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Abstrakt

S. agalactiae je béZznym komenzalem v nosohltanu, pochvé a travicim traktu. Pravé
travici trakt je povazovan za velmi pravdépodobny zdroj vagindlni kolonizace. Osidleni
touto bakterii je v mnoha pfipadech asymptomatické. S. agalactiae zptsobuje fadu
infek¢nich onemocnéni u novorozencu a je vedouci pii¢inou neonatadlni morbidity a
mortality. Pfenos probiha vertikdln€é z kolonizované matky na plod. Potencialnim
zdrojem GBS infekci miize byt také mateiské mléko. Tento druh pfenosu je vSak velmi
ojedinély. S. agalactiae vyvolava infekce nejen u novorozenci, ale také u dospélych,
pfedevsim u osob starSich a osob s probihajicim jinym onemocnénim.

V teoretické Casti jsem se zaméfila na dosavadni poznatky o S. agalactiae, na
novorozenecké GBS infekce a moznosti jejich prevence. Dale jsem zhodnotila soucasné
moznosti identifikace a diagnostiky S. agalactiae, vcetné stanoveni citlivosti
k antibiotikiim. Nastinila jsem soucasnou situaci zvysujici se rezistence S. agalactiae
k makrolidim a linkosamidiim a popsala situaci v n¢kolika riznych zemich.

Praktickou &ast jsem provadéla na bakteriologickém oddé&leni Nemocnice Ceské
Bud¢jovice, a.s., kde jsem se zabyvala celym procesem identifikace a diagnostiky S.
agalactiae. Nejprve jsem provedla kultivaci, poptipadé také piipravu preparatu pro
mikroskopické hodnoceni. Déle jsem identifikovala S. agalactiae pomoci CAMP testu,
latexové aglutinace nebo metodou hmotnostni spektrometrie MALDI — TOF. U kmenti
identifikovanych jako S. agalactiae byla provedena citlivost k antibiotikim metodou
diskového difuzniho testu. VeSkeré prace jsem provadéla pod odbornym dohledem
svého vedouciho bakalafské prace a pracovnikii laboratofe podle standardnich
operacnich postupti.

Dalsi cast mé prace je vénovana vysledklim. Jejich statistickym zpracovanim jsem
zjistila kolonizaci S. agalactiae v populaci t€hotnych zen. Zaméfila jsem se také na
rozlozeni jednotlivych sérotypi této bakterie u novorozenci. U kazdého kmene
izolovaného od te¢hotnych Zen i novorozencti jsem zhodnotila jeho citlivost k penicilinu,

ampicilinu, erytromycinu a klindamycinu.



Praxi v laboratofi se ukédzalo, Ze nejcastéji uzivanymi metodami pro identifikaci S.
agalactiae jsou CAMP test a hmotnostni spektrometrie MALDI — TOF. Latexova

aglutinace se dnes piili$ Casto nevyuziva.

Klicova slova: S. agalactiae, GBS infekce, rezistence K antibiotikiim, distribuce

sérotypt, kolonizace



Abstract

S. agalactiae are common commensals of the nasopharynx, vagina and
gastrointestinal tract. Now digestive tract is considered a very likely source of vaginal
colonization. Colonization by the bacteria is in many cases asymptomatic. S. agalactiae
causes a variety of infections in neonates and is a leading cause of neonatal morbidity
and mortality. Transmission takes place vertically from colonized mother to fetus. A
potential source of GBS infections may also be mother's milk. This type of transmission
Is very rare. S. agalactiae infection induces not only in neonates but also in adults,
particularly in older persons and persons with other ongoing disease.

In the theoretical part, 1 focused on the current knowledge about S. agalactiae,
neonatal GBS infections and their prevention options. Then | assess current possibilities
of identification and diagnostics of S. agalactiae, including the determination of
antibiotic susceptibility. | outlined the current situation of the increasing resistance of S.
agalactiae to macrolides and lincosamides and described the situation in several
different countries.

The practical part is performed on bacteriological department Ceske Budejovice
Hospital, a.s. where | dealt with the whole process of identification and diagnostics of S.
agalactiae. Firstly 1 did cultivate, or also preparing specimens for microscopic
evaluation. I also identified S. agalactiae using CAMP assay, latex agglutination method
or MALDI - TOF. For strains identified as S. agalactiae was performed for antibiotic
sensitivity by the disc diffusion test. All the work | carried out under the supervision of
the head of his thesis and laboratory staff according to standard operating procedures.

Part of my work is devoted to the results. Their statistical processing, I found the
colonization by S. agalactiae in a population of pregnant women. | also concentrated on
the distribution of individual serotypes of this bacterium in newborns. For each strain
isolated from pregnant women and infants | assess its sensitivity to penicillin,
ampicillin, erythromycin and clindamycin.

The practice in the laboratory showed that the most frequently used methods for
identification of S. agalactiae are CAMP test and MALDI - TOF mass spectrometry.

Latex agglutination today too often used.



Key words: S. agalactiae, GBS infection, resistance to antibiotics, the distribution of

serotypes, the colonization
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1 Uvod

Téma mé bakalaiské prace jsem si zvolila, jelikoZ mé zajima rozsifeni S. agalactiae
Vv populaci t€hotnych zen a novorozenct v JihoCeském kraji. Dale jsem chtéla zhodnotit
moznosti diagnostiky a identifikace této bakterie v biologickém materidlu Nemocnice
Ceské Bud¢jovice, a.s.

S. agalactiae je beta — hemolyticky grampozitivni streptokok, ktery patiéi do
serologické skupiny B. Tento streptokok je béznym komenzilem v travicim traktu,
nosohltanu mnoha lidi a u zen kolonizuje také pochvu. U novorozenct kolonizovanych
od matek vSak mize vyvolat velmi vazna onemocnéni. Od roku 1970 je S. agalactiae
stale vedouci pfi¢inou neonatdlni morbidity a mortality, pfestoze vyskyt neonatalnich
infekci vyrazné poklesl. S. agalactiae muze také zptusobovat infekce u dospélych zen
(t¢hotnych i netéhotnych) a muzi.

Terapie onemocnéni vyvolanych timto streptokokem spoc¢ivd v podavani antibiotik,
nejCastéji penicilinu nebo ampicilinu, pfipadné erytromycinu nebo klindamycinu.
Preventivné lze snizit vyskyt neonatdlnich infekci screeningen t¢hotnych zen na S.
agalactiae mezi 35. a 37. tydnem t&hotenstvi a v€éasnym podanim antibiotik béhem
porodu.

Cilem praktické ¢asti mé prace je izolace S. agalactiae z biologického materialu
té¢hotnych zen a novorozencti a identifikace této bakterie metodou hmotnostni
spektrometrie MALDI — TOF, latexovou aglutinaci a CAMP testem. VSechny metody
jsou velmi spolehlivé. Nejcasteji pouzivanou metodou je CAMP test, jehoz citlivost pro
identifikaci S. agalactiae ¢ini 98 %. Dalsim cilem je u vSech bakterii identifikovanych
jako S. agalactiae zhodnotit stav jejich citlivosti k jednotlivym antibiotikim. Globalné
se zvySuje rezistence S. agalactiae predevsim ke klindamycinu a erytromycinu. V této
praci se zaméfim na hodnoceni citlivosti S. agalactiae k penicilinu, ampicilinu,
klindamycinu a erytromycinu. Dale se budu zabyvat distribuci sérotypt S. agalactiae

V populaci infikovanych novorozenct.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Rod Streptococcus

2.1.1 Morfologie

Bakterie rodu Streptococcus patii do celedi Streptococcaceae. Jednd se o
grampozitivni koky vyskytujici se v fetizcich. Jednotlivé koky maji okrouhly az ovoidni
tvar. Streptokoky netvoii spory a nejsou pohyblivé. (7) Jsou fakultativné anaerobni, coz

znamena, ze rostou lépe v piitomnosti kysliku, ale mohou rist i bez jeho pfitomnosti.

