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ABSTRAKT 

UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE 

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové  

Katedra biologických a lékařských věd 

Kandidát: Bc. Aneta Jahnová 

Školitel: MUDr. Pavla Paterová, Ústav klinické mikrobiologie FN Hradec Králové 

Konzultant: primářka MUDr. Alena Ševčíková, Oddělení klinické mikrobiologie FN Brno  

Název diplomové práce: Identifikace bakterií z pozitivních hemokultur pomocí hmotnostní 

spektrometrie. 

Cíl: Při zpracovávání pozitivních hemokultur na Oddělení klinické mikrobiologie FN 

Brno se metoda MALDI-TOF MS pouţívá pro rychlou a spolehlivou identifikaci bakterií 

z narostlých čistých kultur jiţ po 5 aţ 6 hodinové kultivaci na krevním agaru. Cílem této 

práce bylo zhodnotit a srovnat metody přímé identifikace etiologického agens z pozitivních 

hemokultur pomocí kitu SepsiTyperTM  a zkumavek s gelem, které by měly sníţit čas 

potřebný pro získání výsledku. 

Metoda: V této práci bylo testováno 50 pozitivních BacT/ALERT hemokultivačních 

lahviček. Příprava mikrobiálních vzorků probíhala paralelně za pouţití kitu SepsiTyperTM 

a odběrových zkumavek s gelem. U obou metod byla provedena extrakce 

ethanolem/kyselinou mravenčí a analýza na přístroji Microflex LT.  

Výsledky: Z padesáti testovaných hemokultur kitem SepsiTyperTM bylo správně 

identifikováno 24 vzorků (48 %) na druhové úrovni a 7 vzorků (14 %) na úrovni rodu. 

Zkumavky s gelem zachytily správnou identifikaci u 12 (24 %) testovaných vzorků. U obou 

metod identifikace gramnegativních bakterií je úspěšnější neţ identifikace grampozitivních 

kmenů. Nejpřesnější výsledky byly získány identifikací bakterií z narostlých izolátů 

z kultivačních misek (detekce 46/50 kultur; 92 %).  

Závěr: Metody přímé identifikace sice krátí čas potřebný k získání výsledků, ovšem 

při identifikaci etiologického agens nejsou zdaleka tak přesné a spolehlivé, jako 

subkultivace na kultivačních miskách. Z metod přímé identifikace byl úspěšnější kit 

SepsiTyperTM. Ve srovnání se zkumavkami s gelem přinesl lepší identifikační skóre 

a kvalitu spekter. Obě metody však vyţadují další technický rozvoj a obtíţně by se 

zařazovaly do běţného laboratorního provozu. 

Klíčová slova: Infekce krevního řečiště, hemokultura, MALDI-TOF MS, přímá 

identifikace mikroorganismů, kit SepsiTyperTM, zkumavky s gelem. 



  

 
 

ABSTRACT 

CHARLES UNIVERSITY IN PRAGUE 

Faculty of Pharmacy in Hradec Králové 

Department of Biological and medical Sciences 

Candidate: Bc. Aneta Jahnová 

Supervisor: MUDr. Pavla Paterová, Dept. of Clinical Microbiology FN Hradec Králové 

Consultant: primářka MUDr. Alena Ševčíková, Dept. of Clinical Microbiology FN Brno 

Title of diploma thesis:  Identification of bacteria from positive blood cultures by mass 

spectrometry. 

Background: During processing positive blood culture at the Department of Clinical 

Microbiology, University Hospital Brno MALDI-TOF MS is used to for rapid and reliable 

identification cultured bacteria growing  pure culture after five to six hours on solid culture 

media. The aim of this study was evaluated and compared methods for direct identification 

of the etiological agents from positive blood cultures using a kit SepsiTyperTM and test 

tubes with gel, which should decrease the time to obtain the result.  

Methods: In this study were tested 50 positive BacT/ALERT blood cultures. 

Preparation of microbial samples was carried out parallel using a kit SepsiTyperTM and 

collection test tubes with gel. In both methods was performed extraction with 

ethanol/formic acid and analyses on a Microflex LT system.  

Results: From fifty testing blood cultures were correctly identified by kit SepsiTyper 

24 samples (48 %) at the species level and 7 samples (14 %) at the genus level. Test tubes 

with gel were found correctly identified 12 (24 %) of the tested samples. In both methods 

Gram-negative bacteria show better results compared to Gram-positive pathogens. The most 

accurate results were obtained  by identification bacteria growing izolates on the solid 

culture media (detection 48/50 cultures, 96 %). 

Conclusions: Although the method of direct identification reduces the time required 

to obtain the results, but the identification of etiological agents is not nearly as accurate and 

reliable as subcultures on the solid culture media. From methods of direct identification was 

more successful kit SepsiTyperTM. In comparison with test tubes containing gel delivered 

better identification scores and quality of specters. However, both methods require further 

technical development and would be difficult to classification into routine microbiological 

diagnostics.  

Keywords: Bloodstream infection, blood cultures, MALDI-TOF MS, direct 

identification of microorganisms, kit SepsiTyperTM, tes tubes with gel.  
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ÚVOD 

 
Invaze mikroorganismů do sterilního krevního řečiště můţe vést k rozvoji sepse, 

coţ můţe mít za následek vznik ţivot ohroţujícího stavu – septického šoku. Eliminace 

patogenních agens z krevního řečiště je závislá na podání včasné a vhodné empirické 

antimikrobiální léčby. V tomto procesu je rozhodující rychlá identifikace patogenních 

agens z hemokultur. 

Dosavadní mikrobiologická diagnostika infekcí krevního řečiště se opírala 

o zdlouhavé kultivační procesy etiologického agens, po kterých následovaly časově 

náročné biochemické identifikace. V poslední době tyto metody v rutinní diagnostice 

ustupují a jsou nahrazovány metodami, které urychlují identifikaci mikroorganismů 

z pozitivních hemokultivací. Celý proces je součástí automatizace procesu 

mikrobiologické diagnostiky, který vychází vstříc poţadavkům klinických lékařů na 

včasnou diagnostiku infekcí. 

 

ZADÁNÍ PRÁCE – CÍL PRÁCE 

Cílem této práce bylo porovnat dva různé způsoby přípravy vzorků pro přímou 

identifikaci bakterií a kvasinek z pozitivních BacT/ALERT hemokultivačních lahviček 

při pouţití komerční soupravy SepsiTyper
TM

 (Bruker Daltonics) a zkumavek s gelem. 

Součástí práce bylo zhodnotit následující aspekty:  

 Srovnat záchyt etiologického agens z pozitivních hemokultur rutinně 

pouţívanou metodou z narostlých kultur pomocí MALDI-TOF MS 

s nově testovanými přímými metodami.  

 Zjistit výkon přímých metod při správné identifikaci mikroorganismu na 

druhové a rodové úrovni.  

 Určit úspěšnost/neúspěšnost testovaných metod.  

 Stanovit diagnostickou senzitivitu přímých metod.  

 Posoudit praktické aspekty jako finanční náklady, dobu odezvy do 

stanovení pozitivního výsledku a spolehlivost metod za účelem zjistit, 

která příprava vzorků by byla vhodnější pro zařazení do rutinní práce 

běţné mikrobiologické laboratoře.   
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TEORETICKÁ ČÁST 

1 INFEKCE KREVNÍHO ŘEČIŠTĚ 

Přítomnost mikroorganismů v krvi nás informuje o moţném systémovém zánětu 

či šíření infekčního agens rozsevem z místa primární infekce. Tyto stavy jsou provázeny 

klinickými příznaky, mezi které patří: hypertermie (> 38°C) nebo hypotermie 

(< 35,6°C), třesavka, zimnice, hypotenze, tachykardie či tachypnoe. Z laboratorního 

hlediska je nutné zohlednit krevní obraz. Obvykle infekci krevního řečiště doprovází 

leukocytóza s posunem doleva a neutropenie. (Černý et al., 2002; Průša et al. 2012)  

Při podezření na systémovou infekci je vhodné provést odběr krve na 

hemokultivaci, ten by měl být proveden při podezření na bakteriální či kvasinkovou 

infekci. Mezi nejčastější indikace odběru patří podezření na bakteriální pneumonii, 

infekční endokarditidu, meningitidu, pyelonefritidu nebo u horeček nejasné etiologie 

apod. (SOP OKM FN Brno, 2013) 

Termín infekce krevního řečiště označují právě probíhající systémovou infekci 

krevního řečiště, kdy průnik etiologického agens do krevního řečiště je provázený 

celkovými známkami infekčního procesu. (Čermák et al., 2008) Infekce krevního 

řečiště určená je takový stav, kdy je zjištěn primární zdroj infekce. Pokud ani po 

intenzivních diagnostických procedurách není primární lokalizace infekce zjištěna, 

označuje se takový stav jako infekce krevního řečiště neurčená. Infekce krevního řečiště 

lze rozdělit do dvou skupin:   

Primární infekce krevního řečiště  

Do této skupiny řadíme stavy, kdy primární zdroj infekce je umístěn přímo 

v krevním řečišti, ať v přirozených či umělých součástech krevního řečiště. U těchto 

infekcí by měla být přítomnost infekčního agens prokázána u jedné nebo více 

hemokultur. (Čermák et al., 2008) Zachycené infekční agens nesmí mít souvislost 

s infekcí na jiném místě. Při opakovaném záchytu koţních kontaminantů (např. 

korynebakteria, koaguláza negativních stafylokoků, Bacillus spp. aj.) v hemokulturách 

se jedná taktéţ o klinicky významný ukazatel. (Seifert, 2009) Hlavní infekce patřící do 

této skupiny jsou infekce spojené se zavedením cévních katétrů. (Juránková et al., 2011) 

Sekundární infekce v krevním oběhu 

Mikroorganismy izolované z hemokultur souvisí s infekcí mimo krevní oběh. 

Rovněţ je pro určení rozhodující pozitivní hemokultivace bez záchytu jednorázových 
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koţních kontaminantů. (Čermák et al., 2008; Seifert, 2009) Infekční loţisko se stejným 

etiologickým agens jako v krvi se nachází např. v močovém traktu, plících, tlustém 

střevě, centrálním nervovém systému, měkkých tkáních a dalších lokalizacích. (Průša et 

al., 2012) 

 Sepse, septický šok 1.1

Sepse je klinický stav, pro který je typická systémová zánětlivá odpověď 

organismu na šíření infekčního agens v krvi. Dle Consensus Conference of American 

Society of Critical Care Medicine (ACCP/ASCM) se sepse projeví, pokud jsou splněny 

dva nebo více těchto příznaků:  

A. teplota těla nad 38 °C nebo pod 36 °C,  

B. srdeční frekvence nad 90 tepů/min.,  

C. dechová frekvence nad 20/min. nebo hyperventilace PaCO2 pod 32 mmHg,  

D. leukocyty nad 12x10
9
/l nebo pod 4x10

9
/l, posun doleva nebo více neţ 10 % 

     nezralých neutrofilů. (Levy et al., 2003) 

Septický šok je ţivot ohroţující stav, pro který je typická omezená dodávka 

kyslíku všem buňkám organismu, coţ má za následek rozvoj tkáňové hypoxie. 

Nedostatečné prokrvení ţivotně důleţitých orgánů můţe vést aţ k jejich dysfunkci.  

Tento stav se od prosté sepse liší přítomnou hypotenzí i přes adekvátní doplnění objemů 

tekutin. (Havlík et al., 2002; Čermák et al., 2008) 

Mezi nejčastější původce sepse patří Staphylococcus aureus, Escherichia coli 

a Streptococcus pneumoniae. U nozokomiální sepse se nejvíce na rozvoji podílejí 

stafylokoky a to jak Staphylococcus aureus, tak koagulasanegativní stafylokoky 

(Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis, Staphylococcus haemolyticus 

aj.), dále rod Candida spp., enterokoky a enterobakterie. Pro záchyt infekčního agens se 

doporučuje odběr hemokultur opakovaně (2 aţ 3krát), v odstupu několika desítek minut 

před začátkem antibiotické terapie. (Beneš et al., 2009) 

 Infekční endokarditida  1.2

Infekční endokarditida je mikrobiální zánětlivé onemocnění vnitřní výstelky 

srdce, charakterizováno přítomnosti infikovaného trombu lokalizovaného primárně na 

nativní chlopni. Postiţen můţe být také nástěnný endokard nebo endokard v oblasti 

septa. S tímto infekčním onemocněním se nejčastěji setkáváme u pacientů, kteří mají 
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predispoziční faktor pro vznik infekční endokarditidy (vrozená nebo získaná srdeční 

vada, degenerativní postiţení srdce, stavy po operacích srdce a velkých cév, umělé 

chlopenní náhrady aj.). (Staňková et al., 2008; Beneš et al., 2009) 

Z etiologického hlediska mají výraznou afinitu k vnitřní výstelce srdce především 

viridující streptokoky a stafylokoky, bakterie ze skupiny HACEK (rody Haemophillus, 

Actinobacillus, Cardiobacterium, Eikenella, Kingella), méně často enterokoky, 

gramnegativní tyčky a kandidy. (Havlík et al., 2002; Beneš et al., 2007) 

Oproti septickému stavu je bakteriémie u infekční endokarditidy trvalá. Bakterie 

jsou vyplavovány do krve kontinuálně a lze je tedy zachytit ve všech odběrech 

hemokultur – i v období bez horečky. Pro potvrzení diagnózy by měly být odebrány 

nejlépe 3 hemokultury po jednohodinových intervalech. (Čermák et al., 2008; Beneš et 

al., 2009) 

 Infekce imunokompromitovaných a onkologických pacientů 1.3

U pacientů s progredujícím nádorovým onemocněním je velmi vysoké riziko 

rozvoje oportunních infekcí. Porucha imunity a s tím asociována řada infekčních 

komplikací můţe být také spojena s onkologickou cytostatickou a imunosupresivní 

léčbou včetně kortikosteroidů.  

Hemokultivace  patří mezi důleţitá diagnostická vyšetření. Pozitivita 

hemokultivace, identifikace mikroorganismu a stanovení citlivosti na antibiotika je zde 

rozhodujícím faktorem: můţe vést k identifikaci zdroje infekce, ke změně empirické 

terapie v cílenou a tím docílit eliminace infekčního loţiska z organismu. U těchto 

pacientů se setkáváme s vysokým záchytem druhů Neisseria meningitidis, 

Streptococcus pneumoniae, Haemophillus influenzae typu b, Listeria monocytogenes 

a také Salmonella sp. (Navrátil et al., 2010) 

 Horečka nejasného původu  1.4

Febrilní stav představuje - reakci organismu na probíhající patologický děj. Pokud 

nedojde k objasnění diagnózy ani po intenzivních a speciálních vyšetřeních pacienta 

hovoříme o horečce neznámé etiologie při splněných následujících kritérií:  

A. tělesná teplota nad 38 °C, 

B. délka trvání déle neţ 3 týdny, 
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C. neobjasnění diagnózy ani po intenzivních a speciálních vyšetřeních během 

týdenní hospitalizaci pacienta.  

Příčinou mohou být infekční choroby (např. absces, infekční endokarditida), 

onkologická onemocnění (např. maligní lymfomy, myelodysplastický syndrom), 

systémová onemocnění pojiva (např. revmatoidní artritida) aj. Nezbytné je zhodnotit 

epidemiologickou anamnézu pacienta a vybrat vhodné laboratorní vyšetření, mezi které 

zajisté u infekčních stavů patří opakovaný odběr krve na kultivaci. (Havlík et al., 2002; 

Beneš et al., 2007) 
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2 DIAGNOSTIKA INFEKCÍ KREVNÍHO ŘEČIŠTĚ 

Zlatým standardem laboratorní diagnostiky infekcí krevního řečiště i sepse 

různého původu a etiologie je bakteriologické vyšetření krve (tzv. hemokultur) na 

přítomnost bakterií. (Průša et al., 2012) Vyšetření hemokultury patří k rutinním 

diagnostickým metodám, kdy se odebraná krev inokuluje do kultivačního média 

a kultivuje za účelem pomnoţení mikroba a jeho identifikaci. Cílem kultivace krve je 

potvrdit, zda záchyt daného etiologického agens zodpovídá za klinické projevy pacienta 

a stanovit citlivost či rezistenci mikroba, zahájit optimální antibiotickou léčbu 

a popřípadě zahájit včasná protiepidemická opatření. (CLSI, 2007)  

 Odběr vzorků 2.1

Postup odběru krve je popsán v standardních bezpečnostních postupech. 

V průběhu odběru je nutné dodrţovat striktní aseptické podmínky. Odběr krve na 

hemokulturu se provádí dle metodického návodu do speciálních nádobek s tekutým 

kultivačním médiem. (CLSI, 2007)  

Krev pro diagnostické účely se odebírá především z periferní ţíly, méně často 

z artérie. (Čermák et al., 2008) Odběr ze zavedeného centrálního ţilního katétru, 

dlouhodobě aplikovaného periferního katétru i arteriálního katétru nese riziko 

kontaminace hemokultury, to má za následek falešně pozitivní výsledek hemokultury. 

Odběr hemokultur ze zavedených katétrů by se měl pouţívat pouze v případech, pokud 

je vena cubitalis nepřístupná. (Černý et al., 2002)  

Při podezření na katétrovou sepsi nebo kolonizaci katétru se krev na 

hemokultivaci odebírá ve stejnou dobu z katétru i z periferie. Pro katétrovou infekci 

nebo sepsi a nikoliv pro koţní kontaminaci svědčí situace, kdy hemokultura z katétru je 

detekována hemokultivačním systémem jako pozitivní minimálně o dvě hodiny dříve 

neţ hemokultura z periferie. (Seifert, 2009; Juránková et al., 2011) 

Vlastní odběr krve je prováděn školenými zdravotnickými pracovníky. Provádí se 

injekční jehlou nejprve do sterilní stříkačky a po výměně jehly bezprostředně poté 

inokuluje do hemokultivačních lahviček. (Čermák et al., 2008) Hlavním důvodem 

nepřímého odběru krve přímo do hemokultivační lahvičky je moţnost sekundárního 

znečištění krve koţní mikroflórou a tím znehodnocení celého vyšetření. Při pouţití 

vakuové soupravy pro odběr krve je moţný odběr přímo z nástavce s jehlou do 

hemokultivační lahvičky bez nutnosti pouţití injekční stříkačky a tím sníţit riziko 
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kontaminace při výměně jehly. Aby se minimalizovalo riziko kontaminace koţní 

mikroflórou, je nezbytné před samotným odběrem dezinfikovat místo napíchnutí ţíly po 

lokalizaci a palpaci vény a také gumových zátek na hemokultivačních lahvičkách. Před 

odběrem lze také provést stěr z kůţe v místě vpichu, který slouţí pro srovnání s nálezem 

v hemokultuře a k potvrzení případné kontaminace hemokulutury koţní mikroflórou. 

Jako nejúčinnější dezinfekční prostředek se jeví 70% izopropylalkohol. (CLSI, 2007)   

Za adekvátní objem pro jednu hemokulturu se u dospělých povaţuje 10 – 30 ml 

krve, přičemţ se krví inokulují všechny hemokultivační lahvičky z jednoho odběru. 

(CLSI, 2007) V řadě publikovaných studií se uvádí, ţe výnos patogenů se zvyšuje 

přímou úměrou k objemu krve. Pro kojence a malé děti objem krve by měl být více neţ 

1 % z celkového objemu krve. (Černý et al., 2002; CLSI, 2007) Beneš et al. (2009) 

uvádí, ţe pro děti je dostačující odběr 1 ml krve, protoţe mají obvykle vyšší koncentrací 

bakterií v krvi. Některé komerční hemokultivační lahvičky mají vytvořený podtlak, 

který zajistí inokulaci adekvátního mnoţství krve. 

