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UVODNIK

Uvodnik

Vazené kolegyné a kolegové,

leto$ni tieti ¢islo mezioborového Casopisu, ktery je urcen
zejména mikrobiologlim a infektologlim, zahrnuje pestré
spektrum ¢lankd dokladajicich tdzkou spolupraci obou od-
bornosti. Ale nejen tvrdou a usilovnou praci Ziv je clovék...

V pivodni praci jsou uvedeny vysledky rozsifené dia-
gnostiky aseptickych neuroinfekci s vyuZzitim elektronové
mikroskopie. Pomérné piekvapivé byly zjiStény moZné
dudlni neuroinfekce nebo fragmenty spirochét v likvoru,
pritom nejen teoretické objasnéni dudlnich neuroinfekei, ale
i klinick4 interpretace vysledkd je dosud nejista.

Infekeim piendSenym kliStaty se na stfedni Moravé dlou-
hodobé vénuje MUDr. Marie Janeckova, kterd poznatky
z détské populace shrnula nasledovné:

Reklo kIi3te klisteti:

Dneska piijdem na déti,

mayji hezké prdylky

a voravé postylky.

Ja se vzdycky vzrusim pritom,
bude z toho lymfocytom.

Uvedend 1ékatka dokonce popsala raritni kardidlni mani-
festaci onemocnéni:

Padla jsem jak podtata,
napadla mé klistata.

Na EKG rovna cara,
hrobnik uZ se v zemi stard.

Aktudlnim ndmétem druhé plvodni price je zrychleni
a zpresnéni diagnostiky klostridiovych prijmi v bézné kli-
nické praxi.

Vyznam uvedenych bakterii komentuje primar infekéniho
oddéleni v Havitové MUDr. Ivo Mifek:

Klostridia lebedr si,

ve stievech je pohoda,
tam si mohou prostudovat
Jjidelni¢ek ndroda.

Zajimavé informace o tvorbé tzv. trpasli¢ich kment ,,zla-
tych stafylokokt pfindsi prvni piehledné sdéleni, pfitom
zmény fenotypu stafylokokl ztézuji nejen diagnostiku, ale
modifikuji rovnéz klinicky prubéh a 1é¢bu infekce.

O problémech se stafylokoky vypovida i zkuSenost pri-
mdre Mifka:

,.Zlataci* jsou nadélent,
zvlasté kmeny MRSA,
kdyZ je chliv na oddélent,
to se jim to trsd.

O mozné spolutcasti cytomegaloviru v etiologii nespeci-
fickych zanéti stfev a nadorovych onemocnéni informuje
druhé prehledné sdéleni. Neobvyklému rozvoji invazivniho
meningokokového onemocnéni je vénovana naslednd kazu-
istika.

Snad Vam versiky, za které kolegim moc dékuji, zpfi-

jemni ¢teni naSeho spolecného Casopisu.

Lud€k RoZnovsky
¢len redakéni rady
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PUVODNI PRACE

Rychla identifikace ESBL-pozitivnich klinickych vzorkii
metodou real-time PCR

M. SITTOVAL23 M. DENDIS?, S. DOSOUDILOVA?, R. HORVATH¢,
M. CHROMA?Z, V. HUSICKOVA2, K. HRICOVA2, M. KOLAR2

!GeneProof a. s., Brno, 2Ustav mikrobiologie, Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci,
3Ustav mikrobiologie, Lékarska fakulta Masarykovy Univerzity v Brné

SOUHRN
Sittovd M., Dendis M., Dosoudilova S., Horvath R., Chroma M., Husickova V., Hricova K., Kolai M.: Rychla identifikace ESBL-pozi-
tivnich klinickych vzorkii metodou real-time PCR
Cil prace: Vyvinout metodu detekce gentt podminujicich ESBL (extended spectrum beta lactamase) fenotyp bakterii pfimo z klinic-
kého materialu pacienta. Metoda umoznuje detekci genu blacrxy kédujiciho CTX-M beta-laktamazy a detekci variant blagyy genu
technologii real-time PCR s vyuzitim locked nucleic acid (LNA) oligonukleotidu.
Material a metody: V pilotni studii byly testovany trachealni aspiraty ziskané od pacientt s umélou plicni ventilaci hospitalizovanych
na oddéleni KAR FN Olomouc v obdobi 1. 3. az 30. 8. 2010. Kazdy vzorek byl standardné mikrobiologicky vySetien, u enterobakterii
bylo provedeno fenotypové stanoveni pfitomnosti ESBL. Kazdy klinicky material byl sou¢asné podroben analyze na pfitomnost nu-
kleovych kyselin (DNA) kodujicich CTX-M a SHV ESBL beta-laktamazy metodou real-time PCR.
Vysledky: Do testovani bylo zafazeno 150 vzorki trachealniho aspiratu od 71 pacientii. V souboru bylo kultiva¢né identifikovano 13
(8,7 %) ESBL pozitivnich vzorku, zatimco metodou real-time PCR jich bylo identifikovano 27 (18 %). Z 27 PCR pozitivnich vzorki by-
lo pozitivnich na pfitomnost blacrxy sekvence 24 vzorki, dva na pfitomnost ESBL blagyy genu a v jednom vzorku byly identifikova-
ny oba geny. Viechny kultiva¢né pozitivni vzorky byly zarovenn PCR pozitivni na pfitomnost blacrxy a/nebo blagyy sekvence.
Zavér: Nova metoda vyrazné zkracuje dobu detekce kment enterobakterii s geny pro produkci SHV a CTX-M beta-laktamaz ze 48 na
6 hodin. Umoziiuje klinické vyuziti stanoveni pfitomnosti ESBL-pozitivni enterobakterie v trachealnim aspiratu u pacientii se Zivot
ohroZzujici nozokomialni pneumonii, kde v¢asné zavedeni adekvatni antimikrobialni terapie hraje vyznamnou roli.

Klicova slova: ESBL, geny, detekce, trachedlni aspirct

SUMMARY
Sittova M., Dendis M., Dosoudilov4 S., Horvath R., Chromé M., Husi¢kova V., Hricova K., Kolai M.: Rapid identification of ESBL-
positive clinical samples using real-time PCR method
Objectives: A new method has been developed for detecting genes determining the extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) pheno-
type directly from patients’ clinical material. The method enables detection of the blacrxy gene encoding CTX-M beta-lactamases and
the blagy gene variants with realtime PCR technology using locked nucleic acid oligonucleotides.
Material and methods: In this pilot study, tracheal aspirates obtained from patients with mechanical ventilation hospitalized at
Department of Anaesthesiology and Resuscitation of the University Hospital in Olomouc between 1% March and 30 December 2010
period were tested. Each sample was identified with standard microbiological procedures including phenotypic determination
of ESBL-positive enterobacteria. At the same time, each sample was analyzed for the presence of nucleic acids (DNA) which encode
CTX-M and SHV ESBL using real-time PCR .
Results: 150 samples of tracheal aspirates from 71 patients were included into testing. In the set, 13 (8.7 %) ESBL-positive samples were
identified by culture methods while 27 (18 %) positive samples were identified by the real-time PCR method. Of the 27 PCR-positive
samples, 24 were positive for the blacrx gene; in 2 samples, the ESBL blagyy gene was detected, and both genes were present in 1 sam-
ple. All culture-positive samples were also PCR-positive for the presence of blacrx and/or blasyy sequences.
Conclusions: The new real-time PCR assay is likely to shorten the time for detection of enterobacteria producing SHV and CTX-M
beta-lactamases from 48 to 6 hours. It enables ESBL-positive enterobacteria determination in tracheal aspirates of patients suffered
from life-threatening nosocomial pneumonia where the early introduction of adequate antimicrobial treatment plays the important
role.

Keywords: ESBL, genes, detection, tracheal aspirate
Klin mikrobiol inf Iék 2013;19(3):80-84
Adresa: Mgr. Martina Sittova, GeneProof a. s., Vini¢ni 235, 615 00 Brno, e-mail: sittova.martina@gmail.com

Doslo do redakce: 25. 1. 2013
Piijato k tisku: 7. 10. 2013

80

Klinicka mikrobiologie a infekéni Iékarstvi 2013 3




PUVODNi PRACE

Uvod

jsou bakteridlni infekce, jejichz vyznam neustédle nartsta.
K moznym vysvétlenim patfi endogenni charakter velké
¢asti infekef a vlastni terapeutické ¢i diagnostické pfistupy,
které zasahuji do systému bakteridlni mikrofléry lidského
téla. Nedilnou soucdsti komplexni terapie je aplikace anti-
mikrobnich 16¢iv, které vSak z diivodu zvySovani odolnosti
bakterif k jejich dc¢inku mohou selhat. Pfic¢inny vztah mezi
vzestupem bakteridlni rezistence a vyS§i morbiditou i mor-
talitou byl v odborné literatuie opakované prokdzéan [1-3].
Soucasné je stile vice zdlraziiovana nutnost adekvétni anti-
biotické 1écby, predev§im v piipadé zdvaznych bakteridl-
nich onemocnéni, a to véetné co nejrychlejsiho nasazeni
ucinnych antimikrobnich piipravki. Je zfejmé, Ze napriklad
v pripadé tézkych sepsi je optimdlni zahdjit Gcinnou anti-
biotickou 1écbu do jedné hodiny [4]. Pravé tento pozadavek
stavi pred klinickou mikrobiologii problém co nejrychlejsi
a nejpresnéjsi detekce bakteridlniho pivodce, véetné stano-
veni jeho citlivosti/rezistence k antibiotikiim.

K nejcastéjsim ptivodciim bakteridlnich infekei patif ente-
robakterie, jejichZ rezistence k penicilindim, cefalospori-
nim, monobaktamim a karbapenemim je podminéna
produkci enzymd, které jsou obecné oznacovany jako beta-
laktamdzy, piipadné v kombinaci s nepropustnosti stény
(ztratou porint) a efluxem [5]. Velkou pozornost vyZaduji
zejména Sirokospektré beta-laktamazy typu ESBL, jejichz
pocet se neustale zvysuje [6]. Enzymy typu ESBL zahrnuji
beta-laktamazy, které jsou schopny hydrolyzovat oxyimino-
cefalosporiny a monobaktamy. Nejsou aktivni vici cefamy-
cinim a karbapenemutim, jejich dcinek je blokovén inhibito-
ry, jako je kyselina klavulanovd, sulbaktam a tazobaktam
[7]. Tyto plasmidové-kédované enzymy obsahuji v aktivnim
misté serin, podle Amblera patii do molekuldrni t¥idy
A (Castecné tfidy D), podle klasifikace Bushové a Jacobyho
do skupiny 2be, event. 2d a 2de [8,9].

Vétsina ESBL jsou derivity pivodnich TEM a SHV en-
zymu s jednou nebo vice substitucemi aminokyselin, které
vznikly v dasledku bodovych mutaci v genech kédujicich
beta-laktamazy s dzkym spektrem dcinku (SHV-1, TEM-1,
resp. TEM-2) [10]. Z molekuldrni charakteristiky ESBL vy-
plyva, ze vétsina SHV variant podmitiujici ESBL fenotyp je
charakterizovana substituci alaninu za kyselinu asparagovou
v pozici 179, substituci glycinu za serin v pozici 238 a sub-
stituci kyseliny glutamové za lyzin v pozici 240 v genu
blagyy.; [11]. Dnes je zaznamenanych vice nez 213 TEM
a 180 SHV variant (http://www.lahey.org/studies), prede-
v§im u kment Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp.
a Escherichia coli [6,12]. K novéjsi skupiné ESBL patii
CTX-M enzymy, které pfednostné hydrolyzuji cefotaxim
[7]. CTX-M enzymy obsahuji vice jak 40 typd, které je
mozné klasifikovat na zdkladé poradi aminokyselin do péti
skupin: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 a CTX-
M-25 [13]. Kmeny Escherichia coli jsou nejcastéjSimi pro-
ducenty téchto beta-laktamdz, a to v nemocni¢nim prostie-
di i v komunitni oblasti [14]. Dalsi skupinou ESBL jsou
beta-laktamazy typu OXA. Tyto enzymy jsou fazeny do mo-
lekularni tfidy D podle Amblera, skupiny 2d a 2de podle
Bushové a Jacobyho [8,9]. Jejich vyskyt v porovndni s en-
zymy CTX-M, TEM a SHV je u enterobakterii méné Casty

a produkce je dokumentovdna hlavné u izolati Pseudo-
monas aeruginosa [12].

Z hlediska epidemiologie bakterii s produkci ESBL doslo
ke znaéné zméné. V devadesitych letech minulého stoleti
prevladal vyskyt kment Klebsiella pneumoniae s produkci
SHV a TEM variant [15]. V poslednich letech se vSak situ-
ace dramaticky zménila a hlavnimi producenty ESBL se
staly kmeny Escherichia coli s produkci CTX-M-typu beta-
laktamdz. Tento vyvoj spiSe souvisi s vyskytem mobilnich
genetickych elementt (ISEcpl, 1S26, ISCR1 a dalsich) nez
s klondlnim Sifenim.

Kromé standardnich mikrobiologickych postupt se v de-
tekci ESBL stéle vice objevuji molekuldrné-biologické me-
tody, které zkracuji casové ndroky na vySetfeni a znacné
zvySuji senzitivitu detekce. Nejvice zastoupenou metodou je
polymerdzovd fetézova reakce (PCR), pyrosekvenovani
a microarrays [15-17]. Na trhu je v§ak dostupnych i nékolik
komer¢nich souprav pro detekci ESBL pfimo z klinického
materidlu (vzorky stéri/vytéri) nebo ze vzorkl pozitivnich
hemokultur.

Cilem predloZené prace bylo zhodnoceni moznosti identi-
fikace gend kdédujicich ESBL pfimo v klinickém materidlu.

Materidl a metody

Soubor klinickych vzorkd a kultivace

Od pacienti hospitalizovanych na Klinice anesteziologie,
resuscitace a intenzivni mediciny Fakultni nemocnice
Olomouc byly v pribéhu 6 mésict (od 1. 3. do 30. 8. 2010)
odebirdny vzorky trachedlniho aspiratu. Zatazeni byli pouze
pacienti s umélou plicni ventilaci. Aspirdty byly odebirdny
standardnim zpisobem, duplexné (jeden vzorek pro mikro-
biologické vySetfeni a jeden pro PCR), 1x tydné, a to po
celou dobu hospitalizace. Kultivace klinickych vzorka pro-
bihala standardnimi mikrobiologickymi postupy, pro identi-
fikaci bakterii byly pouZity automatizované systémy
Phoenix (Becton Dickinson) a MALDI-TOF Biotyper
(Bruker Daltonics).

