetrizaci spogiva
v prokazu pfitomnosti bakterii na distalnim konci katétrl zasahujicim
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do lumina cévy. Vétdinou jsou zaloZzeny na pfimém vySetieni vzorku katétru

po jeho odstranéni z téla pacienta.

2.9.2. Mikroskopické techniky

Nejvice se pouzivaji dvé techniky, barveni podle Grama a akridin
fluorescenéni barveni. Lze barvit katétr nebo neziedénou a necentrifugovanou
krev odebranou z katetru. Néktefi autofi uvadi dobrou korelaci mezi témito
technikami a kultivaci. Rada dalich tyto zavéry ale nepotvrdila, uvadi nizsi
senzitivitu téchto metod a argumentuji tim, Ze nejsou pouzitelné na viechny
typy katétri (Cooper a Hopkins, 1985; Kite et al., 1999).

2.9.2.1. Acridin orange leukocyte cytospin test (AOLC)

Po cytocentrifugaci se provadi barveni bunék acridinovou oranzi.
VyZzaduje jen zcela nepatrné mnoZstvi krve (0,05 ml) odebrané zlumen
centralniho katétru. Vysetreni je pro laboratoi velmi jednoduché a vysledek je
k dispozici za 30 minut.

2.9.3. Kultivace vzorkl intravenoznich katétru

vorwr

Nejspolehlivéjdimi diagnostickymi metodami jsou semikvantitativni
(metoda rolovani) a kvantitativni (tfepani nebo sonifikace) techniky katétrove
kultivace. V porovnani s kvalitativnimi kultivaénimi metodami jsou velmi
specifické. Kvalitativni kultivace nejsou povaZzovany za vhodné, protoze kazda
kontaminace muze byt povaZzovana za pozitivni vysledek (Brun Buisson et al.,
1987; Cleri et al., 1980).

2.9.3.1. Semikvantitativni kultivace

Maki popsal jako prvni metodu mikrobiologické diagnostiky katétrove
infekce. Jeho metoda spociva v rolovani segmentu katétru po povrchu
agarové pudy. Hraniéni hodnotou urdujici infekci katétru bylo stanoveno
15 CFU (colony forming units). Metoda je nenaro&na na technické vybaveni,
neni pracna a lze ji provést v jakékoliv laboratofi s minimalnimi naklady (Maki
et al., 1977). Nicméné je tato metoda omezena tim, Zze je mozné odebrat
vzorky mikroorganismu pouze zvnéjSiho povrchu a nemuZeme ziskat
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organismy, které se nachazeji ve vrstvé biofilmu uvniti katétru (Mermel et al.,
1991).

2.9.3.2. Kvantitativni kultivace

U dlouhodobé zavedenych katétrl je ¢astéjsSi endoluminalni kolonizace
nez periluminalni. Bylo popsano nékolik metod, které detekuji bakterie

pfitomné i na vnitinim povrchu katétru.

2.9.3.2.1. Cleriho metoda

Cleri pouzil postupné vyplachovani katétrového fumen kuitivadnim
bujbnem. Hraniéni hodnotu indikujici vznik katétrové infekce stanovil
na 1000 CFU/ml (Cleri et al., 1980).

2.9.3.2.2. Brun-Buissonova metoda

Metoda spociva ve vioZeni segmentu katétru do zkumavky s 1 ml
sterilni destilované vody, dikladném protiepani a nasledné kvantitativni
kultivaci takto pripravené suspenze. Hraniéni hodnotou je zde 100 CFU/ml
(Brun-Buisson et al.,, 1987). Tato metoda prokazala senzitivitu 97,5% a
specifitu 88% pro diagnozu katétrové infekce a 100% senzitivitu a specifitu

pro diagndzu katetroveé bakteriemie.

2.9.3.2.3. Sonifikaéni metoda

Tato metoda spociva v sonifikaci segmentu katétru ponoieného

do 10 ml kultivaéniho bujonu a nasledné kvantitativni kultivaci bujonu. Je

Vytfepavaci a sonifikaéni metody jsou citlivéjsi o 20% oproti metodé
rolovaci (Sheretz et al.,, 1997). Doposud popsane€ kvantitativni metody ale
nestanovuji, zda je infekce endoluminalniho nebo exoluminalniho pavodu.
Tento problém fesi Linarésova metoda.

2.9.3.2.4. Linarésova metoda

Vroce 1985 Linarés popsal metodu, ktera je modifikaci Cleriho
kvantitativni metody. Proplachnul vnitfni povrch katétru 2 ml kultivaéniho
média, které potom mnohonasobné zfedil a stanovil endoluminalni kolonizaci
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katétru. Nasledné byl katétr kultivovan metodou podle Makiho (rolovaci
technika) k urCeni exoluminalni kolonizace (Linarés et al., 1985). Tato
pomérné pracna metoda ma senzitivitu 100% a je zajimava hlavné z hlediska

patofyziologie katétrovych infekci (Cleri et al., 1980; Sadoyama et al., 2003).

2.9.3.2.5. Intraluminalni brush

Tuto techniku Ize popsat jako vsunuti kovoveho vodice stfedem katétru
az na jeho konec. Na konci vodice je pripojeny polyamidovy kartaé, ktery je
po pouziti kultivovan rolovanim po agarové puadé. Velkou vyhodou této
techniky je, Ze umozZrivje odbér vzorki na kultivaci bez nutnosti vytaZeni
katétru. Nicméné vsunutim polyamidového kartace az na konec katétru mize
dojit k rozSifeni bakterii do krevniho obéhu a nasledné k vzniku sekundarni
bakteriémie. Tato metoda muze vést v 6% pfipadd k vaznym komplikacim
(Tighe et al., 1996).

2.9.4. Dalsi diagnostické kultiva¢ni metody

2.9.4.1. Parove kultivace krve ziskané zintravendzniho katétru
a z periferni zily
Pacientovi s podezfenim na katétrovou infekci se odeberou 2 sady
hemokultur — z katétru a punkci z periferni Zily. Pozitivni vysledek hemokultury
ziskané z katétru vyzaduje klinickou interpretaci, zatimco negativni vysledek je
napomocny pro vylouceni infekce krevniho fedisté souvisejici s katetrizaci
(Fan et al., 1989).

2.9.4.2. Kvantitativni kultivace vzorku krve z periferie a z katétru

Kvantitativni hemokultivaéni techniky byly vyvinuty jako alternativa
pro diagnézu katétrové infekce krevniho feci§té¢ u pacientd, pro které je
odstranéni katétru nezadouci z diivodu ztraty cévniho pristupu. Tato metoda
spodiva v kvantitativni kultivaci parovych krevnich vzorkd. Jeden z téchto
vzorkll je ziskan pies hrdlo katétru, druhy punkci periferni Zily. Ve vétsiné
studii je uvadéno, Ze o katétrové infekci krevniho fecidté muzeme usuzovat
tehdy, pokud krev ziskana z katétru vykazovala po kultivaci alespof
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5 — 10 krat vice kolonii nez krev z periferni Zily (Capdevilla et al., 1992; Blot et
al., 1998).

2.9.4.3. Rozdilny ¢as pozitivity vzorku krve z periferie a z katétru

Tato metoda je velmi dobfe srovnatelna s kvantitativnimi
hemokultivacemi. Vyuziva monitorovani  pozitivity krevni  kultivace
automatickymi hemokultivaénimi systémy a porovnava rozdilny ¢as pozitivity
vzorku krve ziskaného z katétru a z periferni Zily. Pokud je detekce pozitivity
u krve z katétru o vice jak 2 hodiny krat8i nez u krve z periferni Zily, jedna se
o katétrovou infekci. Piesnost metody je srovnatelna s kvantitativni kultivaci
krevnich vzork(l a jevi se také jako ekonomicky vyhodnéjsi (Blot et al., 1999;
Crnich a Maki, 2001).

2.9.5. Klinicka praxe

B&znou praxi je, Zze v piipadé podezieni na CRI je katétr vytazen.
Nasledné bakteriologické vySetieni $picky katétru vSak prokaZe infekci jen
v 156-25% pfiipadl, a to dokonce i v pfipadé lokalniho zarudnuti v misté jeho
vstupu (Sevéik, 1997). Ztohoto pohledu je tedy velka vétdina cévek
odstranéna zbytetné. Ve vétsiné pfipadu je nutné zavést novy katétr se viemi
riziky s tim spojenymi.