Optimální počet odebraných hemokultur při podezření na bakteriémii je 

minimálně dvě a maximálně tři hemokultury. V literatuře se nejčastěji uvádí, ţe odběr 

by měl být opakován nejlépe v odstupu 30 aţ 60 min. Ovšem u kritických stavů, není 

moţné dodrţovat časový rozestup mezi odebíráním jednotlivých hemokultur. V těchto 

případech je důleţité zahájení okamţité terapie a to nejpozději do 1 hodiny od stanovení 

diagnózy. (Černý et al., 2002) U septických stavů by měl odběr předcházet antibiotické 

terapii. Současně je vhodné odběr provést před vzestupem teploty a třesavky asi hodinu 

před očekávaným vrcholem. Pokud je jiţ antibiotická léčba zahájena, je vhodné odběr 

provést před podáním další terapeutické dávky a pouţít hemokultivační lahvičky 

s médiem obsahující látky inhibující účinek antibiotik. (CLSI, 2007; Průša et al., 2012) 

 Transport a uchovávání vzorků 2.2

Je důleţité si uvědomit, ţe mikroorganismy přítomny v hemokultuře se začínají 

mnoţit, jiţ před vloţením do hemokultivačního systému. Proto se ihned po odběru 

neprodleně transportují do laboratoře, nejpozději do dvou hodin od odběru. Pokud není 

zajištěn transport do laboratoře v tomto časovém intervalu, uchovávají se při pokojové 

teplotě nejdéle však 24 hodin na místě chráněném před přímým světlem. (Průša et al., 

2012)  
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 Hemokultivační průkaz bakterií  2.3

Jiţ od třicátých let prochází kultivace odebrané krve obrovským historickým 

vývojem. Potuţník (1978) uvádí jako první způsob kultivace krve inokulovat krev 

přímo u lůţka pacienta. Tím zároveň vyuţít krev jako kultivační médium (kultivace 

krevního koláče). Tato technika byla vyuţívaná, aţ do té doby, neţ bylo prokázáno, ţe 

značné mnoţství bakterií se zachycuje v koagulech nativní krve a trvá dlouhou dobu, 

neţ je kultivace pozitivní.  

Později se krev začala kultivovat v tzv. Patočkových nádobkách. Zpracování krve 

z Patočkovy nádobky popisuje Zahradnický (1961). Příprava kultivačních nádobek byla 

velmi pracná, i přesto se aţ do sedmdesátých let minulého století připravovaly přímo 

v mikrobiologických laboratořích. Po Patočkově metodě se objevují transportní systémy 

tzv. Hemotesty I a D, které slouţily pouze pro přepravu krve do laboratoří. Následně se 

přeneslo potřebné mnoţství krve do tzv. Castagnedovy dvoufázové hemokultury. Jako 

dvoufázové byly označovány z důvodu dvou typů kultivačních médií uvnitř nádobky. 

(Čermák et al., 2008) 

Poté se začaly uţívat velkoobjemové (cca 100 ml) nádobky s tekutým kultivačním 

médiem, do kterých se přeneslo 10 ml vyšetřované krve (minimální ředění by mělo být 

1:10). Naředění krve s médiem zabrání koagulaci a taktéţ eliminuje baktericidní účinky 

krve. Často se tato moţnost kombinuje s uţitím antikoagulačních a antibakteriálních 

látek (polyanionty - polyanethosulfonát sodný (SPS), dextran-sulfát sodný a amylosulfát 

sodný). Běţně uţívané antikoagulační prostředky pro klasický odběr krve nelze pouţít. 

Bylo prokázáno, ţe citrát sodný působí toxicky na grampozitivní bakterie a heparin 

brání koagulaci pouze dočasně. Do lahviček se začalo později přidávat také aktivní uhlí 

(adsorbent) či synteticky vyráběné makromolekulární částice (resin), čímţ se eliminoval 

účinek antibiotik, chemoterapeutik či jiných léků na bakterie zachycené v odebrané 

krvi. (Potuţník, 1978; Čermák et al., 2008)  

Nyní se pro rutinní mikrobiologickou diagnostiku nejvíce pouţívají  

hemokultivační lahvičky BACTEC od firmy Becton Dickinson (BD and Company, 

USA) a BacT/ALERT od firmy bioMérieux (Francie). Tyto lahvičky jsou kompatibilní 

pro plně automatizované hemokultivační systémy od stejnojmenných výrobců. Vývoj 

těchto systémů a řady rychlých metod záchytu etiologického agens výrazně zkrátil čas 

pro identifikaci bakterií z pozitivních hemokultur. (Rönnberg et al., 2013)  
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Hemokultivační systémy lze rozdělit na manuální a automatizované. (Čermák et al., 

2008) V následujícím textu budou tyto lahvičky a systémy popsány detailněji.  

 Manuální hemokultivační systémy 2.3.1

Manuální hemokultivační systémy byly pouţívány zejména před osmdesátými 

lety minulého století, poté byly nahrazeny kontinuálně měřícími automaty. Byly 

uţívány zejména čtyři typy těchto systému:  

1. Klasický manuální hemokultivační systém (kultivace v termostatu - sleduje se 

vzhled kultivační půdy),  

2. Lýza – centrifugační systém ISOLATOR (Oxoid) - speciální zkumavky se 

saponinem, propylenglykolem a SPS; 

3. Dvoufázové hemokultivační systémy podle Castagnedy - Hémoline 

(BioMérieux, Francie) a Septi-Chek (Roche Diagnostics, Švýcarsko); 

4. Hemokultivační systém s detekcí na základě tlaku plynu SIGNAL (Oxoid) - 

detekce CO2 uzavřeného v lahvičce. (Weinstein, 1996; Čermák et al., 2008) 

 Automatizované hemokultivační systémy 2.3.2

Dnes jsou na trhu nejrozšířenější dva typy hemokultivačních systémů: 

BacT/ALERT od firmy bioMérieux a BACTEC od Becton Dickinson. Tyto systémy se 

liší typem kultivačního média, principem detekce a odlišným způsobem neutralizace 

antibiotik potenciálně přítomných ve vzorku krve. BACTEC lahvičky pro zachycení 

antibiotik vyuţívají pryskyřici a BacT/ALERT lahvičky dřevěné uhlí.  Ani jedna 

z těchto dvou sloţek nemá vliv na detekci patogenních agens způsobujících infekce 

krevního řečiště u pacientů s antibiotickou terapií. (Jorgensen et al., 1997; Pohlman et 

al., 2011) 

2.3.2.1 Systém BacT/ALERT 

Přístroj BacT/ALERT představuje jednu z moţných alternativ při výběru plně 

automatizovaného hemokultivačního systému. Nejnovějším typem na trhu je přístroj 

BacT/ALERT 3D (Obrázek 1), který vyuţívalo i OKM FN Brno do minulého roku. 

BacT/ALERT detekuje pozitivní hemokultury na základě produkce oxidu uhličitého 

(CO2) mikroorganismy, které metabolizují substrát v kultivačním médiu. Princip tohoto 

systému je zaloţen na kolometrické detekci. Na dně hemokultivační lahvičky je umístěn 

senzor, který je oddělen od kultivační půdy semipermeabilní membránou. Membrána je 
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nepropustná pro většinu iontů a téměř nepropustná pro vodu, ovšem je volně propustná 

pro molekuly oxidu uhličitého produkovaného mnoţícími mikroorganismy. Oxid 

uhličitý začne difundovat přes membránu do senzoru a rozpouští se ve vodě.  Tímto se 

vytváří vodíkové ionty a dojde ke sníţení pH. To má za následek viditelnou barevnou 

změnu senzoru z modro-zelené na ţlutou. (Thorpe et al., 1990; Biomérieux, 2014a) 

A.    B.  

 

Obrázek  1: Přístroj BacT/ALERT 3D. 

A. Ukázka přístroje. (Biomérieux, 2014a)   

B. Ukázka typů hemokultivačních lahviček. (Biomérieux, 2014b) 

 

Pro rutinní detekci patogenů je doporučená inkubační doba 5 aţ 7 dní při 35 aţ 

37 °C. (Čermák et al., 2008) Hardy et al. (1992) ve své studií uvádí, ţe klinicky 

významné organismy jsou detekovány do 3 dnů a organismy povaţovány za 

kontaminanty (např. diphteroidy, koagulasanegativní stafylokoky, mikrokoky aj.) jsou 

nejčastěji zachyceny v konečném stádiu kultivace. Z tohoto vyplývá, ţe kultivace 

negativních hemokultur není nutná. 

Hemokultivační lahvičky pro přístroj BacT/ALERT 3D jsou uzpůsobeny pro 

kultivaci aerobních, fakultativně anaerobních a anaerobních bakterií, dále pro 

mykobakterie a kvasinky. Na obrázku 2 uvádím přehled pouţívaných hemokultivačních 

lahviček BacT/ALERT. 
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Obrázek 2: Schéma typů hemokultivačních lahviček BacT/ALERT. 

   Převzato z: Čermák et al., 2008; upraveno. 
 

2.3.2.2 Systém BACTEC 

BACTEC kultivační systémy jsou přizpůsobeny k detekci mikrobiálního růstu 

v krevním vzorku během inkubační doby. Tento typ hemokultivačních přístrojů je 

komerčně dostupný od roku 1970. Z počátku diagnostika růstu etiologického agens byla 

zaloţena na radiometrickém měření. Dnes jsou přístroje BACTEC vybaveny detektory 

na fluorescenčním principu. (Weinstein, 1996; BD, 2014a)  

Fluorescenční senzor na dně lahvičky oddělený membránou od kultivačního 

média zachycuje světlo emitované diodou včetně hladiny fluorescence. Pokud dojde 

k růstu mikroorganismů v lahvičce, zvýší se produkce CO2 a zároveň poklesne hladina 

fluorescence včetně pH. Systém zajišťuje kontinuální proměřování hemokultur, coţ 

vede k častějšímu označování pozitivních hemokultur oproti přístroji BacT/ALERT 3D. 

(Čermák et al., 2008)  

Kultivační lahvičky zde vynikají tím, ţe jsou uzpůsobené malým objemům 

a dokáţí odhalit pomalu rostoucí organismy, jako je Heamophillus spp. a Neisseria spp. 

(BD, 2014a) Obrázek 3 níţe shrnuje přehled sortimentu lahviček nabízených firmou 

Základ kultivačního média: 

SA, SN: kasein natrávený pankreatickými enzymy, sójová 

hmota natrávená papainem, komplex aminokyselin a 

sacharidů v purifikované vodě, SPS. 

FA, FN: sójový extrakt natrávený trypsinem, BHI, 

pyridoxinhydrochlorid, menadion, hemin, L-cystein, 

komplexaminokyselin a sacharidů v purifikované vodě, 

aktivní uhlí – inaktivace ATB. 

 

BacT/Alert SA 

Standard aerobic 

Prostředí obohacené CO2 a O2. 

Objem média 40 ml. 
 

BacT/Alert SN 

Standard anaerobic 

Přídavek menadion, hemin, 

redukční agens. 

Prostředí obohacené  CO2 a N2. 
Objem média 40 ml 

Bact/Alert FA  

FAN aerobic 

Lepší záchyt pro 

Burkholderia cepacia, 

Candida albicans, 

Cryptococcus 

neoformans. 

Prostředí obohacené O2. 

Objem média 40 ml. 
 

BacT/Alert FN 

FAN anaerobic 

Vyšší záchyt stafylokoků, 

enterobakterií a zejmnéna 

Bacteroides fragilis. 

Prostředí obohacené N2. 

Objem média 40 ml. 
 

BacT/Alert PE 

Pediatric FAN 

Prostředí obohacené O2. 

Objem krve min. 0,5 ml, to ovšem 

sniţuje pravděpodobnost záchytu. 

Pouţití: pediatrie. 
 

BacT/Alert MB 

Mycobacteria Blood 

Middlebrookova půda s SPS 

a glycerolem. 

Detekce a kultivace 

mykobakterií.  

Objem kultivačního média 

29 ml.  

Objem krve 3 – 5 ml.  
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Becton Dickinson. Lahvičky jsou kompatibilní pro všechny hemokultivační přístroje 

BACTEC. Od začátku roku 2014 Oddělení klinické mikrobiologie FN Brno vyuţívá 

nejnovější typ hemokultivačního přístroje od firmy Becton Dickinson BACTEC FX 

(Obrázek 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek  3: Schéma typů hemokultivačních lahviček BACTEC. 

        Převzato z:  Čermák et al., 2010; upraveno. 

 

 

 

 

 

 

Základ kultivačního média:  

hydrolyzovaná sójová půda 

s kaseinem, kvasnicový extrakt, 

výtaţky ze zvířecích tkání, dextrosa, 

sacharosa, fruktosa, menadion, 

pyridoxinhydrochlorid, arginin, hemin, 

thioly, citrát sodný, fosforečnan 

draselný 

BACTEC 

STANDARD 

aerobic/F  
Prostředí obohacené CO2 

Objem média 25 ml 

 

BACTEC STANDARD  

anaerobic/F  
Prostředí obohacené  CO2 a N2 
Objem média 25 ml 

 

BACTEC PLUS aerobic/F 

Medium  
Přídavek resinu (kuličky sorpční 
pryskyřice – inaktivace ATB 

Prostředí obohacené CO2  

Objem média 25 ml 
 

BACTEC PLUS  

anaerobic /F 

Medium  
Přídavek resinu (kuličky 

sorpční pryskyřice – 
inaktivace ATB) 

Prostředí obohacené CO2 

a N2 

Objem média 25 ml 

 

BACTEC LYTIC 10 

anaerobic F/Medium 

Přídavek pyruvát sodný, saponin 

a prostředek proti pěnění 

Prostředí obohacené CO2 a N2 

Objem média 40 ml  

U pacientů bez ATB léčby vyšší 

záchyt klinicky významných 

mikroorganismů. 
 

BACTEC PEDS 

Plus/F Pediatric Medium 
Přídavek resin a pyruvát sodný 

Prostředí obohacené CO2  

Objem média 40 ml  

Objem inokulované krve 1-3 ml 

 

BACTEC MYCOSIS 

IC/F Pediatric Medium 
Přídavek BHI, inositol, citrát 

ţelezito – amonný, saponin, 

prostředek proti pěnění, 

chloramfenikol, tobramycin 

Prostředí obohacené CO2 a N2 

Objem média 40 ml  
Objem krve 8-10 ml  

Uţití: selektivní detekce, získání 

hub či kvasinek z krevních 
vzorků.  

Určené pro imunosuprimované 

neuropenické  pacienty. 
 

BACTEC  

MYCO/F Lytic 

Medium  
Detektce 

kvasinek, hub a 

mykobakterií. 

Objem krve 1-5 

ml. Diagnostika 

infekcí krevního 

řečiště u pacientů 

s AIDS.  
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A.                B.    

Obrázek  4: Přístroj BACTEC FX a BACTEC lahvičky. 

A. Ukázka systému BACTEC FX. (Bruker, 2014a) 

B. Ukázka lahviček BACTEC. (Bruker, 2014b) 

 

 Mikroskopie 2.4

Pomnoţení bakterií v hemokultivačních lahvičkách přístroj označí za pozitivní 

stav. (Weinstein, 1996) Z pozitivních hemokultur se připraví mikroskopický preparát 

obarvený dle Grama, který určí vlastnosti mikroba (tvar, velikost, uspořádání). Ovšem 

nejpodstatnější je určení typu bakteriální stěny. Dle rozdílné stavby a barvitelnosti 

buněčné stěny rozlišujeme bakterie grampozitivní (G
+
: barvící se modře) 

a gramnegativní (G
-
: barvící se červeně). (Votava et al., 2010; Juránková et al., 2011) 

Jiţ rozlišení bakterií na grampozitivní a gramnegativní můţe ovlivnit výběr 

antimikrobiální terapie. (Munson et al., 2003) 

 Kultivace krve na pevných kultivačních půdách 2.5

Kultivace krve u pozitivních lahviček se provádí na pevné kultivační půdy. Jako 

základní půdy se volí následující typy: krevní agar, Endova půda nebo MacConkey agar 

a krevní agar s 10% NaCl. Krevní agar slouţí k záchytu hemolytických vlastností 

u lékařsky významných mikrobů (Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, 

Streptococcus agalactiae aj.). Pro růst gramnegativních tyčinek se hodí, jiţ zmíněná, 

Endova půda nebo MacConkey agar (selektivně diagnostická půda). Jako selektivní 

půda pro záchyt stafylokoků je nejvhodnější krevní agar s 10% NaCl. Kultivační misky 
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jsou ihned po naočkování vloţeny do termostatu, v kterém musí být dodrţeny vhodné 

kultivační podmínky pro růst mikrobů. Nejčastěji je nastavena atmosféra s 5 - 8% CO2 

po dobu 24 aţ 48 hodin při teplotě 35 aţ 37 °C.  

Anaerobní hemokultury vyţadují pro růst anaerobní prostředí bez přístupu 

kyslíku. Očkování se provádí na VL-agar (tj. maso – kvasničný agar) nebo jiný agar 

vhodný pro anaerobní kultivaci, který se nechává kultivovat v anaerobním prostředí po 

dobu 24 aţ 48 hodin.  

Po vyočkování krve na pevné půdy, se očkuje na Muellerův-Hintonové agar 

suspenzí bakterií ve fyziologickém roztoku pro zaloţení orientačních diskových testů na 

stanovení citlivosti etiologického agens k antibiotikům. V dalším kroku je třeba vyšetřit 

u kmenů izolovaných z hemokultur kvantitativně citlivost mikroba, nejčastěji 

stanovením minimální inhibiční koncentrace (MIC). (Votava et al., 2010; Juránková et 

al., 2011) 

 Identifikace etiologického agens  2.6

Nezastupitelnou úlohou mikrobiologické diagnostiky je identifikovat původce 

bakteriální infekce. Brzká identifikace etiologického agens, zahájení včasné empirické 

antibiotické léčby výrazně sniţují potenciál vzniku rezistence na antibiotika, taktéţ 

morbiditu a mortalitu u septických pacientů. (Jamal et al., 2013) 

Klasifikace a identifikace bakterií, kvasinek a plísní klasickými metodami se 

odvíjí od přípravy mikroskopického preparátu na Gramovo barvení, kultivace na 

pevných agarových půdách, subkultivace v selektivních médiích, sledování morfologie 

kolonií a řadě biochemických testů. Detekce těchto fenotypových vlastností mikrobů je 

časově velmi náročná. Nejprve se provede kultivace v hemokultivačním přístroji (6 – 24 

hodin i déle), po označení pozitivního vzorku následuje kultivace mikrobů na 

kultivačních půdách uvedených výše (24 hodin) a v konečném stádiu se provede 

identifikace etiologického agens pomocí konvenčních biochemických metod (6 – 48 

hodin). Totéţ ovšem neplatí pro pomalu či obtíţně rostoucí mikroorganismy, kdy se 

časový interval výrazně prodluţuje, např. u mykobakterií. (Drake et al., 2011; Croxatto 

et al., 2012) 

Klasické fenotypové metody v řadě mikrobiologických laboratoří ustupují do 

pozadí a jsou nahrazovány bakteriální identifikací zaloţené na peptidových spektrech 

získaných pomocí hmotnostní spektrometrie s laserovou desorpcí a ionizací za účasti 

matrice s průletovým analyzátorem: Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-
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of-Flight Mass Spectrometry (dále jen MALDI-TOF MS). V řadě studií byly výsledky 

při srovnání systému MALDI-TOF s klasickými biochemickými metodami velmi 

podobné a v některých případech i lépe zhodnotitelné. Díky rozsáhlé referenční databázi 

hmotnostních spekter, lze pomocí MALDI-TOF analyzovat téměř veškeré klinicky 

významné mikroorganismy. (Wieser et al., 2012) 

 Identifikace bakteriálních izolátů z kultivačních misek  2.6.1

V současnosti v  laboratořích vybavených přístrojem MALDI-TOF MS se běţně 

pouţívají k identifikaci bakterií a kvasinek vyizolované kolonie z kultivačních misek. 

