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alnich infekci. Klasicky postup hemokultivace za pouziti automatizovanych pfistroju, identifikace z 24hodinové bakterialni
kultury a stanoveni kvantitativni citlivosti k antibiotikm trva zhruba 3-5 dni. V poslednich letech byly implementovany do
praxe nové metody umoznujici identifikaci bakteridlniho plivodce a stanoveni citlivosti/rezistence k antibiotikim, v¢etné
detekce genl rezistence pomoci amplifikacnich technik, pfimo z pozitivnich hemokultiva¢nich lahvi¢ek. Tyto metody
umoznuji vyrazné zkratit ¢as od odbéru krve do hlaseni vysledku a souc¢asné aplikaci cilené antibiotické terapie. Pfedlozeny
pfehledovy ¢lanek ma za cil seznamit klinické Iékafe s novinkami v oblasti bakteriologického vysetfeni krve pouzivanymi
v rutinni mikrobiologické praxi.
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Recent developments in blood bacteriological testing

Identifying the etiological agent in blood is one of the most crucial yet time-consuming investigations in diagnosing bacterial
infections. The conventional approach of blood culture utilizing automated systems, followed by identification from a 24-hour
bacterial culture and determination of quantitative antibiotic susceptibility, typically takes about 3-5 days. However, in recent
years, new methods have been implemented in practice, enabling the identification of bacterial pathogens and the determi-
nation of sensitivity/resistance to antibiotics, including the detection of resistance genes through amplification techniques
directly from positive blood culture bottles. These methods significantly reduce the turnaround time from blood collection
to result reporting, while also facilitating the application of targeted antibiotic therapy. The presented review article aims to
acquaint clinical physicians with the latest advancements in the field of blood bacteriological testing.

Key words: blood cultures, MALDI-TOF MS, direct identification.

Rychld a spravnd identifikace bakteridlnich patogenl z krve je jed-
nim z nejddlezitéjsich vysetieni u pacientl se sepsi ¢i infekci krevniho
fecisté. Standardni postup detekce bakterii v krvi je zavisly na kultivaci
a z toho dlvodu trva bakteriologické vysetieni krve zhruba 3-5 dni
(v pfipadé pomalu rostoucich bakterif i déle). Hemokultivace se jiz
30 let provadf v automatizovanych systémech zaloZenych na detek-
ci produktl metabolismu mnozicich se bakterii v hemokultivac¢nich
lahvickach. Lahvicky s médiem jsou dodavény vyrobci automatizova-
nych systémd a jsou urceny pro aerobni a anaerobni kultivaci bakterif.
Mnozstvi bakterii v krvi pfi bakteriemii je velmi malé a kolisd mezi 1-10
CFU (colony forming unit)/ml (1). Proto je potfeba mnozstvi bakterif
zvysit pomnozenim a hemokultivace tak zUstéva zlatym standardem,

predevsim pro moznost ziskani zivého mikrobidiniho agens, které je
mozné dale testovat.

Klasickd cesta hemokultivace zacind odbérem krve do hemokul-
tivacnich lahvicek, pokracuje vlozenim do automatizovaného hemo-
kultivacniho pfistroje, ve kterém probiha kultivace do zaznamenanf
metabolické aktivity uvnitf lahvicky, maximalné viak 5 dnl pfi teploté
35+ 1°C. Bylo prokédzéno, ze 97 % klinicky vyznamnych bakterif je de-
tekovano béhem prvnich tfi dn hemokultivace a dalsi 3 % béhem 4. a 5.
dne (2). ProdlouZenf inkubace v automatizovanych systémech na vice
nez 5 dni nezvysilo zachytnost ani u nédro¢nych bakterii skupiny HACEK
(Haemophilus sp., Aggregatibacter sp., Cardiobacterium sp., Eikenella sp.,
Kingella sp.) (3-5). Lahvicky bez detekce bakteridIniho rdstu jsou po

MUDr. Mgr. Katefina Bogdanova, Ph.D.
Ustav mikrobiologie, FN Olomouc a LF Univerzity Palackého v Olomouci
katerina.bogdanova@fnol.cz

