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Infekce mocovych cest

Inovativni technologie, kterd vede
k rychlé diagnostice a cilené |écbé UT]

Uvod

Infekce mocovych cest (urinary tract infections - UTI) patfi celo-
svétové mezi nejcastéjsi bakteridlni infekce, které postihuji kazdy
rok pfiblizné 150 miliond lidi [1]. To ma za nasledek nejen miliony
lékafskych konzultaci v IGZkovych a ambulantnich zafizenich, ale
také vysoké vydaje na zdravotni péci a socidlni naklady [2].

UTI jsou jednou z hlavnich nozokomialnich infekci. Mikroorganis-
my vstupuji do katetrizovaného mocového systému extralumindini
cestou v dlisledku mikrobialni kontaminace periuretrdlni zény

a naslednou kolonizaci smérem k moc¢ovému méchyri, nebo ces-
tou intralumindlni zplsobenou kolonizaci mocového traktu [2].

Infekce mocovych cest jsou klinicky klasifikovény jako nekompli-
kované a komplikované, v zavislosti na absenci nebo pfitomnosti
zékladnich strukturnich nebo funkénich abnormalit mocovych cest
[3]. Infekce déle rozdélujeme podle mista jejich vyskytu na infekce
dolnich mocovych cest (cystitida, uretritida) a na infekce hornich
cest mocovych (pyelonefritida) [4].

Zenska anatomie, neddvno prodélany zanét mocovych cest,
sexuadlni aktivita, cukrovka, obezita a urcitd genetickd citlivost

k infekénimu agens jsou Casté rizikové faktory spojené s infekcemi
dolnich mocovych cest. Komplikované infekce mocovych cest sou-
viseji s onemocnénim ledvin (napf. chronické onemocnénf ledvin,

selhanf ledvin, transplantace ledvin), obstrukcemi mocovych cest,
retenci moce, mocovymi kameny, téhotenstvim a imunosupresiv-
nim onemocnénim [2].

U infekce mocovych cest jsou sledovény rGizné symptomatické
nebo dokonce i asymptomatické priibéhy, proto spravnd diagndza
UTI kombinuje anamnézu pacienta, klinické p¥iznaky a laboratorn{
diagnostiku. Dolni UTI se projevuje algurif, pollakiurif, dysurif,
akutni suprapubickou nebo brisni bolesti, celkovym pocitem
nemoci a obCasnou hematurif, zakalenou nebo pachnouci moci.
pfiznakl dolni UTI zahrnuje také bolest v kostovertebralnim dhlu,
horecku a zimnici. Infekce mocovych cest mohou rovnéz indikovat
nespecifické priznaky, jako je tinava, vycerpani, chronicka bolest
hlavy, nechutenstvi, nevolnost, zvraceni, ob¢asné zvyseni télesné
teploty a zména dusevniho stavu [2]. Diagndza zaloZzend na anam-
néze pacienta a pfitomnosti symptom( je v mnoha zemich stéle
bézna, Casto vsak nepresnd [5].

Ackoliv je uropatogenni Escherichia coli nej¢astéjsi pdvodce spo-

jeny s komplikovanymi i nekomplikovanymi infekcemi mocovych

cest, rdzné mikroorganismy, véetné gramnegativnich a grampozi-
tivnich bakterif a rliznych druhd hub, mohou infekci rovnéz vyvo-
lat (obr. 1; [3]).



Infekce mocovych cest: Inovativni technologie, ktera vede k rychlé diagnostice a cilené 1écbé UTI

White paper pro mocovou analyzu | Kvéten 2020

Enterococcus spp. [ aeruginosa
| Streptococcus skupiny B M s.aureus
M P mirabilis M candida spp.

M uropatogenni E. coli
L IS pneumoniae
W saprophyticus

Obr. 1 Epidemiologie komplikovanych (levy diagram) a nekomplikovanych
(pravy diagram) infekci mocovych cest. Prevzato z [3].

