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Abstrakt

Tématem mé bakalaiské prace jsou: ,, Beta-hemolytické streptokoky — jejich izolace
a identifikace . V/ ndvaznosti na toto téma jsem si stanovila i cil pro zpracovani, kterym
je rozliSeni Streptococcus pyogenes od ostatnich beta-hemolytickych streptokokut. Pti
tfidéni téchto bakterii jsem se omezila na mnozstvi, které pochdzelo z kultivaci krénich

vytéra.

Jako uvod do problematiky beta-hemolytickych streptokokt, jsem zvolila stru¢né
popsani bakterialni bunky — struktury a funkce jednotlivych organel. Pokrac¢ovala jsem
¢asti zabyvajici se streptokoky obecn€, v niz urCuji jejich zafazeni mezi bakterie,
to zahrnuje i pfesnéjsi vymezeni streptokoku beta-hemolytickych. V nasledujici ¢asti
zminuji jejich zastupce, u kterych uvaddim zakladni charakteristiku a zaméfuji se na
vlastnosti, diky nimz jsou schopni u ¢lovéka vyvolat onemocnéni. Konkrétni choroby
fesim v souvislosti s bakterii Streptococcus pyogenes, jez je jejich nejcastéjsi ptic¢inou a

kratce se zminuji 1 o jejich 1écbe

Metodickou c¢ast jsem pojala jako celkovy proces zahrnujici preanalytickou,
analytickou a postanalytickou féazi. V preanalytické ¢asti jsme se zabyvala
pozadavkovym listem, odbérovym materidlem, transportem do laboratote a rozdélenim
vzorkll V laboratofi. Analytickd ¢ast obsahuje vSechny ¢asti zpracovani konkrétniho
klinického materidlu (vytér z krku). Zde se zminuji o kultivacnich ptadach, zpisobu
oc¢kovani a metodach urcenych k rozpoznani typu beta-hemolytickych streptokoki.
Ktomu se vyuziva latexova aglutinace, pfipadné¢ automaticky analyzator MALDI
Biotyper, ktery pracuje na principu hmotnostni spektrometrie. V zavéru tohoto procesu,

tedy v postanalytické fazi, jsem kratce popsala predani vysledkt Zadateli o vySetieni.

V kapitole obsahujici vysledky mé prace, jsem zpracovala data o mnozstvi
jednotlivych beta-hemolytickych streptokokt za rok 2013, diagnostikovanych z kréniho
vytéru, které byly uréeny laboratoti Synlab Ceské Budg&jovice, pomoci metod

uvedenych v metodické ¢asti (PYR-test a latexova aglutinace).



Vsechna data, ziskand z laboratorniho systému LIS, jsem vlozila do souhrnné
tabulky, skterou jsem pracovala pii vytvafeni dalSich schémat, dulezitych pro
zodpovézeni formulovanych hypotéz. Pro ziskdni odpovédi na prvni hypotézu, v niz
predpokladam, ze vyskyt beta-hemolytickych streptokokt je po cely rok stejny, jsem
vytvotila souhrnny sloupcovy graf obsahujici data za vSechna zkoumand obdobi a
spojnicovy graf, pro jehoz vznik jsem zhotovila tabulku, kde jsou zaznamenana
mnozstvi vSech beta-hemolytickych streptokokil, v zavislosti na rocnim obdobi. Pomoci

téchto schémat jsem hypotézu vyvratila.

Pro zodpovézeni druhé hypotézy, ve které jsem zjistovala, zda Streptococcus
pyogenes pocetné pievazuje nad ostatnimi diagnostikovanymi typy beta-hemolytickych
streptokokl, jsem vytvoftila jednoduchy vysecovy graf, vychazejici z tabulky, v niz jsou
zapsané celkové pocty jednotlivych beta-hemolytickych streptokokil za zkoumany rok.
Diky tomuto ndzornému schématu jsem byla schopna hypotézu potvrdit, jelikoz vyse¢
ukazujici Streptococcus pyogenes zabira ptes 80 % celkového mnozstvi beta-
hemolytickych streptokokti. K urcitému potvrzeni mych zavért jsem dosla pii srovnani

zkoumaného roku 2013 s rokem 2012, ¢emuz se blize vénuji v kapitole diskuse.

V zavéru prace bylo mym umyslem zdlraznit dileZitost vyzkumu beta-
hemolytickych streptokokt, v souvislosti s jejich po¢tem a diagnostikovanym typem.
To by mohlo byt prospésné v prevenci sekundarnich komplikaci, které mohou tyto

streptokoky zptisobit v ptipadé neadekvatni 1écby.



Abstract

The topic of my bachelor's thesis is: ,, Beta-hemolytic streptococci — their isolation
and identification*. In connection to this topic | set also the goal of the processing
which is distinguishing of Streptococcus pyogenes from the other beta-hemolytic
streptococci. During sorting these bacteria, | restricted the amount to those coming from

cultivation of throat swabs.

As introduction to the issue of beta-hemolytic streptococci | selected a short
description of bacterial cell — structure and function of individual organelles. |
continued with the part dealing with streptococci in general, in which their classification
as bacteria is determined, the general structure described as well as the most important
criteria for their basic division, including also a more specific definition of beta-
hemolytic streptococci . In the following part their representatives with their basic
characteristic are mentioned. | focus on their attributes by which they are able to cause a
disease of men. Particular diseases are analysed in connection with the bacterium
Streptococcus pyogenes, which is the most frequency cause of diseases; also their

treatment is mentioned shortly.

| outlined the methodical part as a total comprehensive process including the pre-
analytic, analytic and post-analytic stage. In the pre-analytic part | dealt with the request
sheet, sampling material, transport into the laboratory and split of samples in the
laboratory. The analytical part contains all the parts of processing of a particular clinical
material (throat swab). In this part, the culture medium for cultivation, way of
inoculation as well as methods determined for recognizing the type of beta-hemolytic
streptococci are mentioned. The latex agglutination is used for this, possibly also the
automatic analyser MALDI Biotyper, working at the principle of mass spectrometry. At
the end of this process i.e. in the post-analytical stage | described shortly handing over
the results to the applicant for examination.

In the chapter containing the results of my work | processed the data on quantity of

individual beta-hemolytical streptococci for the year 2013 diagnosed from the throat



swab, determined by the laboratory Synlab Ceské Bud&jovice by means of methods
stated in the methodical part (PYR-test and latex agglutination).

All the data acquired from LIS laboratory system were entered by me in a
summarising table; 1 continued to work with this table during the creation of other
schemes important for answering the formulated hypotheses. To acquire the answer to
the first hypothesis in which | supposed that the occurrence of beta-hemolytic
streptococci is the same all the year round, | created a summarising bar graph containing
the data for all the examined periods and the line graph for the creation of which |
prepared a table where the amounts of all the beta-hemolytic streptococci are recorded
depending on season. By means of these schemes | refuted the hypothesis.

In the second hypothesis | tried to find out if Streptococcus pyogenes prevails in
quantity over the other diagnosed types of beta-hemolytic streptococci; | created a
simple sector diagram based on the table in which the total numbers of individual beta-
hemolytic streptococci for the given year are entered. Thanks to this illustrative scheme
| was able to confirm the hypothesis as the section showing Streptococcus pyogenes
covers more than 80 % of the total number of beta-hemolytic streptococci. | achieved a
certain confirmation of my conclusions by comparing the examined year 2013 with the
year 2012, | devote closer attention to this comparison in the chapter "discussion”.

My aim in the conclusion of the thesis was to accentuate the importance of the
research of beta-hemolytic streptococci because of their quantity and diagnosed types.
This could be beneficial for the prevention of secondary complication these streptococci

may cause in case of a non-adequate medical treatment.
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Seznam pouzitych zkratek

GAS Group A streptococci — streptokoky skupiny A
GBS Goup B streptococci — streptokoky skupiny B
SOF Sérovy opacitni faktor

ATB Antibiotika

LAP Leucin aminopeptidaza

SSTS Streptokokovy syndrom toxického Soku

LIS Laboratorni informacni systém
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1. Uvod

Pii vybirani tématu mé bakalaiské prace jsem se nechala inspirovat aktudlnimi
diagnostikovana tonzilitida (angina). Zajimalo mé pro¢ tomu tak je, a co tuto nemoc

zpusobuje.

Nejvyznamnéj$im beta-hemolytickym streptokokem je Streptococcus pyogenes,
ktery je nejCastéj$i pfi¢inou bakteridlnich angin a to diky jeho vysoké patogenité.
Ostatni streptokoky s hemolyzou jsou jiz méné zndmé a zpisobuji podobnd onemocnéni

jako Streptococcus pyogenes.

Angina je nejznaméjs$i chorobou zpuisobenou beta-hemolytickymi streptokoky,
postihujici respiracni trakt, ale malo kdo vi, Ze tyto bakterie se nemusi vyskytovat jen
v krku, ale i v kazi. Jsou také pii¢inou hlubokych a invazivnich infekci, mezi néz patii
sepse, erysipel, nekrotizujici fascitida apod. Vyjimkou je Streptococcus agalacticae,
ktery malokdy najdeme v b&zné populaci, jako pfi¢inu respiraéni infekce. Resen je spise
v souvislosti s t€hotnymi zenami a nasledky jeho pfitomnosti v jejich urogenitalnim

traktu pro dité po narozeni.

Dnesnim problémem v této tématice je zachyt beta-hemolytickych streptokokd,
protoze ten je stéZejni pro 1écbu nésledk. Pti prechozeni nemoci nebo pfi nedostate¢né
medikaci se mohou vyskytnout komplikace. Tyto komplikace zahrnuji
glomerulonefritidu, revmatickou horecku, meningitidu, sepsi, pneumonii a bakteriémii.
Ptfijemnym piekvapenim je u beta-hemolyzujicich streptokokii jejich stile vysoka

citlivost na penicilin.

Zminénou problematiku rozeberu vice v teoretické ¢asti mé prace, kterou doplnim
metodikou zpracovani klinického materialu. Dale pak zpracuji data o poctu jednotlivych
beta-hemolytickych streptokokti pomoci tabulek a grafa v kapitole vysledky.
Interpretaci grafiky se budu zabyvat v diskusi a v zavéru zkoumanou problematiku

shrnu.
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Jako cil této prace jsem si stanovila izolaci a rozliSeni Streptococcus pyogenes
od jinych beta-hemolytickych streptokokli. Zaroven jsem vSak stanovila hypotézy,
Z kterych budu vychazet pfi interpretaci vysledka. Prvni hypotézou je rovnomeérnost
vyskytu beta-hemolytickych streptokokii béhem roku a druhou je predpoklad
ptevazujiciho poctu Streptococcus pyogenes nad ostatnimi typy. Tyto teorie se pokusim

potvrdit nebo vyvratit v kapitole diskuse.
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2. Teoreticka ¢ast
2.1 Bakterialni bunka

Bakterialni bunka je ze 70 % slozena z vody a zbylych 30 % tvoii chemické
komponenty. Chemické komponenty (mzeme také nazvat suSinou) jsou slozeny
z95 % makromolekularnich latek a 5 % anorganickych iontd s fosfolipidy.
Makromolekulami jsou vlastné 4 zakladni slozky, které jsou obsazeny v jakékoliv
buiice, tedy i vté bakteridlni, ale odliSuji se ve struktufe. Témito zékladnimi
komponenty jsou nukleové kyseliny, proteiny, lipidy a polysacharidy. Mezi
makromolekuly bakterialni buiky patii DNA s 1 % obsahu, RNA s6 %, proteiny
zabirajici 15 % a polysacharidy s 2 % (1, 2).