Cit. zkr: Vnitf Lék. 2024;70(3):174-179
Clanek piijat redakct: 11. 1. 2024
Clének pfijat po recenzich: 2. 4. 2024

VNITRNI LEKARSTV( / Vnitf Lék. 2024;70(3):174-179 /

www.casopisvnitrnilekarstvi.cz


https://doi.org/10.36290/vnl.2024.035

Obr. 1. Standardni postup bakteriologického vysetrens krve
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5 dnech hlaseny jako negativni. V pfipadé mnozenf bakterii vyhodnotf
sofistikovany software hemokultiva¢niho pfistroje pozitivitu na zakladé
narGstu hladiny CO,. Pozitivni lahvicky jsou po vyjmuti z automatizo-
vaného systému dale zpracovavany, resp. je provedeno mikroskopické
vysetfeni dle Grama, vyockovani na pevné kultivacni pldy a provedena
diskové difuzni metoda pro stanoveni orienta¢ni citlivosti k antibiotikam.
Identifikace pomoci systému MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time Of Flight Mass Spectrometry) je provedena
z ¢isté kultury po 16-24 hodinach od signalizace pozitivity. Definitivni
antibiogram s minimalnimi inhibi¢nimi koncentracemi (MIC) je k dis-
pozici za 48 hodin od signalizace pozitivity. Schéma celého procesu je
uvedeno na obrdzku 1. Po celou tuto dobu (ij. od odbéru hemokultury
do vydani definitivniho vysledku, véetné kvantitativniho antibiogramu)
jsou pacienti s bakterialni infekcf Ié¢eni antibiotiky dle zasad antibiotic
stewardship, nicméné se nejedna o lé¢bu cilenou na daného plvodce
(6). Je zde tedy riziko, Zze pacient je po tuto dobu lé¢en antibiotikem, na
které je bakteridIni plvodce infekce rezistentni, coz zvysuje morbiditu
i mortalitu. Z uvedenych dlvodU je velmi zadouci urychlit detekci
a identifikaci bakteridlnich patogenl v krvi a stanoventi jejich citlivosti/
rezistence k antibiotikdim, coz umozni ¢asnou cilenou antibiotickou
lé¢bu. V tomto ¢lanku jsou prezentovany nové technologické i organi-
zacni moznosti zrychleni bakteriologického vysetfeni krve v soucasné
moderni mikrobiologické praxi.

Odbér krve pro hemokultivaci

Krev pro hemokultivaci by méla byt odebrana za pfisné sterilnich
kautel z periferni Zily nebo nové zavedeného centralniho Zilniho
katétru pfed zahajenim antibiotické Ié¢by. Podle recentnich znalostf
neni potreba respektovat vysi télesné teploty (u septickych pacientd
se mUZe vyskytnout hypotermie, teplota mUZe byt zkreslena podanim
antipyretik, starsf pacienti mnohdy nejsou schopni vyvinout febrilie
atd.) (7). Hemokultivace je indikovana pfi klinickém podezfenf na
systémovou bakteridIni infekci, véetné sepse, pfi pozitivnich labo-
ratornich markerech (vysoké CRP, prokalcitonin, leukocytéza nebo
leukopenie) a zimnicich ¢i tfesavkach, které koreluji se vstupem
agens do krevniho Fecisté. Pfi intermitentnich (sub)febriliich neni
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potfeba Cekat na vzestup teploty a teplotni $picku, odbér by mél byt
proveden bezprostfedné po vysloveni podezieni na sepsi ¢i infekci
krevniho fecisté (8).