Podezfeni na vyskyt infekce mocovych cest prispiva k vysokému
laboratornimu zatizeni, ackoliv je nakonec 80 % vzork{ negativ-
nich [6]. Empirickd |écba pacientl Sirokospektralnimi antibiotiky
bez spravného vysetfeni mlze mit nezddouci dopad na celkovy
nardst antimikrobidlni rezistence. ProtoZe pouze 17 % viech pa-
cientl s podezienim na UTI Ié¢enych antibiotiky proslo radnou
analyzou moci [7].

Rutinni diagnostika UTI

Makroskopické hodnoceni vzhledu moci je ¢asto prvnim ukaza-
telem podezreni na infekci mocovych cest. Abnormalni zbarve-
ni zplsobené makrohematurii nebo pseudomondini UTI a ne-
piijemny zapach nebo zékal zplsobeny pyurii jsou zndmymi
projevy.

Chemické vysetieni modi (tzv. dipstick test) je nejcastéji po-
uzivany screeningovy test na pritomnost infekce mocovych
cest. PFitomnost dusitand, jako metabolicky produkt ziskany
redukei dusi¢nand v moci plsobenim mikroorganism( (napf.
Escherichia, Proteus, Klebsiella), je indikatorem bakteriurie. Nic-
méné mnoho patogen(i mocovych cest neredukuje dusi¢nany
(napf. Enterococcus, Gonococcus, Staphylococcus, Pseudomonas),
coz znamend, Ze pritomnost dusitanl nenf spolehlivym para-
metrem. Pozitivni leukocyty, bilkovina a erytrocyty jsou bézné

parametry indikujici zanétlivé stavy. Nicméné diagnosticka sen-

zitivita a specificita je relativné nizkd, a proto negativni vysle-
dek chemické analyzy moci neni dostatecny k vyloucenf infekci
mocovych cest, jsou-li pfitomny typické symptomy [5].

Mikroskopie vzorkid moci obarvenych Gramovym barvenim je béz-

nym standardem. Hlavni vyhodou mikroskopického vysetfeni moci
je informace o infekénim agens pro zahdjeni antimikrobidlni terapie.
Ackoliv je senzitivita mikroskopického vy3et¥eni modi u vzorkd

s > 10° CFU/ml vysoce spolehliva, tak u nizsi bakterialni kon-
centrace je jeji klinickd uzite¢nost omezena, predevsim u ne-
komplikovanych UTI v ambulantnich podminkach [8].

Kultivace moci zlstdva dllezitym testem v souvislosti s dia-
gnostikou UTI, pfedevsim pro identifikaci infekéniho mikro-
organismu. BéZnou ,zlatou standardni“ definici bakteriurie

je pfitomnost > 10° CFU/ml, kterd byla stanovena pro Zeny

s akutni pyelonefritidou nebo asymptomatickou UTI, ale byla
pfizplsobena i pro jiné skupiny pacientd [8]. Vzhledem k tomu,
ze mnoho pacientl s UTI vykazuje bakteriurii s <10° CFU/ml,

k zvyseni citlivosti kultivace moci.

Pozitivnf kultivace vzork moc¢i nakonec vedou k testovani
citlivosti na antimikrobidlnf latky (antibiogram) a k identifikaci
vhodného a specifického antibiotika pro cilené lécenf pfitomné
mikrobialni infekce. Testovani citlivosti pomoci agarové difuzni
metody [9] je stale spolehlivym ,zlatym standardem®, ale ne-
pfimé pfistupy v€etné novych technologif, jako je hmotnostnf
spektrometrie MALDI-TOF a méfeni bakteridlnich metabolitd
v pfitomnosti antibiotik, jsou podhodnoceny [10].

Detekce mocovych ¢astic pomoci
fluorescencni pritokové cytometrie

Analyzator fady UF od spole¢nosti Sysmex vyuZiva metodu fluo-
rescencni pritokové cytometrie k detekci bunécnych a nebunéc-
nych castic, napr. bakterif, kvasinek, erytrocytd, leukocytd a dal-
Sich parametr( ve vzorcich modi a télnich tekutin (obr. 2).

