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Screening nosicstvi Streptococcus agalactiae (GBS) v téhotenstvi

Abstrakt

V teoretické Casti mé bakalarské prace se nejprve zaméfuji na piiblizeni tématu
urogenitalnich infekci. Okrajové zminuji i infekce, které se vyskytuji u muzi, poté
se vénuji predev§im infekcim urogenitalniho traktu zeny. Zminuji zde také sexualné
ptenosné choroby. Pak pfechazim piimo k tématu mé bakalarské prace, kde se vénuji

bliZe bakterii Streptococcus agalactiae a jejiho screeningu.

Praktickou ¢ast vénuji osvojenim metod, které se vyuzivaji pro stanoveni piitomnosti
Streptococcus agalactiae. Cela prakticka ¢ast byla provedena v mikrobiologické
laboratofi SYNLAB s.r.o. v Ceskych Budgjovicich. Vyuzity byly metody b&né
kultivace, kultivace, ktera probihala po pomnozeni patogena
v Todd Hewitt Broth + Antibiotics. Pokud doslo pfi kultivaci ke zjisténi pfitomnosti
Streptococcus agalactiae, musel byt proveden dalsi test, abychom mohli s jistotou fict,
ze se opravdu jedna o tohoto patogena. Nejcastéji dochazi k dourcovani pomoci MALDI-
TOF MS, ale mtze byt vyuzita také latexova aglutinace, CAMP test ¢i biochemicka test
API® 20 STREP.

Béhem vyzkumu bylo zpracovano 100 vzorkd, které podlehly bézné kultivaci a pak
kultivaci dle doporuc¢eného postupu, kde je vytérovy tampon jesté 24 hodin inkubovéan
v pomnozovacim bujonu Todd Hewitt Broth + Antibiotics. Ze 100 vzorkd se nam
pozitivita ukazala po prvni kultivaci ve 14 ptipadech, po pomnoZeni v bujonu bylo
odhaleno jesté dalsich 5. Ze ziskanych dat a dat poskytnutych laboratofi za 3 roky jsem

zpracovala statistiku, kterou jsem dale porovnala s celorepublikovymi daty.

Cilem mé bakalarské prace bylo seznameni se s problematikou urogenitalnich infekci
a moznostmi jejich laboratorni diagnostiky. Provadéla jsem vySetieni skupiny pacientl
metodou bakteriologické kultivace vytérGi z pochvy a dale kultivaci po pomnoZeni
v bujonu Todd Hewitt Broth + Antibiotics. Nasledné¢ jsem porovnala vysledky téchto
dvou metod a srovnala vysledky laboratofe S frekvenci pozitivnich nalezl

s celorepublikovymi daty.
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Screening of carriage of group B (GBS) Streptococcus in pregnant women

Abstract

In the theoretical part of my bachelor thesis, | first focus on the topic of genitourinary
infections. | also mention infections that occur in men, then I deal mainly with infections
of the genitourinary tract of a woman. | also mention sexually transmitted diseases. Then
I go straight to the topic of my bachelor thesis, where I deal with Streptococcus agalactiae

bacteria and its screening.

The practical part is devoted to the adoption of methods that are used to determine the
presence of Streptococcus agalactiae. The whole practical part was carried out in the
microbiological laboratory SYNLAB s.r.o. in Ceské Budgovice. The methods of
common cultivation were used, cultivation that took place after multiplication of the
pathogen in Todd Hewitt Broth + Antibiotics. If Streptococcus agalactiae was detected
during cultivation, another test had to be carried out to ensure that this is indeed the
pathogen. MALDI-TOF MS is the most frequent determinant, but latex agglutination,
CAMP test or API® 20 STREP biochemical test can also be used.

During the research, 100 samples were processed, which were subjected to normal
cultivation and then cultivation according to the recommended procedure, where the swab
is incubated in the Todd Hewitt Broth + Antibiotics for 24 hours. Of the 100 samples, the
positivity was shown to us after the first cultivation in 14 cases, after multiplication in the
broth, another 5 were revealed. From the obtained data and data from the last 3 years
provided by the laboratory, | compiled statistics, which | further compared with

nationwide data.

The aim of my bachelor thesis was to get acquainted with the issue of genitourinary
infections and the possibilities of their laboratory diagnosis. | performed the examination
of a group of patients by bacteriological cultivation of vaginal swabs and further
cultivation after multiplication in the Todd Hewitt Broth + Antibiotics. Subsequently,
I compared the results of these two methods and compared the results of the laboratory

with the frequency of positive findings with the nationwide data.
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Uvod

S infekcemi urogenitalniho traktu se v nasich podminkach setkavame velmi ¢asto. Skoro
kazdy jedinec béhem svého zivota prodéla infekci mocového mechyte, ktery fadime mezi
nejéastéjsi bakterialni infekce u ¢lovéka vibec. Infekce urogenitalniho traktu mohou byt
také sexudln¢ prenosné. Nosicstvi nékterych onemocnéni byva bezptiznakové, proto

je dulezité podstupovat screeningova vysetieni, obzvlasté pak v obdobi té¢hotenstvi.

Mezi vyznamné se fadi nosiéstvi Streptococcus agalactiae. Tento streptokok se miize
bézné vyskytovat na sliznicich zdravych jedinct. Jako potencidlni patogen je schopen
ohrozovat novorozence, u kterych muze zpusobit sepse, meningitidy a pneumonie.
Nejvétsi riziko pfenosu z matky na novorozence je pii priachodu porodnimi cestami,

a proto je jeho ptitomnost v obdobi gravidity sledovana.

V ramci schématu prenatalniho screeningu dochazi k detekci vyskytu Streptococcus
agalactiae z vaginalniho pfipadné rektovaginalniho vytéru. Vysetfeni byva provadéno

u kazdé téhotné zeny v rozmezi 35. — 37. tydne téhotenstvi.
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1 Teoreticka ¢ast
1.1 Urogenitalni infekce

Infekce urogenitalniho traktu (UGT) fadime mezi onemocnéni, které za zivot potkéa snad
kazdého znas. U kazdého pohlavi, a i vkazdé vékové kategorii ma onemocnéni
specifické formy — u mladych divek a Zen v rozmezi jednoho az 50. roku dochazi velmi
casto k nekomplikovanym infekcim dolnich mocovych cest, zatimco u muzi ve stejném
veékovém rozmezi k tomuto onemocnéni dochazi vzacné a obvykle znaci ptitomnost

vrozené vyvojoveé vady (Veselsky, 2006).

Nejcastéji infekce mocovych cest postihuji pacienty s diabetem, pacienty, ktefi
podstupuji 1é€bu imunosupresivy, téhotné zeny a nemocné s obstrukci a jinymi
anomaliemi odvodnych cest mo¢ovych. U téchto rizikovych skupin je nutné provadét
pravidelné vysetieni moci, i ve chvili, kdy pacient nema zadné potize. VySetiuje

se mo¢ovy sediment a provadi se kultivace (Vachek, 2014).

Infekce urogenitalniho traktu 1ze délit podle nékolika hledisek. Dle etiologického agens
(zda se jedna o bakterialni infekci ¢i jinou), dle prostiedi, ve kterém dochazi ke vzniku
infekce (horni ¢i dolni mocové cesty), zda je pritomné néjaké dalsi komplikujici
onemocnéni, dle ¢asového prub¢hu (akutni nebo chronické) a zavaznosti postizeni
pacienta. U infekci genitalu je dalezité rozhodnout, zda je zde mozné riziko pohlavniho
pfenosu a spravné tedy diagnostikovat choroby, které je nutné odeslat venerologovi.
Syfilis, kapavka, lymfogranuloma venereum a HIV/AIDS jsou sexualn¢ pienosné nemoci

podléhajici povinnému epidemiologickému hlaseni. (Veselsky, 2006).
1.1.1 Klinické jednotky infekce mocovych cest a genitouretrdlnich infekci muzi
1.1.1.1 Asymptomaticka bakteriurie

Terminem asymptomaticka bakteriurie (ABU) oznacujeme piitomnost dvou po sobé
jdoucich vzorka cCisté moci, kde nam oba poskytuji pozitivni kultury (> 105 cfu/ml)
stejného uropatogena u pacienta bez klinickych ptiznaka (Raz, 2003).

Stale neni dost dobie znamo, pro¢ u pacienti s asymptomatickou bakteriurii nedojde

K rozvinuti pfiznaku. Ziskané organismy jsou stejného typu bakterii, které zptsobuji

v v
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je, ze kmeny se snizenou virulenci mohou kolonizovat mo¢ spise, nez zpusobit

symptomatickou infekci (Raz, 2003).

Klinicky vyznam a 1écba asymptomatické bakteriurie se 1iSi podle rGznych skupin
pacientd. ABU vyZaduje antibiotickou 1écbu u t¢hotnych Zen, déti ve véku 5 — 6 let a pred

invazivnimi genitourinarnimi vykony (Raz, 2003).
1.1.1.2 Cystitida

Mezi nejcastéjsi patogeny zpusobujici cystitidu fadime E.coli. Mén¢ ¢asto ji pak mohou
zpusobovat dal§i gramnegativni tyCky jako jsou: Proteus mirabilis, Klebsiella

pneumoniae a to predevsim u nozokomialnich infekci (Schindler, 2014).

Casta je cystitida u Zen ve fertilnim véku, ktera mize vzniknout bez jasné pii¢iny nebo
po prochladnuti, vybocenim ze Zivotospravy ¢i po pohlavnim styku. Mize vymizet
spontanng, ale pak se ¢asto vraci. U starSich Zen a téhotnych se bakteriurie E.coli objevuje

bez ptiznakli. U mlizu se s ni mizeme setkat prechodné, nékdy i dlouho po prostatektomii
(Schindler, 2014).

Mezi ptiznaky cystitidy patii Casté, nutkavé a bolestivé moceni s pocity péleni a fezani
b&hem mikce, bolest v podbfisku a nékdy se mize vyskytovat zvysena teplota. Diagnézu
stanovujeme na zakladé chemického vySetfeni moc¢i a mocového sedimentu, kde Casto
nalézadme leukocyturii a bakteriurii, ob¢as miiZze byt pfitomna i proteinurie a erytrocyturie

(Kladensky, 2012).
1.1.1.3 Pyelonefritida

Pyelonefritida je infekce hornich mocovych cest, ktera konkrétné zasahuje ledvinovy
parenchym a ledvinové panvicky. Je povazovana za nekomplikovanou, pokud je infekce
zpisobena typickym patogenem a je pfitomna u imunokompetentnich pacientl
s normalni anatomii moc¢ovych cest a spravnou funkei ledvin. Spatna diagnéza miize vést
k sepsi, ledvinovym abscesim a chronické pyelonefritidé, ktera mize zpusobit

sekundarni hypertenzi a selhani ledvin (Ramakrishnan, 2005).

Byva casto zpusobena E.coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,

Providencia rettgeri, Proteus mirabilis a Staphylococcus aureus (Schindler, 2014).

