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ABSTRAKT

Bakalaiska prace se zabyva vyznamem bakterie Streptococcus agalactiae jako patogena v
urogenitalnim traktu téhotnych zen. Nejvétsi nebezpeci vSak predstavuje pro novorozence, u
kterych infekce probihaji pod klinickym obrazem meningitid a sepsi, coz miize mit vazné az fatalni
nasledky. Cilem prace bylo provést screeningové kultivacni vySetfeni poSevnich stérti odebranych
v 35. -37. tydnu tehotenstvi, identifikovat patogena vybranymi metodami a u jednotlivych izolata

stanovit citlivost na urc¢ita antibiotika.

Celkem bylo vySetfeno 362 poSevnich vzorki. U 60 vzorkll byla prokdzana ptitomnost
bakterie Streptococcus agalactiae. VSechny izolované kmeny vykazovaly 100 % citlivost na

penicilin. Naopak vysoka rezistence byla prokazana v ptipad¢ tetracyklinu a cotrimoxazolu.

Kli¢ova slova: Streptococcus agalactiae, GBS, c¢asné novorozenecké infekce, intrapartalni

antibioticka profylaxe, diagnostika

ABSTRACT

This thesis deals with the importance of Streptococcus agalactiae as a pathogen in the
urogenital tract of pregnant women. This bacterium is the most dangerous for the infants. The
neonatal GBS disease usually presents as meningitis and sepsis which may have serious or even
fatal consequences. The aim of this work was to perform the culture-based screening of vaginal
swabs during 35th-37th week of pregnancy, to identify the pathogen with the selected methods and

to determine the antimicrobial susceptibility of Streptococcus agalactiae isolates.

362 vaginal swabs were examined. Streptococcus agalactiae was detected in 60 samples.
All isolates were susceptible to penicillin. On the contrary, the high rates of GBS resistance to

tetracycline and co-trimoxazole have been demonstrated.

Keywords: Streptococcus agalactiae, GBS, early neonatal infection, intrapartum antibiotic

prophylaxis, diagnosis



Seznam pouzitych zkratek:

|AP antibioticka profylaxe

ATB antibiotika

CPS kapsularni polysacharid

DNA deoxyribonukleova kyselina

EIA enzymova imunoanalyza

ELISA z angl. enzyme-linked immunosorbent assay
EUCAST z angl. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
GBS streptokoky skupiny B

IgA imunoglobuliny tridy A

19G imunoglobuliny tridy G

KA krevni agar

MIC minimalni inhibicni koncentrace

MHK Mueller-Hintnitv agar s krvi

PCR polymerdzova retézova reakce

RT-PCR polymerdzova retézova reakce v realném case
S. streptococcus

THB Todd-Hewittitv bujon
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1. UVOD

Streptococcus (S.) agalactiae nalezi do skupiny B beta-hemolytickych streptokokd.
V anglicky psané literatufe je oznaCovan jako GBS (streptokoky skupiny B, z angl. Group B
Streptococci). Diive byl S. agalactiae povazovan za pivodce bovinni mastitidy spojené se ztratou
tvorby mléka. Nicmén¢, v sedmdesatych letech byl zjistén jako dominantni ptivodce invazivnich
onemocnéni novorozenct a kojenct do tfi mésici zivota a rovnéz onemocnéni u gravidnich zen.

Klinicky se infekce novorozencti manifestuji jako meningitidy, pneumonie a sepse.

Ve snaze co nejvice redukovat incidenci novorozeneckych infekci, centrum pro kontrolu a
prevenci onemocnéni (CDC, z angl. Center for Disease Control and Prevention) doporucuje
prenatalni screeningové kultivaéni vySetfeni vSech téhotnych Zzen ve 35.-37. tydnu gravidity.
Vlivem uspé$né antibiotické prevence piipady invazivnich novorozeneckych infekci postupné
klesaji, avSak objevuje se nartist onemocnéni u netéhotnych dospélych zen a muzii. Patrn€ se jedna
o zvySené riziko infekce zdavodu chronickych onemocnéni spojenych se sniZenou

obranyschopnosti.

Cilem bakalaiské prace bylo provést cilené screeningové kultivace z pochev t€hotnych zen
v obdobi mezi 35-37. tydnem t&hotenstvi. Dale, v ptipadé pozitivity na S. agalactiae provést
konfirmacni identifikaéni testy, zjistit citlivost daného izolatu na antimikrobialni latky a vyhodnotit

nalezy.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Historie a taxonomie

Bakterie S. agalactiae byla poprvé izolovana v roce 1887 z piipadi bovinni mastitidy a az do
Sedesatych let 20. stoleti nebyla oznaovana jako lidsky patogen z divodu sporadicky se
vyskytujicich lidskych infekci (Heath, 2011). Od tficatych let byl S. agalactiae coby ptvodce
onemocnéni spojovan pouze s bovinnimi mastitidami, tedy zanétem vemen u skotu. Tyto zanéty
mohou mit jesté dnes velky ekonomicky dopad v oblasti chovu dobytka, protoze GBS muze nakazit

az 40% stada, coz se projevi snizenim kvality a kvantity produkovaného mléka (Keefe et al., 1997).

Jako puvodce lidského onemocnéni byl S. agalactiae poprvé izolovan z vaginalnich vzorku a
vzorkd pfi hore¢ce omladnic ve tficatych letech minulého stoleti (Lancefield a Hare, 1935). V
sedmdesatych letech byl S. agalactiae oznacen jiz jako dilezity patogen zpuUsobujici invazivni
bakteridlni infekce u novorozencti v prubéhu prvniho tydne zivota. Od té doby je hlavnim
infekénim agens umrti novorozencii v primyslovych zemich, postihujici 0,5 — 3 novorozence z

1000 zivé narozenych déti (Melin, 2011; Baker, 2000; Lopez et al., 2005).

Prvni klasifikace streptokokti, kromé biochemickych a morfologickych vlastnosti, byla
postavena na typu hemolyzy. Rozeznidvdme hemolyzu alfa, beta a gama. Alfa hemolyza se
projevuje na krevnim agaru jako viridace (zména krevniho barviva na zeleny verdoglobin). Pfi beta
hemolyze dochazi k uplné lyze erytrocytl. Pokud kmen nehemolyzuje, oznacuje se jako gama
hemolyticky (Sitkiewicz a Hryniewicz, 2010). S. agalactiae patii mezi beta-hemolytické
streptokoky.

Priikopnici v klasifikaci streptokokli byla na pocatku tticatych let Rebecca Lancefield, ktera
streptokoky rozd¢lila podle pfitomnosti a typu povrchového antigenu — polysacharidu C. S.
agalactiae obsahuje antigen B, patii proto do streptokokd skupiny B, resp. GBS (Sitkiewicz a
Hryniewicz, 2010).



Taxonomie S. agalactiae:

doména: Bacteria
kmen: Firmicutes

ttida: Bacilli

rad: Lactobacilles
Celed’: Streptococcaceae
rod: Streptococcus
(Sedlacek, 2007)

2.2. Charakteristika druhu Streptococcus agalactiae

2.2.1. Morfologie

S. agalactiae patii mezi grampozitivni, nepohyblivé, nesporulujici koky, uspofadané do

dvojic az fetizkl (Sitkiewicz a Hryniewicz, 2010; Sass, 2012).

