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Stanoveni Streptococcus pyogenes z vytéru krku kultivaéné a metodou
imunoturbidimetrie

Abstrakt

Véasny zachyt infekci zptsobenych bakterii Streptococcus pyogenes je velmi dilezity,
aby byla zahajena antibiotickd 1écba a zamezilo se tak vzniku tzv. pozdnich nésledki

streptokokovych ndkaz, mezi néz patii revmatickd horecka a akutni glomerulonefritida.

Cilem prace je porovnat dvé metody pouzivané k vySetfeni vytéru z krku podezielého
z piitomnosti Streptococcus pyogenes provadénych v Nemocnici Pisek, a.s.. Jednou
z metod je kultivace, provadéna na Odd¢leni klinické mikrobiologie a druhou z nich
je metoda QuikRead go Strep A, kterd je vyuzivana v détské ambulanci. Hlavni
vyhodou metody QuikRead go Strep A je rychlost, sjakou ma 1ékatr k dispozici
vysledek vySetfeni a také skuteénost, Ze metoda je provadéna piimo v ambulanci.
OvSem metoda QuikRead go Strep A ma oproti kultivaci sva omezeni. Nedokaze
zachytit pfipadného jiného plvodce onemocnéni, nelze nasledné provadét urceni
citlivosti na antibiotika a spolehlivost je udavana jako 93 %. Zvlast¢ proto jsem
se zamé&fila na porovnani vysledkii vzorkil vySetfenych obéma z metod. Celkem bylo
ve sledovaném obdobi, tedy v roce 2016, vySetfeno pomoci metody QuikRead go Strep
A 218 vzorki. 143 znich bylo nasledné pfezkoumano kultivaéné. Celkem u 62,9 %
vzorkil doslo ke shodnému vysledku obéma sledovanymi metodami. V tomto ptipadé
se metoda QuikRead go Strep A ukazala byt jako spolehlivéjsi v pfipadé negativniho
vysledku testu. Shodnému vysledku, tedy neprokazani Streptococcus pyogenes
ve vzorku, bylo dosazeno u 94,7 % vzorku, zatimco v situaci, kdy byl vzorek metodou
QuikRead go Strep A urcen jako pozitivni, dospélo se kultivaéné ke stejnému vysledku
pouze u 26,9 % vzorkd. Vysokd chybovost mohla byt vtomto piipadé zplisobena
nespravnym odbérem vzorku pro imunoturbidimetrické vySetfeni. V navodu k metodé
je upozornovano na skute¢nost, ze v piipadé, kdy se odbérovy tampon dotkne jazyka,
dasné nebo tvare, mize nasledné dojit k falesn¢ pozitivnimu vysledku. Proto by shoda
mezi obéma sledovanymi metodami mohla byt jina, pokud bychom vzorky ziskali

od 1épe spolupracujicich dospélych pacientd.
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Determination of Streptococcus pyogenes in throat swab by cultivation
and imunoturbidimetry metode

Abstract

Early identification of infections caused by bacteria Streptococcus pyogenes is very
important in order to start antibiotic treatment and to prevent from so-called late
consequences of streptococcal infections, including rheumatic fever and acute

glomerulonefritis.

Aim of my thesis is to compare two methods which are used for examination of throat
swab specimen in Pisek Hospital, INC. when presence of Streptococcus pyogenes is
expected. The first method used by The Department of Clinical Microbiology is a
cultivation, the second one is a method used by children’s emergency. Main advantage
of QuikRead go Strep A method is the speed of availability of the examination result
and also the fact that it can be performed directly in the consulting room. However,
compared to the cultivation method, QuikRead go Strep A method has its limits. It is
unable to detect any other cause of the disease, it is not possible to use it subsequently
to determine antibiotic sensibility and its reliability is reported as 93 %. That is why
I concentrated on comparison of results of samples examined by both of the methods. In
targeted period, i.e. year 2016, there were 218 samples examined by QuikRead go Strep
A method, 143 of them were subsequently re-examined by the method of cultivation. A
total of 62,9 % of the samples showed a consistent result with both methods. The
QuikRead go Strep A method proved to be more reliable in case of a negative test
result. The same result, e.i. negative presence of Streptococcus pyogenes in the sample,
was measured at 94,7 % of samples, on the other hand, when a sample was detected as
positive by QuikRead go Strep A method, match with cultivation method was only in
26,9 % of samples. A high error rate could have been caused by incorrect sampling for
imunoturbidimetric examination. The method guide warns to the fact that if a swab
touches the tongue, gums or cheeks, then a false positive result may occur. Therefore,
the match between the two methods could be different if we obtained the samples of

more cooperative adult patients.
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Uvod

Streptococcus pyogenes je fakultativné anaerobni grampozitivni katalasanegativni kok.
Tuto bakterii fadime mezi beta-hemolytické streptokoky. Pfi jejim rlistu na krevnim
agaru tedy dochazi k beta-hemolyze, kterou pozorujeme jako projasnéni pudy v okoli
bakteridlnich  kolonii. Podle Lancefieldové nalezi Streptococcus pyogenes

do serologické skupiny A.

S. pyogenes je pro ¢lovéka primarné€ patogenni. Muze zptuisobovat infekce respiracniho
traktu, které pfevazuji v mirném pdasu, v teplych oblastech pak zapfiCinuje castéji
infekce kozni. Streptococcus pyogenes je pivodcem faryngitid, spaly, infekci klize
a podkoZzi (pyoderma, erysipel), systémovych infekci, streptokokového toxického Soku

a postreptokokovych nasledkii.

Hlavnim faktorem virulence Str. pyogenes je protein M, ktery se nachazi na povrchu
bakterie. Lidské t€lo se proti streptokokovym nakazam brani predevSim tvorbou
protilatek proti M-proteinu. Po nakaze bakterii Streptococcus pyogenes mize dojit
K tzv. pozdnim nasledkiim streptokokovych nakaz. Radime mezi né revmatickou

horecku a akutni glomerulonefritidu.

M-protein na povrchu Str. pyogenes je velmi podobny strukturam tvoficich srde¢ni
chlopné, kloubni vystelku a nervové bunky. Protilatky tvofené imunitnim systémem
proti M-proteinu na povrchu bakterie mohou tedy napadat i vlastni buiky srdce, kloubt
a nervl. Toto je mechanismus vzniku revmatické horecky. Onemocnéni Casto vede
k deformaci srde¢nich chlopni a naslednému postupnému rozvoji t€zké srde¢ni vady.
Déle se objevuje zanét kloubt podobny revmatoidni artritidé. Postizeni kloubii je ovSem

docasné a nezanechava nésledky. Zasazeny mohou byt i nervové buiiky.

Akutni glomerulonefritida je zda se oproti revmatické horecce zpusobena usazovanim
imunitnim komplext v glomerulech. U vétS§iny nemocnych nedochazi k vyrazng&jsi

poruse rendlnich funkei.

Revmatickd horecka i akutni glomerulonefritida nejsou Vv dnesni dobé ve vyspélych
zemich ptili§ Castym problémem a jejich vyskyt stale klesa diky vcasné 1€¢bé
streptokokovych infekei antibiotiky a hygienickym standardim. V¢as zahajend 1écba

muze zabranit vzniku imunitni reakce proti streptokokiim a soucasné tak zamezit
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rozvoji pozdnich nasledkl streptokokovych ndkaz. Proto je velmi dilezitd rychla

diagnostika infekci zptisobenych Streptococcus pyogenes.

V praci se zabyvam stanovenim Streptococcus pyogenes imunoturbidimetrickou
metodou provadénou v détské ambulanci v Nemocnici Pisek, a. s. a metodou kultivaéni
provadénou na Oddéleni klinické mikrobiologie v Nemocnici Pisek, a. s.. Obé z metod
vzajemné¢ porovnavam a sleduji zejména jejich shodu ve vysledcich vySetfeni
provadénych z vytéru krku odebranych vroce 2016 pacientim détské ambulance

v Nemocnici Pisek, a. s. podezielych z infekce bakterii Streptococcus pyogenes.
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1 Teoreticka cast

1.1  Rod Streptococcus

Do rodu streptococcus, jehoz jméno je odvozeno od feckého streptos (fetéz), nalezi
fakultativné anaerobni grampositivni katalasanegativni koky, které se tadi do dvojic
az fetizkli. Jejich kolonie jsou n¢kdy i na obohacenych pidach velmi drobné. Az
na vyjimky nerostou pii 10 ani pii 45°C, ani v pfitomnosti 6,5% NaCl nebo 40%
zluovych soli, ani pii pH vysSim nez 9, nehydrolyzuji eskulin a nejsou pohyblivé.
Streptokoky jsou citlivé na vankomycin a mnohé z nich na krevnim agaru hemolyzuji.
Mezi streptokoky tadime jak pfislusniky normalni mikroflory sliznic lidi a zvifat tak

I druhy obligatné patogenni. (Votava, 2003)

Streptokoky muzeme délit podle hemolyzy na krevnim agaru na o, B a y. Alfa-
streptokoky pozménuji krevni barvivo a vytvaieji kolem kolonii viridaci. Podstatou
viridace (lat. viridis, zeleny) je zména krevniho barviva na zelena verdoglobin. Beta-
hemolyza se projevuje odbarvenim erytrocytl. Pokud dojde k projasnéni piidy v okoli
kolonie, oznaCujeme hemolyzu jako uplnou, pokud zlstava ptida v zon¢ hemolyzy
zakalend, nazyvame tuto hemolyzu netiplnou. Gama-streptokoky nemaji kolem kolonie
dvorec zadny. Dulezitym kritériem klasifikace streptokoki je pfitomnost polysacharidu
C ve sténé. Na zaklad¢ jeho antigennich vlastnosti rozliSujeme skupiny A az U. Nékteré
streptokoky tento polysacharid nemaji, jsou to tzv. viridujici streptokoky.
(Votava, 2003; Schindler, 2014)

1.1.1 Beta-hemolytické (pyogenni) streptokoky

Do skupiny beta-hemolytickych neboli pyogennich streptokokt dileZitych v humanni
mediciné patii pfedevSsim druhy S. pyogenes a S. agalactiae. S. agalactiae
patogenni S. dysgalactiae ssp. equisimilis a druhy skupiny Streptococcus anginosus.
Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis délime na kmeny, z nichZ vétSinu fadime
sérologicky do skupiny C dle Lancefieldové, mnohé do skupiny G, vzacné i A a L.
Ve skupin¢ Streptococcus anginosus dale rozeznavame tii druhy, z nichz jeden ma dva
poddruhy: Streptococcus anginosus, Streptococcus constellatus ssp. constellatus,
Streptococcus constellatus ssp. pharyngis a Streptococcus intermedius. Mezi druhy

primarn¢ zviteci, které ale mohou vyvolat onemocnéni iU clovéka fadime
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S. equi spp. zooepidemicus, Str. canis, Streptococcus porcinus a Streptococcus iniae.
Pouze pro zvifata jsou patogenni Streptococcus equi ssp. equi, Streptococcus phocae

a Streptococcus didelphis. (Votava, 2003)
1.1.1.1 Streptococcus pyogenes

V doslovném ptekladu znamend pyogenes tvotici hnis, z feckého pyon=hnis a gennad=
Podle Lancefieldové nalezi do sérologické skupiny A. Taxonomické zatazeni

