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I Osnova

+ infekce ran + ukoly
 infekce krevniho reciste + ukoly

» prukaz mikrobU kolonizujici
cévni katetry + Ukoly

« udéleni zapoctuU
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I Infekce ran

» nesouroda skupina (rdzny puvod a lokalizace)

e zavazné pripady (mikroby pronikly pres télni povrch na
mista normalné sterilni)

e hnisaveé infekce ran:

- bakterialni infekce rany doprovazena infiltraci
polymorfonukledrnich granulocytt (odpovédi IS)

- hnis = tekutina obsahujici odumrelé leukocyty,
bakterie (zivé i mrtve), rozkladajici se tkan, aj.

« hnisava povrchova zraneéni (S. aureus,
B-hemolytické streptokoky)

« tézka poranéni (hrozi klostridiové anaerobni infekce,
tetanus)
3/45



I Infekce ran (2)

« infekce operacni rany:

- SSI - surgical site infection - ,,infekce v misté
chirurgického vykonu*

- S. aureus, S. epidermidis, S. pyogenes

- kolorektalni chirurgie: Enterobacteriaceae,
ananeroby (B. fragilis, porfyromonady, prevotely,
peptostreptokoky)

- vzrlsté zastoupeni C. albicans

- prevence a |écba jednim z dulezitych témat pro
chirurgy
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| Infekce ran (3)

 poranéni ve vodeé:
- sladka voda: pseudomonady, aesromonady
- slana voda: halofilni vibria, atypické mykobakterie

« popaleniny: velmi snadna infekce (P. aeruginosa,
S. aureus, S. pyogenes, aj.)

« infekce po pokousani:

- Clovékem: prislusnici normalni ustni mikroflory
(aerobni i anaerobni) a S. aureus

- zviretem: psi a koCky (nejCastéji stafylokoky a
pasteurely), pocitat s moznosti prenosu vztekliny
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I Ukol 1: vzorky u infekci ran

« odebirajici |ékar (sestra) musi vzdy peclivé vyplnit
zadanku, nestaci ,,stér z rany“

* nutno specifikovat:

- typ (puvod) rany - operacni rdna, rdna po
pokousani, bodna rana apod.

- lokalizaci rany na téle

- dulezité anamnestické Udaje (ndvrat ze zahranidi,
prace v zemedeélstvi)

- pripadné i pozadovana specialni vysetreni
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I Ukol 1: vzorky u infekci ran (2)

 hlubokeé loziskove infekce:

- hnis di jina tekutina v lozisku v dostatecném
mnozstvi (vypotek, obsah cysty apod.) ma prednost
pred stérem

- U podezreni na anaerobnich infekci (zejména hnis
z dutiny brisni) zaslani ve strikacce (uzavreni
strikacky tzv. kombi zatku (na obrazku)

- nezasilat strikacky s jehlou zabodnutou do sterilni
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| Ukol 1: vzorky u infekei ran (3)

 hlubokeé loziskove infekce:

- neni-li mozno poslat tekutinu (je nedostatek
tekutiny), bezpodminecné nutné pouziti soupravy
s transportni pudou

- v posledni dobé tzv. E-swaby

- v nékterych pripadech je také vhodny natér,
pripadné otisk tkaneé na sklicko (zachyti se |
patogeny, které se nepodarilo vypéestovat)

- v zvlasté zdvaznych pripadech muze chirurg prizvat
mikrobiologa i pfimo na operacni sal
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I E-swab (1)

sterilni a obsahuje dvé casti:

- polypropylénovou sroubovaci zkumavku
s kapalnym Amiesovym transportnim médiem

- tampon pro viastni odbér vzorku

tampon zakoncen nastrikem meékkych nylonovych
vlaken

vyrabén technologii nastrfiku rovnobézné orientovanych
nylonovych vldken v elektrostatickém poli (neni to
namotek jako u klasickych souprav)

mikroorganismy jsou pri odbéru aktivhe zachyceny
elektrostatickymi silami (u klasického odbéru jen
pasivné ulpivaji v namotku)
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I E-swab (2)

