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Abstrakt

Bakalarska prace, kterou jsem vypracovala, je zaméfena na nejhlavnéjsi patogen
rodu Haemophilus, a to Haemophilus influenzae. H. influenzae je ptivodcem zavaznych
infekci, hlavné jeho typ b, ktery je nejvice virulentnim organismem, zpusobujici
invazivni onemocnéni hlavné u déti a starSich lidi, napf. meningitidu a chronickou
obstruk¢ni plicni nemoc.

V teoretické Casti se vénuji charakteristice rodu hemofill 1 klinickym vyznamiim
nejznaméjSich druhti vyskytujicich se v soucasné dobé. Rod Haemophilus je aerobni a
fakultativné anaerobni gram — negativni bakterie, kterd je charakteristickd svymi
narocnymi pozadavky na riist.

K diagnostice byly pouZzity metody, a to test s ristovymi faktory jako béznd dlouho
uznavana diagnostickd metoda, kterd rozlisi jednotlivé hemofily podle jejich zavislosti
na rustovych faktorech. Jelikoz tato metoda je narocna jak finan¢né, tak i Casové, je jeji
zpracovani zdlouhavé a nepfesné. Proto dnes diky pokroku technologie byla zavedena
novejsi metoda MALDI — TOF hmotnostni spektrometrie (MS). Svym rozvojem
kvasinek a hub. Diagnostika MALDI — TOF MS se vyznacuje nespornou spolehlivosti a
nakladovou efektivnosti.

Jako zékladni lécebnd metoda proti hemofilim se uziva - laktamova antibiotika,
predevsim antibiotikum co-amoxicilin a chloramfenikol. Kromé antibiotické 1écby lze
dnes vzniku z&vaznych infekci pfedejit i ockovanim tzv. Hib vakcinou.

V praktické casti byly popsany postupy a laboratorni diagnostika hlavniho
patogenu H. influenzae metodou MALDI — TOF MS a testem na ristové faktory
v mikrobiologické laboratofi ~Synlab, czech sr.o., v Ceskych Budgjovicich.
Pro znazornéni Cetnosti vyskytu H. influenzae v jednotlivych ro¢nich obdobi za rok
2013 byly vysledky ziskdny z laboratorniho informaéniho systému laboratotfe ze vzorkl
dopravenych z terénnich ordinaci od praktickych 1ékaiti z Jiznich Cech a zpracovany

do statistickych udaju.



Cilem prace bylo izolovat rod Haemophilus zhornich cest dychacich a
identifikovat hlavni potencialni patogen tohoto rodu. Dale mym cilem bylo porovnat
spolehlivost a naro¢nost jednotlivych diagnostickych metody pii jeho urcovani.

Hypotéza 1: Cetnost vyskytu H. influenzae v roce 2013 zavisi na roénim obdobi.

Hypotéza 2: Metoda MALDI-TOF MS je spolehlivou a rychlou metodou
pro identifikaci rodu Haemophilus, na rozdil od rutinniho diagnostického testu
S rustovymi faktory.

Z vysledku lze usoudit, Zze cetnost vyskytu H. influenzae vroce 2013 zavisi
na roénim obdobi. Hemofily jsou naro¢né a citlivé bakterie na kultivaci a vyzaduji
ke svému rdstu optimalni podminky. V pfipadé pfitomnosti virového onemocnéni
V tomto obdobi se incidence vyskytu zvySuje a miize tak zdsadné ovlivnit prabéh 1€¢by.

Pfi porovnani pouzitych metod se mi podafilo potvrdit i hypotézu 2 a prokazat, ze
metoda MALDI — TOF MS je uzite¢na v diagnostice. Je to metoda nenaro¢na a diky
rychlému zpracovani vzorku umozni ziskat vysledek béhem nékolika minut.

Zéavérem prace lze tedy fici, Ze metoda MALDI — TOF MS je rychly, spolehlivym a
vykonnym diagnostickym nastrojem pro identifikaci mikroorganismi. Diky rychlé
odezvé a minimalnim nakladim na spotiebni material na vzorku ve srovnani
s konvenc¢nimi identifikacnimi metodami se MALDI — TOF MS stal moZnym
efektivnim néstrojem taxonomicke klasifikace a mikrobiologické studie.

Kli¢ova slova: rod Haemophilus, H. influezae, MALDI — TOF MS, test s ristovymi

faktory, P — laktamova antibiotika



Abstract

My bachelor’s thesis focuses on the most major pathogen of the genus named
Haemophilus, and Haemophila influenzae. H. influenzae is an originator of more
serious infections, mainly its type b, which is the most virulent organism, causing
invasive diseases mainly with children and older people. It causes mainly meningitis
and chronic obstructive pulmonary disease.

In the theoretical part of my bachelor’s thesis | write about the genus Haemophilus
and clinic significances of the most famous species which occur at present. The genus
Haemophilus is an aerobic and a facultative aerobic gram — that means it is a negative
bacteria, which is characteristic for its arduous requests for accretion.

| used some methods for the diagnosis. | used the following methods — a test with
growth factors, which is a common diagnostic method, which distinguishing
Haemophilus according to their addiction to the growth factors. This method is
financially very demanding and currently the mason being why its results are not so
accurate. But thanks to a new technology a more modern method called MALDI — TOF
weight spektronomie (MS) was found, which is easier, quicker and more accurate than
the first one. MALDI — TOF enables a diagnosis of the most demanding pieces of
bacteria, yeast and mushrooms. The MALDI — TOF diagnosis is characterized by
undisputed reliability and cost — effectiveness. p — Lactam antibiotics, mainly antibiotics
- co-amoxicilin and chloramfenikol are used as treatment methods against Heamophilus.
Against serious infections can one protect themselves with a vaccination — the Hib
vaccination.

In the practical part of my bachelor’s thesis | described some processes and
laboratory diagnostics of the pathogen H. influenza by methods MALDI — TOF MS and
by the Test for growth factories in a microbiological laboratory named Synlab, czech
s.r.o., in Ceské Bud&jovice. The results of how frequently H. influenza occurred in the
year 2013, were gained from of the previously mentioned laboratory information system

and were transported into the other laboratory from a field office of general



practisioners. The other aim of my bachelor’s thesis was to compare severity and of
each method.

HYPOTHESIS 1: The frequency of H. influenzae in the year 2013 depends on a
season.

HYPOTHESIS 2: The MALDI — TOF MS method is reliable and fast for
identification of the genus Haemophilus. The Test with growth factories is not so
reliable and fast.

From the results it is obvious that the frequency of H. influenzae depends on the
season. Heamophilus are very demanding and sensitive bacteria for cultivation and they
need optimal conditions for their accretion. In this season the viral diseases increase and
they can affect the process of the treatment.

During the comparison of these two methods | managed to prove that the second
hypothesis MALDI — TOF is useful in a diagnosis. This method is not demanding. And
the result can be obtained in a few minutes.

At the end of my thesis it can be said that the MALDI — TOF MS method is fast,
reliable and an efficient diagnosis tool for identification of microorganisms. MALDI —
TOF MS has become an effective method for taxonomic classifications and
microbiological studies. The MALDI — TOF MS method is fast and there are minimal
costs for consumables in samples.

Keywords: the genus Haemophilus, H. influenzae, the MALDI — TOF MS method,

a Test with growth factors, 3 — lactam antibiotics
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Seznam pouzitych zkratek

NAD nikotinamidadenindinukleotid
NADP nikotinamidadenindinukleotid fosfat
KA Columbia krevni agar s 5 % ov¢i krve
CO, oxid uhlicity

HCD horni cesty dychaci

DCD dolni cesty dychaci

NTHi netypizovatelny H. influenzae

Hib H. influenzae typu b

PRP polyribosiribitol fosfat

URT urogenitalni trakt

DNA deoxyribonukleova kyselina

tRNA transferova ribonukleova kyselina
rRNA ribozomalni ribonukleova kyselina
IgA imunoglobulin tfidy A

MALDI - TOF MS Matrix assisted laser desorption/ionization time of flight mass

spectrometry

CRP C — reaktivni protein

ATB antibiotika

API NH systém pro identifikaci neisserii a hemofili

p—NAD beta — nikotinamidadenindinukleotid

p —laktamova antibiotika beta — laktamova antibiotika
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Seznam pouzité lIékarské terminologie

Pneumonie zépal plic
Otitis media zanét sttedniho ucha
Sinusitida zanét vedlejsich dutin nosnich

Tracheobronchitida zanétliva infekce dolni cest dychacich
Endokarditida zanét nitroblany srde¢ni

Septicka artritida  zanét kloubt

Perikarditida zanét osrdeéniku

Konjunktivitida zanét o¢nich spojivek

Epiglotitida zanét hrtanové priklopky

Meningitida infek¢ni zanét mozkovych a misnich plen
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1.  Uvod

Zvolila jsem si toho téma bakalaiské prace, protoze chci prozkoumat spolehlivost a
naro¢nost zpracovani materidlu z H. influenzae nov¢jSimi metodami a porovnat je
s béznymi diagnostickymi postupy. Dale mé zajimalo, jaky byl vyskyt H. influenzae

za rok 2013 v oblasti Jiznich Cech, zda vyskyt tohoto hemofilu zavisi na roénim obdobi.

Rod Haemophilus je ¢lenem celedi Pasteurellaceae, ktery se dnes povazuje
za puvodce zavaznych infekei ovliviiujici ¢lovéka. Nekteré druhy se projevuji Sirokou
Skalou patogenity od Zzivot ohroZujici invazivni onemocnéni dychacich cesta az
po nepatogenni, kde mimo jiné pasobi jako komenzalni flora na sliznici nosohltanu
napt. H. parainfluenzae. Jsou to malé aerobné a fakultativné anaerobni gram-negativni
bakterie, ve tvaru kokobacilu nebo kratké tyce, které se vyznacuji naroénymi pozadavky

na rast. VyZaduji ke svému ristu riistové faktory, které nam umozni rozlisit jednotlivé

druhy, podle jejich zavislosti na téchto faktorech. (1)

Cilem mého zkoumani bude izolace rodu Haemophilus z hornich cest dychacich a
obligatorni patogen tohoto rodu. Nejvice virulentnim druhem je H. influenzae typu b,
ktery je ohniskem zavaznych infekci predev§im u déti a starSich lidi. Tento druh
zpusobuje invazi do krevniho feCisté a na meningy, kde muze vyvolat zavazna
onemocnéni. U déti to mohou byt meningitidy a zanéty stfedniho ucha a u dospélych
napf. chronickd obstrukéni plicni nemoc. Rozvoj téchto onemocnéni dochdzi hlavné
u infikovanych jedinct, predevsim u téch co prode€lali néjaké virové onemocnéni, a je

pfenaSeno kapénkovou infekci.

