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Detekce patogenti u infekci kloubtu véetné totalnich endoprotéz

metodou BioFire (Biomérieux)

Abstrakt

S prodluzyjici se délkou aktivniho zivota dochazi k nartstu poctu provedenych totalnich
endoprotéz kloubu. Diky tomu se navySuje i incidence periprotetickych infekci,
nejcastéji bakterialniho puvodu. Tyto infekce, spolecné s infekcemi nativnich kloubd,
vyzaduji v€asnou a precizni diagnostiku. Inovativni feSeni nabizi metoda BioFire
(Biomérieux, Francie), kterou si mélo moznost vyzkouset OKMP Pfibram v ramci

mezinarodni studie.

V teoretické Casti této prace je pojednano o infekénich onemocnénich kloubd, jako jsou
septicka artritis, gonokokova artritis, lymeska artritis, periproteticka infekce etc. Jsou
predstaveni nejvyznamné&jsi ptvodei infekci kloubt a kloubnich nahrad. Cast je téz
vénovana mikrobiologické diagnostice.

Prakticka Cast prace je vénovana detekci patogent u infekci kloubli vcetné totalnich
endoprotéz metodou BioFire (Biomérieux, Francie). Je zde popsana klasicka
multiplexni PCR, FilmArray multiplexni PCR systém a snim panel BioFire Joint
Infection, jenz byl pouzit v analyze synovialni tekutiny u pacientli s podezienim na
septickou artritis, ¢i periprotetickou infekci. Data ziskana pomoci této metody jsou
v praktické ¢asti téz vyhodnocena. Sbér dat probihal od bfezna roku 2021 do Cervna
roku 2022. Zpracovani ziskanych vysledkl je jednim z cili této prace. Dalsim cilem
této prace bylo seznamit se s problematikou infekci kloubt, nabyti poznatki tykajicich
se puvodci onemocnéni kloubtdi, seznameni se s metodou BioFire Joint Infection

(Biomérieux, Francie) a zhodnoceni jeji piinosu pro vySetfeni klinickych vzorkd.

V diskuzi je zhodnoceno, zdali se lisi vysledky metody BioFire (Biomérieux, Francie)
od vysledkt klasické kultivace a lze-li pouzit metodu BioFire (Biomérieux, Francie)

v rutinnim vySetfeni infekce kloubu.

Klicova slova: infekce kloubt;, septicka artritis; Staphylococcus aureus; biofilm;

endoprotéza; kultivace; periproteticka infekce, PCR



Detection of pathogens in joint infections, including total
endoprostheses using the BioFire method (Biomérieux)

Abstract

With an increase in the length of active life, the number of total joint replacements is
increasing. This increases the incidence of periprosthetic infections, most often of
bacterial origin. These infections, together with infections of the native joints, require
timely and precise diagnosis. An innovative solution is offered by the BioFire method
(Biomérieux, France), which OKMP Piibram had the opportunity to try out in the

framework of an international study.

The theoretical part of this thesis deals with infectious diseases of joints, such as septic
arthritis, gonococcal arthritis, Lyme arthritis, periprosthetic infections, etc. The most
important causative agents of joint and joint replacement infections are presented. One

part is also devoted to microbiological diagnostics.

The practical part of the thesis is devoted to detection of pathogens in joint infections
including total joint replacements by the BioFire method (Biomérieux, France). It
describes the classical multiplex PCR, FilmArray multiplex PCR system and the
BioFire Joint Infection Panel, which has been used in the analysis of synovial fluid in
patients with suspected septic arthritis or periprosthetic infection. The data obtained
using this method are also evaluated in the practical part. The data acquisition was
running from March 2021 to June 2022. The analysis of the obtained data is one of the
aim of this thesis. Another aim of this thesis was to get acquainted with the problem of
joint infections, to knowledge acquisition regarding the causative agents of joint
diseases, to learn about the BioFire Joint Infection method (Biomérieux, France) and to

evaluate its contribution to the testing of clinical samples.

In the discusion it is evaluated, whether the results of the BioFire method (Biomérieux,
France) differ from those of conventional cultivation and whether the BioFire method

(Biomeérieux, France) can be used in the routine testing of joint infection.

Keywords: joint infection; septic arthritis; Staphylococcus aureus; biofilm;

endoprosthesis; cultivation; periprosthetic infection, PCR
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Uvod

Infekce kloubti a kloubnich nahrad sice netvofi v klinické praxi pocetnou skupinu
onemocnéni, jedna se vSak o stavy zavazné, majici svymi dusledky vliv nejen na funkci
kloubu samotného, nybrz i na organismus coby celek. Pokud se tyto infekce vcas
nepodchyti a neni zde odpovidajici terapie, tieba prave proto, ze se nam nedafi zachytit
puvodce tohoto onemocnéni, muze dojit i k nevratnym posSkozenim kloubu. Tyto
infekce jsou vaznym problémem jak zpohledu medicinského, tak pohledu
ekonomického. Paklize se bakterie zpusobujici infekci objevi ve formé biofilmu na
povrchu umélé kloubni néhrady, je to velmi nepiijemna a obavana komplikace, jenz se
ziidka obejde bez nutnosti reoperace. Pocet provedenych nahrad kloubt je na vzestupu
atim se stava tato problematika velice aktualni, zasluhujici pozornost. Refeni t&chto
infekci musi byt komplexni a je zde nezbytna mezioborova spoluprace ortopeda

s klinickym mikrobiologem.

Etiologickym agens infekce jsou nejCastéji bakterie, méné pak viry a kvasinky. Tito
ptvodci se do prostoru kloubu mohou dostat riznymi zplisoby a to jak piimo pii
poranéni kloubu, ¢i nepfimo, kdy se mikrob do kloubu dostane krevni cestou. VEasna a
spravna identifikace patogent zodpoveédnych za infekci je pro volbu nasledné terapie
zasadni. Kultivaéni metoda patii ke zlatému standartu mikrobiologie, ma
v mikrobiologii kli¢ovy vyznam a je velice presnou metodou pfi identifikaci mikrobt a
nasledném stanoveni mikroba k antimikrobidlnim latkam. Jeji nevyhoda ovSem spociva
v pomémeé znacné Casové narocnosti. Vysledky kultivaéni metody spolu s vysSetfenim

citlivosti k antimikrobialnim latkam jsou k dispozici v fadu dni.

Dynamicky se rozvijejici obor molekularni biologie nam vSak muze nabidnout metody,
jez postradaji onu ¢asovou naro¢nost. Jednou z téchto metod je metoda FilmArray,
systém multiplexni PCR pro rychlé a komplexni vySetieni. Panel Biofire Joint Infection
(BioMérieux, Francie), ktery byl pouzit pro detekci patogenti kloubt a kloubnich nahrad
v této praci, nabizi oproti konvenénim metodam soucasnou detekci az 39 patogend a
marker(l antimikrobialni rezistence v kratkém Casovém intervalu. Jedna se o inovativni
zpsob detekce patogent kloubd a kloubnich nahrad. Zadny jiny dosavadné pouzivany
postup nenabizi tak komplexni a rychlou diagnostiku. Nesmirmé mé tedy tési, ze
Oblastni nemocnice Pfibram méla diky snaze MVDr. Petra Jezka a MUDr. Radka
Myslivce moznost si diky ucasti na mezinarodni studii tuto metodu vyzkouset a ja jsem

se mohla s touto metodou seznamit.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 ANATOMIE A PATOANATOMIE KLOUBU

Kloub je mistem, v némz se pohyblivé poji dvé ¢i vice kosti. Plochy kloubu jsou
vétSinou kryty chrupavkou hyalinni, ktera je rtzné tloustky. Kloub je zavzat do
vazivového kloubniho pouzdra, které je anatomicky tvofeno zevné membranou
fibrosum — stratum fibrosum, jenz prechazi do vnitiku kloubu jako membrana
synovialis — stratum synoviale s vrstvou synovialnich bunék na povrchu. Tyto burky
produkuji Cirou tekutinu zvanou synovie, ktera ma zasadni vliv na pohyblivost kloubu.
(Cibdk 2016) Synovialni tekutina obsahuje vysokomolekularni kyselinu hyaluronovou, diky
niz dochéazi k vysoké lubrikaci, kterd je nutna k tomu, aby nedochéazelo ke tfeni
kloubnich ploch. Zmény v objemu a slozeni synovie ukazuji na patologicky proces
probihajici v kloubu. #2912 pokud se v kloubu a jeho okoli objevi lokalni znamky
zanétu a to zaCervenani (rubor), zvySena teplota (calor), bolest (dolor) a poskozeni
funkce (functio laesa) — zde tedy jako omezeni pohyblivosti, mizeme uvazovat nad

infekci kloubg, ®ozsypal 2023)

1.2 INFEKCE KLOUBU A KLOUBNiCH NAHRAD

O tom, ze infekce kloubt a kloubnich nahrad je véci zavaznou, bylo zminéno jiz
v uvodu prace. Nebezpeci tkvi v mozné destrukci kloubni chrupavky. Mozny je rovnéz
prostup infekce do okolnich struktur, ¢i v nejhor§im pfipade az v jeji vyusténi v SIRS ¢i
celkovou sepsi organismu. R 202 Infekce mize do kloubu vstoupit pfimou cestou-
at’ uz pii operacnich tkonech, trazech, pfi nichz dojde k otevieni dutiny kloubu a tedy
moznému zavleCeni infekce do kloubu. Druhou moznosti pfimého vstupu infekce je
Siteni infekce per continuatem, tedy prostupem infekce z okolnich struktur. Neptima
cesta vstupu je spojena svyskytem infekce na jiném misté v organismu, priCemz
patogen se do kloubu dostane hematogenni cestou. Castym zdrojem t&chto infekci
byvaji abscesy, infekce plic, & infekce molovych cest. ™ Sticha 2020) [ ek ce
nepostihuji pouze tkané nativni, nybrz i povrchy implantatd uzivanych v ortopedii a
traumatologii. Tyto tzv. biomaterialové infekce se v poslednim desetileti dostavaji do
popredi zajmu odbornikd. ™M et 2k 2022 Nggledujici fadky poskytnou prehled téch

nejvyznamnéjsich infekci kloubt.



1.2.1 Septicka artritis
Jedna se o zanétlivy proces, ktery je zapfiCinén zejména bakteriemi a objevuje se pfi

(Macak 2022) Do této skupiny patii

traumatech ¢i chirurgické intervenci v oblasti kloubu.
urazy kloubu, dale pak razné nitrokloubni injekcni aplikace — obstiiky, punkce, tak
chirurgické vykony. Dalsi cestou infekce kloubu je cesta hematogenni. Touto cestou se
dostane bakterie pii septické artritis do kloubu nejCastéji. Septicka artritis muze
vzniknout rovnéz, pokud se bakterie dostane do kloubu z okolnich tkani, jez jsou
postizeny infekci. Takovym mistem muze byt napiiklad erysipel na bérci a postizenym
kloubem pak bude kloub kolenni. U septické artritidy dochéazi vétSinou k postizeni
jednoho kloubu a to v 80-90% . Mluvime zde tedy o monoartritidé. Polyartritida, tedy
postizeni vice kloubt se u septické artritis objevuje v 10-20% piipadd, zvlasté u
rizikovych pacienti. ™! €2 2022 Rizikovymi faktory jsou jiz diive poskozené klouby a
to zejména vlivem pisobeni autoimunitniho zanétu pii revmatoidni artritis. Takto
zmeénené klouby jsou k infekci nachylnéj$§i. Mezi dalsi rizikové faktory se fadi diabetes,
vék nad 65 let, predchozi intraartikularni injekce, kozni infekce, kozni vredy,
imunosuprese, €1 imunodeficience a rizikové sexualni chovani. U nekterych
mikroorganisma, jako napfiklad u S. aureus, se objevuje tkanovy tropismus
k synovialni tekutiné a snadno se vaze prostfednictvim svych specifickych tkanovych
faktorti na nékteré jeji slozky jako je kyselina hyaluronova, ¢i na kloubni kolagen a
sialoprotein. Incidence tohoto onemocnéni se pohybuje okolo 2 - 6 piipadi na 100 000

Ob}’V atel (Brush 2022;Momodu 2023)

S. aureus je povazovan za nejcastéjSiho pivodce septickych artritid. Udava se, ze je
zodpovédny za 40-60% piipadd tohoto onemocnéni. Nasleduji streptokoky s 20-30%
podilem, enterokoky s 10-20% podilem ze vSech piipada. U 10-20% pfiipadd zistava
puvodce neobjasnén. Faktorem, ktery ma znacny vliv na infekCni agens, je vék. S.
aureus, Streptococcus sk. A a Enterobacter jsou etiologickym agens v kterémkoliv
véku, u déti prevlada S. aureus, vyskytuje se rovnéz Kingella kingae, u sexualné
aktivnich jedinci je to Neisseria gonorrhoea, ktera nezpisobuje ovSem typicky prubéh
septické artritis. Byva spojena s vyskytem papul a postihuje vice kloubt. Pro svij
odlisny pribéh a projevy lisici se od negonokokovych septickych artritid bude tato
artritis probrana samostatné. U starSich osob je ¢astym ptivodcem negonokokové artritis
S. aureus, u diabetikt Streptococcus skupiny B. Paklize je pacient drogove zavisly a lze
usuzovat na intravendzni aplikaci drog, je zde pfedpoklad infekce pseudomonadami, ¢i

infekce gramnegativnimi bakteriemi. Rod Mycobacterium je odpovédny za vznik
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tuberkuldzni artritis, spirochéta Borrelia burgdorferi je pti¢inou vzniku lymeské artritis
pfi rozsevu onemocnéni lymeska borelidza. Nebot se jak tuberkulozni, tak lymeska
artritis, odli§uje od ostatnich septickych artritid, budou i ony popsany samostatng. ™!t
al. 2022 pyi podezieni na septickou artritis se opakovan& odebira hemokultura. Ta byva
pozitivni v cca 40% piipadt. ®¥¥ 2!V K mikrobiologickému vysetieni se rovnéz odebira
punktat z kloubt, je-li pfitomem hnis, odesila se rovnéz k rozboru. Ze vzorku se zhotovi
mikroskopicky preparat a provede se kultivace jak aerobni, tak anaerobni, a to véetné

v ; e,qe . .. 1 , , v v v v v s (H h
ur&eni citlivosti k antimikrobialnim latkam. VyuZziva se rovnéz PCR vysetieni. e 2

Sticha 2020)

1.2.2  Gonokokova artritis

Ke vzniku gonokokové artritis dochazi pfi diseminaci gonokokové infekce a fadi se
mezi bézné komplikace akutni kapavky, ktera je zptusobena diplokokoem Neisseria
gonorrhoea. Gonorrhoea, téz kapavka je vysoce nakazlivou infekci, ktera se prenasi
zejména sexudlnim kontaktem. Mozny je rovnéz pienos transplacentarni. Jde o
onemocnéni s kratkou inkubacni dobou pohybujici se mezi 2 az 14 dny, postihujici
primarné epitel urogenitalniho traktu. K uchyceni na epitel a priniku do bun¢k bakterie
vyuziva opacitniho faktoru a fimbrii. Neisseria vyuziva také IgA 1 proteaz, které §tépi
slozky IgA, ¢imz znemozni jeho obrannou funkci. Dal§im faktorem virulence je pro
tohoto gonokoka LOS — lipooligosacharid, diky némuz unikd lyze komplementem a