Pro senzitivitu hemokultivace je zcela zésadni celkovy objem ode-
brané krve, ktery by mél u dospélého pacienta Cinit 40-60 ml. Vzhledem
k tomu, Ze se do jedné hemokultiva¢nf lahvicky pro dospélé pacienty
odebird 10 ml krve (popfipadé dle doporuceni vyrobce), znamend tento
pozadavek nutnost vysetfit 4-6 hemokultivacnich lahvicek. Pfi hemo-
kultivaci pouze jednoho pdru lahvicek (tj. 20 ml krve) ¢ini senzitivita
73 %, dvou pard (40 ml) 90 % a tii pard (60 ml) dosahuje senzitivita 98 %
(9). Proto je odbér a zaslani pouze jednoho paru lahvicek (tzv. orphan
blood culture - sirot¢i hemokultura) zcela nedostacujici. Stéle vice je
doporucovéna strategie tzv. simgle-sample strategy (SSS), kterou Ize
charakterizovat jako jednorazovy odbér pozadovaného mnozstvi krve
(tj. 4-6 lahvicek) z jedné venepunkce najednou (8). Uvedeni této stra-
tegie do praxe bylo podporeno poznatkem, Ze pfi sepsi je bakteriémie
kontinudlnf (i kdyz s kolfsajicim mnoZstvim bakteridinich bunék v krvi)
a neni vyznamny rozdil ve vztahu k teploté béhem 24 hodin (10). Nenf
tedy dlvod odebirat pary hemokultur oddélené v ¢asovych intervalech.
Vyhody této strategie jsou zfejmé: snizenf zatizeni personalu i pacienta
nutnosti opakovat odbéry, mensi riziko kontaminace, zajisténf poza-
dovaného mnozstvi krve pred nasazenim antibioterapie a zabranéni
odebrani pouze orphan blood culture. Posledni dva argumenty se
ukazujf byt velmi relevantni, protoZe v rutinni praxi se prave v téchto
aspektech casto chybuje. Z klinickych oddéleni je mnohdy zasilan jen
jeden par hemokultur, coz? je zcela nedostacujici objem krve s nizkou
senzitivitou nasledného hemokultiva¢niho vysetfeni. U orphan blood
culture je rovnéz problematicka interpretace pfi pozitivnim zachytu
agens patfici do kozni mikrofldry (typicky koaguldza-negativni stafy-
lokoky, napt. Staphylococcus epidermidis), protoze chybi dalsi lahvicky
k potvrzeni nebo vylouceni kontaminace pfi odbéru. Pokud jsou za-
slany druhy a tfetf par hemokultur, pak tyto jsou ¢asto odebirany pfi
nasazené antibioterapii (vzhledem k poZadavku nasazeni antibiotik
u septickych pacientd co nejdfive, resp. do 1 hodiny), nebo se naopak
zpozduje nasazeni antibioterapie kvili odbéru dalsich pard lahvicek
s ¢asovym odstupem.
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Zkraceni doby od odbéru hemokultury do
vioZeni do hemokultivacniho pFistroje

