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SOUHRN

Ve své bakalarské praci na téma ,Streptokokové infekce urogenitalniho traktu
zen“ jsem se zaméfila hlavné na vyskyt Streprococcus agalactiae v pochvé zen. Tato
bakterie i vdnedni dobé& zplsobuje v oblasti gynekologie a porodnictvi velké
komplikace. | pres to, ze kolonizace pochvy byva vétSinou asymptomaticka,
u novorozencu a pacientl se sniZzenou imunitou muze zpusobit zavazna onemocnéni.
Velka pozornost nalezu Streptococcus agalactiae v pochvé je vénovana téhotnym
zenam, jelikoz mlOze zpUsobit zanéty plodovych obal(l, sepsi, dokonce potrat nebo
pfed€asny porod. Kolonizovana matka muze také béhem porodu infikovat
novorozence, u kterého mohou poté nastat vazné poporodni sepse koncici az smrti.
Ma studie vychazi z vysledkl ziskanych z nalezu Streptococcus agalactiae
v gynekologickém materialu standardnimi laboratornimi metodami, které jsem méla
moznost si vyzkouSet v Laboratofich Mikrochem a.s. v Olomouci. Z vysledka vyplyva,
Ze téhotné pacientky jsou daleko CastéjSi kolonizovanou skupinou nez netéhotné
pacientky a proto dlraz na preventivni screening béhem téhotenstvi je opodstatnény.
NejbéznéjSi kolonizovanou skupinu tvofily téhotné i netéhotné pacientky ve véku
25-35 let. Streptococcus agalactiae byl Castéji izolovan spolec¢né s dalSimi druhy

bakterii a kvasinek, nez jako samotny patogen.



SUMMARY

In my bachelor thesis "Streptococcal urogenital tract infections in female” | focused
mainly on occurance of the Streprococcus agalactiae in female vagina. The bacteria
cause harmful effects upon gynaecology and obsterics even nowdays. Despite of fact
that the colonization of a vagina is mainly asymptotic it can cause serious diseases in
a newborns, seniors and patients with weak immunity. A lot of attention is paid to
discovery of Streptococcus agalactiae within the vagina of a pregnant female. This
could cause inflammation of fetus tunic, sepsis, premature birth or even abortion.
Colonized mother can infect the newborn during the birth, causing it parturient sepsis
which can lead to death. My study is based upon the results obtained by direct
laboratory methods that lead me to discovery of Streprococcus agalactiae in
gynaecological material. | had an opportunity to carry out the research in Laboratofe
Mikrochem a. s. in Olomouc. The results imply that the group of pregnant patients is
much more colonised than the group of non-pregnant ones. This fact stresses the
importance of preventive screening during the pregnancy. The most common
colonised group is represented in females of age 25-35 years. Streptococcus
agalactiae used to be isolated more often with other types of bacteria and yeasts
rather than pathogen itself
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1 uvoD

Téma své bakalarské prace ,Streptokokové infekce urogenitalniho traktu
Zen“ jsem si zvolila, jelikoz je mi blizké nejen z pozice zeny, ale hlavné také
z pohledu budouci matky. Studie totiz odhalily, Ze streptokokové infekce mohou
zpusobovat vazna onemocnéni a az smrt novorozencu.

Svét mikroorganismu je obsahly a obklopuje Clovéka na kazdém kroku a tak
infekcim nepodléha jen télo novorozence, ale provazi cely lidsky Zzivot. Plvodci
infekci v lidském téle jsou viry, bakterie, plisné nebo prvoky, které mohou kolonizovat
celé télo. Nej¢astéjSimi misty kolonizace streptokoky je klZze, sliznice krku, plice,
travici a dosti Casto také urogenitalni trakt. Do oblasti pochvy se mohou streptokoky
Sifit z traviciho traktu, ktery je povazovan za primarni loZisko. Kolonizace mize byt
obCasna, pfechodna nebo trvalda. U dospélych, zejména se snizenou imunitou,
zpusobuji kozni a podkozni infekce, poruchy ledvin, zapal plic, meningitidu, zanéty
urogenitalniho traktu az bakteriémii.

Rod Streptococcus zahrnuje grampozitivni fakultativné anaerobni katalasa
negativni koky. V humanni mediciné je duleZité déleni na B-hemolytické streptokoky,
mezi které patfi hlavné Streptococcus pyogenes a Streptococcus agalactiae, a non-
B-hemolytické streptokoky zahrnujici napfiklad Streptococcus pneumonie.
V urogenitalnim traktu se nejCastéji vyskytuje Streptococcus agalactiae, ktery
nejvétsi problém zpUlsobuje v t€hotenstvi. V anglické literatufe byva oznacovan jako
GBS, coz znaci group B streptococci.

U téhotnych Zen muze probihat infekce streptokokem B bez pfiznaku. Infekce
se tak muze z pochvy rozsifit nahoru porodnimi cestami a zpUsobit nitrodélozni
infekci, zanét plodovych oballl, endometria a také predCasny porod.

Pfi porodu dochazi v 40-60 % k vertikalnimu pfenosu Streptococcus agalactiae
zmatky na dité. Proto je hlavni pfi¢inou mortality (5-20 %) a morbidity
u novorozencl. Mezi nejCastéjSi onemocnéni novorozencl patfi bakteriémie,
pneumonie, meningitida a septicky Sok, které se mohou projevovat béhem prvnich
hodin a dni po narozeni. Nejvice jsou ohroZeni na Zivotech novorozenci pfedCasné
narozeni, ktefi v krvi nemaji jesté dostatek protilatek. Preventivni opatfeni zahrnuji
prenatalni screening v 35.-37. tydnu téhotenstvi. Pokud je vysledek vySetieni
pozitivni nebo neni k dispozici, zavadi se pfed a béhem porodu antibioticka profylaxe.

Samotna lécba streptokokl z poSevnich vytéri maze byt obtizna, jelikoz se u nich
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vyskytuje pomérné velka rezistence viC&i Fadé antibiotik, jako jsou napfiklad
erytromycin a klindamycin. V terapii se proto doporu€uje uzivani antibiotik z rfady
penicilint a cefalosporind.

V praktické c&asti bakalarské prace jsou zahrnuty bakteriologické metody
k laboratornimu prukazu Streptococcus agalactiae, které pouzivaji Laboratofe
Mikrochem a.s. v Olomouci. Tyto metody jsem méla moznost si vyzkouSet a ze
statistickych udaja 3 737 vzorkl jsem hodnotila nalez Streptococcus agalactiae u Zen

v zavislosti na véku, téhotenstvi a spoleCném vyskytu s dalSimi patogeny.



2 CiL PRACE

Cilem teoretické Casti mé bakalaiské prace bylo vypracovat literarni resersi
o plvodci infekci urogenitalniho traktu Zen Streptococcus agalactiae, jeho lécbé
a prenosu z kolonizované téhotné zeny na dité.

Cilem praktické casti bylo seznamit se s metodami pfimého prakazu
Streptococcus agalactiae z gynekologického materialu a zaroven vyhodnotit nalez
Streptococcus agalactiae v pochvé v zavislosti na véku, téhotenstvi a vyskytu

spolecné s dalSimi patogeny.
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3 TEORETICKA CAST

PoSevni prostfedi je velmi citlivé a pfirozené je organizovano tak, aby bylo
chranéno pfed exogennimi mikroorganismy. V pfipadé jakéhokoliv naruseni
cizorodym mikrobem se zastoupeni pavodni mikroflory pochvy muze zménit natolik,
Ze dojde k vyvolani patogennich procesu jako napfiklad chronickych zanétu. Proto je
dulezité vénovat velkou pozornost zachovani pfirozené mikroféry pochvy a jestlize

k naruSeni dojde, dbat na identifikaci patogent a naslednou vhodnou lécbu.

3.1 Fyziologie posevniho prostredi

PoSevni prostiedi Ize povazovat za urcity typ ekosystému (MaSata et al., 2004).

3.1.1 PosSevni ekosystém

PoSevni ekosystém se sklada z poSevni sliznice, ve které probihaji chemické
a fyziologické interakce mezi kolonizujici florou a sliznici, mikrobialni flory
a komplexnich interakci jak mezi hostitelem a mikroorganismy, tak mezi samotnymi
organismy mezi sebou. Navic zde dochazi i kinterakci s exogennimi organismy
(Masata et al., 2004).

PoSevni sliznice tvofi nejen neutralni pldu pro Sirokou Skalu mikroorganismu, ale
sama je jimi ovliviiovana (MaSata et al.,, 2004). Je slozena z vicevrstevného
dlazdicového epitelu, jehoz tloustka a odlupovani povrchové vrstvy je pod vlivem
estrogenu, na kterém je zavisla pfitomnost laktobacilti (Cihak et al., 2002).

