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Abstrakt

The topic Cultivation and sensitivity of the stems of Streptococcus pyogenes
from the mucus of nasopharynx and ears in children and their sensitivity to p-
lactam antibiotics and makrolids occupied my mind because I was interested in the
question if the increased consumption of antibiotics and the following resistance occur
also in this bacterium.

Except for gaining practical knowledge on cultivation and identification of
Streptococcus pyogenes bacteria the objective of the thesis was the investigation of its
sensitivity to B-lactam antibiotics and makrolids. Further I was intersted in how the
doctors for children and teenagers proceed in case of suspicion of streptococcus disease
of upper airways. Also this topic was one of the objectives.

The thesis is composed of two parts, theoretical and practial ones. In the
theoretical part I first came out of available information on Streptococcus pyogenes
bacteria. I describe its morphology and characteristics, factors of patogenics and
virulence. This information is used during the cultivation of bacteria and its following
identification. Further I mention the diseases which are caused by pyogenous
streptococci. The part is also the description of antibiotics which are recommended for
the treatment of the diseases caused by this bacteria. The second part includes the
methods of cultivation and identification of Streptococcus pyogenes which are used in
microbiology laboratory Laboma mikrobiologickd laboratoi s.r.o. (Laboma
microbiology laboratory Inc.). Identification methods come out of the application of
PYR-test, latex agglutination and the use of identification system Api 20 Strep in
ambiguous results.

The results gained in microbiology laboratory show that the capture of
Streptococcus pyogenes bacteria in diseases of upper airways created 4,4% from all
smears sent into the laboratory. These diseases showed seasonal occurrence with the
maximum in spring and winter. The results of sensititivity have shown that the
sensitivity to penicilin was in 100% and to erythromycin in 91.6%. Cross-resistance

between erythromycin and clindamycin ocurred in 57 cases (4.5 %). According to my



investigation Streptococcus pyogenes caused otitis in 13 cases (2.7%). The highest
ocurrence of otites caused by Streptococcus pyogenes emerged in spring. The stems
isolated from ear mucuos were sensitive to penicilin in 100% and to erythromycin
in 92.3%. These results apply to the material sent to microbiology laboratory Laboma
mikrobiologicka laboratof s.r.o. (Laboma microbiology laboratory Inc.)

To gain a complete picture I visited 20 doctors for children and teenagers who
were willing to fill in my questionnaire. After the evaluation I found out that all
questioned doctors are waiting for the results of cultivation and sensitivity of the stem to
antibiotics if the clinical state of a patient is not serious. In preference they apply
penicilin. Control smear is carried by most of the doctors only in recurrent infections.
From the data of the laboratory I found out that three doctors send the material to the
culture investigation and the following sensitivity of the stem to antibiotics after the

failure of treatment in a patient.
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Uvod

Téma Kultivace a citlivost kmenii Streptococcus pyogenes ze sliznice
nosohltanu a usi u déti a jejich citlivost na beta-laktamova antibiotika a makrolidy
jsem si vybrala s ohledem na soucasnou situaci, kdy pouzivani novych antibiotik a
jejich zvySend spotieba vede ke stoupajici rezistenci i u diive dobfe citlivych bakterii,
jakou je Streptococcus pyogenes. Zajimala mé¢ také otazka, zda se vliv zvySené spotieby
antibiotik projevi 1 na Cetnosti vyskytu Streptococcus pyogenes u téchto onemocnéni.

Pyogenni streptokok ma tvar kulaty az lehce ovoidni. Koky se shlukuji do dvojic
az delsich tetizkli. Streptococcus pyogenes zpusobuje z 10-30 % onemocnéni hornich
cest dychacich cest u déti pfedSskolniho a Skolniho véku. VétSinou se jedna o
lokalizované hnisavé infekce. Z onemocnéni hornich cest dychacich se podili na vzniku
tonzilitid a faryngitid, zpisobuje také spalu a maze byt i pivodcem otitidy, na jejimz
vzniku se podili asi z 10 %. Protoze mohou vznikat pozdni nésledky téchto infeket, jako
akutni glomerulonefritida a revmatickd horecka, je nutné jim ptedchazet vcasnou
diagnostikou a 1écbou. Jako 1€k prvni volby je doporu€en penicilin. Pokud se vyskytne
precitlivélost k beta-laktamovym antibiotikiim jsou Iékem volby makrolidy.

Pfi podezieni na onemocnéni vyvolané kmeny Streptococcus pyogenes je proto
dalezité, aby byl zaslan vytér z krku nebo ucha do laboratofe ke zpracovani a k
identifikaci ptivodce s naslednym uréenim citlivosti. Jen cilenou a ucelnou terapii lze

zamezit narUstajici rezistenci a ovlivnit jiz tak vysokou spotiebu antibiotik.



1. Soucasny stav

Streptococcus pyogenes je puvodcem pievazné respiracnich infekci. U déti
zpusobuje nejcasteji tonsilitidu, faryngitidu a spalu. Pti epidemickém vyskytu téchto
onemocnéni mize jeho zachyt vzrust az na 30%. Nékteré kmeny vyvolavaji také otitidu,
infekce klize, pneumonii, meningitidu a sepsi. Pyogenni streptokoky se také vyznacuji
schopnosti pfivodit pozdni nasledky svych ndkaz, mezi néz fadime akutni

glomerulonefritidu a revmatickou horecku. (2, 31)

1.1 Streptococcus pyogenes

Bakterie Streptococcus pyogenes se tadi do Celedi Streptococcaceae a do rodu
Streptococcus. Streptos fecky znamena fetéz. Pyogenni streptokok roste v koloniich, jez
se po obarveni v mikroskopu jevi jako fetizky, které mohou byt rtizné tvarované a
dlouhé. (31)

Streptococcus pyogenes je mozné délit podle pfitomnosti specifického
polysacharidu v bunéné membrané, podle Gramova barveni a podle hemolyzy.
Posledni déleni, jak ukdzala praxe, je velmi uzite¢né. Rozeznavame tii druhy hemolyzy,
a to alfa, beta a gama. Alfa-hemolyzu oznacujeme také jako viridaci. Jeji podstatou je
pfeména krevniho barviva hemoglobinu na verdoglobin, ktery mé zelenou barvu.
Zpisobuje ji naptiklad Streptococcus pneumoniae. Beta-hemolyza se vyznacuje
odbarvenim erytrocytti. Na kultiva¢ni ptidé je mozné rozlisit iplnou a neuplnou beta-
hemolyzu. Uplna hemolyza se projevi projasnénim ptdy i v okoli hemolytické kolonie,
kdezto neliplnd je v jejim okoli zakalena. Uplnou hemolyzou se vyznacuje pravé
Streptococcus pyogenes a dalsi beta-hemolytické streptokoky ze skupin C, G a F,
neuplnou pak Streptococcus agalactiae. U gama-hemolyzy se krevni agar neprojasni a
barevné nezméni. Bakterie se pak nazyvaji nehemolytické. (31)

Dale délime streptokoky podle piitomnosti specifického polysacharidu C.
Vyskytuje-li se tato substance v bunééné stén¢ bakterii, je mozné je rozlisit podle

Lancefieldové na tiidy A-Z. Polysacharid C chybi n¢kterym viridujicim streptokokiim a



také Streptococcus pneumoniae. Podle Lancefieldové se Streptococcus pyogenes tadi do
skupiny A. (26,31)

Gramovo barveni patii mezi zékladni diagnostick4 barveni. Timto barvenim se
bakterie rozdéli do dvou skupin na zaklad¢ toho, zda si dokazi udrzet barvivo, které
prijaly i v pfitomnosti alkoholu nebo acetonu. Fixovany preparat bakterii se nejprve
obarvi krystalovou violeti, kterd po proniknuti do bakteridlni stény zbarvi bakterie
tmavé modie az modrofialové. Po pfiddni Lugolova roztoku se v builkdch vytvoii
komplex barviva sjodem. Poté se preparat oplachuje alkoholem nebo acetonem.
Bakterie schopné si komplex barviva s jodem udrzet se nazyvaji grampozitivni. Ty, z
nichz se odplavi, nesou ndzev gramnegativni. Tyto bakterie se musi jest¢ dobarvit
kontrastnim barvivem. Jednd se o zfedény fuchsin, coz je slabé Cervené barvivo, které
neovlivni tmav€ modrou barvu grampozitivnich bakterii. Z toho tedy plyne, Ze
gramnegativni bakterie maji v mikroskopu cervenou barvu. Vzhledem k principu

Gramova barveni se streptokoky fadi mezi grampozitivni bakterie. (30)

1.1.1 Morfologie a fyziologie

Streptococcus pyogenes je pravidelné kulaty az lehce ovoidni kok o priméru
0,6-1 pum. Koky jsou uspotadany do dvojic az delSich fetizkli a vétSinou se tvoii pii
delsi inkubaci v tekuté piid€. Sténa bakteridlni bunky grampozitivnich bakterii se sklada
z cytoplazmatické membrany, silné vrstvy peptidoglykanu, kterd je protkana fetézci
kyseliny teichoové. Do bunécné stény jsou zakotveny polysacharid C a antigeny
bilkovinné povahy, z nichz nejdilezitéjsi je protein M. (15,30,31)

Pyogenni streptokok pomérné dobie snadsi vyschnuti. K jeho usmrceni je tieba
teploty 60°C po dobu 30 minut. (31)

Podle vztahu ke kysliku se vétSina streptokokti, mezi nimi také Streptococcus
pyogenes, fadi mezi fakultativné anaerobni bakterie. To znamend, Ze rostou lépe v
pfitomnosti kysliku, ale jsou schopny ptezit i v jeho nepfitomnosti. Dale 1ze bakterie
tfidit podle schopnosti produkovat enzymy. Jedna se o kataldzu rozkladajici peroxid

vodiku a oxidazu, kterd pomaha pii oxidacnich pochodech. Takto se Streptococcus
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pyvogenes zatadi mezi bakterie kataldza i oxidazanegativni. Navic je schopen produkovat
enzym pyrrolidonylaminopeptiddzu (PYRazu). Pomoci ni se laboratorné diagnostikuje.
Pyogenni streptokok pifeméiiuje glukoézu na kyselinu mlécnou, kterd je jeho hlavnim
metabolickym produktem. Pii glykolyze netvoii plyn. Je schopen vytvofit z argininu
amoniak, dokdze hydrolyzovat hipurat a eskulin, ale neni vybaven schopnosti oxidovat

ribézu jako ostatni streptokoky. (15,26,30,31)

1.1.2 Faktory patogenity a virulence

Faktory virulence Streptococcus pyogenes je mozné rozd¢lit na exogenni faktory
a na faktory vdzané na buiku. Sem patfi protein M, anebo pouzdro z kyseliny
hyaluronové. Mezi exogenni faktory pak fadime hemolyziny, enzymy hyaluronidazu,
deoxyribonukleazu (DNazu), streptokinazu, C3b-peptidazu, C5a-peptidazu a pyrogenni
exotoxiny. (15,26,30,31)

M protein je hlavnim faktorem virulence. Kmeny, které ho neobsahuji,
oznacujeme jako nevirulentni. M4 fibrilarni strukturu vycnivajici z bunécné stény.
Podle antigenni stavby M proteinu rozeznavame vice jak 100 serotypil, proti nimz
existuje typové specifickd imunita dana pfitomnosti opsonizacnich protilatek. M protein
pusobi adherencné, kdy umoziiuje navazani streptokoka na povrch kize a sliznic.
Pisobi také antifagocytarné. Po proniknuti do organismu chrani bakterii pted
fagocytdzou. Protein M ma i invazivni u€inky, které mu poméhaji pronikat tkdnémi.
Podobné vlastnosti maji i bilkoviny podobné M proteinu jako Mrp, Enn a dalsi. (15,31)