U čistých kmenů lze pouţít kultury či subkultury narostlé jen několik hodin po 

očkování, protoţe jiţ malé mnoţství materiálu je dostatečné pro úspěšnou analýzu. 

(Wieser et al., 2012)  

Obě metody, jak analýza metabolických vlastností pomocí biochemických reakcí, 

tak MALDI-TOF MS jsou velmi přesné pro identifikaci izolátů subkultivovaných 

bakterií a kvasinek. (Wieser et al., 2012) Avšak tyto metody se výrazně liší v rychlosti 

provedení. Seng et al. (2009) popisuje pouţití MALDI-TOF MS v rutinní laboratoři, 

kdy ve své studii hodnotí dobu potřebnou pro záchyt bakterií a finanční náklady. 

Výsledky studie ukázaly, ţe MALDI- TOF analýza určí bakterie během 6 aţ 8,5 minut 

oproti zhruba 5,5 aţ 48 hodinám při pouţití konvenčních biochemických metod. U obou 

metod ovšem nesmíme opomíjet dobu potřebnou ke kultivaci pro nárůst mikrobiálních 

kolonií. Rovněţ je první ze jmenovaných metod 3 aţ 5 krát méně nákladná.  

Veen et al. (2010) uvádí, ţe byla zveřejněna studie, která srovnává úspěšnost 

identifikace bakterií prostřednictvím přístroje MALDI-TOF MS s konvenčními 

fenotypovými metodami. Ve studii bylo vyšetřeno 980 bakteriálních izolátů, kdy bylo 

pomocí hmotnostní spektrometrie správně identifikováno 92,2 % těchto izolátů. 

Konvenční biochemické metody zachytily pouze 83,1 % izolátů. Nesouhlasné výsledky 

byly znovu zhodnoceny pomocí 16S rRNA amplifikace a sekvenování při pouţití 

univerzálních 16S rRNA – specifických primerů. 

 Identifikace bakterií přímo z hemokultur    2.6.2

Bakteriální zatíţení u infekce krevního řečiště je minimální (< 1 – 10 CFU/ml). 

Ovšem po kultivaci krve v hemokultivačním systému dochází k výraznému nárůstu 

bakterií aţ na 10
6
 – 10

8
 CFU/ml, coţ je přiměřená koncentrace bakterií pro detekci 

MALDI – TOF MS přímo z pozitivních hemokultur. (Croxatto et al., 2012) 
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U přímé identifikace bakterií a kvasinek je nejdůleţitější izolovat bakterie od 

hostitelských proteinů z pacientovy krve (např. albuminu, hemoglobinu), a dále od 

sloţek kultivačního média (např. aktivní uhlí, kationty jiné neţ H
+
), které by mohly 

negativně ovlivňovat identifikaci mikroorganismů. (Wieser et al., 2012; Bader, 2013) 

K odstranění těchto interferujících sloţek bylo navrţeno a studováno řada protokolů pro 

přípravu vzorků přímo z hemokultur pomocí metod na principu diferenciální 

centrifugace, filtrace, gelové separace či saponifikace. (Bader, 2013) Tyto „in-house― 

metody jsou časově náročné a obtíţně by se pouţívaly v rutinní diagnostice. Poměrně 

nedávno firma Bruker Daltonics uvedla na trh kit SepsiTyper
TM

 fungující
 
na principu 

narušení buněk lyzačním pufrem. Tato metoda se v předchozích studiích velmi 

osvědčila. Pomocí ní lze identifikovat mikroorganismy přímo z pozitivních hemokultur 

za méně neţ 30 minut. (Jamal et al., 2013) Srovnání přípravy vzorků prostřednictvím 

kitu SepsiTyper
TM 

s protokolem vyuţívající zkumavky s gelem za pouţití přístroje 

MALDI Biotyper bude více přiblíţeno v experimentální části této práce.  

Problematická identifikace některých bakterií bývá způsobena blízkou příbuzností 

různých druhů, zejména u skupiny streptokoků (Streptococcus pneumoniae, 

Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis), které dávají velmi 

podobné bakteriální profily na hmotnostním spektrometru. Další překáţkou identifikace 

je rezistence rozpadu buněčné stěny u grampozitivních bakterií. Niţší identifikační 

skóre bývá také zaznamenáno u kmenů s polysacharidovou kapsulou, jako mohou být 

Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae. (Croxatto 

et al., 2012) Rovněţ záchyt kvasinek touto metodou je omezený. Existuje poměrně málo 

studií o identifikaci kvasinek a výsledky jsou poněkud rozporuplné. Jamal et al. (2013) 

ve své studii uvádí záchyt 50 % kvasinek přímo z pozitivních hemokultur.  

Typ hemokultivačního systému a lahvičky mají rozhodující vliv i na detekci 

bakterií pomocí MALDI-TOF analýzy. Romero – Gómez (2011), Petersson (2011) 

srovnávají identifikaci bakterií přímo z pozitivních hemokultivačních lahviček 

BacT/ALERT a BACTEC. Obě studie zaznamenaly vyšší záchyt bakterií u BACTEC 

lahviček.  
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3 INTERPRETACE NÁLEZŮ V HEMOKULTURÁCH 

Správná interpretace pozitivního nálezů v hemokulturách je nesmírně důleţitá pro 

určení správné diagnózy, prognózy a účinné terapie. Při interpretaci výsledků by měly 

být zohledněny tyto parametry:  

A. počet, čas a místo odběru hemokultur, 

B. stejný záchyt mikroorganismu ve více neţ jedné pozitivní hemokultuře,  

C. odlišení falešně pozitivních vzorků (kontaminantů), 

D. zhodnocení záznamů dosavadních nálezů (pozitivní hemokultury, identifikované 

izoláty, testování antibiotické citlivosti). (Bryan et al., 1989; Weinstein, 1996) 

Mezi etiologická agens, která jsou téměř vţdy spojena s infekcí krevního řečiště, 

patří koagulasanegativní stafylokoky a kmeny Staphylococcus aureus, Escherichia coli 

a další Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae 

a přibývají kmeny Candida albicans. Oproti tomu existují izoláty, které jen zřídka 

představují závaţný stav, v mnoha případech jde o pouhou kontaminaci bez klinického 

významu. Jedná se zejména o druhy Corynebacterium, Bacillus spp., mikrokoky, 

Propionibacterium spp. a zvláště koagulasanegativní stafylokoky. Nejproblematičtější 

diagnostikovanou skupinou se jeví koagulasanegativní stafylokoky, které mohou být 

přítomny jako kontaminanty i jako patogenní bakterie. Proto pro potvrzení je 

rozhodující odběr více neţ jedné hemokultury (optimálně dvou nebo tří). (Bryan et al., 

1989; Weinstein, 1996; Čermák et al., 2008) 

Výskyt bakteriálních a houbových patogenů v krvi má vysoký patognomický 

význam. Záchyt kmene Staphylococcus aureus jiţ v jediné hemokultuře je klinicky 

významný aspekt a vţdy svědčí pro závaţný stav např. pro pneumonii, infekční 

endokarditidu, sepsi, katétrovou infekci, osteomyelitidu, či infekci po chirurgickém 

výkonu. Zatímco u koagulasanegativních stafylokoků je nutný průkaz identických 

kmenů ve dvou hemokulturách (aspoň jedna z venepunkce periferní ţíly), jelikoţ 

představují časté kontaminanty. Naopak u endokarditid lokalizovaných na umělé 

chlopně jsou nejvýznamnější skupinou etiologického agens.  

Další klinicky významnou skupinu reprezentují viridující streptokoky, které se 

lépe detekuji v anaerobních hemokultivačních lahvičkách. Rovněţ se jedná o patogeny 

detekované v souvislosti s infekční endokarditidou, které mohou přispět ke stanovení 

diagnózy.  
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Pozitivní nález enterokoků se povaţuje za klinicky významný např. u močových, 

ţlučových a  katétrových infekcích, dále u imunosuprimovaných, onkologických 

a hematoonkologických pacientů.  

S výskytem gramnegativních bakterií se nejčastěji setkáváme u pacientů se střevní 

infekcí (Salmonella spp.), nitrobřišních infekcí (Escherichio coli), urogenitálních 

(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa), 

katétrových (Pseudomonas aeruginosa, Serratia spp., Acinetobacter baumanii) 

a infekcích po chirurgickém výkonu.  

Další patognomicky významní původci invazivních komunitních infekcí jsou 

např. Neisseria meningitidis (sepse, meningitida), Streptococcus pneumoniae 

(komunitní pneumonie, meningitida), Haemophilus influenzae typu b, Listeria 

monocytogenes (infekce plodu, meningitidy, sepse u imunokompromitovaných 

pacientů) aj. (Beneš et al., 2007; Votava et al., 2003) 

Identifikace hub z pozitivních hemokultur je poměrně náročná a dochází k častým 

falešně negativním výsledkům. Vyššího záchytu je docíleno pouţitím mykologických 

hemokultivačních lahviček (85 – 95 %). Toho se vyuţívá především 

u hematoonkologických pacientů, u kterých se setkáváme s širokou škálou druhů 

mikromycet, jako jsou Candida glabrata, Candida parapsilosis, Cryptococcus 

neoformans či Fusarium. Kmeny Candida spp. mohou být příčinami systémových 

kandidóz a katétrových infekcí. (Beneš et al., 2007; Cetkovský et al., 2009) 
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4 HMOTNOSTNÍ SPEKTROMETRIE: MALDI – TOF MS 

První myšlenky o vyuţití hmotnostní spektrometrie v klinické mikrobiologii 

pocházejí z roku 1975, kdy Anhalt a Fenselau pouţili hmotnostní spektrometrii pro 

identifikaci mikroorganismů na rodové, druhové i kmenové úrovni. (Bizzini et al., 

2010) Pokrok hmotnostní spektrometrie v biologických vědách se datuje na rok 1988. 

V té době Karas a Hillenkamp představili hmotnostní spektrometrii s laserovou desorpcí 

a ionizací za účasti matrice s průletovým analyzátorem a to jako analytický nástroj, 

který slouţí k detekci a identifikaci všech typů biomolekul a organických sloučenin. 

(Lewis et al., 2000; Welker et al., 2011; Wieser et al., 2012) Na počátku roku 1996 byla 

metoda MALDI-TOF MS poprvé pouţita pro analýzu bakteriálních profilů z intaktních 

bakteriálních buněk bez předchozí úpravy. (Holland et al., 1996) 

MALDI-TOF MS představuje spojení měkké ionizační techniky MALDI (Matrix 

Assisted Laser Desorption/Ionization) s hmotnostním analyzátorem doby letu TOF 

(Time Of Flight). Měkká ionizační technika je stav, při kterém molekula získává menší 

mnoţství energie a chrání tak analyt před fragmentací. Objev šetrnějších měkkých 

ionizačních technik, MALDI a ionizace elektrosprejem (electrospray ionization – dále 

ESI), umoţnil detekovat pomocí hmotnostní spektrometrie velké biomolekuly jako 

intaktní proteiny, lipidové komplexy, polysacharidy aj. V roce 2002 byla za vývoj 

měkkých ionizačních technik udělena Nobelova cena John B. Fennovi (ESI) a Koichi 

Tanakovi (MALDI). Způsob ionizace je dán povahou vzorků a cílovými molekulami, 

které mají být analyzovány. (Emonet et al., 2010). Z výše uvedených technik je 

účinnější pro identifikaci bakterií technika MALDI, která dokáţe přesně analyzovat 

peptidy, určit peptidové sekvence a tím charakterizovat stav proteinů v biologickém 

vzorku bez předchozí úpravy. (Carbonnelle et al., 2010; Croxatto et al., 2012) 

 Technika hmotnostní spektrometrie 4.1

Hmotnostní spektrometrie (mass spectrometry - dále jen MS) se tradičně vyuţívá 

k objasnění sloţení nebo molekulární struktury neznámého vzorku. Tato unikátní 

technika umoţní zjistit vnitřní fyzikální vlastnosti zkoumaného analytu na základě 

převedení neutrálních molekul na ionty v přítomnosti hlubokého vakua a jejich rozlišení 

podle poměru hmotnost/náboj (dále jen m/z).  

Obecně platí, ţe kaţdý hmotnostní spektrometr je uspořádán ze tří základních 

jednotek, kdy kaţdá plní specifickou funkci:  
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a) IONTOVÝ ZDROJ – převedení neutrálních molekul analytu na nabité 

částice (tzv. ionizace), 

b) HMOTNOSTNÍ ANALYZÁTOR – rozdělení iontů v plynné fázi za 

vakua podle poměru hmotnosti a náboje (m/z), 

c) DETEKTOR – detekce iontů po jejich separaci podle m/z včetně určení 

relativní intenzity jednotlivých iontů. (Croxatto et al., 2012; Biswas et al., 

2013) 

 Princip MALDI-TOF MS  4.2

Princip hmotnostní spektrometrie s laserovou desorpcí a ionizací za účasti matrice 

s průletovým analyzátorem (obrázek 5) je poměrně jednoduchý. Prvním důleţitým 

krokem je vytvořit krystaly mezi vzorkem a organickou matrix na kovové destičce 

(docílit kokrystalizace). Před ionizací je nutné smíchat vzorek s nadbytkem matrice na 

kovové destičce. Matrice je nezbytnou součástí pro „měkkou― ionizaci. Je vybírána tak, 

aby proběhla co nejefektivnější desorpce iontů do plynné fáze a nejúčinnější absorpce 

většiny pulzní ionizační energie (UV záření), čímţ se zajistí ochrana vzorku před 

fragmentací. (Lewis et al., 2000; Carbonelle et al., 2011; Gross et al., 2011) 

 

Obrázek  5: Schématické znázornění MALDI-TOF MS s reflektorem.  

           Převzato z: Ráţová, 2012; upraveno.   
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Kovová destička se umístí do analyzátoru, ihned se vytvoří vakuum a přichází na 

řadu pulzní ionizační technika MALDI – laserová desorpce za účasti matrice (Obrázek 

6). Samotná ionizace začne probíhat v okamţiku, kdy jednotlivé spoty na destičce jsou 

bombardovány laserovým paprskem. Puls laserového paprsku je zamířen na terčík na 

MALDI destičce, plocha ozáření se obvykle pohybuje od 0,05 aţ 0,2 mm. Příjem 

energie laserového pulsu matricí způsobí odpařování matrice. Ta s sebou strhává 

molekuly analytu ze vzorku a převádí je do plynné fáze. Matrice se podílí na protonizaci 

či deprotonizaci zkoumaného analytu, čímţ molekula analytu získává specifický 

jednotkový náboj. Pro MALDI analýzu je charakteristická tvorba tzv. 

pseudomolekulárních iontů [A+H]
+
. (Lewis et al., 2000; Kadlčík et al., 2002; Friedecký 

a Lemr, 2012) 

 

Obrázek  6: Ionizace MALDI. Převzato z: Friedecký a Lemr, 2012, upraveno.  

Desorbované a ionizované molekuly jsou unášeny vlivem elektrostatického pole 

do analyzátoru doby letu (Time of flight – dále jen TOF). Rychlost pohybu iontů ve 

vakuované trubici TOF a poměr m/z je rozhodující pro separaci analyzovaných iontů 

a odpovídá molekulové hmotnosti kaţdého fragmentu zkoumaného analytu. TOF 

analyzátor má za úkol zjistit tzv. dobu letu (t) – čas potřebný k průletu iontů mezi 

iontovým zdrojem a detektorem. Ovšem ne všechny ionty jsou desorbovány 

a ionizovány v totoţném čase, je to dáno především tím, ţe se liší molekulovou 

hmotností, nábojem a kinetickou energií. (Lewis et al., 2000) Pokud se objeví ionty se 

stejnou hmotností, po průchodu elektrickým polem získávají rozdílnou kinetickou 

energii, coţ se projeví při dopadu na detektor tím, ţe dorazí v odlišných časových 

intervalech. To má za následek sníţení rozlišovací schopnosti i citlivosti hmotnostního 

spektrometru.  
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Tento problém se dá vyřešit pouţitím iontového zrcadla (reflektoru), jehoţ 

hlavním úkolem je kompenzace doby letu iontů s různými energiemi (obrázek 7). 

Reflektor zvyšuje rozlišovací schopnost iontů (dokáţe zachytit peptidy s molekulovou 

hmotností < 5 kDa). Vlivem elektrostatického pole ionty s vyšší kinetickou energií 

proniknou hlouběji do reflektoru, tím se prodlouţí jejich doba letu oproti iontům s niţší 

kinetickou energií. (IVD MALDI Biotyper, 2011) 

 

Obrázek  7: Princip reflektoru. Převzato z: web interval, 2005; upraveno. 

Další prvek, který výrazně zlepšuje rozlišení přístroje je tzv. opoţděná extrakce 

iontů (delayed ion extraction). Ionty jsou zadrţovány v MALDI zdroji (vzájemné 

sraţení iontů), čímţ dochází ke sjednocení jejich kinetické energie. Časový posun 

extrahovaných nabitých iontů způsobí rovněţ vyrovnání rychlostních rozdílů 

v průletové trubici. (Kadlčík et al., 2002, Friedecký a Lemr, 2012; IVD MALDI 

Biotyper, 2011) 

Po separaci v TOF analyzátoru je kaţdá molekula detekována podle molekulové 

hmotnosti (m), náboje (z), poměru hmotnosti/náboje (m/z) a relativní intenzity signálu. 

Hmotnost daného proteinu je také rozhodující faktor, který rozhoduje o tom, za jaký čas 

ionty dorazí do detektoru (variabilní doba letu). Lehčí ionty se pohybují rychleji neţ 

těţší ionty. Následně je proud iontů konvertován na elektrický proud, který je přeměněn 

na digitální informace, jeţ jsou zpracovány jako hmotnostní spektra pomocí 

počítačového zařízení. (Croxatto et al., 2012) 

Pro MALDI – TOF analýzu je nejčastěji pouţíván mikrokanálový destičkový 

detektor (MCP – microchannel plate detector). MCP si lze představit jako miliony 

malých kanálků uzavřených v porézním pevném jádře, kdy kaţdý mikrokanálek pracuje 
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na principu elektronového násobiče. Pokud je na mikrokanálky vloţeno napětí, dojde 

k vypuzení maximálního mnoţství elektronů. (IVD  MALDI Biotyper,2011) 

 Příprava mikrobiálních vzorků  4.3

Nejdůleţitějším krokem před samotnou analýzou MALDI-TOF MS je příprava 

vzorků, kdy je nezbytnou součástí výběr vhodné matrice, coţ zajistí citlivost, 

reprodukovatelnost a přesnost metody. (Fenselau et al., 2001) Identifikace bakterií 

probíhá buď z  vykultivovaných intaktních buněk, nebo přímo ze vzorku přípravou 

suspenze po centrifugaci. Důleţitá je také extrakce bakteriálních proteinů z buněk 

pomocí různých rozpouštědel. (Šedo et al., 2011) V experimentální části práce jsou 

blíţe popsány tři metody přípravy mikrobiálních vzorků, kdy jedna metoda identifikuje 

bakterie z narostlých kultur a dvě metody přímo z pozitivních hemokultur. 