Ostatni druhy hemofilt, zpusobuji téz zavazné onemocnéni. H. parainfluenzae
krom toho, Zze se vyskytuje jako komenzalni obyvatel dutiny ustni spolu
s H. haemolyticus, ktery je dale i v urogenitalnim traktu, mize pisobit i jako oportunni
patogen zpiisobujici systémové onemocnéni napt. endokarditidu. Déle jako jediny

patogen tohoto rodu, ktery zplsobuje sexudlné ptenosné onemocnéni tzv. ,, Mékky
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vied” (Ulcus molle) se povazuje H. ducreyi, ktery se vyskytuje pfevazné v rozvojovych

zemich.(2)

Kazdé z vyse uvedenych onemocnéni ma svou vlastni diagnostiku, kterd vétSinou
spociva v mikrobiologickém vysSetieni urcitého biologického materidlu. Ve své praci se
budu hlavné zabyvat diagnostikou nejhlavnéjsiho patogenu H. influenzae, ktery je
naro¢ny na kultivaci a potiebuje ke svému ristu riistové faktory a specialni podminky.
Jako hlavni metody, které pouziji, byl test s ristovymi faktory jako bézna diagnosticka
metoda, ktera poskytne rozliseni H. influenzae od jinych druhG podle zavislosti
na rustovych faktorech, a novéjs$i metodu MALDI — TOF hmotnostni spektrometrii
(MS). Metoda MALDI — TOF MS svym rozvojem umoznila snadné&j$i a rychlejsi
diagnostiku a dokaze uz dnes potencialné nahradit nebo doplnit bézné identifikacni

techniky. (25)

Ve své praci chci téz popsat mozné zpusoby terapie. Zakladni 1é¢ebnou metodou
jsou B — laktamova antibiotika, mezi které zafazujeme hlavné skupinu aminopenicilint,
a to nejcastéjsi antibiotikum co—amoxicilin. Ten se uziva pifedev§im u zanéti hornich a
dolnich cest dychacich. Dale z fady amfenikolu antibiotikum chloramfenikol, ktery se
podava pii téZzkych hemofilovych sepsich napt. meningitidy. Kromé antibiotické 1écby,

1ze dnes vzniku zavazného onemocnéni predejit i ockovanim tzv. Hib vakcinou.(14)
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2. Vymezeni zakladnich pojmii

Ve své bakalarské praci se opiram o odborné terminy, které je nutno vysvétlit.
Jelikoz se budu zabyvat nejznaméjSich druhem rodu Haemophilus a vySetiovat ho dle
stanovenych mikrobiologickych postupti, bude nutné vhlédnout do problematiky oboru
Mikrobiologie.

Rod Haemophilus - je bakterie gram - negativni kokobacilus, ktera zptsobuje
nejriznéjsi infekce napf. meningitidy, mimo jiné se vyskytuje i jako pfirozena

mikroflora na sliznici nosohltanu.(3)

H. influenzae — se povazuje jako hlavni patogen rodu Haemophilus, pifedevsim

jeho typ b, ktery se povazuje za nejvic virulentni v této skupiné.(3)

Test s rastovymi faktory — je to rutinni diagnostika, ktera se vyuziva pro rozliseni
jednotlivych druhti, zejména nejhlavnéjsiho patogenu H. influenzae, ktery vyuziva

rastové faktory pro sviij optimalni rist a odliSeni od jinych druhii rodu Haemophilus.(2)

MALDI - TOF - moderni metoda hmotnostni spektrometrie, ktera umoznuje
rychlou a presnou identifikaci bakterii, kvasinek a hub izolovanych z biologického

materialu.(27)
3. Teoreticka c¢ast

3.1 Historie

Jako prvni kdo popsal a pozoroval rod Haemophilus, byl Robert Koch.
V roce 1889 — 1892 byl druh Haemophilus influenzae povazovan mylné za ptivodce
chiipky u chiipkové pandemie, ktera v téchto letech panovala, a po Ctyficeti letech byl
zafazen pouze mezi superinfekce, které se vyskytuji na poSkozenych mistech
zpusobenych virem chiipky. Rod Haemophilus byl tedy poprvé zafazen do Celedi

Pasteurellaceae v roce 1984.(1)
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3.2 Rod Haemophilus

Rod Haemophilus je ¢lenem celedi Pasteurellaceae, do které jsou zafazeny druhy
hemofild, které v soucasné dobé plsobi jako patogen ovliviigjici ¢lovéka. Do tohoto
rodu dnes zahrnujeme i dalSich sedm druhti a to jsou: H. influenzae, H. aegyptius, H.
ducreyi, H. parainfluenzae, H. aphrophilus, H. haemolyticus, H. parahaemolyticus.(2)
Jsou to gram — negativni kokobacily, které sdileji spole¢né ultrastrukturalni rysy
S jinymi gram — negativnimi patogennimi bakteriemi. Rod Haemophilus obsahuje fadu
druht, které zptsobuji nejriznéjsi infekce, mimo jiné se i ptirozen¢ vyskytuji na sliznici
nosohltanu, kde se povazuji za normdlni mikrofléru. Tento rod se vyznacuje zavislosti
na pozadavky faktori krevnich derivati béhem ristu, ktery dal rodu sviij nazev. Tyto
faktory jsou obsazeny v pudach obsahujici ov¢i krev, které jsou dnes vyuzivany
v rutinni diagnostice, napt. Cokoladovy a krevni agar.(3) Bézné se v klinickych
mikrobiologickych laboratofich setkavame s Haemophilus influenzae jako hlavniho
patogenu a nekterymi dal$imi druhy, které se projevuji Sirokou Skalou patogenity,
od Zivot ohrozujici invazivnich onemocnéni dychacich cest az po nepatogenni, které se

nachazi jako komenzalni fléra na sliznici.(5)
3.3 Morfologie a fyziologie

Clenové rodu Haemophilus jsou malé, nepohyblivé, bez sporulaci, pleomorfni,
aerobni a fakultativné anaerobni gram — negativni bakterie s naroénymi pozadavky
na rust. Buiiky tohoto rodu maji tvar kokobacilu nebo kratké tyce. Jejich bunécna sténa
pfipomind jiné gram-negativni bakterie, obsahuji méné mastnych kyselin, které se
vyskytuji u ostatnich ¢lent Pasteurellaceae napi. Enterobacteriaceae. Rod
Haemophilus jsou fakultativné anaerobni bakterie vyzadujici faktory pro rust, faktor X
(hemin) je protoporfyrin IX, ktery vznikl jako metabolicky meziprodukt v biosyntéze
heminu a faktor V, ktery se sklada z nikotidového komplexu jako NAD nebo
NADP.(2) Pozadavek na tyto slozky se lisi v zavislosti na druhu, H. influenzae,
H. haemolyticus a H. aegyptius vyzaduji faktory X a V, H. parainfluenzae a
H. parahaemolyticus vyzaduji pouze faktor V a H. ducreyi spolu s H. aphrophilus
rostou jen v oblasti kolem faktoru X.(4)
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Organismy v ramci rodu Haemophilus obvykle rostou na ¢okoladovém agaru, kde
produkuji kolonie, které jsou hladké s plochym nebo vypouklym tvarem. Jsou
nepigmentované nebo lehce nazloutlé a v priméru od 0,5 do 2,0 mm. N¢které druhy
jsou schopny produkovat beta-hemolyzu, napt. H. influenzae, H. haemolyticus. Nartstu
hemofilu muze byt dosazeno i na KA s obsahem 5 % ov¢i krve za vytvoreni
tzv. ,satelitizmu®. Pii testu se na pfedem hemofilem naockovaném KA nanese Cara
Staphylococca aureae, ktery obsahuje hemolysin, ten zptisobi, Ze erytrocyty na povrchu
agaru zhemolyzuji a vytvoii tak beta-hemolyzu. V disledku 1yzy erytrocyti dochézi
K uvolnéni heminu do média a vytvoii se tzv. ,satelitovy fenomén®. K optimalnimu
rustu dochazi pti teploté 35 az 37°C ve vlhkém prostiedi a v atmosféfe obohacené o 5
az 7% CO,. Za téchto podminek vétsina druhtt Haemophilus roste v pribéhu 24 az 48
hodin.(2)

Druhy Haemophilus, krom H. ducreyi, obvykle kvasi $irokou Skalu ruznych
biochemickych substratli, zejména fermentace glukozy, sachardzy, laktdozy, mandzy a
xylozy jsou uZite¢nou charakteristikou v ur€ovani druhu organismii v tomto rodu.
H. influenzae produkuje jeden z Sesti rtiznych opouzdienych nebo nepouzdienych
polysacharidi a na zéklad¢ tvorby tohoto pouzdra je druh rozdélen do Sesti serotypi
oznacenych od a az f.(2) Hemofily lze nalézt i v ramci komenzalni bakterialni flory

na povrchu sliznice HCD u mnoha zdravych jedinct.(6)
3.4 Klinicky vyznam nejznaméjSich druhi

3.4.1 Haemophilus influenzae

Nazev ,, influenzae* ziskal z uz difive zminéné virové chiipky, ktera panovala v 19.
stoleti a byl povazovan zprvu za jejiho puvodce. Dnes je H. influenzae pokladan
za hlavni patogen, ktery je rozdélen na opouzdiené a neopouzdiené druhy, které se jsou
jinak oznaCovany jako netypizovatelny H. influenzae (NTHi). Opouzdiené druhy lze
rozdélit ze Sesti riznych kapsularnich serotypt (a, b, ¢, d, e, f).(7) Antigen typu b je
nejvice virulentni v této skupiné; 95 % zplsobuje invazi do krevniho feCisté a
na meningy u déti od 6 mésict do 2 let.(3) NTHi jsou spojeny s béznymi pediatrickymi

chorobami, v¢etn¢ zanétu stiedniho ucha u déti a zhorSujici se chronickou obstrukéni
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plicni nemoci u dospélych (CHOPN).(7) Ohniskem infekce typu b se vyskytuje zvlasté
ve Skolkach a centrech péce o déti. Protilatky proti Hib pouzdra hraji hlavni roli
v poskytnuti imunity a jsou ziskany vakcinou konjugovaného H. influenzae typu b,
ktery vyvold ochranu tim, Zze indukuje tvorbu téchto protilatek proti
polyribosilribitolfosfatu (PRP). Novorozenci maji nizké riziko infekce a to diky
pritomnosti matefskych protilatek ziskanych od matky. Pokud tyto transplacentarni
protilatky proti PRP ubyvaji, je u déti velké riziko vzniku invazivniho onemocnéni
zpusobené H. influenzae napi. meningitidy a epiglotitidy. H. influenzae typ b se Sifi
Zjednoho cloveéka na druhého pfimym kontaktem nebo prostfednictvim sekretl
piipadn¢ aerosolem.(3) Druhy H. influenzae jsou na zakladé produkce indolu, ornitin
dekarboxyldzy a uredzy rozdéleny dale do osmy biotypl, Nejcastéji se vyskytuji
biotypy I, IT a III.(1) Vétsina hemofilt typu b spadaji do biotypt I nebo II, zatim co
neopouzdiené druhy patii do biotypt Il az VL.(3)

biotyp indol ureasa | ornithinde-
karboxylasa
I + + +
11 + + -
111 - + -
v - + +
Y + - +
Vi - - +
Vil g - -
Vil - - -