Str. pyogenes je uvedeno v tabulce ¢. 1. (Klaban, 2005)

Str. pyogenes je primarné patogenni pro Clovéka a c¢lovék je jedinym pfirozenym
zdrojem infekce. Infekce jim vyvolané se vyskytuji po celém svéte, v mirném pasmu
vSak ptfevazuji infekce respiracniho traktu, v teplych oblastech jsou castéjsi infekce
kozni. Str. pyogenes je pivodcem faryngitid, spaly, infekci kize a podkozi (pyoderma,
erysipel), systémovych infekci, streptokokového toxického Soku a postreptokokovych

nasledkd. (Bednar et al., 1996; Kuo et al., 2017)

Tabulka €. 1: Taxonomické zarazeni Streptococcus pyogenes

Doména Bacteria

Kmen Firmicutes

Ttida Bacilli

Rad Bacillales

Celed’ Streptococcaceae

Rod Streptococcus

Druh Streptococcus pyogenes

(Votava, 2005)

1.1.1.1.1 Morfologie

Jde o grampozitivni koky, které v patologickém materidlu a v mladych kulturach
v tekutych plidach zistdvaji sefazeny do fetizkli slozenych z nékolika az nékolika
desitek jedinct. Velmi dlouhé fetizky se tvofi po delSi inkubaci v tekuté pldeé.

(Bednaf et al., 1996)

1.1.1.1.2 Fyziologie

Jako vétSina streptokokt je 1 Str. pyogenes fakultativni anaerob (za pfitomnosti kysliku

rostou lépe, ale mohou rist 1 bez jeho pfitomnosti), katalasa i oxidasanegativni.
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Hlavnim produktem jeho metabolismu je kyselina mlé¢na. Zahubi ho teplota 60 °C

béhem 30 minut, ale pomérné dobie snasi vyschnuti. (Votava, 2003; Horanova, 2013)

1.1.1.1.3 Antigenni struktura

Bunky Str. pyogenes obsahuji skupinové specificky polysacharid C, na jehoz podkladé
ho fadime do skupiny A podle Lancefieldové. Z bilkovinnych povrchovych antigenti
jsou vyznamné proteiny M, T a také proteiny blizké M-proteinu. M-protein je vlaknita
struktura vyC€nivajici z bakteridlni stény. VIdkno je sloZzeno ze dvou spirdlovité
svinutych fetézcl, které jsou ukotveny v bakterialni sténé svymi karboxyterminalnimi
konci. Regula¢ni faktor komplementu H a fibrinogen se vaze na mista na vlakné¢ M-
proteinu. Volny aminotermidlni konec M-proteinu je svym slozenim velmi variabilni.
Na podkladé jeho antigenni stavby rozeznavame vice nez 100 serotypl, vici nimz
existuje typové specificka imunita dana pfitomnosti opsonizaénich protilatek. M-protein
je tedy zaroven hlavnim protekénim antigenem. Nékteré M-serotypy vyvoldvaji spiSe
infekce nosohltanu, jiné infekce kize. Nekteré pak maji vztah k revmatické horecce
ajiné kakutni glumerulonefritidé. Kmeny, které nelze blize ur¢it na podkladé¢ M-
proteinu, typizujeme pomoci proteinu blizkému proteinu M, zvaného sérovy opacitni
faktor. Je to lipoproteinasa pusobici kaleni (opacitu) séra. Protilatky proti sérovému
opacitnimu faktoru jsou typové specifické a koreluji s M-typem. Na zéklad¢ antigenni
struktury proteinu T rozeznavame dalsich 25 typu, které maji rovnéz urcity vztah k M-
typim. Typizace je dilezitd zepidemiologického hlediska pfi vySetfovani vyskytu
streptokokovych onemocnéni, kde nelze urcit M-typ. Nejmodernéj$imi typiza¢nimi
postupy jsou postupy molekuldrné biologické, kdy se na zaklad¢ analyzy nukleotidové
sekvence gentll pro protein M a proteiny jemu blizké rozeznava na 120 emm-typt a dalsi

desitky emm-like typi. (Votava, 2003)

1.1.1.1.4 Patogeneze

Hlavnim faktorem virulence S. pyogenes je protein M. Kmeny bez M-proteinu jsou
nevirulentni. M-protein umoziiuje adhezi bakterie na povrch sliznic a po priniku
ji chrani pied fagocytézou. U nékterych typti M-proteinu byla prokazana podobnost
antigenni struktury s determinantami bazalni membrany lidskych glomeruld. Typy,
které se spojuji se vznikem revmatické horecky, se oznacuji jako revmatogenni. Kmeny
bohaté na M-protein dokaZzi odolavat fagocytdéze a nitrobunéénému usmrceni uvnitf

polymorfonuklearnich leukocyti. Pomérna odolnost k fagocytoze se vysvétluje vazbou
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regulacniho faktoru H na M-protein, coz zamezi ukladani C3b na povrch bakterie a tim
potlaci aktivaci komplementu alternativni cestou. Stejny disledek ma vazba fibrinogenu
na protein M. VU¢i epiteliim sliznic a kiize se chova protein M zcela opacné. Plisobi zde
jako adhezin, ktery umoznuje pfilnuti streptokoka na povrch epitelie, a internalizin,
s jehoz pomoci se streptokoky dostanou do nitra buiiky. M-protein se chova také jako
invazin a pomaha pronikat tkani. Adhezivni a invazivni ucinky byly ovSem popsany
utady dalSich streptokokovych faktorti. Proteiny blizké proteinu M puasobi
antifagocytarn€. I ony dovedou vazat nejen fibrinogen ale i jiné plazmatické bilkoviny,
napfiklad vazou Fc-oblast imunoglobulin G (IgG) a imunoglobulin A (IgA), ¢imz brani
fadné opsonizacni funkci protilatek. Dulezitym faktorem virulence pyogennich
streptokokll je pouzdro z kyseliny hyaluronové, které je témétf neimunogenni, snad
proto, Ze ho imunitni systém poklada za t€lu vlastni strukturu, protoZze kyselina
hyaluronova je normalni soucasti pojivové tkdné savcil. Svoji pfitomnosti tedy brani
opsonizaci a pristupu  fagocyti  k opsoninim  na povrchu streptokoka.
(Bednaft et al., 1996; Votava, 2003)

Z extracelularnich faktorii virulence jsou nejznamé;jsi hemolyziny. Streptolyzin O patii
do rodiny oxigenlabilnich hemolyzinii, je ufinny pouze v redukované forme, kdy
rozpousti erytrocyty. Pfi infekci se proti nému vytvaii protilatky, antistreptolyzin O
(ASLO), jehoz koncentrace v krvi indikuje zavaznost infekce.
Streptolyzin S je oxygenstabilni a neantigenni. Na krevnim agaru vyvolava zonu tplné
hemolyzy. K toxickym enzymim patii také streptokinasa a enolasa, které vazou
tkanovy plazminogen. Na povrchu bakterie tak vznikd plasmin, ten aktivuje
metaloproteinasy a kolagenasy, coz bakteriim umoziluje piekondvat prekazky dané
stavbou tkani. Podobnym faktorem, ktery usnadiiuje prunik bakterii tkanémi,
je hyaluronidasa, $tépici kyselinu hyaluronovou, slozku mezibunééné tmelové
substance. Deoxyribonukleasa B ma spiSe diagnosticky vyznam jako antigen k prukazu
protilatky. Enzym CS5a-peptidasa Stépi CSa fragment komplementu a inhibuje tak
chemotaxi leukocyti. (Votava, 2003; Schindler, 2014)

Mnohé kmeny také tvoti streptokokové pyrogenni exotoxiny (Spe). Dfive se exotoxiny
SpeA a SpeC nazyvaly spalovy nebo také erytrogenni Dickliv toxin. Spe pisobi jako
superantigeny, to znamend, Ze se spoji molekulu MHC II na antigen prezentujicich
bunkach sreceptorem T-bunék. Tim dojde k nespecifické aktivaci spousty T-bunék

a uvolnéni premiry cytokinti. Nasledkem je horecka, aktivace komplementu a systémut
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srazlivosti a fibrinolyzy. Vysledkem je syndrom streptokokového toxického Soku.
Streptokokovych superantigenti stale piibyva, ve znacCeni jsme u pismene M (SpeM)
a kromé toho je znamy napiiklad streptokokovy superantigen SSA a streptokokové
mitogenni exotoxiny SMEZ a SMEZ-2. (Votava, 2003)

1.1.1.1.5 Imunita

Obranou proti streptokokovym nakazam jsou predevsim protilatky proti M-proteinu.
Protilatky IgA zabranuji pfilnuti bakterii na epitelie a kolonizaci sliznic. Protilatky IgG
opsonizuji a brani tak invazi do tkani a mnoZeni streptokoku v Krvi. Proti dal$im
povrchovym molekuldm a proti Cba-peptidase byl také prokazan ochranny ucinek.
Protilatky proti streptokokovym pyrogennim exotoxinim A, B a C chréni organizmus
pouze proti vzniku spalové vyrazky, nikoli v§ak proti vzniku anginy. T-buné¢na imunita
se zda mit také casteCnou ochrannou roli. Streptokokovou anginou lze onemocnét
opakovang, a to i po infekci stejnym typem. Imunita je v tomto piipadé piisné typoveé
specificka a proto byla-li antibioticka 1é¢ba zahajena vcas, protilatky proti M-proteinu

se nestaci vytvorit. (Votava, 2003)

1.1.1.1.6 Patogenita

Streptococcus pyogenes je castym puvodcem angin, spaly, impetiga, rize (erysipelu),
sepsi adalSich hnisavych procesi a také tzv. pozdnich nésledki téchto

nakaz.(Ryskova, 2007)

NejbéZznéjSim streptokokovym hnisavym onemocnénim je akutni tonsilofaryngitida,
oznacovana téz jako angina. Toto onemocnéni je ve vét§ing piipadl zpisobeno viry,
pouze asi v 5-30 % jsou jeho pivodcem bakterie, mezi nimi Str. pyogenes. Obavanou,
ale v dnesni dob¢ a v nasi zemi ne piili§ Castou komplikaci tohoto onemocnéni, jsou
imunogenni nasledky streptokokové infekce. Angina se projevuje vysokou horeckou
a v disledku zanétu mandli také bolesti v krku. Velmi ¢asté je toto onemocnéni zejména
u déti a mladych dospélych. Pokud kmen produkuje pyrogenni exotoxiny, K pfiznakim
anginy se pfidavaji dalsi. Mluvime pak o spale, ktera je navic provazena vysevem
spalového exantému. Vyrazka se tvofi v axilach, podbiisku a tfiselné krajing. DalSimi
pfiznaky jsou malé bilé lesklé pupinky na ucnich boltcich a v okoli nehtového lizka.
Spala je onemocnéni Casté pro déti Skolniho a predskolniho véku. Zdrojem néakazy
je nemocny ¢loveék nebo nosi¢ streptokoka. Po zacatku antibiotické 1éCby je nemocny