Fenotypové stanoveni produkce ESBL

Produkce ESBL byla detekovana stanovenim minimalnich
inhibi¢nich koncentraci (MIC) cefotaximu, ceftazidimu
a cefoperazonu dilu¢ni mikrometodou [17]. U vSech kment
s hodnotou MIC alespoii jednoho z testovanych cefalospo-
rint III. generace vyssi jak 1 pg.ml-! byl pouzit modifikova-
ny Double Disk Synergy Test k fenotypovému prikazu
[18,19]. Pro kontrolu kvality byly pouZity referencni kmeny
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC
35218 a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Detekce genti kédujicich ESBL ve vzorcich aspirdtu

Vzorky aspirdtu byly izolovdny kolonkovou izolaéni
soupravou GeneProof PathogenFree DNA Isolation kit
(GeneProof a. s.).

Detekce SHV
Sekvence primert a sond pro detekci genu blagyy., uvadi
tabulka 1. Dvojice primert amplifikuje oblast blagyy.; a jed-
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notlivé sondy detekuji jednobodové mutace v pozici 179,
238 a 240, které jsou charakteristické pro ESBL fenotyp.

Kazda 20ul reakce obsahuje 2 yl DNA, 10 pl Maxima™
Probe/ROX qPCR Master Mix (2x) (Fermentas), 0,1 pl 100
pmol pl-! forward primeru a 0,1 pl 100 pmol pl-! reversed
primeru (Sigma-Aldrich), 0,2 pl 10 pmol pl-!' sondy
SHV-238¢c (IDT), 0,2 pl 10 pmol ul-' sondy SHV-238t
(IDT), 0,2 pl 10 pmol pl-! sondy SHV-179 (IDT) a 7,2 ul
RNase-free vody. Amplifikacni profil je: 10 minut inicidlni
denaturace pii 95 °C, ndsleduje 40 cyklt, z nichz kazdy se
skladd z 10 s denaturace pii 95 °C, annealingu 20 s pii 64 °C
a extenze 20 s pii 72 °C, kdy dochazi ke cteni fluorescenc-
niho signdlu. Pro real-time PCR byl pouzit pfistroj SLAN
real-time PCR system (Shanghai Odin Science & Techno-
logy Co.).

Detekce CTX-M

Sekvence primert a sond pro detekci genu blacrx.y podle
[20] uvadi tabulka 2. Pomoci navrzenych oligonukleotid
dochézi k amplifikaci a detekci pfitomnosti genu blacrxy
a vSech jeho variant.

Kazda 20ul reakce obsahuje 2 pl DNA, 10 yl Maxima™
Probe/ROX qPCR Master Mix (2x) (Fermentas), 0,1 ul 100
pmol pl-! forward primeru a 0,1 ul 100 pmol pl-' reversed
primeru (Sigma-Aldrich), 0,2 pl 10 pmol pl-' sondy FAM
(IDT), 0,2 ul 10 pmol pl-' sondy HEX (IDT) a 7,4 ul RNase-
free vody. Amplifika¢ni profil je: 10 minut inicidlni denatu-

Tabulka 1

Sekvence primerl a sond pro detekci genu blasyy.,

race pii 95 °C, nasleduje 45 cykld, z nichz kazdy se sklada
z 10 s denaturace pti 95 °C, annealingu 20 s pti 60 °C a ex-
tenze 20 s pti 72 °C, kdy dochdzi ke cteni fluorescenéniho
signdlu. Pro real-time PCR byl pouZit pfistroj SLAN real-
time PCR system (Shanghai Odin Science & Technology
Co.)

Vysledky

Béhem stanoveného obdobi bylo do testovani zafazeno
150 vzorki trachedlniho aspirdtu od 71 pacientti. Z téchto
klinickych materiald bylo ziskdano celkem 46 izolatl entero-
bakterii (nejcastéji Escherichia coli a Klebsiella pneumo-
niae), a to z 39 (26,0 %) aspirati od 26 (36,6 %) pacienti.
Tabulka 3 uvadi ptehled izolovanych kment véetné vysled-
ki fenotypového stanoveni produkce ESBL. U 13 (8,7 %)
vzorku aspirdtu byla kultivaéné prokdzana pritomnost ente-
robakterie produkujici ESBL.

Metodou real-time PCR bylo identifikovdno 27 (18 %)
pozitivnich vzorku, resp. aspiratd s pfitomnosti geni pro
produkci CTX-M nebo SHV. Z 27 PCR pozitivnich vzorkt
bylo pozitivnich na pfitomnost blacrxy sekvence 24 vzorkd,
dva na pfitomnost ESBL blagyy genu a v jednom vzorku by-
ly identifikovany oba geny. VSechny kultivaéné ESBL-pozi-
tivni vzorky (n = 13) byly zdroveni PCR pozitivni na pii-
tomnost blacrxym a/nebo blagyy sekvence Naopak z PCR
pozitivnich materidld (n = 27) bylo 14 (51,9 %) kultiva¢né
negativnich (tabulka 4).

Metodou real-time PCR byla také
stanovena pritomnost blasyy., genu.
Celkem byl tento gen detekovan u 45
vzorkl aspirati. Z toho byl gen dete-
kovéan u 19 (42,2 %) vzorkd, které by-
ly kultivaéné pozitivni na kmen

Popis primeru/sondy Nukleotidov4 sekvence*

Klebsiella pneumoniae. 17 (37,8 %)
vzorkt bylo pozitivnich metodou real-

SHV-1 forward

5° GAA AGA TCC ACT ATC GCC AGC AGG 3¢

time PCR a zdroven v kultivaci nebyla

SHV-1 reversed

5" GTT GCC AGT GCT CGA TCA GCG C 3’

pfitomna Klebsiella pneumoniae.

8 (17,8 %) vzorkd bylo pozitivnich na
pritomnost blagyy.; genu a zdroven

kultivacné sterilnich. U jednoho

SHV-238¢ 5* FAM-CT[+C] GC[+C] AG[+C] T[+C]C-BHQI
SHV-238t 5 FAM-TT[+C] GC[+C] AG[+C] T[+C]C-BHQI
SHV-179 5° HEX-TG[+T] CG[+C] G[+G]G CG-BHQI

(2,2 %) vzorku, kde byla kultivaéné
stanovena Klebsiella pneumoniae, ne-

*[+] = LNA modifikace

Tabulka 2

Sekvence primerl a sond pro detekci genu blacrxm

byl metodou real-time PCR blagyy.,
gen detekovan.

Z dosazenych vysledka (tabulka 4)
byla stanovena pozitivni (PPV) a ne-
gativni (NPV) prediktivni hodnota
v porovnani se ,,zlatym standardem®

(kultivaéni metody). PPV nové meto-
dy real-time PCR je 48 %, NPV je

100 %. Senzitivita metody byla stano-

vena na 100 % a specificita na 90 %.

Celkova presnost metody je 91 %.

Diskuze a zavér

Popis primeru/sondy Nukleotidov4 sekvence*
CTX-M forward 5¢ ATG TGC AGY ACC AGT AAR GTK ATG GC 3°
CTX-M reversed 5¢ ATC ACK CGG RTC GCC IGG RAT 5°
CTX-M-1 5 HEX-CCC GAC AGC TGG GAG ACG AAA CGT-
BHQI1 3°
CTX-M-y 5¢ FAM-C[+G]A[+C]AA[+T]A[+C]YG[+C]C-BHQ1 3’

*K=GneboT;R=AneboG;Y=Cnebo T;I1=A, C, Gnebo T;
[+] = LNA modifikace

Z uvedenych vysledklu je ziejmé,
Ze real-time PCR metoda md vyssi
senzitivitu pii detekci pfitomnosti
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Tabulka 3
Prehled kmenU izolovanych z aspiratl véetné vysledkU
fenotypového stanoveni produkce ESBL

Pocet izolath

Bakteridlni druh ESBL+ ESBL-
Escherichia coli 1 10
Klebsiella pneumoniae 6 11
Klebsiella oxytoca 0 5
Enterobacter sp. 6 1
Proteus vulgaris 0 1
Proteus mirabilis 0 1
Providencia rettgeri 0 1
Citrobacter koseri 0 2
Citrobacter braakii 0 1
Celkem 13 33

ESBL-pozitivnich mikrobidlnich kmeni v klinickém mate-
ridlu pacienti. Tomu nasvéd¢uje i 14 PCR pozitivnich vy-
sledku, které nebyly kultivacné pozitivni nebo u izolova-
nych kment nebyla prokdzand produkce ESBL
fenotypovymi metodami (klinicka senzitivita metody dosa-
huje 100 %). I pri vyssi citlivosti si test zachovava 90% spe-
cificitu a 100% negativni prediktivni hodnotu. Pozitivni
prediktivni hodnota, stanovend proti zlatému standardu
(kultiva¢ni metody), sice dosahuje hodnoty pouze 48 %, ale
je tieba zdlraznit, Ze pritomnost detekovanych gent v kli-
nickém materidlu nemusi vzdy vést k fenotypovému proje-
vu. PCR pozitivita kédujicich genti miize ale byt varovanim
pred uZzitim antibiotik, které tyto kmeny mohou selektovat.
V Kklinické praxi by bylo mozné v souladu s klinickym sta-
vem pacienta jiZ na tento nalez reagovat zménou antibiotic-
ké terapie.

Rovnéz byla stanovena pritomnost blagyy.; genu, kédujici-
ho produkci enzymu s tizkym spektrem tcinku u 8 kulti-
vacné zcela negativnich vzorku aspirdtd. Tento typ enzymu

Tabulka 4

(SHV-1) byl detekovan téméf u vsech klinickych vzork,
kde byl kultivacné potvrzen zachyt kmend Klebsiella pneu-
moniae (vyskyt blagyy, genu je u tohoto druhu vizdn na
chromozom) [21]. Pouze u jednoho vzorku, ktery byl kulti-
vacné pozitivni na kmen Klebsiella pneumoniae, nebyl me-
todou real-time PCR zachycen pravdépodobné z diivodu in-
hibice. Vyssi senzitivita molekularné-biologické metody ve
srovnani s kultivaci je pravdépodobné dana probihajici anti-
biotickou 1é¢bou u fady pacienti, kterd rist kment inhibu-
je.
Vyhodou vyvinuté metody real-time PCR detekce gend
kédujicich CTX-M a SHV beta-laktamdzy pfimo v klinic-
kém materidlu (trachedlnim aspiratu) je rychlost. Vysledek
detekce miZe byt k dispozici do 6 hodin od odbéru vzorku.
Rychly prikaz pfitomnosti ESBL-pozitivni enterobakterie
v trachedlnim aspiratu je pfinosny zejména u pacienti se Zi-
vot ohrozujici nozokomidlni pneumonii, kterd muize byt
spojena se sepsi. V tomto pripadé€ je vhodnéjsi pouZzit v te-
rapii antimikrobn{ Ié¢iva s i¢inkem na uvedené bakterie, na-
piiklad karbapenemy. Naopak v piipadé negativniho prika-
zu lze pouzit jind antimikrobni 1éCiva, a tim sniZit rostouci
spotiebu karbapenemi, ktera je spojena se zvySujici se Cet-
nosti meropenem-rezistentnich bakterii, napf. kmeni Pseu-
domonas aeruginosa [22]. Navrhovany postup by mohl vést
k dalsi racionalizaci antibiotické 1éCby, ktera je nezbytnd pro
zachovan{ d¢innosti antimikrobnich 1é¢iv.

PCR pozitivita aspirdtu na geny kédujicich ESBL by mo-
hla byt klinicky vyznamnd také u pacientii s nezndmym
nebo podezielym epidemiologickym statusem (pacienti pie-
lozeni z jednotek intenzivni péce jiného zdravotnického za-
fizeni, 1é¢eben pro dlouhodobé nemocné, zahraniéi atd.) Pro
ucely konecného rozhodnuti o antimikrobidlni terapii a za-
fazeni pacienta do epidemiologického reZzimu by v téchto
ptipadech bylo nutné ptipadnou rezistenci ovéfit kultivac-
nim vySetfenim a stanovenim fenotypu.

Nova technologie nevyzaduje tspéSnou kultivaci a umoz-
tluje nalézt rezistentni kmeny i v pfipadech, kdy kultivacni
vySetfeni bylo negativni. Tak tomu bylo u 14 ESBL kulti-
va¢né negativnich a zdroveti PCR pozitivnich vzorkl v této
studii. V pokracovani nasi studie budou tyto pripady detail-
né sledovdany a posouzeny s cilem zajisténi dostatku dat
a klinické relevance téchto vysledka.

Aplikace prikazu genti podminujici ESBL fenotyp meto-
dou PCR piimo z klinického materidlu nebyla jest¢ v od-

borné literatufe publikovana, jednd se
tedy o prvotni popis metodiky, kterd
muize prispét k raciondlni antibiotické
1é¢be u zdvaznych a Zivot ohroZujicich
bakteridlnich infekef s etiologickou ro-
1f ESBL-pozitivnich bakterii.

Srovnani vysledk( ESBL pozitivnich zachytd kultivacni metodou

a metodou real-time PCR

Podporeno projektem Ministerstva

Vysledek kltivace primyslu a obchodu ,,Vyvoj diagnos-
pozitivni negativni celkem tickych souprav pro rychlou detekci
VR g s W m ik opl i
negativni 0 123 123 Vyvinuté technologie jsou chranény
uzitnym vzorem, piihlaska ¢. 2012-
Celkem 13 137 150 27246.
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Vyuziti elektronové mikroskopie a izolace viru v diagnostice
aseptickych neuroinfekci

L. PETROUSOVA?, L. ROZNOVSKY?, H. ZELENA2, M. POMIKLOVA?,
|. VIDLICKOVA?, J. MRAZ EK3
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SOUHRN

Petrousova L., Roznovsky L., Zelena H., Pomiklova M., Vidlickova I., Mrazek J.: VyuZiti elektronové mikroskopie a izolace viru v dia-
gnostice aseptickych neuroinfekci

Cil prace: Etiologicka objasnénost aseptickych neuroinfekei kolisa vétsinou v intervalu 50-70 %. Cilem prace bylo zvysit objasnénost
aseptickych neuroinfekci pomoci elektronové mikroskopie (EM) a izolace viru na tkanovych kulturach.

Materidl a metody: Prospektivni studie zahrnovala 34 pacientt s aseptickou neuroinfekci, ktefi byli hospitalizovani na Klinice infek-
¢niho lékafstvi v Ostravé od cervence do listopadu 2012. U v3ech pacientt byl likvor vy3etien EM a byl proveden izola¢ni pokus na
tkanovych kulturach. Polymerazovou fetézovou reakci byl likvor vySetien u 30 pacient na enteroviry, u 29 pacientii na virus herpes
simplex 1 a 2. Vy3etteni protilatek proti Borrelia burgdorferi a klistové encefalitidé bylo provedeno u vsech 34 pacientii.

