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ANOTACIA

Tato diplomova praca je zamerana na izolaciu baktérie Streptococcus pyogenes od
pacientov vo Fakultnej nemocnici v Hradci Kralové vo vybranom ¢asovom obdobi, jej
identifikaciu pomocou réznych fenotypovych testov a vySetrenie citlivosti Kk antibiotikam.
V teoretickej Casti prace su mimo iné rieSené mechanizmy rezistencie na vybrané druhy
antimikrobidlnych latok. Zaujimal néds stbor pacientov, od ktorych boli ziskané kmene
Streptococcus pyogenes, podla jednotlivych sledovanych rokov ¢i mesiacov, pohlavia,
vekovych kategorii a druhu odobratého materialu. Jednym z ciel'ov bolo vyhodnotenie vyskytu
rezistencie k makrolidovym antibiotikam fenotypovymi metédami. Nasledne bol u kmenov
Streptococcus pyogenes urceny fenotyp MLSg rezistencie. Najvyssi vyskyt infekcii
sposobenych Streptococcus pyogenes bol zaznamenany u malych deti a v zimnych mesiacoch.
V ramci celého sledovaného stboru izolatov bola zistend 9,35% rezistencia na erytromycin
a 8,14% rezistencia na klindamycin. Z fenotypov rezistencie bol najéastejSie zastiipeny fenotyp
M s prevalenciou 64,58%, druhym najcastejsim bol inducibilny fenotyp rezistencie (22,22%)

a najmenej zastupeny bol konstitutivny fenotyp (13,19%).

KEUCOVE SLOVA
Streptococcus pyogenes, vyskyt infekcie, identifikacia, fenotyp rezistencie, erytromycin,

klindamycin

TITLE

The Resistance to Macrolide Antibiotics in Streptococcus pyogenes

ANNOTATION

This diploma thesis is focused on isolation of Streptococcus pyogenes from patients
at the University Hospital in Hradec Kralove in the selected time period, its identification using
various phenotypic tests and susceptibility testing to antibiotics. The theoretical part of this
thesis deals also with mechanisms of resistance to selected types of antimicrobial agents. We
were interested in a set of patients from whom Streptococcus pyogenes strains were obtained,
by reference to years, months, sex, age categories and the type of material taken. One of the
objectives was to evaluate the incidence of resistance to macrolide antibiotics by phenotypic

methods. Subsequently, the MLSg resistance phenotype in Streptococcus pyogenes was



determined. The highest incidence of infections caused by Streptococcus pyogenes was seen in
young children in the winter months. Resistance to erythromycin was found to be 9,35% and
clindamycin resistance was 8,14% within the entire set of isolates investigated. Of the resistance
phenotypes, the most common was M phenotype with a prevalence of 64,58%, the second most
frequent was the inducible resistance phenotype (22,22%) and the constitutive phenotype was
the least frequent (13,19%).

KEYWORDS

Streptococcus pyogenes, infection rate, identification, phenotyp of resistance, erythromycin,

clindamycin
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UvVOD

Streptococcus pyogenes (S. pyogenes) alebo streptokoky skupiny A (GAS) st hlavnymi
Pudskymi patogénmi, ktoré sposobuju Siroké spektrum ochoreni. S. pyogenes je grampozitivny
B-hemolyticky kok, ktory nevytvara spory a ma tendenciu rast’ v retiazkach. Produkuje vel’ké
mnozstvo extracelularnych enzymov a toxinov. Infekcie sposobené touto baktériou zvycajne
zacinaju v hrdle alebo na kozi. Spektrum infekcii sa pohybuje od miernej faryngitidy a
lokalizovanych koznych infekcii (impetigo) az po stredne tazké az tazké prejavy foriem
Sarlatovej hortacky, pneumonie, bakteriémie, eryzipel, celulitidy a Zivot ohrozujtce stavy, ako
je nekrotizujuca fascitida a syndrom toxického Soku. Imunitne sprostredkované klinické stavy
spojené s infekciou GAS zahffiaji reumatickt hortacku, post-streptokokovu glomerulonefritidu,
artritidu a pediatrické autoimunitné neuropsychiatrické poruchy spojené so streptokokovymi
infekciami (PANDAS). Prejavy akutnej infekcie S. pyogenes postihuju prevazne $kolakov,

no v poslednych rokoch doslo k prudkému narastu ochoreni na celom svete.

Celosvetovo trpi vaznou chorobou GAS viac ako 18 miliénov l'udi. Tato zataz je
hlavnou pri¢inou chorob a umrtia deti a mladych dospelych, vratane tehotnych zien, v krajinach

chudobnych na zdroje.

V liecbe streptokokovych infekénych ochoreni sa najCastejSie vyuziva penicilin,
na ktory st kmene S. pyogenes dlhodobo vel'mi dobre citlivé. Problém vSak nastava
U pacientov, ktori su alergicki na B-laktdmové antibiotika. U tychto pacientov st lickom vol'by

Vv zavislosti od diagn6zy makrolidové, linkozamidové, resp. tetracyklinové antiinfekcné lieCiva.

Antibioticka rezistencia tohto organizmu sa v poslednych rokoch meni a je to hlavne
kvoli nevhodnému pouzitiu Sirokospektralnych antibiotik. Pocetnost’ rezistencie GAS

k r6znym antibiotikam sa celosvetovo zvySuje.

Antibiotick4 rezistencia sa stava celosvetovym problémom. Sucasny trend negativneho
vyvoja poukazuje na nutnost’ ucelného a uvazlivého podavania antibiotik, ktoré jediné mézu
suCasny stav zlepSit. Predpokladom ucelnej preskripcie antiinfekénych lieciv je poznanie
mechanizmov rezistencie a aktualnych prehladov regionalnych citlivosti najcastejSich
povodcov infekcii. Z €asu na Cas je potrebny dohl'ad, aby sa monitorovali zmeny v profile

antibiotickej citlivosti GAS s cielom usmernit’ lekarov, aby si vybrali vhodné antibiotika.

Ciel'om diplomovej prace je identifikacia izolovanych kmetiov S. pyogenes na Ustave

klinickej mikrobiolégie vo Fakultnej nemocnici Hradec Kralové (UKM FN HK) a vyskyt
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rezistencie kmenov S. pyogenes pocas rokov 2013 — 2017 vo FN HK a poskytnit’ prehl'ady ich

citlivosti a rezistencie vo¢i makrolidovym antibiotikam.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Histoéria Streptococcus pyogenes

Streptokokové ochorenia su zndme uz po starocia. Povodné spisy Hippokrata
zo Stvrtého storocCia pred nasim letopoctom sa zmienuji prvykrat o S. pyogenes (Leyro 2008).
Konkrétne ide o symptomy, ktoré vznikaju pri ochoreniach sposobenych tymito
mikroorganizmami. Hippokrates ako prvy popisal symptomy, ktoré suviseli S tzv.
,mdsozravymi‘ baktériami. O niekol’ko tisic rokov neskor d’alsi vyskumnik Theodor Billroth,
popisal zopar dolezitych vlastnosti a charakteristik tykajucich sa infekcii zapri¢inenych hore
uvedenymi baktériami (Leyro 2008; Wang et al., 2017).

Prvy popis streptokokovej infekcie sa pripisuje rakaskemu chirurgovi Theodorovi
Billrothovi v roku 1874, ked’ opisal organizmus v pripadoch erysipelas a infekcii rany
(Abraham, Sistla 2018). Popisal tieto "malé organizmy* (Kettenkokken), ktoré sa nachadzajt
bud’ izolované alebo usporiadané v paroch, niekedy v retazcoch so Styrmi az dvadsiatimi alebo
viacerymi bunkami. Nazov pozostava z dvoch gréckych slov strepto — tvoriace retiazky
a coccus — bobul'a. Formalny vstup streptokokov do historie prisiel v roku 1879, kedy Louis
Pasteur izoloval mikroorganizmus z maternice a krvi zien s febrilnou horackou. Dokazal,
ze streptokok bol etiologickym ¢initelom zodpovednym za chorobu, ktord posobila najvyssiu
umrtnost’ zien a novorodencov v tom ¢ase. Vyvoj ndzvu streptokoka pochadza od Friedricha
Julia Rosenbacha v roku 1884, ktory skimal baktérie izolované z hnisavych 1€zii a tento druh
bol pomenovany S. pyogenes (grécky, pyo hnis a genes formujuce). Predtym Fehleisen izoloval
streptokoky od pacienta s eryzipelas a Rosenbach ich pomenoval ako Streptococcus.
erysepaltis. Neskorsie prehl'ady vSak ukazali, Ze neexistujii ziadne osobitné charakteristiky
spojené s organizmami izolovanymi zo Specifickych ochoreni a Andrews a Christie navrhli,
ze skor nazvané druhy pyogenes, erysepaltis, scarlatinae a puerperalis st zahrnuté do jediného
nazvu S. pyogenes (Leyro 2008; Murray et al., 2014; Ferretti, Kéhler 2016).

Dalsie dolezité kroky vpred pri diferenciacii streptokokov boli urobené v roku 1903
panom Hugom Schottmuellerom, ktory zaviedol kultivaciu na krvnych platniach. Vyznamny je
aj rok 1919, kedy spolu s panom Jamesom H. Brownom popisali a, B ay typy hemolyzy.
Stadiou hemolytickych streptokokov sa okolo roku 1930 zaoberala Rebecca C. Lancefieldova.
Kvoli ich sérotypizacii "na zéklade reakcii zrazania M-proteinu" dokazala klasifikovat’ beta-
hemolytické streptokoky do viacerych sérotypov. Poukézala tak na ddlezitost M-proteinu
V patogenéze ochoreni a post-streptokokovych nésledkov spdsobenych kmenimi S. pyogenes.

V roku 1933 Lancefieldova pouzila rozdiely medzi povrchovymi antigénmi medzi r6znymi
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streptokokmi na ich d’alSie rozdelenie do skupin oznacenych pismenami A az X. Kmene
z l'udskych chordb boli klasifikované ako skupina A; kmene z hoviddzieho dobytka a mlie¢nych
zdrojov ako skupina B;kmene z rdznych zivoliSnych zdrojov ako skupina C
(Leyro 2008; Ferretti, Kohler 2016).

