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Anotace

The topic Determination and Diagnostics of Betaridbtics Streptococcus in
Clinical Microbiology is interesting, actual andaafe all not so distant from ordinary
people ‘s lives. The encounter of a person witla-bemolytics streptococci is never
pleasant.

The genus ofSreptococcus includes gram-positive catalase-negative coccus,
which rank into pairs and chains and their colordes also sometimes very small in
enriched media. Most of species are selectivelgm@tac. This genus includes a large
number of species with different significance fagople ‘s disorders, and also the
species significant for veterinary medicine. Betarblytic or pyogenic streptococci
important in human medicine include first of alfregttococci of A and B group.
Streptococcus pyogenes (A group) is the cause of either localised purulefections, or
invasive and toxic diseases, and also late consegaef these infections. The carrying
of beta-hemolytic streptococci of B grouftreptococcus agalactiae) is significant
especially in pregnant women because it can thmethie mother and the newborn as
well. They are the most important causers of newleeningitis and sepsis.

The aim of the thesis is to find out informatiohdetermination and detection
methods concerning beta-hemolytic streptococads ftecessary to devote our attention
to each streptococcus and determine its type btivatibn, eventually by further
supplementary methods. The main role in diagnosdigdayed by classical cultivation
in common (blood agar) or special enricheédia. Each microbiological laboratory
chooses its own laboratory procedures. The useulivation for capture of beta-
hemolytic streptococci and determination of thegpets by PYR test (for the proof of A
group streptococci) and latex agglutination (fonfamnation of other groups) seem to
be the most convenient. CAMP-test is still the miostjuently used method for the
proof of group B streptococci. For exclusion ofetatonsequences the assessment of
anti-streptolysin O (ASLO) or antideoxyribonucla®ds(ADNB) in serum are often
used. The largest percentage representation innthmeber of diseases in South
Bohemian region in 2007 is created by A group (&alk® %) and group B (about 30



%) out of beta-hemolytic streptococci A,B,C,G andThe data were provided by
microbiological laboratory Laboma a.s. (Inc.)

All beta-hemolytic streptococci must be regardgdhgportant pathogens namely
in whatever locality, that is why the knowledgebafsic and special laboratory methods
which lead to identification of particular types thlese streptococci is very important

for clinical microbiology and the treatment of festis.



Prohlaseni

ProhlaSuji, Ze jsem bakdtkou praci na témdJréovani a diagnostika beta-
hemolytickych streptokoki v klinické mikrobiologii vypracovala samostatrpouze

S pouzitim prameha literatury uvedenych v seznamu citované liteyatu
Prohlasuji, Ze v souladu s 8 47b zakénd11/1998 Sb. v platném &m souhlasim se
zvaejrénim své bakal&dké prace fakultou, a to v nezkracené pedadektronickou

cestou ve viejre pristupnécasti databaze STAG provozované déskou univerzitou

v Ceskych Budjovicich na jejich internetovych strankéch.

V Ceskych Budjovicich, 14. 5. 2008



Podékovani

Na tomto mist bych chéla podtkovat panu MUDr. Radimu Kramavi, CSc. za
odborné vedeni mé bak&déé prace, za jehtas a trglivost. Dale @kuji pracovnikim
mikrobiologické laboratte LABOMA a. s. a vSem, bez jejichZz pomoci by tatage

nevznikla.



Obsah

Uvod
1. Souwasny stav
1.1. Rod Streptococcus
1.1.1. Popis
1.1.2. Rozdeni
1.2. Beta-hemolytické (pyogenni) streptokoky
1.2.1. Streptococcus pyogenes
1.2.2. Streptococcus agalactiae
1.3. Ostatni beta-hemolytické streptokoky
1.3.1. Streptococcus dysgalactiae
1.3.2. Streptococcus equi
1.3.3. Streptococcus canis
1.3.4. Streptococcus porcinus
1.3.5. Streptococcus iniae
1.3.6. Skupina Streptococcus anginosus
1.3.7. Streptococcus suis
2. Cile prace a hypotézy
2.1. Cile prace
2.2. Redpokladané hypotézy
3. Metodika
3.1. Charakteristika souboru
3.2. Uréovani a diagnostika....
3.2.1. Streptococcus pyogenes
3.2.2. Streptococcus agalactiae
3.2.3. Ostatni beta-hemolytickeé stréqaticy
3.3. Zakladni laboratorni metody
3.3.1. Od#r materialu
3.3.2. Zpracovani materialu a ....

11
11
22
25
26
27
27
27
28
28
28
30
30
30
31
31
31
31
32
33
33
34
35



© © N O

3.3.3. Kultivace na fadach
3.4. Specialni laboratorni metody
3.4.1. PYR-test
3.4.2. Bacitracinovy test
3.4.3. Latexova aglutinace
3.4.4. CAMP-test
3.4.5. Stanoveni ASO (ASLO)
3.4.6. Stanoveni ADNB
3.4.7. Biochemicky test API 20 Strep
Vysledky
4.1. Zakladni informace
4.2. Vyhodnoceni pétu onemocreni ....
4.3. Vyhodnoceni pétu onemocréni ....
4.4. Procentudlni zastoupeni ....
4.5. Interpretace vysledi
Diskuse
5.1. Shrnuti podkladi pro diskusi
5.2 Diskuse spl#ni cili a hypotéz prace
Zaveér
Seznam pouZzité literatury
Kli ¢ova slova
Prilohy
9.1. Grafy
9.2. Fotografie
9.3. Seznam pouZzitych zkratek

36
41
41
42
43
45
46
49
50
53
53
54
56
58
58
59
59
60
62
63
67
68
68
74
80



Uvod

Téma Utovani a diagnostika beta-hemolytickych streptdkem si vybrala,
protoze je to téma zajimavé, aktualnifadevsim ne tak Upinvzdalené od &ného
Zivota lidi, nicmés fada z nas si zdaleka nedokaZedstavit celou problematiku, ktera
s timto tématem souvisi. Pojem beta-hemolytickgpdtkok utité¢ neni mezi lidmi tak
znamy jako iteba angina, s niz setsina lidi bohuzel ve svém Zivojiz setkala, a
nebylo to nic pijemného.

Je zndmo, Ze se jedna o bakterie, jez j$moqici koZznich a dychacich onemenh
¢lovéka a zviat. Streptokok je celarada. Maji kulovity charakter &kl se do skupin,
které jsou oznsvany pismeny. Kazda zédhto skupin je procloveka mizne
nebezpéna. Napiklad beta-hemolyticky streptokok skupiny AStreptococcus
pyogenes) produkuje erytrogenni toxin a naviaigobi spalu a beta-hemolyticky
streptokok skupiny BSreptococcus agalactiae) u gravidnich mze infikovat rodiciho
se novorozence a agpobuje pakd&zké az smrtelné meningitidy. Onemeénnzpisobena
streptokoky skupiny A p#&tmezi nefastjSi bakterialni onemoeni ve s¥ét¢, zejména
jejich respirgni klinické piibéhy. VSechny beta-hemolytické streptokoky musime
pokladat za zavazné patogeny a to v kterékoli lokal

Je teba ¥novat pozornost kazdému beta-hemolytickému streiiola spravé
urcit jeho typ kultiv&né, pripadré dalSimi dophujicimi metodami. Dale je tdezity
jejich zachyt a fedevSim vasré zahdjena kéba. Vzdy je uziténé znat podrobnosti,
pro¢ se dané vysni a opdaeni s tim souvisejici provéd tak aby pozitivni vysledek
kultivace na streptokokaizné skupiny nebyl zbyteaym ,straSakem*” pro pacienta, ale

na druhé strahaby také nebyl tento vysledek zhyte bagatelizovan.



1. Sowasny stav

1.1. Rod Streptococcus

1.1.1. Popis.

Do rodu Streptococcus (fecky streptos, fet€z) nalezi grampozitivni katalaza
negativni koky, které seéadi do dvojic azietizki a jejichz kolonie jsou i na
obohacenych {mach rkdy velmi drobné. ¥tSina druli je fakultativié anaerobnich,
rast rekterych je podporovan CQkapnofilni). Konénym produktem fermentace cukr
je kyselina mléna. Az na vyjimky streptokoky nerostodi A0 °C ani i 45 °C, ani
v prfitomnosti 6,5% NaCl nebo 40% #bwych soli, ani § pH vySSim nez 9,
nehydrolyzuji eskulin a nejsou pohyblivé. Jsouivd@tina vankomycin a mnohé na
krevnim agaru hemolyzuji. Toto vSechno jsou faktokyeré hraji édlezitou roli
v diagnostice beta-hemolytickych streptokokoo tohoto rodu dnes gatvelky paet
druhi s rozdilnym vyznamem pro onemeaon ¢loveka, rekteré z nich jsou vyrazn
vazané nalovéka. Nekteré druhy jsou primagnpatogenni $treptococcus pyogenes),
velkou skupinu tvei druhy podmiané patogenni. Setkdvame se s nimi jako
s komensaly sliznic, jsou s&asti normalni flory zejména v dudindstni, hornich
cestach dychacich, mohou kolonizovat sliznici valyin &reptococcus agalactiae),
jsou gitomny v zaZivacim traktu. Do rod8reptococcus pati druhy vyznamné pro
veterinarni medicinu, z nichzZkteré mohou byt takégwodci onemocéni u ¢lovéka.
(16, 22)

1.1.2. Rozdeni.

Pro Kklinickou mikrobiologii je uzitené dlit streptokoky podle hemolyzy.
Rozeznavame hemolyzu beta, alfa a gama. Beta-hema@g projevuje odbarvenim
erytrocyti. Pokud dojde zéarove k projasgni pidy v okoli hemolytické kolonie,
ozn&uje se hemolyza jako Uplna, pokuddp v z6® hemolyzy #Astava zakalena,



nazyva se hemolyza nelplna. Uplnou hemolyisopi Streptococcus pyogenes a beta-
hemolytické streptokoky skupin C, G a F, neuplnatypickd pro Streptococcus
agalactiae. Podstatou alfa-hemolyzy neboli viridace (lsiridis, zeleny) je zréna
krevniho barviva na zeleny verdoglobin. Alfa-henzolystreptokoky vyvolavaji tvorbou
peroxidu vodiku a velice zélezi na sloZzeni médatraosféry, jestli se alfa-hemolyza
vabec projevki nikoliv. V tomto piipadt pak ozndime kmen za gama-hemolytickii
nehemolyticky. Alfa-hemolyza je v#tl u Sreptococcus pneumoniae a u skupiny tzv.
viridujicich streptoko z dutiny Ustni i dalSich (n&pS suis, S. anginosus group
apod.). Jak mezi viridujicimi, tak beta-hemolytiokystreptokoky se vyskytuji kmeny
nehemolytické, nejvice ve skupinSreptococcus bovis. Toto je tedy jedno ze
zakladnich kritérii, o které se klasifikace strdqotar opira — dle typu z#m na krevnim
agaru.

Déle je to dleni dle biochemickych a fyziologickych charaktgkisSem pat
zejména znaky slouzici k rozliSeni streptakoko jsou velikost kolonii a dkteré
biochemické testy. @ezitym kritériem sérologickéhditiéni streptokok je pritomnost
skupino¢ specifického polysacharidu C. Ten se prokazuje eta-bhemolytickych
streptokok, naopak chybi pneumokdk a mnoha viridujicim streptokdk. Ne
vSechny druhy streptokéktento antigen tvd. Je-li polysacharid C ffiomen, pak
umoziuje rozliSit antigenni skupiny A-Z dle LancefieldovLékasky vyznamné
streptokoky obsahuji antigeny AS.(pyogenes), B (S agalactiae), C (Streptococcus
dysgalactiae ssp.equisimilis a Streptococcus equi ssp.zooepidemicus), D (S bowvis), G
(S dysgalactiae sspequisimilis) a dalSi. Poslednim kritériem je patogenf$gbeni a
misto vyskytu, které umoznilo ro&éni streptokoi na pyogenni (kam gadi zejména
S pyogenes, S. agalactiae, S. equi, S. equisimilis, streptokoky skupiny L, G - velké
kolonie aS. pneumoniae), na streptokoky Ustni (skupina se v podskayje s oznéenim
streptokoky viridujici), na enterokoky (proé¢n byl vytva‘en samostatny rod
Enterococcus) a na laktokoky (sérologicka skupina N). V posiedak: se vziva dit
streptokoky jen na beta-hemolytické (nazyvané suwhtéZz pyogenni) a non-beta-

hemolytické nebo téZ non-hemolytické. V tomto pioget k posledninsadi rovréz alfa-
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hemolyticky S pneumoniae neboli pneumokok a — obvykle alfa-hemolytické —
streptokoky viridujici neboli tstni. (7, 16, 33)

1.2. Beta-hemolytické (pyogenni) streptokoky

Mezi beta-hemolytické neboli pyogenni streptokokyiledité v humanni
medicire pati predevSim druhyS. pyogenes a S agalactiae. Dale jsou procloveka
patogenniS. dysgalactiae ssp.equisimilis a druhy skupiny&reptococcus anginosus. S
equi ssp.zooepidemicus, Streptococcus canis, Sreptococcus porcinus a Streptococcus
iniae jsou primarg zvireci druhy, ale mohou vyvolat onemeénni u ¢lovéka. Pouze
pro zviata jsou patogenn8treptococcus equi ssp. equi, Streptococcus phocae a
Streptococcus didel phis. (33)

1.2.1. Streptococcus pyogenes.

Streptococcus pyogenes (v anglosaskeé literate ozngovany téz zkratkou GAS,
group A streptococcus) spolu s pneumokokem pat k nejzavazgSim  lidskym
patogeim z roduStreptococcus. Je to beta-hemolyticky streptokok, fato skupiny A
podle s¢énového antigenu, ktery obsahuje N acetylglukosamiamndzu. Je primatn
patogenni proclovéka a ¢lovek je jedinym pirozenym zdrojem infekce. Infekce
vyvolanéS. pyogenes se vyskytuji po celém &t&, v mirném pasmuipvaZzuji infekce
respir&niho traktu, v teplych oblastech js@asgjSi infekce kozni.S. pyogenes je
puvodcem faryngitid, spaly, infekcitke a podkozi (pyoderma, erysipel), systémovych
infekci, streptokokového toxického Soku a postrepkovych nasledk (1, 7)

Morfologie. Jde o grampozitivni, pravideirkulaté az lehce ovoidni koky otpnéru
0,6 az 1,0 um. Jsou uspdany do dvojic azetizki, velmi dlouhéietizky se tvéi po
delSi inkubaci v tekutych kultivaich pidach. Nekteré kmeny jsou vybaveny pouzdrem
z kyseliny hyaluronové. (33)

Fyziologie. S pyogenes je fakultativni anaerob, katalasa i oxidasanegatiMlavnim
produktem jeho metabolismu je kyselina #mé&. Zahubi ho teplota 60 °Ghem 30
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minut. Pomdrn¢ dolre snasi vyschnuti a lépe nez stafylokoky odolavakymi
koncentracim violeti a soli thalia. (13)

Kultivace. S pyogenes pati mezi iistow nar@né bakterie, roste na komplexnich
kultivaénich pidach. Pro zachyt se uziva krevni agar s beranj iitdomnost CQ rast
podporuje. Na olyejném Zivném agaru a v Zzivném bujonu roste velmatrp

V tekutych midach tvdi sediment, da nad nim rize byt zcel&ira. Fidavek glukosy
(nag. v Toddow-Hewittowe bujonu) sice podituje fist, pida s glukosou se aletixe
natolik okyselit, Ze ve starSich kulturdch mohotemibkoky uhynout. KolonieS
pyogenes na krevnim agaru jsou drobné&tdinou lesklé, kolem 0,5 mm vipnéru, a
byvaji obklopeny dote ohranienou zénou Uplné beta-hemolyzy. V mukoidni fazi
vznikaji kolonie o ®co WtSi s napadhhlenovitym povrchem, bakterie v této fazi tivo
pouzdro. Hemolyza je vyragsi pri nizSim pH a nizsi tenzi kysliku (coz se docili
vpichem do agaru), naopak ji pdtlge pfitomnost redukujicich cukrv médiu. (1, 33)
Biochemickeé vlastnosti. S pyogenes je homofermentativni — z glukdzy tio
kyselinu mi€nou, netvei kataldzu, produkuje acetoin z glukdzy, amoniakgninu a
hydrolyzuje hipurat a eskulin. Nefermentuje na ibzdd ostatnich pyogennich
streptokok rib6zu. (1, 13)

