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Vybér vhodného klinického materialu a postup izolace DNA pro ucely detekce
a typizace Neisseria meningitidis, Streptoccocus pneumoniae,

Haemophilus influenzae molekularnimi metodami v pfipadé podezreni

na invazivni bakterialni onemocnéni

Selecting appropriate clinical specimens and DNA isolation procedure for the purposes

of the detection and typing of Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae,
and Haemophilus influenzae by molecular methods in suspected invasive bacterial infections

Zuzana Vackova, Jana Kozakova, Pavla KfiZova, Véra Lebedova

— Souhrn

Nase sdéleni se zabyva vybérem vhodného materidlu a jeho pfipravou pro bezkultivacni laboratorni diagnostiku,
prikaz a typizaci DNA ptvodct invazivnich meningokokovych, pneumokokovych a hemofilovych onemocnéni.
Jedna se predevsim o klinické obrazy odpovidajici invazivnimu onemocnéni: meningitida, septikémie, bakterié-
mie, pneumonie. Vhodnym klinickym materidlem dle EU ,,case® definice je pouze materidl z mist za normélnich
podminek sterilnich (cerebrospinalni mok, krev, popt. sekéni materidl). Tento materidl se v Oddéleni vzdusnych
bakterialnich ndkaz, CEM, SZU po jeho dorudeni ihned zpracovava. Prvotni zpracovani je pomoci zde predklada-
ného postupu izolace DNA. S izolovanou DNA se déile pracuje molekularnimi technikami PCR a real-time PCR
za ucelem identifikace a nasledné typizace uvedenych piivodcii invazivnich bakteridlnich onemocnéni. V soucasné
dob¢ nabizime moZnost celkového vySetfeni zmitiovaného klinického materidlu pfi podezieni na invazivni one-
mocnéni zpiisobené bakteriemi Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae nebo Haemophilus influenzae
a posléze typizace Neisseria meningitidis Ci Streptococcus pneumoniae. Provadéni téchto vySetfeni ma velky
vyznam, vzhledem ke stéle se zvySujicimu procentu invazivnich bakteridlnich onemocnéni kultivacné negativ-
nich, laboratorné diagnostikovanych pouze metodami PCR.

This article is about selecting appropriate clinical specimens and processing them for non-culture laboratory diag-
nosis, detection, and typing of DNA of the causative agents of invasive meningococcal, pneumococcal, and Haemo-
philus infections. The patients present with clinical pictures of invasive infection: meningitis, septicemia, bactere-
mia, or pneumonia. As it follows from the EU case definition, only specimens collected from normally sterile sites are
considered appropriate, i.e. cerebrospinal fluid (CSF), blood, or autopsy specimens. These clinical specimens are
processed as soon as received by the Unit for Airborne Bacterial Infections, Centre for Epidemiology and Micro-
biology, National Institute of Public Health. Step 1 of the processing is DNA isolation using the procedure spec-
ified in this article. The DNA obtained is analyzed by molecular methods such as PCR and real-time PCR allowing
for the identification and subsequent typing of the above mentioned causative agents of invasive infections. At
present, the laboratory is able to provide a comprehensive analysis of the clinical specimens from patients with
suspected invasive bacterial infections caused by Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumonie, or Haemo-
philus influenzae, followed by subsequent typing of Neisseria meningitides and Streptococcus pneumoniae, if
appropriate. These advanced investigations are increasingly relevant as the proportion of culture-negative cases
of invasive bacterial infections whose laboratory diagnosis is only feasible by PCR-based methods is on the rise.
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miologické bd€losti invazivnich onemocnéni vyvolanych
Haemophilus influenzae typ b a non-b a v pfiloze ¢islo 21
Systémem epidemiologické bdélosti invazivnich pneumo-
kokovych onemocnéni. Ve zminované legislativé jsou po-
pséany klinické definice onemocnéni, metody laboratorni
diagnostiky a epidemiologickd kritéria. I na podkladu EU
legislativy jsou pfejimany EU ,,case definice rozfazujici
piipady na moZzné (spliiujici jen klinickou definici onemoc-
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V Ceské republice existuje v platné legislativé Vyhlas-
ka €. 473/2008 Sb. O systému epidemiologické bdélosti pro
vybrané infekce [1], ktera se zabyva ve své pfiloze ¢islo 6
Systémem epidemiologické bdé€losti invazivnich meningo-
kokovych onemocnéni, v pfiloze Cislo 7 Systémem epide-