1.2 Charakteristika Streptococcus pyogenes

Rod Streptococcus predstavuje grampozitivne, fakultativne anaerdbne, katalaza
negativne, kokovité baktérie, ktoré maja sféricky az ovoidny tvar s priemerom od 0,6 do 1um,
zoskupené Casto vo dvojiciach alebo v retiazkach. Na obohatenych podach vytvaraju vel'mi
drobné kolonie (Bélint et al., 2007). Streptokoky st nepohyblivé, nesporulujice, nehydrolyzuja
eskulin, nerasti v pritomnosti 6,5% NaCl a 40% ZI€ovych soli a ani pri pH vy$Som ako 9
(Votava et al., 2005). Do skupiny A podla Lancefieldovej zarad’'ujeme S. pyogenes na zaklade
stenovej polysacharidovej substancie C (obsahuje N-acetylglukozamin a ramnézu). Siroku
zonu B-hemolyzy S. pyogenes typicky vytvara na krvnom agare, preto sa nazyva aj ako
beta-hemolyticky streptokok skupiny A alebo GAS (group A Streptococcus; Spellerberg,
Brandt 2016; Berwal et al., 2019).

Streptokoky skupiny Ca G st velmi podobné streptokokom skupiny A. Do tejto
skupiny patria S. equisimilis. S. zooepidemicus, S equi (skupina C), S. bovis (nehemolyticky)
aS. canis (skupina G). Casto sa izoluju z materialov hornych dychacich ciest, menej ¢asto
Z hemokultar imunosuprimovanych pacientov, u 'udi vo vy$Som veku a chronicky chorych.
Na krvnom agare takisto vytvaraju zonu B-hemolyzy. Mozu spdsobovat’ ochorenia ako
impetigo, eryzipel a sarlach. Nie su vSak primarne patogénne a K vzniku tychto ochoreni
dochadza u prechodne alebo trvalo imunodeficientnych, ¢i imunokompromitovanych
pacientov. Navyse u predisponovanych pacientov (Umelé chlopne, reumaticka horacka) mézu

vyvolat’ endokarditidy (Bélint et al., 2007).

S. pyogenes je pre ¢loveka primarne patogénny. Streptokoky skupiny A sa vyskytuju
len v ludskej populacii. V prirode sa volne nenachadzaji. Okrem jedincov, u ktorych sa
infekcia touto baktériou prejavi, sa moze izolovat’ aj od tzv. ,,nosicov*. U nosicov je S. pyogenes
pritomny najmi na sliznici nazofaryngu, zriedkavejSie na kozi, a klinicky sa nemanifestuje
ochorenim. Prevalencia nosi¢stva zavisi od vekovej skupiny v oblasti. V detskej populacii sa

odhaduje priblizne na 15-20%, u dospelej populacie je nizsia (Stevens et al., 2000).

Prenos infekcie moze byt priamy alebo nepriamy. Priamy prenos je sprostredkovany

kvapockami nazofaryngealneho sektrétu pri kychani, kaslani alebo rozpravani nosica, resp.
9 9
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chorého jedinca. Streptokoky maji schopnost’ prezivat’ kratky ¢as na nezivych predmetoch ako
su kl'ucky, pohare a kuchynsky riad. Je teda mozny aj nepriamy prenos prostrednictvom tychto
predmetov. Je vSak menej Casty. Ked'Ze je prenos infekcie z ¢loveka na ¢loveka najcastejsi,
vrchol incidencie infekcii zapriC¢inenych touto baktériou je v zimnych mesiacoch a hlavne

v detskych kolektivoch (Smith et al., 2010; Leung, Hon, Leung 2018).

1.3 Antigénna Struktura a faktory virulencie
Streptokoky skupiny A obsahuju viacero antigénnych Struktur a extracelularnych
produktov dolezitych v patogenéze ochoreni, ako aj v imunitnej odpovedi organizmu. Medzi

najddlezitejSie patri:

Polysacharid C sa nachadza na bakterialnom povrchu, Na zaklade tohto antigénu
zarad’'ujeme S. pyogenes do skupiny A podl'a Lanceficldovej (Bednai 1999).

Protein M je najdoleZitejSim antigénom s vldknitou Struktarou, ktory ur€uje virulenciu.
Umoznuje adherenciu na epitel sliznic a brani fagocytoze. Je zakladom serotypizacie kmenov
S. pyogenes a pomocou nej mézeme rozliSit' viac ako 100 antigénne odliSnych sérotypov.
U niektorych typov proteinu M bola dokézana Strukturdlna podobnost’ s proteinmi bazalnej
membrany obli¢iek, tzv. nefritogénnych sérotypov (typ 2, 6, 12, 49, 55) auinych,
tzv. reumatogénnych sérotypocVv (1, 3, 5, 14, 18, 19, 24) bola dokazana pribuznost’ s antigénmi
sarkolémy kardiomyocytov. Tieto sérotypy S. pyogenes moézu mat vyznamnd ulohu
V patogenéze post-Streptokokovych sterilnych komplikacii a nasledkov. Protilatky proti
proteinu M maju protektivny charakter, ale su typovo Specifické — chrania iba pred infekciou
rovnakym sérotypom. Protein T ma zatial’ neznamu funkciu v patogenéze ochoreni, no vyuziva

sa v typizacii (Votava et al., 2005; Balint et al., 2007; Teraon 2012).

Medzi dalSie faktory virulencie patria kyselina lipoteichoova, hyaluronidaza,
deoxyribonukleaza, streptokinazy, proteinazy a antigény streptolyzin O i S. Dokaz protilatok
proti hyaluronidaze, deoxyribonukledze-B ale najmé proti streptolyzinu O (ASLO) patria medzi
vyznamné nepriame laboratorne diagnostické parametre, ¢i ukazovatele post-streptokokovych

nasledkov (Balint et.al., 2007; Teraon 2012).

Kyselina lipoteichoova napomaha adhézii a tvorbe biofilmu a je spoluzodpovedna
za hydrofobnost’ (Votava et al., 2005).
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Hyaluroniddiza ma antigénny charakter. Stiepi  kyselinu  hyaluronova
v medzibunkovom tmeli aspojive, atym ulahCuje prenikanie streptokokov tkanivom
(Bednar 1999; Votava et al., 2005).

Deoxyribonukleaza B depolymerizuje kyselinu deoxyribonukleovi z rozpadnutych
buniek. Je antigénna a vyuziva sa v nepriamej diagnostike na dokaz protilatok proti nej

(Bednat 1999; Votava et al., 2005).

Streptokinaza je enzym aktivujici fibrinolyticky systém, ktory katalyzujevpremenu
plazminogénu na plazmin. Zaroven sa uvolfiuji chemotaktické faktory a zvySuje sa tak
permeabilita ciev tym, ze enzym poOsobi na komplementovy systém (Bednat 1999; Teraon

2012).

Streptolyzin O je oxygenlabilny hemolyzin, ktory ma toxické vlastnosti pre erytrocyty,
leukocyty a monocyty. Aktivny je len v redukovanej forme. ViaZe sa na cielové miesto
obsahujuce cholesterol v cytoplazmatickej membrane erytrocytov, leukocytov, trombocytov a
inych buniek. Destruuje cytoplazmatickii membranu a spdsobuje smrt’ buniek (Bednat, 1999).
Je antigénny a protilatky proti nemu (antistreptolyzin O, ASLO) sluzia k retrospektivnej
diagnostike prekonanych streptokokovych infekcii a pripadnych neskorych nasledkov (Votava
et al., 2005; Teraon 2012).

Streptolyzin S je na rozdiel od streptolyzinu O oxygenstabilny a neimunogénny
hemolyzin. Je zodpovedny za smrt’ leukocytov, ktoré fagocytovali pyogénne streptokoky

(Votava et al., 2005).

Z extracelularnych produktov maji dolezitti ulohu v patogenéze najmid pyrogénne
toxiny, ktoré sa podielaju na vzniku exantémovych ochoreni, ale aj tazkych invazivnych
infekcii vratane nekrotizujucej fasciitidy (,,mésozravé streptokoky*) a syndromu toxického
Soku. Pyrogénne toxiny patria taktiez medzi superantigény. Zname su tri typy pyrogénnych

toxinov (A, B, C) a protilatky proti nim st typovo Specifické (Balint et al., 2007).
1.4 Charakteristika infekcii zapri¢inenych baktériou Streptococcus
pyogenes
S. pyogenes (GAS) je jednou z najdolezitejSich pricin bakterialnych infekcii koze
a makkych tkaniv po celom svete. Sposobuje infekcie v povrchovej keratinovej vrstve

(impetigo), povrchovej epiderme (eryzipel), subkutannom tkanive (celulitida), fascii

(nekrotizujucej fasciitide) alebo svaloch (myozitida). Je to tiez etiologicky agens horucky
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a syndromu streptokokového toxického Soku. Impetigo je zivot neohrozujica infekcia, ale
moze viest k poststreptokokovej akttnej glomerulonefritide. Celulitida a eryzipel mézu byt
mierne alebo stredne zavazné, zatial o nekrotizujuca fascitida, myozitida a syndrom

streptokokového toxického Soku st zivot ohrozujice (Stevens, Bryant 2016).

Vyskyt vel'mi rychleho priebehu infekcii spdsobenych S. pyogenes od polovice 19.
storocia klesal, no za¢iatkom 80-tych rokov 20. storocia zacal opét’ stiipat’ a zvysila sa aj letalita
v dosledku streptokokovej sepsy. Zakladnym miestom vstupu S. pyogenes st horné dychacie
cesty a zaroven su aj primarnym miestom prepuknutia infekcie. Infekcia sa §iri kvapockovym
prenosom, no d’al§im vel'mi ¢astym sposobom prenosu infekcie je kontakt s infikovanou kozou

(Greenwood, Peutherer 2002).
Infekcie spdsobené kmenmi S. pyogenes mézeme v podstate rozdelit’ na 3 skupiny:

1. Infekcie hornych dychacich ciest, nekomplikované infekcie koZe a mikkych
tkaniv — eryzipel, pyodermia, ektyma a celulitis;

2. Vazne invazivne infekcie — nekrotizujuca fascitida, sepsa vratane puerperalne;j
sepsy, streptokokovy syndrom toxického Soku — STSS;

3. Postinfek¢éné sterilné autoimunitné nasledky — reumatickd horucka a post-

streptokokova glomerulonefritida (Balint et al., 2007)