Antigenni struktura. Antigenni struktura bakterialni bky S. pyogenes byla velmi
podrobr studovana ve snaze najit struktuBedité pro patogenitu, a to zejména pro
vznik imunopatologickych nasledkstreptokokovych nakaz. Z b&k Ize extrahovat
skupinow specificky polysacharid C, na jehoZ podKia#S. pyogenes fadi do skupiny
A podle Lancefieldové. Z bilkovinnych povrchovychtigen jsou vyznamné zejména
proteiny M, T, R a proteiny blizké M-proteinu (tz8OF-sérovy opacitni faktor).
Bilkovinné antigeny se vyuZivaji k poddruhové idfigmci. Pro gedkEzné zaazeni
antigeny T a R, pro typizaci antigen M a SOF. S©Hgoproteinasaisobici opacitu
(kaleni) séra. Protilatky proti SOF jsou typgospecifické a koreluji s M-typem. Na
zaklad antigenni struktury proteinu T se rozeznava jingéhtypi, které maji roviéz
urcity vztah k M-typim. Typizace je tlezita epidemiologicky i vySetovani vyskytu
streptokokovych onemoeéni, kde nelze wit M-typ. Nejmodergjsi typiza&ni postupy
jsou molekulara biologické. (1, 13, 33)
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Streptokokova laboratov USA vyvinula novou molekularni metodu typizace
streptokok skupiny A, emm typizaci. Vznikl podh aby tato nova metoda typizace
byla srovnavana s klasickymi sérologickymi tygizemi metodami na referénich
typovych kmenech streptokdkskupiny A. Vc¢lancich byly prezentovany prvni
vysledky charakterizace invazivnich knier&treptococcus pyogenes, izolovanych
v Ceské republice, metodou multilokusové sek¢enaypizace (MLST). Vysledky
MLST ukazuji, Ze populace kmizpisobujicich zavazna onemaai v CR je odlisna
od kmeri izolovanych v zahrati. MLST je jednou z metod molekularni
epidemiologické analyzy patogenSekverini typy (ST) jsou mezindrodrsrovnatelné
a umoauji provadni globalni molekularni epidemiologie. MLST navigsgytuje 100
% typovatelnost kmehn (17, 25)

M-protein je vlaknita struktura ¥pivajici z bakterialni 8hy, pronika pouzdrem
a je kotven v buttné membréh VIdkno se sklada ze dvou spiral@visvinutych
fetézci s karboxyterminalnimi konci. Je znamo vice neZa®@igennich specifit M-
proteinu. Jednotlivé specifity se liSi strukturoankové hypervariabilnéasti, hlubsi
struktura je spolma. M-protein je hlavnim antigenemcujicim virulenci kmef S
pyogenes. Kmeny bez M-proteinu jsou nevirulentni. M-proteiimoziuje adhezi
bakterie na povrch sliznic a poapiku chrani bakterii fed fagocytézou. Na vlaknvi-
proteinu jsou mista, na¢h se vaze regulai faktor komplementu H a fibrinogen.
SlozZeni volného aminoterminalniho konce M-protgamwelmi variabilni. Na podklad
jeho antigenni stavby se rozeznéva vice nez 10flypér vici nimZ existuje typoy¥
specificka imunita dana fipomnosti opsonizaich protildtek. M-protein je tudiz
zarove hlavnim proteknim antigenem. Bkteré M-sérotypy vyvolavaji spisSe infekce
nosohltanu (M1, 3, 4, 12), jiné pak infekcézk (M2, 49 aj.), &které maji vztah
k revmatické horgce (M1, 3, 5, 16), jiné k akutni glomerulonefré&igM2, 49, 55, 57).
Prevalujicimi sérotypy u sepse, septickych a topdbk Soki, které jsou ¥tSinou
doprovazené zavaznymi a rozsahlymi infekcemi hlgbbkmekkych tkani, jsou M1 a
M3. Protilatky proti M-proteinu jsou protektivni gypow specificky chrani fed
reinfekci stejnym typem. M-protein je tem také L formami streptokék Kyselina
lipoteichoova se podili spolu s M-proteinem na aelhe. Proti lipoteichoové kysekn
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se tvai protilatky, které mohou 2Kert reagovat s podobnymi chemickymi
strukturami but¢nych membran eukaryotickych bikni s kardiolipinem. Protilatky
proti lipoteichoové kyseli blokuji adhezi streptokdk k bunkam Ustni sliznice.
CytoplazmatickA membrana obsahufadu antigennich determinant, které jsou
analogické komponentdm stahé tkare a chlopni. F-protein je nositelem receptoru pro
fibronektin, ktery je sothsti povrchu eukaryotickych b&ka Je pravépodobné, Ze se
podili na vazb streptokok na epitelialni bikky faryngu a kize. Dilezitym faktorem
virulence je bakterialni pouzdro pyogennich striepkd tvorené kyselinou
hyaluronovou, které je prélovéka neantigenni. Imunitni systém ho poklada &a t
vlastni strukturu (kyselina hyaluronova je normahuiliasti savi pojivové tkam).
Brani opsonizaci, chrani bakteritgu fagocytdzou, nicménvice se v tomto sénu
uplatiuje M-protein, jez je hlavnim faktorem virulenc® pyogenes. Ten pisobi
antifagocytara a adhereiné. (7, 13, 22, 33)

Extracelularni produkty vyznamné pro patogenitu. S pyogenes muZze tvait
pyrogenni toxiny #kolika typi o malé molekulové hmotnosti (13 000 — 25 000).
Produkce toxifi typu A a C je vazana na lysogenni konverzi, foiimace (gen) je do
bunky piinaSena progédnictvim DNA temperovaného bakteriofag&ivie se exotoxiny
SpeA a SpeC (streptokokové pyrogenni exotoxinyyvely souhrng spalovy neboli
erytrogenni Dicliv toxin. Spe dinkuji jako superantigeny: spoji molekulu MHC Il na
bunkach prezentujicich antigen (APC) s receptoremnitdgyti, uvolni se cytokiny,
nasleduje hokka a aktivace komplementu a systémsrézZlivosti a fibrinolyzy.
Vysledkem je syndrom streptokokového toxického SolBiologické vlastnosti
superantigenu jsou zejmeéna: 1. pyrogenita, 2.1oxa@ni cytokiri z cilovych bugk (Il

1, 112 114,116, 11 8 Il 10, TNF alfa, beta) aalSich zaglivych mediatofi
(leukotrieni), 3. zvySend citlivost k endotoxinu, 4. supreswhy protilatek, 5. indukce
tolerance, alergie, apoptozy a delece recépiolymfocyti. Gen pro toxin typu B je
chromosomalni, jeiftomen ve vSech hikach a jeho produktem je cysteinova proteasa
Gcinkujici jako pfinikovy faktor. Gen pro typ A je vazan zejména na M3 typS
pyogenes. Pyrogenni toxin je spojovan se vznikem spalovéxantému, i kdyz

mechanismus jeho vzniku nebyegré analyzovan. Ze starSich pozorovani bylo znamo,
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Ze u vnimavého jedince (ktery n&nprotilatky proti erytrogennimu toxinu) je mozno
intradermalni aplikaci erytrogenniho toxinu vyvolakalni reakci (erytém-Dickova
zkousSka). Naopak podani protilatky do mista se oyyah exantémem vede k
vyblednuti (Schulz-Charltonova reakce). Tyto reaodporuji pedstavu, Ze na vzniku
spalového exantému se podilfippé pisobeni toxinu (na kapilary). Vedle tohoto
piimého @inku se pravépodobrk na vzniku exantému podili lokalni projevy
piecitlivélosti oddaleného typu.

Z extracelularnich faktérvirulence jsou nejznaEsi hemolysiny. Streptolysin
O pati do rodiny oxygenlabilnich hemolysinje &inny pouze v redukované foemje
aktivovan sulfhydrylovymi skupinami. Oxidovana faarse nevaze na beimy povrch.
Nevyvolava intravaskularni hemolyzu, néheho aktivita je v plazeblokovana. Vaze
se v aktivované forghna cholesterol v biiné membra# a to erytrocy, leukocyf,
krevnich destiek, ale i jinych bugk, destruuje cytoplazmatickou membranu akyu
usmrcuje. M4 kardiotoxické vlastnosti, pokusn&ata po intraven6znim podani Kén
smrti. Je antigenni, t¥b se proti ®mu protilatky. Komplexy O streptolysinu s
protilatkou je mozno prokazat v srddi pevmatické horéce. Streptolysin S vyvolava
na krevnim agaru z6nu Uuplné hemolyzy. Odpovida mat deukocyfi, které
fagocytovaly pyogenni streptokoky. Je prgwadobré sloZzen z aktivni komponenty a
piirozeného noge v cytoplazmatické membr&nJe neantigenni. tBobi poruchy
permeability membran, v likach atakuje intracelularni organely (mitochondrie)
Hyaluroniddza usnadije pronikani streptokdk tkaremi S&penim mezibu&ného
tmelu. Je schopna &t i kyselinu hyaluronovou streptokokového pouzdike
antigenni. Streptokindzy (A a B) jsou aktivatoryriinolytického systému. Jejich
ucinkem vznika z plasminogenu plasmin. Aktivovanyenzisobi na komplementovy
systém, uvaluje chemotaktické faktory, zvySuje permeabilitu ktivaije kininové
systémy (napomahajiighi streptokoka v zétlivé tkani). Vyuzivaji se terapeuticky pro
rozpoustni krevnich srazenin (u sm@ho infarktu, venoznich trombdz).
Deoxyribonukleasa depolymerizuje deoxyribonukleovdiyselinu uvolgnou z
rozpadlych buék, zejména leukocyt NeporuSené hiky neatakuje. Jsou znamy 4
antigenni typy, népstjSi je typ B. Proteindzy &bi in vitro bilkoviny. Rsobi
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synergicky se streptolysinem O. V pokuse vyvolawjrantené nekrézy v srdci,
tvorbu verukdznich z#m na chlopnich a vznik granulomatéznich reakci makymi
buikami. Jsou antigenni, protilatky neutralizuji jejienzymovou aktivitu. Biologicky
aktivnich produki a komponent byla prokdzana céddla, jsou znamy jejichéinky v
experimentu, ale jejich konkrétni podil v patogeriiskych onemoceéni neni dosud
podrobré prostudovan. Nepochybrvsak je virulence @ovana hlava M-proteinem,
pyrogennimi toxiny a lipoteichoovou kyselinou. 71,13, 33)

Imunita. Ochranu proti streptokokovym nakazam poskytigdevsim protilatky
proti M-proteinu. Ztoho protilatky IgA bréani adleerci streptokok na epithelie a
kolonizaci sliznic. Protilatky 1gG opsonizuji a zamji tak invazi do tkani a mnozZeni
streptokoki v krvi. Ochranny tinek byl prokdzan i u protilatek proti dalSim
povrchovym molekuldm a proti Cbha-peptidase. Prbtglaproti streptokokovym
pyrogennim exotoxiim A, B a C chrani jen proti vzniku spalového vymazhikoli
proti vzniku anginy a proti syndromu toxického 3oKifisténa ochranna role se zda
patit i T-bunééné imuni€. Imunita je pisre typow specificka, proto Ize
streptokokovou anginou onem@tmmpakovas, a to i po infekci stejnym typem, pokud
byla antibiotickd terapie zahdjena&ag a protilatky proti M-proteinu se neSta
vytvorit. (13, 22, 33)

Patogeneze onemoeni u ¢loveka. Bezpiznakové nosstvi u dti a mladych
dosglych je casté, zpravidla vSaki@chodné, dlouhodoba kolonizace jasté&€né
limitovana produkci protilatek proti M-proteinu i{fpmnost typo¥ specifické
protilatky nevede ihned k eliminaci streptokoka)raezovana normalini flérou, zejména
viridujicimi a gama streptokoky (kompetice o recept produkce bakteriocir).
Onemocgni vznika g infekci kmenem, proti &#muz nema hostitel protilatky. Faktory
patogenity, v prvnfad® M-protein, ale také lipoteichoové kyseliny a F4@io umozni
streptokokm adhezi na buftné povrchy. Tento krok je vyznamny u streptokokdwvyc
faryngitid. Ri prianiku streptokoka do tk&nse uplaiuji antifagocytarni vlastnosti
pouzdra a M-proteinu, k i&ni @ispivaji streptokokové exoenzymy (streptokinaza,
hyaluronidaza). Zafiliva odpovd’ je mistni a v regiondlnich uzlindch. Pokud infikij

kmen je producentem erytrogenniho toxinu a hostiedti jeho antigenu nemé
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protilatky, miZe vzniknout spéla se svym typickym exantémem. Slguni dob se
znovu objevuji invazivni typy onemo&mi, jejichz vznik je patr& spojen s
dlouhodobym posunem ve vyskytu M typu (k M 1, M3, M) a kmefi s vySSi
virulenci. Pokud hostitel nema specifickou imunitoti danému typu M-proteinu, je
dan gedpoklad k mnoZeni streptokiola produkci jeho toxilh a enzynid. Produkce
pyrogenniho toxinu @@devsim typu A a B), pokud neni neutralizovan fatiou, vede

k uvolréni lymfokind a cytokimi z imunocyt, jejichZz pisobeni spolu s dalSimi
produkty streptokoka fize vést jednak k prohloubeni 2éna rychlému $éni infekce

s rozpadem tké&n jednak k piznakim toxického Soku s hypotenzi a multiorgdnovym
selhanim.

