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Obsah cviceni

» Infekce ran
» Infekce krevniho recisté



Infekce ran (1)

» PrUnik mikrobu pfes télni povrch do jinak sterilnich mist
—> zavazny nalez.

» Velmi nesouroda skupina — ruzny puvod a lokalizace.

» Hnisaveé infekce ran:

Doprovazeny infiltraci polymorfonuklearu (reakce IS)

Hnis = tekutina obsahujici odumrelé leukocyty, zivé a mrtve
baktere, rozkladajici se tkan, ...

» Hnisavé infekce povrchovych zranéni: nejCasteji S.
aureus a B-hemolytické streptokoky

» Hnisavé infekce hlubokych ran a tézkych poraneéni:
tetanicka klostridia, klostridia plynatych snéti (anaerobni
infekce)



Infekce ran (2)

» Infekce operacni rany: infekce v misté chirurgického
vykonu = SSI (Surgical Site Infection)

Agens: S. aureus, S. epidermidis, S. pyogenes

V pripadé kolorektalni chirurgie: Enterobacteriaceae,
anaeroby (Bacillus fragilis, prevotely, peptostreptokoky).

Casté zastoupeni Candida albicans
» Poraneéni ve vode:

Sladka voda — pseudomonady, aeromonady

Slana voda — halofilni vibria, atypické mykobakterie
» Infekce po pokousani:

Clovékem: ustni mikrofléra, zlaty stafylokok

Zviretem: psi a koCky predevsim stafylokoky, pasteurely,
pozor na vzteklinu



Infekce ran (3)

» Klasifikace dle hloubky:
Povrchové ranné infekce zasahuijici kuzi a podkozi
Hluboké ranné infekce
Infekce organu a télesnych prostor

» Klasifikace dle miry rizika:
Cista
Cista — kontaminovana (pfi operacich mist, ktera jsou
normalné osidlena béznou mikroflérou)
Kontaminovana (traumatické poranéni, bakterie zvenci)
ZnecCisténa — infikovana (zanét v rane)



Ukol ¢é. 1 - infekce ran: vzorky (1)

» Zasadni je spravné vyplnéni zadanky — vyplnuje lekar
nebo sestra provadegjici odber.
» Nutno specifikovat:
Plavod rany / jeji typ: operacni rana, rana po pokousani,
bodna rana, ...
Lokalizace rany na tele

Udaje z anamnézy, jsou-li dlileZité (pobyt v zahrani&i, prace
v zemedélstvi, myslivost)
Pozadavek na specializovane vysetreni, pokud je



Ukol é. 1 - infekce ran: vzorky (2)

» Hluboké loziskoveé infekce:
V téchto pripadech je preferenCnim materialem hnis nebo
jina tekutina v lozisku (obsah cysty, vypotek, ...), stér je
meéné preferovany
Pri podezreni na anaerobni infekci (pfedevsim pfi infekcich
dutiny brisni) - zaslani ve stfikacce (uzavreni kombi
zatkou)

mediform.cz

Nezasilat strikacky s jehlou zabodnutou do sterilni gumove
zatky!



Ukol &. 1 - infekce ran: vzorky (3)

» Hluboké loziskové infekce:

Pokud nelze zaslat prfimo tekutinu (napf. pfi jejim
nedostatku), je nutné pouziti soupravy s transportni
pudou

Dnes nejCasteji E-swab test

Nekdy je vhodny také nater nebo otisk tkané na sklicko
(zachyti se i nevykultivovatelné patogeny)



E-swab test (1)

» E-swab test je sterilni a obsahuje dvé c¢asti:

Polypropylenova sroubovaci zkumavka s kapalnym
Amiesovym mediem bez aktivniho uhli

Tampon pro vilastni odbér vzorku

» Tampon je zakoncen nastrikem mekkych nylonovych
vlakem a je vyraben specialnim metodou (ne namotkem
jako u klasickych souprav) — technologie nastriku
rovnhobezne orientovanych nylonovych viaken v
elektrostatickem poli.

» Pri odbéeru dojde k aktivnimu zachyceni
mikroorganismu elektrostatickymi silami, nejde pouze
0 pasivni ulpeni v namotku.

