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Novinky v oblasti bakteriologického vy3etieni krve

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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