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Zpracovani vzorki z hornich cest dychacich
Abstrakt

Tato bakalarskd prace se zamétuje na zpracovani vzorkd z hornich cest dychacich,

predevsim na kultivaci vytéra z krku.

V teoretické ¢asti bakalaiské prace je popsana anatomie a fyziologicka flora hornich cest
dychacich a jednotlivé bakterie, které mohou za urcitych okolnosti (napi. pfi oslabeni
organismu virovou infekci) zpuisobit onemocnéni. Dale jsou popsana onemocnéni, ktera
mohou postihovat horni cesty dychaci, ptfedevs§im tonzilitida, na kterou se tato prace
zamétuje ve své praktické casti. Struéné jsou popsany také kultivaéni pidy pouzivané

K izolaci mikrobt z vytéru z krku.

Prakticka cast je zamé&fena pouze na kultivaci vytéri z krku na krevnim agaru. Za
patogeny byly povazovany streptokoky skupiny A, C a G, které zpusobuji akutni
tonzilitidu, poptipadé¢ faryngitidu. Skupiny streptokokt byly douréeny metodou latexové
aglutinace.

Z dat, kter¢ mi poskytlo oddéleni klinické mikrobiologie Nemocnice Pisek, a.s., byla
vypracovana statistika porovnavajici vyskyt jednotlivych streptokoki ve vzorcich. Dale
byl porovnan vyskyt patogenii v pribéhu roku a u riznych veékovych kategorii.

Poskytnuta data byla z obdobi jednoho roku (od 1. 4. 2018 do 31. 3. 2019).

Cilem prace bylo seznamit se onemocnénimi hornich cest dychacich, zejména se
streptokokovym zanétem tonzil a hltanu. Osvojit si laboratorni metody vyuzivané pti

vySetieni vytéru z Krku a vypracovat statistiku ze ziskanych dat.
Klicova slova

beta-hemolytické streptokoky; horni cesty dychaci; tonzilitida; vytér z krku; kultivace



Processing of upper respiratory tract specimens
Abstract

This bachelor thesis focuses on the processing of upper respiratory tract specimen,

primarily on the cultivation of throat swabs.

The theoretical part introduces the anatomy and physiological flora of upper respiratory
tract and the individual bacteria that can, under specific circumstances such as the body
being weakened by virus infection, cause illness. It details diseases that can affect the
respiratory system such as tonsillitis, which is the focus of the practical part. The culture
media used to isolate microbes from throat swabs are also concisely described.

The practical part is solely focused on the cultivation of throat swabs on blood agar.
Group A, C and G streptococci, which cause acute tonsillitis or pharyngitis, were
considered pathogens. The streptococci groups were determined by latex agglutination

test.

The data provided by the Department of Clinical Microbiology of Nemocnice Pisek, a.s.,
were processed and compiled into statistics comparing the occurrence of individual
streptococci in the samples. Furthermore, the occurrence of pathogens over the year and
within different age categories was compared. The data provided were from the span of
twelve months (from the 1st April 2018 to the 31st March 2019).

The aim of this thesis was to introduce the upper respiratory tract diseases, primarily the
streptococcal infection of the tonsils and pharynx. Furthermore, the aim was to get
accustomed to laboratory methods used in the examination of throat swabs and the

subsequent compilation of statistics from obtained data.
Key words

beta-hemolytic streptococci; upper respiratory tract; tonsillitis; throat swab; cultivation
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Uvod

Onemocnéni dychacich cest jsou bézna onemocnéni, kterd se vyskytuji po cely rok a
postihuji vSechny vékové kategorie. Nejcastéji vSak tato onemocnéni postihuji déti

v predskolnim a skolnim véku do 15 let.

Bolest v krku piivadi do ordinaci praktickych lékait (zvlasté pediatrii) stovky pacient
ro¢né. V mnoha ptipadech 1ékaii ihned predepisuji pacientim antibiotika, bez ohledu na
vysledek laboratorniho vysetfeni vytéru z krku. Nadmérné uzivani antibiotik vede

k rostouct rezistenci k antibiotikiim.

Onemocnéni hornich cest dychacich je velmi ¢asto zpisobené viry (az 80 %), v mensi
mife je zpusobuji bakterie. Vyznamnym patogenem je Streptococcus pyogenes, ktery
zpusobuje akutni tonzilitidu, popiipad¢ faryngitidu. DalSimi bakteriemi vyvolavajici
onemocnéni jsou beta-hemolytické streptokoky skupiny C a G, Arcanobacterium

haemolyticum, Corynebacterium diphtheriae a zcela vyjime¢né i Neisseria gonorrhoeae.

Vcasny zachyt beta-hemolytickych streptokokd (zvlasté S. pyogenes) a zahajeni
antibiotické 1é¢by je dulezity, protoze pii neléenych infekcich mize dojit ke vzniku
komplikaci (pozdni nasledky streptokokovych infekci). Mezi tyto komplikace patii

revmaticka horecka a glomerulonefritida.

Laboratorni vySetfeni vytéri z krku patii v laboratofich klinické mikrobiologie

K rutinnim vysetfenim.



r

1 Teoreticka Cast
1.1  Horni cesty dychaci

Dychaci cesty délime na horni (nos, dutina ustni, hltan a hrtan) a dolni (pradusnice a
prudusky). Dutina nosni pokracuje v zadni ¢asti do nosohltanu a je propojena s vedlejSimi
dutinami nosnimi (prostory v lebe¢nich kostech). Horni cesty dychaci maji za tkol
chrénit pred vdechovanim necistot a regulovat teplotu a vlhkost vdechovaného vzduchu.

(Dylevsky, 2009; Klima, 2016)

Vysetirovanim  hornich cest dychacich se =zabyva predev§im obor zvany
otorinolaryngologie (ORL, z latinského oto = u$ni, rin0 = nosni, larynx = hrtan).
Onemocnéni postihujici nos, krk a usi se vyskytuji castéji u déti nez u dospélych. (Klima,

2016)

V dutin€ nosni jsou chloupky, které chrani hlavné pied vnikdnim prachu. Na sliznicich
respiracniho traktu jsou fasinky, které se usporadané pohybuyji, a hlen, ktery je hlavnim
ochrannym nastrojem sliznic. Hlen zachycuje bakterie a zamezuje jim adherovat na
povrch slizni¢nich bunék. Bakterie jsou spolu s hlenem vylu¢ovany z respiraéniho traktu

pohybem ftasinek a kychanim. (VVotava, 2005)

Dychéni usty umoziiuje mikrobim piimy vstup do dolnich cest dychacich a také dochéazi

Kk vysouseni sliznice, coz zjednodusuje prinik bakterii. (Votava, 2005)

Pacienti s astmatem maji ve srovnani s pacienty bez astmatu zvysené riziko infekce. Mezi
dalsi rizikové faktory infekce hornich cest dychacich patii napt. vystaveni cigaretovému
koufi. (Juhn, 2012) Koufenim dochazi ke zniceni fasinkového epitelu, respektive
k zastaveni pohybu fasinek, a tak se patogenni mikroby mohou uchytit a zptisobit infekci.

(Votava, 2005)
1.2 Fyziologické osidleni hornich cest dychacich

Slozeni mikroflory je velmi individudlni, sliznice jsou osidleny bakteriemi
z inhalovaného vzduchu. Typicka flora hornich cest dychacich a dutiny ustni je smési
viridujicich a nehemolytickych streptokokii, neisserii a Staphylococcus epidermis. Casto
se zde také vyskytuji potencionalni patogeny (napt. Staphylococcus aureus, Haemophilus

influenzae, Neisseria meningitidis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae,



Streptococcus pyogenes), které se mohou uplatnit pfi oslabeni (napf. pii virové infekei).
(Juldk, 2006; Hamplova, 2015)

Dutina ustni novorozence je osidlena mikroorganismy, které jsou bézné soucasti
porodnich cest (laktobacily, korynebakteria, stafylokoky a mikrokoky). Béhem 2-5 dni
po porodu tato flora vymizi a nahradi se Gstni florou matky a nemocni¢niho personalu.