» Lze pouziti na PCR (neobsahuje zadné inhibitory
reakce).



E-swab test (2)
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Odbéry u infekci povrchovych ran

» Stér s odbérovou soupravou s transportni pudou
(kvalitativni metoda):

Nutno proniknout az k lozisku infekce, aby dosSlo skutecné k
zachyceni patogena

Pozor na kontaminaci okolni mikroflérou, pfedevsim z kuze

» Otiskova metoda:
U ran plosného charakteru (napr. diabeticky vied) — prilozit
Ctverecek sterilni gazy / filtraCniho papiru
Prenést na kultivaéni pudu — krevni agar
V laboratofi pak prenos na dalSi pudy
Semikvantitativni metoda (pocCet/plocha)



Ukol é. 2 - Provedeni otisku (1)

» Lékar obdrzi sterilni kultivaéni pudu a étverecek o
rozmérerh 25 rm?2




Ukol é. 2 - Provedeni otisku (2)

» Chirurg nebo sestra premisti CtvereCek do rany tak, aby
se vsude dotykal (takto se CtvereCek ponecha 10 sekund
az minut




Ukol &. 2 — Provedeni otisku (3)




Ukol &. 2 - Vyhodnoceni otisku

» Po transportu do laboratore je filtracni papir umistéen na
dalSi dvé az tfi kultivacni pudy

» Vyhodnoceni se provadi po 24 hodinach — odecet
mikrobu, ¢asto s vyuzitim URI média

» Neprovadi se pouze identifikace kolonii, ale take jejich
kvantifikace (pocet CFU/25 cm?)



Diagnostika infekci ran

» Stery:
V rané se nenachazi zadna prirozena mikroflora

Mnoho ruznych pud k odhaleni Sir§iho spektra patogenu

KA, Endo, KA s NaCl pro stafylokoky, KA s amikacinem pro
streptokoky a enterokoky

Tekuté pudy pro pomnozeni — v rané se muze nachazet mensi
mnozstvi mikrobu

» Tekuté vzorky:

Mikroskopie — sledujeme mikroby, mnozstvi leukocytu ve
vzorku, ...

Pouziti tekutych pad pomnozovacich / selektivnich



Diagnostické schéma: vytér z rany

» Den 0: nasazeni kultivaci

» Den 1: odecet vysledku primokultivace na KA, Endo, KA
s 10 % NaCl, KA s amikacinem. Pokud je vSe negativni,
prohlizi se bujon (pokud je zakaleny, vyoCkuje se tzv.
subkultivace)

» Den 2: odeslani vsSech negativnich a vetsiny pozitivnich
vysledku — mozné rezistence apod., neposilaji se
vSechny

» Den 3: odeslani dalSich pozitivnich vysledku



Interpretace: vytér z rany

» Bezna flora: zadna neni, tudiz kazdy nalez je moznym
patogenem
» Vyjimka: u povrchovych ran je mozno za kontaminaci

prirozenou mikroflérou povazovat koagulazanegativni
stafylokoky a korynebakteria

» Kolonizace: u povrchovych ran muze dojit ke kolonizace
pseudomonadami a proteem

Kriticka kontaminace = rana se nehoji z duvodu
mikrobialniho mnozeni, avsak tkan neni napadena a pacient
nejevi znamky imunitni odpovedi

» Citlivost na ATB se provadi pro vSechny nalezy.



Lécba hnisavych infekci

» Nezbytné lokalni osetrovani rany — lokalni ATB,
pravidelné Cisténi, pfevazy, odstranovani nekroticke
tkane — zde mozna i larvoterapie)

» Pokud neoCekavame pritomnost anaerobu, empiricky
nasazujeme k celkové lecba oxacilin (protistafylokokove
ATB 1. volby)

» OCekavame-li streptokokového puvodce, Iekem volby
je klasicky penicilin ve vysokyc davkach
» Nozokimalni infekce — cilena léCba



Ukol ¢. 3 - Vyhodnoceni kultivace z
hlubsich ran

» S pomoci anamnézy vyhodnotte vysledky kultivace
» Oxidazovy test — na boCnim stole



Mikrobi v krvi

» Za fyziologickych okolnosti Casto dochazi k prechodné,
transientni, bakteriémii — typicky napf. pfi Cisténi zubu.

