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ABSTRAKT
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Nazev diplomové prace: Identifikace bakterii z pozitivnich hemokultur pomoci hmotnostni

spektrometrie.

Cil: Pii zpracovavani pozitivnich hemokultur na Oddéleni klinické mikrobiologie FN
Brno se metoda MALDI-TOF MS pouziva pro rychlou a spolehlivou identifikaci bakterii
z narostlych cistych kultur jiz po 5 az 6 hodinové kultivaci na krevnim agaru. Cilem této
prace bylo zhodnotit a srovnat metody piimé identifikace etiologického agens z pozitivnich
hemokultur pomoci kitu SepsiTyper™ a zkumavek s gelem, které by mély snizit &as
pottebny pro ziskani vysledku.

Metoda: V této praci bylo testovano 50 pozitivnich BacT/ALERT hemokultivaénich
lahvicek. Ptiprava mikrobialnich vzorkd probihala paralelnd za pouziti kitu SepsiTyper™
a odbérovych zkumavek s gelem. U obou metod byla provedena extrakce
ethanolem/kyselinou mravenci a analyza na pfistroji Microflex LT.

Vysledky: Z padesati testovanych hemokultur kitem SepsiTyper™ bylo spravné
identifikovano 24 vzorka (48 %) na druhové urovni a 7 vzorka (14 %) na trovni rodu.
Zkumavky s gelem zachytily spravnou identifikaci u 12 (24 %) testovanych vzorku. U obou
kmenii. Nejptesnéjsi vysledky byly ziskany identifikaci bakterii z narostlych izolath
z kultivac¢nich misek (detekce 46/50 kultur; 92 %).

Zavér: Metody piimé identifikace sice krati Cas potfebny k ziskani vysledki, ovSem
pfi identifikaci etiologického agens nejsou zdaleka tak ptresné a spolehlivé, jako
SepsiTyper™. Ve srovnani se zkumavkami s gelem pfinesl lepsi identifika¢ni skore
a kvalitu spekter. Obé metody vSak vyzaduji dalsi technicky rozvoj a obtizné by se

zatazovaly do béZzného laboratorniho provozu.

Kli¢ova slova: Infekce krevniho fecisté, hemokultura, MALDI-TOF MS, piima

identifikace mikroorganismi, kit SepsiTyper'™, zkumavky s gelem.



ABSTRACT
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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 SepsiTyper™ 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 SepsiTyper™ 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 SepsiTyper™. 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 SepsiTyper™, tes tubes with gel.
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UVvoD

Invaze mikroorganismt do sterilniho krevniho fecisté mize vést k rozvoji sepse,
coz muze mit za nasledek vznik zivot ohrozujiciho stavu — septického Soku. Eliminace
patogennich agens z krevniho fecisté je zavisla na podani v€asné a vhodné empirické
antimikrobialni 1é¢by. V tomto procesu je rozhodujici rychla identifikace patogennich
agens z hemokultur.

Dosavadni mikrobiologicka diagnostika infekci krevniho feCisté se opirala
0 zdlouhavé kultivaéni procesy etiologického agens, po kterych nasledovaly Casové
narocné biochemické identifikace. V posledni dobé tyto metody v rutinni diagnostice
ustupuji a jsou nahrazovany metodami, které urychluji identifikaci mikroorganismi
Z pozitivnich hemokultivaci. Cely proces je soucasti automatizace procesu
mikrobiologické diagnostiky, ktery vychdzi vsttic pozadavkim klinickych lékatti na

v€asnou diagnostiku infekci.

ZADANI PRACE - CIL PRACE

Cilem této prace bylo porovnat dva rizné zptsoby piipravy vzorkii pro ptimou
identifikaci bakterii a kvasinek z pozitivnich BacT/ALERT hemokultiva¢nich lahvi¢ek
pii pouziti komeréni soupravy SepsiTyper ™ (Bruker Daltonics) a zkumavek s gelem.

Soucasti prace bylo zhodnotit nasledujici aspekty:

e Srovnat zachyt etiologického agens z pozitivnich hemokultur rutinné
pouzivanou metodou z narostlych kultur pomoci MALDI-TOF MS
S nove testovanymi piimymi metodami.

e Zjistit vykon pifimych metod pii spravné identifikaci mikroorganismu na
druhové a rodové trovni.

e Urcit tspéSnost/netspésnost testovanych metod.

e Stanovit diagnostickou senzitivitu pfimych metod.

e Posoudit praktické aspekty jako finan¢ni naklady, dobu odezvy do
stanoveni pozitivniho vysledku a spolehlivost metod za téelem zjistit,
ktera pfiprava vzorkd by byla vhodnéjsi pro zafazeni do rutinni prace

bézné mikrobiologické laboratofe.



TEORETICKA CAST
1 INFEKCE KREVNIiHO RECISTE

Ptitomnost mikroorganismi v krvi nds informuje o mozném systémovém zanétu
klinickymi pfiznaky, mezi které patii: hypertermie (> 38°C) nebo hypotermie
(< 35,6°C), tfesavka, zimnice, hypotenze, tachykardie ¢i tachypnoe. Z laboratorniho
hlediska je nutné zohlednit krevni obraz. Obvykle infekci krevniho fecist¢ doprovazi
leukocytdza s posunem doleva a neutropenie. (Cerny et al., 2002; Prisa et al. 2012)

Pfi podezieni na systémovou infekci je vhodné provést odbér krve na
hemokultivaci, ten by mél byt proveden pii podezieni na bakterialni ¢i kvasinkovou
infekci. Mezi nejcastéjsi indikace odbéru patii podezieni na bakterialni pneumonii,
infekéni endokarditidu, meningitidu, pyelonefritidu nebo u hore¢ek nejasné etiologie
apod. (SOP OKM FN Brno, 2013)

Termin infekce krevniho fecist€¢ oznacuji pravé probihajici systémovou infekci
krevniho ftecisté, kdy prinik etiologického agens do krevniho feCisté je provazeny
celkovymi znamkami infekéniho procesu. (Cermak et al., 2008) Infekce krevniho
feCiSté urcend je takovy stav, kdy je zjiStén primdrni zdroj infekce. Pokud ani po
intenzivnich diagnostickych procedurdch neni primarni lokalizace infekce zjiSténa,
oznacuje se takovy stav jako infekce krevniho fecisté neurcend. Infekce krevniho recisté

1ze rozdélit do dvou skupin:

Primarni infekce krevniho fedisté

Do této skupiny fadime stavy, kdy primarni zdroj infekce je umistén piimo
v krevnim feciSti, at’ v pfirozenych ¢i umélych soucastech krevniho fecisté. U téchto
infekci by méla byt pritomnost infekéniho agens prokazdna u jedné nebo vice
hemokultur. (Cermék et al., 2008) Zachycené infekéni agens nesmi mit souvislost
sinfekci na jiném misté. Pfi opakovaném zachytu koZnich kontaminantl (napf.
korynebakteria, koagulaza negativnich stafylokokd, Bacillus spp. aj.) v hemokulturach
se jedna taktéz o klinicky vyznamny ukazatel. (Seifert, 2009) Hlavni infekce patfici do

této skupiny jsou infekce spojené se zavedenim cévnich katétra. (Jurdnkova et al., 2011)

Sekundarni infekce v krevnim obéhu

Mikroorganismy izolované z hemokultur souvisi s infekci mimo krevni ob¢h.

Rovnéz je pro urceni rozhodujici pozitivni hemokultivace bez zachytu jednorazovych



koznich kontaminanti. (Cermak et al., 2008; Seifert, 2009) Infekéni lozisko se stejnym
etiologickym agens jako V krvi se nachazi napt. v mocovém traktu, plicich, tlustém

stteve, centralnim nervovém systému, mékkych tkdnich a dalSich lokalizacich. (Prasa et

al., 2012)

1.1  Sepse, septicky Sok

Sepse je klinicky stav, pro ktery je typicka systémova zanétliva odpovéd’
organismu na Sifeni infekéniho agens v krvi. Dle Consensus Conference of American
Society of Critical Care Medicine (ACCP/ASCM) se sepse projevi, pokud jsou splnény

dva nebo vice téchto priznaki:

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

B. srde¢ni frekvence nad 90 tepii/min.,

C. dechova frekvence nad 20/min. nebo hyperventilace PaCO; pod 32 mmHg,

D. leukocyty nad 12x10%1 nebo pod 4x10%I, posun doleva nebo vice nez 10 %
nezralych neutrofilii. (Levy et al., 2003)

Septicky Sok je Zivot ohroZujici stav, pro ktery je typickd omezena dodavka
kysliku vSem bunkdm organismu, coz ma za nasledek rozvoj tkanové hypoxie.
Nedostate¢né prokrveni zivotné dilezitych organtit muze vést az k jejich dysfunkci.
Tento stav se od prosté sepse li§i pfitomnou hypotenzi i pies adekvatni doplnéni objemu
tekutin. (Havlik et al., 2002; Cermak et al., 2008)

Mezi nejéastéj$i puvodce sepse patii Staphylococcus aureus, Escherichia coli
a Streptococcus pneumoniae. U nozokomidlni sepse se nejvice na rozvoji podileji
stafylokoky a to jak Staphylococcus aureus, tak koagulasanegativni stafylokoky
(Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis, Staphylococcus haemolyticus
aj.), dale rod Candida spp., enterokoky a enterobakterie. Pro zachyt infekéniho agens se
doporucuje odbér hemokultur opakované (2 az 3krat), v odstupu ne¢kolika desitek minut

pied zaCatkem antibiotické terapie. (Benes et al., 2009)

1.2 Infekéni endokarditida

Infekéni endokarditida je mikrobialni zdnétlivé onemocnéni vnitini vystelky
srdce, charakterizovano ptitomnosti infikovaného trombu lokalizovaného primarné na
nativni chlopni. Postizen mtze byt také nasténny endokard nebo endokard v oblasti

septa. S timto infekénim onemocnénim se nejcastéji setkdvame u pacientli, ktefi maji
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predispozi¢ni faktor pro vznik infekéni endokarditidy (vrozend nebo ziskanad srdecni
vada, degenerativni postizeni srdce, stavy po operacich srdce a velkych cév, umélé
chlopenni ndhrady aj.). (Staiikkova et al., 2008; Benes et al., 2009)

Z etiologického hlediska maji vyraznou afinitu k vnitini vystelce srdce piredev§im
viridujici streptokoky a stafylokoky, bakterie ze skupiny HACEK (rody Haemophillus,
Actinobacillus, Cardiobacterium, Eikenella, Kingella), méné¢ casto enterokoky,
gramnegativni ty¢ky a kandidy. (Havlik et al., 2002; Benes et al., 2007)

Oproti septickému stavu je bakteriémie u infek¢éni endokarditidy trvala. Bakterie
jsou vyplavovany do krve kontinualné a lze je tedy zachytit ve vSech odbérech
hemokultur — i v obdobi bez horecky. Pro potvrzeni diagnézy by mély byt odebrany
nejlépe 3 hemokultury po jednohodinovych intervalech. (Cermak et al., 2008; Bene§ et
al., 2009)

1.3 Infekce imunokompromitovanych a onkologickych pacientii

U pacienti s progredujicim nadorovym onemocnénim je velmi vysoké riziko
rozvoje oportunnich infekci. Porucha imunity a stim asociovana fada infek¢nich
komplikaci mtze byt také spojena s onkologickou cytostatickou aimunosupresivni
1é¢bou veetné kortikosteroidu.

Hemokultivace patii mezi dulezitd diagnostickd vySetfeni. Pozitivita
hemokultivace, identifikace mikroorganismu a stanoveni citlivosti na antibiotika je zde
rozhodujicim faktorem: muZe vést k identifikaci zdroje infekce, ke zméné empirické
terapie v cilenou a tim docilit eliminace infekéniho loziska z organismu. U téchto
pacienti se setkavame s vysokym zachytem druhti Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae, Haemophillus influenzae typu b, Listeria monocytogenes

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

1.4  Horecka nejasného piivodu

Febrilni stav pfedstavuje - reakci organismu na probihajici patologicky dé¢j. Pokud
nedojde Kk objasnéni diagndézy ani po intenzivnich a specidlnich vysetfenich pacienta

hovotime o horecce neznadmé etiologie pii splnénych nasledujicich kritérii:

A. télesna teplota nad 38 °C,
B. délka trvani déle nez 3 tydny,
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C. neobjasnéni diagndzy ani po intenzivnich a specialnich vySetfenich béhem
tydenni hospitalizaci pacienta.

Pfi¢inou mohou byt infekéni choroby (napt. absces, infek¢ni endokarditida),
onkologickd onemocnéni (napi. maligni lymfomy, myelodysplasticky syndrom),
systémova onemocnéni pojiva (napf. revmatoidni artritida) aj. Nezbytné je zhodnotit
epidemiologickou anamnézu pacienta a vybrat vhodné laboratorni vySetieni, mezi které
zajisté u infek¢nich stavil patii opakovany odbér krve na kultivaci. (Havlik et al., 2002;

Benes et al., 2007)
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2  DIAGNOSTIKA INFEKCI KREVNIHO RECISTE

Zlatym standardem laboratorni diagnostiky infekci krevniho ftecisté i sepse
rizného pivodu a etiologie je bakteriologické vysSetfeni krve (tzv. hemokultur) na
pfitomnost bakterii. (Prusa et al.,, 2012) VySetfeni hemokultury patii k rutinnim
diagnostickym metodam, kdy se odebrana krev inokuluje do kultiva¢niho média
a kultivuje za ucelem pomnozeni mikroba a jeho identifikaci. Cilem kultivace krve je
potvrdit, zda zachyt daného etiologického agens zodpovida za klinické projevy pacienta
a stanovit citlivost ¢i rezistenci mikroba, zahajit optimalni antibiotickou 1é¢bu

a popiipadé zahajit v€asna protiepidemicka opatieni. (CLSI, 2007)

2.1 Odbér vzorka

Postup odbéru krve je popsan v standardnich bezpecnostnich postupech.
V pribéhu odbéru je nutné dodrzovat striktni aseptické podminky. Odbér krve na
hemokulturu se provadi dle metodického navodu do specialnich nadobek s tekutym
kultivaénim médiem. (CLSI, 2007)

Krev pro diagnostické ucely se odebira pfedevsim z periferni zily, méné casto
z artérie. (Cerméak et al., 2008) Odbér ze zavedeného centralniho Zilniho katétru,
dlouhodob¢ aplikovaného periferniho katétru i arterialniho katétru nese riziko
kontaminace hemokultury, to ma za nasledek falesné pozitivni vysledek hemokultury.
Odbér hemokultur ze zavedenych katétri by se mél pouZzivat pouze v piipadech, pokud
je vena cubitalis nepiistupna. (Cerny et al., 2002)

Pfi podezfeni na katétrovou sepsi nebo kolonizaci katétru se krev na
hemokultivaci odebira ve stejnou dobu z katétru iz periferie. Pro katétrovou infekci
nebo sepsi a nikoliv pro kozni kontaminaci svéd¢i situace, kdy hemokultura z katétru je
detekovana hemokultivaénim systémem jako pozitivni minimalné o dvé hodiny dfive
nez hemokultura z periferie. (Seifert, 2009; Jurankova et al., 2011)

Vlastni odbér krve je provadén Skolenymi zdravotnickymi pracovniky. Provadi se
injek¢ni jehlou nejprve do sterilni stiikacky a po vymeéné jehly bezprostiedné poté
inokuluje do hemokultiva¢nich lahvicek. (Cermak et al., 2008) Hlavnim divodem
neptimého odbéru krve ptimo do hemokultivac¢ni lahvicky je moznost sekundarniho
zneciSténi krve kozni mikrofléorou a tim znehodnoceni celého vySetfeni. Pfi pouZiti
vakuové soupravy pro odbér krve je mozny odbér piimo z nastavce s jehlou do

hemokultivac¢ni lahvicky bez nutnosti pouziti injekéni stfikacky a tim sniZit riziko
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kontaminace pii vyméné jehly. Aby se minimalizovalo riziko kontaminace kozni
mikroflérou, je nezbytné pied samotnym odbérem dezinfikovat misto napichnuti zily po
lokalizaci a palpaci vény a také gumovych zatek na hemokultivacnich lahvickéach. Pred
odbérem lze také provést stér z kiize v misté vpichu, ktery slouzi pro srovnani s nalezem
vV hemokultufe a k potvrzeni ptipadné kontaminace hemokulutury kozni mikroflérou.
Jako nejucinngjsi dezinfekéni prostiedek se jevi 70% izopropylalkohol. (CLSI, 2007)

Za adekvatni objem pro jednu hemokulturu se u dospélych povazuje 10 — 30 ml
krve, piicemz se krvi inokuluji vSechny hemokultiva¢ni lahvicky z jednoho odbéru.
(CLSI, 2007) V tad¢ publikovanych studii se uvadi, Ze vynos patogent se zvysuje
pfimou umeérou k objemu krve. Pro kojence a malé déti objem krve by mél byt vice nez
1 % z celkového objemu krve. (Cerny et al., 2002; CLSI, 2007) Bene§ et al. (2009)
uvadi, ze pro déti je dostacujici odbér 1 ml krve, protoze maji obvykle vyssi koncentraci
bakterii v krvi. Nékteré komeréni hemokultivaéni lahvicky maji vytvofeny podtlak,
ktery zajisti inokulaci adekvéatniho mnozstvi krve.