3)
2.1.2 Klasifikace

2.1.2.1 Klasifikace odvozenda 7 typu hemolyzy na krevnim agaru

alfa-hemolytické streptokoky

Tyto streptokoky maji pod koloniemi a v jejich okoli na krevnim agaru (KA)
nazelenalé zbarveni. Toto zbarveni je zplsobené preménou cerveného hemoglobinu na
zeleny verdoglobin a nékdy je oznaCovéano terminem viridace. Proto se také streptokoky

této skupiny oznacuji jako viridujici. (7)
beta-hemolytické streptokoky

Streptokoky této skupiny Upln€ rozrusuji membranu erytrocytll obsazenych v KA.
Jejich kolonie jsou obklopené tiplnou hemolyzou, coZ se projevuje jako zéna tplného
vyjasnéni okolo kolonii. (7) Hemolyza je zplsobena rozpustnym hemolyzinem (u
streptokokll nazyvan jako streptolysin), ktery streptokoky produkuji. Produkuji dva typy
streptolysind. Streptolysin O, coz je uplny antigen, ktery vyvolava tvorbu protilatek
(ASLO - antistreptolysin O) a streptolysin S, coz je neliplny antigen a tvorbu protilatek

nevyvolava.
gama-hemolytické streptokoky

Vzhled KA se v okoli kolonii téchto streptokokti neméni, jelikoz nevykazuji zadnou

hemolyzu. (7)
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2.1.2.2 Klasifikace podle Lancefieldové

Beta-hemolytické streptokoky maji ve své bunécné sténé polysacharid C. Podle
typu polysacharidového antigenu pak tyto streptokoky délime do serologickych skupin.
Jednotlivé antigeny 1 skupiny jsou oznaCovany pismenem A-V, pii¢emz A-G jsou spiSe

lidské kmeny a H-V spise zviteci. (2)
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2.2 Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae je opouzdieny a patii do serologické skupiny B. Tvofi
dlouhé fetizky. Jednotlivé koky jsou kulaté nebo ovalné o velikosti 0,6 — 1,2 um. (7)
Prestoze na KA tvoii drobné kolonie obklopené neuplnou hemolyzou (nejedna se ale o
viridaci), fadi se S. agalactiae mezi beta — hemolytické streptokoky. Malé procento
kmeni nevykazuje na KA Zadnou hemolyzu. Kolonie S. agalactiae jsou vétsi nez
kolonie Streptococcus pyogenes a jsou mazlavé. Za anaerobnich podminek muze
Streptococcus agalactiae tvofit zluty az oranzovy pigment. Patii mezi streptokoky
pyogenni, coz znamend, ze vyvolava hnisani. Zptisobuje mastitidu u hovéziho dobytka a

je také ptivodcem velmi zdvaznych onemocnéni u ¢loveka, pfedevsim u novorozenci.

()

2.2.1 Antigenni struktura

S. agalactiae obsahuje skupinové specificky polysacharidovy antigen B. (2) Kromé
tohoto antigenu obsahuje jesté dalsi typové specifické, Casto polysacharidové antigeny,
které jsou nazyvany jako pouzderné neboli kapsuldrni. Tyto antigeny jsou oznacovany
nasledovné: Ia, Ib, I1, 111, IV, V, VI, VII, VIII, IX. (5)

Podle pouzdernych antigenli rozliSujeme 10 sérologickych typt, které jsou velmi
vyznamné pro epidemiologii. (5) Epidemiologické rozdéleni téchto sérotypl se muze
lisit v zavislosti na geografické oblasti, profilu studované populace a zdroji izolovanych
bakterii. (9)

U tehotnych Zen a novorozenci s céasnym GBS (Group B Streptococcus)
onemocnénim prevladaji sérotypy la, Ib, II, III, a V. (5, 14) Dilezity je sérotyp V,
jelikoz vice neZ polovina kmenti tohoto sérotypu vykazuje rezistenci k erytromycinu.

@)

14



2.2.2 Virulence

S. agalactiae ma mnoho faktort virulence. Patii mezi né povrchové proteiny, toxiny
a hydrolytické enzymy.

Povrchové proteiny funguji vétSinou jako adheziny, coz muze napomahat uniku
obrannym imunitnim mechanismtim hostitele. Zastupci téchto povrchovych proteint
jsou Cb5a peptidazy, laminin vazajici protein a alfa a beta podjednotky proteinu C a Rib
proteinu.

S. agalactiae také vylucuje fadu toxint, naptiklad beta-hemolyzin, hyaluronidazu
nebo CAMP faktor. Tyto toxiny usnadiiuji vstup bakterie do hostitelské bunky a

podporuji jeji nitrobunééné prezivani. (35)

2.2.3 Patogenita

S. agalactiae je potencialné patogenni bakterie. Je to bézny komenzal v nosohltanu,
pochvé a gastrointestinalnim traktu u 10 — 40 % zdravych dospélych. (6)
Gastrointestinalni trakt je pfirozenym rezervoarem S. agalactiae a je pravdépodobnym
zdrojem vaginalni kolonizace. (17) Po celém svét€é jsou znamé asymptomatické
kolonizace touto bakterii. (23)

V roce 1920 byl S. agalactiae uznan jako puvodce mastitidy u skotu. (14) V roce
1970 se stal vedouci pfi¢inou neonatilni morbidity a mortality v USA, kde ptipady
umrti sahaly az k 50 %. (17)

S. agalactiae zpusobuje celou fadu infekci, pfedev§im novorozenecké sepse,
meningitidy, pneumonie, infekce m&kkych tkani a mocového ustroji. (15) V poslednich
desetiletich je také pfi¢inou fady invazivnich onemocnéni u dospélych jedinct, zejména
u starSich osob a osob s jiz probihajicim onemocnénim, jako je napiiklad diabetes

mellitus. (35)
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2.2.3.1 Patogenita u novorozencii

S. agalactiae je stale hlavni pfi¢inou neonatalni morbidity a mortality, ackoliv podle
udaji CDC vyskyt neonatalnich infekci za poslednich 15 let poklesl a to z 1,7
piipadi/1000 zivé narozenych déti na 0,34 - 0,37 piipadii/1000 Zivé narozenych déti.
(21)

S. agalactiae se pienasi vertikaln¢ z kolonizované matky na plod béhem porodu.
Touto cestou pienosu od kolonizovanych matek se nakazi 30 — 70 % novorozencu. (14)
Vaginalni kolonizace u téhotnych Zen se podle CDC pohybuje mezi 10 — 30 % a lisi se
podle geografickych oblasti, etnickych skupin a véku. U kolonizovanych zen muze tato
bakterie zpusobit klinické infekce, vétsina téchto zen ovSem zadné ptiznaky infekce
nema. 2 — 4 % téhotenstvi jsou komplikovana mocovymi infekcemi zplsobenymi S.
agalactiae. Pfitomnost bakteriurie v jakékoliv koncentraci zna¢i silnou vaginalni
kolonizaci. T¢hotnym zenam s bakteriurii by se mélo dostat chemoprofylaxe a u
takovych uz neni nutny screening na S. agalactiae. (17) Pokud je v priab&hu téhotenstvi
zahajeno pieléceni infekce, riziko onemocnéni novorozence se nijak nesnizuje, jelikoz
az 70 % Zzen je kolonizovano znovu. Riziko pfenosu sniZuje az intrapartalni podani
antibiotik.

Za potencialni zdroj novorozeneckych GBS infekci je povaZzovano 1 matetskeé
mléko. Bylo v§ak zjisténo jen nékolik malo pfipadi pfenosu S. agalactiae z mateiského
mléka na novorozence.

V roce 2013 probihala v Ceské republice, konkrétné v Thomayerové nemocnici
v Praze, studie, ktera prokazala vyskyt S. agalactiae ve dvou z 243 testovanych
matefskych mlék. Prestoze S. agalactiae byl u téchto zen prokazan v matefském mléce,
vaginalni vytéry byly GBS negativni. (29)

V zéavislosti na ¢asovém faktoru rozvoje infekce se u novorozencii rozliSuji dvé

skupiny onemocnéni — ¢asné a pozdni infekce.
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Casné infekce

Tyto infekce postihuji 1 — 4/1000 novorozenct, kteii se narodili kolonizovanym
matkam. U téchto déti je riziko rozvoje Casné infekce 25 krat castéjsi nez u déti, které se
narodily nekolonizovanym matkam. (14) Duvodem je hlavné vertikalni pifenos S.
agalactiae, ktery mize byt pti¢inou intrauterinni infekce. Bakterie se §ifi vzestupné
Z pochvy a novorozenec muze vdechnout kontaminovanou plodovou vodu. (17) Tomuto
vétsSinou predchazi predcasny odtok plodové vody trvajici déle nez 18 hodin,
protahovany porod nebo horecka u matky béhem porodu. DalSimi rizikovymi faktory
zvysSujicimi vznik ¢asného onemocnéni novorozenctu jsou GBS bakteriurie béhem
t¢hotenstvi, porod pted 37. tydnem tehotenstvi, nizké hladiny matefskych protilatek
proti kapsularnim antigenum S. agalactiae, nizky vék matky, hispansky a afroamericky
puvod a matetsky diabetes mellitus. Rizikovym faktorem je také pfedchozi porod ditéte
s ¢asnou infekci vyvolanou S. agalactiae. (14)

Infekce se projevi do patého dne Zivota, pfiCemz zacatek projevi je vétSinou mezi
20 a 48 hodinami. V klinickém obraze dominuje respiraéni insuficience s pneumonii,
sepse a meningitida. Novorozenec zvraci, ma tachykardii, poruchy dychani, byva
hypotonicky a cyanoticky. Progndza je Spatna a vice jsou ohrozeni nezrali novorozenci.

Letalita u téchto infekci je az 60 %. (6)

Pozdni infekce

Cetnost vyskytu pozdnich infekci je 0,5/1000 Zivé narozenych déti. Projevuji se
mezi sedmym dnem a Ctvrtym mésicem Zivota. Onemocnéni probiha pod obrazem
hnisavé meningitidy a od meningitid zptisobenych jinymi patogeny ji nelze rozlisit. U
infekei s fulminantnim pocatkem je poSkozena centrdlni nervova soustava a stoupa
mortalita.