Bakterie jsou vétsinou zkoumany pod svételnym mikroskopem, jimz mizeme zjistit
jejich morfologické znaky, které napomahaji k identifikaci a klasifikaci. Kromé téchto
znakl se k identifikaci a klasifikaci vyuzivaji i znalosti metabolismu bakterii a jejich
genetickd ptibuznost. Zikladnim morfologickym znakem bakterii je jejich tvar a
usporadani, které je dano délenim. Tvar byva dosti riznorody, ale bézné definujeme
tvar tyCinkovity, kulovity nebo spirdlovity. Velikost jednotlivych bakterii se pohybuje
v rozmezi mezi 0,2 mikrometry a 0,75 milimetry. Variabilita se odviji od zplisobu
Zivota. MlUZeme je nalézt na mistech, kde by ¢lovek nebo jiné organismy okamZzité

zahynuly, coz je dano schopnosti adaptovat se (3, 4).

KdyZ se zamé&fime na strukturu bakteridlni bunky, tak si prvné musime fici, jaké
¢asti jsou pro jeji zivot nepostradatelné a jaké se vyvinuly béhem evoluce v reakci
na zivotni prostor jednotlivych druhli. Nejdulezitéjsimi ¢astmi prokaryotni buiiky jsou
bunécna sténa, pod kterou se nachdzi cytoplazmatickd membrana oddélujici cytoplazmu
S jddrem, neboli nukleoidem, a ribozomy od vné&jSiho prostfedi. Na povrchu mizeme
nékdy nalézt i fimbrie, biciky, kapsulu ¢&i glykokalyx. Uvnitt inkluze, vakuoly,

mezozomy, chromatofory nebo vytvotrenou sporu (5, 2, 6).
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2.1.1 Vnitfni struktury bakterialni buniky
2.1.1.1 Cytoplazma

Cytoplazma je roztok vypliujici vnitfek bakterialni buiiky. Tento roztok je podobny
gelu, jelikoz jsou v ném obsazeny slozky dulezité pro metabolismus bakterii, jako jsou
enzymy, bilkoviny (vice jak 50 %), kyseliny a slozky nerozpustné v cytoplazmé.
Obsahuje tedy zakladni slozky nutné pro funkci bakterie, jako je DNA, ribozomy a
enzymy katalyzujici riizné reakce. Miizeme o ni fici, ze je takovym odpadkovym koSem
a zaroven skladem, pfi¢emZ na rychlosti zde probihajicich d&t zavisi zivot bakterie

(5,7, 6).

2.1.1.2 Bakterialni jadro (nukleoid)

Nukleoid je vlastn¢ jedina molekula, dvouvlaknité deoxyribonukleové kyseliny
(DNK), ktera se stac¢i do kruhu pomoci kovalentnich vazeb, i tak zaujima asi 15 %
prostoru bunky. Bakterialni jadro je nositelem genetické informace, obsahujici urcity
soubor gent, tedy genom, ktery fidi pochody v bunice. Téchto genti byva kolem 3500
4,7,3).

Bakteridlni DNA si sebou nese i informace o vlastni replikaci. Replikace bunky
zacina pravé duplikaci chromozomu, coz je odstartované enzymem transkriptaza, jenz
se vaze na promotor (usek DNA) ten aktivuje zapoceti transkripce, tedy piepis DNA
na mRNA. Diky nepfitomnosti obalové membrany kolem jadra, miZou ribozomy,
slouzici k vyrobé bilkovin, nasednout pfimo na mRNA a podle jejiho kédu zatadit
aminokyseliny, které piinasi tRNA, a vytvofit tak kompatibilni peptidovy fetézec
az do terminalni ¢asti. Tomuto d&ji fikame translace. Béhem tohoto déje je chromozom
pfichycen na mezozoému. Na toto d€leni kontinualné navazuje pticné déleni celé buiiky,
charakterizované tvorbou prepazky ve stiedové roviné. Timto jsou vytvoreny dvé, témef
totozné, bunky. Kromé transkriptdzy mize bunécné déleni odstartovat i pfili§ velky

objem bakterie (6, 7, 3).
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2.1.1.3 Ribozémy

Ribozomy jsou slozité utvary nachazejici se hlavné v okoli bakteridlniho jadra

(60%), prilehlé k cytoplazmatické membrané (30%) a volné v cytoplazmé (10%) (5).

Ribozom jako celek, je jedna struktura nazyvajici se 70S s molekulovou hmotnosti
2,7 x 10° ta se viak d4 rozd&lit na dvé& &asti. Mensi jednotce fikame 30S a jeji
molekulova hmotnost je 0,9 x 10° 50S je v&tsi ast o molekulové hmotnosti 1,8 x 108,
Cela molekula ribozomu, tedy i jeji podjednotky, se sklada z né€kolika molekul
ribonukleové kyseliny (RNK). Mensi podjednotka obsahuje jen jednu molekulu 16S
ribonukleové kyseliny a 21 rtznych molekul bilkovin, zato velkd podjednotka je
slozena ze dvou molekul RNA (58S a 23S) a 34 bilkovin. Dohromady ribozom
obsahuje 55 bilkovin a jen 2 z nich jsou stejného typu (5, 4, 7).

Hlavni funkci ribozoémi je syntéza bilkovin, ktera probiha tak, ze do mezery mezi
podjednotkami se chyti mRNA, a ta podava informace tRNA o tom, jaka aminokyselina
je na fad¢ v navazani na polypeptidovy fetézec. Z tohoto tvrzeni vychazi, ze v rostouci
fazi je ribozoémul v buiice vice, jelikoz rychlost jejich proteosyntézy je stala (800

aminokyselin/min). Pocet roste ze stovek na tisice (7, 3).

2.1.1.4 Vakuoly, inkluze, granula

Kazda bunka, at’ roste nebo ne, potiebuje ke svému Zivotu dostatek energie. |
v klidové fazi je energie dilezita k udrzeni pochodil a organizace struktur stéZejnich pro
chod burky. Proto potiebuje neustaly pfisun Zzivin, které transformuje na energii.
Z tohoto divodu, je buika schopna uskladnit nepotiebnou energii do granul
v cytoplazmé, kterym fikdme inkluze. V inkluzich se nachdzi povétSinou polysacharidy
(glykogen), lipidy (kyselina poly-B-hydroxymaselné), polyfosfaty, tukovité latky a
nekdy i sira. Inkluze jsou neobalené nebo obalené jednovrstevnou membranou. Vakuoly

(plynové) se nachazeji hlavné u bakterii, jejichZ zivotnim prostorem je voda (7, 5, 6).
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2.1.1.5 Mezozomy

Tyto méchytkovité struktury nalézame ptichycené na cytoplazmatické membrané
grampozitivnich bakterii a vznikaji jejim vychlipovanim. Pomahaji pfi déleni jadra a

zbytku bunky (5).

2.1.1.6 Plazmidy

Malé molekuly, obsazené v nékterych bakteriich. Obsahuji ptidatnou genetickou
informaci, ktera upgreaduje vlastnosti mikroba. Mezi tyto vylepSeni mize
patfit: odolnost viéi nékterym antibiotikim, produkce toxint, rezistence na tézké kovy

apod (7).

2.1.2 Obalové a vnéjsi struktury bakterialni burnky
2.1.2.1 Cytoplazmaticka membrdana

Hlavni bariéra prokaryotickych organismt, kterou se oddéluje cytoplazma, se
vSemi jejimi strukturami, od vnéjSiho prostiedi. Vzhledové je hladkd a vypjata,
s tloustkou kolem 8 nm. Jeji zékladni charakteristikou je dvojitd vrstva fosfolipidu.
Kromé¢ lipidi tvoficich asi 30% hmotnosti membrany, jsou zde zastoupeny hlavné

bilkoviny (7).

Cytoplazmatickd membrana ma dvé zakladni funkce. Prvni funkce je izolac¢ni a
vychazi ze struktury fosfolipidové dvojvrstvy, ktera ma na povrchu hydrofilni hlavicky
a smérem dovnitf mastné kyseliny zajistujici hydrofobnost. Membrana je
semipermeabilni (polopropustna). Polopropustnost zajistuji bilkoviny vnofené
(Castecné¢ nebo upln€) do cytoplazmatické membrany. Témto bilkovinam fikame
permeazy. Ty transportuji Ziviny dovnitf a odpad ven. Podobny u¢inek ma také
transmembranovy receptor. Pti jeho vyuziti se vSak latky musi chemicky upravit. Tento

transport je aktivni, a je k nému tudiz zapotiebi dodat energii (3, 6, 7).
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Cytoplazmaticka membrana je sidlem energetického metabolismu (pfemény Zivin),
nahrazuje tak chybé&jici mitochondrie (dychani). Krom toho, ma na svém povrchu

enzymy vytvarejici buné¢nou sténu (6, 3).

2.1.2.2 Bunécnda sténa

Na cytoplazmatickou membranu navazuje tuhd bunéfna sténa, kterd je plné
propustna pro mnoha vysokomolekularnich 1 nizkomolekularnich latek. Jeji struktura je
vice ptizpisobena ochrané, a to vnitini i vnéjsi. Ze vnitt buniku ohrozuje tlak tekutiny na
membranu (osmoticky tlak), ktery by mohl zptisobit jeji prasknuti. Z venku ptisobi jako

ochrana vici chemikaliim, zafeni nebo vyschnuti (3, 7, 5).

Bunécna sténa vSech bakterii je slozena z vrstvy peptidoglykant (mukopeptid,
murein), coz jsou polymery vytvoiené ze dvou cukernych slozek, spojenych kratkymi
peptidy. Témito slozkami je kyselina N-acetylmuramova, z niz ¢ni tetrapeptidy, které ji
a N-acetylglukosamin vdzou k sobé€. Rozdily nastdvaji az u sloZeni stén grampozitivnich

a gramnegativnich bakterii (5, 6).

Pro grampozitivni bakterie je charakterizujici silné vrstva peptidoglykant a smérem
k povrchu vystupujici vlakna kyseliny teichoové. Cela tato vrstva je silna asi 20 nm.
Naopak sténa gramnegativnich bakterii ma slabou vrstvu peptidoglykanti, coz je
kompenzovano sloZitosti strukturni soustavy. KdyZz budeme popisovat buné¢nou sténu
gramnegativnich bakterii od cytoplazmatické membrany, musime urcité¢ zacit
periplazmatickym prostorem. V tomto prostoru se nachdazeji transportni a S$tépné
enzymy, véetné P-laktamazy. Nasleduje tenkd vrstva peptidoglykant, na které je
usazena vnéj$i membrana, slozena ze dvou vrstev fosfolipidi. V ni jsou usazeny poriny,
(bilkoviny propoustéjici ur¢ité molekuly) a povrchové antigeny. Cela vrstva ma Sitku
kolem 15 nm (3, 6, 7, 5).

