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UVvOoD

Bakterie se vyskytuji vSude kolem nas a jsou ptivodci mnoha riznych infekénich
onemocnéni. V krajnich ptipadech mohou zplisobit i smrt svého hostitele. Pfesto ne
vSechny bakterie jsou ale skodlivé. Nékteré (napt. stievni bakterie) maji dileZitou ulohu
pro spravné fungovani naseho organismu, zijeme s nimi tedy v symbidze a nazyvame je
normalni (fyziologickou) mikroflorou lidského organismu. Tzv. probiotické bakterie se
pfidavaji do nékterych potravin, jako piiklad je mozné uvést bakterie rodu
Lactobacillus. Onemocnéni mohou zpusobit jak bakterie pochazejici z vnéjSiho
prostiedi, tak i bakterie z naseho vlastniho organismu. Toto nastava, pokud se bakterie,
zijici primarné tieba ve stfevech, dostanou do jiného organu. Typickym ptikladem
mize byt E. coli, kterd je za normalnich okolnosti soucasti sttevni mikroflory a je také

nejcastéjSim pivodcem infekci mocovych cest.

Predkladand prace se vénuje laboratorni diagnostice bakteridlnich onemocnéni,
predevSim se zam¢fenim na mikrobiologické laboratorni vySetfeni. V teoretické ¢asti se
vénuji nejdiive struéné komplexné diagnostice bakteridlnich onemocnéni. V dalSich
kapitolach se zaméiuji pouze na mikrobiologii a na bakteriologii jako takovou. Jsou zde
popsany zakladni principy mikrobiologické laboratorni diagnostiky, zejména
bakteriologické, a zakladni bakteriologické vySetfovaci postupy. Dale se ve své praci
zabyvam spravnym odbérem a zpracovanim biologického materialu pro bakteriologické
vySetieni. Tato ¢ast diagnostiky je velmi dulezita, nebot” spravny odbér a transport
materialu do laboratofe je zakladem pro spravny vysledek laboratorniho vySetfeni a
spravnou interpretaci vysledku klinickému 1ékafi, ktery v zavislosti na vysledcich
podavd pacientovi lé€bu. Tuto cast laboratorniho vySetfeni (téZ nazyvanou jako
preanalyticka ¢ast laboratorniho vySetieni) nemtze pracovnik laboratofe nijak ovlivnit.
Dale popisuji rizné metody stanoveni citlivosti bakterii k antimikrobidlnim latkam,
které jsou neméné¢ dulezitou soucasti laboratorniho vysetfeni. Zavérem teoretické Casti
popisuji moznosti automatizace v bakteriologické laboratorni diagnostice. Zde je tieba
upozornit na to, ze automatizace se V mikrobiologické diagnostice uplatfiuje mnohem

méng¢, nez je tomu v jinych oborech.

Prace pokracuje praktickou ¢asti. K provedeni praktické casti jsem si vybrala po
konzultaci s vedouci prace, MUDr. Janou Amlerovou, odd¢leni metabolické JIP

I. interni kliniky Fakultni nemocnice v Plzni. Toto odd¢leni bylo zvoleno proto, ze se
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zde nachazeji pacienti s velmi vaznym klinickym stavem, a Ize tedy predpokladat velké
mnozstvi odebiranych biologickych vzorkii s pravdépodobnou patologii. Sledovala
jsem, jaké vzorky zde byly pacientim odebrany a jakym zpiisobem byly nasledné
zpracovany — zda se jednalo o metody ,,klasické diagnostiky*, nebo zda se vice vyuziva
modernich automatickych metod stanoveni. Piehled odebranych vzorkii i1 jejich
zpracovani jsou uvedeny a popsany ve vysledcich. S timto souvisi 1 vyzkumna otézka,
kterou jsem si vzhledem k tématu prace polozila - ,,Jaka jsou kritéria pro volbu metody

Vv laboratorni diagnostice bakterii?*.
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TEORETICKA CAST

1 KOMPLEXNI LABORATORNI DIAGNOSTIKA

INFEKCNICH ONEMOCNENI

Diferencialni diagnostika infek¢nich onemocnéni je komplexni proces, ktery vede
ke spravnému stanoveni diagndzy, spravné 1€¢b¢, a tim k uzdraveé pacienta a zabranéni
Siteni infekénich agens v komunité. Zasadni soucasti tohoto procesu je diagnostika
laboratorni, na niz se podileji v rizné mife rizné odbornosti — mikrobiologie,
biochemie, hematologie, histologie a imunologie. Vysledky laboratornich vySetfeni
musi byt spravné interpretovany v souvislosti se stavem pacienta a také v souvislosti
S ostatnimi nalezy. Laboratorni metody v jednotlivych oborech se mohou prolinat (15).

Mikrobiologicka laboratorni diagnostika je popsana v samostatné kapitole.

1.1 Hematologicka vySetieni
Mezi hematologickd vySetfeni pii podezieni na infek¢ni ptivod onemocnéni patii
hemokoagula¢ni vySetfeni, stanoveni krevniho obrazu s diferencidlnim rozpoétem

leukocytti nebo sedimentace erytrocyti (15).

Sedimentace erytrocytu je rychlost klesani erytrocytt v nesrazlivé plazmé. Toto
stanoveni ma sice svd omezeni v diagnostice akutni faze zanétu, ale pro své snadné
provedeni je dnes stidle vyuzivano. Podle vysledkl lze rozliSit, zda je onemocnéni
bakterialniho nebo virového ptivodu — pfi bakterialnim onemocnéni jsou hodnoty velmi

vysoké, na rozdil od virového ptivodu onemocnéni, kde jsou hodnoty nizsi (15).

Na akutni fazi zanétu pii vySetieni Krevniho obrazu upozoriiuje ptedevsim
leukocytéza (zvySeny pocet neutrofilnich leukocytl). Stejné jako u sedimentace
erytrocytli jsou hodnoty bilych krvinek vyssi u bakteridlni infekce, nez u virové, kde
mohou byt pocty bilych krvinek normalni nebo snizené (16). U tézkych bakterialnich
infekei je patrné vyplavovani mladych forem neutrofilnich leukocyti bez segmentace jadra

— ty¢i, tzv. posun doleva (23).

1.2 Biochemicka vySetieni
V klinické biochemii se pfi stanoveni akutni faze infekéniho onemocnéni nejcastéji
vyuziva tzv. reaktanti akutni faze. Jedna se o bilkoviny, jejichz hodnota stoupéd pfi

akutni fazi zanétu. Nejcastéji takto stanovovanou bilkovinou je C reaktivni protein
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(CRP), ktery vsoucasné dob& nahrazuje stanoveni sedimentace erytrocytil, protoze
ke zvySeni hladiny CRP dochazi rychleji, nez ke zméné sedimentace erytrocytu.
Hodnoty CRP jsou vyssi u bakteridlniho ptiivodu infekce. Kromé CRP se stanovuje také
prokalcitonin (PCT), ktery je za normalnich okolnosti produkovan C bunkami §titné
zlazy jako prekurzor hormonu kalcitoninu (17). Pti systémové a zejména pii bakterialni
infekci ho ale produkuji i ostatni bunky v téle a nedochazi k jeho konverzi na kalcitonin
(15, 17, 18).

1.3 Imunologicka vySetieni

Béhem imunologického vysetieni se zjiStuje predevSim  koncentrace
imunoglobulinii v séru. JelikoZz se jednd o bilkoviny, tedy molekuly s elektrickym
nabojem, provadi se toto vySetfeni elektroforézou (19). Daéle je mozné vySetfit
specifické protilatky proti infek¢nim mikroorganismim, kdy se hodnoti titr protilatek.
Nemén¢ dilezité je také vySetfeni komplementu, at’ uz stanoveni jen jeho slozek
(zékladnim vySetfenim je stanoveni C3 a C4 slozek komplementu) nebo provedeni

funkéniho testu, ktery poukazuje na aktivitu celého komplementového systému (19).

1.4 Histologicka vySetieni

Soucasti diagnostickych postupt pii detekci infekéniho procesu v organismu je
vyuziti cytologickych a histologickych technik. Cytologické vysetieni zkouma bunky
piitomné v lozisku infek¢éniho procesu (24). Vysetieni bun¢k je mozné bud odbérem
stért, tekutych materidli nebo tzv. otiskem. Histologické vySetfeni je zaloZeno na

posouzeni charakteristik odebrané tkané (biopsie) a uréeni povahy onemocnéni (24).
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2 PRINCIPY MIKROBIOLOGICKE LABORATORNI
DIAGNOSTIKY

Laboratorni diagnostika v mikrobiologii obecné je dulezitad pro stanoveni pfiCiny
infek¢nitho onemocnéni, a tim tedy stanoveni diagndézy pacienta. Je jednim
ze zakladnich pilitt diferencialni diagnostiky v klinickych oborech. Cilem je zachyceni
infek¢niho agens jako pfi¢iny onemocnéni, jeho identifikace a uréeni moznosti spravné
1é€by, anebo alesponi prikaz reakce organismu na toto agens jako dikaz jeho
pravdépodobné pfitomnosti v organismu (viz nepiiméd diagnostika). Po rozpoznani
bakterialniho piivodce onemocnéni je stanovena citlivost na antibiotika, coz je dilezité
pro spravnou lécbu tohoto onemocnéni. Rozeznavame tedy mikrobiologii lékaiskou,
kterd je vice orientovdna na vlastnosti mikroorganismii a zabyva se pifedevS§im
patogennimi mikroby a mikrobiologii klinickou, ktera vyuziva znalosti lékaiské
mikrobiologie pii diagnostice a 1é¢b¢ infekéniho onemocnéni (1). Ve své praci se budu

zabyvat jednim z podobort 1ékatské mikrobiologie — bakteriologii.

Bakteriologie je obor mikrobiologie, ktery se zabyva strukturou a vlastnostmi
bakterii. Prvni, kdo vubec mikroorganismy objevil a popsal, byl Antoni
van Leeuwenhoek — byva oznacovan jako ,,otec mikrobiologie®. Dals§im prukopnikem
v mikrobiologii byl Louis Pasteur, ktery dokéazal, Ze mikroby mohou vznikat pouze
z mikrobi stejného druhu. Robert Koch byl rovnéz dilezitou osobnosti pro
mikrobiologii a predevsim pro bakteriologii — ,,otec bakteriologie* — prokazal piivodce
tuberkulézy (TBC) (Kochuv bacil) (4, 5).

2.1 Obecné o bakteriich

Bakterie jsou fazeny mezi prokaryotické organismy. Od eukaryotickych bunék se
lisi tfemi zakladnimi vlastnostmi. V prvé fadé se jedna o organizaci buné¢ného jadra.
Jadro prokaryotickych bunék je (na rozdil od bun€k eukaryotickych) haploidni. To
znamena, Ze je tvofenO pouze jednou molekulou DNA, ve které je uloZena veskera
geneticka informace bakterie. Jadro neobsahuje ani vlastni jadernou membranu ani

jadérko (5, 9).

Déle se prokaryota 1iSi absenci nékterych bunéénych organel, jako jsou
mitochondrie nebo endoplasmatické retikulum. V neposledni fad¢€ je u bakterii i odliSna
funkce ribozomii. Ty se od eukaryot lisi v celé fad¢ dil¢ich funk¢nich a stavebnich

vlastnosti, ve velikosti a hmotnosti (5).
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2.1.1 Vztah mikroorganismu a makroorganismu

Moznost vzajemného pusobeni mikroorganismu a makroorganismu odpovida
obecné vztahu mezi dvéma biologickymi druhy. RozliSujeme tfi zdkladni vztahy. Bud’
se mize mikroorganismus chovat jako saprofyt (komenzal), kdy neposkozuje
makroorganismus a vyuziva jeho metabolity jako zdroj Zivin, nebo spolu mohou zit
v symbiéze — tehdy si jsou organismy vzajemné prospé$né, nebo se muze
mikroorganismus chovat jako parazit, kdy svymi metabolity poskozuje
makroorganismus a ochuzuje ho o potfebné ziviny. Takto se chova vétSina patogennich
mikroorganismi (patogenita ptedstavuje schopnost mikroba proniknout do téla

hostitele, pomnozit se vV ném a vyvolat onemocnéni) (5, 9).

2.2 Rist a mnoZeni bakterii

Bakterie se mnozi prostym délenim svych bun€k a rychlost mnozeni je ovlivnéna
celou fadou pusobicich faktorti — vhodné sloZeni atmosféry, dostatek biogennich prvkd,
zivin, apod. Za idedlnich podminek nariistd pocet bakterii geometrickou fadou
(ve skutecnosti se ale rychlost mnozeni bakterii postupné zpomaluje, protoze vycerpaji
Ziviny a hromadi se zplodiny jejich metabolismu). Cely proces mnozeni se nazyva
rustovy cyklus, ktery za¢inad oddélenim dcefiné bunky od matetské a konc¢i rozdélenim

na dv¢ identické bunky (5, 10). Tento proces ma n¢kolik fazi.

Prvni faze zahrnuje rast buiky, kdy vznikaji cytoplazmatické membrany,
cytoplasmy a rozdvojuje se DNA. Druhou fazi je tvorba septa, které roste ze stény
smérem ke stfedu buiiky, a v posledni fazi dochazi ke konecnému rozdéleni buriky,
kdy kazda dcetind buiika ziska kopii DNA a septum ji oddéli od druhé dcefiné bunky
(5, 10). Rozdélené buriky na sebe ale ¢asto naléhaji svymi st€énami, z ¢ehoz vyplyva

usporadani bakterialnich bunék, které pozorujeme v mikroskopu (7).

Dilezitym pojmem pii mnozeni bakterii je také genera¢ni doba. To je doba,
za kterou se zdvojnasobi pocet bakterii v kultufe. Je rizna u riznych druhti bakterii, ale
plati, ze pro vétSinu patogennich bakterii je to ptiblizn€ ptil hodiny aZz hodina. Existuji
samoziejmé i vyjimky, jako tieba Mycobacterium tuberculosis, které ma generacni
dobu az 12 hodin (5, 10).
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2.3 Taxonomie bakterii

Taxonomie je védni obor, zabyvajici se klasifikaci, nomenklaturou a identifikaci
bakterii. Klasifikaci se rozumi uspotadani do skupin podle vzajemnych vztaht bakterii,
tyto skupiny jsou obecné oznacovany jako taxony. Zakladni taxonomicka jednotka je
druh a pifibuzné druhy tvoii jeden taxon. Druhem tedy rozumime bakteridlni kmeny,

které maji spolecné znaky (7, 8).

