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ABSTRAKT

Autor: Sarka Balackova

Nazev: Septické stavy novorozencu

Bakalaiska prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Studijni obor: zdravotni laborant

Cil prace: Cilem prace bylo shromazdit informace o problematice septickych stavi
U novorozencl. Popsat laboratorni diagnostiku vySetfeni novorozenecké sepse
a zmapovat vyskyt nejéastéjSich patogenti zptisobujicich toto onemocnéni na oddéleni

klinické mikrobiologie Masarykovy nemocnice v Usti nad Labem.

Metoda: Sledovani poctu odebranych hemokultur na novorozeneckém oddéleni
v obdobi 2011-2015. Porovnani celkového poctu vSech odebranych hemokultur k poétu
pozitivnich hemokultur a vyskyt jednotlivych patogent zptsobujicich novorozeneckou

sepsi.

Vysledky: Béhem sledovan¢ho obdobi bylo odebrano celkem 5271 hemokultur.
Z tohoto celkového poctu bylo pozitivnich 1047, coz ¢inni 20 %. V zastoupeni
jednotlivych patogend jako vyvolavatelli novorozenecké sepse jsou na prvnim misté
jednoznacéné koagulazanegativni stafylokoky s poctem 801 zachyti, coz je az 76,5 %.
Déle nasleduji gramnegativni fakultativné anaerobni ty¢ky poctem 113 zachyti
(10,8 %), anaerobni bakterie 48 zachyty (4,6 %), rod Enterococcus 31 zachyty (3,0 %),
Staphylococcus aureus 26 zachyty (2,5 %), rod Streptococcus 21 zachyty (2,0 %)
a nakonec kvasinky 7 zachyty (0,7 %).

Zaver: Septicky stav u novorozence je zavazné onemocnéni, které se bude jesté dlouhou
dobu opirat o hemokultiva¢ni vySetfeni. Zachyceni pivodce tohoto onemocnéni, jeho
uréeni a stanoveni citlivosti je predpokladem uspésné 1écby. Automatizované
hemokultivacni systémy, které¢ se vyuzivaji k diagnostice sepsi, poskytuji rychlé
a spolehlivé vysledky. Ptistroje VersaTREK/ESP kultiva¢ni systém II, BacT/Alert 3D a

MAVLDI-TOF umoziuji zkratit identifikaci a pomoc tak v zachrané€ novorozence.

Kli¢ova slova: Sepse, novorozenec, hemokultura, kultivace bakterii.



ABSTRACT

Author: Sarka Balackova

Title: Septic states of newborns

Bachelor thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Field of study: medical laboratory technician

Background: The aim of the work was to sample information on the issue of septic
states of newborns, to describe laboratory diagnosis of examining neonatal sepsis.
To map rate of the most common pathogens causing this illness in Masarykova hospital

in Usti nad Labem.

Method: Tracking of sampled blood cultures at neonatal department between years
2011-2015. Comparison of total amount of blood cultures with the amount of positive
blood cultures and the rate of particular pathogens causing neonatal sepsis.

Results: During the reporting period were collected a 5271 blood cultures to total count.
1047 of those were positive, making it 20 %. The most prominent causes of neonatal
sepsis is above all coagulase-negative Staphylococcus with the count of 801
occurrences, which is 76,5 %. Followed by Gram-negative facultative anaerobic rods
with 103 occurrences (10,8 %), Anaerobic bacteria with 48 counts (4,6 %),
Enterococcus species with 31 counts (3%), Staphylococcus aureus with 26 counts
(2,5 %), Streptococcus species with 21 counts (2 %) and Yeasts with 7 counts (0,7 %).

Conclusions: Neonatal septic state is a serious illness, which will be based of
examination of blood on cultivation for a long time. Capturing the cause of this illness,
its determination and determining the sensitivity implies a successful treatment.
Automated systems for blood cultivation used for sepsis diagnosis provide fast and
reliable results. VersaTREK/ESP cultivation system Il device, BacT/Alert 3D device
and MALDI-TOF device can make faster the identification and can be as help in the

saving of a newborn.

Keywords: Sepsis, newborn, blood culture, cultivation of bacteria.



Obsah:

Lo VOO oot 9
2. Zadani Prace — Cll PIACE.....cccvuiiiiiiiiiie ittt saee e 10
T e (<1 10) 2 T o1 1 ST 11

3.1. Definice stavi spojenych s pfitomnosti mikroorganismu v krevnim fecisti.... 11

.11, INTEKCE o 11
3.1.2.  BaKIEIIEMIC ..o 11
01 R 1< o LSRR PPR 12
.14, TEZKA SEPSE cuvvveiuieieiuiiieiiii sttt ettt 12
315, SePiCKY SOK ..ot 12
3.1.6.  Syndrom mnohocetného orgdnového selhdni.........cccocevviiiiiiiiiiinnn, 12
3.1.7.  Syndrom systémové zanétové odpovedi organismu (SIRS)...........ccceeee. 12
3.1.8.  NOVOIOZENECKA SEPSE...eevverriririiieiiaiiesieesie et sne e 13
3.2.  Fyziologie a klasifikace NOVOrOZENCE ..........c.covevueeieiecie e 13
3.2.1.  Vztah porodni hmotnosti ke gestaénimu v€ku...........cccooviiiiiiiiiiiinne. 13
3.2.2.  DEIKa tEROtENSLVI ..oouviiiiiiiiiiiec e 14
3.2.3.  ZraloSt NOVOIOZENCE.......coiviviiiiiiiieie st 14
3.3, NOVOIOZENECKA SEPSE ...eeuviiviiiiiiiiiiiiiiieiti st 14
331, INCIABNCE ... 15
3.3.2.  Klinicky obraz novorozeneckeé Sepse...........ccvvvriiiiiiiiiiiniiniieseseseenis 15
3.3.3.  CASNA SEPSC ..rurvureieciaciiceeeeeetesee et sttt 16
3.3.4.  POZANT SEPSE...eveiiietiiiieiiieie et 16
3.3.5. Nozokomialni InfeKCe........ccoiiiiiiiiiiiiii e 16
3.4.  Nejcastéjsi plivodci NOVOTroZeNeCKeE SEPSE .....covvvviriiiiiiiiiiieiieiiseeseee e 17
3.4.1.  ROd StaphylOCOCCUS.......cc.oiiiiiiiiicice e 17
3.4.1.1.  Stafylokoky koagulazapozitivni ...........ccceeveiiiiiiiiiiiiiiciccc 17
3.4.1.2.  Stafylokoky koaguldzanegativni ..........cccoceviriiiiiiniiiiiciicccs 18
3.4.2. RO SIrEPLOCOCCUS .....vevveviiisiesieeiieie ettt bbbt 19
3.4.3. RO ENtErOCOCCUS ......cvoviiiiiiiiiieiiiie s 20
3.4.4. Gramnegativni fakultativn€ anaerobni tyCky........ccocooiriiiiniiniiiiiicnn, 20
3.4.5. Anaerobni BaKLeriC..........oeiiiiiiiiiiiie e 22
34.6.  KVASINKY .ooiiiiiiii et 23
T =1 - o =TSSP 24
3.5.1.  KauzalIni terapil ....cccveiveiiieiiiieiiesieei st 24
3.6.  Faktory ovliviwjici vysledek vySetfeni infekci krevniho feCiste ..................... 25
3.6.1.  Misto odberu VZOTKU.........ccoviiiiiiiiiiiii 25

TS P2 B To Yo Y: Mo Yo LoT< U 14200 ) o i« | U 25



3.6.3.  Objem a 0dbEr VZOTKU.......ccccuviiiiiiiiiiiiiiie s 26

3.6.4.  Transport a skladovani hemoKultur ............ccccovvvieiiiiiiiiin e 26
3.7.  Hemokultivacni SYStEMY ........ccciiiiiiiiiiiiiiicieeeseeseee e 27
3.7.1.  Historie kultiva¢niho prikazu bakterii .........cccccvvivvieiiiiiniiiie e, 27
3.7.2. HemoKultivatni SYSTEMY .....cuuiiiiiiiiiiiiiiieeiiiiessiee et 27
3.7.3.  Manudlni hemokultivacni SYStEMY .........ccovvvviiiiiiiiiiiciicecece e 28
3.7.3.1.  Klasickd hemoKultura ..........ccoooviiiiiiiiiiceeee e 28
3.7.3.2.  Dvoufazova hemokultura (Castagnedova) ........cccccecverriieriiviniiinenne 28
3.7.3.3. Hemokultura s detek¢nim systémem na zakladé tlaku plynu - Signal
(O (0] T ) ISR SSUBSRI 28
3.7.4.  Automatizované hemokultivani SyStEmMY .........cccevvrviriniiniieneciisene 29
3.74.1.  Oteviené systémy detekujici radioaktivni CO2..........ccceevvrriirrnnnne. 29
3.74.2.  Oteviené systémy detekujici spektrofotometricky CO; ........cceuveens 29
3.7.4.3.  Uzaviené systémy detekujici spektrofotometricky COz.........cccuveneee. 29
3.7.4.4.  Kontinualn¢ monitorujici hemokultivacni systémy............cccccvvvennnn 29
3.7.4.5.  Spektrofotometrickd detekce CO2 pomoci senzoru..........ccceevverueenee. 30
3.7.4.5.1. BACT/AIEIT 3D ..o 30
3.7.4.6.  Detekce pozitivity pomoci PLyNU.........cccerveiiiiiiiiciieieiesece e 31
3.7.4.6.1. VersaTREK/ESP kultivacni systém Il..........ccccooeeiiiiiiniininnnn, 31
PraktiCKA CASt.....cooieiiiiiieeie e 33
4.1. Zpracovani hemokultur a kultivacni prikaz bakterii ............ccooeiiiiiiiiinnn, 33
4.1.1. IMIKIOSKOPIE ....cuviieiecieccie ettt sne s 33
4.1.2. Kultivace a kultivacni pldy ........ccooveriiiiiieiiieseeee e 35
4.1.2.1.  KICVII QAT ..ueiiiiiiiiieiiiesie ettt 35
4.1.2.2. MaCCONKEYNO AQAT.........cceciveireeiieeie ittt 35
4.1.2.3. SabouraudliV QAT ........c.ccovrieirieiiiiesiee st 35
4.1.2.4.  Schaedlerliv aar .........ccccovevirieiiiieiiere e 36
4.1.25. Mueller—HINton agar .........cccceveeiiiiiiic e 36
4.1.3. Zpracovani pozitivnich hemoKultur...........cccoeviiiiiiniciiiecc e 36
414,  TIdentifikace DaKLEIil .....ccouviiiiiiiiiie i 36
4141, MALDI-TOF .o 36
4.1.5.  Stanoveni citlivosti na antibiotiKa...........ccccevrveriiiiien e 38
4.15.1. Diskova difizni metoda..........cccoovviiiiiiiiiiiii 38
4.1.5.2.  Dilu¢ni metoda v mikrodestiCkach............cccooviiiiiiiiiiin 39
VY SIEAKY .. 40
DISKUZE ...ttt 48



ST A (- 112§V 52

OIS T=Y A g F- T 1 =1 o1 ] 1= 53
10, Seznam @rafll .......occveiiiiiiiiee s 54
11. NS4 0 T2 ) 00 W 0] o) € 4 i 55

2 0 10V L7 B F 1< = 11 8 AT 56



1. Uvod

Mikroorganismy se na Zemi vyskytuji uz tii miliardy let. Jsou soucasti riiznych
ekosystému a vzajemné vztahy mezi jednotlivymi organismy hraji velmi dtlezitou
ulohu pro stabilitu tohoto systému. Pfirozend mikrobiota osidluji ¢lovéka od narozeni.
Za normalnich okolnosti jsou pro c¢lovéka nepatogenni, ale pokud dojde k poruse
rovnovahy a vniknuti mikroorganismii do sterilniho krevniho fecisté, vede to k rozvoji
sepse. Vznik sepse miize mit za nasledek stav ohrozujici zivot. Velkou roli zde hraje
imunitni systém ¢lovéka.

Novorozeneckd sepse pro svoji vysokou morbiditu je v popredi zidjmu
neonatologil. Imunitni systém se béhem Zivota vyviji, a tak je pfirozené, Ze nevyzraly
IMmunitni systém ohrozuje novorozence vice nez dospélého ¢loveka.