Optimalni pocet odebranych hemokultur pfi podezieni na bakteriémii je
minimalné dvé a maximalné tfi hemokultury. V literatufe se nejcastéji uvadi, Ze odbér
by m¢él byt opakovan nejlépe v odstupu 30 az 60 min. OvSem u kritickych stavii, neni
mozné dodrzovat ¢asovy rozestup mezi odebiranim jednotlivych hemokultur. V téchto
ptipadech je dulezité zahajeni okamzité terapie a to nejpozdeji do 1 hodiny od stanoveni
diagnozy. (Cerny et al., 2002) U septickych stavii by mél odbér predchéazet antibiotické
terapii. Soucasné je vhodné odbér provést pied vzestupem teploty a tiesavky asi hodinu
pied ocekavanym vrcholem. Pokud je jiz antibioticka 1écba zahajena, je vhodné odbér
provést pred podanim dalSi terapeutické davky a pouzit hemokultivacni lahvicky

s médiem obsahujici latky inhibujici u¢inek antibiotik. (CLSI, 2007; Prusa et al., 2012)

2.2  Transport a uchovavani vzorku

Je dilezité si uvédomit, ze mikroorganismy piitomny v hemokultufe se zacinaji
mnozit, jiz pfed vloZzenim do hemokultiva¢niho systému. Proto se ihned po odbéru
neprodlené transportuji do laboratote, nejpozdéji do dvou hodin od odbéru. Pokud neni
zajistén transport do laboratofe v tomto ¢asovém intervalu, uchovavaji se pti pokojové
teploté nejdéle vSak 24 hodin na misté chranéném pted pfimym svétlem. (Prisa et al.,
2012)
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2.3  Hemokultivaé¢ni priikaz bakterii

Jiz od tficatych let prochazi kultivace odebrané krve obrovskym historickym
vyvojem. Potuznik (1978) uvadi jako prvni zplsob kultivace krve inokulovat krev
pfimo u lizka pacienta. Tim zaroven vyuzit krev jako kultivaéni médium (kultivace
krevniho kolace). Tato technika byla vyuzivand, az do té doby, nez bylo prokazano, ze
znacné mnozstvi bakterii se zachycuje v koagulech nativni krve a trva dlouhou dobu,
nez je kultivace pozitivni.

Pozdé¢;ji se krev zacala kultivovat v tzv. Pato¢kovych nadobkach. Zpracovani krve
z Patoc¢kovy nadobky popisuje Zahradnicky (1961). Ptiprava kultiva¢nich nadobek byla
velmi pracnd, i1 pfesto se aZz do sedmdesatych let minulého stoleti pfipravovaly piimo
v mikrobiologickych laboratofich. Po Patockové metodé se objevuji transportni systémy
tzv. Hemotesty | a D, kter¢ slouzily pouze pro prepravu krve do laboratoti. Nasledn¢ se
preneslo potiebné mnozstvi krve do tzv. Castagnedovy dvoufazové hemokultury. Jako
dvoufazové byly oznacovany z diivodu dvou typi kultivaénich médii uvnitf nddobky.
(Cermak et al., 2008)

Poté se zacaly uzivat velkoobjemové (cca 100 ml) nadobky s tekutym kultivaénim
médiem, do kterych se preneslo 10 ml vySetfované krve (minimalni fedéni by mélo byt
1:10). Natedéni krve s médiem zabrani koagulaci a taktéz eliminuje baktericidni G€¢inky
krve. Casto se tato moznost kombinuje suzitim antikoagulaénich a antibakterialnich
latek (polyanionty - polyanethosulfonat sodny (SPS), dextran-sulfat sodny a amylosulfat
sodny). BéZn¢ uzivané antikoagulaéni prostiedky pro klasicky odbér krve nelze pouzit.
Bylo prokazéano, Ze citrat sodny plsobi toxicky na grampozitivni bakterie a heparin
brani koagulaci pouze doc¢asné€. Do lahvicek se zacalo pozdéji pridavat také aktivni uhli
(adsorbent) ¢i synteticky vyrabéné makromolekuldrni Castice (resin), ¢imZ se eliminoval
ucinek antibiotik, chemoterapeutik ¢i jinych 1€kt na bakterie zachycené v odebrané
krvi. (Potuznik, 1978; Cermék et al., 2008)

Nyni se pro rutinni mikrobiologickou diagnostiku nejvice pouZivaji
hemokultivac¢ni lahvicky BACTEC od firmy Becton Dickinson (BD and Company,
USA) a BacT/ALERT od firmy bioMérieux (Francie). Tyto lahvi¢ky jsou kompatibilni
pro plné¢ automatizované hemokultivacni systémy od stejnojmennych vyrobct. Vyvoj
téchto systému a fady rychlych metod zachytu etiologického agens vyrazné zkratil Cas

pro identifikaci bakterii z pozitivnich hemokultur. (Ronnberg et al., 2013)
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Hemokultivaéni systémy lze rozdélit na manuéalni a automatizované. (Cermak et al.,

2008) V nasledujicim textu budou tyto lahvicky a systémy popsany detailnéji.

2.3.1 Manualni hemokultivac¢ni systémy

Manualni hemokultivacni systémy byly pouzivany zejména pied osmdesatymi
lety minulého stoleti, poté byly nahrazeny kontinudlné¢ méficimi automaty. Byly
uzivany zejména Ctyti typy téchto systému:

1. Klasicky manualni hemokultiva¢ni systém (kultivace v termostatu - sleduje se
vzhled kultivacni pudy),

2. Lyza — centrifugacni systém ISOLATOR (Oxoid) - specialni zkumavky se
saponinem, propylenglykolem a SPS;

3. Dvoufiazové hemokultivaéni systémy podle Castagnedy - Hémoline
(BioMérieux, Francie) a Septi-Chek (Roche Diagnostics, Svycarsko);

4. Hemokultiva¢ni systém s detekci na zakladé tlaku plynu SIGNAL (Oxoid) -
detekce CO; uzavieného v lahvicce. (Weinstein, 1996; Cermak et al., 2008)

2.3.2 Automatizované hemokultivacni systémy

Dnes jsou na trhu nejrozsifenéjsi dva typy hemokultivanich systému:
BacT/ALERT od firmy bioMérieux a BACTEC od Becton Dickinson. Tyto systémy se
lisi typem kultivaéniho média, principem detekce a odliSnym zplGsobem neutralizace
antibiotik potencialné pfitomnych ve vzorku krve. BACTEC lahvi¢ky pro zachyceni
antibiotik vyuZzivaji pryskyfici a BacT/ALERT lahvicky dievéné uhli. Ani jedna
z téchto dvou slozek nemé vliv na detekci patogennich agens zptsobujicich infekce
krevniho fe€isté u pacientd S antibiotickou terapii. (Jorgensen et al., 1997; Pohlman et
al., 2011)

2.3.2.1 Systém BacT/ALERT

Ptistroj BacT/ALERT piedstavuje jednu z moznych alternativ pfi vybéru plné
automatizované¢ho hemokultivacniho systému. NejnovejSim typem na trhu je pfistroj
BacT/ALERT 3D (Obrazek 1), ktery vyuzivalo i OKM FN Brno do minulého roku.
BacT/ALERT detekuje pozitivni hemokultury na zaklad¢ produkce oxidu uhli¢itého
(CO2) mikroorganismy, které metabolizuji substrat v kultiva¢nim médiu. Princip tohoto
systému je zaloZen na kolometrické detekci. Na dn€ hemokultiva¢ni lahvicky je umistén

senzor, ktery je oddélen od kultivacni piidy semipermeabilni membranou. Membrana je
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nepropustna pro vétSinu iontd a téméf nepropustna pro vodu, ovSem je volné propustna
pro molekuly oxidu uhli¢itého produkovaného mnozicimi mikroorganismy. Oxid
uhlicity zacne difundovat pfes membranu do senzoru a rozpousti se ve vodé. Timto se
vytvaii vodikové ionty a dojde ke snizeni pH. To mé za nasledek viditelnou barevnou

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

A B.

Obrazek 1: Pristroj BacT/ALERT 3D.
A. Ukazka pristroje. (Biomérieux, 2014a)
B. Ukazka typi hemokultivaénich lahvi¢ek. (Biomérieux, 2014b)

Pro rutinni detekci patogenii je doporuc¢ena inkubacni doba 5 az 7 dni pii 35 az
37 °C. (Cermak et al., 2008) Hardy et al. (1992) ve své studii uvadi, ze klinicky
vyznamné organismy jsou detekovany do 3 dnli a organismy povazovany za
kontaminanty (napf. diphteroidy, koagulasanegativni stafylokoky, mikrokoky aj.) jsou
nejCastéji zachyceny v konecném stadiu kultivace. Z tohoto vyplyva, ze kultivace
negativnich hemokultur neni nutna.

Hemokultivaéni lahvi¢ky pro pfistroj BacT/ALERT 3D jsou uzplisobeny pro
kultivaci aerobnich, fakultativné¢ anaerobnich a anaerobnich bakterii, dale pro
mykobakterie a kvasinky. Na obrazku 2 uvadim piehled pouzivanych hemokultivaénich
lahvi¢ek BacT/ALERT.
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BacT/Alert SN

Standard anaerobic

Piidavek menadion, hemin,
reduk¢ni agens.

Prostiedi obohacené CO, a Ny

BacT/Alert SA
Standard aerobic
Prostiedi obohacené CO,a O,

Objem média 40 ml.
l\ / Bact/Alert FA
FAN aerobic
/ Lepsi zachyt pro
Zaklad kultiva¢niho média: Burkholderia cepacia,
SA, SN: kasein natraveny pankreatickymi enzymy, s6jova Candida albicans,
hmota natravend papainem, komplex aminokyselin a Cryptococcus
sacharidt v purifikované vodée, SPS. neoformans.
FA, FN: s6jovy extrakt natraveny trypsinem, BHI, Prostfedi obohacené O,.
pyridoxinhydrochlorid, menadion, hemin, L-cystein, Objem média 40 ml.
komplexaminokyselin a sacharidii v purifikované vodg, \
aktivni uhli — inaktivace ATB. BacT/Alert EN
\l FAN anaerobic
BacT/Alert MB Vyssi zachyt stafylokoku,
Mycobacteria Blood enterobakterii a zejmnéna
Mi{idlebrookova puda s SPS Es ;;I;/t?ilg ';:t :,5 Bacteroides fragiIiJs.
a glycerolem. ) Prostiedi obohacené O,. Pro.stfedi ob_ohacené N;,
Detekce a kl.J,Itlvace Objem krve min. 0,5 ml, to oviem Objem média 40 ml.
gll})/}(obaﬁ(tler.n. eniho médi snizuje pravdépodobnost zachytu.
5 gjneﬁn ultivacniho media Pouziti: pediatrie.

Obrazek 2: Schéma typu hemokultivacnich lahvi¢ek BacT/ALERT.
Prevzato z: Cermaék et al., 2008; upraveno.

2.3.2.2 Systém BACTEC

BACTEC kultiva¢ni systémy jsou pfizpisobeny k detekci mikrobialniho ristu
Vv krevnim vzorku béhem inkubaéni doby. Tento typ hemokultivaénich pfistrojii je
komeréné dostupny od roku 1970. Z pocatku diagnostika ristu etiologického agens byla
zalozena na radiometrickém méfeni. Dnes jsou piistroje BACTEC vybaveny detektory
na fluorescenénim principu. (Weinstein, 1996; BD, 2014a)

Fluorescen¢ni senzor na dné lahvicky oddéleny membranou od kultiva¢niho
média zachycuje svétlo emitované diodou vcetné hladiny fluorescence. Pokud dojde
Kk ristu mikroorganismi v lahviéce, zvysi se produkce CO; a zaroven poklesne hladina
fluorescence vcetn¢ pH. Systém zajistuje kontinudlni prométovani hemokultur, coz
vede K Castéjsimu oznacovani pozitivnich hemokultur oproti pfistroji BacT/ALERT 3D.
(Cermak et al., 2008)

Kultivaéni lahvicky zde vynikaji tim, Ze jsou uzplsobené malym objemim
a dokazi odhalit pomalu rostouci organismy, jako je Heamophillus spp. a Neisseria spp.

(BD, 2014a) Obrazek 3 nize shrnuje piehled sortimentu lahvi¢ek nabizenych firmou
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Becton Dickinson. Lahvicky jsou kompatibilni pro vSechny hemokultivacni pfistroje
BACTEC. Od zac¢atku roku 2014 Odd¢leni klinické mikrobiologie FN Brno vyuziva
nejnovéjsi typ hemokultivaéniho piistroje od firmy Becton Dickinson BACTEC FX
(Obrazek 4).

BACTEC PLUS aerobic/F
Medium

Prostiedi obohacené CO,

S@EJEERD BACTEC STANDARD Pridavek resinu (kulicky sorpéni
" anaerobic/F pryskyfice — inaktivace ATB
aerobic/F Prostiedi obohacené CO, a N2 Prostiedi obohacené CO,

Objem média 25 ml

Objem média 25 ml

Objem média 25 ml

\ T 7
CACTEG Zaklad kultivaé¢niho média: EACTEG PLUS
MYCO/F Lytic hydrol.yzovana sopva p e anaerobic /F
Medium s kaseinem, kvasnicovy extrakt, Medium _
Detektce vytazky ze zvitecich tkani, dextrosa, Pridavek resinu (kulicky
kvasinek, hub a i B sorpcni pryskyfice —
mykobakteri <—| sacharosa, fruktosa, menadion, inaktivace ATB)

; ' S : . ] Prostfedi obohacené CO
Objem krve 1-5 pyridoxinhydrochlorid, arginin, hemin, Ny e
ml. Diagnostika thioly, citrat sodny, fosfore¢nan Objem média 25 ml
infekci krevniho ,

Feisté u pacientt draselnv
s AIDS. / \\/ \

BACTECLYTIC 10
anaerobic F/Medium

Ptidavek pyruvat sodny, saponin
a prostiedek proti pénéni
Prostiedi obohacené CO,a N,
Objem média 40 ml

U pacientl bez ATB 1é¢by vyssi
zachyt klinicky vyznamnych
mikroorganismd.

BACTEC MYCOSIS
IC/F Pediatric Medium
Pridavek BHI, inositol, citrat
zelezito — amonny, saponin,
prostfedek proti pénéni,
chloramfenikol, tobramycin
Prostiedi obohacené CO,a N,
Objem média 40 ml

Objem krve 8-10 ml

Uziti: selektivni detekce, ziskani
hub ¢i kvasinek z krevnich
vzorkd.

Urcené pro imunosuprimované
neuropenické pacienty.

BACTEC PEDS

Plus/F Pediatric Medium
Pridavek resin a pyruvat sodny
Prostiedi obohacené CO,
Objem média 40 ml

Objem inokulované krve 1-3 ml

Obrazek 3: Schéma typii hemokultivaénich lahvi¢ek BACTEC.
Ptevzato z: Cermadk et al., 2010; upraveno.
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)
W“JC‘

A B.

Obrazek 4: Pristroj BACTEC FX a BACTEC lahvicky.
A. Ukazka systému BACTEC FX. (Bruker, 2014a)

B. Ukazka lahvicek BACTEC. (Bruker, 2014b)

2.4 Mikroskopie

PomnoZeni bakterii v hemokultivacnich lahvi¢kach pfistroj oznaci za pozitivni
stav. (Weinstein, 1996) Z pozitivnich hemokultur se ptipravi mikroskopicky preparat
obarveny dle Grama, ktery ur¢i vlastnosti mikroba (tvar, velikost, uspotfaddani). OvSem
nejpodstatnéjsi je ureni typu bakterialni stény. Dle rozdilné stavby a barvitelnosti
bun&né stény rozlisujeme bakterie grampozitivni (G': barvici se modie)
a gramnegativni (G™: barvici se ¢ervené). (Votava et al., 2010; Jurankova et al., 2011)
Jiz rozliSeni bakterii na grampozitivni a gramnegativhi muze ovlivnit vybér

antimikrobialni terapie. (Munson et al., 2003)

2.5  Kultivace krve na pevnych kultiva¢nich piadach

Kultivace krve u pozitivnich lahviéek se provadi na pevné kultiva¢ni pudy. Jako
zakladni pidy se voli nasledujici typy: krevni agar, Endova ptida nebo MacConkey agar
a krevni agar s 10% NaCl. Krevni agar slouzi k zadchytu hemolytickych vlastnosti
u lékaisky vyznamnych mikrobd (Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus agalactiae aj.). Pro rust gramnegativnich ty¢inek se hodi, jiz zminéna,
Endova pida nebo MacConkey agar (selektivné diagnosticka puda). Jako selektivni

pida pro zachyt stafylokoku je nejvhodnéjsi krevni agar s 10% NaCl. Kultiva¢ni misky
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jsou ihned po naockovani vlozeny do termostatu, V kterém musi byt dodrzeny vhodné
kultiva¢ni podminky pro riist mikrobli. Nej€astéji je nastavena atmosféra s 5 - 8% CO;
po dobu 24 az 48 hodin pfi teploté 35 az 37 °C.