Obrazek 1 Biotypy H. influenzae (1)

Legenda: pozitivni (+), negativni (-)

Mezi respiracni infekce zpuisobené neopouzdienymi druhy patii sinusitidy, otitis

media, akutni tracheobronchitidy a pneumonie. Dal§im z&dvaznym onemocnénim jsou
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akutni epiglotitidy, které se Castéji vyskytuji u déti nez u dospélych, a to v disledku
snizeni hladiny mateiskych protilatek. Sifeni onemocnéni je velmi rychlé, projevujici se
vysokou teplotou a vyrazné stoupajici bolesti v krku.(3) Branou vstupu je sliznice
hltanu, odkud se hemofily dostavaji pies kapilary do krevniho feCisté a na meningy.
Pro rtst vyzaduje faktor X i V a rostou na ¢okoladovém agaru, ktery oba tyto faktory

obsahuje.(6)

3.4.2 Haemophilus parainfluenzae

Haemophilus parainfluenzae je pro ¢lovéka komenzal, ktery mize byt pii¢inou
zavaznych onemocnéni.(8) Clen rodiny Pasteurellaceae je gram-negativni kokobacilus,
ktery je opakované rozpoznan, jako normdlni mikroflora nosohltanu a hornich cest
dychacich lidského hostitele. Jeho poZadavkem na rlst je exogenni NAD, kterym se
odlisuje od H. influenzae, ktery vyzaduje pro svij rust hemin a NAD. Kultivace tohoto
organismu je v klinickych laboratofich obtizna a jeho identifikace na Grovni druhu trva
tyden a déle. H. parainfluenzae se snadné&ji kultivuje odsatim kapaliny ptfepravované
v krevnich kultiva¢nich lahvich. Pokud je kultura B-laktaméazy negativni, Siroké
spektrum polymerdzové fetézové reakce na tkanovych vzorcich lze pouZit k identifikaci
organismu béhem nékolika hodin.(9)

Tento hemofil je uznavan jako oportunni patogen zpusobujici systémové
onemocnéni se spektrem podobnym jako netypizovatelny Haemophilus influenzea
(NTHi), vcetné endokarditidy, meningitidy a bakteriémie. Byl také izolovan ze sputa
u pacient s CHOPN, avSak jeho role neni zcela objasnéna u akutnich a chronickych
plicnich infekci, a proto je dnes za pivodce tohoto onemocnéni povazovan pouze NTHi.
Nicméné je piinosem tohoto druhu v patogenezi chronickych onemocnéni plic a stejné
jako ostatni ¢lenové rodu, véetné NTHi je izolovan z nosohltanu.(10)

Mezi zavazné onemocnéni, které zpusobuje je endokartidida, jeji prubéh je velmi
agresivni, coz muze vést k srdeCnimu selhani, diseminované intravaskularni
koagulopatii a multiorgdnovému selhani, navzdory vhodnym antibiotikiim a
chirurgickym zakrokim.(8) Krom toho, ze je Haemophilus parainfluenzae je
komenzalnim obyvatelem dutiny uUstni a dychacich cest, sidli také 1 v travicim a

urogenitalnim traktu. Piesto vSak nékdy muze zplsobit oportunni infekce, které vedou
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k septické artritidé, osteomyelitidé a hnisavé perikarditidé. Septicka artritida
z acromioklavikularniho kloubu (AC) je vzicna u osob s pfiznaky, které zahrnuji
zarudnuti, otok a bolesti nad AC, horeCkou a omezenym pohybem ramene.
H. parainfluenzae neni jedinym zdrojem této infekce, jako spoleénym puvodce byly
zminény i1 druhy Staphylococcus a Streptococcus.(11) Protoze H. parainfluenzae je
naro¢ny na kultivaci a mlize zpusobit hnisavou perikarditidu, pfesto je obtizné jej
v kultufe izolovat. Hnisavd perikarditida je proces, onemocnéni, které je obvykle
popisovano jako sekundarni infekce z primarni oblasti v dychacim traktu. Tento stav je
spojen s respiracnimi chorobnymi procesy, jako jsou zapal plic nebo hnis v télnich
dutinach (empyém), coz muze byt nasledek endokarditidy, poranéni hrudniku nebo
hematogenni $ifeni infekce z jiné oblasti téla. Proto by mélo byt u pacienta s ptiznaky
hnisavé perikarditidy zvazena pfitomnost H. parainfluenzae. Definitivni diagndza zavisi
na vysokém stupni podezieni a na peclivé mikrobiologické analyze, napt. polymerazové
retézove reakci.(9)
3.4.3 Haemophylus haemolyticus

Tak jako ostatni vyse popsané druhy, tak i H. haemolyticus je soucasti mikroflory
nosohltanu a urogenitalniho traktu. Floru urogenitalniho traktu (URT) sdili spolu
s Haemophilus parainfluenzae a Haemophilus parahaemolyticus. Tyto druhy jsou si
fylogeneticky piibuzné, ale prakticky apatogenické. Celkem Haemophilus druhy tvoti
asi 10 % z kultivované bakterialni flory z URT. Biochemicka identifikace metodou
rastovych faktorti, je zaloZzena na vyuziti skuteCnosti, ze H. influenzae postrada
enzymatickou schopnost prevést &-aminolevulovou kyselinu (ALA) na protoporfyrin, a
proto zavisi na faktoru X pro rist. Tato metoda, ale nedokadZze rozliSit od sebe
H. haemolyticus, ktery rovnéz roste na faktoru X i V, od H. influenzae. RozliSovani
mezi nimi je velmi obtizné, proto vétSina izolovanych H. haemolyticus vede k alfa-
hemolyze na koniském, kravském nebo kralicim KA. Metoda rstovych faktorii se zda
byt nedostacujici pro rozliseni H. haemolyticus od H influenzae, a proto se dnes
vyuzivaji uZ mnohem sofistikovangjsi, pracovné narocné a drahé molekulérni postupy,
jako jsou sekvencni analyza ribozomalniho DNA, multilokusova analyza, DNA — DNA

hybridizace a MALDI — TOF MS.(12)
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3.4.4 Haemophilus ducreyi

Je plivodce sexualné pienosného onemocnéni, které se vyznaCuje tvorbou tzv.
,»M¢&kkého viedu® (Ulcus molle). Projevuje se vznikem jednoho bolestivého genitalniho
viedu, ktery je provazen zvétSenim inguinalnich lymfatickych uzlin, vyskytujici se ve 2
az 7 dnech po expozici. Vzniklé 1éze, které se podobaji syfilitickym, jsou vysledkem
pohlavniho styku s infikovanym jedincem a bézné se vyskytuji na genitaliich. Na rozdil
od syfilitickych viedi, 1éze jsou bolestivé a jsou spojeny s otoky lymfatickych uzlin
Vv tfiselné oblasti. Toto onemocnéni se vyskytuje nejCastéji v rozvojovych zemich,
prevazné v Asii, Africe a Latinské Americe. Epidemiologie choroby jsou spojena
S nizkym socioekonomickym statusem, $patnou hygienou, prostituci a zneuzivani drog.
(2,3)

Jsou to gram-negativni tyCinky v fetizcich nebo drobné kokobacily, které je mozno
izolovat na pudy s vysokym obsahem krve, poptipad¢ ve zloutkovém vaku kufecich
embryi. Pro odbér je potieba materidl z viedovych lézi, popiipadé z pftislusnych
lymfatickych uzlin. Natér klinického materidlu se pod mikroskopem jevi jako drobné
hejno ryb, které je uspotddané ve shlucich nebo ve formé kratkych fetizki. K jeho
prikazu jsou nezbytné bohaté pudy, napt. cokoladovy agar, ktery obsahuje 5 - 10 %
bovinniho fetdlniho séra, ke kterému je dodan disk napustény vankomycinem.
Optimalni teplota pro kultivaci za zvySené tenze CO, je 35 az 37°C. (4, 1) Diagndza
H. ducreyi mize byt ur¢ena kultivaci i na Mueller-Hinton agaru, doplnéného 5% ov¢i
krve a inkubaci po dobu 96 hodin v atmosféie obohacené o CO,.(3)

3.4.5 Haemophilus aegyptius

Dnes je povazovan za biotyp druhu H. influenzae, ktery je pfi¢inou epidemické a
endemické konjunktivitidy. Jako prvni kdo ho popsal, byl R. Koch a to v roce 1883
u egyptskych déti, které byly postihnuté purulentni konjunktivitidou. Nésledné o tfi
roky pozdéji v roce 1886 toto onemocnéni se objevilo 1 u americkych déti a obdobné
bylo popsdno panem Weeksem. Proto dnes tento mikrob nese nazev Koch-Weekstv
bacil. H. aegyptius je ptivodce nejenom purulentni konjunktivitidy u déti, ale i brazilské

horecky a zanétu spojivek.(1)
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3.4.6 Haemophilus aphrophilus
H. aphrophilus se vyskytuje jako soucast bézné flory v HCD a muze zde zpusobit
mirné infekce respiracniho traktu. Vzacné ho lze kultivovat pfi zvySené tenzi CO-

z infekénich endokarditid, pneumonii nebo mozkovych abscest.(1)

3.4.7 Ostatni hemofily

Ostatni druhy Haemophilus, byly ziidka prokazany jako infekce u lidi.
Haemophilus parahaemolyticus se vyskytuje jako saprofyt, ktery osidluje dutinu ustni a
HCD. Pii oslabeni obrannych mechanismli na sliznici mohou vyjime¢né vyvolat

zanét.(1)
3.5 Patogeneze a patogenita

Hemofily se piendsi kapénkovou infekci nebo piimym kontaktem. K rozvoji
zavaznych onemocnéni vSak dochazi az u pfedem infikovanych jedinct, napt. pfi
poskozeni sliznice virovou infekci. Za hlavni faktor virulence se povazuje pfitomnost
polysacharidového pouzdra u zapouzdienych druhti H. influenzae. Tyto druhy mohou
proniknout do epitelu nosohltanu a napadnout tak pfimo krevni kapilary. Nejucinné;si
pouzdra jsou u H. influenzae typu b, ktery obsahuje polysacharid polyribosylribitol
fosfat. Tento vyznamny typ b je odolny vi¢i fagocytéoze polymorfonuklearnich
leukocyt v nepfitomnosti specifické nekapsularni protilatky. Proto jsou druhy typu b
nejvic virulentni organismy, které mohou zplsobit u déti zdvazné onemocnéni, jako
jsou napt. meningitidy a epiglotitidy. Neopouzdiené¢ kmeny jsou méné invazivni, a
proto jsou casto oznaCovany jakou soucast bakterialni mikroflory nosohltanu
u zdravych lidi.(3) Dalsi faktorem je hemofilovy polysacharid - endotoxin, ktery je
podobny endotoxinu enterobakterii, ktery indukuje zanétlivou reakci. Uplatnuje se zde
jako tzv. ,,ciliostatickd substance®, ktera poskozuje tasinky a epitelové buniky dychacich
cest. Prudké infekce n€kterych druht umi uvolnit enzym protedzu, kterd je schopna

