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Vyskyt Streptococcus agalactiae u téhotnych Zen
Abstrakt

Streptococcus agalactiae je podminénym komenzalnim patogenem u c¢lovéka.
Pfirozenym rezervoarem této bakterie je pochva, gastrointestinalni trakt a nosohltan.
Onemocnéni vyvolava pouze pii oslabeni hostitele, u kterych ale mtze zpusobit i Zivot
ohrozujici infekce. U Zen se Streptococcus agalactiae casto $ifi z traviciho traktu az do
oblasti pochvy a porodnich cest. Pravé v porodnich cestdich miize dojit k pfenosu a tim

1 nakazeni novorozence béhem porodu.

Cilem teoretické casti bylo sezndmeni se s problematikou onemocnéni bakterii
Streptococcus agalactiae a moznostmi jeji laboratorni diagnostiky. V této praci jsou
uvedeny informace o Streptococcus agalactiae, moznosti kultivace a diagnostiky
pouzivané pro jeho prukaz, vedouci ke zjisténi citlivosti na antibiotika. Streptococcus
agalactiae je streptokok patiici mezi bakterie, teoreticka cast je tedy struéné zaméfena
1 na stavbu bakteridlni neboli prokaryotické buniky a obecnym informacim o rodu

Streptococcus.

Hlavnim cilem praktické ¢asti bylo provedeni screeningového kultivaéniho vysetieni
vytér z pochvy téhotnych Zen, v piipadé pozitivity sledovani rezistence na rizna
antibiotika a nasledné zpracovani dat vzorkl s pozitivnhim néalezem z gynekologickych
ambulanci. V laboratofi mi bylo umoznéno zpracovat celkem 80 vzorkd od Zen
v 35. — 37. tydnu t€hotenstvi. Provedla jsem screeningové kultivaéni vysetieni a nasledné
jsem pritomnost Streptococcus agalactiae ve vzorku potvrdila nebo vyvratila pomoci

latexové aglutinace nebo CAMP testu.

Z 80 mnou zpracovanych vzorkl vysla pozitivita na bakterii Streptococcus agalactiae
u 19 t€hotnych Zen, coz je z celkového poctu 80 vzorki 23,75 %. Pro prikaz citlivosti na
antibiotika u pozitivnich vzorki jsem pouzila metodu diskového difuzniho testu.

Vysledky vyzkumu bakalaiské prace mohou slouzit jako informacni zdroj.
Kli¢ova slova

Streptococcus agalactiae; kultivace; diagnostika; antibiotika; antibioticka rezistence;

prokaryoticka burka; bakterie



Occurrence of Streptococcus agalactiae in pregnant women
Abstract

Streptococcus agalactiae is a human opportunistic commensal pathogen. The natural
reservoir of this bacteria is the vagina, gastrointestinal tract, and nasopharynx. It induces
a disease only in the compromised hosts, to whom it can cause a life-threatening infection.
In the female body, Streptococcus agalactiae usually spreads from the gastrointestinal
tract to the vaginal and birth canal area. The birth canal is where transmission

and the resulting infection of a newborn can happen during delivery.

The goal of the theoretical part was to introduce a matter of the disease caused
by Streptococcus agalactiae and the possibilities of its laboratory diagnosis. This thesis
presents information about Streptococcus agalactiae and its cultivation and diagnosis used
for obtaining evidence about its presence, leading to antibiotics sensitivity determination.
Streptococcus agalactiae is a bacteria from the group of streptococcus, hence the bacterial
(prokaryotic) cell composition is described, and general information about the group

of streptococcus is included.

The main goal of the practical part was to carry out the screening and cultivation
examination of the vaginal swab of pregnant women. In case of a positive
result, to observe a different antibiotic resistance followed by processing the positive
findings of laboratory samples. The laboratory allowed me to process 80 samples from
women 35-37 weeks pregnant. | did a screening and cultivation examination and then
I confirmed or denied the presence of Streptococcus agalactiae in the sample using a latex

agglutination or CAMP test.

Out of 80 samples, 19 pregnant women were Streptococcus agalactiae
positive, presenting 23,75 % of the total. | used a disc diffusion test method to prove
an antibiotics sensitivity for positive samples. The results of this bachelor thesis can

be used as a source of information.
Keywords:

Streptococcus agalactiae; cultivation; diagnosis; antibiotics; antibiotic resistence;
prokaryotic cell; bacteria
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1 Uvod

Bakterie ziji vSude kolem nas. Jedna se o jednobunééné, velmi odolné
mikroorganismy, které jsou nejrozsifenéjSimi organismy na svété. Zdaleka ne vSechny
vyvolavaji onemocnéni. S nékterymi Zijeme v Symbidze a jiné nds mohou ohrozit na
zivot€ nebo zpusobit vazné zdravotni komplikace. Jednou z velmi zavaznych komplikaci
je prenos bakterie Streptococcus agalactiae ze zdravé matky na novorozence béhem
porodu. U zdravé Zeny se v pochvé mohou vyskytovat nosi¢ské kmeny této bakterie, ale
nemusi se u ni projevovat zadné klinické ptiznaky. I pfesto je bakterie pfenesena na
novorozence, kterému mulZe zpusobit 1 Zivot ohrozujici infekce. Aby se t€émto situacim
piedeslo, je v soucasné dobé kazda téhotna zena podrobena screeningu, ktery probiha

mezi 35. a 37. tydnem tehotenstvi.

Streptococcus agalactiae, nékdy nazyvany jako GBS, je grampozitivni beta-hemolyticky
streptokok. Je jedinym druhem pattici do sérologické skupiny B dle Lancefieldové.
Jednotlivé bakteridlni buiiky jsou opouzdiené, kulatého nebo ovalného tvaru vyskytujici

se v dlouhych fetizcich.

Nejucinnéjsi 1éEbou téhotné Zeny kolonizované Streptococcus agalactiae je podani
vhodnych antibiotik, které snizuji riziko ptenosu infekce z matky na dité. U infekci
vyvolanych Streptococcus agalactiae je antibiotikem prvni volby penicilin.
Alternativnim antibiotikem mtize byt ampicilin €i jiné antibiotikum s minimalni moznosti
rezistence. Je vsak nutné podat antibiotika vcas. Dilezité tedy je, aby se Zena dostala do
nemocnice jiz pred zac¢atkem porodu ¢i ihned po odtoku plodové vody. Jestlize by zené
kolonizované Streptococcus agalactiae antibiotika podany nebyly, hrozi novorozenci
velké nebezpeci v podob& sepsi, pneumonii nebo meningitid. V dnes$ni dobé piipady
invazivnich novorozeneckych infekci postupné klesaji. Je to dano vlivem vcéasné

antibiotické 1éCby a zvyseného povédomi o této bakterii.



2 Teoreticka ¢ast
2.1  Mikrobiologie

Mikrobiologie je véda, zabyvajici se mikroorganismy, které lze pozorovat pod
mikroskopem- Mezi mikroorganismy jsou tfazeny bakterie, sinice, kvasinky, prvoci,

plisné a bézné i viry a priony (Votava, 2005).
2.1.1 Mikrobidlni agens

NejznaméjSimi mikrobidlnimi agens jsou bakterie. Nemaji pravé jadro a oznacuji se jako
prokaryota (Votava, 2005). Kvasinky a plisné patii mezi eukaryota. Plisn¢ tvoii
vladkna, ktera jsou na hranici viditelnosti okem a kvasinky maji bunky, které jsou asi
desetkrat vétsi, nez u bakterii (Votava, 2005). Viry jsou povazovany za nejmensi
mikroorganismy, které nejsou organizované jako buiky, ale jako ¢astice. Obsahuji pouze
jeden typ nukleové kyseliny (DNA nebo RNA). Rozmnozuji se pouze v zivych bunkach
a nerostou tedy ani na nejbohatSich pidach. Viry nejsou citlivé na antibiotika
(Votava, 2010).



2.2 Bakterie

Bakterie jsou jednobunécéné organismy, které nemaji pravé jadro. Oznacuji se jako
prokaryota. Od eukaryotnich bun€k s pravym jadrem se 1i8i i dalS$imi znaky, napiiklad
organizaci genového obsahu chromozomu jadra bunky, mensimi chromozomy, nemaji

mitochondrie a v cytoplasmatické membran¢ se nevyskytuji steroly (Votava, 2005).
2.2.1 Stavba

Vnitini struktura prokaryotické buiiky je podstatné jednodussi nez u bunky rostlinné
a zivoCisné. Kromé rozpustné cytoplasmy ma cCtyfi hlavni struktury. Jsou jimi
jéadro, ribosomy, cytoplasmatickd membrana a bunéc¢nd sténa. Buiika je tvofena jednim

prostorem, ktery neni rozdélen zadnymi membranami (Obréazek 1) (Bednat, 1996).

Bakterie postradaji membranoveé vazané jadro. Na rozdil od DNA v eukaryotickych
bunkach, ktera se nachazi v jadite, DNA v prokaryotickych buikéach je izolovana
v membranové vazané organele pfipominajici dlouhou civku. Bakterie obsahuji pouze
jeden kruhovy, u nékterych druhi linedrni, chromozom, ktery v sobg skryva vSechny
genetické informace. Genetickd informace vSech bunék sidli v sekvenci dusikatych bazi
v extrémné dlouhych molekuldch DNA. Stejné¢ jako u vSech organismi obsahuje
bakteridlni DNA ctyfi dusikaté baze adenin (A), cytosin (C), guanin (G) a thymin (T)
(Kadner a Rogers, 2020). Krom¢ chromozomu, mutze bakterialni butika obsahovat i mensi
genetické elementy, jakymi jsou napf. plazmidy, které nesou dodatkové informace

(Dobias, 2003).

Cytoplasma zcela vypliuje vnitini prostor prokaryotni buiiky. Lze ji povazovat za vodny
roztok, ktery je ohraniCeny cytoplasmatickou membranou. Jsou v ni umistény
nerozpustné  slozky  nukleoid, ribosomy a granula  zéisobnich  latek
(Bednat, 1996; Votava, 2005). Funkci cytoplasmy je pifedevSim vytvofit prosttedi pro
pohyb molekul a struktur v prostoru, jejich vzajemné vyhledavani a interakce.
Cytoplasma obsahuje pies 50 % vSech bilkovin bunky. Témétf vSechny maji
enzymatickou funkci (Bednaf, 1996). Ribosomy se skladaji zribosomalni RNA
a proteinll a jsou mistem syntézy bilkovin. Nachazi se v cytoplasmé vSech bunck, ve
stromatu chloroplasti a taktéz v matrix mitochondrii. Ribosomy jsou tvofeny dvéma
podjednotkami, 30S a 50S, které se spojuji ve funkcni jednotku 70S (Necas, 2000). Rozdil

mezi ribosomy prokaryotni a eukaryotni bunky je hlavné ve velikosti. Prokaryotni
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ribozom je o néco mensi nez eukaryotni (Votava, 2005). Na ribosomu se nachazi ¢tyfti
specificka mista. Ty jsou velmi dilezitd pro translaci. Na jednom misté se vaze mRNA
a na tfech tRNA (Necas, 2000). Hlavni funkci ribosomu je tedy vytvaret povrch, kde se
mohou setkavat rizné molekuly tak, aby se genetickd informace, ktera je nesena mRNA

mohla pfelozit v primarni strukturu proteinu (Kapralek, 1999).