» Bakteriémie: pritomnost bakterii v krvi (pouhy fakt,
nehodnoti se dalsi klinicky vyznam)

» Virémie: pritomnost virt v krvi, bézné pfi celé radé
virovych onemocneni (HIV, hepatitidy)

» Parazitémie: krevni paraziti, zejména malaricka
plasmodia, trypanosomy a filarie (vlasovci)



Bakterialni infekce krevniho reciste

» Bakteriémie = spousteci mechanismus sepse

» Produkty mikroorganismu reaguiji s imunitnim systémem
- SIRS

» SIRS = syndrom systemoveé zanetlivé odpovedi —
zanetliva reakce organismu na podnét infekcni i
neinfekCni

» sepse = SIRS + infekce
Primarni sepse — tyfus
Sekundarni sepse — katétrové, urosepse, abdominalni
sepse
Subakutni bakterialni endokarditidy (sepsis lenta)



Diagnostika sepse

» Nutné komplexni vysetreni:

Biochemické: ukazatele zanétu (CRP, prokalcitonin, krevni
obraz), znamky diseminované intravaskularni koagulopatie
(trombocytopenie, snizeni antitrombinu I, ...)

Fyzikalni: RTG srdce a plic, ORL vySetreni, jicnovy ultrazvuk
(pro loziska na srdci), CT

Neurologickeé

Mikrobiologické: hemokultury + dalsi material (katétry, moc,
sputum, lumbalni punkce, ...)



Odbér krve pro hemokulturu

» Hemokultura = kultivacni vySetreni krve na pritomnost
bakterii / kvasinek

» Nesrazliva krev!!! Prokazujeme zde zivé mikroby, nikoliv
antigeny nebo protilatky jako v serologii

» Na odber se pouzivaji specialni lahviCky s transportne-
kultivacnim mediem pro automatickou kultivaci

» Riziko pseudobakteriémie — falesne pozitivni vysledek
» Dospeéli: odbér 20 — 30 ml krve

LD e d

vyznam i mensi pocet bakterii)
» Nutnost vyznacCit cas a misto odbéru!



Ukol ¢é. 4 - Druhy hemokultivaénich
nadobek

» Typy dle toho, jaky organismus ma byt preferen¢née
zachycen

» Néekteré nadobky s aktivnim uhlim (predevsim u
hemokultur pacientt s ATB terapii) ke snizeni procenta
faleSné negativnich vysledku (ATB by potlacilo rust)

» Nejbéznéjsi typy nadob:

Aerobni standardni
Aerobni s aktivnim uhlim
Anaerobni s aktivhim uhlim

» Nutnost vyznacCit cas a misto odbéru!



Nadobky na hemokultivaci
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Automatickeé kultivatory (1)

» Kultivator propojeny s PC — udrzuje automaticky
optimalni podminky.

» Vyhodnocuje se stav nadobky a indikuje pfipadny rust
(napr. pomoci zmeny optickych vilastnosti lahvicky —
zmena reflektance).

» Zvukova a opticka signalizace rustu.

» Pokud tyden nic neroste, signalizuje se negativni
vysledek.



Automatickeé kultivatory (2)

foto: O. Z.



Automatické kultivatory (3)

fota: 0. Z.



Princip automatického kultivatoru
BACTEC

Organism metabolic activity releases CO, ...

Which reacts with dye in vial sensor.

LED activates fluorescent material in sensor. Fluores-
cence is modulated by dye in the sensor.

Photo detector reads fluorescence.

Raw data from detector is analyzed by row board ...
And positivity analysis is performed.