Vysledky: Mozné etiologické agens bylo zjiiténo u 31 z 34 pacientt (91 %), u 23 pacienti (68 %) byl zjistén jeden ptvodce, ale u 8 pa-
cientti (24 %) soucasné dvé agens. Pomoci EM byl zjistén ptivodce u 26 pacienti, izolace viru byla uspésna u 10 pacientii. EM jako je-
dind urcila 10 ptvodcii. Skupina 23 pacientt s pritkazem jednoho agens zahrnovala 14 pacientl s enterovirovou meningitidou, 4 pa-
cienty s lymeskou borreliozou, 4 pacienty s klistovou encefalitidou, u posledniho pacienta byl EM zjistén blize nespecifikovany virus.
Neobvykla skupina 8 pacientii, ve které byli zjisténi dva ptvodci, zahrnovala 5 pacientt se souc¢asnym prikazem enterovir a spiro-
chét, 2 pacienty s klistovou encefalitidou a bliZe neur¢enym virem, u posledniho pacienta byla prokazana spirochéta rovnéz s neurce-
nym virem.

Zavér: EM muZe zvysit objasnénost aseptickych neuroinfekci. Presto dosud neni vyfesena klinicka interpretace vysledki, zejména za-
chytu dosud neur€enych virt a dvou moznych ptavodcii u 8 z 34 pacient.

Klicova slova: aseptické neuroinfekce, elektronovd mikroskopie, izolace viru, spirochéty, Borrelia burgdorferi

SUMMARY

Petrousova L., Roznovsky L., Zelena H., Pomiklova M., Vidlickova I., Mrazek J.: The use of electron microscopy and virus isolation in
the diagnosis of aseptic neuroinfections

Objective: In aseptic neuroinfections, the etiology is usually known in 50-70 % of cases. The aim was to increase the rates using elec-
tron microscopy (EM) and virus isolation in cell cultures.

Material and methods: The prospective study included 34 patients with aseptic neuroinfections hospitalized at the Department of
Infectious Diseases in Ostrava from July to November 2012. EM examined cerebrospinal fluid of all patients and virus isolation in tis-
sue cultures was performed in all cerebrospinal fluid samples. Cerebrospinal fluid was examined by polymerase chain reaction for en-
teroviruses in 30 patients and for herpes simplex virus 1 and 2 in 29 patients. Detection of antibodies against Borrelia burgdorferi and
tick-borne encephalitis was performed in all 34 patients.

Results: Possible etiological agents were discovered in 31 out of 34 patients (91 %), with one agent being found in 23 patients (68 %) and
two agents being detected in 8 patients (24 %). EM revealed the agents in 26 patients and virus isolation was successful in 10 patients.
EM was the only method to identify 10 agents. A group of 23 patients with a single agent detected included 14 patients with enterovi-
ral meningitis, 4 patients with Lyme borreliosis and 4 patients with tick-borne encephalitis; EM detected an undefined virus in the last
patient. An unusual group of 8 patients with two agents detected comprised 5 patients with enteroviruses and spirochetes, 2 patients
with tick-borne encephalitis and undefined viruses and 1 patient with a spirochete and an undetermined virus.

Conclusion: EM can aid in explaining the etiology of aseptic neuroinfections. However, the clinical interpretation of results remains
problematic, such as detection of unknown viruses or two possible agents in 8 out of 34 patients.

Keywords: aseptic neuroinfection, electron microscopy, virus isolation, spirochete, Borrelia burgdorferi
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Uvod

Aseptické neuroinfekce maji velky rozptyl klinickych pri-
znakll od nezdvaznych meningitid aZz po t€zké encefalitidy
s moznym umrtim nebo s neurologickymi nésledky. Pouze
na zakladg klinickych ptiznakd je obtiZzné usuzovat na etio-
logii onemocnéni. Nejcastéjsimi pivodci aseptickych neu-
roinfekci v nasi republice jsou enteroviry, Borrelia burdor-
feri sensu lato, virus kliStové encefalitidy a respiracni viry
[1]. Méné casto se uplatiiuji virus herpes simplex (HSV)
typu 1 a 2 nebo virus varicely a zosteru (VZV). U imuno-
kompromitovanych pacientl pfipadd v tvahu i cytomega-
lovirus (CMV), vzicné i virus Epsteina a Barrové (EBV).
Zasluhou vakcinace neni v Ceské republice diagnostikovina
poliomyelitida, tetanus a neurologické komplikace spalni-
Cek, zardének a vztekliny [1]. Vzhledem k nardstajicimu
poctu pacientd infikovanych virem HIV je tieba vzit v dva-
hu, Ze desetina nové infikovanych ma béhem akutni faze
neurologické pfiznaky, které maji charakter aseptické me-
ningitidy [1].

U nékterych pacienti je nutno v etiologii aseptickych me-
ningitid zvaZovat i geografické souvislosti a rychlé zmény
v roz§iteni nékterych arboviréz. Napt. na jiZzni Moravé byl
v komarech identifikovan virus Tahyﬁa a West Nile virus,
navic byl v roce 2012 zachycen na jiZzni Moravé komdr
Aedes albopictus, ktery muze pienaset horeCku dengue
a chikungunya [2,3]. Objasnéni etiologie nehnisavych za-
nétlivych postiZzeni centrdlniho nervového systému je dile-
7ité nejen z epidemiologického hlediska, ale mtze prispét
i k adekvatni 1é¢bé pacientt a zlep§it jejich prognézu, coz
plati zejména pro Casnou 1écbu herpetické encefalitidy.

Na Klinice infek¢niho 1ékatstvi v Ostravé bylo v obdobi
2004-2011 hospitalizovdno 963 pacientl s aseptickou neu-
roinfekci, etiologie byla objasnéna u 520 pacientt (54 %).

V roce 2012 bylo na shodném pracovisti hospitalizovano
81 pacientti s aseptickou meningitidou, z nich u 34 byla
v rdmci feSeni grantu rozSifena diagnostika o elektronovou
mikroskopii a izolacni pokus na tkaniovych kulturdch. Cilem
prace bylo zvysit objasnénost aseptickych neuroinfekci
a stanovit pfinos téchto metod v jejich diagnostice.

Obr. 1
Likvor — spirochéta

Materidl a metody

Prospektivn{ studie zahrnovala 34 pacientd s aseptickou
neuroinfekei, ktefi byli hospitalizovani na Klinice infek¢ni-
ho Iékafstvi v Ostravé od cervence do listopadu 2012.
Kritériem zafazeni pacienta do studie byl zanétlivy ndlez
v likvoru, pocet elementt prevysujici S - 106/1 elementd.

Pfi vySetfeni elektronovym mikroskopem (EM) byl pou-
zZit transmisni elektronovy mikroskop JEM 1230. Vzorky
byly hodnoceny klasickou elektronovou mikroskopii s vyu-
zitim techniky negativniho barveni, jako kontrastni barvivo
byl pouZit roztok molybdenanu amonného. V prvni fazi by-
la z kazdého vzorku odebrdna alikvotni ¢ast likvoru pro
okamZitou aplikaci na EM sitku s ndslednym obarvenim
kontrastnim roztokem. Poté byl likvor centrifugovan 30 mi-
nut/1 400 G, supernatant pak 10 minut/110 000 G. Sediment
byl resuspendovan v 50 pl deionizované vody a opét ne-
gativné obarven roztokem molybdenanu amonného. Pfi dia-
gnostice spirochét byly nékteré vzorky likvoru navic hodno-
ceny i metodou imunoelektronové mikroskopie. U této
metody byly vzorky pied obarvenim kontrastnim roztokem
navic inkubovédny v pfitomnosti primdrnich protildtek proti
Borrelia burgdorferi sensu lato (anti OspA a OspC) a na-
sledné v pritomnosti sekundarnich specifickych protilatek
znacenych zlatem, coZ umoznilo detekovat Borrelia burg-
dorferi. Vzorky v EM byly prohliZzeny pii zvétSenich
1 000-25 000x, fotografie byly pofizeny pfi zvétSenich
60 000-300 000x.

Pfi izolaénim pokusu na tkariovych kulturach byl likvor
inokulovan v mnozstvi 0,2 ml do Leightonovy zkumavky
s narostlou buné¢nou kulturou. PouzZity byly bunécné linie
CV-1 (opici ledvinné buiiky), PS (buriky prasecich ledvin)
a LEP 19 (diploidni lidské embryondlni plice). Uvedena
kombinace bunéénych linii byla zvolena z divodu zachytu
co nejsirsiho spektra vird.

PCR vysetfeni HSV 1 a 2 byly vysetfeny komerénim tes-
tem GeneProof(r) Herpes simplex virus 1/2 PCR Kit.
Enteroviry byly stanovovany pomoci home-made real-time
PCR. Sérologicka diagnostika enterovirti v séru byla prove-
dena metodou ELISA (ELISA Enterovirus IgG, IgM, IgA,
vyrobce Virion/Serion), pfi diagnostice Coxsackie vird byl
pouZit virus neutralizacni test v mikromodifikaci s neutrdl-
nim barvenim (home-made metoda — buné¢na kultura CV-1
a virové kmeny Coxsackie B1-6, pivod v SZU Praha, NRL
pro enteroviry).

Diagnostika lymeské borreliézy spocivala ve vysSetfeni
protilatek v likvoru a séru metodami ELISA (Borrelia re-
combinant, Test-Line) a Western blot (Anti-Borrelia
Euroline WB, Euroimmun). K pfimé detekci pomoci PCR
byl pouzit komercni test GeneProof® Borrelia burgdorferi
PCR Kit. Neuroborreliéza byla definovana prikazem proti-
latek v likvoru nebo pozitivnim vysledkem PCR metody
v likvoru. K diagnostice klisfové encefalitidy v séru (pfi-
padné v likvoru) byla pouZita metoda ELISA (Viditest anti-
TBEYV, Vidia) a mikromodifikace virus neutralizacniho tes-
tu s neutrdlnim barvenim (home-made metoda s pouZitim
virového kmene Hypr a bunécné kultury PS).

Prospektivni grantova studie byla schvdlena mistni etic-
kou komisi, vSichni pacienti nebo jejich zdkonni zdstupci
pred vstupem do studie podepsali informovany souhlas.
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Vysledky

V souboru 34 pacientt bylo 25 muzi a 9 Zen, vékovy pru-
mér byl 22 let (4-64 let). Likvorovy nélez u vSech pacientd
odpovidal aseptické meningitidé, praimérny pocet elementi
byl 220 - 106/1 (6-900 - 10%/1 elementl). Primérna hodnota
C reaktivniho proteinu v séru dosahovala 30 mg/l (19-190
mg/l), primérna doba hospitalizace byla 11 dnd (5-28 dnu).
jednalo se o chronickou obstrukéni chorobu bronchopulmo-
ndlni a hypertenzi. Jediny pacient mél v anamnéze aseptic-
kou meningitidu. VSichni pacienti méli likvor vySetfen EM
a byla provedena kultivace viru, u 29 pacientd byl likvor vy-
Setfen metodou PCR na pfitomnost HSV 1 a 2, 30 pacientt
meélo likvor vySetien PCR metodou na pfitomnost entero-
vira. Sérologické vySetieni protilitek proti enterovirim
a viraim Coxsackie bylo provedeno u 15 pacienttd. VSichni
pacienti méli vySetieny protilatky proti Borrelia burgdorfe-
ri v likvoru a proti klisfové encefalitidé v séru. Etiologické
agens se podafilo urcit u 31 z 34 pacientt (91 %) s aseptic-
kou meningitidou.

Piehled prokazanych infek¢énich agens stanovenych jed-
notlivymi metodami je uveden v tabulce I, ve které je rela-
tivni pocet pozitivnich vysledkli vztazen k poctu vysetie-
nych pacienti uvedenou metodou.

U 8 pacientti byla zjisténa 2 agens, coz odpovida celkem
39 puvodctiim u 31 pacientd. U nékterych pacientd byl pu-
vodce prokdzan i nékolika metodami, coz je uvedeno v ta-
bulce 2.

EM a izolace viru prokdzala 30 agens, jednalo se o 21 vi-
ri a 9 spirochét, pri¢emz 6 virti zachytily obé metody.

Elektronové4 mikroskopie

Pomoci EM bylo zjisténo agens u 26 pacientd, pfitom EM
jako jedina prokazala 10 moznych pivodcu.

U 17 pacientti byly nalezeny malé kulaté viry velikosti
19-30 nm. U 13 pacientti byly sérologicky nebo PCR dia-
gnostikou prokdzany enteroviry, velikost virti u uvedenych
pacientt byla 22-30 nm.

U zbyvajicich 4 pacientd se nepodafilo viry o velikosti
19-27 nm déle urcit, vSichni méli negativni vysledek PCR
na enteroviry a rovnéz sérologické vySetfeni enterovird by-
lo negativni (u 3 pacientd nebylo vysetfeno parové sérum).
Dalsi metody k pfesnéjsimu urceni viru, napt. sekvenace ge-
nomu, nebyly provedeny. U 3 z téchto 4 pacientd bylo sou-
Casné zjisténo dalsi agens. Dva pacienti méli soucasné séro-
logicky prokdzanou kliStovou encefalitidu, v jejich likvoru
nebyl PCR metodou detekovan virus klisfové encefalitidy
a navic nezndmy virus velikosti a tvarem neodpovidal viru
klistové encefalitidy. Tteti pacient mél v EM soucasné pro-
kdzanu spirochétu.

U 9 pacientli byly prokdzany v EM spirochéty, viz obr. 1
a tabulka 3. Pouze 3 pacienti méli v likvoru protilatky proti
Borrelia burgdorferi, coZz potvrdilo neuroborreliézu, dalsi
pacientka méla opakované pouze hrani¢ni IgM protildtky
v séru. U zbyvajicich 5 pacienttl nebyly prokdzany protilat-
ky proti B. burgdorferi ani v séru, ani v likvoru, navic u nich
byla zjisténa mozna dudlni etiologie neuroinfekce. U 4 z 6
pacientt byl likvor vySetien metodou PCR na borrelie s ne-
gativnim nalezem. U 4 pacientt byla sérologicky vyloucena
lues a leptospirdza, u 2 déti ve véku 8 a 13 let nebyla uve-
dend vySetfeni provedena.

U jediného pacienta (. 4 v tabulce 3) bylo provedeno
imunoelektronové vySetieni likvoru s pozitivnim ndlezem.
Obdobné vysetfeni bylo provedeno s laboratorni kulturou
Borrelia burgdorteri, rovnéz doslo k navdzani protildtek na
uvedenou bakterii. K vylouceni falesné pozitivnich vysled-
ki byla imunoelektronovd mikroskopie provedena v likvoru
4 pacientd s prikazem virové etiologie, u Zadného nedoslo
k navazani protilatek.