Epitel pochvy funguje pro mikroorganismy jako zdroj zivin. Hlavni Zivinou je Skrob
ulozeny uvnitf bunék pochvy. Ten je degradovan a pouzit pro rust bakterii. DalSimi
sloZzkami Zivin jsou odlou¢ené casti poSevniho epitelu, stopové prvky, vitaminy,
esencialni latky, ale také Zelezo, které je dilezitou slozkou enzyml zvySujicich
schopnost mikroorganismu vyvolat infekci. Slozeni a hustotu mikrofléry ovliviiuje také
pH a oxidoredukéni potencial, ktery je v pochvé nizky a upfednosthuji ho hlavné
anaerobni bakterie. Hodnota pH v pochvé se u zen v reprodukénim véku pohybuje
v rozmezi 3,8-4,5. Kyselé pH pochvy zajistuje rovnovahu poSevniho ekosystému,

protoZe neni vhodné pro nékteré druhy mikroorganismu (Masata et al., 2004).
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3.1.2 Posevni mikroflora

Slozeni posevni mikroflory je dynamické. Je ovliviiovano nejen vékem, prvni
menstruaci, délkou menstruacniho cyklu, t&éhotenstvim, pribéhem porodu, infekcemi,
ale i frekvenci pohlavniho styku, po¢tem sexualnich partnert a rdznymi praktikami
a zvyky (Schwebke et al., 1999; Clarke et al., 2002; Eschenbach et al., 2000; Ness et
al., 2002; Burton et Reid, 2002). Mikroorganismy vyskytujici se bézné v pochvé maji
dulezitou roli v prevenci proti kolonizaci nezadoucimi organismy, které jsou
odpovédné za zanéty pochvy, kvasinkové infekce, sexualné prenosné nemoci
a infekce mocCovych cest (Gupta et al., 1998; Sobel, 1999; Donders et al., 2000; van
de Wijgert et al., 2000). Abnormalni slozeni posSevni mikroflory a infekce dolniho
genitalniho traktu jsou spojeny se zvySenym rizikem infekce HIV (Sewankambo et al.,
1997). Diky tomuto poznatku védci usuzuji, Ze normalni mikrobialni ekosystém muze
hrat kliCovou roli pfi snizeni pravdépodobnosti ziskani a pfenosu HIV (Hillier, 1998;
Schwebke, 2001).
laktobacily. Dnes v8ak vime, Ze je kolonizovana i jinymi druhy bakterii, napf.
Escherichia coli, Gardnerella vaginalis, Staphylococcus epidermidis, o-, B-
hemolytickymi streptokoky (Ma$ata et al., 2004) (Tab 1). Laktobacily nemusi byt
pfitomny v dominantnim poctu, jsou ale velmi dulezité pfi udrzovani normalniho
poSevniho ekosystému. Produkuji kyselinu mlécnou, peroxid vodiku a jiné

antimikrobialni latky, které zabranuji pfemnozeni patogenu (Hillier, 1998).
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Tab. 1: Frekvence vyskytu mikroorganismii v pochve zdravé Zeny
Zdroj: Masata et al., 2004

Typ bakterie Mikroorganismus Izolované bakterie [%]

Lactobacillus 17-97

Diphteroides 18-83

Staphylococcus epidermidis 7-67

Staphylococcus aureus 0-12

a- hemolytické streptokoky 2-53

Aerobni bakterie B-hemolytické streptokoky 0-93
Nehemolytické streptokoky 4-37

Enterokoky 4-44

Escherichia coli 0-28

Gardnerella vaginalis 40-43

Mycoplasma hominis 15-72

Ureaplasma urealyticum 40-95

Latobacillus 11-72

Bacteroides fragilis 0-20

Bacteroides sp. 0-50

Fusobacterium sp. 0-18

Anaerobni bakterie Pe!otostreptococcus sp. 12—-40
Veillonella sp. 0-17

Clostridium sp. 0-17

Bifidobacterium sp. 0-32

Eubacterium sp. 0-36

3.1.3 Infekce pochvy

NejCastéjSim onemocnénim Zenského pohlavniho traktu jsou vulvovaginalni
se tyto infekce projevuji vytokem, svédénim nebo palenim zevnich rodidel (MaSata et
al., 2004). Infekce vznika naruSenim normalni mikroflory a naslednou kolonizaci
patogeny. Mezi infekéni onemocnéni se =zafazuje vulvovaginalni kandidoza,
bakterialni vagin6za, trichomoniaza (Anderson et al., 2004). Podle puvodce délime

onemocnéni na bakterialni, virové, plisnové a parazitarni (Masata et al., 2004).
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3.2 Celed Streptococcaceae

Do cCeledi Streptococcaceae patfi Iékafsky vyznamné rody bakterii Streptococcus,
Enterococcus. V posledni dobé ale nabyvaji na medicinské dullezitosti také dalSi rody
z této Celedi jako napfiklad Leuconostoc, Pediococcus, Alloiococcus a Helcococcus.
Prislusnici této Celedi jsou katalasa negativni, protoze nedokazi tvofit hem skladajici
se z zeleza a porfyrinu. Jmenované rody jsou mezi sebou odliSné obsahem guaninu,
cytosinu, biochemickymi vlastnostmi, ale také tvarem a usporadanim koku (Votava et
al., 2003).

3.2.1 Rod Streptococcus

Streptokoky jsou fakultativné anaerobni, grampozitivni, katalasa negativni koky
(Schleifer et al., 1987, cit Kubota et al., 2010). Jsou schopni se fadit do dvojic az
fetizkl. Vyskytuji se u Clovéka, ale také u zvifat. NejCastéjSimi misty kolonizace je
kliZe, sliznice krku, plice, travici a urogenitalni trakt.

Prvni klasifikace délila streptokoky na a-, - a y- hemolytické a byla zalozena na
sledovani typu hemolyzy pfi ristu na krevnim agaru. Dnes se uziva spiSe rozdéleni
streptokokil na B-hemolytické a non-B-hemolytické (Benes, 2009). Skupina pB-
hemolytickych se déli na streptokoky s uplnou hemolyzou, ktera se projevuje
odbarvenim a projasnénim pudy v okoli hemolytické kolonie, a s neuplnou
hemolyzou, kde k projasnéni pudy nedochéazi. Do non-B-hemolytické skupiny patfi y-
hemolytické streptokoky, u kterych se hemolyza nevyskytuje a a-hemolytické
streptokoky, nazyvané také viridujici, které pfeménuji krevni barvivo na zeleny
verdoglobin.

Rod streptokokl Ize také tfidit dle Lancefieldové. Toto tfidéni je zalozeno na
antigennich vlastnostech pouzderného polysacharidu C. Je-li u streptokoku
polysacharid C pfitomen, potom tyto streptokoky délime do skupin oznacenych
pismeny A-Z. OvSem pneumokokim a nékterym streptokokim tento polysacharid
chybi, takze nemohou byt timto zptisobem klasifikovani. | pfes tento fakt se tfidéni
streptokoku dle Lancefieldové pouziva (Lancefield, 1933; Votava et al., 2003).

Streptokoky zpUsobuji anginu, faryngitidy az pneumonie, hnisavé kozni infekce,
spalu, poporodni sepse, infekéni endokarditidu a mnoha dalSsi onemocnéni
(Lobovska, 2001). Uz v roce 1879 Louis Pasteur oznadil streptokoky za plvodce
poporodnich sepsi (Shet et Ferrieri, 2004).
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3.2.2 Vyznamni zastupci rodu Streptococcus

Zastupci rodu Streptococcus kolonizuji rizné Casti téla. Ja jsem se zaméfila na
vyznamneé zastupce vyskytujici se v pochvé. Mezi né patfi Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumonie a Streptococcus agalactiae, ktery je blize popsan
v kapitole 3.2.2.3.

3.2.2.1 Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes patfi u Clovéka mezi nejpatogennéjsSi druhy z rodu
Streptococcus. Tvofi kulaté nebo lehce ovoidni koky, které se spojuji do dvojic Ci
fetizkd. Patfi mezi -hemolytické streptokoky a dle déleni Lancefieldové tvofi skupinu
A. V anglické literatufe byva oznacovan zkratkou GAS, group A streptococci (Votava
et al., 2003; Benes, 2009). Hlavnimi faktory virulence jsou protein M a pouzdro
z kyseliny hyaluronové. Pulsobi totiz antifagocytarné a adherenéné (Bisno et al.,
2003). Kyselina hyaluronova je téméfr neimunogenni, protoZze se u savcu bézné
vyskytuje v pojivové tkani, a tak ji bakterialni imunitni systém predpoklada za télu
vlastni (Votava et al., 2003).

GAS se Sifi pfimym i nepfimym kontaktem a kapénkovou infekci (Benes§, 2009).
V 19. a na zacatku 20. stoleti byly poporodni GAS infekce hlavni pfi¢innou mortality
a morbidity u matek v Sestinedéli. AvSak diky modernim terapeutickym postupim
tyto komplikace témér vymizely (MaSata et al., 2004). Presto je GAS celosvétové
stale vyznamnym patogenem s vysokou mortalitou a morbiditou. Je pfi€inou i Siroké
Skaly onemocnéni, Casté jsou napfiklad tonzilitida, faryngitida, spala, nekrotizujici
fascitida nebo streptokokovy syndrom toxického Soku, ktery je vyvolany GAS toxiny
(Stevens, 1992; Benes, 2009).