Dalsi ¢asti taxonomie je nomenklatura, kterd pojmenovava jednotlivé druhy taxont.
Nomenklatura bakteridlniho druhu ma vzdy pouze jedno platné jméno, pfi¢emz toto
jméno je slozeno vzdy ze dvou Casti — prvni ¢asti se oznacuje rod pfislusné bakterie a

druhou ¢asti se oznacuje druh, napt. Streptococcus pyogenes (7, 8).

Identifikace, tedy urovani, je vlastné¢ zkoumani, pti kterém zjistime, do kterého jiz
oznacené¢ho druhu patii piislusnd bakterie. Identifikace se provadi na zékladé
morfologie, barvitelnosti, vztahu bakterie ke kysliku, rustu bakteridlnich kolonii
na kultiva¢nich pudach, apod. (7, 8). Samotna identifikace bude v této praci jesté

popsana.

2.4 Metody laboratorni diagnostiky v mikrobiologii

Metody mikrobiologické laboratorni diagnostiky Se daji rozdélit do dvou hlavnich
skupin — pfimy a neptimy prukaz (7). Béhem piimého prikazu se prokazuje piimo
pfitomnost mikroorganismu nebo jeho ¢asti v klinickém vzorku. Toto vySetieni lze
provadét mikroskopicky, kultivaén€, molekularné genetickymi metodami a nékterymi
sérologickymi metodami pfimého prikazu (viz dale). Pfi nepFimé diagnostice se
sleduje interakce mezi mikrobidlnim antigenem a imunitnim systémem
makroorganismu (protilatkovou nebo bunécnou imunitou). Hledame tedy znamky
imunitni odpovédi jako reakce makroorganismu na pfitomnost mikroorganismu, ktery

v organismu pacienta piedpokladame (2).
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3 LABORATORNI DIAGNOSTIKA V BAKTERIOLOGII

V bakteriologické laboratorni diagnostice se uplatiiuje predevsim diagnostika
pifima. Mezi jeji zékladni postupy patii prikaz mikroskopicky, kultivacni, dale se
vyuziva prukaz molekuldrné geneticky a prikaz antigenii sérologickymi metodami.
U patogent obtizn¢ prokazatelnych pfimou diagnostikou se vyuziva neptimy priikaz, a
to jak prikaz protilatek, tak v urCitych ptipadech i reakce bunééné imunitni slozky

(napt. prukaz latentni tuberkulozy) (1).

3.1 Mikroskopie

Mezi zakladni metody laboratorniho prikazu infekéniho agens v mikrobiologii
patii mikroskopie. Jedna se o rychly prikaz z kultivaéné zachyceného mikroba nebo
ptimo ze vzorku klinického materialu. Nejcastéji pouzivanym mikroskopem je
mikroskop opticky. Déle je mozno pouzit elektronovy mikroskop, ktery vSak své
uplatnéni nachazi predev§im ve virologii, nebo mikroskop fluorescencni, ktery slouzi

k diagnostice pomoci fluoreskujicich latek (2).

Pied samotnym mikroskopovanim je nutné zhotovit preparat z odebrané¢ho
materidlu. Preparat mize byt bud nativni — na podlozni sklo se nakape tekuty
material, tuhy se rozetie v kapce fyziologického roztoku, piekryje se krycim sklickem a
pozoruje se, nebo se zhotovi fixovany (barveny) preparat — material na podloznim
skle se necha zaschnout, fixuje se protazenim v plameni nebo metanolem, obarvi se

podle zvolené metody a prohlizi se (2).

Zakladnim barvenim v bakteriologii je barveni dle Grama. Postup tohoto barveni je
velmi jednoduchy — byvd oznacovan zkratkou VLAK. Na zkoumany vzorek
na podloznim skle se postupné nanasi roztoky — nejdiive krystalova violet, Lugolav
roztok, alkohol, nasledné¢ se preparat promyje vodou a nakonec se nanese
karbolfuchsin. Takto pfipravené mikroskopické preparaty se prohlizi pod zvétSenim

1000x s pomoci imerzniho oleje (2).

Gramovo barveni rozdé€luje bakterie na grampozitivni (v mikroskopu vidime jako
modré bakterie) a gramnegativni (Cervené bakterie). Zabarveni je zptisobeno odlisSnou
stavbou bunécné stény bakterii. Grampozitivni bakterie obsahuji ve své bunécné sténé
piedev§im polysacharidy a velmi malo lipidi. Krystalova violet’ tvofi s Lugolovym

roztokem modrou komplexni barvu a pii navrstveni alkoholu nedochazi k jejimu
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vymyti. Naopak gramnegativni bakterie maji ve své sténé¢ mnohem vétsi pomeér
lipopolysacharidii a pii navrstveni alkoholu dochazi k prodéravéni bunécné stény a
K vyplaveni modrého komplexu, tvofeného violeti a Lugolovym roztokem
v ptedchozich krocich (2).

Neékteré bakterie se mohou barvit jak modie, tak ¢ervené, ty nazyvame gramlabilni.
Jiné bakterie se Gramem barvi velmi obtizné. Na tyto bakterie se vyuziva barveni dle
Ziehl-Neelsena, v mikroskopu je pozorujeme jako Cervené tycky na zeleném nebo
modrém pozadi. Kvili své odolnosti viici odbarveni kyselym alkoholem nesou oznac¢eni

acidorezistentni (rod Mycobacterium) (2,7).

V piipadé specidlnich pozadavki je mozné vyuzit i jiné metody barveni, napf.
barveni dle Burriho na bakteridlni pouzdra, dle Giemsy-Romanowského pro barveni

vaginalnich sekrett (7).

3.2 Kultivace

Dalsi standardni metodou prikazu bakterie je kultivace. Ta se provadi
naockovanim odebraného klinického materidlu na vhodnou kultiva¢ni pidu. Nasledné
se inkubuje pfi optimalni teploté (standardné 35-37 °C) a vyhodnocuji se narostlé
kolonie (7). V bakteriologii a mykologii ptedstavuje kultiva¢ni prikaz zakladni a

vvvvvv

na rychlosti mnozeni dané bakterie (2, 4).

Pii kultivaci je nutné dodrzovat kultiva¢ni podminky nezbytné pro jednotlivé druhy
bakterii. Mezi kultivacni podminky patii teplota (rozd€luje organismy na mezofilni,
psychrofilni a termofilni), vlhkost, pH, slozeni plynného prostredi (rozd€luje kultivaci

na aerobni a anaerobni) a dostate¢né mnozstvi zivin a biogennich prvki (2, 4).

3.2.1 Typy kultivaénich médii

Kultiva¢ni pudy mizeme rozdé¢lit na tekuté a pevné. Tekuté pudy (bujony,
masopeptonové vody apod.) vétSinou slouzi k pomnozeni bakterii — rust se projevuje
zakalem, tvorbou sedimentu nebo povrchové blanky. Zakladem pevnych (agarovych)
pud je agar z moiské fasy obohaceny zivnymi latkami. Na pevnych piadach bakterie
rostou ve form¢ kolonii. Zakladni pevna kultiva¢ni pida, ktera je vhodna pro kultivaci
vétsiny bakterii, se nazyva krevni agar, krom¢ Zzivného agaru obsahuje erytrocyty

(berani nebo konské) (2,7,10). Podle barvy, vzhledu a zapachu kolonie muzeme
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orientacn¢ usuzovat na druh bakterie. Pro kultivaci bakterii se vyuzivaji také pudy
selektivni. Ty obsahuji kromé zakladnich latek riizné chemikalie, které potlacuji rast
urcitych bakteridlnich druhti a naopak rast nékterych druhli umoziuji. Tyto piady se

vyuzivaji, pokud je nutné néktery bakterialni kmen izolovat ze smiSené kultury (2, 4).

Pro zékladni identifikaci muzeme vyuzit diagnostické pidy, které obsahuji
biochemické latky (substrat), které odhali biochemické vlastnosti mikrobl
(napf. produkce ur€itého enzymu bakterii zméni substrat a to se projevi v pfitomnosti

indikatoru barevnou reakci). (2, 4, 7).

V soucasné dobé jsou v rutinni diagnostice hojné vyuzivany pidy selektivné
diagnostické (napt. Endova pida nebo McConkey), které maji ob¢ tyto vlastnosti
spole¢né (7). Pro spravnou diagnostiku je dilezity spravny vybér kultivaéni pudy a
izolace bakteridlniho kmene v Cisté kulture. Pro transport vzorkli do laboratofe jsou
vyuzivana tzv. transportni média (napf. Amiesovo, Stuartovo), ktera zajisti podminky

pro pieziti bakterii béhem transportu (2, 4).

3.3 Molekularné genetické metody

Molekularné¢ genetické metody jsou charakteristické vysokou specificitou a
senzitivitou (7). Vétsina téchto metod vyuziva pro sva stanoveni vySetfovanou
nukleovou kyselinu (DNA) zbavenou uréitého podilu bilkovin. Tyto metody se
vyuzivaji k detekci patogent ve vzorku klinického materialu i k identifikaci agens
(viz dale). Nejprve musi dojit k izolaci DNA z bakterialnich bunék. Pfi tomto procesu
jsou rozruseny chemickou cestou jednotlivé komplexy DNA. Izolovand nukleova

kyselina (NK) je poté zkoumana metodami hybridizaénimi nebo amplifika¢nimi (21).

Hybridiza¢ni metody (tzv. sondy) se vyuzivaji predevsim k identifikaci mikrobu

pfedem namnozenych napiiklad kultivaci (25).

Mezi amplifikacni reakce patii v rutinni diagnostice nejcastéji pouzivana metoda
polymerazova fetézova reakce (PCR) (7). Tato metoda je zaloZzena na opakovani tii
cykli vlivem zmény teplot reakéni smési. Nejprve dochazi k rozlozeni dvouvlaknové
DNA na jednotliva vlakna. Poté se pripoji dva kratké nukleotidy (tzv. primery)
komplementarni ke specifickym usekim na vlaknech DNA, dojde tak k vymezeni
kratkého useku DNA, ktery se nasledné ve tfetim kroku mnozi (amplifikuje). Detekce

amplifikace se provadi pomoci DNA sondy nebo elektroforézou. Metoda Real-Time

20



PCR umoziuje detekci amplifikované DNA v redlném case v pribéhu reakce, a tim
kvantifikaci vysledku. Amplifika¢ni reakce mohou byt vyuzity k detekci i k identifikaci
infekéniho agens (3, 25).

3.4 Sérologické metody pirimého prikkazu — aglutinace a precipitace
Sérologicka reakce je reakce mezi antigenem a protilaitkou. Pokud prokazujeme
protilatky, jedna se o nepfimy prikaz (viz dale), pfi prokazovani antigenu se jedna
0 prikaz piimy. Pfi aglutinaci dochazi k reakci mezi korpuskularnim antigenem a
protilatkou za tvorby viditelného aglutinatu. U precipitace reaguje antigen v roztoku

s protilatkou za vzniku jemného precipitatu (2, 7).

3.5 Sérologické metody neprimého prikazu

Protilatky se prokazuji v séru, popft. i v jiném biologickém materialu, jakym muze
byt napft. likvor. Principem téchto metod je detekce protilatek v pacientoveé séru pomoci
znamého antigenu. Samotnou reakci mizeme rozdélit na dvé faze, kdy pii prvni fazi

dochazi k vazbé antigenu na protilatky a pfi druhé fazi se tento komplex zviditelni (15).

Tyto metody jsou pouzivany také v imunologii, diagnostika infek¢énich onemocnéni
se nazyva infekéni sérologie. Podle typu metody je mozné vysledky interpretovat
kvalitativné nebo kvantitativn€é. Nezbytna je spravna interpretace vysledku

sérologického vysetfeni v souvislosti s dal§imi nalezy a stavem pacienta (1, 2, 25).

3.6 POCT metody

V soucasné dobé dochazi také k rozvoji a vyuzivani tzv. POCT metod (point-of-
care tests), coz jsou metody provadéné in vitro v misté péce o pacienta s cilem urychleni
diferencialni diagnostiky. V mikrobiologii maji omezeny vyznam, ale jejich pfinos je
nezanedbatelny. Stanoveni je jednoduché, vysledek je dostupny do nékolika minut.
Z téchto testll je nejvice vyuzivany test pro stanoveni CRP, coz pfispiva k odliSeni
bakteridlni a virové infekce a tedy k rozhodnuti o zahajeni antibiotické 1écby. Dale je
mozné vyuzit napf. rychly imunochromatograficky test pro detekci pyogennich

streptokokti ve vytéru z krku (2, 26).
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4 ODBER MATERIALU NA BAKTERIOLOGICKE

VYSETRENI

Spravny odbér klinického materialu je zakladem jakéhokoliv laboratorniho
vySetieni. VéEtSina laboratornich chyb béhem vySetfeni je zplisobena pravé Spatnym
odbérem (7). Odbér vzorku klinického materialu musi probéhnout podle pfesné danych
kritérii, aby se zabranilo kontaminaci materialu, aby bylo ziskdno dostate¢né mnozstvi
materialu a aby byl vzorek odebran ze spravného mista. Pouze spravné provedeny odbér
spolu se spravnym transportem do laboratofe vede k validnimu vysledku celého
laboratorniho procesu. Materidl musi byt do laboratofe dopraven a zpracovan v CO

nejkratsim case (1, 7, 20).

Odbér biologického materidlu se provadi pfi podezieni na infekéni pavod
onemocnéni — je tedy nutné v kazdém vzorku predpokladat ptfitomnost infekéniho agens
a nakladat s nim jako s potencialn¢ infek¢nim, tzn. pouzivat ochranné prostiedky.
Samotny odbér se provadi podle lokalizace a druhu infekéniho onemocnéni, sterilnimi

nastroji do sterilnich nadob a spravnou technikou odbéru (6, 7).