12



1.1.1.4 Uretritida

Uretritida mize byt doprovazena hnisavym zanétem, jez je zpusoben Neisserii
gonorrhoeae, ziidka pak Staphylococcus aureus ve spojeni s balanitidou. Muze byt
prenasena i sexualné, kde je patogenem Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis
a velmi casto i Candida albicans. Toto onemocnéni je charakterizované chudym
sklovitym sekretem po rdnu a mirnymi obtizemi pii mikci, ¢asto vede k neurotickym
obtizim (Schindler, 2014).

1.1.1.5 Bakterialni prostatitida

Prostatitidu mizeme d¢lit na akutni a chronickou formu dle délky trvani. Obé tyto
varianty onemocnéni se vyskytuji pomérn€ vzacné a jsou vyvolany béznymi uropatogeny

(Porsova, 2018).

U akutni bakterialni prostatitidy se setkdvame s bolesti v oblasti koneéniku
a v suprapubické a perinealni oblasti. Objevuji se potize pfi moc¢eni, horecka, zimnice,
nauzea a unava. V laboratornim nalezu v krvi jsou pfitomny zanétlivé parametry (CRP,

leukocyt6za), v moci pak leukocyty a bakterie (PorSova, 2018)

Pti chronické bakterialni prostatitidé se vyskytuji opakované infekce mocovych cest.
Mezi epizodami akutni infekce jsou muzi €asto asymptomaticti. Pfi laboratornim priikazu

nach&zime v moci leukocyty a bakterie (PorSova, 2018).
1.1.1.6 Epididymitida

S epididymitidou se vétSinou setkavame u dospélych muzl, u chlapct v puberté byva jen
velmi ziidka. Hlavnim piiznakem je néhld bolest skrota na postizené stran¢, jeho
zarudnuti a otok. Mnohdy byva pfitomna zvySena teplota. VySetieni skrota se fadi mezi
velmi bolestiva, predevsim na zadni strané. Epididymitidu je dilezité rozlisit od torze
varlete, pokud jsou vSak pii kultivaci v moc¢i pfitomny leukocyty, miizeme se spiSe
priklonit k epididymitidé. U sexualné aktivnich jedinci byva patogenem Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, jinak pak bé&zni uropatogeni jako napt.: E.coli
(Paclik, 1996).
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1.1.1.7 Balanopostitida

Zanét predkozky a zaludu penisu byva provazen Spatnymi hygienickymi navyky
¢i reinfekcemi od partnera. V nékterych ptipadech mtize mit velice agresivni prab¢eh, kdy
dochazi k odtoku hnisu a je nutna incize praeputialniho vaku, ¢astéjsi jsou vSak méné
vyrazné formy. Patogeny nejsou zcela specifické, je dulezité brat v potaz i kandidozu.
U muzl, ktefi podstoupili obfizku se toto onemocnéni vyskytuje velmi ziidka. Zanét
ve vetsing pripada vede ke vzniku fimozy. Sklerotizaci a atrofizaci pak podléha 1 zalud

v

penisu a vné&jsi usti uretry (Veselsky, 2006).
1.1.2 Urogenitalni trakt Zen a jeho pFidruZené infekce
1.1.2.1 PoSevni prostiedi

Mikroorganismy, které jsou schopny vyvolat vaginalni infekce, jsou ovlivnény celou
fadou faktort. Zéalezi na vztazich mezi mikroorganismy, ale také na interakci jednotlivych
mikroorganismi s hostitelskou bunikou (MaSata a Jedlickova, 2004). Fyziologické
prosttedi pochvy také znacné ovliviiuje vek Zeny, jeji hormondlni stav, faze

menstruaéniho cyklu, gravidita a intimni hygiena (Veleminsky, 2007).

Posevni infekci mohou vyvolat jak exogenni mikroorganismy, tak i organismy, které jsou
béznou soucasti endogenni hostitelské flory. Pro lepSi pochopeni je vhodné cely tento
systém brat jako ur¢ity druh ekosystému (Masata a Jedlickova, 2004). Tento ekosystém
je sloZen z poSevni sliznice, ktera tvofi vhodné prostiedi pro osidleni kolonizujici florou.
Tato flora je tvofena celou fadou druht a na jejim vytvofeni se podileji fyziologické
a chemické interakce mezi mikroby a poSevni sliznici. Ve vysledku spolu exogenni
mikroorganismy a endogenni mikroby bojuji o pieziti na sliznici (MaSata a Jedli¢kova,
2006).

1.1.2.1.1 Posevni ekosystém

Naprostym zékladem pro pochopeni mikroekologie je, Ze kolonizovana tkan nam tvori
prostiedi pro kolonizujici mikrobidlni floru. Na zdklad¢ fyzikéalnich a chemickych
vlastnosti kolonizované tkané se li§i druhové sloZeni a hustota populace mikrobidlni flory
(Masata a Jedlickova, 2004). ,,Z tohoto konceptu vyplyva, ze zména existujicich podminek

tkane vyusti v alteraci flory ve smyslu mnozZstvi nebo druhového zastoupeni.‘

(Masata a Jedlickova, 2004, s.24).
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Estrogenni stimulace ma zna¢ny vliv na mikrobidlni floru. Béhem cyklu je vaginalni flora
schopna se az 10 000krat pomnozit. Dle vyzkumu muze K takto vyrazné zméné dojit
i v pribéhu 24 hodin. Tyto hormonalni zmény ovliviiuji vaginalni floru jak kvantitativné,
tak i kvalitativné. PoSevni epitel se tak stava zakladnim vlivem v ekosystému (Masata

a Jedlickova, 2006).

Jednou 1z casti ekosystému je i1 mikrobidlni fléra. Na zaklad¢ prizkumu vime,
ze se v pochv€ nachazeji 1 rtizné druhy bakterii, a to: grampozitivni, gramnegativni,

anaerobni i fakultativné anaerobni bakterie (Masata a Jedlickova, 2006).

Dtlezitym vlivem je i komplexni interakce mezi hostitelem a mikroorganismem
a interakce mezi jednotlivymi bakteridlnimi druhy, a to jak endogennimi,

tak i exogennimi (Masata a Jedlickova, 2004).
1.1.2.1.2 PoSevni sliznice

,,Posevni epitel vytvari nejen podminky pro mikrobialni kolonizaci, ale je sam zpétné
ovliviiovan bakterialni florou a dalsimi zevnimi faktory. (Masata a Jedlic¢kova, 2006,

s.18).

PoSevni sliznice se sklada z péti bunéénych vrstev, které jsou odlisné. Smérem od lumina
se zde nachézeji tfi vrstvy, a to: superficialni, pfechodnd a intermedidlni. VSechny tyto
vrstvy jsou sloZzené z cca 10 fad dlazdicovych bunék. Pod témito burikami se nachazi
vrstvy parabazalni a bazdlni, ty jsou tvofeny dvéma fadami kolumnérnich bunék, které

pfimo sousedi s bazalni membranou (Masata a Jedlickova, 2004).
1.1.2.1.3 Mikrobiom

Vaginalni mikrobiom zahrnuje smés bakterii, eukaryot, hub, arachaebakterii a vird.
VétSina z nich jsou komenzalni druhy, které naSe télo obsahuje jiz od narozeni, ale které
mohou za urcitych podminek zpusobit infekci. Mnoho studii se zamétilo predevsim
na bakteriom, ktery je povazovan za prevladajici slozku mikrobiomu. Zatimco
mykobiom, virom a lidsky archeom jsou stile podceniovany, maji téz silny dopad

na lidské zdravi a pohodu (Abou Chacra a Fenollar, 2021).

Pochva je vlhky biotop sloZzeny z méniciho se a vyvijejiciho se bakterialniho systému
podle raznych fazi zivota. Ptiblizné 1-4 ml poSevni tekutiny mtze obsahovat az 109

bakterialnich bunék, které hraji hlavni roli pfi ochrané sliznice pied infekci a udrzovani
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fyziologické rovnovahy Zenského genitalniho traktu. Diky pfitomnosti bakterii
produkujici kyselinu mléénou je posSevni prostiedi u Zen vyrazné kyselé (pH 4,5 nebo

mén¢) (Abou Chacra a Fenollar, 2021).

Bylo zjisténo, Ze vaginalni bakteridlni komunita je sloZena pievazné z laktobacill
rozdélenych do péti skupin (I, II, III, IV a V). Ctyfem z nich dominuje Lactobacillus.
Prvnimu Lactobacillus crispatus, druhému Lactobacillus gasseri, tietimu Lactobacillus
iners a patému Lactobacillus jensenii. Ctvrty obsahuje niz§i podil laktobacild,
ale je slozen z polymikrobialni smési striktnich a fakultativnich anaerobd (Abou Chacra

a Fenollar, 2021).
1.1.2.2 Vulvovaginitis

Mezi jedno z nejcastéjSich onemocnéni u sexualné aktivnich Zen patii zanét vulvy
a pochvy. Béhem zivota se s touto infekci setka snad kazda zena. Mezi bézné subjektivni
projevy fadime ,,vulvovagindlni dyskomfort®, coz je vytok, svédéni, paleni vulvy
a dyspareunie (bolestivy pohlavni styk). Tato infekce miize mit hned nékolik puvodci,
muzeme jej pak délit na bakterialni, virové, kvasinkové a parazitarni. Vulvovaginitidy
vznikaji v dasledku poruseni rovnovahy ekosystému posevniho prostiedi, kde v§echny
jednotky museji byt v dynamické rovnovaze. Pokud tomu tak neni a dojde ke zmén¢ tfeba

jen jednoho faktoru, jsou ovlivnény i zbyvajici ¢asti (Dostalova, 2011).

Pii diagnoze je dulezité projit anamnézu. Také se musi provést kompletni klinické
vySetieni, pomoci kterého se zjisti celkovy stav zeny. Podrobi se gynekologickému
vySetfeni, stanoveni pH poSevniho prostiedi, provadi se test s hydroxidem draselnym,
mikroskopické vySetieni a kultivace. Nové je mozné vyuzit také stanoveni pfitomnosti

protilatek, prukaz antigenu, gent ¢i nukleovych kyselin (Dostalové, 2011).
1.1.2.2.1 Bakterialni vaginéza

S bakteridlni vagin6zou se setkdvame u 40-50 % Zen, u kterych je pfitomen vytok. Dfive
byl syndrom nazyvan nespecificka vaginitis, pozd¢ji jiz jako bakterialni vaginoza, jelikoz
pivodcem tohoto onemocnéni nebyli plisné a ani jini parazité, ale zaroven nebyla

objevena specificka bakterie, kterd toto onemocnéni zpisobuje (Masata, 2014).