(Hamplova, 2015)
1.3  Puavodci onemocnéni
1.3.1 Rod Streptococcus

Streptokoky jsou grampozitivni, nesporulujici koky o priiméru 1pum. Jsou uspotradané do
fetizkd riznych délek. (Greenwood, 1999) Nazev je odvozeny od feckych slov streptos
= fetizek a kokkos = kuli¢ka (Klaban, 2005) VétSina téchto bakterii je fakultativné
anaerobni, ale vyskytuji se 1 druhy striktné anaerobni. Jsou nepohyblivé a mohou mit

pouzdra. (Greenwood, 1999)
Streptokoky délime do tii skupin podle schopnosti tvofit hemolyzu na krevnim agaru.

o Streptokoky o (viridujici) méni Cervené krevni barvivo hemoglobin na zeleny
derivat verdoglobin. Hemolyza a se tedy projevuje hnédozelenym zbarvenim

kolem kolonii. Vykazuje ji napiiklad Streptococcus pneumoniae.

o Streptokoky B zplsobuji lyzu erytrocytii, kterou muize doprovazet odbarveni

a projasnéni agaru (iplna hemolyza). Typicka je pro Streptococcus pyogenes.

e Streptokoky, které¢ hemolyzu netvofi, oznaujeme jako y-hemolytické. (Juldk,
2006)

Dal§im kritériem pro déleni streptokokll je pfitomnost polysacharidu C ve sténé.
Na zakladé¢ jeho antigennich vlastnosti 1ze rozliSit 19 skupin A az U dle Lancefieldové.
U penoumokoktli a viridujicich streptokokil tento polysacharid chybi. (Votava, 2003;
Schindler, 2010)
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1.3.1.1 Streptococcus pyogenes

Zpusobuje predevSim hnisavé infekce faryngu aktze. (Votava, 2003) Pyogenes
vV doslovném ptekladu znamena ,tvofici hnis“, z feckych slov pyon = hnis

a gennao = tvorim. (Klaban, 2005)

Hlavnim faktorem virulnce je povrchovy antigen M-protein, ktery zptsobuje odolnost
vuci fagocytoze a umoznuje adhezi na epitelie. Z extracelularnich faktora

Jsou nejznaméjs$i hemolyziny. (Votava, 2003)

Streptokokové hemolyziny jsou dvojiho typu. Oxygenlabilni streptolyzin O
je produkovany S. pyogenes a dal$imi streptokoky skupiny A, C i G. (Julak, 2006)
Rozpousti cervené 1 bilé krvinky a krevni desticky. Pti infekci indukuje tvorbu protilatek
— antistreptolyzin O (ASLO). Jeho stanoveni ma vyznam v diagnostice pozdnich nasledki
streptokokové infekce. (Julak, 2006; Schindler, 2010) Oxygenstabilni streptolyzin S ma

leukocidni ucinek a pii anaerobni kultivaci zptisobuje hemolyzu. (Greenwood, 1999)

Mezi dalsi faktory virulence patii hyaluroniddza a streptodornazy. Hyaluroniddza $tépi
kyselinu hyaluronovou, a tim umoznujé streptokokiim S$ifeni tkanémi. (Julak, 2006)
Streptodorndzy neboli deoxyribonukledzy S§tépi nukleové kyseliny. Vyskytuji se ve
Ctyfech antigennich typech A, B, C a D. (Juldk, 2006) Nejcastéji se vyskytuje typ B.
(Greenwood, 1999)

Nejbéznéjsi metodou pro laboratorni diagnostiku je kultivace vytéru z krku na krevnim
agaru s testovacim diskem bacitracinu, na ktery je S. pyogenes citlivy. (Pharma-Reports,
2012) Kultivace se provadi pii teploté 37 °C za zvySené koncentrace CO2. (Votava, 2003)
CAMP test i test na katalazu jsou negativni. (Pharma-Reports, 2012)

1.3.1.2 Streptococcus pneumoniae

Diive nazyvany Diplococcus pneumoniae se bézné oznacuje jako pneumokok. Typicky
se vyskytuje ve dvojicich. Buiiky se dotykaji zplostélou stranou a na druhé strané jsou

protazené, takze svym tvarem piipominaji lencetu (kopi). (Julak, 2006)

Je citlivy k optochinu a rozpustny ve zluci, ¢imz se odliSuje od ostatnich alfa-
hemolytickych streptokokt. (Greenwood, 1999) Od ostatnich streptokoki se také lisi tim,

ze ve stén¢ nema polysacharid C. (Schindler, 2010) Dllezitym antigenem je pouzderny
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(kapsularni) polysacharid, podle kterého rozeznavame 90 sérotypi S. pneumoniae.
(Votava, 2003)

Kolonie narostlé na krevnim agaru mohou mit rizny vzhled. VSechny typy kolonii jsou

obklopeny zénou viridace.

¢ Kolonie opouzdienych pneumokokt (ristova M-faze) jsou velké a nepravidelné.

Tvarem pfipominaji kapky oleje.
e Pfi snizené tvorb¢ pouzdra jsou kolonie vétsi a hladké (S-faze).

e Kolonie odpovidajici neopouzdienym pneumokoktim (riistova R-faze) jsou malé

a drsné. (Votava, 2003; Julak, 2006)

Pneumokok je diky polysacharidovému pouzdru chranény pied fagocytozou. Kmeny bez

pouzdra nejsou virulentni a jsou fagocytovatelné. (Votava, 2003)

Jednim z hlavnich faktorG virulence jsou fimbrie, umoziujici bakteriim adherovat
na bunky respira¢niho epitelu (Schindler, 2010) Forssmantiv antigen (F-antigen), ktery
obsahuje kyselinu lipoteichoovou a cholin, je antigenné piibuzny povrchovym antigeniim
lidskych bunék. Sténovy polysacharid C reaguje s C-reaktivnim proteinem (CRP). (Julak,
2006)

Vytéry z krku se kultivuji na krevnim agaru. Podezielé kolonie se ovétuji rozpustnosti ve

Zlu¢i a optochinovym testem. (Votava, 2003)
1.3.2 Rod Corynebacterium

Grampozitivni az gramlabilni tycky nepravidelného (obvykle kyjovitého) tvaru. Mohou
byt aerobni i anaerobni, nevytvareji spory. VEtSinou obsahuji metachromaticka granula,

ktera se barvi methylenovou modfi na modrocervenou barvu. (Julék, 2006)
1.3.2.1 Corynebacterium diphtheriae

Rozlisuji se tii biotypy, které maji rizny vzhled kolonii: gravis, mitis, intermedius.
(Schindler, 2010) N&kdy se také uvadi typ minimus. Kromé vzhledu se biotypy lisi
I biochemickymi vlastnostmi. (Julak, 2006)
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Zaskrt vznika pouze produkuje-li kmen diftericky toxin. Ten produkuje, pokud
je ptitomny tox gen, ktery je do bunky pienaseny lysogennim B-bakteriofagem. Toxin
je trojslozkovy. Receptorova slozka slouzi k navazani na hostitelskou buriku.
Transmembranova slozka prenasi pfes membranu dovniti buniky sloZzku katalyckou,

ktera blokuje proteosyntézu a zpusobuje smrt bunky. (Votava, 2003; Julak, 2006)

Vhodny vzorek k diagnostice je bézny vytér z krku nebo nosohltanu (s transportni padou,
napt. Amiesovou). (Votava, 2003) Kultivuje se na selektivn¢ diagnostickych ptdach
(Calubergova, Tinsdalova) s obsahem telluri¢itanu draselného (K2TeO3), ktery inhibuje
rast vétSiny ostatnich bakterii. C. diphtheriae redukuje telluric¢itan na kovovy tellur, ktery

zpusobuje ¢erné zbarveni a kovové leskly vzhled kolonii. (Votava, 2003; Julak, 2006)

Pod mikroskopem muizeme vidét dvojice bakterii, které lezi rovnob&zné vedle sebe nebo
spolu sviraji tupy uhel. Celkovy vzhled preparatu se pfirovnava k ¢inskému pismu.
(Votava, 2003; Klaban, 2005)

1.3.2.2 Arcanobacterium haemolyticum

Grampozitivni az gramlabilni kyjovitd tyCka, kterd se morfologicky nelisi
od korynebakterii. Narozdil od korynebakterii neroste na pidach obsahujici telluric¢itan
draselny a netvoii kataldzu. (Bednaf, 1996) Po 48 hodinach roste na krevnim agaru
s uzkou zénou B-hemolyzy. Pii podezieni na Arcanobacterium haemolyticum se doba
inkubace prodluzuje na 72 hodin (Scharfen, 2013) A. haemolyticum se od jinych
hemolytickych bakterii odliSuje tim, Ze je schopna inhibovat beta hemolyzin