Anaerobni hemokultury vyzaduji pro rast anaerobni prostiedi bez piistupu
kysliku. Oc¢kovani se provadi na VL-agar (tj. maso — kvasni¢ny agar) nebo jiny agar
vhodny pro anaerobni kultivaci, ktery se nechava kultivovat v anaerobnim prostiedi po
dobu 24 az 48 hodin.

Po vyockovani krve na pevné pudy, se ofkuje na Muelleriv-Hintonové agar
suspenzi bakterii ve fyziologickém roztoku pro zalozeni orienta¢nich diskovych testii na
stanoveni citlivosti etiologického agens K antibiotikiim. V dal§im kroku je tfeba vySetfit
u kmenl izolovanych =z hemokultur Kkvantitativné citlivost mikroba, nejéastéji
stanovenim minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). (Votava et al., 2010; Jurankova et

al., 2011)

2.6  Identifikace etiologického agens

Nezastupitelnou tlohou mikrobiologické diagnostiky je identifikovat plivodce
bakteridlni infekce. Brzka identifikace etiologického agens, zahajeni véasné empirické
antibiotické 1écby vyrazn€ snizuji potencial vzniku rezistence na antibiotika, taktéz
morbiditu a mortalitu u septickych pacientt. (Jamal et al., 2013)

Klasifikace a identifikace bakterii, kvasinek a plisni klasickymi metodami se
odviji od pfipravy mikroskopického preparatu na Gramovo barveni, kultivace na
pevnych agarovych pidach, subkultivace v selektivnich médiich, sledovani morfologie
kolonii a fad¢ biochemickych testii. Detekce téchto fenotypovych vlastnosti mikrobt je
Casoveé velmi naro¢na. Nejprve se provede kultivace v hemokultiva¢nim pfistroji (6 — 24
hodin i déle), po oznaceni pozitivniho vzorku nasleduje kultivace mikrobti na
kultiva¢nich ptadach uvedenych vyse (24 hodin) a vkonetném stadiu se provede
identifikace etiologického agens pomoci konvenénich biochemickych metod (6 — 48
hodin). Totéz ovSem neplati pro pomalu ¢i obtizné rostouci mikroorganismy, kdy se
Casovy interval vyrazné prodluzuje, napt. u mykobakterii. (Drake et al., 2011; Croxatto
etal., 2012)

Klasické fenotypové metody Vv ifadé mikrobiologickych laboratofi ustupuji do
pozadi a jsou nahrazovany bakterialni identifikaci zalozené na peptidovych spektrech
ziskanych pomoci hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Ucasti

matrice s pruletovym analyzatorem: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-
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of-Flight Mass Spectrometry (dale jen MALDI-TOF MS). V tad¢ studii byly vysledky
pfi srovnani syst¢ému MALDI-TOF s klasickymi biochemickymi metodami velmi
podobné a v nékterych ptipadech i 1épe zhodnotitelné. Diky rozsahlé referencni databazi
hmotnostnich spekter, 1ze pomoci MALDI-TOF analyzovat témét veskeré klinicky

vyznamné mikroorganismy. (Wieser et al., 2012)

2.6.1 ldentifikace bakterialnich izolata z kultivaénich misek

V soucasnosti v laboratofich vybavenych piistrojem MALDI-TOF MS se bézn¢
pouzivaji K identifikaci bakterii a kvasinek vyizolované kolonie z kultiva¢nich misek.
U cistych kment lze pouzit kultury ¢i subkultury narostlé jen nékolik hodin po
oc¢kovani, protoze jiz malé mnozstvi materidlu je dostatecné pro uspéSnou analyzu.
(Wieser et al., 2012)

Obé& metody, jak analyza metabolickych vlastnosti pomoci biochemickych reakci,
tak MALDI-TOF MS jsou velmi pfesné pro identifikaci izolatd subkultivovanych
bakterii a kvasinek. (Wieser et al., 2012) Avsak tyto metody se vyrazné lisi v rychlosti
provedeni. Seng et al. (2009) popisuje pouziti MALDI-TOF MS vV rutinni laboratofi,
kdy ve své studii hodnoti dobu potiebnou pro zachyt bakterii a finanni néklady.
Vysledky studie ukézaly, ze MALDI- TOF analyza urci bakterie béhem 6 az 8,5 minut
oproti zhruba 5,5 az 48 hodinam pfi pouziti konvenénich biochemickych metod. U obou
metod ovSem nesmime opomijet dobu potiebnou ke kultivaci pro nartst mikrobialnich
kolonii. Rovnéz je prvni ze jmenovanych metod 3 az 5 krat méné nékladna.

Veen et al. (2010) uvadi, Ze byla zvefejnéna studie, ktera srovnava uspésnost
identifikace bakterii prostfednictvim pfistroje  MALDI-TOF MS s konven¢nimi
fenotypovymi metodami. Ve studii bylo vysetteno 980 bakterialnich izolata, kdy bylo
pomoci hmotnostni spektrometrie spravné identifikovano 92,2 % téchto izolatu.
Konvencni biochemické metody zachytily pouze 83,1 % izolati. Nesouhlasné vysledky
byly znovu zhodnoceny pomoci 16S rRNA amplifikace a sekvenovani pii pouziti

univerzalnich 16S rRNA — specifickych primert.

2.6.2 Identifikace bakterii pfimo z hemokultur

Bakterialni zatizeni u infekce krevniho fecisté je minimalni (< 1 — 10 CFU/ml).
Ovsem po kultivaci krve v hemokultivaénim systému dochazi k vyraznému narustu
bakterii az na 10° — 108 CFU/mI, coz je pfiméfend koncentrace bakterii pro detekci

MALDI — TOF MS piimo z pozitivnich hemokultur. (Croxatto et al., 2012)
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U ptfimé identifikace bakterii a kvasinek je nejdulezitéjsi izolovat bakterie od
hostitelskych proteinli z pacientovy krve (napf. albuminu, hemoglobinu), a déale od
slozek kultivaéniho média (napf. aktivni uhli, kationty jiné nez H"), které by mohly
negativné ovliviiovat identifikaci mikroorganismu. (Wieser et al., 2012; Bader, 2013)
K odstranéni téchto interferujicich slozek bylo navrzeno a studovano fada protokolt pro
ptipravu vzorkl pfimo zhemokultur pomoci metod na principu diferencialni
centrifugace, filtrace, gelové separace ¢i saponifikace. (Bader, 2013) Tyto ,,in-house*
metody jsou ¢asové naro¢né a obtizné by se pouzivaly v rutinni diagnostice. Pomérné
nedavno firma Bruker Daltonics uvedla na trh kit SepsiTyper'” fungujici na principu
naruSeni bun¢k lyza¢nim pufrem. Tato metoda se v ptedchozich studiich velmi
osvédcila. Pomoci ni 1ze identifikovat mikroorganismy piimo z pozitivnich hemokultur
za mén¢ nez 30 minut. (Jamal et al., 2013) Srovnani pfipravy vzorki prostiednictvim
kitu SepsiTyper™ s protokolem vyuZivajici zkumavky sgelem za pouziti pristroje
MALDI Biotyper bude vice ptiblizeno v experimentalni ¢asti této prace.

Problematické identifikace n€kterych bakterii byva zpisobena blizkou ptibuznosti
riznych druhd, zejména u skupiny streptokokd (Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis), které davaji velmi
podobné bakterialni profily na hmotnostnim spektrometru. Dalsi piekazkou identifikace
skore byva také zaznamenano u kmenu s polysacharidovou kapsulou, jako mohou byt
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae. (Croxatto
et al., 2012) Rovnéz zachyt kvasinek touto metodou je omezeny. Existuje pomérné malo
studii o identifikaci kvasinek a vysledky jsou ponékud rozporuplné. Jamal et al. (2013)
ve své studii uvadi zachyt 50 % kvasinek pfimo z pozitivnich hemokultur.

Typ hemokultivaéniho systému a lahvicky maji rozhodujici vliv i na detekci
bakterii pomoci MALDI-TOF analyzy. Romero — Gémez (2011), Petersson (2011)
srovnavaji identifikaci bakterii pfimo =z pozitivnich hemokultivacnich lahvicek
BacT/ALERT a BACTEC. Ob¢ studie zaznamenaly vyssi zachyt bakterii u BACTEC

lahvicek.
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3 INTERPRETACE NALEZU V HEMOKULTURACH

Spravna interpretace pozitivniho nalezi v hemokulturach je nesmirné diilezita pro
uréeni spravné diagndzy, prognozy a ucinné terapie. Pii interpretaci vysledki by mély

byt zohlednény tyto parametry:

pocet, Cas a misto odbéru hemokultur,
stejny zachyt mikroorganismu ve vice nez jedné pozitivni hemokultuie,

odliseni falesné pozitivnich vzorki (kontaminanti),

oo wp»

Zhodnoceni zaznamu dosavadnich nalezl (pozitivni hemokultury, identifikované

izolaty, testovani antibiotické citlivosti). (Bryan et al., 1989; Weinstein, 1996)

Mezi etiologicka agens, ktera jsou téméf vzdy spojena s infekci krevniho feciste,
patii koagulasanegativni stafylokoky a kmeny Staphylococcus aureus, Escherichia coli
a dalsi Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae
a ptibyvaji kmeny Candida albicans. Oproti tomu existuji izolaty, které jen ziidka
piedstavuji zavazny stav, Vv mnoha piipadech jde o pouhou kontaminaci bez klinického
vyznamu. Jedna se zejména o druhy Corynebacterium, Bacillus spp., mikrokoky,
Propionibacterium spp. a zvlasté koagulasanegativni stafylokoky. Nejproblemati¢téjsi
diagnostikovanou skupinou se jevi koagulasanegativni stafylokoky, které mohou byt
ptitomny jako kontaminanty ijako patogenni bakterie. Proto pro potvrzeni je
rozhodujici odbér vice neZ jedné hemokultury (optimalné dvou nebo tii). (Bryan et al.,
1989; Weinstein, 1996; Cermak et al., 2008)

Vyskyt bakteridlnich a houbovych patogenti v krvi ma vysoky patognomicky
vyznam. Zachyt kmene Staphylococcus aureus jiz v jediné hemokultufe je klinicky
vyznamny aspekt a vzdy svéd¢i pro zavazny stav napt. pro pneumonii, infekéni
endokarditidu, sepsi, katétrovou infekci, osteomyelitidu, ¢i infekci po chirurgickém
vykonu. Zatimco u koagulasanegativnich stafylokokli je nutny prikaz identickych
kmenli ve dvou hemokulturach (asponn jedna z venepunkce periferni zily), jelikoz
predstavuji Casté kontaminanty. Naopak u endokarditid lokalizovanych na umgélé
chlopné jsou nejvyznamng;jsi skupinou etiologického agens.

Dalsi klinicky vyznamnou skupinu reprezentuji viridujici streptokoky, které se
1épe detekuji v anaerobnich hemokultiva¢nich lahvickdch. Rovnéz se jedna o patogeny
detekované v souvislosti s infekéni endokarditidou, které mohou pfispét ke stanoveni

diagnozy.
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Pozitivni néalez enterokokll se povazuje za klinicky vyznamny napf. U mocovych,
zlucovych a katétrovych infekcich, dale u imunosuprimovanych, onkologickych
a hematoonkologickych pacientti.

S vyskytem gramnegativnich bakterii se nejcastéji setkavame u pacientii se stievni
infekci (Salmonella spp.), nitrobfisnich infekci (Escherichio coli), urogenitalnich
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa),
katétrovych (Pseudomonas aeruginosa, Serratia spp., Acinetobacter baumanii)
a infekcich po chirurgickém vykonu.

Dalsi patognomicky vyznamni plvodci invazivnich komunitnich infekci jsou
napf. Neisseria meningitidis (sepse, meningitida), Streptococcus pneumoniae
(komunitni pneumonie, meningitida), Haemophilus influenzae typu b, Listeria
monocytogenes (infekce plodu, meningitidy, sepse u imunokompromitovanych
pacientil) aj. (Benes et al., 2007; Votava et al., 2003)

Identifikace hub z pozitivnich hemokultur je pomérné naro¢na a dochazi k ¢astym
fale$né negativnim vysledkiim. VysSiho zachytu je docileno pouzitim mykologickych
hemokultiva¢nich lahvicek (85 — 95 %). Toho se vyuziva predevsim
u hematoonkologickych pacientti, u kterych se setkavame s Sirokou Skélou druht
mikromycet, jako jsou Candida glabrata, Candida parapsilosis, Cryptococcus
neoformans ¢i Fusarium. Kmeny Candida spp. mohou byt pifi¢inami systémovych
kandidoz a katétrovych infekci. (Benes et al., 2007; Cetkovsky et al., 2009)
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4  HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE: MALDI — TOF MS

Prvni mySlenky o vyuziti hmotnostni spektrometrie v klinické mikrobiologii
pochazeji zroku 1975, kdy Anhalt a Fenselau pouzili hmotnostni spektrometrii pro
identifikaci mikroorganismi na rodové, druhové i kmenové urovni. (Bizzini et al.,
2010) Pokrok hmotnostni spektrometrie v biologickych védach se datuje na rok 1988.
V té dobé¢ Karas a Hillenkamp ptedstavili hmotnostni spektrometrii S laserovou desorpci
aionizaci za Ucasti matrice s priletovym analyzatorem a to jako analyticky nastroj,
ktery slouzi k detekci a identifikaci vSech typti biomolekul a organickych slouéenin.
(Lewis et al., 2000; Welker et al., 2011; Wieser et al., 2012) Na pocatku roku 1996 byla
metoda MALDI-TOF MS poprvé pouzita pro analyzu bakterialnich profili z intaktnich
bakterialnich bunék bez ptedchozi tpravy. (Holland et al., 1996)

MALDI-TOF MS ptedstavuje spojeni mékké ioniza¢ni techniky MALDI (Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization) s hmotnostnim analyzatorem doby letu TOF
(Time Of Flight). Mékka ioniza¢ni technika je stav, pii kterém molekula ziskava mensi
mnozstvi energie a chrani tak analyt pfed fragmentaci. Objev SetrnéjSich mékkych
ioniza¢nich technik, MALDI a ionizace elektrosprejem (electrospray ionization — dale
ESI), umoznil detekovat pomoci hmotnostni spektrometrie velké biomolekuly jako
intaktni proteiny, lipidové komplexy, polysacharidy aj. V roce 2002 byla za vyvoj
mekkych ionizaénich technik udélena Nobelova cena John B. Fennovi (ESI) a Koichi
Tanakovi (MALDI). Zplsob ionizace je dan povahou vzorkl a cilovymi molekulami,
které maji byt analyzovany. (Emonet et al., 2010). Z vySe uvedenych technik je
ucinnéjsi pro identifikaci bakterii technika MALDI, ktera dokdze piesné analyzovat
peptidy, urcit peptidové sekvence a tim charakterizovat stav proteini v biologickém

vzorku bez ptedchozi tpravy. (Carbonnelle et al., 2010; Croxatto et al., 2012)

4.1  Technika hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry - dale jen MS) se tradi¢n€ vyuziva
k objasnéni slozeni nebo molekularni struktury neznamého vzorku. Tato unikatni
technika umozni zjistit vnitini fyzikdlni vlastnosti zkoumaného analytu na zakladé
pfevedeni neutralnich molekul na ionty v pfitomnosti hlubokého vakua a jejich rozliSeni
podle poméru hmotnost/naboj (dale jen m/z).

Obecné plati, ze kazdy hmotnostni spektrometr je usporadan ze tii zékladnich

jednotek, kdy kazda plni specifickou funkci:
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a) IONTOVY ZDROJ — pievedeni neutralnich molekul analytu na nabité
Castice (tzv. ionizace),

b) HMOTNOSTNI ANALYZATOR - rozdéleni iontd v plynné fazi za
vakua podle poméru hmotnosti a naboje (m/z),

c) DETEKTOR - detekce iontt po jejich separaci podle m/z véetné urceni
relativni intenzity jednotlivych iontt. (Croxatto et al., 2012; Biswas et al.,
2013)

4.2  Princip MALDI-TOF MS

Princip hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za G¢asti matrice
S prilletovym analyzatorem (obrazek 5) je pomérné jednoduchy. Prvnim dualezitym
krokem je vytvofit krystaly mezi vzorkem a organickou matrix na kovové desticce
(docilit kokrystalizace). Pfed ionizaci je nutné smichat vzorek s nadbytkem matrice na
kovové desticce. Matrice je nezbytnou soucasti pro ,,mékkou‘ ionizaci. Je vybirana tak,
aby probéhla co nejefektivnéjsi desorpce iontit do plynné faze a nejucinnéjsi absorpce
vétSiny pulzni ionizacni energie (UV zafeni), ¢imz se zajisti ochrana vzorku pted

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

Opticky hranol
{zrcatko, cocka)

Laserovy paprsek

IONTOVY ANALYZATOR DOBY DETEKTOR

-

. /,( : Leh¢i ionty leti rychleji
o 1;‘, i @ ® @ ® ©°o
WA .' i .. @ ®e © \

MALDI desticka .
se vzorkem /< Laserovy paprsek
2T

Detail

bombardovani Matrice
vzorku a matrice ~_5'°'."

laserovym \ Analyt
paprskem

Obrazek 5: Schématické znazornéni MALDI-TOF MS s reflektorem.