¢lovek infekéni jesté asi 1-2 dny po jejim zahajeni. Pienos infekce probihd predevsim
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kapénkami, méné casto pak nepiimo, vzduchem nebo dokonce i1 kapénkami
kontaminovanymi pfedméty. V literatuie se uvadi i moznost ndkazy cestou alimentarni,
napf. kontaminovanym mlékem. Komplikace anginy a spaly mohou byt hnisavé
(napf. otitis media), vzacné toxické (syndrom streptokokového toxického Soku),
pfipadné mohou vznikat tzv. pozdni nasledky. Syndrom streptokokového toxického
Soku se klinicky projevuje vysokou teplotou, vyrdzkou, poklesem krevniho tlaku
a pozd¢jsim olupovanim pokozky na dlanich a ploskdch. Mezi dalsi ptiznaky patii
zvraceni, prijem, bolesti svall, poruchy centrdlni nervové soustavy (CNS) a dalsi.
Vyskyt téchto komplikaci neni pfili§ Casty, avSak smrtnost i v nasich podminkéach

je az 50%. (Gopfertova, 2002; Ktizova a Petras, 2012; Kuchynkova et al., 2012)

Hnisavé koZni infekce jsou obvykle vyvolavany jinymi M-serotypy. Vyskytuji se €astéji
v Iét¢ a jsou vysoce nakazlivé. Jako jejich pozdni ndsledek se muze objevit akutni
glomerulonefritida. Jednou z téchto infekci je impetigo, povrchova infekce kuze, ktera
se nejcastéji objevuje umalych déti. Nemoc se projevuje hnisem naplnénymi
nebolestivymi puchyiky a zasychajicimi strupy. Streptokoky mohou po naruSeni
pokozky pronikat hloubé&ji a vznikd pak zanét zvany rize (erysipelas). Nejcasteji
se objevuje na obliceji a dolnich koncetinach. Cellulitis je zanét podkozi.

(Votava, 2003; Frankel, 2006; Bolognia et al., 2012)

Mezi onemocnéni vyvoldvana streptokokem fadime 1 nekrotizujici fasciitis,
myonecrosis, myositis, ddle pneumonii ¢i meningitidu. Pii nékterych streptokokovych

infekcich hrozi vysoké nebezpeci vzniku sepse. (Votava, 2003)

Revmatickd horecka a akutni glomerulonefritida jsou tzv. pozdnimi nasledky
streptokokovych nakaz. K tomu, aby se projevily, je nezbytna piredchozi infekce
zpusobena Str. pyogenes, geneticka dispozice a také vliv prostfedi umoziujici

opakovanou expozici vuéi streptokokovym infekcim. (Votava, 2003)

Revmatickd horecka je onemocnéni Casto vedouci k deformaci srdecnich chlopni
a k postupnému rozvoji t€zké srde¢ni vady, vyzadujici nahradu chlopni. Objevuje
se také zanét kloubli podobny revmatoidni artritidé, odtud také ndzev revmaticka
horecka. Postizeni kloubtl je ovSem docasné a nezanechava nasledky. V akutnim stadiu
mohou byt zasaZeny inervové bunky. Revmatickd horecka se castéji objevuje
po infekci nekterymi serotypy, tzv. ,revmatoidnimi® mezi néz patii M1, 3, 5, 16 a 18.

M-protein obsazeny na povrchu Streptococcus pyogenes je velmi podobny strukturam
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Vv tkanich tvoricich srde¢ni chlopné, kloubni vystelku a nervové bunky. Pokud
je mikrob, ktery se dostal do organismu, rozpoznan imunitnim systémem jako cizi,
nasledné tvotfené protilatky se neobrati jen proti bakterii, ale 1 proti vlastnim buiikam
srdce, kloubt a nervl. S rozsifenim pouzivani antibiotik na streptokokové infekce bylo
toto onemocnéni prakticky vymyceno zrozvojovych zemi. (Shoenfeld et al., 2007

Martins et al., 2017 Paotonu et al., 2017)

Akutni glomerulonefritida se dostavuje po infekci tzv. nefritogennimi typy streptokokaii,
Z nichz typy M2, 49, 55, 56 a dalsi vyvolavaji spiSe pyodermie a typy M1, 4, 12 a 25
anginy. Infekce vedouci k rozvoji tohoto onemocnéni mohou tedy vychazet z tonzil,
nosohltanu 1 ktze. Nefritida vznikd 1-2 tydny po tonzilitidé. Miize se vyvinout
tzv. akutni nefriticky syndrom, kdy u nemocného pozorujeme otoky tvaii a vi¢ek spolu
s makroskopickou hematurii, oligourii a zvySeny krevni tlak. Po 4-7 dnech dochazi
obvykle k vzestupu diurézy, otoky mizi a i ostatni pfiznaky se normalizuji. Pietrvava
oviem mikroskopickd hematurie. Casté jsou i piiznaky jako bolesti v bedrech, unava,
nauzea a dalSi. Zda se, Ze chorobné zmény jsou u postreptokokové glomerulonefritidy
vyvolany usazovanim imunitnich komplexti v glomerulech. U vétSiny nemocnych
nedochdzi dlouhodobé k vyrazngj$i poruse renalnich funkei. Vyskyt akutni
glomerulonefritidy ve vyspélych zemich stale klesd diky zvySenym hygienickym
standardiim a v¢asné 1é¢bé streptokokovych infekci antibiotiky. (Tesaf et al., 2015)

1.1.1.1.7 Terapie

Diilezitym cilem terapie je zabranit vzniku revmatické horecky, a proto jsou podavana
antibiotika. Antibioticka  terapie = nedokéze zabranit  rozvoji akutni
glomerulonefritidy, ale zabrani mistnim komplikacim. S. pyogenes je citlivy
na penicilin, klindamycin, cefalosporiny a makrolidy. Lékem volby je penicilin.
Antibiotika podavame po dobu deseti dnii. VEas zahajena 1éEba muze zabranit vzniku
imunitni reakce vi¢i streptokoklim a soucasné zamezi vzniku pozdnich nasledkd.
Neékdy ovSem lécba penicilinem selze. V pfipadé tézkych ndkaz mohou streptokoky
ve tkani dosahnout hladin, pfi nichz se piestavaji mnozit a tvofit penicilin vazajici
proteiny, diky ¢emuz vnimavost k u¢inku penicilinu vyznamné klesne. Dal$i moznou
pfic¢inou selhdni penicilinu je schopnost streptokokl ptezivat uvnitt epitelii dychaciho

traktu, do nichz penicilin nepronika. V pfipadé€, Ze 1é€eny pacient nedodrzuje davkovaci
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schéma, antibiotika jsou rovnéz netcéinna. (Votava, 2003; Vicek a Fialova, 2014;
Kuchynkova, 2015)

1.1.1.1.8 Laboratorni pritkaz

Pro bezchybné vyhodnoceni vysledkli v laboratofi je zadsadni spravné provedeni odbéru
biologického materialu. Vytér z krku by mél byt proveden na la¢no, nejlépe pied zubni
hygienou. Odbéry je doporuceno provadét pied zapocetim antibiotické terapie, pokud
jiz pacient v dob& odbéru ngjaké antimikrobni latky uziva, je vhodné zapsat tuto
informaci na zadanku. Pokud se nemuze vytér dorucit do laboratofe v den odbéru, lze
jej uchovavat v transportni pidé do 24 hodin dle druhu materidlu pfi pokojové
¢i chladnickové teploté. Vytér bez transportni pidy na suchém tampoénu se musi
zpracovat do 2 hodin po odbéru. Odbér provadime nasledujicim zptisobem. Odbérovou
soupravu oznaéime nejlépe pied odbérem. Vyzveme pacienta, aby oteviel Gista. Spachtli
pridrzime jazyk tak, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku tstni florou. Sterilnim vatovym
tampdénem se otdCivym pohybem setie povrch obou mandli nebo patrovych oblouki.
Vatovy tampon se zanofi do odbérové soupravy s transportni piadou. Pokyny pro odbér
biologického materialu jsou také uvedeny V laboratornich pfiru¢kach jednotlivych

laboratofi. (Laboratorni prirucka Oddéleni klinické mikrobiologie, 2016)

Nejspolehlivéjsi metodou je kultivacni zachyt z vytéru z tonzil a ze zadni stény hltanu
na krevnim agaru (viz déale) snéslednou identifikaci druhu dal$imi testy (PYR test,
prukaz skupinového antigenu A latexovou aglutinaci). Dalsi moznosti je prikaz
antigenti skupiny A pfimo z vytéru. Spolehnout se na né&j vSak mtizeme jen pii vysokém
poctu streptokokt v hrdle. Vyhodou je, ze zlstdva pozitivni i v pfipadé nasazeni
antibiotické 1écby. Test by mél byt provazen odebranim dal§iho vytéru ke kultivaci,
zvlast pfi negativnim vysledku. Z neptimych diagnostickych metod vyuzivame pritkaz
protilatek proti streptokokovym antigeniim, predevsim proti streptolyzinu O (ASLO)
aproti deoxyribonukledze B. Nepfima diagnostika se uplatiuje predevsim
pii hodnoceni rizika vzniku pozdnich nasledkl a jejich diagnostice. ZjiSténi protilatek
ovSem neni nijak pfinosné pro diagnostiku akutniho onemocnéni. Protilatky potvrzujici
prodélanou streptokokovou infekci se zaCinaji objevovat asi tyden po infekci.
Nejvyssich hladin dosahuji za 3-6 tydnii a zvySené mohou pfetrvavat az nékolik mésict.