3.2.2.2 Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae patfi mezi dalsi vyznamné lidské patogeny,
kolonizace zvifat se vyskytuje jen vzacné. Do rodu Streptococcus byl zafazen v roce

1974 na zakladé genetické pfibuznosti se streptokoky.
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Pneumokok, jak byva Streptococcus pneumonie oznacovan, je non-B-hemolyticky
kok ovoidniho tvaru, s tendenci sdruzovani do dvojic (Votava et al.,, 2003; Benes,
pouzdro. Na zakladé antigenni struktury pouzdra mulizeme u Streptococcus
pneumoniae rozliSit 90 sérotypu. Jeho schopnost vyvolat imunitni odpovéd je
vyuzivana pfi vakcinaci (Bentley et al., 2006).

Pneumokok se prenasi z Clovéka na Clovéka kapénkovou infekci pfi kasli
a kychani (Bene§, 2009). Pneumokokové infekce mohou postihnout clovéka
v kazdém véku, ale skupinu s nejvétSim rizikem onemocnéni tvori déti mladsi nez
2roky a dospéli starSi 65 let. Mezi velmi zavazna invazivni pneumokokova
onemocnéni patfi pneumonie (zapal plic), meningitidy a bakteriémie. Pneumokok je
také vyznamnym pavodcem slizniCnich infekci, jako je zanét stfedniho ucha
a vedlejSich dutin nosnich (Cartwright, 2002). Ve vyjimeCnych pfipadech muze

vyvolat u Zen infekci v malé panvi (Votava et al., 2003).

3.2.2.3 Streptococcus agalactiae

Mezi nejvyznamnéjSi zastupce rodu Streptococcus kolonizujici pochvu patfi
Streptococcus agalactiae. Pfitomnost této bakterie v pochvé muze zpusobovat velké
komplikace hlavné v téhotenstvi, proto je ji v oblasti gynekologie a porodnictvi

vénovana velka pozornost.

3.2.2.3.1 Zakladni charakteristika

Druh Streptococcus agalactiae (Obr. 1) byl poprvé izolovan Lancefieldovou
a Harem z vaginalnich kultur Zen po porodu, které nejevily zadné priznaky infekce
(Bene§, 2009). V anglické literatufe byva oznaCovan jako ,group B
streptococci“ (GBS), jelikoz nalezi do skupiny p-hemolytickych streptokokd skupiny B
dle Lancefieldové. Termin agalactiae je odvozen od stavu, ktery vyvolavaji zvifeci
kmeny u krav. U napadenych krav dochazi k mastitidé spojené se ztratou tvorby
mléka (Votava et al., 2003). Do roku 1937 byl Streptococcus agalactiae povazovan
za neSkodného pfizivnika ziviciho se zbytky potravy hostitele, takzvaného
komenzala. Poté Fry nahlasil 7 pfipadu poporodnich horeCek a 3 umrti asociované

s vyskytem GBS a oznadil jej za plvodce puerperalni sepse (Shet et Ferrieri, 2004).
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Obr. 1: Streptococcus agalactiae snimany rastrovacim elektronovym mikroskopem
(http://www.sciencephoto.com/media/13015/enlarge)

GBS tvofi dlouhé fetizky, které v tekutych mediich vypadaji, jako by byly slozeny
ze dvojic kokl. Patfi mezi patogeny lidi i zvifat, ovSem zvifeci kmeny nevyvolavaji
u Clovéka zadné infekce.

GBS obsahuje kromé skupinové specifického antigenu B také typové specifické
polysacharidové antigeny. Diky antigennim vlastnostem mulzeme streptokoky
skupiny B délit dale dle sérotypu 1 az VIII (Votava et al., 2003; Bene$§, 2009). Pro
nemocemi (Zaleznik et al., 2000). Zatim jedinym znamym faktorem virulence je
pouzdro obsahujici kyselinu N-acetylneuraminovou (sialovou), ktera brzdi aktivaci

fagocytozy (Votava et al., 2003).

3.2.2.3.2 Epidemiologie

NejcastéjSim mistem vyskytu Streptococcus agalactiae je gastrointestinalni
a urogenitalni trakt. Primarnim lozZiskem je ovSem trakt gastrointestinalni. Kolonizace

v ustech a hltanu je nizka, avS8ak u homosexualld muize byt ¢astéjSi (Dillon et al.,
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1982; Benes, 2009). Mira kolonizace GBS v pochvé a rektu u Zen zavisi na véku,
geografické poloze, ve které Zena Zije, a etnickém puvodu (Phares et al., 2008).
Castsji jsou kolonizovany Zeny ve véku 22-30 let (Meyn et al., 2009). U Zen &erné
barvy kiize se GBS vyskytuje v pochvé s daleko vétsi frekvenci nez u Zen barvy kuze
bilé. Moznym vysvétlenim je, Ze Cernosky jsou Castéji kolonizovany GBS v rektu nez
bilé zeny a tim padem se zvySuje riziko kolonizace také pochvy (Phares et al., 2008).
Zvyseni pravdépodobnosti vyskytu GBS v rektu a pozdéji i pochvé je ovlivnéno také
uzivanim marihuany, protoze narkotické latky v ni obsazené méni charakter traviciho
traktu, v€etné sekrece zaludku a jeho vyprazdrnovani. Proto mize marihuana zménit
mikrofléru gastointestinalniho traktu zptsobem, ktery zvySuje kolonizaci GBS v rektu
(Meyn et al., 2009; Massa et al., 2005).

Rizikovymi faktory pro kolonizaci GBS pochvy je nedostateCna hygiena,
prodélané kvasinkové infekce a pohlavni styk (Manning et al., 2004). Role
pohlavniho styku je podlozena faktem, ze az 91 % muzskych partner( zen, které jsou
pozitivni na GBS, jsou kolonizovani stejnymi kmeny nebo sérotypy streptokoku.
Sexualni aktivita muze pfenaset GBS z muzl na Zeny, a ménit tak posevni mikrofléru.
Diky tomu mulze dojit ke zvySeni perzistence GBS a zvySenému pienosu
mikroorganismu z hraze a rekta do pochvy (Meyn et al., 2009).

Streptococcus agalactiae se vyskytuje i u 10-40 % zdravych Zen v urogenitalnim
traktu. PoSevni kolonizace je CastéjSi u Zen s nitrodélozni antikoncepci. GBS
kolonizuji ¢asto pochvu asymptomaticky. Infekce se projevuje spiSe u jedincl se
snizenou imunitou, diabetem a s poruchami ledvin (Barcaite et al., 2008; Benes,
2009; Lobovska, 2001). Kolonizace muze byt oblasna, pfechodna nebo trvala
(Stupak et al., 2010). Téhotné Zeny pozitivni na GBS maji zvySené riziko

pfed€asného porodu a perinatalniho pfenosu na novorozence. Streptococcus

vrwve

3.2.2.3.3 Klinické projevy Streptococcus agalactiae

U netéhotnych Zen se GBS vyskytuje v 10-30 % (Leclair et al., 2010).
U dospélych rozviji lokalni infekce jako je cystitida, pyelonefritida, osteomyelitida,
artritida, endokarditida. Nejzavaznéjsi je primarni sepse, ktera miaze mit az v 50 %

fatalni prabéh (Votava et al., 2003; Bene$, 2009). Skupinu s nejvy$Sim rizikem umrti
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na invazivni GBS onemocnéni tvofi dospéli starsi 65 let (Zangwill et al., 1992, cit.
Schrag et al., 2000).

VétSina studii stale nedokazi zhodnotit, zda GBS patfi mezi hlavni patogeny, jako
je Gardnerella vaginalis, Escherichia coli, Candida albicans, zpuUsobujici bézné
vaginalni infekce a zanétlivé vaginitidy (Leclair et al., 2010; Srinivasan et Fredricks,
2008). Ale napfiklad Maniatis et al., 1996 ve své studii oznacil pfimo GBS za
patogena zpusobujiciho tato onemocnéni. U Zen s vaginalni infekci pozitivnich na
GBS byla totiz tato bakterie u 87 % zen izolovana jako jediny patogen. U zbylych
13 % Zen byla diagnostikovana spolecné s Gardnerella vaginalis, Candida albicans
nebo Trichomonas species (Maniatis et al., 2006). Jina data ovSem naznaduji, Ze
se zanétlivymi nemocemi pochvy se kolonizace streptokoky v pochvé zvySuje.
Existuje hypotéza, Ze kolonizace GBS je vysledkem celé fady udalosti, které vedou
k naruseni ochranného kyselého poSevniho prostiedi a ke ztraté dominantniho druhu
Lactobacillus. Vyskyt GBS je tedy pravdépodobné spiSe ukazatel narudeni
normalniho ekosystému pochvy nez hlavni pfi€ina vaginitid (Leclair et al., 2010).

U téhotnych Zen muze infekce zplisobena Streptococcus agalactiae probihat bez
symptomu a objevovat se preruSované v kterékoli fazi t€hotenstvi. AZ ve 30 %
pfipadu zplusobuje GBS v téhotenstvi infekci mocovych cest. Bakterie se dostavaji
do pochvy ze stfevniho traktu. Nékdy se mohou porodnimi cestami dostat az do
délozni dutiny, projit neporusenymi plodovymi obaly a zpUsobit jejich zanét,
endometritidu, sepsi, dokonce i potrat, pfed€asny porod a rychle postupujici
neonatalni infekci. MUze nasledovat i smrt novorozence a matky (MaSata et al.,
2004; Benes, 2009).