Pro vysetfeni ptivodce septického stavu se odebird krev na hemokultivaci. Jeji
rychla diagnostika a odhaleni ptivodce hraje velikou roli v zadchrané zivota novorozence.
Je potieba co nejdiive identifikovat zdroj sepse, aby bylo mozno eliminovat a zabranit
opakovanym septickym pitihoddm. Diagnostika infekci krevniho fecist€¢ se opira
o hemokultivaci. Dlouhé¢ kultivaéni metody jsou uz dnes nahrazovany
automatizovanymi systémy, které nabizi rychlou identifikaci plivodce sepse a tim
moznost zahgjit cilenou 1écbu a hlavné vc€asnou. Tyto systémy signalizuji ihned
pozitivitu vzorku. Nejprve je zhotovena mikroskopie, kterd pomilzZe orientaéné zatadit
puvodce sepse, poté se pristupuje ke kultivaci, identifikaci a Stanoveni citlivosti

na antibiotika. Vysledek vede k rychlé a cilené 1écbé sepse a vétSinou zachrané Zivota.



2. Zadani prace — cil prace

Hlavnim cilem mé prace je popsat a ptiblizit laboratorni diagnostiku septickych
stavll u novorozencii v Masarykové nemocnici v Usti nad Labem (dale jen MNUL)
v letech 2011-2015 a zjistit pomé&r pozitivnich hemokultivaci k celkovému mnozstvi
odebranych hemokultur vzhledem k ¢asovému vyvoji sepse.

Dale zjistit vyskyt nejcastéjSich etiologickych agens a jejich zastoupeni
Vv souvislosti s rozvojem novorozenecké sepse a piiblizit standartni opera¢ni postupy,
které se pouzivaji na oddéleni Klinické mikrobiologie v Masarykové nemocnici v Usti

nad Labem (dale jen OKM v MNUL) k identifikaci sepse.
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3. Teoreticka Cast

3.1. Definice stavii spojenych s pritomnosti mikroorganismii

V krevnim recisti

Popis definice sepse ucinil v roce 1914 Schotmiiller, ktery zdroj sepse spatfoval
V lozisku v organismu, z kterého trvale nebo pravideln€¢ pronikaji mikroorganismy
do obéhu. Jejich piitomnost je pii¢inou subjektivnich obtizi, ale i objektivnich pfiznakii.
1)

Vroce 1991 definovaly American College of Chest Physicians a Society
of Critical Care Medicine na své Konsenzualni konferenci kritéria jednotlivych stadii
infekce: bakteriemie, sepse, t€zka sepse, septicky Sok a multiorgdnové selhani. V této
dobé doslo k zavedeni pojmu - systémova zanétliva reakce (SIRS, systematic
inflammatory response syndrome), ktera oznacuje rozvoj systémovych znamek zanétu

za univerzalni reakci organismu na fadu ataka. (1)

3.1.1. Infekce

Infekce je zéanétlivd obranna reakce organismu na kontakt s mikroorganismem

nebo na atak mikroorganismu do sterilnich tkani.

3.1.2. Bakteriemie

Bakteriemie vyjadiuje pouze fakt piitomnosti Zivotaschopnych bakterii v Krvi.
Mize ¢i nemusi byt pfi¢inou vyvolani infekce krevniho fecisté. (2)

Bakteriémie miiZze byt ptechodnd, kontinudlni nebo intermitentni.

e Prechodnd bakteriemie: Jedna se o kratkodoby vyskyt bakterii v krvi. Objevuje
se tfeba pfi Cisténi zubl, malych chirurgickych zékrocich. Zde dochazi béhem
kratkého intervalu k odstranéni imunitnim systémem.

o [ntermitentni bakteriemie: Ve skuteCnosti je to prechodnd opakujici se
bakteriemie, ale i zde dochazi k odstranéni obrannymi mechanismy ¢lovéka.

e Kontinualni bakteriemie: Predstavuje zavaznou infekci, ktera prekonala obranu

hostitele a kterou imunitni systém uz neni schopen odstranit. (3)

11



3.1.3. Sepse

Sepse predstavuje systémovou zanétlivou reakci organismu na infekci zptisobenou
opakovanym nebo trvalym vyplavovanim patogennich mikrobl ze septického loziska
do krve, a tim do celého organismu. Mikroorganismy nabyvaji pfevahu nad obrannymi
silami organismu, ten je uz nedokaze zneskodnit. (4)

Sepse je charakterizovana dvéma nebo vice symptomy. T¢€lesna teplota je vyssi
nez 38 °C nebo nizsi nez 36 °C, zrychlené dychani, leukocytoza nebo leukopenie, nebo

10 % nezralych forem leukocytii. Srde¢ni Cinnost je zrychlend, a to az 90 tepl/minutu.

()

3.1.4. Tézka sepse

Tézka sepse je spojena s dysfunkei organti, snizenou perfuzi, hypotonii, snizenym

krevnim priitokem, oligurii, poruchou védomi a laktatovou acidoézou.

3.1.5. Septicky Sok

U septického Soku pietrvava hypotonie i pres adekvatni plnéni objemu cévniho
fecisté. Dochdzi k organové dysfunkci, objevuje se laktatova aciddza, oligurie, poruchy

védomi.

3.1.6. Syndrom mnohocetného organového selhani

Jedna se o stav, kdy je pfitomna alterace dvou a vice organovych systémd.
Nevyhnutelné¢ vyzaduje léCebnou intervenci na udrZzeni homeostazy organismu.
Primérni syndrom mnohocetného organového selhdni mé neinfekéni pivod (trauma,
popaleni a jiné pfic¢iny). Sekundarni syndrom mnohocetného organového selhani

je vyvolan tézkou sepsi provazenou septickym Sokem s hypoperfuzi organt. (2)

3.1.7. Syndrom systémové zanétové odpovédi organismu (SIRS)

Jedna se o systémovou zanétlivou reakci na rizné klinické inzulty. Tato reakce
je zavaznou systémovou odpovédi organismu na nadprahovou zevni noxu, v naSem
pfipadé infekci. SIRS je prvni fazi sepse a spousti imunologicko-zanétlivou kaskadu.

Charakteristickd je pfitomnost dvou ¢i vice symptomti:

12



e té¢lesna teplota je vyssi nez 38 °C nebo nizsi nez 36 °C
e zrychlené dychani
e leukocytoza

e srdecni frekvence je vétsi nez 90 tepi za minutu

3.1.8. Novorozenecka sepse

Novorozenecka sepse je systémové onemocnéni, které je doprovazeno bakteriemii
vyskytujici se béhem prvniho mésice zivota. Novorozenecké sepse a jeji ptiznaky jsou
Siroké. Bakterialni infekce centralniho nervového systému mutize probihat bud’ ptimo,
nebo sekunddrng. Dochazi k porucham spojenych s ischemii, krvidcenim nebo
poruchami pritoku mozku s naslednym edémem. Zaroven se pfidruzuji dalsi pfiznaky
jako je tieba hypertermie, respiracni poruchy, cyanoza, ikterus a dalsi. RozliSujeme dle

klinické manifestace dvé formy sepse, Casnou a pozdni. (5)

3.2.  Fyziologie a klasifikace novorozence

Stav ditéte bezprostiedné po porodu je urCen jeho genetickym kodem, a potom
jesté vlivy puisobicimi v pribéhu té¢hotenstvi a za porodu.

Novorozence milzeme bezprosttedné po porodu zatadit do skupin, které mayji
vysokou vypovédni hodnotu z hlediska posouzeni prenatalniho vyvoje, ale i z hlediska
progndzy mozné morbidity nebo mortality. V klasifikaci novorozence se uplatiiuje délka
téhotenstvi a vztah porodni hmotnosti ke gestaénimu véku. (6)

Fyziologicky novorozenec je zraly, zdravy, eutroficky (eutrofie = dobie
vyzivovany jedinec), narozeny v terminu (od 38. do 42. tydne gestace), ma hmotnost
2500-4500 gramu, délka 48-55 cm. (6)

Klasifikace novorozenct je mozna z n€kolika hledisek. Podle délky téhotenstvi,

zralosti a dle vztahu porodni hmotnosti ke gestacnimu veku.

3.2.1. Vztah porodni hmotnosti ke gestaénimu véku

Zde délime novorozence na:
o cutroficke (stav odpovida gestatnimu véku)
e hypotrofické (porodni hmotnost je nizka nez odpovidajici gestacnimu veéku)

o hypertrofické (hmotnost je vyssi nez odpovidajici gestaénimu véku).

13



3.2.2. Délka téhotenstvi

Podle gesta¢niho staii mizeme novorozence klasifikovat jako:
e donosené (porozené od 38. do 42. tydne téhotenstvi)
e nedonosené (narozené ve 37. tydnu gravidity a diive)

e prenasené (porozené ve 43. tydnu gestace a pozdé&ji).

S délkou téhotenstvi souvisi zralost novorozence.

3.2.3. Zralost novorozence

Dle zralosti délime novorozence na:
o extréemné nezralé (narozené do ukonceni 28. tydne gestace s hmotnosti
999 gramt)
e velmi nezralé (narozené do 32. tydne gestace s vahou 1000—-1499 gramil)
o stiredné nezralé (narozené do 34. tydne gestace s hmotnosti 1500—1999 grami)
o lehce nezralé (narozené do 38. tydne gestace, s hmotnosti okolo 2000—
2499 gramu).
Mizeme se také setkat s pojmy rizikovy a patologicky novorozenec. Rizikovy
novorozenec se rodi matce z rizikového té¢hotenstvi nebo se v pribéhu porodu dostane
do rizikové situace. Patologicky novorozenec je dité s hmotnosti pod 1500 gramti nebo

novorozenec ohrozeny na Zivoté. (6)

3.3. Novorozenecka sepse

Sepse je u novorozence velmi vazny stav ohrozujici Zivot ditéte. Jde
0 multiorgdnové onemocnéni, které zpisobuji mikroorganismy a jejich toxické
metabolické produkty. Priibéh infekce a jeji prechod do septického stavu byva
u novorozence velmi rychly. Postupuje od prvnich diskrétnich ptiznakll infekce
az kK plnému rozvoji septického stavu v desitkich minut az hodin. Z toho vyplyva
nutnost zahdjit pfi podezieni na rozvijejici se neonatdlni sepsi okamzit¢ veSkera
dostupné diagnostickd vysetieni a je potieba co nejdiive pfistoupit k 1écbe. I kdyz tteba

jesté nejsou k dispozici vysledky vySetteni. (5)
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3.3.1. Incidence

Systémové bakterialni infekce jsou Castou pfic¢inou zadvazné morbidity a mortality
novorozencl, a to hlavné novorozenct nezralych. Riziko novorozenecké infekce zavisi
na gestatnim stari novorozencii. Nezraly novorozenec je ohrozen daleko vice. Vyskyt
¢asné novorozenecké sepse je udavan v rozmezi 1-10 na 1000 zivé narozenych déti.
U novorozencli, s porodni hmotnosti pod 1500 grami, dosahuje incidence c¢asné
novorozenecké infekce 15-25 na 1000 ziv€ narozenych. U nezralych novorozenci, ktefi
vyzaduji dlouhodobou intenzivni péci, se incidence pozdnich nozokomidlnich infekci
pohybuje v rozmezi 11-30 %. (7)
S klesajici porodni hmotnosti se mortalita novorozencii se sepsi zvysuje. Procento
postizenych novorozenct se zvysuje s jejich nezralosti, jako i s porodnickymi riziky
(napf. ptredcasny odtok plodové vody, chorioamnidlni infekce). Fyziologicky sniZena
obranyschopnost novorozence nasledné¢ vyvolava neschopnost lokalizace infekéniho
procesu a bakteriemie. Uinnost viech ochrannych bariér novorozence se snizuje s jeho
nezralosti, hypoxii nebo metabolickymi poruchami, které jsou spojené s bakterialni
infekci. Pozdni sepse jsou ¢asto spojeny s nozokomialni infekci. (4)
Zvlastni skupinu rizikovych pacientl predstavuji Casné narozeni novorozenci.
Vétsina jejich zdravotnich probléma vyplyvd z funkéni nevyzralosti organovych
systémll. NedonoSené déti jsou vzhledem k nezralosti imunitniho systému extrémné
vnimavé k riznym infekcim. V jejich etiologii se uplatiiuji kromé jinych i mnohé
bakterie, které jsou soucasti pfirozené mikroflory lidského téla. Na vysoké incidenci
novorozeneckych sepsi se podili nékolik riznych faktora:
e nezkuSeny a nevyzraly imunitni systém v humoralni i bunééné slozce
e nizké mnoZstvi transplacentarné pienesenych matetskych IgG protilatek,
a to hlavné u nezralych novorozencii

e nedostateCna bariérova funkce nezralé kuze a sliznic, zvlast zazivaciho
a dychaciho traktu

e invazivni diagnostické a terapeutické postupy

e pouzivani antibiotik na JIP (7)

3.3.2. Klinicky obraz novorozenecké sepse

Sepsi  bychom charakterizovali jako systémovou zanétlivou reakci makro-

organizmu, které jsou detekovatelné v primarné sterilnich télnich tekutinach. (5)
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U novorozence je sepse systémové onemocnéni, které je doprovazeno bakteriemii
vyskytujici se béhem prvniho mésice zivota. RozliSujeme dle klinické manifestace dve

formy sepse, ¢asnou a pozdni.