Izolace viru

Izolace viru byla pozitivni u 10 pacientd, vzdy se jednalo
o tkanové kultury typické pro rist enterovirt. Na tkariové
kultufe CV-1 byla izolace pozitivni u 2 pacientt, na LEP 19
u jednoho pacienta, na obou kulturdich u 7 pacientd.
Nasledné PCR vysetfeni z tkafiovych kultur bylo provedeno
u 4 pacientti, vzdy byly potvrzeny enteroviry. U zbyvajicich

Tabulka 1
Vysledky jednotlivych vySetieni u 34 pacientl

Metoda Pocet pacientt Pozitivni vysledek Zjistény patogen

EM 34 26 (76 %) 17x maly kulaty virus 19-30 nm (13x enteroviry*,
4x virus neurcen), 9x spirochéty

Izola¢ni pokus 34 10 (29 %) 10x enteroviry*

PCR enteroviry 30 16 (53 %)

PCRHSV 1a2 29 0

Sérologie klisfové encefalitidy 34 6 (18 %)

Sérologie lymeské borreliézy 34 4 (11 %)

Sérologie enterovirti 15 5 (33 %) 3x Coxsackie viry, 2x enteroviry

Pozndmka: * = pfesné urceni enteroviri pomoci PCR metody nebo sérologie
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6 pacientl nebyla PCR diagnostika izolovanych vird prove-
dena. U vSech 10 pacientl byly prokazany enteroviry v lik-
voru pomoci PCR, a proto je moZno povaZovat 6 izolova-
nych vir rovnéZ za enteroviry.

Dal3f diagnostika

Metoda PCR a sérologickd vySetfeni prokdzaly etiologii
u 28 z 34 pacientt (82 %), jednalo se o 29 pivodcu, viz ta-
bulka 4. Jediny pacient (¢. 5 v tabulce 3), ktery mél dudln{
infekci diagnostikovanou bézZnymi metodami, mél kombina-
ci lymeské borrelidzy a enterovirové meningitidy.

Tabulka 2

Porovnani jednotlivych metod u 34 pacientl (prikaz 39 moznych

etiologickych agens u 31 pacientl)

U 3 pacientli se nepodafilo identifikovat zddného ptivod-
ce ani standardnimi metodami, ani izolaci viru nebo EM.
V souboru 34 pacientl nebyla diagnostikovédna infekce vyvo-
land HSV, a to ani PCR diagnostikou, ani EM.

Prikaz dvou agens

Kombinace béznych metod s EM a izolaci viru prokazala
u 8 pacientl 2 agens, u vSech byla jednou z pozitivnich me-
tod EM. Vsichni pacienti uz byli zminéni dfive, jednalo se
0 6 pacientt s prukazem spirochét a viru (viz tabulka 3) a 2
pacienty s klisSfovou encefalitidou s neurenym virem (viz
komentai EM).

Klinické hodnoceni

V souboru 34 pacientl pfevazovaly
klinicky nezdvazné aseptické menin-
gitidy, které byly prokazany u 28 pa-

cienti (82 %), meningoencefalitida

Etio‘k‘)gi? : Enterovi‘ry V‘c':e:tné Borrelie Klféfo‘vlzi Neu‘réen}" byla zjisténa u 6 pacientt, z nichz 4
Pozitivni vysledky Coxsackie virti encefalitida  virus byli pfechodné hospitalizovani na JIP.
PCR 1 _ _ - Tti pacienti méli parézu licniho nervu,
dva méli lymeskou borrelidzu, treti
PCR + EM 5 - - - Va mel ymeskou tozu,
mél zjisténu infekci Coxsackie viry.
PCR + izola¢ni pokus 4 - - - Pfiznivy vyvoj onemocnéni byl u 33
PCR + EM + izola¢nf pokus 4 B B B pament}l: Posledm/paCIeflt s}memrggo-
encefalitidou se sérologickym prika-
PCR + EM + izolacni pokus zem Coxsackie vird mél amnézii na 3
+ sérologie 2 - - - mésice pred zacatkem onemocnéni,
EM _ 6 _ 4 navic pul roku po akutnim onemocné-
- - ni u néj trvala porucha paméti, coZ pro
EM + sérologie 2 3 - _ vysokoskoldka znamenalo ukoncéen{
Sérologie 1 1 6 - studia.
Celkem 9 0 5 4 l\i[ozne Elualm mfekse u Vs.ec.h 8 paci-
entli prob&hly nezdvazné, klinicky jako
Tabulka 3
PrOkaz spirochét pomoci EM u 9 pacientd s aseptickou neuroinfekci
Pacient Elektronova mikroskopie PCR enterovirt Pozitivni sérologie Klinicky prib&éh
borreliézy v likvoru
L. spirochéta pozitivni negativni erythema migrans
v anamnéze, meningitida
2. spirochéta pozitivni negativni meningitida
3. spirochéta pozitivni negativni meningitida
4. spirochéta a enterovirus* pozitivni negativni meningitida
5. spirochéta a enterovirus* negativni WB IgG meningitida
6. spirochéta a neurceny virus negativni negativni meningoencefalitida
7. spirochéta negativni negativni meningoencefalitida
(sérum ELISA IgM s poruchou védomi
i WB IgG)
8. spirochéta negativni ELISA IgG, meningitida s parézou
WB IgG licniho nervu
9. spirochéta nevysetieno ELISA IgG meningitida

Poznamka: WB = Western blot, * = pfesné urceni enterovirti pomoci PCR metody nebo sérologie
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aseptickd meningitida, pouze u jediného pacienta s dudln{ in-
fekef klinicky obraz odpovidal meningoencefalitidé.

Vsech 9 pacienti s ndlezem spirochét v likvoru bylo 1é¢e-
no antibiotiky, u 8 pacientl byl pouZit cefalosporin 3. gene-
race, u 1 ditéte byl poddn amoxicilin. Pfitom u 6 pacientd
bez sérologického potvrzeni lymeské borreliézy se jednalo
o lé¢bu z urditych rozpakt vzhledem k pozitivni piimé dia-
gnostice v EM.

Diskuze

V souborech pacientli s aseptickymi neuroinfekcemi se
pohybuje etiologickd objasnénost v intervalu 50-70 %, stu-
die z Norska uvadi uréeni etiologie az u 90 % pacientq, ale
napf. v Polsku se pohybuje jen kolem 17 % [4-7]. Na
Klinice infek¢niho 1ékatstvi v Ostravé se v souboru 963 pa-
cientd v obdobi 2004-2011 postupné zlepsila objasnénost
aseptickych neuroinfekci ze 40 % na 70 %, a to hlavné
zasluhou rutinniho vyuzivani PCR vySetfeni a sérologické
diagnostiky [8].

V ramci grantové studie, kterd probéhla v roce 2012, se
podafilo objasnit etiologii u 31 z 34 pacientd (91 %) zejmé-
na zasluhou elektronové mikroskopie. EM prokédzala moz-
ného ptivodce nejéastéji ze vsech pouzitych metod, celkem
u 26 z 34 pacientil (76 %), navic jako jedind prokazala 10
riznych pivodct. Izolace viru byla dspésnd u 10 pacientti
(29 %), presto ani u jednoho pacienta nebyla jedinou pozi-
tivni metodou pfi prikazu ptivodce meningitidy.

Elektronova mikroskopie v likvoru dosud neni standardni
diagnostickou metodou, coZ muze ztéZovat interpretaci zis-
kanych vysledku. Piesto jsou ziskané vysledky ziskané po-
moci EM pozoruhodné, u 4 pacientl byl prokazan dile ne-
urCeny virus, u 9 pacientli byly nalezeny spirochéty a u 8
pacientl byla zjisténa mozna dudlni etiologie aseptické me-
ningitidy.

Vsechny 4 neurc¢ené viry mély velikost 19—27 nm, jedna-
lo se 0 malé kulaté viry podobné enterovirm, jejichz veli-
kost je uvddéna do 30 nm [9]. Dalsi v tvahu pfipadajici
agens maji rozdilny tvar a velikost, napt. flaviviry a togavi-
ry (virus kliStové encefalitidy, virus dengue, West Nile vi-
rus, virus chikungunya) dosahuji velikosti 40-60 nm, HSV
1 a 2 maji 150-250 nm [9].

Spirochéty byly pomoci EM v likvoru prokdzany u 9 z 34
pacientl, pouze u 3 pacientd byla sé-
rologicky jednoznac¢né potvrzena neu-
roborrelidza, ale u 6 pacienti nebyly
prokazany specifické protilatky v lik-
voru. Elektronovou mikroskopii nen{
mozné jednoznacné rozli§it borrelie

zkumné ucely. Diagnostika borreliézy pomoci mikroskopie
byla pouzita napf. v souboru pacientl s koznimi zménami,
EM prokézala borrelie v biopsiich z myokardu u pacienti
s kardiomyopatii a myokarditidou [12-14]. V souboru 15
slovenskych pacientti s ¢asnou diseminovanou borreliézou
byla provedena kultivace borrelii v likvoru a plazmé, na-
sledné EM prokazala borrelie u 8 pacientt v krvi a u jedno-
ho pacienta v likvoru, pfi¢emz 7 z uvedenych pacientti mé-
lo negativni sérologické vySetfeni [15]. Ve shodném
souboru bylo PCR vySetien{ na borrelie pozitivni u 9 paci-
entd, ale jen u 1 pacienta v likvoru, u 8 pacientd v krvi.
V naSem souboru byly vySetfovany nativni likvory bez kul-
tivace, zachyt spirochét EM byl u 9 pacientd, z nichz u 4 by-
la provedena PCR diagnostika, vZdy s negativnim vysled-
kem, coz muze poukazat na vyssi citlivost EM ve srovnan{
s PCR diagnostikou. Navic PCR diagnostika neuroborrelié-
zy ma nizkou senzitivitu, u ¢asné neuroborreliézy se pozi-
tivni vysledky prokazuji u 10-30 % pacientd, u pozdni neu-
roborrelidzy jesté vzacnéji [11,16].

V piimé diagnostice borrelif se zkousela i detekce antige-
nd, napf. v souboru americkych pacientil se podafilo stano-
vit antigen Borrelie burgdorferi u 42 % pacientd s neuro-
borreliézou s negativnim sérologickym vysetfenim [17].
Piima detekce borrelii v likvoru miZe mit vyznam hlavné
v Casné fazi infekce, do 6 tydni od zacdtku onemocnéni,
kdy protilatky jest€ nemusi byt vytvoreny [11].

U naSich 6 pacienti s prikazem spirochét v likvoru jsme
rovnéz zvazovali Casnou fazi neuroborrelidzy, coz podpofil
i vysledek imunoelektronové mikroskopie u jednoho pa-
cienta. Zejména z diagnostickych rozpakt vSichni pacienti
obdrzeli antibiotickou 1é¢bu. Navic jednoznacnou interpre-
taci vysledkd komplikovala skute¢nost, Ze spirochéty byly
zjisStény u 6 z 8 pacientll s moznou dudlni infekci.

EM je subjektivni metoda, kterd je zavisld na zkuSenos-
tech hodnotitele, kvalita laboratofi je hodnocena v systému
mezindrodniho externiho hodnoceni kvality (EHK). Viro-
logicka laboratof, kterd provadéla hodnoceni likvorid nasich
pacientl, se ucastni EHK od roku 2007 a dosahuje vybor-
nych vysledkd, proto si myslime, Ze kontaminace likvoru je
nepravdépodobnd a pozitivni nédlezy odpovidaly spiroché-
tdm 1 virim. Nélezy byly také porovnany s morfologii vird
a borrelif z kultur. Navic k upfesnéni nalezu spirochét byla
pouzita i imunoelektronova mikroskopie.

Tabulka 4
Etiologie onemocnéni u 34 pacientu

od dalSich spirochét, coz ztiZilo dia-

gnostiku u 6 pacientti bez sérologické-  Etiologie Poget piivodci s pozitivni diagnostikou
ho potvrzeni neuroborreli6zy. Podle PCR nebo sérologie ~ EM nebo izolaéni pokus
Ceského i evropského doporuceni pii- — ——
mé diagnostika borrelif nepatfi mezi Enteroviry vcetné Coxsackie vird 19 17
standardni metody pro nizkou senziti-  Kli§fov4 encefalitida 6 0
vitu a specifitu, diagnostika neurobor- - —
- . o4 . e Virus neurceny 0 4
reliézy spociva v detekci specifickych
protilatek v likvoru [10,11]. V doporu-  Borrelie (nebo spirochéty) 4 9
¢enich se zminuje zastinovd mikrosko- Celkem agens 29 30

pie, EM je uvedena pouze pro vy-
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Dudlni neuroinfekce se dosud povaZovaly za relativné
vzacné. V endemickych oblastech se mtize klisfova encefa-
litida kombinovat s neuroborreliézou, coZ bylo napf. dia-
gnostikovano u 3 z 631 pacientd hospitalizovanych na pra-
covisti autorii v letech 2007-2012 (dosud nepublikované
udaje). Rovnéz v literatufe jsou dudlni neuroinfekce popiso-
vany vzacné, naprf. je uvedena kazuistika mladého muze se
soucasnou infekci viry hepatitidy A a E s projevy aseptické
meningitidy a elevaci aminotransferdz [18]. Dals{ kazuistika
uvadi zavaznou neuroinfekci s prikazem Mycobacterium
tuberculosis a Cryptococcus neoformans u dosud zdravého
mladého muze [19]. V souboru 78 pacientii s neuroinfekce-
mi, ve kterém byla pouZita metoda multiplex PCR s detekc{
12 ptvodct, byli 2 ptivodei prokazani u 5 pacientd [20].
Pneumokok byl prokdzan u 4 pacientd, druhym pivodcem
byl enterovirus u 2 pacientd, HSV 1 nebo VZV u tietiho
a Ctvrtého pacienta, u posledniho pacienta byla zjistén sou-
Casné EBV a HSV 1 [20]. V dal§im souboru 181 pacientd
s aseptickou meningitidou, ktefi byli vySetfeni metodou
multiplex PCR s detekci 9 pavodct, byla koinfekce proka-
zana u 4 pacienti. U 2 pacientii se jednalo o koinfekci
HSV 1 a HSV 2, dalsi pacient mél prokdzdny enteroviry
a EBV, u posledniho pacienta s HIV infekci byla zjisténa
Toxoplasma gondii a HHV 6 [21]. Prikaz herpetickych vi-
ri navic mize souviset s jejich reaktivaci pfi akutni infekci,
jejich klinicky vyznam je nadéle sporny. U nasSich pacientd
nebyla prokdzana infekce HSV 1 a 2, ostatni herpetické vi-
ry nebyly vySetiovény.

V nasem souboru byla zjiSténa moznd dudlni infekce
u 8 z 34 pacientt (24 %). Jednalo se o kombinaci enterovi-
rt a spirochét u 5 pacienti, neur¢eného viru se spirochétou
u 1 pacienta a klisfové encefalitidy s neurenym virem
u 2 pacientl. Uvedené kombinace nejsou v literatufe uvede-
ny, coz zt€zuje jejich interpretaci. Pozoruhodné bylo, Ze
pribéh dudlnich infekei byl u vSech 8 pacientd relativné
mirny. Zavazny pribéh meningoencefalitidy byl zjistén
u pacienta s infekei virem Coxsackie a u pacientky s izolo-
vanym prikazem spirochét v likvoru, pritom tézky pribéh
neuroborreliézy s poruchou védomi je pomérné vziacny
[11].