Streptococcus agalactiae se vyskytuje u 4-40 % téhotnych Zen, konkrétné
v Ceské republice se kolonizace GBS vyskytuje u 29 % té&hotnych Zen (Hickman et al,
1999; Motlova et al.,, 2004; Sharmila et al., 2010). Mira kolonizace GBS u Zen
s rizikovym téhotenstvim je vy$Si nez u zen s normalnim pridbéhem téhotenstvim
(Strus et al., 2009; Brimil et al., 2006). To mze souviset s Casté&jSimi navstévami
u lékare, zvySenému mnozstvi riznych Ié€ebnych procedur a terapeutickych rezim
v dusledku komplikovaného téhotenstvi. Tento argument je podporovan vysSSi
frekvenci kolonizace rezistentnimi kmeny bakterii u matky i novorozence, které jsou

typické pro nemocniéni prostfedi (Strus et al., 2009).
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Identifikace GBS kolonizace u matky v prubé&hu téhotenstvi je velmi dalezita pro
prijeti preventivnich opatfeni, jako napfiklad intrapartalni antibioticka profylaxe
novorozeneckych nemoci (Baker et Barrett, 1973). LéCba antibiotiky béhem gravidity
se nedoporuCuje. PreléCeni infekce v téhotenstvi nesniZuje riziko onemocnéni
novorozence, jelikoz az 70 % zen je i pfes |é€bu opét rekolonizovano (Méchurova et
al., 2011).

Od 70. let minulého stoleti je Streptococcus agalactiae povazovan za hlavniho
puvodce perinatalni mortality a morbidity u novorozencl (Francoisi et al., 1973), ktefi
se nakazi obvykle pfi porodu od kolonizované matky. GBS kolonizuji kiZi a sliznici
novorozencl (Sharmila et al., 2011). Vertikalni pfenos z matky na dité se pohybuje
v rozmezi 40-60 %. Nasledna infekce novorozencl se projevuje u 1-3 % (Melin,
2008). Cim vice je matka kolonizovana GBS, tim vét$i je pravdépodobnost prenosu
nakazy na novorozence a stoupa riziko, ze infekce se u ditéte bude projevovat ¢asné
(Anthony et Okada, 1977; Benes, 2009). Umrtnost novorozencti na nasledky infekce
je od 5 % do 20 % (Méchurova et al., 2011). Za prvni svétové valky byla umrtnost
déti na streptokokové infekce pomérné vyssi. Od padesatych let tento pocet vyrazné
pokles| diky uzivani antibiotik (Lobovska, 2001). AvSak déti, které preZiji silné infekce,
trpi Casto vyvojovymi vadami, vCetné mentalni retardace a ztratou sluchu a zraku
(Schrag et al., 2000).

Je obecné znamo, Ze novorozenec ziskava mikrofléru, véetné GBS, aspiraci
infikované plodové vody, vertikalnim pfenosem z porodniho kanalu GBS pozitivni
matky a pozdéji se dité muze také infikovat z nemocni¢niho prostiedi.

Zajimaveé je, jak snadno se mize GBS prenést z matky na dité. Studie odhalily,
Ze pravdépodobnost pfenosu GBS z matky na dité i pfi porodu cisafskym fezem neni
tak vzacna, jak se pfedpokladalo (Rotimi et al., 1985; Strus et al., 2009). VétSina déti
narozenych cisafskym fezem jesté pred odtokem plodové vody, byla infikovana
stejnym kmenem GBS jako jejich matky. Horizontalni pfenos GBS z nemocni¢niho
prostfedi na novorozence byl mnohokrat popsan. Novorozenci zdravych matek
lezicich na stejném oddéleni byli infikovani totoznymi nozokomialnimi kmeny GBS.
Stejny vysledek se nachazel u novorozencd, ktefi lezeli na rdznych oddélenich, ale

ve stejné budoveé (Strus et al., 2009).
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Onemocnéni novorozencu jsou dvojiho typu: €asna a pozdni (Bene§, 2009).
a) Casna forma onemocnéni Streptococcus agalactiae

Vyskytuje se u 2-3 na 1000 zivé narozenych déti. Infekce vznika v pribéhu
porodu jesté in utero nebo az pfi prichodu plodu porodnimi cestami. Pfedchazi ji
obvykle predCasny odtok plodové vody vice nez 12 hodin pfed porodem, pfedCasny
porod, protrahovany a instrumentalni porod nebo horec¢ka matky v prubéhu porodu.
Jsou to infekce, které se projevuji u novorozenct béhem prvnich 6 dni jejich Zivota
(Lobovska, 2001; Méchurova et al., 2011; MaSata et al., 2004; Benes, 2009). Infekce
nejCastéji zacina uz béhem prvnich 12-24 hodin Zivota (Melin, 2008). Prvni projevy
onemocnéni jsou nahlé. Novorozenec je promodraly, hypotonicky, zvraci, ma
snizenou chut k pfijmu matefského miéka, abnormalni teplotu a mnohdy i Zloutenku.
Zaroven se u néj muze projevit tachykardie a poruchy dychani. Tyto projevy mohou
byt nasledkem bakteriémie, pneumonie, meningitidy nebo septického Soku
v disledku invaze GBS. Umrtnost novorozencii se modernimi lé&ebnymi postupy
snizila na 5-10 %. Nejvice jsou ohroZeny déti pfedCasné narozené a s nizkou

porodni vahou (MaSata et al., 2004; Benes, 2009).

b) Pozdni forma onemocnéni Streptococcus agalactiae

Pozdni infekce se projevuji u 0,5 z 1 000 narozenych déti (MaSata et al., 2004).
Dostavuji se obvykle do konce prvniho mésice novorozence (Melin, 2008). Dité je
infikovano vertikalnim pfenosem od kolonizované matky nebo horizontalné
z nemocni¢niho prostfedi (Strus et al., 2009). Infekce jsou vétSinou organové
lokalizované a sdruzené s okultni bakteriémii. NejCastéji probiha jako hnisava
meningitida, ktera se neda Klinicky odliSit od meningitid zplUsobenych jinymi
bakteriemi. DalSim projevem jsou sepse, infekéni zanéty miznich uzlin, kostni
a kloubni infekce (Bene$, 2009). U novorozencl s pozdni infekci byl ve dvou
tfetinach izolovan Streptococcus agalactiae sérotypu III. U komplikovanych
meningitid byl sérotyp III prokazan dokonce v 90 % pfipadd. Schopnost vyvolat
infekci také souvisi s typem specifického polysacharidového pouzdra a s tvorbou
neuroaminidazy, ktera Stépi kyselinu sialovou a jejimz vysledkem je poskozeni
endotelu (Penka et al., 2009; MaSata et al., 2004). DalSim faktorem je hladina
protilatek u matky. Jestlize ma matka nizkou hladinu protilatek proti polysacharidu

GBS typu III, existuje daleko vySsi riziko infekce u novorozence. Je prokazano zZe
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vysoka hladina antipolysacharidovych IgG protilatek ma ochranny ucinek. U velké
Casti matek, jejichz déti prodélali GBS sepsi, mizeme detekovat Spatnou IgG
protilatkovou odpovéd na antigen bakterialniho polysacharidu (Baker et Kasper,
1976; MaSata et al., 2004). Sérologické vySetfeni ovSem neni v praxi moc bézné.
Zakladnimi kroky ve zvladnuti GBS infekci je kultivacni prikaz kolonizace

a nasledna profylakticka antibioticka léCba (MasSata et al., 2004).

3.2.2.3.4 Antibioticka lIé€ba Streptococcus agalactiae

Penicilin byl prvnim Iékem pouzivanym k IéEbé a profylaxi infekci zpusobenych
skupinou streptokokl B. Streptokokové také po dlouhou dobu zustavali plné citlivi
(Sadowy et al., 2010). V Japonsku byly hlaseny jedny z prvnich pfipadl snizené
citlivosti na penicilin nékterych GBS kmenU (Kimura et al., 2008). | kdyz je penicilin
upfednostiiovanym lékem na streptokokové infekce, az 10 % pacientd je na néj
alergickych. U takovych to alergikl se pfiklani k alternativnim antibiotikiim
(Warrington et al., 2011; Borchardt et al., 2006). Mezi takové patfi cefalosporin
a vankomycin. Od roku 1996 je hlaSena zvySujici se rezistence GBS na néktera
antibiotika makrolidy - erythromycin a linkosamidy - klindamycin, s ¢imz by se pfi
dané terapii mélo pocitat. Rezistence na erythromycin od 12 % do 29 %,
u klindamycinu je to 6 % az 21 %. NejvySSi riziko rezistence na erythromycin
a klindamycin je zaznamenan ulidi ve véku 18-49 let sinvazivnim GBS
onemocnénim (Borchardt et al., 2006). Nejvétsi rezistence GBS je vSak pozorovana
u tetracyklinu. Cini az 91,2 % (Sadowy et al., 2010).

