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Souhrn

U souboru 30 pacientti s pozitivnimi hemokulturami, obsahujicimi viridujici streptokoky skupin S. salivatius,
S. mitis, S. mutans a S. sanguis, byla hodnocena druhova a klonalni identita krevnich izolata a shodnych druht
streptokokt izolovanych z ustni dutiny. Izolované kmeny byly nejprve identifikovany podle biochemickych vlast-
nosti. Druhova ptibuznost krevnich a oralnich izolata byla hodnocena metodou PCR (mezernikova ¢ast mezi 16S
a 23S rDNA), poddruhova identita byla uréovana metodou AP-PCR. Druhova identita krevnich a oralnich izolatt
byla prokazana u S. salivarius ve dvou p¥ipadech ze ¢tyt, u S. mitis v osmi piipadech z deseti, u S. mutans v obou
pripadech a u S. sanguis v 15 z 16 pripadu. Identita krevnich a oralnich izolata na drovni klona se vyskytovala
v 50 % piipada. Oralni mikrobialni fléra je vyznamnym zdrojem viridujicich streptokoku v pozitivnich hemokul-
turach.

Kli¢ova slova: viridujici streptokoky — oralni a krevni izolaty — molekularné geneticka identifikace

Broukal Z., Duskova J., Janatova T.:
Molecular Genetic Identity of Blood and Oral Isolates of Viridans Streptococci

Summary. The strain and clonal identity of blood and oral isolates of viridans streptococci (S. salivarius,
S. mitis, S. mutans and S. sanguis groups) has been tested in a group of 30 patients with positive haemocultures.
Isolates were preliminarily identified by means of biochemical properties and then genotyped by means of the
PCR (spacer 16S and 23S rDNA) and AP-PCR. Strain identity of blood and oral isolates has been proved in S. sali-
varius in 2 of 4 cases, in S. mitis in 8 of 10 cases, in S. mutans in 2 of 2 cases and in S. sanguis in 15 of 16 cases.
Clonal identity of blood and oral isolates has been proved in 50 % of isolates. Oral microbial flora is thus the sig-
nificant source of viridans streptococci in positive haemocultures.

Key words: viridans streptococci — oral and blood isolates — molecular genetic identification

Ces. Stomat., roé. 105, 2005, & 1, s. 4-8.

UVOD 10] nebo po chemoterapii hematologickych malig-
nit [11, 12].
Skupina tzv. viridujicich streptokokt zahrnuje Prevalence viridujicich streptokok v pozitiv-

primarné nepatogenni druhy s charakteristickou ~ nich hemokulturach se pohybuje podle publiko-
reakci na krevnim agaru (S. sanguis, S. mitis, vanych statistik kolem 7-55 procent [13, 14,
S. viridans) a dale nékteré dalsi streptokoky, kte- 151

ré tuto reakci nemaji (S. salivarius, S. mutans, Zdrojem hematogenniho infektu mohou byt
S. sobrinus). Naopak se sem obvykle nepotitaji ~ vSechny jejich shora uvedené biotypy, avsak
nékteré dalsi ,viridujici“ streptokoky jako dukazii o puvodu pozitivnich hemokultur je
S. pneumoniae, S. bovis a dale enterokoky [1,2].  zatimv literatute velmi méalo. Murono a spol. [16]
Jejich typickymi biotopy u ¢lovéka jsou ustni prokazali genotypizaci identitu krevnich izolatu
dutina, nasofarynx, tlusté stfevo a genital. S mitis a S. sanguis s izolaty z faryngu a stolice
S. mutans ma znamy a prokazany vztah k zubni- U déti. Oralni piivod experimentalni endokarditi-
mu kazu, ostatni viridujici streptokoky byly opa-  dy u potkana a kralika byl rovnéZz prokazan [17,
kované nachézeny v pozitivnich hemokulturach 18l

pfi v peroperacnich biopsiich a nekropsiich pii Cilem nasi prace bylo zjistit, do jaké miry jsou
endokarditidé [3, 4, 5] nebo p¥i infekénich kom- U pacientt s pozitivnimi hemokulturami obsahu-
plikacich chlopennich nahrad [6], dale v miliar-  Jicimi viridujici streptokoky tyto izolaty genetic-
nich abscesech v mozku a jatrech a pii sepsi Ky shodné se streptokoky téhoZ druhu, pfitomny-
u zdravotné kompromitovanych pacienti [7,8,9, iV ustni dutiné.
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MATERIAL A POUZITE METODY