; 5 4 alo ¥ : Sti 0: Li 2023; Zimova 201
jeho lipidova slozka slouzi jako endotoxin, (Huryeh a Sticha 2020: Li 2023; Zimova 2013)

Pokud dojde k diseminaci onemocnéni diky hematogennimu S§ifeni a onemocnéni
postihne pohybovy aparat, mizeme projevy fadit do 2 klinickych jednotek. Prvni je
lokalizovana artritis, ¢asto postihujici koleno, kycel, méné Casto pak loket, ¢i drobné
klouby ruky. Tato artritis ma nahly zacatek a projevuje se zarudnutim v misté kloubu se
silnou bolestivosti. Druhou jednotku tvofi syndrom artritis-dermatitis, kdy se v 75%
piipadu objevuji zejména na trupu a koncetinach 1éze jako pustuly, makuly, papuly, ¢i
buly, které ¢asto mizi bez 1écby. Dale se objevuje 1 tendosynovitida, pii které pacienti
udavaji zvysenou citlivost podél §lach a §lachovych pochev, bolesti pii pohybu ¢i pii
extenzi. Tento zanét Slach a Slachovych pochev postihuje ¢asto prsty na rukou a nohou,
zapésti a kotniky. Artritida z tohoto komplexu se vyznacuje polyartralgii velkych 1
malych kloubt. Pii tomto syndromu se vyskytuji i celkové piiznaky jako je horecka

nebo zimnice. 219
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Diagnostika gonokokové artritidy vychazi z ptitomnosti typickych klinickych projevi
gonorrhoei, anamnézy pacienta. Az u 80% nemocnych gonokokovou artritis je
Neisseria gonorrhoea zachycena kultivaénim vySetfenim kloubniho punktatu. ™
2913 Kloubni punktat lze rovnéz vysetiit na pfitomnost DNA Neisseria gonorrhoea
pomoci PCR. Pokud nezachytime tohoto gonokoka kultivaci kloubniho punktatu, PCR
vytéru z uretry, rekta, ¢i faryngu poskytuje pozitivni vysledek. Vysetienim ELISA je
mozné stanovit jak pfimo antigen, tak protilatky, (2013 Zimkova 2013: Musil 2022) 1y oy stika
gonorrhoei ze stéru  zcervixu, rekta, faryngu je rozvedena v Casti

MIKROBIOLOGICKA DIAGNOSTIKA.

1.2.3 Lymeska artritida

O lymeské artritis hovofime tehdy, dojde-li pfi ¢asné a pozdni diseminaci onemocnéni
lymeska borelioza ke zménam na pohybovém aparatu. Klinicky se artritis projevi
bolesti svala a kloubti, vznika zanét kloubu, synovie reaguje tvorbou vypotku, kloubni
pouzdro je zesileno, objevuje se velka unava, horecky. Pro tuto artritis je typicky rovnéz
jeji cyklicky prubéh. Obdobi klinickych pfiznaki je stiidano obdobim remise, kdy neni
zadnych zjevnych znamek zanétu. Artritida postihuje velké klouby, pfi¢emz nejcastéji
je postizen kloub kolenni, kdy dochazi k masivni tvorb& vypotku. V ptipadé€ chronické
perzistentni infekce lymeské boreliozy muze dojit k rozvoji chronické artritis. K tomuto
muze dojit az roky po prodé€lani infekce lymeské boreliozy. Pri¢inou v tomto pripadé

neni pouze infekce samotnd, nybrz 1 imunopatologicka reakce, ktera se v misté rozviji.
(Bartingk 2013)

Plvodcem onemocnéni lymeska borelioza, jenz je podkladem pro vznik lymeské artritis
je gramnegativni striktné patogenni spirocheta rodu Borrelia, konkrétné komplex
Borrelia burdorferi sensu lato. (dale jen Bbsl) Tento komplex zahrnuje okolo 11
genospecies, pfiCemz u nas se nejvice vyskytuje Borrelia burdorferi sensu stricto,
Borrelia garinii a Borrelia afzelii. Bbsl je prenaSena klistaty rodu Ixodes, v jejichz
stfevé probiha mnozeni borelii. K pfenosu na hostitele dochazi po priniku borrelii skrze
sttevni sténu klistéte do hemolymfy, s niz se dostanou az do slinnych zlaz klistéte.
Klisté se pak pfisaje na Clovéka a prostfednictvim slin pak vylucuje borrelie do mista
pfisati. Po pfisati infikovaného klistéte je v ¢asném stadiu infekce v naprosté veétsing
pfipadii pfitomna erythema migrans- zaCervenani pokozky s vybledlym stfedem.
S délkou dobou piisati vzrista riziko vzniku infekce lymeskou boreliozou. Té rovnez

napomaha skutecnost, ze promotenost klistat borreliemi je vysoka. Pro perzistenci
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infekce jako takové je zasadni existence rezervoarovych organismu. Ti funguji coby
dlouhodoby zdroj infekce. Rezervoarovym zviretem pro borelie jsou hmyzozravi ptaci,
hlodavci aj. Pfenos mezi lidmi se dosud neprokazal. K prenosu infekce muze dojit i
prostiednictvim obsahu stfev kli§tat a to skrze neporuSenou kuzi. Borrelidza se Sifi

- N ok P . (Bartiingk 2013;
tkani lymfogenng, k méné intenzivnimu §ifeni dochazi i cestou hematogenni2nek 2015

Krbkova 2007)

Borrelie disponuje mnohymi mechanismy, jez napomahaji k rozvoji infekce. Diky
variabilité¢ povrchovych antigent, kdy je borelie schopna zmény struktury, muze dojit
k uniku pred imunitni reakci. Borrelie vykazuji tkanovy tropismus a to vaci kazi,
podkozi, nervovému systému, srdci, kloubiim a kosternimu svalstvu, coz prispiva Sifeni
do téchto organt a jejich osidlovani borreliemi. V kloubu se borrelie s velkou ochotou
vazi na proteoglykany — na chondroitin sulfat a keratansulfat. Dochazi zde rovnéz
k pronikani bun€k produkujicich zanétlivé cytokiny, aktivuji se synovialni buiky
k produkci zanétlivych cytokint, jako je TNF- o, ¢i IL-1. Endotelialni buriky produkuji
i hydrolytické enzymy jako jsou proteinazy a kolegenazy. Diky pusobeni téchto, nastava
destrukce kloubni chrupavky. Paklize neni infekce 1éCena v této fazi antibiotiky, ¢i
pokud terapie selze, v kloubech dochazi k prezivani a dal§imu mnozeni borelii, které
jsou zdrojem perzistujici infekce, diky niz miaze dochazet ke vzniku chronické artritis,
ktera je zapficCinéna i diky prolomeni autotolerance k vlastnim antigenim. Artritis je pak
tedy charakteru autoimunitniho Batnek 2013 Kibkovd 200D g 1,v0ii chronické artritis
ptispiva i pfitomnost haplotypu HLA-DRB1*0401. Po prodélani lymeské boreliozy se u
malého procenta ptipadu vyskytuje tzv. postborreliovy syndrom, kdy postizeni popisuji
velkou unavu omezujici je v zZivot€, poruchy paméti a nalad, bolest kloubd. Tento
syndrom vSak nebyl dosud presné definovan a nékterymi autory je zpochybtiovana

spojitost t&chto stavil s prod&lanou lymeskou borreliozou. kv 200D

Pro diagnostiku lymeské artritis je vyuzivano nepifimého prukazu a to vySetfenim séra a
kloubniho vypotku metodou ELISA, kdy stanovujeme antiborreliové protilatky tridy
IgG, IgM. Pii pozitivité se provadi potvrzeni metodou WESTERN BLOT. VySetteni
ELISA ma své limity, mezi néz patfi omezena specifita a faleSna pozitivita diky
promofenosti populace, Bartinek 2013: Kivkovi 2007 peR - yyietieni neni pii diagnostice
lymeské artritis béznou praxi, ale muze potvrdit podezieni nebot’ zachyt ptitomnosti

borreliové DNA se udava v 60-85% piipadd této infekce. *kov4 200D
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1.2.4  Periproteticka infekce

Infekce je s jistotou nejvice obavanou komplikaci, se kterou se v oboru endoprotetiky
muzeme setkat. Jde o komplikaci, ktera se vyskytuje u 1-2% provedenych nahrad
kloubt. Tato &isla jsou vztahovana k primarnim nahradam kloubu. Reseni téchto infekci
velmi Casto spociva v nutnosti reoperace a odstranéni implantatu, oSetfeni prostoru
kloubu s provedenim nasledné reimplantace. Zivotnost sou¢asnych endoprotéz se udava
mezi 15-20lety, ovSem je zde znaCny vliv nadmérného pretézovani kloubu, at’ uz je
pti¢inou obezita pacienta, ¢i pokud pacient nemirni pfi sportovnich aktivitach. Diky
viem témto faktordm se sniZuje doba, po niz implantat bude pacientovi slouzit. P
2021; Dungl 2014; lzakovicova 2019) ya1 5 alternativa 168by se nabizi debridement s ponechanim
endoprotézy na svém mist€, s pouzitim vyplachd jod povidonem ¢i pénou s obsahem
antimikrobialnich latek. Existuji zde vSak kritéria pro stanoveni pravé tohoto zpusobu

1é&by. Paklize se nedodrzi, mtZe to mit neblahé disledky pro pacienta. To™ 2017

Patogeneze tohoto onemocnéni vétSinou spociva v zaneseni mikroorganismu do dutiny
kloubu béhem operace. Infekce kize, infekce zaludku a stiev, rovnéz také infekce
dychacich cest ¢i mocCopohlavni soustavy byvaji také fokusem infekce a tedy
potencialnim zdrojem pro hematogenni rozsifeni infekce do oblasti kloubu. Jako
ptvodci téchto infekci jsou v nejvétsi mife identifikovani puvodci ze skupiny
grampozitivnich kokt, obzvlasté stafylokoky, streptokoky. Z gramnegativnich bakterii
jsou to Casto pak E. coli, Proteus ssp. U pacienti se soucasnym vyskytem dvou ¢i vice
chronickych onemocnéni byvaji Casto izolovany streptokoky. Tyto jsou Castym nalezem
u infekci, které vznikly hematogenni cestou. U rizikovych pacientl je situace jina a
objevuji se zde specificti pavodci. Prikladem budiz Mycobacterium tuberculosis. Mezi
fungalnimi etiologickymi agens hraje prim Candida species, konkrétné¢ Candida

albicans — ta je ptvodcem u 47% vsech fungalnich infekci kloubnich nahrad. ™" e 2
2022)

Naprosto zasadni vlastnosti téchto mikrobu je schopnost tvofit biofilm. Biofilm je
populace mikroorganismu, ktera za pomoci adheziv pevné pfilnula k povrchu, zde
k implantatu. Buiky jsou ulozené v 3D struktufe obsahujici Cetné dutiny, které jsou
spojeny kanalky. Tato struktura je vysoce hydratovana diky vlastni produkci matrice
slozené z polysacharidd, proteint, nukleovych kyselin, ¢i lipida. Jednotlivé bunky
mikroorganismu se nejdiive vyskytuji v planktonické formé, po pfichyceni se proméni

v jiz zminénou strukturu. Tato zména je spjata s hlubokymi zménami uvniti bunék. U
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bunék komplexu biofilmu pak dochézi ke zméné fenotypu. Bakterie v biofilmu vykazuji
1000x vyssi odolnost vici pusobeni antibiotika, na které by v ptvodni, planktonické,

fOfl’Ilé byly Ci ﬂiVé ( Izakovicova 2019; Schindler 2014)

Mikrobiologicka diagnostika spociva v punkci kloubu, kterd musi byt ov§em provedena
ptisn€ asepticky. Punktat se odesle ke kultivaci, jak aerobni, tak anaerobni, spolu
surCenim citlivosti k antimikrobialnim latkdm. Pokud méame podezieni na infekci
fungalniho puvodu, uzije se odpovidajici puda a provede se stanoveni citlivosti k
antimykotikim. Vynaty implantat se podrobi sonifikaci, pfi niz je citlivé odstranén
biofilm. Sonifikovana kapalina je po centrifugaci kultivovana na agarovych plotnach.
Pokud je kultivace vyjde jako negativni a sonifikovana kapalina zistane nezkalena,
povazuje se vysledek vySetfeni za negativni. Tekutinu po sonifikaci 1ze také pouzit pro
prukaz patogenu pomoci metody PCR. Toto vySetieni poskytuje vysokou jak
senzitivitu, tak specifitu. Vysetfeni poskytuje vysokou senzitivitu i specifitu i u pacientd
uzivajicich antibiotika, Musil ot al- 2022 Laboratomi pfirucka OKMP)
1.2.5 Reaktivni artritis