Vyzkumné parametry
Lyzované erytrocyty
Malé kulaté burnky
Atypické buriky
Bunécna drt
Vodivost

Osmolalita

Diagnostické parametry

Erytrocyty
Nelyzované

Leukocyty

Shluky leukocytl

EpitelidIni buriky
Dlazdicovité
Nedlazdicovité
Pfechodné
Rendlni tubuldrni

Valce
Hyalinni
Patologické

Bakterie

Krystaly

Kvasinky

Spermatozoa

Hlen

Parametry télnich tekutin

Erytrocyty

Leukocyty
Mononukledry
Polymorfonukleary

Epitelidlni buriky

Pocet jadernych bunék

Bakterie

Obr. 2 Prehled diagnostickych, vyzkumnych parametrii a parametri télnich
tekutin, které poskytuji analyzdtory UF-4000/5000
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Pro detekci mocovych ¢éstic jsou v analyzatoru rfady UF k dis-
pozici dva méfici kandly (Core — CR a Surface - SF). SF kanal
detekuje ¢astice, které neobsahuji nukleovou kyselinu (erytro-
cyty, krystaly atd.), zatimco CR kanal detekuje ¢astice, které
nukleovou kyselinu obsahuji. Spravna detekce vyZaduje obarvenf
mocovych ¢astic pomoci diluentu a reagencie pro fluorescencni
znacenf subceluldrnich struktur.

V CR kanédlu je membrana leukocytd (obr. 3) a bunéénd sténa
bakterif perforovéna diluentem. Tyto malé perforace membran
umoziuji, aby fluorescen¢ni barvivo vstoupilo do cytoplazmy
ajadra a navdzalo se do molekul nukleovych kyselin.

V SF kanélu jsou membréanové komponenty bunécnych ¢astic,
napf. erytrocytd, obarveny fluorescencnim barvivem, aniz by
to narusilo jejich bunécnou integritu (obr. 3).

Obarvené ¢astice vstupuji do priitokové kyvety, kde pomoci
hydrodynamické fokusace dochazi k jejich separaci a k urcenf
presného poctu ¢astic (obr. 4).

o

L \ \

Obr. 3 Priklad reakce barveni zdvislé na obsahu nukleovych kyselin v riiznych
kandlech. Horni fada — barveni jadernych elementt, spodni fada — barveni
bezjadernych elementti.

Obr. 4 Hydrodynamickd fokusace mocovych Cdstic v pritokové kyveté
analyzdtort fady UF
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Obr. 5 Princip fluorescencni priitokové cytometrie analyzdtoru fady UF. Laserovy
paprsek prochdzi pritokovou kyvetou a je zaostren na analyzované Cdstice. Flu-
orescencni svétlo je emitovdno z excitovanych elektron fluorescencnich barviv

a v zdvislosti na typu jednotlivych cdstic je dopadajici laserovy paprsek charak-
teristicky rozptylen. Fotodetektory na zdkladé svételnych signdlii rozpozndvaji
Jednotlivé dstice, a poté je zobrazuji ve scattergramech.

Energie laserového paprsku o vinové délce 488 nm excituje
elektrony fluorescenéniho barviva navdzaného ke strukturdm
mocovych Castic a zvysuje jejich energetickou hladinu. Béhem
prechodu do zékladniho energetického stavu jsou emitované
fotony detekovény fotodetektory (obr. 5). Na strukturdch ¢éstic
je dopadajici svétlo rozptyleno a zachyceno nékolika detekto-
ry, ¢imz se ziska informace o velikosti kazdé buriky (dopredné
rozptylené svétlo; FSC), o intraceluldrni komplexité (bo¢ni
rozptylené svétlo; SSC) a obsahu nukleovych kyselin (bo¢nf
fluorescencni svétlo; SFL). Krystaly se odlisuji od erytrocytd
pomoci depolariza¢niho filtru (depolarizované boc¢né rozpty-
lené svétlo; DSS).

Vylep3eny screening UTI

U bakterii jsou kvantitativni i kvalitativni vysledky poskytnuty
za méné nez minutu. Zahrnuji spolehlivy pocet bakterii a upozor-
néni na pfitomnost grampozitivnich ¢i gramnegativnich bakterii.

