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Mikrobiologicka diagnostika infekci
krevniho recisté — hemokultivace

Odbér venézni krve sterilni
venepunkci z periferni zily primo do
hemokultivacni lahvicky

Ruzné typy lahvicek pro ruzné
podminky kultivace, obsahuji tekuta
Kultivacni média odlisujici se slozenim
*Aerobni (plni se jako prvni — vzduch)
*Anaerobni

*Mykotickeé

*Pediatrické pro kultivaci mensiho
objemu krve — déti do cca 35 kg




LahviCcky s odebranou krvi se ihned
transportuji do laboratore.

Kazda lahviCka se eviduje v
laboratornim informacénim systému a
vlozi se do specialniho
inkubatoru/analyzatoru .

Pri mnozeni bakterii se v lahvicce

hromadi produkty jejich metabolismu.

Zména chemického slozeni obsahu
lahvi¢ky zpUsobi zménu barvy
indikatoru umisténého u dna
lahviCky.

Zména barvy je detekovana
analyzatorem (napf.
spektrofotometricky) a je spusténa
zvukova signalizace.

Inkubator/analyzator pro hemokultivaci



Ulozeni hemokultivacnich lahvicek
k inkubaci




Z lahviCky, ve které je detekovan rUst bakterii, se odebere obsah k dalSimu
Zpracovani.

Zhotovi se mikroskopicky preparat barveny podle Grama, ihned se prohlizi,
vysledky se telefonicky hlasi na oddéleni.




Tekuty obsah lahviCky (pomnozena bakterialni kultura) se vyoCkuje na
nékolik pevnych médii (obvykle krevni agar, Endova puda nebo jiné
medium pro selektivni zachyt G- bakterii, Cokoladovy agar pro zachyt
nutricné narocnych bakterii, Schaedleruv nebo jiny agar pro kultivaci
anaerobl, Sabouraudlv agar pro kvasinky), kultury se inkubuiji pfi 37 °C v
atmosfére aerobni, anaeorbni a pfi zvySene tenzi CO.,.

Dale probiha identifikace a stanoveni citlivosti k antibiotikim standardnim
zpusobem.

V posledni dobe jsou zkouseny a implementovany metody umoznujici
identifikaci a testovani citlivosti v urychleném rezimu (ij. vysledky jsou k
dispozici behem nékolika hodin od signalizace pozitivity).

Lahvicky, v kterych nebyl rist bakterii detekovan, jsou po pfedepsané
dobé inkubace (5 — 14 dni podle typu lahvicky) vyhodnoceny sytémem
jako negativni, vyjmou se z inkubatoru a zlikviduji se.
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Sepse

Zivot ohrozujici organova dysfunkce podminéna dysregulaci odpovédi
organismu na infekci

Klinika: quickSOFA pro rychlé zhodnoceni
=Dechova frekvence nad 22/min

*TK pod 100 mmHg

=Alterace védomi

Mikrobiologie zasadni vyznam pro diagnézu — hemokultivace, dalsi material dle
zdroje infekce

Dop. odbér 1 vzorku krve, dostatecny objem, min. 20 ml u dospélého, z
periferie, rozdélit do nekolika lahvicek (min. 2)

Empiricka ATB lééba se musi zahajit do 1 h od rozpoznani. Sirokospektra

baktericidni ATB v maximalnich davkach.

1.Singer M, Deutschman CS, Seymour CW et al (2016) The Third International Consensus Definitions for Sepsis and
Septic Shock (Sepsis-3). JAMA 315(8):801-810

2. Shankar-Hari M, Phillips GS, Levy ML et al (2016) Developing a newdefinition and assessing new clinical criteria for
septic shock: for the Third International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3). JAMA 315(8):775—
787

3. Seymour CW, Liu VX, lwashyna TJ et al (2016) Assessment of clinical criteria for sepsis: for the Third International
Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3). JAMA 315(8):762-774

4. Rhodes A et al. Surviving Sepsis Campaign: International Guidelines for Management of Sepsis and Septic Shock: 2016,
Intensive Care Med (2017) 43:304-377



Infek€éni endokarditida (IE)

Infekce krevniho fecisté s pritomnosti vegetace (infikkovaného trombu) na
srdecni chlopni nebo na nastennem endokardu

|IE nativni chlopné |E postihujici chlopenni nahradu

Mylotte, D et al. European heart journal. 63. 10.1093/eurheartj/ehu388.

Kim, In-Cheol et al. Circulation: Cardiovascular Imaging. 11. e006986.
10.1161/CIRCIMAGING.117.006986.



Mikrobiologicka diagnostika — infek€éni endokarditida
Bakterémie je trvala, odbér krve opakované, bez ohledu na teplotu.

Min. 3 sady hemokultur ve 30min intervalech pred zahajenim podavani
antibiotika,
inkubace aerobni i anaerobni

Odbeéry z periferni zily spiSe nez z centralniho zilniho katetru, peclive
sterilnim postupem

Mikrobiologicka laborator ma byt informovana o klinickém podezreni
na IE v dobé odbéru hemokultur. Je-li mikroorganismus identifikovan, je
treba opakovat hemokultivaci za 48—72 h ke kontrole ucinnosti IeCby.

