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Abstrakt

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) muze byt béznou kolonizujici flérou
lidského nosohltanu, ale také mutze byt jednim z hlavnich patogenii, vyvoldvajicich
invazivni pneumokokové onemocnéni. Jeho diagnostika je zalozena na pfimém prikazu
pomoci metod mikroskopie, kultivace, identifikace a bezkultivacniho prikazu antigenu
¢i deoxyribonukleové kyseliny (DNA).

Uvodni ¢ast prace je vénovana popisu rodu Streptococcus, véetnd druhu S.
pneumoniae. Je popsana morfologie, fyziologie, antigenni struktura, patogeneze i
patogenita tohoto bakterialniho rodu a druhu i teoreticky popis jednotlivych metod
laboratorni diagnostiky.

V metodice jsou popsdny postupy identifikacnich metod, tak jak byly pouzity
k diagnostice S. pneumoniae Vv Laboratofi 1ékafské mikrobiologie, Pracovisté
bakteriologie Nemocnice Ceské Budgjovice a.s. Popsany jsou kultivace biologickych
vzorkd, z kterych byl S. pneumoniae izolovan, ale také jednotlivé identifikaéni testy,
Které¢ umoziuji rozlisit S. pneumoniae od ostatnich viridujicich streptokokii.

K diagnostice byly vyuzity dva zakladni, béZné uZivané identifikacni testy — test
citlivosti k optochinu a test rozpustnosti ve zlu¢i — deoxycholat sodny. Test rozpustnosti
ucinkem deoxycholatu sodného je zakladnim testem v diagnostice S. pneumoniae. Ze
127 testovanych kment, ziskanych kultivaénim prikazem s pozitivnim testem
rozpustnosti ve zluéi, bylo v testu citlivosti k optochinu pozitivnich 114 testovanych
kmend. Test citlivosti k optochinu mél tuspésnost 89,9%. Metodou hmotnostni
spektrometrie Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass
Spectrometry (MALDI TOF MS) byly testovany pouze 4 kmeny priméarné ur¢ené jako
viridujici streptokoky. Tuto specifickou, rychlou a pfesnou metodu nelze k identifikaci
S. pneumoniae zcela vyuzit, diky velmi blizkému genotypu se Streptococcus
oralis/mitis.

K prikazu antigenu S. pneumoniae byly pouzity a popsany dva testy —
imonochromatograficky test a latex aglutinaéni reakce. Imunochromatografickym
testem byl prokazan 15 x antigen z moc¢i a likvoru z celkem vySetfovanych 266 vzorki a

latex aglutina¢ni reakci se podatilo prokazat 7x antigen S. pneumoniae v hemokultufe a



likvoru. Tyto dvé metody jsou vysoce specifické. Podavaji rychlou informaci o
pfitomnosti antigenu S. pneumoniae ve vySetfovaném vzorku a tedy o mozZnosti
probihajici zdvazné pneumokokové infekce. DalSim vysoce specifickym testem
k diagnostice zavaznych invazivnich pneumokokovych onemocnéni je prikaz DNA
metodou PCR, ktery byl uspésny u 5 vzorku likvoru, vySetfovanych soucasné i

v Laboratofi molekularni biologie a genetiky, Nemocnice Ceské Budgjovice a.s.

Kli¢ova slova:  Streptococcus pneumoniae, viridujici streptokoky, citlivost
k optochinu, rozpustnost ve Zluc¢i - deoxycholat sodny, MALDI TOF MS, prikaz
antigenu, prukaz DNA



Abstract

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) can be common colonizing flora of
human nasopharynx, but it also can be one of the main patogens causing invasive
pneumococcal disease. It is diagnosed directly, using various methods, such as
microscopy, cultivation, identification, or non-cultivation proof of antigen or
deoxyribonucleic acid (DNA).

First part of my thesis is dedicated to the description of the Streptococcus genus,
including species S. pneumoniae. Morphology, physiology, antigenic structure,
pathogenesis and pathogenicity of this bacterial race and species is described, as well as
theoretical description of laboratory diagnostics methods.

In methodics, the identification methods are described as they were used for
diagnostics of S. pneumoniae in the Laboratory of medicinal microbiology, Department
of bacteriology Nemocnice Ceské Budgjovice a.s. It also includes description of
cultivation of biological samples, which was S. pneumoniae isolated from, and several
identification tests which can differentiate S. pneumoniae from other viridans
streptococci.

Two basic, commonly used identification tests were used for diagnostics — test of
sensitivity to optochin and test of solubility in bile — sodium deoxycholate. Test of
solubility using sodium deoxycholate is a basic test in diagnostics of S. pneumonia. Out
of 127 species which were positive in the solubility test, 114 were also positively tested
for sensitivity to optochin. Test of sensitivity to optochin had 89,9% accuracy. Four
species primarily identified as viridans streptococci were tested using Matrix-Assisted
Laser Desorption lonisation — Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI TOF MS).
This specific, fast and accurate method cannot be fully used for identification of S.
pneumoniae however, because its genotype is far too similar to the one of Streptococcus
oralis/mitis.

Two tests were used and described to prove the antigen S. pneumoniae —
imunochromatographic test and latex agglutination reaction. Out of 266 examined
samples, antigen was found in fifteen cases in urine and cerebrospinal fluid using the

imunochromatographic test, and in seven cases, the antigen was proved using the latex



agglutination reaction. These two methods are highly specific and provide fast
information about the presence of the antigen S. pneumoniae in the examined sample
and subsequently about the possibility of pneumococcus infection. Another highly
specific test used for diagnostics of severe pneumococcus diseases is DNA proof using
PCR methods, which was successful in 5 cerebrospinal fluid samples, which were
examined simultaneously in the Laboratory of molecular biology and genetics of

Nemocnice Ceské Budéjovice a.s.

Key words: Streptococcus pneumoniae, viridans streptococci, sensitivity to
optochin, solubility in bile — sodium deoxycholate, MALDI TOF MS, proof of the
antigen, DNA proof
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Seznam pouzitych zkratek

CO, Oxid uhlicity

CSB Krevni agar

DCD Dolni cesty dychaci

DNA Deoxyribonukleové kyselina
H, Vodik

MALDI TOF MS  Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass
Spectrometry

NaCl Chlorid sodny

N, Dusik

PBAK Pracovisté bakteriologie

PCR Polymerazova fetézova reakce
S. pneumoniae Streptococcus pneumoniae
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Uvod

Pneumokokové infekce, zpusobené bakterii Streptococcus pneumoniae mohou
probihat riznorod¢, od onemocnéni zcela béznych, neinvazivnich (zénét sttedniho ucha,
zanéty hornich cest dychacich) az po velmi zavazna, nebezpecnd, invazivni onemocnéni
(pneumonie, meningitidy, bakteriemie), zvlast¢ u osob s poruchami imunity. Zavazna
invazivni onemocnéni mohou zanechat trvalé nasledky, v nékterych ptipadech mohou
byt i smrtelnd. Pneumokokovd onemocnéni postihuji osoby kazdého véku, vyssi
nemocnost a smrtnost byva u déti ve véku pod 2 roky a u jedinct pokro¢ilého véku. U
ur¢itého procenta populace je zjiSténo nosicstvi pneumokoka u izolati z nosu a hltanu.
K laboratorni diagnostice pneumokokovych infekci jsou uzivany klasické bézné uzivané
metody k prikazu pneumokokd, ale také modernéjsi metody bakteridlni diagnostiky.

Dulezita je nejen rychla a spravna diagnostika streptokokt, ale také interpretace
vysledku. Lékar interpretujici vysledek vysetfeni musi zhodnotit vysledek vzhledem k
mistu odbéru, diagndze, celkovému klinickému stavu pacienta. Je tfeba posoudit, zda
izolované agens je patogen, ¢i zda se jedna o normalni mikrobidlni floru nebo nosicstvi
patogennich bakterii.

V této praci budou zhodnoceny soucasné moznosti diagnostiky S. pneumoniae v
riaznych biologickych vzorcich a posouzeny bézné uzivané laboratorni metody

identifikace pneumokok.
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1 Rod Streptococcus

1.1 Popis

Streptokoky jsou morfologicky grampozitivni kataldza negativni koky, které se radi
do dvojic az fetizkl (fecky streptos, fetéz, kokkos, zrnko). Streptokoky netvoii spory,
jsou nepohyblivé, fakultativné anaerobni, rostou na obohacenych kultivacnich ptdach,
jako je krevni agar. I na téchto ptidach byvaji jejich kolonie pomérné drobné (Votava et
al. 2000, Benes 2002, Greenwood et al. 1999). Az na vyjimky streptokoky nerostou pfi
10°C ani pii 45°C ani v piitomnosti 6,5% chloridu sodného (NaCl) nebo 40%
zlucovych soli, ani pfi pH vys$Sim nez 9, nehydrolyzuji eskulin. Rod zahrnuje jak

obligatni patogeny, tak pfisluSniky normalni mikrofléry sliznic (Votava 2003).

1.2 Rozdéleni

V rutinni diagnostice se pouziva rozdéleni streptokoki podle hemolyzy na krevnim
agaru na beta, alfa a gama — hemolytické.

Beta-hemolyza se projevuje odbarvenim erytrocytil v okoli kolonii u¢inkem
hemolyzinli, pfi alfa-hemolyze neboli viridaci (latinsky viridus, zeleny) se krevni
barvivo méni na zeleny verdoglobin. Alfa-hemolyzu streptokoky vyvolavaji tvorbou
peroxidu vodiku, pficemz zéalezi na sloZeni média a atmosféry, jestli se alfa-hemolyza
projevi ¢i nikoli (Votava 2003). Mezi streptokoky s viridaci na krevnim agaru patfi
zejména dulezity patogen S. pneumoniae neboli pneumokok a dale tzv.Gstni viridujici
streptokoky. Streptokoky, v jejichz okoli se hemolyza neprojevi, se oznacuji jako gama-
hemolytické.

Kromé typu hemolyzy se streptokoky daji délit i podle toho, zda obsahuji
skupinové specificky polysacharid C. Ten, chybi pneumokokiim a vétSin€ Ustnich
viridujicich streptokokli. Je-li polysacharid C pfitomen, je moZno podle jeho

antigenniho sloZeni rozeznavat serologické skupiny A-Z (Votava et al. 2010).
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1.2.1 Streptokoky ustni - alfa - hemolytické, gama - hemolytické

Mezi Gstni streptokoky, které tvoii soucdst normalni Gstni mikrofléry zdravych lidi,
se tadi vétSinou alfa-hemolytické druhy a gama hemolytické druhy, které se déli do
ne¢kolika skupin. Mikroskopicky jsou to grampozitivni koky sefazené do kratSich
fetizkl,, vyhlizejici v mikroskopu zcela stejné¢ jako beta-hemolytické streptokoky

(Votava et al. 2000).

1.2.1.1 Patogenita

Oralni streptokoky, které jsou soucasti dutiny ustni a nosohltanu, brani uplatnéni
patogennich druhti, jako jsou Streptococcus pyogenes a Streptococcus pneumoniae. Jsou
typickymi oportunnimi patogeny, které vyvolavaji onemocnéni jen u disponovanych
jedincti (Votava et al. 2010).