Je bézné, ze mikrobiologické laboratofe nepracuji v non-stop re-
Zimu. Jejich provoz je pfizpUsoben bézné pracovni dobé nemocnic
a v dobé pohotovostniho rezimu nejsou k dispozici. Z toho vyplyva, ze
pokud je hemokultura odebrana v dobé, kdy mikrobiologickd laboratof
nenfv provozu, musf lahvi¢ky byt uchovény v pokojové teploté (podle
instrukci vyrobce) do doby, nez je laborator pfevezme ke kultivaci. Pokud
mé laboratorf pracovni dobu 7:00-16:00, pak se m{ize stat, ze hemokul-
tura ¢eka na vloZzeni do automatizovaného hemokultiva¢niho pfistroje
az 15 hodin. Tento problém fesi tzv. satelitni moduly hemokultiva¢nich
pristrojU, které jsou umistény na oddéleni v non-stop (24/7) rezimu. Zde
probéhne pfijem hemokultur, vioZeni lahvi¢ek do satelitniho modulu
a v case otevreni mikrobiologické laboratore se lahvicky transportuji
na mikrobiologii (ty, které jsou jiz detekovany jako pozitivni, jsou da-
le zpracovavany, negativni jsou opét vlioZzeny do hemokultivacniho
automatizovaného pfistroje). Satelitni moduly ovsem nefesi zkracenti
doby od signalizace pozitivity do zpracovani pozitivni hemokultury.
Tuto €ast hemokultiva¢niho vysetfeni je schopen provadét pouze
vyskoleny persondl mikrobiologickych laboratofi. Tento problém by
mohl byt vyfeSen zavedenim non-stop rezimu mikrobiologickych
pracovist. Podle recentné provedené studie zkoumajici, mimo jiné,
i pracovni dobu 870 nemocni¢nich mikrobiologickych laboratoff a jejf
dopad na hlasenf vysledkl hemokultur je rezim 24/7 zaveden pouze
v 12 9% evropskych laboratoff (11). Podil laboratofi, které maji non-stop
pracovni dobu, je vetsi (13 %) v pfipadé velkych nemocnic (> 1000
[GZek) ve srovnani s mensimi nemocnicemi (0-250 IGzek), kde tento
podil ¢inf 9 %. Z vysledkl vyplyva, Ze vyrazné vétsi procentudini po-
dil laboratofi schopnych hlasit prvni vysledek hemokultivace (napf.
vysledek mikroskopie) do 24 hodin je v rezimu 24/7 neZ u laboratof{
s limitovanou pracovni dobou (70 % vs. 49 %, p < 0,001) (11). V rdmci
soucasné mikrobiologie Ize spatfovat trend smérem k zavadéni nepretr-
Zitého provozu, nebot pres vsechny moderni technologické pokroky se
okamzité zpracovavani vzorkl a neodkladné hldseni vysledku jevi jako
zakladni a nenahraditelnd ¢ast mikrobiologického vysetren.

Pfima detekce bakterialnich agens z plné krve
(,,by-pass" hemokultivace)

Jako nejrychlejsi metoda se nabizi detekce a identifikace bakterialni-
ho plvodce pfimo z pIné krve. Problém této metody spociva v relativné
velmi nizké kvantité bakteridlnich bunék v odebraném vzorku. Kazdy
mililitr infikované krve obsahuje asi 4-6 x 10° Cervenych krvinek, az
1,6 X 107 bilych krvinek a 1,3—-4 x 108 krevnich desti¢ek, ale pouze 1 az
10 Zivych bakteridInich bunék, coz vyrazné snizuje pravdépodobnost
zachytu etiologického agens (1). V posledni dekddé byly vyvinuty nové
generace diagnostickych pfistrojd a postupt bez pfedchozi kultivace.
Nejvice diskutovanym systémem je T2MR (T2Biosystem, USA), zalozeny
na kombinované technologii PCR a miniaturizované magnetickeé re-
zonanci. T2MR dokéze rychle a presné identifikovat urcité molekularni
cile v rliznych biologickych materidlech pacientd (pInd krev, plazma,
sérum, sliny, sputum a moc) bez potfeby Cisténi nebo extrakce cilovych
molekul. Vyhodou je nizky detekéni prah (2-11 CFU/ml), vysoka senzi-
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tivita a specificita, rychlost provedeni (3,5 hodiny), plnd automatizace
a non-interference s pfipadnou aplikovanou antibiotickou lé¢bou.
Nevyhodou je zatim omezené spektrum bakterialnich species zahrnu-
jici Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli (resp.
ESKAPE patogeny) a vysokd cena pofizovacich i provoznich nakladu.
Vzhledem k tomu, Zze kromé identifikace bakteridiniho plvodce je
potieba ziskat informaci o citlivosti k antibiotikéim, neni tato metoda
schopna nahradit stavajici standardni postup vysetfeni hemokultur.
Nicméné je moznym doplrikem, kterym se vyrazné zkrati doba od od-
béru do identifikace bakteridlniho agens. Bylo prokazano, ze implemen-
tace T2MR do postupu bakteriologického vysetfenf krve snizilo dobu
potiebnou k druhové identifikaci primérmné o 55 hodin (12). Primérny
¢as od pfijeti vzorku do identifikace byl 6,1 hodin (SD + 5,4), zatimco pfi
pouzitf standardniho postupu zalozeného na hemokultivaci a nasledné
kultivaci ¢inil 62 hodin (SD + 54) (p = 0,001) (12). Z publikovanych zku-
senosti s timto systémem vyplyva, ze T2MR byl schopen identifikovat
etiologické agens z krve u velkého poctu pacientd, u kterych byla
hemokultivace negativni (12-13). To odpovida obecnym poznatklm
demonstrujicim skute¢nost, Ze senzitivita hemokultur se snizuje o 50 %
po zahdjeni antibiotické terapie (14). Tento automatizovany identifikacnf
systém se zda byt vhodnou metodou ,point-of-care”, tj. umisténi pfimo
na klinickém oddéleni s moznosti okamzitého provedeni osettujicim
personalem bez pfiftomnosti klinického mikrobiologa. Je viak nutné
zdUraznit nezbytnost paralelniho hemokultiva¢niho vysetfenf standard-
nim postupem z dlvodU uvedenych vyse. Dalsi systémy pro identifikaci
bakteridlnich agens z pIné krve bez pfedchozf kultivace jsou vétsinou
zaloZzeny na principu kvantitativni PCR v redlném case v kombinaci
s dalsimi technikami (systém Magicplex™ SeeGene, Korea, systém
VYOQ?®, SIRS-Lab GmbH, Germany a systém LightCycler SeptiFast Test
MGRADE® Roche Diagnostics, Switzerland), hmotnostni spektrometrie
zaloZené na elektrosférickém ionizacnim letu (Electrospray lonization
Flight of Mass Spectrometry) (Iridica BAC BSI assay Abbott Diagnostics,
USA), Sirokospektralni 16S a 18S rRNA PCR a sekvencnf analyze bakterif
(SepsiTest™ Molzym, Germany), pfipadné na bazi mikrocipt (CubeDx
GmbH, Austria). Nékteré viak nenadly uplatnéni v rutinni mikrobio-
logické praxi kvili nizké senzitivité a pfilis vysoké cené, takze vyvoj
a zavadéni rychlych diagnostickych metod z pIné krve z(stava nadéle