Stépit IgA, a tak ovlivnit slizni¢ni imunitu.(1)
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3.6 Diagnostika

Kazdé¢ z vyse uvedenych onemocnéni mé svou vlastni diagnostiku, ktera vétSinou
spo¢iva v mikrobiologickém vySetfeni urcité télesné tekutiny nebo jiného ziskaného
vzorku. K prikazu hemofilli se dnes odebird nasledny materidl - krev, vytér z HCD,
vykaslavany hlen (sputum), mozkomisni mok, punktaty z kloubli a perikardialniho
vaku. Obecné lIze fici, ze ndlez u hemofilovych infekci stejné jako u jinych bakterialnich
infekci je doprovazen zménami v krevnich nabérech, které se vyznacuji zvySenym
poctem bilych krvinek a zvySenim CRP. Hemofily jsou znamé svou citlivosti k zevnim
vliviim, proto je potieba material odebirat do transportnich piid. Odebrany material je
nutno uchovavat pti pokojové teploté, nikoliv v chladnicce, protoze hemofily pfi teplote
4°C rychle hynou. Rod Haemophilus se diky svymi naro¢nymi pozadavkim na rast
kultivuje na agarové pudé bez krve s ptidavkem diskd napusténych rustovymi faktory,
kterymi se hemofily rozlisi podle jejich zavislosti na téchto faktorech. Pro kultivaci se
vyuziva i puda, ktera tyto uz faktory obsahuje napf. cokoladovy agar.(1) Tato metoda
rustovych faktorti se dnes vyuziva jako rutinni diagnostika, pro rozliSeni hlavniho
patogenu H. influenzae, avsak je ¢asové naro¢na a jeji spolehlivost neni 100%.(16)
V ptipadé falesné pozitivniho vysledku se vyuziva v laboratofi tzv. porfyrinovy fest.
Porfyrinovy test

Tento test se provadi ve zkumavkach, kdy roztok substratu se naoCkuje na média
obsahujici 8- aminolevulovou kyselinu. Po 4 hodinach inkubace pii 37°C vykazuje
médium u kmene schopnych syntetizovat porfyriny v UV-svétle Cervenou fluorescenci.
V ptipad¢ porfobilinogenu, ten se prokdze cervenou barvou po pifidani Kovacsova
¢inidla. Jako pozitivni se prokaze H. parainfluenzae, ktery dovede syntetizovat hemin,
proto nevyzaduje X faktor, oproti H. influenzae, ktery je negativni a vyzaduje oba
rustové faktory.(15) (Ptiloha 1)

Proto se zavedl novéjsi zplsob identifikace rodu Haemophilus metodu MALDI-
TOF. Jde o hmotnostni spektrometrii, ktera méti dobu letu ribozomalnich proteint
uvolnénych z mikroorganismi pomoci laseru. Je to metoda, ktera umoznuje snadnéjsi a
rychlejsi diagnostiku lidskych patogenti a vyznacuje se nespornou spolehlivosti a

nakladovou efektivnosti.(16)
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Test na citlivost proti antibiotikim se dnes uziva diskova difuzni metoda, ktera je
kterdA pouzivda médium Mueller - Hintoniv agar obohaceny 5 % mechanicky
defibrilované konské krve a 20 mg/l B-NAD (MH-F agar).(17)

Diskovy difuzni test

Tato metoda nam umoziuje stanovit citlivost na antibiotika u velkého poctu
bakterialnich kment a uleh¢it postup piti urovani 1é¢by. Na pudu MH-F agaru se klade
maximalné 6 diskll s antibiotiky, které se pokladaji pomoci bodlu nebo raznice
na antibiotické disky ve sméru hodinovych ruci¢ek. Podle citlivosti na antibiotické
disky nam bakterialni kmen po 18 hodinové kultivaci v termostatu o teploté¢ 37°C
difunduje do okoli a vytvoti tzv. inhibicni zonu (IZ). Po nasledujicich 24 hodinach se
odecte prumér této zony a srovna se s tzv. referencni hodnotou (idaje vyrobce diski).
Inhibi¢ni zona je rozdélena vyrobcem podle velikosti ristu kolem disktl, pokud je IZ
vetsi, nez udava vyrobce je kmen na ATB citlivy, jestlize ale je zona mensi mikrob neni

citlivy k ptislusnému ATB a je tedy rezistentni.(15)
3.7 Terapie

3.7.1 Antimikrobialni 1é¢ba

Zékladni lé¢ebnou metodou jsou P - laktamova antibiotika. Nékteré druhy hemofilu
jsou schopny rozkladat tyto antibiotika, diky produkci enzymu B- laktamézy, proto se
dnes vyuzivaji antibiotika s inhibitory k beta-laktamasam. B - laktamova antibiotika se
skladaji z B - laktamového kruhu, ktery je enzymem B - laktamazy rozstépen a ztraci tak
antimikrobidlni efekt. Jako inhibitor pfidany do beta-laktamovych antibiotik lze
povazovat kyselinu klavulanovou, sulbaktam a tazobaktam. (14)

Mezi B - laktamova antibiotika proti rodu Haemophilus zahrnujeme peniciliny,

konkrétné skupinu aminopenicilind, a cefalosporiny.
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Do skupiny aminopenicilint fadime:

. co-amoxicilin (augmentin) — pouziva se jako kombinace amoxicilinu s
kyselinou klavulanovou, ktera kovalentné vaze B - laktamazu. Spolu s ampicilinem

se uziva u infekci HCD 1 DCD, u sepsi a zanétu stfedniho ucha.

. ampicilin — z dtvodu jeho Spatného vstfebavani se uz dnes tak casto
nevyuziva, pouziva se jako prvni varianta 1é¢by u tézkych homofilovych sepsi a
epiglotitid. Pokud vsak jejich Gc¢innost je slaba vyuziva se v kombinaci s

chloramfenikolem, ktery slouzi jako druhd volba ATB pfi této sepsi.
Do skupiny cefalosporint fadime:

. cefuroxim — patii do podskupiny cefalosporint II. generace, které jsou
u¢inné na gram-negativni tycky, mezi které fadime i H. influenzae. K peroralnimu
uziti se podava cefuroxim Antil (Zinnat) nebo je v injekéni formé jako cefuroxim

(Zinacef). Je ucinny proti druhtim, které produkuji beta-laktamasu.(14)

Jako dalsi antibiotika, kterd se uZivaji k obrané proti gram-negativnim bakteriim,

jsou makrolidy spolu s amfenikoly:

. makrolidy — maji bakteriostaticky ucinek, vazi se na rRNA, tlumi
proteosyntézu a brani vzniku tRNA. Jako makrolid I. generace se pouziva
Erythromycin.

. amfenikoly — ATB této skupiny je chloramfenikol, pisobi jak na aerobni
tak 1 na anaerobni gram-negativni bakterie a piisobi jako inhibitor proteosyntézy u
fady druhti. Jeho ucinek je bakteriostaticky a dnes se uziva pouze jako doplitkové
antibiotikum. Podéava se k 1écbé tézkych homofilovych sepsi, zvlast¢ u infekci

zpusobenych H influenzae, napt. u meningitidy.(14)

24



3.7.2 Prevence

Vzniku ohnisek zavaznych infekci 1ze predchazet v dnesSni dob¢ ockovanim.
Ockovaci latka Hib, kapsularni polysacharid typu b neboli PRP je bilkovinna
slozka ribozomt izolovanych z H. influenzae, ktera se podava v nékolika davkach
jako soucast tzv. hexavakciny. Prvni pokusy ockovani této vakciny byly nezdatilé
a to z divodu, Ze tento polysacharid ve své Cisté podob¢ neni imunogenni u déti,
u skupiny nejvice ohrozené infekci. Pozdé&ji se vSak prokazalo, ze vakcina PRP
konjugovana proteinem, napt. difterickym toxoidem slouzi jako dobra protilatkova
odpovéd’ u kojencti. U dospélych v dusledku castého a ¢asného podavani antibiotik
v détstvi dochazi k potlaceni tvorby ,,baktericidnich protilatek, které jsou ptitomny
v séru a spolupracuji s komplementem k usmrceni hemofilti. Nasledkem potlaceni
tvorby téchto protilatek dochazi k zesileni vnimavosti dospélé populace

k hemofilovym infekcim.(3, 4)

4, 7.avér teoretické ¢asti

V teoretické Casti své bakalaiské prace jsem se zabyvala obecnymi poznatky 0 rodu
Haemophilus, ktery se dnes povazuje za puvodce zavaznych infekei ovliviujici Zivot
¢lovéka. Rozvoj téchto zavaznych onemocnéni dochédzi pfedev§im u infikovanych
jedincl napf. virovym onemocnénim, a jsou prenaseny kapénkovou infekci.(3) Dale
jsem se vV teoretické Casti prace zabyvala jednotlivymi druhy rodu Haemophilus a
druh, a sice H. influenzae, ktery se stal nejvice virulentnim druhem tohoto rodu. Tento
druh zpasobuje zavazné onemocnéni u déti napt. zanét stiedniho ucha a u dospélych
napt. chronickou obstruk¢éni plicni nemoc.(7) Ohniskem zévaznych infekei se stal
predevsim H. influenzae serotyp b, ktery obsahuje polysacharidové pouzdro obsahujici
polyribosilribitol fosfat, ktery je odolny vaci fagocytéoze polymorfonukledrnich
leukocytti v neptitomnosti specifickych protilatek organismu. Proto byla zavedena
o¢kovaci hexavakcina (Hib) proti tomuto typu hemofilu, ktera obsahuje protilatky proti

polysacharidovému pouzdru hemofila typu b.(3) Krom¢ ockovaci vakciny se pouziva
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jako zakladni 1é¢ebna metoda i antibiotikum. Nejpouzivangjsi antibiotikum je z fady

aminopenicilini - co-amoxicilin a z fady amfenikola - chloramfenikol.(14)

V prosttednim oddilu teoretické Casti se zabyvadm i zpracovanim a identifikaci
hlavniho patogenu pomoci rutinniho testu s ristovymi faktory a metodou hmotnostni

spektrometrie MALDI-TOF, jejichz porovnani je cilem mého vyzkumu.