Se streptokokovymi nakazami jsou spojena onegmicwzn&ovana jako
sterilni nasledky. Jejich vznik je Wipinné souvislosti s infekc& pyogenes, ale v
patologickych zmnach uZ streptokok nenititpmen. Sterilni nésledky tvio 3
samostatné jednotky, revmaticka hia, postreptokokova glomerulonefritida a chorea
minor. Patogeneze je slozita, nejprgwodobrji se na ni podileji 1. {fmé Einky
streptokokovych produltt (streptolysin O a S, streptokinaza), 2. antiggrodobnost
burg¢nych slozekS pyogenes s tkarémi hostitele (zejména myokardu a shdieh
chlopni), 3. imunologické mechanismy (ukladani kéwrp antigenu a protilatky,
bung¢na gecitlivélost, streptokokovymi antigeny navozena autoimynikéezi akutni
fazi infekce a rozvojem sterilnich naslédprobiha faze latence. Postreptokokové
nasledky jsou spojeny s dlouhodobou perzistenepsikokovych antigegnzejména u
nel&enych infekci. Imunologickou hypotézu vzniku st@céh nasledik podporuji
sérologické nalezy protilatek proti¢kterym streptokokovym antigém (SLO,
deoxyribonukleasa aj.). (1, 7, 13, 15, 33)

Patogenita. S. pyogenes je pricinou jednak lokalizovanych hnisavych infekci, jekina
invazivnich az toxickych onemoé&mi a konéné tzv. pozdnich nasledktéchto nakaz.
NejbéznejSim  streptokokovym  onemoémim  hnisavého razu je  akutni
tonsilofaryngitida, u nas tratti¢ ozna&ovana terminem angina. Na etiologii akutnich
angin se podilitada bakterii (nap streptokoky skupiny A,Corynebacterium
diphtheriae, pneumokokBranhamella, borelie) a vini (nag. adenoviry, coxsackieviry,
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rhinoviry, RS-virus, virus Epsteina-Barrové aj.). Wrovych infekci jsou tonzily
vétSinou z¥tSené a zarudlé, kraimioho byva sotasreé ¢asto konjunktivitida a rinitida.
Klinické rozliSeni virové a bakterialni tonsilitidye prakticky nemozné, i kdyz pro
streptokokovou tonsilofaryngitidu je charakterikéicstejnonirné Sarlato¥ zbarvena a
zdureld sliznice tonzil az celého faryngu a figgmnost rymy a kasle. Pro virovou
etiologii swdci spiSe skvrnity charakter zanicené sliznice pathdtanu (tzv. Hynkova
kropenata faryngitis). Déale je typické&seni lymfatickych folikul, zietelné postizeni
spojivek, vyskytuji se i povtky na patrovych mandlich igvladaji celkové fiznaky
(horetka, Unavnost, bolesti svgl (1, 24, 36)

Angina postihuje hlawndéti Skolniho ¢ku, obvykle na podzim a v zinPokud
kmen produkuje pyrogenni exotoxiny, Kznalkim anginy seiidava typicka vyrazka a
malinovy jazyk a onemoeni se nazyva spala (skarlatina). Komplikace angirspaly
mohou byt hnisavé (peritonsilarni nebo retrofarygieabsces, otitis media aj.), vzacn
toxické (syndrom streptokokového toxického Sokujpgdré vzniknou niZze uvedené
nasledky. Kozni hnisavé infekce neboli obegyodermie jsou obvykle vyvolany
jinymi M-sérotypy, vyskytuji se &Sinou v Ié¢, jsou vysoce nakaZlivé a z pozdnich
nasledk po nich nevznika revmatickd hoka, ale akutni glomerulonefritida. Zcela
povrchovou infekci epidermis u malycktdje impetigo — Zlutym hnisem nagime
nebolestivé puch a zasychajici strupy. Spolu s pyogennim streperko ale |
samotny se zde e uplatnit téZSaphylococcus aureus. | po nepatrném naruseni
pokozky mohou streptokoky proniknout hl@jibvznikne oste ohranieny zawt zvany
raize (erysipelas). Erysipel se vyskytuje obvykle re&ckch nebo v ohleji. Zaret
podkozi se nazyva cellulitis a ma sklon s&.3Rovreéz streptokokové hnisani ran ma
tendenci se #&i, nagiklad do regionalnich miznich uzlin v podolbudych pruli
prozrazujicich pod pokozkou probihajici lympharigollasledujici za#t miznich uzlin
byva hnisavy (lymphadenitis suppurativa). K hlubokgtreptokokovym infekcim pit
invazivni se &ici nekrotizujici fasciitis, epifasciain ulozena phlegmona nebo
subfasciald probihajici myositisti myonecrosis. Pyogenni streptokoky mohou dale

vyvolat i pneumonii nebo meningitidu. Purulentni mimgitida vyvolana pyogennim
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streptokokem je onemoémnim vzacnym, nas8sti 1ze gedpokladat u &né antibiotické
terapie purulentnich meningitid dost&ieu &innost i na tohoto patogena. (19, 23, 24)

U hlubokych, invazivnich a komplikovanych strémikovych infekci hrozi
vysoké nebez@é vzniku sepse. JaSpred 100 lety mivala vysokou smrtnost poporodni
sepse (sepsis puerperalis, e omladnic), kdy se pyogenni streptokoky zavedené
rukama porodnika do porodniho kanalu dostaly donguilozni a pak jim nestalo nic
v cest a ranou po odlaiené placertpronikly do krve a mnozily se v ni. Bakteriémie a
nekrotizujici fasciitida jsou v poslednich lete@sto provazeny syndromem podobnym
toxickému Soku (TSLS, =z angl. toxic shock-like dgome, téZz syndrom
streptokokového toxického Soku) znamému u stafjdkovyzna&uje se zagtem
mekkych tkani a napadnou bolestivosti v mistfekce, horékou, nauseou, pimy a
piiznaky Soku. Mezi pozdni nasledky streptokokovyékaz nalezi revmaticka hatea
a akutni glomerulonefritida. K jejich vzniku je nw#na jak pedchozi infekce vyvolana
S pyogenes, tak vliv prostedi, které umaluje opakovanou expozici Vi
streptokokovym infekcim, afpdevSim geneticka dispozice nemocného, kdy seirysuj
urcité vztahy mezi jistymi fenotypy systému MHC a viawosti ke vzniku revmatické
horetky. Mezi genetické fedpoklady pat defekty lokalni imunity, $S3i prostupnost
tkani pro cytotoxiny a &hové komponenty a poruchy degradace streptokokovych
slozek. Revmaticka hatka (febris rheumatica) se projevuje jako oy nehnisavy
zaret srdce (s postizenim endokardu, myokardu a WKlawitralni chlopg) a klouhbi
(stthovava arthritis vice klout), vzacrji centralniho nervového systému (chorea
minor, posutiina) a Kize (erythema marginatum). Dostavuje se &kolik tydni po
streptokokoveé angé je provazena celkovymi znamkami 2an(zvySena sedimentace,
zvySena hladiny C-reaktivniho proteinu) a zvySemoneklesajici hladinou protilatek
proti streptokokovym antigém, nagiklad antistreptolysinu O (ASLO), anti-DNasy
apod. (13, 24, 33, 36)

Predpoklada se, Ze streptokoky indukuji tvorbu péitgik proti antigeiim
pouzdra, bu&né stny a cytoplazmatické membrany. Tyto protilatky jseamfeny
nag. vici myosinu, lamininu nebo keratinu. Revmatickd kkeese vyskytujeastji

po infekci rekterymi sérotypy, tzv. ,revmatogennimi®, jako jshi, 3, 5, 16 a 18. Tyto
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kmeny nemivaji opacitni faktor a wataji v mukoidnich koloniich. Akutni
glomerulonefritida se dostavuje po infekci tzv. fiitegennimi typy, z nichz typy M2,
49, 55, 57 a dalSi vyvolavaji spiSe pyodermie, tyldy 4, 12 a 25 anginy. oli byly
popsany zkizené sérologické reakce mezi nefritogennimi kmeetiyani ledvin, zda se,
Ze u postreptokokové glomerulonefritidy jsou cha®lznény vyvolany usazovanim
imunitnich komplex v glomerulech. (1, 15,19)
Terapie. Dulezitym cilem terapie je zabranit vzniku revmatickéoreky,
respektive glomerulonefritidys. pyogenes je citlivy na penicilin, tudiz je stale lékem
prvni volby. \€as zahajené &a penicilinem sice fite zamezit vzniku imunitni reakce
vici streptokokim, sowasré ale zabrani vzniku pozdnich naslédkokalni antibiotika
jsou nedinna (navic nebezpe alergizace). Lékaby mel davat pozor na ampicilin u
infek¢ni mononukledzy. V fipadt béznych angin seipdpoklada, Ze penicilin rozlozil
v tonzilach  pitomné mikroorganismy produkujici beta-laktamasuapriklad
Saphylococcus aureus nebo Bacteroides fragilis. U t€Zkych streptokokovych nékaz
mnoZstvi streptokak ve tkani ntize dosahnout hladin,fipnichZz se streptokoky
prestavaji mnozit a vytw¥at penicilinvazajici proteiny¢imz vnimavost @¢i Ucinku
penicilinu rapidé klesne. DalSim i/odem mozného selhani penicilinu je schopnost
streptokok prezZivat uvnit epithelii respiréniho traktu, do nichZ penicilin nepronika.
Dosud nebyl zachycen kmen rezistentni k penicilinkdyz z rekterych zemi jsou
hlaSeny naznaky zvysSovani minimalnich intiitbich koncentraci. To se povazuje za
indicii rozvoje relativni rezistence.tBledna a dostate¢ dlouhodobé terapie akutnich
infekci, zejména faryngitid, je nutnd pro prevestérilnich nasledk Alternativni
antibioticka I€ba je nutnd u nemocnych gepitlivélosti k penicilinu. Pak se u citlivych
kmeni uzivaji makrolidy nebo tetracyklin.i¢i tetracyklimim byva ¥tSina kmeid S
pyogenes rezistentni, sulfoamidy a kotrimoxazol zase nejsmhopny spolehli
zamezit vzniku pozdnich nasledkPokud nelze podat penicilin fapro prokazanou
alergii, uzivaji se makrolidy.

Od roku 1989 se zZina sledovat rezistenc® pyogenes k erytromycinu (ktery
reprezentuje bez vyjimky vSechna makrolidova aatikad). RedkEzné vysledky

ukazuji na prudky vzestup rezistence éto antibiotikim, jenz ma velmi
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pravdEpodobré souvislost s vysokou sgebou makrolidovych antibiotik. Rezistence
nemusi byt v pIné Siklinicky zaznamenana, protozétsina infekci ma mirny jibeh,
jejich vylé&eni je spontanni a podani &ewneho antibiotika se obvykle neprojevi.
Rezistence k makrolitn ma vSak zavazny vyznamiiplécbé celkovych infekci
zpisobenycls. pyogenes. Nagiklad ve Finsku je rezistence k erytromycine$40 %,
pomsrné vysoka je i ve Francii a Spéeku. V Ceské republice je v pméru 5 %. Za
caso¥ omezené obdobitijfen — prosinec 1996, 1997igen 1998 — leden 1999) se
prokazal dvojnasobny vzestup uperné rezistence k erytromycinu (a k ostatnim
makrolidim) vCR z 3,7 % v roce 1996 na 7,3 % v poslednim obdéiviech itech
sledovanych obdobich byla nejvy3Si atstajici piimérna rezistence v oblasti Prahy
(5,6 %, 5,1 %, 9,8 %) a jizni Moravy (5,1 %, 4,594 %), nejvysSi vzestup rezistence
z15 % vprvnim obdobi na 9,1 % v poslednim obdobyi pozorovan v oblasti
vychodnichCech. V sledovaném obdobi let 1997 a 1998 — 1998 bykorovana vy3si
rezistence k erytromycinu u kmieizolovanych ze vzoik hnisu gi celulitidé (7,3 % a
10 %) nez u kmahizolovanych z krku $ tonzilitidé (2,7 % a 7,3 %). Tyto vysledky
dokladaji nezbytnost aktivni surveillance rezistel® pyogenes k erytromycinu a
omezeni preskripce makrolidpouze na ipady, ve kterych maji pénzdivodniné
opravreéni. U jiné studie se mimo vyskytu rezistence veagi Praha 5 a 13 z{idval i
prikaz fenoty@i a mechanismus rezistenceie¥azujicim mechanismem rezistence
vybranych kmefi byl aktivni efflux s charakteristickym fenotypem M WtSina
pacient s pozitivnim izolatem rezistentniho kmene spadalatkové kategorie mezi 5
— 15 lety. Velké rozdily ve vyskytu rezistentnicméni jsou podmisny raznymi
preskrignimi zvyklostmi jednotlivych praktickych |éki Sieni rezistentnich kmén
maze byt také ovliviino jejich grenosem v &tskych kolektivechReSeni problému je
titeba hledat v cileném omezeni 3$pby makrolidovych antibiotik na nezbytné
indikace. (1, 7, 12, 31, 32)

UzZitetcné k eradikaci faryngalniho ndéstvi se ukazuji byt linkosamidy.
Klindamycin se doporuje @i lécbé syndromu toxického Soku spolu s terapii
protiSokovou, u&kych invazivnich forem s nekrézoukkych tkani az nekrotizujici

fasciitidou je nutna také intervence chirurgaewdznacast kmed rezistentnich
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k erytromycinu je sotasré rezistentni ke klindamycinu. Rezistenci ¢knto
antibiotikim je nezbytné dale sledovat, protoze velmi ryclzieiké a Sii se v prosedi
selekniho tlaku makrolidovych antibiotik, ktera jsou mee Siroké spektrum oblibenou
acasto neztivodnénou prvni volbou pro tébu respirénich infekci v komunit. (1, 15)
Prevence. Specifickd prevence aktivni imunizaci se dosud owgadi. Ri riziku
vzniku revmatické hokky (eventueld jeji recidivy) se doporuje preventivni
podavani penicilinu. Proc&ovaci latku se jf@dpoklada vyuziti M-proteinu. Vakcina by
musela byt polyvalentni tj. obsahovat typy, kteséuj v dané oblasti prevalentni (s
moznosti reagovat na 2mu typi). Pro nizkou imunogennost M-proteinu by bylo nutno
uzit vysokych davek antigéns gidanim adjuvans. Vlastnosti M-proteinu (navozeni
c¢asné a pozdnitpcitlivélosti, podobnost s hostitelskymi antigeny) vyhlidédkovaci

latky snizuji. (1)

1.2.2. Streptococcus agalactiae

Pati mezi beta-hemolytické (vyjinde¢ nekteré kmeny nehemolyzuji nebo
vyvolavaji viridaci) pyogenni streptokoky se skupigm antigenem B. Nazev
Sreptococcus agalactiae se v anglicky psané |ékské literatiie téngf nepouziva a tyto
streptokoky jsou ozri@avany jako group B streptococci (GBS)iiddem mozna je, ze
termin ,agalactiae“ odrazi situaci ve veterinarmékerstvi, zvieci kmeny vyvolavaji u
krav mastitidu spojenou se ztratou tvorby milékaviBoi kmeny jsou vSak od kmén
izolovanych odcloveka odlisné. Uclovéka je také ficinou zavaznych onemoémi,
zejména novorozeic(7, 33)

Morfologie. Mikroskopicky nelze S agalactiae odliSit od ostatnich beta-
hemolytickych streptokak i kdyZz v tekutych médiich jeho dlouhi&tizky rekdy
vypadaji, jako by byly sloZzeny ze dvojic Kok33)

Fyziologie a kultivace. Na krevnim agaru vwsta v koloniich mnohem ¢&Sich
nez S. pyogenes, mazlavych, obklopenych Uzkou zénou ns®sthrantené, neuplné
(kalné) beta-hemolyzy. V sousedstvi zlatého stafjfa je tato hemolyza napadn
zesilena (pozitivni CAMP-test), protoZze tzv. CAMikiior S agalactiae se vaze na
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membranu erytrocyt naruSenou stafylokokovou sfingomyelinasou C, caddev
k rozpadu erytrocyt Malé procento kmannehemolyzuji, pozitivitu v CAMP-testu si
vSak zachovava. Vifiomnosti Skrobu a za anaerobnich podmineki tw&Sina kmei
oranZovy pigment. Mnohé kmeny rostou fitemnosti Zlée a vSechny hydrolyzuji
hippurat sodny. PYR-test a eskulin jsou na rozdilemterokol negativni. \étSina
kmeni je rezistentni na bacitracin. (18, 33)

Antigenni struktura. Vedle skupino¥ specifického shového antigenu B je moZno
prokazat typov specifické pouzderné polysacharidové antigeny, réktgsou
protektivnimi antigeny. Podle pouzdernych polysaicteewych antigen (la, Ib, II, Il
IV, V, VI) a proteinovych antigain (R, X) je mozno rozliSit celkem 10 sérologickych
typt. Jejich rozliSeni je vyznamné pro epidemiologiio Blovéka jsou nejdlezitejSi
sérotyp lll, ktery pevazuje u novorozeficse sepsi nebo meningitidou, a typ V, nebo
vice nez polovina kménje rezistentnich k erytromycinu. (1, 7, 33)

Patogeneze. Zatim jedinym zndmym faktorem virulence je pouzdieré u sérotypu

[l obsahuje kyselinu N-acetylneuraminovou (sialopoTato molekula brzdi aktivaci
komplementu alternativni drahou a fagocytozu. Asiturtiny t¢hotnych streptokoky
skupiny B kolonizuji gevo a vaginu, asi v polownpripadi se Bhem porodu mohou
pienést na novorozence a z nich asi 2 % onemocni3gl8

Patogenita. S agalactiae muze byt prokazan na tonsilach, v respmian traktu,

v zazivacim traktu a ve vadginkde miZze kolonizovat sliznici, aniz by vyvolaval
klinické priznaky onemoatni. Vyznamné je no&stvi zejména uéhotnych, nebt
muze ohrozit rodiku, ale zejména novorozence. Kolonizovano je 19 %3gravidnich
Zen. Novorozenec se nakazi vlmhu porodu (porafmim, aspiraci, polknutim
kontaminovaného vaginalniho sekretu). Riziko onemoiczvysuje pitomnost jednoho

a vice rizikovych porodnickych faktibr(piedtasny porod, fedtasna a dlouhotrvajici
ruptura membrany, hotka kEthem porodu, fedchozi sourozenec s invazivni infekci
vyvolanou S agalactiae, viceetné thotenstvi, masivni kolonizace matky a absence
skupino¥ specifickych protilatek matky).  Streptokoky skupi B jsou tedy