V létech 2002 az 2003 bylo v Mikrobiologickém
oddéleni VFN v Praze zjisténo celkem 56 pozitiv-
nich hemokultur obsahujicich viridujici strepto-
koky. Vzorky krve téchto pacientt byly kultivova-
ny v automatizovaném systému BACTEC
(Becton Dickinson, USA). Pozitivni vzorky obsa-
hujici viridujici streptokoky byly zpracovany
standardni druhovou identifikaci podle bioche-
mickych vlastnosti (STREPTO test 16 Lachema
a.s.). U 26 pacientu s pozitivnimi hemokulturami,
hospitalizovanych ve VFN (II. interni klinika, II.
klinika kardiovaskularni chirurgie), byl nasledné
proveden odbér materialu z tstni dutiny s cilem
izolovat stejné druhy streptokokt a srovnat je
s krevnimi izolaty molekularné genetickymi
metodami.

Bakterie byly odebirany z povrchu distalnich
zubt dolni éelisti vatovym odbérovym tampo-
nem. Tampon byl ihned po odbéru vytfepan
v transportnim RTF médiu, kterym byly nasled-
né ockovany plotny s Mitis-salivarius agarem
(Difco, Hi-Media). Inkubaéni podminky: 37 °C, 48
h GasPak Gass generating kit (Oxoid). Z jednot-
livych narostlych kolonii piipraveny ¢isté kultu-
ry pro biochemickou identifikaci (shodné s postu-
pem identifikace krevnich izolat) a pro izolaci
DNA.

Izolace chromozomalni DNA (mezernikova
oblast mezi 16S a 23S rDNA) a molekularné bio-
logické metody, pouzité pro druhovou (PCR)
a poddruhovou identifikaci AP-PCR) izolatu, byly
podrobné popsany drive [19]. Pted zapocetim
vlastni prace byly zvolené metody testovany na
sbirkovych kmenech Streptococcus mutans 8/77,
10/77, 11/77, 1/80, Streptococcus mitis 25/69,
NCTC 10712, Streptococcus sanguis ATCC
10339, Streptococcus oralis NCTC 11427, Strep-
tococcus intermedius NCDO 2227, Streptococcus
salivarius NCTC 8606. Sbirkové kmeny poskytl
Dr. D. Beighton z Joint Mircobiology Research
Unit, Guy’s, King’s and St. Thomas’ Dental Insti-
tute, London.

VYSLEDKY

Frekvence zachytu viridujicich streptokoka
v pozitivnich hemokulturach, vztazena k zaklad-
nim klinickym diagnézam vySetfovanych pacien-
td, je uvedena v tab. 1.

S. salivarius byl hlavnim krevnim izolatem
z pozitivnich hemokultur u dvou p¥ipada Non- -
Hodgkinova lymfomu a u dvou p#ipadu infekce
chlopenni nahrady. Genotypizace krevnich izola-
ta vedla ve dvou piipadech k potvrzeni ptvodni
mikrobiologické diagnézy, ve dvou piipadech
k reklasifikaci izolatu na S. oralis (tab. 2). U tii ze
¢tyt pripadu byl v krvi ptitomen jeden klon, v jed-
nom piipadé dva klony. Pomoci molekularné
genetickych technik byla prokazana druhova
identita krevnich a oralnich izolatt u tii piipada
ze Ctyt, identita klonu S. salivarius se vyskytla
jen u tii piipada ze Sesti.