U gramnegativnich bakterii nenajdeme kyselinu teichoovou. U grampozitivnich

bakterii neni periplazmaticky prostor (6).
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2.1.2.3 Bakterialni pouzdro

Bakteridlni pouzdro se nalézd nad bunéfnou sténou a je slozeno
bud’ z polysacharidii, nebo polypeptida. Jsou v ném umistény antigeny, které¢ zvySuji
virulenci patogennich kment jednotlivych bakterii a jejich odolnost vii¢i fagocytoze

(7, 6).

Muzeme ho snadno odliSit od bakteridlni stény. Na néj mize nasedat
nestrukturovand, fidka slizova vrstva nebo glykokalyx se svou vlaknitou strukturou. Sliz

i glykokalyx slouzi hlavné k adherenci na slizniéni a jiné povrchy (3, 6, 7).

2.1.2.4 Bitiky

Biciky mzeme charakterizovat jako kiehka, asi 20 um dlouha a 20-30 nm silna
vlakna, ktera lze vidét pomoci elektronového mikroskopu. Skladaji se z bilkovinnych
podjednotek, neboli flagelind, sdruzujicich se do 3 az 11 vlaken Ta se otaceji kolem své

osy a slouzi k pohybu (3, 6, 5).

2125 Fibrie (pili)

Fimbrie jsou neohebna vlakna délky 1-4 um a priméru od 7 do 10 nm. Skladaji se
z bilkovinnych podjednotek uspotadanych do Sroubovité struktury. Vyskytuji se jen u
gramnegativnich bakterii (po celém jejich povrchu). Jejich hlavni funkci je adherence

(7, 6).

Pritomnost bi¢ikli a fimbrii u beta-hemolytickych streptokokii neni zminéna

v zadné, zde pouzité literatute.

18



2.1.2.6 Endospora

Endospora  je  zivotni  faze  nékterych  grampozitivnich  bakterii
(Bacillus, Clostridium), ktera nastane V piipadé postupného zhorSeni zivotnich

podminek. Beta-hemolytické streptokoky se tvorbou spor nevyznacuji (7).

Vznikly obal umoziuje bakterii pfezit stovky let, i pfi vysokych teplotach,
s moznosti vykliceni pfi obnové pfiznivych podminek. Nejznaméjsim piipadem jsou

spory antraxu (5, 7).

2.2 Rod Streptococcus

Rod Streptococcus fadime z taxonomického hlediska do fadu Lactobacillales a
¢eledi Streptococcaceae, piestoze se v poslednich letech jejich klasifikace zménila, diky
studiim DNA. V dnesni dobé mame sedmnict riznych rodid, které jsou
katalaza-negativnimi gram-pozitivnimi koky. Jsou mezi nimi i rody, které byly z rodu
Streptococcus  vyélenény. Napiiklad Enterrococcus, Lactococcus, Abiotrophia,

Granulicatella, Facklamia, Globicatella a Leuconostoc (8, 9).

Kdyz se vratime zpét k rodu Streptococcus, jehoz koky jsou katalaza-negativni,
gram-pozitivni a fakultativné anaerobni. Koky byvaji mensi nez 2 um a nalézt je

mizeme v parech nebo srostlé v fetizky (8, 7, 6).

Ochranou gram-pozitivnich bakterii je bakterialni sténa, udrzujici jejich tvar a jeji
hlavni slozkou jsou peptidoglykany. Dalsi sloZky zastupuje kyselina glukosaminova a
muramikova, ve formé amino-cukrii a galaktosaminl, které jsou jeji pohyblivou
soucasti. Zminéné ¢asti jsou vice mén¢ shodné pro vSechny druhy. Intra- a interdruhové
rozdily jsou podminény kyselinou teichoovou a povrchovymi antigeny, jako je

M protein a karbohydraty, které jsou pfidruzeny kK bunécné sténé (10, 8, 7).

slou¢enin hemu v jejich cytoplazmatické membrané. Ta je centrem energetického
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metabolismu a zarovenn oddéluje bakteridlni buiitku od vnéjsiho prostiedi. Nachazi se
pod bunécnou sténou. V piipad€, kdy chceme podpofit metabolismus a rast bakterii,

zvySujeme tenzi oxidu uhlicitého (8, 10, 7).

Jejich  energetickému metabolismu fikdme fermentace. Dochazi v ném
ke zkvasovani glukosy a nékterych karbohydrati. Kone¢nym metabolitem je kyselina
mlécna. Dalsi latkou, produkovanou rodem Streptococcus, je leucin aminopeptidaza

tzv. LAP (8).

Bakterialni pouzdro neboli kapsula, je na povrchu téchto bakterii a tvofi ho
polysacharidy. Hlavné linearni polysacharid zvany kyselina hyaluronova. Kyselinu
hyaluronovou  fadime  mezi  linearni  polysacharidy.  Tvoii  ji  dvé
podjednotky: N-acetyl-D-glukosamin a D-glukuronovou kyselina. Jejim velkym plus
pro mikroorganismus je, ze nezpusobuje u ¢lovéka tvorbu protilatek. Zaroven se podili

na ochran¢ bakterie proti imunitnim mechanismtam hostitele (10, 7, 11).

Diky odlisnostem, kterymi se vyznacuji jednotlivé druhy rodu Streptococcus, je
muzeme rozdélit podle né&kolika vlastnosti. Hemolyzy, sténového antigenu C,
biochemické charakteristiky, patogenity a mista nalezu. Za klasiku povazujeme
fenotypovy typ déleni. Nejcastéji se setkdvame s rozdélenim podle intenzity odbarveni
erytrocyti okolo kolonii. Beta-hemolytické streptokoky (pyogenni), se vyznacuji
iplnou hemolyzou. Radime sem Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalacticae,
Streptococcus dysagalacticae ssp. equisimiles a fadu podminénych patogent. Podle
tohoto rozdéleni méame jesté¢ typ alfa-hemolyticky, ktery se vyznafuje zménou
hemoglobinu na verdoglobin (hnédozeleny). Posledni je typ gama-hemolyticky, u néjz

neni hemolyza pozorovana (10, 6, 7, 8, 9).

vvvvvv

polysacharidu C (d¢€leni dle Lancefieldové), ktery se vyskytuje jen u druhti s hemolyzou
typu beta. Specifi¢nost tohoto antigenu pak umoznuje odliSit beta-hemolytické
streptokoky do tfid od A do Z. K identifikaci téchto tfid se vyuZiva jednoduchy

imunokomplexovy typ reakce, latexova aglutinace (9, 8, 10).
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Vzhledem k rozmanitosti rodu Streptococcus, zde mizeme narazit i na druhy, které
jsou soucasti pifirozené mikroflory (hlavné dutiny ustni). Druhy pi#imo patogenni
pro ¢lovéka a podminéné patogeny (primarnim hostitelem je zvife), se vétSinou

uplatiuji u imunoprivilegovanych osob (9, 7, 10).

2.2.1 Beta-hemolytické streptokoky

Mezi beta-hemolytické streptokoky, patii zejména Streptococcus pyogenes,
Streptococcus agalacticae a dalsi streptokoky, které jsou pro ¢Elovéka patogenni.
Mezi ty se tadi Streptococcus dysagalacticae ssp. equisimilis a druhy Streptococcus
anginosus. Dal§imi pyogennimi koky jsou druhy napadajici hlavné zvitata, ale jsou
schopny se ptenést i na ¢lovéka a vyvolat u néj onemocnéni. K témto druhiim patii:
Streptococcus equi ssp. zooepidemicus, Streptococcus iniae, Streptococcus porcinus a
Streptococcus canis (6, 9).

2.2.1.1 Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes byva oznacovan zkratkou GAS, ktera ukazuje na jeho
zatazeni do skupiny typu A, dle sténového antigenu s obsahem N-acetylglukosaminu a

ramnozy (9, 7).

Tvoti drobné kolonie, jejichz grampozitivni koky jsou kulaté a lehce protahlé.
Koky jsou fazeny do dvojic az fetizkl, pficemz u Cerstvych kultur v tekuté ptid€ byvaji
slozeny z n€kolika desitek jedinct. Delsi fetizky jsou tvofeny po dlouhodobéjsi
inkubaci (3, 6, 9, 7).

Streptococcus pyogenes ma zakladni charakteristiky rodu Streptococcus,
to znamenda, ze je fakultativné anaerobni, kataldza-negativni a oxidaza-negativni.

Z téchto vlastnosti vychazime pfi jeho kultivaci, ktera je pomérn€ narocna (6).
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S. pyogenes roste na komplexnich pidach obohacenych sérem nebo krvi.
PovétSinou se vyuziva krevni agar s piidavkem berani krve, optimalné by se vSak méla
zvysit 1 tenze CO,, kterd podporuje rust. Pudy s pridavkem glukosy nejsou moc vhodné,
protoze S. pyogenes je homofermentativni, coz znamena, Ze z glukozy dokaze vytvofit
kyselinu mlé¢nou, ktera mize kultivaéni ptidu vyrazné okyselit, to mize zptsobit smrt

streptokoku ve starSich kulturach (7, 6, 9).

Na krevnim agaru se tvoii drobné kolonie, jejichz vzhled je podminén disociacni
fazi. ,, Trpaslici* kolonie jsou suché a obklopené zonou tplné beta-hemolyzy. Ve vétSich
koloniich rostou kmeny s opouzdienim a vyraznym hlenovitym povrchem, jejich

hemolyza byva vyrazngjsi s niz§im pH a tenzi kysliku (6, 7, 9).

Utelem studie stavby S. pyogenes je nalezeni struktur podstatnych pro jeho
patogenitu (7).

Z bunék S. pyogenes muzeme vyextrahovat sténovy polysacharid C (typu A). Dale
stanovujeme bilkovinné antigeny, mezi které patii protein M, T a R. Nejdulezit&jsim
z téchto povrchovych struktur je antigen M, jenz se vyuziva v rozliSovani ur€itych
kment S. pyogenes. Piitomnost ¢i nepfitomnost tohoto proteinu urcuje, zda jde o kmen
virulentni nebo nevirulentni. UmoZnuje adhezi bakterie na sliznice, k cemuz
mu dopomaha i kyselina lipoteichoova. Jeho struktura je fibrilarni a vystupuje
na povrch bakterie. Vlakno se kotvi v bunééné membrané jeho karboxyterminalnimi
konci. Na ¢ast M-proteinu, kterd je hloubé&ji v bunééné sténé, byva vazan regulacni
faktor komplementu H a fibrinogen. Tato Cast je shodna pro vice jak 120 znamych

serotypu (7, 9, 6).