Pfi vysetieni se setkavame s poklesem poctu laktobacili, vzestupem poctu anaerobnich

laktobacilti a obligatnich anaerobi, jsou také piitomny bakterie a chybi leukocyty. Jedna
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se tedy o polymikrobidlni stav, pfi kterém je zvySeno poSevni pH, klesa pocet laktobacilt

a vyrazn¢ se zvySuje koncentrace jinych organismt (Masata, 2014).
1.1.2.2.2 Laktobaciloza

U Zen s laktobacilozou se objevuje vytok, ktery je spojeny se svédénim, palenim
a podrazdénim zevnich rodidel a cyklicky se objevuje 7-10 dni pfed menstruaci.
V nativnim natéru je mozné prokazat piitomnost dlouhych filament6znich organismii.

Pti 1écbé jsou vyuzivany penicilinova antibiotika (Masata, 2014).
1.1.2.3 Syndrom toxického Soku

Syndrom toxického Soku fadime mezi velmi zdvazné horeCnaté onemocnéni.
Je zpiisobeno systémovou imunitni odpovédi na pyrogenni exotoxiny, které jsou
produkovany Staphylococcus aureus nebo Streptococcus pyogenes a chovaji se jako
superantigeny (Taborskéa, 2009)

Superantigeny jsou schopny aktivovat imunitni systém piimou vazbou na receptory
lymfocyti. Dochézi tedy k nekontrolovatelné aktivaci lymfocyti, ktera je doprovazena
vyplavovanim velkého mnozstvi cytokinli, pfedev§im tumornecrosis faktoru alfa,
interleukinu-1 a interleukinu-6. Nastartovanim cytokinové kaskddy dochazi
ke generalizované poruse mikrocirkulace, kterd se projevuje Sokovym stavem

a multiorganovym selhanim (Téaborska, 2009).

Pii laboratorni diagnostice se provadi kultivaéni prikaz Staphylococcus aureus

a Streptococcus pyogenes a prikaz tvorby toxini (Taborska, 2009).
1.1.2.4 Sexuadlné pienosné infekce
1.1.2.4.1 Trichomoniaza

Trichomoniaza je zptsobovéana prvokem Trichomonas vaginalis. Jde o béZnou sexualné
ptrenosnou infekei, ktera se vyskytuje pfedev§im u zen, u kterych se projevi vaginalnim
vytokem a vulvitidou. Je spojovana s nepiiznivym vysledkem téhotenstvi a vyrazné
zvySuje prenos HIV. Uretralni pfiznaky u muzu jsou obvykle mirné a ptechodné (Lewis,

2014).

Pii diagnostice jsou vyuzivany molekularni testy, ale standardné se vyuziva

i mikroskopie a kultivaéni metody diky jejich jednoduchosti a cené (Lewis, 2014).
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1.1.2.4.2 Kapavka

Kapavku fadime mezi sexudlné pienosné onemocnéni, které je zpusobené
gramnegativnim diplokokem Neisseria gonorhoeae, v piipadé potvrzeni diagndzy

podléha povinnému hlaseni (Hajek et al., 2014).

U kapavky se casto setkdvame i s jinymi pohlavné pfenosnymi chorobami, proto
je u diagnostiky nutna mezioborova spoluprace. VétSina zen ma mirny pribeh infekcee,
mnohdy az asymptomaticky. Prvotnimi pfiznaky jsou uretritida, paleni pfi a po mikci

wevr

proké&zan diavod vyvolani pfed¢asného porodu (Hajek et al., 2014).

Ve vétsing pripadd je ptitomen hnisavy nebo hlenohnisavy vytok z délozniho hrdla,
stanovit mikroskopickym vysetfenim barveného preparatu dle Grama, kde jsou patrné
diplokoky wulozené v leukocytech. Diagndézu je vSak nutné potvrdit kultivaci
na specialnich kultiva¢nich ptidach nebo jako alternativu lze vyuzit i amplifika¢ni metody
jako je PCR (Hajek et al., 2014).

1.1.2.4.3 Syfilis

Syfilis je zpisobeno spirochétou Treponema pallidum. Infekci je mozno pienaset

sexualnim kontaktem ¢i transplacentarné (Hajek et al., 2014).

Onemocnéni ma velmi pestrou Skdlu ptiznakl a je d€leno na tfi stadia. Prvni stadium
nazyvame primarni syfilis, vyviji se v pribéhu tii tydnu po infekci a jevi se jako
osamocend, Casto ztuhld papule na genitaliich, fiti ¢i v Gstech. Jeji stied se po n¢kolika
dnech rozpadé a zlstava nebolestivy vied, nazyvan ulcus durum. Ten se zhruba po tfech

az Sesti tydnech zhoji (Hermanussen a Dielissen, 2018).

Bez 1é¢by dochazi u tii ¢tvrtin infikovanych jedincd k rozvoji sekundarni syfilis, jez
se projevuje koznimi a sliznicnimi abnormalitami, které se objevuji cca deset tydnu
po nakaze. Obvykle se jedna o makulopapul6zni nesvédivy exantém na koncetinach,

dlanich a ploskach nohou (Hermanussen a Dielissen, 2018).

Vzhledem k pokroku v mediciné v dnes$ni dobé jiz velmi ziidka dochazi k rozvoji

tercialni syfilis. V této fazi jiz spirochéta zpisobuje cévni zmény a organové poskozeni,
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napf.: centralniho nervového systému, kardiovaskularniho systému a klize (Hermanussen

a Dielissen, 2018).

Samotny prubéh infekce neni ovlivnén té¢hotenstvim, je zde ale velmi vyrazné riziko pro
plod. Ten mize byt infikovan v jakémkoli obdobi téhotenstvi a v jakémkoli stadiu
nemoci. Riziko infekce stoupa pfimo tmérné s mnozstvim spirochét ptitomnych u matky.
Nejvetsi riziko ptenosu na plod je v priabéhu primarni nebo sekundarni syfilis,
kdy se nakazi vétSina plodu. Infekce plodu pak mohou zpusobit jeho smrt ¢i jiné
poskozeni (Masata a Jedlickova, 2004).

Pro diagnostiku je dllezité odebrat biologicky material pro zachyt treponem, vyuZzivaji
se mikroskopickd vySetfeni v za&stinu nebo kultivacni ¢i molekularné biologické

diagnostické metody. Také je odebirdna krev, ktera podstupuje sérologické vySetieni
(Hajek et al., 2014).

1.1.2.4.4 Urogenitalni chlamydiové infekce

Ve vyspélych zemich je jednim z nejéastéjSich sexualné ptenosnych bakteridlnich agens
Chlamydia trachomatis. U muizu probiha infekce ¢asto asymptomaticky, vétsi problémy
pak maji Zeny. U cervikalni chlamydiové infekce mize dochéazet k hlubokému zanétu
panve, coz vede k neplodnosti, nebo k chronické pénevni bolesti a ektopickému
t€hotenstvi (Hajek et al., 2014).

Problém vznika v prubé¢hu téhotenstvi, kdy je riziko infekce pro novorozence
az 60-70 %. U nakazenych novorozenct dochazi u 20-50 % k rozvoji konjuktivitidy
a u 10-20 % k pneumonii (Hajek et al., 2014).

Diagnostiku provadime pomoci detekce specifickych chlamydiovych genti nebo antigenti

(Hajek et al., 2014).
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1.2 Streptokoky

Streptokoky jsou druhy bakterii, jejichz nazev je odvozen od dvou fteckych slov:
streptos = fetizek a kokkos = kulicka, jadro. V piipadé streptokokti mluvime
o grampozitvnich kocich okrouhlého az ovoidniho tvaru. Vyskytuji se ve dvojici nebo
mohou tvofit rizné¢ dlouhé ftetizky. Charakterizuji se fakultativni anaerobiozou, jsou

nepohyblivé a netvoti spory (Klaban, 2005).

Dle hemolytickych vlastnosti streptokoky dale délime na a-hemolytické, B-hemolytické

a y-hemolytické jinak feceno anhemolytické (Klaban, 2005).

Alfa-hemolyza se vyskytuje kolem Kkolonii viridujicich neboli a-hemolytickych
streptokoku. Viridace pochazi z latinského viridis = zeleny. Projev viridace je zelenavé
¢1 zelenoSedé zbarveni kolem kolonii, které je zplsobené c¢astecnym rozkladem

hemoglobinu na methemoglobin (Klaban, 2005).

Beta-hemolyzou je oznacovana tiplna hemolyza, jejiz projevem je zona vyjasnéni kolem
B-hemolytickych streptokokti. Zde dochazi k Uplnému rozkladu krevniho barviva
(Klaban, 2005).

V nékterych zdrojich se také mluvi o y-hemolyze, zde vSak nedochazi k zadné hemolyze,

jelikoz erytrocyty zistavaji zcela nedotcené (Klaban, 2005).
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1.3 Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae se fadi mezi beta hemolytické (n€které kmeny mohou byt zcela
vyjimeéné nehemolyzujici nebo vyvolavajici viridaci) pyogenni streptokoky (Bednaf,
1996). Patii ke grampozitivnim kokum, ktery mize kolonizovat gastrointestinalni trakt
¢i vaginalni epitel zdravych jedinct (Safari et al., 2021). Velikost jednotlivych
bakterialnich bun¢k je 0,6 az 1,2 um a maji kulaty ¢i ovalny tvar (Klaban, 2005). Na
kultivaéni pud¢ roste v fetizkovém seskupeni. Na povrchu se nachazi skupinovy C-
polysacharid, ktery fadime do skupiny B, podle Lancenfieldové (wikiskripta). Mimo
tento skupinové specificky antigen B obsahuje S. agalactiae také typové specifické,
vétdinou polysacharidové antigeny (Votava, 2003). Radi se mezi znamé puvodce
onemocnéni

u hovéziho dobytka (mastitida), ale je také piicinou zavaznych onemocnéni ¢lovéka,
predevsim novorozenct (Bednar, 1996). Bovinni kmeny jsou ov§em od kmenti, které jsou

izolované u ¢lovéeka odlisné (Votava, 2003).
1.3.1 Historie objevu Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae byl poprvé popsan jako ptvodce bovinni mastitidy Edmondem
Nocardem vroce 1887. Nasledkem tohoto onemocnéni vznikala agalakcie neboli
nedostatek produkce mléka. O desitky let pozd&ji byl S.agalactiae uznan jako lidsky
patogen zpusobujici infekci, nejcastéji u t€hotnych zen a novorozencl. Vyznam tohoto
organismu byl ovS§em objeven az v roce 1938, kdy R.M.Fry popsal tfi smrtelné ptipady
poporodni sepse. Az do 70.let 20.stoleti bylo tomuto patogenu piipisovano ¢im dal vice
infekci, jelikoz se GBS objevil jako pfevladajici organismus zpusobujici bakteriémii

a meningitidu u novorozenci a kojencti mladsich tii mésica (Hann a Noor, 2021).