Dalsimi projevy pozdnich infekci jsou hnisava artritida, osteomyelitida, pleuritida,

konjunktivitida a dalsi. (6)
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2.2.4 Prevence

V roce 1996 CDC doporucilo dvé strategie identifikace matek kolonizovanych S.
agalactiae. Prvni strategii byla identifikace matetfskych rizikovych faktort a druhou
provedeni kultivace z rektovaginalniho vytéru t€hotné Zeny odebraného mezi 35. a 37.
tydnem téhotenstvi. V roce 2002 dalo CDC ptednost druhé strategii. Toto doporuceni
vychézelo ze skutecnosti, ze kultivaci se zabranilo vzniku 86 % pfipadi casného
onemocnéni novorozencii, kdezto pfi spolehnuti se pouze na identifikaci rizikovych
faktori to bylo jen 68,8 % ptipadi, kterym bylo touto strategii zabranéno. (14)

Screening te€hotnych zen na kolonizaci S. agalactiae se provadi mezi 35. a 37.
tydnem téhotenstvi. Pfesnost screeningu zavisi pravé na provedeni vytéru v tomto
obdobi a dale také na anatomickém misté stéru. Stér dolni tfetiny pochvy a nésledné z
rekta je podstatné vyznamnéjsi nez stér z dé€lozniho ¢ipku. Neméné diileZita je presnost
mikrobiologickych metod a zkuSenosti laboratofe. (17) Vysledek screeningového
vySetfeni je zndm do 48 hodin a jeho validita je 5 tydnli po odbéru. Pokud by byl
vysledek pozitivni, 1€kati tuto skute€nost musi uvést do t€hotenského pritkazu, véetné
citlivosti k antibiotiktim a pacientku musi uvédomit o svém stavu. (20)

Dalsi metodou prevence je intrapartalni antibioticka profylaxe kolonizovanych zen.
Antibiotikem prvni volby je penicilin. Alternativnim antibiotikem je ampicilin. U Zen
alergickych na penicilin a Snizkym rizikem anafylaxe se doporucuje podavat
cefalosporiny 1. generace (cefazolin, cefalotin). Pokud hrozi vysoké riziko anafylaxe,
jsou vhodnymi antibiotiky klindamycin nebo erytromycin. Vankomycin je vyhrazen pro
zeny s vysokym rizikem anafylaxe a rezistenci k jinym antibiotikim. (20, 19)

Oc¢kovani téhotnych Zen by mohlo zabranit casnym GBS sepsim u novorozenct.
Dale by také mohlo zvysit transplacentarni prenos protilatek proti S. agalactiae na plod
a omezit matefskou kolonizaci. (11) Dilezité je charakterizovat rozlozeni sérotypu S.
agalactiae v ruznych svétovych regionech, jelikoz konjugované vakciny s GBS
kapsularnim proteinem jsou sérotypové specifické. Tato moznost prevence je zatim
predmétem zkoumani. (10) Ve vyvoji je ockovani proti péti sérotypum (Ia, Ib, II, III a
V). Bylo totiz zjisténo, ze kmeny S. agalactiae nesouci tyto kapsularni proteiny (kromé

sérotypu Ib) jsou nejvyznamnéjsi pii¢inou GBS infekci jak u déti, tak u dospélych. (35)
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Dalsi moznost prevence tkvi ve vyuziti rychlych testd pro detekci S. agalactiae
Vv dobé¢ prasknuti plodové vody nebo v pocatku porodu, pokud by byly dostatecné citlivé
a specifické. Tyto testy nabizi vyhodu ve zjisténi GBS kolonizace u zen bez prenatalni
péce. (17) Rychlé testy ovSem vykazuji vysSi riziko vzniku fale$né¢ negativnich
vysledku, pouzivaji se tedy jen v pripadé ¢asové tisn€. (20) Existuje nékolik testd, které
jsou pouzitelné k rychlé detekci S. agalactiae. VétSina z nich je zaloZzena na principu
PCR (polymerazové tfetézové reakce). Nékteré z dalSich rychlych testii jsou zaloZzeny na
pfimém prikazu antigenu S. agalactiae pomoci metod zalozenych na latexové

aglutinaci. Citlivost téchto metod se pohybuje kolem 65 %. (27, 32)
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2.3 Biologicky material odebirany pro izolaci S. agalactiae
Za ucelem screeningu S. agalactiae se provadi vytér z pochvy nebo rektovaginalni

vytér. (37) Odbér se provadi z postrannich stén dolni tietiny pochvy a posléze z rekta.
(17) Po odbéru jsou vzorky vlozeny do vhodné transportni pudy, napiiklad do
Amiesovy nebo Stuartovy pudy.

S. agalactiae Ize izolovat také ve vytérech z uretry, stérech z vulvy, nebo cervixu.
Material mize byt do laboratofe zaslan na vytérovych tamponech suchych nebo
Vv transportni pud¢. (37)

Mezi dalsi biologické materialy, ze kterych se S. agalactiae izoluje, patii mog,
likvor, hemokultura, sekret z dolnich cest dychacich, vytér z ucha, vytér z dutiny Gstni a

stér z axilly. Nékdy se S. agalactiae izoluje také z pupecnikové krve.
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2.4 Diagnostika a identifikace S. agalactiae

241 Kultivace

Kultivace je nejdilezitéjsi diagnostickda metoda pfimého prikazu bakterii a je
povazovana za zlaty standard pro detekci S. agalactiae z rektovaginalniho vytéru. Pfi
kultivaci se ¢asto izoluje vice druhti bakterii. U rektovagindlnich a poSevnich vytéra je
izolace vice druhti bakterii velmi pravdépodobna, proto se vyuzivaji selektivni pudy,
které maximalizuji izolaci S. agalactiae a zabranuji pfertstani jinymi mikroorganismy.
Cilem kultivace je ziskat Cistou bakterialni kulturu.

Bakterie maji rizné naroky na kultivaci na zaklad¢ jejich rozdilného metabolismu.
Podminky kultivace zahrnuji dostatek zivin, vlhkost pidy (na polosuchych pudach
rostou bakterie malo, nebo viibec), optimalni pH ptdy, kultivaéni teplotu, atmosféru pro

kultivaci a délku kultivace. Primérna délka kultivace je 48 az 72 hodin.

2.4.1.1 Pidy pouzivané ke kultivaci S. agalactiae
Krevni agar

Krevni agar je béZzné pouzivanym izolatnim médiem pro vSechny typy vzork.
Diky ptitomnosti ov¢i krve lze prokazat hemolytické schopnosti bakterii. Rust bakterii
je podporovan Zivinami, které poskytuje smés peptoni a dalSimi Zivinami pfispiva i

krev. (36)

CNA agar
Jedna se o selektivni médium pro grampozitivni bakterie. CNA agar je krevni agar
obohaceny o kolistin a kyselinu nalidixovou. Potlacuje riist vétSiny gramnegativnich

tycek vcetné rodt Proteus, Pseudomonas a Klebsiella. (4)
THCNA (Todd-Hewitt bujon + suplement CNA)

THCNA je selektivni tekutd pomnoZovaci pida obohacend o kolistin a kyselinu

nalidixovou. (37)

21



2.4.1.2 Pady pouZivané pro kultivaci dalSich mikroorganismii
Sabouraudova pida

Slouzi kizolaci kvasinek a vlaknitych hub ze vzorkd, které obsahuji smiSenou
bakteridlni a mykotickou fléru. Tento agar je Casto obohaceny o antibiotika gentamicin

a chloramfenikol, ktera inhibuji rist vétsiny bakterii. (36)

Cokoladovy agar s inhibi¢ni smési VCAT
Tato piida je selektivni médium pro izolaci patogennich neisserii, ve kterém je
pfitomna inhibi¢ni smés VCAT (vankomycin, kolimycin, amfotericin, trimethoprim),

ktera inhibuje rist vétSiny gramnegativnich bakterii. (36)

Cokoladovy agar s bacitracinem

Tento Cokoladovy agar se vyuziva pro izolaci hemofili. Obsahuje bacitracin, ktery
inhibuje rust vétsiny grampozitivich i gramnegativnich kok?. (36)
2.4.2 Mikroskopie

Mikroskopické techniky ndm umoziuji ziskat informace o morfologii a uspofadani
bakterii, dale také lze zjistit jejich velikost a nékteré bunécné struktury, jako je pouzdro
nebo spora. Morfologie a zpisob obarveni jsou pfedbéZznymi kritérii pro zafazeni
bakterie do spravné skupiny.

Mikroskopicky 1ze vySetfit pfimo infekéni material nebo kultury mikrobt, které se
z infek¢niho materialu podafilo kultivacné zachytit. Pfi podezieni na S. agalactiae se
preparat zhotovuje z kultury narostlé na agarovych pidach, tekuté kultury nebo
z klinickych vzorkd. Preparat je nutné pted prohlédnutim v mikroskopu ofixovat
plamenem nebo metanolem a obarvit. Pouziva se barveni podle Grama, které poskytuje
informace o barvitelnosti, velikosti, tvaru a vzdjemném uspotadani jednotlivych bunék.
Barvenim dle Grama Ize rozdé€lit bakterie na grampozitivni a gramnegativni.

Preparaty se obarvi dle Grama bud’ ru¢né, nebo v barvicim automatu.