(Bednaf et al., 1996; Kuchynkovy, 2015)
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1.2 Kultivace

Kultivace je jednou z metod piimého prikazu pivodce onemocnéni. Cilem je izolovat
puvodce v Cisté kultuie pro jeho identifikaci nebo dalsi charakterizaci. Metoda spoc¢iva
V péstovani mikroorganismi za laboratornich podminek. Podle toho, za jakych
podminek kultivace probihd, ji miiZzeme dé€lit na kontinudlni, semikontinualni, statickou
a submerzni. Kultivace kontinualni nebo také prutokova (souvisla, neustale probihajici)
je zpusobem kultivace mikrobii, kdy do kultivaéni nddoby nepfetrzité pritéka Cerstvé
médium a soucasné ¢ast média s mikroorganismy odtékd. Kultivace semikontinudlni
spociva v periodickém odebirani ¢asti objemu kultury s mikroorganismy a dopliiovanim
stejného objemu tekuté pidy zpét. V soucCasnosti je tento zplsob vétSinou nahrazen
kontinudlni kultivaci. Staticka neboli staciondrni kultivace probihd v klidovém,
nehybném prostiedi. Radime sem rist mikrobidlnich kolonii na pevnych piadach
V Petriho miskéch, ale probiha i v kontaminovanych potravinach, pokud poskytuje
pfiznivé podminky pro mnozeni mikrobt. Kultivaci submerzni rozumime kultivaci
hloubkovou. Pokud tedy napt. Erlenmayerovu batiku s vhodnym médiem naockujeme
bakterialni kulturou, uzavieme a pak nadobou stale pohybujeme, jde o submerzni
kultivaci. Kultivaci oznacujeme jako submerzni i v ptipad¢, ze kultivacni nddoba je sice
v klidu, ale vhédnime do ni nepfetrzit¢ sterilni vzduch, kterym se obsah neustile
promichava. Tento zplUsob kultivace se V primyslovém méfitku vyuzivd zejména
ve fermentacnich tancich. Pfitomné mikroorganismy tak efektivnéji vyuzivaji dostupné
ziviny, a proto se intenzivnéji mnozi a dosahneme i vétsiho kone¢ného nartistu biomasy
bun¢k. Primyslové se vyuziva napf. pii vyrobé antibiotik. (Klaban, 2005;
Melter a Malmgren, 2014)

Abychom docilili riistu a mnozeni bakterii in vitro, musime zabezpecit fadu podminek.
Patii k nim naptiklad dostatek vody, dostatek Zivin a zdroji energie, vhodné sloZeni
atmosféry, optimalni teplota a pH, sterilita prostiedi a jeho ochrana pfed kontaminaci.
Tyto podminky jsou splnény pii péstovani bakterii ve vhodnych kultiva¢nich pudach
(médiich) inkubovanych pfi optimalni teplot¢ a v optimalni atmosféte. Optimalni
teplota pro vétSinu lékaisky dulezitych bakterii je 37 °C. Docilime ji v biologickych
termostatech (inkubatorech). Vyhtivany prostor zvlh¢ujeme odpafovanim vody.
Pro vétSinu patogennich mikrobi je vyhovujici bézné slozeni atmosféry, avSak nékteré
vyzaduji atmosféru se zvysenou tensi CO,, jinym atmosféra se zvySenou tensi CO;
pfinejmenSim vyhovuje. K témto ucelim slouzi termostaty s fizenym slozenym
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atmosféry. K péstovani anaerobnich bakterii se pouZzivaji tzv. anaerostaty. Jedna se

0 hermeticky uzaviratelné nadoby, do nichZ lze umistit piiblizn¢ deset Petriho misek.

(Votava, 2005)

Kultivaéni pidy mizeme délit dle rlznych kritérii. Jednim znich je sloZeni,
kdy rozlisujeme pady pfirozené a syntetické. VétSina pid uzivanych v l1ékarské
mikrobiologii patii mezi pudy piirozené (komplexni). K jejich pfipravé se pouzivaji
bud’ hotové ptirodni produkty ¢i komponenty, které se mohou z téchto produktd
pfipravit. Nevyhodou je skute¢nost, ze nezname jejich piesné chemické sloZeni
a mohou se tak ve svém sloZeni a vlastnostech odliSovat v zavislosti na konkrétnim
vyrobci. Média synteticka (definovana) jsou naproti tomu sestavena z chemicky
definovanych sloucenin a jejich slozeni je tedy pifesné znamé. Podle konzistence
rozeznavame pudy tekuté a pevné. Vyhodou tekutych pid je snadny pfistup vody
a zivin k mnoZicim se mikrobiim, vyrastaji v nich proto snidze i z malého, respektive
starého ¢i poSkozeného inokula. Nevyhodou tekutych ptid je skutecnost, Ze riist mikrobti
se V nich obvykle projevi zakalenim, vzacné€ji sedimentem nebo blankou. Ze zakalu pak
nelze urcit, zda pomnozené mikroby piredstavuji Cistou kulturu, nebo zda se jedna
0 jejich smés. Prakticky vSechny pevné pidy se pfipravuji ztuZzenim zakladu (vétSinou
bujonového) pfidanim 1-2%, vyjimecné az 5% agaru. Agar je smés polysacharidil
ziskanych zrudych moiskych fas a neni Zddnou bakterii vyznamnou v lékaiské
mikrobiologii vyuzivan jako zdroj zivin. Slouzi jen jako gelifika¢ni ptfisada umoziujici
ptipravu pevnych kultiva¢nich pud. Agarové pidy se vylévaji do Petriho misek.
V ptipad€, Zze se agarova puda vlije do zkumavek, které se ponechaji v Sikmé poloze,
dostaneme po zatuhnuti tzv. Sikmé agary. Vyhodou pevnych ptid je moznost péstovat
na nich mikroby v izolovanych koloniich. Opakovanym pifenosem bunék z kolonie
a jejich rozockovanim na povrchu nové pudy docilime toho, Zze mikroby porostou
Vvnavzdjem od sebe dobfe izolovanych koloniich a tim ziskdme Cd&istou kulturu
piislusného mikroba. Velikost, vzhled a dalsi vlastnosti kolonie jsou pomérné
charakteristické pro urCit¢é mikroby a mohou tak slouzit k jejich predbéZnému
rozeznavani. Hodnotime znaky jako velikost, tvar, profil, okraje, povrch, transparenci
a barvu kolonie, zmény v okoli, konzistenci a zapach. Podle sloZeni a ucelu, k némuz
kultivacni pidy pouzivame je lze dé€lit na pady zakladni, obohacené, selektivni,

diagnostické, selektivné diagnostické, ptidy k anaerobni kultivaci, pady k antibiotickym
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zkouskam a ke stanoveni G¢innych latek, ptidy k uchovani kultur a pady transportni.

(Klaban, 1999; Votava, 2005)
1.2.1 Kultivace Streptococcus pyogenes

Kultivace je nejspolehlivéjsi metodou jak prokazat S. pyogenes ve vytéru z Krku.
S. pyogenes je kultivacné pomérné narocny. Vyzaduje ptdy obohacené sérem ¢i krvi.
Na obyc¢ejném zivném agaru a v zivném bujonu roste velmi Spatné. V tekutych ptidach
vytvari ,.krupici®. Pida nad nim mtze byt zcela ¢ird. Roztér provadime na standartni
krevni agar. Inkubujeme pii 37 °C vatmosféte s5% CO,, odefet provadime
za 24 hodin. S. pyogenes tvoii na krevnim agaru drobné kolonie, vétSinou lesklé, kolem
0,5 mm v praiméru. Kolonie byvaji obklopeny dobie ohranic¢enou zonou uplné beta-
hemolyzy. Opouzdiené kmeny pak rostou V koloniich o néco vétSich, mukoidnich.
Hemolyzu zvyraznime niz§im pH a nizsi tensi kysliku. Potla¢ime ji naopak piitomnosti
redukujicich cukri v médiu. Katalasanegativni beta-hemolytické kolonie se fadi
do skupiny A pomoci latexové aglutinace. Latexova aglutinace je test zalozeny
na reakci antigenu s protilatkou. V piipadé pozitivity sledujeme aglutinaci (shlukovani).
Streptococcus pyogenes mé dale pozitivni tzv. PYR test na pyrrolidonylaminopeptidasu.
V piipadé pozitivity pozorujeme barevnou zménu. (Votava, 2003; Batt et al., 2014;
Mahon et al., 2015).

Kultivaéni test mé& vysokou senzitivitu i1 specifitu a zjistime nejen piitomnost
¢i nepfitomnost Streptococcus pyogenes, ale i pripadnych jinych patogennich bakterii
amuzeme urCit jejich citlivost na antibiotika. Nevyhodou ovSem je, Ze negativni
vysledek mame za 24 hodin a pozitivni za 48 hodin a to pouze za predpokladu, ze byl
odbér vzorku proveden dopoledne tak, aby méla laboratot dostatek ¢asu na zpracovani,

zhodnoceni a piedani vysledku. (Kuchynkova, 2015)

1.2.1.1 Krevni agar

Krevni agar fadime mezi ptidy obohacené krvi. Néktefi ji vSak pro nenahraditelnost
Vv klinické mikrobiologii fadi mezi pudy zakladni. Jini ji pak pro mozZnost diagnostiky

hemolytickych schopnosti mikrobti zatazuji mezi ptady diagnostické. (Votava, 2000)

Pro piipravu krevniho agaru se u nds pouziva vétSinou ovci krev. Protoze je odebirdana
hlavné zdravym beranim, bézné ji oznacujeme jako krev berani. Na pohlavi zvifete zde

ovSem nezalezi. Krevni agar se pfipravuje pfidanim 5 az 10 % (obvykle 7 %) sterilni
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defibrilované ov¢i krve k agarovému zékladu ochlazenému na maximalné 43 °C. Krev
by méla mit pokojovou teplotu. Pida se po opatrném promichani vyléva do Petriho
misek nebo vyjimecné do zkumavek jako Sikmy krevni agar. BéZné pfipravovany
krevni agar je obohacen celou krvi, obsahuje tedy nejen erytrocyty, ale i nékolik procent
krevniho séra. Diky jeho pomérné vysoké vyzivové hodnoté na ném vyroste naprosta
vétSina lékarsky dulezitych mikrobl. Jeho vyhodou je, Zze umoZiluje pozorovat
hemolytické vlastnosti vypéstovanych kment bakterii a diky tomu je v nékterych
pripadech pfimo urcit. Nékteré laboratote, hlavné ve Velké Britanii, vyuzivaji krevni
agar pripraveny z koniské krve Hemolytické reakce na krevnim agaru piipraveném
z lidské nebo konské krve jsou odlisné. Stanoveni citlivosti na antibiotika se provadi

na agaru piipraveném z konské krve. (Votava, 2000)

1.3 Imunoturbidimetrie

Imunoturbidimetrie patfi mezi imunochemické metody, které¢ funguji na principu reakce
antigenu s protilatkou a mizeme je tedy vyuzivat k detekci dané protilatky ¢i antigenu.
Imunochemické metody vyuzivaji rizné markery ke zviditelnéni probéhlé reakce.
V klinické mikrobiologii pouzivame tyto metody kdetekci mikroorganismi
Vv pfipadech, kdy nelze vyuzit kultivace nebo je kultiva¢ni doba dlouhd, dale k detekci
mikroorganismu ve vzorku ¢i ko identifikaci jiz narostlych a izolovanych

mikroorganismu. (Delost, 2015)

Antigenem rozumime makromolekularni latku ptirozeného nebo syntetického ptivodu,
kterou dokaze imunitni systém rozeznat a odlisit ji od vlastnich struktur. M4 schopnost
vyvolat imunitni odpovéd a také dokdZe s vytvofenymi bunikami ¢i protilatkami
reagovat. Protilatky jsou souborem rozpoznavacich a obrannych glykoproteind.
Protilatky neboli imunoglobuliny maji charakteristickou strukturou a vykazuji
specifickou vazebnou aktivitu k antigenu, na zaklad¢ jehoz podnétu se dana protilatka
vytvofila v organismu. Vazbou mezi antigenem a specifickou protilatkou vznikaji
imunokomplexy, ¢ehoZ vyuZzivame k diikazu jejich pfitomnosti ve vzorku. Pomoci
zname protilatky tedy mizeme zjistit, zda se ve vzorku nachazi hledany antigen a nebo
naopak, pomoci znamého antigenu urcit pfitomnost ¢i nepfitomnost hledané protilatky.