Staphylococcus aureus. Tomuto jevu se fika inverzni CAMP test. (Bednat, 1996)

Je to vyznamny plvodce tonzilitid, ale Casto se vyskytuje i ve faryngu zdravych osob.
(Votava, 2003)

1.3.3 Rod Neisseria

Jsou to gramnegativni koky, které se typicky vyskytuji ve dvojicich. Bunky k sobé
pfiléhaji plochymi stranami, takze jejich tvar pfipomina kavové zrno. Jsou aerobni nebo
fakultativné anaerobni, nevytvareji spory. Reakce na kataldzu i1 oxiddzu je u vSech druhi
rodu Neisseria pozitivni. Na krevnim agaru rostou v perletové lesklych koloniich, pfi

teploté kolem 37 °C. (Klaban, 2005)
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Dva druhy (N. gonorrhoeae a N. meningitidis) jsou patogenni. Svym vzhledem
I biochemickymi vlastnostmi se od sebe 1isi jen velmi malo, ale zptisobuji zcela rozdilna
onemocnéni. (Greenwood, 1999) Zbyvajici druhy jsou nepatogenni nebo podminéné

patogenni a osidluji sliznice hornich cest dychacich. (Bednar, 1996)

Nepatogenni neiSserie $tépi a vyuzivaji rizné cukry, zatimco meningokok Stépi jen

glukézu a maltézu a gonokok jen glukédzu. (Votava, 2003)
1.3.3.1 Neisseria meningitidis

Meningokok se milze nachizet na sliznicich hltanu a nosohltanu zdravych osob
bez ptiznakt. Odtud se vSak muze dostat do krevniho ob¢hu a pak na mozkové pleny

(meningy). (Schindler, 2010) Mize zpisobit meningitidu nebo meningokokovou sepsi,

wewvr

wewvr

jsou skupiny A, B a C. (Schindler, 2010) Hlavni vyznam pro nas maji v epidemiologii,
jelikoZ antigeny lze vyuZit k vakcinaci. U nas je vakcina proti skupindm A a C. (Votava,

2003)

N. meningitidis je naro¢na na kultivaci. Kultivuje se na pudach s obsahem nativnich

bilkovin, pti 37 °C ve vlhkém prostiedi za zvySené koncentrace CO-. (Bednat, 1996)
1.3.3.2 Neisseria gonorrhoeae

Zkracen¢ se nazyva gonokok. Zpusobuje kapavku (latinsky gonorrhoea), coz je pohlavné
pienosné onemocnéni. Kapavcita faryngitida (pfipadné tonzilitida) vznika vzacné, pfi

oralné-sexudlnich praktikach. (Votava, 2003)

Pti podezieni na kapavcitou faryngitidu se kultivuje vytér z faryngu na cokoladovém
agaru. (Votava, 2003) N. gonorrhoeae je velmi citliva na vyschnuti a na nizké i vysoké
teploty nad 40 °C. Nékteré kmeny vyzaduji ke kultivaci zvySenou koncentraci COso.
(Klaban, 2005)

Podle vzhledu kolonii lze rozlisit 4 typy T1 az T4. T1 a T2 jsou virulentni a rostou v
drobnych koloniich. Typy T3 a T4 nejsou virulentni a maji podstatné vétsi kolonie.

(Bednat, 1996)

14



1.3.3.3 Moraxella (Branhamella) catarrhalis

Gramnegativni diplokok, ktery je svym vzhledem podobny neisseriim. (Klaban, 2005) Je
katalaza i oxidaza pozitivni a nezkvasuje cukry. Vétsina kmenti produkuje B-laktamazu,

¢imz snizuji G¢innost penicilinu. (Bednar, 1996)

Moraxella catarrhalis je soucasti bézné flory hornich cest dychacich. Jako podminény
patogen je schopna za urcitych podminek vyvolat zanét dolnich cest dychacich. (Klaban,
2005) Dale mize zplisobovat zanéty stfedniho ucha, sinusitidy a laryngitidy. (Pharma-
Reports, 2012)

Kultivuje se na krevnim nebo ¢okolddovém agaru, kde roste v drsnych vypouklych

koloniich. (Greenwood, 1999)
1.3.4 Rod Haemophilus

Rod Haemophilus dostal své jméno diky schopnosti ristu na pidach s obsahem krve.
(Votava, 2003) Nazev je tvoieny z feckych slov haima = krev a fileo = miluji. Hemofily
pottebuji ke svému ristu pfitomnost ristovych faktorti V (nikotinamidadenindinukleotid,

zkratka NAD) a X (hemin), které jsou obsaZeny v erytrocytech. (Klaban, 2005)
1.3.4.1 Haemophilus influenzae

Druhové jméno je odvozené od chiipky (lat. influenza), za jejihoz pivodce byl
H. influenzae puvodné povazovan. Je to drobna gramnegativni, nepohybliva tyc¢inka,
vyskytujici se na sliznicich v oblasti nosohltanu. (Votava, 2003) N&které kmeny maji
polysacharidové pouzdro. (Greenwood, 1999) Diky pouzdru odolavaji wGéinkim
imunitniho systému hostitele, a zvySuji tak svou schopnost pfezit. Podle antigenni
struktury délime opouzdiené kmeny H. influenzae do Sesti serotypl, oznaCovanych
pismeny a-f. Nejvice virulentni jsou kmeny s pouzdrem typu b, ktery obsahuje
polysacharid polyribosylribitolfosfat. PfedevS§im u déti jsou tyto opouzdiené kmeny
castymi puvodci t€Zzkych invazivnich onemocnéni (meningitidy, epiglotitidy). (Votava,
2003) Opouzdiené i neopouzdiené kmeny H. influenzae zptisobuji respiracni onemocnéni
(faryngitidy, sinusitidy a bronchitidy). (Schindler, 2010) Pro hemofilové onemocnéni
dychacich cest je typicky drazdivy kasel. (Votava, 2003)

Pro izolaci se obvykle pouziva ¢okoladovy agar, na kterém roste v drobnych priisvitnych

koloniich. Na krevnim agaru roste H. influenzae kolem kolonii Staphylococcus aureus,
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ktery produkuje NAD a uvoliiuje hemin z erygtrocyt. Tomuto jevu fikame satelitismus.
Hemofily jsou citlivé na vnéjsi vlivy, materidl je potieba piepravovat v transportni pude

pii pokojové teploté. (Votava, 2003; Julak, 2006)
1.3.5 Rod Bordetella

Bordetelly jsou malé gramnegativni bakterie kokobacilarniho tvaru, podobajici se
hemofilim. Jsou striktné¢ aerobni, opouzdiené, nejsou pohyblivé a nesporuluji. (Bednar,
1996; Klaban, 2005) Pro c¢lovéka jsou vyznamné predevS§im dva druhy (Bordetella
pertussis a Bordetella parapertussis). Tyto dva nejvyznamnéjsi druhy se od sebe lisi

svymi biochemickymi vlastnostmi i naro¢nosti kultivace. (Votava, 2003)

K vysetfeni se pouziva vytér z nosohltanu. Tampon se nejdiive nasyti kapkou penicilinu,
potom se rozo¢kuje na Bordet-Gengou pudu. Penicilin eliminuje rist grampozitivnich
bakterii. (Bednat, 1996; Votava, 2003) Ke kultivaci se pouzivaji i dalsi typy pid, které
obsahuji aktivni uhli a cefalexin, ktery inhibuje rist jinych bakterii. (Votava, 2003)

1.3.5.1 Bordetella pertussis

B. pertussis je oxidaza pozitivni a ureaza negativni bakterie. NezkvaSuje cukry, ale
oxiduje aminokyseliny. (Votava, 2003) Jeji jedine¢nou schopnosti je osidlovani fasinek

epitelu dychacich cest. (Bednat, 1999)

Bordetelly pfilnou na fasinkovy epitel dychacich cest, kde se zaénou mnozit a blokovat
funkci fasinek, az dojde k postupnému lokalnimu poskozeni sliznice. Dale bordetelly

produkuji toxiny, které celkove ovlivituji organismus. (Votava, 2003)

Pertusovy toxin se sklada z Sesti podjednotek, toxické podjednotky S1 a péti vazebnych
podjednotek S2 az S5 (S4 je dvojitd). Podjednotka S2 se navaze na glykolipid, ktery je
na povrchu fasinkového epitelu. Podjednotka S1 inaktivuje regulacni protein vazany na
membranu, ktery fyziologicky inhibuje adenylatcyklazu. Tim je syntéza adenylatcyklazy
nepiimo stimulovana, coz vede k intenzivnéjSimu vylucovani sekretu na sliznici
dychacich cest a produkci hlenu, ktery je vykaslavan v paroxyzmalni fazi cerného kasle.