Preparat se nejprve nabarvi bazickou krystalovou violeti, ktera se navaze na kyselé
skupiny jak gramnegativnich, tak grampozitivnich bakterii. Nasledn¢ je preparat moten

Lugolovym roztokem, coz je roztok jodu. Jo6d se navaze na krystalovou violet’ a vytvori
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precipitdit. Dale se preparat odbarvuje acetonem. Grampozitivni bakterie maji
membranu tvofenou Silnou vrstvou peptidoglykanu, kterda obsahuje mnozstvi
teichoovych kyselin. Diky témto vlastnostem nemé aceton na membranu vliv a burka si
uchovava tmavofialové zabarveni krystalové violeti. Membrana gramnegativnich
bakterii se skldda z vnitini vrstvy peptidoglykanu a vnéj$i vrstvy fosfolipidi a
polysacharidi. Aceton membranu narusuje a rozpousti komplex jodu a krystalové
violeti, kterd je z buniky vyplavena. Bunka je nésledné dobarvena karbolfuchsinem,
ktery ji dava Cervené zbarveni.

U preparatt z klinickych vzorkl se prohlizi celd plocha preparatu meandrovité pod

imerznim objektivem. Celkové zvétseni mikroskopu je 1 000 x. (37)

2.4.3 Biochemické reakce
Urceni biochemickych vlastnosti mikrobl se vyuZzivd v pfipadé, Ze je nelze

identifikovat podle morfologie a riistu. Dnes jsou pro tyto ucely vyrabény diagnostické
soupravy zaméfené na jednotlivé skupiny bakterii. (8)
2.4.3.1 Prukaz pritomnosti pyrolidonylpeptidazy

Tento enzymaticky test slouzi k prikazu pfitomnosti enzymu pyrolidonylpeptidazy.
Je pouzivan kodliSeni Streptococcus pyogenes a enterokokl, které jsou
pyrolidonylpeptidaza pozitivni, od S. agalactiae, ktery je pyrolidonylpeptidaza
negativni. Substratem v tomto testu je L — pyrolidonyl — b — naphtylamid. Substrat je
detekovanym enzymem hydrolyzovan. Pfidanim ¢inidla dimethylaminocinnamaldehydu

vznika z¢ervenani v testované oblasti. (37)

2.4.3.2 Stanoveni oxiddzové aktivity
Stanoveni se vyuZziva k detekci pfitomnosti enzymu cytochrom oxidazy. Za

ptitomnosti  kysliku  (atmosférického) dochazi k oxidaci ethfenylendiaminu
cytochromoxidazou, pfi€emz vznikne indofelova modf. Oxiddza pozitivni jsou nékteré
gramnegativni tycky a neisserie. Streptokoky vcetné S.agalactiae jsou oxidaza

negativni. (37)
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2.4.3.3 Kataliza
Pokud mikroorganismy produkuji enzym kataldzu, dokazi jejim ucinkem

hydrolyzovat peroxid vodiku na vodik a plynny kyslik. Reakce se projevuje bublanim
uvolnéného kysliku. Testem lze odliSit stafylokoky, které jsou kataldza pozitivni od

streptokokt a enterokoki, které jsou katalaza negativni. (37)

244 CAMP test
Tato metoda se provadi na krevnim agaru. S. agalactiae produkuje extracelularni

CAMP peptid, ktery pusobi synergicky s beta — hemolysinem Staphylococcus aureus.
Pii naockovéani téchto dvou bakterii kolmo na sebe dochazi k uplné hemolyze
charakteristického tvaru (maslicky, motyli kiidla). Jako prvni se na KA ockuje S.
agalactiae a nasledné Staphylococcus aureus. Tento test je typicky pouze pro S.
agalactiae.

Pokud se vytvoii nespecifickd hemolyza kolem priseciku Staphylococcus aureus a
testované kolonie, oznacujeme tento jev jako ,.efekt sirky“. K této hemolyze miize
dochazet u jinych druhi streptokokd.

Citlivost této metody pro identifikaci S. agalactiae je 98 %. Pokud by ovSem
testovana kolonie vysla jako negativni, stale mize jit o S. agalactiae a je nutné pouzit

dalsi testovaci metody. (37)

245 Latexova aglutinace
Latexova aglutinace je dal$i metodou pouzivanou k typizaci S. agalactiae. Jeji doba

inkubace je 10 minut a efektivné identifikuje streptokoky skupin A, B, C, Fa G. Je to
velmi spolehlivy test s citlivosti a specifi¢nosti témét 100 %. (14) Antigeny specifické
pro jednotlivé skupiny streptokokll jsou chemicky extrahovany z jejich bunééné stény.
Pritomnost antigenu znac¢i aglutinace se specifickymi protilatkami navdzanymi na
latexovych partikulich. (37)

Latexovéa aglutinace mé sva omezeni. Mize dojit k selhani urceni izolatu, pokud ma
nedostate¢nou nebo nizkou expresi kapsuldrniho polysacharidu. Také pii pouZiti

neadekvatniho mnozstvi reagencii nebo kultury mohou byt vysledky falesné pozitivni
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nebo negativni. Metoda je tedy vysoce zavisla na kvalité¢ pouzivanych protilatek a na

zkuSenostech laboratofe. (26)

2.4.6 Hmotnostni spektrometrie (metoda matrix-assisted laser-desorption ionization
time-of- flight)
Bakteridlni kolonie a matri¢ni roztok, kterym je kyselina kyanoskoficova, jsou

aplikovany na nosi¢, ktery je ve spektrometru vystaven opakovanému plisobeni
laserového paprsku. Krystalova struktura matrice kolonii pevné uchyti. Matrice laserové
svétlo absorbuje a za vzniku elektrického naboje se spolu se vzorkem odpaii. Ve
vakuové trubici se ionty rozdéli podle hmotnosti a doby letu. Detektor nasledné
detekuje jednotlivé ionty (nardzeji na néj) ptimo ze vzorku. Vysledky jsou zobrazovany
ve formé pikd v pocitatové aplikaci. Vysledna spektra jsou posléze porovnavéana
s databdzi spekter rlznych bakterii a jsou nabidnuty vysledky s procentudlni
pravdépodobnosti.

Mezi soucasti celého systému patii piipravna stanice, kde se pfipravuji nosice a jsou
zadavana data. Jejich zdznam je uloZen na pamét'ovém Cipu. Piipravna stanice se sklada
Z pocitace se ¢teckou carovych kodu a vlastniho pfistroje ptipravné stanice.

Mg¢fici stanice slouzi k pfijmu dat o pfipravenych nosi¢ich a vysledkli méteni
z analyzétoru. Tyto vysledky jsou neupravené odeslany do pocitacové aplikace. Méftici
stanice je pfipojena k analyzatoru.

Dalsi soucasti je samotny hmotnostni spektrometr typu MALDI TOF, kde dochazi k
ionizaci laserem za pfitomnosti matrice. Je pfipojen k méfici stanici skrze USB port,
sériovy port nebo port kamery.

Pocitacova aplikace sdruzuje data z pfistrojii, laboratornich operaci, analyz a
laboratorniho informaéniho systému a fidi praci systému. Déle také vypocitava
vysledky identifikace.

K méfeni je nutné pouzivat mikroorganismy izolované napiiklad na krevnim agaru.
Je nevhodné pouzivat ptfimo klinické vzorky, smiSené kultury nebo necerstvé kultury.
Aerobni bakterie musi byt pro toto stanoveni kultivovany 18 — 72 hodin a anaerobni

bakterie a houby 48 — 72 hodin.
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Hmotnostni spektrometr identifikuje mikroorganismy na zaklad€ charakteristiky
spekter, kterd se porovnaji s databazi spekter jiz zndmych kmeni. Posléze je vypocitana
procentualni pravdépodobnost, kterda popisuje miru shody vzorku se spektrem
Vv databazi. Za dokonalou shodu lze povazovat vysledek s pravdépodobnosti 99 %.
Spravné ureni mikroorganismu lze ptredpokladat pti dosazeni pravdépodobnosti 60 —
99 %. Pravdépodobnost pod 60 % je nedostacujici a vzorek je oznafen jako

neidentifikovatelny. (37, 38)

Pro typizaci S. agalactiae se v posledni dob¢ vyuziva nékolik metod zaloZenych na

PCR a latexové aglutinaci. (26)
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2.5 Stanoveni citlivosti S. agalactiae k antibiotikim

Pro testovani citlivosti S. agalactiae k antibiotikiim se nejcastéji pouziva diskovy
diftzni test. Tento test je nejbéznéjsi kvalitativni metodou uzivanou ke stanoveni
citlivosti bakterii.