V reprezentativni studii byl diagnosticky vykon fady UF pro bak-
teridlni bunky identifikovan jako 0,973 (AUC). Po oddéleni muzi
a zen byla diagnosticka vykonnost stanovena na 0,988 pro muze
a 0,959 pro Zeny (obr. 6; [11]).
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Zkoumani rliznych meznich hodnot odhalilo > 58 bakterii/pl
jako nejcitlivéj$i hodnotu pro vylouceni infekce mocovych cest
se senzitivitou 99,4 % (NPV 99,7 %) a specificitou 78,2 % (PPV
65,4 %) [11]. Nicméné optimdlni mezni hodnoty musf byt stano-
veny s ohledem na prevlddajici populaci pacientd.

Vzorky podezrelé na infekci mocovych cest jsou oznaceny hlas-
kou ,,UTI-Info* na zakladé poctu bakterii a leukocytd, ktera indi-
kuje dal3i cilenou diagnostiku.
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Obr. 6 Presnost stanoveni poctu bakterii na analyzdtorech UF ve srovndni
s kvantitativni kultivaci 2 714 vzorki moce, zahrnujici 792 vzorki pozitivnich
na bakteriurii s bakteridlnim ristem > 10° CFU/ml. Prevzato z [11].

Odhad typu bakterii

Analyzatory UF poskytuji hlaskou ,BACT-Info* dalSi informace
o afinité ke Gramovu barveni pro vzorky pozitivni na bakteriurii.

Na zakladé distribuce bakterii ve scattergramu jsou suspektnf
vzorky oznaceny prislusnymi hlaskami:

m Gram Positive?
Na zdkladé distribuce Ize odhadnout, Ze jsou pfitomny
grampozitivni bakterie.

m Gram Negative?
Na zakladé distribuce Ize odhadnout, Ze jsou pfitomny
gramnegativni bakterie.

m Gram Pos/Neg?
Na zdkladé distribuce Ize odhadnout, Ze jsou pfitomny
grampozitivni i gramnegativni bakterie.

m Unclassified
Distribuce bakterif ve scattergramu neumoznuje jejich
zietelné rozlisitelnou klasifikaci.

Oznacenf bakterif
,Gram positive“

Oznaceni bakterif Oznaceni bakterif
»,Gram Pos/Neg* »Gram negative“
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Obr. 7 Odhad pritomnosti grampozitivnich a gramnegativnich bakterii pomoci
fluorescencni pritokové cytometrie na UF-5000

Diferenciace mezi grampozitivnimi a gramnegativnimi bakteri-
emi je zaloZena na sloZeni jejich bunécnych stén. Silnd buné¢nd
sténa grampozitivnich bakteriif omezuje vstup fluorescen¢niho
barviva do cytoplazmy, coz ma za nasledek nizsi bo¢nfi fluores-
cenci. Kromé toho je vys$si mnozstvi energie dostupné pro do-
predny rozptyl a vede v kombinaci s fotony odrazenymi od silné
bunécné stény k vy$simu FSC signalu grampozitivnich bakterif
(obr.7).

Grampozitivni bakterie se detekuji se 78% senzitivitou a 96%
specificitou, zatimco u gramnegativnich bakterii dosahuje
senzitivita i specificita 89 %. Tento vysoky stuperi senzitivity
a specificity pfi predkultiva¢nim screeningu infekci mocovych
cest miZe umoznit v¢asné zahdjeni lécby UTI antibiotiky [12]
a naslednou cilenéjsi diagnostiku.

Mykotické infekce mocovych cest

Mykotické infekce u dospélych se ¢asto vyskytuji u imunokom-
promitovanych jedinct nebo u jinych komorbidit, jako je napf.
diabetes. Z tohoto dlivodu mykézy predstavuji jen okolo 7 %
komplikovanych infekci mocovych cest [3]. Infekce mocovych
cest zplisobené mykézami se nejcastéji projevuji jako infekce
dolnich mocovych cest a zplsobuji klasické symptomy. Myko-
tické infekce hornich cest mocovych jsou vzacné, zpisobované
diseminovanou kandidézou, s vyjimkou imunokompromitova-
nych pacient( [13].