(Votava, 2003; Klaban, 2005)

B pertussis kromé stimulace hostitelské adenylatcyklazy, pomoci pertusového toxinu,
produkuje také vlastni adenylatcyklazu (adenylatcykldzovy toxin). Adenylatcyklazovy

toxin snizuje chemotaxi a fagocytarni aktivitu leukocytil. (Klaban, 2005)
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Pertusovy toxin také podnécuje uvolnéni B a T lymfocyti ze sleziny, kostni dien¢ a
lymfatickych uzlin, ¢im zptisobuje lymfocytdzu, kterd je piiznakem pertuse. (Bednaf,

1996; Votava, 2003)

Trachealni cytotoxin poskozuje trachealni epitel. Déle inhibuje pohyb fasinek a syntézu

DNA, ¢imz znemoziuje regeneraci poskozeného epitelu. (Klaban, 2005; Benes, 2009)

Vazné respiracni onemocnéni, které B. pertussis zpusobuje se nazyva pertuse, davivy
(¢erny) kaSel. (Schindler, 2010) Dnes se u nas diky oc¢kovani tato nemoc nevyskytuje.
(Klaban, 2005)

Kultivace se provadi na Bordet-Gengou pide¢, kde vyrtistd za 2 az 3 dny. Kolonie jsou
drobng, perletove lesklé, s uzkou zénou hemolyzy. (Kramar, 2007) Kolonie pfipominaji

kapicky rtuti. (Pharma-Reports, 2012)
1.3.5.2 Bordetella parapertussis
B. parapertussis ma test na oxidazu negativni a ureazu pozitivni. (Votava, 2003)

Onemocnéni, které zptisobuje, je podobné davivému kasli. Dfive se ptredpokladalo, ze
prubéh onemocnéni je mirnéj$i nez u pertuse. Rozdil je ale pouze v délce trvani kasle.

(Bednat, 1999; Klaban, 2005)

Narozdil od B. pertussis neni tolik kultivaéné€ naro¢na a vyrusta uz po 24 hodinach. Tvoii
vétsi kolonie s vyraznéj$i hemolyzou a tmavé hnédym pigmentem. (Votava, 2003;
Klaban, 2005) B. parapertussis roste i na krevnim agaru a ¢okoladovém agaru. (Votava,
2003)

1.3.6 Rod Staphylococcus

Tento rod zahrnuje grampozitivni koky o priméru 1 um, které jsou nejcastéji usporadané
do shlukli ve tvaru hroznl (fecky staphylé = hrozen). Mohou se také vyskytovat
jednotliveé, ve dvojicich, po ctyfech nebo v kratkych fetizcich. (Votava, 2003)
Stafylokoky jsou obvykle fakultativné anaerobni bakterie, které nejsou pohyblivé, netvoti
spory a jsou katalaza pozitivni. Casto se vyskytuji na povrchu téla a riiznych sliznic savci
a ptaka. Podle schopnosti produkovat plazmakoaguldzu délime stafylokoky do dvou

zakladnich skupin, na koaguldza pozitivni a koaguldza negativni. (Klaban, 2005) Z

17



hlediska patogenity u clovéka je pro nas nejvyznamnéjsi koagulaza pozitivni druh S.

aureus a koagulaza negativni druhy S. epidermidis a S. saprophyticus. (Bednat, 1996)

1.3.6.1 Staphylococcus aureus

vvvvvvvv

nozokomialnich infekci (infekce spojené se zdravotni péci). (Pharma-Reports, 2012)

S. aureus kolonizuje sliznice dychacich cest, a proto je mozné ho zachytit pfi rutinnim
vySetfeni az u 50 % osob. Kolem 20 % populace je trvalymi nosi¢i. (Bednat, 1999)
V pfipad€ poruSeni piirozené¢ odolnosti mize pronikat do tkani a vyvolavat rizna
onemocnéni. Mezi nejbéznéjsi stafylokokové infekce patii hnisavd onemocnéni kize.
(Votava, 2003) Mén¢ cCasto je pavodcem tonzilitidy, otitidy a sinusitidy. Vzacné muize

zpisobovat meningitidu. (Klaban, 2005)

Velmi dobfe roste na krevnim agaru, kde jsou jeho kolonie obklopené zonou uplné
hemolyzy. (Klaban, 2005) Narostlé kolonie jsou 1-3 mm velké, pigmentované a maji

krémovitou konzistenci. K uréeni S. aureus se pouziva koaguldzovy test. (Votava, 2003)

1.4 Onemocnéni

Onemocnéni dychacich cest se prendsi vzduchem, obvykle kapénkami. Méné Casto
dochazi k ptenosu prostiednictvim kontaminovanych predméti (napi. hracky).

(Podstatova, 2001)
1.4.1 Tonzilitida a faryngitida

Podle pievazujiciho mista zasazeni jde 0 akutni zanét tonzil nebo faryngu. Casto se
setkame s tim, Ze jsou postizené ob¢ oblasti a mluvime tak o tonzilofaryngitid¢. (Benes,
2009) Vyskytuje se u pacientti vSech veékovych kategorii, ale pfevazné postihuje déti
Skolniho véku. Velmi Casto je zptisobena viry. Bakterialni tonzilofaryngitida je nejcastéji
zpusobena bakterii Streptococcus pyogenes. (Sidell, 2012) Dale ji mohou zptusobovat
streptokoky skupiny C a G (Benes$, 2009) a jiné bakterie, napt. Arcanobacterium

haemolyticum, Neisseria gonorrhoeae a Corynebacterium diphtheriae. (Gerber, 2005)

e Streptokoky skupiny C a G mohou zputsobit tonzilofaryngitidu zejména u
starSich déti a dospélych. Rychlé testy pro detekci téchto streptokokovych skupin

nejsou Kk dispozici, a proto je pro diagnostiku nezbytna kultivace.
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e Arcanobacterium haemolyticum je neobvyklym pavodcem. Vyskytuje se

predevsim u jedinct ve vékové skupiné 15-18 let.

e Neisseria gonorrhoeae muze byt pfi¢inou onemocnéni u jedinct praktikujicich

oralni sex. (Stjernquist-Desatnik, 2009)

Onemocnéni se projevuje silnymi bolestmi v krku a bolesti hlavy, u déti ¢asto bolestmi
bficha a zvracenim. Obvykly je tzv. malinovy jazyk. (Lobovska, 2002) Nahle se
objevuje vysoka horecka, podcelistni uzliny jsou zvétSené a bolestivé, tonzily a hrdlo je
zarudnuté. Na tonzilach se mize vytvofit zlutavy povlak. (Benes, 2009) Symptomy jako

kasel a ryma naznacuji, ze jde o virovy pivod onemocnéni. (Stjernquist-Desatnik, 2009)

Je t€zké rozlisit virové a bakterialni infekce, zptsobujici bolest v krku, pouze pomoci
klinickych ptiznakti a symptomii. Casto dochazi k nepfesnému uréeni diagnéz a klini&ti
1ékati okamzité predepisuji antibiotika. Nadmérné uzivani antibiotik u infekci hornich

cest dychacich je spojené se zvysenou rezistenci k ATB. (Thillaivanam, 2016)

Svétova zdravotnicka organizace klasifikovala dvé kritéria pro diagnostiku bolesti v krku
u déti, které jsou zptsobené streptokoky. Tato kritéria jsou povazovana za indikaci pro

pouziti antibiotik: Citlivé a zvétSené uzliny na krku a bily povlak na mandlich.