Reaktivni artritis je zanétlivé onemocnéni, které postihuje zejména klouby dolnich
koncetin. Vzniku této artritis predchazi prodélani infekce urogenitalniho, ¢i
gastrointestinalniho traktu. Patogen se do kloubt dostava prostfednictvim infikovanych
monocytl jako antigen ¢i jako imunokomplex. Organismus na jeho pfitomnost reaguje a
to vznikem imunitné podminéné artritidy. U nemocnych dochazi i1 k extraartikularnim
zménam nejéastéji na oku, urogenitalnim aparatu, sliznicich, kGzi a srdci. Casto dochazi
k tzv. Reitnerovu syndromu, kdy se u postizenych reaktivni artritis vyskytuje triada
onemocnéni- artritis, konjunktivitida a uretritida. Diky nejednotn€ pouzivanym
diagnostickym kritériim nelze jednoznacné vymezit, co reaktivni artritidou je a co
nikoliv. Nektefi autofi povazuji za reaktivni artritidy vS§echny nov€ vzniklé, imunitné
zprosttedkované artritidy, po jakékoliv infekci jakékoliv sliznice. Jini autofi zafazuji
jako popud k vzniku této artritidy rovnéz vakciny, ¢i nékteré léky jako je interferon alfa.
Napfi¢ vSemi nazory vSak panuje shoda, ze patogen pii reaktivni artritidé nenapada

mikrob primarné& klouby, (Pemkeva 2008

Ke vzniku reaktivni artritis Casto samotna prodélana infekce nestaci a je nutno jisté
predispozice a tou je pritomnost alely HLA-B27, ktera je spojovana se zvySenim
produkce prozanétlivych cytokinl, zménami autotolerance a autoreaktivity a celkove se

vznikem nespecifickych zanétlivych onemocnéni. Reaktivni artritis vznika v soucinnosti
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infekci pusobiciho patogenu s pozitivnim haplotypem HLA-B27, ktery je pfitomen u
65-90 % nemocnych. PImEvd 209R eaktivni artritis valna ast autord fadi do dvou
velkych jednotek a to na reaktivni artritis enterickou a postchlamydiovou. Enterickou
reaktivni artritis zpusobuji nejCastéji bakterie Yersinia enterocolitica, Yersinia
pseudotuberculolis, Salmonella enterica serovar Typhimurium, Enteritidis, Paratyphi B
a C, Campylobacter jejuni a dals$i. Pivodcem postchlamydiové reaktivni artritis je
Chlamydia trachomatis. Diagnostika reaktivni artritis je Casto slozitd a je vyiena na
zakladé klinickych projevi a na podkladé anamnézy, v niz je zaznamenano prodélani
infekce gastrointestindlni i urogenitalni, nebot’ kultivace synovie z postizeného kloubu
byva negativni. Bakterie v kloubu byt pfitomné mohou, avSak maji ¢asto zmeénénou
formu a vyskytuji se zde vtzv. L-forme. V takové formé postradaji schopnost
reprodukce a nelze je tedy podrobit kultivaci. V této formé mnohdy perzistuji v téle
dlouhou dobu, odolavaji u¢inkim ATB a mohou byt zdrojem pro opakované reinfekce.
Nebot v téle jsou vyvinuty protilatky po pfedchozi infekci, je mozné vyuzit stanoveni
nepiimé, ELISA metodou. Ani ta se vSak vtomto piipadé neukazuje jako zvlast
pfinosna, nebot je zde omezena senzitivita i specifita vySetfeni. U vySetfeni na
protilatky Chlamydia trachomatis se navic vyskytuje zkfizena reakce s Chlamydia

pneumoniae. Chlamydia trachomatis nejspolehlivéji odhali realtime PCR. (AU 202

Dejmkova 2008; Chakraborty 2023)

1.2.6 Tuberkulozni artritis

Tuberkuléza (TBC) postihuje mimoplicni tkané =ziidka, nebot jeji pavodce je
organismus striktné aerobni a prostiedi plic poskytuje mykobakteriim, coby ptivodcim
TBC, nejpiihodnéjsi podminky k ristu a rozmnozovani. Pouze 1-3 % ptipada TBC
postihuje pohybovy aparat. V CR se jedna asi o 50 piipadd ro¢ns. "¢ 'Y v poloving
pfipadi je postizena patet, druhou polovinu tvoii zejména postizeni velkych kloubt a to
kloubu kycelniho a kolenniho. Tuberkuldzni artritis vznika jako indolentni zvolna
progredujici monoartritida na pozadi plicni TBC. Ke klinické manifestaci tuberkul6zni
artritis muze dojit az po fadé let, nebot’ mykobakterie jsou schopny perzistence v téle
hostitele. V kloubu pfi tuberkuldzni artritis dochdzi ke tvorbé vypotku s obsahem
fibrinu a kloub zdufi. Ke vzplanuti této artritis dochazi snaze u kloubd, jez byly
poskozeny artritickymi zménami, dale u pacientl imunosuprimovanych, at' jiz diky
uzivani kortikosteroidt, ¢i skrze autoimunitni onemocnéni, u pacientd podstupujicich

biologickou 1é¢bu, u diabetiki, nebo HIV pozitivnich. Incidence onemocnéni muze
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narustat, nebot’ stoupa pocet pacienti imunosuprimovanych a dochazi rovnéz ke vzniku

rezistenci na dosud uZivana antituberkulotika, (Pune! 2014: Grange 2009; Petty 2011)

Pivodcem onemocnéni je, jiz zminény rod Mycobacterium. Nejcastéji jde o komplex
Mycobacterium tuberculosis, kam se fadi Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
bovis ¢ Mycobacterium  africanum.  Méné  Castym  puvodcem  jsou
atypicka/paratuberkul6zni mykobakterie mezi néz se zatazuji Mycobacterium avium,
Mycobacterium kansasi, Mycobacterium chelonae a Mycobacterium marinum. (Musil et al
2022 poté, co mykobakterie vnikne do tkan&, dojde k odezvé organismu a to formou
nespecifického zanétu provazeného otokem, infiltraci mononukledry a makrofagy.
Pravé makrofagy pohlcuji-fagocytuji mykobakterie. Krozsevu infekce dojde
lymfogenni, ¢i hematogenni cestou. Tuberkuldéza je typicka také pritomnosti
tuberkuloznich uzliki- tuberkula typického vzhledu, kdy na periferii je pfitomen lem
z lymfocyta, pod nim se nachazi vrstva bunék epiteloidnich s velkymi mnohojadernymi
Langerhansovymi burikami. Tuberkul Casto podléha kasedzni nekroze, ktera postihuje i

okolni struktury a mézZe tak dojit k §ifeni infekce per continuatem do okoli, Hometka 2016

Kultivacni prikaz mykobakterii je narocnou disciplinou hned v nékolika smérech.
Jelikoz mykobakterie jsou bakterie s dlouhou generacni dobou a to 15-20 h oproti par
minutam u jinych bakterii, je kultivace narocna Casové. Kultivace je ukoncena nejdiive
za 3-6 tydnd. Ke kultivaci se uZivaji specialni ptdy, jako je ptida Sulova obohacena
bovinnim sérem, ¢i piada Lowenstein-Jensenova s obsahem vaje¢nych Zloutkt. Namisté
je rovnéz zminit, ze kultivace vypotku postizeného kloubu se dafi jen zfidka, nebot
mykobakterie se v kloubu nachdzi v paucibacilarni formé a jsou tak obtizné
kultivovatelné. Vhodnéjsi je provést kultivaci trachealniho aspiratu, ¢i
bronchoalveolarni lavaze. Z t€chto mizeme rovnéz zhotovit mikroskopicky preparat a
obarvit jej barvenim dle Ziehl-Nielsena. Z ptimych metod prikazu mykobakterii se jevi
vhodna metoda PCR, kterd nam oproti kultivaci pfindsi potvrzeni piitomnosti

mykobakterialni DNA ve vzorku a to jiz v fadu par hodin, M e 22022

1.2.7 Septickd bursitida

Septicka bursitida vznika tehdy, dojde-li k infekci bursy. Bursa, nebo také tihovy vacek,
je uzavienym vackem obsahujici synovialni tekutinu, a patfi k pomocnym zafizenim
kloubli. Bursy se vyskytuji mezi kostmi, vazy a diky svému fluidnimu charakteru
pomaha snizovat v kloubu tfeni a napomaha tak pohyblivosti v kloubu. Septicka bursitis

se tyka nejcastéji kolenniho kloubu, ¢i lokte. Pfi rozvoji septické bursitis hraje roli u
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burz uloZenych superficialng, tedy blizko povrchu kiize, praveé ztrata integrity kize jako
kuptikladu pfi dermatitis ¢i psoriaze, nebo pii poranéni kuze. Typicky je pak rozvoj
bursitidy pfi opakovanych poranénich v oblasti kloubtli, které postihuje Casto napf.
sportovce, tesare, zedniky. V takovém piipadé bakterie do bursy pronikne zvenci skrze
poranéni. Septicka bursitida postihuje vice muze, pacienty imunosuprimované, pacienty
se dnou, reaktivni artritis ¢i pfi onemocnéni diabetes mellitus. K Sifeni bakterialni
infekce muze dojit i per continuatem napf. pii septické artritis kloubu nachazejiciho se
v blizkosti bursy. Hematogenni Sifeni infekce zjiného infekéniho fokusu je rovnéz
jednou z pfi¢in vzniku septické bursitis. Mezi projevy septické bursitis patii zarudnuti
v misté postizeni, kiize je zde tepla na dotek, vyskytuje se horecka. Komplikaci septické
bursitis muze byt vznik kozni ulcerace, ¢i neuropatie jako reakce na utlak nervu
zvétSenou bursou. Muze dojit rovnéz k rozvoji chronické bursitidy a to zejména diky
atypickym mykobakteriim, jako je Mycobacterium marinum- typicky u chovatela

akvarij nich I'yb a I'yb é,f'ﬁ, & diky kandidoze. (Bracilovic 2019; Kotton 2023; Truong 2023)

Nebot' septickd bursitis se vyskytuje nemalo v koexistenci se septickou artritis,
nachazime zde obdobné etiologické agens. Jako nejCastéjsi puvodce se ukazuje
Staphylococcus aureus, ktery je zodpovédny za vice nez 80% pfipadid septickych
bursitid. B7ovie 2019 Nezi dalsi pivodce se fadi pak streptokoky, koagulaza negativni
stafylokoky, enterokoky, E. coli, také Cutibacterium, ¢i Pseudomonas aeruginosa. Jak
jiz bylo zminéno vySe v piipadé chronické septické bursitis se muze vyskytovat jako
puvodce rod Mycobacterium. Pavodce je diagnostikovan vySetfenim synovialni
tekutiny, kdy se tato podrobi mikroskopii a kultivacnimu vySetteni, ¢i metodou PCR.
Pii systémovych projevech jako je horecka ¢i zimnice se piidava odbér

hemokultur (Bracilovic 2019; Kotton 2023 Truong 2023)

1.3 STRUCNA CHARAKTERISTIKA VYZNAMNYCH BAKTERIALNICH
PUVODCU KLOUBNICH INFEKCI

1.3.1 Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus je grampozitivni fakultativné anaerobni kokovita bakterie,

predstavujici nejvyznamnéjsiho zastupce skupiny koagulaza-pozitivnich stafylokoku.
Patfi mezi oportunni patogeny. YO™* @ ¥+ 2009 Tato bakterie se nachazi az u 40 %
populace, ovSem Casto nezpusobuje obtize a Cloveék pak slouzi coby bezpiiznakovy
pienage, (Becker a kol 2016) Niogigstvi patii mezi rizikové faktory, které zptisobuji vznik

infekce. Staphylococcus aureus je typickym pavodcem pyogennich infekci, které
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mohou byt lokalni, ohrani¢ené v podobé abscesu. Bakterie dokaze zapficinit rizné typy
infekci, jako je napfiklad infekce kiize a mékkych tkani, také infekce dychacich cest,
endokarditidy, septické artritidy a osteomyelitidy, infekce mocovych cest ¢i dokonce
sepse. (oftus kol 2018) 1 fel ce nejeastéji vznika v misté poranéni, jako jsou popaleniny,
traumatické rany, operaCni rany atp. Predispozici ke vzniku infekce jsou také virové
nemoci, jako chfipka, dale pak diabetes mellitus, malignity ¢i imunosuprese jedince.
Vysoké riziko infekce stafylokokem je u predCasné narozenych déti, u novorozenci,

Senior. (Votava a kol 2003)

Staphylococcus aureus je schopen preziti ve vysoké koncentraci soli, odolava
alkoholovym desinfekcim, vysuseni, roste v Sirokém teplotnim rozmezi (od 7°C az do
46°C), a dafi se mu pii pH vrozmezi od 4,2 do 9,3. (Vowa @ kol 2009 1 giky své
nenarocnosti a odolnosti je Staphylococcus aureus vyznamnym nozokomialnim
patogenem. Bakterie rovnéz disponuje celou fadou faktord virulence, diky nimz je
mikroorganismus schopen vyvolat infekci. Mira virulence souvisi se spektrem téchto
faktori u daného kmene bakterie. Mezi faktory virulence, jez se nachazi v bunécné
stén¢ bakterie, patfi pfitomnost polysacharidového pouzdra znemoziujiciho fagocytozu,
pfitomnost proteinu A, ktery vazbou na Fc fragment imunoglobulini rovnéz
znemoziiuje fagocytozu mikroorganismu a také kyselina teichoova v bakterialni sténé.
Diky této kyseliné je mikroorganismus schopen navazat se napiiklad na sliznice.
Bakterie rovnéz disponuje enzymy, mezi néz patii hyaluronidaza, usnadiujici bakterii

Sifeni tkani, a plazmakoaguléaza, ktera hraje roli v tvorb¢ abscesu.

Staphylococcus aureus je producentem exotoxinu, mezi néz patii hemolyziny (a ,f, v,
d), které pusobi cytolyticky, i toxicky na erytrocyty, leukocyty, markofagy, lymfocyty
a poSkozuji tkané€. Dal§im exotoxinem je Panton- Valentiniv leukocidin, vysoce ucinny
cytotoxin se zasadnim vlivem na prubéh stafylokokové infekce. Jeho pasobenim
dochazi k nekrotické destrukci tkan€, k leukopenii, ¢imz je omezena fagocytéza. Tento
stafylokok disponuje enterotoxiny (A-G), pusobici alimentarni enterotoxikozu, dale
toxinem syndromu toxického Soku (TSST-1), ktery je spolu s exfoliatiny (A,B,C) fazen
mezi tzv. superantigeny, které jsou schopny nespecificky vyvolat nekontrolovatelnou
aktivaci T-lymfocytd s vyplavenim obrovského mnozstvi cytokini. Exfoliatiny jsou
zodpovédné za vznik impetiga u novorozencu a stoji za klinickym obrazem syndromu
oparené kuze. V neposledni fad€ je tu coby faktor virulence piitomnost nékolika gent

rezistence vuci beta laktamovym ATB, ¢i vuci ATB vankomycinu. Takové kmeny se
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znaCi jako MRSA, (methicillin-resistant Staphylococcus aureus), Cili odolny ucinku
meticilinu, a dale pak VRSA (z vancomycin-resistant S. aureus) tedy rezistentni
vici vankomycinu. MRSA kmeny jsou ve vys$si mife patogenni a tedy nebezpecné pro
oslabené jedince a hospitalizované. Pacienti s MRSA i VRSA jsou uloZeni na izolac¢ni
pokoj, aby se zamezilo Sifeni tohoto nebezpe¢ného kmene. Mame-li podezieni na
pfitomnost MRSA kmene, pro jeho diagnostiku miizeme vyuzit chromogennich MRSA

o . ;ox Hurych, Sti 1.2020; Vot kol., 2
agart, latexaglutinaci, & PCR.(Humeh. Sticha etal.2020: Votava a kol 2003)

Pro kultivaci druhu Staphylococcus aureus se vyuziva krevni agar s 5 % beranich
krvinek. Kontaminované vzorky se vkladaji na selektivni pudu, napfiklad krevni agar
s 10 % NaCl, ktery zamezi ristu gramnegativnich bakterii. V pfipadé pozorovani na
krevnim agaru, lze spatfit 1 — 3 mm velké, neprihledné, hladké, lesklé, okrouhlé a

pigmentované kolonie s p-hemolyzou, (Vo kol 2003

1.3.2  Staphylococcus - koaguldza negativni kmeny
Koagulaza negativni stafylokoky jsou grampozitivni bakterie kokovitého tvaru. Jedna se

o stafylokoky, které maji fakultativné anaerobni metabolismus a jsou schopny tvofit
katalazu. Koagulaza negativnich stafylokokti je v soucasné dobé popsano nékolik
desitek druhi, které se od sebe lisi morfologii, schopnosti ristu za pfitomnosti NaCl,
optimalni teplotou pro rast a mnozeni, produkci enzymua ¢i schopnosti utilizovat
sacharidy, (Flette- Versehracgen. 2009 N fo7i druhy koagulaza negativnich stafylokokd se fadi ty,
u nichz nedochazi k tvorbé koagulazy, tedy nekatalyzuji pfeménu fibrinogenu na fibrin,