néni), pravdépodobné (spliiujici klinickou definici onemoc-
néni s epidemiologickou vazbou) a potvrzené (spliiujici
kromé klinické definice také laboratorni kritéria).
Souhrnné Ize fici, Ze laboratornimi kritérii pro potvrze-
ni invazivniho meningokokového onemocnéni (IMO), in-
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vazivniho pneumokokového onemocnéni (IPO) a invaziv-
niho hemofilového onemocnéni jsou: kultivacni prikaz
puvodce, mikroskopicky priikaz ptivodce, bezkultivacni
prikaz antigenu ¢i bezkultivacni prikaz nukleové kyseli-
ny (DNA) ptivodce onemocnéni.

Toto sdéleni se vénuje problematice bezkultivac¢nich
vzorkl za ucelem prikazu DNA pivodce onemocnéni,
z pohledu vybéru vhodného klinického materidlu na vyset-
feni a prvotnimu zpracovani, tzn. izolaci DNA z klinickych
vzorkil, jedna se o postup pouzivany v Oddéleni vzdus-
nych bakteridlnich nadkaz, CEM, SszU.

Vybér klinického materialu:

Vhodnym klinickym materidlem pro vySetteni pfi ivaze
zminovanych ptivodcl invazivnich bakteridlnich onemoc-
néni jsou pouze materidly z mist primarn¢ sterilnich tzn.
cerebrospindlni mok, krev (nejlépe plna krev), popf. sekcni
material. Materidl musi byt odebran steriln€ do sterilni umé-
lohmotné Sroubovaci zkumavky, pouze pro molekularni
vySetfeni. PoZadovana mnoZstvi na vySetfeni je 0,5-1,0 ml
klinického materidlu ¢i 100-200 pl izolované DNA, dle
rozsahu pozadavku na vySetfeni. Klinicky material je mozné
odebrat do 3.—4. dne po zah4ijeni 1écby antibiotiky. Pokud
laboratof nedisponuje potfebnymi molekuldrnimi techni-
kami k vySetfeni, je tfeba materidl odeslat dle moZnosti
ihned do Oddéleni vzdusnych bakteridlnich nékaz, jako
infek¢éni materidl kuryrem. Idedlné pfed zasilanim infor-
movat telefonicky. Krev ¢i sek¢ni materidl jsou transporto-
véany pfi pokojové teploté, zamraZeny likvor v krabicce na
suchém ledu (pfi rychlém poslani staci obycejny led).
V pfipad€ nutnosti skladovani 1ze klinicky material krat-
kodobé (do 24 hod) uchovavat pii 2-8 °C, dlouhodobé za-
mrazen pii-70 °C viz: http://www.szu.cz/oddeleni-bakteri-
alnich-vzdusnych-nakaz.

Postup izolace DNA z Kklinického materialu:

Pro izolaci DNA je v NRL pouZivan komer¢ni izola¢ni kit
QIAamp DNA Mini kit (QIAGEN) [2]. Déle potiebnymi
chemikéliemi jsou [2, 3]: Lyzozym (Sigma Aldrich), TE
pufr pH 8,0 (Sigma Aldrich), Mutanolysin (Sigma Aldrich),
Proteinasa K (QIAmp DNA Mini kit, QIAGEN), pufry ATL,
AL, AW1, AW2, AE (QIAamp DNA Mini kit, QTAGEN),
Ethanol 96 - 100% (Sigma Aldrich), PCR voda (Bio-Rad).
Je doporuceno provadét u jednoho vzorku izolaci DNA
v dupletu, spole¢né s jednou negativni izola¢ni kontrolou
(misto klinického vzorku PCR voda). Obecné zasady pla-
tici pro vSechny kroky izolace DNA jsou: pouZivani osob-
nich ochrannych pomucek, pipetovani v boxu, prace v chla-
dicich stojancich, kratka centrifugace pfed kazdym otevre-
nim vicek, pfi podezfeni na potfisnéni vyména rukavic, do
boxu davat jen materidl pouZivany pfed nejbliZsi inkubaci,
pouZivat vyzafeny materidl UV, doba inkubaci se da vy-
uzit k pfipravé a vyzareni materidlu pro dalsi kroky.
Priprava: Do vyzareného bezpe¢nostniho boxu se pfipra-
vi v§e potfebné pro izolaci DNA (sterilni rukavice, eppen-
dorfky popsané ¢islem vzorku a datem izolace DNA, kolon-
ky, sbérné zkumavky, dostate¢né mnoZzstvi jednorazovych
Spicek). UV zéfeni se zapne na 20 minut.

Preinkubace: Nejprve se pripravi roztok lyzozymu a mu-

tanolysinu v TE pufru: Z mraziciho boxu se vyjme eppen-
dorfka s pracovnim roztokem mutanolysinu (komeréné do-
stupny lyofilizovany praSek mutanolysinu se fedi PCR vo-
dou na zasobni koncentraci 3000 U/ml, prasek se uchovava
pfi -20 °C, nafedény enzym pfi -20 °C) a vlozi se do ledni-
ce, aby se roztok rozmrazil. Lyzozym (komer¢né dostupny
prasek lyzozymu se skladuje pri 2-8 °C) navazit na analy-
tickych vahach (0,004 g na 1 vzorek) do eppendorfky po-
moci sterilni Spachtle, pridat adekvatni objem TE pufru (50
pl na 1 vzorek), intenzivng tfepat aZ do rozpusténi. Kratka
centrifugace a pridat roztok mutanolysinu (2,5 pl na 1 vzo-
rek). Smés promichat pipetou. Thermoblok pfedehtat na
37 °C. Z lednice vyjmout ethanol a proteinasu K (skladuje
se pti 2—-8 °C, dlouhodobé pfi -20 °C) a nechat vytempero-
vat na pokojovou teplotu. Pipetuje se 50 pl smési lyzozy-
mu s mutanolysinem do kazdé eppendorfky. Pridat 200 pl
klinického vzorku (pfi velkém mnoZstvi materilu Ize po-
uzit 400 pl). Inkubace v thermobloku 1 hodinu pfi 37 °C,
kratké vortexovani. Vycistit box, pfipravit material pro
vSechny nasledujici kroky a na dobu inkubace zapnout UV
zafeni.

Inkubace s proteinasou K: Po skonceni inkubace se vy-
jmou vzorky, kratka centrifugace. Thermoblok ihned pre-
dehtat na 56 °C. Pridat 20 ul proteinasy K ke kazdému vzor-
ku, mirné vortexovani. Inkubace v thermobloku 30 minut
pri 56 °C. Vycistit box, pfipravit material pro vSechny na-
sledujici kroky a na dobu inkubace zapnout UV zareni.
Inkubace s AL (lytickym) pufrem: Po skonéeni inkuba-
ce vyjmout vzorky, vypnout thermoblok, kratka centrifu-
gace. Pridat 200 pl AL pufru, kritké vortexovani. Inkuba-
ce 10 min pfi pokojové teploté, kratka centrifugace.
Vysrazeni DNA ethanolem: Pridat 250 ul ethanolu, po-
malu promichat pipetou (obsah nesmi vystiiknout), kratka
centrifugace.

Navazani DNA na membranu kolonek: Cely objem vet-
né precipitatu prepipetovat do stejn€é oznacené kolonky.
Okraj kolonky se nesmi namocit! Nejprve piepipetovat
500 pl, centrifugace kratce pti 8000 ot./1 min, vyména sbér-
né zkumavky, pfepipetovat zbyly objem, opé€t centrifugace
pti 8000 ot/1 min. Vyména sbérné zkumavky.