Viridujici streptokoky byvaji izolovany z krve téméf u poloviny piipada
bakterialnich endokarditid. Jde ptedev§im o streptokoky skupiny mitis, do které se tadi
Streptococcus mitis a Streptococcus oralis, ale také Streptococcus sanquinis a

Streptococcus gordonii.

Streptokoky skupiny mutans, kam patfi hlavné Streptococcus mutans a
Streptococcus sobrinus, se nalézaji na povrchu zubl. Pii Stépeni sacharidii tvofi

organické kyseliny, které poskozuji zubni sklovinu a zplsobuji vznik zubniho kazu
(Coykendall 1989).

Do skupiny salivarius fadime ptredevsim Streptococcus salivarius, ktery se naléza

hlavné ve slindch a na povrchu jazyka. Vzacné miiZze vyvolat endokarditidu (Votava et
al. 2010).

1.2.2 Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae nazyvany také pneumokok byl poprvé nalezen ve sputu

v roce 1881. Popsali ho Louis Pasteur ve Francii a G. M. Sternberg v USA (Greenwood
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et al. 1999). Pneumokok je opouzdifeny grampozitivni diplokok, citlivy k zevnim
vlivim. Bézné kolonizuje lidsky nosohltan a je jednim z hlavnich patogeni
vyvolavajicich invazivni pneumokokovd onemocnéni s celosvétovym rozsifenim. Je
nejcastéj$im etiologickym agens akutni otitis media, komunitni pneumonie stejné jako
meningitidy. Soucasti téchto onemocnéni muze byt i sepse (Ramos-Sevillano et al.
2011). Onemocnéni vétSinou vyvolava kmen, ktery jiz nékolik tydnti kolonizoval
sliznici nemocného. Z 90 typu S. pneumoniae se jen néco pies dvacet typu podili na

etiologii vétSiny zavaznych pneumokokovych infekei (Votava et al. 2010).

1.2.2.1 Morfologie

S. pneumoniae je grampozitivni kok ovoidniho nebo lancetovitého tvaru, o priméru
zhruba 1 pum (Greenwood et al. 1999). Pneumokok se v preparatu barveném podle
Grama vyskytuje ve dvojicich nebo fetizcich. Odvracené konce kokl ve dvojici jsou
zaSpicatclé, tento tvar se oznacuje jako lancetovity nebo tvar plaménku. Pti pozorném

prohlizeni odhalime vétSinou kolem dvojice kokd neobarvené pouzdro (Votava 2003).

1.2.2.2 Kultivace a fyziologie

Kultivace je zlatym standardem piimého mikrobidlniho prikazu, umoznuje ziskat
bakterialni kulturu k dal§imu ur¢eni mikroba a k pfipadnému zhotoveni citlivosti k
antimikrobidlnim latkam (Hotomi, M. et al. 2012). Pro vysoké nutricni naroky se
pneumokoky péstuji v obohacenych pudach, zejména s piidavkem celé nebo
defibrinované krve. Rist podporuje 0,1% glukdza a atmosféra s 5-10% oxidu uhli¢itého
(CO2) (Greenwood et al. 1999). Na takto obohacenych a dostate¢né¢ vlhkych pidach
pneumokok vyrasta v koloniich asi Imm velkych, lesklych a zpocatku vypouklych —
rustova S — faze. Sérotyp 3 vyrtstd dokonce v hlenovitych, bezbarvych koloniich
nepravidelného tvaru, ptfipominajici kapky oleje. Protoze nejstar§i buiiky uprostied
kolonie se postupné rozpadaji, kolonie se podobaji mistickam. Netvori-li kmen pouzdro
vibec, roste v drsné R — fazi a je k nerozeznani od ostatnich viridujicich streptokokd.

Vsechny typy kolonii S. pneumoniae, vyrostlé za ptistupu kysliku na krevnim agaru,
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maji  kolem kolonii zénu alfa-hemolyzy. V thioglykolatovém bujonu rostou
pneumokoky ve form¢ sedimentu, plida nad nim zustava ¢ird (Votava 2003, Votava et
al. 2010). Stejn¢ jako ostatni streptokoky vytvaieji po delsi inkubaci kyselinu mléénou,
ktera poklesem pH inhibuje dalsi rist. Pneumokoky obtizné piezivaji mimo rozmezi pH

7 —17,8 (Greenwood et al. 1999).

1.2.2.3 Antigenni struktura

Na zéklad¢ strukturdlni variability polysacharidovych pouzdernych antigent se S.
pneumoniae klasifikuje do vice nez 90 serotypt a 46 seroskupin (Vackova et al. 2013).
Pod polysacharidovym pouzdrem se skryvd tada dalSich antigenti. Az k bunécné
membrané saha F-antigen (Forssmaniiv antigen), obsahujici kyselinu lipoteichoovou a

cholin. Vyznamnymi faktory virulence jsou povrchové proteinové antigeny.

1.2.2.4 Patogeneze

Hlavnim faktorem virulence pneumokok je jejich polysacharidové pouzdro, které
je chrani pied fagocyt6zou. Opouzdiené kmeny jsou vysoce virulentni. Naproti tomu
drsné¢ kmeny v R - fazi bez polysacharidové substance jsou zcela avirulentni a snadno
fagocytovatelné (Votava 2003). Fagocytoza opouzdienych kment vSak neni mozna bez
¢inné opsonizace. U¢innou fagocytézu umozni pouze véas vytvoiené protilatky proti

antigenim pouzdra (Votava et al. 2010).

Vétsina faktorii virulence pneumokoka jsou faktory invazivity. K jejim slozkdm
fadime schopnost mikroba vstoupit do hostitele, coz znamena jednak schopnost ptilnout
neboli adherovat na jeho povrchy, mnozit se na nich a pronikat jimi do vnitiniho
prostfedi, dale schopnost mikroba mnozit se ve vnitinim prostfedi hostitele, §ifit se
uvnitt organismu a schopnost piekonavat jeho obranné mechanismy (Votava 2001).
Nezbytnou slozkou virulence pneumokokti s adherencnimi vlastnostmi je lipoprotein
zvany povrchovy adhezin A. Dalsi sloZzkou odpovidajici za adheraci a nosi¢stvi je

povrchovy protein C a vlastnosti adhezinu a invazinu v sob€ spojuje cholin vazajici
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protein A. Pro prinik do plic, do krevniho ob&hu, na meningy a do tkani jsou

pneumokoky vybaveny n¢kolika dulezitymi invaziny (Votava et al. 2003).

Invaziny jsou povrchové bakteridlni proteiny, které po adherenci na povrch epitelie
vyvolavaji zmény v bunééném cytoskeletu (Votava 2001).

Jednim z invazinli je enzym hyaluronidasa, dulezitd zejména v patogenezi
pneumokokové meningitidy. DalSi enzym neuraminidasa odStépuje zbytek kyseliny
sialové z riznych molekul a tim jednak poskozuje tkanég, jednak zaroven odhaluje dalsi
receptory pro pneumokokové adheziny. Pneumokokovy povrchovy protein A (odlisny
od adhezinu A) brzdi odstraniovani pneumokokt z krevniho ob&hu. Déle ucinkuje jako
specificky receptor pro laktoferin a umoziuje tak pneumokokiim ziskévat zelezo,
interferuje rovnéz s aktivaci komplementu (Votava et al. 2003). V krevni plasmé totiz
vadi mnozeni bakterii jednak pfitomnost antibakteridlnich latek a jednak, a to
predevsim, nedostatek volného Zeleza. Zelezo jako malo rozpustny kov je pienaseno
proteiny — laktoferin, transferin, které ho pevné vazou. Bakterie vyzaduji zelezo k

tvorb& cytochromtl a jinych enzymt (Votava 2001).

Pneumolyzin je cytolyzin, ktery se uvoliuje z rozpadajicich se bun¢k pneumokoka,
uz v nizkych davkach zpomaluje oxida¢ni pochody a chemotaxi polymorfonuklearti a
naopak stimuluje tvorbu cytokin lidskymi mononukleary. Pneumolyzin podporuje
tvorbu zanétu (Votava et al. 2003). Zanét Ize sice povazovat za vystupiiovany zpusob
nespecifické obrany proti infekei, ale jeho klasické znamky nejen odraZeji jeho obranny
vyznam, ale jsou i typickymi chorobnymi pfiznaky. Jejich néasledkem miize byt za
jistych situaci i smrtelné poskozeni (Votava 2001). Ve vySsich davkach pneumolyzin
poskozuje bronchidlni a alveolarni epitelie a endotel plicnich kapilar. Zde aktivuje
fosfolipasu A, kterd zacne §tépit fosfolipidy bunécnych membran. Tim, Ze pneumolyzin
zatim neznamym zplUsobem spousti klasickou aktivaci komplementu, vypotiebuje
vSechny jeho slozky ptitomné v alveolech a usnadni invazi pneumokokii (Votava et al.
2003).
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Vznik zanétu podporuji dalsi slozky pneumokoka, a to autolyzin, coz je amidasa

Stépici bunécnou sténu. Odpovidd za bunécnou autolyzu na konci logaritmické faze

rustu a za lyzu stény vyvolanou deoxycholdtem nebo beta-laktamovymi antibiotiky.

Rozpadem pneumokokt se do jejich okoli uvolni jednak pneumolyzin, jednak soucasti

bunécné stény, které plisobi intenzivné prozéanétlivé. K uvolilovanym soucastem

bunécné stény patii zejména polysacharid C, jez svou fosforylcholinovou slozkou

aktivuje alternativni drahou komplement a hraje tak rozhodujici ulohu v rozvinuti

zanétu v plicich, na meningach 1 ve stfednim uchu. Polysacharid C ale také

rozhodujicim zptisobem piispiva k perzistenci pneumokoka na sliznici dychacich cest

(Votava et al. 2003).

Tabulka 1: Faktory virulence Streptococcus pneumoniae (Votava et al. 2003)

Faktory virulence Streptococcus pneumoniae
faktor ucinek
polysacharidové ochrana pted fagocytdzou
pouzdro
adheziny :
povrchovy adhezin A adherencni
povrchovy protein C adherenc¢ni, udrZeni nosicstvi
cholin vazajici protein A | adheren¢ni, invazivni
Invaziny:
hyaluronidasa invazivni
neuraminidasa poskozeni tkani
povrchovy protein A antifagocytarni, ziskadvani zeleza
pneumolyzin antifagocytarni, prozanétlivy,
poskozujici tkané
autolyzin prozanétlivy
polysacharid C prozanétlivy
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1.2.2.5 Patogenita

S. pneumoniae je vyznamnym patogenem, vétSinou se vSak vyskytuje jako
komenzal v hornich cestach dychacich ¢lovéka. Lze jej izolovat asi u 5-10% zdravych
dospélych osob a u 20-40% déti. Kolonizujici serotypy se postupné obménuji. Nosicstvi
totiz zpravidla vede k vytvoreni specifické imunity proti danému kmeni a jeho
eliminaci. Tim se otevie prostor pro kolonizaci jinym serotypem. Vyskyt pneumokokti
na sliznicich i vyskyt pneumokokovych onemocnéni je sezénni s maximem uprostied
zimnich mésict, u déti je toto obdobi spisSe zavislé na Skolnim roce.