1.4.1 Faryngitida a folikuliarna tonzilitida

Ide 0 najcastejsi typ ochorenia vyvolavany baktériou S. pyogenes. Toto ochorenie sa
zaCina nahle. Prejavuje sa bolestou hrdla, submandibuldrnou lymfadenopatiou, vysokou
horuckou a triaSkou, ktoré sa objavia dva az Styri dni po expozicii patogénu. Typicka je bolest’
pri prehitani, naopak kasel a zachripnutie nie si typickym prejavom, skor si vzacne
(Martins et al., 2014). Uvula je edemat6zna, tonzily hypertrofické, zacervenané, na ktorych sa
moze vyskytovat’ sivobiely exsudat a prilezitostne mdze byt’ v kryptach hnis. V dutine ustne;j
je zvycajne lokalizovand nekomplikovana faryngitida. Bolest’, zaCervenanie a hori¢ka mozu
ustapit’ do 3 az 4 dni aj bez liecby. V stcasnosti sa vSak liecia aj nezdvazné formy faryngitid
a tonzilitid. Terapia je zamerana aj na predchadzanie vzniku post-streptokokovych nasledkov
(Stevens et al., 2000; Tang et al., 2019). Avsak, v zavislosti na povahe kmena, na stave
imunitného systému jedinca aVv zavislosti od liecby mozu tieto ochorenia progradovat
do hnisavych infekcii hlavy a krku, bakteriémie, Sarlachu, syndromu streptokokového Soku,
reumatickej horucky alebo post-streptokokovej glomerulonefritidy. Az u 75% dospelych

astarSich T'udi sa ochorenie prejavuje typickymi symptémami a priznakmi, ¢o vedie
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k jednoduchému urceniu diagnézy. Diagnostika je stazena absenciou ¢o ilen jedného
typického priznaku. OdliSenie streptokokovej faryngitidy od virusovej nie je mozna
bez mikrobiologického alebo sérologického vySetrenia (Stevens et al., 2000; Greenwood,
Peutherer, 2002). Diagnostike vyznamne napomaha aj stanovenie tzv. markerov zapalu ako
napr. C-reaktivny protein (Greenwood, Peutherer 2002). Terapeuticky sa podava
fenoxymetylpenicilin alebo cefadroxil (Kumar, Clark 2012; Benes 2018).

1.4.2 Impetigo

Impetigo je najCastejSou bakterialnou infekciou koze u deti vo veku od 2 do 5 rokov
(Pereira 2014). Ide o mimoriadne infekéné ochorenie s vyskytom malych epidémii u deti
S nizkym hygienickym Standardom alebo malnutriciou. Zdrojom infekcie je clovek
so streptokokovou infekciou, pripadne bezpriznakovy nosic. Najprv dochadza ku kolonizécii
neporusenej koZe a nasledne infekcia prenikd do intradermalnych Strukttr (Balint et al., 2007).
Existuji dva hlavné typy: nebulézne (70% pripadov) a buldézne (30% pripadov). Nebul6zne
impetigo alebo impetigo contagiosa je sposobené Staphylococcus aureus alebo S. pyogenes a
je charakterizované medovo sfarbenymi chrastami na tvari a kon¢atinach. Impetigo primarne
postihuje kozu alebo sekundarne infikuje bodnutie hmyzom, ekzém alebo herpetické
1ézie. Bulozne impetigo, ktoré je sposobené vyluc¢ne Staphylococcus aureus. Vysledkom su
vel’ké ochabnuté buly a je pravdepodobnejsie, Ze postihnu intertrigindzne oblasti. Obidva typy
zvyCajne vymiznu v priebehu dvoch az troch tyzdiiov bez zjazvenia a komplikacie su zriedkave,
pricom najzdvaznejSia je post-streptokokova glomerulonefritida. Aplikuja sa lokalne
antibiotikd napr. mupirocin a kyselina fusidova, ale u tazsich stavov sa podavaju aj celkové

antibiotika p. o. (Hartman-Adams, Banvard, Juckett 2014; Pereira 2014).

1.4.3 Erysipelas — ruza

Erysipelas je infekéné ochorenie charakterizované akutnym zapalom koZze a podkozného
tkaniva. Choroba je najcastejSie sposobena B-hemolytickymi GAS (S. pyogenes), menej ¢asto
streptokokovymi skupinami B, C, G (Kozlowska et al., 2016). Tyka sa najma starSich 'udi a
mladych dospelych. Miestom vstupu infekcie st €asto malé poranenia a odreniny koZe.
Erysipelas je charakterizovany nahlym nastupom a rychlym priebehom s pritomnostou
systémovych priznakov ako je vysoka horucka, zimnica a niekedy regionalna lymfadenopatia.
V okoli miesta vstupu infekcie vznikd dobre ohrani¢eny zapal pokozky s sCervenanim a
edémom. Cervené pruhy &asto pozorované v priebehu lymfatickych ciev indikuju $irenie
infekcie. NajCastejSie miesto erysipelas st nohy, tvar (motylovity tvar), menej obycajné su

horné koncatiny a iné oblasti tela. V tazsich pripadoch vznika nekrotizacia koze, ktora sa
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prejavuje vznikom pluzgierov v postihnutej oblasti. Proces méze postupovat’ do flegmony az
gangrény a zriedka méze vzniknat’ ako komplikécia sepsa. Existuje niekol’ko klinickych foriem
erysipelas: erytematdzne, buldézne, gangrenézne a migrans. Laboratorne testy sa typicky
preukazuji zvySenym C-reaktivnym proteinom (CRP), vysokou leukocytarnou, rychlostou
sedimentacie erytrocytov (ESR) a zvySenym titrom antistreptolyzinu O (ASLO). NajcastejSie
komplikacie zahfnaji opakovany vyskyt ochorenia, vaskulitidu, lymfangitidu, flegménu,
trombozu a ulceracie koze. Zakladom lieCby st systémové antibiotikd (Balint et al., 2007;

Koztowska et al., 2016).

1.4.4 Streptokokova celulitida

Streptokokova celulitida je akttny zapal koZe a méikkych podkoznych tkaniv. Zvycajne
vznikd z infekcie popélenin, ran alebo chirurgickych rezov. Klinické nalezy zahffiaju lokalnu
bolest,, citlivost’, opuch a erytém. Proces sa mdze rychlo rozsirit’ na velké plochy koze. Medzi
systétmové prejavy patri horucka, triaSka a malatnost a moéze sa vyskytnut stvisiaca
lymfangitida, bakteriémia alebo oboje. Na rozdiel od erysipelasu, 1ézia nie je zvySena a je skor

ruzovej farby (Stevens, Bryant 2016).

1.4.5 Lymfangitida

Ide o koznu infekciu ako celulitida alebo erysipelas sjasne Cervenymi pruhmi
postupujicimi i proximalne, ktora moze postihniut’ lymfatické uzliny. Lymfangitida je zavazné
ochorenie a pacienti by mali byt” hospitalizovani. V inicialnej terapii by im mali byt podavané

antibiotika parenteralne kvoli moZznému vzniku septickych komplikacii (Stevens et al., 2000).

1.4.6 Nekrotizujuca fascitida

Nekrotizujuca fascitida inak nazvana streptokokova gangréna je zriedkavy infekény
proces charakterizovany rychlym, Sirokym vyskytom nekrézy koze, podkozného tkaniva a
povrchovej fascie. Postihnutie hlavy a krku je zriedkavé, ale nesie vyznamn(i morbiditu
a mortalitu (Shang, Zhang, Hou 2017; Ferzli et al., 2019). Pripady sa vyskytuji Castejsie u
jedincov s oslabenym imunitnym systémom. Infekcie moézu byt monomikrobidlne alebo
polymikrobidlne a pdvodcovia zahfiajii anaeroby (Clostridium perfringens, Bacteroides
fragilis atd’.), ako aj Staphylococcus aureus. Infekcia vznika na podklade trivialneho alebo
nejasného poranenia. V priebehu 24hod vznika opuch, miesto poranenia je teplé a zacervenané.
Byva pritomna bolest” a proces sa rychlo $iri proximalnym a distalnym smerom. Medzi 24 —

48hod erytém koze tmavne, meni sa na tmavofialovil cyanoticki az tmavomodru farbu.
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Vznikajice pluzgiere a buly vyplnené Cirou Zltkastou tekutinou. Na Stvrty az piaty den vznika

gangréna (Balint et al., 2007; Smith et al. 2018).

1.4.7 Myozitida

Ide 0 zriedkavu infekciu, ktora je klinickym obrazom podobna nekrotizujice;j fascitide.
V poslednej dobe incidencia streptokokovej myozitidy mierne vzrastla v Norsku, Svédsku
a USA. Baktérie prenikaji do svalového tkaniva trhlinkami alebo hematogénne. Silna bolest’,
edém, erytém, zvySend teplota a naruSenie funkcie svalov mo6zu byt jedinymi priznakmi
infekcie. NajcastejSie je postihnutéd jedna svalova skupina, avSak u pacientov, ktori s septicki,
dochadza k postihnutiu viacerych svalovych skupin alebo tvorbe abscesov (Stevens et al., 2000;
Cavagnaro S. M. et al., 2017).

1.4.8 Puerperalna sepsa

Ide 0 ochorenie, ktoré vznika v Sestonedeli. Puerperalna sepsa zostava hlavnou pri¢inou
umrtnosti matiek na celom svete. S. pyogenes je organizmus spojeny s vysokou mierou
chorobnosti a umrtnosti na puerperalne infekcie. Ked’ sa spdja so sepsou, znamou ako syndrom
streptokokového toxického Soku, miera umrtnosti sa blizi 30 - 50%. GAS mo6zu sposobit’
invazivne infekcie vo forme endometritidy, nekrotizujicej fascitidy alebo syndromu
streptokokového toxického Soku. Klinicky obraz zien s puerperalnymi GAS infekciami je ¢asto
atypicky s extrémnymi teplotami, nezvyCajnou Vvaginalnou bolestou a bolestou
koncatin. Produkcia toxinov moze dovolit, aby sa GAS rozsiril cez tkaniva a spdsobil nekrozu.
Zobrazovacie metddy ako pocitacova tomografia (CT) a magneticka rezonancia (MR) mozu
upozornit’ na edém uteru a peritonealny vypotok. Diagnosticka laparoskopia a hysterektomia

moZu byt’ zivot zachranujicim tkonom (Stevens et al., 2000; Sivanesan, Singh, Burch 2010).