Mrivriw s

jsou dvojiho typu:¢asnd a pozdni sincidenci 2 — 3,7/1000¢ anarozenych &i,
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s mortalitou 19 % a zejména neurologickymi nasledkyiblizné 44 % dti narozenych
v 34. tydnu &hotenstvi. Mortalita a nasledky jsou podstattySSi u dti narozenych
pied 34. tydneméhotenstvi.Casné infekce vznikajidmem porodu jestin utero pri
piedtasném odtoku plodové vody nebo a% prachodu plodu porodnim kanalem a
projevi se Bhem prvnich hodin a dni po narozeni. (18, 26)

Spektrum onemoeni zahrnuje bakteriémii, pneumonii, meningitidueptscky
Sok, mortalita je kolem 5 %, na Zi¥osou daleko vice ohroZeni nezrali novorozenci.
Pozdni infekce jsou vyvolanyétsinou serotypem lll, dostavuji se obvykle koncem
prvniho nésice Zivota, v polovid piipadi se di¢ nakazi az po porodu. Onemeon
probiha pod obrazem sepse a meningitidy se smith@s%. Streptokoky skupiny B
jsou vyznamnymi fivodci komplikaci v Sestinétl (endometritidy, infekce mimvych
cest, bakteriéemie po ciskémiezu vedouci k endokarditidk meningiti¢, ke tvorl
absces). U kojend jsou streptokoky skupiny B nigsgjSi piicinou osteomyelitid. U
starSich dti a dosplych pisobi gedevSim cystitidy a pyelonefritidy. Ostatni typy
infekci vyvolavaS agalactiae hlavré v pripadech s podlomenou obranyschopnosti —
pneumonie, endokarditidy, hnisaveé arthritidy, irdekran, osteomyelitidy, vzaen
meningitidy. Jeho podil na faryngitidach zdalekdosahuje podil&. pyogenes a steji
jako on se mize olgas nalézt i v krku klinicky zdravych jeditnc(4, 18, 26)
Citlivost na antibiotika. Citlivost je dobra k peniciliim a makrolidim, proti
tetracyklinim se ¢astji zjiStuje rezistence. Vysledky studie knierstreptococcus
agalactiae, u nichz byla vySééna citlivost sotasré referegni agarovou metodou a
diskovou difuzni metodou, potvrdily dosavadni dabroitlivost tohoto druhu k
penicilinu. A i kdyz jeS. agalactiae citlivy na penicilin, u infekci jim vyvolanych je
castji lékem volby ampicilin. B alergii (na penicilinovouradu) s nizkym rizikem
vzniku anafylaxe Ize podat cefazolinii Rlergii s vysokym rizikem vzniku anafylaxe
podavame klindamycin (pro vyhogai farmakokinetické parametry) nebo erytromycin.
Rezistence k erytromycinu byla zjiga u 4,4 % izoldit od gravidnich Zen a v tétin
dvojnasobn vyssi frekvenci u neinvazivnich (7,0 %) a invazoim kmeri (8,5 %)

izolovanych od novorozefic Kmeny rezistentni k erytromycinu byly s vyjimkou
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jednoho kmene sdasré rezistentni také ke klindamycinu.teRaha izoldt S
agalactiae rezistentnich k erytromycinu (65,5 %@igiuSela k sérotypu V. (18, 28, 30)
Prevence. Screeningu streptokokoveé infekce by s&yrpodrobit vSechnyéhotné
Zeny (s vyjimkou Zen s GBS-pozitivni kultivaci éndkdykoliv v pribéhu €hotenstvi)
mezi 35. az 38. tydnenghotenstvi. Velk&asti novorozeneckych infekci Ize zabranit
podanim penicilinu nebo ampicilin r@éde kEhem porodu. Problémem je, jak
identifikovat gipady, kdy je to nutné. &tefi tuto profylaxi aplikuji kazdé rodce, u
niz lze p@itat s vysSim rizikem infekce (protrahovany porgubd), jini se snazi mit
antibiotickou profylaxi podloZzenou vysledkem mikiologického screeningshotnych
pomoci selektivnich pomnoZzovacichidp K vySefeni rodéek je ale iteba uzit
rychlejSich postujp BohuZel se zda, Ze profylaxe streptokokovych naxeneckych
sepsi penicilinovymi preparaty vede ke zvySenémuskywy sepsi vyvolanych
Escherichia coli, a protoreSenim mze byt jen vyvoj vakciny prof. agalactiae. (7, 9,
18, 33)

1.3. Ostatni beta-hemolytické streptokoky

Z dalSich beta-hemolytickych streptokoke kZr¢ izoluji kmeny, které maji
skupinovy antigen C, F a G. Podle morfologie kalgei mozno tyto streptokoky
rozclit na ty, které tvai ,velké* (>0.5 mm za obvyklych podminek) koloniedobné
S pyogenes, a ty, které rostou v malych koloniich. Kmenyified ,malé“ kolonie pati
vétSinou do tzv. skupinyS. milleri, kam pati S anginosus, S intermedius a S
constellatus se skupinovymi antigeny F, G, A a C. Hemolyza nevRim agaru rive
byt rizného typu. Izoluji se zejména z faryngu, kderiplinormalni flGe, ale také
Z gastrointestinalniho traktu a genitalniho trakt8treptokoky ze skupiny C
(Sequisimilisy a G (velké kolonie) mohou byt fipinou faryngitid (kdy
komplikovanych akutni glomerulonefritidou), epidlotl, sinusitid, meningitid, infekci
mekkych tkani, perikarditid a endokarditid. Streptkiadruhi paticich do skupinys
milleri jsoutazeny k viridujicim streptokakn. StreptokokyS. equi, S. zooepidemicus,
S dysgalactiae (skupina C),S canis (skupina G),S suis (skupina R, S) &. porcinus
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(skup. E, P, U, V) jsou zoopatogenni a v patogeaeemocsini u lidi se uplatuji jako
podmirgné patogeny u imunokompromitovanych jedindato taxonomie ostatnich
beta-hemolytickych streptokaéke komplikovana a stale se¢ni. Jednim zdvoda je,
Ze k identifikaci druhu zdefftomnost stnového antigenu nesfa Urcitd sérologicka
skupina dle Lancefieldové e totiz obsahovatékolik odliSnych druli a naopak
v jednom druhu se mohou vyskytovat kmeny obsahugiziicné skupinové antigeny.
(1,7, 33)

V posledni dob se diky zlepSené mikrobiologické diagnostice setjdekai
s nalezy beta-hemolytickych streptokiogérologické skupiny C. N&stji nalézanym
streptokokem této skupiny byv& dysgalactiae ssp.equisimilis. Vyvolava rozsahlou
paletu onemoai, jejichZ manifestace je prakticky neodliSitebdinfekci vyvolanych
S pyogenes, nema vSak vztah ke vzniku revmatické k&ye V posledni dob byla
potvrzena Gast S constellatus ssp.pharyngis na vzniku akutni faryngitidy. Lékem
volby pro beta-hemolytické streptokoky skupiny Gognicilin G. VSechny kmeny jsou
k penicilinu citlivé, penicilin tolerantni izolatpyly popsany. Kombinovana terapie,
penicilin a gentamicin, je dopafena pro lébu endokarditid, meningitid, septickych

artritid a bakteriémii u neutropenickych pacier{20)

1.3.1. Streptococcus dysgalactiae

Z beta-hemolytickych streptokdk obsahujicich polysacharidové antigeny
sérologické skupiny C a G je otlovéka nefastji izolovan S dysgalactiae ssp.
equisimilis (dtive nazyvany pouzg&. equisimilis pro kmeny skupiny C &reptococcus
species G pro izolaty skupiny G). | kdyz &sSina kmei sefadi do skupiny C, mnohé
pati do skupiny G, vzaeni A a L. Mnohé faktory virulences. dysgalactiae ssp.
equisimilis jsou podobné jako uS. pyogenes v¢. homologi genu emm nebo
streptolysinu O. Wloveéka jecastji izolovan z gipadi tonsilitid a faryngitid nez z krku
zdravych osob. Vyvolava jak infekce mirné a povkehdak i onemoaini zavazna —
bakteriémie, septikémie, streptokokovy syndromdké&ho Soku, hnisavé infekcéie
a mekkych tkéni, nekrotizujici fasciitidu, infekce plepulmonarni a metastaticky
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rozStené. Spektrum onemodm zahrnuje i poststreptokokové nasledky — peritamd

absces, akutni glomerulonefritidu a reaktivni adui. (20, 22, 33)

1.3.2. Streptococcus equi

Tento streptokok rowz pati do skupiny C. Jeho povrchovy protein je blizky
M-proteinu S. pyogenes — brani fagocytdze a poétuje tvorbu proteknich
opsonizanich protilatek. Od fedchoziho se liSi biochemicky. Vyvolava mimo jiné
mastitidy skotu a katSin¢ lidskych nédkaz dochazi po konzumaci nepasterizéivan
mléka a mlénych vyrobki. Krom¢ faryngitid byl izolovan Zady pyogennich nakaz
podobré jako predchozi streptokok. Po infek@8 equi ssp.zooepidemicus se niize
dostavit glomerulonefritida. (7, 20, 33)

1.3.3. Streptococcus canis

S canis je patogenem fis Tento patogen obsahuje antigen G a byl popsan jak

puvodce sepse a meningitidyloveka. (33)

1.3.4. Streptococcus porcinus

S porcinus byva nalézan u prasat a nalezi d#teré ze skupin E, P, U nebo
V dle Lancefieldové. Byl izolovan z urogenitalnitiaktu Zen,tidce i v souvislosti
s infekci kolem porodu. Krali antiséra a iprava antigennich extraktjsou pro
naranost sodasti prace pouze specializovanych labdfaibypické kmeny vyvolavaji

Gdajre mnohem SirSi zonu beta-hemolyzy rBagalactiae. (22, 33)
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1.3.5. Streptococcus iniae

S iniae byl izolovan z ryb a delfin Beta-hemolyza f¥e byt rkdy patrna
pouze ve vpiSich do agaru. U osob zpracovavajik@itaminované ryby vyvolab
iniae septické onemoemni. (1, 33)

1.3.6. Skupina Streptococcus anginosus

Zadny ze streptokdk asi nezfpsobil vice taxonomickych zmatkneZ druhy
fazené do této skupiny a ozoaané dive americkymi mikrobiology jak&. anginosus,
britskymi jako S milleri. Problém je vtom, Ze f{slusnici této skupiny mohou
obsahovat antigeny C, F, G, A, ale také Zadny, ta-lhemolytické jsou jen dhkteré
kmeny. Jejich kolonie jsou ve srovnani s jinymi askémolytickymi streptokoky
obsahujicimi antigen C (n&p Streptococcus equi  ssp. zooepidemicus) vyrazre
drobrgjSi. Posledni klasifikace rozeznava v této sk&pindruhy, z nichz jeden ma dva
poddruhy: Streptococcus anginosus, Sreptococcus constellatus ssp. constellatus,
Sreptococcus constellatus ssp.pharyngis a Sreptococcus intermedius. Pro |ékaéskou
mikrobiologii je dilezité, Ze beta-hemolytické kmeny vSech dridyly izolovany od
¢lovéka. 1zolatyS anginosus pochéazeji ¥tSinou z urogenitalniho a zazivaciho traktu a
jsou pavodci nefastji lokalnich hnisavych infekci, oba poddruBy constellatus jsou
izolovany \&tSinou z faryngitid a kmeng. intermedius byvaji pivodci mozkovych a
jaternich abscés arthritid a peritonitid. (20, 22, 33)

1.3.7. Streptococcus suis

Sreptococcus suis je v celém seteé rozSfeny zvfeci patogen vyvolavajici
meningitidy, endokarditidy, artritidy, septikémieraspir&ni infekce u vepi, skotu,
ovci a koz. Mize byt izolovan u koni, kek a pd. U osob oSétjicich uvedena ziata,
zejména pak za#stnand jatek pracujicich se syrovym masem, byl vét&ypopsan
jako etiologické agens meningitid, endokarditid,fekti kize a péijmovych
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onemockni. VCR nebylo Z&dné zuvedenych onemsdn u lidi dosud
dokumentovano, nebo publikovano. Pouzeezhu roku 1996 byl u muze z Bratislavy
z likvoru a hemokultury izolovastreptococcus suis. Vysledky byly zpracovany v NRL
pro streptokoky a enterokoky. Incidence uraivheni znama,din¢ se v3ak vyskytuji a
je nezbytné i v naSich podminkach s antropozoonapasobenou streptokoky drulg
suis poitat.

S suis jsou malé ovoidni koky (se snahou itivaty¢ky) mensi nez 2 um
v praméru, vyskytujici se jednotl; ve dvojicich, vzaeh v kratkych retizcich, G+,
nepohyblivé. Jsou fakultatign anaerobni, katalaza negativni. Kmeny nalezi
k sérologickym skupinam RS(suis Il), S (S suis l), RS & suis I/2), nebo skupinovy
antigen nesyntetizujici (dalSi sérotypy). V &enosti je popsano vice nez 35 serbtyp
u kmeni izolovanych z infekci zvat prevaluje serotyp 2, u lidi serotypy 2, 4 a 14.
Kmeny S. suis mohou zkiZzerg reagovat s antiséra skupiny D. Na médiich s krvi
vyrastaji S suis vétSinou v koloniich obklopenych viridaci, mohou biyt beta-
hemolytické (beta-hemolyza je zvyr&ma na meédiich s kskymi erytrocyty). Kmeny
jsou citlivé k beta-laktamovym antibiofikn, trimethoprim-sulfomethoxazolu a

gentamicinu, rezistentni na tetracyklin erytromyaiklindamycin. (1, 21, 33)

29



2. Cile prace a hypotézy

2.1. Cile prace

Cilem mé bakakské prace je na zakladlostupnych informaci zjistitizné
zpasoby uteni a detekce beta-hemolytickych streptakekzaroveé si osvojit zakladni
laboratorni  techniky pouzivané k diagnostice&chto streptokok v klinické
mikrobiologii. Sodasreé bych chéla poukazat na skuteost, Ze draz kladeny na jejich

presnou identifikaci, by se neheznevazovat.

2.2. Hedpokladané hypotézy

H1: Kdiagnostice jednotlivych typ beta-hemolytickych streptokak jsou
v soukasné dob klasické kultiv&ni metody zcela postajici.

H2: K diagnostice jednotlivych typbeta-hemolytickych streptokéke nutné pouzit
jak klasické kultivéni metody, tak i specialni laboratorni metody atujmsé

testy.

H3: K diagnostice jednotlivych typ beta-hemolytickych streptokbkstai pouzit

specialni identifikéni metody a testy.
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3. Metodika

Pro tuto praci jsem zvolila popis jak zakladnick t specialnich laboratornich
metod, které se vyuzivaji k diagnosti¢enmych tym beta-hemolytickych streptokak
v klinické mikrobiologii v sodasné doé.

3.1. Charakteristika souboru

Shkér dat jsem provéata v mikrobiologické laborato LABOMA a. s. se sidlem
v Ceskych Budjovicich, do které se svazi materidl z ordinacikpecaych lékau.
Laboma mikrobiologicka laborataa.s. zajiuje svymi sluzbami krogn jihoceského
regionu &asténé také region zapadesky a jihomoravsky. Udaje o vyskytu
jednotlivych typi beta-hemolytickych streptokakbyly sledovany zaasové obdobi
leden 2007 — prosinec 2007. VSechny typy beta-hgiok{ch streptokok se
v mikrobiologické laboratio LABOMA a. s. ve \tSing pripadi urcuji nize popsanymi

testy a metodami.