Ptevzato z: R4aZova, 2012; upraveno.
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Kovova desticka se umisti do analyzatoru, ihned se vytvoii vakuum a pfichazi na
fadu pulzni ionizacni technika MALDI — laserovéa desorpce za ucasti matrice (Obrazek
6). Samotna ionizace za¢ne probihat v okamziku, kdy jednotlivé spoty na desticce jsou
bombardovany laserovym paprskem. Puls laserového paprsku je zamifen na tercik na
MALDI desticce, plocha ozareni se obvykle pohybuje od 0,05 az 0,2 mm. Pfijem
energie laserového pulsu matrici zpusobi odpafovani matrice. Ta SSebou strhava
molekuly analytu ze vzorku a pfevadi je do plynné faze. Matrice se podili na protonizaci
¢1 deprotonizaci zkoumaného analytu, ¢imz molekula analytu ziskava specificky
jednotkovy naboj. Pro MALDI analyzu je charakteristickd tvorba tzv.
pseudomolekularnich iontd [A+H]". (Lewis et al., 2000; Kadl¢ik et al., 2002; Friedecky
a Lemr, 2012)

Do analyzitoru -~

Laser +

lonizace analytu

+
YFet lonizace matrice

Matrice 5
Analyt

Obrazek 6: lonizace MALDI. Pievzato z: Friedecky a Lemr, 2012, upraveno.

Desorbované a ionizované molekuly jsou unaseny vlivem elektrostatického pole
do analyzatoru doby letu (Time of flight — dale jen TOF). Rychlost pohybu ionti ve
vakuované trubici TOF a pomér m/z je rozhodujici pro separaci analyzovanych iontt
a odpovidd molekulové hmotnosti kazdého fragmentu zkoumaného analytu. TOF
analyzator ma za ukol zjistit tzv. dobu letu (t) — ¢as potiebny k priletu iontd mezi
iontovym zdrojem a detektorem. OvSem ne vSechny ionty jsou desorbovany
aionizovany v totozném case, je to dano predevSim tim, ze se li§i molekulovou
hmotnosti, ndbojem a kinetickou energii. (Lewis et al., 2000) Pokud se objevi ionty se
stejnou hmotnosti, po prichodu elektrickym polem ziskavaji rozdilnou kinetickou
energii, coz se projevi pii dopadu na detektor tim, ze dorazi v odlisnych ¢asovych
intervalech. To ma za nasledek snizeni rozliSovaci schopnosti i citlivosti hmotnostniho

spektrometru.
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Tento problém se da vyfeSit pouzitim iontového zrcadla (reflektoru), jehoz
hlavnim ukolem je kompenzace doby letu iontli s riznymi energiemi (obrazek 7).
Reflektor zvySuje rozliSovaci schopnost ionti (dokaze zachytit peptidy s molekulovou
hmotnosti <5 kDa). Vlivem elektrostatického pole ionty s vyssi kinetickou energii
proniknou hloubgji do reflektoru, tim se prodlouzi jejich doba letu oproti iontiim s nizsi

kinetickou energii. (IVD MALDI Biotyper, 2011)

i%\;rlg’l“ ZDROJ ANALYZATOR DOBY LETU - TOF
- I REFLEKTOR
i J iy
| i e, e, 0 @ 7
3 i A l ll o — &% Bepo—
i -
|
—
MALDI desticka se F S 5
el s atia Reflektorovy detektor Linearni
detektor

Obrazek 7: Princip reflektoru. Pievzato z: web interval, 2005; upraveno.

Dalsi prvek, ktery vyrazné zlepSuje rozliSeni pfistroje je tzv. opoZdéna extrakce
ionti (delayed ion extraction). lonty jsou zadrZzovany v MALDI zdroji (vzajemné
srazeni ionttl), ¢imZ dochazi ke sjednoceni jejich kinetické energie. Casovy posun
extrahovanych nabitych iont zplisobi rovnéz vyrovnani rychlostnich rozdilt
v priletové trubici. (Kadl¢ik et al., 2002, Friedecky a Lemr, 2012; IVD MALDI
Biotyper, 2011)

Po separaci v TOF analyzatoru je kazda molekula detekovana podle molekulové
hmotnosti (m), naboje (z), poméru hmotnosti/naboje (M/z) a relativni intenzity signalu.
Hmotnost daného proteinu je také rozhodujici faktor, ktery rozhoduje o tom, za jaky Cas
ionty dorazi do detektoru (variabilni doba letu). Leh¢i ionty se pohybuji rychleji nez
na digitdlni informace, jez jsou zpracovany jako hmotnostni spektra pomoci
pocitacového zatizeni. (Croxatto et al., 2012)

Pro MALDI — TOF analyzu je nejCastéji pouzivan mikrokandlovy destiCkovy
detektor (MCP — microchannel plate detector). MCP si lze ptedstavit jako miliony

malych kanalkti uzavienych v poréznim pevném jadie, kdy kazdy mikrokanalek pracuje
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na principu elektronového nasobice. Pokud je na mikrokanalky vlozeno napéti, dojde

k vypuzeni maximalniho mnozstvi elektront. (IVD MALDI Biotyper,2011)

4.3  Priprava mikrobidlnich vzorki
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vzorkl, kdy je nezbytnou soucasti vybér vhodné matrice, coz =zajisti citlivost,
reprodukovatelnost a piesnost metody. (Fenselau et al., 2001) Identifikace bakterii
probiha bud’ z vykultivovanych intaktnich buné¢k, nebo ptimo ze vzorku piipravou
suspenze po centrifugaci. Dulezitd je také extrakce bakteridlnich proteinii z bunék
pomoci riiznych rozpoustddel. (Sedo et al., 2011) V experimentalni &asti prace jsou
blize popsany tii metody ptipravy mikrobialnich vzorki, kdy jedna metoda identifikuje
bakterie z narostlych kultur a dvé metody ptimo z pozitivnich hemokultur.

Princip analyzy spoc¢iva predevsim ve smichani zkoumaného vzorku s prebytkem
matrice. Optimalni pomér se udava 1:10* (analytu k matrici). Pro mikrobiologickou
diagnostiku se nejéastéji pouziva matrice a-kyano—4—hydroxyskoficova kyselina (a-
cyano-4-hydroxycinnimic acid — dale jen HCCA matrice) (Ho et al., 2011). Smés je
nasledné nanesena na kovovou desticku a vlozena do ioniza¢ni komory, kde je ozatrena
UV laserem (dusikovy laser — 337 nm). (Dekker et al., 2011)

Dulezitym aspektem pii zpracovani bakteridlnich vzorkll je naruseni odlisné
bunétné stény grampozitivnich ¢i gramnegativnich bakterii pomoci rozpoustédel
gramnegativni. Pfiprava vzorkli gramnegativnich bakterii je zcela jednoducha. Bunécna
sténa je zde naruSena nejastéji mechanicky. U grampozitivnich bakterii se bunécna
sténa rozrus$i napf. vlivem lysozymu a lysostaphinu. (Smole et al., 2002)

Analyza je rovnéz ovlivnitelna tim, zda bakterie jsou pfitomny ve forme spor ¢i ve
vegetativnim stavu. Obecné se udava, Ze bakterie ve formé spor maji odolné;si
bakteridlni sténu nez grampozitivni ¢i gramnegativni bakterie ve vegetativnim stavu.
Nasledné pak dochazi krozdilnému uvoliovani proteini a neefektivni tvorbé

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

vvvvvv

hmotnostniho spektra. (Carbonelle et al., 2010) Matrice by méla spliiovat dvé dilezité
podminky: absorbovat energii z laseru a zajistit homogenni kokrystalizaci s analytem
(pfenos néaboje na analyt). Volba matrice zavisi na studovaném vzorku. Typické
MALDI matrice jsou slabé organické kyseliny s aromatickym jadrem, napf. derivaty
kyseliny skoficové a benzoové. Nejbézn€ji pouzivané matrice jsou nasledujici: a-
kyano—4-hydroxyskoficova kyselina (HCCA), 2,5-dihydroxybenzoova kyselina (DHB)
a 3,5-dimethoxy-4— hydroxyskoficova kyselina (SA). HCCA matrice umoziuje vysoce
kvalitni a reprodukovatelnd hmotnostni spektra pro rizné druhy mikroorganismu
(Petersson, 2011). Tabulka 1 shrnuje nejbéznéji uzivané matrice pro analyzu bakterii.
Vétsinou se pro analyzu pouzivaji smési téchto kyselin s rozpoustédly typu acetonitril,
kyselina mravenci, kyselina trifluoroctova ¢i aceton v kombinaci s vodou. (Lay et al.,
2000; Carbonelle et al., 2010)

Tabulka 1: Nejbéznéji uzivané matrice v MALDI-TOF MS.
Ptevzato z: Marvin et al., 2003, upraveno.

Matrice Strukturni vzorec AU
molekuly
: N
HCCA HO Il
Kyselina A _OH Peptidy
a-kyano-4-hydroxyskoficova ]
SA (sinapinic acid) . =
Kyselina LU M Proteiny,
3,5-dimetoxy-4-hydroxyskoficova HO ™ polymery.
0 Peptidy,
DHB (2,5-dihydroxybenzoic acid) HO proteiny, lipidy,
Kyselina 2,5-dihydroxybenzoova OH nukleové
kyseliny
OH :
sacharidy.

44  Vysledek analyzy MALDI — TOF MS

Pro analyzu MALDI-TOF MS se v mikrobiologii rutinné pouzivaji dva piistroje,
jedna se o MALDI Biotyper od firmy Bruker a SHIMADZU (Shimadzu Corporation).
Studie poukazuji na fakt, Ze lepsi bakteridlni identifikace je dosaZzeno pouZzitim piistroje

Bruker (94 %), oproti Shimadzu (88 %) ze 720 izolovanych vzorki. (Emonet et al.,
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2010) V této praci se budeme vice soustfedit na MALDI Biotyper (Bruker, Némecko),
ktery je instalovan na Oddéleni klinické mikrobiologie ve Fakultni nemocnici Brno.

V mikrobiologické diagnostice jsou cilovou analyzovanou jednotkou strukturalni
peptidy nebo proteiny (zejména ribozomalni proteiny) piimo uvolnéné z neporusenych
bakterialnich bun¢k. (Marvin et al., 2003) Je vSak dilezité si uvédomit, ze identifikace
totoznosti zjiSténého proteinu z mikrobialni builky mé& pouze minoritni vyznam.
Zasadnim krokem pro identifikaci bakteridlniho druhu je monitorovani iontt dle
poméru m/z, které jsou jedine¢né a specifické pro jednotlivé mikroorganismy.

Kazdé vygenerované hmotnostni spektrum (Obrazek 8) urCuje jedineCnou smés
proteint nebo profil proteinti nezndmého analytu na zakladé poméru m/z. Vrcholy piku
hmotnostnich spekter pfedstavuji mikrobidlni proteiny charakteristické pro dany
mikroorganismus. Profily proteinti ziskanych pfi analyze mikroorganisma se pohybuji
vrozmezi 2 az 20 kDa. Hlavnim ucelem je porovnani profili neznamého
mikroorganismu, které se provadi poc¢itaovym srovnanim ziskanych spekter s databazi
referenénich spekter slozenych zjiz dfive identifikovanych izolata. (Theel, 2013;
Carbonelle et al., 2012; Croxatto et al., 2012) Sestavena databaze obsahuje tisice
hmotnostnich spekter, které umoziuji jedinecnou identifikaci a klasifikaci bakterii
I kvasinek. Srovnani shody spekter ur¢uje numericka hodnota tzv. skore. (Welker et al.,

2011; Wieser et al., 2011)

Obrazek 8: Hmotnostni spektra ziskana z celych kolonii od péti odliSnych
bakterialnich druhi. Osa x: pomér m/z; osa y: intenzita signalu
v arbitrarnich jednotkach (a.u.). Pfevzato z: Carbonelle et al., 2012.
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5 APLIKACE MALDI - TOF MS V MIKROBIOLOGII

V poslednich letech bylo vyvinuto mnoho metod, které vyrazné zkratily dobu
odezvy detekce patogend napi. polymerazova fetézova reakce, nebo DNA mikroCipy.
Ovsem tyto molekularni techniky s sebou nesou fadu nevyhod. Jsou pomérn¢ drahé,
vyzaduji vysokou uroven technickych znalosti a identifikace byva Casto pouze na urovni
rodu. (Carbonnelle et al., 2011)

Vyjimku zde tvoii sekvenovani genu rRNA, které je jednou z nejcitlivéjSich
molekularnich metod. V piipadé klinicky vyznamnych vzorka pti neuspésné fenotypové
identifikaci nesouhlasné vysledky byly doposud ovéfovany pomoci 16S rRNA
amplifikace a sekvenovani pii pouziti univerzalnich 16S rRNA — specifickych primert
Nyni suvedenou metodou je srovnatelnd v bakteriologické diagnostice ptesnosti
arychlosti metoda MALDI-TOF MS. Molekularni diagnostika ustupuje do pozadi
apouziva se jen ve vyjimeénych ptipadech u klinicky vyznamnych izolatt. (Jamal et
al., 2013)

Nedavno bylo poukazano na to, Ze hmotnostni spektrometr s laserovou desorpci
aionizaci za ucCasti matrice s pruletovym analyzatorem je efektivni metoda pro
identifikaci mikroorganismi z riznych rod, druhtt i kment stejného druhu.
(Carbonnelle et al., 2010) Tato nové se rozsifujici metoda ma potencial nahradit a/nebo
doplnit konven¢ni fenotypové metody u vétSiny bakterialnich kment izolovanych
v klinickych mikrobiologickych laboratofich. (Bizzini et al., 2010) Uspé&ch této nové
proteomické technologie je povazovan za revolucni prilom v bakteriologii, ktera nabizi
mnoho vyhod oproti konvenénim biochemickym metodam. (Welker et al., 2011) Tento
fakt doklada tada studii publikovanych béhem poslednich nékolika let (Tabulka 2).

MALDI-TOF MS byla zpocatku vyhrazena pro vyzkumné ucely z divodu
nedostate¢né databaze hmotnostnich spekter a vysoké potizovaci cené. Nyni jiz slouZzi
v fad€ mikrobiologickych laboratoii jako rutinni metoda. (Nassif et al., 2011)

MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie se da Vv klinické mikrobiologické
diagnostice aplikovat k nasledujicim tcelim (ovsem mnohé vySetieni se teprve testuji

a pro diagnostické ucely se prozatim nedaji pouzit):

A. Identifikace bakterii na urovni rodu i druhu z kolonii narostlych na
naockovanych kultiva¢nich ptadach.
B. Rutinni identifikace kvasinek (nutny dal$i rozvoj ve skupiné hub jako

jsou vlaknité houby a dermatofyty).
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Ptima identifikace bakterii z hemokultur a vzorkt moci.

Pfimé4 identifikace bakterii z dalSich klinickych vzorki jako jsou
mozkomisni mok, pleuralni tekutina, peritonedlni tekutina a synovialni
tekutina (nevyuziva se k rutinni diagnostice — omezeno nizkym pocétem
bakterii a malym objemem vzorku).

Klasifikace mikroorganismti na zakladé fenotypovych vlastnosti -
typizace kment a identifikace subtypi.

Detekce nekterych mechanismi rezistence k antibiotikiim, napt. detekce
karbapeneméz u enterobakterii pomoci pfitomnosti jejich degradac¢nich
produktt V kultivaénim médiu (nejcastéji detekovan meropenem a jeho
$tépné produkty). (Hrabak et al., 2012; Croxatto et al., 2012; Ferreira et
al., 2011; Bruker, 2012)

Tabulka 2: Seznam hlavnich studii - identifikace bakterii pomoci MALDI-TOF
MS. (Carbonnelle et al., 2011; upraveno)

Autor Typ a pocet ID na ID na Problematické kmeny
vzorki urovni rodu urovni
druhu
Seng rutinni vzorky 95 % 83,8 % Propionobacterium acnes,
(2009) n = 1660 Streptococcus pneumoniae,
Stenotrophomonas
maltophila, Shigella sp.
Van Veen rutinni vzorky 98,8 % 92 % Streptococcus pneumoniae,
(2010) n =980 anaerobni bakterie
Blondiaux rutinni vzorky 87 % 72,9 % viridujici streptokoky,
(2009) n =362 bakterie skupiny HACEK,
Shigella sp.
Prod’hom hemokultury 78,7 % 77,8 % Streptococcus mitis group,
(2010) n=126 GN:89,1%  GN:89,1%  Staphylococcus sp.
GP:729%  GP:729%
La Scola hemokultury 76 % 76 % Streptococcus sp.,
(2009) n =599 polymikrobialni kmeny
Christner  hemokultury 95 % 94,2 % Grampozitivni koky
(2010) n=277
Ferreira hemokultury 71,6 % 42,6 % Streptococcus mutans,
(2010a) n =300 GN: 96,6 % GN:83,3%  Staphylococcus sp.,
GP:65,7%  GP:31,8% Staphylococcus aureus
Ferreira mo¢ 92,7 % 91,8 % Streptococcus sp.,
(2010b) n =220 Enterococcus sp.,

Raoultella sp.