1.4.9 Sarlach

V sucasnosti Sarlach prebieha ako mierne az stredne tazké ochorenie. Mdze byt
spdsobené streptokokmi skupiny A, pripadne C a G, produkujucimi pyrogénny exotoxin typu
C, tzv. erytrogénny toxin. Baktérie sa Casto Siria kasl'anim alebo kychanim pacientov alebo
nosi¢ov, medzi ktorymi si deti pomerne nachylné na infekcie, najmd vo veku 5 az 15
rokov. Inkubaéna doba tohto ochorenia je 1-2 dni. Klinické priznaky a symptoémy infikovanych
s zvyc¢ajne charakterizované horuckou, anginou, difiznou Cervenou vyrazkou celého tela a
zjavnou deskvamaciou koze po vyrazke, zatial ¢o u malého poctu pacientov sa moze tiez
vyvinit’ poskodenie srdca, obli¢iek a kibov v désledku alergii po chorobe. Na podnebi vznika

enantém a niekedy aj petechie. Jazyk je najprv belavo povleceny a asi od 3. dia je Cerveny s

25



papilami — malinovity jazyk. Sucasne sa na kozi objavuje drobnoSkvrnitd vyrazka, sprvu
na podbrusi a na vnatornych stranach stehien, v axilach, bo¢nych ¢astiach trupu a flexorovych
castiach koncatin, ktora sa §iri na celé telo okrem dlani a stupaji. Na licach je erytém s typickym
perioralnym vyblednutim (tzv. Filatovov priznak). Exantém ma charakter malych makul
a papul velkosti 1 — 2mm. Po zatla¢eni prechodne vymizne. Na poslednych ¢lankoch prstov
v okoli nechtov a na usiach sa vyskytuja biele, lesklé papuly (tzv. Sramkov priznak). V d’aliom
priebehu Cerven vyrazky ustupuje, koza sa stava drsnou a olupuje sa v malych Supinkach

(Balint et al., 2007; Zhang et al., 2017, Wang et al., 2019).

1.4.10 Streptokokovy syndrom toxického Soku

Ide o tazké ochorenie spojené s bakteriémiou, hypertermiou, toxickym pyrogénnym
priebehom, produkciou erytrogénneho toxinu, renalnym zlyhanim, hypotenziou a syndromom
akutnej respiracnej tiesne (ARDS). Vznika progresiou nekrotizujucej fascitidy, celulitidy alebo
myozitidy. Tento syndrém méze vznikat’ aj pri pneumonii, peritonitide ¢i osteomyelitide. Hocli
streptokokovy syndrém podobny toxickému Soku méze postihovat’ I'udi vSetkych vekovych
kategorii, zvySené riziko hrozi imunodeficientnym pacientom s HIV, rakovinou, diabetes
mellitus, s ochoreniami srdca a pltc, s infekciami varicella-zoster virom, narkomanom a
alkoholikom (Murray et al., 2013). Az v 30% pripadov konci smrtelne. Liecba musi byt
urgentna. Podavaju sa i. v. antibiotika v kombinacii penicilin s klindamycinom. Patogenéza nie
je jednozna¢ne zndma. Predpokladd sa, ze sa na nej podielaji streptokoky produkujiuce

pyrogénny toxin B alebo C (tzv. méisozravé streptokoky; Balint et al., 2007).

1.4.11 Sterilné post-streptokokové nasledky

Ide o choroby, ktoré vznikaju po obdobi akutnej infekcie. S. pyogenes moze byt este
stale pritomny v organizme. Pricinou tychto chordb je aj skrizend imunitnd reakcia medzi
protilditkami a Strukturdlne podobnymi antigénmi v tele, to znamend vlastnymi Struktarami
tkaniv. Tvorba protilatok, imunitné reakcia so Strukturdlne podobnymi antigénmi V tkanivach
a s antigénmi streptokokov, vytvaranie imunokomplexov ¢i ich ukladanie do tkaniv ma
za nasledok poskodenie organizmu. K tymto chorobdm patri reumaticka horiacka a akatna post-

streptokokova glomerulonefritida (Stevens et al., 2000).

1.4.11.1 Reumatickad horucka
Je to akutne horackovité postihnutie s prejavmi migrujucej polyartritidy, endokarditidy.
NajzavaznejSie je postihnutie srdca, ktoré moéze skoncit’ aj srdeCnym zlyhanim, vznikom

chlopnnej vady. Vznika priblizne v 3. tyzdni po streptokokovej angine. U deti a mladych
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dospelych sa prvykrat sa vyskytuje vo veku od 5 do 15 rokov. Ide o nasledok neliecCenej infekcie
GAS. Postihuje srdce, kozu, kiby a CNS. V stéasnej dobe sa vyskytuje na Strednom a Dalekom
Vychode, vo Vychodnej Eurdpe a Juznej Amerike, no v minulosti sa ¢asto vyskytovala aj
v Ceskej republike. Diagnoéza sa stanovi na zéklade pritomnosti dvoch alebo viacerych
hlavnych klinickych priznakov. V terapii sa uplatituje absoliitny pokoj na 16zku. Podava sa
fenoxymetylpenicilin a U alergickych pacientov sa uziva klaritromycin. Akakol'vek rozvijajuca

sa streptokokova infekcia by mala byt okamzite lieCena (Kumar, Clark 2012).

1.4.11.2 Akutna glomerulonefritida

Je to zédpalové, imunokomplexové ochorenie glomerulov, ktoré vzniké ako nasledok
infekcie nefritogénnymi kmenimi streptokokov (M typy 2, 6, 12, 49, 55). Vyskyt vo vyspelych
krajinach dlhodobo klesa. V aktivnej faze ochorenia je pozorovana proliferacia mezangialnych
a endotelovych buniek a exsudat neutrofilov a monocytov. Imunofluorescen¢ne je dokézana C3
zlozka komplementu a 1gG pozitivita. 1 - 2 tyzdne po infekcii vznika akutny nefriticky syndrom
charakterizovany opuchom tvare a vie€ok, miernou proteintiriou, mikroskopickou hematuriou,
oligiriou, zvySenym krvnym tlakom a neSpecifickymi priznakmi. K diagnostike pomdze
klinicky obraz a dokaz znizenia C3 zlozky komplementu v krvi. V terapii sa uplatiiuje restrikcia
sodika a tekutin, podavanie diuretik, antihypertenziv. Podavaju sa penicilinové antibiotika a

v pripade alergie na penicilin makrolidy 7 - 10 dni (Stevens et al., 2000; Ceska et al., 2010).

1.5 Mechanizmy Gc¢inku antibiotik

V terapii streptokokovych ochoreni sa moze podavat’ viacero druhov antibiotik.
Jednoznacne najCastejsie su aplikované penicilinové antibiotika, a to najmé vd’aka vel'mi dobre;j
dlhodobo pretrvavajuce;j citlivosti kmenov S. pyogenes. Pri ochoreniach pacientov alergickych
na peniciliny, v pripade citlivosti, je mozné podat’ antiinfekéné latky makrolidového,
linkozamidového, tetracyklinového a glykopeptidového radu. V terapii infekcii mocovych ciest

st ucinné antimikrobidlne chemoterapeutikd, ako je kotrimoxazol a ofloxacin.

Mechanizmus u¢inku penicilinovych antibiotik je sprostredkovany ich vézbou
na enzymy (transpeptidazy, karboxypeptidazy), ktoré sa zacastiiuji na zosietovani
peptidoglykanu (zakladna zlozka bunkovej steny) z N-acetylglukozaminu a kyseliny
N-acetylmuramovej. Tieto enzymy sa oznacuji aj ako PBP — penicillin-binding proteins
(penicilin viazuce proteiny). Védzba penicilinu na PBP zastavi v rasticich baktéridch vznik
peptidoglykdnu a podnieti uvol'nenie autolytickych enzymov, ktoré zabezpecia deStrukciu

tvoriacej sa bunkovej steny. Posobia baktericidne.
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Makrolidové antibiotikd inhibuji proteosyntézu. Viazu sa na ribozomalnu RNA,

kde zabranuju uvol'neniu tRNA na vznik peptidovej vizby. Posobia bakteriostaticky.

Linkozamidové antibiotika inhibiciou peptidyltransferazy brania vzniku peptidovej
viizby, a tym aj predizeniu molekuly proteinu. Takisto pdsobia bakteriostaticky. Tato vlastnost’
sa vyuziva tak, Zze sa kombinuju s penicilinmi, priCom pdsobia na inhibiciu tvorby

erytrogénneho toxinu, pripadne inhibiciu enzymov, a tak pdsobia synergicky.

Tetracyklinové antibiotikda podobne ako predchadzajuce dve skupiny poOsobia
prostrednictvom inhibicie proteosyntézy. Svojou vidzbou na ribozémy brania komplexu
aminoacyl - tRNA naviazat sa na prislusné miesto ribozému. Vysledny ucinok je

bakteriostaticky (Votava et al., 2005).

Napriek viac ako 50 ro€nému rozsiahlemu a v niektorych krajinach aj voI'nopredajnému
uzivaniu penicilinu na lie¢bu infekcii sposobovanych S. pyogenes si mikroorganizmus
zachovava vel'mi dobru citlivost’ vo¢i tomuto antibiotiku. K dneSnému diiu nebol zisteny Ziaden
penicilin rezistentny kmen S. pyogenes. V roku 1998 bola ukoncena stiidia, ktora sa zaoberala
citlivostou streptokokov skupiny A na penicilin. Vyhodnocovalo sa vel'ké mnoZstvo vzoriek
izolovanych v priebehu poslednych 80 rokov a vysledok neodhalil Ziadne markantné zmeny

v citlivosti kmeniov S. pyogenes na penicilin (Macris et al., 1998).

Napriek mutécidm a Sireniu génov, ktoré sprostredkuvaji rezistenciu na antibiotika,
sa vSak rezistencia nevyvija u vSetkych mikroorganizmov uniformne. Rezistencia na penicilin
sa vyskytuje u niektorych S. pyogenes pribuznych grampozitivnych baktérii, napr. penicilin-
rezistentny S. pneumoniae a B-laktamazu (penicilinazu) produkuje penicilin-rezistentny

Staphylococcus aureus (Breiman et al., 1994).