Samotny proces vySetfeni ma nékolik fazi — nejdiive musi dojit K indikaci
vySetieni. O tom rozhoduje klinicky 1ékaf a posuzuje, zda se vySetieni vitbec provede a
jaké vySetieni ma byt provedeno. Poté dochazi k vlastnimu odbéru materialu (jeho
obecné zasady budou popsany dale) a k jeho transportu. Soucasné je nutno spolu se
spravné oznaCenym vzorkem dodat fadn¢ vyplnénou zadanku (pravodku). Ta je
nezbytnym dokumentem s vyznamem lékafskym (informace o pacientovi a o vzorku
klinického materidlu, ekonomickym (objednavka sluzby) a také pravnim (soucést
zdravotnické dokumentace). Je voditkem pro to, které vysetieni se bude provadét.
V laboratoti vzorek piijme pracovnik piijmu, ktery zkontroluje kvalitu materialu,
vyplnénou zadanku a identifika¢ni udaje pacienta. Na zadanku se zapiSe Cas pfijmu a
podpis pracovnika, ktery piijem provedl. Kazdému vzorku se ptidéli specifické
protokolové ¢islo, pod kterym je vzorek veden po cely proces vySetieni. Nasledné
dochazi k vlastnimu zpracovani vzorku podle druhu materidlu. Po dokonéeni

vysetfeni je vysledek interpretovan a odeslan zpét k indikujicimu 1ékati (7, 20).

4.1 Obecné zasady spravného odbéru materialu
Kazdy vzorek na jakékoliv mikrobiologické vySetteni musi byt odebran

ze spravného mista — tj. mista, kde 1ze ptfedpokladat pfitomnost mikroba, ve spravny

22



¢as — pokud mozno pied zahdjenim 1écby pomoci antibiotik, spravnym zpiisobem —
lege artis, asepticky a do spravnych odbérovych nadob, které musi byt spravné

oznacené a sterilni (8, 20).

Z4danky a odbérové nadobky musi byt itelné oznadeny jesté pred provedenim
vlastniho odbéru. Nesmi chybét ani kod diagnozy, kvali které¢ se pozaduje
bakteriologické vysetteni, identifikace pacienta, oddéleni, které zada vysetieni, a podpis
odebirajiciho pracovnika. Obecné plati, Ze vzorek by mél byt dopraven do laboratofe a
zpracovan nejpozdeji do dvou hodin po odbéru. Dilezitd je také spravna transportni

puda a spravna teplota pfi transportu, ktera je vétSiné piipadu piiblizné 20 °C (8).

4.1.1 Odbér moce

Vysetfeni moce se provadi pfi podezieni na infekci mocového Ustroji. Nejcastejsi
zpiisob je odbér sttedniho proudu moce do sterilni zkumavky. Zevni usti mocové
trubice je osidleno mikrobialni florou, proto odbér musi probihat po dikladném omyti
vodou a mydlem. Dal§i moznosti je odbér jednorazovym vycévkovanim mocového

méchyte, event. i suprapubickou punkci (4, 7).

4.1.2 Odbér krve

Odebira se zilni krev do specialnich lahvicek na hemokultivaci (tzv. hemokultura)
pro detekci aerobnich i anaerobnich bakterii. Podle standardnich postupti je doporu¢eno
odebirat hemokultury v sad¢ 2—-3 odbéru. Je dulezité, aby odbér probéhl za aseptickych
podminek (4, 13).

4.1.3 Odbér mozkomi$niho moku

Mozkomisni mok (likvor) se v bakteriologii vySetiuje pfedevsim pro diagnostiku
bakteridlni meningitidy. Velky vyznam ma toto vySetfeni pro v€asnou diagnostiku
napt. meningokokové meningitidy. Likvor se odebirda do sterilnich zkumavek

vV mnozstvi alespon 2 ml (4).

4.1.4 Odbér vytéru z lozisek
Odbér se provadi zrozhrani zdravé a zanétlivé zménéné tkané nebo ze spodiny

hluboké rany na vytérovku do transportniho média (20).
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415 Odbér materialu z primarné sterilnich lokalizaci

Odbér tekutého materidlu (vypotek, sekret...) se provadi do sterilni zkumavky.
Pfi podezieni na anaerobni infekci se muze vzorek poslat v injekéni sttikacce uzaviené
zatkou. Neni-li z riznych divodt mozné odebrat tekuty material, 1ze odbér provést
na vytérovku. Nezbytné je pak pouziti transportniho média napi. Amiesova nebo
Stuartova (7).

4.1.6 Odbér vzorki z hornich cest dychacich
Odebira se vétSinou vytér zkrku, nosohltanu event. nosu na vytérovku

do transportniho média (20).

4.1.7 Odbér vzorki z dolnich cest dychacich
Odbér sputa je vlastn€é vykaslani hlenu do specidlni nadobky, tzv. ,,sputni¢ky*.
Provadi se rano po hygiené¢ dutiny ustni. Mezi invazivni odbéry z dolnich cest

dychacich patii napt. bronchoalveolarni lavaz nebo dalsi specialni techniky (7).

4.1.8 Odbér vzorki z pohlavnich organii
Zpravidla se jedna o odbéry z Gsti mocové trubice, jak u muze, tak u Zeny. U Zeny
je jesté mozny stér z pochvy nebo cervixu. U posevnich vytéri by mél byt udan udaj

0 fazi menstrua¢niho cyklu. Pro transport je uzivana Amiesova puda (7).

4.1.9 Odbér stolice a vytéri z rekta

Pro kultivaci stfevnich patogent se provadi odbér vytérovkou, zavedenou opatrné
cca 2-3 cm za analni svérac, vzorek se odebird rotacnim pohybem, aby na vytérovce
byla patrna stolice. V nékterych piipadech (naptf. prukaz toxigenniho kmene

Clostridium difficile) se odebira vzorek stolice do sterilni nadobky (7).

4.1.10 Odbér tkani
Tkan se vétSinou odebird peroperacné nebo pii jiném invazivnim zékroku
do sterilni nadobky. Vysetfuje se i pitevni material, zde se doporucuje vétsi mnozstvi

tkan¢ opét do sterilni nadobky (7).

4.1.11 Odbér cizorodych materiala
VySetiuji se napiiklad chlopenni, cévni nebo kloubni nahrady, intrauterinni téliska,

katétry apod. Po vynéti se cizi téleso nebo jeho ¢ast vlozi do sterilni nadobky (7).
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5 ZPRACOVANI KLINICKEHO MATERIALU NA
BAKTERIOLOGII

Zakladni zpracovani klinickych vzorkd probiha kultivacné€, u vzacnych vzorki a
v dalsich indikovanych ptipadech se kultivace dopliuje mikroskopickym vySetienim.
Zakladni kultivace probihd na krevnim agaru, dle druhu klinického materidlu se
pridavaji dalsi diagnosticka a selektivni kultivacni média (1,7). U vzorkd
s ptredpokladanym mensim mnozstvim patogennich bakterii (napt. tekuté vzorky nebo
vytéry z rekta) se zaklada tzv. pomnozeni do pomnozovacich tekutych médii. Inkubace
probihda vétSinou 24 hodin pii 35-37 °C. Mikroskopické vysetfeni se provadi po

obarveni dle Grama (1).

5.1 Zpracovani moce

Nejcastéji zachycenymi mikroorganismy v moci jsou bakterie a kvasinky. Mo¢ se
kultivuje na krevnim agaru a na dal$i pidé vhodné pro kultivaci gramnegativnich
tyCinek, kterd se zvoli podle provozu laboratofe (nejcastéji Endiv agar, McConkey
agar). Pro zachyt kvasinek se vyuzivaji specialni selektivné diagnostické piady
(Candiselect, Sabouraudtiv agar) (7). Mo¢ se zpracovava kvantitativné (1). Za klinicky
vyznamny se povazuje nalez vice nez 10° mikrobt v 1 ml. NejcastéjSim piavodcem

mocovych infekci je Escherichia coli (az 80 % ptipadi) (6, 7).

5.2 Zpracovani krve
Krev v hemokultiva¢nich lahvickach je inkubovana v uzavienych automatickych
systémech, detekce ristu bakterii probihd na zakladé méfeni metabolickych produktt

v lahvicce. Vysetfeni trva minimaln¢ tyden, zaleZi na druhu pfitomné bakterie (4).

5.3 Zpracovani mozkomi$Sniho moku

Likvor se hodnoti mikroskopicky a kultiva¢né. Je mozna také detekce antigent
nebo detekce bakterialni nukleové kyseliny molekularné genetickou metodou. Vzorek je
nutné dopravit do laboratofe co nejdiive po odbéru, protoze dochazi k postupnému

ubytku glukozy ve vzorku, k rozpadu bunck a k nartistu koncentrace laktatu ve vzorku

(4, 8, 12).
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5.4 Zpracovani vytéru

Vytér se naockuje na krevni a Endiv agar. Na krevni agar se naockuje jesté cara
Staphylococcus aureus pro zachyceni satelitnich bakterii napt. Haemophilus sp.
U vytéra z hornich cest dychacich lze pro lepsi zachyt nékterych patogenti pouzit urcité
disky s antibiotiky pro odclonéni normalni flory (napf. disk s vankomycinem a

kolistinem pro zachyceni patogennich neisserii) (2, 7).

5.5 Zpracovani vytéru z rekta
Pti bakteriologickém zpracovani vytéru z rekta se rovn€z pouziva vice kultiva¢nich
ptd, nejcasteji Endiv agar a ptida pro detekci stievnich patogenti, napt. XLD, ockuje se

i pomnozovaci tekuta puda (7).

5.6 Zpracovani sputa

Pied vlastnim zaloZenim kultivace se sputum nafedi mukolytickym roztokem, ¢imz
dojde k rozvolnéni hlenovych vlaken a uvolnéni mikrobt. Mikroskopickym vysetfenim
se zhodnoti validita sputa. Hodnoti se pomér leukocytii a epitelii. Pfevaha epitelii
ukazuje na piivod materidlu z hornich cest dychacich, coz je pro dalSi zpracovani
nevhodné. Sputum lze v urcitych indikacich zpracovat i kvantitativn€, v tomto ptipadé

je dale fedéno. Nalez v fedéni 10" a vys$§im znaci infekci dolnich cest dychacich (6).

5.7 Zpracovani stéru z pohlavnich organii

U wvytéra z pochvy a cervixu se provadi kultivace a mikroskopické vySetieni.
Sklic¢ka se zpracovavaji dvé — tzv. MOP (mikrobidlni obraz poSevni). Jedno skli¢ko se
obarvi podle Giemsy-Romanowského (hodnoceni vyskytu Trichomonas vaginalis) a
druhé podle Grama (hodnoceni bunék a bakterii) (4, 7). Kvasinky byvaji viditelné

v obou barvenich (7).
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6 IDENTIFIKACE BAKTERII

Identifikace bakterii je dilezita pfedevsim pro spravné urceni etiologického agens,
tedy bakterie, ktera zptsobuje infekci, a pro vhodné zvoleni nasledujici 1é¢by. Provadi
se celou fadou na sebe navazujicich identifika¢nich postupi a testd (10). Identifika¢ni
metody Ize rozdé€lit na fenotypové, a to konvencni, které jsou uréeny metabolismem
zivych a rostoucich bun€k v¢. sérotypizace, a molekularni, kam patii naptiklad analyzy
proteini a mastnych kyselin, dale pak na metody molekularné genetické (5). V této

kapitole bude problematika identifikace vice pfiblizena.

6.1 Metody fenotypové konvenéni

Mezi takové metody patii nasledujici uvedené v této podkapitole.

6.1.1 Morfologie bakterii

Prvni fazi identifikaéniho procesu je zpravidla hodnoceni bakteridlni morfologie
jednak mikroskopické a jednak makroskopické (vzhled kolonii na kultivaéni pidé —
viz dale). Tvar, velikost, uspofadani a barvitelnost bakterii Ize detekovat

mikroskopickou metodou, bézn¢ pouzivané zvétseni je 1000x (7).

Tvar bakterii je bud’ kulovity (koky), nebo tyCinkovity (bacily). Kratké tycinky,
které nejsou zaraditelné mezi koky nebo mezi bacily, oznacujeme jako kokobacily.
Tyc¢inky mohou mit rovnéz riizné tvary a zakiiveni — dlouhé tyCinky se oznacuji jako
vlakna, prohnuté tyCinky jako vibria, spiralovité ty¢inky jako spirochéty apod., nékteré
ty¢inky se mohou dokonce vétvit (napt. Actinomyces) (10). Koky ani ty¢inky nemuseji
mit pravidelné tvary — koky mohou byt oplostélé nebo zaspicatélé, tyC¢inky mohou mit

zase rizny vietenovity nebo kyjovity vzhled (5).

Bakterialni bunky maji rozpéti velikosti v fadu nékolika mikrometrii. Bakterie,
které jsou patogenni pro Clovéka, dosahuji nejcastéji velikosti mezi 1-3 um.

K drobné&j$im patogennim bakteriim patii chlamydie, rickettsie nebo hemofily (5, 7).

Usporadani bakterii je ovlivnéno jejich délenim. U koki je tomu tak, ze jedna
bunka zistava pfichycena na druhou buiku, a podle poctu bungk, které jsou K sobé
prichycené, se jejich usporadani oznacuje jako diplokoky, tetrakoky apod. Koky mohou
byt také uspotradany do tetizkll, coz pozorujeme u streptokokti, nebo do nepravidelnych
shluku, které vidame u stafylokoku. Ty¢inky jsou nejéastéji usporadany jednotlive, jen

velmi vzacné tvoii diplobacily nebo streptobacily (8, 10).
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Barveni bakterii mlze byt monochromatické nebo polychromatické.
K monochromatickym barvenim patii jednoduché barveni jednou barvou, a to
methylenovou modii nebo krystalovou violeti. Toto barveni informuje pouze
0 velikosti, tvaru a uspotradani bakterii, ale ne o tom, zda se jednd o bakterii

grampozitivni, gramnegativni nebo gramlabilni (7).

Gramovo barveni patii mezi polychromaticka barveni, ktera se provadi dvéma a
vice barvami. Princip byl uveden v kapitole 3.1. Jeho vyznam spociva v souvislosti typu
barvitelnosti s dalsimi vlastnostmi dané bakterie, napt. s jeji citlivosti na urcité skupiny

antibiotik (7).