Material ze srde€nich chlopni odebrany béhem operace je tfeba
systematicky vySetfovat kultivacné, histologicky a pomoci PCR cilené na
dokumentaci pfitomnosti naroénych organismda.

Doporuceny postup - Doporu€eni ESC pro diagnostiku a |é€bu infekéni endokarditidy, 2015.
Souhrn vypracovany Ceskou kardiologickou spoleénosti 2015, www.infekce.cz, Doporuéené

postupy



http://www.infekce.cz/

IE - pavodci

sStafylokoky

»Streptokoky viridujici a skupina S. bovis x skupina S. anginosus
=Enterokoky

»Gramnegativni bakterie — enterobakterie, nefermentujici g- tyCinky x HACEK
*Houby, hl. kvasinkovité mikroorganismy

=Obtizne kultivovatelné a nekultivovatelné bakterie (kultivacne negativni IE)



|IE s negativni
hemokulturou
(blood culture-
negative |[E —
BCNIE)
nejCastéji

v dusledku
predchoziho
podavani
antibiotik. IE s
negativni
hemokulturou
muze byt

zpusobena také

houbami nebo
kultivacné
narocnymi
bakteriemi,
zejmeéna
obligatorne
intracelularnimi

Pathogen Diagnostic procedures

Brucella spp. Blood cultures, serology, culture, immunchistology,
and PCR of surgical material.

Coxiella burnetii | Serology (lgG phase | > 1:800), tissue culture,
immunchistology, and PCR of surgical material.

Bartonella spp. Blood cultures, serology, culure, immunchistology,
and PCR of surgical material.

Tropheryma Histology and PCR of surgical material.

hinolei

Mycoplasma spp. | Serology, culture, immunchistology, and PCR of
surgical marerial,

Legionella spp. Blood cultures, serology, culture, immunohistology,
and PCR of surgical material.

Fungi Blood cultures, serology, PCR of surgical material,

Habib G et al. 2015 ESC Guidelines for the management of infective endocarditis, Eur Heart J 2015, 21;36(44):3075-3128




Suspected IE

Blood cultures

Preparat - Gram

Identification by mass spectrometry

o+ -

Antibiotic resistance
and agar culture

Agar culture

Microbiological identification

Mass spectrometry
OR

Routine identification

Antimicrobial
susceptibility testing

Antimicrobial

susceptibility testing

Serologies

Blood PCR®

Staphylococcus aureus, Tropheryma whipplei,
Fungi, Escherichia coli, Streptococcus gallolyticus
Streptococcus mitis, | Enterococci

Antinuclear antibodies®
Anti phospholipid antibodies®

Anti-Pork antibodies®

BCNIE = blood culture-negative infective endocarditis; IE = infective endocarditis; PCR = polymerase chain reaction.

*Qualified microbiological laboratory
*lmmunological laboratory

= | BCNIE

Coxiella burnetii®
Bartonella henselea®
Bartonella Quintana
Legionella Pneumophila
Brucella spp
Mycoplasma spp
Aspergillus spp

+

Specific PCR*

Habib G et al. 2015 ESC Guidelines for the management of infective endocarditis, Eur Heart J 2015, 21,;36(44):3075-3128




Infekce krevniho recisté spojené s cizorodym materialem kromé chlopni

Katetrové infekce
Infekce implantovaného kardiostimulatoru, defibrilatoru

Odstranéni katetru jako terapeuticky zakrok, vyuziti v diagnostice.

Material ke kultivaci

sHemokultivace — periferni krev

=Konec katetru 3 -4 cm,

*Hnis nebo tekutina, pokud je kolekce v okoli katetru

St bt kS olil i
Pokud nelze katetr odstranit — odbér krve na hemokultivaci z katetru a
periferie soucasné, hodnoti se rozdil v dobé do pozitivity (katetr — signalizace

drive, signifikantni rozdil 2 h)

Bakterie a kvasinky v biofilmu, nutno zohlednit pfi ATB terapii

Hgiby N et al. ESCMID guideline for the diagnosis and treatment of biofilm infections 2014, www. escmid.org



Zpracovani cévnich katetru
Dle Makiho

SpiCku katetru asepticky preneseme na krevni agar

otaCivym pohybem otiskneme na povrch plotny — otoCeni provede alespon 4x
NEROZOCKOVAVAME

inkubujeme 24 — 48 hodin pii 37°C v CO,

Sonifikace

katetr — Spicku vhodit do tryptdézo — sojového bujénu (10 ml)

sonifikujeme v UV lazni 1 minutu

vortexujeme 15 sekund

0,1 ml bujonu smichame s 9,9 ml fyziologického roztoku a vortexujeme 15 sekund
vyockujeme 0,1 ml suspenze na krevni agar po celé ploSe pudy

inkubujeme 48 hodin pfi teploté 37°C v CO,

interpretace vysledku : MAKI </ > 15 CFU nebo negativni
SONO </>10? CFU (je signifikantni) nebo negativni