Promyti: Do kolonky ptidat 500 ul pufru AW1. Centrifu-
gace pfi 8000 ot./1 min. Vyménit sbérnou zkumavku. Do
kolonky pfidat 500 pl pufru AW2. Centrifugace pti 13000
ot./3 min. Vyménit sbérnou zkumavku. Centrifugace pfi
13000 ot./1 min.

Eluce DNA: Kolonky pfemistit do stejné popsanych eppen-
dorfek. Do kolonky pfidat 100 pl pufru AE (pokud se pred-
poklada extrémné nizka ¢i vysoka koncentrace DNA, mtZe-
me zvolit jiny objem AE pufru, ne v§ak pod 50 pl). Inkubace
5 min pfi pokojové teploté. Centrifugace pii 8000 ot/1 mi-
nutu. Izolovana DNA je nyni v eppendorfce. Zkontroluje-
me, Ze kazda eppendorfka s DNA je oznacena a vzorek lze
pouZzit pro molekularni metodiky ¢i DNA skladovat zamra-
Zenim.

Oddéleni vzdusnych bakteridlnich ndkaz nabizi mole-
kularni vySetfeni pfimo klinickych vzorkd, jednd se nejen
o identifikaci uvadénych ptivodcd invazivnich bakterial-
nich onemocnéni, ale také o jejich typizaci. Pro laboratote
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klinické mikrobiologie provadéjici pouze identifikaci agens,
NRL nabizi ndslednou typizaci ptivodce onemocnéni at jiz
z klinickych vzorkd, tak z izolatd DNA. V tomto pripadé
muze laboratofim pomoci zde uvadény postup izolace
DNA. Nadale plati nabidka pomoci laboratofim se zavade-
nim ¢i dpravou jejich vySetfovacich metodik, kontaktni
osoba Mgr. Zuzana Vackova CEM, SZU Praha.
Molekularni detekce a typizace bakterialnich agens
z klinickych vzorka v NRL MEN a STR: NRL pro me-
ningokokové (MEN) a streptokokové (STR) nékazy spo-
le¢né provadi real-time PCR detekci Neisseria meningiti-
dis, Streptoccocus pneumoniae a Haemophilus influenzae
z klinického materidlu. Dadle NRL MEN pouZziva semines-
ted PCR metodu pro detekci Neisseria meningitidis, Strep-
toccocus pneumoniae, Haemophilus influenzae a typizaci
Neisseria meningitis z klinického materidlu. NRL STR jesté
pouziva multiplex PCR metodu pro zakladni typizaci Strep-
tococcus pneumoniae z klinického materialu. Molekularni
metodiky jsou v mikrobiologii velmi aktualnimi laborator-
nimi metodami. Narodni referencni laboratofe se neustéle
snazi o jejich modernizaci a vyvoj dle nejnovéjsich poznat-
ka. Aktudalni informace o provadénych vysetfenich spolec-
né se zddankami na vySetfeni jsou dostupné na webovych
strankach: http.//www.szu.cz/oddeleni-bakterialnich-vzdus-
nych-nakaz, http://'www.szu.cz/narodni-referencni-labora-
tor-pro-meningokokove-nakazy, http://www.szu.cz/narodni-
referencni-laborator-pro-streptokokove-nakazy.
Provadéni téchto molekuladrnich vysetfeni mé velky vy-
znam, vzhledem ke stile se zvySujicimu procentu invaziv-
nich bakteridlnich onemocnéni kultivaéné negativnich, la-
boratorné diagnostikovanych pouze metodami PCR. Ze
stejného dlivodu je tfeba provadét kromé molekularni iden-

tifikace plivodcti onemocnéni také jejich typizaci. Autofi
touto cestou dékuji vS§em kolegiim z nemocnicnich a labo-
ratornich pracovist, ktefi posilaji klinické vzorky ¢i izolaty
DNA na vySetfeni do Oddéleni vzdusnych bakteridlnich
nakaz. Pracovistim, které téchto sluzeb nevyuzivaji, autofi
predstavuji aktudlni moznosti NRL a zvou ke spolupraci.
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