6.1.2 Vztah bakterii ke kysliku

Podle vztahu ke kysliku mtizeme bakterie rozdélit do nékolika skupin (podle 7, 10).
Do prvni skupiny patii bakterie, které ke svému ristu a mnozeni vyzaduji pfitomnost
kysliku, a takové bakterie nazyvame aerobni. Dalsi skupinu tvoii fakultativné
anaerobni bakterie, které ke svému rastu a mnozeni kyslik pfimo nevyzaduji, ale
za jeho pritomnosti rostou daleko rychleji. Déle existuji mikroaerofilni bakterie, které
sice kyslik ke spravné funkci svého metabolismu vyzaduji, ov§em potfebuji ho desetkrat
méné, neZ je jeho koncentrace v atmosféfe, ktera ¢ini 21 %. Mezi kapnofilni bakterie
fadime bakterie, které vyzaduji pro svlij rist a mnozeni atmosféru s vyssi koncentraci
oxidu uhli¢itého. Do posledni skupiny patii obligatni (striktni) anaeroby, pro které je
kyslik toxicky a které rostou pouze Vv jeho nepiitomnosti. Pokud jsou vystaveny
prostfedi s obsahem kysliku, hynou béhem né¢kolika minut. Nékteré anaeroby dokazou
v prostiedi s kyslikem prezivat diky fakultativné anaerobnim bakteriim, které
z prostiedi kyslik odnimaji svoji aerobni respiraci. Zvlastni skupinou anaerobu jsou
aerotolerantni anaeroby, které sice pfitomnost kysliku snaseji, ale nemohou se Vv jeho

pritomnosti mnozit.

6.1.3 Ruiist bakterii na kultiva¢nich pidach

Podle typu rtstu bakterialnich kolonii na riznych kultivaénich médiich lze
posuzovat n¢které vlastnosti bakterii a Ize je délit do rtiznych skupin. Lze hodnotit
barvu a vzhled kolonii nebo jejich zapach. Jednim z kritérii, které je pozorovatelné na
KA, je mira hemolyzy erytrocyti a degradace hemoglobinu. Jako alfa hemolyza

(viridace) je oznaCovana zména Cerveného krevniho barviva na barvivo zelené, jako
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beta hemolyza je oznaCovano uplné projasnéni pudy, zpisobené kompletni lyzou

erytrocytu. Pii negativni hemolyze zlstava barva pudy beze zmény (7, 22).

6.1.4 Biochemicka identifikace bakterii

Biochemické vlastnosti bakterii jsou rodové a event. i druhové charakteristické.
Bakterie produkuji fadu enzymi, které jsou potfebné pro Stépeni Zivin i1 k syntéze
stavebnich struktur bakterie. K testim lze vyuzit diagnostické kultiva¢ni ptidy, testovaci
prouzky nebo sety biochemickych reakci ve zkumavce. Testy je mozné rozdélit podle

trvani na rychlé (n€kolik minut) a testy s inkubaci (hodiny az dny) (11, 27).

Principem téchto testli je pfeména dodané¢ho substratu bakteridlnim enzymem
na produkt, ktery se od substratu 1i§i zménou barvy nebo skupenstvim. Ke znazornéni
této reakce se v nékterych testech vyuziva indikator. V negativnim pfipadé¢ k zaddné

zméné nedojde (7, 11).

Biochemicka identifikace bakterii sleduje vysledky spektra biochemickych testl
U zkoumaného kmene a porovnava je s databdzi vysledki znamych rodd a druht.
Identifikace je tedy tzv. pravdépodobnostni (7). Krealizaci biochemickych testi je
nutna cista kultura bakterii, kterou chceme identifikovat. Kulturu kmene pfeneseme
do zkumavky, mikrotitracni desticky nebo na filtratni papirek s pfislusnymi
slou¢eninami a sledujeme reakci produktt bakterie (11).

Pro praxi je dulezité védét, Ze riizné testy jsou rizné naro¢né na Cas a maji také
ruznou citlivost. Vyhodnéj$i jsou samoziejmé citlivé a rychlé testy, kdy je vysledek
znamy jiz béhem nekolika vtefin nebo minut (napt. katalazovy test), u vétSiny testl je
ale nutné ¢ekat na vysledek nekolik hodin, ¢asto az do druhého den. Toto se tykéd vSech

testtl ve zkumavkach nebo v plastovych jamkach (7).

6.1.5 Sérotypizace

Sérotypizace neboli antigenni analyza je diagnosticky postup, ktery vede k rozliSeni
bakterii v ramci jednoho druhu do tzv. sérotypti, tedy podle jejich antigenni struktury.
Vyuziva se princip aglutinace bakteridlni kultury se specifickym antisérem.
V mikrobiologii je sérotyp povaZzovan za taxonomickou jednotku. Tyto metody se
vyuzivaji napt. vtypizaci Enterobacteriaceae, kdy napi. rtzné sérotypy mohou

vykazovat rizny stupen virulence. Dilezity je i vyznam epidemiologicky (7).
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6.2 Metody fenotypové molekularni

Tyto metody pouzivaji k dosazeni vysledku analyzu rGznych molekulérnich
struktur dané bakterie. Vysetieni fenotypu je zde doplnéno chemotaxonomickymi udaji
(31). Mezi tyto metody patii chromatograficka analyza, hmotnostni spektrometrie, dale

pak napt. elektroforeticka typizace proteint, multilokusova enzymova elektroforéza (33,

36).

6.2.1 Chromatografie

Principem chromatografie obecné je rozdilna rychlost pohybu latek v soustavé dvou
fazi — mobilni a stacionarni. Jednotlivé slozky vzorku jsou unaseny mobilni fazi. Podle
upoutani k staciondrni a mobilni fazi Se nckteré slozky se pohybuji rychleji a jiné
pomaleji. Pro identifikaci mikrobl se pouziva plynova chromatografie, coz je detekce
mastnych kyselin jako koneénych produkti bunééného metabolismu. Vzorek je v toku
plynu unaSen kolonou, slozky se separuji v kolon¢ na zaklad¢ odlisné schopnosti poutat
se na stacionarni fazi. Komponenty opoustéjici kolonu jsou zaznamenany detektorem.
Z ¢asového prubéhu signdlu vyhodnoceného detektorem se urci druh a kvantitativni

zastoupeni slozek (34).

6.2.2 Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemickd metoda, jejimz principem je
stanoveni molekulové nebo atomové hmotnosti latek ve velkém rozsahu po jejich

ptevedeni na ionty (35).

V mikrobiologické diagnostice se vyuziva syst¢tm MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie (MALDI-TOF MS - Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-
of-Flight Mass Spectrometry) (35). K ionizaci molekul zde dochazi impulsem pulzniho
laseru, ionty jsou rozdéleny ve vakuu v letové trubici podle poméru hmotnosti a naboje
a po pruletu jsou zachyceny detektorem (28). Vysledkem je kfivka znazoriujici
tzv. hmotnostni ~ spektrum. To je porovndno s databazi zndmych profili
mikroorganismi. V klinické mikrobiologii je tento systém vyuzivan k identifikaci
izolatli bakterii, mykobakterii, kvasinek a vldknitych hub. Je schopny rozliSit bakterie
na rodové, druhové a kmenové Grovni. Jsou vyvijeny i aplikace k detekci antibiotické

rezistence (35).
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Dalsi metodou je napt. Ramanova spektrometrie. Zde se vyuziva rozptylu molekul
plynu, které absorbuji UV svétlo. Cést absorbované energie je emitovana energii o delsi
vlnové délce. Vyhodou tohoto zplsobu identifikace je mimo piesnost a rychlost

I potieba minimalniho mnozstvi izolatu (34).

6.3 Metody molekularné-genetické

K identifikaci lze pouzit hybridizatni metody, tzv. genové sondy, nebo metody
amplifikacni (viz dfive). Genova sonda je molekula NK komplementdrni k NK
identifikované bakterie. Je oznacena latkou, kterda po uspéSné hybridizaci
(komplementarnim navazani obou NK) dava fluorescencni nebo barevnou reakei, a tim
umozni vizualizaci prob&hlé reakce. Z amplifikacnich metod je nejcastéjsi reakce PCR,
dale pak napf. metody zalozené na tzv. DNA-strip technologii, kdy je postup rozlozen
do tii krokti — izolace DNA, amplifikace NK a nasledna reverzni hybridizace

(napt. Genotype, Hain Lifescience, GE) (25).

PCR (polymerazova ftetézova reakce) je zalozena na opakovani tiech po sobé
jdoucich reakcich, které se odehravaji v piistroji, termocycleru, ktery je schopny rychle
stfidat teploty. Nejprve dochdzi pii 95 °C k rozloZeni dvouvlaknové Sroubovice DNA
(tzv. denaturace) na jednotliva vlakna. Ve druhém kroku na jednotfetézcovou DNA
nasednou kratké oligonukleotidy (tzv. primery) komplementarni ke specifickym tusekiim
na vlaknech DNA. Teplota klesne na 50—60 °C. Nakonec dochazi k syntéze novych
fetézcli DNA za pfitomnosti termostabilni Taq polymerazy. Teplota reakce je v této fazi
nastavena pfiblizné na 72 °C. Detekce amplifikované DNA se uskuteciiuje pomoci

elektroforézy nebo DNA sondy, ktera byva fluorescen¢né oznacena (33).

31



7 STANOVENI CITLIVOSTI BAKTERII

Lécba bakterialnich infekci je spojena s antimikrobidlnimi latkami. Tyto latky jsou
bud’ pfipravené chemicky a nazyvaji se chemoterapeutika, nebo jsou mikrobialniho
pivodu a nazyvaji se antibiotika. Castymi producenty antibiotik jsou prevazné plisné
(napf. penicillium), z bakterii se jednd hlavné o streptomycety. V soucasné dobé
existuje Sirokd Skala antibiotik, proto se vyuzivaji mnohé testy pro zjiSténi toho

nejucinngjsiho a tim i nejvhodnéjsiho antibiotika (2, 8).

V roce 1928 byl objeven penicilin skotskym lékatem Alexandrem Flemingem.
K tomuto objevu doslo spiSe ndhodou, kdyZz si Fleming vSiml, ze na staré¢ pudé se
stafylokoky roste plisen, pozdé&ji identifikovana jako Penicillium notatum, ktera hubila
mikroby kolem sebe. lzolovat penicilin se ale podafilo az o dvanact let pozdé&ji
oxfordskému chemikovi Ernstu Chainovi a biochemikovi Howardu Floreyovi. V tnoru

1941 byl tento 1ék poprvé tspésné podan ¢loveku (14).

Utinné antimikrobialni latky musi byt selektivné toxické, tzn., Ze musi inhibovat
nebo dokonce zabijet mikroby v davkach, které jesté neposkozuji organismus
hostitele (7). Selektivni toxicitu vyjadfuje chemoterapeuticky index, ktery udava
pomér mezi davkou toxickou pro hostitele a davkou ucinnou pro mikroba. Z toho
vyplyvé, Ze ¢im je tato davka vyssi, je zvolend antimikrobidlni latka pro 1écbu

vhodné;jsi, protoze je pro hostitele mén¢ toxicka (7, 8).

Dale je pro lécbu infekéniho onemocnéni dulezité vybrat spravny typ
antimikrobialnich latek podle ucinku. Ztohoto hlediska se tyto latky rozdéluji
na baktericidni a bakteriostatické (podle 7, 8). Baktericidni latky usmrcuji mikrobialni
buiiku, ptisobi rychle a nevratné. Klinicky ucinek se obvykle dostavuje do 48 hodin.
Preferuji se pifi snizené obranyschopnosti a U vaznych stavii. Do baktericidnich
antibiotik zahrnujeme p-laktamy (napf. peniciliny, cefalosporiny), glykopeptidy
(napt. vankomycin), polypeptidy a aminoglykosidy (napfi. streptomycin a gentamycin).
Mezi  baktericidni chemoterapeutika patii napf. néktera antituberkulotika.
Mechanizmem ucinku téchto latek miize byt inhibice syntézy bunécéné stény, inhibice
syntézy nukleovych kyselin, poskozeni bunééné membrany a u aminoglykosida
I inhibice proteosyntézy. Bakteriostatické latky pouze zastavuji rist a mnozeni bakterii
a pusobi tedy pomaleji, nez baktericidni latky. Jejich ucinek neni nevratny. Klinicky

ucinek se dostavuje az po 3—4 dnech, a pokud dojde k vysazeni, mohou se mikroby opét
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zaCit mnozit. Likvidace potla¢enych mikrobt zavisi na obranyschopnosti hostitele. Mezi
bakteriostaticka antibiotika patii napf. tetracykliny a linkosamidy, do bakteriostatickych
chemoterapeutik zahrnujeme napf. sulfonamidy a néktera antituberkulotika.
Mechanizmus uc¢inku spo¢iva u nékterych bakteriostatickych latek v inhibici

proteosyntézy jako u baktericidnich aminoglykosidu.

Dulezitymi pojmy pii stanovovani citlivosti bakterii jsou minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace (MBC). Jako MIC
oznacujeme nejnizsi koncentraci dané antimikrobni latky, kterd zabranuje rastu dané¢ho
mikroba. MBC vyjadfuje nejniz$i koncentraci antimikrobialni latky, ktera bé&hem
24 hodin zabije 99,9 % ptvodni populace mikrobi. Pro nejlepsi klinicky ucinek je tieba
podavat antibiotika v takovych davkach, aby dosazena hladina byla vyssi nez MIC (8).

Antimikrobidlni latky lze rozdélit podle spektra Gi€inku na latky s uzkym spektrem
ucinku, se stfedné Sirokym spektrem ucinku a se Sirokym spektrem ucinku. Pii [&€bé je
mozné jednotlivé antimikrobidlni latky kombinovat. Diivodem ke kombinaci mtze byt
rozsifeni antibakterialniho spektra, oddaleni vzniku rezistence, rozsiteni synergického
ucinku uzitych 1é¢iv nebo sniZzeni davky jednotlivych antibiotik a tim i snizeni jejich

vedlejsich ucinki (7, 8).