Grantova studie s diagnostikou neuroinfekci pomoci EM
a izolace viru pokracuje i v roce 2013, pokud budou proka-
zany dal$i nepfesné urcené viry, bude zvazovana jejich se-
kvenace, coZ mize byt zajimavé i z epidemiologického hle-
diska.

Zavér

Rutinni pouziti PCR metody a sérologickd diagnostika
objasni etiologii vétSiny aseptickych neuroinfekei.
Rozsifeni diagnostiky o elektronovou mikroskopii a izolaci
viru mdze zvysit zdchyt moznych ptivodet, piesto klinicka

interpretace nékterych vysledki, zejména prikazu spirochét
v likvoru a moznych dudlnich infekci, neni dosud jedno-
znacna.

Podporeno grantem FN Ostrava ¢. 1 RVO-FNOs/2012.
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Zkusenosti s laboratorni diagnostikou Clostridium difficile

L. BAREKOVAL2, E. ZALABSKA?, |. HANOVCOVA?
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?Katedra epidemiologie, Fakulta vojenského zdravotnictvi, Hradec Krdlové, Univerzita obrany, Brno

SOUHRN
Barekova L., Zalabska E., Hanovcova I.: ZkuSenosti s laboratorni diagnostikou Clostridium difficile
Cil studie: Clostridium difficile je v sou€asnosti vyznamnym ptvodcem nozokomialnich priijjmi, v poslednich letech narusta i pocet
ptipadu infekci vzniklych v komunité. Od zacatku roku 2010 jsme v Pardubické krajské nemocnici, a. s. (PKN) zaznamenali vyrazny
narust poctu ptipadil infekci Clostridium difficile. Cilem prace bylo popsat a vyhodnotit metody pouZivané v laboratorni diagnostice
infekci Clostridium difficile v PKN a popsat pouzivany laboratorni diagnosticky algoritmus.
Materidl a metody: Vzorky stolic byly odebrany od symptomatickych pacientti hospitalizovanych nebo vysetfenych na ambulancich
PKN v obdobi od 1. 7. 2010 do 31. 12. 2012. K detekci glutamat dehydrogenazy (GDH) a toxinu A/B byl pouzit dualni test na princi-
pu enzymoimunoeseje C. Diff Quik Chek Complete, Techlab® (D-EIA). Ke konfirmaci byl pouzit systém GeneXpert PCR Cepheid®
(PCR). Od zacatku roku 2011 byla provadéna kultivace u viech GDH pozitivnich vzorki.
Vysledky: Celkem bylo vy3etfeno 2 040 vzorku. D-EIA test byl pouzit k vy3etfeni 2 014 vzorku. 1 373 (68,2 %) vzorka bylo GDH a to-
xin A/B negativni. Ve 359 (17,8 %) vzorcich byla prokazana GDH i toxin A/B. Zjisténa senzitivita a specificita D-EIA testu pro prikaz
toxigenniho kmene ve vzorku stolice byla 21,8 a 97,2 %. PPV a NPV kalkulovana pro populaci s prevalenci onemocnéni 5, 10, 20, 50 %
byla 0,29, 0,46, 0,66, 0,88 a 0,96, 0,92, 0,83, 0,55. Senzitivita a specificita GDH pro detekci Clostridium difficile ve stolici byla 100,0
a 96,2 %.
PCR vysetieni bylo celkem provedeno u 140 vzorkil. 82 vzorkt bylo PCR pozitivnich. Gen pro produkci toxinu B byl prokazan ve 47 %,
nélez suspektni pro ribotyp 027 (gen pro toxin B, binarni toxin a delece tcdC) ve 48 %, u 5 % vzorku byl detekovan soucasné gen pro
toxin B a gen pro binarni toxin.
Zavér: Vzhledem k nizké senzitivité EIA testu pro priikaz toxigenniho kmene Clostridium difficile, pokud je uzit jako jediny, byl pro
rutinni laboratorni vySetfovani infekci Clostridium difficile na Oddéleni klinické mikrobiologie PKN zaveden dvoustupiiovy testova-
ci algoritmus. Pouziti D-EIA testu v prvnim kroku umoznilo diagnostikovat 86 % vySetfovanych vzorkii béhem 30 minut jako pozitiv-
ni (GDH +; toxin A/B +) nebo negativni (GDH —; toxin A/B -). VySetfeni pomoci PCR ve druhém kroku zvys$uje pocet diagnostikova-
nych piipadi CDI. Vysledek testu je k dispozici do dvou hodin, coz umoziiuje rychlé zavedeni izola¢nich opatfeni na oddélenich PKIN
a adekvatni antibiotickou léc¢bu pacienti.

Klicova slova: Clostridium difficile, GDH (glutamdt dehydrogendza), toxiny, EIA, laboratorni diagnostika, PCR

SUMMARY

Barekova L., Zalabska E., Hanovcova I.: Experience with laboratory diagnosis of Clostridium difficile
Background: Clostridium difficile is currently a significant cause of nosocomial diarrhea. For several years, the number of infectious
cases in the community has also been increasing. Since the beginning of 2010, quite a large increase in the number of Clostridium dif-
ficile infections (CDIs) has been noted in Pardubice Regional Hospital (PRH). The objectives of this study were to describe and eva-
luate the methods used in the laboratory diagnosis of CDIs in PRH, and to describe the laboratory diagnostic algorithm used here.
Material and methods: Samples of stools were taken from symptomatic patients hospitalized or examined in the outpatient depart-
ments of PRH from 1 July 2010 to 31 December 2012. For the detection of glutamate dehydrogenase (GDH) and toxin A/B, the dual
test based upon the principle enzyme immunoassays C. Diff Quik Chek Complete, Techlab® (D-EIA) was used. The system GeneXpert
PCR Cepheid® (PCR) was used for confirmation of laboratory findings. Since the beginning of 2011, all the GDH-positive samples
were cultured.
Results: A total of 2,040 samples were examined. The D-EIA test was used for examination of 2,014 samples. Of those, 1,373 (68.2 %)
samples were GDH- and toxin A/B-negative. In 359 (17.8 %) samples, both GDH and toxin A/B were detected. The D-EIA sensitivity
and specificity for detecting toxigenic strains in stool samples were 21.8 % and 97.2 %, respectively. The PPV and NPV rates calculated
for the populations with prevalence rates of disorders of 5 %, 10 %, 20 % and 50 % were 0.29, 0.46, 0.66, 0.88 and 0.96, 0.92, 0.83, 0.55,
respectively. The sensitivity and specificity of GDH for the detection of Clostridium difficile in stools were 100.0 % and 96.2 %, res-
ectively.
If)’CR ex};mination was carried out in 140 samples. Of those, 82 samples were PCR- positive. The gene for the production of toxin B
was detected in 47 %, the finding suspected for ribotype 027 (gene for toxin B, binary toxin and deletion of tcdC) in 48 %. In 5 % of the
samples, the gene for toxin B and the gene for the binary toxin were detected.
Conclusion: Considering the low sensitivity of the D-EIA test for detecting the toxigenic strain of Clostridium difficile, if used as the
only one, a two-step algorithm was introduced for routine laboratory examination of infections with Clostridium difficile in the Clinical
Microbiology Department of PRH. In the first step, the D-EIA test diagnosed 86 % of examined samples in 30 minutes as positive
(GDH +; toxin A/B +) or negative (GDH —; toxin A/B -). The examination with PCR in the second step increased the number of pa-
tients diagnosed with CDI. The test results are available within two hours. This enables quick introduction of isolation measures in
the departments of PRH and appropriate antibiotic treatment of the patients.

Keywords: Clostridium difficile, GDH (glutamate dehydrogenase), toxins, EIA, laboratory diagnosis, PCR
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Uvod

Clostridium difficile je grampozitivni, sporulujici, strikt-
né anaerobni bakterie. Hlavnim faktorem patogenity jsou
toxiny oznacované A (TcdA, enterotoxin) a B (TcdB, cyto-
toxin). Nékteré kmeny produkuji binarni toxin CDT, jehoz
vyznam je v patogenezi infekce zatim nejasny. Podle pro-
dukce téchto toxind se kmeny rozdéluji do sedmi typd, nej-
Castéji se vyskytuji A+B+CDT—-, A+B+ CDT+, A-B+CDT-.
Kmeny produkujici pouze toxin A nebyly dosud popsany.
Kmeny neprodukujici Zadny z téchto toxinl jsou povazova-
ny za nepatogenni [1]. Toxigenni kmeny Clostridium ditfi-
cile patii v soucasnosti v Evropé mezi vyznamné ptivodce
nozokomidlnich prijmi. Infekce Clostridium difficile
(CDI) vznika Casto v ndvaznosti na predchozi 1é¢bu antibio-
tiky, v nékterych pfipadech miize byt infekce Zivot ohrozu-
jict [2,3]. V poslednich letech vzrista pocet piipadi CDI,
které vznikaji v komunité [4,5].

Priikaz toxigenniho kmene je pro potvrzeni klinické diag-
nézy nezbytny. Za zlaty standard v laboratorni diagnostice
je stdle povazovan prikaz cytopatického efektu na tkaro-
vych kulturdch s neutralizaénim testem (CCA) a toxigenni
kultivace (CT). Pro naro¢nost provedeni a ¢asovou ndroc-
nost jsou tyto metody vyhrazeny specializovanym praco-
vistim. Prvni z téchto metod detekuje pritomnost toxind ve
stolici, druhd detekuje kmen Clostridium ditficile se schop-
nosti produkce toxinu. Nejrozsitenéjsi se v poslednich le-
tech staly imunoenzymatické a imunochromatografické tes-
ty, které detekuji piitomnost toxinu A nebo obou toxind
(A 1 B). Tyto testy jsou rychlé, snadno proveditelné, ale po-
kud jsou pouzity v diagnostice jako jediné, vykazuji nizkou
senzitivitu a specificitu. Pfesnost diagnostiky CDI zvySuje
pouziti dvoustupiiového nebo tfistupriového algoritmu, kde
jsou kombinovany rizné metody. Ur€eni glutamat dehydro-
genazy (GDH), exoenzymu charakteristického pro Clostri-

dium difficile, je povaZovano za optimdlni test pro vyfazeni
Clostridium diftficile negativnich vzorkt. V piipadé poziti-
vity tohoto testu je nutné pouZit dalsi dopliujici testy, jako
prikaz toxint, kultivaci nebo PCR [3,6-10].

Od unora roku 2010 jsme v nas$i nemocnici zaznamenali
nartst poctu pacienti s CDI. Dle nemocni¢niho systému
hlaSeni nozokomidlnich infekci byla incidence nozokomidl-
nich pfipadi CDI v roce 2010 4,6 ptipadu na 1 000 oSetio-
vacich dnd (OD), problematika CDI byla v na$i nemocnici
vysoce aktudlni i v roce 2012 (4,4 piipadu na 1 000 OD).

Material a metody

Vzorky stolic byly odebrany od pacientli hospitalizova-
nych nebo oSetfenych ambulantné v PKN v obdobi od 1. 7.
2010 do 31. 12. 2012 a vySetfeny na Oddélen{ klinické mi-
krobiologie (OKM). Do sterilniho kontejneru byly odebrany
minimélné dva mililitry prijmovité stolice. Pokud nebylo
mozno dorudit vzorek stolice do dvou hodin do laboratore,
byl uchovévan pti chladnic¢kové teploté 5 °C a byl zpracovan
nejpozdéji do 12 hodin od odbéru [11]. Vytér z rekta byl
odebran na tampén typu floked swab urceny pro PCR
a zpracovan systémem GeneXpert PCR Cepheid® (viz niZe).
K detekci GDH a toxinu A/B byl pouzit dudlni test na
principu enzymoimunoeseje C. Diff Quik Chek Complete,
Techlab®(D-EIA). Tento test prokazuje soubézné, ale neza-
visle GDH a toxiny A a B. Zpracovani vzorku stolice a vy-
hodnoceni probihalo dle instrukei vyrobce.

Pfi kultivaci stolice jsme postupovali dle ndvodu zveftej-
néného ve Zpravach CEM Pracovni skupinou pro Clostri-
dium difficile pti NRL pro antibiotika v roce 2008. Stolice
cca o objemu 0,5 ml byla smisena s 0,5 ml 95% alkoholu,
inkubovéna pfi pokojové teploté 40 minut a po centrifugaci
inokulovdna na plotnu s kultivaéni pudou (Clostridium di-

Tabulka 1
Senzitivita, specificita, NPV, PPV — C. Diff Quik Chek Complete

Metoda Pocet vzorkl % % % %
TP FP TN FN senzitivita specificita PPV NPV

toxin A/B 17 1 35 61 21,8 97,2 94,4 36,5

GDH 88 1 25 0 100 96,2 98,9 100

TP — pravdivé pozitivni, FP — fale$né pozitivni, FN — falesné negativni, TN — pravdivé negativni, NPV — negativni prediktivni hodnota

testu, PPV — pozitivni prediktivni hodnota testu
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fficile agar base, Moxalatam Norfloxacin selective suple-
ment, Oxoid). Inkubace probihala v anaerobnim prostiedi,
pii teploté¢ 37 °C 72 hodin. V piipadé negativniho kulti-
vacniho ndlezu byla kultivace prodlouZena na 96 hodin.
Narostlé kolonie byly konfirmovdny mikroskopicky po
obarveni dle Grama a komerénimi testy ANAEROtest 23
firmy Lachema nebo latexovou aglutinaci (Clostridium di-
fficile LATEX Test Kit, Oxoid).

Systém GeneXpert PCR Cepheid® (PCR). Systém dete-
kuje na principu RT-PCR geny pro produkci toxinu B, bi-
narniho toxinu a pro ribotyp 027 charakteristickou deleci
nukleotidu 117 v genu fungujicim jako negativni regulator
produkce toxint (tcdC). Pfi praci se soupravou bylo postu-
povano dle ndvodu vyrobce.

Vzorky prjmovité stolice byly v laboratofi vySetfovany
primarné pomoci soupravy D-EIA. Ve dvou piipadech ne-
bylo mozno vzhledem ke klinickému pribéhu onemocnén{
odebrat vzorek prijmovité stolice, a proto byl vySetien pou-
ze vytér z rekta pomoci PCR. Ve 22 dalSich ptipadech, kdy
byla nezbytnd rychld diferencidlni diagnostika, byla pri-
jmovita stolice vysetfena pouze pomoci PCR bez stanoveni
GDH a toxint A/B ve stolici. Vzorky GDH a toxin A/B ne-
gativni nebyly rutinné déle vySetfovany a byly povaZovany
za definitivné negativni. Na zacatku sledovaného obdobi,
vzhledem k naSim malym dosavadnim zkuSenostem s labo-
ratorni diagnostikou Clostridium difficile a vzhledem ke
klinickému pribéhu onemocnéni, byl negativni nilez u 25
vzorkit GDH a toxin A/B negativnich potvrzen pomoci
PCR. U 17 pacientt, i pres vysledek vysetfeni GDH pozi-
tivni, toxin A/B pozitivni, bylo klinikem poZadovdno PCR
vySetieni. VSechny ostatni GDH pozitivn{ a toxin A/B pozi-
tivni vzorky byly oznaceny jako definitivné pozitivni a ne-
byly dale rutinné vySetiovany. U vzorki GDH pozitivnich,
toxin A/B negativnich byla snaha doplnit vySetfeni pomoci
PCR k ovéfeni, zda jde o pfitomnost toxigenniho kmene
Clostridium difficile ve stolici. Po kontaktu s oSetiujicim lé-
kafem, na zaklad¢ klinické a epidemiologické rozvahy bylo
eventudlné vysetfeni pomoci PCR doplnéno.