V situaci, kdy nelze kmen uréit, dle variability volného konce M-proteinu,
spoléhdme na tzv. SOF, coZ znamena ,,sérovy opacitni faktor”. Antigen T a R jsou

urCeny k prozatimnimu zatfazeni daného kmene (9, 7).
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2.2.1.2 Streptococcus agalacticae

Bakterie je zafazena mezi beta-hemolytické streptokoky, a jelikoz se ve sténé
S. agalacticae nachazi polysacharid C, tak zde muazeme identifikovat i antigen B.
Miuzeme jej nalézt také pod zkratkou GBS (7, 3, 9, 6).

S. agalacticae se kultivuje na krevnim agaru, kde roste, ve srovnani s S. pyogenes,
ve vétsich koloniich, které jsou mazlavé s netiplnou hemolyzou. Uplnd hemolyza se
u nich vyskytuje v ptitomnosti zlatého stafylokoka, kdy vykazuji i pozitivni CAMP-test.
Tvorba oranzového pigmentu je zavisla na nepfitomnosti vzduchu nebo ptidavku

skrobu do tekutych medii (6, 9, 7).

Ve sténé této bakterie je skupinové specificky antigen B a polysacharidové
antigeny nachdzejici se v pouzdrech, ty byvaji typové specifické. Polysacharidové

vvvvvv

u novorozenctu (7, 9).

2.2.1.3 Ostatni beta-hemolytické streptokoky

Rozdéleni téchto streptokokl je komplikované. | kdyz se u nich vyskytuji
skupinové antigeny: C, F a G, tak to k identifikaci bohuzel nestaci. Stejny antigen mize

byt zakomponovan i ve stén¢ jiného kmene (9, 7).

Dalsi zpisob rozdéleni je dle velikosti kolonii. Mezi beta-hemolytické streptokoky
s koloniemi vétsimi nez 0, 5 mm fadime Streptococcus dysagalacticae ssp. equisimilis,
ktery obsahuje, pfevazné sténovy antigen C. Dale sem fadime druhy, napadajici hlavné
zvirata. Jejich patogeneze v lidské populaci mize byt zpusobena defektem imunity

napadeného jedince (7, 9).

S. equi ssp. zooepidemicus patii do skupiny s antigenem typu C. Streptococcus canis
skupiny G, je hlavnim patogenem psu. Streptococcus parcinus patii do skupiny E, P, U

nebo V. Streptococcus iniae miva specificky antigen Z (9).
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Malé kolonie na agaru vytvoii streptokoky skupiny anginosus, nebo také
Streptococcus milleri. U druhu, které jsou zaélenény do této skupiny, pozorujeme
antigeny A, C, F nebo G. Muze se vSak stat, ze nebude obsahovat Zadny.
Beta-hemolytické bakterie patiici do této skupiny jsou 3: Streptococcus anginosus,

Streptococcus constellatus a Streptococcus intermedius (7, 9).

2.2.1.4 Nemoci zpiisobené rodem Streptococcus

Beta-hemolytické streptokoky jsou pfi¢inou onemocnéni na celém svéteé, diky
mechanismiim, které jim umoziuji obejit obranné linie hostitele. Tyto mechanismy
nazyvame jako faktory virulence. K témto faktorim fadime povrchovy protein M s jeho
Cetnymi serotypy, streptolyzin O, pyrogenni toxiny (A, B, C), streptokinazu aktivujici
bakterialni plazmidy, streptodornazu Stépici nukleovou kyselinu a hyaluronidazu

slouzici ke §tépeni kyseliny hyaluronové (12, 8, 3).

Nejvyznamnéj$im beta-hemolytickym patogenem je Streptococus pyogenes, ktery
fadime do skupiny A (GAS). Jeho patogenita je urcena faktory, povrchovymi nebo
sekretovanymi. Tyto faktory umoziuji prinik, mnozeni, Sifeni a unik imunitnimu
systému hostitele. T¢zké invazivni onemocnéni je podminéno vznikem superantigentl,
(mitogenni exotoxin Z, pyrogenni exotoxiny (Spe)), sekretovanymi streptokoky.
Spe A vyvolava tvorbu TNFo a interleukini (1, 2, 6) prostfednictvim vazby
na T lymfocyty, které aktivuji makrofagy. Na tomto procesu tvorby cytokint, které
aktivuji mnoho bun¢k, se podili i Spe B (cysteinova proteinaza) a streptolyzin O.

Tato reakce miize byt ptic¢inou systémového zanétu (8, 3, 2).

GAS je hlavnim respira¢nim patogenem, ktery je izolovan povétSinou z dychaciho
traktu, hornich cest dychacich. Loziskem infekce mize byt jak oblast krku, tak i kize.
Je nejcastéjsi pricinou bakteridlni faringitidy. Dale pak zplsobuje impetigo, infekce
vnitiniho ucha, prsnich Zlaz, hluboké (erysipel) nebo invazivni infekce
(bakteriémie, sepse), celulitidu a nekrotizujici fascitidu. Ojedinéle byva pficinou

myositidy, osteomyelotidy, septické artritidy, pneumodnie, meningitidy, endokarditidy a
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perikarditidy. Kmeny obsahujici bakteriofag s genetickou vybavou, ktera umoziiuje
tvorbu pyrogennich exotoxini. Ten zplsobuje spalu a streptokokovy syndrom
toxického Soku (SSTS). U téchto infekei je tieba, co nejdiive zacit s 1é€bou, jinak mize
dojit k rozvinuti tézkych komplikaci, probihajicich formou revmatické horecky a
glomerulonefritidy. Loziska a projevy, zpisobené Streptococcus pyogenes mizou byt
zavislé 1 na podnebném pasu. Kréni infekce se vyskytuji hlavné v mirném pésu

aty s koznimi projevy v teplém pasu (2, 8, 12).

Streptococcus agalacticae se fadi do antigenni skupiny B (GBS) a poprvé byl
identifikovan v 19. stoleti jako pfi¢ina mastitid skotl. Az od roku 1940 zacal byt
spojovan s novorozeneckymi infekcemi. Dnes o ném mluvime v souvislosti
s novorozeneckou umrtnosti, sepsi, meningitidou, pneumoénii, chorioamniotidou,

komplikacemi v Sestinedé€li (endometritida) a jinymi perinatalnimi infekcemi (8, 14, 9).

Vétsinou ho nachdzime na povrchu poSevni sliznice a jeho pfitomnost ma, ve
zna¢ném poctu piipadt, bezpiiznakovy charakter. Virulentnim faktorem je zde antigen
B serotypu Ill s obsahem N-acetylneuroaminové kyseliny. Jejim tkolem je pozastavit

rozeznani antigenu imunitnim systémem hostitele, alternativni cestou (3, 9).

Nejvice zkoumanou pusobnosti Streptococcus agalacticae je jejich vliv
na novorozence a Stim je spojena diagnostika téchto kokt u téhotnych Zen

(osidleni jejich urogenitalniho traktu) (8).

Novorozenecké infekce odliSujeme dle pocatku onemocnéni, na ¢asné a pozdni.
Casna novorozenecka infekce se manifestuje mezi prvnim az sedmym dnem Zivota
ditéte. Projevem je sepse, pneumonie, meningitida nebo bakteriémie. K nakazeni dojde
pfi porodu, béhem prichodu porodnim kanalem nebo predcasnému odtoku plodové
vody. Nasledky pozdni infekce mizeme zpozorovat v intervalu od sedmého dne
do tfetiho mésice Zivota a projevuje se jako meningitida nebo sepse. Témto infekcim se
snazime piedchazet screeningem téhotnych zen a ptipadnou lécbou intravendznim

amoxicilinem, podavanym tésné pted porodem (9, 8, 3).
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GBS mize ve vzacnych piipadech nalézt i u dospélych muzi a zen, jinde nez
V urogenitalnim traktu, a to Vv respira¢nim a zazivacim (bez klinickych pfiznaki). Jinak
jej nalezneme u imunoprivilegovanych pacienti trpicich alkoholismem, diabetem,

karcinomem nebo HIV (7, 8).

Streptococcus dysagalacticae ssp. equisimilis a druhy skupiny Anginosus maji
mechanismy virulence podobné Streptococcus pyogenes, i jejich manifestace je stejna
(infekce hornich cest dychacich a kiize). Avsak rozdil je ve skupiné¢ Anginosus, ktera se
velmi cCasto vyskytuje jako soucast piirozené mikroflory dutiny ustni, traktu

urogenitalniho i gastrointestinalniho (8).

2.2.1.4.1 Strucnd charakteristika nékterych infekci zpiisobenych S. pyogenes

Faringitida, neboli angina, je charakteristickd nahlym pocatkem, bolesti v krku,
zvétSenim a vyraznym rudym zbarvenim mandli, mirnou horeckou a celkovou
malatnosti. Mezi kozni projevy streptokokové ndkazy patii puchyfe s hnisem
vyskytujici se vSude po téle Tento typ ptiznaki, zname pod pojmem imetigo. Dal§im

koznim projevem jsou léze na dolnich konéetinach, zvané erysipel (10, 9, 2).

Spala je onemocnéni zpisobené jednim nebo vice erytrogennimi exotoxiny
produkovanymi Streptococcus pyogenes, ty se manifestuji jako erytromaticka vyrazka.
Vyskytuje se v podpazi, tiislech a podbiisku (8, 10).

Streptokokovy syndrom toxického Soku (SSTS) je zplsoben toxiny, které jsou
produkované streptokoky. Ty slouzi jako superantigeny vyvolavajici tvorbu cytokind a
lymfokini v organismu. Syndrom se projevuje poruchou koagulace, jaternimi 1ézemi,
akutnim renalnim selhanim a nekrotizujici fascitidou. Nalézame ho mezi mladymi détmi
s neStovicemi, u seniort, diabetik®, lidi s chronickou srde¢ni nebo plicni chorobou,
HIV  pozitivnich, alkoholiki a drogové zavislych. Incidence u takto

imunoprivilegovanych lidi je 200x vyssi (12, 8).
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Nekrotizujici fascitida je castou pfi¢inou Sokového syndromu, ale mluvi se o ni
I vsouvislosti s masozroucimi bakteriemi. Klasickymi superantigeny jsou zde
Spe (A, B, C, F) a M protein. Dochazi zde k nekrdze zasaZenych tkani, coz se projevuje
velkymi bolestmi a ztratou kozni citlivosti. Takto poSkozena tkan se musi, v pravy
okamzik, chirurgicky odstranit. DalSim projevem streptokokové infekce je sepse,
definovana jako odezva organti a organovych soustav na vpad mikroba do organismu.

Tento stav muze pokracovat i bez pritomnosti probihajici infekce (8, 2, 12, 14).

Hlavnimi nasledky neléCenych nakaz, zpusobenych Streptococcus pyogenes, je
revmaticka horecka a glomerulonefritida. Revmatickd horecka nastava do tfi dnli
po prodélani anginy, ve 3 % piipadi. Zplsobuji ji pouze revmatoidni kmeny, jejichz
povrchové antigeny jsou podobné antigenim srde¢nich chlopni a kloubt.
Z tohoto duvodu za¢ne imunitni systém hostitele produkovat protilatky, nejen vici
cizorodym latkam, ale i proti vlastnim tkanim. V tomto ptipadé, proti tkani myokardu

nebo kloubt (10, 15, 2).