Na Mueller-Hintonovo medium pielité suspenzi S. agalactiae ve fyziologickém
roztoku se pokladaji disky napusténé jednotlivymi antibiotiky, kterd difunduji vSemi
sméry. Po inkubaci se hodnoti primér vytvoienych inhibi¢nich zon kolem
antibiotickych diskti, pficemz kazdy z diski ma piesné¢ danou hrani¢ni hodnotu
inhibi¢ni zony. (37) Hrani¢ni primér inhibi¢ni zony pro citlivé kmeny u S. agalactiae je
> 21 pro erytromycin (obsah disku 15 pg), >17 pro klindamycin (obsah disku 2 pg) a >
18 pro benzylpenicilin (obsah disku 1 J). Hrani¢ni pramér inhibi¢ni zony pro ampicilin
se odvozuje od penicilinu. V pifipadé hodnoceni inhibi¢nich zo6n azitromycinu,

claritromycinu a roxitromycinu se citlivost odvozuje od erytromycinu. (38)

2.5.1 Mueller-Hintonovo medium

Mueller-Hintonovo medium je pevna puda urena pro stanoveni antimikrobialni
citlivosti bakterii. SloZeni tohoto media musi byt standardizovano a musi obsahovat
pfesné¢ dané koncentrace CaCl2, MgCIl2 a ZnCI2, aby bylo dosaZeno spolehlivych
vysledkd.

wevr
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2.6 Rezistence S. agalactiae k antibiotiktim
S. agalactiae je citlivy na mnoho antibiotik, pfedev§im na beta-laktamova

antibiotika, mezi ktera se fadi naptiklad penicilin a ampicilin ze skupiny penicilint. (14)
Vétsina studii prokazuje 100% citlivost S. agalactiae na penicilin a ampicilin, ale obc¢as
jsou hlaseny i ojedin€lé piipady rezistence. Izolaty se snizenou citlivosti k penicilinu
jsou hlaseny uz od roku 1994. (35) Penicilin a ampicilin stale spolehlivé zabramuji
nastupu ¢asného GBS onemocnéni. Podle CDC vsak roste rezistence k erytromycinu a
klindamycinu. (21)

Rezistence K erytromycinu (ze skupiny makrolidi) a klindamycinu (ze skupiny
linkosamidil) se béhem posledniho desetileti zvysila v disledku jejich stale €astéjSiho
uzivani. (35) ZvysSeny vyskyt rezistence k t€émto antibiotikiim je hlaSen z celé¢ho svéta.
VétSina studii hlasi vyssi vyskyt rezistence k erytromycinu nez ke klindamycinu. CDC
proto stale doporucuje klindamycin jako vhodnou alternativu pro Zeny s alergii na

peniciliny, ov§em pokud byly testovany na citlivost ke klindamycinu.

2.6.1 Rezistence S. agalactiae ke skupiné MLSp
K antibiotikim ze skupiny MLSg patii makrolidy, linkosamidy a streptogramin B,

které maji velmi podobny uc¢inek na grampozitivni koky.

Rezistence u streptokokt k antibiotikiim ze skupiny MLSg je Casto fizena geny erm
(erytromycin ribosomal methylase). Geny ermA a erm B dokaZzi inaktivovat antibiotika
z této skupiny determinaci produkce ribozomalni methylazy. Geny mef fidi eflux
makrolidi a azalidi z bunky (ne vSak linkosamidi) a jsou méné cCasté. Pokud je
rezistence zpusobena methyldzou syntetizovanou konstitutivné (gen erm B), popisujeme
ji jako fenotyp konstitutivni. Pokud je rezistence zpisobena methyldzou syntetizovanou
indukované, popisujeme ji jako indukovany fenotyp (gen erm A). V pfipadé, Ze je

rezistence zpusobena efluxem, oznacuje se jako M fenotyp. (18)
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2.6.1.1 Konstitutivni fenotyp (cMLS)
Tento fenotyp je snadné rozpoznat. Inhibi¢ni zony kolem diskill jsou nizsi nez limit

pro citlivé kmeny nebo se nevytvoii viibec. Jak u erytromycinu tak u klindamycinu jsou

tedy v kategorii rezistence. (18, 36, 16)

Obrazek 1: Konstitutivni fenotyp rezistence (18)

2.6.1.2 Indukovany fenotyp rezistence (iMLS)

Inhibi¢ni z6na kolem disku s klindamycinem je deformovand v misté, kde sousedi
s diskem erytromycinu, kolem néjZ neni inhibi¢ni z6na Zadna nebo je nizsi neZ limit pro
citlivé kmeny. Deformovand inhibi¢ni zéna je také popisovana jako ,,D“ zéna. Kmen
s timto fenotypem rezistence je k erytromycinu rezistentni a je citlivy ke klindamycinu a

streptograminu B. (18, 36, 16)

Obrazek 2: Indukovany fenotyp rezistence (18)
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2.6.1.3 M fenotyp (eflux)
Inhibi¢ni zoéna kolem disku s erytromycinem je mensi neZ limit pro citlivé kmeny a

inhibi¢ni zéna kolem disku s klindamycinem je stejna nebo vétsi nez limit pro citlivé
kmeny. Takové kmeny jsou rezistentni k erytromycinu a citlivé ke klindamycinu. (18,

36, 16)

Obrazek 3: M fenotyp (18)

Na obrazku 1, 2 a 3 je erytromycin oznacen pismenem a, klindamycin pismenem b

a streptogramin B pismenem c. (18)
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2.6.2  Stav rezistence S. agalactiae k antibiotikiim v riiznych statech

Brazilie

Od roku 2008 jsou v Brazilii hlaseny izolaty se snizenou citlivosti k penicilinu. Pro
zeny salergii na penicilin je zde jako alternativa doporucen erytromycin nebo
klindamycin. Od biezna 2005 do prosince 2009 bylo testovano 434 izolata S.
agalactiae. VsSechny byly citlivé na ampicilin, levofloxacin, cefotaxim a
chloramfenikol. 78 % izolatl bylo rezistentnich k tetracyklinu. Byla zjisténa nizké mira
rezistence jak k erytromycinu (4,1 %) tak ke klindamycinu (3,0 %). Vysledky byly

podobné jinym vysledkiim studii provadénych v Brazilii. (9)

fran

Od kvétna 2010 do fijna 2010 bylo v Teheranu ziskano 115 izolata S. agalactiae ze
vzorklli mo¢i. VSechny byly testovany na klindamycin, chloramfenikol, erytromycin,
penicilin, tetracyklin a linezolid. VSechny izolaty byly citlivé k penicilinu a téméf
vSechny k linezolidu (99 %). Rezistence k erytromycinu a klindamycinu byla prokézana
u 35 % izolati. K chloramfenikolu bylo rezistentnich 45 % a k tetracyklinu 95 %
izolovanych kment S. agalactiae. Vysledky rezistence S. agalactiae k erytromycinu a
klindamycinu (35 %) z této studie jsou podobné hlasenim z Rumunska (31 %), Tuniska
(40 %), nizsi rezistence pak byla zjisténa v Portugalsku (19 %) a Japonsku (12,8 %).

Dalsi studie probihala v irdnském Araku od zafi do listopadu 2010. Celkem 186
GBS pozitivnich vzorki bylo testovana citlivost k penicilinu, ampicilinu, erytromycinu,
vankomycinu, cefotaximu a cefazolinu. VSechny izolaty byly citlivé k penicilinu a
vankomycinu. Vysledky rezistence k ostatnim antibiotikim jsou nasledovné.
Erytromycin (24 % rezistentnich kment S. agalactiae), ampicilin (35 %), cefotaxim
(45, 8 %) a cefazolin (37, 2 %). (15)
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Malajsie

Od cervna 2010 do fijna 2011 bylo v malajské nemocnici izolovano 103 kmena S.
agalactiae. VSechny kmeny ze studie byly citlivé na penicilin, ampicilin, cefuroxim,
levofloxacin, vankomycin a chloramfenikol. VétSina izolath (71,8 %) byla rezistentni
K tetracyklinu. 23,3 % izolatd bylo rezistentnich kerytromycinu a 17,5 % ke
klindamycinu. (35)

Spojené staty americké (New York)

Velmi vysoka mira rezistence S. agalactiae k erytromycinu a klindamycinu byla
zaznamenana v nemocnici v New Yorku. Studie zde probihala od ledna 2010 do fijna
2011. Celkem 50, 7 % izolovanych kment bylo rezistentnich k erytromycinu a 38, 4 %
ke klindamycinu. Pfi testovani fenotypu rezistence 89, 5 % izolati vykazovalo

konstitutivni fenotyp rezistence a 10, 5 % inducibilni fenotyp rezistence. (21)

Korea

Screening GBS a porodni antibiotickd profylaxe zde dosud nebyly schvéleny jako
standardni postupy prenatalni péce. Penicilin je antibiotikem volby pro prevenci
neonatalnich sepsi vyvolanych S. agalactiae. U zen alergickych na penicilin je
doporucen klindamycin nebo erytromycin. Citlivost k erytromycinu a klindamycinu
byla testovana u 728 izolatd S. agalactiae od 410 Zen. Studie probihala v obdobi od
ledna 2006 do prosince 2011. K erytromycinu bylo rezistentnich 23 % izolati a ke
klindamycinu 39, 5 %. (23)

Polsko

Studie se zabyvala vyskytem rezistence S. agalactiae k antibiotikim v letech 2008
az 2012. VSechny izolaty ziskané béhem tohoto obdobi byly citlivé na penicilin,
ampicilin a nitrofurantoin. Od roku 2008 do roku 2012 se zvysila rezistence z 24 % na
29 % u erytromycinu a z 21 % na 25 % u klindamycinu. Studie se zabyvala i vyskytem

fenotypu rezistence u antibiotik ze skupiny MLSg. Konstitutivni fenotyp rezistence byl
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zjistén u 17 — 21 % izolatd, indukovany fenotyp rezistence u 0, 5 — 4 % izolath a M

fenotyp u 1 — 4 % izolatu. (24)
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3 Prakticka ¢ast

3.1 Cile prace

Cilem této prace bylo popsat a osvojit si metody, které se v soucasnosti vyuzivaji
k diagnostice a identifikaci S. agalactiae. Dalsim cilem bylo zaméfit se na zachyt této
bakterie u t€hotnych Zzen a novorozenct v roce 2014 a vyhodnotit distribuci sérotypt S.
agalactiae zachycenych u infikovanych novorozencu. V této praci jsem se také

zabyvala zhodnocenim stavu rezistence S. agalactiae k antibiotiktim.