V souladu s tim bylo vyvinuto pravidlo klinického rozhodovani Mclsaac, coz je bodovaci
nastroj pro zlepSeni pfesnosti diagnostiky streptokokové tonzilofaryngitidy. Pomaha pti
rozhodovani o ptedepisovani antibiotik. V tabulce 1 je uvedeno pét kritérii, ktera se
boduji. Pravdépodobnost infekce zpisobené streptokoky se zvysuje s celkovym poctem

bodu. (Thillaivanam, 2016)

Tabulka 1 Kritéria pro predepisovani antibiotik

Kritérium Body
Teplota >38 °C 1
Absence kasle 1
Otoky nebo povlaky na mandlich 1
Citlivé a zvétSené uzliny 1
Vék 3-14 let 1
Vék 15-44 let 0
Vék 2 45 let -1

(Zdroj: Thillaivanam, 2016)
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Standartni laboratorni postup, pro mikrobiologické potvrzeni klinické diagnozy
streptokokové tonzilofaryngitidy, je kultivace vytéru z krku na krevnim agaru. (Gerber,
2005)

U streptokokové tonzilofaryngitidy je 1ékem volby penicilin, ktery se uziva peroralné 10
dni. Lécba penicilinem vede k rychlému zotaveni, pacient Casto uz po 2 az 3 dnech 1écby
nema pfiznaky onemocnéni. PredCasné preruseni 1écby vede k jejimu selhani.

(Stjernquist-Desatnik, 2009)

V¢asné zahajeni 1é¢by streptokokové tonzilofaryngitidy zabrani vzniku komplikaci
(nasledky neléCenych streptokokovych infekei), jako je akutni revmaticka horecka,

glomerulonefritida a chorea. (Carey, 2011)
1.4.2 Pozdni nasledky streptokokovych nakaz

Revmatickd horecka (postizeni myokardu), glomerulonefritida (postiZzeni ledvin) a chorea

minor (postizeni CNS) jsou pozdni nasledky streptokokovych infekci. (Gopfertova, 2002)

Vznikaji po neléCenych streptokokovych infekcich. (Lobovska, 2002) Jde o komplikace,
které nejsou zpusobeny streptokokem, ale autoimunitni odpovédi hostitele. Objevuji se
nékolik tydnd po prodélani onemocnéni a jiz neni mozné streptokoky z vytéru krku ani

z krve pacienta vykultivovat. (Carey, 2011)
1.4.2.1 Revmaticka horecka

Vznika asi po 2-3 tydnech po streptokokové infekci hornich cest dychacich (na rozdil od

glomerulonefritidy nevznika po infekcich kiize). (Benes, 2009)

Ptiznakem revmatické horeCky jsou oteklé a bolestivé klouby (migrujici artritida) a

srdecni Selest, ktera je zptisobena poskozenim srde¢niho svalu a chlopni. (Carey, 2011)
1.4.2.2 Glomerulonefritida

Objevuje se asi 1-2 tydny po faryngitidé nebo 2-3 tydny po infekci kiize. Mezi ptiznaky
patii: unava, bolest hlavy, nauzea, celkova slabost, vysoky krevni tlak, bilkoviny a krev

v mo¢i. Pacient miize mit otoky. (Lobovska, 2002)
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Revmatické horecka ani akutni glomerulonefritida se neléc¢i antibiotiky, piesto se vSak
pacientiim podava penicilin jako prevence ptred dalSimi streptokokovymi infekcemi.
Diagnostikuji se laboratornim testem prukazu antistreptolyzinu O (ASLO), coz umoziuje

prukaz diivéjsi infekce, i kdyZ streptokoky jiz vymizely. (Carey, 2011)

1.4.3 ZadSkrt

Je to akutni onemocnéni zpusobené bakterii Corynebacterium diphtheriae, ktera
produkuje diftericky toxin. Postihuje pfedevsim kréni mandle, hltan a hrtan, na kterych

dochazi k zanétu a tvoii se typické Sedavé pablany. Dale miiZze postihovat i ostatni

wevr

dojit k uduseni béhem né¢kolika hodin. (Gopfertova, 2013)

V Ceské republice je vyskyt onemocnéni, diky zavedenému ockovani, téméf nulovy.
Vzacné se mize potvrdit bezptiznakové nosicstvi C. diphtheriae. Zaskrt se stale
vyskytuje v rozvojovych zemich a zemich, kde selhal o¢kovaci program (napf.

Ukraina). (Hamplova, 2015)

1.4.4 Epiglotitida

Jde o velmi vazné zivot ohrozujici onemocnéni, které postihuje déti ve véku do 5 let. U

dospélych osob je vyskyt epiglotitidy vzacny. (Benes, 2009)

V Ceské republice je zavedené ockovani proti Haemophilus influenzae typu b, ktery je

puvodcem epiglotitidy. (Scharfen, 2013)

Onemocnéni se projevuje vysokou horeckou, bolesti v krku a dusnosti. Dit€ ma potize s
polykanim, z Gist mu vytékaji sliny. Pfi nddechu a vydechu je mozné slyset srkavy zvuk
ze sekretu, ktery je nahromadény kolem zdufelé epiglotis. Dité sedi v mirném

predklonu. (Stozicky, 2006)

Vytér z krku je kontraindikovan, protoze by mohlo dojit k obstrukci dychacich cest.

(Scharfen, 2013)
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1.45 Pertuse (davivy kaSel)

Cesky se mu také fika derny kasel. (Benes, 2009) Je to onemocnéni dychacich cest, které

probihéa ve tech stadiich. (Hamplova, 2015)
e Katardlni stadium trva az 2 tydny. Objevuje se suchy drazdivy kasel.

e Paroxyzmalni stddium je dlouhé 1-2 meésice. Charakteristicky je zachvatovity
kasel, ktery miize byt doprovazeny zvracenim. Za den miize mit pacient az 40
zachvati, kterymi je znacné vycCerpan. Zachvaty jsou zakonCené sipavym

nadechnutim, které byva prirovnavano ke ,,kokrhani®.

e Rekonvalescence trva nékolik tydnll. SniZuje se pocet zachvatl kasle a dochazi k

uplnému uzdraveni. (Votava, 2003; Hamplova, 2015)

V Ceské republice se pravidelnd oékuje uz od roku 1958, a tak vyrazné poklesl pocet
hlaSenych piipadli. V devadesatych letech minulého stoleti pocet nemocnych zacal

nartistat, a proto se od roku 2009 déti ve véku 10-11 let preockovavaji. (Gopfertova, 2013)
1.5 Laboratorni diagnostika vytéru z krku

Vytér z krku je nejcastéj$i odbér z hornich cest dychacich. Vyznamnym patogenem
izolovanym z vytéru zkrku je Streptococcus pyogenes, ktery zpusobuje akutni
tonzilitidu. (Julak, 2006)

Bézné se vytér z krku kultivuje na krevnim agaru se stafylokokovou ¢arou a diskem
bacitracinu k zachytu hemofili. Na krevni agar je mozné ptidat disk s vankomycinem a
kolistinem pro zachyt meningokoktli. Soub&zné€ 1ze naockovat pidy k zadchytu hemofilt
(¢okoladovy nebo Levinthalav agar), Corynebacterium diphtheriae (Claubergova ptuda)
a dalsi. (Votava, 2005) Rutinné se specificka média nepouzivaji, pouze na vyzadani

lékafe u podezielych piipadi. (Greenwood, 1999)
1.5.1 Krevni agar

Vyrabi se pfidanim 5 az 10 % sterilni defibrinované ov¢i krve k vychladlému agarovému
zakladu, ktery ma teplotu 45-50 °C. Agarovy zdklad se mize dale obohacovat peptony,
Skrobem, glukézou atd. Rostou na ném prakticky vSechny klinicky dilezité bakterie.