Pouzdro z kyseliny hyaluronové je dilezitym faktorem virulence. Je témét
neimunogenni, protoZe se kyselina hyaluronovéd bézné nachazi v pojivové tkani savc.
Imunitni systém ji tedy povazuje za télu vlastni. Toto pouzdro chrani bakterii pted
opsonizaci a naslednou fagocytdézou. Umoziuje také adhezi na povrch epitelii. (15,31)

Mezi hemolyziny Streptococcus pyogenes patii streptolyzin O a streptolyzin S.
Streptolyzin O je oxygenlabilni. U¢innym se stava pouze v redukované formé. Toxicky
je ptredevsim pro leukocyty. Tim, ze se streptolyzin navaze na cholesterol, se vcleni

do cytoplazmatické membrany. V ni se vytvoii por, kterym do bunky pronika voda.
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Bunika se tim usmrti. To znamend, ze neposkozuje neutrofily pfimo, ale rozrusi
membrany jejich granul. Nasledkem toho se hydrolazy, které obsahuji, vyliji do
cytoplazmy. Streptolyzin O ma kardiotoxické vlastnosti a je antigenni. Tvofi se proti
nému protilatky, které se nazyvaji antistreptolyzin O (ASLO). Slouzi k retrospektivni
diagnostice nedavno prob¢hlé streptokokové infekce a také pfipadnych nasledkt
postreptokokovych nakaz. Naproti tomu streptolyzin S je oxygenstabilni a neantigenni.
Na krevnim agaru vyvoladva zonu uplné hemolyzy. Je odpovédny za smrt leukocytt,
které¢ fagocytovaly pyogenni streptokoky. Piisobi poruchy permeability membran.
Uvnitt bun¢k napada mitochondrie. (15,30,31)

Hyaluronidaza umoziuje bakterii Streptococcus pyogenes pronikat tkanémi diky
Stépeni mezibunééného tmelu a pojiv. Umi Stépit 1 pouzdro z kyseliny hyaluronové.
Imunitni systém proti ni vytvari protilatky. (15,30,31)

DNaza snizuje hustotu hnisu vzniklého z rozpadlych leukocyti tim, ze
nepolymerizuje DNA. Neporusené buiiky nenapadd. Zname Ctyfi antigenni typy, z nichz
typ B se pouziva jako antigen v nepifimé diagnostice protilatky proti deoxyribonukledze
B (antideoxyribonukledza B = ADNB). (15,30,31)

Streptokindza pisobi jako fibrinolysin a vaze tkanovy plasminogen. Na povrchu
bakterie se pak vytvari plasmin, ktery aktivuje metaloproteinazy a kolagenazy, a tim se
umozni prinik pyogenniho streptokoka skrz fibrinové bariéry. (15,30,31)

Streptococcus pyogenes muze tvorit streptokokové pyrogenni exotoxiny (Spe)
n¢kolika typl. Geny toxini typu A a C jsou kédovany a piendSeny do bakterie
prostiednictvim DNA bakteriofaga. Diive se SpeA a SpeC souhrnné nazyvaly spalovy
neboli erytrogenni Dickiv toxin. Gen pro toxin typu B je chromozomalni a tedy
pfitomny ve vSech pyogennich streptokocich. Spe pusobi jako superantigeny. Propojuji
molekulu MHC II. tfidy na bunkach ptredkladajicich antigen (APC) s receptorem na T-
lymfocytech. Dojde tak k masivni aktivaci T-bunék a uvolnéni velkého mnoZzstvi
cytokinti. Nasleduje horecka a aktivace komplementu, systému sraZlivosti a fibrinolyzy.
Tim vznik4 syndrom streptokokového toxického Soku. Zacnou se uvoliiovat zanétlivé

mediatory, jako cytokiny a leukotrieny. (15,31)
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1.1.3 Odolnost Streptococcus pyogenes vici imunitnim mechanismiim

Pyogenni streptokok vyuziva fadu néstroji, jak se ubrdnit imunitnim

mechanismim ¢loveka, jeho nespecifické i specifické imunitg.

a) obrana proti nastrojiim nespecifické rezistence

Streptococcus pyogenes se brani fagocytéoze produkci leukocidint, které
fagocyty usmrti, a u€inku komplementu tim, Ze zabrani jeho aktivaci. (30)

Kyselina teichoova v bunééné sténé streptokoka reaguje s C3b slozkou
komplementu, ¢imz se stavd soucasti C3-konvertazy. Nasleduje dokonceni aktivace
komplementu alternativni cestou. Streptokok se tomu snaZzi zabranit tvorbou inhibitoru
aktivace komplementu. Tim je M-protein, ktery na sebe ze séra navéaze regulacni faktor
H. Ten ma schopnost zrychlit rozpad C3-konvertazy. (30,31)

Streptococcus pyogenes jeste produkuje enzymy C3b-peptidazu a CSa-
peptidazu, které dokdzi specificky rozlozit C3b a C5a slozky komplementu. C5a-
peptiddza zabranuje chemotaxi leukocytt. (30,31)

Pyogenni streptokok se ucinné brani proti fagocytéoze produkci leukocidind,
které usmrcuji neutrofily a makrofagy. K zabiti fagocyti miize dojit bud’ jesté pred
samotnou fagocyt6zou, nebo az po pohlceni streptokokli. Smrtici G€¢inek ma také DNaza
B. Prakticky nejucinnéjsi zpiisob, jak se bakterie vyhne fagocytdze, je tvorba pouzdra.
Streptococcus pyogenes tvori své pouzdro z kyseliny hyaluronové, kterd se podoba
hostitelskym polysacharidim. Antifagocytarné pusobi také M-protein diky schopnosti
navazat na sebe ze séra regulacni faktor H. To vede v okoli streptokokii k degradaci

C3b slozky komplementu, ¢imz se zamezi opsonizaci. (30)

b) obrana proti nastrojiim specifické imunity
Pyogenni streptokok vyuzivd pro oklamani lymfocyti antigenni mimikry,
antigenni kamufldz a pro potlaceni imunitni reakce tvorbu superantigenli a schopnost

vazat Fc-fragment imunoglobulinu G (IgG). (30)
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Piipad, kdy se pouzivd shodnd sekvence aminokyselin u streptokoka a v
hostitelskych proteinech, se nazyva antigenni mimikry. Nejcastéji se vyskytuje zkiizena
reakce mezi streptokokem ze skupiny A a myokardem. U disponovanych lidi se zacne
vytvaret protilatka proti peptidu srde¢niho svalu. To je také ptficina vzniku revmatické
horecky. Ackoliv se antigenni mimikry docela Casto vyskytuji, nejsou pro mikroby
ptili§ uzite¢né, protoze nedokazaly zabranit vzniku imunitni antibakterialni reakce. (30)

Vyhodnégj$im je pro streptokoka svilij povrch pokryt molekulami pochéazejicimi
z hostitele, tedy taktika kamuflaZe. Protein G na povrchu streptokoka na sebe navaze
Fc-fragment imunoglobulinti. Jedna se vSak o imunitné bezcenné postaveni. Zablokuje
se totiz pristup T-lymfocyta ¢i specifickych protilatek ke Streptococcus pyogenes nebo
k infikované buiice. (30)

Tvorbou superantigenii pyogenni streptokok potlacuje imunitni reakci.
Superantigeny se vazi na molekulu MHC a na receptor T-lymfocytii, ale na pon¢kud
odli$na mista. Bez ohledu na antigenni specifitu dojde k aktivaci fady bunék imunitniho
systému, které zacnou produkovat obrovské mnozstvi cytokinl. Nasleduje zniceni
imunitnich bunék a tvorba autoimunitnich protilatek. Timto mechanismem se znici

ucinnd obrana proti infekci. (30)

1.1.4 Obrana organismu proti streptokokovym infekcim

Organismus si vytvaii protilatky pfedevSim proti M proteinu. Imunita je pfisné
typové specificka, proto je mozné onemocnét streptokokovou anginou opakované.
Nékaza mlze byt zpisobena jinym typem M proteinu, nez proti kterému ma clovek
protilatky, nebo také stejnym typem, pokud byla nasazena antibiotickd 1écba vcas a
organismus si nestacil protilatky vytvoftit. Protilatky proti M proteinu typu IgA brani
adhezi streptokoktl na epitelie a kolonizaci sliznic. IgG protilatky povrch streptokokti
opsonizuji, zabranuji jejich priniku do tkédni a mnozeni v krvi. (15,31)

Bunky imunitniho systému vytvareji také protilaitky proti pyrogennim

exotoxinim A, B a C. Tyto protilatky chrani pouze pfed vznikem spalového exantému,
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nikoli pfed vznikem streptokokové anginy. Byl prokazan ochranny ucinek protilatek

proti dal§im povrchovym strukturdm a také proti C5a-peptidaze. (15,31)

1.1.5 Patogenita

Onemocnéni probihaji od inaparentnich infekci az po onemocnéni s tézkym, az
smrtelnym pribéhem. Daji se rozdélit na primarni a sekundarni infekce a na jejich
pozdni nésledky. Streptokoky zplsobuji ptfevazné lokalizované hnisavé infekce,

invazivni onemocnéni a také pozdni nasledky téchto ndkaz. (18,31)

a) Primarni streptokokové infekce

Do této skupiny patii pfedevsim respiracni infekce a infekce kiize a mekkych
tkani. Streptokoky mohou také zpusobit pneumonii. Nejcastéji zptisobuji anginu, kterd
probiha jako faryngitida s tonzilitidou, nebo bez ni. Postihuje prevazné déti
ptedskolniho a mladsiho Skolniho véku s Cetnosti na podzim a v zimg. Angina mize byt
vyvoléana i jinymi mikroorganismy, naptiklad streptokoky jinych skupin a respira¢nimi
viry. Streptococcus pyogenes je vSak nejcastéj$§im bakterialnim ptiivodcem. Virovou a
bakteridlni anginu od sebe téméf nelze odlisit. Klinicky se streptokokova angina
projevuje bolesti faryngu, zdufenim a zarudnutim podcelistnich uzlin, hore¢kou a také
nepfitomnosti kasle a rymy. Angina muze byt také alimentidrniho plvodu, pak se
pridruzuje nausea, zvraceni a prujem. (2,18,26,31)

Jestlize pyogenni streptokok produkuje Spe, tak se k ptiznakiim anginy pfipojuje
1 typickd vyrazka a malinovy jazyk. Onemocnéni se pak nazyva spala. Spalovy exantém
se nejvyrazngji projevuje na podbiisku, vnitini strané stehen, boc¢nich stranich trupu,
v podpazni a loketni jamce. Exantém se nevyskytuje v okoli ust. Po vyrazce dochazi
k olupovani kiize, které je zavislé na intenzité exantému. (15,17,31)

Streptokok ze skupiny A vyvolava také kozni hnisavé infekce (pyodermie).
Nejcastéji se vyskytuji v 1été. Jsou velmi nakaZlivé a jako pozdni nasledek se u nich
muze projevit akutni glomerulonefritida. Mezi streptokokové pyodermie patii napiiklad

impetigo a rize (erysipelas). Jsou vétSinou zpisobeny jinymi M-serotypy. Impetigo je
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povrchové lokalizovana infekce kiize, vyskytujici se u déti od dvou do péti let. Muaze
byt vyvolano pyogennim streptokokem spolu se Staphylococcus aureus, ale ten je
schopny tuto infekci zplsobit i sdm. Impetigo se projevuje jako nebolestivé puchyie
naplnéné zlutym hnisem a zasychajicimi strupy. Vznika pii celkovych infekcich,
intoxikacich a podvyzivé. (2,15,18,31)