« obsahuje tekuté Amiesovo médium bez aktivniho uhli

Ize pouzit i na PCR (neobsahuje nic, co by mohlo
Inhibovat amplifikaci)
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I Odbery u povrchovych ran

« klasicka metoda: stér odbérovou soupravou
s transportni pddou (kvalitativni)

- odebirat tak, aby byl zachycen predpokladany
patogen (je potreba se dostat az k lozisku infekce)

- nekontaminovat vzorek okolni mikroflorou, zejména z
kdze
« otiskova metoda:

- na ranu plosného charakteru (napr. diabeticky vred)
prilozit Ctverecek sterilni gazy

- prenést na kultiva¢ni pudu (krevni agar)
- v laboratori se prenese i na dalsi ptdy

- semikvantitativni vyhodnoceni (pocet/plocha)
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I Ukol 2: Otisk - provedeni

 chirurg obdrzi sterilni kultiva¢ni pGdu a ¢tverecek o
rozmeérech 25 cmz
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I Ukol 2: Otisk - provedeni (2)

« chirurg nebo sestra premisti ctverecek do rany tak, aby
se vsude dotykal (ponecha ho tak 10 sekund az minutu)
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I Ukol 2: Otisk - provedeni (3)

« Ctverecek se premisti zpét na pudu

14/45



I Ukol 2: Otisk - vyhodnoceni

v laboratofri je filtracni papir s otiskem umistén na dvé
nebo tri dalsi kultivaéni pudy

« vyhodnoceni po 24 hodinach
e urcuji se mikroby (zejména s vyuzitim média URI)

« kromé identifikace kolonii také kvantifikace (pocet
CFU/25 cmz2)
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I Diagnostika infekci ran

« vytery:
- Vv rané neni zadna ,,bezna flora“

- vyuzivame vétsi mnozstvi pud (odhaleni Sirsi skaly
patogenu)

« KA, ENDO, KA s NaCl (stafylokoky), KA s
amikacinem (streptokoky a enterokoky)

« pomnozovaci tekuté pudy (v rané mUze byt jen
mensi mnozstvi mikrobt)

« tekuteé vzorky:
- mikroskopie (mikroby, mnozstvi leukocytl apod.)
- pomnozovaci tekuté pudy, selektivni pudy
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I Vyter z rany: diagnostické schema

« podle okolnosti se mUlze v praxi liSit
« Den 0: pouze nasazeni kultivaci

« Den 1: vysledek primokultivace vzorku na KA, Endo, KA
s 10 % NaCl a KA s amikacinem

- v pripadé negativity vSech pevnych pltd se prohlizi
bujon (je-li zakaleny, vyockuje se, tzv. subkultivace)

« Den 2: expedice vsech negativnich a mnohych
pozitivnich vysledkl - pro komplikace, rezistence apod.
zdaleka ne vsech

« Den 3: expedice dalsich pozitivnich vysledkU
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I Vyter z rany: interpretace

« beézna fléra: zadna neni (vse se povazuje za mozného
patogena)

« patogen je v podstateé jakakoli bakterie nebo
kvasinka (vyjimka koagulazanegativni stafylokoky a
korynebakteria u povrchovych koznich ran)

« kolonizace: u povrchovych ran muze jit o kolonizaci
(hlavné pseudomonada a proteus)

- kriticka kolonizace: rana, kterd se nehoji
z d0vodu mikrobidlniho mnozeni, zdroven vsak bez
napadeni tkané nebo zjevné imunitni odpovedi
pacienta

- |laborator testuje citlivost na ATB vSech nalezu
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I Lecba hnisavych infekci

« vzdy lokalni osetrovani rany (lokalni aplikace
riznych preparatd, pravidelné ¢isténi a prevazovani,
podpora hojeni, odstranovani nekroz - moznosti je zde
| larvoterapie)

« nepredpokladame-li anaeroby, je nejvhodnéjsi naslepo
k celkové |écbé oxacilin (klasické protistafylokokové
antibiotikum)