Kultivace Clostridium difficile je provadéna od zacatku
roku 2011 u vSech GDH pozitivnich vzorkd pro piipadnou
moZznost typizace kmene nebo vysetfeni citlivosti k antibio-
tikim u klinicky zavaznych infekci.

V naSem souboru jsme definovali senzitivitu, specificitu,
negativni prediktivni hodnotu (NPV) a pozitivni prediktiv-
ni hodnotu (PPV) EIA testu pro prikaz toxigenniho kmene
ve vzorku stolice. Jako pravdivé pozitivni vzorky byly defi-
novany ty vzorky, u kterych byly soucasné pozitivni alespoii
tii ze Ctyf provedenych testt (GDH, toxin A/B, PCR, pozi-
tivn{ kultivacni prikaz kmene). Jako pravdivé negativni by-
ly oznaceny vzorky, u kterych byly soucasné negativni ales-
porni tii ze Ctyf provedenych testi. Ve vzorcich, které byly
GDH pozitivni, toxin A/B negativni, kultivacné pozitivni
a PCR negativni byl vysledek vySetfeni interpretovan jako
ndlez netoxigennfho kmene a tyto vzorky byly povazoviny
za pravdivé negativni. Pro vypocet senzitivity, specificity,
NPV, PPV stanoveni GDH pro detekci Clostridium ditficile
ve stolici byly jako pravdivé pozitivni oznaceny vzorky, kde
byly pozitivni alespori dva ze Ctyf testt a pravdivé negativ-
ni ty, kde byly negativni alesponi tfi ze Ctyf testi. PPV
a NPV EIA testu pro prukaz toxini A/B byla kalkulovana

pro rznou prevalenci CDI (5, 10, 20 a 50 %) v testované
populaci [15].

Vysledky

V obdobi od 1. 7. 2010 do 31. 12. 2012 bylo do nasi labo-
ratofe doruc¢eno k vySetieni celkem 2 038 vzorki prijmovi-
té stolice a dva vytéry z rekta. D-EIA test byl pouZit k vy-
Setfeni 2 014 vzorkt. U 1 373 (68,2 %) vzorku byla GDH
a toxin A/B negativni. U 359 (17,8 %) vzorki byla prokdza-
na ve stolici GDH i toxin A/B. U dvou (0,1 %) vzorki GDH
negativni a toxin A/B pozitivni nebylo PCR vySetien{ klini-
kem pozadovéno, vzorky byly na zdkladé negativniho kulti-
vaéniho ndlezu hodnoceny jako faleSnd pozitivita toxinu
A/B (obr. 1).

U 280 (13,9 %) vzorkti GDH pozitivnich, toxin A/B ne-
gativnich bylo v 71 pfipadech doplnéno vysetfeni PCR,

Obr. 1
Vysledky vysetfeni vzorkd stolic dle pouzitych metod
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u 146 vzorkl byla doplnéna pouze kultivace, u 63 vzorki
nebylo zadné dalsi vysetfeni doplnéno. U 71 vzorkii GDH
pozitivnich, toxin A/B negativni, kde bylo po dohodé s kli-
nikem provedeno PCR vySetfeni, byl v 61 ptipadech proka-
zan toxigenni kmen Clostridium ditficile. V 10 pfipadech
bylo PCR negativni, vzhledem k soucasné pozitivni kulti-
vaci vzorku stolice byl laboratorni ndlez v 9 piipadech
interpretovan jako prikaz netoxigenniho kmene Clostri-
dium difficile ve stolici. V jednom vzorku stolice nebylo
Clostridium ditficile kultivaéné prokdzano a tento nalez byl
hodnocen jako faleSna pozitivita GDH (obr. I).

PCR byla celkem provedena u 140 vzorkt. U 26 vzorkd
bylo provedeno pouze PCR vySetfeni bez stanoveni GDH
a toxinu A/B. Priikaz toxigenniho kmene Clostridium ditfi-
cile ve stolici pomoci PCR byl zaznamendn u 82 vzorku.
Gen pro produkei toxinu B byl prokdzén ve 47 % vzorkd,
nélez suspektni pro ribotyp 027 (gen pro toxin B, binarni to-
xin a delece tcdC) ve 48 %. V 5 % vzorkt jsme detekovali
soucasné gen pro toxin B a gen pro bindrni toxin (graf I).

Celkem u 114 vzorkd byly provedeny vSechny testy
(D-EIA test, PCR, kultivace). Vysledky senzitivity a speci-
ficity, NPV a PPV pro EIA toxin A/B a GDH uvadi tabul-
kala?2.

Tabulka 2
C. Diff Quik Chek Complete
NPV a PPV EIA toxin A/B — kalkulace dle prevalence CDI
v testované populaci

Prevalence NPV PPV
5% 0,96 0,29

10 % 0,92 0,46
20 % 0,83 0,66
50 % 0,55 0,88

NPV - negativni prediktivni hodnota testu, PPV — pozitivni pre-
diktivni hodnota testu, CDI — infekce Clostridium ditticile

Diskuze

Infekce Clostridium ditficile pfedstavuje pro zdravotnické
zafizeni medicinsky a epidemiologicky problém. Z hlediska
véasné a adekvatni 1éCby pacienti a prevence nozokomidl-
niho pfenosu infekce je nezbytné, aby laboratorni diagnosti-
ka byla rychla a presna [2,11].

Prikaz toxini A/B ve stolici metodou EIA, pokud je
uzivan samostatné, vykazuje nizkou senzitivitu. Zjisténd
senzitivita uddvana rtiznymi autory je ovlivnénd pouzitou
referenéni metodou. Pohybuje se od 72 % do 93 % pfi po-
rovndni s CCA. Pokud je jako referencni metoda pouZita to-
xigenni kultivace, pohybuje se senzitivita od 32 % do 86 %
[3,7-9,13]. V naSem souboru jsme v souladu s literaturou
zjistili nizkou senzitivitu EIA testu pro prikaz toxinu A/B
ve stolici, kterd se bliZi senzitivité zji§téné pti pouZiti toxi-
genni kultivace jako referencni metody. Dle naseho ndzoru
je to dano tim, Ze PCR, stejné jako toxigenni kultivace, pro-
kazuje ve stolici pritomnost kmene Clostridium difficile se
schopnosti produkce toxint (toxigenni kmen), nikoliv pfi-
tomnost toxind ve stolici jako CCA. Prikaz toxigenniho
kmene ve stolici bez pozitivniho zachytu toxina ve stolici je
nékterymi autory povaZovan za obraz kolonizace pacienta
toxigennim kmenem [13]. Dle jiné prace nekoreluje pfitom-
nost toxint ve stolici detekovand EIA testem s tiZ{ klinické-
ho obrazu a u pacientl s t€Zkym a stfedné tézkym prib&hem
onemocnéni se senzitivita EIA testu nezvysuje [14]. Toto
zjisténi je v souladu i s naSimi pozorovanimi. Tabulka 3
udavd vysledky D-EIA a PCR u ti{ vybranych pacienti ho-
spitalizovanych v nasi nemocnici s téZkym pribéhem CDI.
Ackoliv neni opakovany odbér vzorku stolice v prubéhu
jedné epizody doporucovan a efekt 1écby a nutnost izolac-
nich opatfeni se posuzuje vyhradné dle klinického stavu
pacienta, na nékterych oddélenich byly na zacatku sledova-
ného obdobi provddény opakované odbéry [3,13,16]. Zazna-
menali jsme, Ze i u pacientt s klinickym obrazem té¢zké CDI
byl prikaz toxind A/B negativni. Domnivame se, Ze dtivo-
dem miZe byt na jedné strané nizkd senzitivita D-EIA testu
pro prukaz toxigenniho kmene ve stolici, na druhé strané
i chyby v preanalytické fazi, pfedev§sim nedodrZeni doby
transportu vzorku stolice do laboratofe nebo nespravné

Tabulka 3
Laboratorni a klinické nalezy u vybranych pacientd s opakovanym vySetfenim

Pocet leukocytti
Pacient Datum GDH Toxin A/B GeneXpert Klin. obraz CDI v periferni krvi
v tisicich/mm3
¢. 1 28.5.2011 pozitivni pozitivni nt ano 48
29.5.2011 pozitivni negativn{ nt ano 45
¢.2 19. 7. 2010 pozitivni pozitivni nt ano 22
23.7.2010 pozitivni negativni nt ano 17
26.7.2010 pozitivni pozitivni nt ano 23
¢. 3 17. 6. 2011 pozitivni pozitivni pozitivni ano 17
19. 6. 2011 pozitivni negativni nt ano/septicky stav 16

nt — netestovano, CDI — infekce Clostridium difficile
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skladovani vzorku odebraného na oddéleni mimo pracovni
dobu OKM. Z tohoto diivodu povazujeme za zasadni vzdy
vztahovat laboratorni vysledky ke klinickému stavu pacien-
ta.

Nami zjisténa specificita EIA testu pro priikaz toxinu je
97,2 % a je v souladu s daty zjiSténymi jinymi autory
[3,7-9,13].

NPV a PPV testu EIA pro prikaz toxint je ovlivnéna pre-
valenci CDI v testované populaci (tabulka 2) [3]. Pokud je
testovana populace s prevalenci 50 % (epidemicky vyskyt),
je PPV akceptovatelnd, v endemické situaci (prevalence
5-10 %) je PPV nizk4, coz je spojeno s nadbyte¢nou 1é¢bou
pacientli bez CDI. NPV EIA testu toxin A/B je v endemic-
ké situaci vysokd, ptfi epidemickém vyskytu je signifikant-
né niz$i, nizkd NPV znamend, Ze n€které piipady CDI ne-
budou zachyceny. To vede k nedostatecné 1écbé a k Sifeni
infekce z diivodu chybé&jicich izolaénich opatieni [3].

U EIA testu pro prikaz GDH byla zjiSténa shodné s lite-
raturou vysoka senzitivita, specificita a vysoka NPV (tabul-
ka 1) [7,10].

39 PCR pozitivnich vzorkd bylo systémem GeneXpert
oznaceno jako suspektni ribotyp 027. Domnivame se ale, Ze
se jednalo o ribotyp 176, jehoz epidemicky vyskyt byl po-
psan ve vychodnich Cechach a na Moravé [17].

Zavér

Pro rutinn{ diagnostiku CDI byl v nasi laboratofi nastaven
diagnosticky algoritmus. Vzorky stolice jsou primdrné tes-
tovany pomoci soupravy D-EIA. GDH negativni, toxin A/B
negativni vzorky jsou povazovany za definitivné negativni
a nejsou déle testovany. Vysledek GDH pozitivni, toxin A/B
pozitivni je povaZovan za pozitivni prikaz toxigenniho
kmene CD s priikazem toxinu ve stolici, oSetfujici 1ékar je
informovan o nutnosti izolace pacienta a je doporucena an-
tibiotickd terapie CDI. V pripad€ vysledku GDH pozitivni,
toxin A/B negativni je snaha, po domluvé s oSetfujicim 1é-
kafem, doplnit vySetfeni pomoci PCR k prikazu piitom-

nosti toxigenniho kmene ve stolici. Pokud je prokdzén toxi-
genni kmen Clostridium ditficile doporucujeme okamZitou
izolaci pacienta a u symptomatickych pacientti i ATB 1écbu
CDL
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Trpaslici kmeny — Small colony variants Staphylococcus aureus

J. TKADLEC, O. MELTER
Ustav lékaiské mikrobiologie, 2. LF UK a FN Motol, Praha

SOUHRN

Tkadlec J., Melter O.: Trpasli¢i kmeny — Small colony variants Staphylococcus aureus

Fenomeén trpasli¢ich kment S. aureus, tzv. Small Colony Variants (SCV), je spojen s chronickymi a rekurentnimi stafylokokovymi in-
fekcemi. Tyto fenotypové varianty se lisi od kmenii S. aureus s béznym fenotypem nejcastéji velikosti kolonii, jejich morfologii, pig-
mentaci a dalsimi znaky, ale také molekularné genetickymi zménami. Pfi¢inou vzniku SCV fenotypu je ¢asto mutace v nékterém z di-
lezitych metabolickych ¢i regulaénich gent, ktera je spojena s auxotrofii. Z klinického hlediska je vyznamna zvySena schopnost SCV
kmenti odolavat antibiotické 1é¢bé, zapti¢inéna jednak rezistenci k uréitym antibiotikiim spojenou s pii¢inou SCV fenotypu a takeé se
schopnosti téchto kment perzistovat uvnitf hostitelskych bunék.

Klicova slova: Staphylococcus aureus, SCV, chronické infekce, intraceluldrni perzistence

SUMMARY

Tkadlec J., Melter O.: Dwarf colonies — Small colony variants Staphylococcus aureus

The phenomenon of dwarf colonies of S. aureus, the so-called small colony variants (SCVs), is associated with chronic and recurrent
staphylococcal infections. Most frequently, these phenotypic variants differ from normal strains of S. aureus in colony size, morpholo-
gy, pigmentation and other characteristics as well as molecular genetic changes. SCVs frequently emerge as a result of mutations in
metabolically important and regulatory genes. The mutations are a cause of SCVs auxotrophy. From a clinical point of view, an in-

creased ability of SCVs to resist antibiotic therapy and also an ability to persist within eukaryotic host cells are of importance.

Keywords: Staphylococcus aureus, SCV, chronic infections, intracellular persistence
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Uvod

Staphylococcus aureus je velmi UspéSny oportunni pato-
gen, ktery bézné kolonizuje kdzi a sliznice az 30 % zdravé
populace [1]. Usp&snost této bakterie, jako infek&niho
agens, je podminéna schopnosti produkce Siroké Skaly en-
zymui a toxind, které usnadiuji kolonizaci a infekci tkan{
hostitele, ale také Castou rezistenci k mnoha antibiotikum.
ZvySujici se vyskyt S. aureus rezistentntho k meticilinu
(MRSA — Methicillin Resistant S. aureus), zejména v sou-
vislosti s nozokomidlnimi infekcemi, patii k nejvaznéjSim
problémim dnesni mediciny [2]. Objevuje se také problém
komunitnich infekei zpGsobenych MRSA kmeny, jejichz
pocet narusta [3].