GBS je také piilezitostnou pfi¢inou infekci u Zen po porodu, zptsobujici endometritidu
a U jedinct s naruSenym imunitnim systémem muze patogen zpusobit septikémii nebo

zapal plic (Hann a Noor, 2021).
1.3.2 Fyziologie a kultivace

U zeny odebirdame posSevni sekret, ktery se pomnozuje v bujéonu a ockuje
se na neselektivni a selektivni pidy, abychom byli schopni zaznamenat 1 malé mnozstvi
streptokokl (TorSova, 2005). Na krevnim agaru roste v podstatné vétsich koloniich nez

S. pyogenes. Kolonie jsou mazlavé, obklopené Gzkou zénou, kterd je neostie ohranicena,
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nedplnéd beta-hemolyza (Votava, 2003). V blizkosti zlatého stafylokoka je hemolyza
vyrazné zesilena, jelikoz tzv. CAMP — faktor S. agalactiae se vaze na membranu
erytrocytil, Ktera je narusena stafylokokovou sfingomyelinasou C, coz vede k rozpadu
erytrocytl. Pozitivni CAMP —test je i v pfipadé nehemolyzujicich kmend, kterych je vSak
pouze malé procento (Votava, 2003). V tekutych médiich ¢i za anaerobnich podminek
vétSina kmend vytvaii zluty pigment (Bednatf, 2004). Drtiva vétSina kmenti roste
Vv piitomnosti Zluce, vSechny pak hydrolyzuji hippurat sodny. PYR-test a eskulin jsou

negativni, coz je rozdil oproti enterokokiim (Votava, 2003).
1.3.3 Antigenni struktura

Mimo skupinové specificky antigen B jsou ve S. agalactiae pfitomné typovée specifické
antigeny, které jsou vétSinou polysacharidového typu (Votava, 2003). Dohromady
rozliSujeme 10 riznych serologickych typii, a to dle pouzdernych polysacharidovych
antigent, mezi které patii Ia, Ib, Il, 111, IV, V a VI a dale podle proteinovych antigenti (R
a X) (Bednat, 2004). Pro nas je nejdulezitéjsi serotyp III a V. Serotyp Il je vyznamny
diky své ptitomnosti pfedev§im u novorozencli se sepsi nebo meningitidou. Kdyz
se provad¢l epidemiologicky vyzkum, byl zhruba u dvou tfetin nemocnych novorozenci
zachycen prave tento serotyp. U infekci, které byly navic doprovazeny meningitidou byl
prokazan az v90 %. ,Klinicka virulence koreluje stypem specifického
polysacharidového pouzdra a s tvorbou neuroaminidazy. “(Hajek, 2004,s.303) Serotyp V

je dulezity, jelikoz vice jak polovina je rezistentni k erytromycinu (Votava, 2003).
1.3.4 Patogenita

Streptococcus agalactiae patii mezi potencialné patogenni mikroorganismus, ktery
se bézn¢ vyskytuje Vv pochveé, rektu ¢i nosohltanu (Masata a Jedlickova, 2004).
V gastrointestinalnim traktu je zachycen u 25-40 % dospélé populace. U gravidnich Zen
v porodnich cestéch je zastoupen zhruba u 18 % (11-35 %), toto nosiéstvi pak muze byt
trvalé, tranzitorni nebo intermitentni (Ceska neonatologicka spole¢nost, 2020).
Streptococcus agalactiae muze zpusobovat tézké pneumonie, sepse ¢i meningitidy
u novorozenctl a je vyznamnou pii¢inou neonatalni mortality (Pieranski et al., 2021).

Infekce, které se objevuji u novorozenct jsou rozliSeny na dva typy.

Prvnim typem jsou Casné novorozenecké infekce (GBS EOI), jejichz incidence

v poslednich 20 letech poklesla z ptivodnich 1,80 na 0,23 na 1000 narozenych déti (Ceska
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neonatologicka spolecnost, 2020). Tyto infekce mohou vznikat jiz béhem porodu in utero
pii pfed¢asném odtoku plodové vody nebo az pii pruchodu plodu porodnim kanélem.
Prvni projevy se objevi v pribéhu nékolika hodin pifipadné dni po narozeni ditéte
(Votava, 2003). Zdrojem této infekce byva matka, jde tedy o vertikalni pfenos nakazy
(Roztocil, 2008). Zacatek onemocnéni je velmi neocekavany. Novorozenec zaéina
zvracet, je cyanoticky a hypotonicky. Také se objevuje tachykardie a poruchy dychani.
V klinickém obraze ptevazuje respiracni insuficience s pneumonii. Septicky Sok v tomto
ptipadé¢ neni mozné odliSit od sepsi jiné etiologie. Letalita je velmi vysokd, muze

dosahnout az 60 % (Masata a Jedli¢kova, 2004).

Pozdni forma infekce GBS (GBS LOI) se zacina projevovat mezi 7. a 90. dnem Zivota
ditte. Tento typ onemocnéni ma incidenci 0,3 na 1000 Zivé narozenych déti (Ceska
neonatologicka spole¢nost, 2020). Avsak pozdni infekce se nejcastéji objevuji koncem
prvniho mésice zivota a V poloviné piipadi se dité nakazi az po porodu (Votava, 2003).
U této infekce byva castym zdrojem nakazy jiny novorozenec, pienos je tedy horizontalni
(Rozto¢il, 2008). Pozdni forma infekce se projevuje hnisavou meningitidou, kterou neni
mozné odlisit od meningitid vyvolanych jinymi bakteriemi. U piipadt s velmi rychlym
zaCatkem dochazi k poskozeni CNS a nasledné mortalité (MasSata a Jedlickova, 2004).
Letalita této formy onemocnéni je u nedonosencit 7,8 %, u donoSenych novorozenct
3,4 % (Ceska neonatologicka spole¢nost, 2020). Infekci miizeme zaznamenat také jako
hnisavou artritidu, osteomyelitidu, pleuritidu, konjuktivitidu aj. (Masata a Jedli¢kova,
2004). U tehotnych zen streptokoky typu B zpisobuji nejéastéji zanéty mocovych cest
nebo endomyometritidu po porodu nebo potratu (Roztocil, 2008).

1.3.5 Prevence pienosu infekce na novorozence

Bezptiznakové nosiéstvi GBS infekce se mize periodicky objevovat v jakékoli fazi
téhotenstvi. Bakterie pronika do prostfedi pochvy ze stfevniho traktu. Ve vzacnych
piipadech se bakterie mize dostat ascendentni cestou az do délozni dutiny, kde projde
pfes neporusené plodové obaly a tim dojde k t&zké a rychlé neonatalni infekci. To muze
zpusobit i smrt novorozence (Masata a Jedlickova, 2004). V nékterych piipadech muze
dojit k infekci horniho genitalniho traktu, ktera dale muze ptejit v sepsi a ve vyjimeénych
ptipadech zpiisobit 1 smrt Zeny. ,,Streptokoky skupiny B jsou ve 30 % pripadu jednim
ze zachycenych mikroorganismii u tehotnych s pozitivni kultivaci moce. Kultivacni zachyt

streptokokit v moci je diilezity pro kontrolu infekce béhem téhotenstvi.
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(Masata a Jedlickova, 2004, s.215). V mnoha studiich se pokouseli o zachyt a eradikaci
GBS kolonizace hned v brzkém stadiu té¢hotenstvi, avsak po této 1écbé byla rekolonizace
velmi Castd a nedoSlo k zadnému potvrzeni snizeni incidence neonatdlnich infekci.
Béhem téhotenstvi se doporucuje cilené 1é¢it GBS infekcei jen pokud je pozitivni kultivace
moci. USA byla prvni zemi, kde zapocal screeningovy program s profylaktickym
podavanim antibiotik, ktery mél zéklady opfené na kultivacnim zachytu. Antibiotika
se zaCala podavat zendm s pozitivnim nalezem ¢i na zéklad¢ piitomnosti rizikovych

faktord (Masata a Jedlickova, 2004).

Novorozeneckym infekcim 1ze pfedchéazet nasazenim penicilinu nebo ampicilinu, ktery
podame rodi¢ce béhem porodu (Votava, 2003). Prvni davka antibiotik by v idealnich
ptipadech méla byt podana alespoii 4 hodiny pied porodem. Je také doporucené podat
antibiotika rodickdm, které mély po ptredeslém porodu dit€¢ nakazené GBS, Zendm
S pfedcasnym porodem nebo zenam, které mély jiz béhem teéhotenstvi GBS bakteriurii
(Masata a Jedlickova, 2004). Je velky problémem rozeznat piipady, kdy je na misté
antibiotickou 1é¢bu zahajit. Neékteti 1€kari tuto profylaxi predepisuji kazdé rodicce, u které
jsou urcité podnéty, které ndm znaci vys$i riziko infekce, jini chtéji znat vysledky
mikrobiologického screeningu a na zaklad¢ toho zahdjit antibiotickou profylaxi (Votava,

2003).

., PFistup na zaklade rizikovych faktoru doporucuje aplikaci antibiotik pri odtoku plodové
vody delsim nez 18 hodin, pri teploté za porodu vys$si nez 38 C, s anamnézou porodu
ditete sranou GBS infekci v predchazejici gravidité nebo pri GBS bakteriurii
Vv tehotenstvi. “ (MasSata a Jedlickova, 2004, s.215).

Screeningova kultivace by méla byt provedena kazdé t¢hotné Zen¢ (vyjimkou jsou Zeny,
které byly GBS-pozitivni kdykoli v prubéhu téhotenstvi) mezi 35. az 38.tydnem
t€hotenstvi. Vhodny vzorek ke kultivaci je odebiran z postranni klenby v dolni tietiné
pochvy. Odebrany materiél je uloZen do transportniho média. Vysledek standardniho
kultivacniho vySetieni ziskdme do 48 hodin. Existuji 1 rychlé diagnostické testy, ty jsou
vSak pouzity pouze v ¢asové tisni, jelikoZ je zde vyssi riziko faleSné€ negativnich vysledka

(Mé&churova, 2007).

Gravidni Zzen€ musi byt pred porodem sdéleny vysledky kultiva¢niho vySetfeni a musi byt
poucena o pfinosu i rizicich intrapartidlni antibiotické profylaxe. Pokud je vysledek

kultivace negativni, neni tak indikovana antibiotickd profylaxe. V piipadech,
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kdy kultivace vibec nebyla provedena, nebo vysledky nejsou znamé je profylaxe
indikovana, pokud jsou pfitomny nékter¢é ztéchto rizikovych faktort

(Masata a Jedlickova, 2004).

¢ Nezralost — pokud je novorozenec nezraly, ma 3-30x vyssi riziko vzniku infekce GBS
nez zraly jedinec.

o Signifikantni bakteriurie, respektive infekce mocovych cest (IMC), ktera je v pribéhu
t€hotenstvi zplsobena S. agalactiae. Tato infekce piedstavuje az 9 % riziko pro
novorozence.

e PiedCasné poruseni plodovych obali (PROM), které trva déle jak 18 hodin, vznik
infekce zde predstavuje 1 %.

e Chorioamnionitida — horecka pfi porodu, riziko infekce je 5,5 %.

e Pokud v piedeslé gravidité bylo dité s ¢asnou formou GBS infekce, pro tohoto

novorozence riziko ¢ini 5,5 % (Stranak a Janota, 2015).