Inkubacni doba onemocnéni je jeden az tfi dny, pfenasi se z ¢lovéka na clovéka
kapénkovou infekci, ktera se §ifi snadnéji v uzavienych kolektivech. (Bene§ 2002).
Jedna se o vmeteni kapénky obsahujici infekéni agens, pfi kychnuti, mluveni, kaslani na
nosni nebo ustni sliznici vnimavé osoby. Kapénkovy pienos predpoklada pfitomnost a
tésnou blizkost zdroje 1 vnimavé osoby, agens totiz v prostiedi nepiezivd. Kapénky maji
dolet pfiblizné€ jeden az dva metry (Gopfertova et al. 1999).

Pribéh infekce zavisi na obranyschopnosti organismu a na virulenci serotypu
zpusobujictho onemocnéni. Rizikové faktory usnadiiujici rozvinuti pneumokokové
infekce jsou chronickd obstrukéni plicni nemoc, cukrovka, selhavani ledvin, kardidlni
insuficience a jiné interni nemoci, odstranéni sleziny, dale pak koufeni, alkoholismus,
rizné poruchy imunity, akutni stres, vyCerpani a také prochladnuti (Benes 2002).

S. pneumoniae zpisobuje pestrou Skalu riznych infekci, od zivot zpravidla
neohroZujicich akutnich otitid ¢i sinusitid aZ po nejzavazné&jsi invazivni onemocnéni,
jakymi jsou meningitidy, bakteriémie, sepse ¢i pneumonie (Vackova et al. 2013).

Pneumokokova pneumonie miva obvykle nahly zacatek, ktery je provdzen zimnici,
ttesavkou a objevuje se 1 vysokd horecka. Pacient je dusny, schvaceny, stéZuje si na
bolest na hrudniku, pokaslava. Kasel je zpoc¢atku suchy po nékolika dnech produktivni s
tvorbou rezavého sputa. Béznym ndlezem je tachykardie a tachypnoe, star§i nemocni
mohou byt i afebrilni. Pneumokok ale také miize zptisobit zcela necharakteristicky zapal
plic, zejména kdyz naseda na piedchdzejici virové onemocnéni (Benes 2002).

Mortalita u pneumokokové pneumonie je kolem 15%, tato Cetnost se zvySuje s

vékem, pfi bakteriémii, pii metastatické infekci a pfi infekci nekterymi serotypy. Pfi
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pneumokokové pneumonii se mize rozvinout zhruba v 15% komplikace, bakteriémie.
Je zplisobena Sifenim pneumokokii plicnimi lymfatickymi cestami do krevniho obé&hu,
které muze vyustit v metastatické postizeni meningti, kloubt a n¢kdy, byt ziidka, 1
endokardu. Pneumokoky mohou do krevniho ob&hu proniknout i z faryngu (Greenwood
et al. 1999).

S. pneumoniae je v Ceské republice nejéast&jsi pti¢inou bakterialni meningitidy u
dospélych 1 u déti starSich Sest mésicti. Onemocnéni zacind z plného zdravi horeckou,
cefaleou, nauzeou, zvracenim, rychle nastupuje porucha védomi. U vétSiny pacientl se
vyskytuje v anamnéze Ccerstvé prodélané respiracni onemocnéni. K purulentni
meningitidé miize také dojit Sifenim infekce do nitrolebi jako nasledek mastoitidy
(Benes 2002).

Pneumokoky mohou vzacné vyvolat ndhle a rychle probihajici sepsi. Béhem
onemocnéni dochédzi k velmi rychlému multiorganovému selhani a pacient b&hem
nékolika nasledujicich hodin nebo dnil i pies veskerou poskytnutou péci a antibiotickou
1é¢bu muze zemfiit (Benes 2002).

Mortalita pneumokokové infekce zavisi na vé&ku, pfedchozim onemocnéni a
serotypu pivodce. Infekce zplisobené serotypem 3 jsou nejvaznéjsi. Mortalitu az 50%
zaznamenavame u pacientl starSich 65 let s bakteriemii a pfidruZzenym onemocnénim

jiného pivodu (Greenwood et al. 1999).

1.3 Preanalyticka faze vySetieni vzorkii

Spravné rozhodnuti o zpisobu a misté¢ odbéru a druhu vzorku ovlivituje tspéSnou
mikrobiologickou diagnostiku. Pii odbéru mikrobiologickych vzorki jsou kladeny
naroky na zruénost, z divodu minimalizace kontaminace vzorku. Pti odbérech primarné
sterilnich vzorkd, jako je napf. odbér krve na hemokulturu se musi dodrzet piisné
zasady asepse. Pii odbérech vSech vzorki je nutné pouzivat vhodné sterilni odbérové
pomiicky. V piipadé potieby, si Ize vzdy uptesnit informace u spolupracujici laboratote,
napt. jak a do jaké soupravy ma byt vzorek odebran. Také rychly transport a spravné
uchovani vzorkil pti vhodné teploté€ je zcela zasadni pro tispéSnost a spravnost vysledku

vysetieni.
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1.4 Laboratorni diagnostika

Laboratorni diagnostika S. pneumoniae je zalozena pfedev§im na mikroskopickém
a kultivatnim vySetfeni spravné odebraného biologického materialu (Benes 2002,
Votava et al. 2010). Dalsi diagnostickou metodou je bezkultiva¢ni prikaz antigenu a
prikaz DNA (Roson et al. 2004, Le Monnier et al. 2006, Nolte 2008).

1.4.1 Mikroskopie

Nejbéznéjsi bakteriologickou metodou mikroskopického vySetieni je barveni dle

Grama. Toto barveni ndm umoziuje rozd¢lit bakterie na dvé zékladni skupiny:

[] Bakterie grampozitivni (G+)
[1 Bakterie gramnegativni (G-)

Rozdéleni mikrobil dle barvitelnosti podle Grama odrazi fadu jejich anatomickych
a fyziologickych vlastnosti a také souvisi s jejich citlivosti na rizna antibiotika.

Barveni dle Grama je pro tfidéni a taxonomii bakterii nezbytné. Podstatou rozdilu v
barvitelnosti bakterii dle Grama je jejich odli§na stavba bakterialni st€ény. Grampozitivni
bakterie maji pomémné jednoduchou stavbu bun&tné stény, kterd je tvofena pomérné
mohutnou vrstvou peptidoglykanu a je protkanad fetézci kyseliny teichoové. Jejich
bunécna sténa by se tedy dala pfirovnat k tlustému korzetu, ktery pevné fixuje komplex
krystalové violeti s jodem vznikly pfi barveni.
z dvojit¢ fosfolipidové vn&jSi membrany, pod ni se nachdzi v tenké vrstvé
peptidoglykan. Prostor mezi vngj$i membranou stény a cytoplasmatickou membranou
se nazyva periplasmaticky prostor, ktery obsahuje rozmanité enzymy (Votava et al.
2010).

Pii barveni dle Grama vznikd v bakterialni buiice komplex krystalové violeti s

jodem, ktery se u gramnegativnich bakterii snadno vyplavuje alkoholem nebo acetonem
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a tyto bakterie se mohou v dalsi fazi barveni dobarvit karbolfuchsinem a jsou pak ve
vysledném barveni Cervené. Kdezto u grampozitivnich bakterii vytvofeny komplex
krystalové violeti s jodem odbarvovani néjakou dobu vzdoruje a tyto bakterie pak
zustavaji tmavomodré (Votava et al. 2000).

ZkuSeny mikrobiolog jiz po piecteni takto obarveného preparatu je schopen
vyslovit podezieni na infekci vyvolanou S. pneumoniae (Votava et al. 2010). Dalsi
moznou technikou mikroskopického pritkazu je barveni tusi dle Burriho ke znazornéni
bakterialnich pouzder. Tato barvici metoda se vSak v bézné laboratorni praxi pfrilis

nevyuziva (Votava et al. 2000).

1.4.2 Kultivacni pritkaz

Kultivace je zlatym standardem piimého mikrobialniho prikazu, umoznuje ziskat
bakterialni kulturu k dalSimu urceni mikroba a k pifipadnému zhotoveni citlivosti k
antimikrobidlnim latkam (Hotomi et al. 2012). Zéakladni pidou pro kultivaci
pneumokokl je krevni agar, je to nejbéznéjsi puda uzivand ke kultivaci v klinické
mikrobiologii. Kolonie pneumokoka na ni rostou v malych Sedavych koloniich nékdy
mukodznich, které jsou obklopeny zelenou zénou o hemolyzy. Rist pneumokokl
podnécuje pridavek krve a zvySena tenze CO2. Po 24 aZ 48 hodinach kultivace, se
nejstarsi buiiky uprostfed kolonie postupné rozpadaji a kolonie se podobaji mistickam

(Werno et al. 2008).

1.4.3 Identifikace

Podobnost mezi S. pneumoniae a jinymi viridujicimi streptokoky vyzaduje
provedeni dal$i identifikace. Pouzivadme béZné uZivané testy, rozpustnost ve Zluci,
citlivost pneumokoka k optochinu a latexovy test (Murray et al. 1999, Richter et al.
2008, Votava et al. 2003). Dalsi moznosti identifikace mohou byt pomérné nové metody
hmotnostni  spektrometrie MALDI TOF MS a automatizovand identifikace
mikroorganismu na pfistroji VITEK 2.
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1.4.3.1 Test citlivost k optochinu

Citlivost k optochinu je metoda zavedena jiz od pocatku druhé poloviny dvacatého
stoleti. Jednd se o citlivost k diagnostickému disku optochin (ethylhydrocuprein
hydrochlorid), ktery se vyuziva k jednoduché, orientacni, ptedbézné diferenciaci S.
pneumoniae od jinych viridujicich streptokokt. Test je pouzivan predevS§im u
ojedinélého nalezu S. pneumoniae, kdy slouzi zaroven i k izolaci kmene. Vyhodnoceni
tohoto testu probihd na zdkladé méteni velikosti vytvorené inhibi¢ni zony kolem disku

(Isenberg 2007, Murray et al. 1999).

1.4.3.2 Test rozpustnosti ve Zluci — deoxycholdt sodny

Jako konfirmaéni test k citlivosti k optochinu se vyuziva test rozpustnosti ve Zluci -
deoxycholdt sodny. Princip tohoto testu je zaloZzen na rozpustnosti kolonii S.
pneumoniae v deoxycholatu sodném. Naproti tomu kolonie viridujicich streptokok se
pusobenim deoxycholatu sodného nerozpousti (Isenberg 2007, Murray et al. 1999).
Jednd se o jednoduchy, casové nenaro¢ny, vysoce specificky test, ktery vyuziva

ucéinnost autolytickych enzymu S. pneumoniae aktivovanych zlu¢i (Bednaf et al. 1996).

1.4.3.3 Latexovy test k pritkazu S. pneumoniae 7 bakteridalni kultury
K latexovému testu se vyuziva reagens obsahujici latexové Castice sensibilizované
smési protilatek proti vSem znamym typim pneumokokt. Podeziela kolonie se

rozmicha v kapce reagens a v pozitivnim ptipadé dojde k shlukovani nebo-li aglutinaci

(Votava et al. 2010).