Cytoplasmaticka membrana je tekutd membrana, ktera ohranicuje cytoplasmu. Je slozena
z dvojité vrstvy fosfolipidii, ve které se nachazi rizné proteiny (Votava, 2005).
Cytoplasmatickd membrana je pro buiiku velmi dalezitd a vykonava fadu dilezitych
funkci. Mezi hlavni funkce patfi izolace vnitiniho vodného prostiedi od vnéj$iho. Dale
realizace transportu Zivin do prokaryotni buiky, respiracni pochody, syntéza nékterych
slozek a sekrece latek z cytoplasmy do vnéjsiho prostredi
(Votava, 2005; Kapralek, 1999). V respira¢nich pochodech cytoplasmatickd membrana
nahrazuje bakteriim mitochondrie (Votava, 2005). Obecné se da Fici, ze cytoplasmaticka
membrana je struktura, kterd urcuje to, jak se buiika chova jako otevieny systém a ktera
hraje podstatnou roli v proudéni energie, latek a informace mezi buiikou a jejim okolim

(Necas, 2000).

Buné¢na sténa je pevna vrstva, ktera chrani cytoplasmatickou membranu bakterii a taktéz
i cely obsah prokaryotni bunky (Votava, 2005). Buné¢na sténa hraje roli vn&jsi bunééné
kostry a dava burice jeji tvar. Sténa poskytuje bakterii jak mechanickou, tak i chemickou
odolnost. Chrani ji tedy nejen proti zabiti, ale také proti zéafeni, vyschnuti nebo
neptiznivym osmotickym podminkam (Kapralek, 1999). Zakladem stavby bunécné stény
je peptidoglykan, neboli murein, poptipadé mukopeptid. Peptidoglykan je slozen z vrstev
fetézcu z polysacharidi, které jsou pospojované kratkymi peptidy (Votava, 2005).

Nad bunécnou st€énou mohou mit nékteré bakterie navic pouzdro, sliz nebo glykogalyx.
Pouzdro a sliz maji u bunky ochranou funkci. Glykogalyx bufice umoziuje specifickou
I nespecifickou adherenci na povrchu a okoli. Nékteré druhy bakterii mohou mit na svém
povrchu, kromé slizu, pouzdra nebo glykogalyxu, navic jest¢ tzv. bilkovinnou
S-vrstvu.  S-vrstva tvoii pravidelnou monomolekuldrni dvourozmérnou miizku

(Kapralek, 1999).

Dale se u vybranych druht bakterii vyskytuji i dalsi struktury. Jsou to bi¢iky a pili (téz
fimbrie). Biciky jsou dlouhé zvInéné vlaknité utvary, které slouzi k pohybu.

Rozeznavame na ném tfi ¢asti — vldkno, kolénko a bazalni télisko. Vldkno je slozeno
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z opakujicich se podjednotek bilkoviny, kterd se nazyva flagelin. Bazélni télisko se sklada
z n¢kolika prstencti, které upeviiuji bic¢ik v cytoplasmatické membrané a bakteridlni
sténé. Kolénko je tuhé, nachazi se na povrchu bakterie a méni smér biciku vystupujiciho
Z bunécné stény o 90°. Pili, neboli fimbrie, jsou tenké Stétinovité vybézky. Vyskytuji se
vétSinou na povrchu gramnegativnich bakterii. Usnadiuji pfichyceni bakterii na povrch
epitelu v dychacim, stfevnim a urogenitalnim Gstroji a viditelné jsou pouze elektronovym

mikroskopem (Votava, 2005).

pouzdro
bunécna sténa
cytoplazmaticka

membrana
cytoplazma

ribozomy
plazmid

pili

bicik
nukleoid
(kruhova DNA)

Obrazek 1 — Stavba prokaryotni bunky (Villarreal, 2008).
2.2.2 Velikost, tvary a uspoiadani

Burika bakterii je fddové mensi nez buiika eukaryotnich organisml. Miizeme ji srovnat
s velikosti mitochondrie (Kapralek, 1999). Velikost bakterii se udava v mikrometrech.
Nejmensi bakterie jsou stézi viditelné v mikroskopu, a naopak nejvétsi bakterie, coz jsou
nepatogenni spirochety, méti az 60 pm. VéEtsina bakterii, které jsou patogenni pro ¢lovéka

m¢éfi jen kolem 1 az 3 um (Votava, 2005).

12



U bakterii se rozliSuji dva zadkladni tvary. Jsou bud’ kulovité (koky) nebo protahlé
(ty¢inky). Kratké tyCinky se nazyvaji kokobacily nebo kokobakterie. Protahlé ty¢inky se
oznacuji jako vlakna, prohnuté jako vibria a spiralovit¢ zahnuté jsou spirochety. Koky ani
ty¢inky nemusi mit pravidelny tvar. Koky mohou byt $pic¢até nebo zplostélé, tyCinky
mohou mit vietenovity nebo kyjovity tvar a nékteré se mohou dokonce 1 vétvit
(Votava, 2005). Koky mohou zistavat jako samostatné buniky nebo se po skonceni
bunééného déleni pasivné pospojuji extracelularnim tmelem Vv tzv. fetizky
(Kapralek, 1999). Retizky mohou byt pfiblizné ze 3 az 20 kokii. Koky spojené do dvojic
se nazyvaji diplokoky, které jsou typické pro bakterie Neisseria gonorrhoeae nebo
Neisseria meningitidis. Streptokoky jsou fetizky ze 4 a vice koku. Dale se koky mohou
vyskytovat uspotadané do Ctveric nebo tetrdd. Tyto koky maji schopnost déleni se
ve dvou rovinach. Stafylokoky jsou uspotadany jako shluky nebo hroznic¢ky. DEli se
ve zcela nepravidelnych prostorovych vztazich. Tycinky jsou vétSinou uspotradany
jednotlive, pfipadné ve dvojicich (diplobacily) nebo tvoii kratké tetizky (streptobacily).
Nekteré tyCinky se vyskytuji vV podobé klad. Tomuto usporadani se tika palisadovité
a vznika diky schopnosti podélného déleni (Votava, 2005). Rizné tvary a typy bakterii
jsou vyobrazeny na obrazku (Obrazek 2).

ty€inka se sporou

ty€inka

shiuk tyéek

vlakno tyCinka se

stopkou

&
*Q¥*'
€3

&) streptokok
palisady tycek &
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o B

prostéka spirillum

v

Obrazek 2 — Tvary a typy bakterii (Rihova Ambrozova, 2006).

spirochéta
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2.3 Rod Streptococcus
2.3.1 Morfologie

Rod Streptococcus je z taxonomického hlediska fazen do fadu Lactobacillales a ¢eledi
Streptococcaceae. V soucasné dobé je do tohoto rodu zahrnuto pies 100 druht
streptokokovych bakterii (Jorgensen et al., 2015). Bakterie rodu Streptococcus jsou
fazeny mezi fakultativné anaerobni grampozitivni katalasa negativni koky s bunkami
okrouhlého az ovoidniho tvaru, které nejsou pohyblivé a netvofi spory
(Klaban, 2001; Votava, 2003). Jejich nazev je tvofen ze dvou slov feckého
puvodu — streptos (fetizek) a kokkos (jadro). Po pielozeni jejich nazvu je jiz jasné, Ze jsou
to bakterie, které¢ se seskupuji do fetizki rizné délky (Klaban, 2001). U streptokoki
rozliSujeme druhy, které jsou obligatné patogenni a ty, které jsou soucasti normalni

mikroflory sliznic lidi i zvitat (Votava, 2003).
2.3.2 Rozdéleni
2.3.2.1 Klasifikace podle zmén na krevnim agaru

Streptokoky se rozdé&luji podle hemolyzy na alfa-hemolytické, beta-hemolytické
a gama-hemolytické (Klaban, 2001). Hemolyza vznika narusenim ¢ervenych krvinek
pusobenim hemolyzint pod narostlou bakteridlni kolonii nebo Vjejim okoli

(Amlerova a Fajfrlik, 2018).
Alfa hemolyza

Alfa hemolyza se projevuje jako zelené zabarveni kolem kolonii alfa-hemolytickych
neboli viridujicich streptokokt, z lat. viridis = zeleny (Klaban, 2001). Podstatou
zabarveni je zména krevniho barviva na zeleny verdoglobin. Alfa-hemolyza se vyskytuje
pievazné u Streptococcus pneumonie a u skupiny streptokoki viridujicich v duting astni
(Votava, 2003).

Beta hemolyza

Projevem beta-hemolyzy je odbarveni erytrocytti. Je rozdélovana na uplnou nebo
netplnou. Uplna hemolyza nastava, pokud dojde ke kompletnimu odbarveni erytrocyti.
Pida je v okoli hemolytické kolonie projasnéna. Zptisobuje ji Streptococcus pyogenes

a beta-hemolytické streptokoky skupin C, G a F. Neuplna hemolyza nastava, pokud je
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rozpad erytrocytii pouze castecny. K projasnéni nedochdzi a piida zlstava zakalena.

Typicka je pro Streptococcus agalactiae (Votava, 2003).
Gama hemolyza

U gama hemolyzy streptokokové kolonie Zadnou hemolyzu neprokazuji a vzhled

krevniho agaru se v podstaté neméni (Klaban, 2001).
2.3.2.2 Klasifikace podle Lancefieldové

Rebecca Lancefield byla na pocatku tficatych let prukopnici v klasifikaci streptokoki.
(Sitkiewicz a Hryniewicz, 2010). Tato zena prokazala, ze vétSina patogennich
streptokoktt ma specifické sacharidové antigeny, které umoziu;ji klasifikaci streptokokt
do skupin. Tyto streptokokové skupinové antigeny mohou byt extrahovany z bunck
a jejich ptritomnost se mize projevovat latexovymi Casticemi, které diive byly potazeny
skupinové specifickymi protilatkami. Tyto latexové castice mohou aglutinovat
v pritomnosti homologniho antigenu. Jestlize je homologni antigen nepfitomny, ziistanou
v hladké suspenzi (OXOID CZ s.r.0., 2022). Skupinové¢ specificky polysacharid C je
dilezitym kritériem pro déleni streptokokt. Tento polysacharid chybi pneumokokiim
a dal$im viridujicim streptokoktim. Lékatsky vyznamné streptokoky obsahuji antigeny
A, B, C, D, F a G (Votava, 2003). Kmeny patiici do téchto séroskupin jsou prevazné
beta-hemolytické, ale vyskytuji se v nich i streptokoky alfa-hemolytické nebo
nehemolytické. Piikladem je Enterococcus a Streptococcus bovis, ktefi beta-hemolyticti
nejsou, ale patii do skupiny D. Streptokokové skupiny A, C a G jsou ¢asto spojovany
s klinickym onemocnénim. Naproti tomu streptokoky skupiny B, D a F jsou komenzalni,
osidluji oralni, genitalni nebo stfevni sliznici a patogenitu vykazuji pouze, jestlize se

nachazeji mimo jejich ptirozené prostiedi (Bio-Rad, 2017).
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2.4 Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae je jedingym druhem patiici do skupiny B dle Lancefieldové
podle sténového polysacharidového antigenu (Bednatr et al., 1994; Votava, 2003).
Jednotlivé bakterialni bunky jsou opouzdiené, kulatého nebo ovalného tvaru. Velikost
bunék se pohybuje v rozmezi 0,6-1,2 um a vyskytuji se velmi ¢asto v dlouhych fetizcich.
Kolonie Streptococcus agalactiae rostou pomérné dobie v mléce, ve kterém velmi ¢asto

tvoii az 0,5 % kyseliny mlé¢né (Klaban, 2001).
Taxonomie Streptococcus agalactiae:
doména: Bacteria

kmen: Firmicutes

tiida: Bacilli

rad: Lactobacilles

celed’: Streptococcaceae

rod: Streptococcus

(Sedlagek, 2007).