GN: Gramnegativni vzorky, GP: Grampozitivni vzorky
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EXPERIMENTALNI CAST

6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Piredmét studie

Hlavni smysl realizace této prace byl zaméfen na vykonnost pfimych metod pro
rychlou identifikaci druhti z pozitivnich hemokultur. Pfiprava vzorkt piimo
z hemokultury probihala pomoci komeréng dostupného kitu SepsiTyper'™ a zkumavek
s gelem. Ze vSech pozitivnich lahvicek byl pfipraven mikroskopicky preparat (barveni
dle Grama). K analyze byl pouzit pfistroj MALDI Biotyper a software pro vyhodnoceni
Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics). Nami ziskané vysledky byly srovnany s vysledky
ziskanymi metodou MALDI-TOF MS piimo zkrevniho agaru z laboratorniho
informacniho systému Mlab z Oddéleni klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice

Brno (dale OKM FN Brno).

6.2  Charakteristika vySetfovanych vzorkiu

Do vyzkumného Setieni byly zafazeny pozitivni hemokultivace pacientli Fakultni
nemocnice Brno v obdobi od fijna 2013 do prosince téhoz roku. Ziskané vzorky byly
rutinné zpracovany dle SOP OKM FN Brno za pouziti hemokultivac¢nich lahvic¢ek
BacT/ALERT (bioMérieux, Francie), které byly detekovany jako pozitivni
v BacT/ALERT 3D systému.

Vzorky analyzované v této praci byly vybirany nahodné. Po nashromazdéni
minimalné¢ 6 a maximalné 12 pozitivnich hemokultur (maximalni pocet vzorkii pro
centrifugu MiniSpin Eppendorf) byly vzorky paralelné zpracovany ptimymi metodami.
Kit SepsiTyper™ byl pouzit v souladu s pokyny vyrobce (Bruker Daltonics, Némecko)
véetné krokli navrzenych pro BacT/ALERT lahvicky s uhlim. Metoda pomoci
zkumavek s gelem byla provedena dle Maiera et al. (2008).

Z laboratorniho informacéniho syst¢tmu Mlab byly ziskany vysledky vzorki
analyzovanych metodou piimé identifikace z krevniho agaru vcetné¢ konecnych
vysledkti vydanych laboratofi. Z pozitivnich hemokultur byla provedena identifikace
bakterii pfimou metodou z narostlych kultur pomoci MALDI-TOF analyzy Skolenymi
pracovniky z OKM Brno.

35



6.3  Prehled pouzitého materiala, piistroji a pomiicek
6.3.1 Kultivace mikroorganismi

Pro kultivaci mikroorganismii byly pouzity hemokultivacni lahvicky
BacT/ALERT (bioMérieux, Francie), které byly kultivovany v pfistroji BacT/ALERT
3D. Doporucena doba kultivace je 5 az 7 dni pii teplot¢ 35 az 37°C. Pozitivni
hemokultury byly zpracovany pomoci komeréné dostupného kitu SepsiTyper ™
a zkumavek s aktivatorem srazeni. Pro analyzu vzorkua z kultiva¢nich misek se pozitivni
lahvicky vyockovany na kultivacni médium krevni agar s 5 % ov¢i krve Columbia agar
(Merck, Némecko), MacConkey (Conda, Spanélsko), UriSelect (Bio-Rad, Francie). Pro
anaerobni kultivaci se pouziva VL agar (Oxoid, Anglie). Izolaty z kvasinek se zachycuji
pomoci Sabouraudiv Glucose agar (Merck, Némecko). Pozitivni Kkultury byly
zpracovany po 5 az 6 hodinach inkubace v termostatu v pfipad¢ cistych kolonii,
poptipadé nejpozdéji za 18 az 24 hodin u polymikrobialnich vzorki, kdy byly patrné
jednotlivé kolonie. (SOP OKM FN Brno, 2013)

6.3.2 Chemikalie

e (isty etanol > 99,8 % (Sigma- Aldrich)

e 70% roztok kyseliny mravenc¢i (300 ul H,O + 700 ul 100% kyseliny mravenci;
Sigma-Aldrich)

e 100% acetonitril (Sigma-Aldrich)

e 80% kyselina trifluoroctova: TFA (200 ul H,O a 800 ul 100% TFA; Sigma-
Aldrich)

e deionizovana voda

e MALDI matrice: HCCA (kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova; Bruker
Daltonics)

e lyzaéni pufr (lysis buffer — LB; soucasti soupravy SespiTyper, skladovani pfi
pokojové teploté a ve tm¢)

e promyvaci pufr (washing buffer — WB; soucasti soupravy SepsiTyper)

e dezinfekéni roztok - 70% alkohol

6.3.3 Potiebné pristroje a pomucky

e jehly pro odbér krve z hemokultur

e reak¢ni zkumavky — MALDI kvalita (souc¢asti soupravy SepsiTyper)
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e eppendorfovy mikrozkumavky

e sterilni pasteurky plastové

e stojany na zkumavky

e pipety riznych velikosti (1-1000 pl)

e pipetovaci Spicky raznych velikosti (1-1000 ul)

e laboratorni odstfedivky - MiniSpin Eppendorf (max. 14 500 ot. /min.),
Labofuge 400 (Heraus) (max. 11 500 ot. /min.)

e vortex

e MALDI SepsiTyperTM kit 50 (vysetfeni 50 vzork®, Bruker Daltonics, Némecko)

o SigmaPrep™ Spin kolonka 2x25 ks (Sigma-Aldrich, Némecko)

e zkumavky s aktivatorem srazeni (50 ks)

e MALDI TOF hmotnostni spektrometr Microflex LT systém (Bruker Daltonics,
Némecko)

e software: MALDI Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics, Némecko)

e laminarni box

6.4  Priprava vzorkii pro MALDI Biotyper analyzu
V této praci byly pro analyzu MALDI Biotyper pouZity tfi rizné metody ptipravy
vzorkl:
e Metoda identifikace bakteridlnich izolatl z kultivacnich ptd.
e Metoda primé identifikace etiologického agens kitem SepsiTyper ™.

e Metoda ptimé identifikace mikroorganismii zkumavkami s gelem.

6.4.1 Metoda identifikace bakterialnich izolati z kultivaénich pud

Pozitivni  lahvicky byly vyofkovany na vySe wuvedené kultivaéni
pudy a inkubovany v 5 az 8% CO, pfi teploté 35 az 37°C po dobu 24 — 48 hodin. Po
S5az 6 hodinach inkubace, kdy byl jiZz patrny slaby néalet na misce, byl izolat
identifikovan pomoci MALDI-TOF. Pokud se identifikace nezdafila, byly pouzity Cisté
izolované kolonie po 24 az 48 hodinach kultivace. Nalet nebo izolovana kolonie byla
nanesena dfevénym paratkem na cilovy ter¢ik MALDI desticky a nechala se zaschnout
pfi pokojové teploté. Poté se ususeny vzorek prevrstvil 1 pl matrice HCCA, ktera se
nechala opét zaschnout pii pokojové teploté. Méfeni byla provadéna pfistrojem

Microflex LT systém.
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6.4.1.1 Uprava vzorkii p¥i selhani identifikace

V piipad¢ selhdni identifikace mikroorganismli piedchozi metodou byla zvolena
metoda extrakce kyselinou mravenéi (nesporulujici mikroorganismy, napi. rod Candida,

Saccharomyces).

METODA EXTRAKCE KYSELINOU MRAVENCI

Jedina kolonie z kultivaéni misky byla rozsuspendovana v 300 pl deionizované
vody V Eppendorfové mikrozkumavce pipetovanim nahoru a doli, vortexovanim
(minimalné 1 minutu). Poté bylo odpipetovano 900 pl ethanolu do mikrozkumavky
a smés byla zvortexovana. Zkumavka byla zcentrifugovana pii 13 000 ot. /min. po dobu
dvou minut a supernatant byl odstranén pipetou. Piedchozi krok byl znovu zopakovan
a zbytkovy ethanol byl odsan pipetovanim. K peleté bylo pfidano 1-15 pl 70% kyseliny
mravenci (dikladné promichano) a stejny objem 100% acetonitrilu. MnoZstvi zavisi na
velikosti kolonie. Pro malé kolonie se doporuc¢uje objem 1-5 pl, pro velké kolonie
mnozstvi 5-15 ul. Nasledovala centrifugace pii maximalnich otackach (14 500 ot. /min.)
po dobu 2 minut. 1 pl supernatantu byl pfenesen na MALDI desticku. Po zaschnuti byl
kazdy vzorek prekryt 1 upl MALDI matrice. Analyza probéhla na pfistroji Microflex LT
od firmy Bruker Daltonics. (SOP OKM FN Brno, 2013)

6.4.2 Metoda primé identifikace etiologického agens kitem SepsiTvperTM

Dle pokyni vyrobce Bruker Daltonics byla pro pfipravu vzorkd piimo
z BacT/Alertovych lahviek suhlim pouzita souprava SepstiTyper™ (Obrazek 9).
Schéma piipravného protokolu je uvedeno v ptiloze ¢. 1 (Obrazek 14). Postup piipravy
vzorkl byl nésledujici:
1. Pro identifikace pomoci kitu SepsiTyper byl pfenesen injekéni stiikackou 1 ml
krve z lahvicky do reakéni zkumavky s MALDI kvalitou (Obrazek 9).
2. Do zkumavky bylo ptfiddno 200 pl lyza¢niho pufru (LB), suspenze byla
zvortexovana (cca 10 sec.).
3. Ztéto suspenze 800 ul bylo pieneseno na filtr Sigma (SigmaPrep™ Spin
Column) a centrifugovano v mikroodstfedivce miniSpin po dobu 1 minuty pfi
2000 ot. /min.
4. Filtr byl odstranén a filtrat byl opét centrifugovan 2 minuty pii 13 000 ot. /min.

5. Supernatant byl odstranén pomoci pipety a zlikvidovan.
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6.

A.

I~

Zbyvajici peleta byla resuspendovana v 1 ml promyvaciho pufru (WB)
pipetovanim nahoru a dolu, poté suspenze byla centrifugovana pti 13 000
ot./min. po dobu 1 minuty.

Supernatant byl odstranén pomoci pasteurovy pipety a zlikvidovan, na dn¢
zkumavky zbyla peleta.

Peleta byla zpracovana dle extrakéniho protokolu ethanol/kyselina mravenci.

(MALDI SepsiTyper, 2010)
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Obrazek 9: Vysetieni pomoci Kitu SepsiTyper.
A. Kit SepsiTyper. (BioVendor, 2013)
B. Reakéni zkumavky. (foto autor)

6.4.3

Metoda piimé identifikace zkumavkami s gelem

Ptiprava vzorkd piimo z pozitivnich hemokultur prostfednictvim zkumavek

s gelem je nasledujici:

1.

Z hemokultivaéni lahvicky byly odebrany piiblizné 2 ml krve a vstiiknuty
injek¢ndi stiikackou do zkumavky s aktivatorem srazeni (Obrazek 10).

Zkumavky byly centrifugovany pii 3000 ot./min. po dobu 10 minut (separace
erytrocyti od spodni casti gelu a ulomkt bun€k a bakterii od povrchu
zkumavky).

Sediment byl opatrné resuspendovan na gelu pomoci pasteurovy pipety.
Suspenze o objemu 1 ml byla ptenesena pasteurovou pipetou do eppendorfky.
Byla provedena centrifugace v mikroodstiedivce miniSpin po dobu 1 minuty pfi
3000 ot./min.

Supernatant byl pfenesen do nové eppendorfky, opét centrifugovan po dobu
dvou minut pii 13 000 ot. /min.

Supernatant byl odlit a zbyla peleta na dné zkumavky.

Nasleduje extrakeni protokol ethanol/ kyselina mravenéi. (Maier et al., 2008)
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Schéma ptipravného protokolu pro zkumavky s gelem je uvedeno v piiloze ¢. 2
(Obrazek 15).

Obrazek 10: Zcentrifugované zkumavky s aktivatorem srazeni. (foto autor)
6.4.4 Extrakcni protokol ethanol/kyselina mravenci

Pelety byly resuspendovany v 300 pl deionizované vody pipetovanim nahoru
adold, a nebo vortexovanim. Poté bylo pfidano 900 pl ethanolu a smés byla
zvortexovana. Nasledné zcentrifugovana pii 13 000 ot./min. po dobu dvou minut
a supernatant byl slit. Peleta byla centrifugovana dalsi dvé minuty pti 13 000 ot./min.
a zbytkovy ethanol byl opatrné odstranén pipetovanim. Peleta byla suSena nékolik
minut (pfiblizné 2 minuty) pii pokojové teploté. Poté bylo k peleté piidano 20 pl 70%
kyseliny mravenéi a vzorek se dikladné promichal pipetovanim. Nasledovalo piidani
stejného objemu (jako kyseliny mravenéi) 20 pl 100% acetonitrilu a vse bylo peclivé
promichéno. Objem kyseliny mravenc¢i a acetonitrilu se odviji od velikosti etanolové
pelety. U malych peletek 1ze pouZit objem pouze 2 pl. Suspenze byla centrifugovana pfi
maximalnich otackach (14 500 ot./min.) po dobu 2 minut. Supernatant o objemu 1 pl
byl pipetovan na MALDI desticku (Obrazek 11) a nechal se zaschnout pii laboratorni

teploté.
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Obrazek 11: MALDI desti¢ka s nanesenymi vzorky. (foto autor)
6.5 MALDI-TOF analyza

Analyza byla provadéna MALDI-TOF hmotnostnim spektrometrem Microflex LT
systém (Obrazek 12). Po naneseni vzorku a zaschnuti kazdého terciku byl kazdy vzorek
pievrstven 1 ul MALDI matrice HCCA (kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova).
Desticka se nechala uschnout a poté byla vlozena do pfistroje.

Hmotnostni spektra a identifikace mikroorganismi byla zpracovana za pouziti
softwaru MALDI Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics, Némecko). Cilem softwaru je urcit
nezndmy druh mikroorganismu podle vypoctu podobnosti profili hmotnostnim
spektrometrem a taktéz porovnanim neznamych profili s kmeny zaznamenanymi
v referencni knihovné. V soucasné dobé knihovna obsahuje 4 613 riznych referen¢nich

druhii. (IVD MALDI Biotyper, 2011)

Obrazek 12: Pristroj Microflex LT systém. (foto autor)
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6.6 Interpretace vysledku

Rodovéa a druhova identifikace mikroorganismii byla klasifikovana na zakladé
hodnot skoére. Vyrobce (Bruker Daltonics, Némecko) uvadi doporu¢ené mezni hodnoty
skore pro identifikaci mikroorganismt (Tabulka 3). Hodnota skore > 2,0 svédéi pro
identifikaci mikroorganismu na tGrovni druhu. Skoére vrozmezi 1,700 - 1,999 je
pfijatelné pro identifikaci na rodové tirovni. Pokud je tato hodnota naopak niz§i nez
1,700 jedna se o nespolehlivou identifikaci. Vysledky v tomto Setfeni byly analyzovany
za pouziti téchto cut-off hodnot. Za klinicky vyznamnou identifikaci byla pokladana
hodnota skore nad 2 a respektive i nad 1,7. Softwarem MALDI Biotyper byly v ptipadé
nespravné identifikace mikroorganismu zaznamendny dva typy vysledkl: nespolehliva
identifikace (neprodukovatelna identifikace) nebo zadné piky nenalezeny (nepfitomné

meéfici spektrum bakterialnich profiltt). (IVD MALDI Biotyper, 2011)

Tabulka 3:Vyznam hodnot skore. (firemni material Bruker Daltonics)

Rozsah hodnoty .
skére Popis Symboly | Barva
2,300 - 3,000 Vysoka pravdépodobnost +++ Zelena
druhové identifikace
2,000 — 2,299 S jistotou identifikovan rod, ++ Zelena
pravdépodobné druh
1,700 - 1,999 Pravdépodobna identifikace + Zluta
na urovni rodu
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7  VYSLEDKY

Celkové bylo zpracovano 50 pozitivnich BacT/ALERT hemokultivac¢nich
lahvi¢ek. Ztoho bylo 27 aerobnich FA Ilahvi¢ek, 16 anaerobnich FN lahvicek,
6 détskych PF lahvicek a jedna standardni anaerobni SN.

Vsechny vzorky byly analyzovany pfistrojem MALDI Biotyper Microflex LT
systtm od firmy Bruker Daltonics. Pomoci MALDI-TOF MS byly identifikovany
kmeny pfimo z pozitivnich hemokultur pomoci dvou odlisnych bakterialnich izola¢nich

metod. Vyhodnoceni vysledki bylo provedeno z tabulky 12, uvedené v piiloze ¢. 3.

7.1  Mikroskopicky nalez

Po barveni dle Grama byla prokazana ptitomnost grampozitivnich kultur u 23/50
vzorkd (Graf 1). Jednalo se ptedevsim o koky v fetizcich (2/23; napf. Streptococcus
pyogenes), koky ve dvojicich a fetizcich (3/23; napt. Streptococcus pneumoniae), koky
ve shlucich (17/23; napt. Staphylococcus aureus) a tycinky (1/23; Lactobacillus). Bylo
zachyceno 20 gramnegativnich kultur. Mikroskopicky se jednalo pouze 0 gramnegativni
ty¢inky. U 4/50 kultur byla zhodnocena pfitomnost kvasinek. U dvou z padesati (2/50)
vzorkd byl mikroskopicky nalez negativni. U jednoho vzorku (1/50) nebyl
mikroskopicky ndlez objasnén, vysledek byl ziskdn az po kultivaci na krevnim agaru

a nasledné analyze na pfistroji MALDI Biotyper.