velkou vyzvou.

Piima detekce bakterialnich agens z pozitivnich
hemokultivacnich lahvicek

Pred nékolika lety byla do klinické mikrobiologie zavedena nova
technologie MALDI-TOF MS, kterd je vyuzivéna pro rychlou identifikaci
bakterii a dale také hub, virl a nékterych parazitl. Metoda je zaloze-
na na hmotnostni spektrofotometrii nabitych c¢astic (proteind), které
vzniknou po laserové desorpci/ionizaci malého mnozstvi materidlu
(pro predstavu staci bakteridlnf kolonie nabrana na $picku paratka)
v pfftomnosti chemické substance nazyvané matrice. Vysledkem je
ziskani hmotnostniho spektra charakteristického pro dany druh (peptide
mass fingerprint — ,otisk prstu”). Identifikace probihd porovnanim tohoto
spektra s existujici databazi (napf. komercni platformy MALDI BioTyper
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nebo VITEK®MS), které jsou neustéle aktualizované. Identifikace bakterif
pomoci MALDI-TOF nemusf probihat pouze z vykultivovanych bakterif,
ale pfimo v klinickych materidlech od pacientd. Kromé hemokultur Ize
identifikovat bakterie i v likvoru (u hnisavé meningitidy), nebo v moci.
MALDI-TOF nachézi stéle dalsi uplatnéni, napiiklad v detekci specifickych
mechanismU rezistence a v rdmci klinické epidemiologie, kde umoznuje
nahradit drahé a sloZité metody jako MLST (multilokusova sekvencnf
typizace) nebo pulzni gelova elektroforéza (15, 16).