1.4.3.4 Hmotnostni spektrometrie MALDI TOF MS

Jako novéa technologie schopna identifikovat bakteridlni izolaty se ukazala
hmotnostni spektrometrie MALDI TOF MS. Tato technika miZe zkoumat profil
proteinli na zaklad¢é relativni molekulové hmotnosti z bakteridlnich extraktd nebo

dokonce z neporusené bakterie. Obecné plati, ze mikrobialni identifikace MALDI-TOF
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MS se skladd ze ctyt krokl: naneseni izolované kolonie, realizace hmotnostniho
spektra, srovnani s databazi a dosahovani vysledki. Identifikace se provadi z izolované
kolonie, ktera se nanese do terCiku na testovaci desticce. Tato deska umoziuje
analyzovat 48 vzorkl v jedné analyze. Nanesend bakterie se zakape matrici, ktera
krystalizuje pii pokojové teploté. Tato matrice ma dva zakladni ukoly, uvoliuje
intracelularni proteiny poruSenim bunééné membrany a usnadiiuje odpafovani a ionizaci
bilkovin pulznim laserovym paprskem. lonizované proteiny putuji vakuovou komorou a
detekuji se v zavislosti na hmotnosti a ¢asu letu. K identifikaci se vyuziva softwaru,
ktery porovnava identifikovana spektra bakterie se vSemi hmotnostnimi spektry v
komeréni databazi (Garcia et al. 2012, bioMérieux S.A. 2011). I takto rychla a
sofistikovand metoda ma sva uskali nejen v pfipravé a nandsSeni vzorku pied analyzou
hmotnostni spektrometrie, ale i ve vykonnosti MALDI TOF MS v identifikaci bakterii v
porovnani se standardnimi metodami. Velmi obtizna je identifikace alfa hemolytickych
streptokokt Streptococcus oralis/mitis a Streptococcus pneumoniae, které maji velmi
blizky genotyp. Identifikace gram-pozitivnich bakterii rodu Streptococcus by se méla
vylepsit s probihajicim technickym rozvojem a dal$§im zdokonalovanim referen¢niho
spektra v databdzi MALDI TOF MS (Risch et al. 2010, Ikryannikova et al. 2013, Kok et
al. 2011).

1.4.3.5 Automatizovanad identifikace mikroorganismii na p¥istroji VITEK 2

Dalsi pomémé novou metodou diagnostiky S. pneumoniae je automatizovana
identifikace mikroorganismu na pfistroji VITEK 2. Vysledky identifikace, ktera probiha
na identifikacnich kartach, jsou dostupné piiblizn€ za osm hodin. Ur€eni probihd na
zékladé¢ méfeni utilizace zdroje uhliku, rezistence a enzymatické aktivity pomoci 43

biochemickych testli (bioMérieux S.A. 2011).
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1.4.4 Pritkaz antigenu S. pneumoniae

Dalsi diagnostickou metodou pneumokokovych infekei, vyuzivanou ptevazné v
diagnostice meningitid, je bezkultivacni priikaz antigenu. Tento priikaz se nejCastéji

provadi v likvoru latexovou aglutinaci.

1.4.4.1 Latexovy aglutinacni test

Latexovy aglutinac¢ni test je zaloZen na prikazu specifického bakterialniho antigenu
na povrchu S. pneumoniae (Scharfen 2013). Lze jim identifikovat nejéastéjsi ptivodce
bakterialnich meningitid Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae, S.
pneumoniae, streptokoky skupiny B a Escherichia coli s kapsularnim antigenem K1.

Tento test ma pomérné vysokou citlivost a specifi¢nost.

1.4.4.2 Imunochromatograficky test

Pomérné novou metodou pro bezkultivacni prikaz antigenu S. pneumoniae pfimo v
biologickém materialu je imunochromatograficky test. Tento test detekuje C —
polysacharidovy antigen bunécné stény S. pneumoniae, ktery je specificky pro vSechny
pneumokokové serotypy, na rozdil od jinych méné citlivych testl, které deteku;ji
kapsularni antigen. Tento test je jednoduchy na provedeni a poskytuje rychlé a uzitecné
vysledky béhem 15 minut. (Roson et al. 2004, Le Monnier et al. 2006). Test ma
senzitivitu 70 — 80% a specifitu 90%. Vysledky testu mohou byt ve zna¢né mife falesné
pozitivni u déti, které jsou kolonizovany S. pneumoniae v nosohltanu. Fale$né pozitivni
reakce mizeme prokazat také nékolik tydntii po ockovani proti S. pneumoniae. Tento
imunochromatograficky test 1ze vyuzit k prikazu S. pneumoniae v moc¢i v diagnostice

pneumonie a v mozkomi$nim moku v diagnostice meningitidy (Werno et al. 2008).

1.4.5 Prukaz DNA Streptococcus pneumoniae metodou PCR

Metodou piimého bezkultiva¢niho prikazu DNA S. pneumoniae je PCR v realném

Case. Je to metoda pro rychlou diferencialni detekci bakteridlnich pficin invazivnich
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onemocnéni, pfedev§im bakteridlni meningitidy a pneumonie. Bylo prokazano, ze S.
pneumoniae je pievladajicim patogenem zpusobujicim komunitni pneumonii. Cilem
prikazu, ktery nam poskytuje metoda PCR, je rychld diagnoéza s brzkym zahajenim
spravné antibiotické terapie na zaklad¢ znalosti etiologického agens. Rychlé a piesné
stanoveni patogena, je vnimano jako celosvétovy problém, diky zvySujici se rezistenci
bakterii k antimikrobidlnim latkam. (Mustafa et al. 2011). PCR muze detekovat
nepatrné mnozstvi nukleové kyseliny, které neni zavislé na zivotaschopnosti bakterie a
je pravdépodobné méné ovlivnéno predchozi antibiotickou 1é€bou nez kultivacni prikaz
patogena (Nolte 2008). Biologickym materialem, ktery je mozné pouzit pro PCR
detekci S. pneumoniae v diagnostice pneumonie je bronchoalveolarni lavaz, nesrazliva
krev a v pfipadé meningitidy likvor. Ve studii porovnavajici kultivacni prukaz, latex
aglutinacni reakci a metodu PCR pro prikaz DNA plivodce pneumonie byla ovéfena
velka specifita a citlivost metody PCR, nicméné¢ tato metoda je draha a rutinni pouziti je
tedy omezeno. Prikaz DNA pneumokokt by se nemél povazovat za alternativni metodu
kultivaéniho prikazu, nebot’ ten ndm poskytuje informace o antibiotické rezistenci a

serotypu pneumokokii (Matos et al. 2001).

1.5 Interpretace vysledku

V interpretaci vysledku vySetfeni mikrobiolog komentuje, zda nalez muze byt
kontaminaci, kolonizaci nebo odpovidd bé&zné bakteridlni flofe v misté odbéru.
Definitivni interpretace nalezu je v rukou oSetiujiciho 1€kate, ktery ma k dispozici
vSechny informace o pacientovi. Proto je konzultace klinika a mikrobiologa ke

spravnému posouzeni vySetieni velice dulezita (Votava et al. 2010).
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2 Cil prace

Cilem této prace bylo zhodnotit soucasné moznosti laboratorni diagnostiky
pneumokokovych infekci v Laboratofi 1ékaiské mikrobiologie, Pracoviste bakteriologie
Nemocnice Ceské Bud&jovice a.s. a posoudit b&Zné uZivané identifikaéni metody

k prikazu Streptococcus pneumoniae Vv riznych biologickych vzorcich.
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3 Metodika

Laboratorni diagnostika S. pneumoniae byla provadéna v Laboratoii lékaiské
mikrobiologie, Pracovi§té bakteriologie (PBAK) Nemocnice Ceské Budgjovice a.s.
Identifikace pneumokokii byla provadéna na zakladé priikazu antigenu S. pneumoniae u
zédvaznych primarn¢ sterilnich vzorki, dale na zakladé mikroskopie a kultivacniho
zpracovani biologického materidlu. K vlastnimu rozliSeni u ziskanych 127 kment S.
pneumoniae od dalsich viridujicich streptokoki byly pouzity testy rozpustnost ve zIuci -
deoxycholat sodny (fa. ITEST plus) a test citlivost k optochinu (fa. ITEST plus).

3.1 Pritkaz antigenu Streptococcus pneumoniae

V laboratoti 1ékatské mikrobiologie v PBAK byly pouzity pro pritkaz antigenu S.
pneumoniae ve vzorcich (likvor, mo¢, hemokultura) dva testy — prikaz antigenu

latexovou aglutinaci, imunochromatograficka metoda.

3.1.1 Latex aglutinacni test

Jelikoz kultivace likvoru vyzaduje nejméné 18-24 hodinovou inkubaci, rozhoduje
se 0 rychlém nasazeni antibiotické 1écby, na zakladé mikroskopického vySetieni
preparatu obarveného dle Grama, ale také na zaklad¢ pozitivniho priikkazu antigenu ve
vzorku latex aglutinacnim testem (Scharfen 2013).

Na pracoviiti bakteriologie byl pouzit latex aglutinani test PASTOREX™
Meningitis (fa. BIO-RAD). Principem testu je reakce specifické protilatky navazané na
latexovych ¢asticich a homologniho antigenu, ktery je specificky pro urcita etiologicka
agens bakterialnich meningitid a jejich nékteré skupiny ¢i serotypy (Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae typ b, Neisseria meningitidis skupiny A, skupiny
B/E.coli K1, skupiny C, skupiny Y/W135 a Streptococcus skupiny B). Pokud je antigen
pfitomen ve vySetfovaném materialu, dochédzi k aglutinaci latexovych Castic
S navdzanou homologni protilatkou. Timto testem lze prokazovat antigen ve vzorcich

krve z hemokultiva¢ni nadobky, v mozkomisnim moku, v séru a v moci. V laboratofi
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jsou tyto vzorky zpracovavany co nejrychleji po piijmu do laboratofe. V PBAK je
nejcastéjSim biologickym materialem pro prikaz antigenu latexovou aglutinaci
mozkomis$ni mok. Po jeho pfijmu do laboratofe a makroskopickém zhodnoceni, byl
mok centrifugovan 5 minut pfi 1500 otackach, poté byl odsat supernatant, ktery byl
zahiivan 3 minuty pfi 100°C ve vodni lazni. Po zchladnuti byl supernatant znovu
centrifugovan 5 minut pii 1500 otackach a nasledné byl pouzit k vlastnimu testu. Po
jedné kapce supernatantu bylo steriln¢ pieneseno do vSech vyznacenych poli na
testovaci karté. Do kazdého pole byla pfidana kapka odpovidajiciho latexového €inidla
S navazanymi protilatkami. Ob¢ kapky byly promichény jednordzovou ty¢inkou, na
kazdé pole byla pouzita nova ty€inka. Po dobu 10 minut bylo jemn¢ krouZzeno testovaci
kartou a byl sledovan vznik aglutindtu. Intenzita reakce a rychlost vzniku aglutinatu

., . . . o , . ™
zavisi na koncentraci antigenu v testovaném vzorku (Piibalovy letdk Pastorex

Meningitis 2008, NCB_PBAK_ PP_12 149 A).