Erysipel vzniké i pfi nepatrném poskozeni epidermis, kdy mohou streptokoky
pronikat hloubéji do pokozky. Objevuji se celkové ptfiznaky, zimnice, horecka, bolest
hlavy a nevolnost. Mistn¢ vznika zanét kize a podkozi, vyskytuje se z€ervenani, paleni,
svédeéni, bolestivost, otok a Sifeni 1éze po kizi. Mohou se vyskytnout puchyiky, pak se
jedné o buldzni erysipel, nebo nekrdza, a pak jde o gangrenodzni erysipel. Prevazné se
ruze vyskytuje na bérci €i obliceji. Byvaji postizeny i regiondlni uzliny, u kterych
dochazi ke zdufeni. Erysipel ma sklon k recidivam, které vétSinou postihuji stejné

misto, ale s mirnéj$im pribéhem. (15,16,31)

b) Sekundarni streptokokové infekce

Tyto infekce vznikaji jako komplikace primarnich infekei. Streptokok ze
skupiny A tedy muze vyvolat peritonzildrni absces, sinusitidu, lymfadenitidu, zanéty
sttedousi, endokarditidu, meningitidu, sepsi, septicky a toxicky Sok a flegmonu. (18,31)

Zangty stfedousi postihuji predevSim déti kojeneckého a batolicitho véku.
Diivodem je kratSi Eustachova trubice, ktera je orientovana horizontalné, proto se v ni
hromadi sekret a snadnéji dochézi k jejimu ucpani. Nejcastéji, asi z 80-90%, otitidy
zpusobuje Streptococcus pneumoniae, mén¢ casto svyskytem 10-20% pak
Streptococcus pyogenes. V klinickém projevu vétSinou otitidé predchazi respiracni
infekce. Ta se mulze §ifit z nosohltanu Eustachovou trubici, nebo hematogenné. Pfi
infekci hornich cest dychacich postihuje zanét nejprve Eustachovu trubici, proto ve
sttedousi vznika podtlak. Infekce se poté rozsifi na sliznici stfedousi a mastoidalniho
vybézku. Na zacatku se otitida projevuje celkoveé nespecifickymi ptiznaky, az poté se
objevuje otalgie s lokalnimi projevy. (2,5,9)

Sinusitidu ze 70% vyvolava Streptococcus pneumoniae, méné casto i

Streptococcus pyogenes. VétSinou vznika po infekci respiraéniho traktu, kterd je
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virového ptvodu. Mezi klinické projevy patii zvysena teplota, bolest hlavy, kterd se
zhorSuje pii ptredklonu, dale bolest zubli horni celisti, hnisavy vytok z nosu, ztizena
nosni pruchodnost, porucha ¢ichu, huhnavost, kasel a celkova tinava. (2,4,35)

Lymfadenitida je hnisavy zanét miznich uzlin, jenz nésleduje po hnisani ran, kdy
se streptokoky roz$iti do regiondlnich miznich uzlin. U hlubokych, invazivnich a
komplikovanych streptokokovych infekei se mize vyskytnout sepse. (31)

V poslednich letech se k bakteriémii ptfipojuje syndrom podobny toxickému
Soku (TSLS, nazyva se také syndrom streptokokového toxického Soku). Zptsobuje ho
kmen Streptococcus pyogenes, ktery produkuje SpeA nebo SpeB a soucasné se
uplatituje i M protein typu 1 nebo 3. Ptiznaky TSLS jsou vysoka teplota a vyrazka. Ta
se projevuje ve formé difuzni erytrodermie, méné Casto jako buldzni exantém nebo
drobné petechie. Jako dalsi pfiznaky se vyskytuji nausea, zvraceni, prijem, bolest svalii.
Pokozka na dlanich a ploskach se zacind olupovat 1-2 tydny po zac¢atku onemocnéni.

(19,26,31)

¢) Pozdni nasledky streptokokovych nakaz

Vétsinou se projevuji po nespravné nebo pozdé 1éCené primarni streptokokové
infekci 1 inaparentni. K rozvoji vzniku pozdnich nésledkt pfispiva jak vliv prostiedi,
ktery umoziiuje opakovanou expozici streptokokovym infekcim, tak i geneticka
predispozice nemocného. Mezi pozdni nasledky patii revmatickd horecka a akutni
glomerulonefritida. (15,18,26,31)

Pro revmatickou horecku je typicky hore¢naty nehnisavy zanét srdce, kdy je
postizen endokard, myokard a také mitralni chlopeni, a zanét kloubt, kdy se jedna o
st¢thovavou arthritis vice kloubl. Vzacné dochézi k postizeni centralniho nervového
systému (chorea minor) a kiize. Revmaticka horecka se projevuje za nékolik tydnt po
anginé vyvolané pyogennim streptokokem. Vyskytuji se u ni celkové znamky zanétu,
jako zvySend sedimentace a zvySend hladina CRP. Lze také prokdzat zvySenou a
neklesajici hladinu protildtek proti streptokokovym antigenim naptiklad proti
antistreptolyzinu O (ASLO). Cast&ji se revmatickd horetka vyskytuje u infekci
zpusobenych tzv. ,,revmatogennimi® serotypy jako M 1, 3, 5, 14, 16, 18, 19 a 24. Tyto
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kmeny vyrGstaji v mukoidnich koloniich. Revmatickd horecka ma sklon k recidivam,
zvlaste pii dalsi streptokokové nakaze, ktera mtize mit i inaparentni prabéh. (15,18,31)
Akutni glomerulonefritida vzniké po infekci tzv. ,,nefritogennimi* serotypy jako
M 2, 6, 49, 55, 57 a 60, které vyvolavaji spiSe pyodermie, a M 1, 4, 12 a 25 zptsobujici
anginy. Byly popsany i1 pfipady zkiizenych reakci mezi ,,nefritogennimi“ kmeny
streptokokt a tkani ledvin. PoSkozeni ledvin je, jak se zd4, vyvoldno spiSe usazovanim
imunokomplexii v glomerulech. Akutni glomerulonefritida nemé sklon k recidivam, ale

muze ptechazet do chronické formy. (15,18,31)

1.1.6 Epidemiologie

Streptokokova onemocnéni patii mezi nejcastéjsi bakterialni infekce ve svéte,
zv1a§té pak jejich respiracni priibéhy. V Ceské republice je povinné hlaseni vyskytu
spaly a erysipelu. Pocet piipadil spaly v Ceské republice se roéné pohybuje mezi
15 000-25 000, erysipel se vyskytuje ptiblizné ve 3 000 ptipadi za rok. TSLS se u nas
za posledni dva roky vyskytl pouze dvakrat. Smrtnost je vSak velmi vysoka az 50%.
(3,16,17,18,19)

Zdrojem infekce je nemocny ¢lovék nebo nosi¢, jen vyjimecné to miize byt
zvite. Nemocny cloveék je nakazlivy jesté 1-2 dny po zahajeni antibiotické 1éCby. U
nosicl se pyogenni streptokok vyskytuje na mistech, kde nejevi zadnou zanétlivou
reakci. Nosicstvi je pomérné Casté, nejbéznéjsi je u déti. Nasofaryngedlni nosicstvi se
vyskytuje u 10% populace. Streptokok se nachézi v riznych lokalizacich naptiklad nos,
hrdlo, ktze, kone¢nik a dalsi. Zdroj infekce muze kontaminovat také potraviny.
Sekundarnim zdrojem néakazy se stava blizké okoli lidi, které vylu€uji streptokoky,
napiiklad prachové castice, vzduch, pradlo. Na téchto predmétech mohou streptokoky
v zaschlém stavu prezit i nékolik mésicu. (3,9,17,18,25)

Vnimavost k ndkaze je vSeobecna a zvySend zejména u déti. Zavisi také na
momentalnim stavu nemocného. Po prodélané infekci dochdzi k imunologické reakci
proti jednotlivym sérologickym typlim streptokoki, jednd se pak o antibakteridlni
imunitu, a také proti toxinlim, antitoxinova imunita. Antibakterialni imunita je typove

specificka, a proto se ndkazy mohou opakovat. (3,9,17,18,25)
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Inkubacni doba je kratkodoba, vétSinou 1-3 dny s velkym rozpétim 12 hodin az
1 tydne. U revmatické horecky je to 7-35 dni a u akutni glomerulonefritidy 10-21 dni.
Obdobi nakaZlivosti miZe byt u nosicl, u neléenych infekci, koZnich infekci a infekci
mekkych tkani nékolik tydnd az mésica. (9,18,25)

Zpusob prenosu je prevazné vzdusnou cestou infekénimi sekrety z nosu a krku,
kontaktem s nemocnym nebo nosi¢em, nebo kontaminovanou potravou. Nepiimy
pfenos je umoznén kontaminovanymi pfedméty jako hracky, nddobi a podobné.
(3,9,18,25)

K prevenci slouzi vylou€eni potencialnich nemocnych nebo nosict
z epidemiologicky zavaznych Cinnosti, kam patii prace ve zdravotnictvi a
potravinaistvi. Mezi represivni opatieni se fadi povinné hldSeni spaly, erysipelu a
puerperdlni sepse. Pti vyskytu spaly se nemocny hospitalizuje. Pokud se vyskytuje v
détskych kolektivech, provadi se zvySeny zdravotnicky dozor po dobu 8 dnt. U

exponovanych déti se jako profylaxe doporucuje podavat penicilin. (9,18,25)

1.1.7 Terapie

K terapii se pouzivaji predevSim beta-laktamova antibiotika. Makrolidy se
podavaji, pokud se u pacienta vyskytne alergie na beta-laktamy. Dal§i moznosti u
tonzilitid je, Ze penicilin rozlozily na mandlich pfitomné mikroorganismy, které
produkuji enzymy tzv. beta-laktamazy. Témito mikroby mohou byt naptiklad
Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae, nebo Staphylococcus aureus. U
tézkych infekci muize dojit k tomu, ze mnozstvi streptokokli vystoupi na takovou
hladinu, pfi které se piestanou mnozit a tvofit penicilin vazajici proteiny. Ty se
oznacuji zkratkou PBP (z angliCtiny penicillin-binding proteins). Streptokok ze skupiny
A je ve 100% citlivy k penicilinu. Nepfiznivé se vSak zvySuje rezistence
k erythromycinu v fadé oblasti CR. Rezistence Streptococcus pyogenes k makrolidim u
nas vzrostla aZ na 17%. Linkosamidy se prokazaly byt uZite¢ni v eradikaci

faryngealniho nosicstvi. (12,14,24,30,31)
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a) Beta-laktamova antibiotika

Vsechny beta-laktamy maji spole¢ny tzv. beta-laktamovy kruh, ktery se sklada
ze tii atoml uhliku a jednoho atomu dusiku. Lisi se strukturou dal§iho ptipojené¢ho
cyklu. Beta-laktamova antibiotika maji schopnost navazat se na enzymy ucastnici se
tvorby peptidoglykanu. Nazyvaji se penicilin vazajici proteiny. Tim, Ze se beta-laktamy
navdzi na PBP, se zastavi tvorba peptidoglykanu a naopak se podniti uvolnéni
beta-laktamovych antibiotik je tedy baktericidni. Jejich Gi€inkem totiZ dochazi k rozpadu
bakterialni buiky. (24,29,30)