3.2. Urovani a diagnostika beta-hemolytickych streptokoi

3.2.1. Streptococcus pyogenes

Klasickou metodou je kultivace wWu z krku, coZ pedstavuje st z tonsil a
zadni stny hltanu. Kultivace ve zvysené tenzi g@rodlouZeni inkubace na 48 hodin,
subkultura z bujonu, fidani disku s kanamycinem nebo cotrimoxazolem ngitimo
selektivni krevni agar gmito latkami, to vSe rize zvySit zachyt beta-hemolytickych
streptokok skupiny A, pokud se v krku vyskytuji v malém¢po Vime, Ze u zdravych
nosca (az 10 % populace) se tyto mikroby mohou vyskytavamalém mnozstvi v krku
a naopak p typickych streptokokovych anginach & gpale je kultivani nalezS
pyogenes charakteristicky masivni. K jeho zachytu bylnstatit neselektivni krevni
agar s beranimi erytrocyty, dophy v mist predpokladaného hustého fsiu rékolika
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Sikmymi vpichy kltkou ke dnu misky pro zachyt hemolyzy vyvolané oxygbilnimi
hemolyziny. Inkubuje seip37 °C, za 19 hodin se otltda a odéet se opakuje za 48
hodin. K zachytu dalSich moznychymdai angin jeiteba doplnit rozir stafylokokovou
carou. Katalasanegativni beta-hemolytické koloniezaadi do skupiny A pomoci
latexové aglutinace. Bacitracinovy test se jiZz gya za obsoletni, navic byva pozitivni
u 6 az 8 % streptokdkskupin C a GS. pyogenes ma dale pozitivni tzv. PYR — test na
pyrrolidonylaminopeptidasu. Tata‘ima metoda (kultivéni zachyt na krevnim agaru
s naslednou identifikaci druhu orietiémi testy) dale vyuziva pkaz skupinového
antigenu A, pipadre typizaci — podle proteinu M a opacitniho faktgpupteinu T a R.
Prikaz antige skupiny A je rychly a specifickyipmo v odebraném vi§tu, spolehlivy
je vSak jen p vysokém potu streptokok v hrdle. Jeho vyhodou je, Zeistava
pozitivni i v gipad nasazeni antibiotické dBy. Tento test by vSak &h byt (pri
nejmensim f negativnim vysledku) provazen odebranim dalSifisru ke standardni
kultivaci. Budoucnost ukaze, zda se vyplatikaiz specifickych nukleovych kysel®
pyogenes ve vygrech z krku. Mikroskopicky nalez iwe mit cenu P vySetovani
hnisu, u vygru z tonsil je vzhledem kadé druhi fyziologicky piitomnych streptokak
bezvyznamny. (29, 33)

Nepimé diagnostické metody zahrnujitkaz protilatek proti streptokokovym
antigerim predevsim proti streptolysinu O (ASLO), proti deokynuklease B
(ADNB), proti hyaluronidaze. Tato n&ima diagnostika je vyznamna zejména p
hodnoceni rizika vzniku sterilnich néslédla jejich diagnostice. i podezeni na
nedavno proéhlou streptokokovou infekci, ifp. pri podezeni na hrozici pozdni
nasledky se zasila krev naikaz ASLO a antideoxyribonukleasy B (ADNB). (1, 14,
22)

3.2.2. Streptococcus agalactiae

Infekce streptokoky skupiny B Ize prokazat pouzamp. Odebird se vhodny

material dle charakteru infekce — likvor, krev, dnbnis apod. Zatim je nejspolehijsi
klasick& kultivace na krevnim agaru dagiém stafylokokovouwarou, kde pozitivni
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CAMP - fenomén zachyti i nehemolyticky kmeny. Dagoje se kmen produkujici
pouze beta-toxin. Vedle takového kmené&sagalactiae prozradi. Podéelé kolonie se
identifikuji latexovym testem (ale i koaglutinacprecipitaci aj.) na iftomnost
skupino¢ specifického antigenu B, le#n ale pomaleji pomoci CAMP — testu.
K rychlému pifikazu antigett S. agalactiae v likvoru se uziva latexova aglutinace. Ke
screeningud&hotnych se vySétji vytéry z rekta a vaginy po pomnozeni v selektivnim
Toddow-Hewittowe bujonu s kyselinou nalidixovou a gentamicinem. \Jseteni
rodicek mohou byt pouzity i selekti¢rdiagnostickeé fidy se Skrobem, v nichz jiz za 18
hodin vyrosteS. agalactiae v oranZzovych koloniich. ifomnostS. agalactiae muze byt
imunologickymi metodami zji8ha bez kultivace ve vaginélni sekretu g nebo

v télnich tekutinach (m& sérum, mozkomiSni mok)fip podezeni na sepsici

meningitidu novorozence. (1, 22, 33)

3.2.3. Ostatni beta-hemolytické streptokoky

Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis (patici do skupiny C) roste
v koloniich podobnycls. pyogenes, s vyraznou beta-hemolyzou, ale vSechny doposud
zmiréné testy k identifikaci jednotlivych beta-hemolyjch streptokok — CAMP,
PYR a hippurat — ma negativni. | po infekci timtieeptokokem stoupa hladina ASLO.
Streptococcus canis ma pozitivni CAMP — test.
Sreptococcus porcinus ¢ini potize v mikrobiologické diagnostice: ma totiz
pozitivni CAMP — test a uvedené skupiny nelze ididotvat latexovym testem.
Sreptococcus iniae obsahuje skupin@v specificky antigen skupiny Z, ma
pozitivni PYR — test a CAMP —test. (1, 22)

3.3. Zakladni laboratorni metody

Zakladem celé této problematikyihvec, je spravny odip, transport, zpracovani

materialu a jeho laboratorni a klinicko-mikrobioicig hodnoceni. Nicmérhlavni roli
v diagnostice beta-hemolytickych streptokogredevSim hraje klasicka kultivace na
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béZznych (krevni agar) i specialnich obohacenyitigeh. Pro zakladni rozliSeriznych
mikroorganisni, a tudiZ i beta-hemolytickych streptokgle nutna znalost morfologie

téchto patoget.

3.3.1. Odbr materialu

Pri angirg, spéale, revmatické hafree, akutni glomerulonefritid a vySeteni
bacilonoséstvi se material ziskava &im a nosnim vytem pomoci sterilniho
vytérového tamponu nejlépe z dakronu. Kultivaceeuytz krku je spolehlivy zjsob
pouzivany k vySéeni pivodce bakteridlni tonsilofaryngitis. Tato metoda wydokou
hodnotu pro pikaz Streptococcus pyogenes a slouZzi také jako standard pro hodnoceni
kvality rychlych diagnostickych tespro piikaz antigenu tohoto druhu. (16)

Pri kréenim vytru se Sroubovitym pohybem tamponemiegbovrch tonsil a
zadni klenba faryngu. J&eba vyhybat seffiom patrovym obloukm a bukalni sliznici
za &elem minimalizace kontaminace vzorkdZzhou mikroflérou. Cilem je ziskat na
tampon co nejvice materialu. & vyter provadime vzdy za kontroly zraku a
piedevsim rychle. Pak se anikihdnym nabrem materidlu nevyvola davivy reflexiiP
nosnim vygru se tamponem otird po celém obvodu jen sliznmumosnich vchad
V situacich, kdy se ne¢ekava bohata kultura streptokokna sliznicich (nap u
revmatické horéky nebo akutni nefritidy) se zvysSi prajmbdobnost zachytu
streptokok provedenim dvou nebo i viceckich a nosnich v¥ta, tieba bezprosedre
po sok&. Nakonec se vatovy tampon vloZzi do transportniiédien (35)

U secernujicich infekci (n&potitis media, sinusitis) Ize Sfiou tamponu nabrat
hnis. U impetiga jefeba ziskat &éco exsudatu ze spodiny léze. U erysipelu a ostatnic
infekénich proces probihajicichzné hluboko pod povrchemize nebo sliznice (n&p
abscesy, meningitis) se materidl ziskava punkciongh terapeutické incizi. ®
screeningu streptokokové infekce ¢hdtnych se odiy kultivacnich vzorki provadi
z postrannich &b dolni fetiny pochvy. Odér materialu z rekta nenifimosem, a tak
kombinovany odér neni indikovan. Odlsy materialu z jinychdnich partii, jako iteba

z urogenitalniho traktu (vulvovaginitis, puerpei&epse, no&stvi streptokoi skupiny
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B) se provagi sterem sterilnimi vatovymi tampony fifpodezeni na bakteriemii nebo
sepsi se odebira za&igne sterilnich podminek krev na hemokulturdi Bdkéru krve
(nag. na ASLO) je iteba se vzorkem postupovat tak, aby nedoslo k jeimtakninaci.
Vzhledem ktomu, Ze streptokoky mohou vyvolat velrozmanitd onemoeni a
uplatiuji se jako nosiské kmeny a saust normalni mikrofléry, Ize je zachycovat
z velmi rozmanitych typp materialu, nap z vygra z dychacich cest, z @, krve,

koznich lézi, z hnisu, v§tti vaginy, ran, ze stolice, likvoru atd. (18)

3.3.2. Zpracovani materialu a laboratorni hodnade

Pokud se nefize material dopravit do laboraéojeSt v den odbru, je nutné ho
k zachovani zachytu streptokokuchovavat v odiyové soupra¥ s transportnim
médiem (Amies, Stuart). V&t bez transportnigaly se musi zpracovat v den @din
Jinak sevytérové tampony otdvym pohybem okuji pifimo asi nafetinu krevniho
agaru. Po roztkovani se fes zakladni inokulum né&kuje jesSt stafylokokovacara
k prikazu satelitniho fenoménu. Inkubuje sé 7°C do druhého dne a afi& se
semikvantitative. (16)

Vyrostlé kolonie hemolytickych streptokiblse rozpoznavaji podle typické beta-
hemolyzy a tvaru kolonii. Pozornost jgtpm nutno ¥novat kmefim rékterych skupin
(nap. B a D), jez vytvéeji hemolyzu s lehkym naznakerfephodu do alfa-hemolyzy.
K izolaci (€asto hned dgisté kultury) stai dotek takovéto hemolyzy bakteriologickou
klickou a nasledné rozkovani. Rist beta-hemolytickych streptokiokv zakladnim
inokulum do 50 kolonii se hodnoti jednintizkem (+). Objevuje-li seust ze
zakladniho inokula i vakovacich¢arach, hodnoti se dma Kizky (++). Pokrauje-li
rast streptokok i do koncovychéar nebo je \isté kultde, hodnoti serémi kizky
(+++). Je nutno bezpeé rozliSit hemolytické streptokoky od ostatnich teaikt které
mohou na krevnim agaru vyied podobnou beta-hemolyzu jako hemolytické
streptokoky. KrozliSeni je moZzno pouzit mikroskak@ho vySeeni preparatu

obarveného podle Gramai RySeteni krve na ASLO pracujeme s krevnim sérem.
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3.3.3. Kultivace na fadach

K vySeteni materidl, kde se dekava vyskyt beta-hemolytickych streptokpk
je treba pouzit slozeniuad, jejichz zaklady jsou oztané napp EH (enhanced
hemolysis). Jsouifpraveny z vybranych surovin tak, aby hemolytické@kce na nich
byly vyrazrgjSi. Na zadném komeémim bujonu se nedocililo tak vysokych iitr
streptolysinu O jako na bujonu s infusterstvého ho¥ziho masa. Uvedu zdéiklady
typt vysoce vyzivnych bujoly které mohou slouzit ke kultivaci beta-hemolyticky
streptokoki. (35)

Todd-Hewitt Broth. SloZeni tohoto klasického bujonu s infusi se uvadylitr a
jednotlivé slozky jsou: infuse ze 450 g libovéhcetého masa (10,0), trypton (20,0),
glukosa (2,0), NaCl (2,0), NaHGQO(2,0) a NaHPQ, (0,4). pH snisi by nelo byt 7,8 +
0,2. V1 litru destilované vody se rozpusti 36,4rgzplni do vhodnych nadob a
autoklavuje se 10 minipl21 °C. Tento bujon se pouziva ke kultivaci stok&pki
skupiny A ged sérotypizaci, k vSeobecnému pouziti a k hemiotglt Fudy vétSiny
vyrobai se liSi prakticky jen typem peptonu.

Tryptose Phosphate Broth.Tento bujon bez infuse se sklada z: tryptosy (20,0
glukosy (2,0), NaCl (5,0) a NHPO, (2,5). pH snisi by nElo byt 7,3 + 0,2. V 1 litru
destilované vody se suspenduje 29,5 g, dléepgtse pda 0,1% agaru. Roziase,
rozplni a sterilizuje v autoklavu 15 minii 21°C. Tento pufrovany bujon se pouziva
piedevsim ke kultivaci nasaych bakterii, hlavé streptokoki a pneumokok. (34)

Z médii obohacenych krvi stoji na prvnim raigrevni agar, fpda, kterou
nektefi autdi fadi pro jeji nenahraditelnost v klinické mikrobiglio mezi pidy
zakladni. Jini pak pro moznost diagnostikovat neemolytické schopnosti mikrdkji
povaZzuji za pdu diagnostickou. Nicménje treba mit naizteli, Ze BZzn¢ pripravovany
krevni agar je obohacen celou krvi, tedy nikoli ggtrocyty, ale i #8kolika procenty
krevniho séra. Pro jeho pém¢ vysokou vyzZivhou hodnotu nam vyroste naprosta
vétSina lékasky dilezitych mikroli. Jeho neocenitelnou vyhodou je, Ze utpe
sledovat hemolytické vlastnosti wgtovanych kmeha podle nich je ¢kdy primo ugit
¢ili diagnostikovat. Nap streptokoky skupiny D vyvolavaji vyraznou betariodyzu na
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krevnim agaru z kiské krve. Uvedu zde 2filady suSenych zakladurcenych pro
piipravu krevniho agaru. (35)

Bacto Blood Agar Base. Jeho slozZeni je: he&gi srdce (500,0), tryptosy (10,0),
NaCl (5,0) a agar (15,0). Optimalni pH byglmbyt 6,8 £ 0,2. V 1 litru destilované nebo
deionizované vody se rozmicha 40iglp a pov#i do Uplného rozpu&ti. Sterilizuje se
v autoklavu 15 min. ip 121 °C. Po zchlazeni na 45-50 °C se k zakladptiagg prida
5% sterilni, defibrinované krve tdté na pokojovou teplotu a debse rozmicha.
Pouziva se kizolaci a¢ptovani narénych mikroli. Lehce kysely zaklad podporuje
vznik ztetelnych hemolytickych zén, a proto se krevni agatj piipraveny dobe hodi

k péstovani streptokak jez vyiistaji v morfologicky typickych koloniich.

Bacto TSA Blood Agar Base. Sklada se z: pankreatického kaseinového
hydrolyzatu (15,0), papainového séjového hydrolyaat0), NaCl (5,0) a agaru (15,0).
Optimélni pH je 7,3 + 0,2. Takovéto sloZeni (40 &kladu) se rozmicha v 1 litru
destilované nebo deionizované vody, za mirného &miclse rozvid, presterilizuje
v autoklavu 15 min. ifp 121 °C, ochladi na 45-50 °C, asepticky doplni S&rilni
defibrinované krve, pdivé promisi a rozplni do misek. Tento zaklad speé&iayvinuty
pro @ipravu krevniho agaru, ktery dava spravné a vyrdmméolytické reakce beta-
hemolytickych streptokak Z tohoto divodu je zaklad tér prosty redukujicich culir
jez mohou nefiznivé ovlivnit streptokokovou beta-hemolyzu. (34)

Konské sérum slouzi jako obohacovalo v sérow# gslamow agaru (téZ GBS-
agar) uteného k pstovani streptokakskupiny B &reptococcus agalactiae) a dalSich
bakterii. V anaerobni atmo$é tvai na této idé S agalactiae oranzo¢ cervené
kolonie. Ribuznou fidou je kalné Blavé médium Granada postavené misto agaru na
Skrobu. Je weno k rychlé diagnostic& agalactiae u tthotnych. Charakteristické
oranzo¥ ¢ervené kolonie se na&m nékdy objevi jiz za 10 az 18 hodin. (35)

GBS Agar Base (Islam). Jeho slozZeni je: proteosovy pepton (23,0), rozyusknob
(5,0), NaHPQ, . 2H,0 (1,5), NaHPQO, . 12H,0 (5,75) a agar (10,0). Optimalni pH je
7,5+ 0,1. V 1 litru destilované vody se rozmiclzdg zakladu a rozvia Sterilizuje se
autoklavovanim 15 min.ip121 °C. Po ochlazeni na 50 °C se aseptickgdp50 ml
sterilniho inaktivovaného hégiho séra, rozmicha a vyléva do misek. Tyta\pse
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pouzivaji k izolaci streptokdkskupiny B (GBS Sreptococcus agalactiae) z klinického
materialu. Za anaerobnich podminek, zejména pakol csulfonamidoveho (ibp.
kotrimoxazolového) disku, roste¢téina kmeh S agalactiae v oranzo¥ cervenych
koloniich. Existuje i tekuta varianta tétaddy (GBS médium), v ni&. agalactiae roste
v podol& oranzo¥ zbarveného sedimentu a ktera se da vyuzit jaleesiorgové fida
ke zjiseni vaginalni kolonizace streptokoky skupiny B. (34)

Hydrolyza hippurat se uziva k odliSeni streptakskupiny B od ostatnich beta-
hemolytickych streptokak Pida obsahuje pouze 1% hippurat sodny. Streptokoky
skupiny B jej rychle &pi na benzoat sodny a glycin. P&dani ninhydrinu dojde
k oxidativni deaminaci a-aminoskupiny v glycinu na odpovidajici aldehyd za
sowasného vzniku C®, ¢pavku a hydridantinu. S posledni latkou a se zbylym
ninhydrinem reaguje amoniak a vytfyenodrofialow az purpuro¥ zbarveny komplex.
Uvadim 1 piklad komeéniho gipravku.