Obréazek 1: Latex aglutinagni test PASTOREX™ Meningitis fa. BIO-RAD
(Zdroj: autorka)

' PAE»'TdREX"" MENINGITIS

CTRL R9 Nm.A - R6 Nm.C - R7 Nm.B/E. coli K1 - R1 CTRL R2
Nm.Y/W135 - R8 Hi.b - R3 Strep.Pneum - R4 StrepB-R5
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Obrazek 2: Aglutinace antigenu S. pneumoniae s navazanou homologni protilatkou na

latexovych ¢asticich (Zdroj: autorka)

3.1.2 Imunochromatograficka metoda

V PBAK bylo ve sledovaném obdobi vySetieno 259 vzorki moce a 7 vzorkl
mozkomisSniho moku, u kterych byla poZadovana imunochromatografickd detekce
antigenu S. pneumoniae.

Vzorek pacienta byl temperovan na pokojovou teplotu, poté byl do testovaného
vzorku ponofen tampon z identifikacni sady Binax Now Streptococcus pneumoniae (fa.
ALERE). Pfi vyjmuti tamponu ze vzorku, byl otfen o sténu zkumavky, pro odstranéni
prebytecného mnozstvi materidlu. Poté byl tampon zasunut do spodniho okénka
testovaci kazety, tak aby byl cely vidét v horni ¢asti testu. Do spodniho okénka byly
z vysky 1-2cm kapnuty 3 kapky reagentu A z testovaci sady. Byla odstranéna adhezivni
paska na pravé strané testovaci kazety a ta byla uzaviena a ponechana pii pokojové
teploté. Vysledek byl hodnocen po 15 minutach.

Jako negativni vysledek byl hodnocen vzorek, u kterého se vytvofila jedna Cervena

linie v horni ¢asti okénka na pozici kontroly.
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Jako pozitivni vysledek byl hodnocen vzorek, u kterého se vytvotily ¢ervend linie
na pozici kontroly i na pozici vzorku.

Kontrolni linie na pozici vzorku muze nabyvat rtizné intenzity podle mnozstvi
prokazovaného antigenu ve vzorku.

Jako chybny by byl hodnocen vysledek vzorku, u kterého by se neobjevila zadna
linie nebo by se objevila linie pouze na pozici vzorku, bez vytvofeni kontrolni linie.
V takovém ptipad¢ je nutné opakovat vySetieni.

Pozitivni vysledek, tedy prokazany antigen S. pneumoniae ve vzorku pacienta, ale i
negativni vysledek, tedy antigen neprokazan, byl ihned telefonicky hlaSen na oddéleni
pozadujici vysetieni.

Negativni vysledek znamend, Ze u pacienta neprobihd pneumokokova infekce,
nevylucuje vSak pocatek pneumokokového onemocnéni, kdy neni antigen v moci jesté
prezentovan nebo jeho hladina jest¢ neptfesahla prahové hodnoty testu.

Je doporuceno test neprovadét 5 dni po vakcinaci pneumokokem, mize podavat
fale$n€ pozitivni vysledky.

Také vySetieni vzorku moéi u déti testem Binax Now Streptococcus pneumonia
neni doporucovano, z divodu moznosti vykazovani faleSn¢ pozitivnich vysledkl u déti
kolonizovanych S. pneumoniae (Ptibalovy letak Binax Now Streptococcus pneumonia,
NCB_PBAK PP_12 108 A).
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Obrazek 3: Imunochromatografickd metoda Binax Now Streptococcus pneumonia
fa. ALERE (Zdroj: autorka)

3.2 Mikroskopie

V PBAK pfi zpracovani vytéri znosu, nosohltanu a krku nebyla provadéna
mikroskopie, vzhledem Kk nizké az nulové vypovédni hodnoté u téchto vzorki. U
ostatnich vytérd napf. z oka, z ucha a u materialti tekutych napf. likvor, hemokultura,
sputum, bronchialni sekret byl mikroskopicky preparat barveny dle Grama zhotoven.

Material na vytérovém tamponu byl rozetfen na o¢islované podlozni sklicko.

U tekutych materidld byla na podlozni sklicko nanesena jedna az dvé kapky
biologického materialu, rozetiena a ponechana do zaschnuti. Poté byly zaschlé natéry
ofixovany teplem, trojndsobnym protazenim podlozniho skla s preparatem skrze plamen
kahanu. U nékterych tekutych materidlli, napt. sputum, byla pouzita metoda chemické
fixace, ktera spoc¢iva v naneseni nékolika kapek methanolu na preparat a ponechani do
zaschnuti.

Preparaty byly barveny automatickym barvicim systémem Mirastainer Il (fa.

Merck), umozniujicim obarveni az 30 preparatd v jednom procesu. Podlozni skli¢ka
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S preparaty byla naskladana do stojanku a vlozena do automatu se zvolenym barvenim
dle Grama. Barvici pfistroj vyuziva metody ponofovani preparatii do jednotlivych lazni

barveni. Postup barveni je podrobné popsan v tabulce 2.

Tabulka 2: Postup barveni dle Grama v barvicim automatu Mirastainer II

Barvici roztok - lazen Doba barveni
roztok krystalové violeti 1min30s
oplach vodou 30s

Lugoliv roztok 1min30s
oplach vodou 30s

aceton — odbarvovaci roztok 30s

oplach vodou 30s

roztok karbolfuchsinu 30s

oplach vodou 30s

Preparaty byly v barvicim automatu vysuseny a nasledné prohlizeny v mikroskopu
imerznim systémem.

Bakterie byly rozdéleny do =zakladnich tfid: grampozitivni koky, tycky a
gramnegativni koky, tycky.

V mikroskopickém preparatu barveném podle Grama je S. pneumoniae dobie
diagnostikovatelny jako grampozitivni koky ve dvojicich, které maji tvar lancety nebo

plaménku.
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Obrazek 4: Opouzdiené, ovoidni, grampozitivni koky S. pneumoniae ve dvojicich
(Zdroj autorka)

Obrazek 5: Opouzdiené, ovoidni, grampozitivni koky S. pneumoniae ve dvojicich,

fagocytované v leukocytu (Zdroj autorka)

3.3 Kultivace

Ke kultivaci biologického materialu byla v PBAK pouzita bézné uzivana kultivaéni
puda krevni agar (CSB), obohacena 5% sterilni defibrinované ov¢i krve (fa. BIO-RAD).
Tato pevna kultivacni média byla inkubovana 18-24-48 hodin pii 361 °C v atmosféie

se zvysenou tenzi CO, 5%.
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Pneumokoky po inkubaci na krevnim agaru byly pozorovany jako ploché nékdy
miskovité kolonie 2-3 mm velké s uzkou zoénou alfa hemolyzy. Kolonie sérotypu 3
s vyraznou schopnosti tvorby pouzdra, byly mirné vétsi, 3-5 mm, mukozni, Sedozelené
barvy, pfipominajici kapku oleje. Tento typ kolonii vSak nebyl pfili§ Casty, nejcastéji
byly identifikovany kolonie ploché az mirné vypouklé se zonou alfa hemolyzy, které
jsou snadno zameénitelné s viridujicimi streptokoky, béznou ustni florou. Proto je nutné

jejich vzajemné rozliSeni dalSimi identifika¢nimi testy.

Obrazek 6: Kolonie serotypu 3 s vyraznou schopnosti tvorby pouzdra
(Zdroj autorka)

Obrazek 7: Kolonie S. pneumoniae na krevnim agaru (Zdroj autorka)
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3.3.1 Kultivace vytéri z krku, nosu

Vytéry z krku a nosu byly do PBAK transportovany na sterilnich vytérovych
tamponech v transportnim médiu nebo na suchych, sterilnich, vytérovych tamponech
byly inokulovany na CSB. Inokulum bylo rozoc¢kovano sterilni vypalenou kovovou
klickou nebo sterilni jednordzovou plastovou klickou, do inokula byl vlozen
gentamicinovy disk a sterilni klickou byla provedena ¢ara kmenem Staphylococcus
aureus pies rozockovany vzorek. Inkubace probihala 16-24 az 48 hodin pfti 36+1 °C za
zvysené tenze COp, po inkubaci byla hodnocena ptitomnost bakterialni flory a
patogennich bakterii, u kterych byla provedena dalsi identifikace a v pripad¢é nutnosti
také citlivost ~ bakterii k antimikrobidlnim latkam (Isenberg 2007,

NCB_PBAK_PP_12_163_A).

3.3.2 Kultivace vytéri z oka a ucha

Vytéry zoka a ucha byly kvySetfeni transportovany do PBAK na sterilnich
suchych vytérovych tamponech nebo na tamponech zanofenych v transportnim médiu.
V laboratofi byly inokulovany na doporucené kultiva¢ni ptidy (CSB, MacConkey agar,
cokoladovy agar, Miillerova pida a thioglykolatova pomnozovaci pida — fa.BIO-RAD,
fa.Dulab) a byl zhotoven mikroskopicky preparat barveny dle Grama. Inokula byla
rozoCkovana. Do inokula krevniho agaru byl vlozen gentamicinovy disk a kultivaéni
pudy byly inkubovany 16-24 az 48 hodin pti 36+1 °C za aerobni atmosféry, krevni agar
a ¢okoladovy agar byly kultivovany mikroaerofilné za zvySené tenze CO,. Vyhodnoceni
mikroskopického vySetfeni bylo provedeno v den piijmu materidlu do laboratofe.
Kultivaéni pudy byly hodnoceny za 16-24 hodin a nasledné za 48 hodin. Pokud byl ve
vysetfovaném materialu vyhodnocen suspektni piivodce infekce, byla u ného provedena
nasledna identifikace a vyhodnocena citlivost patogena k antimikrobidlnim latkdm

(Isenberg 2007, NCB_PBAK_PP_12_025).
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3.3.3 VySeti‘eni vzorku z dolnich dychacich cest

Material z dolnich dychacich cest - sputum, bronchialni sekret, aspirat byl odebran
do sterilnich jednordzovych nadobek k tomu ur¢enych a transportovan do laboratofe.

V Laboratoii 1ékaiské mikrobiologie v PBAK bylo sputum zpracovano
kvantitativni metodou. Nejprve bylo homogenizovano 2% roztokem broncholysinu za
pridani 4-5 sterilnich sklenénych kuli¢ek a tfepano na tfepacce 5-15 minut. Poté byl
zhotoven natér na podlozni sklicko a po jeho zaschnuti byl chemicky Setrné fixovan
methanolem a obarven dle Grama Vv barvicim automatu. V mikroskopickém preparatu
byl hodnocen pomér leukocyti a epitelii.

Pokud v zorném poli byl zjistén pocet epitelii 10 a vice za piitomnosti riznych typa
mikroorganismti a pokud nepfevazoval jeden morfotyp mikroorganismii a nebyly
pritomny leukocyty, pak nebyl vzorek kultivovan, byl uchovan v chladnicce 48 hodin
k piipadnému kultivaénimu zpracovani vyzadanému oSetfujicim lékafem, i kdyz podle
odectené mikroskopie se nejednalo o hnisavé sputum.