Nedavna studie prokazala vysokou specificitu 97,7 % (NPV

98,8 %) a dobrou senzitivitu 89,5 % (PPV 81,0 %) pro kvasinky
(YLC, obr. 8) [14], coz umoziuje vylouceni mykotické infekce
a cilenou diagnostiku k uréeni spravné |écebné strategie [15].
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Obr. 8 Kvasinky detekované pomoci fluorescencni mikroskopie (vlevo)
a na analyzdtorech fady UF zobrazené v pFislusném scattergramu (vpravo)

RozliSeni horni a dolni UTI

Pfitomnost rendlnich tubularnich epitelidinich bunék (RTEC)

v mo¢i je indikdtorem rendlniho onemocnéni nebo tubuldrniho

poskozeni. Vzhledem k tomu, Ze RTEC obklopuji ledvinné tubuly
od proximalniho k distdlnimu segmentu, pfedstavuji potencidlnf
diagnosticky marker poskozenf ledvin, i kdyZ ostatni parametry
nejsou vyznamné patologické [16].

Kvantifikace RTEC u jedincli s potvrzenou infekci mocovych cest
se jevi jako potencidlni ukazatel infekce hornich mocovych cest
(obr. 9; [17]).

S diagnostickou presnosti 0,923 (AUC) pocet RTEC jasné pre-
kondva zndmé markery infekce hornich mocovych cest, jako je
ol-mikroglobulin (0,735) a y-glutamyltransferaza (0,586).

Potencidlni diagnosticka hodnota kvantifikace RTEC silné zavisf
na spravné manipulaci se vzorkem a jeho zpracovdnim, protoZe in
vitro stabilita RTEC je naruSena dobou skladovani po vice nez dvé
hodiny, stejné jako teplotou mistnosti a kyselym pH moci [17].

Horni UTI
Dolni UTI

%m— -~

Cysiitis Prostatitis_||Pyelonephritis

Non-urological/
nephrological patients

Urosepsis

Obr. 9 Pocet rendlnich tubuldrnich epitelidlnich bunék (RTEC) mezi pacienty bez
urologickych/nefrologickych obtizi a pacienty s potvrzenou infekci hornich nebo
dolnich mocovych cest. Upraveno podle [17].

Testovani citlivosti na antibiotika
na analyzatorech UF

Testovani citlivosti na antibiotika pomoci diftizni agarové

metody je povinnym diagnostickym postupem k identifikaci
Ucinnych antibiotik u pretrvévajici infekce a k zahdjeni cilené
antimikrobidlni terapie a prevenci antimikrobidlni rezistence.

Do agaru s naockovanym bakteridlnim kmenem se umisti pa-
pirové disky nasaklé antibiotickymi ldtkami. B€hem inkubace
plotny budou antibiotika radidlné difundovat a inhibovat bak-
teridlni rlst v zavislosti na jejich antibiotické ucinnosti (obr. 10).
Tento ,zlaty standardni* agarovy diftizni test ma vysokou speci-
ficitu, ale dlouhy ¢as odezvy v rozmezi 18-48 hodin [9].

Dal3i publikace popisuje fesenf k rychlejSimu rozhodnutf o anti-
biotické |écbé pri testovdni citlivosti na antibiotika pomoci
analyzatoru UF. Alikvoty pfipravené z masopeptonového bujé-
nu byly jednotlivé dopInény rliznymi antibiotiky a naockovany
bakteriemi pochazejicimi ze vzork( pacientl. Po ¢tyrhodinové
inkuba¢ni dobé byla stanovena koncentrace bakterii v rdznych
kulturdch na analyzatoru UF. UF-5000 je ucinny ndstroj pro
diferenciaci izolatl Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae rezis-
tentnich na kolistin s citlivosti 83,3 % (PPV =100 %) a specifici-
tou 100 % (NPV = 91,3 %) (obr. 11; [18]).

Alternativni pFistupy kombinuji diagnostiku bakteriurie na analyza-
toru UF-5000 s naslednym molekuldrnim testovanim bakteridlnich
gen( zpUsobujicich rezistenci [19] nebo hmotnostni spektrometrif

k identifikaci bakterii a medidtor antibiotické rezistence [20], coz

umoziuje zavedenf cilené antibiotické 1écby do Sesti hodin.