Vedlejsi ucinky mohou byt toxické, které nastanou napf. pii predavkovani
pfisluSnym antibiotikem, alergické, kdy se jednd o pfecitlivélost organismu
k prislusnému antibiotiku, nejcastéji nastava po pouziti penicilinu, a biologické, kdy

ucinek antibiotik ovlivni béznou mikrofléru (8).

7.1 Metody stanoveni citlivosti bakterii

Stanoveni citlivosti bakterii je jednou z nejvyznamnéjSich Cinnosti bakteriologické
laboratofe. Pro stanoveni se vyuzivaji sestavy antibiotik, které jsou zvoleny podle druhu
vySetifovaného materidlu a podle druhu vySetfované bakterie. Vysledek stanoveni se

oznacuje jako antibiogram. Metody délime na difazni a diluéni (2, 7).

Mezi diftzni metody patii diskova difuzni metoda. Jedna se o kvalitativni test, kdy
se urci citlivost nebo rezistence bakterii na pfislusné antibiotikum. Principem testu je
difize antibiotika do agaru, na kterém je naockovany bakteridlni kmen. Pokud je
bakterialni kmen citlivy na dané antibiotikum, neroste Vjeho okoli a vytvoii se

tzv. inhibi¢ni zéna. Po kultivaci se zméfi pramér inhibi¢nich zén a mikrob, ktery ma
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tuto zonu veétsi, nez je zona stanovena experimentalné (tzv. break point), je k danému
antibiotiku citlivy. V opa¢ném ptipad¢ je rezistentni (7). Z principu difizni metody
vychazi také metoda E-test, jejiz vysledek je kvantitativni, je to gradientova metoda.
Jedna se o prouzek papiru napusténého stoupajici koncentraci ptislusného antibiotika a
hodnoty koncentrace jsou na papirku vyznaceny stupnici. Prouzek se klade na pevnou
pudu, kde je naockovany sledovany bakteridlni kmen, stejné jako u diskového difuzniho
testu. Inhibi¢ni zona ma tvar slzy a tam, kde jeji okraj protind prouzek, lze odecist

hodnotu MIC na stupnici papirku (2, 7).

Dilu¢ni metody jsou kvantitativni a patii sem stanoveni MIC a MBC. Principem
obou metod je inhibice rstu bakterii danou koncentraci antibiotika rozpusténého
Vv tekuté nebo pevné pudé (2, 7). Stanoveni MIC se provadi u kmene izolovaného
Z hemokultur, likvoru a klinicky zdvaznych vzorkti. Ke stanoveni se vétSinou pouzivaji
mikrotitracni desticky. Jedna desticka obsahuje 96 jamek a pouziva se vzdy pro jeden
bakterialni kmen. Jamky se napliuji ristovym médiem a riiznou koncentraci antibiotik
antibiotika, kterd potlacuje rist mikroba (MIC). Interpretace citlivy/rezistentni vychazi
op¢t z experimentalné stanovenych hodnot break pointli pro dany druh (2, 7). Stanoveni
MBC vychéazi zMIC. Z dalka, kde doslo k inhibici ristu bakteridlniho kmene, se
tekutina preockuje na pevnou ptidu a neché se znovu 18 hodin kultivovat. Pokud mikrob
na pud¢ vyroste, koncentrace antibiotika ho neusmrtila, v opa¢ném piipad¢ je mikrob
usmrcen. Hled4 se tedy nejnizsi koncentrace antibiotika, ktera je jesté schopna mikroba

usmrtit (7).

7.1.1 Detekce rezistence

Nékteré bakterie mohou mit tzv. ,,skrytou rezistenci“ a pii klasickych citlivostnich
testech se in vitro jevi jako citlivé. Proto je nutné v ur€itych situacich doplnit klasické
testy citlivosti specidlnimi metodami detekce rezistence, které slouzi k odhaleni
schopnosti bakterii odolavat nékterym skupindm antibiotik. Takto se testuji
epidemiologicky zavazné rezistence napt. u kmend Staphylococcus aureus (MRSA —
methicillin rezistentni Staphylococcus aureus) nebo u Enterobacteriaceae (kmeny
produkujici Sirokospektré beta laktamazy ESBL). Dusledkem infekci témito
rezistentnimi mikroby je zvySeni morbidity nebo vyznamné prodlouZzeni doby

hospitalizace, také vyznamn¢ stoupaji naklady na zdravotni pé¢i o nemocného (5).
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Prikaz MRSA se provadi béznymi kultivaénimi metodami na KA a selektivni
pudeé, ktera obsahuje antibiotika (oxacilin) inhibujici citlivé kmeny Staphylococcus
aureus (5). Dale se vyuziva test stanoveni citlivosti k cefoxitinu (diskova difuzni metoda
s diskem cefoxitinu o obsahu 30 pg) nebo molekuldrné geneticky prikaz mutace

rezistence k oxacilinu (28).

Prikaz Sirokospektrych beta-laktamaz (nejcastéjsi producenti jsou rody Klebsiella,
Enterobacter a Escherichia) se provadi testovanim systému danych antibiotickych diski
(napt. Double Disk Synergy Test — DDST). Principem je detekce deformace inhibi¢nich
zon, zplusobené testovanym kmenem mezi antibiotickymi disky v pfesném rozmisténi
(cefalosporiny a aztreonamem a disk s amoxicilinem/klavulanovou kyselinou). Je
mozné vyuzit i selektivni kultivaéni piidy nebo komeréni sety a také molekularné-

geneticky prukaz. Jiné typy beta laktamaz se prokazuji podobné (29).
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8 DETEKCE ZVLASTNICH DRUHU BAKTERII

Existuji bakterie, které jsou narocné na kultivaci. Nékteré z nich jsou prokazatelné
specidlnimi kultivaénimi postupy, u jinych se musime spolehnout pouze na molekuldrné
geneticky prikaz event. i na prikaz infekce nepfimou diagnostikou. Mezi takové
bakterie patii napt. Kochuv bacil, tedy Mycobacterium tuberculosis. Z mykobakterii je
tento druh nejvyznamnéjSim patogenem pro cloveéka. Jednd se o acidorezistentni
ty¢inky. Generacni doba této bakterie je dlouhd, uvadi se 18—24 hodin, a proto se fadi
mezi obtizné kultivované bakterie. Na kultivaci se pouziva specidlni ptida Léwenstein-
Jensenova nebo Ogawova, kde vyrusta tato bakterie béhem 3-6 tydnt v lehce
nazloutlych koloniich s nepravidelnymi okraji. S vyhodou rychlejsi a citlivéjsi detekce
se vyuziva kultivace v tekuté pudé v tzv. uzavieném systému s automatickou detekci
metabolickych produktt. K laboratornimu prikazu se vyuziva predevsim mikroskopie

a kultivace, doplnéné o prikaz DNA (12).

Mezi dalsi bakterie naro¢né na kultivaci a identifikaci patii legionely. Ty mohou
byt ptivodci velmi zévaznych a komplikovanych pneumonii, proto je jejich v€asna
diagnostika velice dulezita. Infekce zpusobena druhy Legionella sp. byla poprvé
zaznamenana az vroce 1976 na konferenci americkych legionaii (odtud ndzev
Legionella). Pro¢ byly infekce legionelou objeveny az tak pozdé? Pravdépodobné diiv
unikali diagnostice v dusledku jejich $patné barvitelnosti a naro¢né kultivaci. Na jejich
kultivaci jsou potreba specialni kultivaéni pidy s obsahem Zzeleza a cysteinu. Rostou
v rozmezi teplot 25-43 °C ve form¢ Sedavych a ostie ohrani¢enych kolonii. Tvofi
katalazu a hydrolyzuji mocovinu. Detekce probiha ze vzorkt z dolnich cest dychacich,

v moc¢i je mozné legionelu zachytit metodou ELISA (12).

Specialni kultiva¢ni pudy se pouzivaji také ke kultivaci Bordetella pertussis a
parapertussis, Helicobacter pylori apod. Pro kultivaci urogenitalnich patogent typu

mykoplasmat a ureaplasmat se vyuzivaji specialni postupy v komerc¢nich kitech (12).
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9 AUTOMATIZACE V BAKTERIOLOGICKE
DIAGNOSTICE

Tak jako v jinych oborech mediciny i v mikrobiologii se objevuji snahy o
automatizaci diagnostickych procesti. Moznosti jsou v porovnani napt. s lékaiskou
biochemii omezené vzhledem k préci s zivym mikroorganismem. Pfesto se i v rutinnim
provozu objevuji automatizované a poloautomatizované systémy. Prilom v detekci
bakterii v Krvi, tzv. hemokultivaci a napf. detekci mykobakterii znamenaly systémy
metabolické kultivace. K témto ucelim jsou pouzivana komercni kultivaéni média,
do nichz je aplikovan klinicky vzorek. Po zalozeni do pfistroje je V pravidelnych
intervalech automaticky sledovana metabolicka aktivita bakterii v lahvicce
(napt. detekce spotieby kysliku) a je zaznamenana pfistrojem. Tento zptsob kultivace je
vysoce senzitivni, znamena zkvalitnéni a urychleni diagnostiky a také usporu lidské

prace (1).

Dals§i automatizovany pfistroj se uplatiiuje napi. pii stanoveni kvantitativni
bakteriurie. Automaticky kultiva¢ni systém je schopny po 4 hodinach identifikovat
pozitivni vzorek a umoziuje i1 stanovit citlivost na antibiotika. Vysledek citlivosti
nemusi byt zcela ptfesny, protoze neni uren druh bakterie. Vysledky musi hodnotit

odbornik az po kompletaci vysetteni (7).

Pro laboratofe zpracovavajici velké mnozstvi vzorkli jsou dostupné piistroje pro
automatizovanou inokulaci a odecitani, ¢asto kombinované s moznosti identifikace a
stanoveni citlivosti (1). K identifikaci a stanoveni citlivosti jsou vyuzivany automatické
ptistroje. Jednim znich je i systtm VITEK® (bioMerieux), ktery slouzi nejen
k identifikaci mikroorganismii, ale souCasné dochazi i ke stanoveni citlivosti
Kk antimikrobialnim latkam. Moderni verze systému VITEK® - VITEK® MS — je vlastné
MALDI-TOF (30). Jinym pfistrojem pro identifikaci a stanoveni citlivosti je BD
Phoenix® (Becton Dickenson) (33).

Velké vyuziti maji automatické ptistroje pro provadéni sérologickych metod a také
metod molekularni biologie. Automatizace v provozu laboratote 1ékafské mikrobiologie
je jisté ptinosem, ale je nutné zdiiraznit, Ze definitivni zhodnoceni a interpretace nalezu
vzdy zlistavd na odbornikovi a musi byt posouzena v klinickém kontextu konkrétniho

pacienta (1).
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PRAKTICKA CAST
10 CILE PRACE, VYZKUMNE OTAZKY, HYPOTEZY

V teoretické 1 praktické Casti prace jsem se zabyvala mikrobiologickou laboratorni

diagnostikou, zejména diagnostikou bakterialni.
Cile prace:

Cil 1: Zmapovani metod laboratorni diagnostiky bakterii v konkrétni

mikrobiologické laboratofi.

Cil 2: Porovnani konvenc¢nich metod s modernimi metodami (molekuldrni metody,

molekularné genetické metody, automatizace v provozu).

Vyzkumna otazka: Jaké jsou kritéria pro volbu metody v laboratorni diagnostice

bakterii?
Hypotézy:

Hypotéza 1: V rutinnim mikrobiologickém laboratornim provozu jsou ptfednostné

vyuzivany moderni metody.

Hypotéza 2: Automatizace laboratorniho provozu vede ke zlepSeni diagnostiky a

Kk presnéjsi detekci patogentl.
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11 POSTUP ZISKAVANI BIOLOGICKEHO MATERIALU
A POPIS SLEDOVANEHO SOUBORU

Veskery klinicky material byl ziskan od hospitalizovanych pacienti z oddéleni
Metabolické jednotky intenzivni péce (JIP) L. interni kliniky Fakultni nemocnice (FN)
Vv PlIzni. Vzorky klinického materialu byly odebrany vramci standardniho

mikrobiologického vysetieni indikovaného 1ékafti z tohoto odd¢lent.

11.1 Odbér biologického materialu

Odbér vzorkii probihal na uvedeném klinickém pracovisti standardnim
doporu¢enym zpusobem — viz kapitola ¢. 4 (Odbér materialu na bakteriologické
vysetieni). Vzorky byly doruteny do bakteriologické laboratofe Ustavu mikrobiologie

FN v Plzni v den odbéru.

11.2 Popis sledovaného souboru

Sledovany soubor obsahoval veskeré vzorky klinického materidlu z oddé€leni
Metabolické JIP I. interni kliniky FN odebrané na bakteriologické a mykologické
vySetfeni v obdobi 12. 9. — 21. 9. 2016. Celkem bylo odebrano 146 vzorkl (ptehled je

uveden v tabulce ¢. 1).

Metabolicka JIP je oddé€leni, kde jsou hospitalizovani pacienti, u kterych doslo
k selhani nebo ohrozeni zakladnich Zivotnich funkci. Toto odd€leni bylo vybrano kvili
Sirokému spektru odebranych vzork klinickych materidli a kvali charakteru
patologickych stavii u téchto nemocnych (polymorbidita, komplikovany zdravotni stav
a vysoké riziko infekce). U pacientli na tomto oddéleni se krom¢ diagnostickych odbért
také provadi pravidelny screening, kterym Ize monitorovat osidleni jednotlivych
pacienti mikrobialni flérou, at’ uz béZnou nebo nozokomialni. Informace o recentni
mikrobidlni fléfe umoznuje v pfipad¢ infekénich komplikaci zahdjit odpovidajici
antibiotickou terapii, pfipadné urcit mikrobialni kolonizaci pacienta. V ramci tohoto

screeningu se pravidelné (2x tydn€) odebiraji vytéry z rekta, nosu a krku.
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12 METODIKA

V této kapitole budou popséany jednotlivé metody, které byly pouzity ke zpracovani
vSech vzorku sledovaného souboru po jejich odebrani. Typy a metody
bakteriologického vysetieni byly rozdé€leny do nékolika kategorii. Jednoducha
identifikace zahrnovala jednoduché testy provadéné vétSinou rovnou béhem odectu
kultivaci. Slozita identifikace predstavuje testy komerénimi sety, tedy sestavy
jednoduchych identifika¢nich postupti. Byly provadéné vétSinou béhem 24 hodin
po odectu kultivace. Stanoveni citlivosti bylo rozliSeno na testovani zakladni fady a déle
testovani rozsifené rady antibiotik v pfipadech, kdy zékladni fada nebyla dostate¢na.
Testovani MIC pak probihalo jen ve vyjimecnych piipadech u zvlast vyznamnych

izolata.