¢imz nedochazi k tvorb& koagula v plazmg, & kryi, Huyeh. Sticha 2020)

Koagulaza negativni stafylokoky se vyskytuji, coby soucast fyziologického mikrobiomu
cloveéka 1 zvifat. Piesto u rizikovych skupin jedinci mohou zapfi¢init infekci, ktera
pfinasi komplikace v 1écbé. Tato skupina stafylokokti muze byt nebezpecna pro
pacienty, ktefi maji umélou srde¢ni nahradu, pro predCasné narozené déti, pro pacienty
s kloubnimi nahradami, & pacienty s katetry. ©" %' V nemocni¢nim prostiedi jsou
tyto bakterie Castym patogenem, pficemz 1éCbu infekce jim zptsobenou, znesnadiiuje
vysoky podil kmentd s geny rezistence pro meticilin a vzrustajici poCet kmenu, které
vykazuji nizsi citlivost ke glykopeptidovym antibiotikim. ®cker @ kol 2019 ye)m;
vyznamny faktor virulence predstavuje schopnost téchto bakterii tvofit biofilm, ktery
poskytuje bakteriim jak ochranu vic¢i imunitnimu systému jedince, tak vici pusobeni

ATB. Diky tvorbé biofilmu jsou Castymi puvodci infekci implantatu, jak jiz bylo
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zminéno vySe. U infekci umélych nahrad kloubd jsou dokonce koagulaza negativni

stafylokoky pii¢inou infekce ve 30-40% pripadg. i kol 2022

Mezi nejvyznamnéjsi druhy koagulaza negativnich stafylokoka se fadi Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus haemolyticus a Staphylococcus lugdunensis. Uvedené
druhy jsou spojeny s rozvojem infekci implantatd. Druh Staphylococcus saprophyticus
muze byt pfiCinou akutni uretritidy, Staphylococcus lugdunensis zpusobuje infekcni
endokarditidy. Skupina koagulaza negativnich stafylokok(i nedisponuje tolika faktory
virulence coby koagulaza pozitivni Staphylococcus aureus, nicméné patii mezi druhy

velkého klinického vyznamu a nelze je opomijet, B 201

1.3.3 Streptococcus subspecies

Rod Streptococcus zahmuje drobné grampozitivni katalaza negativni koky. Typické pro
tyto koky je jejich fazeni se do dvojic ¢i fetizkt. Streptokokl existuje nékolik druhd,
nekteré jsou patogenni, jiné pak oportunné patogenni. Bakterie jsou béznou soucasti
ptirozené flory v ustech, dale pak v hornich cestach dychacich, ve vaginalni sliznici ¢i
v zazivacim traktu. Streptokoky jsou zpravidla fakultativné anaerobni, jejich kultivace
vyzaduje obohaceny krevni agar a zvySenou tenzi CO, Bakterie fermentuji cukry, jsou
citlivé na vankomycin a vyjma y-hemolytickych streptokokd jsou schopny lyzovat

berani erytrocyty v krevnim agary, et a Sticha 2020)

Dle typd hemolyzy lze streptokoky také klasifikovat. Skupina a-hemolyticka, kdy se
jedna se o hemolyzu neuplnou, ktera je vyvolana peroxidem vodiku a pisobi degradaci
hemoglobinu. V disledku toho dochazi k jevu zvanému viridace, kdy se Cervené krevni
barvivo hemoglobin zméni na zeleny verdoglobin. Typické je pro druh Streptococcus
pneumoniae a viridujici Ustni streptokoky. B-hemolyticka skupina streptokokt se
vyznacuje uplnou hemolyzou, ktera se projevuje odbarvenim erytrocyti s projasnénim
agaru. Tento druh hemolyzy je pozorovan u druhQ Streptococcus pyogenes, Ci
Streptococcus agalactiae. U skupiny y- hemolytické mluvime o nehemolytickych
streptokocich, agar se neodbarvi a zistane nezménén. Mezi tyto druhy se fadi napiiklad

S treptococcus bovis ( Hurych a Sticha 2020; Reglinski 2015)

Mezi dalsi dulezitou charakteristiku tfidéni streptokoka patii pfitomnost polysacharidu
C, ktery je skupinoveé velmi specificky. Vyskytuje se u beta-hemolytickych streptokoka
a naopak neni pfitomen u pneumokokd a viridujicich streptokokd. ®€inski 2019 Bakterie

se pak cleni (dle Lancefieldové) do skupin A, B, C, D a dalsi, pfi¢emz klinicky
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nejvyznamnéj§i jsou skupiny A s predstavitelem S. pyogenes a skupina B
s predstavitelem S. agalactiae. Pro druh Streptococcus agalactiae se pouziva oznaceni
GBS a je vySetfovan ve stéru zvaginy a rekta u téhotnych zen okolo 36 tydne
téhotenstvi, nebot’ je pivodcem nebezpecné purulentni meningitis a sepse novorozencu.
Tato bakterie umi uniknout fagocytéze a to diky vyskytu pouzdra s obsahem kyseliny
sialové, jez brani aktivaci komplementu. U GBS pozitivnich rodicek se pfistupuje k i.v.
podani penicilinu na za¢atku porodu, aby se tak utvoftila profylaxe pro ptipad nakazeni

fi pru imi . (Hurych a Sticha 2020
novorozence pii prichodu porodnimi cestami. et Sticha 2020)

Klinicky nejvyznamnéj§im predstavitelem pB-hemolytickych streptokokd, zarover
streptokokem skupiny A je jiz zminovany Streptococcus pyogenes, ktery disponuje
znaénou vybavou, co se faktort virulence tyka. Podstatny je zejména M protein, ktery je
svou strukturou podobny jinym sav¢im proteinim a tim je umoznén vznik zkfizené
reaktivity protilatek, disledkem ¢ehoz dochazi k rozvoji revmatické horecky. V pouzdie
této bakterie se nachazi hyaluronova kyselina, ktera je télu vlastni, nedochazi proto
k reakci imunitniho systému a je navozena tolerance mikroba. Jako dalsi jsou pfitomny
streptokokové pyogenni exotoxiny zodpovédné za vznik spaly a rozvoj Sokového stavu
(syndrom streptokokového toxického Soku). Streptolyzin O pusobi, diky utvoreni poru
v plazmatické membran€, lyzu napadenych bunék. Diky tomu, ze je antigenni povahy,
je mozné zjistit hladinu protilatek proti streptolyzinu O tzv. ASLO vySetfenim. Bakterie
rovnéz disponuje enzymy jako je napi. hyaluronidaza ¢i streptokindza, coz ji usnadiuje

prostup tkani (Reglinski, 2015, Huchych, Sticha 2020)

Dal§im vyznamnym zastupcem je Streptococcus pneumonie, nechvalné znamy jako
,,pneumokok®. Bézné se vyskytuje, spolu s oralnimi streptokoky (S. mitis, S. mutans, S.
salivarius), jako soucast flory orofaryngu. Dokaze vSak zpasobit malo zavazné
sinusitidy a otitidy, rovnéz tak infekce ohrozujici postizeného na zivoté. Mezi takové
infekce patfi purulentni meningitidy, septické artritidy ¢i pneumonie. Pfitomnost
pouzdra s antifagocytarnimi vlastnostmi je hlavnim faktorem virulence u tohoto druhu.
Existujyi zde jeSt€ invazivni faktory jako je enzym hyaluronidaza, neuraminidaza a
pneumokokovy povrchovy protein A, diky nimz je zajistén prostup tkanémi, dale pak

exotoxiny autolyzin a pneumolyzin, diky jejichz pusobeni dochazi k rozvoji zanétu.
(Hurych, Sticha 2020)
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1.3.4 Enterokoky

Enterokoky jsou ovalné, grampozitivni bakterie, které se puvodné fadily mezi
streptokoky, konkrétné mezi streptokoky D (dle Lencefieldové). uveh @ Sticha 2020)
Shlukuji se predevSim do dvojic, vyjimkou ovSem nejsou ani jednotlivé buriky.
Enterokoky lze pozorovat na krevnim agaru v nazloutlych, ¢i mlééné bilych koloniich,
diky produkci karotenoidu. e €2 2019 Ng 7yg-eskulinovém agaru, pidé selektivni
praveé pro enterokoky, mizeme pozorovat Cerné zabarveni agaru, diky reakci vzniklého
eskulinu s ionty Zeleza. Vo™ ¢ 4l 2009 Epterokoky jsou odolné vii&i vysychani, dobte
snasi vysoké teploty, vysoké pH a prospivaji i v hypertonickém prostiedi. Dale jsou

katalaza negativni a mohou vykazovat hemolytickou aktivitu, Sedcek 2009

Enterokoky se nejcastéji vyskytuji v pud€, povrchovych a odpadnich vodach ¢i
v gastrointestinalnim traktu ptactva, u savcd, hmyzu a plazi. Pfitomny jsou rovnéz ve
zkvasenych mléénych vyrobcich. ePreen e al 201 yoq sougasti bézné flory v tlustém
stfevé a vaginé. Zde produkuji baktericidni latky, diky nimz dochazi k inhibici ristu
patogenni flory. Ve své vybavé ovSem tento rod ma také faktory, jez jej Cini
virulentnim. Mezi takové patii enzym zelatindza pro destrukci kolagenu a tim lepsi
prostup tkdnémi a rovnéz schopnost bakterii tvofit biofilm. Diky nému s uspéchem
kolonizuji katétry, implantaty a osidluji rany. Komplikaci v 1éb€ rovnéz cini jednak
vyskyt tzv. VRE kmend, tedy kmenu které vykazuji rezistenci vaci ATB vankomycinu

a kromé toho také jejich pfirozena rezistence vi&i dalsi fadé antibiotik, e aSticha 2020)

1.3.5 Escherichia coli
E. coli je nejprozkoumangjSim mikroorganismem, nebot je vyuzivan coby modelovy

organismus pro ruzné genové a klinické studie. Jedna se o koliformni bakterii, tedy
fakultativné anaerobni, gramnegativni ty¢inku, ktera na MacConkay agaru, ktery je
selektivni pro rust laktoza fermentujicich bakterii, tvoii purpurové kolonie. Patii mezi
stanovované mikrobiologické ukazatele kvality pitné vody, slouzi tedy coby indikator
fekalniho zne&igténi. (oo a Sticha 2020: Votava etal-2003) 11 ;4 nodil na syntéze vitaminu
K ve stieveé, je soucasti pifirozené stievni mikroflory, zaroven je vSak puvodcem
infek¢nich onemocnéni lokalizovanych ve stfevé 1 mimo néj. Je Castym nosokomialnim
patogenem. Projevy onemocnéni, jez zapfiCini nektery ze stovek dosud objevenych
kment této bakterie, mohou byt mirné, lokalizované systémove, jako napfiklad

itidy, Ci Avarné & A éha & Mueller 202
gastroenteritidy, & naopak zavazné, v podobé septického soku. M 202
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E.coli po vniknuti do organismu vyuziva mechanismy, diky nimz se vyhyba imunitnimu
systému hostitele. Disponuje fimbriemi a ve vnéj§i membrané se nachazi endotoxin jako
soucast lipopolysacharidu. Endotoxin puasobi jako pyrogen, raznymi zpusoby také
aktivuje imunitni systém, disledkem cehoz je zanét a lyza napadenych bunék, diky niz
se muze toxin dale rozsifit. Kmeny vyvolavajici stfevni onemocnéni jde rozlisit na:
enterotoxigenni (ETEC) puisobici prijmy u cestovatelt, napt. v Egypté, dale pak kmeny
enteropatogenni (EPEC), které jsou pii¢inou seréznich prijmu novorozenct a kojencd,
enterohemoragické (EHEC) coby puvodce kolitid s hemorragii, kdy u nékterych
nemocnych mize dojit k poSkozeni ledvin za vzniku hemolyticko-uremického syndrom,
jehoz nasledky byvaji fatalni. Jako dalsi se vyskytuji enteroinvazivni (EIEC) kmeny
plisobici prijmy s pHmési krye, (Huryeh Sticka 2020 ; Mueller 2023)

E. coli zpisobuje mimo prijmovych onemocnéni, infekci cest mocovych, pri¢emz patii
mezi jeji nejCastéjsi puvodce, dale infekce panevni a bfisni. Hrozbu predstavuje
ptitomnost E. coli rovnéz v nemocnicich ¢i zafizenich poskytujicich dlouhodobou péci,
nebot’ je tato bakterie pivodcem pneumonii, peritonitid, meningitid, infekci kloubt a

kloubnich nahrad, Mueller2023)

1.3.6 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa se tadi mezi striktné aerobni gramnegativni bakterie. Je to
kultivacné€ nenarocna bakterie, na krevnim agaru mizeme pozorovat B-hemolyzu, ma
kovovy lesk, mladsi kolonie voni po jasminu, star§i po acetonu. Na MacConkey agaru
se vyznaCuje tvorbou pigmentd - modrozeleného pyocyaninu a zlutozeleného
fluoresceinu. Pfirozenym rezervoarem tohoto mikroorganismu je puda, voda, nachazi se

na télech rostlin, zvifat a na sliznicich Sloveka, HurvehaSticha2020)

Prestoze je Pseudomonas béznou soucasti mikroflory ¢lovéka a u osob zdravych
obvykle nevyvolava obtize, u oslabenych jedincu je situace jina a pseudomonada je zde
vroli klinicky vyznamného patogena, pusobiciho mnohdy zavazné infekce.
Ohrozenymi jedinci jsou novorozenci s nevyzralym imunitnim systémem, osoby
imunosuprimované, pacienti s intravendznimi vstupy, popaleninami, katétry.
Pseudomonady jsou navic pfirozené rezistentni vuci fadé antibiotik a pfi svém setkani
s antimikrobialni latkou jsou schopné rozvoje rezistence nové. Tento fakt samoziejmé
komplikuje terapii. K patogenité tohoto druhu pfispiva téz ptritomnost neékolika faktort
virulence. Mezi né patii pritomnost mukozniho glykokalyxového obalu, ktery spolu

s fimbriemi bakterie vyuziva pro uchyceni na sliznici. Ve sténé bakterie je rovnéz
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pfitomen lipopolysacharid vykazujici endotoxinovou aktivitu. Bakterie je schopna
tvorby biofilmu a je producentem ftady toxini, mezi néz patii napf. exotoxin A

s imunosupresivnim u&inkem, & lecitinaza s G&inkem membranolytickym, (Becker 2014: Chen

2022)