3.3.3. Casna sepse

Casna sepse se z ¢asového hlediska klinicky rozviji do 72 hodin po porodu. (4)
Jednd se vétSinou o superakutné probihajici multisystémova onemocnéni, rychle
postupujici do septického Soku. Onemocnéni se Casto projevuje jako septikémie bez
ptesné lokalizace ¢i jako meningitida. Z hlediska patogeneze onemocnéni jde o pfenos
infekéniho agens z matky na novorozence. Pienos mulze nastat transplacentarné,
hematogenni cestou pii bakteriemii matky. Dal§i moznosti jsou infekce, pii kterych
doslo k infikovani plodovych obald, plodové vody a plodu. Pienos z matky na plod

je mozny i béhem porodu prichodem novorozence infikovanymi porodnimi cestami. (7)

3.3.4. Pozdni sepse

Pozdni sepse se projevuje po 7. dni Zivota ditéte. Sepse nema tak rychly prubéh.
Casto probiha jako sepse s lokalizovanou infekci. Z hlediska patogeneze se vétsinou
jedna o ptenos infekce z okolniho prostfedi na dité. (7) Svoji roli zde hraji

I nozokomialni infekce souvisejici s dlouhodobé zavedenymi centralnimi katetry.

3.3.5. Nozokomialni infekce

Nozokomidlni infekce 1ze definovat jako infekce endogenniho nebo exogenniho
puvodu, které vznikly v souvislosti s pobytem novorozence ve zdravotnickém zafizeni.
Jednim ze zékladnich znakid nozokomialnich infekci je role nemocnicnich kment, které
jsou vétsinou dosti rezistentni na antibiotika a dezinfekéni prostfedky. Tyto infekce jsou

Vv soucasnosti dilezitou pfi¢inou vzristajici imrtnosti novorozenct. (2)

Neékdy je pro lékare tézké rozhodnout, zda se jednd o pozdni infekce vyvolané
mikroorganismy, se kterymi se plod dostal do kontaktu v souvislosti s téhotenstvim
a porodem, anebo jestli se nakazil az po porodu, tedy zda se jedna o pienos

nozokomialni.
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3.4. Nejcéastéjsi piivodci novorozenecké sepse

Obsahem této kapitoly jsou nejcastéjsi pivodci novorozenecké sepse v  MNUL

Vv obdobi 2011-2015.

3.4.1. Rod Staphylococcus

Stafylokoky jsou grampozitivni koky, uspofddané jednotliveé, ve dvojicich nebo
shlucich, pfipominajici tvar hroznu. Jsou nepohyblivé a netvoii spory. Podle jejich
schopnosti koagulovat plazmu se tento rod dale déli na dvé skupiny: stafylokoky

koagulazanegativni a koagulazapozitivni. (8)

3.4.1.1. Stafylokoky koagulazapozitivni

Staphylococcus aureus

se podili fada extracelularné produkovanych latek, napt. koaguldza, fibrinolyzin,
enterotoxin, hyalurinidaza, B-laktamaza a proteolytickych enzymd, jako jsou nukledzy,
protedzy, fosfatazy. Infekce vyvolané timto kmenem maji sklon k recidivdm
a chronickému pribéhu. (5)

Jde o mikroba rezistentniho k zevnimu prostfedi, ktery roste na béZnych
laboratornich ptidach pii 37 °C za 24 hodin. Na selektivnich ptudach je schopen
se mnozit v pfitomnosti 10% NaCl. Na neselektivnich ptidach jsou jeho kolonie velké,
nepruhledné, hladké a pigmentované. (8)

Asi tietina lidi je nosi¢em tohoto kmene, aniz by méla n¢jaké ptiznaky. Zplsobuje
hnisavé onemocnéni ran pii povrchovych zranénich, popaleninach nebo operacnich
ranach. U novorozencl se jednd o stafylokokové sepse, pneumonie, konjunktivitidy,
otitidy, meningitidy a dal§i onemocnéni. (5)

Béhem sledovaného obdobi 2011-2015 bylo nalezeno 26 kmend Staphylococcus

aureus, zpusobujicich sepsi.
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Obrazek 1 -vStaphoncoccus aureus (foto: Obrazek 2 - Staphylococcus aureus s
Sarka Balackova) viditelnou hemolyzou (foto: Sarka
Balackova)

3.4.1.2. Stafylokoky koagulazanegativni

Jsou soucésti bézné lidské mikroflory sliznic a ktize. Dnes se uplatiiuji jako
se vyskytuji Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus capitis, Staphylococcus
hominis, Staphylococcus warnerii, Staphylococcus saprophyticus, a dalsi druhy. (8)

Tyto mikrdby se vyznacuji zvysenou afinitou ke kolonizaci cizorodych materiala.
Schopnost produkce mukoidni polysacharidové substance je hlavnim faktorem jejich
adhezivity. Mukoidni povlak totiZ chrani bakterialni kolonii pfed plisobenim antibiotik,
protilatek a fagocytu. (5)

Stafylokoky koaguldzanegativni rostou na béznych ptdach v koloniich rizné
velikych podle druhu. Nékteré kolonie maji pigment. Rada druhd tvoii hemolyziny.
Druhové identifikace koaguldzanegativnich stafylokokli je zaloZena na rlznych
biochemickych znacich. Dulezité je naptf. St€peni mocoviny, mannitolu, sachardzy
atvorba acetoinu a glukosidazy. Kombinace téchto a dalSich testl je zakladem
komer¢nich souprav k identifikaci stafylokok. (8)

Tyto kmeny vyvolavaji nejcastéji tézké infekce a septikémie souvisejici
s dlouhodobé zavedenymi centralnimi katetry.

V letech 2011-2015 bylo zachyceno v  MNUL 801 koagulazanegativnich

stafylokokd, coz ¢inni az 76,5 % z celkového poctu ptivodcii novorozenecké sepse.
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3.4.2. Rod Streptococcus

Jedna se o grampozitivni koky, nejcastéji usporadané jako diplokoky nebo fetizky.
Jsou soucasti bézné flory, ale mohou se stit i potencidlnimi patogeny. Klasifikace
se provadi na zékladé¢ hemolyzy na krevnim agaru nebo pfitomnosti povrchového
antigenu. Serologické téidéni je podle C-polysacharidu v bunééné sténé streptokoka
(skupina A-U). Nejzajimavéjsi jsou skupiny A (Streptococcus pyogenes) a B
(Streptococcus agalactiae). (9)
Podle zmén na krevnim agaru rozezndvame:
o streptokoky a-hemolytické - viridujici: kolem kolonii se vytvaii hnédozelené
zbarveni
o streptokoky [-hemolytické: rozruSuji membranu erytrocytll, kolonie jsou
obklopeny hemolyzou

o streptokoky nehemolytické: agar neméni (5)

Virulence a patogeneze je zpisobena piitomnosti kyseliny hyaluronové, ktera
imituje pojivovou tkan a brani fagocytdéze. Déle to jsou fimbrie, které nalezneme
ukotvené v bunééné membrané a toxické enzymy a toxiny. (9)

Laboratorni diagnostika B-hemolytickych streptokoki se provadi pomoci

bacitracinového testu a CAMP-testu.

Streptococcus agalactiae
Patfi do skupiny PB-hemolytickych streptokokt skupiny B. Na krevnim agaru
vyrustd v koloniich mnohem vétSich nez Streptococcus pyogenes, mazlavych,
obklopenych tizkou zénou, netplné B-hemolyzy. (8)
projevll infekce zplisobuje Casnou nebo pozdni formu onemocnéni u novorozenci.
Zvysené¢ riziko pro vznik infekce novorozencii piedstavuje rovnéz nizka hladina typove
specifickych matetskych protilatek proti jednotlivym sérotyptim skupiny B. (5)
Spektrum onemocnéni zahrnuje bakteriemii, pneumonii, meningitidu a septicky
Sok. Jeste pred 100 lety mivalo onemocnéni zplisobené touto bakterii vysokou umrtnost

a vyskytovalo se jako poporodni sepse (sepsis puerperalis, hore¢ka omladnic). (8)
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Velmi pozdni forma onemocnéni se objevuje u nedonosenych novorozencl
s dlouhodobou hospitalizaci. Streptokoky skupiny B jsou i vyznamnymi pivodci
komplikaci v Sestinedéli (endometritidy, bakteriemie po cisaiském fezu). (8)

Screening té¢hotnych zen vyznamné pfispiva ke snizeni onemocnéni zpisobeného
touto bakterii jak u novorozenct tak samotnych Zen. V nasi nemocnici byly zachyceny

pouze Ctyii piipady Sepse vyvolané bakterii Streptococcus agalactiae.

3.4.3. Rod Enterococcus

Jedna se o podminéné patogeny. Podle vlastnosti se rozliSuje n€kolik druhti, pro
Clovéka jsou dulezit¢é Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus
durans.

Mikroskopicky se jedna o grampozitivni, ovalné az lehce protahlé koky. Jsou
usporddané ve dvojicich, drobnych shlucich nebo kratkych fetizcich. Kultivaéné jsou
nenaro¢né, na krevnim agaru rostou v drobnych Sedobilych koloniich, ¢asto se zénou
viridace, vyjimeéné s P-hemolyzou. Pro zichyt mulze byt pouzita selektivné
diagnostickd puda Slanetzova-Bartleyho, kterd obsahuje azid sodny, trifenyltetra-
zoliumchlorium a glukosu. Enterokoky zde vyristaji v rizovych koloniich. (8)

Jsou hlavnimi ptivodci onemocnéni mocovych cest, ale nalezneme je i u infekei
ran a nitrobfisnich zanétt. Zpusobuji t€Zké sepse a meningitidy u novorozencu. (8)

Béhem sledovaného obdobi bylo v MNUL 31 nalezi v pozitivnich

hemokulturach.

3.4.4. Gramnegativni fakultativné anaerobni ty¢ky

Tato skupiny zahrnuje celou Skalu rodl. Mezi nejvyznamnéjs$i puavodce
novorozenecké sepse patii rody Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Proteus
a Haemophilus. Spole¢né tvoti ¢eled’ zvanou Enterobacteriaceae. Zminim jen ty rody,

které byly zachyceny nejcastéji béhem sledovaného obdobi mé prace.

Escherichia coli
Jedna se o nejznaméjsiho podminéného patogena, ktery je bézné soucasti lidské
mikroflory u zdravych lidi. Je komenzélem, ¢aste¢né saprofytem a také symbiontem.

Podili se na tvorbé nékterych vitaminu, predevs§im vitaminu K. (8)
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Kultivace se provadi na béznych pidach. Na Endové pudé vytvari charakteristické
kolonie purpurového vzhledu a jejich okoli, a fermentuji laktozu. Escherichia coli
se typizuje podle somatickych O-antigent a kapsularnich K-antigend. Nékteré sérotypy
tvofi toxické produkty nebo vykazuji zvySenou invazivitu vici stievni sliznici. Tyto
kmeny pak vyvolavaji i zivot ohrozujici onemocnéni. (10)

Escherichia coli je nejcastéji piivodcem uroinfekci. Zavazné jsou novorozenecké
meningitidy a sepse. ZvySenému riziku infekce jsou pak vystaveni novorozenci
s endotrachealni intubaci nebo s centralnimi katetry. (5)

Escherichia coli muze byt zdrojem i nozokomidlni infekce. Béhem sledované

obdobi patftila tato bakterie k druhému nejcastéjSimu piivodci novorozenecké sepse a to

V poctu 56 zachyti.