(Votava, 2005)
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1.5.2  Cokolddovy agar

Cokoladovy agar je ptida hnédé barvy, ktera se vyrabi pidanim ovéi krve k horkému
(80 °C) agarovému zakladu. Je vhodny pro naro¢né bakterie, které nedovedou ziviny
Z krevniho agaru vyuzit. Erytrocyty se pro né teplem rozbiji. Rostou na ném hemofily,

meningokoky a gonokoky. (Votava, 2010)
1.5.3 Claubergiiv agar

Je to selektivné diagnosticka puda urcend k zachytu Corynebacterium diphtheriae,
bakterie zpusobujici zaskrt. Obsahuje telluri¢itan draselny K,TeOg, ktery potlacuje rist
gramnegativnich bakterii. Telluri¢itan je C. diphtheriae redukovan na kovovy tellur, ktery

zpusobuje modrocerny kovové leskly vzhled kolonii. (Votava, 2005)
1.5.4 Sabouraudiyv agar

Jde o ptidu obohacenou o glukézu, ptipadné maltézu. Pouziva se k péstovani kvasinek.

(Votava, 2010)

Tabulka 2 Inkubaéni podminky

Kultivacni médium | Teplota (2C) Prostfedi | Cas (h)
Krevni agar 35-37 aerobni 216
Cokoladovy agar 35-37 4-6 % CO, >16
Claubergiv agar 35-37 aerobni 240
Sabouraudlv agar 35-37 aerobni 216

(Scharfen, 2013)
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2 Cil prace
Cile bakalarské prace:

1. Zjisténi patogend ve vzorcich

2. Porovnani vyskytu patogenti v prubéhu roku

3. Porovnani vyskytu patogenti u riiznych vékovych kategorii
Hypotézy:

1. Ptredpokladam, ze vyssi vyskyt Streptococcus pyogenes bude u vzork, které maji

na zadance vyplnéné diagnozy tonzilitida a streptokokovy zanét hltanu.
2. Nejvyssi vyskyt patogent o¢ekavam v obdobi od fijna do dubna.

3. Nejvyssi vyskyt Streptococcus pyogenes o¢ekavam u déti ve Skolnim veku.
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3 Metodika

3.1 Odbér vzorku

Pro spravny vysledek mikrobiologického vySetteni je dilezity spravny odbér

biologického materidlu a jeho transport do laboratoie. (Podstatova, 2001)
3.1.1 Witérz krku

Vytér z krku by mél byt proveden na lacno, nejlépe pied zubni hygienou. Odbérova
souprava se oznaci jménem pacienta tésné pred odbeérem. Pacient je vyzvéan k otevieni
ust a Spachtli se mu pfidrzi jazyk, aby nedoSlo ke kontaminaci ustni florou. Sterilnim
vatovym tamponem se ota¢ivym pohybem setfe povrch obou mandli nebo patrovych
obloukti. Vatovy tampon se zanoifi do odb&rové soupravy s transportni pudou.

(Laboratorni pfirucka)
3.1.2 Transportni pidy

Transportni pidy se pouzivaji pro zachovani zivotaschopnosti béhem piepravy do
laboratote. Obsahuji latky (napf. aktivni uhli), které omezuji metabolismus a absorbuji

toxické produkty metabolismu. (Votava, 2010)

Pro vytér z krku pouzivame odbérové soupravy s transportni ptidou Amies nebo Stuart.

(Laboratorni ptirucka)
3.2 Prijem vzorku do laboratoie

Piijjem vzorkl se v laboratofi provadi ve specialni mistnosti. Laborantka kontroluje

povinné udaje na zadankach a vzorcich. Na zddance musi byt vzdy vyplnéné tyto udaje:
e jméno, piijmeni a Cislo pojiSténce
e pojistovna
e diagnoza, dosavadni 1éCba (ndzev antibiotik)
e pozadované vySetieni a typ vzorku
e datum a Cas odbéru vzorku
e jmenovka a podpis ordinujiciho Iékate, jmenovka a podpis odebirajiciho
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Vzorek musi byt ¢itelné oznaceny jménem, piijmenim a rodnym ¢islem pacienta.

Vzorek muze byt laboratofi odmitnut ke zpracovani ptfi nedodrzeni nasledujicich

podminek:
e 7idanka neobsahuje zékladni uidaje
e 7zadanka nebo zkumavka je zneciSténa biologickym materialem
e vzorek byl Spatné odebran (Laboratorni piirucka)

Kazdému vzorku (a k nému pattici zddance) je pfifazené Cislo, pod kterym vystupuje
nadale po celou dobu v laboratofi. VSechny potfebné tdaje se vyplni do systému v

pocitaci a vzorek je pfedan dale do laboratote ke zpracovani.
3.3  Kultivace

Kultivace je metoda ptimého prikazu ptivodce. Cilem kultivace je ziskani Cisté kultury

mikrobu. (Melter a Malmgren, 2014)
3.3.1 Krevni agar

V laboratotich klinické mikrobiologie je krevni agar bézn¢ pouzivanou padou. Prakticky
vSechny klinicky dulezité bakterie na ném vyrostou. Nesporna vyhoda krevniho agaru je
sledovani hemolytickych vlastnosti bakterii, které na ném rostou. Podle téchto vlastnosti
1ze nékdy piimo urcit vypéstované kmeny, a proto je moZné na krevni agar pohliZet jako

na pudu diagnostickou. (Votava, 2005)

Hemolyza je zapficinénd narusenim Cervenych krvinek pod narostlou kolonii (a v jejim
okoli). Ke zméné erytrocytll dochdzi plisobenim hemolyzint, které $tépi fosfolipidy jejich
bunéné¢ membrany. Hemolyza mize byt bud’ uplna nebo netplna. Pii iplné hemolyze
dochazi k tiplnému rozpadu erytrocytl a rozlozeni hemoglobinu. Projevem je odbarveni
a dokonalé projasnéni krevniho agaru kolem narostlych kolonii. U streptokoki se
oznacuje jako B-hemolyza. Typickym ptikladem bakterie je Streptococcus pyogenes. Pii
neuplné hemolyze dochazi pouze k ¢astecnému naruSeni Cervenych krvinek. Pida
vV misté hemolyzy je zakalend, ztraci se Cervena barva krevniho agaru. Zmeéna cerveného
krevniho barviva hemoglobinu na zeleny verdoglobin se oznacuje jako viridace (a-

hemolyza). (Votava, 2005)
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3.3.2 Postup

Kazdou kultivaéni ptidu si ze spodni ¢asti popiseme Cislem vzorku. Nikdy se ¢islo nepise
na vicko Petriho misky, protoZe by se vicka mohla zaménit. Vytérovy tampon vyjmeme
ze zkumavky s transportni ptidou a naneseme klinicky material ptiblizné na 1/3 kultivacni
pudy. Pfi nandseni tamponem pootacime, aby se co nejvice odebraného materialu naneslo
na krevni agar. Vzorek rozockujeme jednorazovou nebo fadné vypalenou a vychladlou

klickou, jak je znazornéno na obrazku ¢. 1. Snazime se vyuzit celou plochu agaru.

Kli¢kou udélame stafylokokovou ¢aru a asi 5 mm vedle polozime bacitracinovy disk (na
obrazku €. 1 znadzornéno Cervené), coz ndm umozni rozpoznat hemofily. Pudy se daji

inkubovat do termostatu pti teploté 37 °C.

Obrazek 1 Schéma rozo¢kovani vzorku na krevnim agaru
(vlastni zpracovani)
3.3.3 Odecet

Odecet se provadi po 24 hodinach. Plotny na kterych nic nenarostlo nechdvame inkubovat
do dalsiho dne pro pfipadny narust Arcanobacterium haemolyticum. Podezielé kolonie se

rozoCkuji a znovu daji inkubovat na 24 hodin.

Streptococcus pyogenes vyrasta na krevnim agaru v drobnych lesklych koloniich o
pruméru 0,5 mm. Kolonie jsou obklopené zénou B-hemolyzy. S. pyogenes je citlivy na

bacitracin, proto v jeho okoli neroste.
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3.3.4 Kataldzovy test
3.3.4.1 Princip testu

Katalazovy test se pouziva k odliSeni streptokokt a stafylokoki, které na krevnim agaru

také tvofi beta-hemolyzu. Pfitomnost kataldzy se dokazuje za pouziti peroxidu vodiku.