Pseudomonas aeruginosa je puvodcem celého spektra onemocnéni. Vyvolava infekci
kize a mekkych tkani, jako jsou dermatitidy, puisobi o¢ni infekce, zptsobuje infekce
ucha, zvlasté pak zanét zevniho zvukovodu. Dale je pficinou infekce kosti a kloubui- zde
je puvodcem osteomyelitid, septickych artritid a diky tvorbé biofilmu se ji dafi osidlovat
kloubni nahrady. Psedomonas aeruginosa je rovnéz zodpovédna za infekce CNS-
vytvaii zde abscesy, meningitidy. Dale pusobi infekce traviciho traktu v podobé prijmu,
¢i nekrotizujicich enterokolitid a zptisobuje infekce 1 v oblasti urogenitalniho aparatu.
Nebezpecnym patogenem je také pro srdce a plice, nebot zde zpusobuje napiiklad
endokarditidy, perikarditidy ¢i pneumonie. U pacientl imunokompromitovanych je
velice dualezité zamezit diseminaci pseudomonadovych infekci, diky nimz by byl Zivot

pacient(l ohrozen vznikem sepse, (Becker 2014: Chen 2022)
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1.4 MIKROBIOLOGICKA DIAGNOSTIKA

K dosazeni optimalnich vysledki mikrobiologického vySetieni je bezpodmine¢né nutné,
aby vzorek, jenz je prijat k mikrobiologickému rozboru, byl odebran dle zasad
spravného odbéru. Stanovenym cilem takového rozboru je izolovat puavodce
onemocnéni a identifikovat jej. Paklize puvodce bude pivodu bakterialniho, po jeho
identifikaci se pfistupuje ke stanoveni jeho citlivosti vi¢i antimikrobialnim latkam.
Mezi jednu ze zakladnich zasad spravného odbéru vzorku patii zvolit misto, z n&jz
budeme vzorek odebirat. Vybirda se takové misto, kde je predpoklad vyskytu
etiologického agens. Toto opatfeni zvySuje jeho zachyt. Je Zzadouci, aby vzorek
k vySetieni byl odebran jesté pred zahajenim antimikrobialni terapie, pokud je to jen
trochu mozné. Pokud je antimikrobialni terapie jiz zahdjena, je nutné tuto skutecCnost
uvést do pruvodky. Vzorek musi byt zaroven odebran spravnym zptsobem. Zde mame
na mysli pfedev§im zachovani co mozna nejvyssi asepti¢nosti pfi jeho odbéru. Zpisob
odbéru vzorku se rovnéz bude lisit dle zpasobu zpracovani vzorku v laboratofi. Jiné
podminky, jakoz i1 jiné odbérové soupravy a transportni média si zada vzorek, ktery
bude zpracovan pro anaerobni kultivaci, nez vzorek, s nimz bude provedena kultivace
aerobni. Je dulezité fidit se dle Laboratorni pfirucky, ktera poskytuje tyto informace a je
dostupna na internetovych strankach prislu§né nemocnice. V¢asny transport vzorku ke
zpracovani laboratofi, jakoz i dodrzeni vhodné teploty a Setrné manipulace, pfi niz
nedojde ke znehodnoceni vzorku, patfi také k zdsadam spravného odbéru vzorku.
V neposledni fadé€ je nutné, aby byl kazdy vzorek nalezité oznacen a provazela ho
pruvodni zadanka. Takova zadanka musi obsahovat identifikacni tdaje, které jsou
povinné. Chybéjici udaje a jejich nasledné dotazovani mohou prodlouzit proces pfijmu
vzorku a jeho postoupeni dal§imu zpracovani. Po fazi preanalytické, kdy byl ziskan
vzorek k mikrobiologickému vysSetieni, a tento dorucen k rozboru, se pfistupuje k

vlastnimu zprac ovani (Laboratorni piirucka OKMP ON Piibram)

1.4.1 Druh materialu a jeho zpracovani

Pro mikrobiologickou diagnostiku provadénou za ucfelem odhaleni pficiny infekci
kloubtl a kloubnich nahrad se nejcastéji pouziva kloubnich punktati. Tento klinicky
material hraje zasadni roli pro v¢asné stanoveni diagndzy. Pfi vzestupu télesné teploty
se provede odbér hemokultur. Odbér hemokultur je rovnéz indikovan pfi hnisavém
charakteru punktatu, ¢i kloubniho vypotku. Zde usuzujeme na septickou artritis. Paklize
je z duvodu suspektni infekce extrahovana uméla kloubni nahrada, nespokojime se

s prostym stérem z povrchu vynaté kloubni nahrady, nebot’ zde Casto dochazi, vlivem
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narustu bakterii ve formé biofilmu na povrchu implantatu, k fale§né negativnimu
vysledkim. Aby se biofilm Setrné rozrusil a vysledek byl validni, je nutno kloubni
nahradu zpracovat metodou sonifikace. Pokud lze z klinickych a anamnestickych udaja
usuzovat na gonokokovy puvod artritid, je vhodné k mikrobiologickému vySetfeni

zaslat stér z rekta, uretry, faryngu, & cervixu, Mt 2022 Dung 2014)

1.4.2 Hemokultura

K odbéru hemokultur se pfistupuje, pokud organismus pacienta vykazuje znamky sepse,
¢i je pritomen infekt, jehoz lokalizaci si nejsme jisti. Odbér krve k hemokultivaci je téz
vhodné provést pfi prvnich piiznacich horecky, jako je zimnice ¢i tfesavka, nicméné na
vzestup teploty se neceka, lze odebrat kdykoliv pii podezfeni na bakteriémii. G
2029 Optimalni pro hemokultivaci je odbér krve provést pied zah4jenim antimikrobialni
terapie. Pokud je antimikrobidlni terapie jiz zahajena, odbér je vhodné nacasovat kratce
pred podanim dalsi davky. Krev se odebira aseptickou venepunkci, pfiCemz se nejprve
desinfikuje gumova zatka hemokultivacni lahvicky 70% alkoholem, poté se provede
desinfekce mista vpichu potfenim preparatem sjodem po predchozim otfeni mista
vpichu 70% alkoholem. Desinfekce mista vpichu je nutné provést centrifugalné, tj.
smérem ven od mista vpichu, -abortomi prirnucka OKMP) Ny 0y strategii v odbéru hemokultur
je tzv. ,,Single samply strategy“, kdy se pozadovany objem krve, ktery u dospélého Cini
40-60 ml, odebere v ramci jednoho odbéru. Dle pozadavki na vySetfeni tedy provedeme
odbér do 4-6 lahviek v ramci jedné venepunkce. Je nutné dodrzet rovnéz optimalni
objem odebrané krve v hemokultivac¢ni lahvicce, ten €ini 8-12 ml. Kontrolu sterility
kaze, ktera se diive provadé€la, neni nutné dle této metodiky jiz provadét. Senzitivitu
vySetfeni hemokultur muaze ovlivnit pravé nedostateCny pocet odebranych
hemokultivacnich lahvi¢ek, maly objem krve v lahvickach, nedostatecna desinfekce
mista vpichu, & nedodrzeni podminek uchovavani a transportu vzorku. (Bereerovd 2020)
V soucasné dobé¢ je jiz standardem automatizace zpracovani hemokultur. ON Piibram
vyuziva pfistroj BACTEC od firmy Becton Dickinson, jenz poskytuje plné
automatizované zpracovani hemokultur, kdy detekce probiha za pomoci
fluorescencniho senzoru. Testovani lahvicek probiha kazdych 10 minut, pfi€emz piistroj
pii detekci pozitivni lahvicky, tuto oznaci a diky tomu muze dojit ke vcasnému

zpracovani pozitivnich hemokultur. (BLOCK SCIENTIFIC ©2024)

Zpracovani odebranych hemokultur: Vicko pozitivni hemokultury se vydesinfikuje

70 % alkoholem, nasledné propichneme jehlou s jednorazovou injekéni strikackou. Je
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nutné, aby konec jehly byl zanofen do kapaliny, proto si lahvickou pootocime.
Odsajeme kapku, kterou preneseme na podlozni sklicko a provedeme natér. Obarvime
dle Gramma a nasledn¢ provedeme kultivaci. Pozitivni hemokultury vyockujeme na
kultivaéni pudy hned, vyockovani ostatnich se provadi 5. den. Béhem 48 h dochazi
k detekci vétsina pozitivnich hemokultur. Pozitivni nalez hlasi mikrobiolog osetiujicimu
lékari. Hemokultura se vyockovava na krevni agar aerobné€ a anaerobné za pouziti
anaerostatu pro docileni anaerobni atmosféry. Pouziva se rovnéz a ¢okoladovy agar, kde
jsou erytrocyty hemolyzovany za pouziti tepla. Tento agar poskytuje vhodné podminky
pro rast hemofilt a kultivuje se pfi zvySené tenzi CO,. Kultivaci aerobni provadime 18-
24 h pfi teplote 36°C, anaerobni kultivace probiha za téze teploty po 48 h. V nékterych

N7 - I ’ ’ L i prirucka ONP
piipadech i déle (7 a vice dnj). (-Poratomi primcka ONP)

1.4.3 Kloubni punktat

Odbér punktatu pro mikrobiologické vysetieni je indikovan tehdy, dojde-li k tvorbé
vypotku v kloubu, ¢i existuje podezieni na infekci kloubti. Odebira se synovialni
tekutina pfisné asepticky za pouziti jednorazové sterilni stiikacky. Pfed odbérem misto
pro punkci potifeme 70% alkoholem s naslednou desinfekci jodovym preparatem. Po
odbéru se na stiikacku nasadi gumova zatka, aby doslo k zabranéni pfistupu vzduchu do
odebraného vzorku. Tim vytvofime vhodné podminky, jez zvysi Sanci zéachytu jak
aerobnich tak anaerobnich mikroorganismi. Punktat nejdfive podrobime
makroskopickému posouzeni, nebot’ jeho vzhled a charakter nam muize prozradit
mnohé. Purulentni charakter jasn€ ukazuje na pfitomnost infek¢éniho Cinitele, pfitomnost
fibrinovych vloCek odrazi prodélany zanét v kloubu. Paklize je odebrany vzorek
serozniho charakteru je vhodné jej za ucelem zkoncentrovéani piipadnych
mikroorganisma centrifugovat, supernanant z povrchu odsat, zbytek resuspendovat.

Zhotovime mikroskopicky preparat, barvime dle Gramma.

Nasleduje kultivace, pfi niz punktat vyockujeme na krevni agar, MC Conkay agar a
cokoladovy agar. Pokud je pozadovana anaerobni kultivace ockujeme na Schaedler
agar, obsahujici ov¢i krev, hemin a vitamin K a Schaedler KV agar, ktery obsahuje
misto krve ov¢i lyzovanou krev koriskou, dale ATB - kolistin a vankomycin. Pro
vytvofeni anaerobni atmosféry pouzijeme anaerostat. Odebranym punktitem
naockujeme rovnéz BHI bujon uréeny k pomnozeni. Tento dame rovnéz kultivovat.
Kultivace probihd pifi 36+/-1°C pro BHI, krevni agar, Mc Conkay agar aerobné,
cokoladovy agar pii zvySené tenzi CO, 18-24 h. Anaerobni kultivace probiha pfi téze

28



teplotd 48 h. Po 24 h vyotkujeme BHI bujon stejné jako pii primokultivaci. o<

Laboratorni prirucka ONP)

1.4.4 Kloubni komponenta

V piipad€ infekce kloubni ndhrady se k mikrobiologickému vySetfeni odesila cela
kloubni komponenta vynata z téla pacienta. Operatér vyjmutou komponentu pii vykonu
umisti s maximalnim ohledem na moznou kontaminaci z prostifedi operacniho salu do
sterilniho kontejneru, jenz je nutné peclivé uzavfit. Pokud neni kontejner k dispozici,
vystaCime si s odbérem komponentu do sterilni operacni rukavice. DoruCeni do
laboratofe by mélo byt bez prodleni. Kloubni komponentu zalijeme bud’ pfimo ve
sterilnim kontejneru, ¢i ve sterilni kadince Ringerovym roztokem, ktery musi byt rovnéz
sterilni. Zaliti provedeme tak, aby hladina roztoku sahala az nad komponentu. Poté
pouzijeme metodu sonikace, kdy za pomoci ultrazvukové 1azné (po 5 minut) Setrné
rozruS§ime biofilm, jehoz pfitomnost na komponenté predpokladame. Ze sonikatu
odebereme 6 ml sterilni pipetou do zkumavky. Sonikdt odebereme rovnéz do
ependortky pro mozné PCR vySetfeni. Nasleduje centrifugace po 5 minut pfi 3000
otaCkach. Poté se odsaje 3 ml supernatantu opét sterilni Spickou, sediment
resuspendujeme. 0,5 ml suspenze vpravime na agarovou plotnu a kyvavym pohybem

jemne rozlijeme po jeho povrchu. Zhotovime mikroskopicky preparat.