2.4.1 Historie

Streptococcus agalactiae byl poprvé izolovan z hovéziho dobytka na konci 19. stoleti.
Byl oznacovan jako ptivodce bovinni mastitidy vyvolavajici zanét mlécné zlazy. Jiz
v minulosti byl znam pod nazvem Streptococcus mastitidis (Jorgensen et al., 2015). Roku
1935 byl poprvé popsan vyskyt Streptococcus agalactiae u ¢lovéka jako puvodce
puerperalni sepse. Za nejCastéjsi pfic¢inu zivota ohrozujici infekce novorozenci je

povazovan az od 70. let 20. stoleti (Roztocil, 2017).
2.4.2 Antigenni struktura

Streptococcus agalactiae obsahuje nejen skupinové specificky sténovy antigen B, ale
také typové specificky polysacharidovy antigen (CPS), ktery je nazyvan jako pouzderny

neboli kapsularni (Dutra et al., 2014). Hlavni funkci kapsularniho polysacharidu je
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zapouzdieni Streptococcus agalactiae, uréuje sérotyp a je primarnim faktorem virulence
(Furfaro et al., 2018).

Podle typové specifickych polysacharidovych antigenti znacenych la, Ib, II, I, 1V, V,
VI, VII, VIII, IX a proteinovych antigeni R, X je mozné rozlisit dohromady
10 sérologickych typi. Jejich rozpoznani je velmi dulezité pro epidemiologii
(Bednat, 1996). Epidemiologické urceni sérotypti se muze odliSovat v rdmci urcité

populace nebo geografické oblasti (Dutra et al., 2014).

Sérotyp 111 je klinicky vyznamny. U novorozencti zpisobuje sepse nebo meningitidy.
Dalsim dtlezitym sérotypem u Clovéka je sérotyp V, nebot’ je vice nez polovina kment

rezistentnich k erytromycinu (Votava, 2003).
2.4.3 Virulence

Streptococcus agalactiae ma mnoho faktorti virulence, mezi které se fadi povrchové

proteiny, toxiny a hydrolytické enzymy (Eskandarian et al., 2015).

Povrchové proteiny funguji vétsinou jako adhesiny. Patii mezi n¢ C5a peptidaza (ScpB),
protein, ktery vaze laminin (Lmb), o a B-podjednotky C proteinu (Bca a Bac) a Rib
proteinu. Adhesiny napomahaji bakteriim se vstupem do hostitelské buiikky a podporuji

jeji nitrobunééné prezivani (Eskandarian et al., 2015).

Streptococcus agalactiae vylucuje toxiny zvané beta-hemolysin/cytolysin (cylE),
hyaluronidaza (hylE) a faktor CAMP (cfb). Tyto toxiny usnadniuji vstup Streptococcus
agalactiae do hostitelskych bunék a podporuji jeho intracelularni preziti
(Eskandarian et al., 2015).

Velmi vyznamnym faktorem virulence je polysacharidové pouzdro. Pouzdro u sérotypu
I11 obsahuje kyselinu N-acetylneuraminovou. Tato kyselina brzdi fagocytozu a aktivaci

komplementu alternativni drahou (Votava, 2003).
2.4.4 Patogenita

Streptococcus agalactiae je podminénym komenzalnim patogenem u ¢loveka. Je soucasti
normalni fléry pochvy a gastrointestinalniho traktu, ktery je pfirozenym rezervoarem této
bakterie. U citlivych jedinci muaze zpisobit zivot ohrozujici infekce

(Yousefi Mashouf et al., 2014).
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U kojenct je Streptococcus agalactiae nejéastéjsi ptic¢inou osteomyelitid, u starSich déti
a dospélych osob je pfedev§im plivodcem zavaznych onemocnéni, jako je naptiklad
cystitida a pyelonefritida. Mezi dalsi infekce vyvolané touto bakterii patii
pneumonie, endokarditidy, infekce ran, hnisavé arthritidy, osteomyelitidy a zfidka
meningitidy. Streptococcus agalactiae vzacné zpisobuje i faryngitidy, ale jeho podil na

této nemoci neni tak vyznamny jako u Streptococcus pyogenes (Votava, 2003).

Nejvetsi riziko infekce je u téhotnych zen. Asi 10-30 % téhotnych Zen ma v pochvé nebo
v konec¢niku pozitivni nalez kolonii Streptococcus agalactiae a ptiblizné 50-70 %
novorozencu je touto bakterii nakazeno ptes porodni cesty béhem porodu. Kolonizace
touto bakterii, vyskytujici se na konci t€hotenské faze, je proto rizikovym faktorem pro
neonatalni infekci. Novorozenecké onemocnéni bakterii Streptococcus agalactiae je
Castéj$i nez jind znama onemocnéni, jako jsou zardénky c¢i rozstép patete. Vlivem
kolonizace miZe dojit u tehotné Zeny k uretritidé (infekce uretrdlniho traktu),
chorioamnionitidé (zanét plodovych oballl), endometritidé (zanét sliznice délozni) nebo
k bakteriémii (poporodni horecka). Nasledkem mize byt pfedcasny porod, nizka porodni
hmotnost  novorozence  nebo v  nejhorSich  pfipadech  jeho  Gmrti

(Yousefi Mashouf et al., 2014).

Novorozenecka infekce se podle nastupu klinickych projevit objevuje ve dvou

formach: ¢asna a pozdni (Jorgensen et al., 2015).
2.4.4.1 Casnd infekce

Casna forma infekce vznika b&hem porodu. Pfi pfedéasném odtoku plodové vody nebo
az pii prichodu plodu porodnim kanalem. Infekce se projevi béhem par hodin, maximalné
6 dni po narozeni (Votava, 2003). Hlavnim rizikovym faktorem je kolonizace
urogenitalniho nebo gastrointestindlniho traktu matky. V tomto piipadé¢ se jedna
0 vertikdlni  pfenos  infekéni  bakterie = (Jorgensen et al, 2015).
K nakaze dojde obvykle vdechnutim infikované plodové vody nebo béhem porodu pti

prichodu kolonizovanymi porodnimi cestami (Musiorska et al., 2016).

Casna forma ma t&z§i pribéh nez forma pozdni. Nejéast&ji infekce nastava v pribéhu
24 hodin zivota novorozence po porodu. Prvnimi piiznaky infekce jsou zména barvy kuze
novorozence na modrou, zvraceni a poruchy dychani, Sou¢asné u novorozence vznika

sepse s kifeCemi, tachykardie a leukopenie (Roztoc¢il, 2017). Tyto piiznaky jsou
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nasledkem bakteriémie, pneumonie, meningitidy nebo septického Soku. Nezrali

novorozenci jsou mnohem vice ohroZeni na Zzivoté. Umrtnost je kolem 5 %

(Votava, 2003).
2.4.4.2 Pozdniinfekce

Pozdni infekce se objevuji vétSinou az koncem prvniho mésice zivota ditéte. Dité se ve
vice nez Vpoloviné piipadi nakazi az po porodu (Votava, 2003). Infekce je
nozokomialniho charakteru. Vznika horizontalnim pfenosem z matky prostfednictvim
infikovan¢ho matefského mléka, od oSettujiciho personalu nebo od jiného novorozence
(Julék, 2006; Roztocil, 2017). Pozdni infekce se projevuje jako hnisava meningitida
s tonicko-klonickymi kiecemi, ktera je doprovazena artritidou nebo osteomyelitidou.
Nésledné muze dochazet az k trvalému poSkozeni centrdlni nervové soustavy

(Roztogil, 2017).

Pozdni infekce je vyvolana obvykle serotypem Ill. Umrtnost je vice nez 10 %

(Votava, 2003).
245 Lécéba

Lékem prvni volby, u infekei vyvolanych Streptococcus agalactiae, je antibiotikum

penicilin G. Alternativnim antibiotikem je ampicilin (El Beitune et al., 2005).

Zeny, u kterych byl zachycen nalez Streptococcus agalactiae se jiz b&hem téhotenstvi
neléci. Lécba pred porodem nesnizuje riziko onemocnéni novorozence. Az U 70 % Zen
se i pres 1éEbu muzou kolonie Streptococcus agalactiae znovu vytvorit. Novorozenec
mize byt nakazen. Proto je velmi dilezité intraven6zni podani antibiotik véas — ihned po
odtoku plodové vody nebo po nastupu délozni ¢innosti (prvni davka nejpozdéji 4 hodiny
pted porodem). Timto je mozné vyrazné snizit riziko pienosu z matky na dité

(Davidkova, 2012).
2.4.6 Prevence

K zabranéni casnému nastupu onemocnéni bakterii Streptococcus agalactiae
u novorozencti, byly vroce 1996 uvedeny podle CDC (Centers for Disease Control
and Prevention) dvé strategie vedouci k identifikaci matek kolonizovanych timto
streptokokem. Prvni strategie se tykala identifikace dilezitych rizikovych faktord matky

(rizikové piedchazejici t€hotenstvi — potrat, piedCasny porod). Druha spocivala
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v provedeni screeningového kultiva¢niho vaginalniho vysetieni ziskaného od téhotnych

zen. Vytér se provadi v obdobi mezi 35. a 37. tydnem téhotenstvi (EI Beitune et al., 2005).

Roku 2002 dalo CDC piednost druhé strategii. Kultivaci se zabranilo vzniku 86 %
piipadi ¢asného onemocnéni novorozencu. ldentifikaci rizikovych faktora bylo

zabranéno pouze 68,8 % ptipadim (El Beitune et al., 2005).

Zachyt Streptococcus agalactiae zavisi nejen na dobé odbéru, ale také na misté stéru.
Spravny stér se provadi z dolni ¢asti pochvy a néasledné z rekta, kdy je nutné provést stér
za andlni sfinkter. Tento zplsob je zna¢né vyznamnégj$i neZ stér z délozniho Eipku

(Jorgensen et al., 2015).

Vysledek standartniho kultivaéniho vySetieni je znam do 48 hodin a jeho platnost je az
5 tydnti po odbéru. Tomuto zptsobu vysetieni se dava piednost pred uzitim tzv. rychlych
diagnostickych testli S vys$sim rizikem faleSn€ negativnich vysledkt. Rychlé diagnostické
testy se pouzivaji Vv pfipadé, kdy potifebujeme znat vysledek co nejdiive. Jestlize je
vysledek kultivace screeningu Streptococcus agalactiae z pochvy pozitivni, 1ékaf je
povinen zaznamenat vysledek do t€hotenského pritkazu a rovnéz o vysledku informovat
pacientku. Dale je 1ékaf povinen poucit pacientku o nutnosti ptichodu k piijeti na porodni
sal jiz pfed zacatkem porodu ¢i odtoku plodové vody, aby se vcas mohla provést

intrapartalni antibiotické profylaxe v plném rozsahu (Méchurova et al., 2013).