S. mitis byl hlavnim krevnim izolatem u étyt
pfipadt subakutni myeloidni leukemie, dale u étyt
ptipadt infekéni endokarditidy v anamnéze
a u dvou pripadt nespecifickych subfebrilii. V osmi
pfipadech z deseti se podatilo izolovat identicky
kmen z tstni dutiny, ve dvou piipadech byly izola-
ty geneticky neptibuzné. V jednom pi#ipadé (paci-
ent J. J.) byla zjisténa klonalni identita dvou krev-
nich a oralnich izolatt S. mitis (viridans).

S. mutans byl nalezen v hemokultufe dvou
pacientt, shodou okolnosti se shodnou dg. akutni
tubulointersticialni nefritis. V jednom piipadé
byla biochemicka diagnéza krevniho izolatu
reklasifikovana PCR technikami na S. sobrinus,
v jednom piipadé byl S. mutans mutans p¥itom-
ne v hemokultufte jako jeden klon, S. sobrinus byl
v jiném pi#ipadé pfitomen jako dva odlisitelné
klony. V prvnim ptipadé byly v dstech identifiko-
vany Ctyfi odlisné klony S. mutans, ve druhém
pfipadé §lo o dva zastupce S. mutans mutans.
Druhova identita krevniho a oralniho izolatu
S. mutans byla prokazana u obou pacientt s pozi-
tivni hemokulturou na S. mutans, avSak jen
v jednom ptipadé (pacient J. Z.) §lo o poddruho-
vou identitu krevniho a oralniho izolatu.

Tab. 1. Zakladni soubor krevnich izolat# viridujicich streptokoki
Tab. 1. Fundamental group of blood isolates of viridans streptococci

Pacienti (klinick4 diagnéza) Potty pacientt s pozitivni hemokulturou
S. salivarius S. mitis S. mutans S. sanguis

Non-Hodgkintav lymfom typ NS 2

Subakutni myeloidni leukemie 4

Akutni tubulointersticialni nefritida 2

Darci kostni dfené 4

Subakutni endokarditida 5

Endokarditida v anamnéze 4 3

Nespecifické subfebrilie 2 1

Infekce chlopenni néhrady 2 1

Celkem 4 10 2 14
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S. sanguis byl izolovan z hemokultur &ty¥
potencialnich darct kostni difené, u péti pacientu
se znamkami akutni infekéni endokarditidy, u tii
pfipadia infekéni endokarditidy prosté (2krat)
nebo jasné infekce umélé chlopné (1krat).

V 16 pripadech slo o infekt, v péti pripadech
u potencialnich darct kostni diené, v Sesti piipa-
dech o subakutni bakteridlni endokarditidu, ve
trech ptipadech o infekéni endokarditidu v ana-
mnéze, v jednom piipadé o nespecifické subfebri-
lie a v jednom piipadé o infekci chlopenni nahra-
dy.

V 15 pripadech tedy §lo o druhovou identitu
krevnich a oralnich izolata S. sanguis (v jednom
pripadé sporné) a v jednom piipadé o rozdilnost.
V deseti piipadech z patnacti (67 %) byla proka-
zéna i identita krevnich a oralnich izolata S. san-
guis na poddruhové trovni.

DISKUSE

Viridujici streptokoky se vyskytuji masivné
v ustni dutiné, v mensi mife ve faryngu nebo
v tlustém stfevé a zevnim genitalu. Jako zdroj
bakteremického infektu se vSak uvazuji hlavné
oralni streptokoky. Do krevniho fe¢isté se mohou
dostavat pii radé stomatologickych oSetiovacich
vykonti [20], ale i spontanné pi#i béZzné funkeci ust-
ni dutiny [21]. U skupiny nasich pacientt §lo ve
v8ech piipadech o spontanni bakteriemii, protoze
krevnimu odbéru nepiedchazel zadny stomatolo-
gicky vykon.

Identita klont krevnich a oralnich izolatu
S. salivarius, S. mitis, S. mutans a S. sanguis byla
prokazana u 50 % kmenu. Tento nalez odpovida
vysledkim podobné studie [16], ve které byly
porovnavany viridujici streptokoky (S. mitis
a S. sanguis) z faryngu a hemokultur u imuno-
kompromitovanych pacientd pomoci klasické
PCR techniky. U S. mutans byla rovnéz prokaza-
na zhruba 50% shoda krevnich a oralnich izolatu
s pouzitim DNA-DNA hybridizace [22].