2.2.2. Kultivaéni naroky

S. agalactiae je kultiva¢né naro¢ny, vyzaduje pudy obohacené sérem nebo krvi. Optimalni
teplota rustu je 37°C (rozsah 25-45°C). Na rozdil od rodu Staphylococcus neroste pti 10°C ani
45°C. V ptitomnosti Skrobu nebo za anaerobnich podminek tvoii vétSina kmenl oranZovy pigment

(Sedlacek, 2007; Rotta et al., 1983).

Zakladnim kultivacnim médiem je krevni agar s 5% berani krve, na kterém S. agalactiae
vyrustd v koloniich mnohem vétsSich nez S. pyogenes. Kolonie jsou mazlavé, Sedo-bilé, lesklé, o
priméru asi 3-4 mm, s Gizkou zénou neostie ohrani¢ené netplné beta-hemolyzy v okoli (Rotta et al.,

1983).



V misté s naockovanym hemolyzin produkujicim kmenem Staphylococcus aureus dochazi
vlivem CAMP faktoru produkovanym S. agalactiae k zesileni hemolyzy S. aureus, coz oznacujeme
jako CAMP-fenomén. CAMP faktor se vaze na membranu erytrocytd, narusenou stafylokokovou
sfingomyelinazou C, coz vede k uplné lyze erytrocytl. Intenzita hemolyzy se méni naptiklad

slozenim kultiva¢niho média nebo uc¢inkem hemolyzint jinych bakterii (Rotta et al., 1983)

2.2.3. Citlivost k vnéjsim podminkdm

Citlivost k desinfekénim prostiedkiim

S. agalactiae je citlivy na 2-5% fenol, 1% chlornan sodny, 4% formaldehyd, 2%
glutaraldehyd, 70% ethanol, 70% propanol, 2% kyselinu peroctovou, 3-6% peroxid vodiku a jod
(Collins a Kennedy, 1999).

Pieziti mimo hostitele

Bakterie, jak bylo zjisténo, je schopna ptezit n€kolik mésicii v suchém prachu, pieziva i v
mléce pfi teploté -20°C po dobu 4 tydni a ve tkénich ryb pfi teploté -70°C po dobu 9 mésicu
(Keefe, 1997; Evans et al., 2004).

Fyzicka inaktivace

S. agalactiae je citlivy na vlhké teplo 55°C po dobu 30 minut, rovnéz na vlhké teplo 121°C

po dobu nejméné 15 minut a suché teplo 160-170°C po dobu nejméné 1 hodiny (Weavers et al.,
2001).



2.2.4. Biochemické vlastnosti

S. agalactiae vykazuje spole¢né vlastnosti rodu Streptococcus: je fakultativné anaerobni,
chemoorganotrofni, kataldza negativni. Fermentuje glukézu, maltézu a sachar6zu. Nefermentuje
mannitol ani sorbitol. VSechny kmeny hydrolyzuji hippurat sodny. Na rozdil od enterokokt
nehydrolyzuje skrob a eskulin, neprodukuje pyrrolidonylpeptidazu, tudiz PYR-test je negativni
(Rotta et al., 1983; Sedlacek et al., 2007).

2.2.5. Antigenni struktura a faktory virulence
Mimo skupinové specifického antigenu B obsahuje S. agalactiae typové specifické antigeny,
vétSinou polysacharidové povahy. Faktory virulence jsou u streptokokl skupiny B popsany méné

nez u streptokokt skupiny A, do které patii naptiklad S. pyogenes.

Toxiny tvofici pory

Toxiny tvofici pory podporuji vstup patogena do hostitelské buiikky a umoziiuji jeho
intracelularni preziti. S. agalactiae koduje dva toxiny tvofici pory znamé jako beta-
hemolyzin/cytolysin a CAMP faktor (Nizet, 2002). Produkce hemolyzinu koreluje s produkci
oranzového pigmentu, ktery chrani bakterii pfed ucinkem svételného zafeni. Dilezity pro
patogenezi GBS je rovnéz CAMP faktor. Jeho role v patogenezi vSak zlstdva nejasna (Hensler,

2008).

Polysacharidové pouzdro

Jednim z hlavnich faktord virulence je pouzdro, které u sérotypu III obsahuje N-
acetylneuraminovou(sialovou) kyselinu. Tato molekula brzdi aktivaci komplementu alternativni

drahou a fagocytozu (Méchurova et al., 2007).



Lancefieldova v roce 1934 urcila pomoci precipitacni reakce ¢tyfi antigenni typy: la, Ib, Il a
III. Rozlisila je podle pouzdernych polysacharidovych a proteinovych antigenti. Ve vSech typech
polysacharidi byly nalezeny stejné latky, jako glukédza, galaktoza, N-acetylglukosamin a kyselina
sialova, avSak v rizném zastoupeni (Rotta et al., 1983). Pomoci stejné metody byly nasledné uréeny
dalsi sérotypy IV, V a VI (Jelinkova a Motlova, 1985). Aktualn¢ je S. agalactiae rozdélen do deviti
sérotypti: Ia, Ib, Ic, II — IX, proti kterym jsou pfi identifikaci pouzivana monospecifickd kralici

antiséra (Woods a Levy, 2011).

v v

formou onemocnéni (Poyart et al., 2008). Sérotyp V je odpovédny za infekce u starSich a
imunodeficientnich pacientt (Persson et al., 2004). Zastoupeni jednotlivych sérotypi bylo
zjiStovano u zdravych jedincii, obou pohlavi a Siroké skéle véku, a to z rliznych mist lidského téla.
Vzorky byly odebrany z krku, kiiZe, rekta a genitalii. Byl proveden screening PCR a bylo zjisténo,
ze sérotyp III byl zastoupen v 24%, lav 21%, V v 18% a Ib v 17% (Van Der Mee-Marquet et al.,
2008).

Faktory virulence modulujici imunitni odpovéd’

S. agalactiae produkuje fadu faktort, které se podileji na modulaci imunitni odpovédi. Jedna
se 0 ScpB proteazu, ktera §tépi C5a slozku komplementu a rusi tak aktivitu polymorfonuklearnich
leukocytl (Takahashi et al., 1995). Mimoto ScpB ovliviiuje adhezi k hostitelskym buinikdm (Cheng
et al., 2002). DalS$im proteinem zasahujicim do imunitni odpovédi je serinova proteindza CSpA,
ktera s§tépi fibrinogen, proteiny extracelularni matrix a degraduje chemokiny (Harris et al., 2003;
Bryan and Shelver, 2009).



2.3. Onemocnéni zpiisobend GBS

2.3.1. Vyskyt S. agalactiae

Hlavnimi hostiteli S. agalactiae jsou lidé a hovézi dobytek. Siteni ze skotu na ¢lovéka mozné
je, ale vétSina kmenti nalezenych u skotu se od lidskych kmena li§i svymi biochemickymi
vlastnostmi. Tento zptlisob pienosu nelze pokladat za vyznamné riziko vzniku infekce u lidi (Murray

et al., 2007; Barkema et al., 2009).