Obriazek 3 - Escherichia coli (foto: Sarka Bala¢kova)

Rod Klebsiella

Vyskytuje se bézné v zazivacim traktu, vod¢é a v prostiedi kolem nés. Snadno
pronikd do télnich dutin, kde zplisobuje zavazna onemocnéni. Posledni roky
je dulezitym ptivodcem nozokomialnich nakaz.

Kultiva¢né se jedna o nenaro¢né bakterie, rostouci na béznych pudach ve vétsich
koloniich a mtize tvofit pouzdra, coz zpusobuje jejich mukoézni vzhled. Existuje nékolik
druhd, z nichz nejznaméjsi je Klebsiella pneumoniae a Klebsiella oxytoca. (11)

Klebsiella patii mezi plivodce onemocnéni dychacich cest, uroinfekci a sepsi. Zde

se uplatiiuje zejména pii nozokomialnich infekci. Pocet zachytt byl 26.

21



Mezi dalsi rody, které byly zachyceny béhem sledovaného obdobi, patii rod
Proteus sjednim zachytem a rod Enterobacter se 7 zachyty. Co se tyce dalSich
mikroorganismli, které mohou zplsobit sepsi u novorozence, jako jsou rody
Haemophilus, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Neisseria

meningitidis, zde nebyl zaznamenan ve sledovaném obdobi zadny zachyt.

Obrazek 4 - Haemophilus influenzae (foto: Sarka
Balackova)

3.4.5. Anaerobni bakterie

Jde o velikou skupinu, kterd zahrnuje mnoho rodi. Rod Peptostreptococcus,
Lactobacillus, Propionibacterium, Bacteroides, Actinomyces, Fusobacterium,
Eubacterium a Bifidobacterium. Zminila jsem jen ty, které se podafilo zachytit béhem
sledovaného obdobi v pozitivnich hemokulturach odebranych na novorozeneckém
oddéleni. Onemocnéni zplsobena témito bakteriemi jsou rtiznorodd od zévaznych
hnisavych infekci ran, endokarditid az po sepse.

Anaerobni bakterie jsou soucasti bézné mikroflory c¢loveka. Produkuji fadu
invazivnich faktori a toxinu a to jim dovoluje pifi oslabeni organismu pronikat
za fyziologickou bariéru a vyvolat té€zké onemocnéni. Vétsina z nich tvofi spory a proto
vykazuji velkou odolnost k extrémnim podminkdm. Faktorti virulence a patogenity
je mnoho a zalezi na pfislusném rodu. Jsou to napi. hydrolytické enzymy, proteazy,
hyaluronidézy, enterotoxiny.

Mikroskopicky mohou byt grampozitivni nebo gramnegativni, zaleZi na rodu.

Spolecné pro tyto bakterie je, ze k ristu vyzaduji pfitomnost kysliku ve velmi nizké
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koncentraci a pro né¢které je pritomnost kysliku toxicka. Laboratorni diagnostika
se opira o mikroskopii, kultivaci a biochemické vlastnosti. Doba kultivace je 48 hodin
pii 37 °C v anaerostatu. Pro kultivaci se pouziva obohacena piida Schaedleriiv agar.
Jedna se o obohacenou ptdu o ristové faktory, jako je napt. hemin, kvasnicny extrakt,
vitamin K. Obsahuje redukujici latky cystein a glukézu. (11)

Celkovy pocet zachycenych anaerobnich bakterii v letech 2011-2015 byl
48 druhii. Nejvice byl zastoupen rod Bacteroides species (20 zachyti),
Peptostreptococcus anaerobius (5), Bacteroides fragilis (3), Lactobacillus species (3),
Peptostreptococcus species (3), Prevotella species (3), Propionibacterium acnes (3),
Bifidobacterium species (2), Propionibacterium species (2), Actinomyces species (1),

Clostridium species (1) a Eubacterium aerogenes (2).

3.4.6. Kvasinky

Spektrum druhti kvasinek, které mohou zpusobit infekci, je dosti Siroké.
Identifikace kvasinek proto neni snadna. Rod Candida se vyskytuje v klinickém
materidlu nejcastéji, proto je nejvyznamnéjs$i. K plvodcim lidskych infekci patii
predev§im druhy Candida albicans, Candida glabrata, Candida crusei, Candida
tropicalis a dalsi. U vétsiny jedinci miizeme najit v malém poctu kvasinky jako soucast
zazivaciho traktu, u dospélych Zen v pochvé aniZ by dosSlo k vyvolani infekce. Kdyz
dojde k oslabeni organismu onemocnénim, vznika kvasinkova infekce.

Mortalita invazivnich infekci vyvolanych kvasinkami je 30-40 %, pokud
se terapie zahdji pozdéji nez 12 hodin od vzniku infekce. (9)

Nalez kvasinek, jako ptvodct novorozenecké sepse v obdobi 2011-2015, byl

pouze 7 zachytu.

Candida albicans

Podle charakteru prostfedi tvofi morfologicky blastokonie, hyfy, pseudohyfy,
chlamydokonie a zarode¢né klicky. Tyto utvary se lisi tvarové, barvi se grampozitivné.
Faktorem virulence jsou hlavné: termélni dimorfizmus, produkce uredzy, protedzy,
adhese k anorganickym a organickym povrchtim. (10)

Kultivaéné je nenaro¢na, dobie roste pii 28-30 °C, vyroste za 24 hodin.

Na krevnim agaru tvoii drobné kolonie s typickou viini chleba. Na Sabouraudové agaru
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s 4% glukézou roste ve velkych, krémovych, neprithlednych koloniich, matného
povrchu s typickou vini chleba. (10)

Onemocnéni mize mit podobu od koznich a slizni¢nich kandidéz, az po infekce
dychacich cest, traviciho traktu, urogenitalniho systému az po zavazné endokarditidy

a sepse. Kandidova sepse nejvice ohroZzuje extrémné nedonosSené novorozence. (8)

3.5. Terapie

Terapie novorozeneckych sepsi je komplexni a zahrnuje 1é¢bu kauzalni, tedy anti-
mikrobialni, a podpirnou, jejimz tkolem je stabilizace klinického stavu ditéte, dale

terapii komplikaci spojenych se sepsi a podporu imunitnich funkei. (7)

3.5.1. Kauzalni terapie

Vybér vhodného antibiotika vychazi velmi ¢asto z ur€itého predpokladu mozného
nejpravdépodobnéjsiho vyvolavajiciho agens. Jiné to je v pfipadé casné sepse, pozdni
sepse ¢i nozokomialni ndkazy. V 1écbe Casné formy sepse se nejcastéji pouziva
kombinace ampicilinu s gentamicinem, tato Sirokospektra antibiotickda kombinace
pokryva nejcastéjsi ptivodce. Pozdni forma sepse je Casto spojena s nozokomidlni
bakterialni florou. Vybér antibiotika zde vychazi ze znalosti spektra bakterii
konkrétniho oddéleni a jejich citlivosti. (7)

Podpiirna terapie ptredstavuje dileZitou soucast 1é€by novorozenecké sepse, kterou
neni mozno opomijet. Napomaha ke stabilizaci klinického stavu ditéte 1éCbou
komplikaci, které sepsi provazeji. Souéasti podpirné 1é¢by jsou piedev§im parenteralni
vyZziva nezbytna k dostatecnému piivodu tekutin a zakladnich Zivin, ventilaéni podpora
a obéhova podpora k podpote krevniho tlaku, hematologickd terapie. Imunologicka
terapie se provadi podavanim imunoglobulint. (7)

Antibiotika se novorozencim podavaji intravendzné. LéCbu zahajujeme
pfi podezieni na sepsi a pfi pozitivnim nélezu zanétlivych markerd. Doba podavani
antibiotik se omezuje jen na nezbytn¢ nutnou dobu dle patogena zptsobujiciho sepsi.

Dlouhodobé neopodstatnéné podavani antibiotik jednoznacéné zvySuje riziko

vyskytu rezistentnich bakterialnich kmend. (7)
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3.6.  Faktory ovliviiujici vysledek vySetieni infekci krevniho
recisté
3.6.1. Misto odbéru vzorku

Velmi dulezité pro vysetieni je zptisob odbéru vzorku, misto odbéru, objem krve
pro kultivaci a pocet odebranych hemokultur. VSechny tyto aspekty zasadnim zptisobem
ovliviuji vysledek vySetfeni a zvySuji uspesny zachyt bakterii.

K rutinnim diagnostickym metoddm pfi vySetieni septického stavu patii
vySetfeni hemokultury. Jedna se o odebranou krev do odbérové nadoby s kultivacnim
médiem. Dochédzi zde k pomnoZeni mikroba, nasledné¢ je provedena identifikace
a citlivost na antimikrobialni latky. Pro kultivaci 1ze odebrat rizné druhy krve.

o Venozni krev: Jedna se o nejbéznéjsi zpuisob odbéru. Odebira se z periferni Zily.
Vzhledem k castéjSimu vyuZzivani stalych Zilnich vstupl se nedoporucuje tyto
vstupy pouzivat pro odbér hemokultury. Hrozi zde riziko kontaminace.

o Arterialni krev: Krev se nejCastéji odebird z povrchovych zil koncetin nebo
Z povrchovych zil nad lebe¢nimi kostmi. U novorozencti se mohou pouzit zily
v temporalni oblasti.

o Pupecnikova krev: Jde o krev, ktera se daleko Iépe ziskava od novorozenct nez
vendzni krev. Jeji odbér se v soucasnosti nedoporucuje pro velké riziko

kontaminace. (2)

3.6.2. Doba odbéru vzorku

Optimalni ¢as pro odbér krve na hemokultivaci je velmi dulezity pro uspésné
zachyceni bakterii.

Odbéry vzorkli se provadi pfed zahdjenim antibiotické 1écby. Frekvence
samotného odbéru pro hemokultivaci se fidi charakterem klinického obrazu pacienta
a teplotni kiivky.

Optimalni je odbér minimaln¢ dvakrat béhem septické epizody a to vzdy po dvou
lahvic¢kach na hemokultivaci. Krev se odebird asepticky do hemokultiva¢nich lahvicek
pro kultivaci aerobni a anaerobni. U novorozencii se odebird jedna aerobni nebo
specialni pediatrickd lahvicka. V MNUL se odebird u novorozenct i hemokultivacni
lahvicka pro anaerobni kultivaci. K vyplaveni bakterii do krevniho teciSté dochazi

dvéma zplsoby:
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e Kontinudlni vyplavovani. V krvi je trvale pfitomna hladina bakterii, kterou je
mozno zachytit. Tento stav je spojen s té¢Zzkym poskozenim obranyschopnosti
organismu. Pro diagnostiku sepse je nejvyhodné;jsi.

o [ntermitentni vyplavovani. Zde dochazi k vyplavovani bakterii v urCitém casovém

intervalu. VEétSinou pii objeveni tiesavky a vzestupu teploty. (2)

3.6.3. Objem a odbér vzorku

Pti odbéru krve na hemokultivaci je potfeba dodrzovat postupy a techniky, které
jsou v souladu s laboratornimi zdsadami. Dulezité je dbat, aby nedoslo ke kontaminaci
atim k faleSné pozitivit¢ vzorku. Pred samotnym odbérem je potieba nechat
hemokultivacni lahvi¢ky vytemperovat na pokojovou teplotu. Pro odbér je potfeba
si uvédomit zasady spravné dezinfekce ktize. A proto se soucasné s odbérem provadi
I stér z kuze v misté vpichu, ktery nam slouzi k posouzeni piipadné kontaminace
hemokultury mikroflorou. Bézné se u dospélého Clovéka odebird minimalné¢ 5 ml
na jednu lahvicku, maximum je az 10 ml. U novorozenct se pii jednom odbéru odebira
1-2 ml, u vétsich déti 3—5 ml krve. Kazdy vyrobce hemokultiva¢nich lahvicek udava
svoje instrukce o objemu krve potfebného do hemokultiva¢ni lahvicky. (3)

Klinickéd data pro pftistroj VersaTREK/ESP kultivaéni systém II doporucuji odbér 1—
5 ml u dospélych pacientt a u pediatrickych 0,1-3 ml krve.

Septum lahvicek se dezinfikuje metanolem, etanolem nebo jinym dezinfekénim
pfipravkem. Ponecha se pfed vlastni inokulaci lahvi¢ek zaschnout. Nedoporucuje se
pouzivat dezinfek¢ni prosttedky na bazi jodu pro dezinfekci komercnich
hemokultivacnich systémil. Tyto piipravky poskozuji svym chemickym sloZenim
gumové septum lahvicky. Lahvi¢ka musi byt vzdy fadn€ oznacena. Dulezité je 1 spravné
vyplnéni zadanky o vySetfeni. Jedna se hlavné o udaje tykajici se ptedchozi 1écby, druhu

a doby trvani.