37°C

18-24h

Obr. 10 Schematické zndzornéni testovdni citlivosti na antibiotika agarovou
difuzni metodou. Riizné priiméry inhibicni zény kolem nasdklych papirovych
diskd koreluji s (A) nedcinnymi, (B) stiedné ucinnymi a (C) vysoce ucinnymi
antibiotiky.

+ Antibiotika

H

37°Cnal-4h

Obr. 11 Alternativni testovdni citlivosti na antibiotika na UF-5000 prostred-
nictvim sledovdni riistu bakteridlnich izoldti v Zivné pudé doplnéné riznymi
antibiotiky. Koncentrace bakterii koreluje s (A) vysoce ticinnymi, (B) stredné
tcinnymi a (C) nedcinnymi antibiotiky.
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Boj proti antimikrobidlni rezistenci
cilenou diagnostikou

Schopnost mikroorganismu odoldvat tc¢inku antimikrobidini latky
je vieobecné znama jako antimikrobidlni rezistence, coZ je dobfe
zndmy problém vefejného zdravi 21. stoleti. Antimikrobialn rezis-
tence je jev, ktery byl popsan jiz pred objevenim penicilinu. Po le-
tech rozséhlého klinického pouzivani antimikrobialniho salvarsanu

k 1é¢bé syfilis byla pozorovédna nizsi i¢innost |€¢by a zavaznéjsi
klinické projevy [21], coZ ukazuje na antimikrobidlni rezistenci.

Iracionalni a neindikované pouzivani antimikrobidlnich latek

v mediciné (napf. nevhodné predepisovani receptl, samolécba),
ale také plosné pouziti ve velkochovech a zemédélstvi v ramci
terapie a profylaxe, zvysilo pocet rezistentnich druh(i mikroorga-
nisma [22].

Se zvysujici se antimikrobidIni rezistenci a zpomalenym vyvojem
antimikrobidlnich 1ékU je strategie raciondlniho pouzivani antibio-
tik nanejvys dalezita. Bez spravnych a okamzitych krokd prekroci
pocet imrti zplsobenych antimikrobidlni rezistenci do roku 2050
pocet imrti na nddorovd onemocnéni [23]. Proto Svétova zdravot-
nicka organizace ozndmila celosvétovou zdravotnf krizi a vydala
globalni akéni plan [24] k boji proti antimikrobialni rezistenci

s témito kroky:

Podezieni na UTI

m Zvysit povédomi o antimikrobidlni rezistenci

m Rozsifit znalosti a védecké dlkazy
B SniZit rizika infekce dodrZzovanim hygienickych opatreni
B Investovat do vyvoje novych Iékd, diagnostiky a vakcinace

m Pouzivat racionalné antimikrobidlni latky v humannf
a veterinarni mediciné

Dilezitym faktorem je zde laboratorni analyza, protoZe jejim
cilem je nejen poskytovat informace pro presnéjsi diagnostiku

a podporu klinického rozhodovdni, ale i pFispivat k raciondlnéjsi-
mu pouzivani antimikrobidlnich léciv.

Shrnuti a zavér

Vzhledem k celkovému poctu podezieni na infekce mocovych
cest, u kterych se nakonec prokéze, Ze jsou negativni, mize
vyuziti analyzatoru UF urychlit laboratorni diagnostiku vy-
louc¢enim infekci mocovych cest béhem kratké doby (obr. 12).
Inovativni analyza moci zaloZend na pritokové cytometrii
zabranuje nadmérnému predepisovani zbytecnych antibiotik
a misto toho podporuje cilené a raciondlni pouzivani antimik-
robidlnich |éciv, ¢imz prispivd k tolik potfebné strategii indiko-
vané antibiotické |écby.

Podezieni na UTI
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Obr. 12 Prehled pracovniho postupu pro diagnostiku infekci mocovych cest bez (vlevo) a s automatickou analyzou mocovych cdstic pomoci analyzdtoru UF (vpravo).
Rada analyzdtoru UF umoZiiuje vyloucit UTI za méné nez minutu a sniZuje diagnostické sledovdni suspektnich pFipadii UTI aZ 0 80 %. U vzorkii pozitivnich na UTI

predepisovdni antibiotik a podporuje strategii indikované antibiotické lécby.
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