Predpoklada sa, Ze vzniku rezistencie na penicilin u kmeniov S. pyogenes brani niekol’ko
faktorov. Jednym z nich by mohla byt’ produkcia najmenej 4 odliSnych typov extracelularnych
DNA-4z, ktoré¢ mézu do znac¢nej miery limitovat’ moznost’ ziskania exogénnej DNA a mozu
posobit’ preventivne pri vzniku antibiotickej rezistencie. NavySe sa u izolovanych S. pyogenes
bezne vyskytuje fagmi kdédovany DNA restrikény systém 2. typu. Replikacia alebo inkorporacia
nemodifikovanej alebo odlisne modifikovanej DNA je v dosledku existencie tohto restrikéného
systému zna¢ne obmedzend. Kombindacia extracelularnych a intracelularnych nukleaz spolo¢ne

vytvara teoreticky impozantnu bariéru (Horn et al., 1998).
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Dal§im z preventivnych mechanizmov vzniku rezistencie je neschopnost’ expresie B-
laktamaz alebo ich potencidlny toxicky vplyv na kmene S. pyogenes. Existuju dokazy, ze gény
rezistencie na penicilin pochddzajuce od stafylokokov st pritomné aj u p-laktamaza
produkujucich enterokokov. Zatial ¢o vicSina [-laktamaz stafylokokov su inducibilné
extracelularne enzymy, PB-laktamazy enterokokov si exprimované obycajne konstitutivne.
Rezistencia na penicilin medzi streptokokmi, ktoré nepatria do skupiny A, takmer uplne
vyplyva znizkej afinity penicilinu k PBP anie je modifikovand expresiou B-laktamaz.
Nedostatok génov kodujticich B-laktamazy medzi kmenimi streptokokov je pozoruhodny nalez
bez jasného vysvetlenia. V roku 1982 Gutmann a Tomasz sledovali ucinok mutagénne
posobiacich latok na streptokoky skupiny A. Pomocou etylmetansulfonatu sa im podarilo
vytvorit’ penicilin-rezistentné laboratorne kmene S. pyogenes. Tieto mutanty produkovali PBP
Snizkou afinitou k penicilinu, av8ak sucCasne mali nizky rastovy potencial a mnoho
morfologickych abnormalit (napr. znizeni produkciu proteinu M). Sledovanie poukézalo
aj na to, Ze indukcia penicilinovej rezistencie méze spdosobit’ zavazné zmeny v metabolizme
tychto mikroorganizmov a vedie k neefektivnej reprodukcii arychlej destrukcii baktérii
(Gutmann et al., 1982).

1.6 Genotypova determinacia a fenotypovy prejav mechanizmov

rezistencie

1.6.1 Rezistencia a jej formy
Rezistencia na antimikrobialne chemoterapeutika je jedna z foriem liekovej rezistencie,
prostrednictvom ktorej st subpopulacie mikroorganizmov, najc¢astejsie ide 0 baktérie, schopné

prezivat’ expoziciu voci jednej alebo viacerym skupinam odlisnych antiinfekénych latok.

Existuji mikroorganizmy, ktoré su prirodzene rezistentné voci pdsobeniu urcitych
antimikrobialnych latok. Tento druh geneticky ziskanej rezistencie nazyvame primarna
rezistencia. Napriklad gramnegativne c¢revné tyCinky z Celade Enterobacteriaceae su
prirodzene rezistentné na zakladné peniciliny, makrolidy ¢i linkozamidy. Pseudomonas
aeruginosa je rezistentna voci kotrimoxazolu alebo mikroorganizmy, ktoré nemaji bunkova
stenu (napr. mykoplazmy) st rezistentné voci posobeniu B-laktamovych antibiotik. Druhy typ
rezistencie je ziskana rezistencia na antibiotikd. Ide o situdciu, kedy sa kmene primarne citlivé
na dané antibiotikum stdvaju vo¢i nemu rezistentné. Genetickym podkladom vzniku ziskanej
rezistencie moze byt mutdcia alebo ziskanie génov prostrednictvom plazmidov ¢&i

transpozonov. Tretim typom rezistencie je tzv. skriZzena rezistencia, kedy si bakteridlny kmen
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po styku s jednym antibiotikom vyvija vo¢i nemu rezistenciu a suc¢asne S tym aj na viacero

odli$nych skupin antibiotik s podobnou $truktirou alebo mechanizmom ucinku.

Mechanizmy rezistencie mozeme charakterizovat’ z genotypového a fenotypového
hladiska. U kmeniov S. pyogenes rozliSujeme dva hlavné fenotypy — MLSg a M (Edelstein
2003).

Pri MLSg ide o rezistenciu na makrolidy, linkozamidy a streptogramin B, ktora je
sprostredkovana enzymom metyltransferdzou. Metylaciou jedného adeninu na 50S
podjednotke prokaryotického ribozému sa zabrani vizbe erytromycinu na rRNA ribozoému.
Metyltransferaza moze byt inducibilnd (iMLSg) alebo konstitutivna (cMLSg) Vv zavislosti
od typu erm (erythromycin ribosomal methylase) génu, ktorym je kodovana. Pri M fenotype
ide o rezistenciu na makrolidy, ale nie na linkozamidy a streptogramin B. Tento fenotyp
rezistencie je zabezpeceny aktivnym efluxom antibiotika z bunky efluxovymi pumpami, ktoré

st kddované mef (macrolide efflux pump) génmi (Edelstein 2003).

Fenotypy rezistencie k antibiotikdim MLSg a M sa vySetruji bezne vykonavanou
diskovou difuznou metédou (Urbaskova et al., 2007).

1.6.2 Horizontalny a vertikalny prenos génov

Horizontalny prenos génov, taktiez znamy aj ako lateralny prenos génov, je prenos
genetického materialu (deoxyribonukleovej kyseliny) medzi bakterialnymi bunkami, ktoré st
casto fylogeneticky odlisné. Horizontalny prenos génov je z velkej Casti mozny v dosledku
existencie mobilnych elementov DNA, ako su napriklad plazmidy, transpozony (tzv. skakajice
gény) a integrony. Bakteriofagy tieZ napomahaji horizontalnemu prenosu génov (Rusell et al.,
2005). Tieto mobilné elementy DNA sa medzi bakteridlnymi bunkami mozu prenaSat

prostrednictvom konjugécie, transdukcie a transformdcie.

Konjugacia predstavuje jednosmerny prenos DNA z donorovej bunky do bunky
recipientnej prostrednictvom $pecialnych $truktar, tzv. konjugac¢nych pilusov (sex-pilusov).
Tento proces vyZaduje priamy kontakt buniek a preto nie je ovplyvilovany pritomnostou
nukledz v extracelularnom prostredi. Konjugacie st schopné len bunky, ktoré vlastnia tzv. F
faktor. Je to plazmidova DNA, ktora obsahuje informaciu pre syntézu spomenutych sex-pilusov
a d’alSich molekul potrebnych pre transfer DNA. F plazmid sa prenésa len z donorovych buniek
(oznaéené F') do recipientnych, ktoré tento plazmid nemaja (F7). Pri prenose F plazmidu

dochadza zaroven k jeho replikécii, takZe z donorovej bunky sa F plazmid nevytraca. Nasledne
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po konjugacii ziskaju recipientné bunky fenotyp F*a samy m6zu byt donorom tohto plazmidu

pre d’alsie bunky(Shelyakin et al., 2019).

Medzi kmenmi S. pyogenes su konjugiciou prendsané gény typu erm, ktoré nesu
genetickl informaciu pre syntézu metylazy. Tento prenos prebieha z erytromycin makrolidy

rezistentnych kmenov S. pyogenes na makrolidy erytromycin citlivé kmene.

Plazmid nesuci erm gén bol v poslednej dobe popisany aj u kmenov S. pyogenes.
Plazmid oznaceny pRW35 (4962 bp) obsahuje tri rozne ORF erm oblasti a predpoklada sa, Ze
pRW35 je schopny rozsiahleho Sirenia (Woodbury et al., 2008).

Pod pojmom transdukcia rozumieme prenos DNA prostrednictvom bakteridlnych
virusoch— bakteriofagov. Vyuzitim chyb pri replikacii virusovych ¢astic — virionov méze dojst’
K prenosu vlastnych génov bakterialnej bunky do inych bakterialnych buniek prostrednictvom
fagov. Niekedy totiz dochadza k zabudovaniu cudzorodej bakterialnej DNA do hlaviciek
virusovych castic, ktoré ju nasledne Siria medzi bakterialnymi bunkami a tym padom prenasaju
gény hostitel'skej bunky. Bunky, ktor¢ od fagov prijali cudzorodi DNA, nazyvame
transduktanty. DNA je pocas transdukcie chranend obalmi, takZze podobne ako pri konjugacii,

nie je tento proces ovplyvneny pritomnostou nukleaz.

Transformacia je proces, pri ktorom dochadza k prenosu ,holej* DNA
Z extracelularneho priestoru do bakterialnej bunky bez vektorov. Bunkovy kontakt pre
transformaciu nie je potrebny. Bakterialne bunky sa za normalnych okolnosti snazia prijatiu
cudzorodej DNA vyhnat — bunkova stena nie je priepustna pre DNA. Okrem toho sa v bunke

nachadza ucinny restrikéno-modifika¢ny systém (nukleazy degradujiuce cudzorodu DNA).

Oproti tomu existuje bezny vertikalny (klonalny) prenos génov sprostredkovany
delenim genetického materialu z materskych buniek do buniek dcérskych v priebehu

bunkového delenia (Varaldo et al., 2008).

1.7 Mechanizmy rezistencie

1.7.1 Modifikacia ciel’ového miesta

Rezistencia na makrolidy u kmefiov S. pyogenes vychadza primarne z modifikacie
cielového miesta prostrednictvom metylaz kddovanych erm génmi. Gény erm —ermA a ermB,
ktoré mozu byt’ prendSané plazmidmi a transpozonmi, zabezpe€uji metylaciu adeninu na rRNA
23S ribozomalnej podjednotky. Gén ermA je inducibilne exprimovany a determinuje

mikroorganizmom nizky stupeil rezistencie na makrolidy, zatial ¢o linkozamidy
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a streptogramin B (MLSg), ktorych vizbové miesta sa prekryvaji, zostavaji viac-menej ucinng.
Oproti tomu ermB modze byt konstitutivne alebo inducibilne exprimovany a koduje

mikroorganizmom zvySenu rezistenciu na MLSg (Edelstein 2003).

Rezistencia na tetracykliny je sprostredkovana tet génmi. Medzi streptokokmi GAS sa
najcastejSie vyskytuju dva typy tet génov —tet M a tet O. Proteiny nimi kodované, podobne ako
produkty erm génov, modifikuju cielové miesto Gc¢inku tetracyklinov na ribozoémoch. Véizbou
na ribozémoch sposobuju alteraciu v ich konformacii, ¢im zabranuju vézbe tetracyklinov
na ribozoémy. Proteinové produkty oboch génov tetM a tetO maju ribozém dependentntt GTP-
azovu aktivitu. Naslednd hydrolyza GTP poskytuje energiu na konformacné zmeny ribozémov.
Mikroorganizmy sa stavaji rezistentnymi na tetracykliny prostrednictvom mobilnych
elementov DNA. Streptokoky skupiny A ziskavaju rezistenciu na tetracykliny najCastejSie

horizontalnym prenosom génov (Edelstein 2003).

1.7.2 Efluxovy mechanizmus

Druhy najcastejsi mechanizmus rezistencie u kmenov S. pyogenes je sprostredkovany
aktivnym efluxom antibiotik z buniek. Eflux zabezpecuju pumpy, ktoré s kédované génmi
typu mef. St zname dva typy tychto génov — mefA a mefE, pri¢om su tieto dva gény az v 90%
homologne. Ich prenos prebiecha prostrednictvom transpozonov. Tento mechanizmus
sa uplatnuje u 14-Clennych (erytromycin, klaritromycin) a 15-Clennych (azitromycin)

makrolidov, ale nie u 16-¢lennych makrolidov (spiramycin; Edelstein 2003).