HIPPURAT test.  Sklada se z: testaich prouzk nasycenych hippuratem sodnym a
ninhydrinovéhocinidla. Z 24 — hodinové kultury sefipravi v 0,6 ml fyziologického
roztoku ve zkumavce suspenze o zakalu 2 McFarlandwpnice, vlozi se do ni
prouzek, inkubuje 22 az 24 hodi 87 °C, zakape 4 kapkaniinidla a necha 5 az 10
min. stat. Tento test se pouziva kkazu hydrolyzy hippuratu. Pozitivni vysledek se
projevi vznikem modrého az modrofialového prste22)

K potlateni mistu gramnegativnich mikroorganiénse pouzivaji fdy s azidem
sodnym, fenylethanolem, krystalovou violeti, thadje lithiem, glycinem nebo
telluricitanem draselnym. Jen malo déupad obsahujici uvedené inhibitory féste
selektivnich. Edame-li do zakladu pro krevni agar azid sodny mdemtraci kolem
0,02%, ziskame selektivniagu kizolaci streptokak a stafylokok (pida zvana
azidovy zéklad pro krevni agar). K selektivnimutsda stafylokok a streptokok se
k zaklachm pro k&Zny nebo krevni agar fidava rovez fenylethanol (agar
s fenylethanolem). ifitdavek krystalové violeti zvySuje selektivitéchto pid pro
streptokoky (streptokokovy selektivni agar). Elekti agar pro beta-streptokoky sec.
Liebermeister et Braveny je nutng velice chudé médium, jez svym obsahem Zivin

potlaiuje jednak iist vS8ech mikrob vyskytujicich se ve vytech z nosohltanu, jednak
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viridaci alfa-streptokok. Tato pida je ale obohacena kvasmym extraktem a lysinem,
coz oboji zesiluje streptokokovou beta-hemolyzypasiti kolonie beta-hemolytickych
streptokok jsou tedy obklopeny napag$irokou zénou Upiné, dst ohrantené beta-
hemolyzy a tento typicky obraz je unminge snadno rozeznat. (34)

Laboratorni diagnostika beta-hemolytickych strgpkd byva komplikovana
tim, Ze se na infekci¢asto podileji i dalSi, ustow mére nara@né bakterie
(Staphylococcus aureus, pseudomonady a enterobakterie). Ty na krevnimruaga
pieristaji kolonie beta-hemolytickych streptokokProkEhla studie, i které byl
srovnan zachyt beta-hemolytickych streptakaka krevnim agaru a na selektivnim
krevnim agaru sifdavkem amikacinu (36 pg/ml). Zjistilo se, Ze bemiti selektivni
pudy by uniklo vice izolat beta-hemolytickych streptokdku vzorki z koznich lézi.
Pouziti selektivniho krevniho agaru s amikacineriZenzabranit fehlédnuti kolonii
beta-hemolytickych streptokék Tyto vysledky ukazuji na udeZitost vyuZzivani
selektivnich jd pro streptokoky. (8)

Agar Columbia je zivna fmla specialés uzpisobena ke kultivaci bakterii
vyZadujicich peptony, které jsou sasti agaru. Na tétoapgé se snadno kultivuji
streptokoky a pneumokoky. Agar Columbidegstavuje také vyborny zaklad pro
piipravu agak s cerstvou i s véenou krvi. Cileny vyér peptori umoznil vyrazné
zlepSeni kvality hemolyz. Profipravu agaru serstvou krvi se fida 5 % sterilni
defibrinované kaské nebo berani krve. Agarésrstvou krvi je vhodny pro kultivaci
streptokok. Velmi ¢asto se k selektivnimu zachytu streptakakklinického materialu
pouziva krevni agar Columbia CNA. Jeho bohaty Zizaklad ze speciélnich pepfon
z kaseinu a zivaSnych tkani a z trypticky natraveného kpWho srdce je doptm
Skrobem a obohacen berani krvi. Tento krevni aggosZziva fi predpokladu vyskytu
gramnegativnich tek a protea.

Krevni agar Columbia. SloZeni:  Specialni sfa peptof (23,0), Skrob (1,0),
NaCl (5,0), agar (13,0). Optimalni pH je 7,3 + 0\21 litru destilované vody se
rozmicha 42 g praskového agaru. Pomaluisege k varu za stalého promichavani az
do apIného rozpuéni. Autoklavuje se 15 minipl21°C. (35, 38)
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Bacto Columbia CNA agar. SloZeni: specialni sfa peptod (20,0), srdcovy
trypticky hydrolyzat (3,0), kukticny Skrob (1,0), NaCl (5,0), kolistinsulfat (0,01),
kyselina nalidixova (0,015) a agar (15,0). OptinhapH je 7,3 £ 0,2. V1 litru
destilované nebo deionizované vody se rozmicha Zdktpadu. Rozvid a sterilizuje se
v autoklavu 15 min. ip 121 °C. Jeteba se vyvarovatiphrati. Po ochlazeni na 45-50
°C se asepticky fida 5% sterilni defibrinované krve f#té na laboratorni teplotu a
rozplni se do misek nebo zkumavekidavek kolistinu a nalidixové kyseliny umage
inhibici gramnegativnich bakterii. Selektivni zaklgpro krevni agar se pouziva
k selektivni izolaci grampozitivnich kéka to i anaerobnich.

K zachytu streptokak dulezitych v humanni i veterinarni mikrobiologii skiu
selektivni médium COBA. Jedna se o krevni agariisk® krve pipraveny roviz
z bohatého zakladu Columbia, ale i i&lpvkem streptokokového selektivniho
suplementu obsahujiciho kolistin (10 pg/ml) a kiyseloxolinovou (5 pg/ml). Tento
suplement potkauje vSechny gramnegativni mikroorganismy a &é&wsechny ostatni
mikroby grampozitivni s vyjimkou streptokdk (vé. anaerobnich). Médium se
doporiuje jako nejvhod§sSi k selektivnimu zachytu streptokokag. z respiréniho
traktu. Hemolytické reakce jsou n&nm jasné aietelné a streptokokycv S. pyogenes
na rém vyristaji stej@ dolkre jako na krevnim agaru neselektivnim.
Streptococcus Selective Medium (COBA Medium). Slozeni zakladu
Columbia Blood Agar Base:specialni pepton (23,8jpo8 (1,0), NaCl (5,0) a agar
(10,0). Optimalni pH 7,3 £ 0,2. SloZeni StreptoescBelective Suplement (COA) — g/2
ml rehydratovanéhoifpravku: kolistinsulfat (0,005) a kyselina oxoliré(0,0025). V 1
litru destilované vody se suspenduje 39 g zaklaozvai a sterilizuje v autoklavu 15
min. pi 121 °C. Po ochlazeni na 50 °C s&p 5% sterilni defibrinované krve a 4 mi
streptokokového selektivniho suplementu na 1 l&kladu, promichd a rozpini do
misek. PouZiva se k selektivni izolaci streptakakklinickych vzorki nebo z potravin.
Doporiuje se kultivovat anaerobmebo v 5% C@ Kombinace obou inhibitérvede
k Uplnému potléeni gramnegativnich mikréb a téngt vSech nestreptokokovych
grampozitivnich kmein Hemolytické reakce jsou zceld@elné a zachyt streptokik
skupin A, B, C, D a G je srovnatelny jako na nddglaim médiu. (34, 35)
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3.4. Specialni laboratorni metody

Pro tuto préaci je #lezité shrnuti specialnich metod, které se pouiivaj
k diagnostice beta-hemolytickych streptokokv klinické mikrobiologii. Kazda
mikrobiologicka laboratb si sama, dle svych podminek, voli laboratorni ymgt
vedouci Kk identifikaci jednotlivych typ beta-hemolytickych streptokak Vyrobu
diagnostickych fipravki a souprav pro mikrobiologické labor&tou nas i v zahragii
zaji¥uje fada spolénosti. Z¢eskych firem to jsou ndpITEST plus, s.r.o. a TEST-
LINE s.r.o. Ze zahraghich gedevSim Murex, bioMérieux a DiaMondialL.

3.4.1. PYR- test

V mikrobiologické laboratth LABOMA a. s. se uzivA PYRstrip 50 jako
enzymaticky test, ve kterém je prokazovangtomnost pyrolidonylpeptidazy
(PYRa&zy), enzymu produkovaného vSerszmymi druhy enterokaka 98 % kmea S
pyogenes. Prikaz PYRazy je citliva, rychla a spolehlivd metod@rekym vyuzitim. Je
podstaté vhodrgjSi nez test s pouzitim bacitracinového disku pdéiSeni kmeid S
pyogenes a testy aplikované pro ¢gni enterokok. Test Ize vyuzit i  diferenciaci
rodi G+, katalaza negativnich bakterii. (tj. r@mshterococcus, Aerococcus a WtSina
kmeni Gemella) a druhylL@ctococcus lactis), které jsou také PYR-pozitivni. Nicm&n
je nepravdpodobné, Ze by byly zamény se skupinou streptokdkkviili jejich razné
morfologii. Diky Sirokému rozsahu PYR-pozitivnichrutli, které nepdt do rodu
Sreptococcus, by tedy ndly byt pomoci PYR-testu testované pougsté kultury
streptokok.

Substratem PYRazy jenaftylamid kyseliny pyroglutamové, jeho hydrolyza
oziejmi reakci s p-dimethylaminocinamaldehydem za kwnierveného zbarveni.
Celkova doba provedeni testu je 6 — 10 minut.

Soutasti testu je 50 kustestovacich prouZk 1 ml ¢inidla a 1 pipeta. Test
obsahuje plastové prouzky s instalovanou papirozonou, kterd je nasycena
chromogennim substratem proikaz enzymu pyrolidonyl-peptidazy a labkii s
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vyvijecim ¢inidlem. Ri skladovani v chladice mohou \inidle vzniknout krystaly,
které je nutno fed pouZzitim rozpustit zaatim v termostatu. Prouzkyrgd pouzitim
musi mit bilou funéni zénu acinidlo, musi mit Zlutou barvu a neéio by obsahovat
krystaly.
Pfi pracovnim postupu se papirovou zénou diagnodick@rouzku sée

z krevniho agaru s 24-hodinovou kulturou zkouman&hwene gkolik suspektnich
kolonii a necha se 5 minut inkubovat. Po 5 minutdehnanese na papirovou zénu
plastovou klékou nebo Sgkou mikropipety cca 5 pl vyvijecihtnidla, které musi byt
chraréno pred s¥tlem. Po 1-5 minutach reakce se &devysledek. B negativni reakci

v mist€ nanesené kolonie nedojde k barevn&mmnaopak § reakci pozitivni dojde

ke vznikucervené skvrny. (6, 22, 37)

3.4.2. Bacitracinovy test

Diagnostickeé disky bacitracinu slouzi ke snadnémiiseni beta-hemolytickych
streptokok skupiny A @&reptococcus pyogenes) od ostatnich skupin beta-
hemolytickych streptokak Test vyuzivd vysoké citlivosti beta-hemolytickych
streptokoki skupiny A k nizké koncentraci bacitracinu (0,04 ktera se projevuje
vytvoienim inhibéni zény kolem disku bacitracinu. Ostatni beta-heticke
streptokoky jsou k této koncentraci bacitracinustentni.

Mohou se pouzivat dva postupy: ve 2 ml fyziolo@lolt roztoku se resuspendu;ji
2-3 kolonie testovaného kmene beta-hemolytickéheptsitkoka. Suspenzi séefije
krevni agar a zbytek inokula odsaje. Po zaschnuspenze se fpozi sterilne
bacitracinovy disk. Inkubuje se 17-24 hod. 37°C. Ri druhém postupu se testovany
kmen naokuje na krevni agar a na rovanou cast mdy se sterild priloZi
bacitracinovy disk. Inkubuje se 17 — 24 hodin3y °C.

Po inkubaci do druhého dne Ize u krieskupiny A zjistit zabranu hemolyzy i
rastu, kmeny ostatnich skupin zpravidla inhibovanysoe Poté z@iime pgesré
pramér inhibi¢cni zony kolem disku bacitracinu. Jestlize jéirpér zony WtSi nez 10
mm, jedna se o beta-hemolytického streptokoka siupi (Streptococcus pyogenes).

Je-li pfimér zony mensi nez 10 mm, jedna se o beta-hemolyiclstreptokoka jiné
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sérologické skupiny. Spolehlivost tohoto testu déwa asi v 95 %.

Rozhodujicim faktorem pro vhodnost tohoto testuu@atreni v praxi je
skupinova pislusnost kmein, které jsou testovanyiiRurcovani kmei izolovanych od
nemocnych lidi, u kterychipvladaji kmeny skupiny A, je bacitracinovy test &hg.
Jde-li vS8ak o kmeny izolované od lidi bez klinickjevného onemoemi (nag. u
nosktt) nelze test dopotit. Rada kmen skupiny C a G totiz vykazuje citlivost na

bacitracin, ktera se velmi blizi citlivosti kmieskupiny A. (6, 22)

3.4.3. Latexova aglutinace

Tato metoda, ktera je zakladeiizmych souprav diagnostickychipravki pro
mikrobiologické laborati®, jeZz jsou vyrdny mnohymi spolénostmi, slouzi k
rychlému, jednoduchému d&gsnému uteni sérologickych skupin A, B, C, F a G beta-
hemolytickych streptokak s negativnim testem na pyrazu. Jedna se tedy fdoryc
latexovou aglutinaci mikrab ze skupiny beta-hemolytickych streptokoR/ychozim
materidlem pro wovani jsou kolonie z krevniho agaru. Skupinovéeni beta-
hemolytickych streptokakje rozhoduijici pro etiologickou diagn6zu onemsadra jeho
racionalni Iébu.

Principem testu je reakce antigespecifickych pro danou skupinu streptokok
se specifickymi protilatkami navazanych na latexgudrtikule. Pikazem reakce
specifickych antigein se specifickymi protilatkami dané skupiny streptak je jasr
viditelna aglutinace ifislusné latexové suspenze. Antigenyigba naped z bakterie
extrahovat pomoci enzyim které jsou satasti diagnostickych souprav. Pracovni
postup se vzdiidi dle navodu vyrobce.