Pfirozenym rezervoarem S. agalactiae je gastrointestinalni trakt, kde se vyskytuje az u tietiny
zdravé populace v rektu a ve stfevech. Z traviciho traktu se mohou GBS dostat az do pochvy, kde se
nachazi u 10-40% téhotnych i netéhotnych zen. Osidleni mize byt chronické, pifechodné nebo
stiidavé (Verani a Schrag, 2010). Rovnéz jsou pozorovany rozdily v kolonizaci populace vzhledem

k v&ku, etnickym skupinam a geografickym podminkam (Mé&churova et al., 2007).

V détském véku je ptitomnost S. agalactiae bézna v travicim traktu, kolonizace v genitalnim
traktu se objevuje az v obdobi puberty. Zajimavosti je, ze kolonizace neni spojena s uZzivanim

kontraceptiv, vaginalnich ¢ipki ani s pfitomnosti jiné sexualné pienosné choroby (Sass, 2012).

2.3.2. Patogeneze

K néakaze novorozencti dochazi obvykle pii prichodu plodu kolonizovanymi porodnimi
cestami. Takto onemocni asi 2% novorozenct (Sass, 2012). Dal§i moznosti je vzestupné Sifeni
bakterie do delohy, kde vstupuje do plodového vaku skrz prasklé plodové obaly. Plod se muze
rovnéz nakazit vdechnutim infikované plodové vody (Nizet, 2000). Riziko nakazy pro novorozence
stoupa s mnozstvim GBS kolonizujicich matku. Soucasné jakakoliv bakteriurie béhem téhotenstvi
signalizuje masivni kolonizaci matky GBS (Ancona, 1980). Pokud se nakazi novorozenec pfi

prichodu porodnimi cestami od své matky, pohybuje se novorozenecka mortalita mezi 5-20 %.



(Méchurova et al., 2007). Tento zpiisob pfenosu je potvrzen také nalezy stejnych klonl tohoto

mikroorganismu u novorozencu a jejich matek (Hansen et al., 2004).

K infekci novorozence miize dojit k i1 horizontaln€é, od jin¢ho ditéte nebo oSettujiciho
personalu. Tento zpisob pienosu neni tak bézny a pravdépodobné k nému dochazi fekalné-oralni
cestou. Rovnéz mastitida matky je potencialnim zdrojem infekce (Sass, 2012; Votava et al., 2003).
U dospélého miize dojit k infekci pohlavnim stykem ¢i autoinfekci. U 3% muza byl S. agalactiae

prokazan trvale v uretie (srv.onzk.net).

vvvvv

mikroorganismil. Sekret poSevni sliznice zdravé Zeny obsahuje 10%°/ml aerobnich a fakultativng
anaerobnich bakterii a stejné mnoZstvi anaerobnich bakterii. Vyskytuji se zde mikroaerofilni
laktobacily, nepatogenni stafylokoky a mikrokoky, korynebakterie, bifidobakterie, propionibakterie,
peptokoky, mikroaerofilni a anaerobni streptokoky, gramnegativni nefermentujici tycinky.
V men§im mnoZstvi (mén& nez 10%/ml) se nalézaji v posevnim sekretu zdravé Zeny druhy Geledi
Enterobacteriaceae, Gardnerella vaginalis, nepatogenni kvasinky, mykoplazmata, ureaplazmata.
Zménou posevniho mikroprostiedi, porusenim jejiho ekosystému muze dojit ke zvyseni kolonizace

touto bakterii a jejimu mnozeni v pochvé (Duben et al., 1986).

2.3.3. Klinicky obraz infekci GBS

Novorozeneckd onemocnéni

Novorozenecké infekce se déli na perinatdlni a postnatdlni. Protoze vSak nelze pfesné urcit
okamzik vzniku infekce, pouziva se klasifikace, podle niz je onemocnéni déleno na casnou a pozdni

formu (Blechova, 2006).

Casné infekce se obvykle objevuji béhem prvnich 24-48 hodin az 7 dnti po porodu (Koenig a

Keenan, 2009). Vznikaji béhem porodu, bud’ jesté¢ v déloze pii piedCasném odtoku plodové vody,
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nebo az pfi prichodu plodu porodnim kandlem (Rajagopal, 2009). Novorozenci mohou ptes
placentu pfijimat matciny protilatky namifené proti polysacharidovému pouzdru. Mnozstvi téchto
protilatek IgG koreluje s vysi rizika Gasnych infekci (Margarit et al., 2009). Casné novorozenecké
infekce se klinicky manifestuji jako pneumonie, meningitidy, bakteriémie nebo toxicky Sok. Mezi
nejcastéjsi klinické symptomy patii letargie, cyandza, horecka, podrazdénost, hypotenze a apnoe.
Mortalita ¢asnych infekci se uvadi kolem 5%, kdy nejvice ohrozeni jsou nezrali novorozenci

narozeni pted 33. tydnem tehotenstvi (Greenwood, 2007; Clifford, 2011 a Ryan et al., 2004).

Pozdni infekce se vyskytuji mezi 8. dnem a 3. mésicem po porodu, kdy k vétsSiné onemocnéni
dochazi obvykle koncem prvniho mésice Zivota. V polovin¢ piipadu se dité nakazi az po porodu.
Pozdni novorozenecké infekce probihaji nejcastéji jako bakteriémie a meningitidy. V mensi mite se
mohou manifestovat jako pneumonie, celulitidy anebo lokalni infekce kosti a kloubd (Phares et al.,
2000; Ryan et al., 2004, Beitune et al., 2007). Onemocnéni s klinickym obrazem sepse a
meningitidy ma sice pfizniveéjSi prognézu, ale zanechava trvalé nasledky v podobé poruch

centralniho nervového systému, jako je slepota, hluchota nebo mentalni retardace (Ktizova, 2008).
Mimoto je definovana velmi pozdni forma nastupu nemoci, ktera se vyskytuje u novorozenct
po 3. mésici zivota (Beitune et al., 2007). Uvadi se, Ze 65% umrti se vyskytuje u novorozencu s

porodni hmotnosti mensi nez 2 500 g (Koenig a Keenan, 2009).

Onemocnéni dospélych

U tcéhotnych zen muze S. agalactiae vyvolat infekce mocového traktu, bakteriurii,
chorioamnionitidu, potrat nebo ptredcasny porod (Phares et al., 2008). Infekce mocovych cest jsou
spoleénym projevem onemocnéni vyvolanych GBS a jsou pozorovany u neté¢hotnych i téhotnych
zen, ale i u muzi. Krom¢& mocovych infekci miize S. agalactiae zpuasobit u dospélych invazivni
onemocnéni, nejcastéji ve spojeni s jinou zavaznou chorobou, jako je diabetes mellitus, srdecni

onemocnéni nebo riizné malignity (Edwards et al., 2005). Mezi nejzavaznéjsi invazivni onemocnéni



dospélych patii sepse. Dalsimi klinickymi projevy infekci GBS u dospélych jsou endokarditidy,
osteomyelititidy nebo artritidy (Yanai et al., 2011).