Rezistence beta-laktamovych antibiotik je déna ptfedev§im tvorbou beta-
laktaméz majici schopnost $tépit beta-laktamovy kruh. Tak dochazi k inhibici téchto
antibiotik. Podle substratového zaméfeni se beta-laktamazy d€li na penicilindzy,
cefalosporindzy a S$irokospektré enzymy pusobici jak na peniciliny, tak na
cefalosporiny. Beta-laktamazy Ize také tfidit podle toho, jak dochazi k jejich produkci,
na konstitutivni a inducibilni, nebo podle genetického zakddovani na chromozomalni a
plazmidové. Konstitutivni beta-laktamazy se vytvareji nezavisle na pfitomnosti beta-
laktamového antibiotika, inducibilni naopak vznikaji po jejich stimulaci. Geny
chromozomalnich beta-laktamaz se nachdzeji pfimo na chromozomech bakterii a jsou
pfedavany délenim bunck stejnému kmeni. Geny plazmidovych beta-laktaméz se
vyskytuji na plazmidech a maji schopnost se §ifit na bakterie jinych kment, ale i na jiné
druhy. (24,29)

Mezi beta-laktamova antibiotika patii peniciliny, cefalospiriny, monobaktamy a
karbapenemy. ProtoZze se kterapii streptokokovych ndkaz ptedepisuji predevSim
peniciliny, budu se jim vénovat podrobné&ji. Penicilinova antibiotika se rozdéluji do ctyt
skupin, a to na zékladni, Sirokospektré peniciliny, peniciliny stabilni vii¢i stafylokokové
penicilinaze a stabilni vi¢i penicilindzdm gramnegativnich bakterii. Lékem volby u
streptokokovych infekci je stale penicilin, ktery se pouziva i k profylaxi opakujicich se
utokll revmatické horecky. VEasna 1écba penicilinem mulze zabranit vzniku imunitni

reakce proti streptokoktim, pfedev§im zamezi vzniku pozdnich nasledkda. (24,30,31)
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Do skupiny zékladnich penicilinovych antibiotik se fadi benzylpenicilin a
phenoxymethylpenicilin. Benzylpenicilin (penicilin G) zahrnuje ve svém spektru ucinku
grampozitivni koky a ty€ky, gramnegativni koky a gramnegativni bakterie spirdlovité¢ho
tvaru. Vyjimku tvoti kolonie grampozitivnich kokt, které tvoti penicilindzu. Indikaci
jsou predevsim streptokokové infekce, ale i1 infekce vyvolané viridujicimi streptokoky,
pneumokoky, meningokoky atd. Existuji varianty benzylpenicilinu jako jeho draselna
sul (krystalicky penicilin), Spatné rozpustna sil prokain-benzylpenicilin a jest¢ méné
rozpustna stl benzathin-benzylpenicilin. Krystalicky penicilin se podava intraven6zné u
zévaznych streptokokovych infekci, pneumokokovych pneumonii, gonokokové sepse a
dalsich. Prokain-benzylpenicilin je urcen jen k nitrosvalové aplikaci pii infekcich, u
kterych neni nutné vytvaret vyssi koncentrace penicilinu v organismu. Benzylpenicilin
se ze svalu postupné¢ béhem 24 hodin uvoliluje. Proto se pouziva k 1écbé infekcei
vyvolanych Streptococcus pyogenes, kmeny pneumokok, které jsou dobie citlivé, ale
také k 1éCb¢ infekci zplisobenych Treponema pallidum. Benzathin-benzylpenicilin je
depotni prepardt poddvajici se jednordzové intramuskularné. Benzylpenicilin se pak
uvolnuje z mista podani asi po dva tydny. Pouziva se k profylaxi revmatické horecky a
k jednorazové terapii streptokokové tonzilitidy nebo faryngitidy. (10,24,29,30)

Biosynteticky  penicilin  ureny k perordlnimu podavani se nazyva
phenoxymethylpenicilin (penicilin V). Je to nejcastéji predepisované a ucinné
antibiotikum, které odolavéa ucinku Zaludecni $tavy, proto se podava perordlné. Ma
stejné spektrum U¢inku jako benzylpenicilin. Penicilin V vykazuje oboustranné
zktizenou rezistenci s benzylpenicilinem. Phenoxymethylpenicilin je lékem volby u
streptokokovych infekci, akutni wulcer6zni stomatitidy a dalSich onemocnéni.
(10,22,24,30)

Sirokospektré  peniciliny obsahuji ve své skupiné aminopeniciliny,
karboxypeniciliny, acylureidopeniciliny a amidinopeniciliny. Pro streptokokové infekce
jsou dilezité¢ aminopeniciliny. Ty plisobi na §irsi spektrum mikrobti nez vySe popsané
peniciliny, avSak citlivost grampozitivnich kokli k aminopeniciliniim je ve srovnéani

wewvr

a amoxicilin. Ampicilin se po peroralnim podéani vstfebava hife nez amoxicilin, proto
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se jiz na trhu v perordlni form¢é nevyskytuje. Podava se pii infekcich zptisobenych
pneumokoky rezistentnimi na penicilin a pfi infekcich vyvolanych kmenem
Streptococcus agalactiae, dale u salmonel6z, shigel6z a u dalSich infekci. Amoxicilin je
polysynteticky strukturalni analog ampicilinu. Spektrum t¢inku ma jako ampicilin s tou
vyjimkou, Ze je prakticky neucinny na shigely. Amoxicilin se podava pouze peroralné a
vstiebava se v proximalni ¢asti zazivaciho traktu. Indikuje se pfi infekcich hornich i
dolnich cest dychacich, u akutnich sinusitid, pfi zanétech stfedniho ucha a také pfi
salmonel6zach a infekcich mocovych cest. (11,24,29,30)

Ze skupiny penicilini odolnych viici €inklim stafylokokové penicilinazy se u
nas pouziva jen oxacilin. Ten plsobi na stejné mikroorganismy jako benzylpenicilin
s tim rozdilem, ze oxacilin ma asi desetkrat mensi ucinnost. Nitrozilné se podava u
tézkych stafylokokovych infekci, které vyvolavaji kmeny produkujici penicilindzu.
Zejména se jedna o stafylokokovou sepsi, akutni endokarditidu a pneumonii. K oralni

aplikaci se vyuziva pfi stafylokokovych infekcich mékkych tkani. (11,24,29,30)

b) Makrolidy

Makrolidy jsou makrocyklické laktony, které maji ve své struktuie 14-16¢lenny
kruh, na ktery jsou vétSinou navdzany dva mén¢ obvyklé cukry. Mezi makrolidy patii
pomérné homogenni skupina antibiotik majici podobnou strukturu, podobné spektrum
ucinku a antimikrobidlni vlastnosti a ucinky. Lisi se pouze svou farmakokinetikou.
Utinek makrolidii spoéiva ve vazbé na ribozomalni RNA a inhibici proteosyntézy. Po
vytvoreni peptidové vazby totiz nemize dojit k uvolnéni tRNA. Makrolidy tedy plsobi
bakteriostaticky. (24,29,30)

Erythromycin ma spektrum 1c¢inku jako penicilin, zasahuje pfevazné
grampozitivni koky, gramnegativni bakterie a spirochety. Erythromycin je alternativni
1écbou streptokokovych infekci, prevence revmatické horecky a pneumokokovych
infekei dychacich cest. Podava se u pacientl, ktefi maji alergii na penicilin. U
streptokokd, stafylokokli a hemofilii se musi pocitat s vysokym procentem rezistentnich

kment. Podava se peroralné. Lépe pronika do bunék, kde nabyva vyssich hladin nez
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v plazmé, proto muze nicit i intracelularné ulozené patogeny. K exkreci dochazi zluci.
Casto se po jeho poziti projevuje nausea i zvraceni. Po del§im podavani vysokych davek
ucinkuje hepatotoxicky a ototoxicky. Rezistence k erythromycinu je zpusobena
methylaci adeninového zbytku v molekule RNA, tim se znemozni vazba antibiotika. U
casti streptokokii je rezistence také vyvolana aktivnim vycerpdvanim z buiky.
S ostatnimi makrolidy méa uplnou zkiiZenou rezistenci a s linkosamidy Castecnou.
(12,24,29,30)

Klarithromycin ma podobné spektrum Uc¢inku jako erythromycin. Plsobi vSak
dvakrat ¢inné&ji na Streptococcus pyogenes a Streptococcus pneumoniae a az osmkrat
ucinngji na Chlamydia trachomatis nez erythromycin. Klarithromycin ma
s erythromycinem Uplné zktizenou rezistenci. Podava se jako alternativa penicilinu,
napiiklad pfi precitlivélosti na néj. LéCi se jim streptokokové tonzilitida, faryngitida a
nekomplikované infekci mékkych tkani, ale i1 prevence revmatické horecky.
(13,24,29,30)

Roxithromycin plisobi na tytéz mikroby jako erythromycin, ale ma vyssi ucinek
napiiklad na legionely a chlamydie. Pokud jsou kmeny rezistentni k erythromycinu,
jsou také rezistentni k roxithromycinu. Pouzivd se jako alternativa penicilinu. Dobie
ucinkuje na atypické pneumonie. (12,24,30)

Spiramycin se také pouziva jako alternativa pro 1é€bu streptokokovych tonzilitid
a faryngitid, ale i k prevenci revmatické horeCky. Na Toxoplasma gondii je dobie
ucinny. Vyuziva se jako ndhrada za penicilin. Spiramycin ma schopnost snizit adhezi
stafylokokd a streptokokd na bunky dutiny ustni. Povazuje se za jedno znejméné
toxickych antibiotik. Koncentruje se uvniti bunék a postupné se znich uvolnuje.
Kmeny, které jsou rezistentni k erythromycinu, jsou vétSinou také rezistentni ke

spiramycinu. (13,23,24,30)

¢) Linkosamidy

Z linkosamidll se dnes pouzivaji jen clindamycin a linkomycin. Oba maji stejné

spektrum ucinku. To je uzké a podobné spektru erythromycinu. Do tohoto spektra se
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fadi aerobni grampozitivni koky, jako streptokoky, stafylokoky a pneumokoky. Dale
sem patii aerobni tyc¢ky (napt. Corynebacterium diphteriae). Linkosamidy mayji
bakteriostaticky ucinek, protoze zasahuji do tvorby bilkovin tim, Ze se navédzi na
ribozomy. Nésledné dojde k inhibici peptidyltransferazy a zabranéni vzniku peptidové
vazby. V dnes$ni dob¢ se vice pouziva clindamycin pro vyssi antibakterialni G¢innost a

vyhodnéjsi farmakokinetiku. (24,29,30)
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2. Cil prace a hypotézy

2.1 Cil prace

Cilem této prace je osvojeni si praktickych znalosti spravné laboratorni praxe pii
zpracovani vytérit z hornich cest dychacich a ucha pifi podezieni na vyskyt bakterie
Streptococcus pyogenes. TotéZ plati i pro jeho diagnostiku. Dale si ovétfim citlivost na
beta-laktamova antibiotika a makrolidy u izolovanych kment Streptococcus pyogenes.
Zjistim Cetnost vyskytu pyogenniho streptokoka pti diagnéze faryngitidy a otitidy u
déti. Ziskané vysledky nasledné zpracuji statisticky. Protoze mé zajimalo, jak 1ékafi pro
déti a dorost postupuji pti podezieni na infekci hornich cest dychacich zplisobenou
Streptococcus pyogenes, rozhodla jsem se tyto informace zjistit pomoci dotazniku.