5. Prakticka ¢ast

Vyzkum na téma rod Haemophilus a jeho laboratorni vySetfeni v soucasné
mediciné jsem si vybrala, protoze bych chtéla prozkoumat spolehlivost a ndrocnost
zpracovani materialu novéjSimi metodami a porovnala je s béZznymi rutinnimi postupy.
Tento vyzkum jsem si zvolila, abych prokazala, Ze nov¢jsi metoda MALDI-TOF MS je
rychlou revolu¢ni metodou umoziujici snadnéjsi a spolehlivéjsi diagnostiku lidskych

patogenu nez konvencni identifikaéni metoda riistovymi faktory.

5.1 Stanoveni cile vyzkumu

Cilem této prace je izolace rodu Haemophilus z hornich cest dychacich
prostfednictvim  mikrobiologickych vySetfovacich postupii. Déle identifikace
nejhlavnéjsiho potencionalniho patogenu, tj. H. influenzae a porovnani jednotlivych
rutinnich a standardizovanych metod pii jeho urCovéani. Tato identifikace byla
provedena za odborné asistence mého vedouciho bakalafské prace v laboratofi Synlabu
czech, s.r.o., v Ceskych Budg&jovicich. Pro znazornéni &etnosti vyskytu H. influenzae
Vv jednotlivych ro¢nich obdobi za rok 2013 jsem nasbirala vysledky z laboratorniho
informaé¢niho systému Synlabu ze spadové oblasti Jiznich Cech a zpracovala je do
statistickych udaja.

Cile by se tedy daly shrnout do nékolika ziakladnich bodii:

1. izolace rodu Haemophilus z hornich cest dychacich
2. identifikace druhu H. influenzae
3. porovnani jednotlivych metod pti ur¢ovani H.infuenzae

4. znazornit ¢etnost vyskytu H. influenzae v ro¢nich obdobi za rok 2013
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5.2 Definice hypotéz
Hypotéza 1.:
Cetnost vyskytu H. influenzae v roce 2013 zavisi na roénim obdobi.

Hypotéza 2.:
Metoda MALDI-TOF MS je spolehlivou a rychlou metodou pro identifikaci rodu

Haemophilus, na rozdil od rutinniho diagnostického testu s ristovymi faktory.
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6. Metodika vyzkumu

6.1 Kvantitativni vyzkum

Cilem tohoto vyzkumu bylo zjistit Cetnost vyskytu bakterie H. influenzae
V zévislosti na rocnim obdobi a srovnani jednotlivych metod pouzitym pii jeho

identifikaci.
6.2 Charakteristika sbéru dat

Data pro vytvoreni své bakalarské prace jsem ziskala v mikrobiologické laboratote
Synlab czech, s.r.o., v Ceskych Budg&jovicich pod odbornym dohledem mého vedouciho
prace a mikrobiologickych pracovnikd. Material, ktery byl pouzit pro identifikaci,
pochazel z terénnich ordinaci od praktickych lékati z Jiznich Cech, které bézné byly
dopraveny do laboratofe Synlabu. Pro identifikaci a srovnani jednotlivych metod jsem
pouzila padesat vzorkd z hornich cest dychacich, které jsem sama zpracovala a posléze
za odborné asistence mého vedouciho vyhodnotila. Porovnala jsem vysledky dvou
vySetiovacich metod, jejich spolehlivost a narocnost v pribchu zpracovani. Metody,
které byly pouZity pro ziskani vysledk, jsou popsany nize.

Dale jsem sbirala vysledky cetnosti vyskytu H. influenzae za rok 2013
Z laboratorniho informa¢niho systému Synlabu a porovnala tak jednotliva rocni obdobi.
Cilem mé prace bylo 1 osvojit si praktické znalosti spravné laboratorni praxe,
pfi zpracovani materialu a pfi ur€ovani citlivosti na antibiotika u izolovaného druhu H.

influenzae.

6.2.1 Pouzité metody a postupy

Hlavni metody, které jsem pouzila ke srovnani pti identifikaci H. influenzae byly
test srastovymi faktory jako rutinni diagnosticka metoda a metodu hmotnostni
spektrometrie MALDI — TOF.
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6.2.2 Odbér vzorku, transport a skladovani organismu
K prikazu rodu Haemophilus se odebira:
—  Vytér z nosohltanu
- Hnis
- Likvor
—  Vykaslany hlen (sputum)
-  Mozkomi$ni mok
- Krev pro hemokultivaci

—  Punktaty z kloubti a perikardidlniho vaku

Material po dodani do laboratofe je potfeba zpracovat co nejrychleji, protoze
hemofily jsou citlivé na zevni podminky, k jejich odbéru se tedy pouzivaji transportni
pudy. Jako jedna z transportnich ptd se pouziva Amiesovo transportni médium, které je
bakterii. Hemofily jsou obecné nachylné na teplotni vykyvy, a proto se musi skladovat
pii teploté vyssi jak 4°C. Pfi ristu na kultivacnich ptidach hemofily vyzaduji teplotu 35
az 37°C, a protoze vétSina z nich je fakultativné anaerobni, vyhovuje jim atmosféra

obohacena CO5.(1, 13)

Amiesovo transportni médium

Ukolem transportniho média je udrzet Zivotaschopnost mikroorganismu b&hem
transportu do laboratofe a stejny pomér jejich vyskytu jako v misté odbéru. K transportu
se vyuzivaji pudy, které maji specifickou polotuhou konzistenci, udrzuji dostatecnou

vlhkost a mohou obsahovat nepatrné mnozstvi ¢erného uhli.(18)

Amiesovo transportni médium:

- s aktivnim uhlim — je doporuceno pro vytéry z krku, vaginy a rany,
nejCastéji se pouziva pro zachyt choulostivych anaerobi napf. Neisseria
gonorrhoae, piitomnosti aktivniho uhli dochazi k neutralizaci toxickych produkti
latkové vymény, které vznikaji ristem mikroorganismu.(19)

- bez aktivniho uhli — obdobné jako médium s aktivnim uhlim se vyuziva

v

u vytéru s krku, vaginy, ran a slouzi také k zachytu nejchoulostivéjsich mikrobd,
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nicméné nepfitomnosti aktivniho uhli usnadiiuje barveni dle Grama a piimé

testovani antigent.(19)

Odebrany material v Amiesové médiu prezivad pii pokojové teploté po dobu 24
hodin. Amiesovo médium obsahuje anorganické soli, thioglykolat sodny, 1 % agaru a

ve vetsing pripadl i vyse zminéné aktivni uhli. (15)
6.3 Kultivace

Kultivace je Gspésna pouze v piipad¢ Cerstvého materialu, nikoliv ze vzorku, ktery

byl ulozeny ptes noc v chladnicce.

6.3.1 Krevni agar (KA)

Hemofily diky svym néroklim na rlstové faktory nerostou osamocen¢ na krevnim
agaru (KA), nicméné¢ se ukazalo, ze je spolehlivou pidou pro kultivaci vzorkti z hornich
a dolnich cest dychacich. KA se stal zakladni piidou pro kultivaci vétSiny mikrobi
nejenom hemofild, ale aby hemofily mohly rist na KA je nutno vyuzit
tzv. ,satelitového fenoménu“. Je to schopnost hemofilu rist v pfitomnosti cary
Staphylococca aureae, ktery produkuje hemolyzin lyzujici erytrocyty bezprostfedné
v blizkosti ¢ary stafylokoka a uvolni tak dostatecné mnozstvi faktoru X a V. Hemofily
rostou v jeho blizkosti ve formé bezbarvych lesklych kolonii a vytvari tak satelitismus.
Na KA jsou dale umistény disky, které slouzi k potlaceni bézné mikroflory a k zachytu
patogenu. Pro potlateni rdstu rodu Haemophilus se klade disk napusténych
bacitracinem, coz je antibiotikum rezistentni k hemofilim, a disky vankomycin a

kolistin pro ptipadny rist patogennich Neisserii.(1, 2, 15)

Dnes se v laboratofi vyuzivda KA obohaceny 5-10 % ov¢i krve, jinym nazve
Columbia, ktery se v soucCasnosti povazuje spiSe za diagnostickou pidu diky své
schopnosti vytvofit hemolyzu u nékterych mikrobti. Rist vétSiny mikrobii je podminén
ptfitomnosti zivin, které dodavaji specidlni smés pepton. Inkubace vySetfovanych
bakterii je nutna po dobu 18-72 hodin pfi teploté¢ 37°C v mikroaerofilni nebo aerobni

atmosfére, v zavislosti na typu vySetfovanych bakterii.(20)
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4. asi 1 cm od ¢ary se polozi
bacitracinovy disk pro prikaz hemofil

] @ 5. polozi se disk s vankomycinem
\ a kolistinem kvuli meningokokam
- TR - 2 et o o -

“ 1. tfetina misky se naockuje husté
vatovym tamponkem, na kterém vytér
prisel

- = . e - °
2 2. na zbytku misky se vytér rozockuje
PR g klickou
o P 3. vytvori se stafylokokova ¢ara |

(referenénim kmenem)
Vzhled po inkubaci v pripadé pritomnosti hemofili a meningokoku

kolonie hemofili

kolonie meningokoku
(popripadé i kvasinek)

Schéma 1 Ockovani vytéru z krku (15)

6.3.2 Cokoladovy agar (CA)

Dalsi ptida, ktera slouzi k izolaci rodu Haemophilus je Sokoladovy agar (CA). Je to
pevna obohacend kultivacni pida, kterd vznika pii zahtati krevniho agaru na 80°C. KA
diky zahtati na tak vysokou teplotu inaktivuje enzym NAD-asu a uvolni z rozpadlych
erytrocytt hemin. CA je bohata pida na oba ristové faktory a proto umoziuje rist
vétSiny hemofild. Hemofily zde rostou ve formé vodnatych a naSedlych koloniich

0 praméru az 3 mm.(15)
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Obrizek 2 Cokoladovy agar s rodem Haemophilus (vlastni zdroj)

Kuréeni druhu Haemophilus z klinickych vzorkd se smisenou mikroflérou,
zejména s respiraéniho traktu se vyuziva ¢okoladovy agar s bacitracinem (COKB). Riist
testovanych bakterii je podporovan Zivinami pfitomnymi v médiu, které jsou vhodné
K optimalnimu ristu i naro¢nych bakterii. ATB bacitracinu pisobi selektivné a potlacuje
tak rust nejen gram-negativnich mikrobi, ale i vétSiny nepatogennich Neisserii.
Inkubace COKB je po dobu 18 - 24 hodin pfi teploté 37°C v atmosféfe obohacené
0 CO, (21)
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Postup o¢kovani na zikladni CA