Pokud byla v zorném poli zjisténa prevaha leukocytl nad epiteliemi vice jak 2:1 nebo
pievazoval jeden typ mikroba, byla provedena kvantitativni kultivace vzorku.
Sputa jiz nafedénd broncholisinem 1:1 byly dale fedény:

= 1ml sputa + 4ml fyziologického roztoku = fedéni 10™

= 0,1ml sputa 10 + 9,9ml fyziologického roztoku = fedéni 107

= 0,1ml sputa 10 + 9,9ml fyziologického roztoku = fedéni 10

= 0,1ml sputa 10” + 9,9ml fyziologického roztoku = fedéni 10”

Sputa nafedéna 102, 10°, 107 byly rozockovany 10pul klickou na tietinu pevnych
pud (CSB, cokolddovy agar, MacConkey agar). Pida MacConkey byla inkubovana
aerobn¢ pifi 36+1°C a kultivacni pida CSB a cokoladovy agar byly inkubovany za
zvySené tenze CO; pii 36£1°C 16-24 az 48 hodin.

Pocet mikrobti na 1ml byl hodnocen podle nasledujici tabulky 3.
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Tabulka 3: Po¢et mikrobu v 1ml vzorku

Redéni Pocet kolonii Pocet mikrobua / ml
10° 10 10°
100 10’
10° 10 10°
100 10°
107 10 10%°
100 101

Khodnoceni vzorkli byl na vysledkovy list pfipojen nasledujici komentart,
vysvétlujici pocet mikrobti na 1ml:
= 10° — 10" mikrobd/ml - pravdépodobné se nejedna o infekci dolnich cest
dychacich (DCD)
= 10°%— 10° mikrobii/ml - pravdépodobns jde o infekci DCD
= 10" — 10" mikrobt/ml - jde o infekci DCD

V piipadé, Ze nebyl ve vzorku prokazan patogen, pouze béZna mikrobialni flora
hornich dychacich cest, kterou byl vzorek kontaminovan pii vykaslani, na vysledkovy
list nebyla udédna u téchto bakterii kvantita (Isenberg 2007, Murray et al. 1999,
Kunderova 2000, NCB_PBAK_PP_12_007).

Ostatni biologické materidly z dolnich dychacich cest jako je aspirat,
bronchoalveolarni lavaZz a bronchidlni sekret byly do laboratofe transportovany ve
sterilnich odbérovych nadobkach a byly zpracovany mikroskopickou a kultivacni
metodou. Pomoci sterilniho tampdonu byl material inokulovan na pevné kultiva¢ni pady
(CSB, ¢okoladovy agar, agar s kolistinem a kyselinou nalidixovou, MacConkey agar a
Sabouraud agar — fa.BIO-RAD) a tekutou thioglykolatovou pomnozovaci pudu
(fa.Dulab). Byl také zhotoven mikroskopicky preparat, ktery byl barven dle Grama,
tento preparat byl hodnocen v den pfijeti materidlu do laboratote. Inokulum na pevnych
kultiva¢nich piidach bylo rozockovéno. Na krevni agar se do inokula vlozil

gentamicinovy disk a pudy (CSB, MacConkey agar, Sabouraud agar a tekuta
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pomnozovaci pida) byly inkubovany 18-24 az 48 hodin pii 361 °C v aerobni
atmosfére, Sabouraudiv agar byl inkubovan az 72 hodin. Ostatni kultiva¢ni pudy
(¢okoladovy agar, agar s kolistinem a kyselinou nalidixovou) byly inkubovany 18-24-48
az 72 hodin pii 361 °C mikroaerofilné za zvysené tenze CO,. Po kultivaci byly
vSechny kultivac¢ni plidy vyhodnoceny, v pfipad¢ nalezu suspektniho ptivodce infekce
byla provedena jeho identifikace a také zhotoveni citlivosti bakterii k antimikrobialnim

latkam (Isenberg 2007, NCB_PBAK_PP 12 030).

3.3.4 Laboratorni zpracovani likvoru

Likvor odebrany do sterilnich naddobek byl co nejrychleji transportovany do
laboratofe. Nejprve byl hodnocen makroskopicky (barva a =zakal), poté byl
centrifugovan 3 minuty ptfi 1500 otaCkach. Po centrifugaci byl supernatant sterilné
pfenesen do sterilni sklenéné zkumavky a uschovén pro dalsi ptipadny piimy prikaz
antigenu ve vzorku latexovou aglutinaci. Ze sedimentu byl zhotoven mikroskopicky
preparat, ktery byl fixovan tfikrat protaZzenim plamenem a barven v barvicim automatu
dle Grama. V preparatu likvoru byla mikroskopicky posuzovéna ptitomnost leukocytl a
bakterii. Pozitivni nalez bakterii byl hlaSen na klinické pracovisté v co nejkratsi dobé po
pfijeti materialu do laboratote.

Ve zkumavce se sedimentem bylo ponechano 0,5 — 1ml supernatantu, kterym se
resuspendoval sediment. Ten byl inokulovan na pevnd kultivaéni média (dva krevni
agary, ¢cokoladovy agar, MacConkey agar) a také tekutd thioglykolatova pomnoZovaci
pudu. Inokula na pevnych pidach byla rozockovéana po celé ploSe kultiva¢ni pidy, do
inokula krevniho agaru byl vlozen gentamicinovy disk a pidy (jeden krevni agar,
MacConkey agar a thioglykolatova piida) byly inkubovany 18-24 az 48 hodin pii 36+1
°C v aerobni atmosféfe. Ostatni plidy (druhy krevni agar a cokolddovy agar) byly
inkubovany 18-24-48 az 72 hodin pii 361 °C v inkubdtoru se zvySenym piisunem
CO,. V pripad¢ pozitivni kultivace byla provedena identifikace a zhotovena citlivost

k antibiotikiim (Isenberg 2007, NCB_PBAK _PP_12 028 A).
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3.3.5 Kultivace hemokultur

Vzorky krve pro hemokultivaci jsou odebirany do specidlnich hemokultiva¢nich
nadobek. Tyto nadobky jsou co nejdiive po odbéru vklddany a kultivovany v
automatickém systému Bact/Alert 3D (fa. bioMéricux).

Detekce pozitivnich hemokultur je zalozena na kolorimetrickém stanoveni oxidu
uhli¢itého, jehoz koncentrace v nadobce stoupa Vv piipadé bakteridlniho ristu.

V ptipadé signalizace pozitivity hemokultury, bylo po vyjmuti nddobky z pfistroje
a dezinfekci zatky hemokultivaéni naddobky, odebrano tekuté médium, z né¢hoz byl
zhotoven mikroskopicky prepardt a naockovany pevné kultivacni piady (CSB,
MacConkey agar). V piipadé pozitivity anaerobni nadobky byla inokulovana i pida pro
anaerobni kultivaci (Schaedler agar s vitaminem K3 a koniskou krvi — fa. BIO-RAD).

Kultivacni pidy pro aerobni kultivaci (CSB a MacConkey agar) byly inkubovany
pti 36x1 °C, 18-24 az 48 hodin pfi aerobni atmosféte v termostatu, pida pro anaerobni
kultivaci byla inkubovana pii 361 °C, 48 hodin Vv anaerobnim inkubatoru se stalou
koncentraci kalibracniho plynu, slozen¢ho z oxidu uhli¢ité¢ho, vodiku a dusiku (10%
COy, 10% H,, 80% N,). Po kultivaci byl vyhodnocen nartst bakterii na kultiva¢nich
padach, provedena jejich identifikace a stanoveni citlivosti k antimikrobialnim latkam

(Isenberg 2007, NCB_PBAK_PP_12_151).

3.4 ldentifikace Streptococcus pneumoniae

K zakladni identifikaci alfa-hemolytickych (viridujicich) streptokokti slouzi
zhodnoceni jejich morfologie na kultivacnich pudach. K blizsi identifikaci S.
pneumoniae od ostatnich alfa-hemolytickych streptokokii byly v PBAK pouzity
identifikacni testy - citlivost k optochinu, rozpustnost ve Zluci a v ojedinélych piipadech

1 hmotnostni spektrometrie.
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3.4.1 Optochin test

Testované kolonie byly rovnomérné a husté nao¢kovany na krevni agar, do inokula
byl sterilné polozen disk s optochinem. Kultiva¢ni puda byla inkubovana 18-24 hodin
Vv inkubdatoru za zvySené tenze CO,, pfi 36+1 °C. Po inkubaci byla odectena velikost
inhibi¢ni zo6ny, jeji vyhodnoceni je znazornéno v tabulce 4 (Ptibalovy letak ITEST
Optochin 2011, NCB_PBAK_PP_12 129 A).

Tabulka 4: Hodnoceni priméru inhibiéni zony

Velikost inhibi¢ni zony (mm) Identifikace
> 14 Streptococcus pneumoniae
viridujici streptokoky jiné nez Streptococcus
° pneumoniae
<14 muze se jednat o Streptococcus pneumoniae
nutné potvrdit testem rozpustnosti ve zluci

Obrazek 8: Test citlivosti k optochinu (Zdroj: autorka)
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3.4.2 Deoxycholat sodny - test rozpustnosti ve Zluéi

Testovany kmen byl resuspendovan ve zkumavce s 1 ml fyziologického roztoku,
tak aby densita suspenze dosahovala 1-2 stupné McFarlandovy zakalové stupnice. 0,5
ml roztoku bylo steriln¢ pfevedeno do druhé prazdné sterilni zkumavky. Jedna
zkumavka se suspenzi byla zakapnuta 3 kapkami deoxycholatu sodného, druha
zkumavka bez deoxycholatu sodného byla pouZzita jako kontrola testovaného kmene ve
fyziologickém roztoku. Obé zkumavky byly inkubovany 30 minut pfi 36+1 °C. Po
inkubaci byl test vyhodnocen, pokud doslo K projasnéni suspenze v testované zkumavce
oproti kontrolni, byl testovany kmen identifikovan jako S. pneumoniae, pokud zakal
testované suspenze zustal beze zmény, stejny jako v kontrolni zkumavce, byl testovany
kmen identifikovan jako viridujici streptokoky (Ptibalovy letdk ITEST Deoxycholat
sodny 2005, NCB_PBAK_PP_12 124 A).

Obrazek 9: Test rozpustnosti ve zluci — deoxycholat sodny, kontrola (Zdroj: autorka)
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3.4.3 Hmotnostni spektrometrie MALDI TOF MS

V PBAK je vyuzivan k identifikaci mikroorganismi hmotnostni spektrometr
VITEK MS™ (fa. bioM¢érieux), ktery umoziuje testovat 48 az 192 vzorkd v jedné
analyze. Testovany mikroorganismus z Cerstvé kultury byl nanesen jednorazovou
klickou na nosi¢, na ktery byl také aplikovan kalibraéni kmen LyfoCults Plus
Escherichia coli ATCC 8739. Na vzorek i kalibratni kmen byl aplikovan 1 pul
matri¢niho roztoku, ktery se nechal voln€ zaschnout. Takto pfipraveny nosi¢ byl vlozen
do analyzatoru a bylo provedeno meéfeni testovaného kmene. Z méfeni byla ziskdna
spektra, kterd byla prostfednictvim vyhodnocovaciho softwaru porovnana S databazi
spekter znamych kmend. Po porovnani spekter byla vypocitdna procentudlni
pravdépodobnost vypovidajici o mife shody vzorku s typickym spektrem daného
mikroorganismu v databazi.