Cile by se tedy daly shrnout do n¢kolika bod:

1. shrnuti obecnych znalosti tykajicich se bakterie Streptococcus pyogenes
k naslednému vyuziti pti kultivaci a identifikaci v laboratofi

2. osvojenti si kultivacnich a identifikacnich metod v rdmci laboratorni praxe

3. urceni citlivosti ziskanych kmentl na beta-laktamy a makrolidy

4. zjisténi Cetnosti vyskytu kmene Streptococcus pyogenes izolovaného z vytéru
z krku a ucha a ovéfeni s Cetnosti vyskytu udavanou v odborné literatute

5. statistické zpracovani ziskanych vysledkil

6. zjisténi, jak postupuji détsti Iékafi pii podezieni na streptokokovou

infekci hornich cest dychacich

2.2 Hypotézy

Hypotéza 1:

Vyskyt Streptococcus pyogenes pii diagnostice faryngitidy a otitidy bude vys$si v zimé.
Hypotéza 2:

Rezistence k makrolidim ma z divodu vys$si spotieby antibiotik ve spolecnosti

stoupajici charakter.
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Hypotéza 3:
Cetnost vyskytu kmene Streptococcus pyogenes zachyceného v odebraném materialu
bude niz§i, a to z divodu provedeni odbért v ordinaci détskych praktickych 1ékatt az

po netspeésné antibiotické terapii bez predchoziho kultivaéniho vysetieni.
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3. Metodika

3.1. Charakteristika souboru

Data pro svou bakalafskou praci jsem sbirala v laboratofi Laboma
mikrobiologickd laboratof s.r.o. (laboratof ,Laboma®), ktera sidli v Ceskych
Budéjovicich. Materidl zaslany k bakteriologickému kultivaénimu vySetfeni pochazi
z terénnich ordinaci od praktickych 1ékatt i 1ékaiti odbornych specialistli z jiznich Cech.

Sbér dat jsem provadeéla za obdobi od 1. ledna 2008 do 31. prosince 2008. Tato
prace se tyka predevsim détské populace, proto jsem se po dohodé se svoji Skolitelkou
rozhodla, Ze se budu soustiedit na déti ve véku do 12 let. Vybér jsem zazila i s ohledem
na uvedené diagnézy. Do souboru jsem vybirala pouze vytéry s nésledujicimi Cisly
diagnéz: J03.9 (akutni tonzilitida NS), J35.9 (chronickd nemoc mandli a aden. tkani
NS), JOO. (akutni zanét nosohltanu), J02.0 (streptokokovy zanét hltanu), J02.9 (akutni
zanét hltanu NS), J03.0 (streptokokova tonzilitida), J03.8 (akutni tonzilitida zpiisobena
jinymi ur€. org.), J06.0 (akutni z&nét hltanu i hrtanu), J02.8 (akutni zanét hltanu zptisob.
jinymi ur¢. org.), J04.0 (akutni zanét hrtanu), A38. (spala), J35.1 (hypertrofie mandli),
J35.0 (chronicky zanét mandli), J31.1 (chronicky zanét nosohltanu), H66.0 (akutni
hnisavy zéanét stfedniho ucha), H65.0 (akutni serdzni zanét stiedniho ucha), H66.9
(zénét stfedniho ucha NS), H65. (nehnisavy zanét stredniho ucha) a H92.0 (bolest
v uchu - otalgia). Vysledky vySetfeni se vztahuji ke vzorkiim, které byly transportovany
do laboratote za uvedené casové obdobi.

Postup 1€kaiti pro déti a dorost jsem zjisSt'ovala pomoci dotazniku, ktery najdete
v piiloze. Vybér 1€kaiti jsem zuzila na ty, ktefi zasilaji material do mikrobiologické
laboratofe ,,Laboma*“.

Metody pouzité k vySetfeni materidlu jsou popsany nize.
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3.2 Odbér a transport vzorkii do mikrobiologické laboratore

3.2.1 Odbér materialu

Odbér materidlu na vySetfeni pfi podezieni na piitomnost bakterie Streptococcus
pyogenes pii respiracnich infekcich se provadi vytérem zanicenych lozisek. Nejcastéji
se vySettuje vytér z krku, ale je mozné vySetfit 1 stér z nosohltanu a hltanu. Pfi otitid€ se
material odebird pii paracentéze jehlou a injekéni stiikackou. Pokud nelze tento zptisob
provést, je potieba pouzit vytérovku s transportni pidou. (27,33)

K obecnym zasadam odbéru patii, Ze stér je odebran pred zapocetim antibiotické
1é¢by. Postup musi byt proveden lege artis a asepticky. Dals§i podminkou je jednoznaéna
identifikace vzorku, na kterém musi byt uvedeno jméno a pfijmeni pacienta, rodné ¢islo
a druh materidlu. Materidl musi byt provdzen zadankou, na které se kromé jiz
zminovanych udaji vyskytuji jestd diagnodza, zdravotni pojistovna, ICZ a adresa
zadatele, datum a ¢as odbéru a piipadnd jiz aplikovana antibioticka terapie. (27,33)

Vytérovka mize byt vyrobena ze dfeva, plastu nebo dritu a je uloZena
v plastové zkumavce ¢i obalu. Dalsi variantu predstavuje vytérovka s polotuhym
transportnim médiem zlepSujici transport vétSiny citlivych a kultivacné naro¢nych
bakterii. Tento zpusob je sice drazsi, ale z hlediska zachytu bakterii vyhodnéjsi. Vatovy
tampon bez transportni pidy se pied pouzitim musi navlh¢it sterilnim fyziologickym
roztokem. (8,33)

Mikrobiologicka laboratof ,,Laboma® poskytuje spolupracujicim Iékaiim

odbérovy materidl a pouziva pouze vytérovky s transportni piidou.
3.2.2 Transport materialu

Obecné pro transport biologickych vzorkli do mikrobiologické laboratote plati,
ze musi byt co nejrychlej$i. Zejména u rlistové narocnych bakterii se pii Casové

prodlevé vyrazné snizuje moznost diagnostiky. Nejcitlivéjs$i na transport jsou tampony

bez transportniho média, proto pieprava do laboratofe nesmi nepiesahnout dvé hodiny.
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Doprava vytérovky s transportni ptidou by neméla byt delsi nez 24 hodin pii pokojové
teploté. (8,26,33)

Material do laboratofe ,,Laboma‘® je svdzen v pribéhu dopolednich hodin a
transport vzorkl pii bézném provozu neptesahuje 4 hodiny. Pokud se objevi v zaslaném
materialu vytérovka bez transportniho media, laboratof nasledné kontaktuje 1ékare a je

mu dorucena vytérovka s transportnim mediem pro dalsi zaslané odbéry.

3.3 Kultivace

Pyogenni streptokok je pomérné narocny na kultivaci. Pro svij rtst vyzaduje
obohacené¢ pudy. Jejich zdklady se pfipravuji z kvalitnéjSich extraktd jako
mozkosrdcova infuze. Obohacuji se o bilkovinné koncentraty a hydrolyzaty, o
pripravky obsahujici vitaminy a pfipadné o specidlnimi peptony. K témto obohacenym
zékladiim se podle potieby ptidavaji dalsi ptipravky jako bovinni nebo kofiské sérum,
hydrolyzovany bovinni albumin a chemicky definovana obohacovala obsahujici smési
vitaminll a dalSich rGstovych faktor. Nejcastéji pouzivanym obohacovadlem je krev.
Na zivném agaru a v zivném bujonu roste Streptococcus pyogenes velmi Spatné.
V tekutych ptidach roste a usazuje se jako sediment, avSak ptida nad nim muze byt ¢ira.

(30,32)

3.3.1 Kultivacni zpracovani vytért z krku

Nejspolehlivéjsi metodou jak diagnostikovat Streptococcus pyogenes je
vyockovani vytéru z mandli a zadni stény hltanu na krevni agar. Abychom zachytili
hemolyzu zplsobenou oxygenlabilnimi hemolyziny, doporucuje se doplnit roztér o
n¢kolik Sikmych vpichl. Poté se nechd vyockovana plotna kultivovat pii 37°C.
Odecitani se provadi v rozpéti 18 az 48 hodin. (18,26,31)

V mikrobiologické laboratofi ,,Laboma* se vytér z krku zpracovava na krevni
agar, do jehoz naockovaného inokula se pokladaji disky s penicilinem a

erythromycinem. Tento zplsob zpracovani umoziuje odecist citlivost k uvedenym
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diskiim ihned po inkubaci. Dale se jesté vytéry oCkuji na cokoladovy agar pro zachyt
hemofilli. Sputa se zpracovéavaji na dalsi kultivacni pidy, a to z diivodu S§irSiho zachytu
pfipadného patogena. Dopliujici je Endova ptida a Sabouraudtv agar.

Laboratot ,,Laboma“ si kultivacni pidy nepfipravuje, ale nakupuje je jiz hotové
od certifikovanych vyrobct, kteti garantuji pripravu pud za standardnich podminek a
zaji$t'uji 1 dodrzeni transportnich podminek. Manipulace s ptidami a jejich skladovani je
v laboratofi piisné¢ kontrolovano, aby tak nedochazelo nevhodnou manipulaci
k ovlivnéni vysledkl kultiva¢niho vySetteni.

Pouze zinformativnich divodi proto nyni uvadim udaje o pouzivanych

kultiva¢nich pidach.

a) Krevni agar

Krevni agar pfipravime pfidanim 5-10% sterilni defibrinované ovéi krve
k agarovému zakladu, ktery je ochlazeny na 45-50°C. Hmota se po opatrném
promichéni vlije do Petriho misek a nechd se ztuhnout. Takto pfipravend plda
umoznuje sledovat hemolytické vlastnosti narostlych kolonii. Diky nim lze kmeny
diagnostikovat, a proto mizeme na tuto pudu nahlizet jako na diagnostickou. Nékteti
autofi ji pro svou nenahraditelnost fadi mezi pidy zakladni. (30,32)

Na krevnim agaru roste Streptococcus pyogenes v drobnych bilych koloniich
s primérem okolo 0,5 mm. Kolonie jsou obklopeny Sirokou zénou uplné beta-
hemolyzy. Tu ovlivituje pH pidy a také obsah kysliku. Cim je niz§i pH a nizsi tenze
kysliku, tim je zéna hemolyzy vyrazngjsi. Pfitomnost redukujicich cukr ji naopak
potlacuje. Kmeny, které maji pouzdro, rostou ve vétSich mukoidnich kolonii. Krevni
agar se po naockovani kultivuje v termostatu za zvySené tenze CO, (5%) pii 37°C

v rozmezi 18-48 hodin. (15,26,31)

b) Cokoladovy agar
Protoze nckteré bakterie nedokdzi vyuzit ziviny z krevniho agaru, musime
erytrocyty rozrusit pridanim krve do horkého agaru. K ptipravé cokolddového agaru

musime mit vét§i mnozstvi krve nez u krevniho agaru (7-10%). Krev se smicha
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s agarovym zdkladem a za stalého michani se zahfiva na teplotu 80-85°C. Puda tak
ziskd neprithlednou hnédou barvu. Po ochlazeni na 45°C se mohou ptidavat dalsi

obohacovadla. Na ¢okoladovém agaru dobfe rostou hemofily a meningokoky. (30,32)