1.7.3 Metabolicky bypass

Pri tomto mechanizme rezistencie sa jedna o nahradenie (bypass) enzymu primarne
inhibovaného antibiotikom novym enzymom, na ktory antibiotikum neprejavuje Ucinok.
NajcastejSie tento typ rezistencie vznikd pri uzivani sulfénamidov, kedy je enzym
tetrahydropteroat syntetaza (podielajuci sa na syntéze kyseliny dihydrolistovej) nahradeny
rovnakym typom enzymu s nizSou afinitou voc¢i tomuto typu antimikrobidlnej latky.
V stcasnosti st kmene S. pyogenes na sulfonamidy citlivé, avSak v Styridsiatych a patdesiatych
rokoch minulého storocia prevladal nazor, Ze je u niektorych kmenov S. pyogenes redukovana
citlivost’ na tieto chemoterapeutika. Tento mylny nazor vznikol v désledku zist'ovania citlivosti
S. pyogenes (a inych mikroorganizmov) na pddach s obsahom tyminu a tymidin fosforylazy
(napr. krvny agar z konskej krvi). Tieto latky st pre mikroorganizmy exogénne substraty
antagonizujuce uc¢inok sulfonamidov. S neskorsim objasnenim uvedenych mechanizmov tento

mylny nazor zanikol (Bowen et al., 2012).
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2 LABORATORNA DIAGNOSTIKA Streptococcus pyogenes

V dnesnej dobe sa laboratorna diagnostika streptokokovych infekcii skupiny A stale
vo velkej miere spolicha na kultivaciu baktérii z klinickych vzoriek. Na detekciu streptokokov
v klinickych vzorkdch (a najmé S. pyogenes) sa material najcastejSie kultivuje na krvnych
agarovych platniach (Abraham and Sistla 2016). Nasledné potvrdenie podozrivych kolonii
ako S. pyogenes moze byt dosiahnuté niekolkymi jednoduchymi, rychlo vykonanymi
laboratornymi testami, ktoré su stale rozsirené v klinickej mikrobioldgii, napriek rasticemu
pouzivaniu automatizovanych identifikacnych systémov (Ray et al., 2016). Na rozdiel
od diagnozy akutnych infekcii spdsobenych S. pyogenes, diagnoza post-streptokokovych
ochoreni, ako je glomerulonefritida, akutna reumatickd hortcka, zavisi od urcenia Specifickych
protilatok proti streptolyzinu O (ASLO). Pre epidemiologické $tadie a vySetrenia ohnisk boli
vyvinuté rézne metddy typizacie. Okrem klasickych typizacnych metéd zalozenych
na sérologii su k dispozicii dobre zavedené systémy molekularnej typizacie, ktoré poskytuja

vel'ké databazy uz charakterizovanych kmenov (You et al., 2015).

2.1 Mikroskopicka a makroskopicka morfologia Streptococcus pyogenes

Na identifikaciu S. pyogenes v klinickych vzorkach sa vyuzivaji krvné agarové platne
(Youet al., 2015). Typicky vzhl'ad kolonii S. pyogenes po 24 hodinach inkubacie pri 35 - 37°C
je kopulovity s hladkym alebo vlhkym povrchom a ¢irymi okrajmi. Vykazuju bielo sivasta
farbu, maja priemer > 0,5mm a st obklopené zonou B-hemolyzy, ktora je Casto dvakrat az
Styrikrat vacsia ako priemer kolonii. Mikroskopicky sa S. pyogenes v odbornej terminologii
oznacovany skratkou GAS, javi ako grampozitivne koky 0 priemere 0,6 — 1um. Streptokoky sa
delia v jednej rovine a vytvaraji tak pary alebo retazce roznej dizky (obrazok 1), najmi
v tekutom médiu v klinickej vzorke. Niektoré kmene S. pyogenes vytvaraji kapsulu pocas
prvych 2 — 4 hodin rastu (Parija 2009; You et al., 2015; Spellerberg, Brandt 2016).
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Obrazok 1: S. pyogenes na agarovych platniach s primesou ovcej krvi po 24 hod.
inkubacii za aerébnych podmienok (Spellerberg and Brandt 2016)

2.2 Kultivacia

S. pyogenes je aerobny az fakultativne anaerobny mikroorganizmus. Rastie pri 37°C
apri pH 7,2 — 7,4 na obohatenych médiach ako je krvny agar. Pritomnost’ CO> zlepSuje rast
a hemolyzu kolonii. Na krvnom agare produkuji okapsulované kmene mukédzne kolonie.
Virulentné kmene v Cerstvej kultare produkuji matné kolonie, kym nevirulentné kmene lesklé
kolonie. Krvny agar s krysStalovou violetou je selektivne médium pre kultivaciu S. pyogenes

(Ameri, Kolaibe 2015).

2.3 Biochemické testy

2.3.1 Bacitracinovy test

S. pyogenes sa moze diferencovat’ od inych B-hemolytickych streptokokov skupiny A
ich zvySenou citlivostou na bacitracin (Bednaf et al., 1999). Test bacitracinu spolu s testom
iné PB-hemolytické kmene streptokokov, ktoré moézu obsahovat' antigén skupiny A, st
rezistentné voci bacitracinu. Test bacitracinu sa tiez pouziva na rozliSenie S. pyogenes od inych
B-hemolytickych streptokokov, ktoré st pozitivne na PYR, ako je S. iniae aS. porcinus.
Na uskuto¢nenie testu citlivosti na bacitracin je dolezité, aby sa subkultira kmena testovala
na ovéej krvnej agarovej platni, pretoze umiestnenie disku s obsahom bacitracinu B-H
na primarnu platiiu by mohlo poskytnit’ variabilné vysledky (Bednat et al., 1996; Malhotra-
Kumar et al., 2003; Spellerberg, Brandt 2016).
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2.3.2 PYR test

PYR test je rychla kolorimetrickd metoda, ktord sa ¢asto pouziva na rozliSenie S.
pyogenes od inych B-hemolytickych streptokokov s podobnou morfologiou (ako je S.
dysgalactiae subsp. equisimilis) a testuje pritomnost’ enzymu pyrrolidonylaminopeptidazy.
Tento bakterialny enzym hydrolyzuje L-pyrrolidonyl-p-naftylamid (PYR) na B-naftylamid,
ktory po pridani cinnamaldehydového Cinidla vytvara ¢ervenu farbu. Test sa moze vykonat
na papierovych pasoch, ktoré obsahuji suSené chromogénne substraty pre
pyrrolidonylaminopeptidazu, v priebehu niekol’kych mintit. PYR spot testy st dostupné u
mnohych komerénych dodavatel'ov (Spellerberg, Brandt 2016; Compton et al., 2017).

2.4 Priamy dokaz antigénu imunologickymi metédami

2.4.1 Latexova aglutinacia

Latexova aglutinacia je diagnosticky sérotypizacny test, ktorym je mozné odlisit’ 5
druhov pyogénnych streptokokov (A, B, C, F, G) podl'a Lancefieldovej. Pri pouziti ,,bielej*
latexovej aglutinacie sa vysledky zretel'ne zobrazia na ¢iernom pozadi. Streptokokové antigény
je mozné izolovat pomocou jednoduchej inkubécie s vyuzitim enzymov. Antigény su potom
identifikované pomocou latexovych Castic, ktoré maji na svojom povrchu naviazané protilatky
proti stenovym skupinovo Specifickym streptokokovym antigénom. Latexové Ccastice
S naviazanou protilatkou v pritomnosti skupinovo Specifického antigénu aglutinuji za vzniku
Cirej suspenzie, zatial o v nepritomnosti antigénu zostavajii neaglutinované, v podobe

mlie¢nej alebo homogénnej suspenzie (Abraham, Sistla 2016; Ferretti, Stevens, Fischetti 2016).

2.4.2 Rychly imunochromatograficky test

Tento test bol vyvinuty v poslednych dvoch desatrociach na dokaz antigénu konkrétne
polysacharidu C bunkovej steny. Pouzivanie tohto testu sa rozsirilo najmi v diagnostike
faryngitidy priamo v detskych ambulanciach a pediatrickych klinikéch, ¢o znaéne znizilo pocet
antibiotickych predpisov a viedlo k menSiemu poctu kultivacii zo vzoriek k vyteru z hrdla

Vv laboratoriach (Gazzano et al., 2016).

2.5 MALDI-TOF MS

V poslednej dekade presla klinickd mikrobiologia revoluénymi zmenami v metddach
na identifikdciu mikroorganizmov. Uskutoc¢nil sa prechod z tradi¢nych a pomalych procesov
identifikacie k rychlym molekularnym metédam a hmotnostnej spektrometrii. Hmotnostna
spektrometria je analyticka metdda, ktord pouziva k analyze pomer hmotnosti a ndboja r6znych

latok. NajrozsirenejSou metddou na analyzu biomolekul ku dnesnému diu je matrix-assisted
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laser desorption/ionization time of flights mass spectrometry (MALDI-TOF MS). lba
s objavom MALDI-TOF MS v roku 1980 bola mozna analyza relativne velkych molekul
vratane velkych ribozomalnych proteinov. Tie su menej ovplyvnené kultivatnymi
podmienkami, ¢o umoznuje pouzitic MALDI-TOF MS na odliSenie bakteridlnych druhov.
Je to zaroven vel'mi senzitivna technika, pre ktort je na analyzu potrebné len malé mnozstvo
mikrobialnej biomasy (pre baktérie 10* — 10° CFU; Taek et al., 2015). MALDI-TOF MS je
zalozend na ionizacii vzorky kratkymi laserovymi pulzmi. Matrica, ktora sa aplikovala
na vzorku na dosticke, absorbuje svetelni energiu a vyprodukuje dostatok tepla na vyparenie
a zionizovanie vzorky. Elektromagnetické pole urychl'uje i6ony pred ich vstupom do letove;]
trubice. Ako prechadza i6n letovou trubicou, jeho rychlost je funkciou pomeru m/z (t.j. pomer
relativnej atdbmovej hmotnosti a poctu vytvorenych kladne nabitych i6nov). Z toho dévodu sa
pomer m/z pevnych Castic meria na zaklade svojej doby doletu (Time Of Flight). Doba doletu
sa zmeria, ked latka pride do detektoru, (¢o je vysoko rychlostné zaznamenavacie zariadenie
a mdze to byt Specidlny vysoko hmotnostny detektor alebo kryogénny detektor alebo i6n
na i16n konverzujuce dyddové detektory, ktoré umoznuji zaznamenat’ aj vel'mi vysoké m/z)
na konci trubice. Detektor vytvori graf alebo spektrum m/z verzus intenzita. Stupen ionizécie
ako aj hmotnost’ proteinov urcuje ich individualny TOF. Informacie st zaznamenané ako
charakteristické spektrum, ktoré¢ predstavuje jedine¢ny fingerprint vzorky, a ten je unikatny pre

kazdy druh (Cai et al., 2013).