Pti dokonalé shod¢ byla pravdépodobnost 99%. Za pravdépodobné spravné bylo
mozné pokladat hodnoty 60 — 99%, pokud byla pravdépodobnost urceni nizsi nez 60%,
byl povaZovan vzorek za neidentifikovany. V pfipad€ nejednoznacné uréeného jednoho
druhu, byl systémem nabidnut seznam moznych kmenl nebo byl vzorek oznacen jako
neidentifikovany, neodpovidal zddnému spektru v databazi (Postup navod k pouziti

bioMérieux S.A., NCB_PBAK PP 12 059 A).

Obrazek 10: Piiprava nosice, naneseni testovanych kment pro identifikaci v analyzatoru

VITEK MS™ (Zdroj: autorka)
W 7

LY
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Obrazek 11: Naneseni matri¢niho roztoku na jednotlivé testované kmeny

(Zdroj autorka)
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3.5 PCR pro pritkaz DNA S. pneumoniae

Diagnostika nukleové kyseliny metodou PCR nebyla provedena v PBAK, vysledky
prukazu DNA S. pneumoniae ve vzorcich likvoru byly do této prace poskytnuty

Laboratofi molekularni biologie a genetiky Nemocnice Ceské Budgjovice a.s.
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4 Vysledky

V laboratofi lékaiské mikrobiologie Nemocnice Ceské Budgjovice a.s. v PBAK se
za obdobi od listopadu 2012 az do tinora 2013 podafilo diagnostikovat 15x antigen S.
pneumoniae bezkultiva¢nim prikazem. V tomto obdobi bylo izolovano 127 kment S.
pneumoniae kultiva¢ni metodou od riznych pacienti. V piipadech, kdy byl u nékterych
pacientd S. pneumoniae kultiva¢né prokazan ve vice vzorcich, byl do studie zahrnut
pouze jeden kmen S. pneumoniae. Zakladni identifikace pneumokokt probihala na
zakladé¢ mikroskopie u biologickych materidli, u kterych se mikroskopicky pritkaz
provadi a makroskopické morfologie kolonii na kultivaénich ptdéach. VSechny
izolované kmeny S. pneumoniae byly podrobeny blizsi identifikaci metodami optochin
test a test rozpustnosti ve zlu¢i — deoxycholat sodny. Pouze u velmi malého poctu
kment, které morfologicky pfipominaly spiSe viridujici streptokoky, byla v pocatku
pouzita k identifikaci metoda MALDI TOF MS. Dle doporuceni vyrobce, ale neni tato
metoda k identifikaci S. pneumoniae doporucovana, vzhledem k velmi blizké genetické
piibuznosti Streptococcus oralis/mitis a Streptococcus pneumoniae.
Metodou PCR byl prokazan S. pneumoniae v Laboratofi molekularni biologie a
genetiky Nemocnice Ceské Budéjovice a.s. v 5 vzorcich likvoru, odebranych z jednoho

odbéru jako pro bakteriologickou diagnostiku.

4.1 Prikaz antigenii Streptococcus pneumoniae

Metodou bezkultivaéniho prikazu bylo celkem prokazan 15x antigen S.
pneumoniae V biologickych materialech - likvor, hemokultura, mo¢ u 13 pacienti. Z
toho byl 8x antigen S. pneumoniae prokazan metodou Binax Now Streptococcus
pneumoniae (fa. Alere), 7 x byl pozitivni antigen latex aglutina&ni reakci Pastorex ™
Meningitidis (fa. BIO-RAD). V tabulce 4 jsou uvedeny diagnozy pacientt, u nichz byl
prokazan antigen S. pneumoniae bezkultivacnim prikazem, imunochromatografickou
metodou a latex aglutinacni reakci.

Imunochromatografickou metodou Binax Now byl antigen S. pneumoniae v likvoru

prokazan 2x u pacientll s diagnézou bakteridlni meningitidy, 1x s diagnézou virové
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meningitidy a 1x horecky, u vzorku moce byla uvedena diagn6za horecky také 1x, 1x se

jednalo o akutni respiracni selhdni a 2x o pneumonii zpusobenou jinym infekénim

organismem.

Latex aglutinac¢ni reakci byl antigen S. pneumoniae Vv likvoru prokazan 2x u

pacientli s horeCkou a 1x u pacienta s diagn6zou neurcené virové infekce centralni

nervové soustavy, v hemokultuie byl antigen S. pneumoniae diagnostikovan u pacienti

s horeckou 2X, s diagndzou dusnost 1x a 1x u zhoubného novotvaru pridusky a plice.

Tabulka 5: Uvedené diagnozy u vySetiovanych vzorkl pacienti metodou Binax Now a

Latex aglutinacni reakci

Uvedena  DIAGNOZA u
vySetfovanych vzorkt

Prokazané

vySetiovanych vzorcich

antigeny metodou Binax Now ve

infek¢énim organismem

likvor hemokultura moc¢
Bakterialni meningitida 2X /
Virova meningitida 1x /
Horecka 1x / 1x
Akutni respiracni selhani / 1x
Pneumonie zpusobend jinym / 2X

Prokazané antigeny metodou

reakce ve vySetrovanych vzorcich

latex aglutina¢ni

plice

likvor hemokultura mo¢
Horecka 2X 2X /
Neurcena virova infekce | 1x /
centralni nervové soustavy
Dusnost 1x /
Zhoubny novotvar prudusky a 1x /

/ - U teéchto biologickych vzork se prikaz antigenu neprovadgl.
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4.1.1 Pocet diagnostikovanych antigenu S. pneumoniae imunochromatografickou

metodou

Imunochromatografickou metodou Binax Now byl prokazan antigen 8x, z toho 4x
v mocéi a 4x v likvoru. Ve dvou z téchto vzorku likvoru byl S. pneumoniae prokazan
také kultivacné, v piipad¢ jednoho vzorku, se na zadost klinického pracovisté
prokazoval také antigen v moéi, ktery byl pozitivni. Ctvrty vzorek likvoru byl také
pozitivni v pfedchozim prukazu antigenu S. pneumoniae latex aglutinacni reakci.
Vzhledem k slabé pozitivit¢ latexové aglutinace bylo potvrzeni vysledku provedeno

imunochromatografickou metodou.

4.1.2 Polet diagnostikovanych antigenit S. pneumoniae latex aglutinacni reakci

Latex aglutina¢ni reakci byl prokazan antigen S. pneumoniae 7X, z toho 4x
Z hemokultury. U tfech téchto vzork byl pozitivni také kultivacni prikaz, u jedné
hemokultury byla kultivace negativni, ale u tohoto pacienta byl antigen S. pneumoniae
prokazan také metodou Binax Now ve vzorku moci. Déale byly 3 antigeny
diagnostikovany v likvoru, u dvou z téchto likvorti byl pozitivni i kultivaéni prikaz, u
jednoho  byla kultivace  negativni, ale antigen byl také prokadzan

imunochromatografickou metodou v tomtéz vzorku likvoru.

Tabulka 6: Pocet diagnostikovanych antigenti u 13 pacientt

Vysetiované vzorky Pocet prokazanych antigenii
Latex aglutinacni reakce Imunochromatografickd metoda
hemokultura 4x /
likvor 3X 4x
mo¢ / 4x

U zadného vzorku moci nebyla vyuzita diagnostickd metoda latex aglutinacni

reakce.
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Imunochromatografickou metodu Binax Now nelze dle doporuceni vyrobce pouzit
k prikazu antigenu v hemokultufe, tento test je validovan pouze pro pouziti se vzorky

moc¢i a likvoru.

4.2 Mikroskopické ndlezy vzorki s pozitivni kultivaci Streptococcus pneumoniae

Mikroskopicky prikaz S. pneumoniae byl indikovan u 89 klinickych vzorkt. U
vytéru znosu a krku neni mikroskopicky prikaz opodstatnény, diky velké Skale
bakterii, které tuto oblast fyziologicky osidluji. V preparatu barveném dle Grama byly
prokazany grampozitivni koky ve dvojicich lancetovitého tvaru u 4 vzorkl likvoru
Z vysetiovanych 6 vzorki, u 3 pozitivnich hemokultur z vySetfovanych 19 hemokultur.
Mikroskopicky prukaz byl pozitivni i u 1 sputa vySetfovaného kvantitativni metodou
z 12 testovanych, u 4 bronchialnich sekreti ze 14 vySetfovanych, u 2 vytéra z oka

z testovanych 11 vzorkl a u 1 vytéru z ucha z mikroskopicky vysSetfovanych 27 vzorku.
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Graf 1: Pocet pozitivnich mikroskopickych nalezl z celkového poétu 89 mikroskopicky

vysetiovanych vzorkl
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4.3 Pocty izolovanych kmenu Streptococcus pneumoniae z jednotlivych typu vzorki

Z celkem 127 izolovanych kment S. pneumoniae bylo nejvice kmenti izolovano

z vytérit z nosu (36 kment), z ucha (27 kmenti), hemokultur (18 kmenil), z materidlu

Z dolnich cest dychacich bylo izolovéano z bronchidlniho sekretu a aspiratu (14 kment) a
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ze sputa zpracovavaného kvantitativni metodou (12 kmenti), z vytéru z oka (11 kmeni),

z vytéru krku (5 kment) a z likvoru (4 kmeny).

Tabulka 7: Pocet izolovanych kment z biologickych materialti kultiva¢nim prukazem

Druh vySetfovaného materialu Pocet izolovanych kmenu
S. pneumoniae

Vytér z nosu 36

vytér z ucha 27

hemokultury 18

bronchialni sekret a aspirat 14

sputum zpracovavané kvantitativni metodou 12

vytér z oka 11

vytér z krku 5

likvor 4

4.4 ldentifikace izolovanych kmenii S. pneumoniae

4.4.1 Test citlivosti k optochinu

Prikazem citlivosti k optochinu bylo testovano vSech 127 suspektnich kment. U
114 kment vysel vysledek pozitivni, inhibi¢ni zéna byla vétsi nez 14 mm, tyto kmeny
streptokoktl s viridaci byly urceny jako S. pneumoniae. 13 kment bylo k optochinu

rezistentnich, jak je zndzornéno pomoci grafu 2.
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Graf 2: Vysledky identifikace izolovanych kmenti metodou citlivosti k optochinu

Pocet kmenu

w13

0114

O Inhibiéni zéna > 14 mm
B Inhibiéni zéna < 14 mm

Podle dosaZzenych méfeni u 127 testovanych kmentl byla ur¢ena spolehlivost testu
citlivost Kk optochinu, vztazena Kk pozitivnimu testu rozpustnosti ve Zlu¢i -

deoxycholatem sodnym, na 89,8%.

4.4.2 Metoda rozpustnosti ve Zlucéi — deoxycholdt sodny

Identifika¢ni metodou rozpustnosti ve zlu¢i — deoxycholatem sodnym bylo uréeno
127 kultivacné ziskanych suspektnich kment. U vSech téchto kmenti byl vysledek testu
pozitivni, tedy dosSlo k vyCefeni zakalu roztoku a rozpusténi bakterialni kultury
resuspendované ve fyziologickém roztoku a zakapané deoxycholdtem sodnym.

Zkumavka s rozpusténou bakterialni kulturou se hodnotila na zaklad¢ kontroly, stejné
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testované bakterialni kultury resuspendované pouze ve fyziologickém roztoku, u které

nedos$lo ke zméné zakalu roztoku.