Antibioticka 1éc¢ba je ukoncena s porodem plodu. Pokracovat v 1€¢bé je doporuceno

pouze Vv ptipadech, kdy jsou pfitomny jasné znamky infekce u matky (Roztocil, 2008).

K 1é¢bé infekce zpuisobené GBS je doporucen krystalicky penicilin G nebo ampicilin.
Tato farmakoterapie je doplnéna i podptirnou 1écbou, jako je naptiklad podpora vitalnich
funkci, parentreralni vyZziva a jiné (Stranak a Janota, 2015). T¢hotnym Zenam, které jsou
alergické  na penicilin, jsou podavana alternativni  antibiotika, jako
je napt.: vankomycin, klindamycin nebo erythromycin (Abdallah et al., 2021).
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1.4 Screeningové vysetieni
1.4.1 Odbér, uchovani a pieprava vzorku

V piipad¢ odbéru je doporuéen vytér z pochvy a rekta, ktery je proveden jednim
tamponem. Nejprve je odebiran vzorek z pochvy, kdy tampon zavadime asi 2 cm dovnitf,
poté je vloZzen do konecniku asi 1 cm hluboko pfes andlni svérac. Odbér z obou téchto
mist nam podstatné zvySuje vytéznost kultury ve srovnani s odbérem pouze z délozniho
¢ipku nebo samotné pochvy. Také se pro vyssi vytéznost kultivace doporucuje pouzit
specialni semiSovy tampon, ktery se po odbéru vklada do tekutého transportniho média.
Ze semisového tamponu se na rozdil od klasického vlaknitého mikroorganismy snadnéji
uvoliuji. Jako tekuté transportni médium se vyuziva Amiesova pada, ktera obsahuje
anorganicky fosfatovy pufr, ten je schopen absorbovat inhibi¢ni latky uvoliiované béhem
transportu. Vzorek by mél byt do 24 hodin dopraven do laboratote, v ptipadé€, ze tomu
tak neni, doporucuje se odmitnuti vzorku a provedeni nového odbéru, jelikoz

zivotaschopnost GBS po 24 hodinach zna¢né klesa (Falkins L., 2021).
1.4.2 Detekce

Dle doporuceni by se mél vytér kultivovat V selektivné obohaceném bujonu
(napft.: Todd-Hewitttv bujon s gentamycinem) a inkubovat pii 35-37°C po dobu 18 az 24
hodin. Selektivni GBS bujony jsou komer¢né dostupné (Rosa-Fraile et al.,2017).

Studie zjistily, Ze v pfipadech, kdy je v rektovaginalnim stéru ptitomny Enterococcus
faecalis a my jej vyockujeme na selektivni pdu, je rist GBS potlacen a test subkultury
tak bude negativni. Tomuto typu faleSn¢ negativniho vysledku lze piedejit inokulaci
vhodného média na plotndch kromé selektivniho obohacovaciho bujonu. Pred selektivni
inokulaci bujonu naneseme stér na krevni agar. Ten by mél byt inkubovan 18 aZ 24 hodin
pti teploté 35-37°C. V piipad¢, ze se neobjevi typické hemolytické kolonie, inkubace
by méla trvat dalSich 24 hodin. V nékterych piipadech je B-hemolyza malo vyrazna,
a tak musi byt provedeno dalsi testovani, napf.: latexovy aglutinaéni test ¢t CAMP test

(Rosa-Fraile et al.,2017).
1.4.3 Kultivace

vvvvvv

Kultivaci tadime k nejdalezitéjSim diagnostickym metodam piimého prikazu

ptitomnosti bakterii, proto je povazovana za zlaty standard i v pfipadé¢ zachytu
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S.agalactiae z rektovaginalniho vytéru. Béhem kultivace dochazi k izolaci nékolika
druhti bakterii. V ptfipadé rektovaginalnich a poSevnich stérti dochazi Casto k ristu
1 jinych druhii bakterii, z tohoto divodu se vyuzivaji i selektivni pady, které ndm
podporuji rist S.agalactiae a zaroven potlacuji nartst jinych mikroorganismt. Hlavnim
spravnou vlhkost pudy, pozadované pH, kultivaéni teplotu, atmosféru pro kultivaci,
dostatek Zivin a musi byt dodrzena spravna délka kultivace, ta ve vét$ing ptipadt probiha

48 az 72 hodin (Halov4 E., 2015)
1.4.3.1 Pady vhodné pro kultivaci S.agalactiae
Krevni agar

Tento druh agaru vyuzivame kizolaci a detekci hemolytické aktivity streptokokti
a pepton, dale se ptidava ov¢i krev. V nékterych piipadech mtize byt pouzita i krev krali¢i
¢i konskd pro charakterizaci dal§ich hemolytickych organisml, jako naptiklad

Haemophilus (Jorgensen et al., 2015).
CNA agar

Ve srovnani s klasickym krevnim agarem na tomto médiu rostou bakterie ve vétSich
koloniich. Slouzi k diferenciaci grampozitivnich kokt. Obsahuje mimo jiné kolistin
a kyselinu nalidixovou, coz podporuje rast stafylokokil, hemolytickych streptokokii
a enterokokd, ale zaroven inhibuje rast Protea, Klebsiella a Pseudomonas
(CHROMagar).

Todd Hewitt Broth + Antibiotics (TODD H-T)
Slouzi jako pomnoZovaci bujon pro streptokoky skupiny B (Biomerieux, 2022).
1.4.4 Mikroskopie

V piipadé mikroskopie je potieba mit skli¢ko spravné obarvené, vyuzivame proto barveni
dle Grama. Pri tomto barveni dochazi k rozliSeni vlastnosti bakterii, ale hlavné
ho vyuzivame pro rozd€leni na dvé zakladni skupiny: grampozitvni a gramnegativni

(Votava, 2010)
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Podstatou tohoto barveni je barevné rozliSeni, které je zavislé na stavbé bakterialni stény.
Béhem barveni dochazi v bakterialni bufice ke vzniku komplexu krystalové violeti
s jodem, ktery je v piipadé gramnegativni bakterie pomoci alkoholu ¢i acetonu z buiiky
rychle vyplaven, zatimco u grampozitivnich bakterii tak rychle k odbarveni nedojde.
Zalezi zde tedy na stavbé bakterialni buniky. Jedna hypotéza ndm tika, Ze grampozitivni
bakterie maji daleko siln€jsi vrstvu peptidoglykanu ve sténé, ve které dochazi pti
odbarvovani ke smr$téni a tim se zpomali vyplaveni komplexu. Druha hypotéza pravi,
7e ve sténé gramnegativni bakterie je vyS$i obsah lipidi a po piidani alkoholu se v ni
vytvaieji pory, jimiz se barevny komplex vyplavuje. S.agalactiae vSak neni mozné pod

mikroskopem zcela odlisit od jinych B-hemolytickych streptokokt (Votava, 2010).
1.4.5 CAMP test

Reakci CAMP faktoru poprvé popsali v roce 1944 Christie, Atkins a Munch-Petersen
a tyka se synergické lyzy erytrocyti p-hemolyzinem Staphylococcus aureus

a extracelularnim faktorem CAMP (Jorgensen et al., 2015).

Témét vSechny klinické izolaty GBS produkuji cytolyticky toxin, takzvany faktor CAMP.
Ten sam 0 sobé neni hemolyticky, i pfesto, ze lyzuje ov¢i erytrocyty predem oSetiené
stafylokokovym B-lyzinem (sfingomyelindzou). Tento cytolyzin je odlisny od GBS
B-hemolyzinu a pigmentu (Rosa-Fraile et al.,2017).

CAMP test vyzaduje naneseni testovaného kmene kolmo na pruh kmene Staphylococcus
aureus na krevni agar obohacen ov¢i krvi. Pozitivni reakce se jevi jako charakteristicka
z6na hrotu Sipky hemolyzy v blizkosti mista, kde se ob¢ cary dostavaji do t€sné blizkosti.
Tento test v§ak neni dostatecné konkrétni, mnoho kment S.porcinus, které jsou izolovany
Z genitourinarniho traktu pacientek a nékteré jiné streptokoky skupiny A (GAS) mohou
také vyvolat pozitivni reakci CAMP testu. Fakt, ze je CAMP faktor pfitomen
v nehemolytickych nepigmentovanych kmenech GBS, Ize vyuzit k vyvolani g-hemolyzy
u jinak nehemolytickych kment zaclenénim stafylokokového B-lysinu do ploten
s krevnim agarem. Gen cfb, ktery koduje faktor CAMP je piitomen ve velké véEtsing
izolatd GBS a je vyuzivan pro molekularni identifikaci GBS (Rosa-Fraile et al.,2017).

28



1.4.6 Latexova aglutinace

Vétsina lidskych izolati GBS po inkubaci pfes noc snadno roste na krevnim agaru jako
velké kolonie s Uzkou zonou B-hemolyzy. U nékterych kment vSak miZe byt obtizné
detekovat beta-hemolyzu GBS a lze ji pozorovat pouze tehdy, kdyz se kolonie oddéli
od krevniho agaru. Ve vétsiné laboratofi jsou kolonie vykazujici typickou morfologii
GBS podrobeny latexovym aglutinaénim testim ke stanoveni pfitomnosti
Lancenfieldova antigenu skupiny B, pokud jsou pozitivni, jsou oznaceny jako GBS.
Rozhodnuti zaloZené na detekci Lancefieldova antigenu skupiny B je velmi specifické,
protoze S.agalactiae je jedinym streptokokovym druhem, ktery tento antigen nese
(Rosa-Fraile et al., 2017).

1.4.7 MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS se pro svou vysoce vykonnou identifikaci mikrobialnich druhti stala
zlatym standardem na klinickych pracovistich (Rothen et al., 2019).

MIluvime zde o hmotnostni spektrometrii (MS) s asistovanou laserovou desorpci/ionizaci
(MALDI) za pomoci matrice (TOF) (Calderaro et al., 2015). Tato metoda je zalozena
na analyze proteinovych profilli generovanych pomoci nefragmenta¢nich nebo ,,mékkych
ionizacnich* technik, které ndm umoznuji analyzu velkych makromolekul, které jsou
charakteristické pro kazdy mikroorganismus. Ziskana spektra, nebol-li proteinové otisky
(bézn¢ mezi 2 a 20 kDa), jsou porovndvana s databdzi ndm jiz znamych spekter.
Pro spravnou identifikaci zalezi na kvalité a komplexnosti databéze, jelikoz mluvime
0 automatizovaném systému. Tato metoda je vyuzivana pfedev§im pro svou rychlost
a presnost. MALDI-TOF MS je ovSem omezen na identifikaci €istych kolonii, které jsou
péstovany na pevném médiu, jelikoz pro vytvoreni vhodného hmotnostniho spektra
vyzaduje pfiméiené mnozstvi vzorku. Je tomu tak proto, Ze dnesSni softwarové programy
nejsou schopny analyzovat spektra ziskana ze smiSenych kultur. Proto zatim pomoci
MALDI-TOF MS neni mozné identifikovat mikroorganismy piimo z vétSiny klinickych
vzorkd, jako jsou vytéry ¢i vzorky ran. To vylucuje jeho pouziti pro ptimou identifikaci
GBS z vaginalniho a rektalniho vytéru. V dnesni dob¢ je tato metoda brana jako rychla
a robustni metoda pro pfesnou mikrobialni identifikaci v mnoha mikrobiologickych
laboratofich a za¢ind nahrazovat techniky fenotypové identifikace. Pokud chceme
analyzovat -hemolytické streptokoky, véetné GBS, stanoveni pomoci MALDI-TOF MS

je velmi rychlé, v tadu n€kolika minut, a 100 % ptesné. (Rosa-Fraile et al., 2017) Metoda
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nam také umoziuje rozliseni mezi S.agalactiae a S.halichoeri nebo S.pseudoporcinus
(Falkins L., 2021).