Prokazana infekce nemusi byt zdrojem sepse, mulZe dojit
ke kontaminaci o klzi pfi vytahovani katétru, a naopak ani infekce vyvolana
katétrem nemusi byt prokazana

Existuje rada faktorl, které jsou spojeny svys3S8im rizikem
CRB=bakteriémie souvisejici s katétrem (catheter-related bacteriemia):

- misto zavedeni katétru: podklickova Zila je spojena s nizSim vyskytem
kolonizace a infekce katétru nez juguiarni ¢i femoralni zila. Riziko infekce je
vetsi tam, kde je koncentrovanéjsi kozni fléra, a nezavisi na druhu &idténi
kize.

- obtiZnost zavedeni katétru: obtizné zavadéni katétru a opakované pokusy
jsou spojeny s vy$sim vyskytem infekce.

- pocet lumen katétru: viceluminalni katétry mohou byt spojeny s vy3Sim
rizikem infekce v porovnani s jednoluminalnimi katétry (nejspiSe z davodu

¢asté&j$i manipulace s katétrem).
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- ucel katétru: pouZiti centralniho zilniho katétru pro parenteralni vyzivu je
spojeno s vys3im vyskytem kolonizace.

- doba zavedeni katétru: riziko spojené se zavedenim centralniho Zilniho
katetru stoupa pii dobé zavedeni delsi nez jeden tyden.

- pfedchozi katétry: V)’}ména katétru po vodi¢i muze byt spojena s vy3sim
vyskytem infekce v porovnani se zavedenim katétru v jiném misté.

- pruvodni ocnemocnéni: traumata a popaleniny jsou spojeny s vysSim rizikem.

2.10. PREVENTIVNi OPATRENI

Pfi jakekoli manipulaci s katétry je doporuovano pouzivani vétsiho
mnozstvi ochrannych prostiedku jako jsou: sterilni rukavice, rousky, masky,
plasté a Cepice. Samoziejmé je peclivé umyti rukou. Dulezité je take pouziti
antimikrobnich a antiseptickych koZnich pfipravku.

Riziko infekce je mozZné snizit pouzitim tunelovanych katétrli (po uréitou
vzdalenost od vstupu do Zily je katétr veden pod kuzi). U vysoce rizikovych
pacientll (s rozsahlymi popaleninami apod.) je nutné zvazit pouziti nové
vyvinutych katétrl  z antiadhezivnich biomateriall, katétru povile¢enych
antibiotikem nebo obsahujicich ionty stfibra. Stfibrné ionty slouzi jako
antimikrobni prostfedek a fyzicka bariera migrace bakterii. Katétry s ionty
stfibra jsou schopny snizit riziko CRI o polovinu az o 70%, ale tato vyhoda se
patrné ztraci, pokud jsou pouZity pro vyZivu (Svoboda et al, 2004). Toto
protiinfekéni opatifeni ma ale kratkodoby ucinek, protoze kolagen, v kterém
jsou stfibrné ionty vazany, je postupné biodegradovan. Proto nemize byt
potah ze stfibrnych iontd pouZit u dlouhodobé zavedenych centrélnich
vendznich katétrt, je vhodny pouze pro ty, u kterych se doba zavedeni
pohybuje v rozmezi 5 az 9 dnu.

Podobnych vysledkii bylo dosazeno s katétry potazenymi zevné
kombinaci chlorhexidinu a sulfadiazinu stribra. Ve srovnani s nimi v8ak jeste
podstatné G¢inné&jsi byly katétry impregnované (zevné i vnitfné) dvéma
antibiotiky — minocyklinem a rifampicinem. Tato kombinace poskytuje Siroké
spektrum inhibice gram-pozitivnich a gram-negativnich bakterii a je (¢inna
i proti Candida albicans. Soufasné smérnice fikaji, Ze katétry

s antimikrobialnim povlakem se maji pouzit u pacient s vysokym rizikem CRI
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(imunokompromitovani nebo kde je katétr mimo jiné ucely uréen
pro parenteralni vyZivu) a u pacientu, ktefi jej budou potfebovat déle
nez 4 dny (Cemy et al., 2002).

Lze také pouzit katétry s antiseptickym vnitinim povrchem. Jejich
jedinou nevyhodou je, Zze chrani pouze proti vnitini kolonizaci katétru, tedy
proti migraci mikroorganismu stfedem katétru podél jeho vnitiniho povrchu.
Nijak tedy neomezuji vznik infekci zplUsobenych koznimi mikroorganismy,
které migruji po zevnim povrchu katétru.

Perspektivné lze ofekavat vyvoj polymeru povie¢enych antiadhezivnimi
molekulami nebo zabudovanim latek blokujicich expresi genl nejéastgjSich

patogent do lumina katétru.

2.11. ANTIBIOTIKA V SEPSI

Lécba pacientu v sepsi, téZké sepsi nebo v septickém Soku vyzaduje
komplexni pfistup, jehoz zakladni soucasti musi byt vZdy snaha o G¢innou
kontrolu zdroje infekce. StéZzejnim bodem lé¢by je antimikrobialni terapie spolu
s postupy chirurgické kontroly zdroju infekce.

Antimikrobialni 1éCba musi byt v pfipadech tézké sepse &i septického
$oku zahajena ihned, sou¢asné s odstranénim katétru. Pokud se musi volit
antibiotikum naslepo, zavisi vybér zejmena na mistni nozokomialni flofe a jeji
rezistenci na antibiotika. Obecné je doporu¢ovana dvojkombinace napf.
vankomycinu s aminoglykosidem, i kdyZ jini autofi zase doporucuji Seffit
vankomycin pro infekce zplisobené MRSA (Benes, 1996). Jinou moznosti je
monoterapie carbapenemem, kde pfidani aminoglykosidu celkovy ucinek
nezlepsi, naopak vyvola u takika poloviny pacientli znamky selhavani ledvin.
U pacienti s poruchou imunity nebo v zavaZzném stavu je vhodné zahajit
empiricky 1é¢bu cefalosporinem Ill. nebo IV. generace se zamé&rem pokryt
stfevni G” bakterie a pseudomonady (Cerny et al., 2002). Tieti nejéast&jsi CRI
je zplsobena kandidami, které jsou zodpovédné za 20% pfipadu CRI a maji
ze vsech katétrovych infekci nejvy$si monrtalitu. Pokud byla jiz drive
kultivovana Candida sp. nebo je pacient vysoce rizikovy, je vhodné piidat
naslepo i antimykotickou lécbu napfi. flukonazolem. Lé¢ba musi byt co nejdiive
upravena a zUZena podle vysledku kultivace $picky katétru a hemokultur.
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U vysoce rizikovych infekci (zlaty stafylokok, pseudomonady, kandidy) je
tfeba, aby antimikrobialni lé¢ba i v nekomplikovanych pfipadech (Ustup
znamek sepse a bakteriéemie do 3 dnu) trvala nejmené 14 dni. Pokud
fungémie Ci bakteriémie pretrvava, je nutné prodlouZzit l&é¢bu antibiotiky na 4-6
tydnl. U ostatnich mikrobl stadi, aby lé¢ba trvala 5-7 dni za pfedpokladu, Ze
infikovany katétr byl odstranén. Pokud je znam vyvolavajici mikroorganismus a
jeho citlivost na antibiotika, a sou¢asné je klinicky stav pacienta stabilizovany,
je mozné pfejit na peroralni antibiotika s vynikajici biologickou dostupnosti a
vysokym prunikem do tkani jako je Biseptol nebo ciprofloxacin {Svoboda et al.,
2004).

Novou lé¢ebnou strategii poslednich let, ktera muze zabranit vyméné
fady katétri a o kterou je nutné se pokusit ve vhodnych pfipadech (nejsou
znamky tézkeé sepse, resp. je velmi vysoke riziko nové kanylace), je pouZiti
techniky antibiotického zamku. Technika spociva vtom, 2e roztokem
antibiotika se naplni lumen katétru a ponecha se pusobit hodinu ¢&i vice hodin.
Antibiotikum je v katétru ve farmakologické koncentraci a timto zpusobem je
mozne zachranit vyrazné vice katétri nez pfi samotne parenteralni aplikaci
antibiotika (Cemny et al.,2002).