Zdroj: Pracovni instrukce, ULM FN Motol



Kultivacni vySetreni
cévniho katetru,
zpracovani dle
Makiho

Pozitivni nalez >15
kolonii, infikovany
katetr

Staphylococcus aureus




KultivaCni vySetreni
cévniho katetru,
zpracovani
sonifikaci

Pozitivni nalez,
infikovany katetr

Staphylococcus
aureus, 10* CFU/ml




Kazuistika — katetrova infekce, postup s odstranénim katetru

Zena, 69 let, bez ATB alergie, 1é&ena i.v. cefotaximem pro akutni
pyelonefritidu, nemoznost zajisteni perifernino cévniho vstupu,
proto ATB podavana do centralniho Zilniho katetru (CZK, v.
subclavia), rychla uprava stavu.

Po 3 dnech zhor3eni, trombdza a zarudnuti v misté vstupu CZK,
febrilie, tfesavka

Katetr odstranén, spiCka odeslana ke kultivaCnimu vysetreni,
odebrana krev na hemokultivaci.

Zahajena léCba oxacilinem s dobrym klinickym efektem,
pacientka za dalsich 7 dni propustéena.



Kultivaéni vySetreni - katetr




Vysledek hemokultivace 1:

Disk cefoxitinu: inhibi¢ni zéna 30 mm



4 tydny po propusténi febrilie, tfesavka, kruté bolesti zad,
zchvacenost — pacientka znova hospitalizovana

Urgentni MRI vySetreni prokazalo spondylodiscitidu L2-3
Odebrana krev na hemokultivaci

Lecba spondylodiscitidy:

Oxacilin i. v. 6 tydnu

PokraCovani p. o. [éCba dalsi 3 mesice



Vysledek hemokultivace 1:

Disk cefoxitinu: inhibi¢ni zéna 30 mm



Katetrova infekce — postup se zachovanim katetru

Muz, 83 let, polymorbidni pacient, dlouhodobé hospitalizovan v centru naslednée
péce
Centralni zilni katetr zaveden nékolik tydna

Nahle vznikla zimnice, tfesavka, klinicky bez zn. pneumonie, IMC, kuze bez defektu
a dekubitu
Podezreni na katetrovou infekci

Odbér krve z periferni Zily a CZK ve stejnou dobu

I 07.11.2022-20:55] |[10.11.2022 Hemokultivace anaerobni periferie HE, HKp HEw
Preparat z klinického materialu: g+koky ve dvojicich a hloudcich

Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
negativni
dtto
I 07.11.2022-20:54] | 10.11.2022 \Hemokultivace anaerobni centralni Zini katétr  |HK HKp HKv
Preparat z klinického materialu: g+koky ve dvaojicich a hloudcich
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
negativni
dtto
I 07.11.2022-20:54 ) 10.11.2022 Hemokultivace aerobni periferie HE HEp HEW
Preparat z klinického materialu: g+koky ve dvaojicich a hloudcich
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
dtto
I 07.11.2022-20:52) |10.11.2022 Hemokultivace aerobni centralni Zilni katétr | HK HKp HKv
Preparat z klinického materialu: g+koky ve dvojicich a hloudcich
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus

dtto




Vysledky hemokultivace

ijé-z_: HEq;Ev[ii;il;'t;jtldes mellitus 2. typu s neurgenymi k up?:lo o T
DG o oddél: " — - - uzavieno:  10.11.2022-08:50
Kult Dat QOperace Vysledek ([F10]-vstup do editoru, [Ins] - tisk, [Ctrl ins] - kopie operace | [
ﬂ MIKROSKOPICKY
L . D8 11-07:16 I Preparat z klinického materialu: gt+koky ve dvojicich a hloucéecich
]
. 07 11-20:652 I krevni agar (Columbia) - hemokultura Staphylococcus anreus
N 09.11-08:17  EARSS
H 08.11-10:45  MRSA (imunochromatograficka detekce) negatival

08.11-10:27 | _ citl zény Stafylokoky (3 fad OXA+ PEN- COT+ ERY+ FLI+ TET+ RIF+ OFL- VAN+ TEI+ GEN- LNZ+ TGC+ CPT+
. 08.11-06:22

E . 08.11-07:16  MacConkey plida HK

L 08.11-07:16 I ldentifikace Maldi - z hemokultivace po 2 hod Staphyl a3 HEE
J . 08.11-07:16 l Eokoladovy agar dtto

DG z.:  EN8 Diabetes mellitus 2. typu s neurCenymi k= upi+lok:
0G o.: oddél: uzavfeno:  10.11.2022-08:50

koult Crat Operace Visledek ([F10]-vstup do editoru, [I
ﬂ MIKROSKOPICE Y

L . 08.11-10:25 I Preparat z Klinického materialu: g+koky wve dvojicich a hlonécich

.07 11-20:54 Staphylococons aareus
. 08.11-10:23

. 08.11-10:25 Hﬁnﬂmk&y [I'lllil HK

. 08.11-10:25 l Eokoladovy agar dtto

krevni agar (Columbia) - hemokultura