Kultivujeme aerobné na krevnim agaru, v BHI bujonu, mikroaerofilné pii 36+/-1°C po
24h. Anaerobni kultivace je provedena na Schaedler a Schaedler KV agaru za pouziti
anaerostatu pii 36+/-1°C po 48h. K vyhodnoceni pfistupujeme u tuhych pud prvni az

, o : « (Musil 2022 et al. i priricka ONP
sedmy den po kultivaci. Kontroluje se denng. Mt 2022 et al. Laboratomi piirucka ONP, Pracovni

postupy klinika)

1.4.5 Stér na gonokultivaci

Pokud u clovéka dojde k diseminaci bakterie Neisseria gonorrhoea, muze u ného dojit
ke vzniku gonokokové artritis. Existuje-li podezieni na pfitomnost gonokokové infekce,
je vhodné provést stér na gonokultivaci. Stér se u muza provadi z uretry, u Zzen z cervixu
a je mozné proveést stér rovnéz z rekta a faryngu. Pii provadéni odbéru je dalezité mit na
mysli, Ze se jedna o bakterii velmi citlivou, které je nutné pfi transportu zajistit, aby
v prubéhu transportu k vySetfeni nedoslo k vyschnuti, ke kolisani teplot a aby byl
vzorek uchovan pii vyssi tenzi CO; s pfitomnosti zivného média. Pouziti vhodného
specialniho transportniho média je zde vice nez na misté. Vzorek by mél byt doruc¢en

k vySetfeni v co mozna nejkrat§i dobé&. Pfi podezieni na diseminovanou formu infekce
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je vhodné doplnit vySetieni o hemokultivaci a vySetieni kloubniho punktatu. Pokud byl
odebran uretralni vytok, ¢i sekret z cervikalniho kanalu u Zen, zhotovime
mikroskopicky preparat. Obarvime dle Gramma a v mikroskopu muzeme pozorovat
diplokoky vzhledu kévového zrna. Ke kultivaci se pouziva Neisseria gonorrhoea
selektivni agar se specialni smési peptont, ovCi krvi a smési ATB k potlaceni rastu
nezadoucich mikroorganismt. OcCkovani provadime na padu, ktera je fadné
vytemperovana. Po 48 h pii 36+/-1°C za zvySené tenze CO, miZeme v pozitivhim
ptfipadé pozorovat kolonie se vzhledem kapek rosy. Tato bakterialni kolonie bude
vykazovat pozitivni katalazovou reakci. Pro identifikaci provedeme jesté oxidazovy
test, kdy pfi aplikaci kolonie na testovaci plosku diagnostického prouzku, jimz
prokazujeme produkci cytochromoxiddzy, dojde v pozitivnim pfipadé k jejimu
modrofialovému zabarveni. Neisseria gonorrhoea dava pozitivni reakci. Pozitivni

vysledek vySetfeni na gonokultivaci se odesila v zalepené obalce pouze k rukam lékare.
(Cerna 2014; Li 2023; Pracovni postupy klinika)

1.4.6 Mikroskopie

Zhotoveni mikroskopického preparatu a jeho pozorovani skrze mikroskop byva casto
prvnim krokem pfi vySetfeni mnohych vzorkd v mikrobiologii. Zakladni barveni se
provadi dle Gramma, kdy se fixovany preparat nejdiive ponofi do krystalové violeti na
1-2 minut, nasleduje oplach vodou, poté roztok Lugoliv na 1-2 minut a opét oplach
vodou. Nasleduje odbarveni acetonem na 5 vtefin snaslednym dobarvenim
karbolfuchsinem na 15 az 20 vtefin. Oplachneme vodou a osusSime filtraénim papirem.
V ON Piibram se k barveni preparati pouziva barvici automat. Bakterie grampozitivni
se karbolfuchsinem nezabarvi, bakterie gramnegativni ano. Po osuSeni obarveného
preparatu piistoupime k samotné mikroskopii a dle morfologie bun€k se usuzuje na
vyskyt ur¢itého druhu, ¢i rodu bakterie. Po mikroskopii vzdy nasleduje kultivace. Pokud
existuje podezieni, ze puvodcem infekce jsou mykobakterie, jez maji ve svém
bakteridlnim pouzdie lipidy s obsahem mykolové kyseliny a jsou diky tomu
acidorezistentni, obarvime preparat barvenim dle Ziehl Nielsena. Toto barveni se
provede tak, ze barvime za horka (nad kahanem) karbolfuchsinem, ktery takto I1épe
pronikne do bunék, nasleduje odbarveni kyselym alkoholem, oplach pod tekouci vodou
a nasledné dobarveni malachitovou zeleni. Pro eliminaci vdechovani potencialné
Skodlivych vypart, vznikajicich pfi zahfivani, je mozné pozit uzavieny barvici automat,

, v - ~roos P ni 7 klinik:
ktery nae nemocnice vyuzivg, Fracovpostupy Klinika)
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1.4.7 Kultivace

Kultivacni vySetfeni je povazovano za ,zlaty standart pfimé diagnostiky onemocnéni
mikrobialniho ptvodu. Pfi kultivaci je vyuzivano takovych zivnych pud, které
poskytnou bakterii optimalni podminky pro jejich rast a mnozeni. Bakteriim jsou
poskytnuty ziviny, optimalni pH, teplota a spravna kultiva¢ni atmosféra k tomu,
abychom jim nahradily podminky, které jim dosud poskytoval organismus hostitele.
Tato media mohou mit konzistenci tekutou (zde jsou zakladem rizné bujony) ¢i pevnou.
Pevné pudy vznikaji pfidanim agaru do bujonu. Pudy Ize obohatit riznymi pfidavky,
jako je vejce, krev, €i krevni sérum a ziskame tak ptidy obohacené. Nejbéznéjsi takovou
pudou je krevni agar s 5-10 % ov¢i defibrilované krve. Krevni agar patii k zakladnim
pudam, roste zde vétSina bakterii. Lze jej vSak povazovat i za pudu diagnostickou,
nebot’ umoziiuje pozorovat hemolytické vlastnosti mikroorganisma. Ty se projevuji bud’
CasteCnym, ¢i uplnym projasnénim agaru pod bakterialni kolonii, ¢i v jejim okoli.
Muzeme zde rovné€z pozorovat fenomén viridace, kdy bakterie, zejména oralni
streptokoky, Ci  Streptococcus pneumoniae preméiuje Cervené krevni barvivo
hemoglobin na zeleny verdoglobin. Pudy s ptidavkem rtznych chemickych latek
nazyvame pudami selektivnimi, protoZe na nich rostou pouze nékteré organismy. Pudy
diagnostické nam zase diky uréitému pfidanému substratu, pfitomnému cCasto
s indikatorem, umoznui diagnostikovat mikroorganismy na zakladé jeho
biochemickych vlastnosti. Selektivné diagnostické pidy pak vznikaji kombinaci
predeslych dvou. Piikladem takové pudy je McConkay agar s obsahem zlucovych soli

e o . 1.2010; Melter 2014
pro inhibici riistu grampozitvnich bakterii, V0¥ et al- 2010 Melter 2014)

1.4.8 Identifikace

Zkuseny mikrobiolog dokaze provést predbéznou identifikaci rozmanitych bakterii
s klinickym vyznamem na zakladé¢ jejich morfologie, typického usporadani a dle jejich
rastu za aerobnich ¢i anaerobnich podminek. Na podkladu riznych biochemickych
vlastnosti se provadi nasledna identifikace. Pouzitim jednoduchych testd, jako je
naptiklad katalazovy test muzeme rozliSit katalazapozitivni stafylokoky od
katalazanegativnich ~ streptokokii a enterokokii. Dal§im ptikladem takového
jednoduchého testu mize byt naptfiklad plazmokoagulazovy test, ktery nam pomuize
s rozliSenim plazmokoagulazapozitivnich kment rodu Stafylococcus. Pro identifikaci
bakterialnich druhti se pouziva biochemickych testi, kdy mizeme zhodnotit, jak dana
bakterie metabolizuje sacharidy, ¢i jak utilizuje rizné substraty. Tyto testy lze provadét

jako testy zkumavkové ¢i ve formé€ mikrotesti. Mikrotesty jsou destickové testy, kdy je
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na dné jamek kultivacni medium se substratem a indikatorem. Pfi reakcich dochazi ke
zmeéné zbarveni indikatoru. Vyhodnoceni se provadi okometricky, ¢i v pfipadé
mikrotestl i za pomoci softwarového vypoctu, oboji na zakladé biochemického profilu
dané bakterie, kdy je tento porovnavan s biochemickymi vlastnostmi znamych druhd.
Prikladem téchto testi muze byt STAPHY 24 — destickovy test urCeny pro identifikaci
v ramci rodu Staphylococcus, ¢t STREPTO 24 jako pomocnik pro identifikaci rodu

: % 12010; Melter 2014
Streptococcus a Enterococcus. Tento zachycuje obr, 1, (Yorva et al 2010: Melter 2014)
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Obrazek 1: Identifikacni test STREPTO test24 (Lachema, Pliva)

1.4.9 MALDI-TOF

MALDI - TOF neboli matrici asistovand laserova desorpce/ionizace je moderni
sofistikovana metoda identifikace mikroorganismu na zakladé jejich fenotypu.
Vysetfovany mikroorganismus je identifikovan na zakladé hmotnostniho spektra svych
bilkovin. Toto spektrum je porovnavano s hmotnostnimi spektry znamych
mikroorganisma. Pro tuto identifikatni metodu je podstatné mit na agarové pudé
ptipravenou kolonii bakterii. Kolonie je spolu s matrici aplikovana na pevny nosic.
Diky matrici nedojde pii ozarfovani vzorku laserem k tomu, aby biomolekuly podrobené
analyze, byly fragmentovany. Na 1 desticku je mozné umistit 48-96 vzorki. MALDI-
TOF poskytuje pomoc s identifikaci druhd, které jsou méné bézné. Poskytuje rychly
zpusob identifikace mikroorganismi, v fadu nékolika minut a je doplitkem ostatnich
fenotypovych metod identifikace bakterii. V soucasné dobé se stalo jiz laboratornim

) . v 1w v (Melter 2014: Lahoda 2022
standardem identifikace v mnoha laboratofich v¢&, nagj, Melter 2014; Lahoda 2022)

1.4.10 Urceni citlivosti vuci antimikrobialnim latkam
Urceni citlivosti mikroba vi¢i antimikrobialnim latkam predstavuje jednu z dilezitych

cinnosti laboratore mikrobiologie. Spravné stanoveni napomaha cilené antibiotické
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terapii vici danému etiologickému agens. Citlivost miizeme urcit jak kvalitativné a to
diskovou difuzni metodou, ¢i v pfipadé potreby kvantitativné a to metodou
mikrodiluéni, ¢i za pomoci E-testi. Provadéni diskového difuzniho testu je dnes rutinni
diagnostikou. Test probiha tak, Ze na pevné agarové pude€ (pouziva se Casto pudy
Mueller-Hinton), kde jsou narostlé kolonie vySetfovaného kmene, se aplikuji papirové
disky, které obsahuji antibiotikum. To difunduje do svého okoli a tvofi se zde zona
inhibice rastu bakterii okolo pfislusnych diskti s ATB. Vznik této zony nam signalizuje,
ze dané antibiotikum potlacuje rist testovaného bakterialniho kmene. Po inkubaci, ktera
trva 18-24 h pii 36+/- 1°C se za pomoci posuvného mefitka, ¢i diky automatickému
odeCtu na pfistroji, zméfi pramér inhibi¢nich zén. (viz obr. 2) Podle velikosti
inhibi¢nich z6n a naslednym porovnanim s tzv. break pointy se urCi, zdali je dany

mikroorganismus vici antibiotiku citlivy ¢i vaci nému vykazuje rezistenci.

Pfi kvantitativni metodé stanoveni citlivosti vi¢i antimikrobialnim latkam provadime
urCeni tzv. minimalni inhibi¢ni koncentrace mikrodilu¢ni metodou. Zjistujeme tim
nejnizsi koncentraci, ktera je schopna potlacit rust bakterialni populace pii danych
podminkach. Odecet se provadi po kultivaci v bujonu v plastovych mikrotitracnich
destickach s riznymi koncentracemi ATB. Desticka obsahuje 12 sloupct pro az 12
riznych antibiotik a 8 fadkd pro 8 riznych koncentraci daného antibiotika. Kultivace
probiha 18-24 h pii teploté 36+/- °C. Paklize mikroorganismus v bujonu roste, projevi
se to zakalem. V opacném pfipadé zustava Ciry. Prvni jamka, v niz jiz neni pfitomen
zakal, nam ukazuje na hodnotu minimalni inhibi¢ni koncentrace pro dané antibiotikum.
E-testy jsou metodou odvozenou z ur¢eni minimalni inhibi¢ni koncentrace mikrodilucni
metodou. E-test je predstavovan prouzkem z papiru, jenz obsahuje vzestupnou
koncentraci antibiotika. Prouzek se polozi na agarovou plotnu, kde je naockovana
testovana mikrobialni kultura a v misté kde inhibi¢ni zona protne prouzek, miizeme na

v v .. , ;. I Vi 1. 201
ném ode&ist hodnotu minimalni inhibiéni koncentrace, (Yo@vaetal- 2010)
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Obrizek 2: Diskova difuzni metoda - méfeni velikosti inhibi¢nich zon

1.4.11 PCR

PCR ¢ili polymerazova tetézova reakce je metodou pro piimé stanoveni piitomnosti
mikroorganismi, respektive pfitomnosti jejich DNA ¢i RNA. Toto molekularné-
genetické vySetieni poskytuje mimoradny pfinos v diagnostice kultivacné naro¢nych ¢i
nekultivovatelnych agens jako jsou chlamydie, borrelie a jiné. PCR muze uspiSit
vysledek vySetfeni a pfi jiz zahajené antibiotické terapii jde Casto o jediny zpusob,
jakym je mozné urcit pavodce. Vitanym pomocnikem je PCR rovnéz pii detekci pomalu
rostoucich mikroorganismt. PCR metoda vykazuje vysokou senzitivitu. Mize dochazet
k zachytim DNA zjiz mrtvych mikroorganismii ¢i DNA kontaminantd a s touto

o o o A~ Musil 2022; Rozsypal 201
skute¢nosti je nutné pii interpretaci vysledkd poitat, Musit 2022 Rozsypal 2013)

1.4.12 Interpretace vysledki

Po provedeni mikrobiologické diagnostiky, jez nas dovedla ke stanoveni urcitého
etiologického agens, je nutno nad timto vysledkem kriticky uvazovat. Je tieba o ném
premyslet v souvislostech, at’ v souvislosti s anamnézou daného pacienta, v souvislosti
se zapocatou antibiotickou 1écbou, €i v souvislosti s moznym ovlivnénim vysledku, diky
pfipadné kontaminaci. Je tfeba zohlednit, zda byl odbér materialu proveden dle zasad
spravného odbéru klinického materialu, ¢i jak probihal transport vzorku. Uvazit se musi
rovnéz prostiedi, kde se pacient nachéazi. V piipadé nemocni¢niho prostfedi bereme

i CaTng da 2022
v potaz infekce nozokomialni. (-"°% 2022
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1. Seznameni se s problematikou infekci kloubt, nabyti poznatka tykajicich se pavodct

infekci kloubt
2. Zpracovani ziskanych vysledku a jejich porovnani s vysledky kultivaci

3. Seznameni s metodou BioFire Joint Infection panel (Biomérieux , Francie) a

zhodnoceni jejiho pfinosu pro vySetieni klinickych vzorka
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3 Metodika vyzkumu
VysSetreni synovialni tekutiny multiplexni PCR za pouziti panelu BioFire Joint Infection

(Biomeérieux, Francie) pii podezieni na septickou artritis ¢i periprotetickou infekci
Vyzkumné otazky:

1. Lisi se vysledky metody BioFire Joint Infection (Biomérieux, Francie) od vysledkt

klasické kultivace?

2. Lze pouzit metody BioFire Joint Infection (Biomérieux, Francie) v rutinnim vysetieni

infekce kloubu?