2.12. AUTOMATIZOVANE HEMOKULTIVACNI SYSTEMY

Automatizované systémy u kazdé pozitivni hemokultury uvadi hodnotu
TTD (time to detection). TTD = doba (v hodinach) od vloZeni nadobky
do pfistroje do vyhodnoceni pozitivity. TTD zavisi na druhu mikroorganismu
a na jeho mnozstvi v odebrané krvi (Bryanth a Thorpe, 1995; Motr et al.,
1895). U nadobek inokulovanych vysokou koncentraci CFU je detekce
rychlejdi nez u nadobek s nizkou koncentraci mikroba. Hodnota TTD tedy
mizZe poukazat na mnoZstvi mikroorganismu ve vzorku, ale nelze ji pouzit

k pfesnému uréeni etiologického agens.

2.12.1. Vital

Tento systém je prezentovan firmou bioMérieux jako prvni automaticky
pfistroj pro hemokultury pracujici na principu H.F.T. (Homogeneous
Fluorescence Technology).
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V&echny mikroorganismy pii svém rlstu produkuji CO,. Tim zplUsobuji
zménu pH a redox potencialu média. Tyto zmény nastavaji bez ohledu
na druh metabolického procesu.

Soucasti kultivaéniho média jsou pfirozene fluoreskujici molekuly,
které wvykazuji pfi uvedenych biologickych jevech pokles fluorescence
a detekuji tak pfitomnost mikroorganismu.

Mikroorganismy produkujici jen malé mnoZstvi CO, (Brucela sp.,
Acinetobacter sp.), jsou rychle a piesné detekovany spolu se zménou pH
a redox potencialu.

Piistroj Vital automaticky registruje fluorescenci v kazde kultivaéni
nadobce (kazdych 15 minut). Cteci systém vyuZiva k pienosu emitované
fluorescence opticka vlakna.

Kultivaéni nadobky obsahuji uéinné Sirokospektré médium na bazi
sojoveho kaseinového hydrolyzatu. V meédiu jsou obsazeny take inhibitory
¢innosti antibiotik a pusobkud krve. Nadobky jsou ve dvojim provedeni:

-Vital aer - pro aerobni kultury, obsahuje specifickou atmosféru — smés O,
a COa,.
-Vital ana - pro anaerobni kultury, obsahuje smés CO; a Na.

Nadobky se injikuji 10 ml krve. Krustu a detekci mikroorganismu
pfispiva souvislé protiepavani (reklamni material firmy bioMérieux, 1996).

V souéasné dobé jiz firma bioMeérieux ukonéila vyrobu a distribuci
tohoto hemokultivaéniho systému. Pfesla vyhradné na distribuci systému
BacT/Alert.

2.12.2. BacT/Alert

Hemokultivaéni systém BacT/Alert (Organon Teknika Corp., Durham,
N.C.,USA) byl poprvé piedstaven v roce 1990.

BacT/Alert je plné automaticky hemokultivaéni systém zahrnujici vlastni
pristroj ovladany pocéitatem a kultivaéni nadobky. Umoziuje soucasné
inkubaci, protiepavani a kontinualni monitorovani vzork( pacienti. Systém
poskytuje kvalitativni vySetfeni a zachyt aerobnich a anaerobnich
mikroorganismu (bakterii a hub) z krve vSude tam, kde je pfedpoklad velkého

ziedéni a obtizného zachytu.



Za pfitomnosti a pfi nasledném mnoZeni mikroorganisma je
metabolizovan substrat kultivaéniho média. Rostouci mikroby produkuji CO;,
ktery zpUsobuje zménu barvy indikatoru pfitomného v kazdé Kultivacni
nadobce. Tento proces je kontinualné a neinvazivhé monitorovan v kazdé
cele. Pristrojem je detekovana i nepatrna zména barvy indikatoru.

Komplex algoritmua vyuziva tfi principy detekce: rozliSuje akceleraci CO»
produkovaného mikroorganismy, hodnoti vysoky stuperi zmény produkce CO-»
v zavislosti na Case a detekuje pocCateéni uroven CO,. Pozitivita nebo
negativita vzorku je uréovana pomoci rozhodovaciho programu.

Jednotlivé vzorky jsou automaticky monitorovany a vyhodnocovany
kazdych 10 minut. Vysledky detekce jsou signalizovany pisemné, zvukové
a svételné.

Pro kaZdou nadobku je vyhodnocen tvar rustové kfivky tvorby CO;
na Case. Inkubace probiha pfi 35-37°C. Kazdy vzorek je identifikovan darovym
kédem umisténym na firemnim $titku nadobek.

Obrazek 1: Rozdilna barva indikatort hemokultivacnich lahviCek systému
BacT/Alert u pozitivniho a negativniho vysledku kultivace.
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Hemokultivaéni nadobky:

Standardni aerobni nadobky (standard aerobic)

Nadobky obsahuji pankreaticko natraveny kasein, papainem natraveny
sojovy substrat, SPS, pyridoxin chlorid a dal$i komplexni substrat obsahujici
aminokyseliny a cukry v purifikované vodé (celkovy objem 40ml).

Po inokulaci & -10 ml krve, pfed zahajenim inkubace, je velmi duleZite
odvzdusnit nadobky steriini jehlou. Odvzdusdnénim vnikne atmosféricky kyslik
do nadobek a nahradi v nich pfitomné vakuum, &imz je podpofen rust

aerobnich mikroorganismu.

Standardni anaerobni nadobky {standard anaerobic)

Nadobky obsahuji pankreaticko natraveny kasein, papainem natraveny
sojovy substrat, SPS, menadion, hemin, redukujici ¢inidla a dalsi komplexni
substrat obsahujici aminokyseliny a cukry v purifikované vodé (celkovy objem
40ml). Po inokulaci 5 — 10 ml krve se nadobky nesméji odvzdu$iovat
(Scharfen, 1995).

Pediatrické nadobky (Pedi-BacT/Alert)
Maly objem je idedlni pro pouziti v pediatrii nebo pro pacienty v t&zkém

stavu. Médium obsahuje 20 ml mozko — srdcové infuze ( brain — heart
infusion) s heminem, menadionem a pyridoxinem. Jako antikoagulans je
pouzit 0,02% SPS. Atmosféru tvoii smés CO, s dusikem. Dle doporuceni
vyrobce se odebira minimalné 0,5 ml krve, maximalné v8ak 4 ml krve. 90%
téchto nadobek je (dle firemnich Gdajii) pozitivnich do 24 hodin.

Nadobky typu FAN (fastidious antimicrobic neutralizing)

SloZzenim kultivaéniho média dochazi k minimalizaci efektu toxickych
element(l z krve a zaroven jsou regenerovany choulostivé mikroby. Nadobky
obsahuji Ecosorb - patentovanou vyvazenou smés aktivnhiho uhli
a obohaceného kultivaéniho média. Nadobky typu FAN jsou citlivéji nez
nadobky typu STD - standard aerobic a standard anaerobic (Frank et al.,
1999).
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Nadobky FAN aerobic a FAN anaerobic
Tyto nadobky jsou v provedeni pro aerobni a anaerobni pouZiti.

Aerobni nadobky slouzi ke kultivaci mikrobti vyZadujicich nebo tolerujicich
pri rustu kyslik. Anaerobni nadobky maji specialné upravenou atmosféru, aby
mohly rust i mikroorganismy neschopné existence v prostiedi s O, (vétSina
klinicky dulezitych mikrob).

Nadobky obsahuji 40 ml mozko-srdcové infuze s Ecosorbem. Jako
antikoagulans je pouzit 0,05% SPS. Atmosféru v aerobnim systému tvori
smés CO, se vzduchem a v anaerobnich nadobkach smés CO. s dusikem.
Dle doporuéeni vyrobce se odebira 5 — 10 mi krve.