« pravdépodobny streptokokovy plUvodce, |ékem volby
klasicky penicilin ve vysokych davkach

U nemochic¢nich nakaz nutna cilend |écba
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I Ukol 3: Vyhodnoceni kultivace z
hlubsi rany

« vyhodnotte vysledky kultivace, vezmeéte v potaz
anamnézu

« oxidazovy test bude na bocnim stole
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I Pritomnost mikrobu v krvi

e pritomnost bakterii v krvi za normalnich okolnosti
prechodna (transientni bakteriemie napf. pri cCisteni
zub()

. infekce krevniho recisté (IKR) zpravidla pro bakterialni,
pfipadné mykotické (kvasinkové) infekce

« bakteriémie: pritomnost bakterii v krvi (bez
dalsiho hodnoceni klinického vyznamu)

« virémie (pritomnost vird v krvi): soucasti riznych
virovych onemocnéni (zejména hepatitidy a HIV)

« krevni paraziti: malaricka plasmodia, trypanosomy
a filarie (vlasovci)
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Bakterialni infekce krevniho reciste

bakteriémie jako spoustéci mechanismus sepse

produkty mikroorganismu interaguji s IS = SIRS

SIRS (syndrom systémové zanétlivé odpovédi)

- zanetliva odpoved organismu na infekCni nebo
neinfekcni podnét

sepse = SIRS + infekce

- primarni (tyfus)

- sekundarni (katetrové, urosepse, abdominalni sepse)
- subaktutni bakterialni endokarditidy (sepsis lenta)
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I Diagnhostika sepse

« komplexni vysSetreni:

biochemicka: zanétlivé ukazatele (CRP,
prokalcitonin, diferencialni krevni obraz) znamky
diseminované intravaskularni koagulopatie
(trombocytopenie, snizeni antitrombinu Ill, apod.)

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

neurologicke
mikrobiologické

« hemokultury dalsi mikrobiologicky material
(katetry, moc, sputum, lumbalni punkce, atp.)
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I Hemokultura - odber krve

« hemokultura = kultivacni vysetreni krve na pritomnost
bakterii (kvasinek)

« nesrazliva (!) krev (prokazujeme zivé mikroby, nikoliv
antigeny nebo protilatky jako v sérologii)

« odbér do specialnich lahvicek s transportné-kultivacnim
médiem pro automatickou kultivaci

* nutno zabezpecit tak, aby se minimalizovalo riziko
pseudobakteriémie (falesné pozitivni vysledek)

« u dospelych se odebira 20 az 30 ml krve, u deéti

u dospelych, u déti ma vyznam i méne bakterii)
 nutné vyznacit ¢as a misto odberu (!)
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I Ukol 4: druhy hemokultivaénich
nadobek

« rizné typy podle toho, které mikroby maji byt
predevsim zachyceny (aerobni, anaerobni, kvasinky)

« neékteré nadobky s aktivnim uhlim (urceny zejména ke
kultivaci krve pacientd, kterym jsou jiz nasazena ATB),
aby se snizilo procento faleSné negativnich vysledkd
(ATB by potlacilo rist)

« nejbézneéjsi nadobky:
- aerobni standardni
- aerobni s aktivnim uhlim
- anaerobni s aktivnim uhlim

« nutné vyznacit ¢as a misto odberu (!)
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j Piiklady nadobek na hemokultivaci
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I Automaticke kultivatory

« kultivator napojeny na pocitac

« automaticky udrzuje optimalni podminky
kultivace

- vyhodnocuje stav nadobky a indikuje pripadny rdst
(napf. zména reflektance, tj. optickych vlastnosti
lahvicky)

» rust je zvukové a opticky signalizovan

« pokud ani po tydnu nic neroste, signalizuje negativni
vysledek
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I Automat na hemokultury

foto: O. Z. 28/45



I Automat na hemokultury (2)

foto: O. Z. 29/45



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.