2.6 Metody amplifikacie nukleovej kyseliny

2.6.1 Polymerazova ret’azova reakcia (PCR)

PCR metdda podl'a Abraham a Sistla (2016) preukazala 100% senzitivitu a Specifickost’
za pouzitia génu spy1258 u vsetkych testovanych kmetiov S. pyogenes. Téato metdda sa ukézala
lepsia ako vSetky fenotypové testy a bola uzitocnd aj pri izolatoch, u ktorych boli tieto testy
negativne. Pouzitie PCR priamo na klinickych vzorkdch skracuje dobu potrebni pre
identifikaciu S. pyogenes a zlepsuje klinické vysledky, ¢o je potrebné hlavne v situaciach, kedy
je vcasné cielend terapia absolitne nevyhnutnd, ako st napr. pripady rychlo progredujice;j
nekrotizujucej fascitidy. Dalsie $tadie ukazali, Ze citlivost PCR za pouzitia génu spy1258
na detekciu S. pyogenes priamo z vyteru z krku je niz$ia v porovnani s gPCR pri vyuziti génu
speB (Abraham, Sistla 2016).
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2.6.2 Kvantitativna polymerazova ret'azova reakcia (QPCR)

gPCR je rychla, vysoko senzitivna a Specifickd metdda na detekciu S. pyogenes
zo vzoriek vyterov z hrdla, priCom ciel'ovy gén je speB (Dunne et al., 2013). Tato metdda moze
byt pouzitd ako ndhrada kultivacie a detekcie antigénov pri diagnostike akutnej faryngitidy
sposobenej S. pyogenes. Vyhodou qPCRje, ze v pripade podania ATB pacientovi moze byt’
narast v kultivacii obmedzeny, =zatial ¢o vysledok gqPCR zostava neovplyvneny

(Kolukirik et al., 2016).

2.7 Sérologické metody

Uplatiiuju sa pri diagnostike post-streptokokovych ochoreni ako reumaticka horacka
alebo glomerulonefritida, kedy sa dokazuje pritomnost’ urcitej protilatky proti streptokokovi.
Pri akutnej infekcii st zriedka uzitocné, ked’Ze tvorba protilatok trva asi od jedného do dvoch
tyzdiov po nastupe akutnej infekcie, kedy st uz detekovatelné v sére pacienta. Stvornasobné
zvysenie titra protilatok sa povazuje za signifikantny dokaz predosle;j streptokokovej infekcie.
Hladinu protilatok ovplyviiuje niekolko faktorov ako miesto infekcie, doba od nastupu
priznakov, sezonne zmeny, no najmi vek pacienta. NajvyuzivanejSimi protilatkami pre
diagnostiku post-streptokokovych ochoreni st ASLO a anti-DNAaza-B (Gera, Mclver 2013;
Spellerberg, Brandt 2016).

2.7.1 Neutralizacny test

Klasicky test na meranie titru ASLO, kedy je schopnost hemolyzy streptolyzinu
O inhibovand ASLOm v sére pacienta. Na stanovenie patologickej hladiny ASLO je nutné
vySetrit’ aktne sérum (odobrané na zaciatku ochorenia) a rekonvalescentné sérum (odobrané 4
tyzdne po prvom odbere). Tento test je tiez Standardny pre detekciu DNAazy-B, kedy sa
pozoruje inhibicia nukledzovej aktivity prostrednictvom protildtok v sére pacienta. Titre
protilditok anti-DNA4zy-B sa zacinaju objavovat’ od druhého tyzdia po zaciatku infekcie
a dosahujii maximum pocas 4 — 6 tyzdnov, pricom maji tendenciu zostat’ zvySené dlhSie ako
titre ASLO a st spol'ahlivejsie pre potvrdenie predchadzajticej streptokokovej infekcie koze.
DNA4za-B je navyse Specifickd pre S. pyogenes a nie je pritomna u S. dysgalactiae subsp.
equisimilis na rozdiel od ASLO (Abraham, Sistla, 2016; Ferretti, Stevens, Fischetti 2016).

2.8 VysSetrenie citlivosti na antibiotika

Kvalitativnymi a kvantitativnymi metédami sa testuje citlivost’ baktérii na antiinfekéné
lieciva. Kvalitativne testy pomahaju zistit' ¢i testované antibiotika ovplyviuju rast daného

mikroorganizmu a ukazuji ¢i je bakteridlny kmen citlivy, rezistentny alebo intermedidrne
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citlivy. Kvantitativnymi testami sa urCuje minimalna inhibi¢na koncentracia (MIC) alebo

vwe

v

hodin inkubdcie usmrti minimalne 99,9% z populécie vySetrovanych baktérii. Presné urcenie
MIC zavisi od spravneho vyhodnotenia rastu vysetrovaného mikroorganizmu (Slobodnikova et

al., 2010; Bhardwaj et al., 2018).

2.8.1 Diskova difizna metoda

Je kvalitativna metdda. Pri vySetrovani izolovaného bakteridlneho kmena sa pripravi
Standardna suspenzia baktérii vo fyziologickom roztoku s vyslednou koncentraciou baktérii
1-3x10%/ml, &o zodpoveda hodnote 0,5 na McFarlandovej zakalovej stupnici. Bakterialna
suspenzia sa tamponom rovnomerne rozockuje na povrch Mueller—Hintonovej pody. Poda
nesmie obsahovat’ latky antagonisticky pdsobiace proti antimikrobialnej latke. Kolonie baktérii
nesmu navzajom splyvat, iba sa dotykaji svojimi okrajmi. Zdrojom antimikrobialnej latky st
disky z filtra¢ného papiera s priemerom 6 mm, ktoré obsahuju Standardné mnozstvo testovane;]
latky. Po 18 - 24 hodinach inkubécie pri 35°C sa hodnoti rast mikroorganizmov na platni.
Velkost' zony zéabrany rastu baktérii v okoli diskov hovori o citlivosti mikroorganizmu
na antimikrobialnu latku. Zistenim vel'kosti inhibi¢nej zony v mm a porovnanim s prislu$nou
hrani¢nou inhibi¢nou zdénou zistime ¢i je kmen na dané lieCivo citlivy, rezistentny alebo

intermediarne citlivy (Slobodnikova a kol., 2010; EUCAST 2019).

2.8.2 Bujonovy mikrodilu¢ny test

Stanovenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC) sa uz dlho povazuje za vhodnt
metodu testovania rezistencie. Hodnota MIC sa uddva v pg/ml alebo v mg/l. Pomocou tohto
postupu testovania je mozné kvantitativne meranie a tym aj rozdelenie pdvodcov na senzitivne
(S), intermediarne (I) alebo rezistentné (R). Kvalitativny vysledok poskytuje bezny difazny test
na agare. Ten sa horSie Standardizuje a niekedy precetiuje senzibilitu pdvodcov. Antibiotikum
sa nanesie v stupajucich koncentracidch (vZdy zdvojnasobenych) do jamdk mikrotitracnej
platnicky, kde sa nachaddza dehydratované bujonové médium. Platnicka sa potom naplni
suspenziou jedného testovaného druhu a nasledne sa inkubuje. Rast sa vyhodnocuje
fotometricky. Ak sledovany kmen rastie v pritomnosti urcitej koncentracie antimikrobialne;j
latky tak po kultivéacii sa sleduje pritomnost’ zdkalu. Ak bujon ostava Ciry, tak je to v pripade,

koncentraciu antimikrobidlnej latky, pri ktorej je eSte bujon Ciry. VsSetky kroky podliehaju
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presne stanovenym podmienkam, ¢o sa tyka média, mnozstva inokula, teploty a casu inkubacie

a pod.

Samotné hodnoty MIC este nie st dostacujuce na rozdelenie povodcovna S, I a R. Preto
je potrebné MIC poévodcu (rovnako ako u DDM) porovnat s hranicnymi hodnotami
(breakpoints), ktoré su Specifické pre kazdé antibiotikum, izolovant baktériu, druh zvierata

a pod (LABOKLIN 2016; EUCAST 2019).

2.8.3 Agarovy dilu¢ny test

Je Standardnou referencnou metddou urcovania MIC. Na pevné agarové pddy
S odstupniovanymi koncentraciami antimikrobidlnych latok sa naockuju vySetrované
mikroorganizmy. Po 18-24 hodinovej inkubacii pri 35°C sa zist'uje pritomnost’ rastu baktérii.

vwe

to znamena, ze sposobila zdbranu viditeI'né¢ho rastu baktérii na agarovej pode (Slobodnikova et
al., 2010; EUCAST 2019).

2.8.4 E-test

Test sa robi pomocou priuzku, na ktorom st nanesené¢ v urcitych vzdialenostiach
klesajuce koncentracie antimikrobialnej latky. Prazok sa prilozi na povrch platne s podou a
inokulovanymi kultirami baktérii. PocCas 18 - 24 hodinovej inkubacie pri teplote 37°C
antimikrobialna latka difunduje do pody a vytvara elipsoidnii zoénu inhibicie. Vysledok sa
od¢itava z prizku v mieste, kde prizok pretina okraj inhibicnej zony

(Slobodnikova et al., 2010).
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3 CIELE

Hlavny ciel’ prace:

Zakladnym cielom tejto prace je retrospektivna analyza klinickych a
epidemiologickych udajov o pacientoch, od ktorych bola izolovana baktéria S. pyogenes,
identifikacia tychto izolatov a stanovenie rezistencie S. pyogenes na antibiotika zo skupiny
MLSg. Klinické a epidemiologické tidaje boli ziskané od pacientov vo Fakultnej nemocnici
Hradec Kralové (FN HK) a experimentalne prace sizolatmi baktérii boli prevadzané
na pracovisku Ustavu klinickej mikrobiolégie vo Fakultnej nemocnici Hradec Kralové

(UKM FN HK).