Jako material lze pouzit nejen krev, ale i likvor, pleuralni tekutinu,
punktaty kloubu, bronchoalveolarni lavaze, oplachy katetru ve fyziologickem
roztoku i st&ry z kiize v misté vpichu.

Nadobky Bact/Alert FA
PouZivaji se k ziskani a detekci aerobnich mikroorganismi ve vzorcich

krve a jinych, normalné sterilnich télnich tekutin odebranych pacientim
podezielych z bakteriémie/fungemie.

Obsahuji 30 ml média o sloZeni: aktivni uhli, sojovy extrakt natraveny
trypsinem, mozko-srdcovou infuzi, SPS, pyridoxin chlorid, menadion, hemin,
L-cystein a dalsi komplex aminokyselin a karbohydratovych substrati
v purifikované vodé&. Nadobky jsou pfipraveny pod vakuem v atmosféfe
kysliku.

Nové FA médium ve srovnani s FAN médiem je kvalitnéj$i v zachytu
kvasinek (zejména Candida albicans) , Cryptococcus neoformans
a Burkholderia cepacia. Pro ostatni klinicky vyznamné mikrcorganismy jsou
srovnatelneé (Mirrett, 2001).

Nadobky BacT/Alert FN

PouzZivaji se kziskani a detekci anaercbnich mikroorganismu

ve vzorcich krve a jinych, normalné sterilnich télnich tekutin odebranych
pacientim podezielych ze septikémie.

Obsahuji 40 ml kultivaéniho meédia o stejném slozeni jako nadobky typu
FA. Nadobky jsou piipraveny pod vakuem v atmosféie dusiku.
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Nadobky BacT/Alert SN

Pouzivaji se kziskani a detekci anaerobnich mikroorganismu

ve vzorcich krve a jinych, normélné sterilnich télnich tekutin odebranych
pacientim podezielym z bakteriémie/ fungémie.

Obsahuji 40 m! média o slozeni: kasein natraveny pankreatickymi
enzymy, sojova hmota natravena papainem, SPS, menadion, hemin, redukéni
agens a daldi komplex aminokyselin a karbohydratovych substratu
v purifikované vodé. Nadobky jsou pfipraveny pod vakuem v atmosféfe CO- a

dusiku.

Nadobky BacT/Alert SA

Pouzivaji se k ziskani a detekci aerobnich mikroorganismu ve vzorcich

krve a jinych, normainé sterilnich télnich tekutin odebranych pacientim
podezielym z bakteriemie/fungémie.

Obsahuji 40 ml média o sloZeni: kasein natraveny pankreatickymi
enzymy, sojova hmota natravena papainem, SPS, pyridoxin a dal3i komplex
aminokyselin a karbohydratovych substrati v purifikované vodé. Nadobky jsou
pfipraveny pod vakuem v atmosféfe CO- a kysliku (propagaéni materialy firmy
Organon Teknika; Scharfen, 1995).

Tato média maji vysokou schopnost zachytu (88%) béhem prvnich
72 hodin. Jsou uréeny pro Siroky rozsah mikroorganismu, véetné vzacnych
a neobvyklych krevnich patogenu (napf. Brucella melitensis, Campylobacter
coli, Chromobacterium violaceum, Francisella tularensis, Rhodococcus equi i
Vibrio cholerae). Neni nutné inukolované lahvicky okamzité umistit
do pfistroje, ale mélo by se tak stat do 24 hodin po aplikaci vzorku.

2.12.3. Bactec

Bactec predstavuje automatizovany hemokultivaéni systém umozriujici
detekci rustu mikroorganismu béhem inkubace. Vyrobcem je firma Becton
Dickinson, Sparks, USA.

Prvni pfistroj tohoto typu byl uveden na trh v roce 1970. Diagnostika
rastu mikroorganism( byla zaloZena na radiometrickém stanoveni. Kultivagni
médium obsahovalo glukézu se znadenym uhlikem "C. Viivem metabolické
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¢innosti bakterii byl vytvaren radioaktivni CO; jehoZ tvorbu méfilo specialni
¢idlo. Pocital pak proved| vyhodnoceni.

Modernéjsi systémy Bactec 660, 730, 860 detekovaly tvorbu CO;
fotometricky v oblasti infracerveného zafeni.

Posledni verze systému Bactec (Bactec 9120 a 9140) vyuzZiva k detekci
CO, principu fluorescence. Hemokultivaéni nadobky maji na svém dné
senzitivni vrstvu oddélenou od meédia specialni membranou propoustéjici
pouze CO,. CO, uvniti senzitivni vrstvy reaguje s vodou za vzniku HyCOj3,
pficemz klesa lokalni pH. Pristroj vysila kaZzdych 10 minut pfes dno nadobky
k senzitivni vrstvé paprsek o definované vinove délce, aktivuje ji a ta se
po vyzareni svétla vraci do puvodniho stavu. MnoZstvi a kvalita vyzareného
svétla je zavisla na pH. Detektor vyzafeného svétla tedy nepfimo méfi tvorbu
CO; v nadobce.

Nadobky jsou inkubovany pii 35°C a pravidelné protfepavany. Pocitac
vyhodnocuje signaly z detektord a hlasi opticky a akusticky pozitivitu
hemokultur.

Obrazek 2: Hemokultivaéni system Bactec 9240.

Hemokultivaéni nadobky pro Bactec fady 9000:

Standardni aerobni nadobky {Standard aerobic/F)

Nadobky obsahuji 25 ml tekuté pady na bazi sojového kaseinového
hydrolyzatu, s pfidavkem heminu, manadionu, SDS, glukdézy, pyridoxinu a
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kvasniéného extraktu. Plynnou fazi tvofi vzduch obohaceny CO,. V nadobce je

podtlak umoziujici nasati 5 ml krve.

Standardni anaerobni nadobky (Standard anaerobic/F)

Nadobky obsahuji 25 ml tekuté pudy, ktera je navic (oproti aerobni
nadobce) obohacena o savéi tkanovy lyzat, fruktézu, arginin, thioly (L-cystein),
citrat sodny a fosfat draselny. Plynna faze je tvofena smési CO; a dusiku.

Opét je zde podtlak umoziujici nasati 5 ml krve.

Nadobky Plus aerobic/F
Nadobky obsahuji 25 ml tekuté pldy na bazi sojového kaseinového

hydrolyzatu s pfidavkem heminu, manadionu, glukbézy, pyridoxinu,
kvasniéného extraktu a SDS. Navic obsahuji 16% neionogennich adsorpénich
pfisad (kulicky sorpéni pryskyfice) a 1% kationtové-vyménnych pfisad (katex),
které jsou uréené k inaktivaci antibiotik a baktericidné pisobicich slozek krve
a kinhibici hemokoagulace. Plynnou fazi tvofi vzduch obohaceny COs..
V nadobce je podtlak umozniujici nasati 8-10 ml krve.

Média obsahujici pfisady inaktivujici antibiotika vykazuji vysSi zachyt

klinicky vyznamnych mikroorganismu.

Nadobky Plus anaerobic/F

Nadobky obsahuji 25 ml tekuté pudy, kiera je (oproti aerobni nadobce)
obohacena o savéi tkanovy lyzat, fruktozu, arginin, thioly (L-cystein), citrat
sodny a fosfat draselny. Navic obsahuji16% neionogennich adsorpénich
pfisad (kulicky sorpcni pryskyiice) a 1% kationtové-vyménnych pfisad (katex).
Plynna faze je tvofena smési CO, a dusiku. Je zde podtlak umoznujici nasati
8-10 ml krve.

Pediatrické nadobky (Peds Plus/F)
Nadobky obsahuji 40 ml tekuié pidy, ktera je obohacena (oproti

aerobni nadobce) o savéi tkanovy lyzat a pyruat sodny, 10% neionogennich
adsorpénich prisad a 1% kationtové-vyménnych pfisad. Plynne prostredi tvori
vzduch s pfidavkem CO,. Tyto nadobky jsou uréeny pro objem krve 1-3 mi
(Benes et al., 1995).
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Nadobky Myco/F Lytic
Nadobky jsou uréené pro detekci kvasinek, hub a mykobakterii z krve

nebo sterilnich télnich tekutin. Nadobky obsahuiji 40 ml tekuté pudy, ktera je
obohacena o saponin (lyzacni &inidlo). Plynnou fazi tvofi vzduch s pfidavkem
CO.. Injikuji se 1-5 m! krve.