Klonalita krevnich izolatt S. mitis a S. sangu-
is byla ztretelné niZz$i neZ u kmenu izolovanych
z Gstni dutiny, kde jsme ¢asto nachéazeli tii i vice
klont prislusného mikrobialnich druhu. Je prav-
dépodobné, Ze urcité fenotypové a genotypové
vlastnosti uréitého klonu daného mikrobialniho
druhu ptredurcuji jeho schopnost proniknout
a pirezivat v krevnim fecisti. Tyto vlastnosti by se
pak podilely na virulenci p¥islusného klonu.
K feSeni této otazky bude nutné zpracovat vétsi
mnozstvi krevnich a oralnich izolatt viridujicich
streptokokt a porovnat vysledky z mnoha labora-
tori.

V kazdém piipadé je ale ustni dutina vyznam-
nym zdrojem viridujicich streptokokt v pozitiv-
nich hemokulturach, kdy k bakteriemii doslo

spontanné, bez stomatologické intervence pied-
chazejici odbéru vzorku krve. U pacientu s rizi-
kem metastatické oportunni infekce je tedy nut-
né nejen dukladné odlé¢it vSechny zanétlivé
procesy v ustech, ale také duslednou hygienou,
doplnénou lokalni aplikaci dezinfekénich pro-
stfedkta, redukovat zubni mikrobialni povlak
a slizni¢ni mikrofléru.

Préce vznikla za podpory grantu IGA MZ CR
¢. NK/7385-3.
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Fyziologie * Diagnostika ¢

Proteiny akutni faze jsou integralni souCasti zanétiivé odpovédi. Béhem posled-
nich 30 let si nasly pevné misto ve vySetfovacich algoritmech fady zanétiivych
stavil. Pfesto nebyla dosud problematika téchto proteinti v &eské (a podle au-
torovych poznatkl ani v cizojazycné) literature komplexné zpracovana formou
monografie. Pfedlozena prace ma tak vyplnit mezeru, ktera se po vydani né-
kolika monografii vénovanych cytokinim (Klener: Cytokiny ve vnitiim
lékarstvi, Grada, 1997, Glrlich a Maruna: Cytokiny v chirurgii, Galén, 2001)
olvira v této vysoce aktudini oblasti védeckého vyzkumu. Autor se snazi
nejnovejSi fyziologické a patofyziologicke poznatky o APP zasadit do kontextu
dalSich zanétlivych ukazatell. Jeho cilem je nabidnout nejen védelm, ale pre-
devsim Kiinickym Iékaiim komplexni piehled o téchto mediatorech a jejich di-
agnostickém wyuziti v nejriiznéjsich Iekarskych podoborech spolu s kritickym
Zhodnocenim jejich vwhod i omezeni.

Kniha je v prvni fadé uréena Iékaiim se zaméfenim na intenzivni medicinu a m odbomikim, ktefi se Casto
setkavaji s diferencialni diagnostikou zanétlivych procest (onkologové, hematologové). Véfime, Ze uzitetné informa-
ce zde naleznou i dalsi lékafi plichazejici do kontakiu se zanétlivymi stavy, jako jsou pediatfi a chirurgové. S védo-
mim toho, ze problematika protein(i akutni faze v soucasné dobé hluboce zasahuie také do neurologie, kardiologie,
pneumologie nebo gastroenterologie, jsme presvédéeni, ze nade kniha bude inspirativni a pounai pro lékare téch-
toa dalSich obor.

Vydal Maxdorfv roce 2004, edice Jessenius, format A5, vaz.
ISBN 80-85912-05-8, 288 str., cena 390 K¢

Objednéavku miete poslat na adresu: Nakladatelské a tiskové stiedisko CLS JEP, Sokolska 31,
120 26 Praha 2, fax: 224 266 226, e-mail: nts@cls.cz

Pavel Maruna

JESSENIUS
MAXDO!

8 Ceska stomatologie