Intrapartalni antibiotickd profylaxe je dal§i metodou prevence Zen kolonizovanych
Streptococcus agalactiae. Jedna se o l1écbu pacientky pomoci antibiotik. Antibiotikem
prvni volby, u infekci vyvolanych Streptococcus agalactiae, je penicilin G. Alternativnim
antibiotikem je ampicilin. Penicilin je vhodny zejména diky nizké cené a také malé
pravdépodobnosti vzniku rezistence (El Beitune et al., 2005). V pocateéni davce se
aplikuje 5 miliond U intraven6zné, poté 2,5 miliond IU kazdé 4 hodiny do porodu.
Jestlize zena neporodi do 8 hodin od prvni davky, je doporuc¢eno prodlouzeni podani
penicilinu G 2,5 miliont IU kazdych 6 hodin do porodu. Pii zjisténi alergie na penicilin
Ize u pacientek s nizkym rizikem anafylaxe ¢i nevérohodnou alergickou anamnézou podat
cefalosporiny 1. generace (cefazolin, cefalotin). U pacientek, kterym hrozi vysoké riziko
anafylaxe lze intravenézné podat klindamycin nebo erytromycin. Vankomycin je
,rezervni antibiotikum”, které je vyhrazeno pro pacientky s vysokym rizikem anafylaxe
a prokazanou rezistenci k jinym antibiotikim. Streptococcus agalactiae si v Ceské

republice zachovavaji citlivost pfedevsim k zakladnimu penicilinu. Penicilinu by se mélo
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1 nadale v profylaxi dévat pfednost pfed ampicilinem. Ampicilin je povaZovan za
alternativu  penicilinu v ureni  profylaxe  Streptococcus  agalactiae
(Mé&churova et al., 2013).

Vakcinace je moznost prevence, ktera je prozatim ve fazi zkoumani (Kwatra et al., 2014).
Vakcinace téhotnych Zen by mohla zabranit ¢asnym streptokokovym sepsim
u novorozencu, a dale by mohla omezit kolonizaci matek zvysenim transplacentarniho
pienosu protilatek proti Strepococcus agalactiae na plod (Madzivhandila et al., 2011).
Pro ockovani je velmi dulezita charakterizace rozlozeni sérotypt Streptococcus
agalactiae v riznych svétovych regionech. Konjugované vakciny s GBS kapsularnim
proteinem jsou totiz sérotypove specifické (Kwatra et al., 2014). Ve vyvoji je vakcinace
proti sérotypum la, 1b, 11, 111 a V (tyto kmeny jsou nejcastéjsi pfi¢inou streptokokovych
infekei u déti i dospélych) (Eskandarian et al., 2015).
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2.5 Biologicky materidl odebirany pro izolaci Streptococcus agalactiae

Vsechny téhotné zeny by mély podstoupit screening na ptitomnost streptokokové infekce
mezi 35. az 37. tydnem tchotenstvi. Vyjimku maji pouze Zeny se Streptococcus
agalactiae pozitivni kultivaci moce kdykoli v priabéhu t€hotenstvi. Kultiva¢ni material se
odebird pomoci vytérového tamponu z postrannich stén dolni tietiny pochvy. Vzorky jsou
umistény do transportniho média, tzv. Amiesovo médium (Méchurova et al., 2013).
V tomto médiu je zivotnost Streptococcus agalactiae, pii skladovani v pokojové teploté

nebo v lednici do 4 °C, zachovana az 48 hodin (Jorgensen et al., 2015).
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2.6 Kultivace

vvvvvv

Je povazovana za zlaty standard pro pritkaz Streptococcus agalactiae z vaginalniho stéru
(Halova, 2015). Cilem kultivace je ziskani Cisté bakteridlni kultury. Kazda bakterie
potiebuje razné podminky pro jeji kultivaci. Dulezitymi podminkami pro uspésnou
kultivaci je dostatek Zivin, optimalni pH a vlhkost pudy, idealni teplota nebo délka
kultivace (Halova, 2015).

Streptococcus agalactiae je kultivaéné naro¢ny. Vyzaduje pudy, které jsou obohacené
krvi nebo sérem. NejbéZznéjsim a zaroven nejvhodnéjsim kultivaénim médiem je krevni
agar. Optimalni teplota pro narist kolonii je 36 + 1 °C po dobu 24 hodin
(Jorgensen et al., 2015).

2.6.1 Puady pouZivané ke kultivaci Streptococcus agalactiae
Krevni agar

Na krevnim agaru bakterie roste v lesklych Sedobilych koloniich, které jsou mazlavé
a obklopené uzkou zoénou neuplné beta-hemolyzy, ktera neni oste ohrani¢end. Kolonie
jsou mnohem VEtsi nez napiiklad u Streptococcus pyogenes
(Jorgensen et al., 2015; Votava, 2003).

Granada agar

Granada agar je selektivni médium pro screening a piimou identifikaci streptokokt
skupiny B (BioMérieux CZ s.r.o, 2022). Streptococcus agalactiae na tomto médiu
vyrasta v oranzové pigmentovanych koloniich (El Aila etal., 2010). Je pouzivan pro typy
vzorkl, jako je napiiklad vaginalni stér u tchotnych zen, gastricka tekutina
novorozenct, nebo mo¢ (BioMérieux CZ s.r.o, 2022). Sérum se kultivuje 18-24 hodin za
anaerobnich podminek pfi teploté 35 + 2 °C (El Aila et al., 2010). V ptipadé vysoké

kolonizace je bakterialni kultura viditelna jiz po 4-6 hodinach (Votava et al., 2001).
ChromlD Strepto B agar

Pti kultivaci se Casto izoluje vice druhti bakterii, pouzivaji se selektivni chromogenni
pudy. Tyto ptdy zabraiuji ristu jinym mikroorganismiim a dokazeme diky nim odlisit

narostlé bakterie podle specifické barvy (El Aila et al., 2010).
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ChromID Strepto B agar je selektivni chromogenni médium pro screening streptokokt
skupiny B. Detekuje hemolytické a nehemolytické GBS. Je pouzivan pro typy
vzorkli, jako je napiiklad vaginalni stér u tchotnych zen, gastricka tekutina

novorozencl, nebo moc. Inkubace je 18 az 24 hodin (BioMérieux CZ s.r.o, 2022).

ChromID Strepto B agar ma oproti Granada agaru vyhodu kultivace pii aerobnich
podminkach. Streptococcus agalactiae na ném vyrGsta v cervenych koloniich
(El Ailaetal., 2010).

2.6.2 Selektivni bujony pouzivané k pomnoZeni S. agalactiae

K pomnozeni Streptococcus agalactiae se pouzivaji selektivni bujony. Selektivni bujony
zvySuji zachyt Streptococcus agalactiae a zaroven zabrafuji pferistani ostatnim
bakteriim. Casto se pouziva Todd-Hewittiv bujon, ktery je obohaceny kyselinou
nalidixovou (15 pg/ml) a colistinem (10 pg/ml) nebo kyselinou nalidixovou (15 pg/ml)
a gentamicinem (8 pg/ml). Déle se vyrabi pomnozovaci média, kterd jsou komeréné
dostupnd, napi. Trans-Vaglv bujon s 5 % defibrinované ov¢i krve nebo Lim bujon

(Jorgensen et al., 2015).
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2.7 Diagnostika
2.7.1 Mikroskopie

Pii vySetfeni pomoci mikroskopu lze v nativnim preparatu obarveném dle Grama
pozorovat modrofialové koky v fetizcich. V praxi se vétSinou vySetieni pomoci
mikroskopu neprovadi. Pouziva se hlavné v pfipadé pochybnosti a nutnosti odlisit

Streptococcus agalactiae od jinych bakterii (Jakes, 2009).

Pifi podezieni na pritomnost Streptococcus agalactiae se preparat zhotovuje
z kultury, ktera narostla na agarové pudé¢, z kultury tekuté nebo z klinickych vzorkt
(Halova, 2015).

Barveni dle Grama

Gramovo barveni umoziuje délit bézné bakterie na dvé skupiny — grampozitivni, barvici
se modie a gramnegativni, barvici se Cervené. Grampozitivni bakterie maji ve sténé
tlustou vrstvu peptidoglykanu, ktera zabrani vymyti modrého barevného komplexu
krystalviolet’ + jod z bunky acetonem. Gramnegativni bakterie maji tenkou vrstvu
peptidoglykanu, acetonem se odbarvi. Nasledn¢ se dobarvi zifedénym
karbolfuchsinem, aby byly vidét pod mikroskopem cervené. Objevitel Hans Christian
Gram chtél vyvinout barveni, které v infekénim vzorku barevné odlisi vSechny ptitomné
bakterie od napadené tkdn€. To se mu nezdafilo (gramnegativni bakterie jsou stejné
cervené, jako bunky tkan¢). Jini badatelé vSak jeho barveni zacali pouzivat ke tfidéni
bakterii na grampozitivni a gramnegativni. Kbarveni se vyuzivd nékolik

reagencii — krystalova violet, Lugoluv roztok, aceton a karbolfuchsin (Votava, 2010).
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2.7.2 CAMP test

CAMP test je jednoduchy diagnosticky test na prikaz hemolytického synergismu
beta-hemolyzinu Staphylococcus aureus a CAMP-faktoru Streptococcus agalactiae.
Pouziti testu je vyuzitelné u ftady vySetfeni infekéniho biologického materialu

(UNILAB s.r.0., 2013).

Na krevni agar nebo Columbia agar s berani krvi je naockovany zkoumany kmen
beta-hemolytického streptokoka a v pravém thlu nasledné znamy kmen Stafylococcus
aureus, ktery produkuje beta-hemolyzin. V misté piiblizeni dochazi, Vv ptipadé
piitomnosti  Streptococcus agalactiae, K zesileni hemolyzy motylovitého tvaru
(UNILAB s.r.0., 2013).

Jestlize je intenzita hemolyzy ucinkem Stafylococcus aureus zesilena, znamena to, ze
CAMP-test je pozitivni. Ktomuto dochazi diky tomu, ze tzv. CAMP-faktor
Streptococcus agalactiae se vaze na membranu Cervenych krvinek, ktera je narusena
stafylokokovou sfingomielinasou C, coz vede k rozpadu cervenych krvinek. Pozitivitu
v CAMP-testu si zachovava i malé procento kmena, u kterych k hemolyze nedochézi.
Vétsina kmentl tvoti za anaerobnich podminek a za ptitomnosti Skrobu oranzovy pigment.
Mnoho kment roste, jestlize se v jejich pfitomnosti vyskytuje Zlu¢, vSechny hydrolyzuji
hippurét sodny a vétsina je odolna proti bacitracinu. Na rozdil od enterokokt, PYR test

a eskulin jsou negativni. (\Votava, 2003).

U beta-hemolytickych streptokokti ostatnich skupin (A, C, D, F a G), které neprodukuji
lyticky CAMP-faktor, nedochazi k zesileni hemolyzy motylovitého tvaru. Znamena
to, ze CAMP-test je negativni (UNILAB s.r.o0., 2013).

2.7.3 Latexova aglutinace

Latexova aglutinace je metoda pouzivana k identifikaci streptokoki skupin A, B, C, D, F
a G (El Beitune et al, 2005). Je to nejCastéji pouzivana metoda
sérotypizace Streptococcus agalactiae, ktera je zalozena na polyklonalnich protilatkach
specifickych pro 10 uznanych kapsularnich polysacharidd, tj. sérotypt la, Ib a IT az IX
(Yaoetal., 2013). Je to velmi spolehlivy test s téméi 100 % citlivosti i specifi¢nosti, jehoz
inkubace je pouze 10 minut (El Beitune et al., 2005).
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Streptococcus agalactiae obsahuje skupinové specificky polysacharid C. Diky tomuto

antigenu se fadi do antigenni skupiny B podle Lancefieldové (Votava, 2003).