Pottebny material: sterilni vatové tampony, bakteriologické klicky pro opakované
pouziti, jednorazové rukavice, sterilni pinzeta, plynovy kahan, ¢okoladovy agar, lihovy
popisovac, termostat, sterilni folii se substratem obsahujici CO-, disk bacitracinu.

a) Pied manipulaci se vzorky si nejprve piipravime pidu CA, kterou vytahneme
Z komorové¢ lednice a ponechame ji po dobu 30 minut pti laboratorni teploté;

b) pfipravenou plotnu si ozna¢ime pomoci lihového popisovacée podle ¢isla vzorku,
ktery budeme nasledné rozockovavat;

€) Material pomoci tampdonu nebo bakteriologické kli¢ky, kterou je nutné pfedem
vyzihat pod plamenem kahanu, kvili pfipadné kontaminaci, inokulujeme do okraje
Petriho misky v podobé ¢ary nebo vytvoiime inokulum krouzivym ¢&i rovnobéznym
pohybem;

d) Poté vyzihanou bakteriologickou klickou prubé&zné rozockuje material tfemi az
péti rovnobéznymi ¢arami;

e) Vyménou klicky za nové vyzihanou dale postupujeme opakované¢ od nové
vzniklych ¢ar do uplného zaplnéni plotny;

f) Po nékolika sterilizovanich kli¢ky je vzorek zna¢né nafedén a na konci Car
zustavaji pouze jednotlivé bakterie, tvofici samostatné kolonie, které jsou zdrojem
pozorovani;

g) Do mista vytvofeného inokula se umisti sterilni pinzetou disk s bacitracinem,
ktery umozni lepsi rist hemofild;

g) Po naockovani celé plotny a umisténi disku s bacitracinem je CA vloZen
do termostatu ve sterilni folii, ve které je substrat obsahujici CO, , aby se vytvorila
optimalni atmosféra pro rist, a inkubuje se pii stalé teplot¢ 37°C po dobu 24 hodin,
Vv piipadé potieby 48 hodin;

h) Po 24 - 48 hodinach podle nartstu a vzhledu kolonii hodnoti odbornym lékafem,

o jaky kmen se jedna a po vyhodnoceni lékai se urci citlivosti na ATB.
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6.4 Test s rustovymi faktory

Jak uz bylo zminéno vySe rod Haemophilus je naro¢ny na svoji kultivaci a
pro rozliSeni jednotlivych druhti, zejména H. influenzae, potfebuje ke svému ristu
rustové faktory. Ristové faktory jsou komercné vyrabéné diagnostické disky X, V a
X+V faktory, které slouzi k jednoduché rutinni diferenciaci druhti rodu Haemophilus
Z klinického materidlu. Tento test vyuziva rozdilnych nérokii jednotlivych druht
hemofili na rastové faktory X, V a vySetfovany druh po pfislusné dobé inkubace
vykazuje rust v okoli diskti obsahujici pozadované faktory. Pro kultivaci suspenze
zkoumaného druhu je vyuzivan Mueller — Hintoniv (MH) agar, ktery je doporucovéan
jako zakladni médium pro izolaci rodu Haemophilus a Neisseria. MH agar je pouzivan
pro vSechny druhy vzorkl z infekci, u kterych je podezieni na pifitomnost naroénych
bakterii. (2, 15)

Jeho hlavni vyuziti spoéiva tedy v neselektivni izolaci druhd Haemophilus a
ostatnich bakterii, které nemohou rist na bézné dostupnych agarovych pudach, jako je
napt. Columbia KA s 5% ov¢i krve.(22)

Test se vyuziva hlavné pro rozliSeni druh H. influenzae a H. parainfluenzae. Tak
jako 1 jiné testy je tento test zatiZen chybou. Test riistovych faktori miiZze zpusobit
falesné pozitivni vysledek naptf. u H. parainfluezae, a to pti odbéru Cerstvé kultury
z CA. Pii odbéru je mozné vzit i ast tohoto agaru, ktery obsahuje tyto faktory a ovlivnit
tak hodnoceni vysledku. Pro vyvarovani se chybného urCeni hemofili se uziva
tzv. porfyrinovy test, ktery odhaluje bakterie schopné syntetizovat porfyriny a

porfobilinogen preménou kyseliny &- aminolevulovou.(15)

6.4.1 Postup umisténi rastovych disku na MH agar

Pottebny material: bakteriologickd klicka pro opakované pouziti, jednorazové
rukavice, sterilni pinzeta nebo jehla, plynovy kahan, Petriho misky s agarovou ptidou
bez pitimési krve (MH agar), diagnostické disky X, V a X+V, termostat a zvySena

atmosféra CO;.
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a) Pfed manipulaci se vzorky si nejprve pfipravime pidu MH agaru, Kterou
vytahneme z komorové lednice a ponechame ji po dobu 30 minut pii laboratorni teploté,

spolu s rastovymi faktory, které se uchovavaji v temnu pii teploté — 18°C;

b) Ptipravenou plotnu si oznac¢ime pomoci lihového popisovace podle ¢isla kultury,

ze které budeme nasledné rozockovavat;

c) Cerstvou 24 hodinovou kulturu testované¢ho druhu bakteriologickou klickou
rovnomérné naockujeme na agarovou pidu a po naockovani se pfiloZzi sterilni pinzetou

nebo jehlou diagnostické disky s ristovymi faktory;

d) Vzdalenost rustovych faktorti by méla byt min. 2cm od sebe, vkladame faktory
X, VaX+V;

e) Naockované kultury na MH agaru se vloZi do termostatu, ktery ma teplotu 37°C
a inkubuje se v atmosféie za zvysSené tenze CO, po dobu 18-24 hodin, popiipadé podle

potieby 48 hodin.

d) Po inkubaci hodnoti odborny 1ékai kolonie narostlé v okoli diski a podle nich

urci, o jaky typ druhu se jedna.

Obrazek 3 MH agar s rustovymi disky aplikované na poloviné média (vlastni zdroj)
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Tabulka 1 Pozadavky riznych druht hemofilii na ristové faktory (15)

POZADAVKY RUZNYCH DRUHU HEMOFILU NA RUSTOVE FAKTORY

Druh factor X factor V Porfyritovy test
H. influenzae + + -
H. aegyptius + + i
H.haemolyticus + + -
H. parainfluenzae - + +
H. parahaemolyticus - + +
H. Paraphrophilus - + +
H. segnis - + +
H. aphrophilus +/- - -
H. ducreyi + - -

Legenda: Faktor X — hemin, faktor V- NAD, pozitivni (+), negativni (-)
6.5 MALDI - TOF

MALDI — TOF je hmotnostni spektrometrie (MS), fyzikaln¢ — chemicka metoda,
ktera je zalozena na rozdéleni nabitych €astic, urcujici molekulovou hmotnost atomt a
molekul v elektrickém/magnetickém poli. Diive se zplsoby ionizace a detekce
umoznovaly identifikovat latky pouze snizkou molekulovou hmotnostni. Dnes
pokrokem technologie je mozno ke stanoveni vysSich molekulovych hmotnosti vyuzit
ionizaci laserem za pritomnosti matrice (MALDI, matrix assisted laser
desorption/ionization) v kombinaci s detektorem pro dobu letu (TOF, time — of - flight).
Detektor méfi dobu priletu ¢astice uvolnéné ze vzorku a vypocita z ni tak jeji rychlost.
Tato doba letu se pak pomoci kalibracnich konstant pfepocitd na hmotnost jednotlivé

molekuly.(23)
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Az do neddavné doby, mikrobidlni identifikace v klinickych diagnostickych
laboratofich se spoléhala pouze na konvencni identifikacni metody (pi. kultivace
na kultiva¢nich ptdach). Vyvojem zatizeni MALDI — TOF MS umoznilo snadnéjsi a
rychlejsi diagnostiku lidskych patogenti a potencialné nahradit a / nebo doplnit bézné
identifika¢ni techniky.(24)

V laboratoii Synlab czech, S.r.0., se vyuziva hmotnostni spektrometr fady microflex
LT MALDI — TOF firmy Bruker Daltonics siontovym zdrojem microSCOUT a
analyzatorem doby letu TOF ve spojeni se softwarovym systémem MALDI Biotyper.

Série microflex LT - standardni stolni MALDI — TOF systém, ktery byl navrzen
k mohutné a snadno realizovatelné aplikaci.(25)

6.5.1 MALDI Biotyper

Je systém identifikujici mikroorganismy pomoci MALDI - TOF MS, ktery
umoznuje presné identifikace na urovni druhu vétSiny gram-pozitivnich i gram-
negativnich bakteridlnich druhti s vyjimkou nékolika slozitych druhti, které vyzaduji
vétsi pozornost a dal§i rozvoj metody. Dale se vyuziva pro identifikaci kvasinek a
mnohobunéénych hub.(26) Tento systém spliiuje vSechny pozadavky pro novy
revolucni pfistup k identifikaci mikroorganismil, nabizi snadnou piipravu vzorkd,
rychlost jejich zpracovani, robustnost, vysoky vykon, snadné ovladani, nizkou
nakladovost a efektivnost, mimo jiné je zaloZen na pokroCilé a velmi uzndvané

technologii: hmotnostni spektrometrie.(27)

Provedenim analyzy se ziskd proteinovy profil dané¢ho izolatu specifického jako
otisk prstu (fingerprint). MALDI Biotyper vyuZiva velmi bohaté bilkoviny, které se
nachazi ve vSech mikroorganismech a charakteristicky vzor téchto bilkovin je pak
pouzit pro spolehlivou a ptfesnou identifikaci konkrétnich mikrobti. Tento vzor je pak
srovnan s referenéni (komer¢ni) databazi kontrolnich druhli kur€eni totoZnosti
mikroorganismii na urovni poddruhli. Vysoce automatizované pracovni postupy
umoziuji pracovnikiim ziskat a analyzovat informace z nejmensiho mnozstvi vzorki —

béhem nékolika sekund.(28)
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Obecné podminky pro pripravu vzorkii pro MALDI Biotyper:

Kultivace mikroorganismu

- pro kultivaci se vyuziva kultivacni médium Columbia krevni agar s 5 %
ov¢i krve za béznych kultiva¢nich podminek;

- nejlepsich vysledkli dosahneme pouzitim stejnych podminek (teplota 10-
30°C, vlhkost 15 — 85 %, rustové stavy, klimatizovana mistnost);