S. aureus muze byt ptivodcem fady onemocnéni, vCetné
zZivot ohrozujicich infekci, jako je osteomyelitida, pneumo-
nie, sepse nebo endokarditida [4]. Nékteré z té€chto infekci
maji rekurentni ¢i chronicky charakter se zavaznymi da-
sledky pro zdravotni stav pacienta a kvalitu jeho Zivota.

NEP2

dime chronické osteomyelitidy ¢i infekce kloubnich ndhrad

a jinych implantatd, u kterych je ¢asto v disledku exacerba-
ce infekce nutné kromé opakované antibiotické terapie také
chirurgicky zdsah [5]. Dal$sim pfipadem chronické infekce
je infekce dychacich cest u pacientl s cystickou fibrézou.
Tito pacienti jsou ve vétSing pripadt jiz v raném véku infi-
kovani S. aureus a tato bakterie je ndsledné izolovdna ze
vzorkl jejich sput po fadu let [6]. Vyznamnym faktorem pfi
vzniku chronickych infekci je neefektivni ¢i nevhodnd anti-
bioticka 1écba, respektive selekce rezistentnich kmenti v di-
sledku takové terapie. Paleta mechanizmi zvysujicich odol-
nost S. aureus k antibiotikim je velmi pestrd, zahrnuje
napiiklad pfitomnost efluxnich pump (pf. MsrA), enzyma
modifikujicich cilové misto antibiotika (pf. Erm metylazy)
nebo samotné antibiotikum (pf. MphC fosfotransferaza) ¢i
nahradu k antibiotiku citlivého enzymu za rezistentni formu
(PBP2a u MRSA) [7]. Kromé uvedenych mechanizm rezi-
stence je schopen S. aureus odolat antibiotické 1écbé také
tvorbou fenotypovych variant se sniZzenou citlivosti k antibi-
otikiim, jako jsou tzv. SCV (Small Colony Variants), nékdy
také nazyvané trpasli¢i kmeny (Dwarf colonies) nebo diive

96

Klinicka mikrobiologie a infekéni Iékarstvi 2013 3




PREHLEDOVY CLANEK

,.G (gonidial) variants*, nebot se pfedpokladalo, Ze se jedna
o urcity typ odolnych bunék podobnych spordm (gonidia)
[8]. Proti vySe jmenovanym mechanizmum je tento zpusob
odolnosti k antibiotikim mnohem komplexné&j$i co do pfi-
¢in, tak i disledkd. U SCV kment se Casto vyskytuje rezi-
stence spojend s urcitym antibiotikem pouzitym pro jejich
1é¢bu (kotrimoxazol, aminoglykosidy — obzvlasté gentami-
cin). Pfi¢inou vzniku i rezistence SCV kment je v mnoha
piipadech spontdnni mutace. V dusledku této mutace do-
chazi ke zméné fyziologie bakteridlni buiky. Vysledkem
mutace miZe byt vyfazeni metabolické drdhy, na kterou da-
né antibiotikum ud¢inkuje (kotrimoxazol). Nebo muizZe byt
mutace pii¢inou zmény fyzikdlné-chemickych vlastnosti
burky, kterd naruSuje zdkladni podminky pro ucinek anti-
biotika (zabranén{ vstupu antibiotika do buriky kvili zméné
membranového potencidlu — aminoglykosidy) [8]. Vysledky
z poslednich let navic dokazuji schopnost SCV kment dlou-
hodobé perzistovat uvnitf eukaryotickych bunék [9].
Intraceluldrni lokalizace pomaha SCV kmendm odolat pt-
sobeni antibiotik, ale také se branit ptisobeni imunitniho
systému hostitele. Tyto faktory mohou vést k selhani 1écby,
kdy se bakterie mohou in vitro jevit jako citlivé k testované-
mu antibiotiku, nicméné in vivo vykazuji rezistenci.

Charakterizace a vyskyt SCV kmenti

Fenomén trpasli¢ich kolonif nenf omezen pouze na stafy-
lokoky, byl popsdn i u fady dalSich, jak grampozitivnich, tak
i gramnegativnich bakterii. Poprvé byl SCV fenotyp popsan
jiz v roce 1910 u Salmonella typhi. Dale byly popsany SCV
kmeny Staphylococcus epidermidis, S. capitis, Pseudomo-
nas aeruginosa, Burkholderia cepacia, Vibrio cholerae,
Shigella sp., Brucella melitensis, Escherichia coli, Lactoba-
cillus acidophilus, Serratia marcescens a Neisseria gonorr-
hoeae. Tyto fenotypové varianty byly kultivovany z klinic-
kych vzorkii pivodem z abscest, krve, kosti a kloubd,
respiraniho traktu ¢i mékkych tkani [8].

Trpasli¢i kmeny S. aureus jsou izolovany ¢asto od pacien-
ta s chronickou infekei, jako je osteomyelitida, Darierova
choroba (chronickd, geneticky podminénd koZni nemoc)
nebo infekce dychacich cest pfi cystické fibréze. Byly také
popsany piipady sepsi a abscest vyvolanych témito kmeny,
davané do souvislosti s operacemi, které probéhly i nékolik
let pred propuknutim samotné infekce [10]. V nékterych pii-
padech vykazovaly izolované SCV kmeny charakteristiky
nozokomidlnich ndkaz [11]. Tyto kmeny byly navic ¢asto re-
zistentni k meticilinu a fadé€ dalSich antibiotik [11].

V pripadé SCV kment se setkdvame s bakteridlni subpo-
pulaci, kterd je na zdkladé specifickych fenotypovych a pa-
togennich vlastnosti odliSitelnd od mateiského NCV
(Normal Colony Variant) kmene. Charakterizovdny jsou ty-
picky jako drobné, nehemolytické, nepigmentované kolo-
nie. U thymidin-auxotrofnich (viz nize) SCV se vyskytuji
dva typy kolonif tzv. ,,fried-egg™ (tvar ,,volského oka“) ko-
lonie se slabymi prihlednymi okraji obklopujici drobny
pigmentovany stfed, druhym typem jsou tzv. ,pinpoint*
(tvar $picky Spendliku) kolonie — drobné kolonie priblizné
desetkrat mensi neZ kolonie matefského kmene. Na mikro-
skopické drovni je zfejmd narusend separace bunék pii dé-
leni a po Gramové barveni se buiitky SCV kment jevi jako

pleomorfni koky pfipominajici nepatogenni mikrokoky.
Elektronova mikroskopie odhaluje heterogenni shluky obsa-
hujici abnormélné velké koky a agregity nekompletné od-
délenych bunék [12].

SCV kmeny jsou Casto auxotrofni k thymidinu, heminu,
menadionu nebo thiaminu. MuzZe se také vyskytovat auxo-
trofie dvojitd — thymidin/menadion nebo thymidin/hemin
[13,14]. Po suplementaci auxotrofnim pozadavkem rostou
SCV kmeny jako NCV S. aureus. Castd je také reverze
k NCV fenotypu po kultivaci in vitro [15]. Srovnani matef-
ského NCV a odvozeného SCV kmene viz obr. 1.

Piic¢iny SCV fenotypu

SCV kmeny jsou definovdny na zdkladé fenotypovych
vlastnosti (pomaly rust, ztrata pigmentace a hemolyzy atd.),
a prestoze tyto kmeny sdili i mnoho molekularné biologic-
kych vlastnosti [16], jednd se o velmi rozmanitou skupinu
z hlediska ptavodu a pfi€iny jejich vzniku.

U vétsSiny SCV kmend S. aureus je Casto prokazovana au-
xotrofie a s pfi¢inou auxotrofie se spojuje i ptivod vzniku
téchto kmenu. Nejcastéji se jedna o auxotrofii k menadionu,
heminu a thymidinu. Byly ale také popsdny kmeny auxo-
trofni k CO, [11] a u nékterych kment nebyla auxotrofie
prokazana vubec [17]. Jako pfi¢iny auxotrofie ¢i obecné
SCV fenotypu, i tam, kde nebyla auxotrofie prokdzana, byly
popsédny genetické zmény, zejména mutace v klicovych me-
tabolickych a regula¢nich genech. Ke gentim, jejichz muta-
ce mohou byt pfi¢inou SCV fenotypu, patii geny kédujici
enzymy podilejici se na syntéze komponent dychaciho fe-
tézce, napiiklad hemB [18], menB [19] a ctaA [20] nebo gen
enzymu thymidylat-syntazy thyA, podilejici se na syntéze
purind a pyrimidint [21]. U nékterych SCV kment byly po-
psany také mutace dalich geni, jako napriklad genu relA
kédujiciho regula¢ni komponentu stringentni odpovédi, da-
le genu rImN kédujiciho ribozomdlni metyl-transferdzu me-
tylujici 23S rRNA v pozici A2503 [17] nebo mutace v genu
sukcinat dehydrogendzy sdh [22]. Recentné Cui et al. do de-
tailu popsali SCV kmen izolovany od pacienta s opakujici

Obr. 1
Srovnani rdstu matefského NCV a odvozeného
SCV kmene (krevni agar Columbia).
Vlevo SCV kmen. Vpravo NCV kmen. Oba kmeny
pochéazeji ze stejného vzorku z respiracniho traktu
pacienta s cystickou fibrézou.
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se stafylokokovou infekei ndsledujici po chirurgickém za-
kroku. Kromé SCV izolatu byl od stejného pacienta izolo-
vén také klondlné shodny NCV izoldt. Genomy obou izola-
ti byly sekvenovany a na zakladé jejich srovnani byla jako
pfi¢ina vzniku SCV a zpétné reverze k normdlnimu fenoty-
pu oznacena inverze velké ¢asti genomu (tzv. flip-flop) me-
zi homolognimi sekvencemi ostrovid patogenity SAPIm4
a SAPIm1 [23].

Selekéni tlak antibiotické 1écby je pro objeveni se SCV
kment kli¢ovy. Tyto kmeny jsou ve své podstaté metabolic-
ky defektni a za béznych podminek neobstoji v kompetici
s bakteriemi s normdlnim fenotypem. Pravé situace, kdy je
populace bakterii vystavena intenzivni antibiotické 1€cbe,
vytvéaii podminky pro uplatnéni SCV kmend (viz obr. 2). To
dokazuji jednak popisy SCV kment izolovanych od pacien-
ti podstupujicich intenzivni antibiotickou 1é¢bu [24,25],
jednak popisy indukce SCV fenotypu vystavenim selek¢ni-
mu tlaku antibiotik in vitro [26]. Kromé piisobeni antibiotik
muze byt selekénim tlakem vedoucim k objeveni SCV feno-
typu i mezidruhova kompetice bakterii. Koinfekce S. aureus
a Pseudomonas aeruginosa pri infekci dychacich cest je
u pacientt s cystickou fibrézou, od nichZ byl izolovan SCV
kmen S. aureus, mnohem Castéj$i neZ u ostatnich pacientd
[25]. P. aeruginosa produkuje fadu exoproduktt, které maji
negativni U¢inek na grampozitivni bakterie, véetné S. au-
reus. Tyto exoprodukty, napiiklad 4-hydroxy-2-heptylquino-
lin-N-oxid (HQNO), pidsobi Casto na elektrontransportni
fetézec, nasledkem ¢ehoZ jsou selektovany mutanty s naru-

Obr. 2
Schéma vzniku SCV kmenu

Bunky s vlastnostmi SCV kmenu vznikaji ndhodné v populaci NCV kmene
v dUsledku spontannich zmén, napfiklad mutaci (A). Selekéni tlak
(antibioticka Iécba, kompetice s jinymi druhy) muizZe vést k prevladnuti SCV
kmene v populaci (B). SCV kmeny mohou pronikat do bunék hostitele
a perzistovat v nich, disledkem je chronicka povaha infekce (C). Reverzni
mutace mUze vést k obnoveni NCV fenotypu a obnoveni akutni infekce (D).
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Senym elektrontransportnim fetézcem, jako jsou hemin au-
xotrofni SCV kmeny [27]. Piasobeni HQNO na S. aureus
in vitro vedlo nejenom k zvySenému vyskytu SCV kment
a zdroven rezistence k aminoglykosidim (pro jejichZ tran-
sport je nezbytny elektrontransportni fetézec), ale mélo za
ndsledek i zvysenou tvorbu biofilmu [28].

Molekuldrné biologické vlastnosti SCV kmeni

Na proteomové drovni jsou také patrné rozdily mezi SCV
a NCV 8. aureus. SniZend produkce hemolyzint je znatelna
jiz pfi rastu SCV kment na krevnim agaru [13,29]. V sou-
ladu se sniZzenou produkci hemolyzint je prokazatelna i niz-
§i cytotoxicka aktivita SCV kmend na bunécnych kulturach
[30]. Na drovni exprese jednotlivych toxini je detekovatelnd
snizena produkce alfa hemolyzinu, proteolytickych enzymu
a nékterych exotoxinl, souvisejici se sniZenou hladinou
RNAIIL, tj. efektorovou molekulou agr systému kontroluji-
ctho expresi gend virulence. Na druhou stranu je u SCV
kment zvySend hladina sigma faktoru B, regula¢niho prote-
inu fidictho odpovéd na nespecificky stres, a tim je zvyse-
na i exprese fady gend jim regulovanych [31]. V diasledku
aktivace sigma B odpovédi je zvySena exprese adhezint
FnbA a FnbB (fibronektin vazebné proteiny), coz vede k ze-
sileni vazby bakterie na povrch epitelif a ke zvySeni prav-
dépodobnosti priniku do vnitrobunééného prostoru hosti-
telskych bunék, tedy i moZnosti intraceluldrni perzistence
[32]. Exprese adhezinu je kontrolovand jak agr systémem
(inhibice exprese), tak pomoci sig-
ma B (aktivace exprese). RovnéZ byla
zdokumentovdna zvySend exprese pro-
teind oxidativniho stresu AphC, AphF
(C a F podjednotky alkylhydroperoxid
reduktdzy) a DNA vazebného proteinu
Dps, jejichz expresi fidi regulator
PerR. ZvySend exprese proteini chra-
nicich SCV pfed oxidativnim stresem
mize byt vyznamnym faktorem pfi
ochrané pred reaktivnimi formami
kysliku produkovanymi imunitnimi
bunikami hostitele [16].