3.2 Hypotéza
Domnivam se, Ze vaginalni kolonizace S. agalactiae u té¢hotnych Zen vysetfenych
v Nemocnici Ceské Budg&ovice a.s. se bude pohybovat mezi 10 — 30 %. Toto

procentualni rozmezi udava CDC v revidovanych pokynech z roku 2010.

3.3 Charakteristika sbéru dat

Vsechna data pouZita pro mou bakalaiskou préci, jsem ziskala v Nemocnici Ceské
Budgjovice, a.s., Vv laboratoti mikrobiologie na pracovisti bakteriologie. Data byla
ziskavéana pod odbornym dohledem vedouciho mé bakalatské prace.

Biologicky materidl, ktery byl pouzit pro ziskani vysledkl této prace, pochazel
z neonatologického a gynekologicko - porodnického oddéleni nemocnice v Ceskych
Budé&jovicich. Sbirala jsem vysledky GBS pozitivnich biologickych materialli, z nichz
jsem nékolik sama zpracovavala, abych si dostate¢né osvojila postupy pii zpracovani a

testovani téchto materialu.

3.4 Odbér a transport vzorki

Pro ziskani vysledkii mé bakalaiské prace byly vySetfovany ndsledujici druhy
biologického materialu. U téhotnych Zen byly na prikaz S. agalactiae zpracovavany
rektovaginalni vytéry, vytéry z pochvy a stéry z urogenitdlu. Ke sledovani rozdéleni
sérotypu S. agalactiae u novorozenci byly pouzity vysledky kultivaci ze stért
zvukovodu, dutiny Gstni a axilly, dale moce a hemokultury.

Vsechen biologicky material byl do laboratofe doddn na odbérovych tamponech

nebo ve sterilnich zkumavkach. VétSina odbérovych tampond byla zanofena do
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transportniho media, ¢imz byla nejcastéji Amiesova ptida, kterd ma polotuhou
konzistenci. Tato piida ma cernou barvu, pokud obsahuje aktivni uhli. Pokud ho
neobsahuje, je bezbarva. Na identifikaci a diagnostiku S. agalactiae vsak tento rozdil

nema zadny vliv.
3.5 Kultivace

3.5.1 Kaultivace materialu pro screening S. agalactiae

Vytéry urcené pro screening S. agalactiae (rektovaginalni vytér a vytér z pochvy)
byly vyoCkovany na selektivn¢ diagnostické pidy — na CNA agar a THCNA
pomnozovaci padu.

CNA agar byl inokulovan odbérovym tamponem s biologickym materialem. Sterilni
bakteriologickou klickou bylo inokulum nésledné rozockovéno po celé plose CNA
agaru, ktery se nechal po dobu 18 — 24 — 48 hodin inkubovat pii 36 °C
V mikroaerofilnim prostiedi.

Pomnozovaci THCNA piida, do které se odbérovy tampon zanofil, byla inkubovana
18 — 24 hodin pfti 36 °C v aerobnim prostiedi. Po inkubaci byla tekuta ptida vyockovana
na KA, ktery se nechal 18 — 24 hodin inkubovat pfi 36 °C v mikroaerofilnim prostredi.

3.5.2 Kaultivace materialu z urogenitalniho traktu

Biologicky material z urogenitalniho traktu (stér z vulvy, cervixu nebo vytér z
pochvy, uretry), byl vyo¢kovan jak na zakladni, tak selektivni a selektivné diagnostické
pudy a navic se zhotovil mikroskopicky preparat.

Vzorkem byl naockovan KA, CNA agar, ¢okoladovy agar a Sabouraudova puda.
V ptipadé téhotné pacientky se odbérovy tampon vyttepal do pomnozovaci plidy
THCNA. V ostatnich ptipadech byl tampon vytfepan do thioglykolatové pomnoZovaci
pudy. Pokud odbérovy tampon pfisel do laboratofe v transportnim médiu, byl navic
inokulovan na ¢okolddovy agar s inhibi¢ni smési VCAT.

Inokula na inokulovanych piidach byla rozockovana bakteriologickou kli¢kou a
preparat obarven dle Grama. Inkubace KA probihala 18 — 24 — 48 hodin, ¢okoladového
agaru, CNA agaru a Cokoladového agaru s VCAT 42 — 48 hodin pii 36 °C
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v mikroaerofilnim prostfedi. Tekuté pomnozovaci pudy byly inkubovany 18 — 24 hodin,
Sabouraudova ptida 42 — 48 — 72 hodin pii 36 °C v aerobnim prostiedi.

Po inkubaci byly tekuté pomnozovaci pudy vyockovany na KA a inkubovany 18 —
48 hodin pfi 36 °C v mikroaerofilnim prostiedi.

Po inkubaci byly odecteny vysledky kultivace. K identifikaci S. agalactiae
Z narostlych kolonii bylo vyuzito metody mikroskopické, aglutinacni, CAMP testu, ¢i
hmotnostni spektrometrie. Pokud byl S. agalactiae izolovan u gravidni Zeny nebo u

novorozence, byla vzdy stanovena citlivost k antibiotikim.

3.5.3 Teoretické sloZeni jednotlivych kultiva¢nich piad v g/l destilované vody

KA

piisada mnozstvi

peptony 18

Skrob 1

kvasni¢ny extrakt 5

chlorid sodny 5

agar 10

ov¢i krev 5%

CNA agar

pfisada mnozstvi
Bacto Panton 10
Bacto Biton 10

srdcovy trypticky hydrolyzat 3

kukufi¢ny Skrob 1
chlorid sodny 5
kolistinsulfat 0,01
kyselina nalidixova 0,015
agar 15

36



Sabouraudova puda

piisada mnozstvi
peptony |10
glukoza |40
agar 12

Cokoladovy agar s inhibi¢ni smési VCAT

ptisada mnozstvi
pankreaticky hydrolyzat kaseinu 7,5
masopeptonovy hydrolyzat 7,5
kukufi¢ny Skrob 1
hydrogenfosfore¢nan draselny 4
dihydrogenfosforecnan draselny 1

chlorid sodny 5
hemoglobin 10

agar 15

Cokoladovy agar s bacitracinem

piisada mnozstvi
pankreaticky hydrolyzat kaseinu 7,5
masopeptonovy hydrolyzat 7,5
kukuti¢ny Skrob 1
hydrogenfosfore¢nan draselny 4
dihydrogenfosfore¢nan draselny 1

chlorid sodny 5
hemoglobin 10

agar 15
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Obrazek 4: S. agalactiae vyockovany na KA (vlastni zdroj)

3.6 Mikroskopie

Preparaty pro mikroskopii se délaly z biologického materidlu z urogenitalniho
traktu a z vétSiny ostatnich klinickych vzorkd (napiiklad stér zvukovodu, moc,
hemokultura nebo likvor).

Preparaty ze vzorkd na odbérovych tamponech se zhotovily jemnym rolovanim
tamponu po podloZznim sklicku.

Pii zhotoveni mikroskopického preparatu z hemokultury se injekéni stiikackou
aplikovala jedna kapka obsahu hemokultiva¢ni lahvicky na podlozni sklicko. Kapka se
nasledné rozetiela po celé ploSe sklicka pomoci jiného, sterilniho sklicka. Natér se
nechal zaschnout.

Pfed nanesenim vzorku moce na podlozni sklicko byl tento material nejprve
centrifugovan pii 1 500 ot./min. po dobu 5 minut. Po centrifugaci bylo ve zkumavce

ponechano 0,5 ml supernatantu, ve kterém byl resuspendovan sediment. Pasteurovo
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pipetou byla nanesena kapka resuspendovanho sedimentu na podlozni sklicko a nechala
se zaschnout.

Preparaty byly po zaschnuti fixovany plamenem a barveny dle Grama.

K barveni preparatii byl k dispozici barvici automat Mirastainer II, ovSem pro
osvojeni si techniky barveni jsem preparaty barvila manudln€. Preparaty byly barveny
krystalovou violeti po dobu 30 sekund a nasledné pfevrstveny Lugolovym roztokem na
1 minutu. Tekouci vodou bylo odstranéno piebytecné barvivo a Lugoliv roztok.
Odbarvovani acetonem probihalo, dokud se vyplavovalo modré barvivo a posléze byly
preparaty oplachnuty. Po 1 minutu byly preparaty dobarvovany karbolfuchsinem, poté
oplachnuty vodou. Po zaschnuti byly preparaty prohlizeny v mikroskopu pfi
tisicindsobném zvétSeni.

3.7 CAMP test

CAMP test byl proveden na KA, na ktery se mikrobialni klickou naockovaly dvé
cary testované kolonie vertikaln€. Kolmo k témto ¢aram byla naockovana cara kolonie
S. aureus. Naockovany KA byl posléze inkubovan pii 36 °C v mikroaerofilnim
prostiedi.