Princip analýzy spočívá především ve smíchání zkoumaného vzorku s přebytkem 

matrice. Optimální poměr se udává 1:10
4
 (analytu k matrici). Pro mikrobiologickou 

diagnostiku se nejčastěji pouţívá matrice α-kyano–4–hydroxyskořicová kyselina (α-

cyano-4-hydroxycinnimic acid – dále jen HCCA matrice) (Ho et al., 2011). Směs je 

následně nanesena na kovovou destičku a vloţená do ionizační komory, kde je ozářena 

UV laserem (dusíkový laser – 337 nm). (Dekker et al., 2011)  

Důleţitým aspektem při zpracování bakteriálních vzorků je narušení odlišné 

buněčné stěny grampozitivních či gramnegativních bakterií pomocí rozpouštědel 

(Marvin et al., 2003). Obtíţněji jsou analyzovány grampozitivní bakterie neţ 

gramnegativní.  Příprava vzorků gramnegativních bakterií je zcela jednoduchá. Buněčná 

stěna je zde narušena nejčastěji mechanicky. U grampozitivních bakterií se buněčná 

stěna rozruší např. vlivem lysozymu a lysostaphinu. (Smole et al., 2002) 

Analýza je rovněţ ovlivnitelná tím, zda bakterie jsou přítomny ve formě spor či ve 

vegetativním stavu. Obecně se udává, ţe bakterie ve formě spor mají odolnější 

bakteriální stěnu neţ grampozitivní či gramnegativní bakterie ve vegetativním stavu. 

Následně pak dochází k rozdílnému uvolňování proteinů a neefektivní tvorbě 

hmotnostních spekter. (Dworzanski et al., 2005) 
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 MALDI matrice 4.3.1

Povaha matrice je nejdůleţitější parametr, který dokáţe ovlivnit kvalitu 

hmotnostního spektra. (Carbonelle et al., 2010) Matrice by měla splňovat dvě důleţité 

podmínky: absorbovat energií z laseru a zajistit homogenní kokrystalizaci s analytem 

(přenos náboje na analyt). Volba matrice závisí na studovaném vzorku. Typické 

MALDI matrice jsou slabé organické kyseliny s aromatickým jádrem, např. deriváty 

kyseliny skořicové a benzoové. Nejběţněji pouţívané matrice jsou následující: α-

kyano–4–hydroxyskořicová kyselina (HCCA), 2,5-dihydroxybenzoová kyselina (DHB) 

a 3,5–dimethoxy-4– hydroxyskořicová kyselina (SA). HCCA matrice umoţňuje vysoce 

kvalitní a reprodukovatelná hmotnostní spektra pro různé druhy mikroorganismů 

(Petersson, 2011).  Tabulka 1 shrnuje nejběţněji uţívané matrice pro analýzu bakterií. 

Většinou se pro analýzu pouţívají směsi těchto kyselin s rozpouštědly typu acetonitril, 

kyselina mravenčí, kyselina trifluoroctová či aceton v kombinaci s vodou. (Lay et al., 

2000; Carbonelle et al., 2010) 

Tabulka 1: Nejběţněji uţívané matrice v MALDI-TOF MS.  

  Převzato z: Marvin et al., 2003, upraveno.  

Matrice Strukturní vzorec 
Analyzované 

molekuly 

HCCA  

Kyselina  

α-kyano-4-hydroxyskořicová  

 

Peptidy 

SA (sinapinic acid) 

Kyselina 

3,5-dimetoxy-4-hydroxyskořicová 

 
 

Proteiny, 

polymery. 

DHB (2,5-dihydroxybenzoic acid) 

Kyselina 2,5-dihydroxybenzoová 

 
 

Peptidy, 

proteiny, lipidy, 

nukleové 

kyseliny, 

sacharidy. 

 

 Výsledek analýzy MALDI – TOF MS  4.4

Pro analýzu MALDI-TOF MS se v mikrobiologii rutinně pouţívají dva přístroje, 

jedná se o MALDI Biotyper od firmy Bruker a SHIMADZU (Shimadzu Corporation). 

Studie poukazují na fakt, ţe lepší bakteriální identifikace je dosaţeno pouţitím přístroje 

Bruker (94 %), oproti Shimadzu (88 %) ze 720 izolovaných vzorků. (Emonet et al., 
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2010) V této práci se budeme více soustředit na MALDI Biotyper (Bruker, Německo), 

který je instalován na Oddělení klinické mikrobiologie ve Fakultní nemocnici Brno.   

V mikrobiologické diagnostice jsou cílovou analyzovanou jednotkou strukturální 

peptidy nebo proteiny (zejména ribozomální proteiny) přímo uvolněné z neporušených 

bakteriálních buněk. (Marvin et al., 2003) Je však důleţité si uvědomit, ţe identifikace 

totoţnosti zjištěného proteinu z mikrobiální buňky má pouze minoritní význam. 

Zásadním krokem pro identifikaci bakteriálního druhu je monitorování iontů dle 

poměru m/z, které jsou jedinečné a specifické pro jednotlivé mikroorganismy.  

Kaţdé vygenerované hmotnostní spektrum (Obrázek 8) určuje jedinečnou směs 

proteinů nebo profil proteinů neznámého analytu na základě poměru m/z. Vrcholy píku 

hmotnostních spekter představují mikrobiální proteiny charakteristické pro daný 

mikroorganismus. Profily proteinů získaných při analýze mikroorganismů se pohybují 

v rozmezí 2 aţ 20 kDa. Hlavním účelem je porovnání profilů neznámého 

mikroorganismu, které se provádí počítačovým srovnáním získaných spekter s databází 

referenčních spekter sloţených z jiţ dříve identifikovaných izolátů. (Theel, 2013; 

Carbonelle et al., 2012; Croxatto et al., 2012) Sestavena databáze obsahuje tisíce 

hmotnostních spekter, které umoţňují jedinečnou identifikaci a klasifikaci bakterií 

i kvasinek. Srovnání shody spekter určuje numerická hodnota tzv. skóre. (Welker et al., 

2011; Wieser et al., 2011) 

Obrázek  8: Hmotnostní spektra získaná z celých kolonií od pěti odlišných  

                     bakteriálních druhů. Osa x: poměr m/z; osa y: intenzita signálu  

                     v arbitrárních jednotkách (a.u.). Převzato z: Carbonelle et al., 2012.  
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5 APLIKACE MALDI – TOF MS V MIKROBIOLOGII 

V posledních letech bylo vyvinuto mnoho metod, které výrazně zkrátily dobu 

odezvy detekce patogenů např. polymerázová řetězová reakce, nebo DNA mikročipy. 

Ovšem tyto molekulární techniky s sebou nesou řadu nevýhod. Jsou poměrně drahé, 

vyţadují vysokou úroveň technických znalostí a identifikace bývá často pouze na úrovni 

rodu. (Carbonnelle et al., 2011)  

Výjimku zde tvoří sekvenování genu rRNA, které je jednou z nejcitlivějších 

molekulárních metod. V případě klinicky významných vzorků při neúspěšné fenotypové 

identifikaci nesouhlasné výsledky byly doposud ověřovány pomocí 16S rRNA 

amplifikace a sekvenování při pouţití univerzálních 16S rRNA – specifických primerů 

Nyní s uvedenou metodou je srovnatelná v bakteriologické diagnostice přesností 

a rychlostí metoda MALDI-TOF MS. Molekulární diagnostika ustupuje do pozadí 

a pouţívá se jen ve výjimečných případech u klinicky významných izolátů. (Jamal et 

al., 2013) 

Nedávno bylo poukázáno na to, ţe hmotnostní spektrometr s laserovou desorpcí 

a ionizací za účasti matrice s průletovým analyzátorem je efektivní metoda pro 

identifikaci mikroorganismů z různých rodů, druhů i kmenů stejného druhu. 

(Carbonnelle et al., 2010) Tato nově se rozšiřující metoda má potenciál nahradit a/nebo 

doplnit konvenční fenotypové metody u většiny bakteriálních kmenů izolovaných 

v klinických mikrobiologických laboratořích. (Bizzini et al., 2010) Úspěch této nové 

proteomické technologie je povaţován za revoluční průlom v bakteriologii, která nabízí 

mnoho výhod oproti konvenčním biochemickým metodám. (Welker et al., 2011) Tento 

fakt dokládá řada studií publikovaných během posledních několika let (Tabulka 2). 

MALDI-TOF MS byla zpočátku vyhrazena pro výzkumné účely z důvodu 

nedostatečné databáze hmotnostních spekter a vysoké pořizovací ceně. Nyní jiţ slouţí 

v řadě mikrobiologických laboratoří jako rutinní metoda. (Nassif et al., 2011)  

MALDI-TOF hmotnostní spektrometrie se dá v klinické mikrobiologické 

diagnostice aplikovat k následujícím účelům (ovšem mnohé vyšetření se teprve testují 

a pro diagnostické účely se prozatím nedají pouţít):  

A. Identifikace bakterií na úrovni rodu i druhu z kolonií narostlých na 

naočkovaných kultivačních půdách. 

B. Rutinní identifikace kvasinek (nutný další rozvoj ve skupině hub jako 

jsou vláknité houby a dermatofyty). 
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C. Přímá identifikace bakterií z hemokultur a vzorků moči. 

D. Přímá identifikace bakterií z dalších klinických vzorků jako jsou 

mozkomíšní mok, pleurální tekutina, peritoneální tekutina a synoviální 

tekutina (nevyuţívá se k rutinní diagnostice – omezeno nízkým počtem 

bakterií a malým objemem vzorku). 

E. Klasifikace mikroorganismů na základě fenotypových vlastností - 

typizace kmenů a identifikace subtypů. 

F. Detekce některých mechanismů rezistence k antibiotikům, např. detekce 

karbapenemáz u enterobakterií pomocí přitomnosti jejich degradačních 

produktů v kultivačním médiu (nejčastěji detekován meropenem a jeho 

štěpné produkty). (Hrabák et al., 2012; Croxatto et al., 2012; Ferreira et 

al., 2011; Bruker, 2012) 

Tabulka 2: Seznam hlavních studií - identifikace bakterií pomocí MALDI-TOF  

    MS. (Carbonnelle et al., 2011; upraveno) 

Autor Typ a počet 

vzorků 

ID na 

úrovni rodu 

ID na 

úrovni 

druhu 

Problematické kmeny 

Seng 

(2009) 

rutinní vzorky  

n = 1660 

 

95 % 83,8 % Propionobacterium acnes, 

Streptococcus pneumoniae, 

Stenotrophomonas 

maltophila, Shigella sp. 

Van Veen 

(2010) 

rutinní vzorky 

n = 980 

98,8 % 92 % Streptococcus pneumoniae, 

anaerobní bakterie 

Blondiaux 

(2009) 

rutinní vzorky 

n = 362 

87 % 72,9 % viridující streptokoky, 

bakterie skupiny HACEK, 

Shigella sp.  

Prod´hom  

(2010) 

hemokultury  

n = 126 

 

78,7 % 

GN: 89,1 % 

GP: 72,9 % 

77,8 % 

GN: 89,1 % 

GP: 72,9 % 

Streptococcus mitis group, 

Staphylococcus sp. 

 

La Scola 

(2009) 

hemokultury 

n = 599 

76 % 76 % Streptococcus sp.,  

polymikrobiální kmeny 

Christner 

(2010) 

hemokultury  

n = 277 

95 % 94,2 % Grampozitivní koky 

 

Ferreira 

(2010a) 

hemokultury 

n = 300 

71,6 % 

GN: 96,6 % 

GP: 65,7 % 

42,6 % 

GN: 83,3 % 

GP: 31,8% 

Streptococcus mutans, 

Staphylococcus sp.,  

Staphylococcus aureus 

Ferreira 

(2010b) 

moč 

n = 220 

92,7 % 91,8 % Streptococcus sp., 

Enterococcus sp., 

Raoultella sp. 

GN: Gramnegativní vzorky, GP: Grampozitivní vzorky 
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EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

6 MATERIÁL A METODIKA  

 Předmět studie  6.1

Hlavní smysl realizace této práce byl zaměřen na výkonnost přímých metod pro 

rychlou identifikaci druhů z pozitivních hemokultur. Příprava vzorků přímo 

z hemokultury probíhala pomocí komerčně dostupného kitu SepsiTyper
TM

 a zkumavek 

s gelem. Ze všech pozitivních lahviček byl připraven mikroskopický preparát (barvení 

dle Grama). K analýze byl pouţit přístroj MALDI Biotyper a software pro vyhodnocení 

Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics). Námi získané výsledky byly srovnány s výsledky 

získanými metodou MALDI-TOF MS přímo z krevního agaru z laboratorního 

informačního systému Mlab z Oddělení klinické mikrobiologie Fakultní nemocnice 

Brno (dále OKM FN Brno).  

 Charakteristika vyšetřovaných vzorků 6.2

Do výzkumného šetření byly zařazeny pozitivní hemokultivace pacientů Fakultní 

nemocnice Brno v období od října 2013 do prosince téhoţ roku. Získané vzorky byly 

rutinně zpracovány dle SOP OKM FN Brno za pouţití hemokultivačních lahviček 

BacT/ALERT (bioMérieux, Francie), které byly detekovány jako pozitivní 

v BacT/ALERT 3D systému. 

Vzorky analyzované v této práci byly vybírány náhodně. Po nashromáţdění 

minimálně 6 a maximálně 12 pozitivních hemokultur (maximální počet vzorků pro 

centrifugu MiniSpin Eppendorf) byly vzorky paralelně zpracovány přímými metodami. 

Kit SepsiTyper
TM

 byl pouţit v souladu s pokyny výrobce (Bruker Daltonics, Německo) 

včetně kroků navrţených pro BacT/ALERT lahvičky s uhlím. Metoda pomocí 

zkumavek s gelem byla provedena dle Maiera et al. (2008).   

Z laboratorního informačního systému Mlab byly získány výsledky vzorků 

analyzovaných metodou přímé identifikace z krevního agaru včetně konečných 

výsledků vydaných laboratoří. Z pozitivních hemokultur byla provedena identifikace 

bakterií přímou metodou z narostlých kultur pomocí MALDI-TOF analýzy školenými 

pracovníky z OKM Brno. 
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 Přehled pouţitého materiálů, přístrojů a pomůcek 6.3

 Kultivace mikroorganismů 6.3.1

Pro kultivaci mikroorganismů byly pouţity hemokultivační lahvičky 

BacT/ALERT (bioMérieux, Francie), které byly kultivovány v přístroji BacT/ALERT 

3D. Doporučená doba kultivace je 5 aţ 7 dní při teplotě 35 aţ 37°C. Pozitivní 

hemokultury byly zpracovány pomocí komerčně dostupného kitu SepsiTyper
TM

 

a zkumavek s aktivátorem sráţení. Pro analýzu vzorků z kultivačních misek se pozitivní 

lahvičky vyočkovány na kultivační médium krevní agar s 5 % ovčí krve Columbia agar 

(Merck, Německo), MacConkey (Conda, Španělsko), UriSelect (Bio-Rad, Francie). Pro 

anaerobní kultivaci se pouţívá VL agar (Oxoid, Anglie). Izoláty z kvasinek se zachycují 

pomocí Sabouraudův Glucose agar (Merck, Německo). Pozitivní kultury byly 

zpracovány po 5 aţ 6 hodinách inkubace v termostatu v případě čistých kolonií, 

popřípadě nejpozději za 18 aţ 24 hodin u polymikrobiálních vzorků, kdy byly patrné 

jednotlivé kolonie. (SOP OKM FN Brno, 2013) 

 Chemikálie  6.3.2

 čistý etanol ≥ 99,8 % (Sigma- Aldrich) 

 70% roztok kyseliny mravenčí (300 µl H2O + 700 µl 100% kyseliny mravenčí; 

Sigma-Aldrich) 

 100% acetonitril (Sigma-Aldrich) 

 80% kyselina trifluoroctová: TFA (200 µl H2O a 800 µl 100% TFA; Sigma-

Aldrich) 

 deionizovaná voda 

 MALDI matrice: HCCA (kyselina α-kyano-4-hydroxyskořicová; Bruker 

Daltonics) 

 lyzační pufr (lysis buffer – LB; součásti soupravy SespiTyper, skladování při 

pokojové teplotě a ve tmě) 

 promývací pufr (washing buffer – WB; součástí soupravy SepsiTyper)  

 dezinfekční roztok  - 70% alkohol 

 Potřebné přístroje a pomůcky 6.3.3

 jehly pro odběr krve z hemokultur 

 reakční zkumavky – MALDI kvalita (součástí soupravy SepsiTyper) 
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 eppendorfovy mikrozkumavky 

 sterilní pasteurky plastové 

 stojany na zkumavky  

 pipety různých velikostí (1–1000 µl) 

 pipetovací špičky různých velikostí (1-1000 µl) 

 laboratorní odstředivky - MiniSpin Eppendorf  (max. 14 500 ot. /min.), 

Labofuge 400 (Heraus) (max. 11 500 ot. /min.)  

 vortex 

 MALDI SepsiTyper
TM

 kit 50 (vyšetření 50 vzorků, Bruker Daltonics, Německo) 

 SigmaPrep
TM

 Spin kolonka 2x25 ks (Sigma-Aldrich, Německo) 

 zkumavky s aktivátorem sráţení (50 ks) 

 MALDI TOF hmotnostní spektrometr Microflex LT systém (Bruker Daltonics, 

Německo) 

 software: MALDI Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics, Německo) 

 laminární box 

 Příprava vzorků pro MALDI Biotyper analýzu 6.4

V této práci byly pro analýzu MALDI Biotyper pouţity tři různé metody přípravy 

vzorků:  

 Metoda identifikace bakteriálních izolátů z kultivačních půd. 

 Metoda přímé identifikace etiologického agens kitem SepsiTyper
TM

. 

 Metoda přímé identifikace mikroorganismů zkumavkami s gelem. 

 Metoda identifikace bakteriálních izolátů z kultivačních půd   6.4.1

Pozitivní lahvičky byly vyočkovány na výše uvedené kultivační 

půdy a inkubovány v 5 aţ 8% CO2 při teplotě 35 aţ 37°C po dobu 24 – 48 hodin. Po 

5 aţ 6 hodinách inkubace, kdy byl jiţ patrný slabý nálet na misce, byl izolát 

identifikován pomocí MALDI-TOF. Pokud se identifikace nezdařila, byly pouţity čisté 

izolované kolonie po 24 aţ 48 hodinách kultivace. Nálet nebo izolovaná kolonie byla 

nanesena dřevěným párátkem na cílový terčík MALDI destičky a nechala se zaschnout 

při pokojové teplotě. Poté se usušený vzorek převrstvil 1 µl matrice HCCA, která se 

nechala opět zaschnout při pokojové teplotě. Měření byla prováděna přístrojem 

Microflex LT systém.  
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6.4.1.1 Úprava vzorků při selhání identifikace  

V případě selhání identifikace mikroorganismů předchozí metodou byla zvolena 

metoda extrakce kyselinou mravenčí (nesporulující mikroorganismy, např. rod Candida, 

Saccharomyces).  

METODA EXTRAKCE KYSELINOU MRAVENČÍ 

Jediná kolonie z kultivační misky byla rozsuspendována v 300 µl deionizované 

vody v Eppendorfové mikrozkumavce pipetováním nahoru a dolů, vortexováním 

(minimálně 1 minutu). Poté bylo odpipetováno 900 µl ethanolu do mikrozkumavky 

a směs byla zvortexována. Zkumavka byla zcentrifugována při 13 000 ot. /min. po dobu 

dvou minut a supernatant byl odstraněn pipetou. Předchozí krok byl znovu zopakován 

a zbytkový ethanol byl odsán pipetováním. K peletě bylo přidáno  1-15 µl 70% kyseliny 

mravenčí (důkladně promícháno) a stejný objem 100% acetonitrilu. Mnoţství závisí na 

velikosti kolonie. Pro malé kolonie se doporučuje objem 1-5 µl, pro velké kolonie 

mnoţství 5-15 µl. Následovala centrifugace při maximálních otáčkách (14 500 ot. /min.) 

po dobu 2 minut.  1 µl supernatantu byl přenesen na MALDI destičku. Po zaschnutí byl 

kaţdý vzorek překrýt 1 µl MALDI matrice. Analýza proběhla na přístroji Microflex LT 

od firmy Bruker Daltonics. (SOP OKM FN Brno, 2013) 

 Metoda přímé identifikace etiologického agens kitem SepsiTyper
TM

 6.4.2

Dle pokynů výrobce Bruker Daltonics byla pro přípravu vzorků přímo 

z BacT/Alertových lahviček s uhlím pouţita souprava SepstiTyper
TM

 (Obrázek 9). 