12.1 Zpracovani vzorki klinického materialu

Vytéry byly do laboratofe dodany v Amiesovée transportnim médiu, tekuty material
ve sterilnich odbérovych nadobkach. Ke zpracovani byla pouzita komercni kultivaéni
média (vyrobce pro jednotlivé typy pud bude uveden dale). Pti kultivaci na krevnim
agaru byla vzdy nanesena cara Staphylococcus aureus pro zachyt satelitnich bakterii.
Inkubace probihala standardné 24 hodin v termostatu pfi teploté 35 */. 2 °C (vyjimky
budou uvedeny v jednotlivych podkapitolach). Vytéry z rekta a ran, vzorky z primarné
sterilnich lokalit a katétry byly zpracovany také po pomnozeni v tekuté pomnozovaci
pudé — BHI bujon Brain Heart Infusion (OXOID CZ). V piipad¢ indikace oSetfujicim
Iékafem bylo doplnéno vySetieni na prikaz kvasinek — pida Candiselect (BIO-RAD) a
screening na MRSA — selektivné diagnosticka pida MRSA Select 11 (BIO-RAD), event.

byla doplnéna dalsi specificka kultiva¢ni média.

Po uplynuti inkubaéni doby byly vSechny kultiva¢ni pidy hodnoceny klinickym
mikrobiologem (vysokoskoldkem) a bylo rozhodnuto o dal$im postupu (identifikace,

stanoveni citlivosti atd.).

Mikroskopické preparaty byly obarveny dle Grama a prohlizeny pod imerzi
zvétSenim 1000x. Mikroskopii hodnotil také klinicky mikrobiolog.

12.1.1 Vytéry z krku, nosu a rekta
Vytéry z krku a nosu byly naoCkovany na krevni agar (DULAB) a Enduv agar

(bioMérieux CZ), vytéry zrekta na krevni a Endav agar a soucasné¢ na pudu XLD
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(OXOID CZ). V pripadé pozadavku na vysetfeni Campylobacter sp. pak na selektivni
pudu Campylosel (bioMéricux CZ) agar (inkubace probihala v GENboxu s generatorem
mikroaerofilniho prostiedi po dobu 48 hod.).

12.1.2 Mo¢

Mo¢ byla zpracovéana kvantitativn€. Pomoci kalibrované klicky o objemu 1 pl byla
nanesena moc¢ na krevni agar a poté stejnou klickou rozockovana vinovkou. Na Endové
agaru byl proveden bézny kiizovy roztér opét 1ul klickou. Obé pudy byly inkubovany
V termostatu 24 hodin. Po probé&hlé kultivaci se spocital pocet narostlych kolonii,
pficemz pocet kolonii odpovida poctu CFU (colony forming unit) v 1 ul moce. Poté se

stanovila citlivost bakterie na antibiotika.

12.1.3 Sputum a dalSi material z dolnich cest dychacich

Pied vlastnim zpracovanim byl husty material smichan s mukolytikem v poméru
1:1 a 10 min. homogenizovan. Ridké vzorky (BAL apod.) byly centrifugovany
(10 min/4000 otacek) a nasledné byl zpracovavan sediment. Nasledovalo zhotoveni
mikroskopického preparatu obarveného Gramem a jeho zhodnoceni vysokoSkolakem,
ktery hodnotil validitu sputa a v ostatnim materialu pfitomnost dlazdicovych epitelii,
leukocytl, hlenu a mikrobti. Za validni sputum je povazovano takové, kde je pievaha
leukocytli nad epiteliemi, pfitomnost hlenu a nepfitomnost orofaryngealni flory.
Nevalidni sputa nebyla zpracovéana, validni byla vyockovana na krevni, Endiv a
¢okoladovy agar — Chocolat-Agar Poly Vitex (bioMérieux CZ), event. podle indikace
na Sabouraudiiv agar — Sabouraud Gentamicin chloramphenicol (bioMérieux CZ).
Trachealni aspiraty a bronchoalveolarni lavaze byly kultivovany na stejném spektru
kultivac¢nich pud jako sputa. Kultivace probihala 24—48 hod v termostatu s 5-10 % CO..
Pii podezieni na infekci zpusobenou Legionella pneumophila byla zaloZzena kultivace
na specialni pudé pro legionely — Legionella BCYE medium (OXOID CZ), kultivace
7—10 dni, termostat 37 °C s 5-10 % CO, za zvySené vlhkosti prostfedi. Kvantitativné

material z dolnich cest dychacich v daném souboru vysetfovan nebyl.

12.1.4 Stér z rany a dekubitu

Stéry byly kultivovany na krevnim a Endové agaru, dle indikace event. na ptid¢ pro
kultivaci kvasinek Candiselect. V piipadé¢ indikace oSetfujiciho 1ékaie nebo podle
rozhodnuti mikrobiologa byla zaloZzena i1 kultivace anaerobni v anaerobnim boxu

(24-48 hod) na pevné pudé Schaedler agar a do anaerobni pidy pomnozovaci
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Wilkins-Chalgren anaerobni bujon. Anaerobni bujon se pfed pouzitim regeneroval
povafenim 20 minut. Byl-li dodan vytér na dvojvytérce, bylo provedeno

I mikroskopické vySetieni.

12.1.5 Zaludeéni obsah
Tento material byl ziskdn endoskopickym vySetfenim nebo zalude¢ni sondou.

Kultivace probihala na krevnim, Endové a Sabouraudové agaru.

12.1.6 Zlu¢
Zlu¢ byla kultivovana aerobné na krevnim a Endové agaru i anaerobné
na Schaedlerové agaru a pomnozena Vv anaerobnim bujénu. Bylo provedeno také

mikroskopické vysetfeni.

12.1.7 Tekuté vzorky z primarné sterilnich lokalit
Punktaty, ascites byly kultivovany na krevnim a Endové agaru, pomnozeny v BHI
bujonu. Bylo provedeno 1 mikroskopické vySetieni, v ptipad¢ indikace také selektivni

mykologicka kultivace.

12.1.8 CZK a arterialni katétr

Do laboratofe byly dodany konce vyjmutych katétrii. Katétry byly zpracovany
tzv. semikvantitativni metodou dle Makiho. Kultivace probihala na krevnim agaru.
Konec katétru byl sterilné pfenesen na kultivaéni ptidu, povalen po povrchu pudy a
vloZzen do pomnozovaciho bujonu. Po inkubaci byl hodnocen pocet kolonii, kdy

za klinicky vyznamny byl povazovan pocet vice nez 15 CFU (colony forming unit).

12.1.9 Hemokultura

Krev na hemokultivaci byla odebrana do hemokultivacnich lahvicek pro aerobni
kultivaci BD BACTEC™ Plus Aecrobic/F* Culture Vials, pro anaerobni kultivaci
BACTEC™ Lytic/10 Anaerobic/F Culture Vials a/nebo pro kultivaci mykologickou BD
BACTEC™ Mycosis-IC/F Culture Vials (Becton Dickinson). Kultivace probihala 5 dni,
resp. 10 dni u mykologické kultivace v pristroji BACTEC® 9240 Fluorescenéni systém
(Becton Dickinson). Pozitivni lahvicky byly vyockovany na krevni a Endlv agar,

Vv ptipadé mykologické kultivace jesté i na Sabouraudiv agar.
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12.2 Identifikace bakterii

12.2.1 Identifikace jednoducha

Jednoduchymi metodami identifikace (viz druhy sloupec v tabulce ¢. 3, kapitola 13)
se v praktické ¢asti moji prace rozumi mikroskopické zkoumani, kdy jsem pozorovala
tvar bakterii a barvitelnost dle Grama. Déle pak makroskopické hodnoceni kolonii na
kultivaéni pade. Dale jednotlivé biochemické testy, provadéné zpravidla béhem odectu

kultivace.
Prikaz katalazy

Enzym katalaza se prokazoval ve zkumavce s 3% peroxidem vodiku. V piipadé

pozitivity se uvolnovaly kyslikové bublinky.
Prikaz oxidazy

Prikaz oxidazy se provadél pomoci filtracniho papirku napusténého

parafenyldiaminem a alfa-naftolem. V ptipadé¢ pozitivity filtra¢ni papirek zmodral.
Prikaz plazmakoagulazy

RozliSuje se prukaz koagulazy volné a vazané (tzv. clumping faktor) (11, 7).
Véazand koaguldaza se prokazovala aglutinaci suspektni kolonie s krali¢i plazmou
na sklicku. V piipadé nejasného vysledku vazané koagulazy se prokazovala koagulaza
volna, prenesenim zkoumané bakteridlni kolonie do krali¢i plazmy ve zkumavce.
Inkubovala se az 12 hodin v termostatu pii 37 +/- 2 °C. V piipadé pozitivniho nalezu se
plazma srazila. Doba inkubace se nesmi piesahnout, protoZe vznikla sraZzenina by mohla

byt rozlozena fibrinolyzinem produkovanym nékterymi bakteriemi (7).
Testy s diagnostickymi prouzky

Jedna se o rychlé testy, kdy se pouziva plastovy uzky prouzek, na jehoz konci je
reakéni ploska se smési indikatoru a substratu (7). Na reakéni plosku se nanesla
sledovana bakteridlni kolonie bakteriologickou klickou a po né€kolika minutach se

odecital vysledek.

Do této skupiny testd patii napf. PYR test — pfitomnost enzymu PYRazy
(pyrrolidonyl arylamidaza). V piipadé pozitivity se zbarvila reakcni ploSka Cervené.
U tohoto testu je nutné na vysledek ¢ekat piiblizné¢ 5—10 minut, po uplynuti této doby se

prikaplo ¢inidlo a znovu se vyckalo pfiblizné minutu. V piipadé negativity zlstala
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reakéni ploska zabarvena zluté. Pozitivni vysledek se vyskytuje napt. u enterokokti nebo
u bakterie Streptococcus pyogenes. Prikaz beta-laktamazové aktivity se provadél
nitrocefinovym testem. Beta-laktamdza je enzym produkovany nékterymi bakteriemi

jako faktor rezistence, ktery rozklada penicilinova antibiotika (7).
CAMP test

Tento test slouZi k rozliSeni B-hemolytickych streptokoki — konkrétné k identifikaci
Streptococcus agalactiae. Provadél se na krevnim agaru s beranimi krvinkami.
Po zkfizeni naoCkovanych car sledovaného B-hemolytického streptokoka a
Streptococcus aureus vzniklo v pfipadé pozitivity typické projasnéni ve tvaru masle.
Prokazal se tak tzv. CAMP (nazev dle objeviteli Christie Atkinson Munch-Petersen)
faktor (hemolyzin) produkovany testovanym kmenem, ktery byl potencovan B-lyzinem
Streptococcus aureus. Casteéna hemolyza se tak zménila na uplnou. Vysledek byl

odecten po inkubaci 24 hod.
Optochinovy test

Slouzi k identifikaci a-hemolytickych streptokoki — konkrétné umoznuje odlisit
Streptococcus pneumoniae od ostatnich o-hemolytickych streptokokd, které tvoii
béznou oralni floru (7). Sledovany kmen byl naockovan na krevni agar a byl piidan disk
napustény optochinem. S. pneumoniae je citlivy na pfitomnost optochinu a nerostl

Vv jeho okoli. V ptipad€ pozitivity se vytvofila kruhova zéna.
Dekapsulaéni test na prikaz hyaluronidazy

Test se pouzivd k prikazu enzymu hyaluroniddzy, ktery je vyznamny faktor
virulence u Staphylococcus aureus. K tomuto prikazu se pouziva detekéni kmen
Streptococcus equi, jehoz pouzdra obsahuji kyselinu hyaluronovou. K naockovanému
kmeni S. equi na krevnim agaru byla naocCkovana ¢ara vySetiovaného stafylokoka.
Inkubace probihala 18 hodin pii 37 +/- 2 °C. V pozitivnim piipadé (S. aureus) se
v blizkosti stafylokoka produkujiciho hyaluronidazu vytvotil patrny ptlkruh bez

hlenovitého naristu, coz svédcilo o ztraté pouzdra kmene S. equi tzv. dekapsulaci.
Satelitismus

Satelitismus je jev, kdy urCitd bakterie roste pouze v blizkosti jiné, kterd ji
poskytuje rizné rustové faktory. Nejcastejsi satelitni bakterii je Haemophilus influenzae

rostouci v pfitomnosti S. aureus, jehoz hemolyza na krevnim agaru uvoliluje
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z erytrocyti faktor X a V nezbytné pro rist hemofila (7). Tento jen byl vyuzivan
k odliSeni hemofilti od jinych bakterii

12.2.2 Identifikace slozZita

Do této skupiny byla zatazena identifikace komer¢nimi sety s biochemickymi testy
pro jednotlivé skupiny mikroorganismii — konkrétné diagnostické soupravy od firmy
Erba Lachema STAPHYtest 16, STAPHYtest 24, STREPTOtest 24 nebo
EN-COCCUStest. Tyto soupravy jsou spjaty se softwarem TNW, ktery slouzi pro
vyhodnoceni identifikace a interpretaci vysledkti. Dale sem byla zafazena identifikace
home-made biochemickou fadou cukrii pro gram negativni tyCinky (zkvasovani

glukozy, tvorba plynu, prikaz H»S, ureazy, Simmons citrat a tvorba indolu).
Priikaz zkvaSovani cukru

Puda ve zkumavce je obohacena o cukr — glukdzu, sachardézu, manitol, laktoézu
nebo xylozu. V piipadé pozitivity se ptida okyseli a zezloutne. Jako indikator slouzila

bromthymolovéa modt.
Prikaz ureazy

Prikaz uredzy se provadél v pevné pude s 2% mocovinou. Bakterie produkujici
ureazu rozkladaji mocovinu obsazenou v ptd¢ za tvorby amoniaku, ten alkalizuje
prostiedi a zméni barvu indikatoru na modrou (11). Jako indikator zde slouzila

bromthymolova modi.
Priikaz tvorby indolu

Priikaz se provadél v tekuté pid€ nazyvané Hottingertiv bujon. Bakterialni kolonie
byla pienesena do bujonu a nechala se inkubovat. Po prob&hlé inkubaci se pida
zakapala Kovacsovym ¢inidlem. V pozitivnim pifipadé se na rozhrani tekutin objevil

cerveno-riiZovy prstenec.
Priikaz tvorby sirovodiku

Tento prikaz se provadel v agaru podle Hajna obsahujici sulfat Zeleza. Pozitivita

se projevila zEernanim pudy.
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Dalsi biochemické testy

Dalsi pouzité testy jsou zalozené napt. na produkci plynu (hromadéni plynu v malé
zkumavce tzv. plynovce, kterd je dnem vzhlru), redukci nitrati na nitrity (prikaz
Grissovym ¢inidlem), prikkazu dekarboxylaz (lyzinu, ornitinu a argininu), Simmons
citratovém testu (utilizace uhliku zcitrdtu sodného) a ONPG testu (prikaz

beta-galaktosidazy).