Uzivani antibiotik k odstranéni GBS z pochvy ma smysl jen tehdy, kdyz neni
kolonizovano rektum. Antibioticka 1éEba neni ucinna na vymyceni GBS kolonizace
v rektu a tak po Ié€bé antibiotiky dochazi k opétné rekolonizaci pochvy GBS z rekta
(Meyn et al., 2009).

3.2.2.3.5 Screening Streptococcus agalactiae v téhotenstvi

Vysoky pocet invazivnich infekci u rodiCek a novorozencu, vyvolanych
Streptococcus agalactiae, vzbudil velkou pozornost a obavy (Schrag et al., 2000).

Proto v USA, jako v prvni zemi, vydalo Centrum pro kontrolu a prevenci nemoci
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(Centers for Disease Control and Prevention — CDC) ve spolupraci s pfislusnymi
odbornymi organizacemi v roce 1996 doporuCena preventivni opatfeni pro snizeni
pfenosu GBS z matky na dité a naslednych poporodnich infekci (CDC, 1996).
Zavedeni screeningu byl prvni krok. Preventivhimu kultivaCnimu odbéru by mély byt
podrobeny vSechny téhotné Zeny (Méchurova et al., 2011). Vyjimku tvofi téhotné
Zeny, které jiz dfive porodily déti, u kterych se projevila ¢asna forma onemocnéni.
V takovém pfipadé neni screening nezbytné nutny (CDC, 1996). Vzhledem k tomu,
Zze kolonizace GBS muze byt pfechodna a béhem téhotenstvi mize ménit svuj
charakter, je dullezité spravné nacCasovani odbéru kultivacnich vzorkd. Idealni je
odbér 5 tydnu prfed porodem. CDC stanovila doporu¢eny screening mezi 35. az 37.
tydnem téhotenstvi (CDC, 2010). Odbér kultivaénich vzorku je zaloZzen na stéru
z postrannich stén dolni tfetiny pochvy. Kombinovany odbér z pochvy i z rekta neni
doporucovan, jelikoz odbér materialu z rekta neni pfinosem pro screening. Ziskany
material je vySetfovan kultivacné. Vysledky ze standardniho kultivacniho vySetfeni
byvaji obvykle k dispozici do 48 hodin. Toto vySetfeni se upfednostiuje pred uzitim
tzv. rychlych diagnostickych metod, jako je napf. PCR. Ta totiz Casto disponuje
vys8im rizikem faleSné negativnich vysledku, a tak byva vyuzivana pouze v Casové
tisni.

S vysledky by méla byt zena obeznamena zdravotnickym personalem a zaroven
by ji mély byt doporuCeny dalSi nejvhodnéjSi kroky s prfihlédnutim na vysledky
vySetfeni (CDC, 2010). Je-li vysledek kultivacniho vySetfeni pozitivni, t€hotna Zena
se celkové ani lokalné nepreléCuje, jelikoz az 70 % Zen je po léCbé rekolonizovano.
Antibiotika se aplikuji az béhem porodu pfi nastupu déloznich kontrakci nebo po
odtoku plodové vody. V pfipadé negativniho kultivacniho vysledku se intrapartalni

antibioticka profylaxe neprovadi (Méchurova et al., 2011).

3.2.2.3.6 Intrapartalni antibioticka profylaxe

Centrum pro kontrolu a prevenci nemoci doporuCilo kromé& screeningu
v t8hotenstvi také zavedeni antibiotické profylaxe b&hem porodu. Uginnost
intrapartalni profylaxe u déti, jejichz matkdm byla po dobu porodu podavana
antibiotika, je 86-89% (CDC, 2010). Antibiotika se aplikuiji, jestlize je kultivaéni odbér

v 35.-37. tydnu té€hotenstvi pozitivni, ale také v pfipadé, Ze kultivaCni vySetfeni
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nebylo provedeno nebo jeho vysledek neni k dispozici a u rodiCky je pfitomen jeden

z téchto rizikovych faktoru:

PfedCasny porod pfed 37. tydnem téhotenstvi
PredCasny odtok plodové vody vice jak 12 hodin pfed porodem
Zvysena teplota matky na 38 °C

Pozitivni kultivacni odbér GBS kdykoli v pribéhu téhotenstvi

(Méchurova et al., 2011; CDC, 2010)

Idealni je zahajeni antibiotické l|éCby intraven6zné 4 hodiny pfed porodem.

S blizicim se €¢asem porodu dramaticky narlsta nebezpeci kolonizace plodu. Pfi

odtoku plodové vody u Zeny s GBS v terminu porodu se antibiotika podavaji hned po

pfijmu na porodni sal. Nasledné vyvolani porodu se déje dle doporuceni o indukci

porodu. V pfipadé elektivnich cisafskych Fez(, kdy nedoSlo Kk protrzeni blan

a nastupu délozni aktivity neni davod aplikace antibiotik.

Doporucéena intravenozni intrapartalni 1é¢ba:

Antibiotikem prvni volby je penicilin G v infuzi. Iniciace je 5 mil. IU,
nasledné 2,5 mil. IU po 4 hodinach. Pokud Zena neporodi do 8 hodin od
inicialni davky je doporuceno prodlouzit interval podani na 2,5 mil. U
kazdych 6 hodin do porodu plodu.

Ampicilin se v sou€asné dobé&, pro zvySujici narust rezistence Casnych
novorozeneckych infekci, nedoporucuje. Je vyhrazen spiSe pro lécbu
symptomatickych infekci.

U pacientek s moznosti alergické reakce na penicilinova antibiotika se
podavaji cefalosporiny I. generace intravendzné. Konkrétné cefazolin 2 g
v infuzi, dale 1 g po 8 hodinach do porodu.

Pacientkam s vysokym rizikem alergické reakce na penicilinova antibiotika
se aplikuje linkosamid klindamycin 600 mg v infuzi po 8 hodinach do
porodu, nebo makrolid erythromycin 500 mg v infuzi po 6 hodinach.
Vankomycin se podava v pfipadé, Ze téhotna Zena ma vysoké riziko
anafylaxe a byla u ni prokazana rezistence kvySe zmifovanym
antibiotikiim.

Sepse, zplsobena streptokoky skupiny B, se 1éCi dvojkombinaci antibiotik.

Ampicilin 1 g vinfuzi po 6 hodinach a gentamycin 240 mg v infuzi po 24
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hodinach. Je-li zena alergicka na penicilinova antibiotika podava se misto

ampicilinu antibiotikum klindamycin 600 mg v infuzi po 8 hodinach.
Antibioticka IéCba se ukoncuje s porodem plodu. V Ié¢bé se doporucuje pokracovat
jen u matek s jasnym klinickym nalezem infekce (Méchurova et al., 2011).

Riziko pfenosu GBS z matky na dité roste se zvySujici se hustotou kolonizace
pochvy matky. U déti narozenych téZce kolonizovanym matkam je pravdépodobnost,
Ze budou také kolonizovany a projevi se u nich GBS poporodni infekce, mnohem
vySSi nez u déti lehce kolonizovanych matek (Anthony et Okada, 1977). V souCasné
dobé je doporu€ovano podavat antibiotickou profylaxi b€hem porodu vSem téhotnym
Zenam, u nichz byl béhem téhotenstvi detekovan GBS (CDC, 2010). Ale nadmérné
uzivani antibiotik muze vést ke vzniku odolnéjSich a virulentnéjSich druht patogenu,
tézkych alergickych reakci a naruseni mikroflory lidského organismu. Proto by se
v budoucnu mélo uzivani antibiotik omezit. Navrhem pro omezeni uzivani je
posuzovani |éCby podle hustoty kolonizace. Lehce kolonizovanym matkam by
antibioticka profylaxe podavana nebyla, kvali mensimu riziku pfenosu GBS na dité,

téZce kolonizovanym naopak ano (van der Mee-Marquet et al, 2006).

3.2.2.3.7 Streptokokové autovakciny

GBS vakciny, které by snizovaly pocet vaginalné kolonizovanych Zen, jsou
v souCasné dobé studovany a vyvijeny. lzolace polysacharidovych antigeni GBS
a nasledna imunizace by mohla snizit kolonizaci u zen a také riziko prenosu GBS
z matky na dité. AvSak diky vyskytu odliSnych polysacharidovych antigenl je vyvoj
takovychto vakcin komplikovan, a tak v souCasné dobé neexistuje na trhu Zadna
univerzalni registrovana GBS vakcina (CDC, 2010).

V Ceské republice se pfi 1é&b& chronickych a &asto opakujicich GBS infekci,
obtizné |écCitelnych antibiotiky a chemoterapeutiky, vyuziva |éCba autovakcinami.
Autovakciny jsou v podstaté ocCkovaci latky délané na miru. Pfipravuji se
z vypéstovanych mikroorganismu, které byly opakované izolovany od pacienta. Doba
pripravy autovakciny trva jeden mésic a z toho se 17 dni mikroorganismus sterilizuje.
Vakcina tedy poté obsahuje mrtvé mikroby, na které po vpraveni do téla reaguje
organismus imunitni odpovédi, ktera zamezuje projevum choroby (Rutova, 2006;
Latalova, 2012).
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Vakciny se v peroralni kapkové podobé uzivaji po dobu jednoho roku
dle davkovaciho schématu doporu¢eného laboratofi, ktera autovakcinu pfipravovala

(Tab. 2). Doporucené davkovani je 10 kapek rano nala¢no (Latalova, 2012).