(Matgicka et al., 2004)

Turbidimetrie je metoda kvantitativni analyzy vyuZivana od padesatich let minulého

stoleti. Imunoturbidimetrii vyuzivdme k ureni mnozstvi antigenu nebo protilatky
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Nasledn¢ spektrofotometricky méfime intenzitu svétla prochazejiciho roztokem
se vzniklym zékalem. Koncentrace pfisluSného antigenu je imérnd rychlosti tvorby

nebo hustoté zakalu. (McClatchey, 2002; Ferencik et al., 2004)

Turbidimetrické reakce probihaji v tekutém prostfedi v méfici kyveté, kde je pufr,
enhancujici latka, ktera wurychluje a stabilizuje reakci (obvykle se jedna
0 polyetylenglykol, PEG), nafedény antigen a vhodna protilatka. Mnozstvi vytvorenych
komplexi je pfimo imérné koncentraci antigenu pii konstantni vysoké koncentraci
specifickych protilatek. Pracovni koncentrac¢ni rozmezi, pro které plati tato zavislost,
je ohrani¢ené nejvyssi koncentraci kalibratoru. Vzorky obsahujici vy$si koncentraci

antigenu je potieba otestovat znovu ve vhodném natfedéni. (Bartankova a Paulik, 2011)

Turbidimetrie vyuziva obvykle jako zdroj svétla diodu a pfimo proti zdroji svétla je
umistén detektor. V tomto piipadé méfime ubytek intenzity svétla prochézejiciho
roztokem v kyveté obsahujici komplexy antigen-protilatka, které svétlo odrazi.
Turbidimetrie mize byt uspofadana do dvou systémui. Prvnim z nich je ,,end point®,
druhym kineticky (,,rate”). V systému ,,end point“ probéhne meéfeni po smichani
antigenu a protilatky v pufru a PEG obvykle za 10-20 minut. Systém se ovSem nemusi
vyrovnat se situaci, kdy se ve zkoumaném vzorku nachazi velké mnozstvi mérené latky.
Pak mutze dochazet u vysoce koncentrovanych vzorkd k naméfeni faleSné nizké
hodnoty. Vyrobci protilatek se proto snazi nastavit systém tak, aby linearita reakce mezi
techniku 1 na protilatky. Kyveta obsahuje michaci systém. Méteni za¢ind v okamziku,
kdy do kyvety obsahujici pufr, PEG a antigen pfidame protilaitku. Reakce je velmi
rychld. MEfi se prirastek vzniku precipititu v pravidelnych intervalech, obvykle
pétivtefinovych. Program vyhodnocuje nérast hodnot. Po dosaZeni rovnovazného stavu,
ktery nastava béhem desitek vtetin, je mefeni ukonceno. Systém dokdze detekovat podle
typu nariistu precipitatu netypické koncentrace métené latky, coz je jeho vyhodou.
Pomoci pokynti obsluze nebo procesoru tak dokaze reakci na zavér korigovat pridanim
nafedéného antigenu nebo dal§i davky protilatky a okamzité provést tzv. dotitrovani

nadbytku antigenu, ev. protilatky. (Bartanikova a Paulik, 2011)

Streptokokovy antigen Ize vySetfit v ambulantnich podminkach. VySetfeni urci

v

okamzit¢ pfitomnost Streptococcus pyogenes a je lacingj$i nez kultivace. Oproti
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kultivaci ovSem nedava informaci o mozném dalSim plvodci onemocnéni ani
o citlivosti na antibiotika. Pfimy prilkkaz antigenu A se mize provadét komerénimi testy,
které lze souhrnné nazvat streptest nebo RADT (rapid antigen detection test).

Senzitivita jednotlivych testt se lisi, ale specifita byva vysoka. (Kuchynkova, 2015)

Imunoturbidimetrie se také vyuziva ke stanoveni protilatek proti streptolizinu O
(ASLO). Vysetfeni se provadi napiiklad pfi podezfeni na akutni postreptokokovou
glomerulonefritidu ¢i k vylouceni revmatické horecky. Zvysené titry ASLO se objevuji
1-3 tydny po infekci. NejvySSich hodnot dosahuji 3-5 tydn po infekci. Normalni
hodnota ASLO u dospélych je do 200 a u déti do 150. (Mesko a Marks, 2002;
Teplan, 2010)
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2 Cil prace, hypotézy
2.1 Cile prace

Cilem prace je osvojit si praktické znalosti spravné laboratorni praxe pfi zpracovani
vytéru z krku a metody imunoturbidimetrie. Porovnat obé metody z hlediska shody
a ¢asové naro¢nosti pii stanoveni Streptococcus pyogenes z vytéru krku a dale stanovit
vyhody ¢i nevyhody obou uvedenych metod. Zjistit, do jaké miry se lze spoléhat

v

na imunoturbidimetrickou metodu a pfi jakém vysledku je spolehlivéjsi.

2.2 Hypotézy

1. Ptfedpoklddam, Ze vyhodou imunoturbidimetrick¢é metody bude rychlost
ziskani vysledku oproti kultivaci, ovSem neziskdme zadné dalsi informace.

2. Predpokladam, ze vysledky obou metod nebudou v mnoha piipadech
shodné.

3. Predpokladdm vétsi  spolehlivost imunoturbidimetrické metody pfi

pozitivnim vysledku testu.
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3 Metodika

Data pro svou bakalaiskou praci jsem sbirana v obdobi od 1. 1. 2016 do 31. 12. 2016
na Oddé¢leni klinické mikrobiologie Nemocnice Pisek, a.s.. Imunoturbidimetricka
metoda je provadéna v détské ambulanci v Nemocnici Pisek, a. . a vSechny vzorky tedy
pochazely od pacienti détské ambulance. Ke zpracovani ziskanych dat jsem zvolila

metodu kvantitativniho vyzkumu.

3.1 Kultivace

3.1.1 Princip metody

Cilem je izolovat ptavodce v ¢isté kultufe pro ziskani dalSich charakteristik. Kultivaci
fadime mezi metody pfimého prikazu plivodce onemocnéni a Spociva v pestovani

mikroorganismi za laboratornich podminek.

3.1.2 Pracovni postup

Pro pfijeti vzorku do laboratote, v tomto piipadé¢ vytéru zkrku je nutné dodrzet
podminky pro pievzeti vzorku, které jsou uvedeny v laboratorni piiru¢ce. Zadanka musi
obsahovat jméno, pfijmeni a rodné ¢islo pacienta (ptipadné jiny identifikac¢ni k6d) a kod
pojistovny. Dal§imi povinnymi udaji jsou pozadované vySetteni, typ vzorku a klinicka
diagnéza k danému vysetieni v Ciselné formé. V ptipadé nasazeni 1écby uvést nazev
antibiotika. Odesilajici oddéleni se jménem Iékate, datem a ¢asem odbéru vzorku. Vzor
zadanky je uveden v pfiloze ¢. 1. Vzorek musi byt oznafen jménem, piijmenim
arodnym c¢islem pacienta a také zde musi byt uveden druh vzorku. Prvnim krokem
v laboratofi je zkontrolovani zadanky a vzorku. Udaje na nich se musi shodovat a musi
zde byt uvedeny vSechny povinné tdaje. V piipad¢, Ze tomu tak neni, nebo jsou tdaje
necitelné, muaze dojit k odmitnuti vzorku a tedy jeho nezpracovani v laboratofi.
Po zkontrolovani udaji je zddanka oznaCena datem a Casem piijmu vzorku a také
jménem a podpisem osoby, ktera toto provedla. Pacientovi je pfidéleno unikatni Cislo,
které je zaznamenano jak na Zadanku tak i1 vzorek (viz pfiloha ¢. 2) a vSe se zapiSe
do laboratorniho informa¢niho systému. Pacient po celou dobu zpracovani vzorku

vystupuje Vv laboratofi pouze pod timto ¢iselnym kodem.

Vzorek muze byt nasledné zpracovan. Petriho misku skrevnim agarem nejprve
ozna¢ime ¢islem uvedenym na vzorku. Odbérovy tampdén vyjmeme 2z odbérové

soupravy a za¢neme vzorek nanaSet zhruba na tfetinu krevniho agaru. Odbérovy tampon
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pfitom ota¢ime zrlznych stran tak, aby byl na kultivaéni padu pfenesen
CO nejreprezentativnéjsi vzorek (viz piiloha &. 3). Radné vypalenou mikrobiologickou
klickou (viz piiloha ¢.4) rozockujeme vzorek tak, abychom docilili naristu
jednotlivych kolonii pfitomnych bakterii (viz ptiloha ¢.5). Proto klicku otacime
aVpriabé¢hu vyménime za jinou vypalenou klicku. Po naneseni vzorku vytvofime
stafylokokovou caru a asi na velikost antibiotického disku od stafylokokové cary
umistime bacitracinovy disk (viz pfiloha ¢.6). Zpracovany vytér z krku piipraveny
pro inkubaci miZzeme vidét v ptiloze ¢. 7. Takto naockované krevni agary inkubujeme
v termostatu pii 37°C v atmosféte s 5% CO, (viz piiloha ¢.8). Odecet provadime
za 24 hodin. Streptococcus pyogenes tvoii na krevnim agaru drobné kolonie, vétsinou
lesklé, kolem 0,5 mm v praméru (viz piilohy ¢. 9-12). Kolonie byvaji obklopeny dobie

ohrani¢enou zénou tplné beta-hemolyzy (viz ptiloha ¢. 13).

Pii podezieni na pritomnost Streptococcus pyogenes na kultiva¢ni padé provadime dalsi
testy. S. pyogenes ma pozitivni PYR test a tfadi se do skupiny A pomoci latexové

aglutinace.