- pokud mozno mél by byt pouzit ¢erstvy materidl (po 24 hodinach) nebo
Vv piipad¢ pomalu rostoucich bakterii, nékolikadenni kultury;

- diky moznému vysokému riziku ptitomnosti dvou rozdilnych druht pii
odbéru primarnich agarovych pid, doporucuje se tedy izola¢ni kontrola ptes noc;

- kultivaéni pudy by mély byt uloZeny pii laboratorni teploté, protoze
pokud by byly uloZeny bézné jako ostatni kultiva¢ni pady pii teploté 4°C mohla by byt
kvalita spekter pomérné nekvalitni;

- zakladnim poZadavkem je pouZzivat pii postupu Spicky znacky
Eppendorf, z divodu uvolnéni zmékcovadel, které by mohly zkontaminovat spektra;

- je nutno pouzivat chemikalie nejvySsi kvality, které jsou soucasti

MALDI Biotyper tzv. Starter Kit. (29)

Piiprava roztoku MALDI matrice

- nejprve je nutno si pripravit zasobni roztok, ktery by mél obsahovat: 50%
acetonitril (AN), 47,5 % destilované vody a 2,5% trifluoroctové kyseliny (TFA);

- pro ptipravu 1 ml matrice je potieba napipetovat do Eppendorfky 500 ul
100% AN, 475 pul destilované vody a 25 ul 100% TFA, pak dikladn€ promichat;

- pfipraveny roztok matrice lze uchovavat pfi laboratorni teploté v temnu

po dobu az dvou tydni.(29)
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6.5.2 Postup pripravy vzorku k analyze
Analyza vzorki bude provedena z piistroje fady microflex typ MALDI

od spole¢nosti Bruker, S.r.0. a pocitacového systému MALDI Biotyper.

Potfebny material: Cerstvé kultivacni pidy s testovanymi druhy, kovovou MALDI
desticku, dfevéné paratka nebo sterilni klicku pro naneseni kolonie, MALDI matrici,

Spic¢ky znacky Eppendorf, mikropipetu, zaznamovy arch a jednorazové rukavice.

a) Jako prvni si vypiSeme zaznamovy arch s ¢isly testovanych druht
na kultivacnich mediich;

b) vzorek (tj. kolonie mikroorganismu) se pienese dievénym paratkem nebo sterilni
klickou na ur€itou pozici nosi¢e — teréik MALDI target, pozici na nosici jsou
oznaceny ve vodorovné ¢asti Cislicemi a ve svislé Casti pismenka abecedy (ptiloha
2);

c) ke vzorku naneseného na nosici se pfida mikropipetou 1yl MALDI matrice,
Spicky je potfeba ménit pii kazdé aplikaci na jednotlivé vzorky, aby se predeslo
pfipadné kontaminaci,

d) MALDI matrici nechame na desti¢ce zaschnout, bakterie, které jsme nanesli,
degraduji pomoci matrice na jednotlivé molekuly;

e) po zaschnuti desticky a pied jejim vlozenim do pfistroje je potieba nastavit
pfistroj pro analyzu, ta zahrnuje pfipravu vakua a kontrolu systému podle
kontrolek, které jsou zobrazeny v pocitacovém softwaru MALDI Biotype;

f) po kontrolni analyze vlozime destiC¢ku do piistroje a spustime méfeni, piistroj
obsahuje mimo jiné i kameru, kterd snimé detekované pole a obrazové desticku;

g) pocitacovy systém nam umozni zadat vzorky podle ¢isel, které¢ jsme uvedli
do zaznamového archu do pfislusnych poloh, pro kazdou polohu (tercik) prislusi
jedno ¢islo vzorku;

h) v pribéhu méfeni se nam na obrazovce zobrazi kiivky, které se navzijem
porovnavaji a hledaji spolecné parametry, kiivky jsou barevné rozliSeny, Cervend
kiivka znaCi znamé parametry z databaze systému a modra, kterd znacCi nas

testovany vzorek (pfiloha 3);
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1) proces vyhledavani trva n¢kolik minut, nasledné nam pfistroj vyhodnoti
vysetiovany vzorek a poskytne ndm vysledek (ptiloha 4);
J) po méfeni vzorkd je vypuSténo vakuum a desticka je vytaZena z pfistroje,

pro mozné dalsi méteni vzorku je nutno vakuum opét doplnit.
7. Vysledky

7.1 Kvantitativni vyzkum

7.1.1 Cetnost vyskytu H. influenzae za rok 2013

Za rok 2013 bylo v mikrobiologické laboratofi Synlab, czech s.r.o. v Ceskych
Bud¢jovicich celkem 4246 pozitivnich testd na bakterii H. influenzae. (Tabulka 4)
Z tohoto poctu je nejveétsi pocet pozitivnich testt v mésici duben a kvéten, které jsou
znazorneény v grafu 2. Duben dosahl poétu 510 pozitivnich testl, tudiz bylo infikovano
12 % lidi, za to v mésici kvéten tento pocet mirné piesdhl a vySplhal se az k 528
pozitivnich testli. V procentualnim zastoupeni bylo v mésici kvéten infikovano 12,4 %
osob, bez ohledu na v€k nebo pohlavi. Nejnizsi incidence infikovanych bylo v mésici
leden a to poétem 169 pozitivnich testd, kdy bylo nakazeno pouze 3,4% lidi.(Graf 3)
Déle podle rozdéleni naro¢ni obdobi se ukdzalo, Ze na Jaro je nejvyssi incidence

nakazenych za cely rok, a to 34 % z celkového poctu infikovanych. (Tabulka 3)

Tabulka 3 Pfehled poctu infikovanych z H. influenzae v jednotlivych roc¢nich
obdobich za rok 2013

Mésic | Pocet | Procent (%)

Jaro 1428 34
1éto 958 22
podzim 1046 25
zima 814 19
Celkem 4246 100
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Graf 1 Procentualni vyskyt H. influenzae v jednotlivych ro¢nich obdobich za rok
2013

M Jaro
M léto
M podzim

zima

Tabulka 4 Prehled vysledka a procentualni zastoupeni v jednotlivych mésicich za

rok 2013

Mésic Pocet pozitivnich testii | procento (%)
Leden 169 4,0
Unor 325 7,7
Biezen 390 9,2
Duben 510 12,0
Kvéten 528 12,4
Cerven 492 11,6
Cervenec 255 6,0
Srpen 211 5,0
Zari 250 59
Rijen 415 9,8
Listopad 381 9,0
Prosinec 320 7,5
Celkem vyskyt H. influenzae 4246 100
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Graf 2 Nazorné zobrazeni ¢etnosti vyskytu H. influenzae za rok 2013
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Graf 3 Procentualni zobrazeni cetnosti vyskytu H. influenzae v jednotlivych

mésicich za rok 2013
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7.1.2 Vysledky jednotlivych metod

K porovnani jednotlivych metod bylo pouzito dohromady 50 vzorki z vytéru
hornich cest dychacich, které pochéazely z terénnich ordinaci od praktickych Iékatt
ve spadové oblasti Jiznich Cech. Vzorky byly vybrany nezavisle na véku & pohlavi.

Zpracovani a vyhodnoceni vzorka jsem hodnotila ve spolupraci se svym vedoucim.

Test na rlstové faktory vyhodnotil, Ze z 50 moznych vzorki bylo 31 pozitivnich
na H. parainfluenzae, ktery roste kolem disku s faktorem V a 19 vzorkl pozitivnich

na H. influenzae, ktery se vyskytoval v oblasti kolem disku s faktorem X+V.(Tabulka 5)

K vyhodnoceni a porovnani metody MALDI - TOF s testem na rstové faktory byla
pouzita stejnd piida, na které se provedl odecet rustovych faktorti, tudiz MH agar.
Ptistroj po zpracovani vzorkit MALDI - TOF hmotnostni spektrometrii a vyhodnoceni
softwarovym syst¢émem MALDI Biotyper vyhodnotil, ze z pouzitych 50 vzorki je 24
pozitivnich na H. parainfluenzae a 22 pozitivnich vzork s H. influenzae. Zbylé 4
vzorky pfistroj nevyhodnotil a oznacil je jako nedostate¢na identifikace. Tato
nedostatecna identifikace vznikla v disledku malého mnozstvi kolonie mikroorganisma
prenesenych na desticku MALDI. (Tabulka 6)

Tabulka 5 Test s ristovymi faktory

pocet
Mikrob pozitivnich
vzorku
H. influenzae 19
H. parainfluenzae 31
Celkem 50

Tabulka 6 MALDI Biotyper

pocet
Mikrob pozitivnich
vzorku
H. influenzae 22
H. parainfluenzae 24
Neurcené 4
Celkem 50
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7.1.3 Srovnani pouzitych metod

Po vyhodnoceni obou pouzitych metod jsem porovnala jejich jednotlivé vysledky, a
tedy z nich vyplyva, ze ve 40 vzorcich se shoduji a potvrzuji pfitomnost bakterie
navzdjem. Ve zbylych 10 vzorcich se neshoduji v disledku bud’ malého mnozstvi

kolonii mikroorganismii pfenesenych na desticku MALDI nebo rozdilnym vysledkem.

Tabulka 7 Vysledky testu s rustovymi faktory a metody MALDI - TOF

Pocet | ¢islo vzorku X+V \% Mikrob MALDI - vysledek
1 471 - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
2 470 - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
3 469 - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
4 468 - + H. parainfluenzae H.influenzae
5 253 + - H.influenzae Neurceno
6 281 - + H. parainfluenzae H.influenzae
7 398 + - H.influenzae H.influenzae
8 337 + - H.influenzae H.influenzae
9 434 - + H. parainfluenzae H.influenzae
10 525 - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
11 418 - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
12 425 - + H. parainfluenzae Neurceno
13 468 + - H.influenzae H.influenzae
14 186 + - H.influenzae H.influenzae
15 187 - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
16 188 + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
17 219 - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
18 218 - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
19 217 - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
20 216 - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
21 12 - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
22 32 - + H. parainfluenzae H.influenzae
23 101 - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
24 72 + - H.influenzae H.influenzae
25 223 + - H.influenzae H.influenzae
26 222 - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
27 221 - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
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Pocet | ¢islo vzorku| X X+V \ Mikrob MALDI - vysledek
28 220 - - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
29 113 - + - H.influenzae H.influenzae
30 105 - + - H.influenzae H.influenzae
31 988 - + - H.influenzae Neur¢eno
32 168 - + - H.influenzae Neuréeno
33 4 - + - H.influenzae H.influenzae
34 991 - + - H.influenzae H.influenzae
35 1 - - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
36 774 - - + H. parainfluenzae H. influenzae
37 851 - + - H. influenzae H. influenzae
38 830 - + - H. influenzae H. influenzae
39 967 - + - H. influenzae H. influenzae
40 911 - + - H. influenzae H. influenzae
41 961 - + - H. influenzae H. influenzae
42 966 - + - H. influenzae H. influenzae
43 114 - - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
44 115 - - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
45 116 - - + H. parainfluenzae H. influenzae
46 117 - - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
47 118 - - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
48 119 - - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
49 120 - - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae
50 121 - - + H. parainfluenzae | H. parainfluenzae

Legenda: X — faktor, V- faktor, X+V - faktory, H. parainfluenzae — Haemophilus

parainfluenza, H. influenaze — Haemophilus influenzae.
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8. Diskuze

Zakladnim cilem bakalatské prace bylo vyhodnotit vyskyt nejhlavnéjsiho patogenu
a to H. influenzae z rodu Haemophilus za rok 2013 a srovnat spolehlivost a naro¢nost
rutinnich a standardizovanych metod pii jeho urcovéani. Vysledky pro svoji praci byly
zhotoveny z vysledkii laboratorniho informacniho systému a z praktickych metod
provadénych v mikrobiologické laboratofi Synlab, czech s.r.0. v Ceskych Bud&jovicich.