Glomerulonefritida je zpiisobena imunokomplexy pfitomnymi V krvi, které se pfi
prachodu ledvinami zachytdvaji na glomerulech a zptsobuji tak akutni nefritidu.
Infekce je zapfiCinéna nefritogennimi kmeny GAS. Klinickymi ptiznaky je: porucha
renalni funkce a makroskopicka hematurie s mirnou proteinurii. Na venek mizeme

pozorovat otoky tvaie a vicek (2, 16, 17).

2.2.1.4.2 Lécbha streptokokovych nakaz

VétSina  streptokokovych infekei je 1éCena antibiotiky. Hlavné penicilinem,
erytromycinem a klindamycinem. Prvné je vzdy nasazen penicilin, Vv piipadé¢ alergické
reakce erytromycin podavany sedm az deset dni v klasickych davkach. Popularni je
i kombinovani antibiotik Srlznou uc€innosti. Vyuziva se ktomu baktericidni
klindamycin a bakteriostaticky penicilin. Tato kombinace ovliviiuje hlavné¢ pomalu

rostouci bakterie (12, 16).
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Z hlediska rezistence je na tom nejlépe penicilin, na ktery je rezistentni nejmensi
pocet kmenu. Skupina A dale reaguje na klindamicin a erytromycin. Odolnost
antigennich skupin B a G vuaci klindamycinu s erytromycinem je jiz podstatné vyssi

(18).

Dalsi moznosti 1écby, je pouziti intravendznich imunoglobulinii, ale v klinické
praxi se nevyuziva tak Casto jako antibiotickd 1é¢ba. Vyhoda jejich aplikace je dana

nizkymi hladinami protilatek hostitele vii¢i antigeniim streptokoki (12).
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3. Cil prace

V bakalafské praci se zabyvam beta-hemolytickymi streptokoky identifikovanymi
ve vytérech hornich cest dychacich, v mikrobiologické laboratoi Synlab v Ceskych
Bud¢&jovicich. Z tohoto diavodu jsem si jako cil stanovila, rozliSeni Streptococcus

pyogenes od ostatnich beta-hemolytickych streptokokii.
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4. Metodika

Na vyzkumu ke své bakalaiské praci jsem pracovala v laboratofi Synlab v Ceskych
Budgjovicich, U T#i Lvu 4. Tato laboratof je akreditovana dle CSN EN ISO 15189,
zakona ¢. 226/2008 Sb., normy 422/2008 Sh. Je zde zaveden systém vnitini kontroly
kvality SMJ, zaroven se vSak ucastni i vngj$i kontroly kvality EHK Stdtniho

zdravotniho ustavu v Praze (20).

Laboratot nabizi bakteriologicka, serologicka a parazitologickd vySetieni, ktera
provadi z béznych biologickych materiald (krev sérum, moc, stolice, vytéry). Sbér

materialu zajistuje odloucené pracovisté U Tii Lva 10 (20).

Konkrétni naplni mého vyzkumu jsou vytéry z krku, odebrané v ordinacich 1ékait a
zpracované v této laboratofi v roce 2013. V téchto materidlech se zaméiuji

na identifikované beta-hemolytickych streptokoky.

Manipulaci s biologickym materidlem mtzeme rozdé¢lit do tii fazi: preanalitické,
analytické a postanalytické. Preanalytickd faze je dale rozdélena na Ccinnosti
odehravajici se mimo laboratof a v laboratofi. Dohromady tvoii 56 % manipulace se

vzorkem (21).

4.1 Preanalyticka faze

Do preanalytické faze zahrnujeme pftipravu pacienta, odbér vzorkl, ptepravu
vzorku do laboratofe (coz se d&je mimo laboratot), uchovani a ptiprava vzorkl
ke zpracovani (tyto dva déje se zajist'uji jiz v laboratofi). Tyto d&je jsou nejdilezitéjSim
zdrojem chyb pro analytickou fazi, kdy diky nedodrZeni urcitych zasad mize dojit
k poskozeni vzorki a naslednému zkresleni laboratornich vysledki. Faktory ovliviyjici
preanalytickou fazi jsou: pacient, zptsob odbéru vzorku, uchovani pied analyzou a jeho

ptiprava (21).
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4.2 Vyplnéni poZzadavkového listu (Zadanky)

Prvni véci, ktera se v preanalytické fazi musi udélat je vyplnit zaddanku
pro laboratorni vySetieni. Jeji spravné vyplnéni, a spravné oznaceni vzorku, je

podminujici pro pfijeti materialu K laboratornimu vySetieni (20).

V kazdé zadance, v jakékoliv laboratofi, je nutna identifikace pacienta, 1¢kare, typ

materialu a pozadované vysetieni (20).

V predtisténé zaddance je prvni kolonkou k vyplnéni rodné Cislo pacienta, nasleduje
fadek pfijmeni a jméno. Déle se musi vyplnit zakladni diagnéza pacienta
(v ¢iselné podobe), jeho adresa, Cislo pojistovny (eventuelné zabarvit samoplatce),
datum a konkrétni ¢as odbéru. Identifikace lékafe (zadatele 0 vySetfeni), zacina
vyplnénim jeho odbornosti a identifikacnim c¢islem, déle pak musi pfidat razitko a
podpis. Posledni kolonkou je pocet pozadovanych vySetfeni. Tato ¢ast je urCena
k identifikaci a byva obsazena ve vSech typech zadanek, nékdy se mizeme setkat

i s kolonkou, kde vypliiujeme pohlavi pacienta, souc¢asnou ATB 1é¢bu apod (20).

Dalsi casti zadanky je seznam vySetfeni, kterd jsou pozadovana, v tomto

konkrétnim ptipad¢ zaskrtneme odebrany materidl: krk a poZzadované vySetieni.

4.2.1 Vlastni odbér

Pred vlastnim odbérem, ktery provadi sestra v ordinaci lékafe, se musi
zkontrolovat, zda je spravné vyplné€na Zadanka a jestli je k dispozici poZadovany

odbérovy material (22).

V idealnim piipadé by mél pacient piijit na la¢no, tedy minimalné¢ 2 hodiny
pred stérem, nemél jist ani pit, pfed Gstni hygienou, nemél by si vyplachovat tsta a

kouftit. Stér by mél také prob&hnout pred zacatkem antibiotické terapie (22, 23).

Pro vytér z krku je tfeba transportni odbérovy tampdén s Amiesovym médiem, jenz

byva ve sterilnim balicku (zvlast tampoén a zvlast zkumavka s transportni ptidou).
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Pted pouzitim, by sestra méla zkumavku oznacit alesponl pfijmenim pacienta a rodnym
¢islem (datem narozeni), aby nedoSlo k zdméné vzorkid. Nasledné by méla pacienta

seznamit s pribéhem odbéru (20, 22).

Vlastni odbér probiha tak, ze se jazyk pfitlaci dfevénou Spachtli. Stér se provede
suchym odbérovym tampénem (viz piiloha 1), z povrchu mandli nebo z poskozené
tkan¢ (pokud mozno bez nabrani slin). Tampdn se poté vnoii do zkumavky s pudou a

vlozi do plastikového sacku, spolu se zadankou (22).

Zkumavka s transportni pidou se vyuziva k zachovani odebranych mikrobi, pokud
mozno v nezménéném stavu. V laboratofi Synlab vyuZivaji odbérové tampony, které
dodava spole¢nost Med-Lab. Pidy zajist'uji stalou vlhkost, pH udrzuji okolo 7, 3 (£0,2)
a je v nich obsazeno minimum nutri¢nich zdroju (bakterie tam nerostou). Diky tomu
neni tieba okamzita pfeprava do laboratofe ke zpracovani. Spole¢nost dodava tyto
odbérové pudy ve dvou provedenich, které se odliSuji jen malo. Pida bez aktivniho uhli,
ma usnadnit barveni dle Gramma a pifimy prikaz antigent. Médium s obsahem

aktivniho uhli neutralizuje toxické produkty latkové vymeény pii ristu bakterii (24).

4.2.2 Preprava materialu

Odbérové piidy musi byt do laboratofe ke zpracovani dopraveny v den odbéru,

tedy co nejdtive. Toto zafizuji svozova vozidla sjednana laboratofi (20).

Vzorky od praktickych 1ékait by se mély piepravovat v chladicich boxech
s udrzovanou teplotou pohybujici se od 4 do 8°C (chladnickové teplota), maximalné
muze teplota vystoupat na 12°C. V laboratofi jsou pak vzorky roztfidény

podle materialu a zptsobu zpracovani (20).
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4.3 Analyticka faze

Po piijeti vzorkt, jsou laborantkou roztiidény a predany do piislusného oddéleni
laboratote, kde se zpracuji. Je jim pfifazen Ciselny kod slouzici jako identifikétor

pro zadanky, zkumavky s materialem a kultivac¢ni plotny.

Kroky pii zpracovani krénich vytéra: piiprava ptislusSnych pid pro kultivaci,
namazani vzorku, jeho rozockovani a vlozeni kultiva¢nich pid do termostatu na 24
hodin. Nésledujici rano jsou lékafem odecteny, poslany k dalsi analyze a vlozeny zpét
do termostatu, kde ziistanou do nasledujiciho rana. Poté l1ékat znovu odecte plotny, a
pokud na nich nevyrostou nové mikroorganismy, tak jsou zlikvidovany
(po 48 hodinach).

4.3.1 Kultivaéni pady

V laboratofi mikrobiologické laboratofi Synlab odebiraji kultivaéni pldy
od spolecnosti Biomerieux. Tato spole¢nost se zabyva Sirokou skéalou ¢innosti na poli

védy, jednou z nich je i vyroba kultiva¢nich médii.

Dnes si naprostd vétSina mikrobiologickych laboratofi, kultivaéni média sama
nevyrabi. Divodem je Sirokd Skéala spolecnosti na trhu, které se jejich vyrobou a
prodejem zabyva. Ty jsou dostupna v pozadované kvalité a jejich cena je vice

nez prizniva (25).

Pro kultivaci grampozitivnich koku, které velmi ¢asto nalézame v hornim dychacim
traktu, pouzivame zakladni krevni agar zvany Columbia CNA. Z tohoto krevniho agaru
se pak pfidanim vétsiho mnoZstvi urcitého suplementu mohou vytvofit pudy s vySsi

selektivnosti, jako je naptiklad selektivni médium COBA (26).

Columbia CNA neni selektivnim kultivacnim médiem jen pro streptokoky,

ale i pro stafylokoky (26).
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4.3.1.1 Krevni agar Columbia CNA

Zakladem této pldy je zivny vyvar Z peptonu kaseinu, zivociSnych tkani a hovéziho
srdce natravené¢ho pomoci trypsinu, ktery  je doplnén Skrobem
(polysacharid slouzici jako zasobni latka). Nepostradatelnou zakladni slozkou je také

agar, vyrabény z rostlinnych materiald a NaCl zajist'ujici elektrolyty (26, 27, 25).

mikroorganismy, ke kterym streptokoky patii (25, 28).

