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Hemokultury — rychlost + citlivost + spolehlivost
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Laboratorni diagnostika infekci CZK spojenych s tvorbou
biofilmu
(katétrové infekce krevniho reciste)

Pevné prilnuti k povrchu - 4 zachytu mikroba.
Forma biofilmu?

Role v patogenezi a vliv na terapii?

Prikaz kolonizace implantatu

v

Prikaz schopnosti tvorit biofilm

¥

Uéinnost antimikrobialni terapie na biofilm



- Katétrova infekce krevniho recisté (catheter-related bloodstream infection)
- Bakteriémie i fungémie + prukaz kolonizace katétru

- Klinicka manifestace infekce
- Neprokazan jiny zdroj infekce

- Kolonizace katétru — nalez signifikantniho mnozstvi agens, bez klinickych pfiznaku

- Katétrova infekce mozna (catheter-associated infection) — epidemiol. pojem
primarni inf. krevniho fecCisté + zavedeny katétr (> 48 hod) + neprokazan jiny zdroj

- Lokalni infekce katétru - infekce v misté inzerce katétru, infekce tunelu Ci kapsy, flebitida

(Doporuceni CDC — O’Grady 2002; Tomlinson 2011)

Francie Némecko Italie
Poéet obyvatel 60,2 82,5 57,5
Implant. CVK (mil.) 1 1,75 0,49
Incidence CRBSI 1,23 1,5 2,0
(1000 ,katétrdni)
CRBSI zarok 14 400 8 400 8 500
Financni zatéz 100 — 130 59 -78 81

(mil. EUR/rok)

U v8ech uvedenych zemi data z narodnich systému surveillance nozokomialnich infekci

(Tacconelli et al., 2009)



A) Prukaz kolonizace katétru — katétr in situ

- Kvantifikace hemokultur
Kvantita mikrobu ve vzorku z katétru (kazdé lumen)
Pozitivita >100 CFU/mI (capdevila 1992)
Porovnani kvantity mikrobu ve vzorcich z periferie a z katétru
Pozitivita >1:3 — 5 (10) (Fan 1989)

- Rozdil doby pozitivity u hemokultur odebranych z katétru a periferie
Pozitivita >2 h (Blot 1999) (6 hod u C. glabrata)

- Intraluminarni brush

Pozitivita >100 CFU/mI, T citlivost x riziko disseminace
(Kite 1997)

- AOLC (Akridine Orange Leukocyte Cytospin)
rychla metoda (Rushforth 1993)
+ Gramovo barveni — T citlivost (kite 1999)

(Mermel 2009; Tomlinson 2011; Hentrich 2014)



B) Prukaz kolonizace katétru — katétr vyjmut

- Subkultura + ockovani T citlivost x | { | specificita

- Semikvantitativni metoda
Pozitivita >15 CFU/katétr (4x rolovani katétru po agaru)

Levna, jednoducha x nezachyti intraluminarni kolonizaci
(Maki et al., 1977)
- Intraluminalni proplach — flush
Pozitivita > 103 CFU/katétr (Cleri et al.,1980)

- Sonifikace , vortexovani — vhodna kombinace
Pozitivita > 103 CFU/katétr (Brunetal., 1987, Sherertz et al., 1990)

- Barveni katétru — Gram nebo akridinova oranz
Nepraktické, ne pro vSechny katétry
(Cooper et Hopkins, 1985; Spencer et Kristinsson, 1986)



Vybeéer sonikatoru
Velikost vany (v litrech) — efektivni vyuZiti UCinkd UZ = M oqmety < 72 Migzng
Akusticky vykon generatoru — energie vyslana zdrojem za ur¢.dobu (Watt = J/s)
Objemova hustota vykonu (W/litr) — T vykon - intenzivngjsi udinky UZ
(Intenzita UZ pole: 0.22+0.05 W/cm?)

Pracovni kmito€et UZ: obvykle 20-25kHz, 40-50kHz nebo 70kHz.

- nizSi kmitoCet ma vyssSi erozivni u€inky a je méné absorbovan

- vySSi kmitoCty |épe pronikaji i do nejmensich otvora a spar.