3.1.2.1 PYR test (PYRAtest)
3.1.2.1.1 Princip testu

PYR test je wurCen pro detekci aktivity pyrrolidonylarylamidazy. Bakteridlni
pyrrolidonylarylamiddza hydrolizuje B-naftylamid kyseliny pyroglutamové, obsazené
vzone  detekéniho  prouzku.  Hydrolyza je  detekovdana  reakci s p-
dimethylaminocinamaldehydem, obsazenym v roztoku ¢inidla pro PYR test, za vzniku
Cerveného zbarveni. Test je kromé Streptococcus pyogenes pozitivni také pro rod

Enterococcus. (aktualni ptibalova informace k soupravé PYRAtest, 2014)

3.1.2.1.2 Potieby pro provedeni PYR testu

- Detekéni prouzek

- Cinidlo pro PYR test

- Casovaé

- Kolonii bakterii pro testovani

- Bézné laboratorni vybaveni (o¢kovaci klicky, kahan)

Potieby pro provedeni testu jsou vyobrazeny v piiloze ¢. 14.
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3.1.2.1.3 Pracovni postup

Pro test pouZivame 24hodinovou kulturu z vhodného kultivaéniho média, tedy
z krevniho agaru. Zénu detekéniho prouzku nejprve navlhéime asi 20 pl destilované
vody. Ockovaci klickou vetfeme nékolik kolonii testované kultury do zoény prouzku.
V piipad€ Cisté kultury mizeme testovanou kolonii setfit pfimo zoénou testovaciho
prouzku z povrchu agaru. ProuZzek umistime na vhodnou podloZku a nechdme inkubovat
pri laboratorni teploté¢ 10 minut. Nasledné piikapneme 1 kapku roztoku Cinidla pro test
PYR na zénu prouzku. Po uplynuti 1-2 minut zhodnotime barevnou reakci na zoné
testovaciho prouzku. Hodnoceni PYR testu je uvedeno Vv tabulce ¢. 2. Pozitivni reakce

je vyobrazena v ptiloze ¢. 15.

Tabulka ¢. 2: Hodnoceni testu PYR

Vysledek testu: Barevné vyjadieni reakce:
Pozitivni Cervena, Cervenooranzova, oranzova
Negativni zluta

(aktualni piibalova informace k soupravé PYRAtest, 2014)

3.1.2.2 Latexovd aglutinace (ProtexTM Streptococcal Grouping Latex Kit)
3.1.2.2.1 Princip testu

Test je vyuzivany k rozliSeni beta-hemolytickych streptokokii dle Lancefieldové
do skupin A, B, C, D, F a G. Principem metody je chemicka extrakce skupinové
specifickych antigenli, které nésledné reaguji se skupinové specifickymi krali¢imi
protilatkami navazanymi na latexovych casticich. Tyto latexové castice aglutinuji
Vv pfitomnosti specifického antigenu. (aktudlni piibalovd informace k soupravé

Protex™ Streptococcal Grouping Latex Kit, 2015)

3.1.2.2.2 Potieby pro provedeni latexové aglutinace

- Soupravu pro provedeni latexové aglutinace, ktera obsahuje:
o) Latexové reagencie s krali¢imi protilatkami skupiny A, B, C, D, F

a G dle Lancefieldové

o Pozitivni kontroly

o Extrak¢ni reagencii 1
o Extrakéni reagencii 2
o Extrak¢ni reagencii 3
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o Testovaci karty
o Michatka
- Jednorazovou mikrobiologickou klicku
- Pipetu
- Zkumavku
- Casovac

- Kolonii bakterii pro testovani
Potfebné pomticky jsou zobrazeny v priloze ¢. 16.

3.1.2.2.3 Pracovni postup

Vsechny reagencie nejprve vytemperujeme na pokojovou teplotu. Latexové reagencie
jemn¢ promichame. Pfipravime si zkumavku, do které pridame 1 kapku extrak¢niho
¢inidla 1. Vybereme 1-4 beta-hemolytické kolonie, které pomoci jednorazové
mikrobiologické klicky pfeneseme do zkumavky a rozmichdme v extrakénim cinidle 1.
Pridame 1 kapku extrakéniho €inidla 2. Promichame jemnym proklepanim zkumavky
po dobu 5-10 sekund. Ptidame 5 kapek extrakéniho ¢inidla a opét jemné promichame.
Do separovanych policek testovaci karty kapneme vzdy jednu kapku jednotlivych
latexovych reagencii a kontroly (viz ptiloha ¢. 17). Pomoci pipety ptidame do kazdého
policka testovaci karty kapku roztoku ptipraveného ve zkumavce (viz ptiloha ¢. 18).
Pomoci michatek ze soupravy promichdme obsah jednotlivych reakénich policek.
Pro kazdé policko pouzivame vZdy nové michatko. Obsah reagencnich policek jemné
promichdvame kyvavymi pohyby desticky. K pozitivni reakci doSlo vtom policku
testovaci karty, kde pozorujeme aglutinaci. V ptiloze ¢. 19 pozorujeme pozitivni reakci
s latexovou reagencii skupiny A. U negativniho vysledku nepozorujeme aglutinaci.
Pozitivni kontroly provadime tak, ze misto vzorku pouzijeme pozitivni kontroly, které
jsou soucasti soupravy ProtexTM Streptococcal Grouping Latex Kit. (viz piiloha ¢. 20)

Mikroorganismy fadici se do skupin A-G dle Lancefieldové jsou uvedeny V tabulce ¢. 3.
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Tabulka €. 3: Mikroorganismy radici se do skupin A-G dle Lancefieldové

Mikroorganismus: Skupina dle Lancefieldové
Streptococcus pyogenes skupina A

Streptococcus agalactiae skupina B

Streptococcus dysgalactiae ssp. | skupina C

equisimilis

Enterococcus faecalis skupina D

Streptococcus sp. typ 2 skupina F

Streptococcus dysgalactiae ssp. | skupina G

equisimilis

(aktualni pribalova informace k soupravé Protex™ Streptococcal Grouping Latex
Kit, 2015)

3.1.2.3 Stanoveni citlivosti na antibiotika (diskova difiizni metoda)

3.1.2.3.1 Princip testu

Principem testu je péstovani mikroorganismu za pfitomnosti antibiotik a nasledné

sledovani, zda dan4 bakterie roste za jejich pfitomnosti ¢i nikoliv.

3.1.2.3.2 Potieby pro provedeni testu

- Testovana kolonie bakterii

- Zkumavka

- Fyziologicky roztok

- Denzitometr

- Mueller-Hinton agar s konskou krvi
- Pasteurova pipeta

- Posuvné méritko

3.1.2.3.3 Pracovni postup

Do zkumavky s fyziologickym roztokem pieneseme kolonie bakterialnich bunék,
u kterych testujeme citlivost na antibiotika tak, aby vznikl zakal 0,5 McFarlanda. Tuto
skutecnost si ovefime pomoci denzitometru (viz pfiloha €. 21) a podle potieby ptipadné
piidavame dalsi bakterialni kolonie ¢i fyziologicky roztok. Po dosazeni potfebného
zakalu rozocCkujeme roztok na kultivaéni pidu pro testovani citlivosti na antibiotika
ve dvou na sebe kolmych smérech. V pfipad¢ Streptococcus pyogenes vyuzivame
Mueller-Hinton agar s konskou krvi, protoze na Mueller-Hinton agaru roste velmi

Spatné (viz piiloha ¢.22). Na takto pfipraveny Mueller-Hinton agar s kofiskou krvi
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umistime antibiotické¢ disky penicilinu, erythromycinu, clindamycinu, pokud I1ékaf
neurci jinak. Erythromycin a clindamycin od sebe umistime ve vzdalenosti 12- 16 mm
(viz ptiloha ¢. 23). Takto pifipraveny Mueller Hinton agar s koiiskou krvi umistime
do termostatu s5 % tensi CO, na 16- 20 hodin. Po uplynuti této doby odecitame
velikost vytvoienych inhibi¢nich zon (1Z) kolem jednotlivych antibiotickych diskt
pomoci posuvného métitka (viz ptiloha ¢. 24). Minimalni inhibi¢ni zony znamenajici

ucinnost antibiotika jsou uvedeny v tabulce €. 4.

Tabulka €. 4: Minimalni IZ, kdy je antibiotikum G¢inné

Antibiotikum: Minimalni I1Z (mm):
Penicilin 18
clindamycin 17
erythromycin 21

(Tabulky EUCAST, 2017)
3.2 Imunoturbidimetrie (QuikRead go Strep A)

3.2.1 Princip testu

Souprava QuikRead go Strep A je kvalitativni test uréeny k detekci piitomnosti
pyogenniho streptokoka (StrepA) ve vzorcich z vytéru krku. Test se provadi pomoci
ptistroje QuikRead go. QuikRead go Strep A je imunoturbidimetricky test zalozeny
na mikroc¢asticich pokrytych krali¢im antisérem proti Strep A. Pyogenni streptokok
pfitomny ve vzorku reaguje s mikroCasticemi. Vysledna zména turbidity roztoku
je méfena pomoci pristroje QuikRead go. (aktualni piibalova informace k metodé

QuikRead go Strep A)

3.2.2 Potieby pro provedeni testu

- Souprava pro test, ktera obsahuje:
o Vicka s reagencii Strep A

o Pufr v ptredplnénych kyvetach

o Extrakéni reagencie 1
o Extrak¢ni reagencie 2
o Extrakéni zkumavky
o Pozitivni kontrola

o Negativni kontrola

o Tampony QuikRead go Strep A
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- Pristroj QuikRead go

3.2.3 Pracovni postup

Piedplnéné kyvety pred pouzitim vytempetujeme na pokojovou teplotu. Kyvety
se nedotykame v misté prihledného rovného povrchu na jeji spodni ¢asti (optickd ¢ast).
Opatrné odstranime z kyvety folii tak, aby se jeji obsah nevylil. Sterilni tampon
QuikRead go Strep A vyjmeme z ochranného obalu a pacientovi odebereme vzorek.
Vzorek odebirdme z tonzil na obou strandch hrdla a/nebo ze zadni Casti nosohltanu
a tamponem piitom ota¢ime. Pfi odbéru se nedotykame jinych ¢asti dutiny ustni.
Tampén umistime do extrakéni zkumavky. Do zkumavky ptiddme 2 kapky bezbarvé
extrakeni reagencie 1 a poté 2 kapky extrakéni reagencie 2. Vzorek v tuto chvili zméni
barvu na zlutooranzovou. Tamponem v roztoku michdme 30 sekund a poté jej nechame
v roztoku po dobu alesponn 90 sekund, ne vSak déle nez 15 minut. Béhem extrakce
bakterie ve vzorku lyzuji a testovany antigen se uvolni do tampdonu. Tampoén vyjmeme
z extrakéni zkumavky a vlozime jej do predplnéné kyvety. Pieneseme pfitom co nejvice
tekutiny a promichame. Zamichanim tamponu v roztoku se antigen uvolni do roztoku.
Roztok zméni barvu na cervenou. Barevna zména znaci neutralizaci extrakéniho
roztoku a pienos vzorku do roztoku. Vyjmeme tampon, a aby se z néj uvolnil potiebny
roztok pro méfeni, jemné ho zatlatime proti vnitini sténé kyvety. Zbyvajici roztok
z extrakéni zkumavky nalijeme do kyvety. Pomoci vicka s reagencii Strep A pevné
uzavieme kyvetu. Vnitini riZzovou ¢ast vicka nezatlaCujeme doli. Na obrazovce
ptistroje QuikRead go zvolime méfeni. Kyvetu vlozime do pfistroje ¢arovym kdédem
smérem k sobé. Pristroj nejdiive zméfi blank vzorku a poté koncentraci pyogenniho
streptokoka ve vzorku. Po dokonéeni méfeni, které trva 1-3 minuty, se na obrazovce
objevi vysledek a kyveta se automaticky vysune z méfici komurky. Cely postup spolu
s obrazky je také znazornén v ptiloze ¢. 25. Pozitivni vysledek testu a piistroj QuikRead

go je zobrazen v piiloze ¢. 26. Interpretace vysledku testu je vidét v tabulce €. 5.