Pred pouzitim se musi nechat vSechny reagencie vygemat na laboratorni
teplotu. Zkumavka se nejprve ozha&islem, poté se do zkumavky kapne 1 kapka
Cinidla | (Zluty uzé¥r) a resuspenduje se v ni asi 1-4 kolonie testdhari¥eta-
hemolytického streptokoka narostlého na krevninrag&ida se 1 kapkainidla II
(¢erveny uzésr) a 5-10 vtéin se roztok praepava. Dale sefjola 5 kapelCinidla Ill
(modry uzé¥r) a také se roztok pi@pa. Poté se do kazdého krouzku agldtina

karticky kapne 1 kapka modré latexové suspenze a vedlgrigdd pilozenou
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Pasteurovou pipetou 1 kapka suspenze testovanélemeknKapky se promichaji
pomoci tyinky a s aglutinani kartckou se pak pomalym krouzivym pohybem kyva.
Aglutinace se odgta do 1 minuty. B kolébani s kartikou se material ze sousednich
ploch nesmi smichat. Pokud se tak stane, testaei@p

V pozitivnim gipact (reakce specifickych antigérse specifickymi protilatkami
urcité skupiny streptokak dojde do jedné minuty keietelné aglutinaci, ijxemz
aglutinaci rozumime tvorbu viditelnych ztek, mezi nimiz je tekutina proja&ma.
Odetitani se provadi pouzeima bez pouziti lupy. Slaba aglutiima reakce by rla
byt opakovana s pouzitim hggtiho inokula.

U negativniho vysledku nedochazi kzZzadnému vidéelu shlukovani
latexovychcasteek (testovany kmen negak beta-hemolytickym streptokékn skupin
A, B, C, G nebo F). (5, 11, 35)
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AGLUTINA CNi SCHEMA :

Aglutinace beta-

hemolytickych
streptokoki
| |
Pozitivita v jedné Pozitivita ve vice

skupiné skupinach Negativni
Jedna se o V tomto piipadé se Test se opakuje
streptokoka skupiny kolonie izoluje a test s pouzitim husgjsi

A, B, C, Fnebo G se opakuje suspenze

Negativni

Beta-hemolyticky
streptokok, ktery
nepatii do testovanych
skupin

3.4.4. CAMP —test

Principem CAMP-testu je zesileni hemolytického afelbeta-hemolyzinu
stafylokoki a hemolyzinu streptokdkskupiny B @reptococcus agalactiae) na berani
erytrocyty. Nekompletni beta-hemolyza vhodného kenestafylokoka se za
spolupisobeni hemolyzinu streptokibkskupiny B zmdni na vyraznou kompletni

hemolyzu, jeZ méa charakteristicky tvar motylidindiel.
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Test se provadi na krevnim agaru. Na agarovownplge nagkuje klickou
piicna cara testovaného kmene streptokoka a kolmo n&ara kmene stafylokoka,
produkujiciho beta-hemolyzin. Po 16-20 hodinachuldce p 37 °C se provadi
odeiitani. Ri pozitivnim testu se ip pras&iku ockovacichc¢ar obou kultur vytvei
kompletni hemolyza typické intenzity a tvaru. Pedhie vhodny kmen stafylokoka a
kontrolni kmen streptokoka skupiny B.

Screeningovy CAMP-test je vysoce specifickyi pdiferenciaci kmenf
izolovanych z lidského materialu. Naproti tomu nehbdny pro rozliSovani kmén
zvireciho fivodu. Ve veterinarnich mikrobiologickych laborith je jeho diagnosticka
hodnota znén¢ limitovana CAMP pozitivnimi kmeny, které patdo jinych skupin
streptokok nez do skupiny B. Pozitivni CAMP — test mohou injiné bakterie,
nagiklad Corynebacterium glucuronolyticum, jez vytvari Zlutavé kolonie. Tyto

grampozitivni tgky se vyskytuji vzachpiredevsim u muv urogenitalnim traktu. (22)

3.4.5. Stanoveni ASO (ASLO)

Soupravy na stanoveni ASO jsodamé k titraci anti-streptolysinu O (ASO) v
sérech. ASO je protilatka proti streptolysinu O (BL— extracelularnimu produktu
streptokok skupiny A, C a G. Proziti streptokokové infekcetesgty projevi vzestupem
hladiny ASO. Tyto infekce jsou zavazné zejména svyasledky — akutni revmatickou
horegkou a akutni glomerulonefritidou. Stanoveni titrl5@ je proto nezbytnym
dophikem diagnostiky &hto onemoceni. Titraci ASO Ize porrné dolre
standardizovat a protilatky Ize aavat kvantitativi. Vzhledem k obrovské&etnosti
streptokokovych infekci Ize téz pouzivat titraceQA\fako "screeningove" metody pro
zjiStovani nedostat@é reaktivity imunitniho systému. Metody testujidddinu ASO
umoziuji rychlé a jednoduché provedeni testu, protoZzendimi dodavany SLO
obsahuje fedem stanoveny pet mezinarodnich jednotek (m.j.).

Principem testu je neutralizace SLO protilatkos@ gitomnou v séru. Zbyly
SLO se prokaze hemolyzouiganych erytrocyt. Aby hemolyza prokhla, musi byt
SLO v redukovaném stavu.
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K provedeni této metody je zapeldi: streptolysin O (purifikovany filtrat kultury
streptokoka skupina A produkujiciho SLO v lyofilamé forng), redukni cinidlo
(dithionitan sodny), koncentrovany pufrovany fyoigicky roztok s albuminem
(PFR+A), antistreptolysinu O standard-sérum o zmartitu (purifikovany lidsky IgG)
a krélci erytrocyty.

Provedeni testu je nasledujici:

1. Riprava pufrovaného fyziologického roztoku s albuenmn(PFR+A):

Obsah lahviky s koncentrovanym PFR+A (4 ml) seiedi 56 ml destilované vody.
Zisk& se 60 ml roztoku o pH asi 6,5 (pH roztokipiskontroluje a v fipac poteby
upravi). Takto fipraveny roztok se uchovavidi p-4°C a n¢lo by se spdtbovat do 7
dna.

2. Riprava suspenze kréich erytrocyi:

Krali¢i erytrocyty se promyji 3x v PFR+A a centrifugujD Imin. Po posledni
centrifugaci se fipravi ze sedimentovanych erytrogyit% suspenze v PFR+A.

3. Riprava redukovaného streptolysinu O (SLO):

Do lahvitek se SLO a redwkim cinidlem se da po 1 ml PFR+A (nejlépe injak
stiikackou pres gumovou zatku, aby se zamezilo ztratam lyofii@ho materialu). Po
dokonalém rozpu&hi se kvantitativéh prenesou obsahy obou labek do 3,5 ml
PFR+A. Takto ppraveny roztok SLO obsahuje 1 m.j./0,5ml. Roztok mwusi
spotebovat tentyz den.

4.Redsni séra:

Ve zkumavkach sefjpravi dw zakladnitedni vySetovaného, inaktivovaného (56°C
po dobu 30 min.) séra: 1:25 (50 pl séra + 1,2 nRPK) a 1:30 (0,5 ml séreedkneho
1:25 + 0,1 ml PFR+A)
5. Fiprava mikrotitréni destéky (typ U) a vlastni provedeni testu:
Sérum se titruje ve vodoroviidd mikrotitratni destéky. U kazdého vySébvaného
séra se da do prvnich dvou jamek po 50 pl PFR+Azliytych 10 jamek se da po 25 pl
PFR+A. Do prvni jamky se tpnese 50 ul séréedného 1:25 a po tkladném
promichani se pomoci mikropipetyepese 50 ul dadti jamky. Stejnym zjsobem se
pokraiuje v fedni séra ve vSech lichych jamkach az do jedenaatéyja 50 pl
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naredného séra z 11. jamky se odstrani. Do druhé jasekyfenese 50 ul séra
fedného 1:30 a poikladném promichani se pomoci mikropipetgnese 50 ul do
ctvrté jamky. Stejnym zjsobem se poktaje viedni séra ve vSech sudych jamkéach az
do dvanacté jamky. 50 pl séra se z 12. jamky odistikatakto néednému séru seffpla
do 1. a 2. jamky po 50 pl PFR+A a do vSech ostatiamek po 25 pl PFR+A a
dukladre se promicha (naapace nebo poklepem nasly desttky). Z 1. a 2. jamky se
odstrani po 50 pl itadného séra. V kazdé jamce je potom Kanyeobjem n&ediného
séra 50 pl. Do kazdé jamky staeénym sérem seiwla 25 ul redukovaného roztoku
SLO. Po dkladném promichéani se inkubuje ve vihké kéene termostatu 15 miniip
37 °C. Po inkubaci seripda do vSech jamek po 25 pl 1% suspenze dcdlierytrocyi.
Obsah jamek s&dre promicha a inkubuje 45 minti87 °C.

Pfi odetitani vysledk se odeéte posledni jamka bez hemolyzy (matnd):
reciprokd hodnotaifslusnéhaedtného séra udava titr ASO v mj. Priepled se uvadi
reciproké hodnotyedni séra (tzn. titru ASO) v jednotlivych jamkach:

Jamkas. |1 2 |3 4 |5 6 |7 8 9 10, 11 12

Hodnota
. 100 120 150/ 180 225 270 337 405 EB06 607 759 911
m.j.

.Normalni“ hodnoty ASO v séru jsou vysoce variabila zavisi na &ku
vySetovaného, geografické oblasti, epidemiologické situeocnim obdobi apod. Za
horni hranici "normalnich” hodnot ASO byva obvyklekladan titr 200 m.j. Normalni
hladina ASLO u dosjfych je tedy nizSi nez 200 m.j., po angistoupd, u revmatické
horetky zistava zvySena. Nema smysl vyZzadovat toto vggétu artrotickych potizi
starSich osob, u nichz revmaticka R neni pravépodobna. Daleko spolehdjgi pro
prikaz gedchozi streptokokové infekce je st signifikantniho vzestupu titru ASO v
séru pacienta. Vzestup ASO po streptokokové infekeuykle dosahuje maxima mezi 3.
a 5. tydnem po jejim #Zatku. Proto se dopotuje titrace nejméh 2 vzorki sér,
odebranych s ditym ¢asovym odstupem. Po streptokokovych infekcich ddjde
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vzestupu titru ASO zhruba v 80%ipadi. K zachyceni $5iho p@tu streptokokovych
infekci je nutna titrace d&které dalSi streptokokové protilatky, rtap
antideoxyribonukledzy B. K nespecificky zvySenénitmutASO nuze také dojit v
piitomnosti lipich a lipoproteiri v séru nebo v sérech kontaminovanych (tudiz ke
stanoveni ASO nepouzivame chyldézni séra). Inteapeetvysledi vyZaduje znalost
arovre hladiny protilatek v populaci, kiipkoncentrace protilatek proti streptolysinu O
— ASLO, ASO u dosglych vyssSi nez 250 m.j. (uéd se 333 m.j.) se povazuje za
signifikantni.

Anti-streptolysin O (ASO) nebyvaébnym stanovenim na od#eéni klinické
biochemie. Tato metoda je typicka spiSe proc¢tatd mikrobiologie. Nicmé# nekteré
biochemické laborate rozstuji paletu vySeeni diky vysokokapacitnim biochemickym
analyzatoim. Do €chto no¥ zavadnych vySeteni na biochemii péti stanoveni
ASO. Vlastni metoda je zaloZena na aglutinaci katggh castic s navdzanym
streptolysinem O. Tato aglutinace latexovy&stic je undrna koncentraci ASO ve
vzorku a je stanovovana turbidimetricky. Reagemteahuje jednak latexov&stice
s nhavazanym streptolysinem a dale chloridovy pR&agencii jedna je pufr, druhou
reagencii je vlastni latex. Tento dvoureagenpostup prodluZuje stabilitu reagencii
v pristroji, je ale umozn predevSim diky pouZzitému typuriptroje, nebd ADVIA
1650 umo#uje praci s velmi malymi regkimi objemy (0,08 ml celkovy re#&ki

objem) a dale pracujetedénymi séry. (3, 10, 14, 27)

3.4.6. Stanoveni ADNB a antihyaluronidazy

Streptokokova deoxyribonukleasa B (DNAasa) je jedniz typi
deoxyribonuklease produkovanych streptokoky skukirPaki mezi ty extracelularni
produkty, které mohou po prélych streptokokovych onemogmich vyvolat
protilatkovou odpovd’, ktera je zvlaS vyrazna u akutni revmatické hoks,
glomerulonefritidy a streptokokovych koznich infek&tanoveni hladiny protilatky
proti streptokokové DNAase B je z diagnostickéhedigka dlezité a bylo zavedeno do
rutinni  diagnostiky streptokokovych nakaz v mnohaboratdich. Stanoveni

antideoxyribonukleasy B (ADNB) ma své opodstainzvlast v téch piipadech, kdy
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hladiny antistreptolysinu Ougtava nezvySena, a proto je dalsim vhodnym testem p
podpdeni diagnozy prathlé streptokokoveé infekce. Oproti ASLO je protilada
streptokokové infekce, kdy ASLO jeiidka pozitivni, je ¢asto zvySen titr
antistreptokokové DNAasy. Horni hranice normalnidinaty je do 200 I1U/ml.
Patologické zvysSeniéthto hodnot mizeme najit tedy u koznich infekci, které jsou
vyvolané streptokoky skupiny A (impetigo, pyodermierysipel), u nefritidy a
streptokokové anginy. Stanoveni ADNB je tedjyledité zejména ip podezeni na
pozdni nasledky. Hladina této protilatky klesa path$ pomaleji nez je tomu u ASLO.
Vedle absolutnich hodnot se hodnoti i dynamikaildtek.

Stanoveni hladiny antihyaluronidazy, protilatkyofprstreptokokm skupiny A
(ale téz skupin B, C, a G) jail@zité gedevSim u koznich infekci, které jsou vyvolané
streptokoky skupiny A (impetigo, pyodermie, flegmagerysipel). Vdchto gipadech je
titr antistreptolysinu #Sinou negativni. Dale zvySeny titr antihyaluroraggnormalni

titr je nizSi nez 1 : 300) nachazime u nefritidsti@eptokokové anginy. (14, 33)

3.4.7. Biochemicky test APl 20 Strep

APl 20 Strep je standardizovany identiitkd systém, ktery kombinuje 20
biochemickych tesit poskytujicich skupinovou nebo druhovou identifikaétSiny
streptokok a enterokok a jejich gibuznych organisin

APl 20 Strep sestava z 20 mikrozkumavek obsaichjicdehydratované
substraty pro demonstraci enzymatické aktivity néronentaci cukt. Enzymatické
testy se inokuluji hustou suspenzi orgarismiipravenou Zzisté kultury, ktera se
pouzije pro rekonstituci enzymatickych subgstratBéhem inkubace produkuje
metabolismus barevné Zny, které jsou bdi spontanni, nebo se zviditelnfigdnim
¢inidel. Fermenténi testy se inokuluji obohacenym médiem, které dediyje substraty
cukni. Fermentace sachaiicdse detekuje zémou indikatoru pH. Reakce se @édtaji
podle odeitaci tabulky, p¢emz identifikace se ziskd porovndnim s analytickym
piehledem profii nebo pomoci identifikaniho softwaru.

Testovaci prouzky API 20 Strep se skladaji z 2vaich slozek: VP (pyruvat
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sodny), HIP (hippurova kyselina), ESC (eskulinraitzelezity), PYRA f-naftylamid
pyroglutamové kyseliny)yGAL (6-brom-2-naftylaD-galaktopyranosid}GUR (naftol
ASBI-glukuronova kyselina), BGAL (2-naftyl§D-galaktopyranosid), PAL (2-
naftylfosfat), LAP(L-leucing-naftylamid), ADH (L-arginin), RIB (D-ribosa), ARAL-
arabinose), MAN (D-mannitol), SOR (D-sorbitol), LAD-laktdéza, howziho pivodu),
TRE (D-trehal6za), INU (inulin), RAF (D-raffin6za)AMD (Skrob) a GLYG
(glykogen). Hemolyticka reakce tid21. test.

API1 20 Strep neni den pro pimé pouziti na klinickych nebo jinych vzorcich.
Mikroorganismy, které maji byt identifikovany, seush naped izolovat na vhodném
kultivatnim médiu podle standardnich mikrobiologickych tekhPoté, co se @i, Ze
izolovany mikroorganismus, ktery se ma identifikpyaati do celedi Sreptococcaceae
(Gramovym, katalazovym testem), se naberer@l@olovana kolonie a suspenduje se
v 0,3 ml sterilni vody a ddb homogenizuje. Touto suspenzi se polije plotnan@bla
agaru s o¥i krvi nebo se tamponem aseptickyi@otlastni povrch agaru. Plotna
se inkubuje po dobu 24 hodin (2 hodiny) 6 = 2 °C za anaerobnich podminek.