2.3.4. Rizikové faktory

Onemocnéni novorozencu

Mezi nejdulezitéjsi rizikové faktory infekci GBS patii jakakoliv bakteriurie béhem téhotenstvi
porod pted 37. tydnem téhotenstvi, predCasnd ruptura plodovych obald, odtok plodové vody vice
nez 12 hodin pfed porodem, horecka rodicky béhem porodu, pozitivni vaginalni kultivace na S.
agalactiae, klinicka asfyxie novorozence a agpar skore niz$i nez 3 v prvni minuté po narozeni

(Beitune et al., 2007).
DalS8imi rizikovymi faktory jsou nizké hladina cirkulujicich protilatek proti GBS, vék matky
niz8i nez 20 let, t€hotensky diabetes mellitus (Beitune et al., 2007) a rovnéz piedchozi porod ditéte s

¢asnou infekei GBS (Méchurova, 2007).

Onemocnéni dospélych

Rizikovymi faktory onemocnéni dospélych jsou veék nad 60 let, diabetes mellitus, onemocnéni
srdce a cév, malignity, alkoholismus, onemocnéni jater a ledvin, pfedchozi mrtvice, dekubitalni

viedy nebo kortikosteroidni terapie (Matthijs et al., 2010).
2.4. Prevence novorozeneckych infekci GBS
2.4.1. Intrapartdlni antibioticka profylaxe
Nejucinnéjsi zpusob, jak redukovat ¢asné novorozenecké infekce GBS, je screeningové

kultivacni vySetfeni t€¢hotnych zen kombinované s intrapartalni antibiotickou profylaxi (IAP) u

kolonizovanych Zen (Clifford 2011). Diky IAP se snizil vyskyt ¢asnych infekci GBS v Australii a
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na Novém Z¢landé az o 80% (Daley et al., 2004). IAP se indikuje po pozitivnim kultivacnim
vySetieni provedeném ve 35. -37. tydnu gravidity. V obdobi pied porodem se kolonizace GBS
nepielécuje, jelikoz 70% Zen je opét rekolonizovano. IAP se aplikuje intraven6zné az pii nastupu
déloznich kontrakci nebo po odtoku plodové vody. V ptipadé negativniho vysledku kultivace se
IAP nepodava (Méchurova, 2007). Pokud se u téhotné Zzeny objevil nalez S. agalactiae kdykoliv

béhem tehotenstvi, indikuje se |AP bez predchozi kultivace z pochvy ¢i rekta.

Pokud kultivaéni vysetfeni nebylo provedeno, nebo jeho vysledek neni k dispozici, indikuje
se AP v ptitomnosti alespon jednoho z nésledujicich rizikovych faktort:
e predcasny porod pted 37. tydnem gravidity
e odtok plodové vody pted vice nez 12 h.
e t¢lesna teplota matky béhem porodu vice nez 38°C
e pfitomnost GBS v moc¢i matky béhem téhotenstvi

e ptedchozi porod ditéte s casnou infekeci GBS (Méchurova, 2007; Clifford, 2011).

Lékem prvni volby je penicilin a ampicilin. Zeny alergické na beta-laktamova antibiotika
mohou byt lééeny cefazolinem, clindamycinem, popiipadé vankomycinem (kol. AAP, 2011).
Antibiotika je nejvhodngj§i podavat vice nez 4 h pfed porodem, v opacném piipade riziko
kolonizace plodu narasta. |AP se ukoncuje soucasné s porodem plodu, v 1é¢bé matky se pokracuje

pouze v piipad¢ jasného klinického nalezu (Méchurova, 2007).

Vzhledem k vysoké rezistenci kmenu S. agalactiae k makrolidovym a linkosamidovym
antibiotikiim, nelze zminéna antibiotika pausaln¢ pouzivat k 1écebné profylaxi pred porodem bez

znalosti antibiotické citlivosti kmene (Balikova et al., 2011).
Kromé vyse uvedené IAP patii rovnéZ K preventivnim opatienim vzniku GBS infekci podani
vhodnych antibiotik rizikovym novorozenctim. Na novorozeneckych oddélenich je nutné dodrzovat

provozn¢ organizani a hygienické normy pro zabranéni Sifeni infekce od kolonizovanych
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novorozencu. K epidemiologickym opatfenim nalezi také hlaSeni nemocnych a odbér biologického

materialu ke stanoveni etiologie (K#izova, 2008).

2.4.2. Vakcinace

Imunizace zen pfed nebo v prub&hu téhotenstvi by byla velmi atraktivni strategii v prevenci
novorozeneckych onemocnéni zpusobenych GBS. Slibné vysledky ukazaly klinické studie s
kapsularnim polysacharidem (CPS) navazanym na tetanicky toxoid (Paoletti a Madoff, 2002; Baker
a Edwards, 2003). Limitujicim faktorem pro rozsifeni konjugovanych CPS-vakcin je mald nebo
74dna zkiizena protekce mezi jednotlivymi sérotypy. Usp&sna profylaxe infekci GBS by vyzadovala
polyvalentni vakcinu namifenou proti pievladajicim sérotypim (Johri et al., 2006; Edwards, 2008;
Paoletti et al., 2008). Jiné védecké skupiny vyuzily k identifikaci vhodnych kandidati pro pfipravu

u¢inné vakciny procesu reverzni vakcinologie (Tettelin et al., 2005; Maione et al., 2005).
2.5. Diagnostika

2.5.1. Vysetirovany material

VSechny tchotné Zeny mezi 35. az 38. tydnem t&hotenstvi by se mély podrobit
screeningovému kultiva¢nimu vySetfeni, které by prokézalo kolonizaci pochvy streptokoky skupiny
B. Odbér kultivacnich vzorki se provadi z postrannich stén dolni tfetiny pochvy. Odbér materialu z
rekta neni pfinosem, proto kombinovany odbér neni indikovan (Méchurova et al., 2007). Vzorky

jsou po odbéru ihned umistény do transportniho Amiesova média.
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2.5.2. Klasické metody primé diagnostiky
Mikroskopie

Pti mikroskopickém vySetfeni pozorujeme v preparatu obarveném podle Grama modrofialové
koky v ftetizcich. V praxi se mikroskopické vysetieni vétSinou neprovadi, pouze v piipadé

pochybnosti a nutnosti odlisit S. agalactiae od jinych bakterii.

Princip Gramova barveni

Gramovo barveni umoznuje dé€lit bézné bakterie na dvé skupiny: grampozitivni barvici se
modrfe a gramnegativni barvici se ¢ervené. Rozdil v barvitelnosti je podminén odlisnym slozenim
bunécéné stény u obou skupin bakterii. Béhem barveni se pouzivaji reagencie v tomto potadi —
krystalova violet, Lugoluv roztok, aceton (vymyje ptedchozi barevny komplex barev z G- bakterii,
z G+ ne) a karbolfuchsin. Preparat je prohlizen pod imerzi za pouziti objektivu se zvétSenim 100x

(Jakes, 2011).