K omezeni riistu jinych bakterii, hlavné gramnegativnich tycek, slouzi kolistin a
kyselina nalidixova. Tyto slozky jsou v podobé zkratky zminény v ndzvu pidy

(CNA = colistin, nalidixic acid) (26).

4.3.1.2 Selektivni médium COBA

Tato pida vychazi z Columbia CNA, ale piidavkem zde muze byt krev konska
(5%). Dalsim rozdilem je jeji selektivni zaméfeni pifimo na kultivaci streptokoku, a
proto zde musi byt pfitomny suplementy omezujici rist jinych bakterii.
Témito suplementy jsou kolistin a kyselina oxolinova, které zabranuji ristu jinych

mikrobt, kromé streptokoku (26, 29).

4.3.2 Rozockovani a citlivost na antibiotika

Pted zpracovanim vzorki, si musime pfipravit pracovni pomiicky (viz ptiloha 2).
V tomto piipadé je to: pfislusné mnozstvi zakladnich kultivaénich ptid Columbia CNA,
vzorky, ockovaci klicky (v rutinni praxi kovové), plynovy kahan pouzivany
jako sterilizator a popisovaci fix. Dal§i pracovni pomickou jsou antibiotické disky

penicilinu a erytromycinu, které vkladdme do misky pomoci injekéni jehly.

34



4.3.2.1 Pracovni postup

a)

b)

d)

f)

Prvnim krokem je zapnuti kahanu, ktery dame tak, aby pfi kazdém otoceni
stojanu plamen rozzhavil klicku, ¢imz ji sterilizuje. Pfed zacatkem ocCkovani
vSechny klicky sterilizujeme, abychom se ujistili, Ze nedojde ke kontaminaci.
Kultivacni médium popiSeme trojmistnym cislem, abychom urcili jeho
ptislusnost k urcité zadance.

Vezmeme si zkumavku s odbérovym tampénem a na 1/3 kultivacni misky
namazeme vzorek. Pfi roztirdni vzorku tampoénem ota¢ime, abychom
po kultivaci dostali celistvi vysledek. Namazané ¢asti fikame inokulum.

Po namazani pfijdou na fadu kovové klicky. Uchopime klicku a jeji jednou
stranou vedeme né€kolik Sikmych Car z inokula (nejlépe 5). Klicku obratime a
z rozoCkovanych car vedeme dalsi. Pouzitou klicku zavésime na stojan a
posuneme nad kahan. Vezmeme novou kli¢ku a postupujeme stejné jako s prvni.
Pti rozo¢kovani se snazime vyuzit celou plochu plotny, ale zaroven davame
pozor, abychom nezasahovali do diive rozo¢kovanych ¢asti.

Na zévér polozime antibiotick¢ disky, jimiz zjiStujeme citlivost bakterii
na pfislusnd antibiotika (penicilin, erytromycin). Injekéni jehlou napichneme
antibiotické disky a poloZime je do inokula. Disky jsou od sebe pfiblizn€ 2 cm.
Kultiva¢ni misky naskldddme na sebe a vloZime do termostatu, kde je udrzovana
teplota 37, 5°C, vhodna pro kultivaci. Tam ziistanou do nésledujiciho rana, kdy

je 1ékar odecte a posle na dalsi testy (viz ptiloha 3).

Vzorky v laboratofi zlstavaji 48 hodin a poté jsou zlikvidovany jako infekéni

odpad. VsSechny vysledky jsou zaznamenany v pocitaci, pomoci informacniho

laboratorniho systému (20).
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4.3.3 PYR test

V laboratofi Synlab se k diagnostice Streptococcus pyogenes vyuziva PYR test
od spolecnosti TestLine (viz piiloha 4), jenz se zabyvad vyrobou sestav

pro mikrobiologickou diagnostiku. Pfesny nazev tohoto vyrobku je PYRstrip (30).

V tomto konkrétnim piipadé€, u kultivaci krénich vytért, kdy lékat vidi kolonie
s vyraznou hemolyzou, se PYRstrip pouziva k odliSeni Streptococcus pyogenes
od dalSich hemolytickych streptokoku. Dale je také vyuzitelny v piipadé, kdy chceme
rychle odlisit enterokoky od streptokokii skupiny D. Pozitivni vysledek lze zpozorovat

I u Lactococcus lactis, Aerococcus a Gamella (30).

PYRstrip funguje na zakladé¢ enzymatickych reakci. Pfesnéji jde o prukaz
pfitomnosti pyrolidonyl peptiddzy, ktera je produkovana zminovanymi druhy
mikroorganismul. Dal§im divodem pouziti tohoto testu je jeho citlivost, spolehlivost a

rychlost. Doba testu se pohybuje od 6 do 10 minut (30).

4.3.3.1 Obsah sestavy

V sestavé od této spoleCnosti nalezneme krabicku obsahujici 50 kust testovacich
prouzkil, na nichz je papirovd zéna nasycend chromogennim substratem. Ten slouzi
jako diikkaz pyrolidonylpeptidazy. Déle tam najdeme vyvijeci ¢&inidlo, piesnéji

(1 ml v tmavé lahvicce) a 1 pipetu (30).

4.3.3.2 Skladovani a doba expirace

Testovaci souprava se skladuje pii teplot¢ pohybujici se od +2 do +8 °C, tedy
pii lednickové teploté. Pokud dodrzime tyto skladovaci podminky, tak je sestava
pouzitelnd po dobu 1 roku od data vyroby, ktery nalezneme na obalu. Tuto dobu

muzeme prodlouzit skladovanim pii -20°C (30).
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Pted pouzitim nechame sestavu né&jakou dobu pti bézné laboratorni teploté. Musime
si dat pozor, aby vyvijeci ¢inidlo nebylo delsi dobu na svétle (pfed pouzitim ho dame

na tmavé misto) (30).

4.3.3.3 Pracovni postup

a) Vezmeme testovaci prouzek a diagnostickou zonou setieme hemolytické kolonie
z kultiva¢ni misky. Prouzek polozime na misku, z niz jsme kolonii odebirali.
Nechame kultivovat pfiblizn¢ 5 minut pfi laboratorni teploté. K naneseni
muzeme pouzit také jednorazovou klicku (30).

b) Poté na kazdou diagnostickou zénu naneseme, pomoci pipety, kapku (5 ul)
vyvijeciho ¢inidla (30).

€) Nejpozdéji do 5 minut odecteme vysledek (30).

4.3.3.4 Interpretace vysledki

V ptipad€ pozitivni reakce, se misto, kam jsme nanesli kolonie, zbarvi cerven&. U
negativniho vysledku k zbarveni nedojde. V pfipadé, kdy se nam zd4 zbarveni
nedostatecné, je jistotou udélat test pomoci latexové aglutinace. Podobné postupujeme
I v pfipade, kdy je vyskyt hemolytickych kolonii ojedinély a po provedeni PYR testu

bychom nem¢éli dost kolonii pro dalsi testovani (30).

4.3.4 Latexova aglutinace

Pokud neidentifikujeme beta-hemolytického streptokoka jako Streptococcus
pyogenes pomoci PYR testu, tak se v laboratoti Synlab vyuziva sestava pro identifikaci

rodu Streptococcus od spole¢nosti DiaMondial.

Jelikoz nelze urcit druh streptokokové infekce dle klinickych ptiznaki, vyuziva se

k identifikaci tato sestava. Funguje na principu chemické extrakce specifickych
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uhlohydratovych antigenti ze stény bakterii (antigeny dle Lancefieldové) pomoci ¢inidla
surcCitym obsahem kyseliny dusné. Ta pusobici jako konzervacni latka. Pokud se
antigen ze stény bakterie vyextrahuje, spoji se s latexovymi partikulemi obsazenymi

Vv roztocich dané sestavy (31).

V sestavé dodavané spole¢nosti DiaMondialL nalezneme 4 lahvicky S extrakénim
¢inidlem, 6 lahvicek s protildtkami ke zjiSténi typu streptokoka a 1lahvicku s kontrolnim
roztokem. Dale jsou zde k dispozici tyCinky narozmichani a aglutinacni karticky
vyrobené z bilého, tvrdého papiru. Karticky maji 8 kruhovych areédlit pro rozmichani

reak¢nich ¢inidel (31).

Reagencie jsou piedpfipraveny a lze je rovnou pouzit. Obsah lahvicek vystaci
priblizné na 60 skupinovych testd. Odhad musime brat s rezervou, protoze nékteré
reagencie jsou vyuzivany vice nez jiné, proto lze jednotlivé ¢asti sestavy dokoupit

samostatné (31).

4.3.4.1 Reagencie

4.3.4.1.1 Extracni ¢inidla

V sestavé jsou k dispozici 3 hotové roztoky, pomoci nichZ vyextrahujeme st€énové
antigeny z bakterii rodu Streptococcus (viz piiloha 5). Roztoky jsou v lahvickach
slouzicich jako kapéatka, jsou oznaceny riznymi barvami. Na etiketé je jasn€ zndzornéné

Cislo extraktoru (31).

Extrakéni roztok 1, mé vicko zluté barvy a obsahuje 3,2 ml extrakéni latky s 0,1%
obsahem kyseliny sodné slouzici jako konzervaéni latka. Extrakéni roztok 2 je oznacen
Cervenou barvou a stejné¢ jako u roztoku 1, je zde 3,2 ml uU¢inného roztoku, ale
neobsahuje kyselinu sodnou. Extrakéni roztok 3 je v sestavé dvakrat po 4 ml, barva
zavirani je modra a jako u prvniho roztoku, je zde obsazena konzervaéni latka

(kyselina sodna) (31).
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4.3.4.1.2 Latexova suspenze

V baleni nalezneme také 6 lahvicek se 3 ml modrych latexovych partikuli
(viz pftiloha 6), jenz jsou obaleny pfecisténymi krali¢imi protilatkami skupiny A, B, C,
D, F a G. Obalené partikule jsou rozptyleny v roztoku pufru o pH 7,4 a s 0,1% obsahem
kyseliny sodné - konzervant (31).

Roztoky obsahujici potfebné protilatky, jsou stejné jako extrakéni roztoky,
Vv lahvi¢ce slouzici jako kapatko, barevné rozliSitelné a oznaCené pismenem,

dle antigent Lancefieldové (A, B, C, D, F, G).

4.3.4.2 Uchovani a stabilita

Sestavu pro identifikaci streptokokl bychom mély uchovavat v lednici pfi teploté

od 2 do 8°C. Za zadnych okolnosti ji nemtizeme dat do mrazaku (31).

Pokud se budeme fidit zakladnich doporuceni, tak by reagencie mély ziistat stabilni
a lze je vyuzivat az do data expirace. To by mélo byt uvedeno na kazdém dodaném

baleni (31).

Vyrobce doporucuje nevyuzivat reagencie po datu expirace a upozoriiuje, ze
sestava je uréena pouze pro in vitro diagnostiku. Samoziejmosti je povinnost dodrzovat
skladovaci podminky. V navodu je také upozornéni na vyssi reaktivitu kyseliny sodné
s médi a moznost jejtho akumulovani, na coz je tfeba davat pozor i pfes velmi maly

obsah kyseliny dusné v roztocich (31).