Identifikace Streptococcus agalactiae latexovou aglutinaci probihd za reakce
extrahovaného antigenu z bunécné stény se specifickymi protilaitkami navazanymi na
latexové Castice. Pfitomnost antigenu se projevi tvorbou viditelnych shlukii. Vyhodou
této metody je jednoduché a rychlé provedeni pomoci komeréné dostupnych souprav

(Jorgensen et al., 2015).
2.7.4 Hmotnostni spektrometrie

Fenotypova mikrobidlni identifikace miize byt limitujici a casto ¢asové velmi naro¢na.
Hmotnostni spektrometric MALDI-TOF je proto Vv laboratofi klinické mikrobiologie
brana jako rychld metoda, pouzivajici se pro identifikaci Siroké Skaly kolonii bakterii.
MALDI je zkratka pro matrici, kterda napomaha pii desorpci a ionizaci vysoce bohatych

bakterialnich proteint prostiednictvim energie z laseru (Jorgensen et al., 2015).

Mikroorganismy identifikované pomoci hmotnostni spektrometrie se izoluji rozetfenim
mikrobialni kultury na agarovou desticku. Pouzit Ize selektivni médium, které zajisti
izolaci vybranych mikroorganismil. Vzorek pfipraveny na testovani (individualni kolonie
z kultivacni desticky nebo bunécny extrakt) je pfenesen na vybranou pozici na nosici

MALDI (IVD Maldi biotyper, 2011).

Nosi¢ MALDI je vysusen vzduchem a piidan na matrici. Jako matrice se pouziva kyselina
kyanoskoficova. Proteiny z mikroorganismi jsou extrahovany standartnim roztokem
V matriénim roztoku. Mezi extrahovatelné proteiny patii zejména ribozomalni
proteiny, které mikroorganismy obsahuji ve vysokych koncentracich. Poté, co matrice
zkrystalizuje a je kompletn€ vysusena, je nosi¢ MALDI ptipraven k analyze ptislusnym

ptistrojem, napiiklad MBT Compass IVD (IVD Maldi biotyper, 2011).

Vzorky jsou analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI (,,matrix assisted
laser desorption/ionization — matrici podporovana laserova desorpce/ionizace)
TOF (,,time of flight“ — doba letu). Laser v hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF
ozafuje bod v suché matrici zaostienym intenzivnim zableskem UV zafeni, coz zpusobi
rychlé odpafeni matrice a proteini. To vede K uvolnéni neporusenych kladné nabitych

proteint a peptidd, tzv. ,,mékka‘ ionizacni metoda (I\VD Maldi biotyper, 2011).
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Tyto ionty se na kratké vzdalenosti elektrostaticky urychluji a do pruletové trubice
piichazeji rychlosti zavisejici na hmotnosti. Proteiny a peptidy se hmotnostné
odlisuji, a proto ionty ptichazeji do detektoru v riznych momentech, tudiz maji riznou
dobu letu. Hmotnostni spektrometr méfi ¢as mezi pulznim urychlenim a pfislusnym
signdlem detektoru na urovni mikrosekund. Rychlost je pfevddéna na piesnou

molekularni hmotnost (VD Maldi biotyper, 2011).
2.7.5 PCR

PCR neboli polymerazova ftetézova reakce je nekultivacni metoda pro detekci
Streptococcus agalactiae (El Beitune et al., 2005).

Principem metody PCR je denaturace dvouvlaknové DNA pii vysoké teploté a nasledna
renaturace pii zachovani pravidel komplementarity bazi. Oligonukleotidové sondy
slouzici jako primery pro vytvofeni novych vlaken DNA jsou dulezitou soucasti PCR

(Barttiikova a Paulik, 2011).

Nejvétsimi vyhodami PCR je jeji vysoka citlivost, ktera ptekracuje 97 %, specifita
dosahujici témét 100 % a rychlost provedeni pfiblizné do 45 minut

(El Beitune et al., 2005).

Metoda PCR je Casto pouzivana pro zjisténi kolonizace Streptococcus agalactiae pti
porodu. Tato metoda ale nemutize nahradit bézné kultivac¢ni metody, které jsou nezbytné

ke stanoveni citlivosti na antibiotika (Jorgensen et al., 2015).
2.7.6 Bacitracinovy test

Bacitracin je polypeptidové antibiotikum. Test se pouzivd pro piedpoklddanou
identifikaci a diferenciaci beta-hemolytickych streptokoktt skupiny A od jinych
beta-hemolytickych streptokokd. Pouziva se také k odliSeni druhtu stafylokokt od
mikrokoku (Aryal, 2022).

Antibiotikum bacitracin inhibuje syntézu bakterialnich bunécnych stén tim, ze narusuje

syntézu bakterii peptidoglykanem (Aryal, 2022).

Disk impregnovany malym mnozstvim bacitracinu (0,04 1U) se umisti na krevni agar, coz
umoziuje antibiotiku prostupovat do média a zabranit rustu citlivych mikroorganisma.

Po inkubaci se naoCkované plotny s disky odecitaji. Odecita se velikost vzniklé inhibi¢ni
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z6ny V okoli bacitracinového disku. Pokud patogen doroste az k okraji disku bez inhibi¢ni

zOny, znamena to, ze je rezistentni vuéi bacitracinu (Aryal, 2022).
2.1.7 Biochemické reakce
2.7.7.1 PYR test

PYR (Pyrrolidonyl Aminopeptidase) test se pouziva pro detekci pyrrolidonylpeptidazové
aktivity charakteristické u Streptococcus pyogenes (streptokok skupiny A) (Aryal, 2022).

Principem PYR testu je odliSeni Streptococcus pyogenes a enterokoku, které jsou
pyrolidonylpeptidaza  pozitivni, od  Streptococcus  agalactiae, ktery je
pyrolidonylpeptidaza negativni. Enzym L-pyrrolidonyl arylamidaza hydrolyzuje substrat
L-pyrrolidonyl-B-naftylamidu za vzniku beta-naftylaminu. Substrat je rozpoznavanym
enzymem hydrolyzovan. Po ptidani N, N-methylaminocinnamaldehydového Ccinidla

vznikne v misté testované oblasti cervena srazenina (Aryal, 2022).

R 24

Pozitivita PYR testu se prokaze jasné riZzovou nebo tfesiové ¢ervenou barvou béhem

1-2 minut. U negativniho testu se zména barvy neprojevi (Aryal, 2022).
2.1.7.2 Stanoveni oxidazové aktivity

Oxidazovy test se pouziva ke stanoveni obsahu enzymu cytochrom oxidazy, ktery mize
organismus obsahovat. Enzym katalyzuje transport elektroni mezi donory elektronti
v Dbakteriich a redoxnim barvivem tetramethyl-p-fenylendiaminem. Barvivo je
redukovano na tmavé fialovou barvu. Oxidaza pozitivni jsou napiiklad nékteré
gramnegativni tycky, Campylobacter, Neisseria a streptokoky vcetné Streptococcus

agalactiae jsou oxidaza negativni (Aryal, 2022).
2.1.7.3 Kataldaza

Tento test detekuje pfitomnost katalazy. Katalaza je enzym, ktery urychluje uvoliovani
kysliku z peroxidu vodiku. Tento enzym zprostfedkovava rozklad peroxidu vodiku na
kyslik a vodu. Pfitomnost enzymu v bakterialnim izolatu se projevi bublanim uvolnéného
kysliku. Nedostatek katalazy se projevuje nedostatecnou nebo slabou produkci bublin.
Kultura by neméla byt starsi nez 24 hodin. Tento test se pouziva k odliseni bakterii, které
jsou katalaza pozitivni — stafylokoky od bakterii katalaza negativnich — streptokoky
(Aryal, 2022).
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2.8 Stanoveni citlivosti S. agalactiae Kk antibiotikiim
Citlivost na antibiotika miZeme stanovit nékolika metodami:

— diskova difuzni metoda (inhibi¢ni zony)
— dilu¢ni metoda v bujonu (MIC)

— (gradientova difuzni metoda v gradientu (E-test)
(Bednat, 2009).

2.8.1 Diskova difuzni metoda

VW

Diskovy diftizni test je nejbéZnéj$i metodou pro stanoveni citlivosti kmene k antibiotiku.
Vysledek se vyhodnocuje jako citlivy nebo rezistentni. Zalezi na tom, zda je pramér
inhibi¢ni zény kolem disku na tuhé pidé alesponn stejny, nebo naopak mensi nez

stanovend hranice. Jde o kvalitativni metodu (Bednat, 2009).

Na agar je rovnomérné¢ naoCkovana suspenze bakterii. Disky se rozmisti
a nechaji inkubovat 18-24 hodin pii 37 °C (Schindler, 2014). Antibiotikum difunduje
z disku polozeného na povrch naoCkované agarové pudy. Bakterie, které jsou
pritomné, se mnozi. Pobliz disku se postupem ¢asu v diisledku piilivu antibiotika a podle
stupné své citlivosti mnozit piestavaji. Hodnoceni probihd na zdkladé méfeni velikosti
inhibi¢nich z6n. Nasledné se velikost inhibi¢nich zén porovndva s referencnimi

hodnotami (Bednat, 2009).

Na velikosti zony ma vliv citlivost a rychlost mnozeni kmene, fyzikalni vlastnosti
antibiotika a ptidy nebo tloustka pidy. Cim se bakterie mnozi pomaleji, tim je zona pii
stejné citlivosti kmene vétsi. Univerzalni hraniéni priomeéry inhibi¢nich zén pro jednotliva

antibiotika nelze stanovit (Bednat, 2009).
2.8.2 Diluéni metoda v bujonu (MIC)

Diluéni metoda je kvantitativni a je pouzivana ke stanoveni minimdlni inhibi¢ni

koncentrace (MIC), nebo minimalni baktericidni koncentrace (MBK) (Bednat, 2009).

Antibiotika jsou fedéna geometrickou fadou. Roztok antibiotika 0 znamé koncentraci je
postupné fedén tekutym bujonem do mikrotitraénich desti¢ek. Rist bakterie se projevi

zakalem a Vv pfipadé inhibice bakterie antibiotiky zakal zmizi. Jamku, ve které dojde
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k zastaveni ristu je hodnocena jako MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace)
(Bednat, 2009).

2.8.3 Gradientova difuzni metoda v gradientu (E-test)

E-test je kvantitativni metoda. Jedna se o prouzek porézniho papiru s postupnou klesajici
koncentraci antibiotika (Schindler, 2014). Kolem prouzku se po inkubaci vytvori
kapkovitd inhibi¢ni z6na a zkouma se misto, kde okraj zony protne okraj prouzku. E-test
je vynikajici ptedpovédi MIC, ale jeho pouziti neni tak casté kvili vysoké cené

(Bednat, 2009).
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2.9 Rezistence na antibiotika

Antibioticka rezistence je charakterizovana jako prizptisobeni se a ziskani necitlivosti
vici ur¢itému druhu antibiotika. Aby bylo antibiotikum ucinné, je nutné, aby proniklo
piimo do konkrétni bakterialni buriky, Ktera se ale dokaze branit riznymi rezisten¢nimi
mechanismy. Mezi mechanismy rezistence fadime napfiklad zménu struktury cilového
receptoru, ¢innost bakterialnich enzymu inhibujici nebo destruktivni G¢inek antibiotika.
Dale mohou mit omezenou nebo zcela znemoznénou schopnost proniknuti do bakterialni

bunky (Simon a Stille, 1998).

Bakterie se adaptuji na prostiedi tim, ze pietvati sviij geneticky profil. Jedna se naptiklad
o chromozomalni mutace, které vznikaji samovolné. Chromozomalni mutace nejsou
podminény piitomnosti antibiotika, na rozdil od rezistence ziskané z extrachromozomalni
plazmidové informace. Nositelem genetické informace, véetné informace o rezistenci na
antibiotika, jsou malé molekuly DNA kruhového tvaru vyskytujici se v cytoplasmé
bakterii, tzv. plazmidy. Ve struktufe plazmidi se vyskytuji fragmenty DNA.