Stanovené hypotézy se mi podatilo potvrdit.

Hypotéza 1: Cetnost vyskytu H. influenzae v roce 2013 zavisi na roénim obdobi.
Na konci roku 2013 bylo vyhodnoceno pocet pozitivnich vzorkli na bakterii
H. influenzae. Tento pocet byl 4246 infikovanych lidi za cely rok. Tyto udaje jsem
zpracovala statisticky a porovnala jednotlivé ro¢ni obdobi a mésice. (grafy 1, 3)
Z porovnani vysledkil ronich obdobi vyplyva, Ze nejvyssi vyskyt bakterie byl za rok
2013 na jafe, a to konkrétné¢ v mésicich duben a kvéten nezavisle na pohlavi a veku.
(Graf 2) Zwvysledku tedy vyplyva, Ze narast poc¢tu infikovanych lidi bakterii
H. influenzae,je dan podle mého nazoru piedev§im zménou pocasi, vlivem teploty,

v disledku nadchézejicich teplych mésici.

Jelikoz hemofily jsou nachylné na teplotni vykyvy a vyzaduji pro svij rust teplotu
35 az 37°C, vyhovuje jim tudiz teplejsi pocasi a Iépe se infekce u lidi pfendsi. Hemofily
hynou pfi teplot¢ 4 °C, a proto vV zimnich mésicich je jejich vyskyt minimalni.(1)
Dalsim diivodem, mtze byt zvySeny vyskyt virového onemocnéni napi. chiipky, které
uUmladsi a starSich vékovych skupin mize zpusobit zavazné onemocnéni. Infekce

H. influenzae se dobte vyviji hlavné u imunodeficitnich osob. (3)

Hypotéza 2: Metoda MALDI-TOF MS je spolehlivou a rychlou metodou
pro identifikaci rodu Haemophilus, na rozdil od rutinniho diagnostického testu
s ristovymi faktory. Test srlstovymi faktory je test, ktery potfebuje ke svému
zpracovani zdlouhavy proces kultivace a jeho inkubace trva minimalné 24 hodin.

Spotfeba materialu na kultivaci je vét$i nez u metody MALDI — TOF, a proto je
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finan¢né nékladnd. Pfi zpracovani materidlu je nutna zrucnost laboranta a to z diivodu
mozného vzniku fale$né pozitivniho vysledku napiiklad u H. parainfluenzae.

Pti odbéru cerstvé kultury z Cokoladového agaru je mozné vzit i Cast této agarové
pudy, ktera obsahuje ristové faktory a ovlivnit tak hodnoceni vysledku. Pro vyvarovani
se chybného uréeni hemofili se vyuziva porfyritovy test.(15)

Metoda MALDI — TOF je oproti testu s ristovymi faktory nenaro¢na, snadnéjsi a
presnéj$i. MALDI - TOF diky svému rychlému zplsobu zpracovani vzorku, ndm
umozni rychly vystup vysledku béhem nékolika minut, ktery jej porovna s referen¢ni
spektrem ulozenym v knihovné pocitacového softwaru MALDI Biotyper.(24, 28)

Po vyhodnoceni obou metod jsem vysledky porovnala a dospéla k zavéru, ze z 50
moznych vzorkd se metody shodovaly ve 40 vzorcich a potvrdily pfitomnost daného
druhu navzajem. Ve zbylych 10 vzorcich se neshoduji a to kvili, bud’ malému mnozstvi
kolonii mikroorganismt pfenesenych na desticku MALDI nebo rozdilnym vysledkem

obou metod.
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9. Zavér

Tématem bakalaiské prace je ,, Rod Haemophilus a jeho laboratorni vySetieni
V soucasné mediciné*. Na zacatkli prace jsem si stanovila celkem Ctyfi cile, které se mi
podaftilo splnit. Obecnou charakteristiku o rod¢ a jednotlivych nejznamé;jsich druzich
shrnuji v teoretické ¢asti. Rod Haemophilus je patogen ovliviiujici zivot ¢lovéka a muze
zpusobit vznik zavazné infekce. Nejhlavnéjsi patogenem tohoto rodu je H. influenzae
jeho serotyp b, ktery je nejvice virulentnim organismem. Diky svému
polysacharidovému pouzdru miize vniknout do epitelu a napadnout tak krevni kapilary
nebo meningy a zplsobit tak zdvazné onemocnéni hlavné u déti, naptiklad epiglotitidy.
Zakladni 1écebnou metodou proti hemofilim jsou  — laktamové antibiotika, na které
jsou hemofily citlivy, pfedev§im na antibiotika ze skupiny aminopenicilini a
chloramfenikol. Jako prevence vzniku zavaznych onemocnéni hlavné u déti se dnes
vyuziva ockovani tzv.Hib vakciny, kdy je pouzita bilkovinnd slozka
ribozomd izolovaného z H. influenzae typu b, ktera je spojena s konjugovanym
proteinem. Takto vakcina je vyuZzivana jako dobra protilatkou odpovéd u kojencu.
Hemofily obecné se pienasi kapénkovou infekei nebo pfimym kontaktem. K rozvoji
zavazného onemocnéni avSak nejcastéji dochéazi, pokud je jedinec predem infikovan,

napft. virovou infekci.

V praktické Casti popisuji zpusoby kultivace a identifikace hlavniho patogenu
metodami MALDI- TOF hmotnostni spektrometrii (MS) a testem na rtstové faktory.
V metodice jsou popsany i patfi¢né postupy k pouzitym metodam.

Vysledky identifikaénich metod jsem uvedla v sedmé kapitole, kde mimo jiné
uvadim i vysledky Cetnosti vyskytu H. influenzae za rok 2013 v mikrobiologické
laboratoti Synlab, czech s.r.o., v Ceskych Budg&jovicich. Dale jsem do sedmé kapitoly

zaradila vysledky pouzitych diagnostickych metod a porovnala jejich spolehlivost a

narocnost pii zpracovani vzork.

Na zakladé stanovenych cilti byly vypracovany dvé hypotézy. Hypotéza 1 — Cetnost

vyskytu H. influenzae v roce 2013 zavisi na rocnim obdobi. Vyssi vyskyt H. influenzae
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v roce 2013 muze byt podle mého nazoru ovlivnéno zejména zmeénou pocasi ro¢niho
obdobi nebo pfitomnosti virového onemocnéni, které u oslabenych jedinci muize

zpusobit vznik zdvazného onemocnén zpisobené praveé hemofily.

Hypotéza 2 — MALDI — TOF MS je spolehlivou a rychlou metodou pro identifikaci
rodu Haemophilus, na rozdil od rutinniho diagnostického testu s ristovymi faktory.
Vyzkum ukazal, ze vyvojem novych modernich metod napiiklad piistroj MALDI —
TOF od firmy Bruker Daltonics je uZitecnou diagnostikou mikroorganismi.
Je rychlejsi, spolehlivéjsi a vykonnéjsi, a diky svému rychlému zpracovani vzorku nam
umozni ziskat vysledek béhem nékolika minut. Tato metoda diky své rychlé a presné
identifikaci podle referen¢nich spekter ulozenych v databazi softwaru MALDI Biotyper

se stala, v porovnani s konvecnimi identifikaénimi metodami, moznym efektivnim

nastrojem taxonomické klasifikace a mikrobiologické studie.

Test s ristovymi faktory se dnes uziva jako rutinni diagnostika mikroorganismii, avSak
je velmi ¢asové naro¢na a zpracovani vzorku S jeho patfi¢nou inkubaci trva minimalné
24 hodin. Oproti metodé MALDI — TOF ma slozitou piipravu a veSkery potfebny
material je drahy a tézko dostupny. Proto si myslim, ze metoda MALDI — TOF je
spolehlivou metodou ve vSech smérech a diky své rychlé a presné identifikaci

mikroorganismu urychli uréeni diagnézy a umozni tak nastolit patficnou 1écbu.

Vysledky bakalaiska prace mohou slouzit pro vyuku zdravotnich laboranti a dale
jako zajimavost pro Sirokou vefejnost, ktera se zajima o vyvoj a problematiku

soucéasnosti.
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11. P¥ilohy

Priloha 1 Pozitivni (vrchni) a negativni (spodni) porfyritové testy (2)

Priloha 2 Kovova desti¢ka - tercik (31)
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Priloha 3 Softwarovy systétm MALDI Biotyper

(Vlastni zdroj)
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Priloha 4 TiStény vysledek

Bruker Daltonik MALDI Biotyper
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Project Analyte Count: 19

Project Type:
Validation:

Validation Position:

Result Overview

Development
not present
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Analyte Analyte Organism Score Organism Score
Name 1D (best match) Value (second best match) Value
( _H_A)_l( A) 001 Haemophilus parainfluenzae | 2.122 | Haemophilus parainfluenzae | 2.092
( -H-A)_Z( A) 774 Haemophilus influenzae 2.085 Haemophilus influenzae 1.999
( ++A)_3( A) 851 Haemophilus influenzae 2.046 Haemophilus influenzae 2.025
( HA)_“( C) 830 Haemophilus influenzae 221 Haemophilus influenzae 217
( H/_;é( A) 967 Haemophilus influenzae 2.243 Haemophilus influenzae 2.158
(++A)_6( A) 911 Haemophilus influenzae 2.29 Haemophilus influenzae | 2.152
( -+-+A)_7( A) 961 Haemophilus influenzae 2.183 Haemophilus influenzae 2.119
( _H_ATS( A) 966 Haemophilus influenzae 2.156 Haemophilus influenzae 2.149
( +++A)2( A) 114 Haemophilus parainfluenzae | 2.313 | Haemophilus parainfluenzae | 2.3
(Vlastni zdroj)