Déle se fipravi inkub&ni box (miska a ¥ko) a ve vostinovych jamkach misky
se rozprose as 5 ml destilované vody nebo demineralizovardy v&imz se vytvei
vihkad atmosféra. Na misku se zaznaméisio, testovaci prouzek se vyjme z obalu a
vloZi se do inkub&niho boxu. Poté se pouzije ampule APl média (2rmabo jakakoli
zkumavka obsahujici 2 ml destilované vody bé&sgu. Tamponem se sebere kultura
z predem pipravené subkultivni plotny a pipravi se hustd suspenze se zakalem
vétSim nez 4 dle McFarlanda. Tato suspenze se muitpbned po fipraw. Pak se
do prvni poloviny testovaciho prouzku (testy VPAIZH) suspenze rozplni,figemz
musime zabranit tvo&bublin. Pro testy VP az LAP se aplikujélghzné 100 ul do
kazdé jamky a pro test ADH se naplini pouze zkumaidkadruhé poloviny prouzku
(testy RIB aZz GLYG) se do ampule s APl médiefangese zbytek suspenze a fiob
promicha. Tato nova suspenze se rozplni pouze donakek. Dale se jamky

s podtrzenymi testy (ADHaz GLYQ zakryji mineralnim olejem, aby se vyftio

konvexni meniskus. PoloZi se viko na misku a inkulpi 36 £ 2 °C za aerobnich
podminek po dobu 4 - 4% hodin pro prvni &tni a po dobu 24 hodin (x 2 hodiny)
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pro druhé od#&tani, pokud je vyZzadovano.

Po 4 hodinach inkubace s#&daji ¢inidla. K VP testu sefila 1 kapka kazdého
zVP 1 a VP 2. KHIP testu 2 kapkynidla NIN a k tesim PYRA, aGAL, BGUR,
BGAL, PAL a LAP se fidavéa 1 kapka kazdéhosimidel ZYM A a ZYM B. Ceka se 10
minut a potom se reakce adl& porovnanim s odéaci tabulkou. B interpretaci
vysledki testi je nutno vzit v ivahu anamnézu pacienta, zdrojrktzomorfologii
kolonie a mikroskopickou morfologii kmene, a pokjedto nezbytné, vysledky vSech
dalSich provedenych téstzejména vysledky antimikrobialni citlivosti.

Sreptococcus pyogenes ma pozitivni reakce po 4/24 hodinach g6 = 2 °C
hlavns u PYRA (98%), PAL a LAP (100%), ADH a LAC (99%)RE (98%), AMD
(61%) a hemolyza (98% reptococcus agalactiae ma pozitivni reakce ipdevsim u
VP(100%), HIP (99%)BGUR (79%), PAL (96%), LAP a ADH (99%), RIB (98%),
LAC (50%), TRE (87%) a hemolyza (75%).

Identifikace se ziska pomotiselného profilu, ktery se &irtak, Ze se testy ve
vysledkové tabulce rozt do skupin po 3, ficemz kazdé seffl¢li hodnota 1, 2 nebo
4. Sitanim hodnot odpovidajicich pozitivnim reakcim az#é skupié se ziska
sedmimistny ¢iselny profil. Identifikace se provadi s vyuZitimatdbdze pomoci
¢iselného profilu nebo pomoci identifikeho softwaru. (2, 22)
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4. Vysledky

4.1. Zakladni informace

Pro vypracovani graf a tabulek byly pouzity Gdaje, které poskytla
mikrobiologicka laboratb Laboma a.s. Ceskych Budjovicich. Material pochéazi
piedevsim z hornich cest dychacich ¢vytz krku, nosu), ale také z pochvy, rany a
uretry. ek muzi, Zen (¥etrg gravidnich) a &i byl raizny. Material se svazi od
praktickych |ék&i z celého jihnseského kraje, jimZ jsou vysledky mikrobiologického
vySeteni zasilany §etné moznosti terapie (citlivosti na antibiotika). #@p piipadi
onemockni raiznymi typy beta-hemolytickych streptokibloyly sledovany zaasové
obdobi leden-prosinec 2007. Do graivadim pehled pdtu onemocani zpisobené
beta-hemolytickym streptokokem skupiny A a B za 2807. Pehled pdétu ostatnich
skupin beta-hemolytickych streptokioje uveden v filoze.
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4.2.  Zachyt beta-hemolytickych streptokoki skupiny A za rok 2007

Zachyt beta-hemolytickych streptokoki skupiny A za jarni
obdobi roku 2007

BREZEN DUBEN KV ETEN

Graf ¢. 1
Zdroj: vlastni vyzkum

Zachyt beta-hemolytickych streptokoki skupiny A za letni
obdobi roku 2007

CERVEN CERVENEC SRPEN

Graf €. 2
Zdroj: vlastni vyzkum
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Zachyt beta-hemolytickych streptokoki skupiny A za
podzimni obdobi roku 2007

136

ZARI| RIJEN LISTOPAD

Graf €. 3
Zdroj: vlastni vyzkum

Zachyt beta-hemolytickych streptokoki skupiny A za zimni
obdobi roku 2007

PROSINEC LEDEN UNOR

Graf ¢. 4
Zdroj: vlastni vyzkum
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4.3.  Zachyt beta-hemolytickych streptokoki skupiny B za rok 2007

Zachyt beta-hemolytickych streptokoki skupiny B za jarni
obdobi roku 2007

BREZEN DUBEN KV ETEN

Graf €. 5
Zdroj: vlastni vyzkum

Zachyt beta-hemolytickych streptokoki skupiny B za letni
obdobi roku 2007

60

CERVEN CERVENEC SRPEN

Graf ¢. 6
Zdroj: vlastni vyzkum
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Zachyt beta-hemolytickych streptokoki skupiny B za
podzimni obdobi roku 2007

ZARI RIJEN LISTOPAD

Graf €. 7
Zdroj: vlastni vyzkum

Z&chyt beta-hemolytickych streptokoki skupiny B za zimni
obdobi roku 2007

PROSINEC LEDEN UNOR

Graf ¢. 8
Zdroj:vlastni vyzkum
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4.4.  Procentudlni zastoupeni jednotlivych skupin la-hemolytickych

streptokoki

Procentualni zastoupeni zachytu beta-hemolytickyc
streptokoki typu A, B, C, F a G za rok 2007

50%

1% 11%

OA ®EB OC 0OF =BG

Graf ¢. 9
Zdroj: vlastni vyzkum

4.5. Interpretace vysledk

Z mého zpracovani udgjkteré mi poskytla mikrobiologicka laborétbaboma
a.s., vyplyva, ze nefSi zastoupeni v gtu onemoc#ni beta-hemolytickym
streptokokem ma skupina ASfeptococcus pyogenes) — 50 % a skupina B
(Streptococcus agalactiae) — 30 %. Teti pozici zaujima skupina C (11%). Nejmensi
z&chyt beta-hemolytickych streptokoje u skupiny G (8 %) a F (1 %). Vysledky byly
zpracovany za rok 2007 z celkovéh@{po2548 pacierit
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5. Diskuse

5.1. Shrnuti podkladi pro diskusi

Ptimo do klinické praxe pronikaji rychlé diagnosticgéstupy k detekci beta-
hemolytickych streptokak predevsim skupiny A, fesrEji jejich antigeni, zalozené
hlavré na inumoenzymatickych reakcich. Vy&ge se opt vytér z krku a v pozitivnim
piipadt se obvykle na vhodné podloZce objevi barevny syniiyo testy jsou vysoce
specifické a natolik rychlé, Ze jsou hotovy §eBthem gitomnosti pacienta. Pozitivni
nélez s¥dci pro pitomnost velkého mnozstd. pyogenes v krku a tudiZz pro nutnost
nasadit specifickou ébu. Ri negativnim vysledku by se pro nizsi citlivosthto test
mél odebrat novy vyr na konveini kultivaci.

Metodou poskytujici nejspolehéijgi vysledky je PYR-test (pro vyléeni nebo
piipadné potvrzeni skupiny A Sreptococcus pyogenes) v kombinaci s latexovou
aglutinaci, ktera namipno uci skupinu beta-hemolytickych streptokokKombinace
téchto metod dava nejmérfaleSre pozitivnich reakci a je, da séci, nejrychlejSi a
nejspecifttejSi. Samorejmé témto postugm musi pedchazet klasicka kultivace na
krevnim agaru, jez je pro klinickou diagn6zu pataea jeho dalSi eni a terapii
nezbytna.

urcité nevyhody naopak vykazuje bacitracinovy tesingk v porgrné casove
narainosti a jednak v citlivosti jednotlivych skupin bdtemolytickych streptokdkna
disk bacitracinu, jak jsem jiz vySe uved{asovéa narénost hraje vyznamnou roli také
u CAMP-testu slouziciho k &eni skupiny B §treptococcus agalactiae). Proto je teba
dat pednost sérologickym metodam a koomer vyrakinym soupravam ied
kultivaénimi testy, které se vyuZivaji jako speciélni @owaci postupy v ramci
diagnostiky beta-hemolytickych streptokiok

Metoda stanoveni ASLO je procasnou diagnostiku pozdnich néaslédk

streptokokoveé infekce v Sirokeé laboratorni praxstdéujicim postupem.
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Nejwtsi vyznam vSak ma typizace u streptokadkupiny B a pedevsim u
skupiny A, u nichz se typizace v praxi vyuziva pely epidemiologické, ke zjigvani
zdroje nakazy, cest jejihai@ni, @i sledovani ginnosti &by apod.

Z mého zpracovani udgjkteré mi poskytla mikrobiologicka labor&tbaboma
a. s., vyplyva, Ze nefSi zastoupeni v @tu onemoc#ni beta-hemolytickym
streptokokem ma skupina AStfeptococcus pyogenes) a skupina B $treptococcus
agalactiae). Nicmére ani dalSi skupiny beta-hemolytickych streptokdiychom nersli
podceiovat.

Ackoli dnes jiz dovedeme ¢it rizné patogeny aipsré je identifikovat,
dokonce vime, jaka onemagn zpisobuji, jaky je jejich prbéh a ve ¥tSing pripadi
zname i lébu, tato problematika by ségsto nendla brat na lehkou vahu. Jako v jinych
odwtvich mediciny, také v mikrobiologii se kladérdz na prevenci acasny zachyt
onemocgni. Spolehlivd a rychlé diagnostika je pro pacigatmou z nejlepSich terapii,

kterou mizeme vyuzit.

5.2. Diskuse spléni cili a hypotéz prace

Cile prace byly stanoveny ve dvou oblastech: afitzjiizné zgmisoby uteni a
detekce beta-hemolytickych streptokiolkteré jsou v satasné klinické mikrobiologii
negasgji vyuzivany, b) poukazat na problematiku spojerotématem wovani a
diagnostika beta-hemolytickych streptokolSplreéni tchto cili by nmglo byt owrovano
prostednictvim tech hypotéz:

H1l: K diagnostice jednotlivych tyip beta-hemolytickych streptokakjsou
v sowtasné dob klasické kultiv@ni metody zcela postajici.

H2: K diagnostice jednotlivych typbeta-hemolytickych streptokdke nutné
pouzit jak klasické kultiveni metody, tak i specialni laboratorni metody atdmsé
testy.

H3: K diagnostice jednotlivych typ beta-hemolytickych streptokakstai
pouzit specialni identifikani metody a testy.
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VSechny ti hypotézy byly postuphzkoumany jak teoretickou, tak i praktickou
casti prace. Kiesné diagnostice jednotlivych tymeta-hemolytickych streptokak
musi byt z &chto i hypotéz potvrzena pouze hypotéza H2. K oljasiednotlivych
postugi, metod a test vedoucich kidentifikaci beta-hemolytickych sti@haiki
prispéla predevsim metodika bakaitké prace.
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6. Zawr

Urcovani skupinové islusnosti izolovaného beta-hemolytického strepitako
pati dnes mezi pracovni postupy kazdé mikrobiologickdoratde. Vyznam
identifikace skupiny tkvi fedevSim ve skut@osti, Ze v pevazné wtsSing pripadi jsou
streptokokova onemoéni hornich cest dychacich u lidi vyvolavana pouztab
hemolytickym streptokokem skupiny A a jen tyto kde gedchazeji pozdni nasledky.
Noskstvi hemolytickych streptokdk jinych skupin nez A je vSak velmtasté.
V klinickém a epidemiologickém sledovani je protatani jednotlivych typ beta-
hemolytickych streptokaknaprosto nezbytné.

V této praci jsem tedy popsala problematiku diasgikg streptokok, jednotlivé
postupy a metody pouzivané Keni skupiny beta-hemolytickych streptokiok
v klinické mikrobiologii. Mezi &¢mito z&kladnimi i specialnimi metodami se objevu;ji
specifické pro diagnostickou praciétéina €chto test je v sodasné dob dostupna na
trhu jako komefni mikrobiologické diagnostické soupravy, se kterypmacovnici
laboratdi pracuji velmi snadno.

V kazdém pipact je jednoznéné jisté, Ze i na streptokokovd onemeégh je
mozno, i za podminek naSeho vi§gho zdravotnictvi, zeft. Letalni gipady
uveaejréné v odbornych¢lancich to jasé dokazuji. A proto bychom onemagn
zpisobend streptokoky s beta-hemolyzou &éemkdy podceaiovat, i kdyz v sotasné
doke jiz mame metody umaiijici predchazeni pozdnim nasleuath.

Standardni kultivéni vySeteni umo#uje ziskat vysledek do 48 hodin. Toto
vySeteni preferujemefed uzitim tzv. rychlych diagnostickych téskteré vyuzivame

pouze \asove tisni, jelikoZ u nich hrozi vysSi riziko &t negativnich vysledk
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9.2. Fotografie

Streptococcus pyogenes
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Zdroj: vlastni vyzkum

Pozitivni reakce u PYR — testu
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Streptococcus agalactiae

Obrazek ¢. 3
Zdroj: vlastni vyzkum

CAMP — test

-

Obrazeke. 4
Zdroj: vlastni vyzkum
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Komponenty obsazené v diagnostické souprévatexové aglutinace

Obrazek ¢. 5
Zdroj: vlastni vyzkum

Pozitivita a negativita u latexové aglutinace skupiy B (Streptococcus agalactiae

IVIGNOWVIQ €LOLT

Obrazek ¢. 6
Zdroj: vlastni vyzkum
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Pozitivni latexova aglutinace u skupiny B a C

Obréazek ¢. 7
Zdroj: vlastni vyzkum

Pozitivita a negativita u latexové aglutinace skupiy G

Obrazek ¢. 8
Zdroj: vlastni vyzkum
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Mikrotitra €éni destika pro titraci antistreptolysinu O v séru

Obrazek €. 9
Zdroj: vlastni vyzkum

Streptococcus pyogenes

Obrazek ¢. 10
Zdroj: vlastni vyzkum
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Biochemicky test API 20 Strep

Obrazelkt. 11
Zdroj: vlastni vyzkum

Obrazek. 12
Zdroj: vlastni vyzkum
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9.3.

Seznam pouzitych zkratek

GAS (group A streptococcus)

streptokok skupiny A

SOF sérovy opacitni faktor
MLST multilokusova sekveriai
typizace
ST sekverini typy
streptokokové pyrogenni
Spe exotoxiny
MHC (major histocompatibility hlavni histokompatibilitni
komplex) komplex

APC (antigen-presenting cell)

buinka predkladajici antigen

g

imunoglobulin

TSLS (toxic shock-like syndrome)

syndrom streptokokového
toxického Soku

ASLO (ASO)

antistreptolysin O

GBS (group B streptococcus)

streptokok skupiny B

NRL narodni refereini laboratd
G+ gram — pozitivni
ADNB antideoxyribonukleasa B

EH (enhanced hemolysis)

zvySena hemolyza

KA krevni agar
SLO streptolysin O
IU (m.}.) mezinarodni jednotka
CR Ceska republika
S pyogenes Sreptococcus pyogenes
S agalactiae Streptococcus agalactiae

WHO (World Health Organization)

8tova zdravotnick& organizag

szU

Statni zdravotni Ustav
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