Nadobky Lytic anaerobic/F
Nadobky obsahuji 40 ml tekuté piudy s SPS a saponinem. Plynnéa faze

je tvofena smeési CO; a dusiku. Injikuji se 8-10 ml krve.

Nadobky Mycosis — IC/F
Nadobky jsou uréeny pro selektivni kultivaci a zachyt kvasinek a plisni

z krve.

Lahvi¢ky obsahuji 40 ml tekuté pudy tvoiené vodou s mozko-srdcovou
infuzi, so6jo-kaseinovym hydrolyzatem, kvasniénym extraktem, dextrozou,
m-inositolem, citratem Zelezito-amonnym, saponinem, odpénovacim &inidlem,
SPS, chloramfenikolem a tobramycinem. Pro optimalni zachyt je

doporucovana inokulace lahvicky vzorkem ¢ objemu 8-10 ml.

Obrazek 3: Hemokultivaéni lahvicky systemu Bactec.

2.12.4. Studie srovnavajici hemokultivaéni systémy BacT/Alert
a Bactec

Jednim z kritérii pro porovnavani t&chto hemokultivaénich systemu je

hodnota TTD (time to detection). PiestoZe se hodnota TTD pro ruzné
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mikroorganismy liSi, neni mozné z tohoto kritéria jednozna¢né& usuzovat

na konkrétni druh krevniho patogenu.

Tabulka 1: Prumeémy &as detekce (v hodinach) vybranych mikroorganismii
kultivovanych v hemokultivaénich systémech Bactec a BacT/Alert.

Mikroorganismus TTD [h] -~ Bactec 9240 | TTD [h]- BacT/Alert
Streptococcus sp. 16,3 ] 16,9
Staphylococcus aureus 13,9 18,8
Enterobacteriaceae 10,2 12,6
Enterococcus spp. 12,3 13,2
Kvasinky 41,0 31,4
Anaeroby 222 234

Oba systémy jsou srovnatelné z hlediska poéitacového softwaru, ceny
a poskytovanych technickych sluzeb.

Podle studie provadéné Jorgensenem et al.(srovnavajici média Bactec
Plus aerobic/F a BacT/Alert aerobic FAN; 1997) jsou obé kultivaéni média
srovnatelna ve schopnosti zachytu aerobnich a fakultativnich organismu.
Vzorky z obou systémi byly pozitivni béhem 72 hodin. Detekce u systemu
Bactec byla nepatrné rychlej$i. Vétsi rozdily v primérné hodnoté TTD byly
znateiné pouze u streptokoku a kvasinek.

Srovnateinost obou systému z hlediska ¢asu detekce udavaji i Ziegler
et al. (1998). Presto vysledky této studie ukazuji rychlejsi detekci gram-
pozitivnich bakterii u systému Bactec a naopak 0¢inné&jsi systém BacT/Alert
pro detekci bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae.

Zadné statisticky vyznamné rozdily v detekci mikroorganismiu mezi
témito systémy nebyly zaznamenany pfi kultivaci vzorki krve od pacientu
podrobenych antibiotické lécbé.

Pro systém Bactec 9240 byla stanovena standardni délka inkubace
na 7 dni. Reisner et al. (1999) ve své studii uvadéji, Ze 4-denni inkubace

postaéuje pro zachyt vdech klinicky dilezitych bakterii a 6-denni inkubace je

31



dostacujici pro zachyt kvasinek. Riley et al. ve své studii stanovili dobu
inkubace pro systém BacT/Alert na 5 dni.

Predmétem studii se stala také otazka objemu vzorku. Je jisté, ze vyssi
mnozstvi inokulovaného vzorku poskytuje vyssi vytéZnost a vyssi rychlost
detekce klinicky dllezitych patogeni v krvi. Weinstein et al. ve své studii
porovnavali vytéZnost u vzorki 5ml a 10ml. Uvadi vy38si pozitivitu
u hemokultivaénich lahvi¢ek inokulovanych 10ml vzorku pro Escherichia coli
a ostatni druhy z celedi Enferobacferiaceae, naopak niz8i vytéznost
pro gram-pozitivni bakterie, nefermentujici gram-negativni tyéky a kvasinky.
V pfipadé pozitivity u obou lahvi¢ek, rychleji detekce nastala u 10ml
inokulace.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. MATERIAL

3.1.1. Biologicky material

24-hodinové kultury mikroorganismu

Bacteroides fragilis
Citrobacter freundii
Escherichia coli
Enterobacter cloacae
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Proteus mirabilis
Salmonella enteritidis
Serratia marcescens
Acinetobacter baumannii
Burkholderia cepacia
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas stutzerii

Vzorky cévnich katétrl odebrané hospitalizovanym pacientim

3.1.2. Pomucky a pristroje

Zkumavky

Stojanek na zkumavky

Polstarky z buniciny

Automaticka pipeta — Transferpeite 20 — 200 pl
Sklenéné pipety

Plastové klicky

Trepacka — Vortex Genie 2

Injekéni strikacky a jehly
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Popisovace

Gumove rukavice

Hemokultivacni systémy - Bactec 9240, Becton Dickinson,USA
- BacT/Alert 120 — bioMérieux, USA

BBL CRYSTAL™ - identifikaéni testy

Laminarni box Jouan

Termostat 35-37°C

3.1.3. Roztoky a média
Zkumavky s 0,5. stupnédm Mc Farlandovy zakalové stupnice (0,05ml
1% roztoku BaCl,2H,0 a 9,95 mt 1% roztoku H>SOy4)
Roztok lihobenzinu
Sterilni fyziologicky roztok
Kultivaéni pudy - Petriho misky s krevnim agarem (zaklad Columbia agar
Becton Dickinson s 10% berani krve)
- Petriho misky s VL agarem
Hemokultivaéni lahvi¢ky pro anaerobni bakterie - Bactec Lytic anaerobic/F
-BacT/Alert FAN anaerobic
Hemokultivacni lahvicky pro aerobni bakterie - Bactec Standard aerobic/F
- Bactec Plus aerobic/F
- BacT/Alert SA
-BacT/Alert FA



3.2. METODY

3.2.1. Méreni detekénich éasi u gram-negativnich bakterii

Pro experiment jsme vybrali nejéastéji se vyskytujici bakterialni
patogeny, které jsme identifikovali pomoci systému BBL CRYSTAL™
a rustovych vlastnosti. Z Cisté 24 — hodinove kultury daneho mikroba jsme
klickou inokulovali zkumavku s 1,8 ml sterilniho fyziologického roztoku
a dukladné jsme ji protiepali na automatické tiepacce (2 minuty). Takto jsme
pfipravili suspenzi, jejiz zakal musel odpovidat 0,5 stupni Mc Farlandovy
zakalové stupnice. Tuto zkumavku jsme oznacdili |.

Pripravili jsme sadu 6 zkumavek obsahujicich 1,8 ml sterilniho
fyziologického roztoku.

Ze suspenze | jsme odebrali automatickou mikropipetou 0,2 ml
a pfenesli do zkumavky s fyziologickym roztokem, kterou jsme protiepali
na automatické tfepaéce (2 minuty). Tuto zkumavku jsme oznacili jako Il.
Z této zkumavky jsme odebrali 0,2 ml suspenze a pienesli do dal$i zkumavky
s 1,8 ml fyziologického roztoku, kterou jsme oznadili jako Ill. Takto jsme
pokracovali dale az do fedéni VII . Pfipravili jsme si tak Fadu sedmi zkumavek
se snizujici se koncentraci inokulovaného patogenu.