Tab. 2: Oc¢kovaci kalendar

mésic | mésic | mésic | mésic | mésic | mésic

OCIONONHAWIN R

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

- - Den aplikace kapkové peroralni GBS autovakciny
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3.3 Obecné schéma prikazu mikroorganismu

Primy prukaz

PFimy prikaz slouZi k nalezu mikroorganismu ve vySetfovaném vzorku. K zakladnim

vySetfovacim metodam patfi kultivace na vhodném médiu, mikroskopie

a identifikacCni testy (Votava et al., 2005).

a)

Kultivace na ptdach - nejbéznéji pouzivanou metodou izolace bakterii
z vySetfovaného materidlu je jejich kultivace na vhodnych pudach. Kultivace
je proces pomnozovani mikroorganismud v umélém prostiedi, které odpovida
podminkam dulezitym pro jejich rist a metabolismus (pH, vyziva, teplota,
kyslik pfipadné oxid uhlicity) (Gépfertova, 1999, Votava et al., 2005).

Odecitanim narostlych kolonii na kultivaénich pudach se urc¢i skupina bakterii dle

morfologie kolonii, ristu na padach v Petriho misce, atmosfére a teploté kultivace:

b)

o GRAM negativni ty¢ky
o GRAM pozitivni ty¢ky
o GRAM negativni koky
o GRAM pozitivni koky

o Anaerobni bakterie
o Kvasinky
Mikroskopické vysetieni — slouzi pro pfedbé&zné zarazeni neznamého

kmene mikroorganismu do skupiny. Mikroskopické vySetfeni se nejbé&znéji
déje na barveném preparatu. Pozoruje se pfi ném tvar, velikost a uspofadani
mikrobu. NejCastéji se pouziva barveni dle Grama, které je levné, rychlé
a muze se diky nému ziskat prfehled o tom v jakém poctu se patogen ve
vzorku vyskytuje, jakou ma velikost, tvar a uspofadani mezi sebou. Timto
barvenim se také rozliSi dvé skupiny mikrobl dle rozdild ve stavbé bunécéné
stény. Po obarveni krystalovou violeti a plisobenim jodem se v burice vytvofi
komplex, ktery je nerozpustny ve vodé, avSak ¢astecné rozpustny v alkoholu,
ktery se pouziva pro odbarveni. U gramnegativnich bakterii dochazi po
odbarveni k vyplaveni komplexu violet-jod ven z buniky. Grampozitivni
bakterie vSak maji méné propustnou sténu, odbarvenim alkoholu odolavaji.

Po dobarveni safraninem nebo karbofuchsinem jsou grampozitivni bakterie
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zbarvené modrofialové a gramnegativni bakterie vykazuji zbarveni Cervené

(Greenwood et al., 1999; Votava et al., 2005).

c) Identifikaéni testy - slouzi kdalSimu doureni mikroorganismu
ve vySetfovaném vzorku. Patfi mezi né napfiklad prikaz antigend latexovou

aglutinaci, prukaz bakterialniho toxinu a mnoho dalSich (Votava et al., 2005).

Nepiimy prukaz
Neni zaloZzen na rustu mikroorganismu, ale na prukazu plvodce infekéni choroby
podle nalezu stop, které v organismu pacienta zanechal. Nej¢astéji se jedna o priukaz

specifickych protilatek ve vzorku pomoci metod aglutinace, ELISA nebo Western blot

(Benes, 2009).

-28 -



4 PRAKTICKA CAST

V praktické casti bakalafské prace jsem se zaméfila na pfimy prikaz druhu

Streptococcus agalactiae ve vaginalnich stérech.

Obr. 2: Schéma postupu identifikace Streptococcus agalactiae

Odbér materialu

Kultivace na padach

A

y

Mikroskopie CAMP test

Latexova aglutinace

Bacitracinovy test

Proved! Iékar Mé zpracovani

4.1 Material a metodika

4.1.1 Charakteristika vySetrovaného materialu

Material zahrnoval celkem 3 737 vzorku vytéra pochvy, zaslanych na kultivacni
bakteriologické vySetfeni do Laboratofi Mikrochem a.s., pobo&ky Olomouc v obdobi
leden—fijen 2011.

Streptococcus agalactiae byl diagnostikovan laboratornimi  metodami

pouzivanymi v Laboratofich Mikrochem a.s. Olomouc, které jsou podrobné&ji popsany
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nize. Sama jsem tyto laboratorni metody pouzila pfi zpracovani asi 100 poSevnich

vytérQ.

4.1.2 Odbér materialu

Odbér vzorkd byl proveden lékafem v ordinaci. Stér se odebira odbé&rovymi
tampony z postrannich stén dolni tfetiny pochvy. Vzorek musi byt oznacen jménem
pacientky, datem odbéru a pfiklada se k nému pravodni list se jménem, pfFijmenim,
adresou, rodnym Cislem a zdravotni pojiStovnou pacientky. Na pravodnim listu také
musi byt zaznaCen druh vySetfovaného materialu, datum odbéru, jméno a adresa
lékafe, predpokladana diagn6za a pozadované vySetfeni. Material uchovany
v transportnim médiu by mél byt dopraven do laboratofe v co nejkratSi dobu a jesté

v den odbéru zpracovan. Mél by byt také uchovavan v chladu.

4.1.3 Zpusob o¢kovani a kultivace

Primarni oCkovani se provadi na &tyfi kultivacni pady.

Kultivacni pady:

e Krevni agar - plida ur€ena primarné ke kultivaci naro¢néjSich bakterii (koky,
tyCky)

e Cokoladovy agar - selektivni a bohatd pGda pro kultivaci Neisseria
a Haemophilus

e Sabourauduiv agar — plida uréena pro kultivaci kvasinek

e Krevni agar s kolistinem — pida s inhibici ristu gramnegativnich tyCek

(Votava et al., 2005)

VSechny ¢tyfi kultivacni pady jsem naocCkovala otaCivym pohybem tamponu se
vzorkem, na Obr. 3 oznacCeno jako inokulum. Poté jsem sterilni bakteriologickou
klickou provedla kfizovy roztér vzorku (Obr. 3). Na krevni agar jsem naocCkovala také
kmen Staphylococcus aureus ve tvaru cCary pres rozoCkovany vzorek. Kultivace
vzorku na krevnim agaru probihala 16-24 hodin, pfi teploté 36+1 °C v termostatu

sCO; a 16-24 hodin pfi teploté¢ 36+1°C vtermostatu s normaini atmosférou.
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Sabouraudiv agar se vzorkem byl kultivovan 40-48 hodin pfi teploté 36+1 °C
v termostatu s normalni atmosférou avzorky na Cokoladovém a krevnim agaru

s kolistinem byly kultivovany 40-48 hodin pfi teploté 36+1 °C v termostatu s CO».

Obr. 3: Schéma provedeni krizového roztéru

Inokulum

4.1.4 Odeditani

Po 48 hodinach se provedlo prvni vyhodnoceni. Na pudach byl hodnocen rust
suspektnich kolonii semikvantitativng. Jednim kfizkem (+) se hodnoti nartst kolonii
v oblasti inokula a prvnich oCkovacich €ar. Dva kfizky znac&i narast kolonii na
druhych nanesenych ockovacich ¢arach a tfi kfizZky na tfetich nanesenych
ockovacich &arach. Ctyfi kfizky znadi narast kolonii az do koncovych &ar. Podezielé
kolonie narostlé na krevnim agaru se poté znovu izolovaly, provadélo se

mikroskopické vysetfeni a biochemické testy.
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4.1.5 Mikroskopické hodnoceni

Barveni dle Grama

Z kolonii vyrostlych na krevnim agaru jsem vybrala jednu, kterou jsem sterilni
bakteriologickou kliCkou pfenesla a rozetfela v kapce fyziologického roztoku na
mikroskopickém podloznim skle. Kulturu jsem nechala zaschnout a fixovala nad
plamenem lihového kahanu. Poté jsem vzorek barvila 20 s krystalovou violeti.
PrebyteCné barvivo jsem oplachla vodou a na preparat pfidala kapku Lugolova
roztoku (roztok jodu a jodidu draselného ve vodé) na 20 s. Znovu jsem oplachla a 30
s nechala odbarvovat ethanolem. Po oplachnuti vodou jsem preparat dobarvovala
karbofuchsinem po dobu 60 s a opét oplachla vodou. Preparat jsem osusila, zakapla
imerznim olejem a bez kryciho skla jsem pozorovala pod mikroskopem pfi zvétSeni
1 000x (Votava et al., 2005).

4.1.6 Identifikacni testy

Bacitracinovy test

Slouzi k odliSeni B-hemolytickych streptokokd skupiny A (Streptococcus
pyogenes) od ostatnich p-hemolytickych skupin streptokoku (hlavné Streptococcus
agalactiae). Je zalozen na vysoké citlivosti Streptococcus pyogenes k nizkym
koncentracim antibiotika bacitracinu. Vysledkem difuzniho diskového testu je tvorba
inhibiéni zény kolem disku s antibiotikem, na rozdil od jinych B-hemolytickych
streptokoku, které jsou k dané nizké koncentraci rezistentni.