3.1 MATERIAL A METODY
V ramci studie, ktera se uskutecnila na 34 klinickych pracovistich v 19 zemich Evropy a

na Stfednim Vychodé od brezna roku 2021 do Cervna roku 2022, byla posuzovana
ucinnost panelu BioFire Joint Infection (Biomérieux, Francie). Oddéleni klinické
mikrobiologie a parazitologie (OKMP) Oblastni nemocnice Pfibram a.s. bylo jedinym
klinickym pracovistém v Ceské republice, které se této studie Géastnilo. Panel BioFire
Joint Infection je urCen pro pouziti v systému BioFire multiplexni PCR. V pfibramské
nemocnici bylo zpracovano celkem 54 vzorkd synovialnich tekutin a to jak za pomoci
tohoto systému, tak kultivacné. Byly porovnany vysledky ziskané za pomoci metody
BioFire Joint a za pomoci kultivace. Vzorky pochazely od pacientd s podezienim na
septickou artritis, ¢i na periprotetickou infekci. Diky nizsimu poctu ziskanych vzorka
byly vysetfeny vSechny zaslané vzorky synovialnich tekutin, nikoliv pouze ty s jasné
purulentnim charakterem. Zkoumal se vyznam pouziti multiplexni PCR v diagnostice
jak nativnich, tak protetickych kloubnich infekci. Od kvétna roku 2022, kdy spoleCnost
Biomérieux ziskala od amerického Utadu pro kontrolu 1é&iv a potravin povoleni De
Novo pro BioFire Joint Infection panel, je tato metoda autorizovanou pro komercni
pouziti. Do této doby bylo testovani puvodcu infekci kloubti pomoci panelu BioFire

. . < , Lo BIOMERIEUX 2022; Pascual et al. 2024
Joint Infection ur&eno pouze pro vyzkumné tu&ely. ®'© ascual etal. 2024)

3.1.1 Popis metody- multiplex PCR
Polymerazova tetézova reakce (PCR) je metoda, ktera po mnohonasobném zmnozeni

(amplifikaci) DNA detekuje piitomnost genetické informace, coz je vyuzivano pro
detekci piitomnosti DNA/RNA viru, ¢i bakterie. Tato metoda pro oznaceni usektit DNA,

které se maji namnozit, vyuziva tzv. primery. Po mnohonasobné amplifikaci zvoleného
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useku dochazi k syntéze nového vlakna DNA za pouziti enzymu termostabilni DNA
polymeraza s oznaCenim Taq polymerdaza. Cely tento d& se odehrava v tzv.
termocykleru, ktery se vyznacuje tim, ze je béhem kratkého ¢asového useku (v radech
sekund) schopen ménit uvniti zafizeni teplotu o nékolik desitek stupnia. Modifikaci
klasické PCR je multiplexni PCR, jez nabizi moznost amplifikovat vice cilovych

sekvenci v jedné reakci.

Pfi PCR multiplex je wuzito vice paru specifickych primerd, které vykazuji
komplementaritu vici rozliénym cilovym sekvencim a to v ramci jedné amplifikacni
reakce. Aby bylo mozné pouzit vice primerd v jedné reakci, musi tyto primery
vykazovat jisté spoleCné znaky, jako jsou podobné teploty tani (Tm). Pfi interakcich
probihajicich mezi primery mize dochazet ke vzniku jistych nespecifickych produkti,
které mohou interferovat s amplifikaci cilovych DNA, a tim miZze dochazet ke snizeni
citlivosti metody. I pfes toto praktické omezeni se jevi multiplexni PCR jako atraktivni
metoda, vhodna pro stanoveni vice druhti patogent v ramci jednoho vySetieni. Jeji
nespornou vyhodou je schopnost detekce patogent, jez se kultivuji obtizn€, ¢i jsou

nekultivovatelni (Poritz 2011; Smith 2024)

3.1.2 FilmArray multiplexni PCR systém
FilmArray je uzivatelsky velice piivétivy multiplexni PCR systém od firmy Biomérieux

(Francie). Pouziva se s komplexnimi panely, navrzenymi za GCelem detekce skupiny
patogent, ktera je umoznéna diky izolaci, amplifikaci a detekci nukleové kyseliny
z organismi. Dale tyto panely detekuji geny antimikrobialni rezistence. K dispozici je
napiiklad panel pro infekce respiracni, gastrointestinalni, panel pro pneumonie, ¢i
infekce kloubti. Metoda uzivateli usnadfiuje testovani, nebot celé vySetfeni je plné

automatizované, poCinaje pfipravou vzorku, analyzou vysledka konce.

Priprava vzorku a reagencii: VSechna cCinidla, ktera jsou potiebna pro analyzu, jsou
obsazena v lyofilizované formé v zasobnicich v samostatném vaku, ktery se vlozi do
bloku, slouziciho coby plnici stanice. K samotnému vysSetieni postaci 200 pl synovialni
tekutiny. Nejdfive se provede aplikace hydrata¢niho roztoku do portu na pravé strané
vaku (viz obr. 3). Tento port je znaCen modie. Vzorek se promicha pfevracenim a za
pomoci transferové pipety, jez je soucasti baleni se pfida ptiblizné 200 pl (po druhou
carku na pipeté) k FilmArray pufru do injekéni lahvicky pro vzorek. Lahvicka se
nasledné uzavie a jeji obsah se promicha tak, ze ji opatrné alesponi 3krat obratime.

Vicko uzavieme a lahvicku umistime do portu pro vzorek, ktery je umistén na levé

37



strané vaku. Ve vaku je pfitomno vakuum, jez se stard o nasati spravného objemu

vzorku. Pfesnost pipetovani neni tfeba striktn€ dodrzet, o spravny objem se opét postara

vakuum pfitomné ve vaku. Podoba FilmArray vaku je znazornéna na obr. 4 a 5

PhmArray® Ol Panet w2 3 s — — !
= e = == I ,
— (WOl R EanEn

Obrizek 3: FilmArray stanice pro plnéni vaku (zdroj: Twitter spole¢nosti Biomérieux)

Po aplikaci jak vzorku, tak hydratacniho roztoku se vak vlozi do pfistroje a za pomoci

cteCky carovych kodua se nacte ID vaku, ID vySetiovaného vzorku a 1ze spustit analyzu.

Nasledujici déje jsou jiz plné automatizované a zcela v rezii pristroje:

lyza vzorku: vzorek postoupi do lyza¢ni komory a je zde podroben lyze bungk,
ktera je provedena za pomoci tfepani s keramickymi kulickami za vysoké
rychlosti. Diky lyze bunék dojde k uvolnéni nukleovych kyselin z bunék.
purifikace: lyzat obsahujici uvolnéné nukleové kyseliny je hnan pres
magnetické kulicky, na néz se tyto nukleové kyseliny navazi a ptesunou se do
purifikacni komory. Zde dojde k eluci veskerych zbylych fragmenti bunék,
magnetické kulicky jsou pak vychytany za pomoci posuvného magnetu a
purifikované nukleové kyseliny, uvolnéné =z magnetickych kuli¢ek, jsou
odplavovany dale do mista, kde dojde k prvnimu stupni PCR.

reverzni transkripce a multiplex PCR: v komore, kde probéhne multiplexni
reakce, dojde nejprve k transkripci RNA na DNA a nasledné probiha jedna
velkobjemova multiplexni reakce v jejimz ramci probéhne zarovenn mnoho
jednotlivych reakei.

singleplex PCR: béhem této faze dojde za pomoci dil¢ich reakci k detekci
produkti z prvniho stupné PCR. V tomto kroku jsou uzity primery specificky
provadéjici amplifikaci pouze cilové DNA. To omezi vliv nespecifickych

produktt, jez vznikaji v klasické multiplexni PCR. Pro monitoring kazdé dilci
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reakce je vyuzivano fluorescencniho barviva vazajictho se na dvouSroubovici
DNA.

softwarova analyza: pro prob&hnuti posledniho cyklu PCR nastava analyza dat
ktivky tani, za ucelem identifikace jednotlivych amplikond. Dale je rozeznavana
zména fluorescenéniho signalu, jenZ je generovan v kazdé jamce. Rizné amplikony,
tedy produkty PCR reakci, maji kazdy svou charakteristickou teplotu tani, coz se
projevuje zménou intenzity fluorescence pouzitého barviva za riznych teplot.

Pravé tyto zmeény fluorescence nam kiivka tani (melting curve) zobrazuje.
(BIOFIRE DIAGNOSTICS 2015; Poritz et al. 2011)

— PORT PRO INJEKCI
PORT PRO HYDRATACNIHO
INJEKCI VZORKU — ~ - ROZTOKU
[OPACNA STRANA) {OPACNA STRANA)

BUNE?;ﬁ PCRI

N SADA:

PURIFIKACE PCR1 Ll PCR2A

DNA KONECNE
TANI

Obrizek 5: Skute¢na podoba FilArray vaku (zdroj obrizku: www.biofiredx.com)

3.1.3 BioFire Joint Infection panel
BioFire Joint Infection (JI) panel je, jak jiz bylo zminéno v Gvodni &asti, uren pro

pouziti v systému FilmArray. Tento panel slouzi k vySetfeni synovialni tekutiny.

K dosazeni optimalniho vysledku vysetfeni je nutno dbat na pfisnou aseptiCnost pii
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odbéru vzorku synovie. Zpusobu odbéru a uchovani vzorku synovialni tekutiny, se
vénuje ¢ast MIKROBIOLOGICKA DIAGNOSTIKA, zde piipomefime nutnost

vcasného transportu do mikrobiologické laboratote a aseptické manipulace se vzorkem.

Testovani slouzi k detekci patogenti, spojovanych s infekcemi kloubt. Je zaméfen na
39 klinicky vyznamnych cilt, mezi néz patii grampozitivni, gramnegativni bakterie,
dale pak kvasinky a v neposledni fadé geny rezistence vuci ATB. Mezi nesporné
vyhody patii komplexnost tohoto vySetfeni, diky niz je pak snazsi detekovat i
polymikrobialni infekci. Vyrobcem je dale vyzdvihovana jednoduchost jeho pouzivani,
kdy pro pfipravu vzorku uzivateli staci pouhé dvé minuty, a rychlost celého testovani, to
trva priblizn€ hodinu. Testovani nelze pouzit k testovani citlivosti k antibiotikim,
nicméné panelem lze otestovat piitomnost urCitych gent rezistence. Vysledek neni
oproti kultivaéni metodé ovlivnén predchozi antibiotickou terapii. Obrazek 6 nabizi

prehled klinickych cilti panelu BioFire J1. (BIOMERIEUX 2022)

Gram-positivni bakterie Gram-negativni bakterie

Anaerococcus prevotii/vaginalis Bacteroides fragilis

Clostridium perfringens Citrobacter

Cutibacterium avidum/granulosum Enterobacter cloacae complex

Enterococcus faecalis Escherichia coli

Enterococcus faecium Haemophilus influenzae

Finegoldia magna Kingella kingae

Parvimonas micra Klebsiella aerogenes

Pepfoniphilus Klebsiella pneumoniae group

Peptostreptococcus anaerobius Morganella morganii

Staphylococcus aureus Neissena gonorrhoeae

Staphylococcus lugdunensis Proteus spp.

Streptococcus spp Pseudomonas aeruginosa
Streptococcus agalactiae Salmonella spp
Streptococcus pneumoniae Serratia marcescens
Streptococcus pyogenes

Geny antimikrobialni rezistence
Candida spp Carbapenemases
Candida albicans IMP
KPC
NDM
OXA-48-like
VIM
ESBL
CTX-M

Methicillin Resistance
mecA/C and MREJ
Vancomycin Resistance

vanA/B

Obrazek 6: Klinické cile panelu BioFire JI (zdroj obrazku: www.biomerieux.cz)
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4 Vysledky

Béhem sledovaného obdobi se na OKMP v Oblastni nemocnice Piibram a. s. vySetfilo
54 vzorkl synovialni tekutiny. VySetfeni byla provadéna za GCelem posouzeni shody
mezi panelem BioFire Joint Infection (Biomérieux, Francie) a kultivaci synovialni
tekutiny a rovnéz za uCelem posouzeni potencionalniho vyuziti tohoto panelu
v diagnostice kloubnich a periprotetickych infekci. Vzorky synovialni tekutiny
nejCastéji pochazely od vékové skupiny pacienti starSich 50let (viz graf 1).
Prevazovaly vzorky pacientd s podezienim na septickou artritidu (celkem 52 vzorki)
nad témi s podezienim na periprotetickou infekci (celkem 2 vzorky) (viz graf 2). Mezi
typy kloubt hraly prim klouby kolenni, ze kterych vzorky pochazely v 63 %.
Zastoupeni jednotlivych typa kloubt prehledné ukazuje graf 3.

GRAFY A TABULKY

Rozdéleni dle véku
2%

H<15let
H16-50 let
1>50 let

Graf 1: Zastoupeni mnoZzstvi vzorki synovie dle vékovych skupin (zdroj: LIS ON P¥ibram)

Typ infekce

4%

Hinfekce nativnich
kloubu

H periproteticka infekce

Graf 2: Rozdéleni vzorki synovie dle typu infekce (zdroj: LIS ON Piibram)
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Druh kloubu
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i koleno
H kycel

¥ rameno
H loket

M zapésti

Graf 3: Zastoupeni typu kloubu (zdroj: LIS ON Pribram)

VétSina vzorklh (n=43) byla vyhodnocena obéma metodami jako negativni.
Prostiednictvim BJI panelu a zaroven kultivacn€ bylo identifikovano celkem 9 vzorkt
jako pozitivnich. U 1 vzorku byla pozitivita vyhodnocena pouze za pomoci BJI panelu a
1 vzorek byl vyhodnocen jako pozitivni pouze kultivacné. VSe je zaznamenano

v nasledujici tabulce 1.

+ BJI panel - BJI panel
synovie + kultivace 9 (17%) 1(2%)
synovie - kultivace 1(2%) 43 (79%)

Tabulka 1: Porovnani shody mezi metodami BioFire Joint Infection panelu (BJI) a kultiva¢ni metodou pro
nativni klouby a periprotetické infekce (zdroj: LIS ON Pribram)

4.1.1 Mikroorganismy detekované BJI panelem a kultivaci
Mezi kultivaéni metodou a panelem BJI panovala vysoka shoda, vysledky se liSily

pouze ve 2 pripadech. (viz tab 1) Prehled detekovanych mikroorganismt a gent

antimikrobialni rezistence pomoci BJI panelu a kultivaci pfinasi tabulka 2 a 3.

G+ aeroby BJI+ K+ | K-BJI+ | K+ BJI- | celkem+ BJI+ K+
Enterococcus faecalis 0 1 0 1 1 0
Staphylococcus aureus 6 0 6 6
Staphylococcus sp. 0 0 1 1 0 1
koagulaza negativni kmen
Streptococcus spp. 1 0 0 1 1 1
G- aeroby
Escherichia coli 1 0 0 1
Klebsiella pneumoniae 1 0 0 1

Tabulka 2: Detekce mikroorganismu za pomoci BioFire Joint Infection panelu (BJI) a kultivace (K)
(zdroj: vysledky z databize pristroje FilmArray multiplex PCR v ON Pfibram a LIS ON Pribram)
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Geny antimikrobidlni | BJI + K+ K-BJI+ K + BJI- celkem+ BJI+ K+
rezistence

mecA/C 1 0 0 1 1 1

Tabulka 3: Detekce gent rezistence za pomoci BioFire Joint Infection panelu (BJT) a kultivace (K)
mikroorganismi nesoucich tyto geny. (zdroj: vysledky z databaze pristroje FilmArray multiplex PCR v ON
Pribram a LIS ON Pribram)

Detekované patogeny a jejich zastoupeni ve vySetfovanych vzorcich rovnéz prehledné
zobrazuje graf 4.