Reakce byla hodnocena jako pozitivni, pokud doslo v misté prisecikii obou kolonii
k vytvoteni typické uplné hemolyzy (tvar maslic¢ek). V pfipad¢, Ze se v priseciku obou
kolonii vytvofila hemolyza atypického tvaru, nebo se nevytvoftila viibec, byl tento test

povazovan za negativni.

S

e
Obrazek 5: Pozitivni vysledek CAMP testu u S. agalactiae (vlastni zdroj)

39



3.8 Latexova aglutinace
Pfi provadéni latexové aglutinace byl pouzit set Prolex '™ Streptococcal grouping

latex kit od vyrobce PRO-LAB. Jelikoz jsou sety uchovavany pii 2 — 8 °C, bylo nutné je
vytemperovat na laboratorni teplotu.

Do zkumavky byla nejdfive aplikovana kapka extrakéniho ¢inidla 1, ve které byla
resuspendovana testovand kolonie. K suspenzi byla ptikapnuta kapka extrakéniho
¢inidla 2 a obsah zkumavky byl promichén. Dale bylo do zkumavky ptidano pét kapek
extrak¢niho Cinidla 3 a opét byl obsah zkumavky promichan.

Na testovaci kartu (do vyznaceného kruhu) byla képnuta kapka testovaci latexové
suspenze skupiny B. Vedle kapky latexové suspenze byla pfikapnuta kapka suspenze
pripravené ve zkumavce. Nasledné¢ se plastovou ty¢inkou obé kapky promichaly a
testovaci kartou bylo jemné kyvano, aby doslo k homogenizaci. Vysledek testu byl
hodnocen po jedné minuté.

Zapozitivni reakci byla povaZovana zfetelnd a silnd aglutinace. Pokud byla
aglutinace slaba, cely test byl proveden znovu za pouziti vétsiho mnozstvi testovanych

kolonii. Pti negativni reakci se nevytvotila zadné aglutinace.

Obrazek 6: Pozitivni vysledek latexové aglutinace u S. agalactiae (vlevo) v porovnani
s negativnim vysledkem (vpravo) (vlastni zdroj)
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3.9 Hmotnostni spektrometrie MALDI — TOF
Hmotnostni spektrometrie byla provadéna pfistrojem VITEK ™ od vyrobce

bioMeriéux, Inc., jenz pracuje metodou MALDI — TOF.

Vzorky byly nandSeny na jednordzovy nosi¢ rozdéleny na tfi métici useky. Kazdy
usek ma 16 testovacich poli a jedno pole pro naneseni kontroly. Jako kontrola byla
pouzita ¢erstva kultura Escherichia coli.

Testovana kolonie byla po 24 hodinové kultivaci nabrana jednorazovou
mikrobiologickou klickou a nanesena na stfed testovaciho pole nosi¢e. Nanesena
kolonie byla ptekdpnuta 1 pl matriéniho roztoku. Pfipravené vzorky na nosi¢i se
nechaly zaschnout.

Po ptipravé vzorkl byly udaje o umisténi jednotlivych vzorki na piislusné pozice
nosice zadany do pfipravné stanice. Kazdy nosi¢ ma svij ¢arovy kod, ktery byl pred
zapisem dat sejmut cteckou carovych koda (je soucasti pfipravné stanice). Data byla
nasledné pteposlana do méfici stanice. Nosi¢ byl po vyzvé vlozen do analyzatoru
VITEK ™. Vzdy na zaatku a na konci analyzy jednoho méficiho useku byla
analyzovana kontrola. Prib¢h analyzy byl pozorovan v pocitacovém programu, ktery
umozhuje sledovat vyvoj vysledného grafu a zobrazuje zaznamy z kamery
Vv analyzatoru. Po dokonceni analyzy byly vysledky odeslany do pocitacové aplikace

Myla. Tato aplikace vyhodnocuje vysledky graficky:

I:I vysledek identifikace lze odeslat do LIS

A vyvhodnoceni identifikace volbou vysledkn z vice moZnosti

. vysledky nelze vvhodnotit

Vysledek analyzy byl vzdy posouzen, poptipad¢ upraven Iékafem.
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Obrazek 7: Hmotnostni spektrometr VITEK ™ (vlastni zdroj)
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3.10 Stanoveni citlivosti
Citlivost S. agalactiae k antibiotikiim byla provadéna diskovou difuzni metodou na

MH agaru obohaceném koiiskou krvi. Citlivost jednotlivych kmenii byla testovana na
penicilin, ampicilin, klindamycin a erytromycin. Mikrobiologickou klickou byla
nabrana testovand kolonie, kterd byla inokulovana do fyziologického roztoku. Hustota
inokula odpovidala 0,5 — 1 stupni McFarlandova zakalového standardu. Takto
inokulovanym fyziologickym roztokem byl MH agar pftelit po celé ploSe. Pfebytecna
suspenze byla odsata Pasteurovou pipetou. Disky s napusténymi antibiotiky byly na
prelity MH agar aplikovany pomoci raznice. Inkubace plotny probihala pifi 36 °C po
dobu 18 — 24 hodin.

teoretické sloZeni MH agaru v g/1 destilované vody

peptony 3

kaseinovy hydrolyzat (17,5

agar 15

Caz2+ 20 - 25 mg/l
Mg2+ 10 - 12,5 mg/l
koniska krev 5%

Obrazek 8: Vysledek stanoveni citlivosti S. agalactiae k penicilinu (a),

klindamycinu (b), erytromycinu (c) a ampicilinu (d) (vlastni zdroj)
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4 Vysledky

4.1 Vyskyt a rezistence S. agalactiae u téhotnych Zen v roce 2014

V roce 2014 byl S. agalactiae izolovan v mikrobiologické laboratofi Nemocnice
Ceské Budgjovice, a.s. z 227 biologickych vzorkt od 198 téhotnych Zen ve vékovém
rozmezi 17 — 49 let. Nejvice kment S. agalactiae bylo izolovano z vytéra z pochvy a
rekta, mén¢ zvytéri z pochvy. Kidentifikaci byly pouzity metody CAMP test,
hmotnostni spektrometrie MALDI — TOF a latexovéa aglutinace.

Nejvice kment S. agalactiae bylo zachyceno v mésicich leden, ¢erven, Cervenec a
fijen, nejméné v mésicich kvéten, listopad a prosinec (Tabulka la Graf 1). Toto
rozlozeni vyskytu nevykazuje zadny sezonni charakter vyskytu S. agalactiae.

U izolati byla provedena citlivost k penicilinu, ampicilinu, klindamycinu a
erytromycinu. Ke stanoveni citlivosti byla pouZita metoda diskovy difuzni test. Zadny
z izolovanych kment S. agalactiae nebyl rezistentni k penicilinu a ampicilinu. Celkem
49 izolatd (21, 6 %) bylo rezistentnich k erytromycinu a 52 izolatd (22, 9 %) bylo
rezistentnich ke klindamycinu. U 15 izolati (6, 6 %) citlivost stanovena nebyla

(Tabulka 2).

pocet Zen/mésic Cetnosti | procenta
leden 24 10,6%
unor 14 6,2%
bfezen 14 6,2%
duben 18 7,9%
kvéten 10 4,4%
cerven 32 14,1%
cervenec 25 11,0%
srpen 20 8,8%
zari 19 8,4%
fijen 30 13,2%
listopad 12 5,3%
prosinec 9 4,0%
celkem 227 100,0%

Tabulka 1: Cetnost vyskytu S. agalactiae u téhotnych Zen v roce 2014
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Graf 1: Nazorné zobrazeni Cetnosti vyskytu S. agalactiae u téhotnych zen v roce 2014

Cetnosti procenta
antibiotikum | rezistentni |citlivy | neznamé |rezistentni | citlivy | neznamé
ampicilin 0 227 0 0,0% 100% |0,0%
penicilin 0 227 |0 0,0% 100% | 0,0%
klindamycin |52 174 1 22,9% 76,7% 1 0,4%
erytromycin |49 171 7 21,6% 75,3% |3,1%

Tabulka 2: Citlivost S. agalactiae k jednotlivym antibiotikiim u t€hotnych zen.
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4.2 Mira kolonizace S. agalactiae v populaci téhotnych Zen v roce 2014
V roce 2014 bylo od téhotnych zen zpracovano celkem 1362 vzorkl. Celkem bylo

vySetieno 588 rektovaginalnich vytéra, 418 stérl z urogenitalu, 347 vytéra z pochvy pro
screening S. agalactiae a 9 lochii. Z 227 téchto vzorkl byl izolovan S. agalactiae. Mira

kolonizace S. agalactiae v populaci t¢hotnych Zen tedy ¢ini 16, 7 %.

4.3 Vyskyt, distribuce sérotypi a rezistence S. agalactiae u novorozencii
v roce 2014

S. agalactiae byl v roce 2014 izolovan od 37 novorozencu ve stérech ze zvukovodu,
dutiny Gstni, axilly, v mo¢i a hemokultufe. S. agalactiae byl prokazan v 18 stérech ze
zvukovodu, 9 stérech z axilly, 6 stérech z dutiny ustni, 3 mocich a 1 hemokultufe.