3.6.4. Transport a skladovani hemokultur

Odebrané hemokultury by mély byt transportovany do laboratofe co nejdiive
po odbéru avlozeny do hemokultivaéniho systému nebo byt inkubovany.
Mikroorganismy pfitomné v hemokultufe se totiz za€inaji mnoZit ithned po odbéru.
Pokud neni mozny transport hned, je potfeba uchovavat lahvicky pti pokojové teploté.

Nikdy nesmi byt po odbéru skladovany v lednici.
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3.7.  Hemokultivaéni systémy

3.7.1. Historie kultiva¢niho priikazu bakterii

Pro mikrobiologicky prukaz ptivodct infekci krevniho fecisté se v praxi vyuzivaji
metody ptfimé. V pribéhu déjin prodélaly veliky vyvoj. Béhem poslednich let se ustalily
na standartu hemokultivaci. (2)

Prvnim zplsobem kultivace krve bylo vyuziti krve jako kultivacniho média
(kultivace krevniho kolace). Tato metoda se pouzivala dlouho. VétSina bakterii byla
uzaviena uvniti krevniho kolace. Jejich rust byl pomaly a snadno ptehlédnutelny.
Pozdéji se =zaCala krev kultivovat v nadobkdch s tekutou kultivaéni pidou
Vv tzv. Patockovych nadobach. Do sedmdesatych let minulého stoleti si mikrobiologické
laboratofe vyrdbély hemokultivacni lahvicky sami. Zvlastni transportni varianta
hemokultivace, kterd se na naSem uzemi pouzivala v sedmdesatych a osmdesatych
letech, byl Hemotest I a Hemotest D. Postupné ale dochédzelo k nahrazovani
komer¢nimi vyrobky od firem zabyvajicich se vyrobou mikrobiologickych diagnostik.
Manudlni hemokultivaéni systémy piedstavovaly kombinace aerobni a anaerobni
lahvicky. (2)

Az s rozvojem pocitaci a mikroelektroniky doSlo k vyvoji poloautomatickych
hemokultivacnich systémti. Firma Becton Dickinson se syst¢tmy BACTEC byla
prikopnikem v tomto vyvoji. Zde bylo jako principu vyuzito prikazu oxidu uhli¢itého
radiometrickou metodou. Druhou firmou, kterd se vyrazné¢ podilela na vyvoji
hemokultivace je Organon Teknika. Tato firma pouzila jako princip stanoveni oxidu
uhli¢itétho pomoci senzoru umisténého v hemokultivacéni lahvicce. Pfistroje, které
pracuji na tomto principu, ovladly mikrobiologickou diagnostiku vySetfeni sepse

a pouzivaji se do dnesni doby. (2)

3.7.2. Hemokultivacni systémy

Principem detekce bakterii vyvolavajicich sepsi je jejich kultivace a pomnozeni
do takového mnozstvi, aby byly viditelné¢ prokazatelné jevy zplsobené jejich ristem.
Systémy muzeme délit podle stupné automatizace, zplsobu kultivace a detekéniho
mechanismu. (2)

Manualni kultivaci v dne$ni dob¢ nahradily automatizované hemokultivacni
systémy. Automatizovanych hemokultivacnich systémil je celd fada. Zminim okrajové

jen nékteré a blize se budu vénovat systému BacT/Alert 3D a systému VersaTREK/ESP
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kultiva¢ni systém II. S t€mito systémy jsem méla moznost se seznamit béhem své praxe

V laboratofi OKM v MNUL.

3.7.3. Manualni hemokultiva¢ni systémy
3.7.3.1. Klasicka hemokultura

Jednd se o sklenénou nddobu uzavienou Sroubovacim gumovym uzavérem.
Inokulace se provadi propichovanim gumového uzavéru. Tyto hemokultiva¢ni nadobky
se pripravovaly piimo v laboratofich. Jako kultivatni médium se pouziva naptiklad
tekuta puda brain heart infusion (mozko-srdcovy vytazek). Doba kultivace se pohybuje
od 1 az do 5 dnu pfi teploté 37 °C. Tyto lahvicky se vyockovavaji na pevné kultivacni
pady, véetné mikroskopie. Casta manipulace sebou nese riziko kontaminace a vysoké

naklady na vysetfeni.

3.7.3.2. Dvoufazova hemokultura (Castagnedova)

Jde o kombinace dvou kultivacnich médii, které se spolecné vyuzivaji
ke kultivaci. Lahvi¢ky obsahuji tuhou kultivaéni pidu a zaroven i tekuty bujon.
Kultivace zde probihd jako v béZné hemokultivaéni lahvicce. V pitipadé pozitivity

rostou kolonie na stén¢ lahvicky a jsou viditelné pouhym okem. (2)

3.7.3.3. Hemokultura s detekénim systémem na zakladé tlaku plynu -
Signal (Oxoid)

Riist bakterii zde probiha pomoci tlaku plynu (CO;) uzavieného v hemokultivacni
lahvicce. Tento systém se sklada ze dvou ¢asti. Prvni Cast je standartni hemokultivacni
lahvicka s gumovym septem. Druha cast je plastova pruhledna nadobka, opatfena
dlouhou injekéni jehlou a uzaviend vickem. V laboratofi se na lahvicku pfed zah4jenim
kultivace nasadi plastova prihledna nddobka. Béhem kultivace rostouci bakterie vytvari
plyn. Plyn svym tlakem vytlacuje hemokultivacni médium ptes dutou jehlu do plastové
prihledné nadobky. Detekce pozitivity je potom mozna pouhym okem. Z této nadobky
potom hemokultury vyockujeme na kultivaéni ptidy. Tento systém lze pouzit pro

aerobni i anaerobni kultivaci. (2)
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3.7.4. Automatizované hemokultivacni systémy

Princip téchto systémil je zaloZen na detekci zmén, které zplsobi bakterie svym
ristem. Vysoka citlivost a nepietrzité méfeni zkracuji dobu nutnou k detekci pozitivity.

Tyto systémy pouzivaji co nejbohatsi médium, které je nutné k zachyceni 1 velmi
malych a naro¢nych bakterii a zaroven je potfeba eliminovat nebo odstranit nezddouci
latky. Samotnd manipulace musi snizit riziko kontaminace na minimum. Bé¢hem svého

vyvoje se meénily principy vlastni detekce.

3.7.4.1. Otevriené systémy detekujici radioaktivni CO2

Kultivaéni médium obsazené v lahvicce obsahuje glukdézu znacenou
radioaktivnim uhlikem **C, ktera je metabolizovana na radioaktivni CO2. Pomoci jehly
se odebira z kazdé lahvicky vzorek plynu a méfi se jeho radioaktivita. Pii zjisténi
vysoké hladiny radioaktivity v lahvicce dojde k vyockovani. Takového principu

pouzival ptistroj BACTEC 225. (2)

3.7.4.2. Oteviené systémy detekujici spektrofotometricky CO;

Piistroje pouzivaly principu infraervené spektrofotometrické detekce COp,
vznikajictho metabolismem mnozicich bakterii. Dal§i manipulace s lahvickami byla
stejna jako u oteviené¢ho systému detekujiciho radioaktivni CO, Na tomto principu
pracoval naptiklad pristroj BACTEC 660. (2)

3.7.4.3. Uzaviené systémy detekujici spektrofotometricky CO;

Jedna se o infracervenou spektrofotometrickou detekci CO, vznikajiciho
metabolismem mnozicich se bakterii skrz sklo. Hemokultivaéni lahvicky vklada
do spole¢né méfici jednotky pohyblivé rameno. Zpracovani pozitivnich lahvicek

je identické s predchozimi systémy. Ptikladem je pfistroj BioArgos. (2)

3.7.4.4. Kontinualné monitorujici hemokultivaéni systémy

Tyto systémy piinesly do diagnostiky septickych stavi kvalitativni pfevrat.
Spole¢nych znaki je hned nékolik:

e spolecna integrovana kultivacni, detekeni a tiepaci jednotka
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e manipulace s lahvi¢kou je omezena jen na vlozeni do piistroje a nasledného
vytazeni po detekci pozitivity nebo ukonceni kultivace
e neinvazivni systém

e kontinudlni méfeni v intervalech 10 az 25 minut zvySujici rychlost detekce (2)

3.7.4.5. Spektrofotometricka detekce CO, pomoci senzoru

Ptistroje, které pracuji na tomto principu, jsou: BacT/Alert 120, BacT/Alert 240,
BacT/Alert 3D, MB/Bact, BACTEC 9120, BACTEC 9240. Blize se budu vénovat
ptistroji BacT/Alert 3D, ktery byl pouzivan na OKM v MNUL.

3.7.45.1. BacT/Alert 3D

Princip: Spektrofotometricka detekce CO, ktery vznika pii mnozeni bakterii, pomoci
senzoru na dné hemokultivacni lahvicky. Kultivaéni plidy oddéluje od senzoru
propustna membrana pouze pro CO, Béhem mikrobialniho metabolismu difunduje CO,
membranou do senzoru. Dochézi ke snizeni pH a zméni se jeho barva. Lahvicka
je kultivovana za stalého tfepani v pfistroji. Cely systém je fizen pocitaovym
programem, ten vyhodnocuje nartst koncentrace CO, Vv Case. (2)

Svételny a zvukovy signal upozorni na lahvicky, které pfistroj vyhodnotil jako
pozitivni. Kultivace zde probihd pfedem definovanou dobu a to dle druhu patogena
a typu lahvicky. Po uplynuti této doby jsou lahvicky vyhodnoceny jako negativni.

BacT/Alert 3D se sklada z kontrolniho modulu s vestavénym fidicim pocitacem.
K modulu jsou pfipojeny inkubatory a kazdy z nich obsahuje 4 kultiva¢ni jednotky.
Kontrolni modul se ovladd pomoci dotykového displeje. Vkladani hemokultivacnich
lahvicek se provadi pomoci ¢arového koédu, ktery je umistén na lahvicce. Vyhodou
tohoto systému je, Ze vylucuje kontaminaci a zaménu lahvicek. Kontinualni méteni
thned detekuje pozitivni lahvi¢ku. VSechny tyto aspekty znamenaji isporu pracovnich

sil 1 financi.
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Obrazek 5 - Pristroj Bact- Obrazek 6 - Odbérové lahvic¢ky Obrazek 7 - Pristroj Bact-
ALERT 3D (foto: Sarka systému Bact/ALERT (foto: ALERT 3D (foto: Sarka
Balackova) Sarka Balickovi) Balackov)

3.7.4.6. Detekce pozitivity pomoci plynu

Ptistroje zalozené na tomto principu detekuji pomoci tlaku vyvijeného nebo
spottebované¢ho plynu. Kazd4 lahvicka je opatfena adaptérem, jehoZ pomoci pfistroj
monitoruje tlak v prostoru hrdla lahvicky. (2)

Ptistroje, které na tomto principu pracuji, jsou VersaTREK/ESP kultiva¢ni systém
II, Difco ESP. OKM v MNUL v soucasné dobé vyuziva pro kultivaci zminény pfistroj
VersaTREK/ESP kultivaéni systém II.

3.74.6.1. VersaTREK/ESP kultivaé¢ni systém II

Hemokultivaéni systém vyuziva pro pocatecni krok pti mikrobidlni izolaci
bujonové médium, které je uvniti lahvicky Redox 1 (aerobni kultivace) a Redox 2
(anaerobni kultivace). Spotiebu plynu O, anebo produkci plynu CO,, H,, N, pfistroj
detekuje jako rdst mikroorganismu. K monitorovani lahvicek béhem Kkultivace
se pouzivd VersaTREK konektor, ktery vytvafi sterilni monitorovaci cestu mezi
pristrojem a lahvickou. Tento konektor se asepticky nasazuje na vrSek lahvicky. Spravna
pozice VersaTREK konektoru zajistuje propojeni s pfistrojem. Lahvicka se vlozi
do ptistroje bud’ k aerobni kultivaci, anebo anaerobni kultivaci pomoci carového kodu
umisténého na lahvicce. Pfistroj VersaTREK/ESP kultivacni systém 1I detekuje
mikrobidlni rist kontinudlnim monitorovanim spotifeby nebo tvorby plynu pies detektor
a hlasi riistovou odezvu (pozitivitu). Lahvicka se vyjme z pfistroje, odstrani se konektor,

vydezinfikuje se hrdlo lahvicky a vyockuje se obsah na kultiva¢ni pady. (12)
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Obrazek 8 - Pristroj VersaTREK/ESP
kultivacni systém (foto: Sarka Balackova)

Obrazek 9 - Pristroj VersaTREK/ESP
kultivacni systém s otevirenym boxem (foto:
Sarka Balackova)
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Obrizek 10 - Odbérové lahvitky VersaTREK Obrazek 11 - Odbérové lahvicky VersaTREK
REDOX 1 a REDOX 2 (foto: Sarka Balatkova) REDOX 1 a REDOX 2 s nasazenym konusem
(foto: Sarka Balackova)
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4. Prakticka cast

4.1. Zpracovani hemokultur a kultiva¢ni priukaz bakterii

OKM v MNUL v soucasné dob¢ pouziva pro detekci patogenti vyvolavajici sepsi
automatizovany hemokultivacni systém VersaTREK/ESP kultiva¢ni systém II, ktery
nahradil ptistroj BacT/Alert 3D.