Q0900 O0e

Positive vial is announced by audible alert, onscreen
indications, and the Positive Vial system indicator.
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I Pseudobakteriémie - priciny

« pseudobakteriémie = falesné pozitivni vysledek

 nevhodné provedeny odbér (nedodrzeni zasad
asepse)

- odbér pouze ze zavedenych vstupu (zachyt bakterii
kolonizujicich prislusny vstup - nemusi byt skute¢nym
pUvodcem bakteriémie)

- dusledek: pacient je zbyte¢né lIééen pro neexistujici
infekci nebo pro infekci jinym druhem mikroba -
zastaveno hledani skutecného patogenu
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I Kontaminace katetru a implantatu

« pri podezreni na kontaminovany cévni katetr se méni
- stary katetr poslat bakteriologii

« existuji metody schopné odhadnout, zda jde
o skutecné osidleni katetru ¢i nahodny nalez

- plati pro jakékoli implantaty, které se vyjimaji z téla
- jejich mikrobiologické vysetreni mUze prinést
podstatnou informaci pro dalsi lécbu
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I Pseudobakteriémie - protiopatreni

« odebirat cilené, kdyz je pritomnost bakterii v krvi
pravdepodobna (neodebirat, kdyz je indikovano jiné
vysetreni)

« odebirat v dostatecné kvantité: jedna hemokultura
nema dg. vyznam, dvé maji maly vyznam, tFi jsou
optimum

« odebirat z vhodnych mist: nejméne jednu z nové
venepunkce (idealné tri venepunkce a odbér z zilniho
katetru)

- odebirat ve vhodnou chvili, u septickych stavu typicky
pri vzestupu teploty

¢ asepse + spravna nadobka + spravneé vyplnéna
pruvodka (¢as a misto odbéru)
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I Rozpoznani pseudobakteriémie

« typické znaky pseudobakteriemie (falesna pozitivita
hemokultury)

pozitivni jen néktereé ze tri hemokultur

pozitivni vsechny, ale z kazdé vyroste jiny kmen
(rdzny vzhled kolonii na ptdach, rGzna ATB citlivost)
za ruzné dlouhou dobu (odpovida rdzné kvantité;
normalni rozmezi do 5-6 hodin)

klinické potize pacienta neodpovidaji nalezu
stejny kmen se najde i na kUizi pacienta
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I Posouzeni casu pozitivity

« TTD = time to detection (Cas do pozitivity)
e Cas od odbéru do okamziku, kdy automat hlasi pozitivitu

« kratsSi v prfipadé masivni pritomnosti bakterii v krvi
a delsi tehdy, kdyz je bakterii malo

+ u skutecnych bakteriémii je ¢as vétsinou kratsi
(do 48 hodin) a u vSech odebranych hemokultur
priblizné stejny

« muze byt kratsi u hemokultury z mista, které je zdrojem

infekce (napfriklad hemokultura z CVK, kdyz tento CVK
je zdrojem katetrové sepse)

 nelze vyhodnotit bez ¢asu a mista odberu (!)
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I Pozitivni hemokultura

« lahvicka vyjmuta z pristroje

 nutno zaevidovat c¢as, resp. dobu od prijmu do

VVVVV

kontaminace)

« vyockovani na pevné pudy a natér na sklo barveny
Gramem

« orientacni diskovy test citlivosti na ATB podle
vysledkd Gramova barveni (misto standardni suspenze
se pouzije primo tekutina z lahvicky — pouze orientacni
vysledky)

« dalsi den vysetreni citlivosti na ATB kvantitativni
metodou (mikrodiluc¢ni test, uz mame standardni

Inokulum)
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J Ukol 5, 6 a 7: Hemokultury

« ukolu 5: prohlédnéte si vysledek hemokultury
v mikroskopu, popiste bakterie (G+, G-, koky, tycCinky,
popsat jejich usporadanti)

» ukolu 6: popiste vysledky kultivacnich testu,
vyhodnotte vysledky predbeézného testu na ATB
(kvantitativni testovani citlivosti na ATB mikrodiluc¢ni
metodou nebudeme ve cviceni provadet)