Ze zkumavek Il — VIl {fedéni |1 a Il jsme nepouzivali) jsme odebrali
sterilni injekéni stfikatkou se steriini jehlou 0,2 ml do hemokultivacnich
nadobek systému Bactec. Stejné jsme postupovali u systému BacT/Alert.
Pred i po inokulaci jsme dezinfikovali gumove zatky lahvicek lihobenzinem.
Lahvi¢ky jsme popsali nazvem mikroba a jeho koncentraci v roztoku a dali
kultivovat. Ze zkumavek lll — VIl jsme dale odebrali automatickou pipetou
se sterilni Spickou 0,1 ml roztoku a pfenesli na Petriho misku s krevnim
agarem, kde jsme ho rozetieli na celou plochu pomoci sterilni plastove klicky.
Misky se Zivhou pudou jsme rovnéZ oznacili nazvem a koncentraci mikroba
a dali kultivovat do termostatu na 24 hodin pii teplot& 37°C. U anaerobnich
kmenl jsme pouzili VL agar. Misky s VL agarem jsme kultivovali anaerobné
v systému LAS. Po inkubaci jsme spoditali pocet vyrostlych kolonii
na miskach.

Po vyhodnoceni pozitivity hemokultivagnich nadobek systémy Bactec
a BacT/Alert jsme zjisténé detekéni asy patogenu pfifadili k mnoZstvi kolonii
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spoc¢itanych na pfislusnych agarovych pudach, kam byl inokulovan vzorek

o stejné koncentraci mikrobu.

3.2.2. Stanoveni detekénich ¢éast mikroorganismi pfFitomnych
na povrchu vyjmutych katétrd

Do zkumavky se segmentem vyjmutého cévniho katétru jsme
napipetovali 5 ml sterilniho fyziologického roztoku. Zkumavku jsme uzavieli
a obsah dukladné protfepali pomoci automaticke tfepacky (2 minuty).

Sterilni injekéni stfikackou se sterilni jehlou jsme odebrali cely objem
roztoku ze zkumavky a vpravili jej propichnutim gumové zatky do lahvicky
na hemokultivaci. Zatku jsme pred i po inokulaci desinfikovali lihobenzinem.

Cely pracovni postup probihal v laminarnim boxu s vyuzitim dal$ich
ochrannych pomucek (ochranny odév, gumové rukavice,...).

Hemokultivaéni nadobku jsme fadné oznadili a dali kultivovat
do pfislusneho hemokultivaéniho pfistroje.

Bakterialni kultury izolované z pozitivnich hemokultur jsme identifikovali
na zakladé rustovych a biochemickych vlastnosti pomoci identifikaénich testu
BBL CRYSTAL™.

Na zakladé nami ziskanych zavislosti detekCnich €asu na mnoistvi
inokulovanych bakterii jsme mohli z hodnot detekénich ¢&asli suspenzi
z vyjmutych katétri odhadnout mnoZstvi bakterii pfitomnych na povrchu

katétru.

3.2.3. Statistické vyhodnoceni

Vychodiskem byl piedpoklad, Ze pocet bakterii se zvySuje
exponencialné podie vzorce f{t) = b exp(ct). Rust je posuzovan podle chovani
derivace f{(t} = bc exp(ct). Dostateéné velka derivace byla posuzovana pomoci
rovnice bc exp(ct) = D.

Predpokladané mnoZstvi bakterii na podéatku kultivace je oznaceno
pismenem x. To znamena, Ze od poc¢atku, kdy byla bakterie jen jedna, uplynul
¢as t; dany rovnici b exp(ct;) = x. Z této rovnice bylo vypoéteno b = x exp(-cty)

a dosazeno do bc exp(ct)=D. Tak byla ziskana rovnice x exp(cts} c exp(ct) = D,
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dale rovnice x exp(ct-ct;) c=D, exp(ct-ct;)=D/(xc). Po zlogaritmovani bylo cf-
cti=In(D)-In(xc), ct =In(D)-In(xc) -ct; a koneéne ¢ =In(D)/c-In(xc)/c - t1.

To znamena, Ze t je linearni funkci In(x).

Pro hodnoceni byly pouzity jednoduché linearni regresni modely

Ya= aa+Baln(x) +ca

Ys = ag + Peln(x) + €.
Shoda téchto dvou modelt byla hodnocena vypocétem rozdilu
Ya-Yg= (0a- ag) + (Ba-PBs) IN(X) + (ea -2B).
Pro zjednoduseni byl tento model pfepsan jako
Y =a + Bin(x) + ¢,
kde « pfedstavuje posun a B smeérnici kiivky. Tento mode! bylo mozné snadno
zpracovat a testovat hypotézu o parametrech & nebo S Shoda obou

parametru znamenala shodu modeld.
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4. VYSLEDKY

K proméieni detekénich casu jsme pouZili kmeny nejéastéji se
vyskytujicich gram-negativnich patogena.

Zavislost TTD obou systému na poctu inokulovanych bakterii znazorfuji
tabulky. Z vysledka vyplyva, Zze detekéni ¢as je zavisly na mnoZstvi
inokulovanych bakterii. Cim vy&8i byl podet inokulovanych CFU, tim byl
detekéni &as kratsi.

4.1. DETEKCNI CASY AEROBNICH GRAM-NEGATIVNICH BAKTERIi

U osmi ztiinacti testovanych bakterialnich kmenu byly zjistény
statisticky vyznamné rozdily mezi TTD u pouzitych systému. Tyto hodnoty jsou
zaznamenany v tabulkach a zpracovany do grafi. Pétkrat byly kratsi TTD
v lahvi¢ckach Bactec Plus Aerobic/F oproti systému BacT/Alert FA a dvakrat
kratsi v lahvickach BacT/Alert SA oproti systému Bactec Standard Aerobic.
Detekce enterobakterii je v lahvickach Bactec Plus Aerobic o 1,5 — 3 hodiny
krat$i. V pfipadé nefermentujicich tyéek je naopak rychlejsi detekce
Acinetobacter baumannii v lahvi¢kach BacT/Alert SA oproti lahvickam Bactec
Standard Aerobic/F. Nejvétsi rozdil byl zjistén u Pseudomonas stutzerii, kde
byla detekce v lahvickach BacT/Alert FA rychlej$i aZ o 15 hodin oproti
lahvi¢kam Bactec Plus Aerobic/F.
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Namérené hodnoty:

Tabulka 2:

v automatickych hemokulfivacnich systémech a prislusne hodnoty CFU.

Tabulka 3: Detekcéni ¢asy bakterie Klebsiella pneumoniae zjisténé kultivaci

v automatickych hemokultivacnich systémech a piisiusné hodnoty CFU.

Detekéni Casy bakterie Escherichia coli zjisténé kultivaci

CFU TTD [h] TTD [h]
BacT/Alert Bactec

1| 143 12,14

2 138 12,14

7 12,8 10,79

8 12,7 11,26
19 12,7 10,64
23 11,7 9,62

31 [ 126 [ 10,12

118 11,5 9,97
124 11,5 | 10,15

| 268 | 142 | 856
387 10,2 8,45

| 1060 98 8,64
2620 78 7,21
4220 9 6,79

CFU TTD [h] TTD [h]
BacT/Alert Bactec
1 156 | 1308
1 154 | 1312
3 | 153 | 13,35
" 128 | 112
19 14,8 11,79
24 15,2 13,24
88 14,4 12,96
99 15 13
i 124 12 10,03
187 12,7 10,12
| 466 11,8 9,86
960 10,8 9,03
1640 11,7 9,12
2640 9,3 7,54
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Tabulka 5:
v automatickych hemokultivacnich systemech a prislusné hodnoty CFU.

Tabulka 6:

v automatickych hemokultivacnich systémech a prislusné hodnoty CFU.

Tabulka 4: Detekéni ¢asy bakterie Serratia marcescens zjisténé kultivaci

v automatickych hemokultivaénich systémech a prislusné hodnoty CFU.

CFU TTD [h] TTD [h}]

' BacT/Alert Bactec

8 15,1 11,29
10 14 1
43 141 | 1048

135 124 | 996
| 168 12,5 9.8
| 684 | 123 8,81
1700 10,7 8,3

Detekcéni casy bakterie Citrobacter freundii zjisténé kultivaci

CFU TTD [h] TTD [h]

BacT/Alert Bactec
1 15,3 12,51
8 14,7 11,84
28 14 10,88
86 13,3 10,34
118 13,1 10,52
232 13,3 10,31
392 128 | 985
535 12 1 9,34
5600 12,2 9,17

Detekini ¢asy bakterie Proteus mirabilis

CFU TTD [h] TTD [h]

BacT/Alert | Bactec

3 17,1 11,94

16 15,4 11,56

35 15,5 10,87

| 48 14,7 10,54
| 38 15,2 11,02
| 350 13 8,7
437 12,8 8,58
3700 11,7 7.7

zjistené kultivaci




Tabulka 7: Delekcni ¢asy bakterie Pseudomonas stutzerii zjiSténé kultivaci

v automatickych hemokultivaénich systémech a pfislusné hodnoty CFU.