Sterilni bakteriologickou klickou jsem odebrala nékolik kolonii, naoCkovala na
krevni agar a sterilni jehlou jsem polozila disk s bacitracinem (ITEST BACITRACIN S,
0,04 j.). Kultivace probihala 24 hodin pfi teplot¢ 361 °C v atmosféfe CO..

Vyhodnoceni je zalozeno na méfeni priméru vzniklé inhibiéni zony.

e Pozitivni vyhodnoceni — jestlize ma inhibiéni zéna primér vétsi nebo roven
10 mm, jedna se o Streptococcus pyogenes.

e Negativni vyhodnoceni — rostou-li kolonie v blizkosti disku, jedna se
o ostatni B-hemolytické streptokoky. Jejich bliz§i zafazeni do sérologickych
skupin se provadi pomoci latexové aglutinace.

(ITEST plus s.r.o., 2005)
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CAMP test
Streptococcus agalactiae vykazuje na krevnim agaru neuplnou hemolyzu.
V prostfedi s kmenem Staphylococcus intermedius, produkujicim B-hemolysin, ktery
naruSuje membranu erytrocytl, dochazi v pfitomnosti Streptococcus agalactiae
k rozpadu téchto erytrocytl a k zvyraznéni nelpiné hemolyzy.
Na krevni agar jsem sterilni bakteriologickou klickou naoCkovala testovany kmen
streptokoka ve formé cCary. Kolmo k nému jsem naocCkovala, také Carou, kmen
Staphylococcus intermedius (4210). Kultivace probihala do druhého dne pfi teploté
36x1 °C. Vyhodnoceni je zaloZzené na rozSifeni hemolyzy v misté styku obou bakterii.
e Pozitivni vyhodnoceni — dojde-li k motylovittmu rozSifeni B-hemolyzy
v misté styku obou mikrobu, jedna se o Streptococcus agalactiae (Obr. 4).

¢ Negativni vyhodnoceni — jestlize k rozSifeni zény hemolyzy nedojde, jedna
se o ostatni B-hemolytické streptokoky, které se pomoci latexové aglutinace
zaradi do sérologickych skupin.

(Koukalova et al., 2011)

Obr. 4: CAMP test: ukazka motylovitého rozsireni -hemolyzy (vlastni zdroj)

Streptococcus agalactiae

Motylovité rozS$ifeni f-hemolyzy

Staphylococcus intermedius

PYR test
Tento test slouzi krychlému a snadnému odliSeni p-hemolytické skupiny A

streptokokd od ostatnich B-hemolytickych skupin. Principem je detekce aktivity
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pyrrolidonylpeptidazy, kterou z B-hemolytickych streptokokd produkuje pouze
Streptococcus pyogenes.
Na PYR test se pouziva komercné vyrobeny set ITEST PYR test, jehoz slozkou je
specialni prouzek na odbér bakterialniho narustu pfimo z krevniho agaru. Po odbéru
a inkubaci 1-2 min pfi laboratorni teploté jsem preparat zakapla druhou sloZzkou PYR
testu, Cinidlem. Po 1-5 min jsem hodnotila zménu zbarveni.
e Pozitivhi vyhodnoceni - dojde-li k ervenému zbarveni, jedna se
o0 Streptococcus pyogenes

¢ Negativni vyhodnoceni — jestlize nedojde ke zméné zbarveni, pfipadné se
preparat zbarvi dozluta, jedna se o jiné -hemolytické streptokoky
(ITEST plus s.r.o., 2005)

Latexova aglutinace

Tato metoda se pouziva kjednoduchému, prfesnému a rychlému urCeni
sérologickych skupin A, B, C, F a G B -hemolytickych streptokokd. Skupinové uréeni
B-hemolytickych streptokokd je dualezité pro etiologickou diagnézu onemocnéni
a naslednou antibiotickou Ié€bu. Princip je zaloZzen na reakci antigenu specifickych
pro danou skupinu streptokokl se specifickymi protilatkami navazanymi na
latexovych c¢asticich. Vysledkem reakce antigent s protilatkami je jasné viditelna
aglutinace pfislusné latexové suspenze, tj. tvorba okem viditelnych zrniCek, mezi
nimiz je tekutina projasnéna.

Pred pouzitim komercniho setu ITEST STREPTO GROUP jsem vSechny jeho
slozky nechala temperovat na laboratorni teplotu. Do extrakéni zkumavky jsem dala
jednu kapku Cinidla | a nechala v ni resuspendovat asi 5 kolonii testovaného pB-
hemolytického streptokoka, ktery narostl na krevnim agaru. Pfidala jsem jednu kapku
Cinidla Il (roztok zeZloutl), extrakt jsem poté protiepala a 3-5 min inkubovala pfi
laboratorni teploté. Podle zmény barvy na rGzovou az fialovou jsem pfidala jednu az
dvé kapky Cinidla Ill. Pasteurovou pipetou jsem na pét &ernych ploch karticky
priloZzené k setu nakapla po jedné kapce extraktu. Vedle kapek extraktu jsem pfidala
po jedné kapce dobfe promichané latexové suspenze anti A, anti B, anti C, anti F
a anti G. Kapky tekutin jsem na jednotlivych €ernych plochach smichavala vzdy

novou sterilni tyCinkou, aby nedoslo ke zkresleni testu. Poté jsem kartiCkou kolébala
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ze strany na stranu po dobu jedné minuty a davala pozor, aby nedoSlo ke smichani
sousednich vzorkd, jinak by se test musel opakovat.

e Pozitivni vyhodnoceni — objevi-li se zfetelna aglutinace extraktu do jedné
minuty pouze u jedné z péti latexovych suspenzi. Jestlize se objevi pozitivni
reakce u dvou Ci vice latexovych suspenzi musi se test opakovat.

e Negativni vyhodnoceni — nedojde-li k tvorbé aglutinace s zadnou z péti
pouzitych latexovych suspenzi, testovany kmen nepatii k B-hemolytickym
streptokokum skupin A, B, C, F nebo G.

(ITEST plus s.r.o., 2005)
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5 VYSLEDKY

Zabyvala jsem se pfimym prikazem Streptococcus agalactiae izolovaného
z gynekologického materialu. Streptococcus agalactiae vykazoval rust na krevnim
agaru. Kolonie jsou malé vypouklé obklopené zénou neupiné B-hemolyzy. Po barveni
dle Grama jsem pod mikroskopem pozorovala Streptococcus agalactiae jako
modrofialové koky usporadané do fetizkl(. Pfi bacitracinovém testu, rostly kolonie
Streptococcus agalactiae v blizkosti disku s antibiotikem a pfi CAMP testu
vykazovaly motylovité rozSifeni -hemolyzy v misté styku se Staphylococcus aureus.
V pfipade PYR testu kolonie Streptococcus agalactiae po pfidani Cinidla neménily
barvu, jelikoZz neprodukuji pyrrolidonylpeptidazu Latexovou aglutinaci byl
Streptococcus agalactiae definitivné identifikovan a pfifazen do sérologické skupiny
B.

V ramci praktické ¢asti prace byla provedena analyza vysledku kultivace celkem
3737 vaginalnich stéri zaslanych na vySetfeni v obdobi leden-fijen 2011 do
Laboratofi Mikrochem, a.s. Vysledky studie jsou rozdéleny do skupin podle vékové
kategorie pacientek, gravidity (t€hotné/netéhotné) a nalezu Streptococcus agalactiae

s jinym druhem bakterii a kvasinek.
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5.1 Frekvence vyskytu Streptococcus agalactiae v populaci zen

Z celkového poctu 3737 vySetfovanych Zen byl Streptococcus agalactiae
izolovan z gynekologického materialu od 708 pacientek (19 %). U téhotnych
pacientek se Streptococcus agalactiae vyskytoval u 63 (32 %). Ve vySetfeném

souboru bylo zjisténo celkem 645 netéhotnych Zen s nalezem S. agalactiae (18%)
(Tab. 3, Obr. 5).

Tab. 3: Nélez Streptococcus agalactiae v pochvé téhotnych a netéhotnych pacientek

Pacientky VysSetieno Nalez Str. agalactiae | Bez nalezu Str. agalactiae
Téhotné 198 63 (32 %) 135 (68 %)
Netéhotné 3539 645 (18 %) 2 894 (82 %)
Celkem 3737 708 (19 %) 3 029 (81 %)

Obr. 5: Procentualni nélez Streptococcus agalactiae v pochvé vysetrenych Zen

19%

B Nalez Str. agalactiae

O Bez nalezu Str. agalactiae

81%

-37-



5.2 Distribuce nalezu Streptococcus agalactiae ve vékovych kategoriich zen

Z celkového pocCtu 708 pacientek, u kterych byl prokazan Streptococcus
agalactiae, jsou nejCastéjSi kolonizovanou skupinou zZeny ve véku 25-35 let, kde
nalez dosahuje 43 %. Nejméné byly kolonizovany pacientky mladsi 15 let,
které tvorily pouze 1 % kolonizovanych (Tab. 4, Obr. 6).