Metoda MALDI-TOF zkracuje identifikaci bakterii ve srovnani s drive
pouzivanymi biochemickymi testy o 24 hodin. Standardné je pro identifikaci
agens z hemokultur ovsem nutné vyockovat krev z pozitivni hemokulti-
vacnf lahvicky na pevné pady a identifikaci provést az za 24 hodin z ¢isté
bakteridlni kultury. Pro zrychlenf diagnostiky z krve byly vyvinuty komer¢nf
kity i ,in-house” metody, které umoznuijf identifikaci pomoci MALDI-TOF MS
pifmo z pozitivni hemokultury bez vyse uvedeného mezikroku (17-23). Tim
se zkrati doba nutna pro identifikaci az 0 24 hodin (0 48 hodin v porovnéni
s biochemickymi testy). V¢asna identifikace agens je zasadni z hlediska
posouzenf adekvatnosti jiz nasazené antibiotické terapie. Tim, Ze je species
identifikovano vyrazné dfive, nez tomu bylo doposud, je umoznéna zména
pripadné neadekvatni antibiotické terapie na zakladé znalosti primarni
rezistence detekované bakterie k antibiotikdm téméf o 24 hodin dfive.
Diky v¢asné identifikaci je mozné rovnéz aplikovat metody pro detekci
gend rezistence nebo rychlé stanoveni bakteridIni citlivosti k antibiotikdim
pfimo z pozitivnich hemokultivacnich lahvi¢ek, coz ma pro pacienty se
z&vaznymi bakteridlnimi infekcemi zésadni vyznam.

Detekce genii rezistence z pozitivnich
hemokultivacnich lahvicek

Diky novym automatizovanym systémdm je mozné zavést ampli-
fika¢ni metody (PCR, loop-mediated isothermal amplification (LAMP))
pro detekci genl rezistence pfimo z pozitivnich hemokultivacnich
lahvicek do celkového algoritmu vysetieni hemokultur a rychle ziskat
predstavu o pfitomnosti/absenci genl rezistence v bakterialnim geno-
mu. Vyhodou téchto vysetienf je vysoka senzitivita, snadné provedenf
a rychly vysledek (30 minut az dvé hodiny). Limitacemi byva vysokd
cena, pozadavek na specifické pfistrojové vybaveni a omezeny pocet
detekenich cilé v daném komercnim kitu. Nejcastéji detekovanymi geny
jsou mecA a mecCzodpovédné za fenotyp MRSA (methicilin-rezistentni
Staphylococcus aureus), vanA a vanB zodpovédné za fenotyp VRE (van-
komycin-rezistentnf enterokok), geny pro karbapenemazy (IMP, KPC,
OXA, NDM, VIM) a Sirokospektré beta-laktamdazy ESBL (CTX-M), piipadné
plazmidové pfenositelny gen pro rezistenci ke kolistinu (mcr-1). Pfestoze
je ve vétsiné pripadd tato znalost pfinosna pro pfipadnou Upravu ini-
cidlni terapie, mohou nastat situace, kdy redlny fenotyp neodpovida
prokdzanému genotypu. Piikladem mUze byt tichy gen (tj. gen s mutaci,
kterd zapficini jeho nefunkénost, resp. zabrani expresi), v tomto pfipadé
se oCekdvany fenotyp rezistence nepotvrdi. Horsi variantou je, pokud
gen detekovén neni, ale bakterie je fenotypové rezistentni (rezistence
je zpUsobena jinymi mechanismy nebo je zplsobena odlisSnym genem/
variantou genu, ktery nenf detekovan). Proto je kromé vysetfeni gen(
rezistence nezbytné vzdy provést fenotypové vysetteni a ziskani anti-
biogramu s hodnotami MIC jednotlivych antibiotik.
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Vyznamnou vyhodou téchto genetickych metod je moznost kom-
binace rlznych detekénich cilli v jedné reakci, ¢ehoz se vyuziva pro sou-
¢asnou identifikaci bakterialntho species a gend rezistence. Jako pfiklad
Ize uvést komercni sady eazyplex® BloodScreen (AmplexDiagnostics
GmbH, Austria) pro detekci 4 grampozitivnich nebo 5 gramnegativnich
bakterii v kombinaci vzdy se 2 geny rezistence, nebo BioFire BCID2
Panel (bioMérieux, France) s 43 detekenimi cili zahrnujicimi gramnega-
tivni i grampozitivni bakterie, kvasinky a 10 gen( rezistence. Vysledek
téchto metod je k dispozici za 0,5-2 hodiny podle rozsahu spektra
detekeniho kitu.