4.4.3 Hmotnostni spektrometrie MALDI TOF MS

Metodou hmotnostni spektrometrie MALDI TOF MS byly testovany pouze 4
bakterialni kultury viridujicich streptokoku izolované z hemokultury.

S. pneumoniae byl diagnostikovan ve dvou piipadech na 99,9% a dva izolaty se
nepodafilo touto metodou identifikovat. U testovanych bakteridlnich kultur se zaroven
pouzily k identifikaci testy citlivost k optochinu a rozpustnost ve zlu¢i — deoxycholat
sodny, kterymi byl diagnostikovan S. pneumoniae.

Metoda hmotnostni spektrometrie byla pouzita jako moZznost rychlé identifikace
Z 24 hodin staré bakterialni kultury, které nebylo dostatecné mnozstvi pro identifikaci

testem rozpustnosti ve zluci.

4.5 Pritkaz DNA S. pneumoniae metodou PCR

V Laboratofi molekularni biologie a genetiky Nemocnice Ceské Budg&jovice a.s. byl
v 5 wvzorcich likvoru, odebranych ve stejny den zjednoho odbéru jako pro
bakteriologickou diagnostiku, metodou PCR prokazan S. pneumoniae. V PBAK byly u
3 ztéchto vzorki mikroskopicky odecteny grampozitivni koky ve dvojicich
lancetovitého tvaru. U téchto vzorkl byla zaroven pozitivni kultivace S. pneumoniae.
Ve 2 zbyvajicich vzorcich likvoru byl prokdzan antigen S. pneumoniae bezkultiva¢nim
prukazem.

U jednoho vzorku likvoru, u kterého v PBAK byla pozitivni mikroskopie, kultivace
a také byl u tohoto likvoru prokdzan antigen S. pneumoniae metodou Binax Now,
nebylo indikovano vySetieni S. pneumoniae metodou PCR. Toto vysetfeni bylo
provedeno az z dalsiho odbéru mozkomisniho moku o 19 dnl pozdéji, DNA S.

pneumoniae jiz prokazana nebyla.
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Tabulka 8: Prtikaz S. pneumoniae ve vzorcich likvoru z jednoho odbéru zaslanych do

Laboratoie molekularni biologie a genetiky a Pracovisté bakteriologie

Laboratot Laboratoft 1¢kaiské mikrobiologie —
molekularni Pracovisté bakteriologie
biologie a
genetiky
Pozitivni prikaz u metod:
VySetiovany PCR Mikroskopicky | Kultiva¢ni Detekce
< metoda prikaz prikaz antigenu
material R
bezkultivacni
m prikazem
vzorek likvoru €. 1 + + +
vzorek likvoru ¢. 2 + + +
vzorek likvoru ¢. 3 + + +
vzorek likvoru ¢. 4 + +
vzorek likvoru €. 5 + +
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5 Diskuse

Streptococcus pneumoniae muze byt béznou kolonizujici florou, ale mize vyvolat
celou Skalu raznych infekci od Zivot zpravidla neohrozujicich az po velmi zavazna
Invazivni onemocnéni.

V souCasnosti je snaha o co nejrychlejSi a nejpfesnéjSi diagnostiku
pneumokokovych infekci. Pro tuto rychlou diagnostiku se v laboratorni praxi jiz bézné
uzivaji metody bezkultiva¢niho prikazu antigenu S. pneumoniae, zaloZené na
imunochromatografickych reakcich u diagnostiky pneumokokovych pneumonii a
meningitid. Dalsi, jiz dfive uzivanou metodou pro diagnostiku zavaznych invazivnich
pneumokokovych onemocnéni z klinickych vzorkd, je latex aglutinac¢ni reakce. Obé
metody jsou vysoce specifické, podavajici informaci o pfitomnosti antigenu S.
pneumoniae ve vzorcich likvoru, moc¢e a hemokultury. Diky témto dvéma metodam, byl
antigen S. pneumoniae stanoven b&hem kratkého casového useku od piijmu
vySetfovaného materidlu do laboratofe a mohla byt zah4jena v€asné antibioticka 1écba
pacienta, kterd vyuzivad hlavné penicilin, jako 1€k volby pneumokokovych infekci.
V dne$ni dobé se mohou vyskytnout kmeny se snizenou citlivosti k penicilinu, ptipadné
rezistenci, proto by méla byt rezistence kment jesté potvrzena stanovenim citlivosti
k antimikrobialnim latkam z izolovaného kmene.

K dalsi diagnostice S. pneumoniae Vv biologickych vzorcich byly vyuzity metody
mikroskopie a kultivace.

Mikroskopicky byly prokazany grampozitivni koky ve dvojicich lancetovitého
tvaru u 15 vzorkl z celkového poctu 89 mikroskopicky vySetfovanych biologickych
vzorkd, coz souvisi sniz$i citlivosti mikroskopie vzhledem ke kultivaci nebo
bezkultivaénim prikazim. Pfesto je cennou diagnostickou metodou, umoziujici
vyslovit podezieni na etiologii zvlasté invazivniho, pneumokokového onemocnéni.

Kultiva¢nim prikazem bylo izolovano 127 kment S. pneumoniae, které byly
pouzity k dalsi laboratorni identifikaci. Usp&na kultivace miize byt ale vyznamngé
ovlivnéna jiz zapocCatou antibiotickou 1é¢bou pacienta. To bylo také potvrzeno v této
praci, kdy bezkultivaénim prikazem byl diagnostikovan 11x antigen S. pneumoniae ve

vzorcich likvoru a hemokultury, ale kultivace byla uspésnéa pouze u 7 vzorkda.
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Zékladnim diagnostickym testem pro identifikaci S. pneumoniae je metoda
rozpustnosti ve zluci — deoxycholat sodny, ktera byla pouzita z Cisté, dostate¢n¢ narostlé
kultury. V ptipad¢é smisené kultury byl nejprve pouzit test citlivosti k optochinu, ktery
poskytl dostatecné mnozstvi testovaného kmene pro piipadnou dal$i identifikaci
metodou rozpustnosti ve zlu¢i, u kmenii s hrani¢ni inhibi¢ni zénou citlivosti
k optochinu.

Metodou pritkkazu citlivosti k optochinu bylo identifikovdno 114 kment S.
pneumoniae ze 127 testovanych kment. 13 kment rezistentnich k optochinu bylo
konfirma¢nim testem rozpustnosti ve zluci identifikovano jako S. pneumoniae. Z tohoto
porovnani identifikace testovanych kmend vyplyva, Ze se mohlo jednat o kmeny S.
pneumoniae rezistentni k optochinu. Tyto vysledky potvrzuji odborna doporuceni pro
pouziti testu citlivosti k optochinu pro odliSeni S. pneumoniae od ostatnich viridujicich
streptokokt. Test citlivosti k optochinu lze pouzit jako orientacni test, ktery je nutné
jesté potvrdit dal§im testem k prikazu S. pneumoniae u testovanych kment, které
vykazuji hrani¢ni inhibi¢ni zonu v citlivosti k optochinu. Test citlivosti k optochinu,
také nelze vyuzit k rychlé diagnostice S. pneumoniae z izolovanych kultur pti podezieni
na zavazna invazivni onemocnéni pacientli, pro nutnost 18 — 24 hodinové kultivace
testovanych kmend.

Hmotnostni spektrometrie byla pouzita pouze u 4 bakterialnich kultur viridujicich
streptokokt izolovanych z hemokultury, jako moZnost rychlé identifikace v zdvazném,
biologickém, primarn¢ sterilnim materialu. U dvou z téchto kultur byl identifikovan S.
pneumoniae na 99,9% a dalsi dva testované kmeny se nepodafilo identifikovat, coz
muzeme hodnotit, jako nespravné zpracovani nebo naneseni vzorku nebo tim, Ze
ziskana spektra neodpovidala Zadnému organismu v databdzi MALDI TOF MS. U
téchto testovanych bakterialnich kultur se jesté pouzily k identifikaci testy rozpustnosti
ve zlu¢i — deoxycholat sodny a citlivost k optochinu, pomoci kterych byly kmeny
identifikovany jako S. pneumoniae.

Metoda hmotnostni spektrometrie je v rutinni praxi velkym pfinosem pro
identifikaci bakterialnich kultur, diky své ptfesnosti a ziskani vysledkti béhem kratkého

Casového horizontu, avSak pro ploSnou diagnostiku pneumokokli neni mozné tuto
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metodu zatim pouzit, z divodu velmi blizkého genotypu Streptococcus oralis/mitis a
Streptococcus pneumoniae.

Velkou specificitu také vykazuje metoda PCR k prukazu bakteridlni DNA. Tato
metoda je vyuzivana v diagnostice pneumokokovych infekci ptredevSim z primarné
sterilnich vzorkl, napf. u pneumokokové meningitidy z likvoru. Jedna se vsak o
metodu, kterou nelze vyuzit pro plosSnou diagnostiku pneumokokovych infekci
v riznych biologickych vzorcich, vzhledem Kkbézné piitomnosti Streptococcus

pneumoniae na sliznici dychacich cest.
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6 Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo zhodnotit soucasné moznosti laboratorni
diagnostiky pneumokokovych infekei, porovnat bézné uzivané laboratorni metody
k prikazu S. pneumoniae Vv klinickych vzorcich a pouziti modernich technologii
bakterialniho prikazu. Do prace bylo zahrnuto 15 prokazanych antigent S. pneumoniae
bezkultivacnim prikazem a 127 izolovanych kmeni kultivaénim prikazem z riznych
klinickych vzorka za obdobi od listopadu 2012 do unora 2013.

K bezkultivaénimu prikazu antigenu S. pneumoniae byly v Laboratofi 1ékaiské
mikrobiologie = pouzity = dv€  soucasné¢  dostupné  laboratorni = metody,
imunochromatografickd metoda Binax Now, pro prikaz antigenu S. pneumoniae
v likvoru a v moci a latex aglutinacni reakce, kterou byl antigen prokazan v likvoru a
hemokultufe.

Izolaty ziskané kultivacnim prikazem byly identifikovany pomoci dvou bézné
uzivanych laboratornich test citlivost k optochinu a rozpustnost ve zlu¢i — deoxycholat
sodny. V porovnani téchto dvou testli, byl test citlivosti k optochinu spolehlivy na
89,8%, podafilo se jim identifikovat 114 kment.

Diky odbornym doporu¢enim byla pouzita identifikacni metoda hmotnostni
spektrometric MALDI TOF MS zajistujici v soucasné dobé v PBAK rychlou a
spolehlivou identifikaci bakteridlnich kultur, pouze u 4 kmenti, priméarné
identifikovanych jako viridujici streptokoky izolované z hemokultury. Tato jinak pfesna
metoda ma sva uskali v obtizném odliSeni Streptococcus oralis/mitis a Streptococcus
pneumoniae z divodu velmi blizkého genotypu, kterd by se mohla zlepSit dal$im
zdokonalovanim referen¢niho spektra v databazi MALDI TOF MS.

Velkou spolehlivost prokazal prikaz DNA S. pneumoniae metodou PCR, ktera
ma vrutinnim provozu vyznam hlavné u diagnostiky zavaznych invazivnich

pneumokokovych onemocnéni.
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