Tab. 4: Pocet a vék pacientek se Streptococcus agalactiae

Vék pacientek | <15 [ 15-25 | 25-35 | 35-45 | 45-55 | 55-65 | >65 |Celkovy pocet
Pocet nalezi 8 159 309 121 61 32 18 708

Obr.6. Procentualni vyskyt Streptococcus agalactiae u pacientek podle vékové kategorie

5% 3% 1%

E<15

W 15-25
E25-35
O 35-45
W 45-55
O 55-65
H>65

17%

43%
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5.3 Vyskyt Streptococcus agalactiae s jinymi druhy bakterii a kvasinek

Streptococcus agalactiae byl izolovan a identifikovan u 708 pacientek (19 %)
z celkoveého poctu 3 737 pacientek. Z toho v 306 pfipadech (43 %) byl izolovan jako
samotny mikrob a v 402 pfipadech (57 %) byl diagnostikovan alespon s jednim
z téchto mikroorganismu — Enterococcus sp., Escherichia coli, Gardnerella vaginalis,
Staphylococcus aureus, Candida albicans (Tab. 5).

Tab. 5: Vyskyt Streptococcus agalactiae spolecné s jinymi druhy bakterii a kvasinek

Vysledek vysSetreni Pocet pacientek
Nalez Str. agalactiae 306
Nalez Str. agalactiae s jinymi druhy bakterii a kvasinek 402

Bez nalezu Str. agalactiae 3029
Celkem pacientek 3737
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6 DISKUZE

Streptococcus agalactiae zpUsobuje i v dneSni dobé velké problémy v oblasti
gynekologie a porodnictvi. Jeho vyskyt v pochvé je az u 40 % zen a lécba byva
komplikovana, jelikoz az 70 % Zen je po lécbé antibiotiky opét nekolonizovano
(Hickman et al., 1999; Méchyfova et al., 2011). | kdyz kolonizace byva vétSinou
asymptomaticka, u novorozencu a pacientl se sniZzenou imunitou, diabetem a
s poruchami ledvin mlze vyvolat az invazivni onemocnéni koncici smrti (Barcaite et
al.,2008; Benes, 2009). U téhotnych Zen je detekce této bakterie velmi duleZzita,
jelikoz je mozno intrapartalni antibiotickou profylaxi zabranit pfenosu Streptococcus
agalactiae z matky na dité a predejit tak poporodnim streptokokovym infekcim
novorozencl (CDC, 1996).

Z vysledku zpracovaného souboru dat za obdobi leden—fijen 2011, poskytnutych
Laboratofemi Mikrochem a.s. v Olomouci, a z mych vysledkul vyplyva, Ze z celkového
souboru 3 737 pacientek bylo 19 % vaginalné kolonizovano Streptococcus agalactiae.
Tato hodnota odpovida obecné znamému vyskytu této bakterie u 4-40 % zen,
dokonce patfi spiSe k nizSimu praméru (Hickman et al., 1999; Leclair et al., 2010;
Sharmila et al., 2010).

NejCastéji kolonizovanou vékovou skupinou byly pacientky ve véku 25-35 let.
Tento vysledek z ¢asti odpovida hodnotam uvedenym v literatufe, které popisuji
nejCastéjsSi kolonizace u Zen ve véku 22-30 let. Ddvodem zvySené kolonizace této
skupiny muze byt velmi Castd sexualni aktivita s riznymi partnery, ktera je pro
vékovou kategorii 25-35 charakteristicka (Meyn et al., 2009).

Kolonizace netéhotnych Zen byla 18 % z celkového poctu 3 539 netéhotnych
pacientek a odpovida priamérnym hodnotam vyskytu Streptococcus agalactiae
v literatufe (Leclair et al., 2010).

Streptococcus agalactiae byl ve sledovaném souboru diagnostikovan u 32 %
téhotnych pacientek. Tento vysledek je o 3 % vysSi, nez hodnoty uvadéné ve studii
Motlova et al. (2004), ktera zaznamenala kolonizaci pochvy u 29 % téhotnych Zen
v Ceské republice. Vysledky uvadéné v bakalafské praci vdak vice odpovidaji
celosvétovym hodnotdm uvadénym v literatufe (Hickman et al.,, 1999). Té&hotné
pacientky byly o 14 % vice kolonizovany nez netéhotné, coz poukazuje na dllezitost
doporuceného screeningu v 35.-37. tydnu téhotenstvi. V€asna detekce pfispiva ke

snizeni rizika nakazy novorozence od matky a naslednych poporodnich infekci (CDC,
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1996). CDC (1996) doporucuje intrapartalni antibiotickou profylaxi u vSech
kolonizovanych pacientek. OvSem studie van der Mee-Marquet et al. (2006) popisuje
zvySeny pocet rezistentnich druhu bakterii u matek a novorozencud po porodu, vlivem
nadmeérného uzivani antibiotik a doporucCuje zvazit aplikaci antibiotik béhem porodu,
podle miry kolonizace pochvy. Déti narozené méné kolonizovanym matkam, maji
totiz daleko mensi pravdépodobnost nakazy Streptococcus agalactiae, nez déti tézce
kolonizovanych matek. S pfihlédnutim k obéma témto studiim se domnivam, Ze
aplikace antibiotik je pfinosem, avSak za podminek, kdy bude provedena didkladna
individualni analyza, ktera by rozhodla zda aplikovat antibiotika, Ci ne.

Jako samotny patogen byl Streptococcus agalactiae diagnostikovan u 43 %
pacientek, ale s ostatnimi bakteriemi a kvasinkami byl diagnostikovan u 57 %
pacientek. To by mohlo vypovidat o naruSovani vaginalni mikroflory vice patogeny
najednou a potvrzovat hypotézu, Ze Streptococcus agalactiae nepatfi mezi hlavni
patogeny zpUsobujici vaginalni infekce a zanétlivé vaginitidy (Gardnerella vaginalis,
Candida albicans ¢&i Escherichia coli), ale je spiSe ukazatelem naruSeni normaini
mikroflory pochvy (Leclair et al., 2010). Mé zjisténé vysledky mohou potvrzovat
zavéry studie Maniatis et al. (1996), které oznacily Streptococcus agalactiae za
patogena zpusobujiciho vaginalni infekce, stejné tak vysledky studie Leclair et al.
(2010), které tuto bakterii povazuji spiSe za ukazatele naruSeni poSevniho
ekosystému. Zduvodu nedostateCného zastoupeni zkoumanych  vzork
shromazdénych mou osobou ve spolupraci s Laboratofemi Mikrochem
a.s. v Olomouci, za pozorovaci obdobi leden—fijen 2011 vS8ak nelze potvrdit ani

vyvratit jednu z vySe uvedenych studii.
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7 ZAVER
Ma studie dokazuje, Ze pocet kolonizovanych téhotnych i netéhotnych pacientek

Streptococcus agalactiae v pochvé je pomérné Casty a sledovani vyskytu této

bakterie je stale aktualni.

Shrnuti vysledki:

1. Z celkového poctu 3 737 Zen se Streptococcus agalactiae vyskytoval u 19 %
pacientek téhotnych i netéhotnych. Tato hodnota patfi spiSe k nizSimu
pruméru vyskytu uvadéného v literature.

2. NejCastéji kolonizovanou vékovou skupinou byly Zeny ve véku 25-35 let.

3. Nalez Streptococcus agalactiae u 18 % netéhotnych pacientek odpovida
celosvétovému vyskytu této bakterie v pochvé Zen.

4. Téhotné pacientky byly kolonizovany z 32 %. VyS$Si nalez Streptococcus
agalactiae u téhotnych pacientek poukazuje na dullezitost doporu¢eného
screeningu béhem téhotenstvi a nasledné pripadné aplikaci antibiotik béhem
porodu, pro sniZeni rizika nakazy novorozence.

5. Streptococcus agalactiae se v pochvé vyskytoval Castéji s jinymi druhy
bakterii a kvasinek, jako je Enterococcus species, Escherichia coli,
Gardnerella vaginalis, Staphylococcus aureus, Candida albicans, nez

samostatné.
Z vySe uvedenych vysledkl vyplyva, Zze by se mélo dbat na v€asnou identifikaci

Streptococcus agalactiae a vybrat vhodnou antibiotickou lé€bu, aby se zabranilo

fatalnim onemocnénim.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CDC Center for Disease Control and prevention
GAS group A streptococci

GBS group B streptococci

HIV virus lidské imunitni nedostatecnosti

U mezinarodni jednotka
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10 PRILOHA

Pouzité pristroje

Mikroskop Olympus svételny mikroskop CX 41
Termostat s normalni atmosférou Sanyo, MIR 262
Termostat s CO, Sanyo, MCO-20A/C

Pouzité chemikalie, roztoky a komeréni sety

Ethanol- aceton (Dr. Kulich Pharma), ethanol denaturovany benzinem (Fargon)
Fyziologicky roztok- NaCl (Lach:ner), deionizovana voda

Imerzni olej (MEDIOPTA)

Karbofuchsin- bazicky fuchsin (HIMEDIA), fenol (Lach:ner), lihobenzin (FARGON a.s.
Olomouc)

Krystalova violet' (Lach:ner)

Lugoluv roztok- jod (Lach:ner), jodid draselny (Lach:ner), deionizovana voda
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