Schéma přípravného protokolu je uvedeno v příloze č. 1 (Obrázek 14). Postup přípravy 

vzorků byl následující:  

1. Pro identifikace pomocí kitu SepsiTyper byl přenesen injekční stříkačkou 1 ml 

krve z lahvičky do reakční zkumavky s MALDI kvalitou (Obrázek 9).  

2. Do zkumavky bylo přidáno 200 µl lyzačního pufru (LB), suspenze byla 

zvortexována (cca 10 sec.). 

3. Z této suspenze 800 µl bylo přeneseno na filtr Sigma (SigmaPrep
TM 

Spin 

Column) a centrifugováno v mikroodstředivce miniSpin po dobu 1 minuty při 

2000 ot. /min. 

4. Filtr byl odstraněn a filtrát byl opět centrifugován 2 minuty při 13 000 ot. /min.  

5. Supernatant byl odstraněn pomocí pipety a zlikvidován.  
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6. Zbývající peleta byla resuspendována v 1 ml promývacího pufru (WB) 

pipetováním nahoru a dolu, poté suspenze byla centrifugována při 13 000 

ot./min. po dobu 1 minuty.  

7. Supernatant byl odstraněn pomocí pasteurovy pipety a zlikvidován, na dně 

zkumavky zbyla peleta.  

8. Peleta byla zpracována dle extrakčního protokolu ethanol/kyselina mravenčí. 

(MALDI SepsiTyper, 2010) 

 

 

        

 

 

               

A.                                                                       B.  

Obrázek  9: Vyšetření pomocí kitu SepsiTyper. 

A. Kit SepsiTyper. (BioVendor, 2013) 

B. Reakční zkumavky. (foto autor)  
 

 Metoda přímé identifikace zkumavkami s gelem  6.4.3

 Příprava vzorků přímo z pozitivních hemokultur prostřednictvím zkumavek 

s gelem je následující:  

1. Z hemokultivační lahvičky byly odebrány přibliţně 2 ml krve a vstříknuty 

injekční stříkačkou do zkumavky s aktivátorem sráţení (Obrázek 10).  

2. Zkumavky byly centrifugovány při 3000 ot./min. po dobu 10 minut (separace 

erytrocytů od spodní části gelu  a úlomků buněk a bakterií od povrchu 

zkumavky).  

3. Sediment byl opatrně resuspendován na gelu pomocí pasteurovy pipety.  

4. Suspenze o objemu 1 ml byla přenesena pasteurovou pipetou do eppendorfky.  

5. Byla provedena centrifugace v mikroodstředivce miniSpin po dobu 1 minuty při 

3000 ot./min.  

6. Supernatant byl přenesen do nové eppendorfky, opět centrifugován po dobu 

dvou minut při 13 000 ot. /min.  

7. Supernatant byl odlit a zbyla peleta na dně zkumavky. 

8. Následuje extrakční protokol ethanol/ kyselina mravenčí. (Maier et al., 2008) 
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Schéma přípravného protokolu pro zkumavky s gelem je uvedeno v příloze č. 2 

(Obrázek 15). 

 

Obrázek  10: Zcentrifugované zkumavky s aktivátorem sráţení. (foto autor) 

 Extrakční protokol ethanol/kyselina mravenčí  6.4.4

Pelety byly resuspendovány v 300 µl deionizované vody pipetováním nahoru 

a dolů, a nebo vortexováním. Poté bylo přidáno 900 µl ethanolu a směs byla 

zvortexována. Následně zcentrifugována při 13 000 ot./min. po dobu dvou minut 

a supernatant byl slit. Peleta byla centrifugována další dvě minuty při 13 000 ot./min. 

a zbytkový ethanol byl opatrně odstraněn pipetováním. Peleta byla sušena několik 

minut (přibliţně 2 minuty) při pokojové teplotě. Poté bylo k peletě přidáno 20 µl 70% 

kyseliny mravenčí a vzorek se důkladně promíchal pipetováním. Následovalo přidání 

stejného objemu (jako kyseliny mravenčí) 20 µl 100% acetonitrilu a vše bylo pečlivě 

promícháno. Objem kyseliny mravenčí a acetonitrilu se odvíjí od velikosti etanolové 

pelety. U malých peletek lze pouţít objem pouze 2 µl. Suspenze byla centrifugována při 

maximálních otáčkách (14 500 ot./min.) po dobu 2 minut. Supernatant o objemu 1 µl 

byl pipetován na MALDI destičku (Obrázek 11) a nechal se zaschnout při laboratorní 

teplotě.  
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Obrázek  11: MALDI destička s nanesenými vzorky. (foto autor) 

 MALDI-TOF analýza  6.5

Analýza byla prováděna MALDI-TOF hmotnostním spektrometrem Microflex LT 

systém (Obrázek 12). Po nanesení vzorku a zaschnutí kaţdého terčíku byl kaţdý vzorek 

převrstven 1 µl MALDI matrice HCCA (kyselina α-kyano-4-hydroxyskořicová). 

Destička se nechala uschnout a poté byla vloţena do přístroje. 

Hmotnostní spektra a identifikace mikroorganismů byla zpracována za pouţití 

softwaru MALDI Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics, Německo). Cílem softwaru je určit 

neznámý druh mikroorganismu podle výpočtu podobnosti profilů hmotnostním 

spektrometrem a taktéţ porovnáním neznámých profilů s kmeny zaznamenanými 

v referenční knihovně. V současné době knihovna obsahuje 4 613 různých referenčních 

druhů. (IVD MALDI Biotyper, 2011) 

 

Obrázek  12: Přístroj Microflex LT systém. (foto autor) 
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 Interpretace výsledků  6.6

Rodová a druhová identifikace mikroorganismů byla klasifikována na základě 

hodnot skóre. Výrobce (Bruker Daltonics, Německo) uvádí doporučené mezní hodnoty 

skóre pro identifikaci mikroorganismů (Tabulka 3). Hodnota skóre ≥ 2,0 svědčí pro 

identifikaci mikroorganismu na úrovni druhu.  Skóre v rozmezí 1,700 - 1,999 je 

přijatelné pro identifikaci na rodové úrovni. Pokud je tato hodnota naopak niţší neţ 

1,700 jedná se o nespolehlivou identifikaci. Výsledky v tomto šetření byly analyzovány 

za pouţití těchto cut-off hodnot. Za klinicky významnou identifikaci byla pokládána 

hodnota skóre nad 2 a respektive i nad 1,7. Softwarem MALDI Biotyper  byly v případě 

nesprávné identifikace mikroorganismu zaznamenány dva typy výsledků: nespolehlivá 

identifikace (neprodukovatelná identifikace) nebo ţádné píky nenalezeny (nepřítomné 

měřící spektrum bakteriálních profilů). (IVD MALDI Biotyper, 2011) 

Tabulka 3:Význam hodnot skóre. (firemní materiál Bruker Daltonics) 

Rozsah hodnoty 

skóre 
Popis Symboly Barva 

2,300 – 3,000 Vysoká pravděpodobnost 

druhové identifikace  

+++ Zelená 

2,000 – 2,299 S jistotou identifikován rod, 

pravděpodobně druh 

++ Zelená 

1,700 – 1,999 Pravděpodobná identifikace 

na úrovni rodu 

+ Ţlutá 

0,000 – 1,699 Nespolehlivá identifikace  - Červená 
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7 VÝSLEDKY 

  Celkově bylo zpracováno 50 pozitivních BacT/ALERT hemokultivačních 

lahviček. Z toho bylo 27 aerobních FA lahviček, 16 anaerobních FN lahviček, 

6 dětských PF lahviček a jedna standardní anaerobní SN. 

Všechny vzorky byly analyzovány přístrojem MALDI Biotyper Microflex LT 

systém od firmy Bruker Daltonics. Pomocí MALDI-TOF MS byly identifikovány 

kmeny přímo z  pozitivních hemokultur pomocí dvou odlišných bakteriálních izolačních 

metod. Vyhodnocení výsledků bylo provedeno z tabulky 12, uvedené v příloze č. 3. 

 Mikroskopický nález 7.1

Po barvení dle Grama byla prokázána přítomnost grampozitivních kultur u 23/50 

vzorků (Graf 1). Jednalo se především o koky v řetízcích (2/23; např. Streptococcus 

pyogenes), koky ve dvojicích a řetízcích (3/23; např. Streptococcus pneumoniae), koky 

ve shlucích (17/23; např. Staphylococcus aureus) a tyčinky (1/23; Lactobacillus). Bylo 

zachyceno 20 gramnegativních kultur. Mikroskopicky se jednalo pouze o gramnegativní 

tyčinky. U 4/50 kultur byla zhodnocena přítomnost kvasinek. U dvou z padesáti (2/50) 

vzorků byl mikroskopický nález negativní. U jednoho vzorku (1/50) nebyl 

mikroskopický nález objasněn, výsledek byl získán aţ po kultivaci na krevním agaru 

a následné analýze na přístroji MALDI Biotyper. 

 

 

Graf 1: Mikroskopický nález pozitivních hemokultur. 

 

46% 

40% 

8% 
6% 

Mikroskopický nález 

Grampozitivní bakterie (23) Gramnegativní bakterie (20)

Kvasinky (4) Žádný mikroskopický nález (3)



  

44 
 

40% 

42% 

6% 

4% 8% 

MALDI krevní agar  
Grampozitivní bakterie (20) Gramnegativní bakterie (21)

Kvasinky (3) Sterilní hemokultury (2)

Nespolehlivá identifikace (4)

 Zhodnocení záchytu etiologického agens MALDI Biotyper 7.2

MALDI krevní agar. Přímým transferem z krevního agaru bylo pomocí 

MALDI Biotyperu správně identifikováno 21/21 (100 %) gramnegativních bakterií 

(Graf 2; Tabulka 4). Z 20 enterobakterií bylo identifikováno 20 vzorků (100 %). 

Z grampozitivních bakterií bylo analyzováno 20/21 (95 %) izolátů. Z rodu 

Staphylococcus bylo touto metodou zachyceno 15/15 kmenů (100 %). U rodu 

Enterococcus bylo klasifikováno 3/3 (100 %) kmenů Enterococcus faecium. Ze 

streptokoků se podařilo zachytit kmen Streptococcus pyogenes a Streptococcus 

pneumoniae na rodové úrovni. Ze dvou polymikrobiálních kultur byl zaregistrován vţdy 

pouze jeden kmen. V obou případech se jednalo o Staphylococcus epidermidis. Ve třech 

případech ze čtyř (75 %) byly nalezeny kvasinky rodu Candida (Candida albicans, 

Candida dubliniensis, Candida parapsilosis). Za povšimnutí stojí, ţe MALDI analýza 

zachytila více kmenů Staphylococcus aureus, coţ bylo dáno chybným výběrem 

testované kolonie a to konkrétně stafylokokové čáry, pouţívané na krevním agaru 

k záchytu hemofilů a nutričně defektních streptokoků. Mikroskopický nález svědčil pro 

záchyt kvasinek, čímţ se výrazně lišil od MALDI identifikace. V takových situacích je 

nezbytné pouţít konvenční biochemické metody. Z grampozitivních bakterií nebyl 

identifikován kmen Lactobacillus sp. U dvou vzorků nebyly nalezeny ţádné píky. 

Konvenčními biochemickými metodami byla taktéţ identifikace negativní. Jednalo se 

o sterilní hemokultury. Záchyt etiologického agens MALDI krevní agar ve srovnání 

s dalšími vyšetřovanými metodami je uveden v grafu 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 2: Záchyt etiologického agens MALDI krevní agar. 
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SepsiTyper
TM

 kit. Celkem bylo SepsiTyprem zachyceno 16/21 (76 %) 

gramnegativních bakterií (Graf 3; Tabulka 4). Detailní analýza ukázala, ţe bylo správně 

získáno 15/16 (94 %) kmenů z čeledi Enterobacteriaceae. Nejčastěji byly identifikovány 

izoláty Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae a Enterobacter cloacae. Grampozitivní 

bakterie byly identifikovány u 14/21 (66 %) kultur. Identifikace koagulasanegativních 

stafylokoků přímo z pozitivních hemokultur byla relativně úspěšná (např. 

Staphylococcus hominis 1/1, Staphylococcus haemolyticus 2/2, Streptococcus 

epidermidis 2/5). Čtyři z šesti (66 %) kmenů Staphylococcus aureus byly identifikovány 

správně. Ze dvou polymikrobiálních vzorků byl zachycen pouze u jednoho kmen 

Staphylococcus hominis. Druhy kvasinek byly identifikovány jako falešně negativní. Ve 

3 případech se jednalo o nespecifickou identifikaci a u jedné kultury nebyly nalezeny 

ţádné píky. Dva mikroskopicky i kultivačně negativní vzorky zůstaly podle dostupných 

konvenčních metod sterilní a byly vyhodnoceny jako falešně pozitivní. 

Kit SepsiTyper
TM

 taktéţ u těchto dvou vzorků neidentifikoval ţádné bakterie. Ostatní 

vzorky nebyly spolehlivě identifikovány nebo nebyly nalezeny ţádné píky. 

 

Graf 3: Záchyt etiologického agens kit SepsiTyper
TM

. 
 

Zkumavky s gelem. Z výsledků publikovaných v grafu 4 a tabulce 4 uvedené 

níţe vyplývá, ţe mikroorganismy identifikované pomocí zkumavek s gelem byly ve 

většině případů nesprávně identifikovány, a to celkem v 72 procentech (36/50 vzorků). 

Gramnegativní izoláty byly identifikovány u 11/21 (52 %) kultur. Velkou část tvořily 

kmeny Escherichia coli (63 %) a Klebsiella pneumoniae (43 %). Z grampozitivních 

vzorků byl dourčen pouze 1/21 (5 %) Streptococcus pneumoniae. Ostatní byly buď 

nespolehlivě identifikovány (21/50 kultur) nebo nebyly nalezeny ţádné píky (15/50 
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kultur). Všechny kmeny kvasinek rovněţ vykazovaly falešně negativní určení. U dvou 

mikroskopicky i kultivačně negativních vzorků nebyly při pouţití zkumavek s gelem 

prokázány ţádné bakterie.  

 

Graf 4: Záchyt etiologického agens zkumavky s gelem. 
 

Celkový přehled záchytu etiologického agens z pozitivních hemokultur je 

znázorněn v tabulce 4 a grafu 5.   

 

Graf 5: Srovnání záchytu bakteriálních skupin a kvasinek v hemokulturách. 
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Tabulka 4: Výsledky identifikace kmenů MALDI-TOF MS. 

 

MALDI krevní agar SepsiTyper

Zkumavky 

s gelem

MALDI 

krevní agar SepsiTyper

Zkumavky 

s gelem

MALDI 

krevní agar SepsiTyper

Zkumavky 

s gelem

Gramnegativní  bakterie (21) 21 (100 %) 16 (76 %) 11 (52 %) 0 (0 %) 5 (24 %) 6 (29 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 4 (19 %)

Acinetobacter pittii (1) 1 1 0 0 0 1 0 0 0

Citrobacter freundii  (1) 1 1 0 0 0 0 0 0 1

Enterobacter cloacae  (2) 2 2 1 0 0 0 0 0 1

Escherichia coli  (8) 8 7 5 0 1 2 0 0 1

Klebsiella pneumoniae  (7) 7 4 3 0 3 2 0 0 2

Proteus mirabilis (1) 1 1 1 0 0 0 0 0 0

Providencia stuartii  (1) 1 0 1 0 1 0 0 0 00

Grampozitivní bakterie (21) 20 (95 %) 14 (66 %) 1 (5 %) 1 (4 %) 4 (17 %) 8 (35 %) 0 (0 %) 4 (17 %) 12 (57 %)

Enterococcus faecium  (3) 3 2 0 0 1 2 0 0 1

Lactobacillus sp. (1) 0 1 0 1 0 1 0 0 0

Koaguláza negativní stafylokoky 

(1)
1 (S. hominis) S.hominis 0 0 0 1 0 0 0

Staphylococcus aureus  (6) 6 4 0 0 2 1 0 0 5

Staphylococcus epidermidis  (5) 5 2 0 0 0 2 0 3 3

Staphylococcus hominis  (1) 1 1 0 0 0 0 0 0 1

Staphylococcus haemolyticus  (2) 2 2 0 0 0 0 0 0 2

Streptococcus pneumoniae (1) 1 0 1 0 1 0 0 0 0
Streptococcus pyogenes (1) 1 1 0 0 0 1 0 0 0

Polymikrobiální kmeny (2) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0  %) 2 (100 %)
S. epidermidis/S. cohnií  (1)  S. epidermidis 0 0 0 0 0 0 0 1
S. epidermidis/S. hominis (1) S. epidermidis S. hominis 0 0 0 0 0 0 1

Kvasinky (4) 3 (75 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 1 (25 %) 1 (25 %) 1 (25 %) 3 (75 %) 3 (75 %)

Candida albicans (2) 1 0 0 0 0 1 S. aureus 2 1

Candida dubliniensis  (1) 1 0 0 0 1 0 0 0 1

Candida parapsilosis (1) 1 0 0 0 0 0 0 1 1

Sterilní hemokultury (2) 2 2 2 0 0 0 0 0 0

Celkem (50) 46 (92 %) 32(64 %) 14 (28 %) 1 (2%) 10 (20 %) 15 (30%) 1 (2 %) 10 (20 %) 21 (42 %)

Celkový počet izolátů

Počet neidentifikovaných kmenů 

(žádné píky nenalezeny)

Počet nespolehlivě 

identifikovaných kmenů Mikroorganismy                    

(výsledek vydán laboratoří)
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 Souhrnné výsledky vyšetření přímých metod  7.2.1

Celkově byla identifikace gramnegativních bakterií na druhové úrovni uspokojivá 

a to bez ohledu na pouţitou metodu (Graf 6). Z 21 gramnegativních bakterií bylo na 

druhové úrovni (hodnota skóre ≥ 2,000) správně identifikováno 14 (67 %) bakterií 

a 2 bakterie (10 %) na úrovni rodové (1,700 – 1,999) pouţitím kitu SepsiTyper
TM

. 

Zatímco metodou se zkumavkami s gelem bylo na druhové úrovni zachyceno 9/21 

(43 %) gramnegativních bakterií a 2/21 (10 %) na úrovni rodové (Tabulka 5). 

Nejpočetnější vyšetřovanou skupinou z gramnegativních bakterií byly kmeny z rodu 

Enterobacteriaceae (Tabulka 6). Z 20 enterobakterií bylo určeno pomocí SepsiTypru
TM

 

na druhové úrovni 13 (65 %) a ID rodové bylo zaznamenáno u 2 (10 %) kmenů. 

Identifikace se zkumavkami s gelem dopadla hůře, druhové ID bylo zachyceno u 9/20 

(45 %) kmenů a rodové ID u 2/20 (10 %). Při pouţití kitu SepsiTyper
TM

 nebyly 

nalezeny ţádné píky (hodnota skóre 0,000) u 5/21 (24 %) gramnegativních vzorků a u 

zkumavek s gelem u 6/21 (29 %) izolátů. Navíc u druhé metody bylo nespolehlivě 

(< 1,700) identifikováno 4/21 (19 %) vzorků (Tabulka 5). 

 

Graf 6: Záchyt gramnegativních bakterií přímými metodami. 