33



Tabulka ¢. 5: Interpretace vysledku testu QuikRead go Strep A

Vysledek testu Strep A:

Interpretace vysledku testu:

Strep A pozitivni

Koncentrace Strep A ve vzorku odpovida
koncentaci bakterii v hodnoté alespon
7*10* CFU(Colony Forming
Units)/tampon.

Strep A negativni

Vzorek neobsahuje métitelnou koncentraci
Strep A antigenu.

(aktualni pribalova informace k metod¢ QuikRead go Strep A)
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4 Vysledky

V détské ambulanci v Nemocnici Pisek, a. s. bylo v roce 2016 provedeno celkem 218
vySetfeni metodou QuikRead go Strep A. Ztoho celkem 143 vySetieni bylo
piezkoumano kultivaéné na Oddéleni klinické mikrobiologie Nemocnice Pisek, a. S..
V tabulce ¢.6 je uveden celkovy ptehled negativnich a pozitivnich vysledk

imunoturbidimetrické metody.

Tabulka ¢. 6: Celkovy priehled pozitivnich a negativnich vysledki metody
QuikRead go Strep A

Celkem provedeno testii: 218
Celkovy pocet pozitivnich vysledki: 102
Celkovy pocet negativnich vysledk: 116

(vlastni vyzkum)

Z celkového poctu 218 vzorku, bylo 102 (46,8 %) z nich metodou QuikRead go
Strep A uréeno jako pozitivni a 116 (53,2 %) jako negativni. Celkovy piehled vysledka

pfezkoumanych kultivaéné je uveden v tabulce €. 7.

Tabulka ¢. 7: Celkovy prehled vysledki prezkoumanych kultivaéné

Vysledek Celkem vysSetieni s timto | Pocet pfezkoumanych
imunoturbidimetrické vysledkem: vysledki kultivacné:
metody:

pozitivni 102 67

negativni 116 76

(vlastni vyzkum)

Z celkového poctu 102 vysledki, které byly imunoturbidimetrickou metodou uréeny
jako pozitivni, jich bylo 67 pfezkoumano kultiva¢ni metodou. Vzorki pfezkoumanych
po negativnim vysledku bylo 76 z celkového poctu 116. Uvedeme-li tyto hodnoty
v procentech, bylo vzorku vySetienych kultivaéné po negativnim a pozitivnim vysledku
testu QuikRead go Strep A témét totozné mnozstvi. Konkrétné 65,7 % vzorku
S pozitivnim vysledkem a 65,5 % vzorkli s negativnim vysledkem. Tabulka ¢. 8
je zaméfena na pozitivni vysledky imunoturbidimetrického testu a jejich shodu

s nasledn¢ provedenou kultivaci.
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Tabulka ¢.8: Shoda imunoturbidimetrické a kultivaéni metody v piipadé

pozitivniho vysledku metody QuikRead go Strep A

Celkem vzorku: 67
Shoda: 18
Neshoda: 49

(vlastni zdroj)

67 vzorkl, které imunoturbidimetrickd metoda vyhodnotila jako pozitivni, byly
pfezkoumany kultivaci. U 18 ztéchto vzorki byla prokdzana piitomnost
Streptococcus pyogenes ve vytéru z krku a vysledek obou metod byl tedy shodny.
OvSsem u zbylych vzorkiu, tedy 49, nebyla pfitomnost Streptococcus pyogenes
prokazana a vysledek tedy shodny nebyl. Procentudlni shoda obou metod v ptipadé

pozitivniho vysledku imunoturbidimetrické metody je zndzornéna v obrazku €. 1.

H shoda

H neshoda

(vlastni zdroj)

Obrazek ¢. 1: Procentualni shoda obou metod v piipadé pozitivniho vysledku

imunoturbidimetrické metody

Jak je znazornéno na obrazku ¢. 1, obé metody, kultivace a imunoturbidimetrie, byly
shodné pouze v 26,9 % ptipadl. Neshoda pak byla pozorovana u 73,1 % vySetfovanych
vzorkl. Dle statistického testovani pomoci chi kvadrat testu s 5% hladinou
vyznamnosti bylo uréeno, ze rozdil mezi ocekdvanymi a pozorovanymi hodnotami, tedy

rozdil mezi vysledky ziskanymi imunoturbidimetricky a kultivacné, je statisticky
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vyznamny. Kultivaci zjisténé vysledky u vzorkd, které nebyly ve shodé

s imunoturbidimetricko metodou, jsou znazornény na obrazku ¢. 2.

| fyz. fléra
B STNA

M nelze urdit

(vlastni zdroj)

Obrazek ¢ 2: Vysledky kultivaéniho vySetfeni v pripadé neshody

s imunoturbidimetrickou metodou po jejim pozitivnim vysledku

Celkem 49 vzorkl nevykazovalo stejny vysledek po kultivaénim vySetfeni a vySetieni
metodou QuikRead go Strep A. U 46 vzorki byla kultivaci zjisténa fyziologicka flora
(93,9 %). Dva ze vzorka (4,1 %) vykazovaly pfitomnost streptokoki jiné skupiny nez A
podle Lancefieldové a u jednoho ze vzorki (2 %) nebylo mozné dourceni. Nasledujici
tabulka (tabulka ¢. 9) ukazuje shodu imunoturbidimetrické metody s kultivaci v pfipade

negativniho vysledku imunoturbidimetrické metody.

Tabulka ¢. 9: Shoda kultivace a metody QuikRead go Strep A v piipadé

negativniho vysledku imunoturbidimetrie

Celkem vzorku: 76
Shoda: 72
Neshoda: 4

(vlastni zdroj)

Vzorkt, které metoda QuikRead go Strep A uréila jako negativni, bylo celkem 76.
Z téchto vzorkd doslo ke shodé€, tedy neptitomnosti Streptococcus pyogenes u 72.

V ostatnich piipadek byla ptitomnost Streptococcus pyogenes prokazana. Procentudlni
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uspéSnost imunoturbidimetrické metody v pfipadé jejtho negativniho vysledku

je znazornéna na obrazku ¢. 3.

m STPY

M jiny vysledek

(vlastni zdroj)

Obrazek ¢. 3: Shoda kultivace a imunoturbidimetrické metody v pripadé jejiho

negativniho vysledku

Obé z metod neprokazali pritomnost Streptococcus pyogenes v 94,7 % ptipadu. U 5,3 %
vzorkli byl vysledek metody QuikRead go Strep A negativni, zatimco kultivace
prokazala opak. Dle statistického testovani pomoci chi kvadrat testu s 5% hladinou
vyznamnosti bylo prokazéno, ze rozdil mezi pozorovanymi a ofekavanymi vysledky,
tedy mezi vysledky kultivaéniho a imunoturbidimetrického vySetieni, je statisticky
vyznamny. Tento vysledek je vSak potfeba brat s urcitou rezervou, protoze nebyla
splnéna podminka dobré aproximace. Prvni o¢ekavana Cetnost méla hodnotu 4, tedy
niz8i nez 5. Protoze méla data pouze dvé kategorie, coz je minimum pro provedeni
chi kvadrat testu, neni mozné to napravit slu¢ovanim kategorii. Jedna se sice o pouze
tésné poruseni predpokladu, ale hodnota testované¢ho kritéria byla vyssi nez kriticka
hodnota také jen tésn¢. Vysledek tohoto testu tedy muize byt uréitym zplsobem
zkresleny. Obrazek €. 4 ukazuje zastoupeni vysledkt kultivace, kdy nebyla prokdzana

pritomnost Streptococcus pyogenes.
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m fyz. fléra
H STNA

I nelze hodnotit

(vlastni zdroj)

Obrazek ¢ 4: Vysledky kultivaéniho vySetfeni v pripadé neshody

s imunoturbidimetrickou metodou po jejim negativnim vysledku

Vzorku, ve kterych nebyla zjisténa pritomnost Streptococcus pyogenes ani jednou
z metod, bylo celkem 72. Znich v 65 piipadech (90,3 %) byla kultiva¢né zjisténa
ptitomnost fyziologické flory, v 6 vzorcich (8,3 %) byly pfitomny streptokoky jiné
skupiny nez A dle Lancefieldové a v jednom ptipadé (1,4 %) nebylo mozné vysledek

vyhodnotit. V tabulce ¢. 10 je uvedena celkova shoda sledovanych metod.

Tabulka €. 10: Celkova shoda kultivace a metody QuikRead go Strep A

Celkem vzorku: 143
Shoda: 90
Neshoda: 53

(vlastni zdroj)

Z tabulky €. 10 je zfejmé, Ze celkem bylo obéma ze sledovanych metod vySetfeno 143
vzorkli. Ztoho 90 vysledki bylo shodnych a 53 rozdilnych. Naobrazku ¢.5
je znazornéna celkova procentudlni shoda ve vysledcich metody kultivacni

a imunoturbidimetrické.
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B shoda

H neshoda

(vlastni zdroj)
Obrazek €. 5: Celkova shoda kultivace a metody QuikRead go Strep A

Na obrazku €. 5 je zndzornéna procentudlni celkovd shoda kultivace a metody
QuikRead go Strep A. Ke shodnému vysledku doslo u 62,9 % vzorkd. Neshodné
vysledky byly pozorovany u 37,1 % vzorkd. Na obrazku ¢. 6 je porovnana uspésnost
imunoturbidimetrické metody v pfipadé pozitivniho vysledku oproti UspéSnosti

Vv ptipadé vysledku negativniho.
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(vlastni zdroj)

Obrazek ¢. 6: Porovnani shody metody QuikRead go Strep A s kultivaci v pripadé
pozitivniho a negativniho vysledku metody QuikRead go Strep A

Zatimco spolehlivost pozitivniho vysledku metody QuikRead go Strep A byla 26,9 %,
Vv ptipadé vysledku negativniho byla uspésnost vyrazné vyssi (94,7 %).
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5 Diskuse

U infekci zplUsobenych bakterii Streptococcus pyogenes je velmi dilezitd vcasna
diagnostika, zvlast¢ kvili tzv. pozdnim nasledkiim streptokokovych nakaz, mezi néz
fadime akutni glomerulonefritidu a revmatickou horecku. Témto onemocnénim lze

pfedchazet véasnym zahdjenim antibiotické terapie.