Katalaza je enzym rozkladajici peroxid vodiku na vodu a kyslik. Pfitomnost katalazy se
projevuje Suménim (tvorbou bublinek kysliku). Streptokoky jsou kataldza-negativni
(reakce je negativni), stafylokoky jsou kataldza-pozitivni (reakce je pozitivni — tvoii se

bublinky kysliku).
3.3.4.2 Pomiicky

e Zkumavka

e Jednorazova klicka

e Peroxid vodiku

e Narostlé kolonie uréené k testovani
3.3.4.3 Postup

1. Do zkumavky nalijeme peroxid vodiku.

2. Jednorazovou kli¢kou nabereme kolonie, které chceme testovat a vlozime je do

zkumavky.
3. Sledujeme, zda se kolem kli¢ky tvoii bublinky kysliku.
3.3.4.4Vyhodnoceni
Pozitivni test (stafylokoky) — kolem kli¢ky se tvofi bublinky kysliku (obrazek 2)

Negativni test (streptokoky) — nic se nestane, bublinky se netvoii (obrazek 3)
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Obrazek 2 Pozitivni katalazovy test

(Zdroj: vlastni)

Obrazek 3 Negativni katalazovy test

(Zdroj: vlastni)
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3.3.5 Latexova aglutinace
3.3.5.1 Princip testu

Test slouzi kidentifikaci beta-hemolytickych streptokokt, které jsou podle
Lancefieldové rozd€leny do skupin A, B, C, D, F a G. Principem je chemicka extrakce
skupinové specifickych polysacharidovych antigeni zbunéénych stén bakterii.
Extrahované antigeny reaguji se se specifickymi kralicimi protilatkami, které jsou
navazané¢ na latexovych Ccasticich. Tyto latexové castice velmi siln€ aglutinuji
v piftomnosti specifického antigenu. (aktualni ptibalova informace k soupravé Protex ™

Streptococcal Grouping Latex Kit, 2015)
3.3.5.2 Pomiicky
e Komercni souprava pro provedeni latexové aglutinace

o Latexova ¢inidla (kazda lahvicka obsahuje modré latexové Castice
s krali¢imi protildtkami proti skupinam A, B, C, D, F a G podle

Lanceficldové)

o Extraké¢ni €inidlo 1
o Extrakéni €inidlo 2
o Extrakéni ¢inidlo 3
o Testovaci karty
o Michaci ty€inky

e Pipeta

e Jednorazova klicka

e Zkumavka

e Narostlé kolonie uréené k testovani
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Obrazek 4 Pomiicky k provedeni latexové aglutinace

(Zdroj: vlastni)
3.3.5.3 Postup

1. VSechna ¢inidla si pfed pouzitim vytemperujeme na pokojovou teplotu a jemnym

pfevracenim lahvicek promichame.
2. Pfipravime si zkumavku a testovaci kartu, které si popiseme Cislem vzorku

3. Do zkumavky dadme 1 kapku extrakéniho ¢inidla 1. Jednordzovou klickou
nabereme 1-4 beta-hemolytické kolonie, které v ¢inidle 1 rozmichame. Roztok by

se mél zakalit.

4. Do zkumavky ptfidame 1 kapku extrakéniho ¢inidla 2 a lehce promichame

jemnym poklepanim na zkumavku po dobu 5-10 sekund.
5. Ptfidame 5 kapek Cinidla 3 a opét poklepanim na zkumavku promichame.

6. Na testovaci kartu si nakapeme po jedné kapce latexového ¢inidla A az G (kazdé
¢inidlo do jednoho kruhu).
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7. Pipetou ptiddme do kazdého kruhu ndmi ptipraveny roztok ve zkumavce.

8. Kazdé¢ latexové c¢inidlo s roztokem promichame pomoci jednorazovych tycinek.

Na kazdy kruh pouzijeme novou ty¢inku.

9. S testovaci kartou jemné kyveme a sledujeme vzniklou aglutinaci (obrazek 5).

092 PAAT PENDING

SR,

Obrazek 5 Pozitivni reakce s latexovym ¢inidlem A
(Zdroj: vlastni)

Tabulka 3 Mikroorganismy zai‘azené do skupin podle Lancefieldové

Mikroorganismus Skupina dle Lancefieldové
Streptococcus pyogenes skupina A
Streptococcus agalactiae skupina B
Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis skupina C
Enterococcus faecalis skupina D
Streptococcus sp. typ 2 skupina F
Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis skupina G

(Zdroj: aktudlni piibalova informace k soupravé Protex™ Streptococcal Grouping Latex
Kit, 2015)
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4 Vysledky

Potiebna data pro vypracovani statistiky mé bakalarské prace mi poskytlo oddéleni

klinické mikrobiologie Nemocnice Pisek, a.s.. Data jsou z obdobi jednoho roku (od

1.4.2018 do 31. 3. 2019).

4.1 Vyskyt patogenii v prithéhu jednoho roku

V tabulce ¢. 4 jsou uvedené informace o Cetnostech beta-hemolytickych streptokokt

skupiny A, C a G prokazanych v jednotlivych mésicich daného obdobi.

Tabulka je rozd€lena na dvé ¢asti podle toho, zda byla na zddance vyplnéna diagnoza

tonzilitida (pfipadné streptokokovy zanét hltanu) nebo jina diagnoza.

Tabulka 4 Vysledky za obdobi jednoho roku (duben 2018 - biezen 2019)

Mésic Diagndza tonzilitida Ostatni diagnézy
A C G CELKEM A C G Celkem
chybi | chybi | chybi

Duben 13 13 6 32 data | data | data 0
Kvéten 28 8 4 40 47 25 20 92
Cerven 24 8 1 33 59 36 20 115
Cervenec| 19 11 3 33 16 15 10 41
Srpen 10 10 2 22 10 18 7 35
Zari 17 12 7 36 13 29 17 59
Rijen 16 17 8 41 15 24 15 54
Listopad 7 21 4 32 23 19 8 50
Prosinec 2 4 1 7 12 9 7 28
Leden 18 20 11 49 37 28 16 81
Unor 2 3 0 5 6 7 2 15
Biezen 4 3 1 8 14 3 2 19
Celkem 160 130 | 48 338 252 213 124 589

(Zdroj: vlastni zpracovani)

Za cely rok bylo celkem 927 pozitivnich vzorkd. Z toho 338 (36,5 %) vzorkti mélo na

zadance vyplnénou diagnoézu tonzilitida nebo streptokokovy zanét hltanu. Zbylych 589

(63,5 %) vzorkli mélo na zadankach vyplnéné jiné diagnozy.
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Porovnani diagndzy tonzilitida a ostatnich diagnoz
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Obrazek 6 Porovnani vyskytu patogenii podle vyplnéné diagnozy na Zadance
(Zdroj: vlastni zpracovani)

Graf (obrazek 6) zndzornuje Cetnost patogenti podle vyplnénych diagndz. Je z néj patrné,

ze pomér jednotlivych patogent zlistava stejny nezavisle na lékafem urcené diagnoze.

Procentudlni zastoupeni jednotlivych patogeni v pribéhu jednoho roku je zndzornéné
V nasledujicim grafu (obrazek 7). Nejcastéji se vyskytoval streptokok skupiny A
(Streptococcus pyogenes), ktery tvotil 44,4 % pozitivnich ptipadi. Streptokoky skupiny
C se vyskytovaly o 7,4 % méné. Streptokoky skupiny G tvofily pouze 18,6 % pozitivnich

vzorkd.
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Procentualni zastoupeni patogeni

mA nC (3

Obrazek 7 Zastoupeni jednotlivych patogenu ve vzorcich vyjadiené v procentech

(Zdroj: vlastni zpracovani)

Vyskyt patogeni v pribéhu roku
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Obrazek 8 Vyskyt patogenii v jednotlivych mésicich v priubéhu jednoho roku
(Zdroj: vlastni zpracovani)
V grafu (obrazek 8) je vidét, ze se vyskyt tonzilitid v prubéhu roku méni.

Nejvétsi vyskyt pozitivnich vzorkt byl v jarnich mésicich (za mésic duben chybi data
vzorkl S jinymi diagndzami, proto je v grafu Cetnost nalezu vyrazné niz$i) a v lednu.
Nejvice pozitivnich vzorkt bylo v ¢ervnu, kdy jich bylo celkem 148 (15,9 % z celkového

poctu pozitivnich vzorku za cely rok).
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4.2  Vyskyt patogenit u riznych vékovych kategorii

Pacienti byli rozdé€leni do 4 skupin podle vékovych kategorii: do 3 let, 4-15 let, 16-60 let,
nad 60 let. Cetnosti patogenti u viech vékovych skupin jsou zaznamenany v tabulce &. 5.