4.3.4.3 Pracovni postup

Pfed zapocCetim testli, bychom m¢ély soupravu nechat néjakou dobu stat

pii pokojové teploté (vzdusna teplota od 22°C do 28°C).
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4.3.4.3.1 Priprava extraktu

a) Do stojanku si dame pozadované mnozstvi eppendorfek, které popiseme Cisly
danych ploten.

b) Do kazdé z popsanych eppendorfek dame jednu kapku extrakéni reagencie ¢islo
1 (zluté kapatko).

c) Poté si vezmeme kultivacni pidu s vyrostlymi streptokoky, které pro aglutinaci
urcil 1ékaf, a vybereme nékolik kolonii s vyraznou hemolyzou. U kultivaci
s ojedin¢lou hemolyzou je Iékar zakrouzkuje. Setieme pomoci jednorazové
klicky. Nasledn¢ klicku ponotfime do extraktoru v mikrozkumavce a vyklepeme,
tak aby setfené kolonie zistaly v tekutiné. Tento postup opakujeme u vsech
kultivacnich ploten. Pii odebirani kolonii si musime davat pozor na cistotu
odbéru.

d) V nasledujicim kroku pfiddme do kazdé mikrozkumavky po jedné kapce
extrak¢ni reagencie Cislo 2 (Cervené kapatko).

e) Po pfidani extraktoru 2, vezmeme mikrozkumavky ke tfepacce, zapneme ji a
postupné zkumavky piikladame k rotujicimu kruhu na 5-10 sekund. Tato cast
postupu slouzi k promichani ptidanych reagencii a bude se opakovat jesté
jedenkrat.

f) Dalsim krokem, po promichani, je pifidani 5 kapek extraktoru 3
(modr¢ kapatko).

g) Opakujeme promichani ¢inidel s koloniemi, pomoci tiepacky.

h) Do kazdé eppenderfky vlozime jednorazové kapatko.

Po promichani je roztok pfipraveny k pouziti a nasleduje vlastni testovani

piislusnych skupin beta-hemolytickych streptokoki (31).

4.3.4.3.2 Viastni testovani

a) Pfed samotnym testovanim skupin si pfipravime piislusné mnozstvi testovacich

karti¢ek, na nichz je 8 testovacich poli, a ty€inky k rozmichani vzorku.
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b) Nejdiive si do testovacich poli kapneme 1 kapku latexovych partikuli
oznacenych pismenem A, jimz uréime Streptococcus pyogenes. V sestavé
spolecnosti DiaMondial kapatko s fialovym vickem,

c) Poté do kazdého pole pridame jesté kapku extraktu, ktery jsme si predtim
pfipravili.

d) Obé reagencie rozmichame po celém testovacim poli pomoci jednorazové
tyCinky (paratka).

e) Kdyz rozmichame reagencie ve vSech polich, vezmeme testovaci karti¢ku
do ruky a kyvavymi pohyby vice promichdme obsah poli.

f) Pfiblizné do jedné minuty by se mély objevit aglutinaty (srazeniny), pokud je
vzorek pozitivni na Streptococcus pyogenes.

g) Pozitivni vzorky vyfadime z dalsiho testovani a dle stejného postupu
pokracujeme s latexovymi partikulemi proti streptokoktm typu C. Pokud néjaké
vzorky stale nevykazuji pozitivni vysledek, nebo je aglutinat neprikazny,

pokracujeme s protilatkami tymu B, G a pak F.

Testovani skupin v pofadi A, C, B, G a F se provadi na zaklad¢ zkuSenosti, cozZ je

uzite¢né pfi Setfeni reagencii.

4.3.4.3.3 Hodnoceni vysledkui

Pozitivni vysledek vyhodnotime: V ptipadé rychlého objeveni vyrazného shluku
latexovych partikuli formujicich se v aglutinaty (sraZzeniny). Pokud je jich velmi malo a
jsou nevyrazné, test opakujeme, nebo ptikro¢ime K testu dalsi skupiny (viz obrazek 1).

Vysledek hodnotime, jako negativni. (31)
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Pozitivni Negativni

Obrazek 1: Hodnoceni latexové aglutinace

Zdroj: Vlastni fotografie

4.3.5 MALDI Biotyper

V  mikrobiologické laboratofi ~ Synlab  pouzivaji  k identifikaci  rGznych

mikroorganismd, ptistroj od spole¢nosti Bruker s.r.o., jehoz ndzev je MALDI Biotyper.

MALDI Biotyper miizeme vyuzit v identifikaci gram-negativni a gram-pozitivnich
bakterii, kvasinek a mnohobunéénych hub. VétSinou se vyuzivd jen v pfipadé,

kdy selhala identifika¢ni metoda ptimého pienosu (32, 33).

Ptistroj funguje na principu hmotnostni spektrometrie, ktera je v tomto piipadé
nazyvana MALDI TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight).
Zatizeni pouziva laseru, jehoZ paprsek zasdhne tercik s nanesenym vzorkem.
To zplsobi uvolnéni ribozomalnich proteintl, které jsou charakteristické pro urcity typ
mikroorganismu. Ribozomalni proteiny pak putuji evakuovanou trubiCi pfistroje
smérem k detektoru. Pravé tuto dobu letu (Time of Flight) pfistroj méfi a pomoci

kalibra¢nich konstant ji pfepocitdvd na hmotnost jednotlivych proteini. Namétenou
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hmotnost pak srovna se svou knihovnou a dle miry schody ur¢i mikroorganismus (33,

34).

Kdykoli béhem chodu tohoto pfistroje, lze cinnost zastavit a nastavit nové

parametry (34).

V piipad¢ beta-hemolytickych streptokokii si vétSinou vystacime s PYR-testem

nebo latexovou aglutinaci, ale lze jej K jejich identifikaci vyuzit. Spolehlivé urci

Streptococcus agalacticae, v ostatnich ptipadech ur¢i ptislusnost dle Lancefieldové, ale

ptislusny druh nemusi byt spravné.

4.3.5.1 Pracovni postup

a)

b)

d)

Ptipravime si plotny s vykultivovanymi bakteriemi, MALDI desticku, klicky
nebo dievéna paratka knaneseni kolonie, MALDI matrici, pipetu
S jednorazovymi Spickami a zdznamovy arch.

Na zdznamovy arch si zapiSeme Cislo plotny a mizeme pfidat i pozndmku
o odebrané kolonii.

PtisluSnou kolonii odebereme pomoci klicky nebo péradtka a naneseme
do malého kruhového prostoru, na desticce. Desticka ma kromé nanasecich
ploch ¢iselné a pismenné oznafeni. Ve vodorovném smeéru jsou dCisla a
ve svislém pismena, coz je tam kvuli piehlednosti. Pro jesté lepsi orientaci je
stejné€ oznacen 1 zaznamovy arch.

Po naneseni vzorkd na desticku Si vezmeme pipetu se $pickou, do ni nabereme
1p MALDI matrice a pfiddme na vzorek. Na kazdy naneseny vzorek pouzijeme
novou $picku, abychom ptedesli kontaminaci.

Matrici nechame zaschnout a desticku vlozime do pfistroje, kde zapiSeme nove
vlozené vzorky a spustime méfeni. Béhem nekolika minut ndm pak pfistroj
poskytne vysledky. Tyto vysledky jsou softwarem pfistroje uchovany jeden den
(35).
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4.3.5.2 Postup cisténi MALDI desticek

MALDI desticky lze opakované pouzit. VEtSinou se vyuzivaji, dokud je na nich

volny nanéseci prostor, a poté jsou ¢istény dle vlastniho postupu.

4.35.2.1 Postup

a)

b)

Desticku vlozime do misky a jeji povrch polejem 70 % etanolem, ktery nechame
pusobit 5 minut (35).

Etanol opldchneme pod tekouci horkou vodou, otfeme ubrouskem namocenym
do 70 % etanolu a cely proces opakujeme (oplachnout a otfit). Pii suSeni se
ubrousek jiz nenamaci do etanolu (35).

Dalsi praci provadime v digestofi a vyuzivame rukavic (35).

Desticku pokryjeme 100 pl 80 % kyseliny trifluoroctové (TFA) a poté pecliveé
vSechny plochy otfeme ubrouskem. (35)

Destic¢ku nechame alespon 15 minut schnout - pfi laboratorni teploté (35).
Zkontrolujeme, zda na desti¢ce nezustaly néjaké necistoty a vlozime ji do obalu,

aby byla ptipravena k dalsimu pouziti (35).

4.4 Postanalyticka faze

Laboratof garantuje dodani vytisténych vysledki, zadateli o vySetieni, do 48 hodin.

Do vlastnich rukou vysledek dostane jen samoplatce, ktery sviij vzorek dorucil

do laboratofe osobné¢ a na zadance je jasné uvedeno, ze si vysledek osobné vyzvedne.

Vysledkovy list je mu vydan po prokazani totoznosti (20).
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5. Vysledky

V kapitole vysledky graficky zpracovavam udaje ziskané z informacniho systému
LIS, v Laboratoti Synlab Ceské Budg&jovice. Tyto zpracované hodnoty vypovidaji o
Cetnosti vyskytu beta-hemolytickych streptokokti béhem roku 2013

5.1 Souhrnné udaje o poctu streptokokii za rok 2013

Do tabulky 1 jsem vlozila v§echny ziskané udaje, ty jsem poté vyuzila pii tvorbé
nasledujicich tabulek a grafi. Konkrétné obsahuje absolutni pocty jednotlivych typt
beta-hemolytickych streptokokl, za jednotlivé mésice, knimz jsem dopocitala
procentudlni zastoupeni téchto bakterii. VSechny sloupce jsou doplnény o tadek

s celkovymi hodnotami.

Graf 1 je skladanym sloupcovym grafem vytvofenym pomoci absolutnich hodnot
ze souhrnné tabulky (Tabulka 1). Znazorfiuje =zastoupeni beta-hemolytickych

streptokokt v jednotlivych mésicich.