Mikroskopicky nalez

Grampozitivni bakterie (23) B Gramnegativni bakterie (20)

W Kvasinky (4) B Zadny mikroskopicky nélez (3)

6%
|

0,
- 46%

40%

Graf 1: Mikroskopicky nalez pozitivnich hemokultur.

43



7.2  Zhodnoceni zachytu etiologického agens MALDI Biotyper

MALDI krevni agar. Pfimym transferem z krevniho agaru bylo pomoci
MALDI Biotyperu spravné identifikovano 21/21 (100 %) gramnegativnich bakterii
(Graf 2; Tabulka 4). Z 20 enterobakterii bylo identifikovano 20 vzorkt (100 %).
Z grampozitivnich bakterii bylo analyzovano 20/21 (95 %) izolatd. Z rodu
Staphylococcus bylo touto metodou zachyceno 15/15 kment (100 %). U rodu
Enterococcus bylo klasifikovano 3/3 (100 %) kmend Enterococcus faecium. Ze
streptokokl se podafilo zachytit kmen Streptococcus pyogenes a Streptococcus
pneumoniae na rodové Grovni. Ze dvou polymikrobialnich kultur byl zaregistrovan vzdy
pouze jeden kmen. V obou piipadech se jednalo o Staphylococcus epidermidis. Ve tfech
ptipadech ze Ctyi (75 %) byly nalezeny kvasinky rodu Candida (Candida albicans,
Candida dubliniensis, Candida parapsilosis). Za pov§imnuti stoji, ze MALDI analyza
zachytila vice kment Staphylococcus aureus, coz bylo dano chybnym vybérem
testované kolonie ato konkrétné stafylokokové cary, pouzivané na krevnim agaru
k zachytu hemofilt a nutri¢né defektnich streptokoki. Mikroskopicky nalez svédcil pro
zachyt kvasinek, ¢imz se vyrazné liSil od MALDI identifikace. V takovych situacich je
nezbytné pouzit konvencni biochemické metody. Z grampozitivnich bakterii nebyl
identifikovan kmen Lactobacillus sp. U dvou vzorkt nebyly nalezeny zadné piky.
Konvenénimi biochemickymi metodami byla taktéz identifikace negativni. Jednalo se
o0 sterilni hemokultury. Zachyt etiologického agens MALDI krevni agar ve srovnani

s dalsimi vySetfovanymi metodami je uveden v grafu 5.

MALDI krevni agar

Grampozitivni bakterie (20) B Gramnegativni bakterie (21)
B Kvasinky (3) Sterilni hemokultury (2)
H Nespolehliva identifikace (4)

4% 8%

6%

40%

Graf 2: Zachyt etiologického agens MALDI krevni agar.
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SepsiTyper™ kit. Celkem bylo SepsiTyprem zachyceno 16/21 (76 %)
gramnegativnich bakterii (Graf 3; Tabulka 4). Detailni analyza ukazala, ze bylo spravné
ziskano 15/16 (94 %) kment z ¢eledi Enterobacteriaceae. Nejcastéji byly identifikovany
izolaty Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae a Enterobacter cloacae. Grampozitivni
bakterie byly identifikovany u 14/21 (66 %) kultur. ldentifikace koagulasanegativnich
stafylokoki pfimo z pozitivnich hemokultur byla relativné GspéSna (napf.
Staphylococcus hominis 1/1, Staphylococcus haemolyticus 2/2, Streptococcus
epidermidis 2/5). Ctyfi z Sesti (66 %) kment Staphylococcus aureus byly identifikovany
spravné. Ze dvou polymikrobidlnich vzorki byl zachycen pouze u jednoho kmen
Staphylococcus hominis. Druhy kvasinek byly identifikovany jako falesné negativni. Ve
3 piipadech se jednalo o nespecifickou identifikaci a u jedné kultury nebyly nalezeny
zadné piky. Dva mikroskopicky i kultivaéné negativni vzorky zistaly podle dostupnych
konvenénich metod sterilni a byly vyhodnoceny jako falesné pozitivni.
Kit SepsiTyper™ taktéz u t&chto dvou vzorki neidentifikoval Zadné bakterie. Ostatni

vzorky nebyly spolehlivé identifikovany nebo nebyly nalezeny zadné piky.

Kit SepsiTyper
Grampozitivni bakterie (14) B Gramnegativni bakterie (16)
M Kvasinky (0) Sterilni hemokultury (2)

B Nespolehliva identifikace (18)

36% ~ 28%

“\

32%

4% __—
0%

Graf 3: Zachyt etiologického agens kit SepsiTyper' .

Zkumavky s gelem. Z vysledkt publikovanych v grafu 4 atabulce 4 uvedené
nize vyplyva, ze mikroorganismy identifikované pomoci zkumavek s gelem byly ve
vétsin€ piipadt nespravné identifikovany, a to celkem v 72 procentech (36/50 vzorku).
Gramnegativni izolaty byly identifikovany u 11/21 (52 %) kultur. Velkou ¢ast tvorily
kmeny Escherichia coli (63 %) a Klebsiella pneumoniae (43 %). Z grampozitivnich
vzorkt byl dourCen pouze 1/21 (5 %) Streptococcus pneumoniae. Ostatni byly bud’

nespolehlivé identifikovany (21/50 kultur) nebo nebyly nalezeny zadné piky (15/50
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kultur). VSechny kmeny kvasinek rovnéz vykazovaly fale$n¢ negativni uréeni. U dvou
mikroskopicky i kultivaéné negativnich vzorkt nebyly pfi pouziti zkumavek s gelem

prokazany zadné bakterie.

Zkumavky s gelem

Grampozitivni bakterie (1) B Gramnegativni bakterie (11)
B Kvasinky (0) Sterilni hemokultury (2)

B Nespolehliva identifikace (34)
2%

22%

0%

— 4%

72%

Graf 4: Zachyt etiologického agens zkumavky s gelem.

Celkovy ptehled zachytu etiologického agens z pozitivnich hemokultur je

znazornén v tabulce 4 a grafu 5.

Zachyt etiologického agens
50 Grampozitivni bakterie =~ B Gramnegativni bakterie B Kvasinky
40
30
23 20 20

20
10 4

0

Mikroskopie MALDI . 7k K |
krevni agar SepsiTyper umavky s gelem

Graf 5: Srovnani zachytu bakterialnich skupin a kvasinek v hemokulturach.
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Tabulka 4: Vysledky identifikace kmeni MALDI-TOF MS.

Poéet neidentifikovanych kmenu Pocet nespolehlivé

Mikroorganismy Celkovy pocéet izolatu (zadné piky nenalezeny) identifikovanych kmen
(vysledek vydan laboratofi) Zkumavky  MALDI Zkumavky MALDI Zkumavky

MALDI krevni agar SepsiTyper s gelem krevni agar SepsiTyper s gelem krevni agar SepsiTyper sgelem
Gramnegativni 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 0
Grampozitivni 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
:(f)ag”'aza negativnistafylokoky 4 ¢ |5 minis) 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
Polymikrobidlni kmeny (2) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0 %) 2 (100 %)
S. epidermidis/S. cohnii (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
Sterilni 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 %)




7.2.1 Souhrnné vysledky vySetieni primych metod

Celkové byla identifikace gramnegativnich bakterii na druhové trovni uspokojiva
a to bez ohledu na pouzitou metodu (Graf 6). Z 21 gramnegativnich bakterii bylo na
druhové urovni (hodnota skére > 2,000) spravné identifikovano 14 (67 %) bakterii
a 2 bakterie (10 %) na urovni rodové (1,700 — 1,999) pouzitim kitu SepsiTyper'".
Zatimco metodou se zkumavkami s gelem bylo na druhové trovni zachyceno 9/21
(43 %) gramnegativnich bakterii a 2/21 (10 %) na trovni rodové (Tabulka 5).
Nejpocetnéjsi vysetfovanou skupinou z gramnegativnich bakterii byly kmeny z rodu
Enterobacteriaceae (Tabulka 6). Z 20 enterobakterii bylo ur&eno pomoci SepsiTypru'
na druhové urovni 13 (65 %) aID rodové bylo zaznamenano u 2 (10 %) kmend.
Identifikace se zkumavkami s gelem dopadla hutite, druhové ID bylo zachyceno u 9/20
(45 %) kmenii arodové ID u 2/20 (10 %). Pfi pouziti kitu SepsiTyper'™ nebyly
nalezeny zadné piky (hodnota skore 0,000) u 5/21 (24 %) gramnegativnich vzorkt a u
zkumavek s gelem u 6/21 (29 %) izolati. Navic u druhé metody bylo nespolehlivé
(< 1,700) identifikovano 4/21 (19 %) vzorki (Tabulka 5).

Gramnegativni bakterie

Druhové ID 2 2,000 ® Rodové ID 1,700-1,999
H Nespolehlivé ID 1,699-0,001 m Zadné piky nenalezeny
=]
g 20
E 14
S
‘E 9
2
s 10 5 4 6
Q
c 2 2
g 0
X
)8 0 .
& SepsiTyper Zkumavky s gelem

Graf 6: Zachyt gramnegativnich bakterii pfimymi metodami.

Identifikace grampozitivnich bakterii prezentuje mnohem horsi vysledky nez
identifikace gramnegativnich kmeni. Z piimych metod SepsiTyper™ ukézal spravnou
identifikaci grampozitivnich bakterii na druhové trovni v 9/21 (43 %) kulturach a u
5/21 (24 %) zachytil bakterie na urovni rodu (Graf 7; Tabulka 5). Zbytek kultur byl bud’
nespolehlivé identifikovan (4/21 kultur; 19 %) nebo nebyly zaznamenany piistrojem
MALDI Biotyper zadné piky (3/21 kultur; 14 %). V ptipadé pouziti zkumavek
s aktivatorem srazeni nebyl zachycen Zadny kmen na druhové Urovni a pouze jeden

izolat na Grovni rodové. Tento konkrétni izolat byl Streptococcus pneumoniae. Pristroj
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MALDI Biotyper nerozpoznal proteinové profily u 9/21 (43 %) vzorka a 11/21 (52 %)
bylo nespolehlivé identifikovano. Stafylokoky, konkrétné Staphylococcus aureus byl
nejfrekventovanéji detekovany kmen SepsiTyprem z grampozitivnich bakterii (Tabulka
6). Bylo zachyceno 4/6 (67 %) izolatu zlatého stafylokoka. Z koagulasanegativnich
kmeni byly nejcastéji detekovany Staphylococcus hominis, Staphylococcus
haemolyticus na druhové tGrovni a kmeny Streptococcus epidermidis, Staphylococcus
haemolyticus na rodové trovni. Z enterokokli analyza potvrdila 2/3 (67 %) vzorku
Enterococcus faecium. Zrodu streptokokti byl identifikovan pouze Streptococcus

pyogenes.

Grampozitivni bakterie

Druhové ID 2 2,000 M Rodové ID 1,700-1,999
H Nespolehlivé ID 1,699-0,001 m Zadné piky nenalezeny
=1
g
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]
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Qo
£
o
X
>§ 0
e SepsiTyper Zkumavky s gelem

Graf 7: Zachyt grampozitivnich bakterii pfimymi metodami.

V této studii nebyly identifikovany pfimo z pozitivnich hemokultur zddné kmeny
kvasinek (0/4) na druhové ani na rodové trovni. Kvasinkové izolaty byly bud’
nespolehlivé identifikovany nebo pfistroj nenaméfil zadné piky. VSechny kmeny

zachyceny pfimymi metodami jsou publikovany v grafu 8 a v tabulce 5 a 6.

Celkovy pocet zachycenych izolata

Druhové ID 2 2,000 H Rodové ID 1,700-1,999
M Nespolehlivé ID 1,699-0,001 m Zadné piky nenalezeny

50

40

30

Pocet testovanych kultur

SepsiTyper Zkumavky s gelem
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Graf 8: Celkovy pocet zachycenych izolati extrakénimi metodami z pozitivnich
hemokultur.

Tabulka 5: Identifikace bakterii a kvasinek dle hodnot skére.

SepsiTyper Zkumavky s aktivatorem srazeni
Druhové ID Rodové ID Nespolehlivé ID Druhové ID Rodové ID Nespolehlivé ID
Vysledek vydan laboratofi ~ (22,000)  (1,700-1,999) (1,699 -0,001) Zadné piky  (>2,000) (1,700 -1,999) (1,699-0,000) Zadné piky
(potet kmen) (%) (%) (%) nenalezeny (%) (%) (%) nenalezeny
Gramnegativni 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
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
Grampozitivni 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
Koagulaza negativni stafylokoky
) 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
Polymikrobialni kmeny (2) 1(50) 0(0) 1(50) 0(0) 0(0) 0(0) 2(100) 0(0)
S. epidermidis/S. cohnii (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
Sterilni 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)

Tabulka 6: Porovnani zachytu etiologického agens piimymi metodami.

SepsiTyper Zkumavky s aktivatorem srazeni

Kmeny Druhové ID (%) Rodové ID (%)  Druhové ID (%) Rodové ID (%)
Candida (4) 0(0) 0o(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)
Koagulaza negativni
stafylokoky (11) 3(27) 4(36) 0(0) 0(0)
Streptokoky (2) 1(50) 0(0) 0(0) 1(50)
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7.2.2 Uspé&nost/netsp&nost metod piimé identifikace

Metody piimé identifikace z pozitivnich hemokultur SepsiTyper™ prezentovaly
oproti zkumavkam s gelem spravné rozpoznani bakterii u 31/50 kultur (> 1,700).
Uspé&snost metody ¢ini 62 % (Tabulka 7). Z toho bylo na druhové urovni zachyceno
24/50 (48 %) kultur s hodnotou skére > 2,000 a na trovni rodu 7 (14 %) kultur s hodnou
skore 1,999 — 1,700. Tabulka 9 (ptiloha ¢. 4) poukazuje na minimalni a maximalni
hodnoty skore, véetné aritmetického primeéru. Po zhodnoceni skoére lze usoudit, ze
nejlépe identifikovatelné byly gramnegativni bakterie. Obdobnych vysledkii bylo
dosazeno pii pouziti zkumavek s gelem. Z grafu 9 vyplyva, ze hodnoty skore > 1,700
(oznaceny zelen€) lezici nad ¢arou jsou Statisticky vyznamné a klinicky pouzitelné pro
interpretaci vysledkl. V této oblasti byl zachycen nejcetnéjsi vyskyt zhodnocenych
izolatd. Hodnoty skore (< 1,699) umisténé pod carou vykazuji nespolehlivou
identifikaci a nejsou klinicky vyznamné. U hodnot lezicich na ose x nebyl nalezen
zadny proteinovy profil testovanych bakterialnich izolata.

Oproti tomu u piipravy vzorklh pomoci zkumavek s gelem bylo vysledné
identifikovano pouze 12/50 kultur (24 %) (Tabulka 7). Z grafu 10 plyne, Ze vzorky
lezici nad hodnotou skore 1,700 byly identifikovany na druhové ¢i rodové urovni.
Spravné identifikace bylo docileno u 9/50 (18 %) vzorkli na druhové trovni a 3/50
(6 %) vzorkd na rodové urovni. Nejfrekventovangji byly analyzovany vzorky

s nespolehlivou identifikaci v oblasti hodnot skore pod 1,699.

Tabulka 7: Uspé&nost metod p¥imé identifikace.

Uspésnost/ Zkumavky s Uspésnost/
SepsiTyper netispésnost (%) aktivatorem srazeni netispésnost (%)
Klinicky vyznamné vzorky 31 62 12 24
Nespolehliva identifikace 19 38 38 76
Celkem 50 100 50 100

Pokud bychom provedli reanalyzu zhodnoceni vysledk a pouzili nizs§i cut-off
hodnotu skore pro identifikaci na urovni rodu 1,300 — 1,699 a pro druhovou uroven
> 1,700, dostali bychom vice statisticky vyznamnych vysledkii pro obé metody
(Tabulka 8). Rada piedchozich studii poukazuje na fakt, e snizeni hodnoticiho kritéria
pro identifikaci bakterii a kvasinek zvySuje citlivost metod a zaroven zachovava
specificnost. (Saffert et al., 2012) Ovsem tyto kritéria nejsou srovnatelné s referen¢nimi

hodnotami uvedenymi vyrobcem MALDI Biotyper.
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Tabulka 8: Reanalyza vysledku obou metod po zméné kritérii.