Kultivace

Standardni kultiva¢ni vySetfeni umoziuje ziskat vysledek do 48 hodin. Kultiva¢cnim metodam
se dava prednost pred uzZitim tzv. rychlych diagnostickych testi s vySS§im rizikem fale$né

negativnich vysledkl. Rychlé diagnostické testy se vyuZivaji pouze v ¢asové tisni (Holec, 2005).

Zakladni padou ke kultivaci S. agalactiae je KA, na kterém vyrasta v podobé bélavych
kolonii se slabou beta-hemolyzou (obrazek 2). Pro izolaci GBS z klinického materidlu Ize rovnéz
vyuzit rizné komercné dostupné chromogenni pudy, napt. StrepBSelect, kde S. agalactiae vyrusta v
podobé tmavych tyrkysovych kolonii (obrazek 4). Dalsi selektivni ptidou pro izolaci GBS je

Uriselect, kde GBS tvofti svétle tyrkysové az modré kolonie (obrazek 3).
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K pomnozeni streptokokti skupiny B lze vyuzit Todd-Hewittiv bujon (THB), Jedna se 0
selektivni médium obsahujici colistin a kyselinu nalidixovou. Rust streptokokii se projevi tvorbou

sedimentu (Fenton a Harper, 1979).

2.5.3. Pokrocilé metody primé diagnostiky

Mezi pokrocilé metody piimé diagnostiky GBS se fadi CAMP test, biochemickeé testy a ptima

detekce antigenu.

CAMP test

Tento test se pouziva pro predbéznou identifikaci S. agalactiae. Test byl pojmenovan podle
védcu, kteti v roce 1944 CAMP faktor popsali (Christie, Atkins, Munch-Peterson). Podstatou testu
je detekce extracelularntho CAMP faktoru, ktery pisobi synergicky s beta-hemolyzinem
Staphylococcus aureus (Zahradnicek, 2007; Sridhar, 2009). CAMP- fenoménu podobné reakce byly

pozorovany rovnéz u jinych druhu streptokokt, napt. u S. canis (Hassan et al., 2005).

Bacitracinovy test

Slouzi k jednoduchému rozliSeni beta-hemolytickych streptokokii skupiny A od ostatnich
skupin. Test vyuziva vysoké citlivosti beta-hemolytickych streptokokt skupiny A k nizké
koncentraci bacitracinu (0,04 j.), kterd se projevuje vytvofenim inhibi¢ni zoény kolem
bacitracinového disku (obrazek 5). Ostatni beta-hemolytické streptokoky jsou k této koncentraci

bacitracinu rezistentni (Zahradnicek, 2007).

Pyr test

Tento test slouzi k rychlému rozliseni S. pyogenes od S. agalactiae. Jde o detekci
pyrrolidonylpeptidazové aktivity, ktera je charakteristicka pro S. pyogenes. Podstatou testu je
hydrolyza  substratu  obsazeném v  diagnostickém  prouzku  plsobenim  enzymu

pyrrolidonylpeptidazy. Detekce se provadi po pfidani Cinidla, kdy v pozitivnim piipadé dochazi ke
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vzniku cerveného zbarveni (Chen et al., 1997). Test je rychly, levny, ale v bézné praxi se

nevyuziva.
Detekce antigenu latexovou aglutinaci

Principem testu je reakce z bunécné stény extrahovanych antigent, které jsou specifické pro
danou skupinu streptokokt se specifickymi protilatkami navdzanymi na latexové ¢astice. Vyhodou
této metody je jeji nenarocnost na vybaveni, jednoduchost a rychlost. Proto je vhodna pro rutinni
testovani. Vysledkem reakce je tvorba viditelnych shlukii. Touto metodou muizeme identifikovat

ptitomnost skupinového antigenu B S. agalactiae (Howanitz a Howanitz, 1991)

Enzymovd imunoanalyza (EIA)

Vyhodou EIA testt v diagnostice infekci GBS je rychlost ziskani vysledkd. Na druhé strané
jsou zatizeny vysokou faleSnou negativitou, proto jsou povazovany pouze za orientacni a nemohou

nahradit standardni laboratorni metody zalozZené na kultivaci (Bartaiikova et al., 2005).

EIA vyuzivd stanoveni v homogennich a heterogennich systémech. Homogenni systém
pfedstavuje imunochemickou reakci v roztoku, kdezto heterogenni imunoanalyza vyuziva
imobilizace protilatek nebo antigenli na pevnou fazi. V dneSni dobé se predev§im uplatiiuje
heterogenni enzymova imunoanalyza, ktera je znama pod zkratkou ELISA (z angl. enzyme-linked
immunosorbent assay). Principem EIA je kombinace selektivni tvorby imunokomplexil s vysokou
citlivosti, kterou poskytuje amplifikacni enzymova reakce. Citlivost této metody se pohybuje

v rozmezi 10 az 10 mol/l (Bartinkova et al., 2005).

Metoda ELISA je zalozena na vysoce specifické vazebné reakci mezi antigenem a
protilatkou. Pro metodu ELISA je typické znaCeni detekénich protilatek pomoci enzymt, které
katalyzuji pfeménu substratu na barevny produkt. Protilatka je adsorbovdna nebo kovalentné
navazana na vhodny nosi¢ (zkumavka, jamka mikrotitra¢ni desticky, atd.), coz usnadiiuje separaci

imunochemicky navazanych molekul. Vyhodnoceni metody je vizudlni nebo spektrofotometrické.
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ELISA testy jsou vysoce specifické a vyuzivaji se k detekci specifickych mikroorganismt, proteint
nebo toxind (Bartunkova et al., 2005).

2.5.4. Molekularné biologické metody

Tyto specifické a citlivé metody se pouzivaji k pfimému prikazu cilové sekvence
nukleovych kyselin ve vzorcich poSevniho sekretu. Patii mezi tzv. rychlé diagnostické testy, avSak

neumoziuji stanoveni citlivosti k antibiotikiim.

Fluorescencni in situ hybridizace

Molekularni in situ hybridizace je zaloZzena na pouziti fluorochromem znacené
jednofetézcové hybridizacni sondy, coz je kratky tsek deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Sonda
se vdusledku komplementarity bazi vaze po denaturaci k cilové sekvenci DNA bunéck
nachazejicich se na mikroskopickém skle. Sekvence s navdzanou sondou je mozné barevné rozlisit

a pozorovat fluorescenénim mikroskopem vybavenym vhodnymi fluorescen¢nimi filtry (Savoia et

al., 2008).

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Zakladnim principem PCR je opakovana fizena denaturace dvoufetézcové DNA a nasledna
renaturace osamocenych fetézcli se specifickymi oligonukleotidy, které jsou v reakéni smési v
nadbytku. Tyto oligonukleotidy slouzi nasledné jako primery pro syntézu nového tfetézce DNA.
PCR se v mikrobiologii pouZiva zejména k pritkazu mikrobialni DNA ve vySetfovaném vzorku. Jeji
nejveétsi vyhodou je rychlost a schopnost prokazovat i nekultivovatelné mikroby. Ve srovnani s

klasickymi technikami je PCR pomérné nakladna (Votava et al., 2000; Elabaradie et al., 2009).