CFU TTD [h] TTD [h]
BacT/Alert Bactec
1 345 | 5293
2 | 358 | 4637
9 | 312 | 4498
32 L 341 | 4329
105 1 28,6 43,01
138 | 267 | 421
| 9568 | 227 | 37,76
820 23,1 | 36,28
2600 20,3 30,93

Tabulka 8: Detekéni ¢asy bakterie Acinetobacter baumannii zjisténé kultivaci
v automatickych hemokultivaénich systémech a prisiudné hodnoty CFU.

CFU TTD [h] TTD [h]
BacT/Alert Bactec

1 [ 143 | 2118

3 [ 138 [ 22,36

12 | 127 | 1918
62 | 123 | 17,31
138 | 113 | 1568
236 [ 112 | 13,99
1100 10,2 12,55
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4.2.DETEKCNi CASY ANAEROBNICH GRAM-NEGATIVNICH BAKTERIi
Zavislost TTD  obou systému na poctu inokulovanych bakterii

znazorfiuje tabulka. VSechny lahvi¢ky Bactec Lytic mély vyrazné kratsi TTD

oproti lahvickam BacT/Alert FAN Anaerobic inokulovanych stejnou suspenzi

téhoz bakterialniho kmene.

Namérené hodnoty:

Tabulka 9: Detekéni ¢asy bakterie Bacteroides fragilis zjiSténé kultivaci

v automatickych hemokultivaénich systémech a prisiusné hodnoty CFU.

CFU TTD [h] TTD [h]
BacT/Alert Bactec

i 8 1 | 27,582
i 17 1 | 21,82
37 1 {2059

41 1 | 2243

46 | 72 | 21,73

46 | 69,6 {2019

46 | 67,20 | 23,1
113 | 67,2 | 19,67
113 i 64,8 | 20,17
145 | | 20,32
243 | | 18,07
251 | | 16,06
254 | | 1837
296 | 6480 | 1995
489 | | 1882
492 | 648 | 1764
59 | 624 | 186
593 | 62,4 | 18,1
| 1280 | 576 | 1765
1280 | 528 | 17,15
| 1513 | 48 | 1503
1513 477 15,63
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43. DETEKCNi CASY BAKTERIf ZACHYCENYCH Z POVRCHU

VYJMUTYCH KATETRU

Celkem 52 vyjmutych katétri jsme upravili podle vy3e popsané metody
pro zpracovani klinickych vzorkl. Z tohoto poétu bylo 44 vzorku kultivovano
v systému BacT/Alert a 8 vzork(i v systému Bactec. Tento nepomér byl dan
docasnym nedostatkem hemokultivaénich lahvi¢ek pro pfistroj Bactec.

Hemokultivace byla pozitivni u 29 kanyl. Jednalo se v8ak o kolonizaci
katétru gram pozitivnimi bakteriemi, zejména enterokoky a rlznymi druhy
stafylokokil. Nebyly zachyceny Zadné gram-negativni bakterie.
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Namérené hodnoty:

Tabulka 10: TTD [h] mikrobii zachycenych z povrchu katétru a odpovidajici
pocet CFU.

Hemokultivaéni pfistroj Mikrob TTD [h]| CFU
BacT/Alert Enterococcus faecalis 10,8 111
BacT/Alert Enterococcus faecalis 7,7 357
BacT/Alert Enterococcus faecalis 13,8 -

Bactec Enterococcus faecalis 13,11 -
BacT/Alert Staphylococcus epidermidis | 29,5 -
BacT/Alert Staphylococcus epidermidis | 28,7 -
BacT/Alert Staphylococcus epidermidis | 43,2 -
BacT/Alert Staphylococcus epidermidis | 13,7 | 528
BacT/Alert Staphylococcus epidermidis | 21,3 | 206
BacT/Alert Staphylococcus epidermidis | 21,8 189
BacT/Alert Staphylococcus epidermidis | 29,8 -
BacT/Alert Staphylococcus epidermidis | 31,8 -

Bactec Staphylococcus epidermidis | 23,14 | 251

Bactec Staphylococcus epidermidis | 20,68 | 305

Bactec Staphylococcus epidermidis | 24,72 | 220

Bactec Staphylococcus epidermidis | 13,11 | 515
BacT/Alert Staphylococcus haemolyticus| 22,3 -
BacT/Alert Staphylococcus haemolyticus| 29,3 -
BacT/Alert Staphylococcus haemolyticus| 16,8 433
BacT/Alert Staphylococcus haemolyticus| 18,3 122
BacT/Alert Staphylococcus haemolyticus| 17 390
BacT/Alert Staphylococcus haemolyticus| 19,5 -

Bactec Staphylococcus haemolyticus| 21,93 -

Bactec Staphylococcus haemolyticus| 11,19 | 251

Bactec Staphylococcus haemolyticus| 18,15 -
BacT/Alert Staphylococcus saprophyticus| 26,8 -
BacT/Alert Staphylococcus saprophyticus| 20,7 16
BacT/Alert Staphylococcus warneri 21,8 -
BacT/Alert Staphylococcus warneri 18,3 171
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4.4 STATISTICKE VYHODNOCEN;

Tabulka 11: Statistické vyhodnoceni zavislosti TTD na poctu inokulovanych

CFU - lahvicky se sorbentem.

BacT/Alert FA

Bactec Plus Aerobic

Vysl.

p hodnota

Escherichia coli
Enterobacter cloacae
Klebsigila pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Serratia marcescens
Citrobacter freundii

Salmonella enteritidis

y = -0,6329Ln(x) + 14,404
y = -0,56715Ln(x) + 17,991
y = -0,6605Ln(x) + 16,034
y = -7454,4Ln(x) + 19586
y = -0,5968Ln(x} + 15,685
y =-0,4114Ln{x) + 15,284
y =-0,6749Ln{x) + 16,797

Pseudomonas aeruginosal y = -1,41250Ln(x) + 26,126

Ainetobacter baumannii
Escherichia coli

Pseudomonas stulzeri

y = -1,7187Ln(x) + 24,985
y =-1,7613Ln(x) + 31,015
y =-1,9779Ln(x) + 36,654

y = -0,6155Ln(x) + 12,323
y =-0,9821Ln(x} + 19,199
y = -0,6275Ln(x} + 13,802
y = -8414,5Ln(x) + 21071
y =-0,5742Ln(x) + 12,612
y = -0,4217Ln(x) + 12,448
y = -0,5572Ln(x) + 13,292
y = -0,78%1Ln(x) + 21,081
y = -1,2401Ln(x} + 21,81

y = -1,6527Ln{x) + 30,891
y =-2,2151Ln{x) + 51,031

Ruzné
Shodné
Razne
Shodné
Razné
Ruzné
Ruzné
Shodné
Shodné
Shodné

Ruzne

0,0006215

0,7774431
0,0003617
0,3236596
0,0001412
0,000084
0,0006305
0,1164448
0,5380559
0,9629317
0,0000122

Tabulka 12: Statistické vyhodnoceni zavislosti TTD na poctu inokulovanych

CFU - lahviéky bez sorbentu.