Rychlé stanoveni bakterialni citlivosti
k antibiotikiim z pozitivnich hemokultivacnich
lahvicek

Klasickymi metodami testovani citlivosti k antibiotikdim (dilu¢ni mikro-
metodovu, E-testem &i agarovou diskovou metodou) je ziskan antibiogram
za 16-24 hodin. V soucasnosti existuji moznosti, jak toto vysetieni urychlit
a vysledek mit k dispozici do nékolika hodin od signalizace pozitivity
hemokultivagni lahvicky. Jako nejjednodussi a nejlevnéjsi se jevi metoda
publikovana v roce 2019 Evropskou komisi pro testovani bakterialni citli-
vosti k antibiotikdm (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing, EUCAST). Jedna se o rychlé testovani pfimo z hemokultivacnich
lahvicek pod zkratkou RAST (Rapid Antimicrobial Susceptibility Testing)
(24). RAST je klasicka diskova difuzni metoda, kterd se odecita za 4, 6
a 8 hodin od rozetfeni vzorku krve z pozitivni lahvi¢ky na povrch kulti-
vacniho agaru a aplikace antibiotickych diskd. Pro dany bakteridlni druh
a konkrétni antibiotikum jsou v uvedenych ¢asovych intervalech stano-
veny hrani¢nf hodnoty inhibi¢nich zon (s dobou odecitani se méni), které
umozni dany bakteridIni kmen interpretovat jako citlivy nebo rezistentni.
Aktudlné je RAST metoda definovana pro 8 vyznamnych bakteridlnich
druhU (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium,
Enterococcus faecalis a Streptococcus pneumoniae) a vybrana antibiotika,
nicméné jsou to prave agens, kterd jsou nejvyznamnéjsimi plvoddi infekci
krevniho fecisté a sepsi (25-28).

Dalsimi moznostmi jsou automatizované a semiautomatizované sys-
témy na principu ¢asosbérné detekce morfologickych, kinetickych, pfi-
padné metabolickych zmén bakteridlnich bunék v prostfedi antibiotik.
Detekce mUze byt provedena mikroskopif v temném poli, fluorescencni
prdtokovou cytometrii, pomoci plastovych mikrocipU, biosenzord atd.
(29). Antibiogramy Ize u téchto metod ziskat za 1,5-7 hodin, limitacemi
jsou nutnost pofizeni specialniho pfistrojového vybaventi a vy3si cena
jednotlivého vysetient.

Racionalizace hemokultivacniho vysetieni
v rutinni praxi

Mikrobiologicka pracovisté vyuzivaji nékteré z vyse uvedenych me-
tod jako doplInéni ke klasickému hemokultivacnimu vysetfent. Cilem je
predat o3etfujicimu Iékafi vysledek identifikace bakteridiniho plivodce
a jeho citlivost/rezistenci k antibiotikm co nejrychleji. Jako pfiklad im-
plementace modernich metod do klasického postupu hemokultivace
maze slouzit algoritmus Ustavu mikrobiologie Fakultni nemocnice
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Obr. 2. Piiklad raciondiniho algoritmu bakteriologického vysetieni krve v rutinni mikrobiologické praxi