Graf 1: Zastoupeni jednotlivych beta-hemolytickych streptokoki béhem roku 2013

400 -
350 -~ -
>8 250 T — | —-—
Q —
‘c 200 |
5 150 | —
§ —
o 100 -
<
50 -
0 1 T T T T T T
Q N Q Q Q Q O ST Qo > <
3 Q < e < < e e ? & 2 e
Q/ N J&'\, X & Q}A 4"’0 & A\ D K BN
ETypA ETypB mETypC ETypF Typ G

Zdroj: LIS mikrobiologické laboratofe Synlab v Ceskych Budg&ovicich; vlastni zpracovani
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Tabulka 1: Souhrnna tabulka

Druh A
streptokoka
Meésic Absolutné Rel(%/t;)v "€ | Absolutné Rel(%/t;;/ "€ | Absolutng Rel(%/t;;/ s Absolutné Rel(z;};)v it Absolutné Rel(z;};)v it
Leden 310 11 4 6 12 6 0 0 21 10
Unor 227 8 6 9 0 0 0 0 18 9
Bi'ezen 279 10 4 6 12 6 0 0 21 10
Duben 248 9 9 13 34 16 0 0 20 10
Kvéten 281 10 3 4 26 12 5 22 19 9
Cerven 301 10 5 7 23 11 2 9 17 8
Cervenec 160 6 7 10 18 8 1 4 9 4
Srpen 143 5 6 9 14 6 1 4 10 5
Zavi 178 6 8 11 19 9 2 9 17 8
Rijen 217 8 10 14 7 3 5 22 19 9
Listopad 285 10 6 9 41 19 6 26 20 10
Prosinec 242 8 2 3 12 6 1 4 12 6
Celkem 2871 100 70 100 218 100 23 100 203 100

Zdroj: LIS mikrobiologické laboratofe Synlab v Ceskych Bud&jovicich; vlastni zpracovani
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5.2 Procentuilni zastoupeni jednotlivych beta-hemolytickych streptokokii
v roce 2013

Tabulka 2 je zakladem pro vytvofeni grafu 2. Ten piedstavuje procentudlni

zastoupeni jednotlivych beta-hemolytickych streptokokii v roce 2013.

Tabulka 2: Absolutni a relativni pocty

Typ Absolutné Relativné (%)
A 2871 85
B 70 2
C 218 6
F 23 1
G 203 6
Celkem 3385 100

Zdroj: LIS Synlab; vlastni zpracovani

Graf 2: Procentualni zastoupeni
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Zdroj: LIS mikrobiologické laboratofe Synlab v Ceskych Bud&jovicich; vlastni zpracovani
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5.3 Zavislost vyskytu beta-hemolytickych streptokokii na roénim obdobi

Graf 3 je znazornénim zavislosti vyskytu beta-hemolytickych streptokoki
na ro¢nim obdobi. Data vychazeji z hodnot v tabulce 3. Absolutni pocty jsem vytvofila
sectenim vSech hodnot z jarnich (duben, kvéten, Cerven), letnich (Cervenec, srpen, zafi),

podzimnich (fijen, listopad, prosinec) a zimnich mésict (leden, tinor, biezen).

Tabulka 3: Celkovy pocet beta-hemolytickych streptokoki za jednotliva obdobi

Obdobi Absolutni pocet
Jaro 933
Léto 593
Podzim 885
Zima 914

Zdroj: LIS Synlab; vlastni zpracovani

Graf 3: Zavislost vyskytu beta-hemolytickych streptokokii na roénim obdobi
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Zdroj: LIS mikrobiologické laboratofe Synlab v Ceskych Bud&jovicich; vlastni zpracovani
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6. Diskuse

V kapitole vysledky jsem graficky zpracovala informace o poctu jednotlivych
druht  beta-hemolytickych streptokokti za rok 2013. Hodnoty jsem ziskala
z informaéniho systému LIS v mikrobiologické laboratofi Synlab Ceské Bud&jovice.
Kli¢ovym materialem zde byl vytér z krku.

Cilem mé bakalarské prace je odliSeni Streptococcus pyogenes od ostatnich
beta-hemolytickych streptokokd. Streptococcus pyogenes se vyznacuje malymi
Sedavymi koloniemi s vyraznou hemolyzou a oko zkuseného mikrobiologa jej vétSinou
na prvni pohled rozeznd od ostatnich druht, ale o spravnosti diagnézy je tieba se
presvédcit pomoci latexové aglutinace, ptfipadné za poziti MALDI Biotyper, ktery
funguje na principu hmotnostni spektrometrie.

Odliseni Streptococcus pyogenes od ostatnich typi beta-hemolyzujicich
streptokoku je dulezité, kvili jeho vysoké patogenité. Je hlavni pfi¢inou bakteridlnich
tonzilitid a jeho pfitomnost mize vést i ke vzniku komplikaci, hlavné u osob
s nelécenou infekci, nebo také pii nedostatecné 1é¢bé.

Ostatni typy beta-hemolytickych streptokoky maji podobné nasledky,
jen Streptococcus agalacticae je feSen spiSe v souvislosti s téhotnymi Zenami a
novorozenci.

Pii zpracovani vysledkd ziskanych vyzkumnou c¢innosti jsem vychazela
ze stanovenych hypotéz, podle nichZ jsem vytvarela grafy a tabulky:

H1: Vyskyt beta-hemolytickych streptokokt je béhem roku rovnomérny (stejny).

H2: Streptococcus pyogenes pievazuje nad ostatnimi typy beta-hemolytickych
streptokokdl.

Jako zaklad pro zpracovani vysledkli vyzkumu jsem vytvofila shrnujici tabulku
(Tab. 1), z které jsem vychazela pii tvorbé grafu a prislusnych tabulek. Pokracovala
jsem vytvofenim grafu (Graf 1), jenz shrnuje hodnoty o poctu jednotlivych typa
beta-hemolytickych streptokok v jednotlivych mésicich, k tomuto znazornéni jsem
vyuzila sklddany sloupcovy graf. Diky tomuto schématu mohu ziskat odpovéd’ na prvni
hypotézu, ktera tika, Zze vyskyt beta-hemolytickych streptokokl je ve vSech obdobich

roku shodny. Dle grafu hodnot, ale tuto hypotézu musime zamitnout, jelikoz je z néj
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jasné patrné, ze v urcitych obdobich roku je vyskyt téchto streptokokd vyrazné nizsi,
konkrétné v letnich mésicich (Cervenec, srpen, zafi), poté se jejich pocet postupné
zvysuje, nejspise vlivem chladné€jsiho pocasi.

Z t€¢hoz schématu si mizu vyvodit odpovéd’ i na druhou hypotézu, jelikoz k jejich
znazornéni jsem vyuzila sloupcovy graf skladany. Ten jasné potvrzuje druhou hypotézu,
protoze ve vSech zaznamenanych obdobich, pocet Streptococcus pyogenes vyrazné
prevySuje jiné typy. Jesté 1épe jsem si odpovéd’ na tuto hypotézu vyvodila z grafu ¢. 2,
ktery ukazuje procentualni zastoupeni jednotlivych beta-hemolytickych streptokoki
za rok 2013. Kdybych chtéla byt konkrétnéjsi, tak typ A, tedy Streptococcus pyogenes,
zaujima 85% celkového poctu diagnostikovanych beta-hemolytickych streptokokd, typ
C a G po 6% celkového poctu ptipadu, typ B je zachycen ve 2 %, jelikoz mnohem
Castéji se naléza v urogenitalnim traktu Zen, a typ F tvofi jen 1% z celkové hodnoty.

S odkazem na prvni hypotézu, kterou jsem vyvratila pomoci grafu 1, jsem chtéla
vytvotit schéma, které vystihne pokles, nebo naopak riust poctu beta-hemolytickych
streptokokt v zavislosti na roénim obdobi. K tomuto ucelu jsem vyuzila spojnicového
grafu (Graf 3), jehoz kiivka jasné ukazuje vyrazny pokles v letnich mésicich
(Cervenec, srpen, zafi) a  postupny ndrGst s nastupujicim  podzimem
(fijen, listopad, prosinec), ktery pfetrvava az do jara (duben, kvéten Cerven), kdy zacina
opét klesat.

Jakékoliv porovnani vysledktl, které jsem ziskala z informacniho systému LIS
laboratof'e Synlab Ceské Bud&jovice, je pondkud obtizné, protoZze vyzkum zabyvajici se
vyskytem beta-hemolytickych streptokokti neexistuje. VétSina studii je zameéfena
na surveillanci invazivnich onemocnéni vyvolanych Streptococcus pneumoniae.
Tyto studie v nasi republice zajistuje Ndrodni referencni laborator pro streptokokové
ndkazy, ktera spada pod Stdatni zdravotni ustav, ta muze, v ptipadé potieby, zajistit
surveivallenci onemocnéni vyvolanych S. pyogenes a S. agalacticae vyvolavajici
novorozenecké choroby (36).

V zahrani¢i je vyzkum zaméten podobnym smérem. Presnéji se zabyvaji zachytem
invazivnich chorob a imrti zpisobenych S. pneumoniae, S. pyogenes a S. agalacticae

(8).
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Rozhodla jsem se tedy porovnat zpracované hodnoty z roku 2013 s vysledky za rok
2012, ziskané v téze laboratoii. Vytvortila jsem tabulky a grafy podobné jako u roku
2013 a srovnavala.

Ze zpracovanych dat za rok 2012 bych mohla vyvratit domnénku o rovhomérném
vyskytu beta-hemolytickych streptokokt (viz ptiloha 7) a potvrdit prevazujici vyskyt
S. pyogenes nad ostatnimi typy (viz piiloha 8), stejné jako v roce 2013. Dokonce
1 procentudlni zastoupeni je velmi podobné. V roce 2012 procentudlni zastoupeni
S. pyogenes cinilo 83% a v roce 2013 85%, vyskyt typu B a F je totozny, autypu Ca G
se objevuje mirna vychylka, typ C je v roce 2012 zachycen v 9 % piipadd a typ G jen
V 5 %.

Porovnani zavislosti vyskytu téchto streptokokii na ro¢nim obdobi, Vv obou
srovnavanych letech, je ve vysledku skorem totozné. Jedina vychylka je v celkovém
poctu ptipadi, kterych je v roce 2013 0 2% mén¢ nez v roce 2012.

V zavéru bych chtéla nastinit potfebu studii zamétujicich se na vyskyt jednotlivych
druhii beta-hemolytickych streptokokli, coZ by mohlo prospét v prevenci nékaz

zpusobenych témito streptokoky.
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7. Zavér

Do bakalarské prace jsem zahrnula celkovy postup pii laboratorni diagnostice
beta-hemolytickych streptokoku, vyuzivany v bézné praxi, a zhodnotila mnozstvi téchto
streptokoktt za rok 2013, které¢ byly urCeny v mikrobiologické laboratofi Synlab

Ceské Budgjovice.

Vysledkem mého vyzkumu bylo zjisténi, Ze naprosta vétSina analyzovanych vzorka
obsahovala bakterii S. pyogenes, ktera je hlavni pfi¢inou bakterialnich tonzilitid. AvSak
nelécenou infekei. Ty se diive projevovaly jako nedomykavost chlopni a tfesy hlavy.
S néastupem penicilinu se vsak jejich vyskyt rapidné snizil a proto by bylo prospésné,
vytvofit vyzkum zaméfeny na beta-hemolytické streptokoky. Ten by probihal jako
sentinelova studie v rdmci vybranych pracovist po celé republice. Sbirand data by
mohla prispét k vytvoteni opatfeni zamétenych na osvétu bézného obyvatelstva, jelikoz

mnoho lidi netusi, co jim neléena infekce mize zpusobit (36).
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Priloha 5: Extrakéni roztoky k latexové aglutinaci
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Zdroj: LIS mikrobiologické laboratofe Synlab v Ceskych Budgjovicich; vlastni zpracovéni

Priloha 8: Zastoupeni beta-hemolytickych streptokokii v roce 2012
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