Klinicky vyznamné vzorky
Nespolehliva identifikace

Celkem

Uspésnost/ Zkumavky s Uspésnost/
neuspésnost (%) aktivatorem srazeni neuspésnost (%)
74 17 34
26 33 66
100 50 100
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Graf 9: Graf znazoriiujici hodnoty skore SepsiTyper'™.
Graf rozlozeni hodnot skdre zkumavky s gelem
0 identifikace na Urovni rodu a druhu nespolehliva identifikace 0O Zadné piky nenalezeny
2,5 -
Ny |
u
u |
L 20 . . n .
S
=
s 1,5 A
o
=
3
21,0 -
0,5 -
0,0 +E—umun T —E e u )
0 10 20 30 40 50
Pocet testovanych hemokultur

Graf 10: Graf znazornujici hodnoty skére zkumavky s aktivatorem srazeni
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7.2.3 Hodnoceni diagnostické senzitivity pfimych metod

Celkem bylo zhodnoceno 50 hemokultiva¢nich lahvicek. Ve 31 (62 %) piipadech
byla shoda mezi vySetienou hemokultiva¢ni lahvickou SepsiTypremTM a vysledkem
vydanym laboratoii (Tabulka 9). Pfipravnou soupravou SepsiTyperTN| bylo
identifikovano 17 (34 %) falesné negativnich vzorka, faleSné pozitivni vysledek nebyl
zachycen. Diagnosticka senzitivita metody p¥i pouziti kitu SepsiTyper'" byla stanovena
na 65 %.

Diagnosticka senzitivita SepsiTvperTNI

pocet spravné pozitivnich hemokultur 31

SENZITIVITA = =65%

pocet spravné pozitivnich hemokultur + pocet faleSné negativnich T 31417

Tabulka 9: Vyjadieni falesné pozitivnich a faleSné negativnich vzorku

SepsiTyper ™.
Zachyt etiologického agens
SepsiT fi Celk
epsiTyper Pfitomnost patogena Nepfitomnost Celkem
patogena
Hemokultivacni Pozitivni 31 (62 %) 0 31
lahvicka Negativni 17 (34 %) 2 (4 %) 19
Celkem 48 2 50

Metoda se zkumavkami s aktivatorem srazeni vykazovala diagnostickou
senzitivitu 25 %. Zpadesati testovanych hemokultur bylo shodné s vysledky
interpretovanymi laboratofi identifikovano 12 (24 %) vzorkd. Tato metoda vykazovala

vysoké procento falesné negativnich vysledkl a to 72 % (36 vzork).

Diagnosticka senzitivita zkumavky s aktivatorem srazeni

pocet spravné pozitivnich hemokultur 12

SENZITIVITA = =25%

pocet spravné pozitivnich hemokultur + pocet falesné negativnich T 12436

Tabulka 10: Vyjadfieni faleSné pozitivnich a faleSné negativnich vzorku
zkumavkami s aktivatorem srazZeni.

Zachyt etiologického agens
NepfFitomnost Celkem

Zkumavky s gelem ..
PFitomnost patogena

patogena
Hemokultivacni Pozitivni 12 (24 %) 0 12
lahvicka Negativni 36 (75 %) 2 (4 %) 38
Celkem 48 2 50
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7.2.4 Zhodnoceni praktickych aspekti primych metod

Zhodnoceni praktickych aspektl se tyka porovnani slabych a silnych stranek obou
pifimych metod. U obou metod byly zhodnoceny finan¢ni ndklady, doba potiebna pro
analyzu, spolehlivost a pouziti metod v rutinni mikrobiologické diagnostice. Hodnoceni

téchto aspektii je uvedeno v tabulce 11.

Tabulka 11: Srovnani ziskanych praktickych aspekti obou metod.

SepsiTyper Zkumavky s gelem Poznamky

Cena vysetieni Zahrnuje veSkery spotfebni material,

211,00/ \ s
1 vzorku/50 ' . 25,50/1272,80K¢  pomiicky, chemikalie.
o / 10 556,60 K¢ /
vzorku
Cas potiebny 90 minut: pfiprava vzorkd + extrakéni
na analyzu 8 . . protokol,
vzorkd (min) 113 minut 113 minut 23 minut: pfiprava MALDI desticky +
vlastni analyza na MALDI Biotyper.
Spolehlivost SepsiTyper zachytil vy$§i procento
+++ + spravné pozitivnich vzorkd.
Pouziti v U obou metod je tfeba dalsi technicky
mikrobiologické Prozatim Nikoli vyvoj. Chybné vysledky BacT/Alert
laboratof¥i nikoliv KotV lahvi¢ek: pfitomnost uhli, pouZiti Sigma

Prep Spin kolony.

Naklady spojené s analyzou pomoci komeréné dostupného kitu a zkumavek
s aktivatorem srazeni byly ziskany podle platnych katalogovych cen od vyrobci.
Zhodnoceni finanénich nakladti naznaluje, e pouziti soupravy SepsiTyper'™ je
pfiblizné Sestkrat drazsi, nez pomoci zkumavek s aktivatorem srazeni. Cena vySetfeni
jednoho vzorku kitem SepsiType™ byla stanovena na 211,00 K¢&. Zkumavky
s aktivatorem srazeni vysly cenové na 25,50 K¢. Celkovy piehled finan¢nich nakladi je
uveden nize (tabulka 12 a 13).

Cenové rozdily téchto metod jsou nesrovnatelné. TotéZ plati pro spolehlivost
zachyceni etiologického agens. Kitem SepsiTyperT'vI bylo zachyceno mnohem vyssi
procento patogent. Tento parametr byl jiz zhodnocen v predchozi podkapitole.

Z hlediska prakticnosti se metoda se zkumavkami s gelem jevila pro ptipravu
jednodussi. Pouziti kitu SepsiTyper'™ sice vykazovalo mnohem vyssi zachyt
etiologického agens, ovSem casté resuspendovani bakteridlni pelety mohlo vést
k nahodné ztraté biologického materialu. Problém u Bact/ALERT lahvi¢ek by mohl byt

pfedevSim v pfitomnosti uhli na inhibici antibiotik. I pfes pouziti kolony SigmaPrep
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Spin, ¢ast uhli prosla filtrem a mohlo kontaminovat dalsi kroky analyzy. Odstranéni uhli
z lahvi¢ek BacT/ALERT ze vzorku vyzaduje dalsi technicky vyvoj. Dalsim divodem
nizkého vykonu SepsiTyperwI by mohlo byt nasledujici: v protokolu navrzeného
vyrobcem se na kolonu SigmaPrep Spin pfendsi 800ul suspenze (krev z hemokultury
+ lyzacni pufr), aby se zfiltrovalo uhli. Ovsem vyrobce kolony uvadi, Ze pro optimalni
vykon kolony by mélo byt pouzito pouze 400 pl suspenze.

Cas piipravy V piipadé obou pimych metod (kit SepsiTyper™, zkumavky
s aktivatorem srazeni) byl pfiblizné 90 minut — a to pro 8 vzorkl vcéetné extrakéniho
protokolu pfed analyzou na pfistroji MALDI Biotyper z BacT/ALERT lahvic¢ek. Doba
nanaseni 8 vzorkd na MALDI kovovou desticku byla ptiblizn¢ 5 minut. Do celkového
¢asu doby odezvy do pozitivity bylo tfeba zahrnout ¢as zaschnuti vzorkd (cca 5 minut),
véetné prevrstveni matrici (5 minut), opétovného ususeni matrice (5 minut) a analyzy
pomoci MALDI Biotyper (8 min.). Primérna doba vySetfeni a interpretace vysledki pro
jednu hemokulturu ¢ini pfiblizn¢ 14 minut u obou metod. Samoziejmé také zalezelo na
tom, kdy hemokultura byla pfistrojem BacT/ALERT 3D oznacena jako pozitivni.
V ptipadé pozitivity ke konci dne, byla identifikace provaddéna nésledujici den.

Ve srovnani s pfimou identifikaci z bakteridlnich ¢i kvasinkovych izolatd
narostlych na kultiva¢nich miskdch jsou pfimé metody z pozitivnich hemokultur
vyrazn€ rychlejsi. Jak je jiz uvedeno Vv textu vysSe, potfebnd doba k nardstu Cistych
kolonii na kultivacnich pidach je pfiblizné 5 az 6 hodin a u polymikrobidlnich vzorkt
se pohybuje okolo 18 az 24 hodin. V piipad¢ zpracovani vzorkii pomoci SepsiTypruTM,

ktery trva cca 2 hodiny, se rozdil v identifikaci ¢istych kultur zmensuje na 3 — 4 hodiny.
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vySetieni 50 vzorkii.

Tabulka 12: Finanéni naklady pro MALDI analyzu s kitem SepsiTyper pro

MALDI SepsiTyper kit

SPOTREBNI MATERIAL Mnozstvi Cena (K¢)
Jehla na odbér krve 50 ks 18
Injekéni stiikacka 50 ks 17,5
Pipetovaci Spicka 100 -1000 pl 130 ks 23,5
Pipetovaci $picky 10 -100 pl 70 ks 22,5
Jednorazova pipeta plastova 3 ml 100 ks 184
Pipetovaci $picky MALDI kvalita 100 ks 158
MALDI SepsiTyper kit 50 vzork 7222
Sigma Prep Spin kolona 50 ks 2271,4
CHEMIKALIE Objem Cena (K¢)
Cisty ethanol, > 99,8 %, Sigma-Aldrich 45 ml 90
Kyselina mravenci, Sigma-Aldrich 1ml 5,5
Acetonitril, Sigma-Aldrich 1,5 ml 5,5
Kyselina trifluoroctova, Sigma - Aldrich 25 ul 0,1
Deionizova voda 16 ml 6,9

HCCA matrice 1 tubicka 531,7
CELKEM 10 556,60

vySetieni 50 vzorku.

Tabulka 13: Finanéni naklady pro MALDI analyzu se zkumavkami s gelem pro

Zkumavky s aktivatorem srazeni

SPOTREBNI MATERIAL Mnozstvi Cena (K¢)
Jehla na odbér krve 50 ks 18
Injekéni stiikacka 50 ks 17,5
Pipetovaci $picka 100 -1000 pl 20 3,6
Pipetovaci $picky 10 -100 pl 70 ks 22,5
Jednorazova pipeta plastovd 3 ml 100 ks 184
Pipetovaci $picky MALDI kvalita 100 ks 158
Zkumavky s aktivatorem srazeni 50 ks 203,5
Eppendorfovy mikrozkumavky 100 ks 26
CHEMIKALIE Objem Cena (K¢)
Cisty ethanol, > 99,8 %, Sigma-Aldrich 45 ml 90
Kyselina mravenci, Sigma-Aldrich 1ml 5,5
Acetonitril, Sigma-Aldrich 1,5 ml 5,5
Kyselina trifluoroctova, Sigma - Aldrich 25 ul 0,1
Deionizova voda 16 ml 6,9

HCCA matrice 1 tubicka 531,7
CELKEM 1272,80
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DISKUZE

Spravné nacasovani a realizace v€asné antibiotické 1éCby je nesmirné dulezita pro
pacienty v septickém stavu, ktery je ohrozuje na zivoté. Literatura uvadi mimo jiné fakt,
ze zahajeni adekvatni antibiotické terapie vede ke zfetelnému snizeni potencionalniho
rozvoje rezistence. (Jamal et al., 2013)

Vyrazné snizeni Casového intervalu mezi pozitivitou hemokultury a vydanim
konec¢ného vysledku s identifikaci kmene a antibiogramem je zakladem pro adekvatni
antibiotickou terapii. (Juiz et al., 2012) Zkraceni ¢asového intervalu bylo umoznéno
zavedenim automatickych hemokultivacnich systémt, které jsou dnes jiz standardnim
vybavenim mikrobiologickych laboratofi. Dalsim krokem k rychlé identifikaci bakterii
bylo zavedeni metody hmotnostni spektrometrie, kterda postupné nahrazuje klasické
biochemické metody.

Oddéleni klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice Brno pouziva ke kaZzdodenni
identifikaci kolonii z narostlych kultur pfistroj MALDI Biotyper. V pfipadé, Zze
hemokultivacni systém signalizuje pozitivni hemokulturu, je ihned v laboratornim
informac¢nim systému Mlab naplanovano barveni dle Grama, subkultivace na tadu
kultivaénich medii a testovani antibiotické citlivosti. U monomikrobidlnich kultur maze
byt identifikace etiologického agens pomoci MALDI-TOF provedena jiz po 5 az 6
hodinach po naockovani na pevné pidy, pokud je na pudé¢ jiz viditelny jemny povlak
jesté nediferencovanych kolonii. Pokud se jednd o polymikrobidlni kultury prodluzuje
se doba identifikace na 18 az 24, nékdy az 48 hodin.

Rada retrospektivnich studii poukazuje na velmi piesnou identifikaci
etiologického agens z narostlych kultur na kultiva¢nich miskach metodou MALDI-
TOF. V Loonenové (2012) publikaci je zhodnoceno touto metodou 101 vzorku, pficemz
spravné identifikace bylo docileno u 90 vzorkt (89 %) na druhové urovni (identifika¢ni
skére > 2,000) a 5 vzorkti (5 %) na rodové trovni (skére 1,700-1,999. Ctyti vzorky byly
nespolehlivé identifikovany (skoére < 1,699). Dva vzorky ze 101 kultur poukazaly na
ptitomnost vice bakterialnich druhi, které byly zachyceny s 100% uspésnosti na
druhové urovni. Spolehlivéjsi identifikace bylo dosahnuto u gramnegativnich bakterii
(98 %), nez u grampozitivnich izolatdh (88 %), coz potvrdil 1naS prizkum.
Z grampozitivnich kmenti byvaji spolehlivéji identifikovany kmeny Staphylococcus
aureus. Toto zjisténi je podstatné pro odliSeni skutecného patogenu od kontaminanti.

Nami zhodnocené vysledky jsou srovnatelné s predchozi studii. Metodou piimé
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identifikace z kultiva¢nich misek pfistrojem MALDI Biotyper bylo spravné uréeno 42
kultur (84 %) na druhové tGrovni (skére > 2,000) a 2 vzorky (4 %) na rodové trovni
(skore 1,700 — 1,999). U dvou polymikrobialnich vzorka byl zachycen vzdy pouze
jeden kmen na druhové trovni (u obou Staphylococcus epidermidis), druhy kmen nebyl
identifikovan. U dvou kultur nenarostly zadné izolaty, jednalo se o sterilni hemokultury.
Stoprocentni identifikace bylo dosazeno u gramnegativnich bakterii a u vSech kment
Staphylococcus aureus. Grampozitivni patogeny byly identifikovany s uspé$nosti 95 %
(20/21  Kultur). Z grampozitivnich bakterii nebyl identifikovan pouze kmen
Lactobacillus sp. Z kvasinek kmen Candida albicans byl nespolehlivé identifikovan
chybnym vybérem testované kolonie (kontaminace ze stafylokokové c¢ary). Ostatni
kmeny rodu Candida (3 vzorky, 75 %) byly zachyceny na druhové Grovni.

Pro zkraceni casu identifikace se kromé identifikace z kolonii z pevnych
kultiva¢nich ptud postupné zavadeji nové technologie pro piipravu vzorkt, které¢ dokazi
identifikovat etiologické agens pfimo z pozitivni hemokultury bez pfedchozi kultivace
na kultivaénich pudach. (Meex et al., 2012) Nedavno byla zkoumana fada studii, které
se pokusily optimalizovat techniky pro ptipravu vzorkl ptimo z pozitivnich hemokultur
a tim jednozna¢né zkratit ¢as pottebny pro identifikaci etiologického agens. (Juiz et al.,
2012) V tabulce 15 (ptiloha ¢. 5) uvadim studie zabyvajici se touto problematikou.
V souladu s uvedenymi publikacemi byly vybrany pro experimentalni ¢ast této prace
metody pro ptipravu vzorkd piimo zhemokultur, které poukazovaly na piesnou
a rychlou identifikaci etiologického agens na urovni rodu a druhu, byly cenové dostupné
a k vysetieni pouzivaly BacT/ALERT hemokultiva¢ni lahvicky s aktivnim uhlim (FA,
FN). Existuje malo studii hodnoticich pfipravné protokoly pro BacT/ALERT FA, FN

hemokukultivaéni lahvicky s uhlim. Pti vySetfeni uvedenych lahvi¢ek byva dosazeno

lahvicek bez uhli (SA, SN). (Wiippenhorst et al., 2012)

V experimentalni ¢asti prace jsme hodnotili dvé piimé metody pro extrakci
proteint z pozitivnich BacT/ALERT hemokultur - MALDI SepsiTyper™ kit a metodu
pomoci zkumavek s aktivatorem srazeni ve vztahu K analyze bakteridlnich kolonii
Z narostlych kultur.

Z vysledkl zhodnocenych v této praci vyplynulo, Ze identifikace narostlych kultur
z kultiva¢nich misek se jevila jako nejpiesnéj$i metoda a v soucasné dobé je rutinné
pouzivand na OKM FN Brno. Z metod pro pfimou identifikaci z pozitivnich hemokultur

se zdala byt presn&jsi metoda s kitem SepsiTyper™. Celkem z 50 kultur bylo spravné
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identifikovano 24 testovanych vzorkt (48 %) na urovni druhu (skore > 2,000) a 7 kultur
(14 %) na tGrovni rodu (1,700 — 1,999)  SepsiTyprem™. Nespolehlivé bylo
identifikovano (< 1,699) 9 vzorkti (18 %). Zadné piky nebyly nalezeny u 10 vzorki
(20 %). Nami ziskané vysledky lze oznacit ve srovnani s publikovatelnymi studiemi
jako pramérné. Identifikaéni uroven se pohybuje v tad¢ studii pfi pouziti stejnych
testovacich podminek jako v nasi studii od 32 % (Szabados et al., 2011) az po 72,6 %
(Haigh et al., 2012). Szabados et al. (2011) uvadi pfi testovani 50 lahvicek, Ze vyssi
procento zachytu etiologického agens bylo dosahnuto pouzitim lahvicek BacT/ALERT
bez uhli (7/25 vzorki; 28 %) nebo lahvicek BACTEC (38/50 vzorku; 76 %). Zatimco
pfi testovani lahvicek BacT/ALERT s uhlim byly spravné identifikovany 2/25 vzorkt
(8 %).