1.4.8 Molekularni metody detekce GBS

Molekuldrni metody pro specifické diagnostické ucely v poslednich letech znaéné
zménily klinickou mikrobiologii. V pfipadé¢ jednoduché druhové diagnostiky GBS
se NAAT nevyzaduji, ovSem pokud se setkame s atypickymi izolaty GBS, je mozné
dosahnout spravného a spolehlivého oznaceni druhu sekvenovanim genu 16S rRNA
a ur¢enim sekvence genu sodA. Velky potenciadl pouziti NAAT vidime ve screeningu
GBS. Prvni PCR pro tcely screeningu GBS byly vyvinuty na zdkladé¢ genu faktoru
CAMP (Rosa-Fraile et al.,2017).

Hlavni vyhodou PCR je kratky casovy ramec, ktery je nezbytny k poskytnuti vysledki
ohledné¢ stavu kolonizace GBS v dob¢ doruceni vzorku. S ohledem na nizsi citlivost v§ak
nejnovejsi doporuceni CDC pro prevenci GBS doporuCuji prenatalni screening
S.agalactiae pomoci NAAT pouze po piedchozim obohaceni v selektivnim bujonu.
Je nutné dodat, ze ani metoda PCR nemusi byt vzdy dostatecné rychld pro podani
peripartalnich antibiotik, jelikoz mnoho Zen porodi béhem nékolika hodin po pfijeti
do nemocnice. Dalsi velkou nevyhodou je nedostacujici informovanost o citlivosti
na antibiotika. CDC proto v souc¢asné dob¢ nedoporucuje rutinni screening GBS pomoci
NAAT pii porodu (Rosa-Fraile et al., 2017).

1.4.9 AP1®20 STREP

API® 20 STREP je kvalitativni standardizovany systém, ktery slouzi k identifikaci skupin
nebo druhii velkého mnozstvi streptokoki, enterokokt a jejich pribuzenskych organismu.

Jsou zde pouzivané miniaturizované testy a specialné upravené databdze (Doporuéeny

postup BIOMERIEUX, 2019).

Prouzek API 20 STREP je slozen z 20 mikrozkumavek, které obsahuji dehydratované
substraty. Mikrozkumavky jsou inokulovany bakterialni suspenzi pfipravovanou v médiu
APl GP Medium. Toto médium zajistuje rekonstituci u jednotlivych testi.
Mikrozkumavky se nechavaji inkubovat. Béhem inkubace dochazi v dusledku
metabolismu Kk barevnym zménam. Reakce se odecCitaji podle odecitaci tabulky
a identifikace se provadi pomoci identifikacniho softwaru (Doporuceny postup
BIOMERIEUX, 2019).
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2 Cil prace a vyzkumné otazky
2.1 Cil préace
Cile mé bakalafské prace jsou:

1. Seznameni se s problematikou urogenitalnich infekci a moznostmi jejich
laboratorni diagnostiky.

2. Provést vysetieni skupiny pacientd metodou bakteriologické kultivace vytéra
z pochvy v prostredi laboratofe rutinné tuto metodu provadéjici.

3. Srovnat vysledky laboratotfe — frekvenci pozitivnich nalezt s celorepublikovymi

daty.
2.2 Vyzkumné otazky

1. Lze dosdhnout rozdilnymi metodami kultivace stejnych vysledku?

2. Shoduji se vysledky laboratote s celorepublikovymi daty?
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3 Metodika

Laboratorni diagnostika Streptococcus agalactiae byla provedena v mikrobiologické
laboratoti spole¢nosti SYNLAB s.r.o v Ceskych Budgovicich. Bylo vysetfovano
100 vzorki odebranych od téhotnych Zen v 35. — 37. tydnu téhotenstvi. Vzorky byly
podrobeny klasickému kultivacnimu vySetfeni na krevnim agaru a ddle pomnoZenim
v pomnozovacim bujonu Todd Hewitt Broth + Antibiotics. U suspektnich kment byla
provedena identifikace pomoci MALDI-TOF MS.

3.1 Odbér, transport a piijeti vzorku

Jako materidl k vySetieni piitomnosti Streptococcus agalactiae nam slouzi vaginalni
¢i rektovaginalni vytér, ktery provadi gynekolog pomoci sterilniho dacronového
tamponku. Ten je poté umistén do jiz pfipravené zkumavky s transportnim médiem,
nejcastéji je vyuzivana Amiesova puda, tato zkumavka musi byt fadné oznacena jménem
a piijmenim pacientky. Takto odebrany vzorek je spoleéné se zadankou odeslan
do laboratote. Zadanka by méla byt spravné vyplnéna a musi obsahovat viechny potiebné
informace o pacientce, jako je — jméno, piijmeni, rodné Cislo, pojisStovna, diagnoza,
jméno a razitko lékaie, datum a ¢as odbéru. Vzorek musi byt do 24 hodin od odbéru

zpracovan, proto je dulezité dorucit ho co nejdiive do laboratofte.

Po ptijeti vzorku dochazi laborantkou ke kontrole daného vzorku. Zkumavka nesmi byt
zadnym zplisobem poskozena a zadanka musi byt spravné vyplnéna. Poskozeni ¢i jiné
znehodnoceni vzorku muze vést k jeho odmitnuti. Pokud v zadance chybi nékterd
informace, je mozno si ji telefonicky vyzadat. V ptipadé, Ze je vSe v poradku, laborantka
zanese vzorek spole¢né s informacemi o pacientovi do laboratorniho informaéniho

systému a vzorek si dale oznaci ¢islem, pod kterym se s nim dale pracuje.
3.2 Kultivace

Vzorky, které byly dorueny do laboratofe byly vyo¢kovany na b&zné uzivany krevni
agar s piidavkem 5 % ov¢i krve. Ten byl inokulovan odbérovym tamponem a pomoci
sterilni bakteriologické klicky rozoc¢kovan. Do inokula byl nanesen antibioticky disk
(Gentamicin 10 ug), na ktery je Streptoccocus agalactiae piirozené rezistentni, ale ktery
je zaroven schopny odklonit ostatni nezadouci bakterie. Byl vyhotoven i natér na sklicko

pro mikroskopii. Nakonec byl vytérovy tampon umistén do pomnozovaciho bujonu Todd
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Hewitt Broth + Antibiotics pro jeho vys$si vytéznost. Krevni agar spolecné s bujonem byly

18 — 24 hodin inkubovany v termostatu pii teploté 37°C.

Nasledujici den se odecitaly narostlé kultury na krevnim agaru. Vytérovy tampon
z pomnozovaciho bujonu byl po inkubaci inokulovén na krevni agar a opét pomoci
bakteriologické kli¢ky rozo¢kovan. Do inokula se aplikoval Gentamicin 10 ug a agar byl
vlozen do termostatu na 18 — 24 hodin pfi teploté 37°C. Dalsi den se kontrolovaly narostlé
kolonie (obr.1).

Obr.1 — Narostla kolonie Streptococcus agalactiae (zdroj vlastni).
Pomicky:

e Krevni agar

e Bakteriologické klicky

e Vytérovy tampon se vzorkem

e Antibioticky disk Gentamicin 10 ug
e Termostat

e Todd Hewitt Broth + Antibiotics

Krevni agar fadime mezi nejbéznéjsi pudy klinické mikrobiologie. Do pudy, kterad je
ochlazena na 45 az 50°C ptfidavame 5 az 10 % sterilni defibrinované ov¢i krve.
Po promichani smés pifelévame do Petriho misky. Velikou vyhodou této pidy je,
7ze na ném naroste vétSina lékatsky dulezitych mikrobd a umoziluje nam sledovat

hemolytické vlastnosti vyrostlych kment.
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Tab.1 — slozeni krevniho agaru

SloZeni krevniho agaru g/l destilované vody
Sm¢és peptidu 23,0
Skrob 1,0
Chlorid sodny 5,0
Agar 10,0
Beranni Krev 50,0 ml
Vysledné pH 73+0,2

(Zdroj: Atlas a Snyder, 2006)

Pomnozovaci bujon Todd Hewitt Broth + Antibiotics je univerzalni médium, které
se vSak primarné vyuziva pro kultivaci f-hemolytickych streptokokii. Tato pida je vysoce
vyzivna diky obsahu peptonti, dextrozy a soli. Zminovana dextrdza je schopna stimulovat
produkci hemolyzinu. Fosfore¢nan a uhlicitan sodny poskytuji pufrovaci tc¢inek, aby
pusobily proti kyselosti, ktera je produkovana béhem fermentace dextrdzy, tim je chranén

hemolyzin proti inaktivaci kyselinou (BBL Todd Hewitt Broth, 2015).
3.3 Mikroskopie

Pted samotnym vyhotovenim natéru jsme si ptipravili fddné oznacené sklicko jedine¢nym
Cislem, které bylo shodné s ¢islem na vzorku. Material z vytérového tamponu byl rozetien
po podloznim skli¢ku. V§e se nechalo zaschnout. Dale doslo k fixaci plamenem a barveni

dle Grama.

Barveni dle Grama nam slouZzi nejen ke zjiSténi vlastnosti bakterii, ale predev§im nam
rozd€li bakterie na grampozitivni (G+) a gramnegativni (G-). Je nam znam i pojem
gramlabilni, s nimz se setkavame v ptipadé, Ze bakterie neni mozné obarvit ¢i se barvi
velmi Spatné€. Vlastni podstatou barveni dle Grama je rozdilné stavba bakteridlni stény.
Pii barveni dochazi v buiice ke vzniku komplexu krystalové violeti s jodem, jenz
je v piipad¢ gramnegativnich bakterii alkoholem ¢i acetonem rychle vyplaven z buiky.
Naopak u grampozitivnich bakterii k tak rychlému vyplaveni nedochazi, ale samoziejmé
pokud alkohol ptsobi delsi dobu, mize dochdzet k odbarvovéani i téchto bakterii.