Identifikace pfimo
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Olomouc, kde jsou pouzivany nové a rychlé metody tak, aby bylo
finan¢ni ndklady. Predevsim je uspisen zacatek kultivace pouzivanim
satelitntho hemokultiva¢niho modulu ve spolupraci s Oddélenim
klinické biochemie, které je v non-stop provozu a je schopno pfijimat
hemokultiva¢ni lahvicky mimo pracovni dobu Ustavu mikrobiologie.
Tim je usetfeno az 15 hodin mezi okamzikem odbéru a zac¢atkem he-
mokultivace. Z tohoto oddélent jsou viechny lahvicky pfedany mezi
sedmou a osmou hodinou ranni na Ustav mikrobiologie. Viechny po-
zitivnilahvicky (ze satelitniho i doméciho hemokultiva¢niho pfistroje)
se rano za¢nou zpracovavat standardnimi postupy (mikroskopie dle
Grama, inokulace na pevné kultiva¢ni pdy, kultivace do druhého dne,
identifikace plvodce z ¢isté kultury na agaru, testovani citlivosti k an-
tibiotik&im z ¢isté kultury dilu¢ni mikrometodou, pfip. E-testy) a navic
probéhne pifma identifikace z hemokultivacni lahvicky pomoci MALDI-
TOF MS, kterd je hotové do 45 minut. Vysledek této rychlé identifikace
je sdélen oSetfujicimu Iékafi v ramci konzultacnf cinnosti Antibiotického
stfediska. V pfipadé aplikace antibiotika, ke kterému je identifikovany
plvodce pfirozené rezistentni, je nutné zménit antibiotickou terapii.
Navic Ize diky této v¢asné identifikaci provést rychlé metody testovani
citlivosti k antibiotik&im, konkrétné RAST, k jejiZ interpretaci je nutné
zndt bakteridlni druh. U indikovanych pacientl (zejména pacienti
v zédvazném stavu) je provedeno i vysetieni gend rezistence pomoci
molekuldrné-biologickych amplifika¢nich metod. Tato vysetfenf jsou
hotovd béhem pracovni doby a jejich vysledek, pokud je vyznamny
z hlediska antibiotické 1é¢by, je okamzité konzultovan s oSetfujicim
lékafem. Timto postupem jsou kritické vysledky zprostfedkovany
osetfujicim Iékatm o 24-48 hodin dfive, nez pfi standardnim hemo-

Identifikace plvodce
z Cisté kultury na
agaru pomoci
MALDI-TOF MS

kultivacnim vysetfeni. Algoritmus bakteriologického vysetteni krve je
zobrazen na obrazku 2, z néhoz vyplyva, Ze lahvicky oznacené jako
pozitivni v dobé 8:00-16:00 jsou zpracovavany okamzité. Lahvicky,
které jsou oznaceny jako pozitivni mimo pracovni dobu, tj. 16:00-8:00,
musf sice Cekat na zpracovani do zahajeni provozu laboratofe, nicméné
tato ¢asova prodleva je vykompenzovana provedenim rychlych metod
identifikace a testl citlivosti k antibiotikdim. Po implementaci nové
metody identifikace pfimo z pozitivhich hemokultivac¢nich lahvicek
pomoci MALDI-TOF MS doslo ke zkrdceni doby od signalizace pozitivity
do hlaseni identifikace bakteridiniho species lékafdm na 3-16 hodin,
na rozdil od standardni procedury, kdy hlaseni identifikovaného spe-
cies probéhne za 19-27 hodin (30). Vyzvou do budoucna je zajisténf
okamzitého zpracovavani pozitivnich lahvic¢ek v rezimu 24/7 tak, aby
kritické vysledky hemokultivacniho vysetfeni byly pfedavény osetfu-
jicim lékafim do 1-6 hodin od signalizace pozitivity.

Zaveér

Nové metody a technologie, které ma klinickd mikrobiologie v sou-
¢asnosti k dispozici, jsou velmi vyznamné, az prevratné, ve spravnosti,
citlivosti a rychlosti, s jakou jsou schopny stanovit bakteridlniho pd-
vodce infekce. Nicméné samy o sobé nejsou schopny plnit ocekavan,
jakd jsou do nich vkladana. Jejich potencidl maze byt vyuzit teprve
v komplexnim pfistupu zacinajicim spravnym odbérem klinického
materidlu, pokracujicim adekvatnim vybérem a vclenénim novych
metod do diagnostického algoritmu a koncicim kvalitni interpretaci
a bezodkladnym hldsenim vysledkd, véetné posouzeni probihajicf
antibiotické 1é¢by. Teprve timto komplexnim pfistupem mohou tyto
novinky pfinést skute¢ny pfinos pro pacienty.
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