12.2.3 Identifikace hmotnostni spektrometrii

Identifikace touto metodou probihala na hmotnostnim spektrometru MicroFlex LT
(Bruker Daltonik GmbH), princip MALDI-TOF MS. Bakterialni kmen byl paratkem
nanesen natercik kovové desticky a prevrstven matrici (kyselinou skotficovou).
Desti¢ka byla vloZzena do pfistroje. Po analyze byla namétfend spektra vyhodnocena
pomoci MALDI Biotyper. Vysledky byly interpretovany podle hodnotovych skére

srovnanim pravdépodobnosti potradi jednotlivych identifikovanych druht.

12.2.4 Identifikace na selektivné diagnostickych pidach

K identifikaci na selektivné-diagnostickych pudach byly pouzity: k diagnostice
kvasinek Candiselekt 4 (BIO-RAD), pro identifikaci MRSA puda MRSA Select 1l (BIO-
RAD) a pro identifikaci E. coli Brilliance UTI agar (OXOID CZs.r.0.).

12.3 Stanoveni citlivosti

Citlivost k zakladnim antibiotikim byla stanovena diskovou difuzni metodou
ve spektru typickém pro dany druh. Rozsitena citlivost byla stanovena jednak diskovou
diftzni metodou v rozSifeném spektru antibiotik a dale pak metodou stanoveni MIC

Vv mikrotitra¢ni desti¢ce.

12.3.1 Diskovy diftzni test — zakladni citlivost

Z bakterialniho kmene byla pfipravena suspenze ve fyziologickém roztoku (zékal
0,5 dle McFarlanda méfeno pomoci denzitometru). Inokulum bylo naneseno vatovym
tamponem na kultiva¢ni ptidu Mueller Hinton agar (OXOID CZ), $patné rostouci izolaty
pak na Mueller Hinton agar + Horse blood (OXOID CZ). Antibiotické disky byly
naneseny dispenzorem do 15 minut od inokulace a kultivacni misky byly ulozeny dnem
vzhtru do pfislusného inkubatoru. Na jednu kultiva¢ni padu se kladlo maximalné Sest
disku antibiotik. Inkubace probihala 16-20 hodin. Odecet velikosti zon byl proveden

pomoci posuvného meéfitka. Interpretace byla provedena podle kritérii standardnich
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postupi — interpretacni kritéria EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing).

12.3.2 Diskovy diftizni test — rozsifena citlivost
V urc¢enych indikacich byl proveden tento test s rozsifenou sestavou antibiotik. Viz

tabulka s ptehledem antibiotik (Pfiloha ¢. 7).

12.3.3 Stanoveni MIC

Tato metoda byla zvolena podle indikaci pfedevsim u klinicky vysoce vyznamnych
vzorkll (hemokultury, centralni katetry) nebo u vysoce rezistentnich izolatd. Z kmene
byla pfipravena suspenze ve fyziologickém roztoku o hustot¢ 0,5 McFarlandovy
stupnice. Pro testovani byly pouzity komer¢ni mikrotitraéni desticky (ERBA Lachema)
s lyofilizovanymi antibiotiky, které byly pied inokulaci doplnény doporu¢enym
suspenznim médiem. Po naockovani byly desticky inkubovany 16-20 hodin
pii 35 +/- 1 °C. Odecet a interpretace byly provedeny podle kritérii standardnich postupt
— interpretacni kritéria EUCAST.

12.4 Molekularné genetické metody

U vzorki ze sledovaného souboru byl proveden priukaz DNA Pneumocystis
jirovecii metodou Real-Time PCR. Izolace nukleové kyseliny ze vzorku byla provedena
soupravou DNA/RNA Prep (Sacace, Biotechnologies), amplifikace a vyhodnoceni

probihaly na pfistroji SmartCycler II (Cepheid).

12.5 Priikaz antigeni
V piipadé¢ pozadavku na prukaz antigeni Streptococcus pneumoniae a/nebo
Legionella pneumophila byl proveden chromatograficky test (BinaxNOW®

S. pneumoniae resp. Legionella, Alere) ze vzorku moci.

12.6 Priikaz mykobakterii

Mykobakteriologické vysSetfeni bylo provedeno na zdkladé indikace klinika.
Vzorky byly dekontaminovany metodou s N-acetyl-l-cysteinem, kultivace probihala
ve 37 +/- 2 °C devét tydnt na vajeénych pudach - Lowenstein-Jensen a Ogawa (Trios) a
Sest tydnd v tekuté padé Middlebrook (Becton Dickinson) v uzavieném systému Bactec
MGIT 960 (Becton Dickinson). Bylo provedeno také mikroskopické vySetteni

(fluorescencni barveni).
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12.7 Prikaz toxinu Clostridium difficile

Toto vySetieni bylo provadéno znativni stolice. V prvni fazi byl proveden
chromatograficky test na prukaz toxinu a antigenu C. difficile (C. difficile Quick Chek
Complete, TechLab). Antigen je piedstavovan enzymem glutamat dehydrogenazou
(GDH). V ptipad¢ pozitivity antigenu i toxinu bylo provedeno kultivacni vySetieni pro
izolaci kmene — selektivni puda Clostridium difficile agar (bioMérieux CZ) a inkubace
24-72 hod v anaerobnim boxu). Pied zaloZzenim kultivace byl proveden tzv. alkoholovy
Sok (30min. inkubace 0,5 ml stolice s 0,5 ml 95% alkoholu). V pfipadé pozitivity pouze
antigenu bylo provedeno dalsi vySetfeni — PCR priikkaz toxini A/B (RIDA® GENE
Clostridium difficile & Toxin A/B, R-Biopharm AG).
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13 ZPRACOVANI ZISKANYCH DAT - VYSLEDKY

Celkem bylo zpracovano 146 vzorkl klinického materialu. Tabulky jsou vytvofeny

z vlastnich zdrojt.

Piehled lokalizaci ptivodu vzorkt je uveden v tabulce €. 1. Tato tabulka také uvadi
piehled pozitivnich (n 83) a negativnich (n 41) vysledka a také vysledki s nalezem

pouze normalni mikrobialni flory (n 22).

Piehled jednotlivych kategorii pouZitych metod uvadi tabulka ¢. 2 — Pfehled metod
zakladniho mikrobiologického vySetteni a tabulka ¢. 3 - Pfehled identifika¢nich postupti
a stanoventi citlivosti.

Tabulka ¢. 4 uvadi ptehled identifikovanych patogeni ve sledovaném souboru

vzorku.
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Tabulka 1 Prehled odebranych vzorkii

Pocéet vzorku

Druh materialu Celkem Né:j[f);i;; 1 Noggilni Negativni
Vytér z krku 25 18 7 0
Vytér z nosu 11 3 6 2
Vytér z rekta 15 6 9 0
e | : - z
Mo¢ 23 5 - 18
Moc priikaz Ag 2 0 - 2
Sputum 7 6 0 1
Stér z rany 2 1 - 1
Trachealni aspirat 6 5 0 1
BAL 4 1 1 2
Zalude&ni obsah 5 2 - 3
Ascites 3 0 - 3
CZK 8 3 - 5
Katétr arterialni 2 0 - 2
Hemokultura 25 4 - 21
Zlug 1 1 - 0
Sekret z drenu 1 0 - 1
Dekubitus stér 2 2 - 0
Stér z rany 2 0 - 2
Celkem 146 83 22 41

Legenda k tabulce &. 1:

» BAL — bronchoalveolarni lavaz
» CZK — centralni Zilni katétr
» Ag - antigen
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Tabulka 2 Prehled metod zdakladniho mikrobiologického vysetreni

Metoda zakladniho vySetieni
Anaer o Prik. Mykolog Mykobakt
Druh vzorku Ml | KU KU Prik.Ag toxinu KU KU PCR
Vytér krk 0 | 25 0 - - 11 0 0
Vytér nos 0 11 0 - - 3 0 0
Vytér rektum 0 15 0 - - 9 0 0
Stolice — priikaz ) ) ) ) ) ) ) )
C. difficile
Mo¢ 0 23 0 2 - 12 0 0
Sputum 7 7 0 - - 5 0 0
Trachedlni 15 | 4 0 : : 1 1 2
aspirat
BAL 2 1 0 1 - 1 1 2
Zalude&ni obsah 0 5 0 - - 3 0 0
Ascites 3 3 0 - - 3 0 0
Hemokultura 0 22 22 0 - 3 0 0
CZK + katétr 0 10 0 - - 4 0 0
Zlug 1 1 1 - - 1 0 0
Dekubitus stér,
defekt 0 4 0 - - 2 0 0
Stér z rany 0 2 0 - - 0 0 0
Celkem 18 | 133 23 3 2 58 2 4
Legenda K tabulce €. 2:
» MI — mikroskopie » Mykobakt KU — kultivace na
» KU — kultivace mykobakterie
» Anaer KU - anaerobni kultivace » PCR - polymerazova fetézova
» Prik. Ag — prikaz antigenu reakce
» Prik. toxinu — prukaz toxinu » BAL — bronchoalveolarni lavaz
> Mykolog KU — mykologicka > CZK — centralni zilni katétr

kultivace
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Tabulka 3 Prehled identifikacnich postupii a stanoveni citlivosti

Typ metody identifikace Typ metody stanoveni citlivosti Ml 2
kultury
Druh Jedno- veis MALDI | Selekt-dg. . . wiv
vzorku ducha Slozita TOE MS piida Zakladni Rozsifena MIC
Vytér krk 1 0 19 10 9 9 1 0
Vytér nos 1 0 4 0 3 1 0 0
Vytér 0 0 6 5 1 0 0 0
rektum
Mo¢ 0 0 5 0 3 2 0 0
Sputum 0 0 5 2 1 4 0 0
Trachedlni 0 0 1 0 0 1 0 0
aspirat
BAL 0 0 0 0 0 0 0 0
Zaludec¢ni 0 0 6 2 5 1 1 0
obsah
Ascites 0 0 0 0 0 0 0 0
Hemokultura 0 0 6 0 0 3 3 6
CZK +
Katétr 0 0 1 1 0 0 0 0
Zlug 0 0 1 0 0 1 0 0
Dekubitus
stér, defekt 1 0 5 0 1 2 0 1
Stér z rany 1 1 2 0 0 0 0 0
Celkem 4 1 61 20 23 24 2 7

Legenda k tabulce ¢. 3:
» Selekt-dg. pida — selektivn¢ diagnosticka pida

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MI z kultury — mikroskopie/preparat z kultury
BAL — bronchoalveolarni lavaz

CZK — centralni Zilni katétr

Y V VYV V
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Tabulka 4 Identifikovany patogen dle skupiny typu klinického vzorku (materidlu)

Skupina typu vzorku
Identifik A DDC Hemokultivace Dutina
entritkovana Screening | Mo¢ 4 . brisni, Ostatni | Celkem
bakterie +70 + Kkatétry Cf owpx
punktat, zluc¢
STAU 1 0 0 0 0 0 1
SKN 7 0 7 2 0 2 18
EKSP 4 0 2 0 1 2 9
ESCO 3 1 0 0 0 0 4
KLSP 7 2 4 0 0 1 14
ENSP 2 0 1 0 0 0 3
NFT 3 0 3 0 0 0 6
Jiné G- 5 2 1 4 0 2 14
tyCinky
Kvasinky 18 0 4 1 0 0 23
Normalni
flora / 24 20 7 28 4 4 87
negativni
Legenda k tabulce ¢. 4:
» DDC dolni dychaci cesty (sputum, BAL, aspirat)
> 70 zalude¢ni obsah
» STAU Staphylococcus aureus
» SKN stafylokoky koaguldza negativni
> EKSP Enterococcus species
» ESCO Escherichia coli
» KLSP Klebsiella species
» ENSP Enterobacter species
> NFT gram negativni nefermentujici tyCinky
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14 DISKUZE

Jako prvni cil mé prace jsem zvolila ,,Zmapovani metod laboratorni diagnostiky
bakterii v konkrétni mikrobiologické laboratoii*. V teoretické Casti jsem se zabyvala
obecné vSemi rutinné pouzivanymi metodami v mikrobiologické diagnostice, které
vedou ke spravnému vysledku a jeho interpretaci klinickému lékati. V praktické ¢asti uz
jsem tento cil konkretizovala na urCité oddéleni v konkrétni nemocnici, tudiz tento cil
povazuji za splnény. Na sledovaném bakteriologickém pracovisti se vyuziva Siroka
Skala metod detekce, identifikace 1 stanoveni citlivosti. Postupy odpovidaji modernim
trendim v Iékaiské mikrobiologii, vychazeji z doporu¢ovanych standardnich postupd,
tak, jak je prezentuji napt. Scharfen, 2013 nebo Spole¢nost pro 1ékaiskou mikrobiologii

Ceské lékatské spolecnosti J. E. Purkyng.