Obsah rozpusténych plynt v médiu: | - kawtacnl ucinky (plyn je \M
stlacCitelny) :
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Standardizace sonikace

nehomogenni UZ pole
ve vaneé sonikatoru

Interference
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Figure 3. Spatial distribution of the ultrasonic field in the Cole-Parmer bath: (a) using 1 L of water in
the bath and (b) using the total volume (1.3 L) of water in the bath. waw hi |

SN

UZ je proto: 4 pohlcovani kapalinami a pevnymi latkami prekazek
T pohlceni plynnym prostfedim
! ohyb ale T odraz od prekazek

Vliv sonika€¢ni nadoby a dalSich predmétt v UZ 1azni (stojan, vzorek aj.)



Standardizace metodiky ?7??

Kontrola mikrobicidniho efektu | Sorication at 22°C
5 ml mikrobialni suspenze (0,5 McF) 12 %w— e S
. v v v ;s 9 = 5. epidemnidis

sonikace — fedéni, vyoCkovani - CFU - AL MR | ek ol
- S. epidermidis (CCM 7221) 8 05—\ ~
_E. coli (CCM 8320) 04 1——N T eanone
- C. albicans (CCM 8320) - St | o W inuencae
- S. mutans (CCM 7409) 0 5 10 15 2 25 30 45 &0
- P. acnes (CCM 3343) Senication (minutes) Monsen et al. 2009

Kontrola intenzity a homogenity UZ pole

e Foil Test (napf. www.bandelin.com) e Test odstranéni BF

Q‘JP i ‘ - "i‘& 5l /s
1 min. (100%) 15 min. (100%)

e Hydrofon ﬂ

e Sono-chemické reakce (Sonocheck)
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Kvantitativni vysSetreni katétri (sonikace + vortexovani)

» Nadoba (sterilni) + Ringerav roztok (implantat pod hladinou) pfi 22°C
Vortex (min. 30 s).
Sonikace 3 min. (100%) v sonikatoru naplnéného destilovanou vodou
Vortexovani (30 s)
Sonikace 3 min. (100%) v sonikatoru naplnéného destilovanou vodou

vV V V V V

Vortexovani (30 s)

»sonikat na vhodné pudy
> PUdy se kultivuji dale béznym zpUlsobem

> V pripadé rastu mikrobU bakterie se pocita CFU/mL
— CFU/implantat

+
»Pfipadné vyuziti mol-biol. metod (PCR, PCR 16S rRNA — sekvenovani, aj.)



Klinicky vyznam prukazu tvorby biofilmu

Marker klinické vyznamnosti kmene
Je kmen izolovany z hemokultur klinicky relevantni?
Nejde o kontaminaci?

Prukaz tvorby biofilmu muaze pfinést cenné klinické informace
Progndza. Jak postupovat v dalSi |eCbé?

Citlivost biofilmu k antimikrobialnim latkam
Volba terapeutické strategie.
Jaké antimikrobialni latky pouzit na katétrovou infekci?



Prukaz tvorby biofilmu

Modifikace Christensenovy metody (christensen et al., 1982, 1985)

Mikrodestickova metoda
Kultivani povrch: mikrotitr. desticka
Zkumavkova metoda

- Kvantifikace pomoci krystalové violeti (CV)
*Vyplach + fixace suSenim
* Obarveni roztokem barviva (krystal. violet) na 20 min.

Biofilm Biofilm0 -

Xy

*Oplach a eluce v 33% ledové kys. octové / etanolu z |

*Mnozstvi eluovaného barviva méfeno spektrofotometricky (A = 595 nm) - S
- Kvantifikace biofilmu pomoci redukce substratu

- XTT, 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide;

- Alamar blue etc. I TY VY

oot e
- Zjisténi poctu CFU aj. CIILLLITTY

124 bp-S. TS
epidermidis = =

Genotypové metody 546 bp - ica

operon

Prikaz klicovych slozek biofilmu (CRAu stafylokoku)

Mikroskopicky priikaz (adheze, biofilm): svételna, elektronova, konfokalni, aj.



Biofilmy kvasinek rodu Candida
Chemicka fixace (glutaraldehyd a osmium
tetroxid), zpracovano technikou freeze-drying.
Rastrovaci elektronovy mikroskop JEOL 6400
(JEOL).




10z
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Biofilm C. parapsilosis
Vzorek fixovan hlubokym zmrazenim a zpracovan technikou mrazového lamani.

v tekutém dusiku (-196 °C) a suSen za nizkych teplot (freeze-drying).
Rastrovaci elektronovy mikroskop JSM 7401F (JEOL) pfi -196°C.




Dvoufotonova fluorescenéni
konfokalni mikroskopie
biofilmu C. parapsilosis

Barveno:
(A) Calcofluor
(B) Hoechst a Texas red

50 pm ; - . P v
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