Positive vial is announced by audible alert, onscreen
indications, and the Positive Vial system indicator.
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Positive Test Results
indicated multiple ways
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Positivity Analysis




b L. K ]

Priciny pseudobakteriémie

» Falesne pozitivni vysledek

» DuUsledek nevhodné provedeného odbéru (poruseni
zasad asepse)

» Nutno provadét odbér pouze ze zavedenych vstupu —
zachyt bakterii kolonizujicich prislusny vstup, coz nemusi
byt skuteCny puvodce bakteriémie

» Dusledek: pacient je |éCen pro infekci, ktera neexistuje
nebo pro infekci jinym druhem mikroba - zpomaleno Ci
dokonce zastaveno hledano skuteCneho agens



Prevence pseudobakteriemie

» Cileny odbeéer — pokud je pritomnost bakterii v krvi
pravdepodobna. Odbér neprovadime, pokud je
indikovano jiné vysetreni.

» Odber v dostatecné kvantite: jedna hemokultura je
bezpredmetna, dve s limitnim vyznamem, optimalne tri (v
praxi se vSak vetsinou odebiraji dve)

» Odbér z vhodnych mist: nejméné jedna hemokultura z

venepunkce (3 venepunkce idealni + odbér z zilniho
katétru)

» Odbeér ve vhodnou chvili: typicky pri vzestupu teploty u
septickych stavu

» Asepse, spravna nadobka, spravneé vyplnéna
pruvodka



Identifikace pseudobakteriémie

» Typické znaky falesné pozitivni hemokultury:
Pozitivni jen nekteré ze tri hemokultur
Pozitivni vSechny, ale z kazdé vyroste jiny kmen (ruzny
vzhled kolonii, rizna ATB citlivost) za razné dlouhou dobu
(odpovida rtzné kvantité; normalni je rozmezi 5 — 6 hodin)

Klinickeé potize pacienta neodpovidaji nalezu
Stejny kmen je nalezen i na kuzi pacienta



Posouzeni casu pozitivity

» TTD = time to detection (Cas do pozitivity) = Cas od
odberu do okamziku, kdy automat hlasi pozitivitu

» TTD je kratsi, pokud je v krvi pritomno masivni mnozstvi
bakterii v krvi a delSi pokud je bakterii v krvi malo

» SkuteCné bakteriémie = Cas je vetSinou kratsi (max. 48
hodin) a u vsech odebranych hemokultur priblizné stejny

» Cas muUze byt kratsi u hemokultury z mista, které je
zdrojem infekce (hemokultura z centralniho venozniho
katétru, ktery muze byt zdrojem katétrové sepse)

» Nutnost vyznacit cas a misto odbéru! Jinak nelze
vyhodnotit!



Pozitivni hemokultura

» Po vyjmuti lahviCky z pristroje je nutno zaevidovat cas
od doby pfijmu do pozitivity (Cim delSi doba, tim

» Poté vyoCkovani na pevné pudy a natér na sklo barveny
Gramem

» Orientacni diskovy test citlivosti na ATB v zavislosti na
vysledcich Gramova barveni (nebarvi se bézna
suspenze, ale primo tekutina z lahviCky - pouze
orientacni vysledky)

» DalSi den kvantitativni ATB test (uz je k dispozici
standardni inokulum)



Ukol é. 5, 6, 7: Hemokultury

» Ukol 5: mikroskopuijte vysledek hemokultury, popiste
bakterie vCetne jejich usporadani

» Ukol 6: popiste vysledky kultivadnich testd, vyhodnotte
vysledky predbezneho testu na ATB

» Ukol 7: pokuste se vhodné interpretovat vzorky
hemokultur (pracujte nejen s nalezenym patogenem, ale
také s TTD a miste odbéru krve)



Ukol &. 7: Interpretace nalezu (1)

» Jan Bily:
3 hemokultury odebrany, vSechny pozitivni, vSechny v
zhruba stejném Case po odbéru (10/13/13,5 hodin),
podobny vzhled kmenu - nejspiSe je nalez skute€nym
agens
Vzorek krve s kratsim casem (10 hodin) byl odebran z
centralniho zilniho katétru — mozna domnénka, ze pravé
tento katétr je zdrojem infekce



Ukol &. 7: Interpretace nalezu (2)

» Jakub Cerny:

3 hemokultury, vsechny pozitivni, avsak po odlisné dobe — 8
hodin, 26 hodin a 38 hodin

Kmeny jsou fenotypové odlisSné, odlisna citlivost na ATB,
dokonce rtizné druhy stafylokoky - pravdépodobné kozni
kontaminanty