Z hlediska metabolizmu byla u SCV
kmeni ve srovndni s NCV S. aureus
prokdzdna sniZzend exprese enzymu
podilejicich se na Krebsové cyklu,
pentozofosfatovém cyklu a také enzy-
mi metabolizmu purind, pyrimidint
a folatu. U nékterych typu SCV
(in vitro pfipravend hemB mutanta
a gentamicinem indukované SCV), ni-
koliv vSak u klinického izoldtu, byla
zaroven zvySend exprese glykolytic-
kych enzymt. Zajimavé je, Ze i kdyz
u spontdnnich mutant k normalnimu
fenotypu byla reverze spojend s dil¢im
zvySenim exprese enzymi Krebsova
cyklu a zdrovenl sniZenim exprese pro-
teint podilejicich se na ochrané pted
oxidativnim stresem, z celkového hle-
diska si revertanti udrZovali expresni

* pomaly rist

* sniZend virulence

* zvy$ena odolnost
k antibiotikim
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profil velmi podobny SCV [16]. U ur¢itych typd SCV
(hemB mutanta) miZe hrat dilezitou roli v metabolizmu ta-
ké zvysena exprese nekterych komponent arginin-deimina-
zové drahy. Tato drdha se Gcastni anaerobniho metabolizmu
amize SCV kmeniim pomahat pfi neutralizaci kyselého in-
tracelularniho prostfedi. Pfedpoklada se také, Ze tato drdha
mize generovat ATP [33].

Auxotrofie k menadionu a heminu — mutanty s poru-
chou dychaciho fetézce

Jednou ze znamych pfi¢in vzniku trpasli¢ich kment je
naruSeni funkénosti dychactho fetézce. Dychaci fetézec je
klicovym mistem bakteridlntho metabolizmu, dochazi zde
ke konecné fazi katabolizmu — regeneraci koenzymi NAD
a FAD, generovani membranového potencidlu a tvorbé ATP.
Pro fungovani dychaciho fetézce je klicovy piechod elek-
trond mezi jednotlivymi komplexy zajisfovany pienaseci
elektronti menachinonem (plni u bakterii funkci ubichino-
nu) a cytochromy. Pro syntézu menachinonu je nezbytny
menadion, ktery si obvykle bakterie dovedou samy vytvofit,
v pripadé SCV kmentli s mutaci v genu kédujicim enzym
pro syntézu menadionu nebo syntézu nékterého jeho pre-
kurzoru (thiamin) je pro syntézu menachinonu nutné suple-
mentovat rustové médium menadionem [34]. K obdobné
situaci dochdzi i v pfipadé hemin-auxotrofnich SCV, kdy
hemin je nezbytnym prekurzorem syntézy cytochromu [18].

Naruseni dychactho fetézce u téchto SCV kmenu je vy-
svétlenim pro vétSinu typickych vlastnosti téchto kmend.
SniZeny rust je disledkem nizsi energetické vykonosti me-
tabolizmu bez fungujictho dychaciho fetézce. Také absence
pigmentace a snizend produkce toxint je vysvétlitelna sni-
Zenou vykonnosti energetického metabolizmu [8]. Naru$end
funk¢nost dychaciho fetézce md za ndsledek také sniZeni
membranového potencidlu SCV kment, a to vede k naruse-
ni transportu nékterych litek, mezi nimi i antibiotik (ami-
noglykosidti), do bakteridlni buiky, které rezultuje v rezi-
stenci k témto antibiotikim [35].

Hemin- a menadion-auxotrofni SCV kmeny S. aureus se
mohou vyskytovat pfi fadé chronickych a rekurentnich in-
fekcich, byly izolovany od pacientd s abscesy [10], infek¢ni
endokarditidou [36], osteomyelitidou [24] a také od pacien-
ta s cystickou fibrézou [13]. Vyznamnym faktorem pro je-

jich vznik je 1é¢ba aminoglykosidy, zejména gentamicinem
[24].

Thymidin-auxotrofni SCV a cystick4 fibr6za

Dalsim druhem auxotrofie u SCV kmenu je zavislost na
thymidinu, kterd souvisi s naruSenim funkce metabolické
drdhy syntézy purinovych a pyrimidinovych bdzi nezbyt-
nych pro syntézu DNA, kterd je zaroven cilem pulsobeni
antibiotika — kotrimoxazolu. NaruSen{ této drdhy dava thy-
midin-auxotrofnim SCV kmentim schopnost rezistence k to-
muto antibiotiku, a proto dochdzi pfi 1é¢bé kotrimoxazolem
k selekci téchto rezistentnich kment. Jako pfi¢ina této au-
xotrofie byla odhalena mutace v genu ucastnicim se této
metabolické drahy, a to genu pro thymidylat-syntdzu thyA
[21]. Vyskyt thymidin-auxotrofnich SCV kmend byl zdoku-
mentovan u pacientd s endokarditidou, pfi hlubokych abs-
cesech a s nimi souvisejici sepsi [14,37], ale nejvice pozor-
nosti je vénovano jejich vyskytu pfi infekcich dolnich cest
dychacich u pacientl s cystickou fibr6zou (CF). Frekvence
vyskytu SCV kment u pacientd s CF, vyjadfend jako pro-
centudlni podil pocétu pacientd, od nichz byl izolovan SCV
S. aureus, k celkovému poctu pacientl, od nichz byl izolo-
van S. aureus (véetné SCV kmenti), kolisd od pfiblizné
16-20 % [25,38-40] az po 50 % pacienti se stafylokokovou
infekcei [13,41] (viz tabulka I). Frekvence vyskytu je prav-
dépodobné v zavislosti na mife uzivani kotrimoxazolu v jed-
notlivych centrech pro CF [25]. Thymidin-auxotrofni SCV
kmeny tvofi pfevaznou vétSinu téchto kment, méné Casto se
vyskytuji i hemin- a menadion-auxotrofni kmeny nebo kme-
ny s dvojitou auxotrofii thymidin/hemin [41]. Dulezitym
faktorem pro vznik SCV kment u téchto pacientt je chro-
nickd povaha respiracnich infekci a dlouhodoba antibiotickd
1é¢ba, coz jsou disledky narusené nespecifické imunitni od-
povédi dychacich cest pacientti s CF [42]. Zejména dlouho-
dobé pouZivani kotrimoxazolu vytvafi silny selekcni tlak
pro vznik thymidin-auxotrofnich SCV kment [39].

Hypermutitorové kmeny — souvislost se vznikem SCV

Bakteridlni kmeny se oznacuji jako hypermutédtorové, po-
kud vykazuji zvySenou mutacni rychlost oproti kontrolnimu
vzorku kmenu. Pfiinou zvySeného poctu mutaci je naruse-

Tabulka 1
Frekvence vyskytu SCV kmen( mezi pacienty s cystickou fibrézou

Studie Zems Pocet pacientti Pocet pacientti Pocet pacientt % SCV/S. aureus
s S. aureus s SCV
Gilligan et al., 1987 USA 200 95 (48 %) 20 21 %
Kahl et al., 1998 Némecko (Miinster) 78 53 (67,9 %) 26 49,10 %
Kahl et al., 2003 Némecko (Miinster) 72 52 (72,2 %) 24 46,20 %
Besier et al., 2007 Némecko (Frankfurt n. M.) 252 120 (48 %) 20 17 %
Schneider et al., 2008 §V}'fcarsko 98 40 (40,8 %) 8 20 %
Yagci et al., 2011 Turecko 248 123 (49,6 %) 20 16,20 %
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ni nékterého ze systému zajisfujicich opravy poskozené
DNA, jednak chyb vznikajicich pfi replikaci a také poSko-
zeni v dasledku pisobeni chemickych &i fyzikdlnich fakto-
ri [43]. U hypermutdtorovych kmenti je nejcastéji popi-
sovano naruseni systému MMR (methyl-directed mismatch
repair system), konkrétné mutace v genu mutS [44]. Hyper-
mutabilita je ve vétSing situaci pro bakterie nevyhodnd kvili
zvySené pravdépodobnosti vzniku letdlni mutace. Vyjimkou
jsou piipady, kdy je bakteridlni populace vystavena silnému
selekénimu tlaku, napiiklad pri 1écbé antibiotiky, v takové
situaci mohou byt hypermutdtorové kmeny ve vyhodég.
ZvySeny vyskyt hypermutitorovych kment byl popsan
u izolatt S. aureus od pacientl s cystickou fibrézou [45].
Tyto kmeny mohou reprezentovat vyznamnou ¢ast izolatd
rezistentnich k makrolidovym antibiotikim od téchto paci-
entl [46]. Jejich vyskyt miZe také souviset s vyskytem SCV
kment, nebof samotné SCV kmeny vykazuji zvySenou mu-
tacni rychlost, a to jak oproti NCV kmentm S. aureus pfi cys-
tické fibroze, tak jeSté vyraznéji oproti kmenim S. aureus
izolovanych od jinych pacientt [45].

Intraceluldrni perzistence

Dal$im fenoménem spojenym s vyznamem SCV kment
pro klinickou praxi je jejich zvysend schopnost intracelular-
ni perzistence. Pravé schopnost fenotypového piechodu
S. aureus mezi NCV a SCV a zpétnd reverze mohou byt vy-
znamnou soucdsti patogeneze nékterych stafylokokovych
infekci, zejména s chronickym a rekurentnim charakterem
[47]. Intraceluldrni perzistence je strategie, kterd zvysuje
odolnost bakterii jak k antibiotikiim, tak k pisobeni fady
mechanizmil imunitniho systému hostitele. Spektrum hosti-
telskych bunék umoziujicich S. aureus intraceluldrni exi-
stenci je Siroké, zahrnuje napiiklad endotelové a epitelové
buiiky, keratinocyty, osteoblasty a fibroblasty, ale i profesio-
nélni fagocyty — makrofagy a neutrofily [48]. Zajimavosti
je, ze nékteré makrofagy nejenze nedokazi zneskodnit fago-
cytované bakterie, ale po priniku S. aureus do téchto bunék
mohou slouzit k diseminaci bakterie v organizmu [49].
U SCV kmeni je vyznamnym faktorem zvySujicim jejich
schopnost priniku a perzistence uvnitf eukaryotickych bu-
nék zvySend exprese adhezinl ze skupiny fibronektin vdza-
jicich proteint, coz usnadiuje pfichyceni na povrch hosti-
telské bunky [32], a také snizend produkce toxint, zejména
alfa toxinu [30].

Prikaz, testovani citlivosti k antibiotikim a 1é&ba in-
fekci vyvolanych trpasli¢imi kmeny

SCV kmeny piedstavuji v klinické praxi problém kvili je-
jich obtizné identifikaci a také vzhledem k volbé vhodné
1é¢by infekei zpisobenych témito kmeny. Pfi identifikaci
mize dojit k prehlédnuti SCV kmend, a to kvili jejich drob-
nému rustu nebo v disledku aktivnéjsiho ristu ostatnich
izolovanych mikrobu pferdstajicich drobné SCV kmeny.
Samotna pfitomnost SCV kment v klinickém vzorku muze
byt obtizné detekovatelnd kvili rapidni reverzi SCV kmend
k divokému fenotypu in vitro. Pti identifikaci izolovanych
SCV kmenu S. aureus pomoci biochemickych testi muze

dojit ke zpozdéni nékterych reakci v disledku pomalejsi
metabolizace fady cukri (N-acetylglukosamin, trehaldza,
sacharéza a dals{), jiné cukry jako manitol nedokdzi SCV
kmeny (menadion auxotrofni) utilizovat vibec. Tento cukr
je navic Casto soucasti médii pouzivanych pro kultivaéni
prikaz stafylokokd, jako je napfiklad Manitol Salt Agar,
coz ¢inf tato média pro zdchyt SCV kment neefektivnimi
[50]. SCV kmeny také vykazuji sniZenou aktivitu koagula-
zy a clumping faktoru [14,18], coZ Cini potize pfi pouziti
biochemickych diagnostickych testa.

Pomaly riist SCV kmenti na médiich standardné pouziva-
nych pro urcenf citlivosti k antibiotikiim (Mueller Hinton
médium ¢i krevni Mueller Hinton médium pro hiife rostou-
ci kmeny) ztéZuje rutinni uréent citlivosti ¢i pfi zcela potla-
¢eném ristu vibec neumozni citlivost uréit. Pokud citlivost
urcit Ize, je otdzkou jeji relevantnost vzhledem k 1écbé
a k moznosti pfitomnosti intracelularné lokalizovanych bak-
terii. Naptiklad rezistenci k meticilinu (MRSA kmeny) SCV
kment nelze spolehlivé prokdzat béZnymi metodami, jako
je diskova difuzni metoda, mikrodilu¢ni metoda, E-test ani
pomoci analyzitoru VITEK 2. Usp&né je pouze detekce
mecA genu (determinanta MRSA rezistence) pomoci PCR
¢i detekce proteinu PBP2a (produktu genu mecA) pomoci
aglutinace, kde je ovSem potieba podstatné€ zvySit mnoZstvi
pouzité biomasy [51]. Rovnéz testovani citlivosti thymidin-
auxotrofnich SCV kment ke kotrimoxazolu je obtizné
vzhledem k tomu, Ze pfitomnost thymidinu, ktery tyto kme-
ny potiebuji k rustu, interferuje s testovanim citlivosti k to-
muto antibiotiku [52].

Otazka 1écby infekci SCV kmeny neni jednoducha.
Opatrnost je na misté pfi pouziti aminoglykosida a kotri-
moxazolu, zvlasté pro dlouhodobéjsi terapii [24,41].
Konkrétni doporucovana terapie SCV infekci dosud neexis-
tuje, nékteff autofi doporucuji kombinaci antibiotik, z nichZ
jednim je rifampicin, jakoZto antibiotikum s d¢inkem proti
intraceluldrnim bakteriim. Pfi monoterapii hrozi u rifampi-
cinu rychly vznik rezistence. Terapii rifampicinem je proto
vhodné doplnit dalSim antibiotikem s antistafylokokovym
ucéinkem [15], dobrou d¢innost i proti SCV kmentim vyka-
zuje napiiklad ceftobiprol [53], u SCV MRSA kment je 1é-
kem volby vankomycin. Pfi testovani tcinnosti na tkaio-
vych kulturdch byla v eliminaci SCV kment velmi efektivni
kombinace rifampicinu s kotrimoxazolem [54], nicméné
vzhledem k moZnosti indukce vzniku thymidin-auxotrof-
nich SCV nemusi byt takové 1é¢ba zcela vhodna. Uéinnost
rifampicinu vsak jiné studie zpochybiiuji a navrhuji nahradit
jej nebo uzit v kombinaci s novym semisyntetickym anti-
biotikem oritavancinem. Oritavancin miZe byt také pouzit
v kombinaci s jinym antistafylokokovym antibiotikem [55].
Nadé€jnym se zd4 také rostlinny alkaloid tomatidin, ktery
specificky inhibuje rist SCV kmend i pfi intraceluldrni lo-
kalizaci [56].

Dalsi moznosti terapie je piistup zaloZeny na reverzi SCV
fenotypu. Terapeutické antibiotikum je doplnéno piidavkem
auxotrofnitho pozadavku, ktery brani uplatnéni rezistence
spojené s SCV fenotypem. U SCV s poruchou dychaciho fe-
tézce dojde k obnoveni jeho funkénosti, a tim k obnoveni
citlivosti k aminoglykosidiim [54]. Tento pfistup neni oviem
uplatnitelny u thymidin-auxotrofnich SCV, k