BacT/Alert SA Bactec Standard Aerobic | Vysl. | p hodnota
Proteus mirabilis y = -0,7888Ln(x) + 17,927 |y = -0,6852Ln({x) + 13,156 | Ruzné |6,8455E-05
Acinelobacter baumanii |y = -0,5839Ln(x} + 14,351 | y = -1,4162Ln(x) + 22,543 | Riuzné |0,00085221

45




5.DISKUSE

V pokusech jsme porovnavali kultivace bakterii v hemokultivacnich
lahviékach, které podle doporuéeni vyrobcu odpovidaji stejnému pouZiti.
Lahvitky srovnavanych systému se li$i sloZzenim kultivaéni pldy i viastnim
detekénim systémem. Fluorescenéni detekce je obecné znama vyssi citlivosti
oproti kolorimetrické. Tato konstrukce umoZiiuje pfistroji Bactec kratsi
detek&éni &casy pfi stejnych kultivatnich viastnostech pouzitych pud.
Pfi kultivacich hraje vysokou roli sloZzeni tekuté kultivaéni pudy. Univerzaini
kultivaéni pida vhodna pro vSechny vyznamné bakterialni patogeny
neexistuje. VZdy se jedna o kompromisni feeni, které upfednostiiuje rust
nékterych skupin bakterii. Tvirci systému Bactec navrhli v pfipadé aerobnich
lahviéek se sorbentem kultivaéni prostiedi vyhovujici vice enterobakteriim.
Toto feSeni lze povaZovat za optimalni, protoZe pokryva nejcastéjsi puvodce
infekci krevniho feéidté (E. coli K. pneumoniae, E. cloacae) spojované
s téZkym prub&hem onemocnéni (Vacek, 1994). S vyjimkou A.baumanii
vykazovaly vSechny testované kmeny stejné nebo kratdi detekéni Casy
v lahvi¢kach systemu Bactec.

U zadného z testovanych kmeni nebylo zaznamenano selhani detekce
nebo detekce pouze ve vy$Sich kvantitach CFU inokulovanych bakterii. Byly
zjistény pouze rozdily v detekénich &asech, které ale nemaji vétsi prakticky
vyznam. Vyjimku tvofi pouze Pseudomonas stutzerii, kde &asovy rozdil
15 hodin znamena prodlouzeni diagnostiky o jeden den. Tato bakterie ale
nepatii mezi éasto zachycovane patogeny.

Moznost kvantifikace bakterii inokulovanych do hemokultivagnich
lahvicek systéml BacT/Alet a Bactec nabizi wvyuZiti téchto systému
pro kvantitativni mikrobiologické vySetfeni cévnich katétra.

Véechny popsané metody pro kvantitativni vySetfeni cévnich katétra

s vyjimkou Makiho rolovaci metody jsou zaloZeny na pievedeni bakterii
z povrchu katétru do roztoku, ktery je poté kvantitativné zpracovan.
To znamena, Ze je ztohoto roztoku piipraveno nékolik fedéni, kterad jsou
vyo&kovana na vhodné kultiva¢ni agarové pudy. Tato faze s sebou nese urcité
problémy. Nékolikanasobné fedéni vyZaduje velmi &isté prostiedi a presnou

praci. Je asové narofna a ani materidlové naklady nejsou zanedbatelne
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(n&kolik misek s agarovou pldou, sterilni roztoky). Tuto druhou fazi je mozne
nahradit vstfiknutim roztoku s bakteriemi do hemokultivaéni lahvicky
a naslednou kultivaci v automatickém pfistroji. V pfipadé pozitivity se
na zakladé druhu izolovaného agens a detekéniho ¢asu stanovi mnozstvi
inokulovanych mikroorganismu.

Kultivace v hemokultivaéni lahvice zajisStuje dostateéné Siroke
spektrum zachycenych bakterii a vysoce kvalitni kultivaéni prostiedi véetné
atmosféry. Nespornou vyhodou je Uspora prace. Odpada prace s presnymi
objemy roztok( a sniZuje se riziko chyby. V porovnani s ostatnimi pouZivanymi
metodami je zde nizké riziko kontaminace vzorkl(i. Zpracovani vzorkd
umoziiuje rovnéz zachyt mikroorganismu z vnéjsiho i vnitiniho povrchu
katétrd.

Na zakladé téchto teoretickych pfedpokladd byla vyvinuta metoda
kvantitativni  kultivace cévnich katétru v hemokultivaénich lahvi¢kach
a vyzkousena v praxi. V prvni fazi byly stanoveny vztahy zavislosti TTD
na podtu inokulovanych mikroorganismu. Ve druhé fazi byla vypracovana
metodika zpracovani cévniho katétru. BohuZel se nepodaiilo ovefit
pouzitelnost této metody v klinické praxi, nebot jsme nezachytili z cévnich
katétrli 2adné gram-negativni mikroorganismy. Pocet vy3etfovanych kanyl
nebyl dostate¢né velky k zachyceni méné &asto se vyskytujicich G™ baktérii
jako pavodci katétrovych infekci.
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6. ZAVER

V této praci jsme se zabyvali problematikou katétrovych infekci
a moznostmi jejich diagnostiky pomoci kvantitativhiho bakteriologickeho
vys$etieni s pouzitim hemokultivaénich systému Bactec a BacT/Alert.

V prvni ¢asti prace jsme se zaméfili na stanoveni zavislosti TTD
na CFU u nejéastéji se vyskytujicich gram-negativnich patogenu. Ziskané
hodnoty jsme statisticky zpracovali a zanesli do graf(i. Hemokultivaéni
lahvicky obou vyrobcl prokazaly vysoké schopnosti detekce bakterialnich
patogenl. Ani v jednom piipadé nedoslo k selhani detekce. Byly zjistény
rozdily v detekénich &asech mezi obéma systémy, ty ale nemaji
pro diagnostiku infekci krevniho Fedisté prakticky vyznam.

Druha ¢ast se zabyvala moznosti wvyuziti automatickych
hemokultivaénich pfistroji pro kvantitativni analyzu cévnich katétri.
Popsana metoda ma fadu vyhod oproti vySe uvedenym technikam. Proti
fedicim metodam je vyrazné jednodussi. Neklade velké naroky na odbornost
pracovnikl a umoziiuje v pomérné kratké dobé ziskani vysledku. Systémy
umoziuji zachyt i obtizné kultivovatelnych mikrobu.

Z klinickych vzorku cévnich katétrd jsme nezachytili Zadne gram-
negativni bakterie, nemohli jsme tedy ovéfit G€innost a pouzitelnost nové
metody v klinické praxi. Ve vSech pfipadech pozitivni detekce patogenu se
jednalo o gram-pozitivni koky. Je to z toho duvodu, Ze gram-negativni bakterie
se jako pOvodci katétrovych infekci vyskytuji méné €asto.

K provéieni nové metody bude v budoucnosti nutno vySetiit jesté velké

mnozstvi cévnich katétrh. Nicméné jedna se o zajimavou techniku, ktera si

zaslouzi pozornost a dalSi vyzkum.
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Graf 1: Zavislost TTD [h] na mnoZstvi inokulovanych CFU bakterie
Escherichia coli. Kultivace v lahvickach BacT/Alert FA a Bactec Plus Aerobic.
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Graf 2: Zavislost TTD [h] na mnoZstvi inokulovanych CFU bakterie Klebsiella

pneumoniae. Kultivace v lahvickach BacT/Alert FA a Bactec Plus Aerobic.
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Graf 3: Zavislost TTD [h] na mnoZstvi inokulovanych CFU bakterie Serratia
marcescens. Kultivace v lahvickach BacT/Alert FA a Bactec Plus Aerobic.
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Graf 4: Zavislost TTD [h] na mnoZstvi inokulovanych CFU bakterie Citrobacter
freundii. Kultivace v lahvickach BacT/Alert FA a Bactec Plus Aerobic.
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Graf §: Zavislost TTD [h] na mnoZstvi inokulovanych CFU bakterie Proteus
mirabilis. Kultivace v lahvi¢kach BacT/Alert SA a Bactec Standard Aerobic.
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Graf 6: Zavislost TTD [h] na mnoZstvi inokulovanych CFU bakterie
Pseudomonas stutzerii. Kultivace v lahvickach BacT/Alert FA a Bactec Plus

Aerobic.
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Graf 7: Zavislost TTD [h] na mnoZstvi inokulovanych CFU bakterie
Acinetobacter baumannii. Kultivace v lahvickach BacT/Alert SA a Bactec

Standard Aerobic.
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Graf 8: Zavislost TTD [h] na mnoZstvi inokulovanych CFU bakterie
Bacteroides fragilis. Kultivace v lahvickach BacT/Alert FAN a Bactec Lytic

Anaerobic.
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