Pti pfijmu hemokultivacnich lahvi¢ek Redox 1 (aerobni kultivace) a Redox 2
(anaerobni kultivace) do laboratofe dojde ke kontrole identifikaénich tdajt
na hemokultufe s privodnim listem. Pii shod¢ dostane vzorek laboratorni Ccislo
ajezapsan do laboratorniho informac¢niho systému. Pfed samotnym vlozenim
hemokultury do pfistroje je potieba provést dezinfekci gumového septa a nasadit
na lahvicku konektor. Konektor slouzi k vytvoteni sterilni monitorovaci cesty mezi
lahvickou inkubovanou v pfistroji a samotnym pifistrojem VersaTREK/ESP kultivacni
systém II. Pomoci ¢arového kodu, ktery je soucasti kazdé lahvicky, vkladdme lahvicky
do pristroje a laboratorni ¢islo zadavame pomoci dotykové obrazovky. Aerobni lahvicka
se béhem kultivace automaticky tfepe a tim dosahuje optimalnich podminek pro
kultivaci. Anaerobni kultivace probiha za stabilnich podminek. Kultivace vsech
hemokultur probihd 5 dni.

Pozitivni lahvicky pfistroj hlasi stabilnim cervenym svétlem a zvukovym
signalem. Pozitivni lahvicku vyjmeme z pfistroje. Nikdy hemokultivacni lahvicku
nenakldpime ani nepfevracime. Sunddme konektor z lahvicky a vyockujeme krev

na kultivacni piidy vcetn€ mikroskopie.

4.1.1. Mikroskopie

Provadi se u pozitivnich hemokultur. Septum hemokultury se vydezinfikuje
vhodnym dezinfek¢énim prostiedkem a necha se zaschnout. Pomoci odvzdu$novaci jehly
odebereme par kapek vzorku a provedeme nétér na mikroskopické sklicko. Po zaschnuti
a fixaci provedeme diagnostické barveni dle Grama.
zjisténi tvaru, uspotfadani a dalsi vlastnosti mikrobti. Podstata barveni spociva v rozdilné
barvitelnosti bakterii, kterd je ddna stavbou bunécné stény. Barveni rozdéluje bakterie
dvou zakladnich taxonomickych skupin na grampozitivni a gramnegativni. Obcas se 1ze

setkat 1 s utvary, které se jevi jako gramlabilni.
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Pro barveni pouzivdi OKM v MNUL barvici automat Poly Stainer. Jednd se
0 barvici automat, ktery obarvi najednou az 20 mikroskopickych skli¢ek. Preparaty
se vlozi do koSicku umisténého na pohyblivém rameni. Cely barvici proces
je naprogramovan a probiha sam bez casti laborantky. Doba barveni se zde pohybuje
okolo 15 minut.

K barveni je zapotiebi: Krystalova violet, aceton, Lugoliv roztok, Karbolfuchsin,

voda.

Postup barveni:
1. Fixace preparatu
2.Krystalova violet’ 20 sekund
3. Lugoliv roztok 20 sekund
4. oplach acetonem
5.oplach vodou
6. Karbolfuchsin 1 minuta

7.oplach vodou

8.suseni preparatu Obrizek 12 - Barvici automat Poly Stainer (foto:
Sarka Balackova)
ProhliZeni preparatu:

Pro mikroskopické hodnoceni se pouZiva opticky mikroskop za pouZiti imerzniho
systétmu pii zvétSeni 1000x. Imerzni roztoky jdou pfipravovany s indexem lomu
blizkym hodnotam skla. Snizuji ztratu svétla, ke kterym dochazi pii pirechodu paprskii
z prostiedi opticky hustsiho (sklo) do prostfedi opticky fid$iho (vzduch). (13) Pomoci

tohoto systému je obraz jasny a kontrastni.

Hodnoceni:

Grampozitivni bakterie se barvi tmavé modie, gramnegativni bakterie Cervené.
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4.1.2. Kaultivace a kultivaéni piady

Pro zpracovani pozitivnich hemokultur OKM v MNUL pouziva tyto ptdy:

4.1.2.1. Krevni agar

Ptipravuje se z 5% sterilni defibrinované berani krve, kterd se pridava
do agarového zakladu zchlazeného na 50 °C. Puda je obohacena o specialni smés
peptonii. Pfitomnost krve umoznuje prokazat hemolytické reakce urcéitych bakterii.
Na krevnim agaru roste vétSina patogennich grampozitivnich 1 gramnegativnich
bakterii. Sledujeme, zda bakterie tvoii hemolyzu. Doba kultivace je 24 hodin pti 37 °C,

pokud mozno v mikroaerofilni nebo aerobni atmosféte.

4.1.2.2. MacConkeyho agar

Jedna se o pudu, ktera je podobna funkéné i vzhledem Endové pidé. Obsahuje
laktozu, neutralni cerven, krystalovou violet’ a Zlu€ové soli. Selektivita plidy je zaloZena
na kombinaci ucinkii zlucovych soli (inhibice neenterickych bakterii) a krystalové
violeti (inhibice grampozitivnich bakterii). Diferenciace Enterobacteriaceae je zalozena
na jejich schopnosti fermentovat laktéozu, coZ navozuje okyseleni a projevi se
z¢ervenanim kolonii. Laktoéza pozitivni bakterie tvofi rizové kolonie, které maji nekdy
okolo sebe rtzovy precipitat (vysrazené zlu¢ové soli). Nefermentujici baktérie tvofi

bezbarvé kolonie. Doba kultivace je 24 hodin pii 37 °C, v aerobni atmosféte.

4.1.2.3. Sabouraudiiv agar

Obsahuje 24 % glukézy nebo maltdzy, vhodna antibiotika pro potlaceni ristu
bakterii (chloramphenicol, gentamicin), cykloheximid. Tato plida je urend pro rist
kvasinek a plisni. Jeji nizké pH je vhodné pro rlst plisni, zejména dermatofyt
a inhibuje doprovodnou bakteridlni floru. Cukry poskytuji potiebny zdroj energie,
antibiotika Sirokou inhibici bakterii. Cykloheximid je protiplisiové c¢inidlo, které
je primarn¢ aktivni proti saprofytickym plisnim a neinhibuje patogenni druhy. Kultivace
se pohybuje okolo 1 az 5 dni pii 27 °C a 37 °C.
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4.1.2.4. Schaedleriiv agar

Izola¢ni médium vhodné pro kultivaci anaerobnich mikroorganismi. Jednd se
0 obohacenou ptidu o ristové faktory, jako je napt. hemin, kvasni¢ny extrakt, vitamin K.
Obsahuje redukujici latky cystein a glukézu. Doba kultivace je 48 hodin pii 37 °C

V anaerostatu.

4.1.2.5. Mueller-Hinton agar

Jde 0 pevnou kultiva¢ni padu pro testovani antimikrobialni citlivosti metodou
difuzniho diskového testu v agaru. Pida obsahuje agar, Kaseinovy hydrolyzat
a definované koncentrace chloridu vapenatého, chloridu hote¢natého, chloridu

zine¢natého. Doba kultivace je 24 hodin pii 37 °C, v aerobni atmosféfte.

4.1.3. Zpracovani pozitivnich hemokultur

Po vyjmuti pozitivni hemokultury z pfistroje odstranime konektor. Hrdlo
hemokultivacni lahvicky vydezinfikujeme, sterilné nasadime odvzdusiovaci adaptér.
Na kazdou kultiva¢ni ptidu kapneme kapku krve z hemokultivaéni lahvicky. Ockujeme
krevni agar, MacConkeyho pldu, Sabouraudiv agar 2x (kultivace pii rlznych
teplotach). Pokud se jednd o anaerobni lahvi¢ku, pfiddvame Schaedleriv agar
pro zachyt anaerobnich bakterii. Piidy rozockujeme pomoci laboratornich klicek a dame
kultivovat do termostatu. Po uplynuti kultivaéni doby provedeme odecet kultivacni

pudy, nasledné identifikaci patogena a stanoveni citlivosti na antibiotika.

4.1.4. ldentifikace bakterii

Zékladni podminkou, pro provedeni jakéhokoliv identifikacniho postupu, je mit
k dispozici patogena v Cisté kultufe.

OKM v MNUL pouziva k identifikaci mikroorganismii metodu hmotnostni
spektrometrie  MALDI-TOF. Hmotnostni spektrometrie je feSeni pro rychlou

a spolehlivou identifikaci bakterii, plisni a kvasinek.

41.4.1. MALDI-TOF

Princip: Laser ozafi nanosekundovym pulsem smés vzorku a matrice, pficemz

matrice absorbuje energii pulsu a jeji rozklad ionizuje molekulu vzorku, pfedev§im
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ve vysokych koncentracich pfitomné ribosomalni proteiny. Pozitivné nabité ionty jsou
pak na kratkou vzdalenost urychleny silnym elektrickym polem a vstupuji do vakua
Vv trubici detektoru, kde se pohybuji rychlosti tmérnou jejich hmotnosti a naboji. Doba
letu se presné méfi a vypocetné se konvertuje na pomér molekulové hmotnosti a naboje.
(14)

Postup: Pro provedeni analyzy je potfeby mit vzdy Cerstvé namnozenou kulturu
stanovovaného vzorku. Vzorek pro identifikaci naneseme na tercik ocelové desticky
pomoci paratka. Po zaschnuti je oSetfen aplikaci MALDI matrice (a-kyano-4-
hydroxyskoficovad kyselina). Desticku po zaschnuti MALDI matrice vlozime
do pristroje. Pockame na vytvofeni vakua a spustime vlastni méteni.

Kolonie mikroorganismu je pak druhové identifikovdna porovnanim jejiho
hmotnostniho spektra s databazi obsahujici tisice referen¢nich molekularnich
identifikatort, ziskanych pro jednotlivé referenéni kmeny mikroorganismi. Vystupem
provedené identifikace je druhova identifikace mikroorganismi s pfifazenou hodnotou
skore. Identifikaci mizeme také provést po Ctyf hodinové inkubaci naockovaného
krevniho agaru (krev z hemokultury se pouze nakape na plotnu, nerozockovava se),
kdy je uz na plotné zfetelny nartst bakterie. Stanoveni piistrojem MALDI-TOF je tak
citlivé, Ze stac¢i malé mnozstvi vzorku. Pfistroj také umoziiuje identifikaci patogenti
pfimo z biologického materidlu nebo pozitivni hemokultury. Zde je ale potfeba provést
extrakci kyselinou mravenéi, nebo pomoci TFA (kyselina trifluorooctovd), ktera
je vhodna pro inaktivaci biologického materialu a odstranéni balastt ruSicich samotnou
identifikaci. Tento postup je Casov€ vice narocny a ne vzdy pifinese o¢ekavany vysledek.

Vlastni interpretaci vysledkl provadi vzdy mikrobiolog.
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Obrazek 13 - Hmotnostni spektrometr IVD
MALDI Biotyper Systém (foto: Sarka Balac¢kova)

4.1.5. Stanoveni citlivosti na antibiotika

Citlivost na antibiotika muzeme stanovovat bud diskovou difuzni metodou
(kvalitativni test) nebo dilucni metodou v mikrodestickach (kvantitativni test). Diflizni
diskovy test je nejrozsifenéjsi a je vhodny pro rutinni vySetfovani bakterii. Umoziiuje
jednoduchym zpisobem hodnotit citlivost pro vétsi pocet mikrobll a antibiotik.
Pro testovani pouzivame Mueller-Hinton agar bez krve a Mueller-Hinton agar s krvi
komer¢né vyrobené desticky stadou antibiotik v odstupnovanych koncentracich.