Identifikace grampozitivních bakterií prezentuje mnohem horší výsledky neţ 

identifikace gramnegativních kmenů. Z přímých metod SepsiTyper
TM 

ukázal správnou 

identifikaci grampozitivních bakterií na druhové úrovni v 9/21 (43 %) kulturách a u 

5/21 (24 %) zachytil bakterie na úrovni rodu (Graf 7; Tabulka 5). Zbytek kultur byl buď 

nespolehlivě identifikován (4/21 kultur; 19 %) nebo nebyly zaznamenány přístrojem 

MALDI Biotyper ţádné píky (3/21 kultur; 14 %). V případě pouţití zkumavek 

s aktivátorem sráţení nebyl zachycen ţádný kmen na druhové úrovni a pouze jeden 

izolát na úrovni rodové. Tento konkrétní izolát byl Streptococcus pneumoniae. Přístroj 
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MALDI Biotyper nerozpoznal proteinové profily u 9/21 (43 %) vzorků a 11/21 (52 %) 

bylo nespolehlivě identifikováno. Stafylokoky, konkrétně Staphylococcus aureus byl 

nejfrekventovaněji detekovaný kmen SepsiTyprem z grampozitivních bakterií (Tabulka 

6). Bylo zachyceno 4/6 (67 %) izolátů zlatého stafylokoka. Z koagulasanegativních 

kmenů byly nejčastěji detekovány Staphylococcus hominis, Staphylococcus 

haemolyticus na druhové úrovni a kmeny Streptococcus epidermidis, Staphylococcus 

haemolyticus na rodové úrovni. Z enterokoků analýza potvrdila 2/3 (67 %) vzorků 

Enterococcus faecium. Z rodu streptokoků byl identifikován pouze Streptococcus 

pyogenes. 

 

Graf 7: Záchyt grampozitivních bakterií přímými metodami. 

V této studii nebyly identifikovány přímo z pozitivních hemokultur ţádné kmeny 

kvasinek (0/4) na druhové ani na rodové úrovni. Kvasinkové izoláty byly buď 

nespolehlivě identifikovány nebo přístroj nenaměřil ţádné píky. Všechny kmeny 

zachyceny přímými metodami jsou publikovány v grafu 8 a v tabulce 5 a 6.   
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Graf 8: Celkový počet zachycených izolátů extrakčními metodami z pozitivních 

hemokultur. 

Tabulka 5: Identifikace bakterií a kvasinek dle hodnot skóre. 

 

 

Tabulka 6: Porovnání záchytu etiologického agens přímými metodami.  

 

Druhové ID 

(≥ 2,000)       

(%)

Rodové ID                 

(1,700 - 1,999)          

(%)

Nespolehlivé ID       

(1,699 - 0,001)         

(%)

Žádné píky 

nenalezeny 

Druhové ID 

(> 2,000)     

(%)

Rodové ID           

(1,700 - 1,999)        

(%)

Nespolehlivé ID 

(1,699 - 0,000)         

(%)

Žádné píky 

nenalezeny 

Gramnegativní  bakterie (21) 14 (67) 2 (10) 0 (0) 5 (24) 9 (43) 2 (10) 4 (19) 6 (29)

Acinetobacter pittii  (1) 1 0 0 0 0 0 0 1

Citrobacter freundii  (1) 1 0 0 0 0 0 1 0

Enterobacter cloacae  (2) 2 0 0 0 0 1 1 0

Escherichia coli  (8) 5 2 0 1 5 0 1 2

Klebsiella pneumoniae  (7) 4 0 0 3 3 0 1 3

Proteus mirabilis  (1) 1 0 0 0 1 0 0 0
Providencia stuartii  (1) 0 0 0 1 0 1 0 0

Grampozitivní bakterie (21) 9 (43) 5 (24) 4 (19) 3 (14) 0 (0) 1 (4) 11 (52) 9 (43)

Enterococcus faecium  (3) 2 0 0 1 0 0 1 2

Lactobacillus sp. (1) 0 1 (L. paracasei ) 0 0 0 0 0 1
Koaguláza negativní stafylokoky 

(1)
0 1 (S. hominis) 0 0 0 0 0 1

Staphylococcus aureus  (6) 4 0 1 1 0 0 4 2

Staphylococcus epidermidis  (5) 0 2 3 0 0 0 3 2

Staphylococcus hominis  (1) 1 0 0 0 0 0 1 0

Staphylococcus haemolyticus (2) 1 1 0 0 0 0 2 0

Streptococcus pneumoniae (1) 0 0 0 1 0 1 0 0
Streptococcus pyogenes  (1) 1 0 0 0 0 0 0 1

Polymikrobiální kmeny (2) 1 (50) 0 (0) 1 (50 ) 0 (0) 0(0) 0(0) 2 (100) 0 (0)

S. epidermidis/S. cohnií (1) 0 0 1 0 0 0 1 0
S. epidermidis/S. hominis  (1) (S. hominis) 0 0 0 0 0 1 0

Kvasinky (4) 0 (0) 0(0) 3 (75) 1 (25) 0 (0) 0(0) 3(75) 1 (25)

Candida albicans (2) 0 0 2 0 0 0 1 1

Candida dubliniensis (1) 0 0 0 1 0 0 1 0
Candida parapsilosis  (1) 0 0 1 0 0 0 1 0

Sterilní hemokultury (2) 0 0 1 1 0 0 2 0

Celkem (50) 24 (48) 7 (14) 9 (18) 10 (20) 9 (18) 3 (6) 22 (44) 16 (32)

SepsiTyper

Výsledek vydán laboratoří 

(počet kmenů)

Zkumavky s aktivátorem srážení 

Druhové ID (%) Rodové ID (%) Druhové ID (%) Rodové ID (%)

Candida (4) 0 (0) 0 (0 0 (0) 0 (0)

Enterobacteriaceae (20) 13 (65) 2 (10) 9 (45) 2 (10)

Enterokoky (3) 2 (67) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

S. aureus (6) 4 (67) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Koaguláza negativní 

stafylokoky (11) 3 (27) 4 (36) 0 (0) 0 (0)

Streptokoky (2) 1 (50) 0 (0) 0 (0) 1(50)

Kmeny 

SepsiTyper Zkumavky s aktivátorem srážení 
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 Úspěšnost/neúspěšnost metod přímé identifikace  7.2.2

Metody přímé identifikace z pozitivních hemokultur SepsiTyper
TM

 prezentovaly 

oproti zkumavkám s gelem správné rozpoznání bakterií u 31/50 kultur (≥ 1,700). 

Úspěšnost metody činí 62 % (Tabulka 7). Z toho bylo na druhové úrovni zachyceno 

24/50 (48 %) kultur s hodnotou skóre ≥ 2,000 a na úrovni rodu 7 (14 %) kultur s hodnou 

skóre 1,999 – 1,700. Tabulka 9 (příloha č. 4) poukazuje na minimální a maximální 

hodnoty skóre, včetně aritmetického průměru. Po zhodnocení skóre lze usoudit, ţe 

nejlépe identifikovatelné byly gramnegativní bakterie. Obdobných výsledků bylo 

dosaţeno při pouţití zkumavek s gelem. Z grafu 9 vyplývá, ţe hodnoty skóre ≥ 1,700 

(označeny zeleně) leţící nad čarou jsou statistický významné a klinicky pouţitelné pro 

interpretaci výsledků. V této oblasti byl zachycen nejčetnější výskyt zhodnocených 

izolátů. Hodnoty skóre (< 1,699) umístěné pod čarou vykazují nespolehlivou 

identifikaci a nejsou klinicky významné. U hodnot leţících na ose x nebyl nalezen 

ţádný proteinový profil testovaných bakteriálních izolátů.  

Oproti tomu u přípravy vzorků pomocí zkumavek s gelem bylo výsledně 

identifikováno pouze 12/50 kultur (24 %) (Tabulka 7). Z grafu 10 plyne, ţe vzorky 

leţící nad hodnotou skóre 1,700 byly identifikovány na druhové či rodové úrovni.  

Správné identifikace bylo docíleno u 9/50 (18 %) vzorků na druhové úrovni a 3/50 

(6 %) vzorků na rodové úrovni. Nejfrekventovaněji byly analyzovány vzorky 

s nespolehlivou identifikací v oblasti hodnot skóre pod 1,699. 

Tabulka 7: Úspěšnost metod přímé identifikace. 

 

Pokud bychom provedli reanalýzu zhodnocení výsledků a pouţili niţší cut-off 

hodnotu skóre pro identifikaci na úrovni rodu 1,300 – 1,699 a pro druhovou úroveň 

≥ 1,700, dostali bychom více statisticky významných výsledků pro obě metody 

(Tabulka 8). Řada předchozích studií poukazuje na fakt, ţe sníţení hodnotícího kritéria 

pro identifikaci bakterií a kvasinek zvyšuje citlivost metod a zároveň zachovává 

specifičnost. (Saffert et al., 2012) Ovšem tyto kritéria nejsou srovnatelné s referenčními 

hodnotami uvedenými výrobcem MALDI Biotyper.  

SepsiTyper

Úspěšnost/         

neúspěšnost (%)

Zkumavky s 

aktivátorem srážení 

Úspěšnost/         

neúspěšnost (%)

Klinicky významné vzorky 31 62 12 24

Nespolehlivá identifikace 19 38 38 76

Celkem 50 100 50 100
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Tabulka 8: Reanalýza výsledku obou metod po změně kritérií. 

 

 

Graf 9: Graf znázorňující hodnoty skóre SepsiTyper
TM

. 

 

Graf 10: Graf znázorňující hodnoty skóre zkumavky s aktivátorem sráţení 

SepsiTyper

Úspěšnost/         

neúspěšnost (%)

Zkumavky s 

aktivátorem srážení 

Úspěšnost/         

neúspěšnost (%)

Klinicky významné vzorky 37 74 17 34

Nespolehlivá identifikace 13 26 33 66

Celkem 50 100 50 100
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 Hodnocení diagnostické senzitivity přímých metod 7.2.3

Celkem bylo zhodnoceno 50 hemokultivačních lahviček. Ve 31 (62 %) případech 

byla shoda mezi vyšetřenou hemokultivační lahvičkou SepsiTyprem
TM

 a výsledkem 

vydaným laboratoří (Tabulka 9). Přípravnou soupravou SepsiTyper
TM

 bylo 

identifikováno 17 (34 %) falešně negativních vzorků, falešně pozitivní výsledek nebyl 

zachycen. Diagnostická senzitivita metody při pouţití kitu SepsiTyper
TM 

byla stanovena 

na 65 %.  

Diagnostická senzitivita SepsiTyper
TM

 

SENZITIVITA =    
                                    

                                                                
 

  

     
       

 

Tabulka 9: Vyjádření falešně pozitivních a falešně negativních vzorků            

                     SepsiTyper
TM

. 

 

SepsiTyper 

Záchyt etiologického agens 

Celkem 
Přítomnost patogena 

Nepřítomnost 
patogena 

Hemokultivační 
lahvička  

Pozitivní 31 (62 %) 0 31 
Negativní  17 (34 %) 2 (4 %) 19 

Celkem  48 2 50 

 

Metoda se zkumavkami s aktivátorem sráţení vykazovala diagnostickou 

senzitivitu 25 %.  Z padesáti testovaných hemokultur bylo shodně s výsledky 

interpretovanými laboratoří identifikováno 12 (24 %) vzorků. Tato metoda vykazovala 

vysoké procento falešně negativních výsledků a to 72 % (36 vzorků).  

Diagnostická senzitivita zkumavky s aktivátorem sráţení  

SENZITIVITA =    
                                    

                                                                
 

  

     
       

 

Tabulka 10: Vyjádření falešně pozitivních a falešně negativních vzorků  

                zkumavkami s aktivátorem sráţení. 

Zkumavky s gelem  

Záchyt etiologického agens  

Celkem  
Přítomnost patogena 

Nepřítomnost 
patogena  

Hemokultivační 
lahvička  

Pozitivní 12 (24 %) 0 12 
Negativní  36 (75 %) 2 (4 %) 38 

Celkem  48 2 50 
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 Zhodnocení praktických aspektů přímých metod  7.2.4

Zhodnocení praktických aspektů se týká porovnání slabých a silných stránek obou 

přímých metod. U obou metod byly zhodnoceny finanční náklady, doba potřebná pro 

analýzu, spolehlivost a pouţití metod v rutinní mikrobiologické diagnostice. Hodnocení 

těchto aspektů je uvedeno v tabulce 11. 

Tabulka 11: Srovnání získaných praktických aspektů obou metod. 

  
SepsiTyper Zkumavky s gelem Poznámky 

Cena vyšetření 
1 vzorku/50 
vzorků  

211,00/ 
10 556,60 Kč 

25,50/ 1272,80 Kč 

Zahrnuje veškerý spotřební materiál, 
pomůcky, chemikálie. 

Čas potřebný 
na analýzu 8 
vzorků (min) 

113 minut 113 minut 

90 minut: příprava vzorků + extrakční 
protokol, 
23 minut: příprava MALDI destičky + 
vlastní analýza na MALDI Biotyper. 

Spolehlivost 
˖˖˖ ˖ 

SepsiTyper zachytil vyšší procento 
správně pozitivních vzorků. 

Použití v 
mikrobiologické 
laboratoři  

Prozatím 
nikoliv 

Nikoliv 

U obou metod je třeba další technický 
vývoj. Chybné výsledky BacT/Alert 
lahviček: přítomnost uhlí, použití Sigma 
Prep Spin kolony. 

 

Náklady spojené s analýzou pomocí komerčně dostupného kitu a zkumavek 

s aktivátorem sráţení byly získány podle platných katalogových cen od výrobců. 

Zhodnocení finančních nákladů naznačuje, ţe pouţití soupravy SepsiTyper
TM

 je 

přibliţně šestkrát draţší, neţ pomocí zkumavek s aktivátorem sráţení. Cena vyšetření 

jednoho vzorku kitem SepsiType
TM

 byla stanovena na 211,00 Kč. Zkumavky 

s aktivátorem sráţení vyšly cenově na 25,50 Kč. Celkový přehled finančních nákladů je 

uveden níţe (tabulka 12 a 13). 

Cenové rozdíly těchto metod jsou nesrovnatelné. Totéţ platí pro spolehlivost 

zachycení etiologického agens. Kitem SepsiTyper
TM

 bylo zachyceno mnohem vyšší 

procento patogenů. Tento parametr byl jiţ zhodnocen v předchozí podkapitole.  

Z hlediska praktičnosti se metoda se zkumavkami s gelem jevila pro přípravu 

jednodušší. Pouţití kitu SepsiTyper
TM

 sice vykazovalo mnohem vyšší záchyt 

etiologického agens, ovšem časté resuspendování bakteriální pelety mohlo vést 

k náhodné ztrátě biologického materiálu. Problém u Bact/ALERT lahviček by mohl být 

především v přítomnosti uhlí na inhibici antibiotik. I přes pouţití kolony SigmaPrep 
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Spin, část uhlí prošla filtrem a mohlo kontaminovat další kroky analýzy. Odstranění uhlí 

z lahviček BacT/ALERT ze vzorku vyţaduje další technický vývoj. Dalším důvodem 

nízkého výkonu SepsiTyper
TM

 by mohlo být následující: v protokolu navrţeného 

výrobcem se na kolonu SigmaPrep Spin přenáší 800µl suspenze (krev z hemokultury 

+ lyzační pufr), aby se zfiltrovalo uhlí. Ovšem výrobce kolony uvádí, ţe pro optimální 

výkon kolony by mělo být pouţito pouze 400 µl suspenze. 

Čas přípravy v případě obou přímých metod (kit SepsiTyper
TM

, zkumavky 

s aktivátorem sráţení) byl přibliţně 90 minut – a to pro 8 vzorků včetně extrakčního 

protokolu před analýzou na přístroji MALDI Biotyper z BacT/ALERT lahviček. Doba 

nanášení 8 vzorků na MALDI kovovou destičku byla přibliţně 5 minut. Do celkového 

času doby odezvy do pozitivity bylo třeba zahrnout čas zaschnutí vzorků (cca 5 minut), 

včetně převrstvení matricí (5 minut), opětovného usušení matrice (5 minut) a analýzy 

pomocí MALDI Biotyper (8 min.). Průměrná doba vyšetření a interpretace výsledků pro 

jednu hemokulturu činí přibliţně 14 minut u obou metod. Samozřejmě také záleţelo na 

tom, kdy hemokultura byla přístrojem BacT/ALERT 3D označená jako pozitivní. 

V případě pozitivity ke konci dne, byla identifikace prováděna následující den.  

Ve srovnání s přímou identifikací z bakteriálních či kvasinkových izolátů 

narostlých na kultivačních miskách jsou přímé metody z pozitivních hemokultur 

výrazně rychlejší. Jak je jiţ uvedeno v textu výše, potřebná doba k nárůstu čistých 

kolonií na kultivačních půdách je přibliţně 5 aţ 6 hodin a u polymikrobiálních vzorků 

se pohybuje okolo 18 aţ 24 hodin. V případě zpracování vzorků pomocí SepsiTypru
TM

, 

který trvá cca 2 hodiny, se rozdíl v identifikaci čistých kultur zmenšuje na 3 – 4 hodiny.  
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Tabulka 12: Finanční náklady pro MALDI analýzu s kitem SepsiTyper pro   

                  vyšetření 50 vzorků. 

MALDI SepsiTyper kit      

SPOTŘEBNÍ MATERIÁL Množství  Cena (Kč) 

Jehla na odběr krve  50 ks 18 

Injekční stříkačka 50 ks 17,5 

Pipetovací špička 100 -1000 µl 130 ks 23,5 

Pipetovací špičky 10 -100 µl 70 ks 22,5 

Jednorázová pipeta plastová 3 ml  100 ks 184 

Pipetovací špičky MALDI kvalita 100 ks 158 

MALDI SepsiTyper kit  50 vzorků 7222 

Sigma Prep Spin kolona  50 ks  2271,4 

CHEMIKÁLIE  Objem  Cena (Kč) 

Čistý ethanol, ≥ 99,8 %, Sigma-Aldrich 45 ml 90 

Kyselina mravenčí, Sigma-Aldrich  1 ml 5,5 

Acetonitril, Sigma-Aldrich  1,5 ml 5,5 

Kyselina trifluoroctová, Sigma - Aldrich 25 µl 0,1 

Deionizová voda 16 ml  6,9 

HCCA matrice 1 tubička 531,7 

CELKEM    10 556,60 

 

 
 

Tabulka 13: Finanční náklady pro MALDI analýzu se zkumavkami s gelem pro  

                        vyšetření 50 vzorků. 

Zkumavky s aktivátorem srážení      

SPOTŘEBNÍ MATERIÁL Množství  Cena (Kč) 

Jehla na odběr krve  50 ks 18 

Injekční stříkačka 50 ks 17,5 

Pipetovací špička 100 -1000 µl 20 3,6 

Pipetovací špičky 10 -100 µl 70 ks 22,5 

Jednorázová pipeta plastová 3 ml  100 ks 184 

Pipetovací špičky MALDI kvalita 100 ks 158 

Zkumavky s aktivátorem srážení  50 ks 203,5 

Eppendorfovy mikrozkumavky 100 ks 26 

CHEMIKÁLIE  Objem  Cena (Kč) 

Čistý ethanol, ≥ 99,8 %, Sigma-Aldrich 45 ml 90 

Kyselina mravenčí, Sigma-Aldrich  1 ml 5,5 

Acetonitril, Sigma-Aldrich  1,5 ml 5,5 

Kyselina trifluoroctová, Sigma - Aldrich 25 µl 0,1 

Deionizová voda 16 ml  6,9 

HCCA matrice 1 tubička 531,7 

CELKEM    1 272,80 
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DISKUZE  

Správné načasování a realizace včasné antibiotické léčby je nesmírně důleţitá pro 

pacienty v septickém stavu, který je ohroţuje na ţivotě. Literatura uvádí mimo jiné fakt, 

ţe zahájení adekvátní antibiotické terapie vede ke zřetelnému sníţení potencionálního 

rozvoje rezistence. (Jamal et al., 2013) 

Výrazné sníţení časového intervalu mezi pozitivitou hemokultury a vydáním 

konečného výsledku s identifikací kmene a antibiogramem je základem pro adekvátní 

antibiotickou terapii. (Juiz et al., 2012) Zkrácení časového intervalu bylo umoţněno 

zavedením automatických hemokultivačních systémů, které jsou dnes jiţ standardním 

vybavením mikrobiologických laboratoří. Dalším krokem k rychlé identifikaci bakterií 

bylo zavedení metody hmotnostní spektrometrie, která postupně nahrazuje klasické 

biochemické metody.  