Real-time PCR (RT-PCR) je zalozena na sledovani prubéhu polymerazové fetézové reakce

(PCR) pfimo b&hem reakce (,,v redlném case") pomoci fluorescen¢nich sond ¢i barviv, které
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detekuji mnozstvi PCR produktu zvySenim své fluorescen¢ni aktivity. Jeji vyhodou oproti

konvencni PCR je moznost kvantifikace (Poitras a Houde, 2002).

2.5.5. Stanoveni citlivosti k antibiotikiim

Utinek antibiotika na bakterie lze v laboratofi zjistit ndkolika metodami, které maji pii
peclivém dodrzeni postupu srovnatelné vysledky. Metody slouzici ke zjistovani citlivosti na
antibiotika se déli na kvalitativni a kvantitativni. Mezi kvalitativni metody patii diskovy difuzni
test. V ptipad¢ kvantitativniho testu citlivosti, stanovujeme minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC),

cv v

bakterie. MIC lze vysetfit v bujonu, agaru, nebo E-testem.

EUCAST (z angl. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) uvadi tfi
kategorie, v nichz kmen je klinicky:
o citlivy, pokud aktivita antibiotika poskytuje vysokou pravdépodobnost tispéchu 1écby
e rezistentni, pokud aktivita antibiotika poskytuje vysokou pravdépodobnost selhani 1écby
e intermedidrné rezistentni, pokud je uspéch 1écby antibiotikem s danou aktivitou nejisty

(Urbaskova et al., 2010).

Mikrodiluéni test

Jedna se o metodu, kdy se hodnota MIC odecita v jamkach mikrotitraéni desticky, které
obsahuji riizné koncentrace antibiotik v Zivném bujonu. Do jamek se oCkuje standardni inokulum
vySetiovaného kmene bakterii a po pfislusné dob¢ inkubace se odecita MIC. Obvykle se pfipravuje
osm koncentraci jednoho antibiotika v dvojniasobné geometrické fadé. Na jedné destiCce se

vySetiuje MIC az 12 riznych antibiotik pro jeden testovany kmen (Zahradnicek, 2007).

Agarova dilucni metoda

Referencni kvantitativni metodou stanoveni citlivosti k antimikrobialnim latkam je agarova
dilu¢ni metoda. Uziva se rovnéz pro stanoveni MIC. Vysetieni se provadi v agarovych pidach,

které obsahuji zvolené koncentrace antibiotik, obvykle v dvojndsobné geometrické fad€. Standardni
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inokulum vysetfovanych bakterii se ockuje na povrch ptidy a po ptislusné dobé inkubace se odecita

MIC. Pro ur€eni citlivosti se hodnota MIC porovnava s hrani¢ni hodnotou (Zahradnicek, 2007).

Diskovy difuzni test

Nejrozsitengjsi metodou Vv diagnostické praxi je diskova diftzni metoda. Pro testovani se
pouzivaji papirové disky nasycené urCitym mnozstvim antibiotika. Citlivost testovaného
bakterialniho kmene se stanovuje podle priméru inhibi¢ni zony vytvorené kolem disku s urcitym

obsahem antibiotika.

Zo6ny se méii véetné diskli a vysledky se uvaddi v mm. Primér zoény inhibice ristu se
porovnéava s hrani¢nim primérem inhibi¢ni zony pro citlivé kmeny. Vytvofi-li vySetiovany kmen
inhibi¢ni zénu o stejném nebo veétsim praiméru nez je hraniéni prameér, poklada se za citlivy k dané

antimikrobidlni latce. V opacném piipadé je rezistentni.(Zahradnicek, 2007).
E-test

Slouzi pro kvantitativni vySetieni citlivosti a kombinuje principy pfedchozich dvou metod. E-
test je inertni plastikovy prouzek, ktery na jedné strané obsahuje exponencialni gradient koncentraci
stabilizované antimikrobidlni latky v suchém stavu. Na druhé stran€ prouzku je kontinuélni stupnice
patnacti fedéni antibiotika, kterd slouzi k odecitdni MIC. Na povrch agaru naockovaného inokulem
testovaného mikroorganismu se pfilozi E-test stranou, ktera obsahuje antimikrobialni latku. Po
inkubaci se vytvafi kolem prouzku E-testu inhibi¢ni zéna ve tvaru elipsy. MIC se ode€itd v mistg,

kde elipsa protina okraj prouzku (Zahradni¢ek, 2010).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast byla provedena na pracovisti Laboratorniho a diagnostického centra

MeDila s.r.0., na oddéleni klinické mikrobiologie.

3.1. Material

3.1.1. Sbirkové kmeny

Bakterialni kmeny S. agalactiae (CCM 6187) a Staphylococcus aureus (CCM 3953)
pochazely z Ceské sbirky mikroorganismii. Sbirkové kmeny byly pouzity pro CAMP test a

stanoveni citlivosti k antibiotikim.

3.1.2. VySetirovany material

Material ke kultivaci a prikazu S. agalactiae v ramci predporodniho screeningu pochézel z
ordinaci obvodnich gynekologl z oblasti Pardubic. Odbérova soustava obsahovala sterilni vatovy
tampon a transportni Amiesovo médium. Sté€ry byly provedeny z pochvy, vyjimecné také z rekta.
Po odbéru byl materidl dopraven do laboratofi MeDiLa s.r.o. v rdmci pravidelného svozu materialu.

Soucasti dodani vzorkil byly 1 Zadanky k vySetteni.
3.1.3. Kultivaéni média a diagnostické testy

e Krevni agar (Viamar, Sarze: KA732 )

e URIselect: chromogenni pida pro pfimé rozpoznani mikroorganismui
(Biorad s.r.o0., Sarze: 2B2819 )

e StrepBSelect: chromogenni ptida pro pfimé rozpoznani S. agalactiae
(Biorad s.r.o., SarZe: 2B2067)

e Todd-Hewittiv bujon: selektivni bujon zvyhodiujici streptokoky
(Viamar, Sarze: zTH5-12)
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e Mueller-Hinton s krvi (MHK) (Viamar, Sarze: MHK 101)
e Pastorex MSTREP: aglutina&ni test (Biorad s.r.0., §arze: 2F2156)

e Streptotest (Lachema s.r.0., Sarze: 301212.)

3.1.4. Chemikalie a antibiotika

e Fyziologicky roztok: 2ml, 3ml, 0,9% NaCl
e Suprachlor B — 1% roztok

e Antibiotické disky (Biorad s.r.o0.)