Jednim z divodu nespravné identifikatni schopnosti kitu SepsiTyper™™ by mohl
byt nizsi vykon pii pouziti lahvicek BacT/ALERT s uhlim. Dle pokynti vyrobce Bruker
Daltonics sice nedoporucuje pouzivat kK pfimé identifikaci tento typ lahvicek, ale ptesto
vyrobce navrhl protokol pro pfipravu vzorku i z téchto lahvicek. (MALDI SepsiTyper,
2010) V ptipravném protokolu pro BacT/ALERT lahvicky s uhlim je navic pouZita
kolona SigmaPrep™ Spin, ktera by méla slouZit jako filtr pro zachyceni dfevéného uhli
a krevnich bunék z lahvi¢ek. OvSem ne vSechno uhli bylo zachyceno. Filtrem proslé
uhli tak mohlo kontaminovat peletu a tim dalsi kroky analyzy. Tento problém by mohl
byt spojen s tim, ze v piipravném protokolu MALDI SepsiTyper se na kolonu pipetuje
objem 800 ul suspenze krevniho kultivaéniho média a lyza¢niho pufru. (MALDI
SepsiTyper, 2010) OvSem vyrobce pro optimalni vykon SigmaPrep Spin kolony
doporucuje na kolonu napipetovat suspenzi o objemu 400 pl, i pfesto ze je maximalni
objem kolony 800 pl. (Sigma-Aldrich. 2011) Odstranéni uhli ze vzorkti BacT/ALERT
lahvicek vyZzaduje dal$i technicky rozvoj. Petterson (2011) ve svém experimentalnim
projektu uvadi, ze po konzultaci s vyrobcem kitu pfipadaji v uvahu dva zpisoby, jak
zlepsit vysledky pouzitim lahvicek BacT/ALERT. Prvni zptsob vychazi z predpokladu,
ze velikost castic uhli se lisi mezi lahvickami a pokud se 1 ml krve necha odstat ve
zkumavce po dobu 15 minut, vétsi Castice zaCnou tvofit sediment a supernatant se
prenese do reak¢ni zkumavky a pokracuje se v ptipravé vzorku dle protokolu vyrobce.
Ve druhém ptipadé by se dala provést subkultivace (3 hodiny) v kombinaci se
SepsiTyprem. Toto nebylo v nasi praci testovano a prozatim neexistuji studie, které by

tento zplsob hodnotily.
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Dalsi testovanou ptimou metodou byla metoda se zkumavkami s gelem, ktera
zachytila pouze 9 vzorki (18 %) na druhové Grovni (> 2,000) a 3 vzorky (6 %) na
rodové Urovni. Ostatni vzorky byly nespolehlivé identifikovany (22 vzorkd, 44 %)
nebo byly oznafeny za fale$né negativni (16 vzorkd, 32 %). Z divodu velmi nizké
identifika¢ni irovné¢ a diagnostické citlivosti tato metoda nemize byt pouzita pro piimé
testovani z pozitivnich hemokultur. Bylo by potieba provést optimalizaci této metody
a zohlednit nedostatky pfi testovani. OvSem nékteré studie poukazuji pti pouziti metody
s gelem na obdobné vysledky jako pomoci soupravy SepsiTyper™. Dle Loonena et al.
(2012) stejnou metodou bylo identifikovano 79 % kultur. Tato studie poukazuji na
mnohem vyss$i zachyt etiologického agens oproti nam ziskanych vysledkd.

| pfi hodnoceni vysledkl ptimych metod byl pozorovan rozdil v identifikaci
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii stejné¢ jako u metody pfimého transferu.
U vSech tfech metod byly 1épe identifikovatelné gramnegativni bakterie. Metodou
piimého transferu, jak jiz bylo uvedeno, byly zachyceny v§echny gramnegativni izolaty.
SepsiTyper™ zachytil 14/21 (67 %) ze viech gramnegativnich izolati na druhové
urovni (> 2,000) a 2/21 (10 %) kultur na rodové trovni (1,700-1,999). U zkumavek
s gelem se podatilo identifikovat z gramnegativnich vzorkt 9/21 (43 %) na Grovni
druhu a taktéz 2/21 (10 %) na urovni rodu. Zachyt grampozitivnich bakterii
SepsiTyprem™ byl usp&ny v 10/21 (43 %) piipadii a u zkumavek s gelem byly
zachyceny pouze 1/ 21 (4 %) z grampozitivnich izolatli na Grovni rodu. Nami ziskané
vysledky metodou se zkumavkami s gelem jsou srovnatelné s vysledky dle studie
Schmidt et al. (2012). V této studii bylo zachyceno 47,1 % gramnegativnich izolatl
a 5,4 % grampozitivnich bakterii.

Loonen et al. (2012) popisuje spravnou identifikaci gramnegativnich bakterii
pfimym transferem u 98 % vzorkl, SepsiTyper se osvéd¢il v 91,5 % a zkumavky
s gelem zachytily 79 % na druhové trovni. Grampozitivni izolaty byly identifikovany
Vv men$i mife. Metodou piimého transferu bylo uréeno 88 % z narostlych kultur jako
grampozitivnich. SepsiTyper™ spravn& ur¢il na druhové Grovni 42,3 % a zkumavkami
s gelem bylo detekovano 21 %.

K dispozici jsou omezené zpravy o identifikaci kvasinek ptimo z hemokultur.
V nasi studii byly testovany pouze 4 kmeny kvasinek rodu Candida, pficemz Zadny
kmen nebyl zachycen na rodové ani druhové trovni. Saffert et al. (2012) prezentuji
stejné zavéry, pii kterych se SepsiTyprem™ ani centrifugatni metodou se zkumavkami

s gelem nepodafilo identifikovat Zadné kmeny kvasinek.
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Z gramnegativnich bakterii bylo zachyceno SepsiTyprem nejvice kment z rodu
Enterobacteriaceae 14/21 kultur (67 %) na druhové trovni (>2,000)a 2/21 vzorkd
(10 %) na rodové arovni (1,999 — 1,700). Stejny pocet testovanych vzork na rodové
urovni byl dosazen pouzitim metody se zkumavkami s gelem. Na trovni druhu bylo
zachyceno 9/21 vzorkl (43 %). Ve studii provedené Juiz et al. (2012) bylo dosazeno
95% identifikace kment z rodu Enterobacteriaceae (18/19 vzorkt) na druhové Grovni

™ respektive metodou in-house

a5% (1/19 kment) na rodové urovni SepsiTyprem
84 % ID druhové a 19 % ID rodové.

V této studii pomoci kitu SepsiTyper™ kmen Staphylococcus aureus byl spravné
identifikovan ve 4/6 ptipadi (67 %) na druhové urovni. Zkumavkami s gelem nebyl
identifikovan zddny kmen. Obdobné vysledky plati pro koagulasanegativni vzorky, kdy
SepsiTyper™ zachytil 3/11 (27 %) na druhové urovni a 4/11 (36 %) na rodové arovni
a metodou se zkumavkami s gelem nebyl spravné identifikovan zadny kmen. Saffert et
al. (2012) poukazuje taktéz na nizkou identifika¢ni uroven u stafylokoku pii pouziti
centrifugaéni metody se zkumavkami s gelem. Tento problém pfipisuje ztraté
mikroorganismi béhem pocateéniho kroku odstied’ovani. Z kment Staphylococcus
aureus bylo spravn¢ identifikovano 3/19 kultur (16 %) na druhové trovni a 5/19 vzorkt
(26 %) na rodové urovni. OvSem koagulasanegativni stafylokoky byly zachyceny ve
vys$8i mife a to 3/13 kment (23 %) na trovni druhu a 9/13 na urovni rodu (69 %).
S vyuzitim kitu SepsiTyper'™ bylo dosazeno mnohem lepsi identifikaéni urovné.
V souladu s nasimi vysledky bylo dosazeno srovnatelné identifika¢ni Grovné u kment S.
aureus, kdy bylo identifikovano 11/16 vzorka (69 %) a na urovni rodu 15/16 vzorku
(94 %). Pti detekei koagulaza negativnich vzorkl bylo na tirovni druhu zachyceno 5/24
kmenti (21 %) a na urovni rodu 15/24 vzorkt (63 %).

Ze streptokokli byly vna$i studii testovany pouze 2 kmeny. Pficemz
SepsiTyper™ zachytil pouze kmen Streptococcus pyogenes a nikoliv Streptococcus
pneumoniae. U druhé pouzité piimé metody byl detekovan pouze Streptococcus
pneumoniae. Celkové byly streptokoky shledany jako problematické patogeny pii piimé
identifikaci z pozitivnich hemokultur pro MALDI-TOF MS.

Rada studii uvadi, Ze mezi nej¢astéji problematicky nebo mylné identifikované
druny MALDI-TOF analyzou patii viridujici streptokoky, pneumokoky, anaerobni
bakterie i HACEK bakterie (Haemophilus spp., Actinobacillus, Cardiobacterium,
Eikenella a Kingella spp.). U rodu streptokokt se to tyka predevsim tzce ptibuznych

druhti jako napt. Streptococcus pneumoniae, Streptococcus mitis a Streptococcus
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parasanguinis. (Croxatto et al., 2012) V téchto ptipadech spravné identifikace mize byt
dosazeno subkultivaci na kultiva¢nich pidach a provedenim optochinového testu ¢i
testu rozpustnosti ve zlu¢i. (Jamal et al., 2013) U pneumokoki, jejichz hlavnim
faktorem patogenity je pouzderny polysacharidovy antigen, je rovnéz vytézek extrakce
velmi slaby. (Seng et al., 2009)

Pokud se jedna o analytickou vykonnost, jednoznacné uspéla z ptimych metod
souprava SepsiTyperTM. Nicméné existuji nékteré praktické body, které davaji prednost
metodé se zkumavkami s gelem. Zkumavky s gelem jisté oceni uzivatelé, ktefi nemaji
k dispozici potfebné finanéni néklady na kit SepsiTyper ™. Ve srovnani ceny zbozi kit
SepsiTyper (211 K&/ 1 vysetfeni) je osmkrat drazsi neZz metoda se zkumavkami s gelem
(25,50 K¢/ 1 vySeteni). Tyto ceny u obou metod zahrnuji veskeré chemikalie
a spotiebni material potiebny K vySetieni.

Dalsim dualezitym hodnotitelnym aspektem je doba potiebna pro ziskani vysledkii.
Doba analyzy je u obou piimych metod pfiblizné stejna, jelikoz u obou metod se
provadi ¢asové naro¢ny extrakéni protokol ethanol/kyselina mravenéi. Obémi metodami
jsme ziskali vysledky identifikace bakterii z1 vzorku za méné nez 20 minut (doba
zavisi na poctu zpracovanych vzorkl). Rozhodnuti o 1€cbé pacientli, tak mize byt
vyrazn¢ urychleno. OvSem rozhodujici je pfesnost zachytu etiologického agens, kdy
nejpiesnéjsi zustava technika identifikace bakterii z narostlych kultur a z pfimych metod
se zda byt usp&sny kit SepsiTyper ™. Zpracovani vzorkti pomoci SepsiTypru trva
piiblizné 2 hodiny. Rozdil v identifikaci Cistych kultur se zmen$uje vV tomto piipadé na
3 az 4 hodiny (Obrazek 13).

Ackoliv SepsiTyper byl v nami realizovaném vyzkumu 0spé$néjsi, je tieba brat
ohled na procento nespravné identifikovatelnych mikroorganismii  pouzitim
BacT/ALERT lahvicek suhlim. Z téchto divodl bych zvolila pro OKM FN Brno
ptijatelnéjsi a presngjsi variantu a to pokracovat v testovani hemokultur z narostlych
izolatl na kultivacnich miskach s naslednou analyzou MALDI-TOF MS. Jako moznou
alternativu bych navrhla otestovat kit SepsiTyper™ na pozitivnich lahvigkach BACTEC
kultivovanych v nové zakoupeném piistroji BACTEC FX. Dals§i moZnou alternativou
muZe byt identifikovat bakterie z kolonii narostlych béhem noci v rannich hodinach

a SepsiTyprem kultury, které se staly pozitivni béhem dne.
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Obrazek 13: Schéma béZné a nové diagnostiky pozitivnich krevnich kultur.
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ZAVER

Rychla identifikace patogenii piimo z pozitivnich hemokultur je pomémé nova
testovana technika, ktera by méla byt zahrnuta do rutinniho vySetfeni v mikrobiologické
laboratofi z divodu velmi rychlé detekce patogenti spojené s lepsi péci 0 pacienty
V septickém stavu.

Po analyze 50 pozitivnich aerobnich i anaerobnich BacT/ALERT lahvicek se
ttemi riznymi zpUsoby pfipravy vzorki, jsme dospéli K zavéru, ze nejptesnéjsi pro
detekci patogent z pozitivnich hemokultur ziistava identifikace z narostlych kultur na
kultiva¢nich miskach. Tato studie sice poukazuje, Ze piiprava vzorku piimo
z pozitivnich  hemokultur s kitem  SepsiTyper™ v kombinaci s BacT/ALERT
lahvickami je velmi rychla. OvSem Vv piipadé zpracovani vzorki pomoci Kkitu
SepsiTyper, ktery trva priblizné 2 hodiny, se rozdil v identifikaci ¢istych kultur zkracuje
na 3 az 4 hodiny. Taktéz nevyhodou ptimych metod je nizka identifikacni troven
mikroorganismu a to jak na tirovni druhové, tak i rodové. Metoda piimého transferu je
sice pomalejsi oproti pfimym metodam, ale jeji hlavni vyhody jsou v tom, Ze je velmi
pfesnd, snaze proveditelnd, neni zavisld na typu hemokultiva¢ni lahvicky a lépe se
zatazuje do pracovniho procesu s ohledem na dal$i analyzy, které maji byt provedeny
a je nejlevngjsi.

Celkové¢ lze tici, ze nova technika MALDI-TOF MS bude brzy pfitomna ve
vétsiné mikrobiologickych laboratofi a to zejména pro jeji presnost a rychlost, tedy
zkraceni doby od piijmu vzorku do vydani vysledku. Svou piesnosti je tato metoda
srovnatelnad s identifikaci etiologického agens sekvenovanim genu pro 16 rRNA.
Vyuziti pfimych metod je do béZné laboratorni diagnostiky prozatim nezaraditelné
a bude potteba dalsiho technického rozvoje. Nyni tyto metody nejsou vhodné pro

diagnostické ucely.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Zkratka Vyznam zKratky Cesky vyznam

ACCP/ASCM  Consensus Conference of Konsensualni konference intenzivisti
American Society of Critical a plicnich specialistl
Care Medicine

ATB Antibiotics Antibiotika

BHI Brain heart infusion Mozko-srdcova infuze

CFU Colony Forming Unit Pocet jednotek tvoficich kolonie

CLSI Clinical and Laboratory Klinicky a laboratorni standardni
Standards Institute institut

DHB 2,5-dihydroxybenzoic acid  2,5-dihydroxybenzoova kyselina

ESI Electrospray lonization lonizace elektrosprejem

FN Brno Fakultni nemocnice Brno

G-, GN Gramnegative bacteria Gramnegativni bakterie

G+, GP Grampositive bacteria Grampozitivni bakterie

HACEK rody Haemophillus, Actinobacillus,

Cardiobacterium, Etkenella, Kingella

HCCA a-Cyano-4-hydroxycinnimic  a—kyano—4—hydroxyskoticova
acid kyselina

LB Lysis Buffer lyza¢ni pufr

LED Light Emitting Diod Svétlo emitujici dioda

m/z hmotnost/naboj

MALDI-TOF  Matrix-Assisted Laser Hmotnostni spektrometrie s laserovou

MS Desorption/lonization Time- desorpci a ionizaci za Gcasti matrice
of-Flight mass spektrometry s pruletovym analyzatorem

MIC Minimum Inhibitory Minimalni inhibi¢ni koncentrace
Concentration

NacCl Sodium Chlorid Chlorid sodny

OKM Oddéleni klinické Mikrobiologie

PCR Polymerase Chain Reaction  Polymerazova fetézova reakce

rRNA Ribosomal Ribonucleic Ribozomalni ribonukleova kyselina
Acid

SA Sinapinic Acid 3,5-dimethoxy-4— hydroxyskoficova

kyselina

SPS Sodium Polyanethol Polyanethosulfonat sodny
Sulphonate

TFA TriFluoroacetic Acid Trifluorooctova kyselina

VL-agar Maso-kvasni¢ny agar

WB Washing Buffer Promyvaci pufr
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