Oddělení klinické mikrobiologie Fakultní nemocnice Brno pouţívá ke kaţdodenní 

identifikaci kolonií z narostlých kultur přístroj MALDI Biotyper. V případě, ţe 

hemokultivační systém signalizuje pozitivní hemokulturu, je ihned v laboratorním 

informačním systému Mlab naplánováno barvení dle Grama, subkultivace na řadu 

kultivačních medií a testování antibiotické citlivosti. U monomikrobiálních kultur můţe 

být identifikace etiologického agens pomocí MALDI-TOF provedena jiţ po 5 aţ 6 

hodinách po naočkování na pevné půdy, pokud je na půdě jiţ viditelný jemný povlak 

ještě nediferencovaných kolonií. Pokud se jedná o polymikrobiální kultury prodluţuje 

se doba identifikace na 18 aţ 24, někdy aţ 48 hodin.  

Řada retrospektivních studií poukazuje na velmi přesnou identifikaci 

etiologického agens z narostlých kultur na kultivačních miskách metodou MALDI-

TOF. V Loonenově (2012) publikaci je zhodnoceno touto metodou 101 vzorků, přičemţ 

správné identifikace bylo docíleno u 90 vzorků (89 %) na druhové úrovni (identifikační 

skóre ≥ 2,000) a 5 vzorků (5 %) na rodové úrovni (skóre 1,700-1,999. Čtyři vzorky byly 

nespolehlivě identifikovány (skóre < 1,699). Dva vzorky ze 101 kultur poukázaly na 

přítomnost více bakteriálních druhů, které byly zachyceny s 100% úspěšností na 

druhové úrovni. Spolehlivější identifikace bylo dosáhnuto u gramnegativních bakterií 

(98 %), neţ u grampozitivních izolátů (88 %), coţ potvrdil i náš průzkum. 

Z grampozitivních kmenů bývají spolehlivěji identifikovány kmeny Staphylococcus 

aureus. Toto zjištění je podstatné pro odlišení skutečného patogenu od kontaminantů. 

Námi zhodnocené výsledky jsou srovnatelné s předchozí studií. Metodou přímé 
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identifikace z kultivačních misek přístrojem MALDI Biotyper bylo správně určeno 42 

kultur (84 %) na druhové úrovni (skóre ≥ 2,000) a 2 vzorky (4 %) na rodové úrovni 

(skóre 1,700 – 1,999).  U dvou polymikrobiálních vzorků byl zachycen vţdy pouze 

jeden kmen na druhové úrovni (u obou Staphylococcus epidermidis), druhý kmen nebyl 

identifikován. U dvou kultur nenarostly ţádné izoláty, jednalo se o sterilní hemokultury. 

Stoprocentní identifikace bylo dosaţeno u gramnegativních bakterií a u všech kmenů 

Staphylococcus aureus. Grampozitivní patogeny byly identifikovány s úspěšností 95 % 

(20/21 kultur). Z grampozitivních bakterií nebyl identifikován pouze kmen 

Lactobacillus sp. Z kvasinek kmen Candida albicans byl nespolehlivě identifikován 

chybným výběrem testované kolonie (kontaminace ze stafylokokové čáry). Ostatní 

kmeny rodu Candida (3 vzorky, 75 %) byly zachyceny na druhové úrovni. 

Pro zkrácení času identifikace se kromě identifikace z kolonií z pevných 

kultivačních půd postupně zavádějí nové technologie pro přípravu vzorků, které dokáţí 

identifikovat etiologické agens přímo z pozitivní hemokultury bez předchozí kultivace 

na kultivačních půdách. (Meex et al., 2012) Nedávno byla zkoumána řada studií, které 

se pokusily optimalizovat techniky pro přípravu vzorků přímo z pozitivních hemokultur 

a tím jednoznačně zkrátit čas potřebný pro identifikaci etiologického agens. (Juiz et al., 

2012) V tabulce 15 (příloha č. 5) uvádím studie zabývající se touto problematikou. 

V souladu s uvedenými publikacemi byly vybrány pro experimentální část této práce 

metody pro přípravu vzorků přímo z hemokultur, které poukazovaly na přesnou 

a rychlou identifikaci etiologického agens na úrovni rodu a druhu, byly cenově dostupné 

a k vyšetření pouţívaly BacT/ALERT hemokultivační lahvičky s aktivním uhlím (FA, 

FN). Existuje málo studií hodnotících přípravné protokoly pro BacT/ALERT FA, FN 

hemokukultivační lahvičky s uhlím. Při vyšetření uvedených lahviček bývá dosaţeno 

podstatně niţší identifikační úrovně, neţ při pouţití lahviček BACTEC či BacT/ALERT 

lahviček bez uhlí (SA, SN). (Wüppenhorst et al., 2012) 

V experimentální části práce jsme hodnotili dvě přímé metody pro extrakci 

proteinů z pozitivních BacT/ALERT hemokultur - MALDI SepsiTyper
TM 

kit a metodu 

pomocí zkumavek s aktivátorem sráţení ve vztahu k analýze bakteriálních kolonií 

z narostlých kultur.            

Z výsledků zhodnocených v této práci vyplynulo, ţe identifikace narostlých kultur 

z kultivačních misek se jevila jako nejpřesnější metoda a v současné době je rutinně 

pouţívaná na OKM FN Brno. Z metod pro přímou identifikaci z pozitivních hemokultur 

se zdála být přesnější metoda s kitem SepsiTyper
TM

. Celkem z 50 kultur bylo správně 
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identifikováno 24 testovaných vzorků (48 %) na úrovni druhu (skóre ≥ 2,000) a 7 kultur 

(14 %) na úrovni rodu (1,700 – 1,999)  SepsiTyprem
TM

. Nespolehlivě bylo 

identifikováno (< 1,699) 9 vzorků (18 %). Ţádné píky nebyly nalezeny u 10 vzorků 

(20 %).  Námi získané výsledky lze označit ve srovnání s publikovatelnými studiemi 

jako průměrné. Identifikační úroveň se pohybuje v řadě studií při pouţití stejných 

testovacích podmínek jako v naší studii od 32 % (Szabados et al., 2011) aţ po 72,6 % 

(Haigh et al., 2012). Szabados et al. (2011) uvádí při testování 50 lahviček, ţe vyšší 

procento záchytu etiologického agens bylo dosáhnuto pouţitím lahviček BacT/ALERT 

bez uhlí (7/25 vzorků; 28 %) nebo lahviček BACTEC (38/50 vzorků; 76 %). Zatímco 

při testování lahviček BacT/ALERT s uhlím byly správně identifikovány 2/25 vzorků 

(8 %).  

Jedním z důvodu nesprávné identifikační schopnosti kitu SepsiTyper
TM

 by mohl 

být niţší výkon při pouţití lahviček BacT/ALERT s uhlím. Dle pokynů výrobce Bruker 

Daltonics sice nedoporučuje pouţívat k přímé identifikaci tento typ lahviček, ale přesto 

výrobce navrhl protokol pro přípravu vzorků i z těchto lahviček. (MALDI SepsiTyper, 

2010) V přípravném protokolu pro BacT/ALERT lahvičky s uhlím je navíc pouţita 

kolona SigmaPrep
TM

 Spin, která by měla slouţit jako filtr pro zachycení dřevěného uhlí 

a krevních buněk z lahviček. Ovšem ne všechno uhlí bylo zachyceno. Filtrem prošlé 

uhlí tak mohlo kontaminovat peletu a tím další kroky analýzy. Tento problém by mohl 

být spojen s tím, ţe v přípravném protokolu MALDI SepsiTyper se na kolonu pipetuje 

objem 800 µl suspenze krevního kultivačního média a lyzačního pufru. (MALDI 

SepsiTyper, 2010) Ovšem výrobce pro optimální výkon  SigmaPrep Spin kolony 

doporučuje na kolonu napipetovat suspenzi o objemu 400 µl, i přesto ţe je maximální 

objem kolony 800 µl. (Sigma-Aldrich. 2011) Odstranění uhlí ze vzorků BacT/ALERT 

lahviček vyţaduje další technický rozvoj. Petterson (2011) ve svém experimentálním 

projektu uvádí, ţe po konzultaci s výrobcem kitu připadají v úvahu dva způsoby, jak 

zlepšit výsledky pouţitím lahviček BacT/ALERT. První způsob vychází z předpokladu, 

ţe velikost částic uhlí se liší mezi lahvičkami a pokud se 1 ml krve nechá odstát ve 

zkumavce po dobu 15 minut, větší částice začnou tvořit sediment a supernatant se 

přenese do reakční zkumavky a pokračuje se v přípravě vzorků dle protokolu výrobce. 

Ve druhém případě by se dala provést subkultivace (3 hodiny) v kombinaci se 

SepsiTyprem. Toto nebylo v naší práci testováno a prozatím neexistují studie, které by 

tento způsob hodnotily.  
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Další testovanou přímou metodou byla metoda se zkumavkami s gelem, která 

zachytila pouze 9 vzorků (18 %) na druhové úrovni (≥ 2,000) a 3 vzorky (6 %) na 

rodové úrovni.  Ostatní vzorky byly nespolehlivě identifikovány (22 vzorků, 44 %) 

nebo byly označeny za falešně negativní (16 vzorků, 32 %). Z důvodu velmi nízké 

identifikační úrovně a diagnostické citlivosti tato metoda nemůţe být pouţita pro přímé 

testování z pozitivních hemokultur.  Bylo by potřeba provést optimalizaci této metody 

a zohlednit nedostatky při testování. Ovšem některé studie poukazují při pouţití metody 

s gelem na obdobné výsledky jako pomocí soupravy SepsiTyper
TM

. Dle Loonena et al. 

(2012) stejnou metodou bylo identifikováno 79 % kultur. Tato studie poukazují na 

mnohem vyšší záchyt etiologického agens oproti nám získaných výsledků.  

I při hodnocení výsledků přímých metod byl pozorován rozdíl v identifikaci 

grampozitivních a gramnegativních bakterií stejně jako u metody přímého transferu. 

U všech třech metod byly lépe identifikovatelné gramnegativní bakterie. Metodou 

přímého transferu, jak jiţ bylo uvedeno, byly zachyceny všechny gramnegativní izoláty. 

SepsiTyper
TM

 zachytil 14/21 (67 %) ze všech gramnegativních izolátů na druhové 

úrovni (≥ 2,000) a 2/21 (10 %) kultur na rodové úrovni (1,700-1,999). U zkumavek 

s gelem se podařilo identifikovat z gramnegativních vzorků 9/21 (43 %) na úrovni 

druhu a taktéţ 2/21 (10 %) na úrovni rodu. Záchyt grampozitivních bakterií 

SepsiTyprem
TM

 byl úspěšný v 10/21 (43 %) případů a u zkumavek s gelem byly 

zachyceny pouze 1/ 21 (4 %) z grampozitivních izolátů na úrovni rodu. Námi získané 

výsledky metodou se zkumavkami s gelem jsou srovnatelné s výsledky dle studie 

Schmidt et al. (2012). V této studii bylo zachyceno 47,1 % gramnegativních izolátů 

a 5,4 % grampozitivních bakterií.  

Loonen et al. (2012) popisuje správnou identifikaci gramnegativních bakterií 

přímým transferem u 98 % vzorků, SepsiTyper se osvědčil v 91,5 % a zkumavky 

s gelem zachytily 79 % na druhové úrovni. Grampozitivní izoláty byly identifikovány 

v menší míře. Metodou přímého transferu bylo určeno 88 % z narostlých kultur jako 

grampozitivních. SepsiTyper
TM

 správně určil na druhové úrovni 42,3 % a zkumavkami 

s gelem bylo detekováno 21 %.  

K dispozici jsou omezené zprávy o identifikaci kvasinek přímo z hemokultur. 

V naší studii byly testovány pouze 4 kmeny kvasinek rodu Candida, přičemţ ţádný 

kmen nebyl zachycen na rodové ani druhové úrovni. Saffert et al. (2012) prezentují 

stejné závěry, při kterých se SepsiTyprem
TM

 ani centrifugační metodou se zkumavkami 

s gelem nepodařilo identifikovat ţádné kmeny kvasinek.  
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Z gramnegativních bakterií bylo zachyceno SepsiTyprem nejvíce kmenů z rodu 

Enterobacteriaceae 14/21 kultur (67 %) na druhové úrovni ( ≥ 2,000)a 2/21 vzorků 

(10 %) na rodové úrovni (1,999 – 1,700). Stejný počet testovaných vzorků na rodové 

úrovni byl dosaţen pouţitím metody se zkumavkami s gelem. Na úrovni druhu bylo 

zachyceno 9/21 vzorků (43 %). Ve studii provedené Juiz et al. (2012) bylo dosaţeno 

95% identifikace kmenů z rodu Enterobacteriaceae (18/19 vzorků) na druhové úrovni 

a 5% (1/19 kmenů) na rodové úrovni SepsiTyprem
TM

, respektive metodou in-house 

84 % ID druhové a 19 % ID rodové.  

V této studii pomocí kitu SepsiTyper
TM

  kmen Staphylococcus aureus byl správně 

identifikován ve 4/6 případů (67 %) na druhové úrovni. Zkumavkami s gelem nebyl 

identifikován ţádný kmen. Obdobné výsledky platí pro koagulasanegativní vzorky, kdy 

SepsiTyper
TM

 zachytil 3/11 (27 %) na druhové úrovni a 4/11 (36 %) na rodové úrovni 

a metodou se zkumavkami s gelem nebyl správně identifikován ţádný kmen.  Saffert et 

al. (2012) poukazuje taktéţ na nízkou identifikační úroveň u stafylokoků při pouţití 

centrifugační metody se zkumavkami s gelem. Tento problém připisuje ztrátě 

mikroorganismů během počátečního kroku odstřeďování. Z kmenů Staphylococcus 

aureus bylo správně identifikováno 3/19 kultur (16 %) na druhové úrovni a 5/19 vzorků 

(26 %) na rodové úrovni. Ovšem koagulasanegativní stafylokoky byly zachyceny ve 

vyšší míře a to 3/13 kmenů (23 %) na úrovni druhu a 9/13 na úrovni rodu (69 %). 

S vyuţitím kitu SepsiTyper
TM

 bylo dosaţeno mnohem lepší identifikační úrovně. 

V souladu s našimi výsledky bylo dosaţeno srovnatelné identifikační úrovně u kmenů S. 

aureus, kdy bylo identifikováno 11/16  vzorků (69 %) a na úrovni rodu 15/16 vzorků 

(94 %). Při detekci koaguláza negativních vzorků bylo na úrovni druhu zachyceno 5/24 

kmenů (21 %) a na úrovni rodu 15/24 vzorků (63 %).  

Ze streptokoků byly v naší studii testovány pouze 2 kmeny. Přičemţ 

SepsiTyper
TM

 zachytil pouze kmen Streptococcus pyogenes a nikoliv Streptococcus 

pneumoniae. U druhé pouţité přímé metody byl detekován pouze Streptococcus 

pneumoniae. Celkově byly streptokoky shledány jako problematické patogeny při přímé 

identifikaci z pozitivních hemokultur pro MALDI-TOF MS.  

Řada studií uvádí, ţe mezi nejčastěji problematicky nebo mylně identifikované 

druhy MALDI-TOF analýzou patří viridující streptokoky, pneumokoky, anaerobní 

bakterie i HACEK bakterie (Haemophilus spp., Actinobacillus, Cardiobacterium, 

Eikenella a Kingella spp.). U rodu streptokoků se to týká především úzce příbuzných 

druhů jako např. Streptococcus pneumoniae, Streptococcus mitis a Streptococcus 
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parasanguinis. (Croxatto et al., 2012) V těchto případech správné identifikace můţe být 

dosaţeno subkultivaci na kultivačních půdách a provedením optochinového testu či 

testu rozpustnosti ve ţluči. (Jamal et al., 2013) U pneumokoků, jejichţ hlavním 

faktorem patogenity je pouzderný polysacharidový antigen, je rovněţ výtěţek extrakce 

velmi slabý. (Seng et al., 2009)  

Pokud se jedná o analytickou výkonnost, jednoznačně uspěla z přímých metod 

souprava SepsiTyper
TM

. Nicméně existují některé praktické body, které dávají přednost 

metodě se zkumavkami s gelem. Zkumavky s gelem jistě ocení uţivatelé, kteří nemají 

k dispozici potřebné finanční náklady na kit SepsiTyper
TM

. Ve srovnání ceny zboţí kit 

SepsiTyper (211 Kč/ 1 vyšetření) je osmkrát draţší neţ metoda se zkumavkami s gelem 

(25,50 Kč/ 1 vyšetření). Tyto ceny u obou metod zahrnují veškeré chemikálie 

a spotřební materiál potřebný k vyšetření.  

Dalším důleţitým hodnotitelným aspektem je doba potřebná pro získání výsledků. 

Doba analýzy je u obou přímých metod přibliţně stejná, jelikoţ u obou metod se 

provádí časově náročný extrakční protokol ethanol/kyselina mravenčí. Oběmi metodami 

jsme získali výsledky identifikace bakterií z 1 vzorku za méně neţ 20 minut (doba 

závisí na počtu zpracovaných vzorků). Rozhodnutí o léčbě pacientů, tak můţe být 

výrazně urychleno. Ovšem rozhodující je přesnost záchytu etiologického agens, kdy 

nejpřesnější zůstává technika identifikace bakterií z narostlých kultur a z přímých metod 

se zdá být úspěšný kit SepsiTyper
TM

. Zpracování vzorků pomocí SepsiTypru trvá 

přibliţně 2 hodiny. Rozdíl v identifikaci čistých kultur se zmenšuje v tomto případě na 

3 aţ 4 hodiny (Obrázek 13).  

Ačkoliv SepsiTyper byl v námi realizovaném výzkumu úspěšnější, je třeba brát 

ohled na procento nesprávně identifikovatelných mikroorganismů pouţitím 

BacT/ALERT lahviček s uhlím. Z těchto důvodů bych zvolila pro OKM FN Brno 

přijatelnější a přesnější variantu a to pokračovat v testování hemokultur z narostlých 

izolátů na kultivačních miskách s následnou analýzou MALDI-TOF MS. Jako moţnou 

alternativu bych navrhla otestovat kit SepsiTyper
TM

 na pozitivních lahvičkách BACTEC 

kultivovaných v nově zakoupeném přístroji BACTEC FX.  Další moţnou alternativou 

můţe být identifikovat bakterie z kolonií narostlých během noci v ranních hodinách 

a SepsiTyprem kultury, které se staly pozitivní během dne.   
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Obrázek  13: Schéma běţné a nové diagnostiky pozitivních krevních kultur. 
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 ZÁVĚR 
 

Rychlá identifikace patogenů přímo z pozitivních hemokultur je poměrně nová 

testovaná technika, která by měla být zahrnuta do rutinního vyšetření v mikrobiologické 

laboratoři z důvodu velmi rychlé detekce patogenů spojené s lepší péčí o pacienty 

v septickém stavu.  