Grampozitvni bakterie se ndm tedy zbarvuji modre, gramnegativni bakterie pak Cervené.
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Postup barveni dle Grama:

e Na dobie zafixovany vzorek se nanese barvivo, konkrétné tedy krystalova violet’
po dobu 20 sekund.

e Nasledné krystalovou violet’ ze sklicka splachneme Lugolovym roztokem a ¢isty
Lugoliv roztok nechdme plisobit opét 20 sekund.

e Dile pfichazi na fadu organické rozpoustédlo v podobé acetonu ¢i etanolu, které
nam zpusobi odbarveni.

e V dalSim kroku dikladné oplachneme vodou.

e Aby byly gramnegativni bakterie I1épe pozorovatelné pod mikroskopem, dochazi
jeste k dobarveni kultury zfedénym karbolfuchsinem, ktery nechdvame piisobit

30-60 s, oplachneme a nechdme tadné zaschnout.
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3.4 CAMP test

CAMP test nam slouzi pro odliseni B-hemolytickych streptokokil, konkrétné k odliseni

Streptococcus pyogenes a Streptococcus agalactiae.

Test byl provadén na krevnim agaru, na ktery se pomoci bakteriologické sterilni klicky
nanesly dvé cary vySetfovaného stéru a kolmo pies né se jinou klickou udélala Cara
se vzorkem obsahujicim Staphylococcus aureus. Takto ptipraveny krevni agar se nechal

24 hodin inkubovat pti 37°C.

Vysledek byl hodnocen jako pozitivni (obr.2), pokud v misté pruseciku obou kolonii

doslo k vyraznému projasnéni, které ma tvar ,,maslicky*.

Obr.2 - pozitivni CAMP test (zdroj vlastni).

Pomicky:

e Krevni agar
e Bakteriologické klicky
¢ Rod Staphylococcus aureus

e Nami vySetiovany vzorek
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3.5 MALDI-TOF MS

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za u¢asti matrice je v soucasné
dobé zavadéna v klinickych laboratofich pro svou schopnost urceni molekulové

hmotnosti a identifikaci biomolekul.

Vzorky, které se ndm po kultivaci na krevnim agaru jevily jako pozitivni, byly déle
hodnoceny pomoci MALDI-TOF MS (obr.3), jelikoz vzdy potfebujeme dvoji potvrzeni
vysledku.

K tomu, abychom mohli tento pfistroj pouzit, jsme museli mit ¢istou kulturu, ktera ndm
béhem noci narostla. Nami ziskany biologicky materidl jsme pomoci obycejného paratka
rozetteli jako tenky film na ocelovou MALDI desticku. Materialu neni potieba mnoho,
sta¢i, kdyZ je mozné okem vidét na ter¢iku alespon né&jaky biologicky material. Na takto
ptipravenou desticku se vzorkem byl pipetou nanesen 1ul roztoku MALDI matrice
a desticku jsme nechali zaschnout (obr.4). Timto byl vzorek pfipraven k identifikaci

a vlozen do pfistroje.

Obr.3 — MALDI TOF MS od firmy BRUKER (zdroj vlastni).
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Obr.4 — MALDI desti¢ka s nanesenou kulturou (zdroj vlastni).

Pomicky:

e Cista kultura nami vysetfovaného vzorku
e MALDI desticka

e Paratko

e MALDI matrice

e Analyzator MALDI od firmy Bruker
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3.6 Latexové aglutinace

Ve chvili, kdy ndm po inkubaci na krevnim agaru vyrostly kolonie, které bychom
identifikovali jako GBS, jsme pfistoupili k potvrzeni latexovym aglutinaénim testem,

diky kterému jsme si mohli potvrdit ptitomnost skupinového antigenu B.
Pomiicky:

e Strep Latex Group A
e Strep Latex Group B
e Strep Latex Group C
e Strep Latex Group D
e Strep Latex Group F
e Strep Extraction 1

e Strep Extraction 2

e Strep Extraction 3

e Sterilni bakteriologické klicky
e Aglutinacni karticky
e Pipetu a Spicky

e Ependorfky

e Krevni agar s narostlou kolonii

Postupovali jsme dle ptedepsaného navodu. VSechny potfebné komponenty jsme nechali
vytemperovat na pokojovou teplotu. Do jiz pfipravené ,,ependorfky* jsme kapli 1 kapku
»otrep Extraction 1 a pomoci sterilni bakteriologické klicky pridali 1-4 kolonie
Streptococcus agalactiae. K takto pfipravené suspenzi jsme piidali 1 kapku ,,Strep
extraction 2 a 5-10 vtefin protfepavali. V poslednim kroku jsme pfikapali dalSich
5 kapek ,,Strep Extractin 3“ a protiepali. Do kazdého krouzku aglutina¢ni desticky jsme
postupné nakapli 1 kapku modré latexové suspenze (Strep Latex Group F, Strep Latex
Group D, Strep Latex Group C, Strep Latex Group B a Strep Latex Group A) a vedle
pomoci Pasteurovy pipety 1 kapku suspenze testovaného kmene. Tyto kapky jsme
pomoci sterilni bakteriologické klicky promichali. Poté jsme s aglutinaéni destickou

zacCali pomalym krouzivym pohybem hybat, aby bylo mozné vidét ptipadnou aglutinaci.
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Pozitivni vysledek je znatelny u antigenu B, coZ ndm opravdu potvrzuje pfitomnost nami

zjistovaného streptokoka (obr.5).

i o .

Obr.5 — Latexové aglutinace, negativni vysledek viditelny u antigenu F, D, C, B a A,

pozitivita u antigenu B (zdroj vlastni).
3.7 AP1®20 STREP

API® 20 STREP fadime mezi biochemické testy, které nam slouzi k identifikaci

streptokokt a enterokok.

Abychom mohli provést diagnostiku pomoci tohoto biochemického testu, museli jsme
si nechat opét inkubovat nami vySetfovany vzorek 24 hodin. Do zkumavky jsme si dali
cca 4 ml destilované vody a k tomu ptidali kulturu v takovém mnozstvi, aby vznikly zakal
byl vyssi nez 4 McFarland. Vysi zakalu jsme si pfeméfili pomoci piistroje DENSIMAT.
Vzniklou suspenzi jsme pomoci pipety o objemu 100 ul nanesli do jamek v prvni
poloving testovaciho prouzku, tedy do testi VP — pyruvat sodny az LAP — L-Leucin-f3-
naftylamid a u testu ADH — L-Arginin jsme naplnili pouze zkumavku. Abychom mohli
diagnostikovat 1 na zbylé poloving, museli jsme zhruba

0,5 ml ndmi pfipravené suspenze pienést pomoci Pasteurovy pipety do komeréné
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dodavaného média APl GP Medium a fadné promichat. Tuto novou suspenzi jsme nanesli
do zbylych zkumavek, tedy do testit RIB — D-Rib6za az GLYG - glykogen.

U testt ADH az GLYG je dulezité zajistit anaerobiozu, proto jsme jamky naplnili
mineralnim olejem, aby se vytvofil konvexni meniskus. Testovaci prouzek byl dale
umistén do inkuba¢niho boxu, ktery jsme zalili vodou a uzavieli (obr.6). Box se nechal

inkubovat pfi teploté 36°C po dobu 4 hodin.

Obr.6 — Testovaci prouzek ptipraveny k inkubaci (zdroj vlastni).

Po 4 hodinach inkubace dochazi k pfidavani reagencii. Do testu VP se piida po 1 kapce
VP 1 a VP 2, do testu HIP - kyselina hippurova 2 kapky reagencie NIN. K testim
PYRA - p-naftylamid kyseliny pyroglutamové, aGAL - 6-Brom-2-Naftyl-aD-
glukopyranosid, BGUR —Nafotl ASBI-kyselina galaktopyranosid, BGAL - 2-Naftyl-BD-
glukopyranosid, PAL — 2-Naftyl fosfat a LAP — L-Leucin-B-naftylamid ptidavame
1 kapku reagencii ZYM A a ZYM B. Takto pfipraveny testovaci prouzek nechame

10 minut lezet, aby doslo k odbarveni a poté odecteme reakce pomoci odecitaci tabulky.
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Origine / Source / Herkunft /

P , ® 20 S-rREP Origen / Origem / TpotAevon

Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie :
VP

(@3 e LT /_;JX BIOMERIEUX

BESEREREERRIA

MAN SOR LAC | TRE INU RAF | AMD GLYG bHEM

\dent./ Tautomoinon

Autres tests / Other tests / Andere Tests /
Otras pruebas / Altri test/ Outros testes /
AMEG e€eTdoEIGdra tester /

Andre tests / Inne testy :

Obr.7 — Vysledkova tabulka (zdroj vlastni).

Ve vysledkové tabulce dochazi k rozdéleni testi do skupin po tfech. Kazdé z téchto
skupin se pfidéli hodnota 1, 2 nebo 4 (obr.7). Sectenim hodnot, které odpovidaji

pozitivnim reakcim v kazdé skuping, ziskame sedmimistné ¢iselné profily.

Obr.8 — Testovaci prouzek pii odecitani vysledku a jiz vyplnéna vysledkova tabulka

(zdroj vlastni).

......

barvy nastala v ptipadé testi VP, HIP, ESC — eskulin citrat zelezizity, BGUR, PAL, LAP,
ADH, RIB, TRE — D-Thehal6za, AMD - §krob. Po pfitazeni jednotlivych hodnot a jejich
nasledném secteni jsme dostali tento sedmimistny profil: 74 6 3 0 1 1 (obr.8). Ten jsme
zadali do identifikatniho systému APIWEB ™, ktery nam potvrdil pfitomnost
Streptococcus agalactiae.
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4 Vysledky

4.1 Cetnost vyskytu Streptococcus agalactiae v letech 2019, 2020 a 2021
Vv mikrobiologické laboratoi'i SYNLAB s.r.o. v Ceskych Budéjovicich

Ceska neonatologicka spole¢nost uvadi vyskyt Streptococcus agalactiae v posevnim
prostiedi u 18% (11 — 35 %) gravidnich Zen, tuto hodnotu jsem srovnavala s hodnotami,

které jsem béhem vyzkumu ziskala.

Dle statistiky, kterou mi poskytli v mikrobiologické laboratoti SYNLAB s.r.0. v Ceskych
Budg¢jovicich bylo v roce 2019 do laboratofe doru¢eno 2153 vzorkt od gravidnich Zen,
z toho se u 233 potvrdila pfitomnost tohoto patogena, v procentualnim zastoupeni byl
vyskyt pozitivni u 10,82 %. V roce 2020 bylo v laboratofi provedeno 2028 testi
na pritomnost Streptococcus agalactiae, k jeho potvrzeni doslo ve 242 piipadech, tedy
v 11,93 %. V roce 2021 bylo vySetteno 2188 vzorkii od gravidnich zen a ve 221 piipadech
se pritomnost patogena potvrdila, procentualni zastoupeni zde bylo 10,10 % (Tabulka 1
a Graf 1). Vsechny tyto vzorky podlehly klasické bakteriologické kultivaci bez
pomnozeni v bujonu Todd Hewitt Broth + Antibiotics. Odebrany material, ktery byl do

laboratofe dorucen, pochazel pievazné z gynekologickych ambulanci, ordinaci a center.