U vsech izolatl byla stanovena citlivost k penicilinu, ampicilinu, klindamycinu a
erytromycinu metodou diskového difuzniho testu. VSechny izolované kmeny S.
agalactiae byly citlivé k penicilinu i ampicilinu. Celkem 9 izolatd (24, 3 %) bylo
rezistentnich k erytromycinu, 8 izolatt (21, 6 %) bylo rezistentnich ke klindamycinu
(Tabulka 3).

Vsechny izolaty S. agalactiae byly zaslany do Narodni referen¢ni laboratofe pro
streptokoky (NRL), kde byly otestovany na sérologickou skupinu a typové antigeny
latexovou aglutinaci. U vSech 37 izolati byla ovéfena identifikace jako streptokok
skupiny B. Tyto izolaty byly nasledné podrobeny identifikaci typovych antigent S.
agalactiae. V distribuci jednotlivych sérotypt jednoznacné prevladaji sérotypy III, Ia a
V. Sérotypy Ib, II a IV uz jsou zastoupeny mén¢. Celkem 3 izolaty byly urceny jako
NT, tedy netypizovatelné (Tabulka 4 a Graf 2). U novorozencl nebyl identifikovan
zadny sérotyp VI, VII, VIII a IX.

Cetnosti procenta

antibiotikum | rezistentni | citlivy [ neznamé |rezistentni |citlivy | neznamé
erytromycin |9 27 1 24,3% 73,0% | 2,7%
klindamycin |8 28 1 21,6% 75,7% | 2,7%

Tabulka 3: Citlivost S. agalactiae k jednotlivym antibiotikiim u novorozenct
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sérotyp Cetnosti procenta
la 8 21,62%
Ib 1 2,70%

] 1 2,70%

] 14 37,84%
v 2 5,41%

Vv 8 21,62%
NT 3 8,11%
celkem 37 100,00%

Tabulka 4: Distribuce sérotypt S. agalactiae u novorozencut za rok 2014

3%
3%

Hla Wb W[l H[ll IV mV BNT

Graf 2: Nazorné zobrazeni distribuce sérotypi S. agalactiae u novorozencu v roce 2014
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B erytromycin

H klindamycin

téhotné Zzeny novorozenci

Graf 3: Porovnani rezistence S. agalactiae k erytromycinu a klindamycinu u té¢hotnych

zen a novorozencu
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5 Diskuse
Cilem mé bakalaiské prace bylo vyhodnotit zachyt S. agalactiae u té¢hotnych zen

v roce 2014, zhodnotit stav rezistence S. agalactiae k antibiotikiim a popsat distribuci
jeho sérotypti u novorozencti. Vysledky pro mou praci jsem ziskala z databaze
vySetfovanych pacientd v Nemocnici Ceské Budg&ovice, a.s. U nékolika z t&chto
pacientd jsem pod odbornym dohledem provadé¢la izolaci a identifikaci S. agalactiae
Sama.

Stanovenou hypotézu se mi podafilo potvrdit. Podle mého vyzkumu provadéného
Vv populaci téhotnych Zen v roce 2014 bylo kolonizovano S. agalactiae celkem 16, 7 %
této populace. Podobné vysledky byly hlaseny ve studiich z Chile (14, 4 %, rok 2010 —
2012), Egypta (17, 9 %, rok 2006 - 2007) a Konga (20 %, rok 2012 - 2013). Nejvyssi
kolonizace byly zjistény v Brazilii (37, 7 %, rok 2011) a Zapadni Indii (32, 9 %, rok
2003). V Ceské Republice byla v roce 2001 — 2002 provadéna studie v Praze uvadgjici
vysledek 29, 3 % kolonizovanych téhotnych zen.

Na zaklad¢ vysledku citlivosti k antibiotikiim u jednotlivych kment S. agalactiae
jsem stanovila miru rezistence u t¢hotnych Zen ke klindamycinu 22,9 % a erytromycinu
21, 6 %. U zadného kmene nebyl pozorovan indukovany fenotyp rezistence. U
novorozencu bylo 21, 6 % izolatd rezistentnich ke klindamycinu a 24, 3 %
k erytromycinu. Oproti stavu rezistence S. agalactiae K témto antibiotikim v jinych
zemich je mira rezistence z mého vyzkumu vyrazné niz§i. V franu byla zjisténa vysoka
rezistence k erytromycinu i klindamycinu (ERY 35 %, CLI 35 %). Taktéz je tomu
v Koreji, kde rezistence k erytromycinu dosahla 35, 1 % a u klindamycinu 49, 4 %.
V New Yorku byla k erytromycinu zjisténa rezistence u 50, 7 % izolath a ke
klindamycinu u 38, 4 % izolath. Velmi nizké hodnoty rezistence byly pozorovany
v Brazilii (ERY 4, 1 %, CLI 3, 0 %). V sousednim Polsku byly zji§tény hodnoty
nejbliz§i mym vysledktim (ERY 29 %, CLI 25 %).

U novorozencu byly nejcastéji pozorovany nasledujici sérotypy S. agalactiae.
Nejvice izolatd bylo urceno jako sérotyp III (37, 84 %), dale sérotyp V a la (21, 62 %).
Mensi zastoupeni tvoti sérotypy Ib (2, 7 %), I1 (2, 7 %) a IV (5, 41 %). Sérotypy VI, VII

a VIII nebyly v mém vyzkumu pozorovany. Celkem 8, 11 % sérotypi bylo ur¢eno jako
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netypizovatelné. Vyskyt tfech nejCastéjSich sérotypt (III, Ia a V) je velmi podobny
s distribuci  sérotyptt v jinych zemich (Cina, Kanada, USA, Afrika, Australie).
V Mexiku kromé sérotypt Ia a III prevladal sérotyp II. V Asii byl zaznamenan vétsi
vyskyt sérotypti Ib, III a V. Nejcetnéjsi vyskyt sérotypt VI, VII a VIII byl pozorovan

v zemich Asie. V Evropé a Americe se tyto sérotypy vyskytovaly vyrazné¢ méng.
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6 Zavér

Celkem bylo vyhodnoceno 1 362 vzorkid od téhotnych zen ve veéku 17 — 49 let.
Z téchto vzorku bylo 16, 7 % (n = 227) S. agalactiae pozitivni. U vSech kmenu S.
agalactiae byla provedena citlivost k antibiotikim metodou diskového difuzniho testu.
Zadny kmen nebyl rezistentni k penicilinu ani ampicilinu. 21, 6 % kment vykazovalo
rezistenci k erytromycinu a 22, 9 % ke klindamycinu. Stale se zvySujici rezistence u
erytromycinu a klindamycinu byva zpusobena Castym piedepisovanim téchto dvou
antibiotik, nicméné jsou stile doporuCovana pro zeny s téZzkou alergii na penicilin
ohrozené vznikem anafylaktického Soku.

V roce 2014 bylo infikovano S. agalactiae 37 novorozenci. Kazdy izolat byl
vV NRL podroben identifikaci sérologické skupiny latexovou aglutinaci a identifikaci
typovych antigeni S. agalactiae latexovou aglutinaci. U novorozencl nejvice
prevazovaly sérotypy III, Ia a V. Rezistence k erytromycinu byla prokdzana u 24, 3 %
izolatl a ke klindamycinu u 21, 6 % izolatd ziskanych ze vzorkli od novorozencu.

Za nejspolehlivéjsi a nejvhodnéjsi metodu pro identifikaci S. agalactiae povazuji
CAMP test. Pokud se k testu pouZzije referen¢ni kmen S. aureus, spolehlivost této
metody je téméf 100 %. CAMP test se Casto pouziva i z toho diivodu, Ze je tato metoda
cenove nejvyhodnéjsi. Stale Castéji se také vyuziva hmotnostni spektrometr MALDI —
TOF. Kmeny S. agalactiae byly touto metodou stanoveny s vysokou piesnosti. Tato
metoda vyzaduje kulturu narostlou za 24 hodin a vysledek je znamy jiZ béhem 30
minut. Nevyhodou této metody je jeji Casova naroc¢nost, protoze trva az do druhého dne
a finan¢n¢ vychazi az 8x drazs§i nez CAMP test. Metoda latexové aglutinace dnes jiz pro
svou pracnost ustupuje a pro identifikaci S. agalactiae byla pouzita pouze vyjimecné.

Prestoze vyskyt novorozeneckych GBS infekci béhem poslednich 15 let poklesl, S.
agalactiae ziistava stale hlavni pficinou morbidity a mortality u novorozenci. Dulezité
je u tehotnych Zen mezi 35. a 37. tydnem téhotenstvi provadet screening a v pripadé
GBS pozitivniho nélezu stanovit citlivost k antibiotiklim.

Budoucnost prevence ¢asnych GBS infekci u novorozenct tkvi ve vyuziti o€kovani
proti jednotlivym sérotypum S. agalactiae, které je prozatim ve fazi vyvoje. Dalsi

moznost prevence spo¢iva ve vyuziti rychlych testd pro detekci S. agalactiae béhem
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porodu, které prozatim nejsou dostatecné citlivé a specifické. Zdokonaleni téchto dvou
moznosti prevence by mohlo vést k jesté¢ vétSimu sniZzeni neonatalnich GBS infekei,

morbidity a mortality.
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