Po analýze 50 pozitivních aerobních i anaerobních BacT/ALERT lahviček se 

třemi různými způsoby přípravy vzorků, jsme dospěli k závěru, ţe nejpřesnější pro 

detekci patogenů z pozitivních hemokultur zůstává identifikace z narostlých kultur na 

kultivačních miskách. Tato studie sice poukazuje, ţe příprava vzorků přímo 

z pozitivních hemokultur s kitem SepsiTyper
TM

 v kombinaci s BacT/ALERT 

lahvičkami je velmi rychlá. Ovšem v případě zpracování vzorků pomocí kitu 

SepsiTyper, který trvá přibliţně 2 hodiny, se rozdíl v identifikaci čistých kultur zkracuje 

na 3 aţ 4 hodiny. Taktéţ nevýhodou přímých metod je nízká identifikační úroveň 

mikroorganismů a to jak na úrovni druhové, tak i rodové.   Metoda přímého transferu je 

sice pomalejší oproti přímým metodám, ale její hlavní výhody jsou v tom, ţe je velmi 

přesná, snáze proveditelná, není závislá na typu hemokultivační lahvičky a lépe se 

zařazuje do pracovního procesu s ohledem na další analýzy, které mají být provedeny 

a je nejlevnější.   

Celkově lze říci, ţe nová technika MALDI-TOF MS bude brzy přítomná ve 

většině mikrobiologických laboratoří a to zejména pro její přesnost a rychlost, tedy 

zkrácení doby od příjmu vzorku do vydání výsledku. Svou přesností je tato metoda 

srovnatelná s identifikací etiologického agens sekvenováním genu pro 16 rRNA. 

Vyuţití přímých metod je do běţné laboratorní diagnostiky prozatím nezařaditelné 

a bude potřeba dalšího technického rozvoje. Nyní tyto metody nejsou vhodné pro 

diagnostické účely.  
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SEZNAM POUŢITÝCH ZKRATEK 
 

Zkratka Význam zkratky Český význam 

ACCP/ASCM Consensus Conference of 

American Society of Critical 

Care Medicine  

Konsensuální konference intenzivistů 

a plícních specialistů 

ATB Antibiotics Antibiotika 

BHI Brain heart infusion Mozko-srdcová infuze 

CFU Colony Forming Unit Počet jednotek tvořících kolonie 

CLSI  Clinical and Laboratory 

Standards Institute 

Klinický a laboratorní standardní 

institut 

DHB 2,5-dihydroxybenzoic acid  2,5-dihydroxybenzoová kyselina 

ESI Electrospray Ionization Ionizace elektrosprejem  

FN Brno   Fakultní nemocnice Brno  

G-, GN Gramnegative bacteria Gramnegativní bakterie 

G+, GP Grampositive bacteria Grampozitivní bakterie 

HACEK   rody Haemophillus, Actinobacillus, 

Cardiobacterium, Etkenella, Kingella 

HCCA α-Cyano-4-hydroxycinnimic 

acid 

α–kyano–4–hydroxyskořicová 

kyselina 

LB Lysis Buffer lyzační pufr 

LED Light Emitting Diod Světlo emitující dioda 

m/z   hmotnost/náboj 

MALDI-TOF 

MS 

Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization Time-

of-Flight mass spektrometry 

Hmotnostní spektrometrie s laserovou 

desorpcí a ionizací za účasti matrice 

s průletovým analyzátorem 

MIC Minimum Inhibitory 

Concentration 

Minimální inhibiční koncentrace 

NaCl Sodium Chlorid Chlorid sodný 

OKM    Oddělení klinické Mikrobiologie 

PCR  Polymerase Chain Reaction Polymerázová řetězová reakce 

rRNA Ribosomal Ribonucleic 

Acid 

Ribozomální ribonukleová kyselina 

SA Sinapinic Acid 3,5–dimethoxy-4– hydroxyskořicová 

kyselina  

SPS Sodium Polyanethol 

Sulphonate 

Polyanethosulfonát sodný  

TFA TriFluoroacetic Acid Trifluorooctová kyselina 

VL-agar   Maso-kvasničný agar 

WB Washing Buffer Promyvací pufr 
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  Obrázek  14: Schéma přípravy vzorků pro kit SepsiTyper. 

1 ml krevní kultury 

přenést do reakční 

zkumavky 

+ 200 µl lyzačního pufru, 

protřepat 10 sekund 

Přenést 800 µl této směsi na filtr Sigma Prep 

Spin Column, odstředit 2 min. 2000 ot./min. 

Poté zlikvidovat filtr a znovu centrifugovat 2 

minuty při 13 000 ot./ min. 

Odstranit pipetou supernatant.  

Přidat 1 ml přečišťovacího pufru a 

vytvořit z pelety suspenzi.  

Odstředit 1 minutu 13 000 ot./min. 

Odstranit supernatant.  

 

+ 300 µl deionizované vody, 

promíchat 

+ 900 µl ethanolu 

Následuje extrakční protokol.  

1 µl supernatantu přenést na terčík MALDI 

destičky,  převrstvit 1 µl MALDI matrice. 

MALDI-TOF analýza. 

Získání hmotnostních spekter. 
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 Obrázek  15: Schéma přípravy vzorků zkumavek s aktivátorem sráţení.                                                             

2 ml krevní kultury 

přenést do 

zkumavky s gelem 

Centrifugovat 10 min. při 

3000 ot./min. 

Poté rozsuspendovat 

sediment na gelu. 

 

Přenést 1 ml do mikrozkumavky  Eppendorf 

Centrifugovat 1 minutu 3000 ot./min. 

Přenést supernatant do nové eppendorfky. 

Cenrifugovat 2 min. 13 000 ot./min. 

Odstranit pipetou supernatant.  

 

+ 300 µl deionizované vody, 

promíchat 

+ 900 µl ethanolu 

Následuje extrakční protokol.  

1 µl supernatantu přenést na 

terčík MALDI destičky,  

Převrstvit 1 µl MALDI matrice 



  

 
 

Příloha č. 3 

Tabulka 14: Souhrnná tabulka výsledků ke zpracování. 

 

Číslo 

vzorku

Druh 

lahvičky Mikroskopie

Identifikace 

z narostlých kultur SepsiTyper kit Skóre

Zkumavky 

s aktivátorem srážení Skóre Konečný výsledek

1 FA Plus Kvasinky Staphylococcus aureus

Nespolehlivá 

identifikace 1,408

Žádné píky 

nenalezeny 0 Candida albicans

2 FA G- tyčky Klebsiella pneumoniae

Klebsiella 

pneumoniae 2,388

Klebsiella 

pneumoniae 2,347

Klebsiella 

pneumoniae

3 PF G- tyčky Escherichia coli Escherichia coli 2,401 Escherichia coli 2,306 Escherichia coli

4 FN

G+ koky v 

řetízcích Enterococcus faecium

Žádné píky 

nenalezeny 0

Žádné píky 

nenalezeny 0

Enterococcus 

faecium

5 PF G- tyčky Acinetobacter pittii

Acinetobacter 

pittii 2,266

Žádné píky 

nenalezeny 0 Acinetobacter pittii

6 FA

G+ koky v 

řetízcích

Streptococcus 

pyogenes

Streptococcus 

pyogenes 2,004

Žádné píky 

nenalezeny 0

Streptococcus 

pyogenes

7 PF

G+ koky ve 

shlucích

Staphylococcus 

hominis

Staphylococcus 

hominis 1,918

Žádné píky 

nenalezeny 0

Koaguláza-

negativní 

stafylokoky

8 PF Kvasinky Candida albicans

Nespolehlivá 

identifikace 1,262

Nespolehlivá 

identifikace 1,143 Candida albicans

9 FA Plus

Nic 

nenalezeno Escherichia coli Escherichia coli 2,357 Escherichia coli 2,149 Escherichia coli

10 FA Plus

G+ koky ve 

shlucích

Staphylococcus 

epidermidis

Staphylococcus 

epidermidis 1,763

Nespolehlivá 

identifikace 1,095

Staphylococcus 

epidermidis

11 FN

G+ koky ve 

shlucích

Staphylococcus 

epidermidis

Stapholococcus 

hominis 2,248

Nespolehlivá 

identifikace 1,095

S.epidermidis/ S. 

hominis

12 FA Plus

G+ koky ve 

shlucích

Staphylococcus 

epidermidis

Nespolehlivá 

identifikace 1,558

Nespolehlivá 

identifikace 1,084

S.epidermidis/ S. 

cohnií

13 FA G- tyčky Escherichia coli E. coli 2,348

Žádné píky 

nenalezeny 0 Escherichia coli

14 FA

G+ koky ve 

shlucích

Staphylococcus 

hominis S. hominis 2,293

Nespolehlivá 

identifikace 1,093

Staphylococcus 

hominis

15 FN Kvasinky Candida parapsilosis

Nespolehlivá 

identifikace 1,273

Nespolehlivá 

identifikace 1,085

Candida 

parapsilosis

16 PF G+ tyčky

Neprováděno, 

identifikace z nátěru a 

rezistence na 

Vankomycin

Lactobacillus 

paracasei 1,842

Žádné píky 

nenalezeny 0 Lactobacillus

17 FA Kvasinky Candida dubliniensis

Žádné píky 

nenalezeny 0

Nespolehlivá 

identifikace 1,035

Candida 

dubliniensis

18 FA G- tyčky Enterobacter cloacae

Enterobacter 

cloacae 2,27

Nespolehlivá 

identifikace 1,154

Enterobacter 

cloacae

19 PF G- tyčky Escherichia coli

Žádné píky 

nenalezeny 0 Escherichia coli 2,218 Escherichia coli

20 FN

G+ koky ve 

shlucích Staphylococcus aureus

Žádné píky 

nenalezeny 0

Nespolehlivá 

identifikace 1,207

Staphylococcus 

aureus

21 SN G- tyčky Citrobacter freundii

Citrobacter 

freundii 2,264

Nespolehlivá 

identifikace 1,589

Citrobacter 

freundii

22 FA

G+ koky ve 

shlucích

Staphylococcus 

haemolyticus S. haemolyticus 2,286

Nespolehlivá 

identifikace 1,087

Staphylococcus 

haemolyticus 

23 FN

Nic 

nenalezeno Nic nenalezeno

Žádné píky 

nenalezeny 0

Nespolehlivá 

identifikace 1,073

Sterilní 

hemokultura

24 FN

Nic 

nenalezeno Nic nenalezeno

Nespolehlivá 

identifikace 1,404

Nespolehlivá 

identifikace 1,173

Sterilní 

hemokultura



  

 
 

 
FA: aerobní lahvička s přídavkem uhlí; FN: anaerobní lahvička s přídavkem uhlí, PF: dětská lahvička, 

SN: standardní lahvička bez uhlí. 
 

G +: grampozitivní bakterie, G-: gramnegativní bakterie 
 

Zelená: spolehlivá identifikace na úrovni druhu; ţlutá: spolehlivá identifikace na úrovni rodu, méně 

pravděpodobná druhová identifikace. 

25 FA

G+ koky ve 

shlucích

Staphylococcus 

epidermidis

Nespolehlivá 

identifikace 1,399

Žádné píky 

nenalezeny 0

Staphylococcus 

epidermidis

26 FA

G+ koky ve 

dvojicích a 

řetízcích Streptococcus sp. 

Žádné píky 

nenalezeny 0 S. pneumoniae 1,872

Streptococcus  

pneumoniae

27 FA G- tyčky Klebsiella pneumoniae

Žádné píky 

nenalezeny 0

Klebsiella 

pneumoniae 2,334

Klebsiella 

pneumoniae

28 FN

G+ koky ve 

shlucích

Staphylococcus 

epidermidis

Nespolehlivá 

identifikace 1,603

Žádné píky 

nenalezeny 0

Streptococcus 

epidermidis

29 FA

G+ koky ve 

shlucích

Staphylococcus 

epidermidis

Nespolehlivá 

identifikace 1,439

Nespolehlivá 

identifikace 1,026

Staphylococcus 

epidermidis

30 FN G- tyčky Escherichia coli Escherichia coli 1,953

Žádné píky 

nenalezeny 0 Escherichia coli

31 FN G- tyčky Escherichia coli Escherichia coli 1,743 E.coli 2,017 Escherichia coli

32 FN

G+ koky ve 

dvojicích a 

řetízcích Enterococcus faecium

Enterococcus 

faecium 2,215

Žádné píky 

nenalezeny 0

Enterococcus 

faecium

33 FA

G+ koky ve 

dvojicích a 

řetízcích Enterococcus faecium

Enterococcus 

faecium 2,211

Nespolehlivá 

identifikace 1,165

Enterococcus 

faecium

34 FA Plus G- tyčky Klebsiella pneumoniae K. pneumoniae 2,119

Žádné píky 

nenalezeny 0

Klebsiella 

pneumoniae

35 FN G- tyčky Escherichia coli E.coli 2,485 E.coli 2,118 Escherichia coli 

36 FA G- tyčky Escherichia coli E.coli 2,367

Nespolehliví 

identifikace 1,005 Escherichia coli

37 FN G- tyčky Klebsiella pneumoniae

Žádné píky 

nenalezeny 0

Žádné píky 

nenalezeny 0

Klebsiella 

pneumoniae

38 FA G- tyčky Klebsiella pneumoniae

Žádné píky 

nenalezeny 0

Žádné píky 

nenalezeny 0

Klebsiella  

pneumoniae

39 FN G- tyčky Klebsiella pneumoniae

Klebsiella 

pneumoniae 2,249

Nespolehlivá 

identifikace 1,62

Klebsiella 

pneumoniae

40 FN G- tyčky Klebsiella pneumoniae

Klebsiella 

pneumoniae 2,43 K. pneumoniae 2,21

Klebsiella 

pneumoniae

41 FA

G+ koky ve 

shlucích

Staphylococcus 

epidermidis

Staphylococcus 

epidermidis 1,891

Nespolehlivá 

identifikace 1,023

Staphylococcus 

epidermidis

42 FA

G+ koky ve 

shlucích Staphylococcus sp.

Staphylococcus 

haemolyticus 1,997

Nespolehlivá 

identifikace 1,022

Staphylococcus 

haemolyticus

43 FA

G+ koky ve 

shlucích Staphylococcus aureus

Žádné píky 

nenalezeny 0

Nespolehlivá 

identifikace 1,322

Staphylococcus 

aureus

44 FA Plus G- tyčky Providencia stuartii

Žádné píky 

nenalezeny 0 Providencia stuartii 1,978

Providencia 

stuartii

45 FN

G+ koky ve 

shlucích Staphylococcus aureus

Staphylococcus 

aureus 2,357

Nespolehlivá 

identifikace 1,49

Staphylococcus 

aureus

46 FA Plus

G+ koky ve 

shlucích Staphylococcus aureus

Staphylococcus 

aureus 2,102

Žádné píky 

nenalezeny 0

Staphylococcus 

aureus

47 FN

G+ koky ve 

shlucích Staphylococcus aureus

Staphylococcus 

aureus 2,335

Nespolehlivá 

identifikace 1,303

Staphylococcus 

aureus

48 FA Plus

G+ koky ve 

shlucích Staphylococcus aureus

Staphylococcus 

aureus 2,14

Nespolehlivá 

identifikace 0,962

Staphylococcus 

aureus

49 FA G- tyčky Proteus mirabilis

Proteus 

mirabilis 2,416 Proteus mirabilis 2,129 Proteus mirabilis

50 FA G- tyčky Enterobacter cloacae

Enterobacter 

cloacae 2,041 Enterobacter cloacae 1,927

Enterobacter 

cloacae



  

 
 

Příloha č. 4 

Tabulka 15: Průměrné hodnoty skóre: SepsiTyper, zkumavky s gelem. 

 

Minimum 

skóre

Maximum 

skóre

Aritmetický 

průměr hodnot 

skóre

Minimum 

skóre

Maximum 

skóre

Aritmetický 

průměr 

hodnot skóre

Gramnegativní  bakterie (21)

Acinetobacter pittii  (1) / 2,266 2,266 / / /

Citrobacter freundii  (1) / 2,264 2,264 / 1,589 1,589

Enterobacter cloacae  (2) 2,041 2,270 2,156 1,154 1,927 1,541

Escherichia coli  (8) 0,000 2,485 1,957 1,005 2,306 1,477

Klebsiella pneumoniae  (7) 0,000 2,430 1,312 0,000 2,347 1,216

Proteus mirabilis  (1) / 2,416 2,416 / 2,129 2,129
Providencia stuartii  (1) 0,000 / 0,000 / 1,978 1,978

Průměrné hodnoty 1,767 1,655

Grampozitivní bakterie (23)

Enterococcus faecium  (3) 0,000 2,215 1,475 0,000 1,165 0,388

Lactobacillus sp. (1) / 1,842 1,842 0,000 / 0,000
Koaguláza negativní stafylokoky 

(1)
/ 1,918 1,918 0,000 / 0,000

Staphylococcus aureus  (6) 0,000 2,357 1,489 0,000 1,303 1,047

Staphylococcus epidermidis  (5) 1,399 1,891 1,619 0,000 1,095 0,629

Staphylococcus hominis  (1) / 2,293 2,293 / 1,093 1,093

Staphylococcus haemolyticus (2) 1,997 2,286 2,142 1,022 1,087 1,055

S. epidermidis/S. cohnií (1) / 1,558 1,558 / 1,084 1,084

S. epidermidis/S. hominis  (1) / 2,248 2,248 / 1,095 1,095

Streptococcus pneumoniae (1) 0,000 / 0,000 / 1,872 1,872
Streptococcus pyogenes  (1) / 2,004 2,004 0,000 / 0,000

Průměrné hodnoty 1,690 0,751

Kvasinky (4)

Candida albicans (2) 1,262 1,408 1,335 0,000 1,143 0,572

Candida dubliniensis (1) 0,000 / 0,000 / 1,035 1,035
Candida parapsilosis  (1) / 1,273 1,273 / 1,085 1,085

Průměrné hodnoty 0,869 0,897

Mikroorganismus

SepsiTyper Zkumavky s aktivátorem srážení



 

 

Příloha č. 5 

Tabulka 16: Studie hodnotící rychlou identifikaci přímo z pozitivních hemokultur. 

 

Autor Časopis Rok 

publikace

Hemokultivační systém, 

typ lahvičky

Příprava vzorků

Počet 

testovaných 

hemokultur (n)

Procento správné 

identifikace
Poznámky

 Loonen et al. Eur J Clin Microbiol 

Infect Dis

2011 BacT/ALERT; lahvičky 

typu SA, SN 

SepsiTyper kit (S), 

Molzym´sMolYsis Basic 5 kit 

(M), centrifugační/promyvací 

metoda C

101 S: 78%                            

M: 50,5 %                                

C:  65 %

Meex et al. J Med Microbiol 2012 BacT/ALERT;  lahvičky 

typu SN, FA

SepsiTyper kit (S), saponin 

extračkní metoda (SA)

113 S: 67 %                         

SA: 66 %

U FA lahviček problém 

aktivní uhl í - špatně 

reprodukovatelné výs ledky 

Wüppenhorst et al. Eur J Clin Microbiol 

Infect Dis

2012 BacT/ALERT; lahvičky 

typu FA, FN

Saponin extrakční metoda 167 74,30% Snížené kri téria  hodnocení, 

správná identi fikace ≥ 

1,400

Lagacé-Wiens et al. 22. kongres klinické 

mikrobiologie a 

infekčních 

onemocnění 

2012 BacT/ALERT; lahvičky 

typu SA, SN

SepsiTyper (S), konvenční 

biochemické metody (KBM)

63 S: 85,2 %                       

KBM: 100 %

Juiz et al. Eur J Clin Microbiol 

Infect Dis

2011 BACTEC SepsiTyper (S), in-house 

metoda (In)

85 S, GP: 81,72 %,               

GN: 97,31 %;                       

In, GN:92 %, 

GP:34,64 %                            

Martiny et al. Eur J Clin Microbiol 

Infect Dis

2012 BACTEC SepsiTyper (S), in-house 

metoda (In)

63 S: 68,4 %,                 

In: 73,7 %

Buchan et al. J Clin Microbiol 2012 BACTEC SepsiTyper (S), MALDI krevní 

agar (KA) 

164 S: 85,5 %