« ukol 7: pokuste se vhodné interpretovat vzorky
hemokultur (soustredte se nejen na nalezeny patogen,
ale i na TTD a misto, kde byla krev odebrana)
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I Ukol 7: Interpretace nalezu

« Jan Bily:
- odebraly se trfi hemokultury, vsechny jsou pozitivni,
vsechny po zhruba stejném case po odbéru

(10/13/13,5 h), kmeny vypadaji podobng, je
pravdépodobné, ze nalez je skutecnym patogenem

- vzorek krve s kratsim casem (10 h) byl odebran
z centralniho zilniho katetru - to by nas mohlo vést
k domnénce, ze prave tento katetr je zdrojem infekce
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I Ukol 7: Interpretace nalezu (2)

« Jakub Cerny:

- odebraly se trfi hemokultury, vsechny jsou pozitivni,
avsak jedna po 8 hodinach, druha po 26 hodinach
a treti po 38 hodinach

- kmeny jsou fenotypové odlisné (vcetné rliznych
antibiogramu), dokonce patfi k rGznym druhim

stafylokoka, je velmi pravdépodobné, ze jde o kozni
kontaminanty
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I Prukaz mikrobu kolonizujicich
katetry

« kvalitativni pomnozeni v bujonu:

- citlivé (prakticky 100%), ale nelze rozlisit
kolonizaci od kontaminace (proto se metoda
nedoporucuje)

- negativni vysledek vylucuje kontaminaci

« semikvantitativni metoda (Makiho metoda):
- katetr je valen po povrchu agaru sterilni pinzetou
- pro kratce zavedené katetry (vnéjsi kolonizace)

- pro déle zavedené katetry neni vhodna (kolonizovany
zevnitr —» falesneé negativni vysledky)

- kolonizace pri >15 koloniich
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I Prukaz mikrobu kolonizujicich
katetry (2)

« sonifikacni metoda:
- katetry sonifikovany v ultrazvukové vane

- uvolnéné bakterie kvantifikovany vyockovanim na
KA, zjistuje se pocet CFU

- hranice pozitivity: >100 (1000) CFU
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I Ukol 8: prukaz mikrob
kolonizujicich katetry
« porovnejte jednotlivé metody a rozhodnéte o mozné
kolonizaci katetru
« kvalitativni metoda
« semikvantitativni metoda ( >15 CFU)
« sonifikace katetru (=100 CFU)
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I Eradikace biofilmu, citlivost k ATB

« ATB lécba casto potlaci pouze symptomy infekce
zpUsobené burikami uvolnénymi z matrix biofilmu

« bunky ulozené v matrix biofilmu neni schopna
zasahnout

« k eradikaci biofilmu je mozno vyuzit vysokych
koncentraci ATB ci jejich kombinaci (napr. ATB zatka
katétru), pokud IéCba selhava, je nutno vyjmout lozisko

biofilmu

 hodnoty MBEC lezi casto nad break pointem pro
dana antibiotika (tzn. bakterie jsou k nim rezistentni)

« hodnoty MBEC zpravidla nékolikanasobneée vyssi
nez MIC
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I Ukol 9: Citlivost biofilmpozitivnich
mikrobu k ATB

Kontrola

» zakal/zluté dulky R

znamenaji rist mikrobu

« odectéte hodnoty MIC

(planktonicka forma) a
MBEC (biofilm)

e porovnejte hodnoty
mezi sebou
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I Po tomto cviceni byste meéli umet:

« vysvetlit diagnostické postupy infekci ran a krevniho
reciste, vC. spravného odbéru materialu

« vysvetlit postup pri kultivaci hemokultur, vysvétlit
detailné pojem pseudobakteriémie

« popsat moznosti zpracovani kolonizovaného katetru

« porovnat hodnoty MIC a MBEC pro planktonickou formu
bakterii resp. pro biofilm, vysvétlit dtGsledky pro 1é¢bu
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