3.3.2 Kultivaéni zpracovani materialu z ucha

V mikrobiologické laboratofi ,,Laboma‘® se pro vySetfeni materidlu ziskané¢ho
z ucha pouzivaji jako u vytéri z hornich cest dychacich krevni agar, do jehoz inokula se
pokladaji disky s penicilinem a erythromycinem, a ¢okoladovy agar. Déle se pouzivaji
Sabouraudtiv agar, Endova pida, modifikovany krevni agar 1 (MKA1) a zivny bujon
(thioglikolatovy). Pro lepsi zachyt kmena Streptococcus pyogenes ve vytéru z ucha se

pouziva i CNA agar s vétsi citlivosti k uvedenému kmeni bakterie. (32)

a) Sabouraudiv agar
Sabouraud slouzi k péstovani kvasinek a plisni. Pfipravi se pfiddnim glukozy

pfipadné maltézy k protonovému zakladu. (30)

b) Endova piida

Patii mezi selektivné diagnostické pudy pro gramnegativni bakterie. Divodem
jejiho zatazeni mezi selektivni pudy je schopnost riistu nendro¢nych gramnegativnich
bakterii, hlavné enterobakterii. Potlateni grampozitivnich bakterii se umoZiuje
pridanim bazického fuchsinu, ktery zabrani jejich rGstu. Divod pro zatazeni mezi
diagnostické pudy ji zajistila schopnost bakterie diagnostikovat je prostfednictvim
Stépeni laktdzy. Jako indikdtor se pouziva bazicky fuchsin, ten je vSak odbarveny
sifi¢itanem sodnym. Bazicky fuchsin se chova jako Schiffovo reagens. Metabolismem
laktézy za pritomnosti sifi¢itanu se v pudé hromadi jeji produkt acetaldehyd. Jeho
reakci se Schiffovym reagens dochdzi k ¢ervenému zbarveni, proto mikroorganismy
Stépici laktozu rostou na Endu v tmavocervenych koloniich. Pida v okoli kolonii se také

zbarvi do Cervena. (30)
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¢) Krevni agar Columbia CNA

CNA agar je selektivni pida pro zachyt stafylokokii a streptokokil. MizZe se
pouzit 1 k zachytu anaerobnich grampozitivnich kokiti. M4 bohaty zivny zaklad ze
specialnich peptond z kaseinu, zivo¢isnych tkani a z trypticky natrdvené¢ho hovéziho
srdce. Tento zéklad se obohacuje Skrobem, berani krvi a pfidavkem antibiotik kolistinu
a kyseliny nalidixové. Odtud pochdzi zkratka CNA (colistin, nalidixic acid). Tyto
antibiotika plsobi selektivné, protoze zabranuji riistu gramnegativnich tycek, véetné

protet, klebsiell a pseudomonad. (32)

3.4 Diagnosticky prikaz Streptococcus pyogenes

Izolované kolonie bakterie Streptococcus pyogenes jsou v laboratofi ,,Laboma“
douréovany pomoci PYR-testu a latexové aglutinace, eventuelné¢ je mozné provést
bacitracinovy test. Pokud vysledky z latexové aglutinace nejsou jednoznacné, pouzije se

Pfi podezieni na pozdni nasledky streptokokovych ndkaz se zasild krev na
vysetfeni ASLO a ADNB. Protoze se v mikrobiologické laboratofi ,,Laboma“ tyto testy

neprovadéji nebudu se jim podrobnéji vénovat.

3.4.1 PYR-test

Pyogenni streptokok dava pozitivni PYR-test. Jedna se o enzymaticky test na
prikaz PYR4zy. Tento test maji pozitivni vSechny b&Zné druhy enterokok a 98%
kment Streptococcus pyogenes. Je to citliva, rychla a spolehlivd metoda. (26,28,31)

Test jsem provadéla podle doporuceného postupu tak, ze jsem nékolik
suspektnich kolonii rostoucich na krevnim agaru setiela na papirovou zoénu
diagnostického prouzku, ktery obsahuje chromogenni substrat na prikkaz PYRazy.
Nechala jsem prouzek inkubovat 5 minut a poté nanesla na papirovou zénu asi 5 pl
vyvijeciho €inidla. Po jedné az péti minutach jsem odecitala vysledek. Pokud v misté

nanesen¢ kolonie doslo ke vzniku Cervené barvy, reakce byla pozitivni a jednalo se o
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Streptococcus pyogenes. Pokud nedoSlo k barevné zméné, byla reakce negativni.

(26,28,31)

3.4.2 Latexova aglutinace

Izolované kmeny Streptococcus pyogenes jsem testem s 3% peroxidem vodiku
zatadila mezi katalasanegativni bakterie, protoZze neprodukoval enzym katalasu, ktera s
peroxidem reaguje. Na Petriho misce totiz nedoSlo k zddné reakci, netvofily se
bublinky. Katalasanegativni beta-hemolytické kolonie jsem do skupiny A zatadila
pomoci latexové aglutinace. (26,31)

Latexova aglutinace je rychld, senzitivni a specifickd metoda pro sérologickou
identifikaci streptokokti do skupin A, B, C, D, F a G dle Lancefieldové. Urceni do
skupiny se provadi pomoci polysacharidu nachazejiciho se na povrchu streptokok.
V metod¢ se pouzivd chemicky vyextrahovany skupinovy polysacharidovy antigen
ziskany pomoci kyseliny dusité. Pouziva se pak v solubilni formé.

Souprava zahrnuje latexovou suspenzi, extrak¢éni reagencie (ER) 1, 2 a 3 a
pozitivni kontrolu. Komplet obsahuje Sest latexovych suspenzi o mnozstvi 3 ml. Kazda
lahvicka obsahuje modrou latexovou castici, ktera je pokryta cisténymi kralicimi
protilatkami proti streptokokovym skupinam A, B, C, D, F a G.

Vsetu dile mame jednu lahvicku se 2 ml pozitivni kontroly sloZené
z polyvalentnich antigenii ziskanych z inaktivovanych streptokokt ptislusnych skupin.

Extrak¢ni reagencie 1, 2 a 3 jsou dodavany v lahvicce s kapatkem. Lahvicka s
ER 1 a2 ma 3,2 ml, ER 3 pak 8 ml. ER 1 a 2 obsahuji chemickou substanci, kterd je
schopnd vyextrahovat pfi pokojové teploté specificky skupinovy antigen. ER 3 se
sklada z neutralizacniho roztoku, ktery se uré¢i pomoci modré latexové Castice citlivé na
¢isténé skupinové specifické krali¢i imunoglobuliny. Tato partikule siln¢ aglutinuje
homologni antigeny a nehomologni neaglutinuje.

Do Sesti latexovych suspenzi, pozitivni kontroly a ER 3 se pfidava konzervaéni
pripravek. Kit se musi skladovat pti 2-8°C, nesmi zmrznout. Pfed pouzitim se musi

vSechny ¢inidla vytemperovat na pokojovou teplotu, coz je 22-28°C.
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Postup testu je nasledujici. Do zkumavky, kterou jsem oznacila ¢islem vzorku,
jsem képla 1 kapku ER 1. Z krevniho agaru jsem bakteriologickou klickou nabrala 1-4
beta-hemolytické kolonie a pfenesla je do zkumavky s ER 1. Pokud byly kolonie
drobné, setfela jsem jich vétsi mnozstvi. Zaroven jsem dbala na to, aby nedoslo ke
kontaminaci. Poté jsem ptidala 1 kapku ER 2 a vzniklou smés protfepéavala 5-10 vtefin.
Po pfidani 5 kapek ER 3 jsem opét protiepala. Na vyznacena mista na testovaci kartic¢ce
jsem dala jednu kapku z kazdé modré latexové suspenze a vedle nich pfidala
Pasteurovou pipetou jednu kapku vytvofené suspenze bakterie. Tyc€inkou jsem tyto
kapky promichala a rozetiela po celé kruhové reakéni plose. Nésledné jsem testovaci
kartickou pomalu kyvala. Davala jsem si pozor, aby se mi obsah sousednich kruhovych
ploch nesmichal. Do jedné minuty jsem odecetla vysledek. (6)

Pozitivni vysledek jsem hodnotila pomoci pozitivni kontroly. Vysledek mohl byt
pozitivni pouze v jedné reakéni ploSe. Za pozitivni se povazuje jasnd aglutinace, to
znamena viditelna tvorba shlukt, v jejichz okoli je tekutina projasnéna. Pti slabé reakci
se test opakuje za pouziti hustéjsi suspenze bakterii. Negativni vysledek se neprojevuje
aglutinaci. Kmen nepatii mezi beta-hemolytické bakterie ze skupin A, B, C, D, F nebo
G. (6,30)
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Obr. 1: Schéma latexové aglutinace pro zatazeni streptokokti do prislusné skupiny
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Zdroj: DAMONDIAL STREP KIT

3.4.3 Bacitracinovy test

K pfedbézné identifikaci je mozné pouzit i bacitracinovy test. Do inokula

naockovaného krevniho agaru se polozi disk s bacitracinem. Plotna se pak necha



inkubovat pti 37°C. Streptokoky ze skupiny A kolem disku s antibiotikem nerostou,
ostatni beta-hemolytické streptokoky ho v nizké koncentraci toleruji. (26,31)

3.4.4 Identifikacni systém Api 20 Strep

Tato metoda zahrnuje dvacet biochemickych testi, které poskytuji skupinovou
nebo druhovou identifikaci vétSiny streptokoktli, enterokokii a jejich ptibuznych
mikroorganismil.

Souprava se skladda z dvaceti mikrozkumavek obsahujici dehydratované
substraty pro zjisténi enzymatické aktivity nebo fermentace cukrti. Enzymatické testy se
inokuluji hustou suspenzi mikroba ziskaného z ¢isté kultury. Béhem inkubace vznikaji
metabolismem barevné zmény. Ty mohou byt spontanni nebo se projevi po piidani
¢inidel. Fermentacni testy se inokuluji obohacenym mediem, ktery rehydratuje substraty
cukri. Tyto metody se detekuji zménou indikatoru pH. Za 21. test se povazuje typ
hemolyzy (HEM). Beta-hemolyza se povazuje za pozitivni s ¢iselnou hodnotou 4.
Ostatni typy hemolyzy se hodnoti jako negativni a jejich ¢iselnd hodnota je 0. Reakce se
odecitaji podle odecitaci tabulky.

Testovaci prouzky obsahuji jako aktivni slozky pyruvat sodny (VP), kyselinu
hippurovou (HIP), eskulin citrat Zelezity (ESC), B-naftylamid pyroglutamové kyseliny
(PYRA), 6-brom-2-naftyl-aD-galaktopyranosid (aGAL), naftol ASBI-glukuronovou
kyselinu (BGUR), 2-naftyl-BD-galaktopyranosid (BGAL), 2-naftylfosfat (PAL), L-
leucin-B-naftylamid (LAP), L-arginin (ADH), D-ribosu (RIB), L-arabinosu (ARA), D-
mannitol (MAN), D-sorbitol (SOR), D-laktosu (LAC), D-trehalosu (TRE), inulin
(INU), D-raffinosu (RAF), skrob (AMD) a glykogen (GLYG). K soupravé se
nedodévaji n¢ktera Cinidla, ale jsou potiebna. Patii k nim NIN, VP 1 + VP 2, ZYM A a
ZYM B.

Po izolaci suspektni kolonie jsem si vytvofila jeji hustou suspenzi se zdkalem
vetSim nez 4 stupné dle McFarlanda. Takto pfipravenou suspenzi jsem pouzila ihned po
jejim pfipraveni. Prvni polovinu testovaciho prouzku jsem naplnila touto suspenzi (testy

VP az ADH). Pfi plnéni nesmi dojit k tvorbé bublin. 100 pul suspenze jsem aplikovala
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do testu VP az LAP. Pro test ADH jsem naplnila pouze zkumavku. Do ampule s API
GP médiem jsem pak ptidala zbytek suspenze a dobfe promichala. Tuto novou suspenzi
jsem rozplnila do druhé poloviny prouzku (testy RIB az GLYG). Jamky s testy ADH a
GLYG jsem naplnila minerdlnim olejem, ¢imz jsem vytvofila konvexni meniskus. Na
misku jsem pfilozila viko a nechala ji inkubovat pii 36°C za anaerobnich podminek po
dobu 4 az 4,5 hodiny. Pokud bylo vyzadovano druh¢ odecitani, tak se miska inkubovala
24 hodin.