7

4 1 = BJ| panel

M kultivace

B EE B

Stafylococcus  Streptococcus Escherichiacoli Klehsiella Enterococcus Staphylococcus
aureus spp. pneumoniae faecalis sp. koagulaza
neg kmen

Graf 4: Piehled mikroorganismu detekovanych pomoci BioFire Joint Infection panelu (JI panel) a kultiva¢né
(zdroj: vysledky z databaize pristroje FilmArray multiplex PCR v ON Pribram a LIS ON Piibram)

Nejcasteji identifikovanym mikroorganismem detekovanym metodou BioFire Joint
Infection panel (Biomérieux, Francie) i metodou kultivace byl s jasnou pfevahou druh
Staphylococcus aureus. Dalsimi detekovanymi druhy byl Streptococcus spp., spolu
s Escherichia coli a druhem Klebsiella pneumoniae. Tyto mikroorganismy byly
identifikovany kazdy v 1 vzorku a to souCasné za pomoci BJI panelu a kultivace.
V jednom vzorku byl BJI panelem detekovan druh Enferococcus faecalis, ktery ovSem
kultivatni metodou potvrzen nebyl. Naopak v jednom pfipadé kultivace prokazala
vyskyt Staphylococcus sp. koaguldza negativniho kmene, pfiCemz BJI panelem byl
tento vzorek hodnocen jako negativni. BIJI panel detekoval v jednom piipadé vyskyt
genu rezistence mecA/C, piitomného u meticilin-rezistentntho kmene druhu

Staphylococcus aureus. Tento nalez byl potvrzen kultivaci pravé MRSA kmene.
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5 Diskuze

Tato bakalaiska prace se zabyva tématem infekci kloubl, a to vcetné totalnich
endoprotéz. Je zaméfena na puvodce téchto infekci a zpusoby jejich identifikace.
Teoreticka Cast je vé€novana klinicky nejvyznamnéjsSim infekcim kloubd a kloubnich
nahrad, nasledné jsou predstaveni a charakterizovani vyznamni bakterialni ptvodci
téchto infekci. Jeji posledni Cast priblizuje mikrobiologickou diagnostiku pii detekci
téchto patogent. Prakticka cast se vénuje popisu molekularné-biologické metody
multiplexni PCR, zvlasté pak jeji modifikaci — systému FilmArray, ktery se pouziva
s komplexnimi panely. V tomto pifipadé¢ byl pouzit BioFire Joint Infection panel
(Biomérieux, Francie) pro detekci skupiny patogent, ktefi jsou puvodcem septické
artritis ¢i periprotetické infekce. Vysledky pouzité v této praci pochéazi z Oddéleni
klinické mikrobiologie a parazitologie pfibramské nemocnice, jez byla zapojena do jiz
zminéné nadnarodni studie, ktera se uskuteCnila od bfezna roku 2021 do Cervna roku
2022 za ucelem vyhodnoceni vzorkd synovialni tekutiny od pacienti s podezienim na

septickou artritis Ci periprotetickou infekci a s cilem posoudit ucinnost JI panelu.

MUDr. David Musil, Ph.D. v knize Infekce v ortopedii zroku 2022 uvadi, ZzZe
nejcastej§im ptvodcem infekCnich artritid je Staphylococcus aureus (identifikovan u 40
-60 % pripadd), jako dalsi uvadi streptokoky (20 -30% piipadd), které jsou
nasledovany enterokoky a gramnegativnimi bakteriemi. (podil v etiologii tohoto
onemocnéni ¢ini shodné po 10 —20 %). Vysledky, o néz se opira prakticka Cast této
prace, potvrzuji dominantni zastoupeni druhu Staphylococcus aureus mezi puvodci
septickych artritid, kdy byl tento druh detekovan v 6 z 10 ptipadu zachytu patogenu JI
panelem. Detekovany byly rovnéz druhy Streptococcus spp. a ze skupiny
gramnegativnich bakterii pak druh Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae. Vycet
nejcastéjSich patogent, coby puvodci SA uvedenych v knize, je v souladu s naSimi

vysledky.

Pomoci metody BioFire Joint Infection panel (Biomérieux, Francie) byl v jednom
ptipadé podezieni na periprotetickou infekci detekovan druh Enterococcus faecalis.
Kultivace vSak neprokazala vyskyt mikrobd. V tomto piipadé doslo k extrakci kloubni
nahrady kycle a dfik i hlavice byly zpracovany metodou sonikace. Mikroskopie
nepotvrdila vyskyt mikrobt, kultiva¢nim nalezem byly sporulujici vzdusné nepatogenni

mikroby, ojedinéle, dale pak Staphylococcus hominis ssp. hominis a Staphylococcus
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epidermidis, rovnéz ojedin€le. Tento nalez tak pravdépodobné vypovida pro

kontaminaci.

Zaveér kontaminace u tohoto vzorku rovnéz podpotilo zkusebni vySetfeni sonikatu za
pomoci BJI panelu, kdy byl sonikét jak z driku, tak i z hlavice shledan metodou jako
negativni. Moznosti provést zkuSebni vySetfeni sonikatu za pomoci BJI panelu jsme
vyuzili jesté u jednoho vzorku - opét slo o totalni endoprotézu kycle. V tomto pripadé
BJI panel detekoval v sonikatu dfiku druh Staphylococcus aureus a Enterococcus
faecalis. Tento nalez byl potvrzen kultivacné. V sonikatu z hlavice TEP byl BJI
panelem detekovan druh Finegoldia magna. Tento druh patfi mezi kultivacné velice
narocné, tudiz zde kultivace nalez nepotvrdila. Finegoldia magna patii mezi
gramnegativni anaerobni koky (GPAC) o nichz Dr. Fernando Cobo v knize
Encyklopedia of Infection and Immunity z roku 2022 pise: ,,Grampozitivni anaerobni
koky (GPAC) jsou vétSinou izolovany z polymikrobialnich infekci, takze jejich vyznam
byl Casto prehlizen. Tyto anaerobni bakterie jsou soucasti mikrobioty ustni dutiny,
hornich cest dychacich, mocopohlavniho a stfevniho traktu a kiize.“ V knize Principles
and Practice of Pediatric Infectious Diseases od editorky Sarah S. Long z roku 2022 je o
GPAC zminéno nasledyjici: , Grampozitivni anaerobni koky jsou nejcastéji soucasti
hlubokych infekci mékkych tkani, centralniho nervového systému, nitrobfisnich infekci,
infekci kosti a kloubl a gynekologickych infekci. Tyto organismy mohou byt jedinymi
ptvodci osteoartikularnich infekci.“ Dale je zde popsana synergie mezi GPAC a
bakteriemi gramnegativnimi. Lze tedy jen doufat, ze vyskytu GPAC bude vénovana
pozornost pii interpretaci vysledkt, nebot z uvedeného je patrné, ze jejich vyznam
v etiopatogenezi infek¢nich onemocnéni neni zanedbatelny. Detekci téchto patogent za
pomoci metody BioFire Joint Infection panel (Biomérieux, Francie) se dafilo praveé v jiz
zmifiované studii Stéphanie Pascual z firmy Biomérieux zroku 2024, kdy doslo
k detekci celkem 28 pripadu vyskytu GPAC, piicemz kultivace byla pozitivni pouze v 6
ptipadech. Kupfikladu z9 detekovanych druhi Finegoldia magna byla pouze 1

detekovana soucasné pomoci kultivace a panelu JI.

V jednom vzorku punktatu zapésti prokazala kultivace nalez Staphylococcus sp.
koaguldza negativniho kmene, po pomnozeni. Mikroskopii punktatu vSak zadné
mikroby nebyly nalezeny. Nebot koagulaza negativni stafylokoky jsou castym
kontaminantem a BJI panelem byl tento vzorek hodnocen jako negativni, hodnotime 1

tento nalez jako pravdépodobné kontaminantni.
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Metoda BioFire Joint Infection ma jako kazd4d metoda sva omezeni a limity. Mimo jiné
vyrobce — firma BioFire Diagnostics v instrukcich pro uzivatele uvadi, ze JI panel byl
navrzen pouze k testovani synovialni tekutiny, nelze jej pouzit kupfikladu k vySetieni
sonikatu z extrahovanych protéz. Nalez bakterialni ¢i kvasinkové DNA neznaci
pfitomnost viabilnich mikroorganismt. Na nalez je nutné nahlizet v kontextu klinickych
pfiznakl. Diky zkfizené reaktivit¢ mize dochazet k falesné pozitivnim vysledkiim.
Panel JI dale nezahrnuje nékteré mikrorganismy, které se uplatiiuji coby etiologicky
agens v piipadech septickych artritid ¢i periprotetickych infekci. Jedna se o koagulaza
negativni stafylokoky (v JI panelu pouze Staphylococcus lugdunensis) a Cutibacterium
acnes. V piipadé jejich detekce by ovSem vyvstala otazka interpretace téchto nalezu.
Bylo by nutné zhodnotit, jestli tito mikroby maji podil na etiopatogenezi dané infekce,
¢i jsou zde pouze v roli kontaminanti. Stejné jako metoda byl limitovan téz nas
vyzkum. Vzhledem k niz§imu poc¢tu dostupnych vzork( byly do vyzkumu zafazeny
vSechny zaslané vzorky synovialni tekutiny, nejen ty jasné purulentni. Diky tomu je
podil negativnich vysledki naseho vyzkumu vyssi (79%) neZli je tomu ve vysledcich
nadnéarodni studie Stéphanie Pascual zfirmy Biomérieux zroku 2024. Zde podil

negativnich vysledka Cinil 67%.
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6 Zavér

S nartstajicim poctem provedenych nahrad kloubt stoupa kvalita zivota pacientd diky
zachovani pohyblivosti kloubu. Avsak s poctem provedenych endoprotéz pribyva i
komplikaci v podobé& periprotetickych infekci. Tyto infekce, stejné jako infekce
postihujici nativni klouby, patfi k zdvaznym onemocnénim vyzadujicich uzkou
spolupraci ortopeda a klinického mikrobiologa. Tato onemocnéni mohou totiz vést
k destrukci kloubti (v ptipadé infekCnich artritid) ¢i k nutnosti extrakce implantovaného
kloubu. Oboji vede ke ztraté funkce kloubu a jeho imobilité, diky niz je snizena kvalita
Zivota pacienta. Cas je zde tedy faktorem pomémé zasadnim a v&asné odhaleni pavodce
onemocnéni a zvoleni odpovidajici antibiotické terapie je klicem ke zvladnuti téchto
onemocneéni.

Cilem této prace bylo seznamit se s problematikou infekci kloubd a nabyt poznatku,
tykajicich se ptivodct téchto onemocnéni. Tento cil byl naplnén diky studiu odborné
literatury, jak Ceské, tak zahranic¢ni. Dalsi cil byl splnén v praktické casti a to grafickym
znazornénim vysledkt detekce mikroorganismu synovialni tekutiny pomoci BioFire Joint
Infection panelu a kultivaéni metodou OKMP Oblastni nemocnice Ptibram a.s. Posledniho
cile prace, a to seznameni se s metodou BioFire Joint Infection panel a zhodnoceni
jejiho piinosu pro vysetfeni klinickych vzorkd, bylo dosazeno diky zevrubnému studiu
vSech dostupnych materialu od vyrobce, tedy spolecnosti Biomérieux a seznamenim se
se zahrani¢nimi studiemi zabyvajicimi se hodnocenim ucinnosti tohoto panelu a jeho
pfinosem. Popisu této metody, jakoz i jejimu pfinosu pro diagnostiku, byl vénovan
prostor v praktické Casti této prace.

Vysledky prezentované v této praci jasné ukazuji prednosti metody BioFire Joint
Infection panel a témi je vysoka diagnosticka vytéznost, komplexnost detekce velké
skupiny patogenu jednim vySetfenim, jehoz vysledky jsou dostupné jiz za kratky cas.
Tato skute¢nost mize pomoci zefektivnit 1écbu. Vyznam této metody spociva rovnéz v
detekci nekultivovatelnych mikroorganismi. JI panel mize dopomoci k nastaveni
optimalni antibiotické terapie, diky schopnosti detekovat geny antimikrobialni
rezistence. Panel JI musi byt pouzivan v kombinaci s kultivaci synovialni tekutiny.

Bylo by vhodné, kdyby tento panel byl pfistupny vétsimu mnozstvi klinickych
pracovist’ a mohlo by tak dojit k lepSimu posouzeni jeho pfinosu v oblasti diagnostiky a

zarovenl by se dala Iépe posoudit uzivatelska zkuSenost a ndkladova efektivita.
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Seznam pouzitych zkratek

ASLO - antistreptolysinovy titr

ATB - antibiotika

Bbsl - Borelia burdorferi sensu lato

BHI - brain heart infusion, tekuté medium ke kultivaci mikroorganismu
BJI panel, JT panel - panel BioFire Joint Infection od firmy Biomérieux
CNS - centralni nervovy systém

CO; - oxid uhliity

DNA - deoxyribonucleic acid, deoxyrybonukleova kyselina

ELISA - enzyme-linked immuno sorbent assay, imunoenzymatické vySetreni
EHEC - enterohemoragické Escherichia coli

EIEC - enteroinvazivni Escherichia coli

EPEC - enteropatogenni Escherichia coli

ETEC - enterotoxigenni Escherichia coli

E. coli - Escherichia coli

E. faecalis a faecium - Enterococcus faecalis a faecium

GBS - Streptococcus agalactiae

GPAC - Grampozitivni anaerobni koky

G+/- - grampozitivni / gramnegativni (bakterie)

HIV - human immunodeficiency virus, virus lidské imunodeficience
IgA - imunoglobulin tfidy A

IgG - imunoglobulin tfidy G

IL-1 - interleukin 1
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i.v. - intravendzni (podani), do zily

K - kultivace

KV agar - Kanamycin-Vancomycin agar

OKMP - Oddéleni klinické mikrobiologie a parazitologie

ON - Oblastni nemocnice

MALDI - TOF - matrici asistovana laserova desorpce/ionizace

MO - mikroorganismus

MRSA - methicillin-resistant, meticilin rezistentni Staphylococcus aureus
NaCl - chlorid sodny

pH - potential of hydrogen, zaporny dekadicky logaritmus ¢iselné hodnoty koncentrace

vodikovych iont v roztoku

PCR - polymerase chain reaction, polymerazova retézova reakce
spp - species - druhy

ssp - subspecies - poddruh

RNA - ribonucleotide acid, ribonukleova kyselina

SIRS - systemic inflammatory response syndrome, syndrom systémové zanétove

odpovedi

S. aureus - Staphylococcus aureus

S. pyogenes - Streptococcus pyogenes

TBC - tuberkuléza

TNF- o - tumor necrosis factor, faktory nekrotizujici nadory
TSST-1 - toxin syndromu toxického Soku

VRE - vancomycin resistant, vankomycin rezistettni enterokok

VRSA - vancomycin-resistant, vankomycin rezistentni S. aureus
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