Penicilin (sarze: 2A3018)

Erythromycin (Sarze: 1G3253 a IM3255)
Clindamycin (Sarze: 1L3137)
Nitrofurantoin (Sarze: 1L0016)
Tetracyklin (Sarze: 1G3318 a 1K3319)
Cotrimoxazol (Sarze: 1H3394)

3.1.5. Pristroje

e Mikroskop Zeiss amplival (Carl Zeiss NDR, sériové ¢islo: 531 673)

e Denzitometr DEN-1 Mc Farland (BioSan Ltd.Latvia)

e Termostat BT 120 (Laboratorni ptistroje Praha, vyrobni ¢islo: 3573)

e Deskova biottepacka PSU-2T (BioSan Ltd. Latvia, sériové ¢islo: 010102 1011 0259)
e Sterilizator klicek (Nedform, Votice s.r.0., vyrobni ¢islo: 1-04/11)

e Elektrické posuvné métitko (P_PM/DM_01/MIK)
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3.2. Pracovni postup

3.2.1. Prijeti vzorku

Po pfijeti vySetfovaného materidlu do laboratoie jsme provedli kontrolu shody oznaceni
vzorku jménem a rodnym cCislem s udaji na zaddance vyplnéné lékaiem. V piipadé, Ze nebyla
nalezena neshoda, vzorek jsme pfijali, oznacili pofadovym cislem a klienta zadali do laboratorniho

informacniho systému.

3.2.2. Kultivacni vysetreni

Ptipravili jsme si potfebné pidy na kultivaci a oznacili je shodné s potfadovym ¢&islem v

laboratornim informa¢nim systému.

Na jednotlivé ptdy, tedy krevni agar a StrepBSelect agar jsme vatovym tamponem, na kterém
byl vzorek z vytéru pacienta, provedli inokulaci. Poté jsme vatovy tampon ponoftili do THB, ktery
je selektivnim pomnozovacim médiem pro streptokoky. Abychom ziskali na kultiva¢nich padach
jednotlivé Cisté kolonie, provedli jsme izolaci inokula ¢arkovanim. VSechny pouZité pidy 1 THB
jsme nechali inkubovat v termostatu pii 37°C po dobu 24 h. Po uvedené dob¢ inkubace jsme
odecetli vysledek kultivace na plotnach a zaroven jsme provedli na stejné kultivacni pidy inokulaci

z THB. Plotny jsme opét nechali inkubovat v termostatu po dobu 24 h.

Nasledujici den jsme vyhodnotili nariist na pidach po pomnozeni v bujénu. V piipadé
pozitivniho nalezu S. agalactiae po 24 hodinové inkubaci nebo az po pomnozeni (48 h), jsme

provedli biochemické a aglutinacni testy a rovnéz stanoveni citlivosti na ATB.

3.2.3. Konfirmacni testy

Pti pozitivnim kultivaénim nélezu jsme vzdy provadéli mikroskopické vySetieni ptipraveného
preparatu a CAMP-test. V pfipadé nejasnych vysledkl z vySe uvedenych diagnostickych metod

jsme pozitivni ndlez potvrzovali biochemickymi a aglutinacnimi testy.
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Mikroskopie

V kapce fyziologického roztoku na sklicku jsme rozmichali kolonii a nechali zaschnout na

vzduchu. Poté jsme preparat tepeln¢ fixovali nad plamenem.

Postup Gramova barveni

e fixovany preparat jsme pielili roztokem krystalové violeti a barvili 60s, roztok jsme potom
slili a preparat oplachli vodou

¢ nasledovalo barveni Lugolovym roztokem 60 s a poté oplachnuti vodou

e v dal$im kroku jsme preparat odbarvovali acetonem a oplachli vodou

¢ v poslednim kroku jsme dobarvovali safraninem po dobu 60 s, barvivo jsme slili a oplachli

preparat vodou

Po oschnuti preparatu jsme mikroskopovali pod imerznim objektivem pfii celkovém zvétSeni
1000x (100x objektiv a 10x okular). V piipadé S. agalactiae jsme pozorovali G+ koky v kratsich i

delSich fetizcich, ojedinéle ve dvojicich ¢i Etveticich.
CAMP-test

Na krevni agar jsme naockovali ¢aru testovaného kmene a z obou stran kolmo k ni jsme
naockovali ¢aru Staphylococcus aureus. Krevni agar jsme nechali inkubovat v termostatu pii 37°C
po dobu 24 h. V piipad¢ pozitivity doslo k zesileni u¢inku beta-hemolyzinu Staphylococcus aureus
ve tvaru “motylich kiidel” (obrazek 6). Jako pozitivni kontrolu v CAMP-testu jsme pouzili

sbirkovy kmen S. agalactiae.

Aglutinacni metoda

K urceni skupinové specifického antigenu B jsme pouzili komercéni aglutinani kit a
postupovali jsme dle instrukei vyrobce. V piipadé pozitivniho vysledku doslo po protiepani na
ttepacce po dobu 3 min k reakci protilatky s antigenem skupiny B a ke vzniku viditelnych shlukt
(obrazek 8).
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Biochemické testy

Z neznamého kmene jsme si pfipravili suspenzi ve fyziologickém roztoku. Zakal suspense
odpovidal 2. stupni Mc Farlandovy zakalové stupnice. Do kazdé jamky mikrotitra¢ni desticky
pouzité soupravy jsme napipetovali 100 pl bakterialni suspense, podle navodu pfidali do uréenych
jamek parafinovy olej a nechali inkubovat 24 h pti 37°C v termostatu. Nasledujici den jsme odecetli
barevné reakce v jednotlivych jamkéch (obrazek 7) a pouzitim specialniho pocitacového programu

jsme identifikovali kmen.

3.2.4. Stanoveni citlivosti na ATB

U pozitivnich vzorkd na S. agalactiae jsme stanovovali citlivost izolovanych kment na fadu
antibiotik: penicilin, cotrimoxazol, tetracyklin, nitrofurantoin, erythromycin a clindamycin.

Vysetieni citlivosti jsme provadéli diskovou difizni metodou

Inokulum jsme rozmichali ve fyziologickém roztoku a pfipravili jsme bakteridlni suspenzi o
hodnoté 0,5 stupné Mc Farlandovy zakalové stupnice. Bakterialni suspenzi jsme naockovali na
MHK ptdu. Na plotnu jsme dispenzorem aplikovali sadu antibiotickych diskid a plotnu jsme nechali
inkubovat v termostatu pii 37°C po dobu 24 h. Nasledujici den jsme odecetli velikosti inhibi¢nich
z6n a urcili citlivost ¢i rezistenci testovaného kmene na dané antibiotikum. Inhibi¢ni zény jsme

méfili pomoci elektrického posuvného méfitka a porovnavali s hrani¢nimi hodnotami.