V Nemocnici Pisek, a.S. je pritomnost Steptococcus pyogenes ve vytéru z krku
zjistovana pomoci kultivace na Oddéleni klinické mikrobiologie. Dal$i moznosti je

imunoturbidimetrické vySetieni provadéné v détské ambulanci v Nemocnici Pisek, a. s..

Kultivaéni vySetfeni je velice spolehlivé za piedpokladu, ze odbér vzorku byl proveden
spravng, stejné jako dalsi ¢asti preanalytické faze. Toto jiz v laboratofi nelze ovlivnit,
ovSem je kladen daraz na dal$i postup, aby nedochazelo k chybdm vzniklym
Vv laboratofi. V ptipadé imunoturbidimetrického vySetfeni je dodrzovan ptfesny pracovni
postup k této metod¢. Kdispozici jsou kontrolni vzorky, pomoci kterych muizeme
oveéfovat spravnou funkci metody. V pfipadé rozhodnuti Iékate je vysledek
imunoturbidimetrické metody ovéten kultiva¢né. V roce 2016 bylo v détské ambulanci
vySetfeno celkem 218 pacientl podezielych z ndkazy bakterii Streptococcus pyogenes.

Z tohoto poctu bylo 143 vzorkl pfezkoumano kultivacné.

Ve své bakalarské praci jsem se zaméfila na vzorky, které byly vyhodnoceny obéma
ze sledovanych metod. V ptibalové informaci k QuikRead go Strep A je uvadéna shoda
mezi sledovanymi metodami 93 %. Pfipadny jiny vysledek, by se tedy mohl objevit
pfiblizné u 7% vzorkl. Je zde také uvedeno, ze ¢im mensi mnoZstvi
Streptococcus pyogenes se ve vzorku nachazi, tim mensi je spolehlivost metody. Nizké
koncentrace bakterie ve vzorku tedy mohou vést k chybné negativnimu vysledku.
V piipadé pozitivniho vysledku je udavédna o trochu vétsi spolehlivost nez u vysledku
negativniho (ptibalova informace k metodé¢ QuikRead go Strep A). Dle mého
pozorovani byla ovSem zjisténa shoda mezi metodami vyrazné nizsi. Konkrétné ze 143
vzorkl byl shodny vysledek u 90 z nich (62,9 %). Pokud bychom se zaméfili zvlast
na shodu metod po pozitivnim vysledku imunoturbidimetrické metody, bylo stejného
vysledku dosazeno pouze u26,9% vzorkt. Dle statistického testovani pomoci
chi kvadrat testu s 5 % hladinou vyznamnosti bylo ur¢eno, ze rozdil mezi o¢ekavanymi
a pozorovanymi hodnotami, tedy rozdil mezi vysledky ziskanymi imunoturbidimetricky

a kultivacné, je statisticky vyznamny. Po negativnim vysledku metody QuikRead go
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Strep A Dbyla shoda s kultivaci pozorovana v 94,7 % piipadech. Dle statistického
testovani pomoci chi kvadrat testu s5 % hladinou vyznamnosti bylo prokazano,
ze rozdil mezi pozorovanymi a ocekavanymi vysledky po negativnim vysledku metody
QuikRead go Strep, tedy mezi vysledky kultiva¢niho a imunoturbidimetrického
vySetfeni, je statisticky vyznamny. Tento vysledek je vSak potfeba brat s urCitou
rezervou, protoze nebyla splnéna podminka dobra aproximace. Prvni o¢ekdvana cetnost
méla hodnotu 4, tedy niz$i nez 5. ProtoZze méla data pouze dvé kategorie, coz je
minimum pro provedeni chi kvadrat testu, neni mozné to napravit slu¢ovanim kategorii.
Jedna se sice o pouze té€sné poruseni predpokladu, ale hodnota testovaného kritéria byla
vy$si nez kritickd hodnota také jen tésné. Vysledek tohoto testu tedy miize byt urcitym
zpusobem zkresleny. Pokud tyto vysledky porovname s informacemi uvadénymi
v ptibalové informaci k metodé¢ QuikRead go Strep A, byla pozorovana vyrazné nizsi
shoda vysledki obou metod po pozitivnim vysledku imunoturbidimetrické metody
a naopak v ptipad¢ negativniho vysledku metody byla shoda trochu vyssi. Celkové vsak
byla metoda QuikRead go Strep A 0 30,1 % mén¢ spolehliva, nez udava piibalova
informace. Tato chybovost ziejmé nebyla zpusobena odchylkou od daného postupu pii
samotném provedeni metody, ale spiSe bych ji pficitala nespravné preanalytické fazi,
kdy mize byt velice obtizné provést vytér z krku tak, aby nedoslo k znehodnoceni
vzorku, zvlasté v ptipadé, kdy je odebiran nespolupracujicimu détskému pacientovi. Jak
je uvedeno v piibalové informaci k metodé QuikRead go Strep A, muze dochazet
k chybné pozitivnimu vysledku za piedpokladu, ze se odbérovy tampoén dotkne tvari,

dasni nebo jazyka.

Zamgiila jsem se také na rozdily mezi metodami tykajici se rychlosti ziskani vysledku a
dalsich informaci, které je mozno nasledné¢ ziskat. Za vyhody imunoturbidimetrické
metody povazuji rychlost ziskani vysledku, ktery je k dispozici pfiblizné za 5-10 minut
od odebrani vzorku. Test je mozné provadét v ambulantnich podminkéch a je lacingjsi.
Na rozdil od kultivace ovSem nezachyti ptipadného jiného pivodce onemocnéni nez je
Streptococcus pyogenes. Také neni mozné provadét nasledné urceni citlivosti
na antibiotika. U kultivacniho vySetfeni je vysledek mozné ziskat nejdiive za 24 hodin,
ovSem dokaZeme zjistit 1 pfitomnost jinych plivodcii onemocnéni a je mozné stanovit
mozné ho provadét pouze v laboratotich na to vybavenych. Stejné vyhody a nevyhody

sledovanych metod uvadi také Kuchynkova (2015).
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Z vyse uvedeného tedy muzu fici, ze hypotéza ¢. 1 (Predpoklddam, ze vyhodou
imunoturbidimetrick¢é metody bude rychlost ziskani vysledku oproti kultivaci, ovSem
neziskdme zadné dalSi informace.) je spravna. Jako spravnou mohu oznacit také
hypotézu ¢. 2 (Pfedpokladam, ze vysledky obou metod nebudou v mnoha ptipadech
shodné.). Hypotéza ¢. 3 (Pfedpokladam vétsi spolehlivost imunoturbidimetrické metody

pfi pozitivnim vysledku testu.) ovS§em mému pozorovani neodpovida.
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6 Zavér

Zavérem bych chtéla fici, ze jsem Si jak metodu QuikRead go Strep A, provadénou
v détské ambulanci v Nemocnici Pisek, a.s., tak kultiva¢ni stanoveni Streptococcus
pyogenes, provadéné na Oddéleni klinické mikrobiologie v Nemocnici Pisek, a.s.,
z vytéru krku fadné vyzkousSela. V laboratofi jsem si prosla celym procesem od pfijeti
vzorku az po vydani vysledku. Zaméfila jsem se na porovnani obou metod, zejména
na jejich shodu ve vysledcich vySettovanych vzorkli odebranych totoznym pacientim
ve stejny ¢as. Mezi vyhody metody QuikRead go Strep A bych zafadila zejména
rychlost ziskani vysledku a mozZnost provedeni vySetfeni piimo v ambulanci.
Nedostatkem ovSsem je, ze nezjistime pritomnost pifipadného jiného ptvodce
onemocnéni a nelze provadét urceni citlivosti na antibiotika, coz je mozné v piipade
kultivacniho vySetfeni. Jako nedostatek kultivace vidim delsi casovy rozestup
od ptijmuti vzorku laboratoti do vydani vysledku. OvSem za piedpokladu, Ze je spravné
provedena preanalytickd, analytickd 1 postanalytickd faze zpracovani vzorku
se spolehlivost kultivace blizi 100 %, udavana spolehlivost metody QuikRead go Strep

A je nizsi (93 %), coz pokladam za nespornou vyhodu kultivace.

Metodou QuikRead go Strep A bylo v roce 2016 vysetieno celkem 218 vzorkd, z nich
143 bylo vysetfeno také kultivacné. Z celkového poctu 143 vzorku vykazovalo stejny
vysledek, tedy bud’ pozitivni ¢i negativni na pfitomnost Streptococcus pyogenes,
90 z nich (62,9 %). Pokud bychom se zaméfili na shodu imunoturbidimetrické metody
s kultivaci po pozitivnim vysledku imunoturbidimetrické metody, vykazovalo
z celkového poctu 67 vzorkd piitomnost Streptococcus pyogenes V kultivacnim
vySetieni pouze 18 z nich (26,9 %). V ptipadé negativniho vysledku metody QuikRead
go Strep A bylo dosazeno shodného vysledku kultivaéné v 94,7 % ptipadi.
Ze 76 vzorka bylo kultivaci uréeno jako negativni 72. Mizeme tedy fici, ze vyrazné
vétsi  shody sledovanych metod bylo dosazeno u vzorkd, které byly

imunoturbidimetricky ureny jako negativni.

Shoda kultivace a metody QuikRead go Strep A se v tomto piipadé velmi 1isi od shody
udavané v dostupnych zdrojich. V tomto ptipadé byla problémem spolehlivost vysledki
ziskanych imunoturbidimetricky, které oznacovaly vzorek jako pozitivni. Proto
pokladam za dutlezité kontrolovani vysledkl ziskanych metodou QuikRead go Strep A

také kultivacné. Jiného vysledku by bylo mozné dosazeno, pokud bychom testovali
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vzorky ziskané od dospélych pacientl, kteii pifi odbéru vzorku lépe spolupracuji.
V ptipadé imunoturbidimetrické metody je totiz velmi dulezité, aby se odbérovy
tampon nedotknul tvaii, dasni ¢i jazyka, coz mize byt obtizné u nespolupracujiciho
détského pacienta. V navodu Kk metodé¢ QuikRead go Strep A je na dulezitost této
skute¢nosti upozornovano. V piipad¢ nedodrzeni tohoto pokynu mize byt vzorek urcen
jako fale$né pozitivni, coZz muze byt pfi¢inou takto vyrazné¢ odliSnosti mezi

deklarovanou spolehlivosti metody QuikRead go Strep A a ziskanym vysledktm.
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9 Seznam zkratek

ASLO= protilatky proti streptolyzinu O

CFU= Colony Forming Units (jednotky tvofici kolonie)
CNS= centralni nervova soustava

IgA= imunoglobulin A

IgG= imunoglobulin G

[Z= inhibi¢ni z6na

MH-agar= Muellertiv-Hintonové agar

MIC= minimdlni inhibi¢ni koncentrace

PEG= polyetylenglykol

RADT = rapid antigen detection test

Spe= streptokokové pyrogenni exotoxiny