Po ¢tythodinové inkubaci jsem k testu VP ptidala jednu kapku z kazdého Cinidla
VP 1 a VP 2, k testu HIP dv¢ kapky NIN a k testim PYRA, aGAL, BGUR, BGAL, PAL
a LAP jsem pfidala 1 kapku z kazdého Cinidla ZYM A a ZYM B. Po deseti minutach
jsem odecetla reakce pomoci odecitaci tabulky. Pokud bylo nizké rozliSeni, nepiijatelny
nebo pochybny profil, nebo vyskytla-li se poznamka ,,identifikace neplatna pred 24
hodinami inkubace®, byla nutna reinkubace. Vyhodnoceni jsem pak provadéla jesté po
24 hodinach u ESC, ADH a od RIB do GLYG. Neodecitaji se enzymatické testy (HIP,
PYRA, aGAL, BGUR, BGAL, PAL a LAP) a VP. Do vysledkové tabulky jsem
zaznamenala vSechny vysledky.

Identifikaci jsem provadé¢la pomoci ¢iselného profilu. Ten jsem ziskala tak, ze se
testy rozdélily do skupin po tfech a kazdému se pfifadila hodnota 1, 2 nebo 4. S¢itanim
hodnot, které odpovidaly pozitivnim reakcim, vznikl sedmimistny Ciselny profil.
Vyhodnoceni se ziskalo porovndnim s analytickym ptehledem profili nebo pomoci
identifika¢niho softwaru.

Streptococcus pyogenes ma pozitivni reakce po 4/24 hodinach u PAL (100%),
LAP (100%), ADH (99%), LAC (99%), PYRA (98%), TRE (98%), HEM (98%), AMD
(61%), GLYG (22%), BGUR (15%), MAN (8%), ESC (5%), HIP (1%), SOR (1%) a
RAF (1%). (1)

3.5 Stanoveni citlivosti na antibiotika

Ke spravné laboratorni praxi nalezi i doplnéni nalezu stanovenim citlivosti

izolovaného kmene na antibiotika. Obecné lze prikaz provadét kvalitativng i
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kvantitativné. Nejcasteji se z kvalitativniho stanoveni provadi diskovy difuzni test. U
kvantitativniho prikazu se zjiStuje minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) urcitého
antibiotika, kterd zastavi riist daného mikroba nebo vede k jeho usmrceni.

Pro diskovy difuzni test se pouziva Muellertiv-Hintonové agar. Princip této
metody spociva v tom, ze pokud je bakterie k danému antibiotiku citliva, tak v jeho
okoli dojede k inhibici riistu a vytvoii se tzv. inhibi¢ni zona o méfitelné velikosti.
Z krevniho agaru jsem nabrala kolonie Streptococcus pyogenes a prenesla je do
fyziologického roztoku s gluk6zou. Hustota zakalu roztoku byla okolo 0,5 stupné dle
McFarlandovy zadkalové stupnice. Poté jsem roztok ptelila pfes Muelleriv-Hintonové
agar a prebytek odsala. Pomoci specialni raznice jsem na n¢j pokladala disky
s antibiotiky. Vyhodou pouZiti raznice je, Ze se na jedno jeji stlaceni najednou aplikuje
pozadované mnozstvi antibiotickych diskll, nejvySe vSak Sest, které jsou na agaru
rovnomérné rozmistény. Takto pfipraveny agar jsem nechala inkubovat pii 37°C 18
hodin. Po uplynuti této doby se odecitaji vysledky. Provadi se to tak, Zze se zmé&fi
priméry inhibi¢nich zén. Za citlivy se povazuje kmen, ktery ma stejny nebo vétsi
primér zony nez referencni kmen stejného druhu. (24,26,30)

V laboratofi ,,Laboma‘“ se pouziva predevsim diskova difizni metoda s touto
kombinaci antibiotik: penicilin (PNC), ampicilin (AMP), cefazolin (CZL), tetracyklin
(TET), erythromycin (ERY) a co-trimoxazol (COT). Tato sestava je urena predevsim
k urCenti citlivosti na antibiotika u kmenil Streptococcus pyogenes, ktery byl izolovany
ze stérd zran. U vytéru z krku se jiz do inokula krevniho agaru pokladaji disky
s penicilinem a erythromycinem. Pfi snizené citlivosti na erythromycin, coz se projevi
deformaci jinak pravidelné kruhovité zoény nebo jejim zmenSenim, se test opakuje
s disky erythromycinu a clindamycinu k vylouceni rezistence na antibiotika
makrolidové skupiny. Ta se potvrdi ¢aste¢nou deformaci kruhovité zony mezi obéma
disky.

Pro stanoveni MIC je v laboratofi k dispozici test firmy MIDITECH. Metoda se
provadi v mikrotitra¢nich destickach s ptresné¢ danymi koncentracemi antibiotik. Tento
test se ale pouziva jen ve vyjimecnych piipadech, kdy je izolovany kmen bakterie

rezistentni k pouzité sestave antibiotik v diskovém difuznim testu.
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3.6 Dotaznik

Navstivila jsem 20 lékafit pro déti a dorost, ktefi byli ochotni vyplnit mij
dotaznik. V dotazniku jsem se 1ékaiti ptala na tyto otazky:
1. Cekéate na vysledek kultivace a citlivosti kmene na antibiotika p¥i podezfeni na
streptokokové onemocnéni hornich cest dychacich?
2. Jaké antibiotikum davéate pacientlim prednostné?
3. Pokud se u pacienta vyskytne alergie na penicilin, jaké antibiotikum nasadite?
4. Zvete si pacienty na kontrolu po prodélaném streptokokovém onemocnéni hornich
cest dychacich? Pokud ano, kdy se ma pacient na kontrolu dostavit?

5. Provadite pfi kontrole pacienta kontrolni vytér z krku?
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4. Vysledky

4.1 Vyskyt bakterie Streptococcus pyogenes za rok 2008 a jeji citlivost na beta-

laktamova antibiotika a makrolidy

4.1.1 Vyskyt Streptococcus pyogenes v hornich cestach dychacich a jeho citlivost

Za rok 2008 se v laboratofi Laboma mikrobiologicka laboratof s.r.o vySettilo
celkem 29459 vytérii z krku. V souboru, ktery jsem sledovala, se Streptococcus
pyvogenes vyskytl u 1 289 déti. Z toho bylo 692 chlapcti a 600 divek. Z vysledkt Setfeni,
které jsem provedla, vyplyva, Ze pyogenni streptokok ze 4,4% zplsobil onemocnéni

hornich cest dychacich u déti.

Graf 1: Celkovy vyskyt Streptococcus pyogenes z hornich cest dychacich u déti

1289; 4%

29459; 96%

Zdroj: Vlastni Setfeni

Sezénni vyskyt kmene Streptococcus pyogenes byl na jare 426 ptipadi, v 1été
282, na podzim 259 a v zimé 322 ptipadu.
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Graf 2: Vyskyt Streptococcus pyogenes na jate

bfezen duben kvéten

Zdroj: Vlastni Setfeni

Graf 3: Vyskyt Streptococcus pyogenes v 1&t¢

Cerven cervenec srpen

Zdroj: Vlastni Setfeni
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Graf 4: Vyskyt Streptococcus pyogenes na podzim

zari fijen listopad

Zdroj: Vlastni Setfeni

Graf 5: Vyskyt Streptococcus pyogenes v zimé

prosinec leden unor

Zdroj: Vlastni Setfeni
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Tabulka 1: Vyskyt Streptococcus pyogenes podle véku ditéte

vek 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
Vyskyt | 82 | 98 | 119 | 155 | 145 | 199 | 167 | 158 | 101 | 43 12 10

Cetnost

64 76|92 | 12 | 11,3154 13 [123| 78 | 33 |09 | 08
(v %)

Zdroj: Vlastni Setfeni

Z této tabulky vyplyva, Ze nejvétsi nemocnost podle materidlu zaslaného do
mikrobiologické laboratote ,,Laboma®, byla u déti ve véku sedmi let.

Na zadost l1ékatti byla nékterd kultivaéni vySetifeni provedena bez nasledného
stanoveni citlivosti na antibiotika. Takovych pfipadu se za rok 2008 vyskytlo 14.
Stanoveni citlivosti na antibiotika se tedy provedlo u 1 275 vzorkt. Podle mého Setieni
byly vSechny izolované kmeny bakterie Strepfococcus pyogenes citlivé k penicilinu.
Zjistila jsem také, ze se rezistence k erythromycinu vyskytla u 107 ptipadd, takze
citlivost k erythromycinu byla 91,6%.

Zktizena rezistence mezi erythromycinem a clindamycinem se vyskytla u 57
ptipadut, coz ptedstavuje 4,5%.

Ve vytéru z krku se nachdzely i1 dalSi bakterie jako Staphylococcus aureus,
Moraxella catarrhalis, Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae a
kvasinky. NejcastéjSim producentem beta-laktamazy byly Haemophilus parainfluenzae

a Haemophilus influenzae. Tvorbu beta-laktamazy jsem zjistila u 338 ptipadi.
4.1.2 Vyskyt Streptococcus pyogenes v usich a jeho citlivost

V laboratofi ,,Laboma“ se vySetifilo 483 vytérd z u$i. Z tohoto poctu se
Streptococcus pyogenes prokazal u 13 déti, coz odpovida 2,7%. Jednalo se o osm divek

a pét chlapcl. Pyogenni streptokok se na jaie prokazal v 5, v 1ét€ ve 4 a v zim¢ také ve 4

pripadech. Na podzim nebyl u déti Streptococcus pyogenes prokazan.

-43 -



Graf 6: Vyskyt Streptococcus pyogenes z usi za prvni pololeti

leden unor brezen duben kvéten c¢erven

Zdroj: Vlastni Setfeni

Graf 7: Vyskyt Streptococcus pyogenes z usi za druhé pololeti

cervenec srpen zari fijen listopad prosinec

Zdroj: Vlastni Setfeni

Kmeny izolované ze sliznice usi byly citlivé na penicilin ze 100%. Na
erythromycin byl jeden kmen rezistentni. Citlivost tedy byla 92,3%. Ve dvou vytérech

se nachazel také Haemophilus influenzae, ktery produkoval beta-laktamézu.
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4.2 Vysledky ziskané dotaznikem

Otéazka €. 1
Cekate na vysledek kultivace a citlivosti kmene na antibiotika pii podezfeni na

streptokokové onemocnéni hornich cest dychacich?

Tabulka 2: Odpovédi na otdzku €. 1

uvedené odpovédi pocet odpovedi pocet odpovedi v %
ano 0 0
zalezi na klinickém stavu | 20 100

pacienta, pokud je vazny

necekame

ne 0 0

Zdroj: Vlastni Setfeni

Otazka ¢. 2

Jaké antibiotikum davéte pacientim prednostné?

Tabulka 3: Odpovédi na otazku €. 2

uvedené odpovédi pocet odpovedi pocet odpovedi v %

penicilin, pokud na n¢j | 20 100

pacient nema alergii

zastupce ze skupiny | 0 0

makrolidovych antibiotik

jiné 0 0

Zdroj: Vlastni Setfeni
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Otazka ¢. 3

Pokud se u pacienta vyskytne alergie na penicilin, jaké antibiotikum nasadite?

Tabulka 4: Odpovédi na otdzku €. 3

uvedené odpovédi

pocet odpovédi

pocet odpovedi v %

zastupce ze skupiny | 15 75
makrolidovych antibiotik
zastupce ze skupiny | 5 25
linkosamidil
jiné 0 0
Zdroj: Vlastni Setfeni
Otazka ¢. 4

Zvete si pacienty na kontrolu po prodélaném streptokokovém onemocnéni hornich cest

dychacich?