Kontrola diskii pomoci CCM kontrolnich kment se provadi 1x mési¢né a u kazdé nové Sarze

pied uvedenim do laboratorniho provozu.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Vzorky t€hotnych Zen odebranych mezi 35.-37. tydnem gravidity jsme vySetfovali po dobu 5
mesicl, v obdobi duben-srpen 2012. Provedli jsme screeningové kultivacni vysetfeni vzorkt od 362
pacientek ve vekové kategorii 16-45 let. Bakterii S. agalactiae jsme prokazali ve vzorcich od 60
pacientek (16,6%). V posevnich vzorcich od zbyvajicich 302 pacientek (83,4%) jsme S. agalactiae
nepotvrdili (graf 1 a 2)

Graf 1: Cetnost nalezi z celkového poétu 362 vzorka
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Graf 2: Procentualni zastoupeni nalezd
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Nase vysledky se shoduji s daty publikovanymi Barcaite et al. (2010), ktefi popsali kolonizaci
GBS u tehotnych Zen z vychodni Evropy v rozmezi 19,7-29,3%, v ptipad¢ zapadni Evropy bylo
kolonizovano GBS 11-21% téhotnych zen, ve Skandinavii 24,3-36% a v jizni Evrop¢ 6,5-36% zen.
Naopak ve studii probéhlé v roce 2001-2002 na tizemi Ceské republiky, byla v ramci predporodniho
screeningu zjiSténa posSevni nebo rektalni kolonizace GBS u 29,3% Zen (Motlova et al., 2004).
Vyssi procento vyskytu S. agalactiae publikované Motlovou et al. (2004) mize byt z divodu
prikazu GBS ve stérech jak z pochvy, tak z oblasti rekta. V nasem piipad¢ se jednalo pouze o

posevni stéry.

Nekteti autofi zjistili, Ze kolonizace GBS se 1i§i v zévislosti na etnickych skupinach,
geografické lokalizaci a veku te€hotnych zen (Regan et al., 1991). Nase vysledky ukazuji vyssi
vyskyt kolonizace GBS (18,4%) ve vekoveé skupin€ 31- 45 let, zatimco v mladsi vékové skupiné
16-30 let pozitivni nalez GBS byl u 14,5% téhotnych zZen (graf 3). Samoziejmée, vyssi procento
vyskytu S. agalactiae ve starsi vékové skupiné miize souviset s vy$s§im poétem vySetifovanych zen

této skupiny a zvySujicim se vékem rodicek.
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Graf 3: Pozitivni a negativni ndlezy v rtiznych vékovych skupinach gravidnich Zen
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U vsech izolata S. agalactiae jsme testovali citlivost na fadu antibiotik. Tabulka 1 a graf 4
ukazuji citlivost izolatl GBS k jednotlivym antimikrobidlnim latkdm. VSechny izolaty byly citlivé k
penicilinu, coz potvrzuji 1 vysledky jiné studie (Motlova et al., 2004). Penicilin je rovnéz
antibiotikem prvni volby v ptipadé IAP novorozeneckych infekci GBS (Verani et al., 2010).
Nicméng, Dahesh et al. (2008) identifikovali izolaty GBS se snizenou citlivosti k penicilinu. Vysoce
ucinnym antibiotikem je rovnéz nitrofurantoin, kdy 58 izolatd GBS z celkového poctu 60 (97%)
bylo citlivych k tomuto antibiotiku. Nitrofurantoin vSak nelze k IAP pouzit, jelikoz jeho hladina
nedosahne uc¢inné koncentrace v krvi matky ani v téle plodu po prichodu placentou (Simoes et al.,
2004).

V piipadé¢ dalsiho testovaného antibiotika, erythromycinu, jsme zjistili vySSi pocet
rezistentnich izolath GBS (18%) ve srovnani se dvéma pifedeSlymi antibiotiky. Prevalence
rezistence k erythromycinu mezi riznymi izolaty GBS se udava v rozmezi 7-25% (Andrews et al.,
2000; Florindo et al., 2010). Uvadi se, ze celosvétove vzristajici rezistence k makrolidiim, zv1asté k

erythromycinu, mize byt v disledku lécby chlamydiovych infekei (Berkowitz et al., 1990). Méné
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ucinnym antibiotikem byl rovnéz clindamycin, kdy jsme u 10 izolatd (17%) pozorovali rezistenci k
tomuto antibiotiku. Podobné Simoes et al. (2004) prokazali rezistenci ke clindamycinu u 19%

vysetiovanych izolati GBS.

Tabulka 1: stanoveni citlivosti k antibiotikiim

ATB Obsah Break-point* | Pocet Pocet % %
Latky (mm) citlivy | Rezistentni | citlivy | rezistentni
penicilin 11U C>18|R<18| 60 0 100 0
erythromycin 15 pg C>21|R<18| 49 11 82 18
clindamycin 2ug C>17|R<17| 50 10 83 17
nitrofurantoin 100 pg C>15|R<15| 58 2 97 3
cotrimoxazol | 1,25+23,75ug | C>18 | R<15 9 51 15 85
tetracyklin 30 pug C>23|R<20| 22 38 37 63
* hrani¢éni hodnota: C-citlivy, R-rezistentni Zdroj break-pointi: SOP _MIK_003 MeDilLa s.r.0.

Neucinnymi antibiotiky byl tetracyklin a cotrimoxazol. U 63% izolati jsme prokazali
rezistenci k tetracyklinu. V pfipad¢ cotrimoxazolu jsme rezistenci potvrdili u 85% izolati. Vysledky
publikované Motlovou et al. (2004) ukazuji rovnéz vysokou rezistenci (83,9%) izolati GBS k
tetracyklinu. Za rezistenci k tetracyklinu je pravdépodobné zodpovédna skupina ribozomalnich
protekénich tet gend, které jiz byly popsany u nékterych druht streptokoki (Palmieri et al., 2012;
Rato et al., 2013).
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Graf 4: Citlivost a rezistence na antibiotika
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5. ZAVER

V ramci predlozené bakalatské prace jsme provedli screeningova kultivacni vysetfeni pro
prikkaz streptokokt skupiny B z posSevnich stérii odebranych téhotnym zendm v rozmezi 35.-37.

tydne gravidity.

Bakterii S. agalactiae jsme potvrdili vybranymi metodami, které jsou rutinné pouzivany

v Laboratornim a diagnostickém centru MeDiLa s.r.o. u 16,6% té¢hotnych zen.

U jednotlivych izolovanych kmenli jsme rovnéZz testovali citlivost k nékterym druhim

antibiotik diskovou difazni metodou. U vSech izolatt jsme potvrdili citlivost k penicilinu.
Nase vysledky jsme porovnali sjinymi studiemi popisujicimi kolonizaci téhotnych Zen

streptokoky skupiny B a citlivost bakteridlnich izolatd k antimikrobidlnim latkdm. Némi ziskané

vysledky se shoduji s dosud publikovanymi daty.
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6. Prilohy

6.1. Obrazky

Obrazek 1: pouzivané plotny a TH bujon

Zdroj: vilastni
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Obrazek 2: Streptococcus agalactiae na krevnim agaru

Zdroj: vlastni

Obrazek 3: Streptococcus agalactiae na URI Selectu

31



Obrazek 4: Streptococcus agalactiae na StrepB agaru

Zdroj: vlastni

Obrazek 5: porovnani bacitracinového testu S. agalactiae (-) a S. pyogenes (+)
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Obrazek 6: Pozitivni CAMP test

Zdroj: vlastni

Obrazek 7: Streptotest
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Obrazek 8: Vysledek aglutina&niho testu Pastorex' STREP
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