Pro kvantitativni stanoveni lze také pouZit ptistroj VITEK 2 Compact 30.

4.1.5.1. Diskova difizni metoda

Provadi se z narostlé kultury na kultiva¢ni pidé. Klickou pfipravime inokulum 2—
5 kolonii kultury ve fyziologickém roztoku o zdkalu 0,5 McFarlandova zakalového
standardu. Suspenze se naockuje suchym sterilnim tampoénem roztérem rovnomeérné

po povrchu Mueller-Hinton pudy ve tfech rtiznych smérech. Pro nanaseni suspenze
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muze byt pouzit izpusob pielévani ploten, zde je dosazeno rovnomeérného ristu
mikroba na agaru. Po zaschnuti se aplikuji antibiotické disky pomoci sterilni injekéni
jehly nebo otiskem dispensoru. Aplikace diskti by méla byt do 15 minut od naoc¢kovani.
Na jednu plotnu o poloméru 90 mm by se nemélo pokladat vice nez 7 diskd.
Antibiotické disky difunduji do pidy ihned, a proto se uz nesmi na ptidé pifemistovat.
Inkubace je 18 az 20 hodin pii 37 °C. Po inkubaci méfime primér inhibi¢nich z6n
Vv milimetrech jednotlivych testovanych antibiotik.

Pro hodnoceni inhibi¢nich z6n antibiotik vyuziva OKM v MNUL
poloautomaticky odecita¢ inhibi¢nich zon antibiotik - piistroj VISOR 2. Jedna se
0 poloautomat pro dokumentaci a hodnoceni vizualnich mikrobiologickych metod.
Praci na tomto pfistroji mizeme rozdélit do dvou fazi. V prvni fazi dojde k potizeni
snimku plotny digitalni kamerou, ktera se vkladda do mechanismu oto¢ného karuselu
pristroje. Foceni jedné plotny trva asi 2 sekundy. Soucasti pfistroje neni jen modul
pofizovani snimk, ale i analyticky modul zahrnujici identifikaci a méteni inhibi¢nich
z0n, sledovani ptirozenych rezistenci a sledovani fenotypii. Ve druhé fazi kvalifikovany
mikrobiolog validuje méfeni. Soucasti pfistroje je automatické ulozeni do databaze
a archiv. VSechna data jsou on-line ptfenaSena do laboratorniho informac¢niho systému.

To eliminuje riziko chyby ,,lidského faktoru®.

4.1.5.2. Dilu¢ni metoda v mikrodesti¢kach

Ptipravime inokulum narostlé kultury o poétu 2—5 kolonii ve 2 ml Mueller-Hinton
bujonu, kultivace probihd 2 hodiny pii 37 °C v termostatu. Poté objem inokula
smichame s 10 ml fyziologického roztoku a pomoci jehlového inokulatoru ockujeme
do mikrotitra¢ni desti¢ky. Pouziva se zmrazena, komerén¢ vyrobena mikrotitra¢ni
desticka, s poctem 12 sloupcii po 8 tadcich (celkem 96 jamek) pro 12 antibiotik.
Kultivace je 18 az 20 hodin pti 37 °C. Hodnoti se minimalni inhibi¢ni koncentrace

antibiotika, ktera se projevi jako zabrana rastu daného mikroba.
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5. Vysledky

Ke sledovani a diagnostice novorozeneckych sepsi se provadi odbér hemokultur.
Pozitivni hemokultura svéd¢i o infekei krevniho fecisté. V obdobi od roku 2011 az 2015
bylo na novorozeneckém oddéleni Masarykovy nemocnice v Usti nad Labem odebrano
celkem 5271 hemokultur. Z celkového poctu vSech odebranych hemokultur bylo 1047
pozitivnich. Pocet odbérti za kazdy sledovany rok, pocty pozitivnich a negativnich, jsou

uvedeny a znazornény v tabulce ¢. 1 a grafu €. 1.

Tabulka 1 - Po¢ty odebranych hemokultur na novorozeneckém oddéleni v MNUL v obdobi 2011-

2015

Cf,lalég}w POZITIVNI NEGATIVNICH

ROK | LEMOKULTUR HEMOI[<kL;]LTURY HEMOI[T(LSJ]LTURY
[ks]
2011 660 102 558
2012 796 286 510
2013 888 164 724
2014 1456 246 1210
2015 1471 249 1222
2011 - 2015

1600

1400
1200
800 )
H negativni hemokultury
600 B pozitivni hemokultury
400 -
200 -
0 - T T T T

2011 2012 2013 2014 2015
rok

H
o
o
o

hemokultur

poce

Graf 1 - Pomér hemokultur v MNUL za obdobi 2011-2015
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wevr

Frekvence vyskytl nejcastéjSich bakteridlnich druhti jsou uvedeny v nésledujicich
tabulkach a grafech. Na prvnim misté, s nejvétsim poctem vyskytu, je Staphylococcus
koagul4dzanegativni. Jeho pocet kazdy rok jednoznaéné prevySuje zastupce ostatnich

rodl. Zbylé rody jsou zastoupeny v mens$ing.

Tabulka 2 - Nalez bakterialnich druhii v pozitivnich hemokulturach v MNUL za rok 2011

Bakterialni druh pocet
Staphylococcus koagulazanegativni 85
Gramnegativni fakultativné anaerobni tyCky 8
Kvasinky 5
rod Enterococcus 2
Staphylococcus aureus 2

rok 2011

90 85

80 -
fé 70 - m Staphylococcus koagulaza
E 60 negativni
% B Gramnegativni fakultativné
E) 50 - anaerobni ty¢ky
o Kvasinky
o= 40 -
D)
? 30 - m rod Enterococcus
220 - = Staphylococcus aureus

8
10 - 5
B w2
0 - — -
druh patogena

Graf 2 - Nejcastéjsi bakterialni druhy v pozitivnich hemokulturach v MNUL v roce 2011
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Tabulka 3 - Nalez bakterialnich druhi v pozitivnich hemokulturach v MNUL za rok 2012

Bakterialni druh pocet

Staphylococcus koagulazanegativni 252

Gramnegativni fakultativné anaerobni tycky 19

Staphylococcus aureus 6

rod Enterococcus 5

Kvasinky 2

rod Streptococcus 2

rok 2012
300
252
250 - | Staphylococcus koagulaza

§ negativni
E B Gramnegativni fakultativné
‘_5‘ 200 T b rt vk
g anaerobni tyCcky

g m Staphylococcus aureus
< 150 -
§ ® rod enterococcus
2100 -
3 Kvasinky

g

50 - 19 = rod Streptococcus
6 5 2 2
0 n . .
druh patogena

Graf 3 - Nalez bakterialnich druhii v pozitivnich hemokulturach v MNUL za rok 2012
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Tabulka 4 - Nalez bakterialnich druhi v pozitivnich hemokulturach v MNUL za rok 2013

Bakteridlni druh pocet
Staphylococcus koagulazanegativni 132
Gramnegativni fakultativn€ anaerobni tycky 25

rod Streptococcus

rod Enterococcus
Anaerobni bakterie
Staphylococcus aureus

RN W

rok 2013

140 +—132

120 4 m Staphylococcus koagulaza
© negativni
= 100 B Gramnegativni fakultativné
24 anaerobni tycky
_§ 80 rod Streptococcus
>
o3
3 60 1 m rod Enterococcus
E
’§ 40 - = Anaerobni bakterie
= 25

20 - m Staphylococcus aureus

3 2 1 1
0 i ——
druh patogena

Graf 4 - Nalez bakterialnich druhi v pozitivnich hemokulturach v MNUL za rok 2013
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Tabulka 5 - Nalez bakterialnich druhi v pozitivnich hemokulturach v MNUL za rok 2014

Bakteridlni druh pocet

Staphylococcus koagulazanegativni 179

Anaerobni bakterie 25

Gramnegativni fakultativn€ anaerobni tycky 19

rod Enterococcus 13

rod Streptococcus 5

Staphylococcus aureus 5

rok 2014
200
179
180 -
m Staphylococcus koagulaza
5 160 1 negativni
;5 140 - = Anaerobni bakterie
]
§ 120 - . .
= ® Gramnegativni fakultativné
g 100 - anaerobni ty¢ky
:‘E 80 - m rod Enterococcus
g
§ 60 - rod Streptococcus
=40 - 5%
19 13 m Staphylococcus aureus
20 - I l 5 5
0 - . |
druh patogena

Graf 5 - Nalez bakterialnich druhi v pozitivnich hemokulturach v MNUL za rok 2014
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Tabulka 6 - Nalez bakterialnich druhii v pozitivnich hemokulturach v MNUL za rok 2015

Bakteridlni druh pocet
Staphylococcus koagulazanegativni 153
Gramnegativni fakultativn€ anaerobni tycky 42
Anaerobni bakterie 22
Staphylococcus aureus 12
rod Sreptococcus 11
rod Enterococcus 9
rok 2015
180
160 153 | Staphylococcus koagulaza
5 negativni
£ 140 1 , ,
2 B Gramnegativni fakultativné
% 120 A anaerobni tycky
E) 100 - = Anaerobni bakterie
Z 80 -
5 = Staphylococcus aureus
2 00 42
k3! rod Streptococcus
o 40 T
e 22
20 - I 12— 9 = rod Enterococcus
0 [] B

druh patogena

Graf 6 - Nalez bakterialnich druhii v pozitivnich hemokulturach v MNUL za rok 2015
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Z celkového vyhodnoceni vSech pozitivnich hemokultur a jejich rozdéleni podle
puvodct vyvolavajicich novorozenecké sepse vyplyva, ze vysoké zastoupeni bakterii
Staphylococcus koagulazanegativni, které jednoznac¢né vzdy v kazdém roce prevySovalo
svym poctem zbylé druhy, se odrazilo 1 v celkovém hodnoceni vSech bakteridlnich

druhd.

Tabulka 7 - Prehled celkového poctu bakterialnich druhi v pozitivnich hemokulturach za
sledované obdobi 2011-2015 v MNUL

Bakterialni druh pocet tj. %
Staphylococcus koagulazanegativni 801 76,5
Gramnegativni fakultativné anaerobni tycky 113 10,8
Anaerobni bakterie 48 4,6
rod Enterococcus 31 3
Staphylococcus aureus 26 2,5
rod Sreptococcus 21 2
Kvasinky 7 0,7

2011 - 2015
900
800 - 801 L] Staph.ylo’coccus koaguldza
negativni
= 700 - ® Gramnegativni fakultativné
~§ anaerobni tycky
2 600 - . .
E = Anaerobni bakterie
2 500 -
2 m rod Enterococcus
> 400 -
]
% 300 - m Staphylococcus aureus
3 200 ds
3 7 = rod Streptococcus
= 113 P
100 - A
7% 31 26 21 7 Kvasinky
O .
druh patogena

Graf 7 - Celkovy pocet bakterialnich druhi v pozitivnich hemokulturach za sledované obdobi
2011- 2015
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Tabulka 8 - Procentovy piehled vyskytu celkového poctu bakterialnich druhi v pozitivnich
hemokulturach za sledované obdobi 2011-2015 v MNUL

vy rok

Bakterialni druh 2011[2012[2013] 2014 2015
Staphylococcus koagulazanegativni 83,3| 88,1| 80,5| 72,8| 61,4
Gramnegativni fakultativné anaerobni ty¢ky | 7,8| 6,6| 152 7,7| 16,9
Anaerobni bakterie 0,0 0,0, 06| 10,2, 8,8
rod Enterococcus 20| 1,7/ 12| 53| 36
Staphylococcus aureus 20| 21| 06| 20| 48
rod Streptococcus 00| 0,7/ 18| 20| 44
Kvasinky 49| 0,7| 0,0/ 0,0 0,0

Zastoupeni mikrobii v procentech

100,0
90,0
== Staphylococcus koagulaza
80,0 negativni
70.0 == Gramnegativni fakultativné
' \ anaerobni ty¢ky
60,0 == Anaerobni bakterie
£ 50,0
=>=rod Enterococcus
40,0
30,0 #= Staphylococcus aureus
20,0 =0-rod Streptococcus
10,0
—— i
0.0 - . : . Kvasinky
2011 2012 2013 2014 2015
rok

Graf 8 - Procentovy pi‘ehled bakteridlnich druhi v pozitivnich hemokulturach za sledované obdobi 2011—
2015
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6. Diskuze

Septicky stav je velmi zdvazné a zivot ohrozujici onemocnéni. Pfimé potvrzeni
diagnozy je mozné pouze vysetienim hemokultur.