Ve fragmentech DNA jsou zakodovany i mechanismy rezistence (Simon a Stille, 1998).

Streptococcus agalactiae je citlivy na mnoho druhti antibiotik. Nejvyssi citlivost
prokazuje zejména na beta-laktamova antibiotika. Mezi tyto antibiotika se fadi napiiklad
penicilin a ampicilin ze skupiny penicilinu (EI Beitune et al., 2005). V poslednich

letech, podle CDC, roste rezistence k erytromycinu a klindamycinu (Back et al., 2012).
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3 Cile a vyzkumné otazky

3.1 Cile prace

1. Seznameni se s problematikou onemocnéni bakterii Streptococcus agalactiae
a moznostmi jeji laboratorni diagnostiky.

2. Provedeni screeningového kultivacniho vysetfeni vytéri z pochvy téhotnych
zen, v piipad€ pozitivity sledovani rezistence na riiznd antibiotika a nasledné

zpracovani dat vzorkil s pozitivnim ndlezem z gynekologickych ambulanci.
3.2 Vyzkumné otazky

1. Jak muze pozitivni nalez Streptococcus agalactiae u téhotné Zeny ovlivnit vyvoj
plodu a nasledn¢ také vyvoj narozeného ditéte?

2. Proti jakym antibiotiktim je nejcastéji Streptococcus agalactiae rezistentni?
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4 Metodika

4.1 Odbér a transport vzorki

Odbér materialu pro vySetieni pfitomnosti Streptococcus agalactiae provadi gynekolog
pomoci vytérového tamponu z pochvy a délozniho hrdla. Vzorky jsou umistény
do transportniho média, Amiesovy pudy, coz je médium tuhé konzistence prihledné nebo
¢erné barvy. Amiesova puda ¢erné barvy obsahuje navic aktivni uhli. Vzorek je spole¢né
se zddankou okamzité odeslan do mikrobiologické laboratofe UNILAB s.r.0. V laboratofi
je jesté tentyz den vzorek zpracovan. Vytér Ize pied transportem skladovat maximalné

48 hodin pii pokojové teploté.
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4.2 Piiprava kultivacnich pid v laboratori

Ptipravu nékterych kultivacénich pad si laboratof UNILAB s.r.o. provadi sama. Pfi
piipraveé dehydrovanych komer¢nich pid je dilezité dodrzet pfesny navod od vyrobce. Je

tteba zdokumentovat vSechny vyznamné udaje.

Dulezité udaje:

objem

— pH

— datum pfipravy

— druh pady

— Sarze dehydrované pidy
— podminky sterilizace

— rustové vlastnosti

— sterilita pfipravenych pad

— jméno pracovnika

Pti ptipravé pad z jednotlivych slozek je tfeba piesné dodrzet recepturu a zaznamenat
vSechny podrobnosti. Dalsi velmi dalezitd informace je Gplna identita vSech pouZitych
slozek neboli Cislo Sarze. Sterilizace vlhkym teplem je provadéna v autoklavu pfi

121 °C £ 3 °C.
4.2.1 Brain Heart Infusion agar (BHI agar)

BHI agar je lehce nazloutla tekuta puda. Jde o velmi vyzivné médium urcené k péstovani
patogennich mikrobd a pfipravé suspenze pro stanoveni citlivosti na antibiotika. Je
dulezité, aby mél agar hodnotu pH mezi 7,2 — 7,6. V laboratoii UNILAB s.r.0. je tato

puda pfipravovana zdravotni laborantkou.

Slozeni BHI agaru:

teleci mozek, infuze — 7,5 g/l
— hovézi srdce, infuze — 10,0 g/l
— proteosovy pepton — 10,0 g/l
— agar—15,0 g/l

— glukéza—2,0 g/l
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— NaCl-5,0g/l
— NaHPOs—2,5 g/l

BHI agar je pfipraven z 52 g zakladu potiebnych surovin, které jsou suspendovany
v 1 litru destilované vody. Piipravené zkumavky se naplni vzniklou tekutinou a nasleduje

sterilizace v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut.
4.2.2 Mueller-Hinton agar obohaceny 5 % berani krve (MH agar)

Mueller-Hinton agar je v laboratofi pouzivany pro zjistovani béznych, rychle rostoucich
bakterii, citlivych k antimikrobialnim latkdm, metodou diskového difuzniho testu. Jedna
se o0 agar ¢erven¢ barvy, polotuhé konzistence. Je dllezité, aby mél agar hodnotu pH mezi

7,1-7,5. V laboratofi UNILAB s.r.0. je tato ptida ptipravovana zdravotni laborantkou.
Slozeni Mueller-Hinton agaru:

— hovézi maso, infuze — 3,0 g/l

— kysely kaseinovy hydrolyzat — 17,5 g/l
— Skrob-1,5¢/l

— agar—15,0 g/l

— sterilni berani krev

Mueller-Hinton agar je v laboratofi ptipraven z 37 g zakladu, ktery se suspenduje v 1 litru
destilované vody. Je dtlezité, aby se vSechny slozky nechaly rozpustit. Nasledné probiha
sterilizace v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut. Je nutné nechat smés vychladnout.
Az kdyz bude mit agar teplotu 50 °C, mize se do n¢j pridat 5 % sterilni berani krve
a opatrné rozplnit do petriho misek. V ptipad€, ze se na povrchu vytvoii vzduchové

bubliny, je nutné po agaru piejet plamenem a tim bubliny odstranit.
4.2.3 Krevni agar se 7 % berani krve

Krevni agar je v laboratofi velmi vyznamnou pidou pro pritkaz Streptococcus agalactiae.
Pouziva se pro ziskani Cisté bakterialni kultury, ktera je potfebna pro detekci dalSimi
metodami. Jedna se o agar ¢ervené barvy, polotuhé konzistence. Je dulezité, aby mé¢l agar
hodnotu pH mezi 7,1 — 7,5. V laboratofi UNILAB s.r.o. je tato pida pfipravovana

zdravotni laborantkou.
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Slozeni krevniho agaru:

— specialni pepton — 23,0 g/l
— skrob-1,09/l
— NaCl-5,0g/l
— agar—10,0 g/l

— sterilni berani krev

Krevni agar je v laboratofi pfipraven z 39 g zakladu, ktery se suspenduje v 1 litru
destilované vody. Je diilezité, aby se vSechny sloZzky nechaly rozpustit. Nasledné probiha
sterilizace v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut. Je nutné nechat smés vychladnout.
Az kdyZ bude mit agar teplotu 50 °C, mize se do né&j ptidat 7 % sterilni berani krve
a opatrné rozplnit do petriho misek. V ptipad€, ze se na povrchu vytvoii vzduchové

bubliny, je nutné po agaru piejet plamenem a tim bubliny odstranit.
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4.3 Kultivace
Pristroje, pomiicky a spoti‘ebni material:

— Kkultivaéni pudy/pomnozovaci bujony
— PC s programem LIS LABINA

— termostat 36 + 1 °C

— COztermostat 36 = 1 °C

— chladnicka LIEBHERR

— plastovy stojanek na vzorky

— automaticka pipeta

— sterilni jednorazové plastové pipety
— sterilni jednorazové bakterialni klicky
— sterilni injek¢ni jehly

— S$picky na automatickou pipetu

— dalsi zafizeni/spotiebni material dle aktualni potieby

Vaginalni vytéry urené pro prikaz ptitomnosti Streptococcus agalactiae, které laboratot
pftijala, jsou naneseny odb&rovym tamponem na krevni agar se 7 % berani krve. Sterilni
bakteriologickou klickou je biologicky material rozockovan po ¢asti krevniho agaru.
Nasledné se prida ¢ara Staphylococcus aureus, na kterou je polozen disk bacitracin H.
Disk sbacitracinem H slouzi k identifikaci hemofilt. Pfiblizné 1 cm od cary
Staphylococcus aureus se umisti disk amikacin 30 pg, ktery umoziuje selektivni rist

streptokoki.

Krevni agar je kultivovan 24 hodin pti 37 °C v aerobnim prostiedi se zvySenou tenzi CO».
Nésledné¢ je vytér zalomen do BHI bujonu a stejné, jako krevni agar, kultivovan 24 hodin
pii 37 °C. Po uplynuti Casu kultivace je provedeno vyhodnoceni vysokoskolskym
pracovnikem. Na agaru se hodnoti narst beta-hemolytickych kolonii (Obrazek 3).
V piipadé¢ pozitivniho nalezu je kolonie izolovana do druhého dne a dale je provedena
latexova aglutinace nebo CAMP test. Vysledkem latexové aglutinace je tvorba
viditelnych shluka s latexovou suspenzi B podle Lancenfieldové. Vysledkem CAMP
testu je zesileni hemolyzy motylovitého tvaru. Jestlize se prokaze pozitivita na
Streptococcus agalactie, je stanovena citlivost nebo rezistence na vybrana antibiotika.

Citlivost a rezistence se Vv laboratoii UNILAB s.r.0. stanovuje pomoci diskového
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diftzniho testu na Mueller-Hintonové agaru s 5 % berani krve. Kultivaéni pidy jsou

piipravovany z komer¢nich agarovych zakladi.

Obrazek 3 — Narostla kultura GBS (zdroj vlastni).
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4.4 Latexova aglutinace
Diagnosticka souprava:

— Oxoid Streptococcal Grouping Reagents
Tato diagnosticka souprava obsahuje:

— latexova reagencie skupiny A
— latexova reagencie skupiny B
— latexova reagencie skupiny C
— latexova reagencie skupiny D
— latexova reagencie skupiny F
— latexova reagencie skupiny G
— polyvalentni pozitivni kontrola
— extrakéni enzym

— Jednorazové reakéni desticky
Pristroje a pomiicky:

— krevni agar se 7 % berani krve
— extrakéni ¢inidlo

— PC s programem LABINA

— zkumavky

— sterilni bakteriologické klicky

— michaci ty€inky

K testovani pomoci latexové aglutinace lze pouzit pouze cista bakterialni kultura

beta-hemolytického streptokoka.

Pred pouzitim se nechaji vSechny reagencie vytemperovat na laboratorni teplotu. Do
zkumavky se nakapaji 4 kapky extrakéniho ¢inidla, do kterych je pfidano 2—5 kolonii
¢isté kultury testovaného Streptococcus agalactiae, ktery byl izolovan na krevnim agaru
S7 % berani krve. Zkumavka je inkubovana 15 minut pfi 37 °C. Po uplynuti casu
inkubace se na aglutinacni karticku nakape 1 kapka latexové suspenze modré barvy.
Latexova suspenze obsahuje protilatky proti jednotlivym skupindm streptokoki (A, B, C,
D, FaG). Proti Streptococcus agalactiae je pouZita latexova suspenze s protilatkami proti
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streptokokiim skupiny B. Roztok ¢inidla a kultury je pomoci sterilni bakteriologické
klicky pfidan k suspenzi na aglutina¢ni desticce a jsou fadn¢ smichdny michacimi
tyCinkami. Aglutinac¢ni desti¢kou je tieba kyvat tak, aby doslo k diikkladnému promichani
a zaroven je tieba pozorovat, zda dochazi k viditelné aglutinaci. Jestlize k aglutinaci
dojde, vzorek je pozitivni na Streptococcus agalactiae (Obrazek 4). Jestlize
nedojde, znamena to, Ze je vzorek negativni. Vysledek provedené aglutinace hodnoti

zdravotni laborantka, ktera ho zapise do laboratorniho informaéniho systému LABINA.