Na zaklad¢ téchto vysledkim muazeme tvrdit, ze pozitivni vyskyt Streptococcus
agalactiae zachycen Vv laboratoii SYNLAB s.r.0. v Ceskych Budg&jovicich odpovida
predpokladanému rozmezi, které je udavano Ceskou neonatologickou spole¢nosti.

Dokonce v letech 2019 a 2021 se ¢isla pohybuji pod zminénou hranici.

Tab.2 — Cetnost pozitivnich zachytd v letech 2019, 2020 a 2021.

Rok 2019 2020 2021
Celkovy pocet vzorktl doru¢enych do laboratore 2153 2028 2188
Pozitivni ndlez Streptococcus agalactiae 233 242 221

Procentualni zastoupeni pozitivnich vysledki (%) 10,82 11,93 10,10

(zdroj vlastni)
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m Pozitivni nalez Streptococcus agalactiae

Graf 1 - Cetnost pozitivnich zachyti v letech 2019, 2020 a 2021 (zdroj vlastni).

4.2 Pozitivni nalezy

V obdobi od fijna do prosince roku 2021 jsem dochazela do laboratofe SYNLAB s.r.o.
v Ceskych Budgjovicich, kde jsem zpracovala 100 vzorki. U téchto vzorkd méla byt
potvrzena ¢i vylou¢enou ptitomnost Streptococcus agalactiae. Mym Ukolem bylo zjistit,
zda vychazeji odlisné vysledky v pfipadé bézné bakteriologicke kultivace a kultivace
po pomnozeni v bujonu Todd Hewitt Broth + Antibiotics. Ze 100 vzorkl byla potvrzena
pfitomnost patogena po b&zné kultivaci u 14 téhotnych Zen, tedy u 14 % zaslanych
vzorkd.  VSechny  vzorky byly po  kultivaci  pomnozeny v bujonu

Todd Hewitt Broth + Antibiotics, kvlili vétsi vytéznosti. Po pomnozeni se objevil patogen

jesté u dalsich 5 vzorki. Pozitiva byla tedy potvrzena u 19 % Zen.

Tab.3 — Vysledky bézné kultivace a kultivace po pomnozeni.

Pozitivni nalez po Pozitivni po
Tyden v roce 2021 | Pocet vzorkl dorucenych do laboratore kultivaci TH
43.tyden 30 5 2
44 tyden 28 5 2
48.tyden 13 1 1
49.tyden 16 2 0
50.tyden 13 1 0
Celkem 100 14 5

(zdroj vlastni).
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B Pocet vzorkl doruéenych do laboratore m Pozitivni nalez po kultivaci u Pozitivni po TH

Graf 2 — Vysledky bézné kultivace a kultivace po pomnozeni (zdroj vlastni).

Pozitivni po TH
5%
Pozitivni nalez
po kultivaci
14%

B Negativni ndlez

B Pozitivni nalez po kultivaci

Negativni nalez
81%

M Pozitivni po TH

Graf 3 — Pozitivni a negativni zachyty v procentech (zdroj vlastni).
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Tab. 4 — Tabulka pro vypocet senzitivity, specifity, pozitivni a negativni prediktivni

hodnoty
Prvni kultivace — DIEIROItiVEC: Celkem
pozitivni negativni
pozitivni 14 0 14
negativni 5 81 86
Celkem 19 81 100

(zdroj vlastni)

Na zéakladé hodnot zadanych v tabulce jsem vypocetla senzitivitu, specifitu, pozitivni
a negativni prediktivni hodnotu (Tab.4). Senzitivita nam vySla 73,7 %
a udava, kolik pozitivnich vzorkd odhali prvni kultivace z celkového poétu skutecné
pozitivnich. Specifita nam dle vypoétu vysla 100 %. Specifita znamen4, kolik negativnich
vzorki odhali prvni kultivace z celkového poctu skute¢né negativnich. V ptipadé vypoctu
pozitivni prediktivni hodnoty nam vyslo 100 %, pozitivni prediktivni hodnota ndm udava,
jak je pravdépodobné, Ze je vzorek oznaceny jako pozitivni po prvni kultivaci skutecné
pozitivni. Negativni prediktivni hodnota vysla 94,2 % a udava pravdépodobnost s jakou

je vzorek oznaceny jako negativni po prvni kultivaci skutecné negativni.

Na zéklad¢ téchto vypocti mizeme tvrdit, Ze zde madme urcitou odchylku mezi vysledky
prvni a druhé kultivace, proto bych doporucila podrobnéjsi stanoveni u vétsiho mnozstvi

vzorkd.
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5 Diskuse

Streptococcus agalactiae patii mezi bézn¢ se vyskytujici patogeny v rektu, pochvé
¢i nosohltanu. Riziko pak nastava, pokud je pfitomen v pochvé gravidni zeny, ktera ma
pted porodem. Muze dojit k vertikalnimu pienosu patogena z matky na novorozence,
a u ngj vyvolat zivot ohrozujici sepse, meningitidy nebo pneumonie. Z tohoto diivodu
je stézejni véasna diagnostika. V laboratorni praxi byva vyuzivana kultivace, latex
aglutina¢ni test, mikroskopie, prokazani pomoci CAMP testu a v dnes$ni dobé casto
vyuzivana hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za UcCasti matrice
(MALDI-TOF MS). Pokud dojde k prokazani ptitomnosti Streptococcus agalactiae,
je dulezité ptredejit pfenosu na novorozence, a proto se matce béhem porodu podavaji

antibiotika, nejcasté&ji penicilin nebo ampicilin.

Hlavnim cilem mé bakalaiské prace bylo zjistit, zda se vysledky shoduji
s celorepublikovymi daty a dale, zda je mozné dosahnout stejnych vysledkd rozdilnymi
metodami kultivace. Méla jsem k dispozici data za roky 2019, 2020 a 2021, které mi byly
poskytnuty v mikrobiologické laboratoii SYNLAB s.r.o. v Ceskych Budgjovicich.
Nasledné jsem provedla samostatné vysetieni 100 vzorkl. Na zaklad¢ téchto dat jsem
dospéla k nasledujicim vysledkiim. V roce 2019 bylo vySetieno 2153 vzorku, z toho 233
bylo identifikovano jako pozitivni zachyt, tudiz 10,82 % z celkového mnozstvi bylo
pozitivnich. V roce 2020 bylo do laboratofe doruc¢eno 2028 vzorki, z nichz 242 bylo
pozitivnich, v procentech tedy 11,93 % a vroce 2021 se provedlo vySetieni
u 2188 vzorkd, pozitivita byla potvrzena u 221 z nich, zastoupeni pozitivnich bylo tedy
10,10 %. Ceska neonatologicka spolecnost udava, e se Streptococcus agalactiae
vyskytuje u 18 % (11-35%) t€hotnych zen. Na zaklad¢ nasich dat miizeme tvrdit, ze daj
nami zjistény opravdu odpovida celorepublikovym datim. Své vysledky jsem porovnala
I s celosvétovymi daty, které udavaji miru kolonizace od 10 do 30 %. Zemé¢ jizni

cwwvr

byla pozorovana prevalence nejvyssi (34,7 %) (Furfaro et al., 2018).

K porovnani vysledkt rozdilnych Kkultivaci jsem sama zpracovala v obdobi od fijna
do prosince 100 vzorkl. VSechny vzorky byly podrobeny klasické kultivaci a nasledné
pomnozeny V bujonu Todd Hewitt Broth + Antibiotics. Po klasické kultivaci byl
Streptococcus agalactiae nalezen u 14 vzorku, kultivace po pomnozeni v bujonu odhalila

dalsich 5 pozitivnich vzorkl. Z téchto tidaju jsem si zjistila senzitivitu a specifitu prvni
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kultivace. Kultivace bez pomnoZeni dokazala odhalit 73,7 % pozitivnich vzorki ze vSech

skute¢n¢ pozitivnich.

Na zéaklad¢ toho usuzuji, ze by se mélo provést dal$i porovnani téchto dvou metod.
Nemohu tvrdit, Ze je bézna kultivace nedostacujici, jelikoz by bylo nutné provést srovnani
na veétSim mnozstvi vzorka. Urcité bych to vSak zvazila, GspéSnost 73,7 % u takto

dilezitého screeningu v t€hotenstvi mi neptijde jako zcela dostacujici.
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6 Zavér

V mé bakalaiské praci jsem se vénovala vyskytu Streptococcus agalactiae u t¢hotnych
zen. V teoretické Casti jsem se zaméfila na urogenitalni infekce vyskytujici se jak u muzi,
tak 1 u Zen, sexudlné prenosnym chorobam a pak jiz konkrétnéji screeningem
Streptococcus agalactiae u t€hotnych zen, ke kterému dochazi u kazdé téhotné
ve 35. — 37. tydnu.

Hlavnim cilem mé bakalatfské prace bylo seznameni se s problematikou urogenitalnich
infekci a jejich diagnostikou, provést vySetieni skupiny pacientli metodou klasické
bakteriologické kultivace vytéra z pochvy a vSechny vzorky nasledné nechat pomnozit
v bujonu Todd Hewitt Broth + Antibiotics, abychom méli srovnéni, zda je klasicka
kultivace bez pomnoZeni dostacujici pro odhaleni Streptococcus aglactiae. Také jsem
provedla statistické srovnani vysledki mikrobiologické laboratofe SYNLAB s.r.o.
v Ceskych Budgjovicich s celorepublikovymi daty, které udava Ceska neonatologické

spole¢nost.

V praktické Casti mé bakalaiské prace jsem provedla vySetieni 100 vzorkd. Popisuji
piesny postup, jak byl vzorek v laboratofi zpracovan a nasledné jsou zaznamenany
vysledky. Ze 100 vzorktu bylo 81 negativnich na pfitomnost Streptococcus agalactiae,
u 14 vzorkl se pritomnost patogena potvrdila hned po bézné bakteriologické kultivaci,
u dalsich 5 wvzorkli byla pozitivita potvrzena az po pomnozeni v bujonu

Todd Hewitt Broth + Antibiotics.

Timto vyzkumem jsem byla schopna ziskat odpovédi na pfedem stanovené vyzkumné

otazky.

1. Lze dosdhnout rozdilnymi metodami kultivace stejnych vysledkti?

2. Shoduji se vysledky laboratoie s celorepublikovymi daty?

V ptipadé rozdilnych metod kultivace byly odhaleny ur¢ité odchylky, proto bych ziejmée
doporucila, aby bylo provedeno pfeméieni na vétSim poctu vzorka. I pfesto se ovSem

Vv obou ptipadech nase vysledky shodovaly s celorepublikovymi daty.

V ramci mé bakalaiské prace doSlo ke splnéni stanovenych cili a zodpovézeni

vyzkumnych otazek
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