Béhem sledovaného obdobi 2011-2015 bylo na novorozeneckém oddéleni
Masarykovy nemocnice v Usti nad Labem odebrano celkem 5271 hemokultur. Z tohoto
celkového poctu bylo 1047 hemokultur pozitivnich, coz ¢inni 20 % vSech odebranych
hemokultur. V roce 2011 bylo odebrano 660 hemokultur (z toho 102 pozitivnich), v roce
2012 bylo odebrano 796 hemokultur (z toho 286 pozitivnich), v roce 2013 bylo
odebrano 888 (z toho 164 pozitivnich), v roce 2014 bylo odebrano 1456 (z toho 246
pozitivnich) a v roce 2015 bylo odebrano 1471 hemokultur (z toho 249 pozitivnich).
Zuveden¢ho vyplyvd, Ze v letech 2014 a 2015 zaznamenal odbér vzorkl
na hemokultivaci dramaticky nartst, a to témét o 50 %. Faktorii, podilejicich se
na takovém narastu, muze byt hned nékolik.

Jedna se o vyvoj a rozvoj zdravotnické péce v oblasti neonatologie, péci
0 novorozence S velmi nizkou porodni vidhou a extrémné nevyzradlé novorozence,
a Vv neposledni fad¢€ 1 o velikost spadové oblasti, kterou svoji péci pokryvad Masarykova
nemocnice v Usti nad Labem. Nezanedbatelny vliv mize mit i skuteénost, ze oddéleni
klinické mikrobiologie v MNUL zacalo v roce 2014 pouzivat novy automatizovany
hemokultiva¢ni systém VersaTREK/ESP (kultivaéni systém II). Lahvi¢ky pro tento
systém distribuuje a poskytuje samo oddéleni OKM a to bezplatn€ pro vSechna oddéleni
nemaocnice.

Ve studii Fakultni nemocnice Brno (dale jen FN Brno) na pracovisti détské
mediciny, se uvadi, ze v roce 2011 zachytili 190 pozitivnich hemokultur. Ve stejném
roce bylo v MNUL zachyceno pouze 102 pozitivnich hemokultur. V nésledujicich letech
ale doSlo v MNUL ke zvySenému zachytu pozitivnich hemokultur a jejich pocet je nyni
obdobny jako ve FN Brno. Udaje z obou nemocnic lze srovnat pouze ramcové, nebot
ve FN Brno nezname celkovy pocet odebranych hemokultur.

Dostupné udaje z celostatniho sledovani neonatalni sepse ve stat¢ Minnesota,
béhem obdobi 2010 az 2014 zahrnujici identifikaci sepse z krve a mozkomisniho moku,
ukazuji daleko mensi pocty pozitivnich hemokultivaci. V roce 2010 zde bylo nahlaseno
58 zachytt, v roce 2011 56, v roce 2012 40, nasledujici rok 2013 36 a v roce 2014 bylo

nahlaSeno 60 pozitivnich hemokultur. Tyto ¢isla jsou o polovinu mensi nez zachyty
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pozitivnich hemokultivaci v MNUL. Minnesota béhem celého sledované¢ho obdobi méla
pouze 250 pozitivnich hemokultur. Potom tedy pocet vyskytu pozitivnich hemokultur
Vv MNUL je zna¢né vysoky. Nevime, jaké divody takovy rozdil zptsobuji, ale urcité
nepujde o vliv jen jednoho faktoru.

Zachyt jednotlivych druhti bakteridlnich patogend je vyrazné ovlivnén zdrojem
nakazy, zivotni Grovni, socidlnim sloZzenim a zdravotnim stavem obyvatelstva. Svétova
literatura uvadi, Ze nejcastéjsim ptivodcem ¢asné novorozenecké sepse je Streptococcus
agalactiae, nasleduje Escherichia coli a to hlavné u novorozenci s nizkou porodni
vahou. Mezi nejcastéjsi puvodce pozdni novorozenecké sepse patii Staphylococcus
koagulazanegativni, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella a Staphylococcus aureus.

V souboru vyskytu jednotlivych patogent jako ptivodcti novorozenecké sepse, jak
ukazuji tabulky a grafy, je nejéastéji zachyceny bakterialni druh kazdy rok v pozitivnich
hemokulturach Staphylococcus koaguazanegativni a to s 801 zachyty béhem pétiletého
obdobi, coz ¢inni 76,5 % ze vSech zachycenych patogent. Z vysledkl je ziejmé, ze
ve vSech sledovanych letech patfily bakterie této skupiny k nejfrekventovanéjSim
nalezim v pozitivnich hemokulturach. Na velkém zachytu Staphylococcus
koagulazanegativnich bakterii Vv pozitivnich hemokulturach mohou mit vliv chyby
z preanalytické faze. Tyto chyby nemohou pracovnici laboratofe ovlivnit a ani neni
mozné posoudit, zda k t€émto chybdm opravdu doslo. Svétlo by do této problematiky
vneslo urcité pravidelné provadéni stéru z mista vpichu pfed odbérem hemokultury.
To neni vZdy dodrZeno. Svoji roli zde mize hrat pouZivani pupecnikové krve a Zilnich
vstupti pro odebirani na hemokultivaci. K interpretaci takovych vysledkd je tedy
potieba pfistupovat velmi opatrné€ a to jak ze strany lékare mikrobiologa, tak ze strany
neonatologa.

Ostatni zastupci, zpusobujici septicky stav novorozence, jsou zastoupeny
v celkovém hodnoceni v daleko mensim poctu. Mezi mikroorganismy s druhym
nejcastéjSim vyskytem mitizeme zafadit gramnegativni fakultativné anaerobni tyCky
s poctem 113 zachyti. Pak nasleduji anaerobni bakterie (48), rod Enterococcus (31),
Staphylococcus aureus (26), rod Streptococcus (21) a kvasinky se 7 zachyty béhem
obdobi péti let. Jak nazorn¢ ukazuji grafy a tabulky, zobrazujici jednotlivy vyskyt
zachycenych mikroorganismii kazdy rok, je potadi proménlivé. Piehled zachycenych
patogeni ve FN Brno za rok 2011 je obdobného slozeni, jako jsou pulvodci

novorozenecké sepse v MNUL. Zde je také na prvnim misté Staphylococcus
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koagulazanegativni nasledovan gramnegativnimi fakultativné anaerobnimi tyCkami,
rodem Enterococcus a druhem Staphylococcus aureus.

Za zajimavost lze povazovat stoupajici trend zachytu anaerobnich bakterii.
Srovnanim s vyskytem ve FN Brno za rok 2011, kde byl jeden jediny zachyt a v MNUL
za rok 2011 v této dobé zadny vyskyt lze zpozorovat, ze skuteCnost nardstu,
jak zobrazuji grafy a tabulky v nasledujicich letech, je dosti piekvapiva. Ale v obdobi
2014-2015 bylo vnasem souboru zachyceno 47 patogenti anacrobniho pivodu,
coz ¢inni zna¢ny narast béhem sledovaného obdobi. Tento fakt miize byt zplsoben
instalaci nového hemokultiva¢niho pfistroje VersaTREK/ESP kultivacni systém II
na OKM v MNUL v roce 2014, ktery nabizi vétsi citlivost a podminky pro zachyt téchto
bakterii.

Pokud srovname nase udaje o vyskytu jednotlivych patogenti v pozitivnich
hemokulturach s pracovisttm v Minnesoté¢ v letech 2010-2014, pak je vyskyt
jednotlivych ptivodcti novorozenecké sepse v MNUL upln€ jiného slozeni. Americti
autofi uvadéji na prvnim misté zastupce rodu Streptococcus, hlavné Streptococcus
agalactiae a to az s 95 zachyty. Za zminku stoji jeSt€ vys$§i pocet zachyti rodu
Haemophilus (12) béhem sledovaného obdobi. Dalsi skladba patogenti je obdobna jako
v MNUL. Rozdily v poctech ostatnich druhi uz nejsou tak veliké.

Z porovnanych vysledkd vyplyva, Ze screening téhotnych Zen na nosi¢stvi GBS
(Group B Streptococcus = Streptococcus agalactiae) v CR, ma piiznivy vliv na rozvoj
sepse u novorozence zpusobenou timto mikroorganismem.

Ze ziskanych udajii vyplyva, Ze diagnostika a 1é€ba novorozenecké sepse je stile
vice aktudlni. Odbériim na hemokultivacni vySetieni je proto potfeba vénovat zvysenou
pozornost a to jak ve fazi preanalytiky, analytiky tak i postanalytiky. Riziko ptipadné
kontaminace je potieba snizit na minimum. Lékati pak museji posuzovat rozvoj a vyvoj

tohoto onemocnéni nejen podle laboratornich nélezi, z vice klinickych pohledii.
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7. Zavér

Novorozenecka sepse je zavazné a zivot ohrozujici onemocnéni a proto stoji
Vv poptedi zajmu neonatologii. Nejvice jsou ohrozeny déti extrémné nezralé, kterych
V soucasné¢ dob¢ s rozvojem mediciny piibyva. V soucasné dob¢ neexistuje zadny
klinicky postup, ktery by spolehlivé identifikoval pfitomnost sepse. Automatizovany
hemokultivacni systém VersaTREK/ESP, piistroje VITEK 2 COMPACT 30 a MALDI-
TOF, které pouziva oddéleni OKM v MNUL, rychle detekuje ptivodce septického
stavu. Jejich vyhodou je eliminace rizika kontaminace pii laboratorni manipulaci,
uspora kultiva¢nich ptid a pracovniho persondlu. To vSe spolecné piinasi rychlé
stanoveni citlivosti a identifikaci mikroorganismu vyvolavajictho septicky stav
anapomahd zah4jit 1ékafim u novorozence vc€asnou lé€bu vhodnymi antibiotiky.
Celkovy pocet odebranych hemokultur na novorozeneckém oddéleni v MNUL béhem
pétiletého obdobi ¢inni 5271 a vypovida o dilezitosti tohoto vysetfeni. Z tohoto poctu
bylo 1047 pozitivnich. To ptedstavuje 20 % z celkového poctu odebranych hemokultur.
Vyskyt bakteridlnich druhti v pozitivnich hemokulturach béhem sledovaného obdobi
v letech 20112015 je dosti rozmanity. Z celkového poctu pozitivnich hemokultur
piipada nejvetsi zastoupeni pro mikroorganismus Staphylococcus koagulazanegativni,
coz je 76,5 %. Srovnanim s ostatnimi ptivodci je tento vyskyt dosti vysoky. Ale nelze
zde vyloucit kontaminaci kozni mikroflérou. Proto hodnocenim takovych nalezi
je potieba vénovat vétsi pozornost.

V souCasné dob& zaznamenavame velky rozvoj diagnostiky sepse pomoci
molekularnich metod, jako jsou PCR a genetické sondy. To urychluje diagnostiku
puvodct, ale vzhledem k rozmanitosti ptiivodci sepse jde o metody finanén€ narocné.
Aproto budou automatizované hemokultiva¢ni systémy jesté¢ dlouhou dobu patfit mezi

nejpouzivanéjsi metody pfi diagnostice sepse.
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8. Zkratky

ATB — antibiotikum

CAMP test — test slouzici k odliSeni beta-hemolytickych streptokokil

cm — centimetr

'C — radioaktivni uhlik

CO; — oxid uhlicity

FN Brno — Fakultni nemocnice Brno

GBS — Group B Streptococcus (Streptococcus agalactiae)

H, — vodik

IgG — Imunoglobulin G

JIP — jednotka intenzivni péce

MALDI-TOF — Matrix-assisted laser desorption/ionization - time of flight (Hmotnostni
spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice S pruletovym
analyzatorem)

ml — mililitr

MNUL — Masarykova nemocnice v Usti nad Labem

N — dusik

NaCl — chlorid sodny

O, — kyslik

OKM - oddéleni klinické mikrobiologie

PCR — Polymerase Chain Reaction (Polymerazova fetézova reakce)

pH — potential of hydrogen (zaporny dekadicky logaritmus aktivity vodikovych ionti)

SIRS — Systemic inflammatotory response syndrome (systémova zanétliva reakce)

TFA — TriFluoroacetic Acid (kyselina trifluorooctova)
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