Obrazek 4 — Latexova aglutinace, negativni vysledek viditelny u antigentt F, D, C, B

a A, pozitivita u antigenu B (Streptococcus agalactiae) (zdroj vlastni).
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4.5 Mikroskopie
Diagnostické soupravy:

— GRAM - sada roztokd pro barveni mikroskopickych preparati podle Grama
od firmy TEST-LINE s.r.o.

Sada roztokit GRAM obsahuje:

roztok krystalové violeti

— roztok stavelanu amonného
— lugoluv roztok

— roztok karbol-fuchsinu

— neutralni destilovana voda

— alkoholicky roztok acetonu
Pristroje, pomucky a spotiebni material:

— PC s programem LABINA

— mikroskop

— plynova pistole na propan-butan

— plastové vani¢ky s vickem na barvici roztoky
— plastové drzaky na podlozni skla

— 1merzni olej v kapaci lahvicce

— podlozni sklicka

— zkumavka s fyziologickym roztokem

— sterilni jednorazové bakteriologické klicky

— sterilni vatové tampony

Nejprve probéhne pftiprava pracovnich roztokl. Je pfipraven roztok krystalové violeti
a Stavelanu amonného v poméru 1:4, lugoliv roztok v pracovnim fedéni, alkoholicky
roztok acetonu s alkoholem v poméru 1:1 a karbol-fuchsin, ktery je fedén destilovanou

vodou v poméru 1:9.

Preparaty pro prikaz Streptococcus agalactiae pomoci mikroskopie se vytvari
z vaginalniho stéru. Vatovy tampon s biologickym materidlem se jemnym rolovanim

nanese piimo na vyznacené misto na podloznim skli¢ku. Pfipraveny preparat je nutné
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nechat zaschnout a zafixovat nad zapalenym plynovym kahanem. Zafixovany a vychladly

preparat se spolecné s ostatnimi vlozi do plastového drzédku na podlozni skla.

Dalsim krokem je provedeni barveni dle Grama. Barveni je provadéno postupnym
ponofovanim drzaku s preparaty do plastovych vanicek s barvicimi roztoky. Nejprve se
preparaty ponoii do roztoku krystalové violeti a $tavelanu amonného v poméru 1:4
a nechaji se 20 sekund pusobit. Po uplynuti 20 sekund se preparat oplachne destilovanou
vodou. Druhym krokem je lugoliv roztok, ktery se necha pusobit 20-30 sekund
anasledn¢ se oplachne destilovanou vodou. Nasleduje odbarveni alkoholickym roztokem
acetonu. Preparaty se roztokem acetonu oplachuji tak dlouho, dokud pousti barvivo (asi
20-30 sekund). Jakmile je hotovo, nasleduje dalsi oplach destilovanou vodou. Poslednim
krokem je dobarveni karbol-fuchsinem. Karbol-fuchsin se necha pusobit pfiblizné
1 minutu a nasledné se piebyte¢né barvivo oplachne. Obarvené preparaty se nechaji ve
stojanku oschnout. Oschlé preparaty jsou piipravené k mikroskopovani. Mikroskopuje se

za pouziti imerzniho oleje ve zvétseni 10x 100.

Bakterii Streptococcus agalactiae je v mikroskopu mozné pozorovat, jako grampozitivni
koky s bunikami okrouhlého az ovoidniho tvaru, které nejsou pohyblivé a netvoii spory.
Jednotlivé koky se shlukuji do fetizku. Struktura Streptococcus agalactiae je znazornéna
na obrazku (Obrazek 5).

Mikroskopické zhodnoceni preparatu provadi vysokoskolsky pracovnik v oboru
mikrobiologie, ktery zapiSe vysledky do laboratorniho informacniho systému LABINA

K pfislusnému vysetieni biologického materialu.

Spravnost vysledku za pouziti metody mikroskopie muze ovlivnit n¢kolik faktori. Je
tteba davat pozor hlavné€ na dodrZeni potfebné doby barveni, teploty barveni a spravného

postupu.
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Obrazek 5 — Mikroskopicky preparat ¢isté kultury Streptococcus agalactiae
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4.6 CAMP test
Pristroje a pomicky:

— krevni agar se 7 % berani krve
— kultura Stafylococcus aureus
— PC s programem LABINA

— COgztermostat 36 £ 1 °C

— sterilni jednorazové bakteriologické klicky

Na plotnu s krevnim agarem je bakteriologickou klickou naockovana ¢ara Stafylococcus
aureus. Kolmo na c¢aru je smérem od stfedu dalsi bakteriologickou klickou
naockovan, po obou stranach ¢ary, kmen beta-hemolytického streptokoka. Je tieba davat
pozor, aby nedoslo ke styku klicky s kulturou a cary Stafylococcus aureus. Takto
naoCkovana plotna s krevnim agarem je inkubovana 18-24 hodin pii 36 = 1 °C v CO3
termostatu. Po ukonceni inkubace je vysledek CAMP testu vyhodnocen a posouzen

vysokoskolskym pracovnikem.

Vysledek CAMP testu je vyhodnocen jako pozitivni, jestlize se hemolyticky synergismus
stafylokokového beta-hemolyzinu s lytickou latkou (CAMP-faktor), ktery Streptococcus
agalactiae produkuje, projevi vytvofenim charakteristické hemolyzy motylovitého tvaru

V misté prusecik obou kolonii (Obrazek 6).

Vysledek CAMP testu je vyhodnocen jako negativni, jestlize testovany kmen
neprodukuje lyticky CAMP-faktor a nedochazi tedy k vytvofeni motylovité hemolyzy.
Kmen nepatii do skupiny streptokokti B a ptitomnost Streptococcus agalactiae lze tedy

vyloucit.
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Obrazek 6 — Pozitivni CAMP test (zdroj vlastni).
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4.7 Interference
Spravnost vysledkt mize ovlivnit n€kolik faktort:

— pouziti neprovéfenych pad (rGstové vlastnosti, kontaminace, prosla doba
expirace)

— nedodrZeni potiebné doby a teploty inkubace

— nedodrZeni pracovniho postupu

— nedodrZeni spravnych zasad odbéru a transportu vzorki

— poskozena odb&rova souprava nebo souprava s proslou expiraci
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4.8 Stanoveni citlivosti na antibiotika
Ptistroje a pomticky:

— Mueller-Hinton agar s 5 % berani krve
— antibiotické disky
— sterilni fyziologicky roztok

— Densi-La-Metr

U vzorka, které prokazaly pozitivitu na Streptococcus agalactiae byla dale
stanovena, diskovou difizni metodou, citlivost na rizné druhy antibiotik. Stanoveni
probihd na plotné¢ s Mueller — Hintonovym agarem s 5 % berani krve. Citlivost
jednotlivych kmeni byla testovana na penicilin, tetracyklin, erytromycin, klindamycin,

sulfamethoxazol/trimethoprim (kotrimoxazol) a nitrofurantoin.

Nejprve je tfeba pfipravit inokulum. Inokulum je pfipraveno ve sterilnim fyziologickém
roztoku rozmichanim 3-5 kolonii z ¢isté bakterialni kultury odebranych ¢istou
bakteriologickou klickou. Hotové inokulum se necha 15 minut inkubovat. Béhem této
doby by se mél vytvofit zakal, ktery je tfeba proméfit pomoci Densi-La-Meteru. Je
dualezité, aby hodnota hustoty inokula odpovidala 0,5 stupni McFarlandovy zakalové
stupnice. Po uplynuti 15 minut se inokulum rozo¢kuje sterilnim vatovym tamponem, po
celé plose Mueller-Hintonova agaru s 5 % berani krve. Plotna s agarem se necha 15 minut
zaschnout a nasledné se na povrch agaru, pomoci aplikatoru, davkuji antibiotické disky
urCité koncentrace — penicilin 1 pg, tetracyklin 30 pg, erytromycin 15 pg, klindamycin

2 ng, sulfamethoxazol/trimethoprim (kotrimoxazol) 25 pg, nitrofurantoin 100 pg.

Je dulezité, aby byla cela plocha kazdého jednotlivého disku v kontaktu s povrchem
pudy, proto je tieba kazdy disk zkontrolovat a pfipadné sterilni injekéni jehlou jemné
pfitisknout na agar. Plotna s agarem a antibiotickymi disky je inkubovana 24 hodin
aerobné¢ v termostatu pii 37 °C se zvySenou tenzi CO2. Po uplynuti inkuba¢ni doby je
vysokoskolskym pracovnikem zméten pramér inhibi¢nich zon, které se vytvorily kolem
antibiotickych diskd viditelnych na obrazku (Obrazek 7). Naméfené hodnoty jsou
porovnavany s hodnotami hrani¢nimi. Zmétenim priméra inhibi¢nich zén vytvofenych
kolem disku je zjisténo, zda je vySetfovany Streptococcus agalactiae K piislusnému
antibiotiku citlivy nebo naopak rezistentni. Vysledek stanoveni citlivosti zapiSe

laborantka do laboratorniho informaéniho systému LABINA.
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Hrani¢ni hodnoty priméru inhibi¢nich zén vytvotenych kolem diskii:

— Penicilin —18 mm

— Erytromycin — 21 mm
— Clindamycin — 17 mm
— Kotrimoxazol — 18 mm
— Tetracyklin — 23 mm

— Nitrofurantoin — 15 mm

Bakterie je na antibiotikum citliva v pfipad€, Ze primér inhibi¢ni zény u konkrétniho
antibiotika piekro¢i danou hodnotu, napf. bakterie je na antibiotikum penicilin

citlivd, jestlize laborantka naméfi primér inhibi¢ni zony 18 mm a vice.

Obrazek 7 — Vysledek stanoveni citlivosti S. agalactiae k penicilinu (a), nitrofurantoinu
(b), tetracyklinu (c), kotrimoxazolu (d), klindamycinu (e), Erytromycinu (f)

(zdroj vlastni).
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5 Vysledky

Mikrobiologickou laboratoi UNILAB s.r.o. v Tiebi¢i jsem navstévovala v obdobi od
ledna do unora letos$niho roku. Bylo mi umozZnéno zpracovani 80 vzorkl ziskanych
vaginalnim stérem U téhotnych Zen. U odebranych vzorkid jsem vySetfovala pozitivitu
nebo negativitu na vyskyt Streptococcus agalactiae. V ptipad¢ pozitivity jsem dale
metodou diskového difuzniho testu zjistovala, ke kterému typu antibiotik je
Streptococcus agalactiae citlivy a ke kterému naopak rezistentni. VySetfované vzorky
byly odebrany piimo v gynekologickych ambulancich Poliklinika Tiebi¢ nebo
soukromych gynekologickych ordinaci v Tiebici. K identifikaci byly pouzity zejména
metody Kkultivace a nasledné douréeni latexovou aglutinaci, v nékterych piipadech
probihalo dourceni pozitivity vyhodnocenim pomoci CAMP testu nebo mikroskopie.
Postupy vSech metod jsou podrobné popsany v kapitole ¢islo 4 pod nazvem Metodika.
Z celkového poctu 80 mnou zpracovanych vysSetfovanych vzorkt, v obdobi od ledna do
unora roku 2022, mélo pozitivni nalez Streptococcus agalactiae celkem 19 téhotnych Zen
(23,75 %). U zbylych 61 teéhotnych zen (77,25 %) byla prokazana negativita na vyskyt
Streptococcus agalactiae. Pro piehlednost byly vysledky zapsany do tabulky (Tabulka 1)
a byl vytvoien graf (Graf 1).