Druhym cilem bylo ,,Porovnani konvencnich metod s modernimi metodami.
Konvenénimi metodami se rozumi obvykly, bézny postup vySetieni — mikroskopie,
kultivace, identifikace na zakladé biochemické aktivity bakterii (jednoducha, slozitd) a
stanoveni citlivosti bez vyuziti automatizace. Tyto metody jsou starsi, Casové naro¢né&;jsi
a je zde vyzadovdna zkuSenost se zpracovanim a hodnocenim vysledki. Mnohé

biochemické testy ale vyzaduji hodnoceni softwarem, a to se tedy da popsat jako

prolinani konvencni a moderni diagnostiky.

Z modernich metod byly ve sledovaném souboru vyuzity molekularné genetické
metody a identifikace izolati hmotnostni spektrometrii MALDI TOF MS. U téchto
metod je vyhodou vyssi senzitivita, nez je tomu u konvencnich metod, Gspora Casu a
prace, vyssi presnost, ale negativni strankou je zde ekonomické naro¢nost, zejména pii
pofizovani pfistroje, eventudlné i pii jeho provozu. K modernim postuptim lze zatadit 1
automatizaci procesi. U modernich automatickych pfistrojii je nutnd interpretace

vysledkt zkuSenym odbornikem v souvislosti s ostatnimi okolnostmi a nalezy.

Mezi nejcastéji odebirané vzorky patiily vytéry z krku, nosu a rekta (vzhledem
k pravidelnému screeningu pacientl na oddéleni — uvedeno vyse) a hemokultivace. Na
téchto vzorcich je (dle uvedenych tabulek) vidét, jak je dulezitda provazanost
konven¢nich a modernich metod Scilem co nejkvalitngjsi diagnostiky, volily se

napi. metody jednoduché i slozité identifikace k dosazeni ptesného vysledku.
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V tabulce ¢. 4 je uvedeno Siroké spektrum patogenti — jsou zde obligatni lidské
patogeny (dokazou vyvolat nemocnéni i u zdravych jedinci, napi. Staphylococcus
aureus) i potencionalni patogeny, ktefi vyvolavaji onemocnéni u oslabenych jedinct
(na sledovaném oddé€leni bézné). Ve sledovaném souboru nebyl zachycen ani jeden
kmen se sledovanym typem rezistence (MRSA, VRE, ESBL). V populaci se tyto
bakterie vyskytuji, dle udaji vyroéni zpravy ECDC 2014 (European Centre for Disease
Prevention and Control) uinvazivnich onemocnéni Vv Ceské republice MRSA
v 10-25 %, kmeny E. coli ESBL pozitivni také v intervalu 10-25 %. Nulovy zachyt
téchto kmenl ve sledovaném souboru lze vysvétlit relativné kratkym intervalem
pozorovani, a tedy nizkym poctem vzorkil. Pfesnd detekce rezistentnich izolatd je
umoznéna pravé kombinaci riznych metod, napf. screening na selektivné-
diagnostickych pidach, vyuziti diskového difizniho testu spolu se stanovenim MIC atd.

To vSe mé vyznam klinicky, ale také epidemiologicky.

Porovnani pouziti konven¢nich a modernich metod bylo obtizné. Nékteré podobory
mikrobiologie, napf., sérologie, vyuzivaji automatizaci mnohem vice (napf. metody
ELISA). Obecné bychom mohli fici, Ze volba typu metod zavisi na typu pracovisté, jak
v ramci podobort mikrobiologie, tak napt. velikosti a postaveni laboratoie (zpracovani
ambulantnich vzorku, 1Gzkova zafizeni, referencni pracovisté apod. Nelze pominout ani

ekonomické moznosti pracovisté.

Velmi dulezitd je otdzka interpretace vysledkl. Automatizace a vyuziti
nejmodernéjSich postupli nemiize nahradit zakladni metody diagnostiky —
Vv bakteriologii stdle zlistdva zlatym standardem mikroskopie a kultivace vzorku.
Moderni metody mohou ale diagnostiku velmi urychlit a upfesnit. Pro vysvétleni —
napf. metody PCR jsou velmi citlivé na kontaminaci pii odbéru a zpracovani vzorku.
Vzhledem k vysoké citlivosti téchto metod je uskalim to, ze dokdzou prokazat i jiz
mrtvé bakterie nebo klinicky bezvyznamnou piimés bakterialni DNA, kterd se
do vzorku dostala pii kontaminaci odbéru nebo béhem jeho zpracovani. Proto by mél
byt kazdy pozitivni ndlez ziskany touto metodou porovnan s ostatnimi vysledky
mikrobialnich vySetieni, stavem pacienta atd. a definitivni zavér musi provadét zkuseny
mikrobiolog ve spolupraci s indikujicim klinikem (37). Tento postup interpretace byl

dodrZovan i na pracovisti, kde jsem provadéla praktickou ¢ast.
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Konvenéni metody se Vv porovnani s molekuldrné genetickymi metodami,
v souladu se zjisténymi vysledky ve sledovaném souboru, vyuzivaji ¢astéji. Kdyz se
ale zaméfim na metody identifikace, jednozna¢né¢ zde jsou konvencéni metody
nahrazovany modernimi automatickymi metodami. V mikrobiologické laboratoti ve
FN Plzen je to konkrétn¢ analyzator MALDI-TOF MS. Vzhledem ktomu, ze
identifikace izolatl pomoci tohoto pfistroje vede k rychlejsim a presnéj$im vysledkim
stanoveni, vede 1 k rychlejsi interpretaci vysledkt klinickému 1ékafi, ktery je schopny
v zavislosti na tomto podat 1éCbu pacientovi mnohem diive, nez tomu bylo pted

vyuzivanim tohoto pfistroje.

Vzhledem k vyse uvedenému tento cil povazuji za splnény — splnény s ohledem
na porovnani metod. Nelze ale jednoznaéné fici, zda je n&jaka metoda nahrazovana
jinou. Podle mého pozorovani je dulezité spojeni jak konvencnich, tak modernich

postupti.

Dale jsem si v souladu s tématem prace polozila vyzkumnou otazku: ,,Jaka jsou
kritéria pro volbu metody v laboratorni diagnostice bakterii?“. K této otazce se

vztahovaly dvé hypotézy.

Hypotéza 1: V rutinnim mikrobiologickém laboratornim provozu jsou
prednostné vyuZiviny moderni metody — Ne, podle mych pozorovani nejsou
vyuzivany ptednostné, ale jsou dilezitou soucéasti mikrobiologického vySetfeni pro
dosaZeni spravného vysledku. Moderni metody diagnostiku vyrazn€ zkvalitiuji a

urychluji, ale konvenéni postupy nemohou zcela nahradit.

Hypotéza 2: Automatizace laboratorniho provozu vede ke zlepSeni diagnostiky
a k presnéjsi detekci patogenti — Ano, slouzi k rychlejsi, piesnéj$i a dokonalejsi
detekci patogentli, pouzitim automatickych metod se da v urcitych situacich ptedejit

selhani lidského faktoru.
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ZAVER
Tato bakalaisk4 prace byla napséna za ucelem zmapovani procesu bakteriologické
diagnostiky a jednotlivych diagnostickych metod. RovnéZz jsem chtéla poukazat

na Siroké spektrum rutinné pouzivanych metod a slozitost diagnostického postupu.

V bakteriologii se vyuziva tzv. IVD (in vitro diagnostika), ktera je zakladem i
mnoha jinych laboratornich oborli. Tato diagnostika doslova znamend ,,diagnostika
ve skle® a jeji podstatou je, Ze ur¢eni nemoci je provadéno mimo Zivy organismus.
Zkoumaji se pouze odebrané vzorky télnich tekutin nebo vzorky tkani ve zkumavce,

reakéni jamce, na zivnych padach, podloznim skle apod.

Bakteriologicka laboratof tedy pfijima vzorky Dbiologického materialu
,na kultivaci“ na zaklad¢ indikaci a odbéra klinickych 1ékait. Vysetfeni se provadi
komplexné, tzn. fadou rGznych postupli podle riznych kritérii: mikroskopické a
kultiva¢ni, v indikovanych pfipadech kvantitativnimi metodami (moce, sekrety
dychacich cest atd.), v nékterych pfipadech vysetieni anaerobni. Zachycené bakterie
jsou nasledné identifikovany a stanovuje se u nich citlivost na antibiotika.
Vyznamnou soucasti tohoto podoboru mikrobiologie je diagnostika sepsi
u imunokompromitovanych pacientli, sledovani rezistence k antibiotikim, které jsem

také provadéla a popsala v praktické casti.

Stanovila jsem si cile prace, které byly splnény. S hypotézami uz to tak jednoduché
nebylo — Hypotéza 1 (V rutinnim mikrobiologickém laboratornim provozu jsou

ptednostné vyuzivany moderni metody) nedopadla podlé mého o¢ekavani, na rozdil
od Hypotézy 2 (Automatizace laboratorniho provozu vede ke zlepSeni diagnostiky a
k presnéjsi detekci patogenil), kde uz odpoveéd’ na tuto hypotézu byla kladna, piesné jak

jsem piedpokladala. Odpovédi a vysvétleni cili a hypotéz jsou uvedeny v diskuzi.

Bakalarska prace doklada, ze laboratorni diagnostika infekénich nemoci je slozity
proces, kdy volba diagnostickych metod zavisi jednak na standardnich postupech oboru,
ale také na druhu klinického materialu, diagnéze a stavu pacienta. Indikace a pouziti
metod vyplyva také z prubéznych nalezli a vysledkti béhem samotného diagnostického
procesu. Diagnostika neni tedy procesem automatickym a neménnym, pro jeji kvalitu je
rozhodujici odborna kvalifikace a zkuSenost laboratornich pracovniki. Tato kvalifikace

je také rozhodujici pro kvalitni interpretaci vysledkli laboratorniho vySetieni.
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SEZNAM ZKRATEK

Y

BAL Dbronchoalveolarni lavaz

CRP C reaktivni protein

CFU colony forming unit (jednotka tvotici kolonie)
DNA deoxyribonukleova kyselina

ESBL Enterobacteriaceae - kmeny produkujici Sirokospektré beta laktamazy
GDH glutamét dehydrogenéza

HCD horni cesty dychaci

IVD in vitro diagnostika

JIP  jednotka intenzivni péce

KA  krevni agar

MBC minimalni baktericidni

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace
MRSAmethicilin rezistentni Staphylococus aureus
NK  nukleova kyselina

PCR polymerdzova fetézova reakce

PCT prokalcitonin

POCT point-of-care tests

TBC tuberkuloza
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Schéma ptistroje MALDI TOF

Hmotnostni spektrometr MicroFlex LT (Bruker Daltonik
GmbH), princip MALDI-TOF MS - vyhodnoceni méfeni
softwarem

Standardni sestavy antibiotik (atb) pro jednotlivé skupiny
bakterii

Mikroskopicky prepardt grampozitivni koky, barveni dle
Grama, zvétseni 1000x

Mikroskopicky preparat gramnegativni tyCinky, barveni dle
Grama, zvétSeni 1000x

Kultivace hemokultur v BACTEC® Fluorescen¢ni systém 9240
(Becton Dickinson)

Stanoveni citlivosti — diskovy difiizni test

Stanoveni citlivosti — diluéni metoda — minimdalni inhibi¢ni
koncentrace

Home-made biochemicka fada pro identifikaci gramnegativnich
ty¢inek: glukdéza s plynovkou, agar podle Hajna, urea,
Simmonsuv citrat, Hottingertv bujon pro prikaz indolu
Ptiprava kultiva¢nich ptd a testii k odectu vysledkt

Endlv agar — rist gramnegativnich ty€inek

Krevni agar — rust bakterii v primokultivaci

Selektivné diagnosticka ptida Brilliance UTI agar (OXOID CZ
s.r.o.) pro identifikaci E. coli (rizové kolonie)

Anaerobni box Anaerobni box MACS MG 500 (Don Whitley

Scientific) pro kultivaci anaerobnich bakterii
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Priloha ¢&. 2 Hmotnostni spektrometr MicroFlex LT (Bruker Daltonik GmbH), princip
MALDI-TOF MS — vyhodnoceni méreni softwarem



skupina

standardni atb

dalsi pridana atb u

dalsi pridana atb u

bakterii mocovych infekei rozSirené citlivosti
ampicilin
amoxicilin cefuroxim ceftazidim
klavulanat kotrimoxazol cefepim
. gentamicin furantoin imipenem
enterobakterie ciprofloxacin norfloxacin meropenem
piperacilin fosfomycin amikacin
tazobaktam tigecyklin
cefotaxim
oxacilin ciprofloxacin
gentamicin vankomycin
erytromycin . linezolid
stafylokoky klindamycin furantoin tigecyklin
tetracyklin chloramfenikol
kotrimoxazol rifampicin
penicilin vankomycin
streptokoky erytromycin furantoin l )
" : inezolid
klindamycin
o
enterokoky tetracyklin furantoin l pl' q
vankomycin Inezold
gentamicin
piperacilin piperacilin tazobaktam
ceftazidim cefepim
pseudomonady | imipenem meropenem
gentamicin amikacin
ciprofloxacin kolistin

Priloha €. 3 Standardni sestavy antibiotik (atb) pro jednotlivé skupiny bakterii
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Priloha €. 4 Mikroskopicky preparat grampozitivni koky, barveni dle G}ama, zvétSeni
1000x
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Ptiloha €. 5 Mikroskopicky preparat gramnegativni tycinky, barveni dle Gram?z,
zvétseni 1000x
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Priloha €. 9 Home-made biochemicka rada pro identifikaci gramnegativnich tycinek:
glukoza s plynovkou, agar podle Hajna, urea, Simmonsuyv citrat, Hottingeriv
bujon pro priikaz indolu



Priloha €. 11 Endiiv agar — riist gramnegativnich tycinek



Piiloha ¢&. 12 Krevni agar - rist bakterii v primokultivaci

Piiloha ¢. 13 Selektivné diagnosticka piida Brilliance UTI agar (OXOID CZ s.r.0.) pro
identifikaci E. coli (riizové kolonie)



Piiloha ¢&. 14 Anaerobni box Anaerobni box MACS MG 500 (Don Whitley Scientific)
pro kultivaci anaerobnich bakterii