(Chybi data za mésic duben 2018)

Tabulka 5 Rozdéleni podle skupin

do 3 let 4-15let | 16-60let | nad 60 let Celkem
A 17 259 116 7 399
C 13 98 199 20 330
G 4 46 97 19 166
Celkem 34 403 412 46 895

(Zdroj: vlastni zpracovani)
Grafy (obrazek 9 a obrazek 10) znazortiuji ndlezy patogentl, rozdélené podle v€kovych

kategorii.

Vyskyt patogena u rlznych vékovych
kategorii
46 34

412 ’ 103

mdo 3let 4-15let 16-60 let nad 60 let

Obrazek 9 Pocet pozitivnich vzorki u jednotlivych vékovych skupin
(Zdroj: vlastni zpracovani)

V grafu (obrazek 9) je vidét, ze nejvice pozitivnich vzorka (412) bylo u pacientd ve véku

16-60 let a u déti od 4 do 15 let (403).
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Obrazek 10 Porovnani vyskytu jednotlivych patogent u riznych vékovych skupin

(Zdroj: vlastni zpracovani)

Z grafu (obrazek 10) Ize vycist, jak se 1i$i zastoupeni jednotlivych patogenil u riiznych

vékovych kategorii. Zatimco u déti v pfedskolnim (do 3 let) a skolnim véku (4-15 let)

pievlada onemocnéni zptisobené streptokoky skupiny A, u dospélych osob (16-60 let) a

seniort nad 60 let pievladaji streptokoky skupiny C.

V nasledujici tabulce €. 6 jsou vzorky rozdélené podle pohlavi na muze a Zeny. Tabulka

je graficky zpracovana (obrazek ¢. 11).

Tabulka 6 Rozdéleni podle pohlavi

Zeny Mugzi
do3let|4-15let | 16-60let | nad 60 let | do 3 let | 4-15 let | 16-60 let | nad 60 let
A 8 147 87 5 9 112 29 2
C 4 39 123 15 9 59 76 5
G 1 15 56 15 3 31 41 4
Celkem 13 201 266 35 21 202 146 11

(Zdroj: vlastni zpracovani)
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Vyskyt patogent podle pohlavi
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Obriazek 11 Porovnani vyskytu jednotlivych patogenii podle pohlavi
(Zdroj: vlastni zpracovani)

Vice pozitivnich vzorki (57,5 %) bylo ptijato od Zen.
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5 Diskuze

Béhem jednoho roku (od 1. 4. 2018 do 31. 3. 2019) byly na oddé€leni klinické
mikrobiologie Nemocnice Pisek, a.s. izolovany beta-hemolytické streptokoky, které

zpusobuji streptokokovy zanét tonzil nebo hltanu, ve 927 vzorcich vytéru z krku.

Ocekavala jsem, Ze nejvice vzorkt bude od déti ve véku 4-15 let (téch bylo celkem 45 %),
ale nejvice patogent (46 %) bylo izolovano z vytéra od pacienti od 16 do 60 let. Ovsem

vékova skupina 16-60 let je mnohem pocetné;jsi.

Zjistila jsem, Ze pouze 338 z 927 (36,5 %) pozitivnich vzorki mélo na zadance vyplnénou

diagnozu tonzilitida.

Streptokoky se déli do skupin dle Lancefieldové, podle pfitomnosti specifického
polysacharidového antigenu. Tonzilitidu zptisobuji beta-hemolytické streptokoky sk. A,
C a G. Urceni téchto skupin se v laboratofi provadi metodou latexové aglutinace. Celkem
44,4 9% pftipadl streptokokové tonzilitidy bylo zplsobeno streptokoky sk. A
(Streptococcus pyogenes) a 37 % streptokoky sk. C.

Je zajimavé jak se zastoupeni streptokokti U riznych vékovych kategorii méni. Literatura
uvadi, ze streptokoky skupiny C a G postihuji spiSe starsi déti a dospélé, coz se v mém
vyzkumu potvrdilo. Streptokoky sk. C se vyskytovaly vice u osob starSich 16 let, zatimco
streptokoky sk. A se Cast¢ji vyskytovaly u déti do 15 let. Celkem 63,2 % pozitivnich
vzorki u déti do 15 let tvoril streptokok sk. A a pouze 25,4 % streptokok sk. C. U pacientd
starSich 16 let byl ve 47,8 % piipadech izolovan streptokok sk. C a jen ve 26,9 %
streptokok sk. A.

V pribéhu roku se pocet onemocnéni méni. Nejvyssi vyskyt patogeni jsem
pfedpokladala v podzimnich a zimnich mésicich (od fijna do dubna), tato hypotéza se
nepotvrdila. Z vysledku vyplyva, Ze nejvice pozitivnich vzorkt bylo v jarnich mésicich,

konkrétné v Cervnu (148 vzorkt).

Odborna literatura uvadi, ze by se naockované vytéry z krku mély odecitat po 48hodinové

inkubaci, protoze n¢které bakterie nestihnou za 24 hodin nartst.

V laboratofi se narostlé¢ kultury odecitaji po 24 hodinach. Podezielé kolonie se znovu
rozockuji na krevni agar a odecitaji se za dalSich 24 hodin. Pokud na krevnim agaru za

24 hodin nic nenaroste, nechaji se pidy inkubovat do dalSiho dne.
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Vsechny beta-hemolytické streptokoky nam narostly po 24 hodinach, po 48 hodinach

nebyl zadny novy pozitivni vysledek. Zda se, ze inkubace 48 hodin neni nutna.

Za cely rok nebyl na oddéleni klinické mikrobiologie Nemocnice Pisek a.s. ani jeden
zachyt Arcanobacterium haemolyticum, Corynebacterium diphtheriae, Neisseria

meningitidis ani Neisseria gonorrhoeae.

Mikrobiologické vySetfeni muze byt ovlivnéno nespravnym odbérem klinického
materidlu. Vatovy tampon by se nemél dotknout jazyka a stén dutiny ustni, aby nedoslo

ke kontaminaci ustni florou.
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6 Zavér

Cilem této prace bylo seznamit se s problematikou infekci hornich cest dychacich,
zejména se streptokokovym zanétem tonzil a hltanu. Na dané téma jsem vypracovala
resersi, ve které jsem popsala bakterie, které mohou onemocnéni hornich cest dychacich
zpisobit. Déle také jednotlivd onemocnéni, pficemz nejvice pozornosti jsem vénovala

prave tonzilofaryngitide.

V praktické casti prace jsem se zaméftila na kultivaci vytéra z krku na krevnim agaru. Na
kultivaénich piidach mohou narist bakterie, které jsou soucasti fyziologické flory, ale za

patogeny byly povazovany pouze beta-hemolytické streptokoky sk. A, C a G.

Nejcastéji izolovanym patogenem byl streptokok sk. A (Streptococcus pyogenes)
S Cetnosti 44,4 %.

Nejvice pozitivnich vzorkl (46 %) bylo od pacienti ve v€ku od 16 do 60 let. U osob
starSich 16 let se Castéji vyskytoval streptokok sk. C, zatimco u déti do 15 let prevazoval

streptokok sk. A.

Pfi této praci jsem si osvojila metody laboratorni diagnostiky vytéra z krku, jako je
kultivace a latexova aglutinace pouzivana k dourceni skupin streptokokti. Také jsem se

seznamila s preanalytickou fazi mikrobiologického vySetieni.
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ZADANKA NA MIKROBIOLOGICKE VYSETRENI
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MIKROBIOLOGIE | Antibioticks konzultace - 382 77 2161 (802 433 952 mimo pracovni dobu)
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i < MRSA screening !Ddhﬂ:mzo ket wieEr | obsah
e o Campylobacter spp. Ag & p'_h i O rima_witers
o ber cidivosti o ticks E. ool * 4 | © Trichomonas vaginalis  : o _
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Prosime na kazdy soubor vySetfeni novou Zadanku
Piiloha 1 Zadanka na mikrobiologické vySetieni

(Zdroj: vlastni)
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Piiloha 2 Druhy hemolyzy na krevnim agaru

(Zdroj: vlastni)

Priloha 3 Streptococcus pyogenes na krevnim agaru

(Zdroj: vlastni)
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