Tabulka 1 — Vysledky kultivace

Leden Celkem
Leden (%) Unor Unor (%) | Celkem | (%)
Pocet téhotnych zen 32 48 80
Pocet pozitivnich nalezi GBS 5| 15,63 % 14| 29,17 % 19 23,75 %
(zdroj vlastni)
60
. 48
°
g 40 32
©
N 30
2 O Pocet téhotnych zen
'8 20 14 . N
a O Pocet pozitivnich nalezt GBS
10 5
0
Leden Unor

Mésic

Graf 1 — Vysledky kultivace (zdroj vlastni).
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Vsechny vzorky, u kterych se prokazal pozitivni nalez na bakterii Streptooccus
agalactiae, jsem metodou diskového difuzniho testu, ktery byl podrobnéji popsan
Vv kapitole Cislo 4 s nazvem Metodika, testovala citlivost tohoto streptokoka na vybrana
antibiotika — penicilin, erytromycin, clindamycin, kotrimoxazol, tetracyklin
a nitrofurantoin. Naméfené hodnoty byly porovnany S klinickymi hrani¢nimi
hodnotami, tzv. breakpointem v laboratornim informac¢nim systému LABINA. Nejvétsi
rezistence byla pozorovana u erytromycinu (78,9 %) a clindamycinu (78,9 %), mensi
u tetracyklinu (15,8 %). Nulova rezistence, a tudiz stoprocentni citlivost, u mnou
kultivovanych vzorki, byla vypozorovana u penicilinu (100 %), kotrimoxazolu (100 %)

a nitrofurantoinu (100 %). Pro ptehlednost byl vytvofen graf (Graf 2).

120%

100% 100% 100%
100% — — —
84,2%
78,90% 78,90% —
80% — ——
60% [@ Citlivost
O Rezistence
40%
21,16 21,16
20% 15,80%
0% 0% —‘ 0%
0%

Penicilin Erytromycin  Clindamycin Kotromoxazol Tetracyklin Nitrofurantoin

Graf 2 — Citlivost a rezistence Streptococcus agalactiae na vybrana antibiotika

(zdroj vlastni).

Pfi pozitivnim nalezu Streptococcus agalactiae je tieba 1€€it téhotnou zenu praveé témi
antibiotiky, u kterych se prokazala nejvyssi citlivost. Jestlize vyjde citlivost
u penicilinu, tak stejna citlivost plati i pro antibiotika ampicilin, amoxycilin,
ampicilin/sulbaktam, cefuroxim, amoxicilin/k. klavulanova, piperacilin. Citlivost na
erytromycin je platna i pro azithromycin, clarithromycin nebo roxithromycin a citlivost

na tetracyklin plati pro doxycyklin.
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6 Diskuze

Cilem mé prace bylo provést screeningové kultivaéni vySetieni vytéri z pochvy
téhotnych Zzen a v piipad¢ pozitivniho nalezu sledovat rezistenci na rizné druhy
antibiotik.

Praktickou cast této bakalaiské prace jsem meéla moznost provadét v mikrobiologické
laboratofi UNILAB s.r.0. v Tiebi¢i pod dohledem mé vedouci prace a ostatnich
pracovnikl laboratofe. Laboratof jsem navstévovala v obdobi od ledna do unora roku
2022. Bylo mi umoznéno zpracovani 80 vzorkl ziskanych vaginalnim stérem u téhotnych
zen, odebranych piimo v gynekologickych ambulancich na Poliklinice v Tiebi¢i nebo
pochazely ze soukromych gynekologickych ordinaci v Tiebici. U odebranych vzorki
jsem vySetfovala pozitivitu ¢i negativitu na vyskyt Streptococcus agalactiae. V piipadé
pozitivity jsem dale metodou diskového difuzniho testu, zjistovala, ke kterému typu

antibiotik je Streptococcus agalactiae citlivy a ke kterému naopak rezistentni.

Z celkového poctu 80 vzorkl ziskanych od téhotnych zen screeningového kultivacniho
vySetieni mélo pozitivni nalez Streptococcus agalactiae celkem 19 t€hotnych Zen, coz je
23,75 % z celkového pocétu vzorka. U zbylych 61 téhotnych Zen, tedy 77,25 %, byla
prokazana negativita na vyskyt tohoto streptokoka. U pozitivnich izolati byla pomoci
diskového difuzniho testu ovéfovéana citlivost na penicilin 1 pg, tetracyklin 30 pg,
erytromycin 15 pg, klindamycin 2 ug, sulfamethoxazol/trimethoprim (kotrimoxazol)
25 ng a nitrofurantoin 100 pg. Vsech 19 izolath bylo citlivych k penicilinu, proto je
pravem pouzivan jako 1€k prvni volby u infekci vyvolanych Streptococcus agalactiae.
Dalsimi antibiotiky, u kterych mi vysla 100 % citlivost, jsou kotrimoxazol
a nitrofurantoin. Lékat mize tedy kazdé z 19 pozitivnich Zen podat jedno z téchto tii
antibiotik. Mira citlivosti u dalSich antibiotik je nasledovna. K tetracyklinu je citlivych
84,2 % z celkového poctu pozitivnich zen. K antibiotiku erytromycin a clindamycin se
citlivost prokazala pouze u 21,1 % tehotnych Zen Streptoccocus agalactiae

pozitivnich, rezistence na tyto dvé antibiotika je tedy u mych vysledkl nejvyssi.

Podle statistik, které mi byly v laboratofi poskytnuty, je primérny vyskyt Zen
S pozitivnim nalezem Streptococcus agalactiae kolem 11 % za rok. Z mého
screeningového Setfeni vSak vySlo najevo, Ze vyskyt Zen s pozitivnim nalezem
Streptococcus agalactiae je vyssi, oproti datiim z laboratofe. Divodem muize byt, Ze jsem

nezkoumala vzorky odebrané za cely rok, ale pouze za dva mésice. Podle Ceské
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neonatologické spoleCnosti je pocet pozitivnich t¢hotnych Zen 11-35 % ro¢né, coz
odpovida i mému vysledku. Co se tyce antibiotické rezistence, zde se moje data shoduji
s témi z laboratote. Vysledky udavaji 100% citlivost na penicilin a nejvétsi rezistence
u antibiotik tetracyklin, erytromycin a clindamycin. Tyto data se shoduji s vysledky mnou

vytvofenych vzorki.
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7 Zavér

Bakterie Streptococcus agalactiae je vyznamnym patogenem u téhotnych Zen
a novorozencl. Pfenos tohoto streptokoka z t€hotné zeny na novorozence miize mit velmi
vazné nasledky a U nakazeného novorozence miZe zpusobit i Zivot ohroZzujici infekce.
Streptococcus agalactiae je povazovan za nejéastéjsi pii¢inu novorozenecké mortality
a morbidity, a proto je dulezité jeho vyskyt sledovat. T¢hotna Zena je v 35. — 37. tydnu
téhotenstvi podrobena screeningu. Jestlize se pfi screeningu prokaze, ze je Zena na
bakterii Streptococcus agalactiae pozitivni, je ptrelé¢ena vhodnymi antibiotiky v dobé
porodu. Antibiotika snizuji riziko ¢asné a pozdni formy streptokokové infekce

u novorozence.

Hlavnim cilem mé bakalafské prace bylo sezndmeni se s problematikou onemocnéni
bakterii Streptococcus agalactiae, moznostmi jeji laboratorni diagnostiky, provedeni
screeningového kultivacniho vySetfeni vytéra z pochvy t€hotnych Zzen a zpracovani dat
vzorku s pozitivnim nalezem. V ptipadg, kdy byla pfi vytéru zjisténa pozitivita, jsem dale

sledovala rezistenci na riizna antibiotika.

Praktickou c¢ast jsem absolvovala v UNILAB s.r.0. v Ttebici. Zde jsem pod dohledem
vedouci prace a dalSich zkuSenych pracovnikli provadéla vsSechny ukony, vedouci
Kk prokazani pozitivity na bakterii Streptococcus agalactiae. Témito tkony byly samotny
piijem materialu a pfiprava kultiva¢nich a diagnostickych pad, provedeni kultivace a tim
1 ziskani Cisté bakteridlni kultury. V ptipadé, ze se ve vzorku vyskytla kolonie
Streptococcus agalactiae, zjistovala jsem dale, zda se opravdu jedna o vySetfovanou
bakterii. VyzkouSela jsem si CAMP test, latexovou aglutinaci a vytvofeni
mikroskopického preparatu. V laboratoifi UNILAB s.r.0. preferuji potvrzeni pfitomnosti
Streptococcus agalactiae pomoci latexové aglutinace. Piekvapilo mé, kolik tikont musi
laborantka provést k tomu, aby mohla vyhodnotit, Ze se ve vzorku bakteric opravdu

nachazi.

Nez jsem zacala svoji praci psat, domnivala jsem se, ze vyskyt pozitivity u téhotnych zen
na tuto bakterii bude mnohem vyssi. Nicméné disledky pfenosu této bakterie z matky na
novorozence béhem porodu jsou zavazné. Proto se provadi povinné screeningové
vySeteni téhotnych Zen a pfi pozitivnim nalezu se zah4ji antibiotickd lécba béhem

porodu, ¢imz se pfenos na novorozence eliminuje.
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Na zacatku psani této bakalaiské prace jsem si stanovila dvé vyzkumné otazky, na které

se mi povedlo ziskat odpovédi.

Jak miiZe pozitivni nalez Streptococcus agalactiae u téhotné Zeny ovlivnit vyvoj
plodu a nasledné také vyvoj narozeného ditéte? Nasledkem pozitivniho nalezu
Streptococcus agalactiae u téhotné zeny muze byt piedCasny porod, nizka porodni
hmotnost novorozence nebo v nejhorsich piipadech jeho tumrti. Dale mize byt pfi¢inou

osteomyelitid, pneumonii, endokarditid, hnisavé arthritidy nebo meningitidy.

Proti jakym antibiotikiim je nejcastéji Streptococcus agalactiae rezistentni?
V soucasnosti piedstavuje rezistence Streptococcus agalactiae proti Iékiim velky problém.
Nejcast¢jsi mira rezistence u mnou vysetfovanych vzorki byla pozorovana u antibiotik
erytromycinu (78,9 %) a clindamycinu (78,9 %), u par vzorki byla zjisténa i rezistence
k tetracyklinu (15,8 %). Provedeni citlivosti na antibiotika je velmi dulezité. Je nutné
kazdé testované Zené podat antibiotika vhodna pfimo pro ni a tim moznost rezistence

snizit na minimum.

Pii psani této bakalaiské prace jsem dosla ke splnéni vSech stanovenych cili i odpovédim

na predem stanovené vyzkumné otazky.
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10 Seznam pouZzitych zkratek

pum — mikrometr

ATB — antibiotikum

BHI bujon — Brain-Heart Infusion (bujon z mozkosrdcové infaze)

CDC - Centers for Disease Control and Prevention (centrum pro kontrolu a prevenci

nemoci)

CO2— oxid uhli¢ity

CPS — kapsularni polysacharid

cylE — cytolysin

DNA — deoxyribonukleova kyselina

GBS - streptokok skupiny B

hylE — hyaluronidaza

IU — International Unit (mezinarodni jednotka)

MALDI-TOF — hmotnostni spektrometrie s asistovanou laserovou desorpci/ionizaci
MH agar — Mueller-Hinton agar

MIC — Dilu¢ni metoda v bujonu

NaCl — chlorid sodny

NaxHPO4— hydrogenfosfore¢nan sodny

PC — pocitac

PCR — polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)

RNA — ribonukleova kyselina
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