Tabulka 5: Odpovédi na otdzku €. 4

uvedené odpovédi

pocet odpovedi

pocet odpovedi v %

ano 14 70
podle stavu pacienta 6 30
ne 0 0

pokud ano, kdy se mé pacient na kontrolu dostavit?

14 1ékara odpovédélo: po dobrani antibiotik
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Otazka ¢. 5

Provédite pii kontrole pacienta kontrolni vytér z krku?

Tabulka 6: Odpovédi na otazku €. 5

uvedené odpovédi

pocet odpovedi

pocet odpovedi v %

ano 3 15
u opakovanych infekei ano | 11 55
ne 6 30

Zdroj: Vlastni Setfeni

Z dotazniku jsem zjistila, Ze pokud neni stav pacienta vazny, vSichni lékaii

cekaji na vysledek kultivace a citlivosti. Piesto z dat ziskanych v mikrobiologické

laboratofi ,,Laboma“ tfi 1ékafi zasilaji material ke zpracovani az poté, co nasazena lécba

u pacienta selhala. VSichni dotazani lékafi pfednostné ptfedepisuji na streptokokova

onemocnéni hornich cest dychacich penicilin. Pokud na néj ma pacient alergii, pak

podavaji makrolidy, nebo linkosamidy. VétSina 1ékait si své pacienty zve na kontrolu

po dobrani ptredepsanych antibiotik pro ovéfeni si jejich zdravotniho stavu. Kontrolni

vytéry pak lékafi nejcastéji provadeji u opakovanych infekci.
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5. Diskuze

5.1 Hypotéza 1

Hypotézu 1 se mi nepodafilo potvrdit. Podle mych Setfeni byl sezénni vyskyt
vy$§i na jare. Vysvétleni miZzeme vidét v oslabeni organismu po zim¢ naptiklad virovou
infekci. Virovd agens zplsobujici respiratni onemocnéni mohou pisobit
imunosupresivné. Navic béhem virové nakazy dochdzi k destrukci epitelu hornich cest
dychacich. Na toto poskozeni pak sndze nasedaji bakterie. (31) Navic Sifeni onemocnéni
v tak uzkém kolektivu, jakym je Skolka nebo Skolni tiida, je velmi rychlé. Vyssi zachyt

muze byt na jate ovlivnén i postupné se zlepSujicim pocasim.

5.2 Hypotéza 2

Zjistila jsem, Ze v laboratofi Laboma mikrobiologickd laboratof s.r.o. byla
rezistence k makrolidiim (erythromycinu) 8,4%. Podle udaji ziskanych z piehledu (21),
kdy vroce 2001 byla rezistence k makrolidim u tonzilitid vysoka (18,1%), dochazi
postupné k jejimu poklesu. V roce 2008 to jiz bylo 7,2% (21). Z mé prace také vyplyva,
ze trend rezistence k makrolidim zacind byt sestupny. Jednim z divodi muze byt
medializace tohoto problému. VétSina 1€katti si poté uvédomila disledky empirického
podavani antibiotik a zacala se vice drzet doporucenych postupti v predepisovani
antibiotik.

Ke srovnani citlivosti k makrolidim u kment izolovanych ze sliznice usi jsem
neméla dostatecné velky soubor materialu zaslaného do laboratote. Ze 13 vzorkl byl
pouze jeden kmen Streptococcus pyogenes rezistentni k erythromycinu. V ptehledu (21)
se rezistence snizila z 12,5% na 3,7%.

Podle zjisténych informaci jsem dospéla k nazoru, ze by se i nadale mély
dodrzovat postupy, které vedou k postupnému snizovani rezistence kmentl

k makrolidiim, a jejich citlivost se tak nadéle zvySovala.
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Protoze postupné dochazi k poklesu rezistence kment Streptococcus pyogenes

k makrolidim, domnivam se, Ze jsem hypotézu 2 nepotvrdila.

5.3 Hypotéza 3

Pomoci ziskanych vysledky se mi podafilo potvrdit hypotézu 3. V roce 2008 byl
zachyt kmenl Streptococcus pyogenes u déti v laboratofi Laboma mikrobiologicka
laboratof s.r.o. z nosohltanu 4,4% a z ucha 2,7%. Oproti udajim ziskanych z literatury
se jsou moje data nizsi. Napf. v ¢lanku (34) uvadi doc. MUDr. Maresova, CSc., Ze
tonzilofaryngitidu zptisobuje Streptococcus pyogenes z 20% a otitidu asi z 10-20% nebo
v ptehledech (20,21), ktery napsala MUDr. Tomaskova, byl vyskyt pyogenniho
streptokoka v mikrobiologické laboratofi Lékatské laboratofe s.r.o. 9,7% v hornich
cestach dychacich a asi 17% v uchu. Tento rozdil si vysvétluji tim, Ze mtij soubor nebyl
tak rozsahly a predevsim zahrnoval pouze déti. Dalsi diivod mi poskytli 1ékati. Nékteri
znich totiz zasilaji materidl na kultivaci a naslednou citlivost kmene teprve tehdy,
pokud 1é¢ba nasazena pacientovi empiricky nezabere. Pokud se Streptococcus pyogenes
v hornich cestach dychacich nachazel jesté pred zapocetim 1écby, nebylo mozné ho

v materidlu odebraném az po nasazeni antibiotické terapie prokazat.
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6. Zavér

Mezi nejcastéjsi bakteridlni piivodce onemocnéni hornich cest dychacich patii
Streptococcus pyogenes. Pro spravnou a ucelnou 1é¢bu téchto nakaz je dulezité nejprve
identifikovat jejich ptivodce a urcit citlivost kmene na antibiotika. V tomto ptipad¢ se
jedna o penicilin a erythromycin. Stoupajici rezistence kmenQ Streptococcus pyogenes
na makrolidy ukazala, ze nedodrzovani zdsad raciondlni antibiotické politiky ze strany
1ékait, vede k témto nepfiznivym vysledkiim. Osvéta mezi odbornou vefejnosti, ale 1
mezi pacienty, ktera byla vedena hlavné ze strany narodnich referencnich laboratoii a
velkych klinickych pracovist, vedla k uvédomeéni si nasledkd, které ma empirické
podavani antibiotik. Prosazovani doporucenych postupii pii piedepisovani antibiotik se
projevilo v poklesu rezistence kmene Streptococcus pyogenes k erythromycinu.

Na zacatku prace jsem si stanovila celkem Sest cilii. VSechny se mi podafilo
splnit. Obecné znalosti o bakterii Streptococcus pyogenes shrnuji v souasném stavu a
metody kultivace a identifikace popisuji v metodice. V ni je popsan i postup zjisténi
citlivosti kmene na dand antibiotika. Pomoci dotazniku vyplnéného détskymi 1ékati
jsem si vytvofila uceleny obraz, jak vétSina lékaiti postupuje pii podezieni na
streptokokové onemocnéni hornich cest dychacich. VSechna data o vyskytu kment
bakterie Streptococcus pyogenes a informace ziskané¢ dotaznikem jsem uvedla
v kapitole vysledky.

Prostfednictvim svého Setieni jsem potvrdila hypotézu 3 a vyvratila hypotézy 1 a
2. Sezonni vyskyt kmenti pyogenniho streptokoka byl v laboratoii Laboma
mikrobiologické laboratof s.r.o0. nejvyssi na jare. Vysvétleni miZeme najit v oslabeni
organismu po zimé, kdy se nase t€lo musi brédnit Casté invazi respiracnich virt. Dale
jsem zjistila, ze se rezistence kmenl Streptococcus pyogenes k makrolidim postupné
snizuje. Pokud se budou i nadale dodrzovat doporucené postupy v predepisovani
antibiotik, bude rezistence dale klesat. M¢é Setfeni také ukézalo, Ze zachyt pyogenniho
streptokoka byl niZz8i nez se uvadi v odborné literatute. Jednim z dlivodd je zfejmé ten,
ktery vyplynul z dotazniku zpracované¢ho détskymi terénnimi 1ékafi. Pii podezieni na

streptokokové onemocnéni hornich cest dychacich neprovadi kultivaéni vysetfeni a
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aplikuji antibiotika bez ovéteni ptivodce onemocnéni a jeho citlivosti. Odbér provedou
teprve tehdy, pokud u pacienta potize pretrvavaji a klinicky obraz onemocnéni ziistane
beze zmény. V pifipadé onemocnéni kmenem pyogenniho streptokoka a vhodné
zvoleného antibiotika, se pak tato skupina vytérii nedostane k laboratornimu vySetfeni a
ovlivni vyslednou statistiku zachytu kmene v laboratofi. Dalsi divod spatfuji ve svém

souboru zahrnujici pouze déti do veéku 12 let.
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7. Kli¢ova slova

beta-hemolytické streptokoky - beta-hemolytic streptococci
faryngitida - pharyngitis

laboratorni diagnostika - laboratory diagnostics

makrolidy - makrolids

penicilin - penicilin

PYR-test - PYR-test

Streptococcus pyogenes - Streptococcus pyogenes
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9. Prilohy

9.1 Obrizky

Obr. 2: Mikroskopie bakterie Streptococcus pyogenes

Zdroj: Lékarska fakulta UK v Hradci Kralové

Obr. 3: Beta-hemolytické kolonie Streptococcus pyogenes na krevnim agaru

Zdroj: Lékarska fakulta UK v Hradci Kralové
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Obr. 4: Souprava latexové aglutinace
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Zdroj: DiaMondial (Diagnostic Mondial Laboratories)

9.2 Dotaznik
Zdroj: Vlastni Setieni
Dotaznik

Jmenuji se Jaroslava Sivokova a studuji na JihoCeské univerzité obor Zdravotni
laborant. Tématem mé bakaléiské prace je bakterie Streptococcus pyogenes, proto bych
Vés nyni poprosila o vyplnéni dotazniku, ktery bude soucdsti mé bakalatské prace.

Dotaznik je anonymni!!!

1. Cekate na vysledek kultivace a citlivosti kmene na antibiotika pii podezieni na
streptokokové onemocnéni hornich cest dychacich?

a) ano

b) zélezi na klinickém stavu pacienta, pokud je vazny ne¢ekame

c) ne

2. Jaké antibiotikum davéate pacientlim prednostné?
a) penicilin, pokud na n¢j pacient nema alergii
b) zastupce ze skupiny makrolidovych antibiotik

c) jiné
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3. Pokud se u pacienta vyskytne alergie na penicilin, jaké antibiotikum nasadite?
a) zastupce ze skupiny makrolidovych antibiotik
b) zéastupce ze skupiny linkosamidil

c) jiné

4. Zvete si pacienty na kontrolu po prodélaném streptokokovém onemocnéni hornich
cest dychacich?

a) ano

b) podle stavu pacienta

c) ne

pokud ano, kdy se mé pacient na kontoru dostavit? ...................col,

5. Provadite pfi kontrole pacienta kontrolni vytér z krku?

a) ano

b) u opakovanych infekei ano

c) ne

Dekuji za Vasi ochotu a Cas

9.3 PouZité zkratky

Tabulka 7: Zkratky

nazev zkratka
pyrrolidonylaminopeptidaza PYRaza
deoxyribonukleaza DNaza
antistreptolyzin O ASLO
antideoxyribonukle4dza B ADNB
streptokokové pyrogenni exotoxiny Spe
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bunky predkladajici antigen APC
syndrom podobny toxickému Soku TSLS
penicilin vazajici proteiny PBP
Laboma mikrobiologicka laboratof s.r.o. ,,Laboma“
extrak¢ni reagencie ER

Zdroj: Vlastni Setfeni
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