Parcialne ciele prace:

e Vyhodnotit' vyskyt kmenov Streptococcus pyogenes izolovanych v priebehu
rokov 2013 - 2017 vo FN HK

e Vyhodnotitt vyskyt kmenov  Streptococcus pyogenes izolovanych
na UKM FN HK v rokoch 2013 - 2017 podla jednotlivych mesiacov

e Vyhodnotit vyskyt kmetiov  Streptococcus pyogenes izolovanych
na UKM FN HK v rokoch 2013 - 2017 podl'a vekovych kategorii pacientov

e Vyhodnotitt vyskyt kmetiov  Streptococcus pyogenes izolovanych
na UKM FN HK v rokoch 2013 - 2017 v zavislosti od pohlavia

e Vyhodnotitt vyskyt kmetiov  Streptococcus pyogenes izolovanych
na UKM FN HK v rokoch 2013 - 2017 od miesta odberu z pacienta

e Vyhodnotit citlivosti baktérie Streptococcus pyogenes na erytromycin
na UKM FN HK

e Vyhodnotit’ citlivosti baktérie Streptococcus pyogenes na klindamycin
na UKM FN HK

e Vyhodnotit’ fenotypovy typ rezistencie v priebehu rokov 2013 - 2017
na UKM FN HK

40



4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Klinicky material

Analyzu vysledkov sme vykonali na podklade biologickych vzoriek a izolovanych
kmenov S. pyogenes. Data sme ziskali z Laboratérneho informa¢ného systému OpenLims
z bakteriologického laboratéria na Ustave klinickej mikrobiolégie Fakultnej nemocnice Hradec
Kralové. Data pochadzali z obdobia rokov 2013 — 2017. Vzorky pochadzali z FN HK. Pocas
sledovaného obdobia bolo pozitivne prijatych 1609 izolovanych kmeniov S. pyogenes od 1291

pacientov.

4.2 Kaultivacia

Prijaté vzorky vyterov a sterov boli spracované mikroskopicky rovnako aj kultivacne
a ostatné materialy mikroskopicky. Ku kultivacii bol pozity Columbia krvny agar s 10%
defibrinovanej baranej krvi (kvasnicovy extrakt, hovidzi extrakt, pankreaticky traveny kazein,

zivocCiSne tkanivo, kukuriény Skrob, NaCl a agar).

Prevedenie kultivacie:

1. Zo skiimavky s transportnym médiom Amies sme vytiahli odberovy tampon, ktory sme
ockovali na /2 KA (krvny agar).

2. Tampon sme V niektorych pripadoch materialu (vSetky okrem vyterov z krku) zanorili
do tekutej pomnozovacej pody (bujonu), takze sme vyterovy tampoén nedali spat’ do
transportného média. Tekuté materialy sme bakteriologickou kluckou vyockovali
a cast’ sme dali do bujonu a zvysok materialu sa skladovali v chladnicke. V pripade
vyterov z krku sme ihned’ po inokulacii vratili spat’ do transportného média a nasledne
uchovali 24 hodin pri teplote + 4°C.

3. Pomocou kriZzového rozteru sme bakteriologickou kl'u¢kou rozockovali inokulum.

4. Takto pripraveny KA sme inkubovali 18-24 hodin pri teplote 37°C. Primokultivaciu
sme prezerali este za 48hod. Za 24hod sme bujon vyockovali opéat’ na KA a prezerali za
18 - 24 hodin.

Vlastnosti u narastenych kolonii sme si v§imali po skonceni inkubacie. Zmes roznych
kolonii, ktoré obsahovali patogénnu ale aj fyziologicki mikrofloru, nam narastla
Vv primokultivacii. Preto ich bolo potrebné odlisit’ a az potom sme ich mohli identifikovat’. S.
pyogenes vyzaduje na kultivaciu pody, ktoré su obohatené krvou alebo sérom (Tille et al., 2014,
Spellerberg, Brandt 2016).
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4.3 Bacitracinovy test

Na identifikaciu baktérie S. pyogenes pomocou bacitracinového testu bol pouzity
komeréne dodavany set ITEST BACITRACIN S (0,04 1U).

Princip testu:

Test vyuziva vysoké citlivosti B-hemolytickych streptokokov skupiny A K nizkej
koncentracii bacitracinu (0,04), ktora sa prejavuje vytvorenim inhibi¢nej zény okolo disku
ITEST BACITRACIN S. Ostatné B-hemolytické streptokoky su k tejto koncentracii bacitracinu

rezistentné.

Prevedenie testu:

Testovany kmen sme naockovali bakteriologickou kluCkou na predsuSeny agar
a sterilne sme prilozili bacitracinovy disk (obrazok 2). Nasledne doslo k inkubacii 17 - 24 hodin
pri teplote 37°C.

Obrazok 2: Aplikacia diskov — bacitracinovy test

Hodnotenie:

Po inkubécii sme zmerali presny priemer inhibi¢nej zony okolo disku ITEST

BACITRACIN S (tabulka 1, obrazok 3; ITEST 2016).
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Tabul’ka 1: Hodnotenie testu ITEST BACITRACIN S

Priemer zony (mm) Vysledok

B-hemolyticky
>10 Streptococcus skupina A
(S. pyogenes)
B-hemolyticky

<10 Streptococcus ingj

sérologickej skupiny

Obrazok 3: Pozitivny bacitracinovy test pre identifikaciu baktérie S. pyogenes

4.4 PYR test

Na identifikaciu baktérie S. pyogenes pomocou PYR testu bol pouzity komercne
dodavany set ITEST PYR TEST.

Princip testu:

Principom testu je detekcia pyrrolidonylpeptidazove; (PYRéza) aktivity, ktord je
charakteristicka pre vSetky druhy enterokokov, na rozdiel od streptokokov sk. D, u ktorych tato
aktivita nebola zistena. Z ostatnych streptokokov PYRazu produkuje len S. pyogenes (GAS).

Pomdcky a reagencie:

e bakteriologicka kl'ucka
e destilovana voda

e disk ITEST PYR TEST
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e farebna vyvojka

Prevedenie testu:

Disk ITEST PYR TEST sme navlh¢ili 10ul sterilnej destilovanej vody.
Bakteriologickou kI'u¢kou sme preniesli na povrch disku 5 - 10 kolonii testovaného kmena z 24
hodinovej kultury a I'ahko ju rozotreli. Disk sme inkubovali 1 - 2 mintty pri laboratornej
teplote. Potom sme na disk kvapli 1 kvapku farebnej vyvojky (musi mat’ laboratornu teplotu!)

a sledovali sme farebnii zmenu.
Hodnotenie:

Pripozitivnej reakcii (PYRaza+) sa inokulovana ¢ast’ disku behom 1 mintty po aplikacii
vyvojky zfarbila ruzovo, ¢erveno alebo fialovocerveno. Pri negativnej reakcii (PYRaza) zostala
inokulovana ¢ast’ disku po aplikacii vyvojky nezafarbena, popripade sa behom 1 mintty sfarbi

krémovo alebo Zlto (obrazok 4; Itest 2016).

Obrazok 4: ITEST PYR TEST — vlavo pozitivny vysledok,

vpravo negativny vysledok
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4.5 Latexova aglutinacia

Na identifikaciu baktérie S. pyogenes pomocou testu latexovej aglutinicie sme pouzili

komer¢ne dodavanu Latexova stpravu Prolex ™ Streptococcal Grouping (obrazok 5).

Princip testu:

Prolex™ metdda identifikacie streptokokovych skupin zahriuje extrakciu skupinovo
Specifickych sacharidovych antigénov s pouzitim Specialne vyvinutych reagencii pre extrakciu
kyselinou dusitou. Extrakéné reagencie 1 a 2 dodavané v suprave obsahuju chemické latky
schopné extrahovat’ antigény Specifické pre streptokokové skupiny pri izbovej teplote.
Extrak¢na reagencia 3 obsahuje neutralizatny roztok. Neutralizované extrakty mozno
jednoducho identifikovat’ s pouzitim modrych latexovych cCastic senzibilizovanych ¢istenymi
skupinovo Specifickymi krali¢cimi imunoglobulinmi. Tieto modré latexové Ccastice silne
aglutinuji v pritomnosti homolégneho antigénu a neaglutinuji v pripade, Ze tento antigén nie

je pritomny.

Reagencie a pomdcky:

e Latexové reagencie: Sest flaiti¢iek s kvapkadlom obsahujucim 3ml modrych
latexovych Castic potiahnutych purifikovanymi kralicimi protilatkami  proti
streptokokom skupiny A, B, C, D, F alebo G. Modr¢ latexové¢ Castice si suspendované
Vv pufri pH 7,4 obsahujuci 0,098% azid sodny ako konzervans.

e Polyvalentna pozitivha kontrola: Jedna flasticka s kvapkadlom obsahujiica 2ml
polyvalentnych  protilatok  hotovych  k pouzitiu  extrahovanych  antigénov
z inaktivovanych streptokokov skupin A, B, C, D, F a G podl'a Lancefieldovej.

e Extrakéna reagencia 1: Jedna fl'asticka s kvapkadlom obsahujtca 3,2ml reagencie s
0,098% azidom sodnym ako konzervans.

e Extrakéna reagencia 2: Jedna flasticka s kvapkadlom obsahujica 3,2ml extrakénej
reagencie 2.

e Extrakéna reagencia 3: Dve flasticky s kvapkadlom, kazda obsahujiica 8ml reagencie
s 0,098% azidom sodnym ako konzervans.

e Skumavky

e Pasteurove pipety

e Stopky
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Prevedenie testu:

Vsetky sucasti supravy musia byt pred pouzitim vytemperované na izbovu teplotu.

1.

Hodnotenie:

Latexové reagencie testu Sme resuspendovali niekol’kokrat jemnym prevratenim
flasticky s kvapkadlom. Nésledne sme skontrolovali ¢i su latexové Castice
spravne suspendovang.

Pre kazda vzorku sme oznacili jednu testovaciu skimavku, do ktorej sme pridali
1 kvapku Extrakcnej reagencie 1.

Vybrali sme 1 - 4 B-hemolytické kolonie s pouzitim jednorazovej kl'ucky
a suspendovali sme ich v Extrakénej reagencii 1. Pokial’ boli kolonie drobné
pouzili sme vicSie mnozstvo az kym nedoslo k zakaleniu Extrakénej reagencie
1.

Pridali sme 1 kvapku Extrakénej reagencie 2 do kazdej skimavky. Nasledne sme
zamieSali reakciu poklepkavanim na skimavku pomocou prstov po dobu 5-10
sekund.

Pridali sme 5 kvapiek Extrakénej reagencie 3 do kazdej skimavky a opét’ sme
ju zamiesali ako je uvedené v bode 4.

U kazdého testovaného izolatu sme naniesli jednu kvapku z kazdej modrej
latexovej suspenzie na oddelené kruhy na testovacej karticke.

S pouzitim Pasteurovej pipety sme naniesli jednu kvapku extraktu vedl'a kazdej
kvapky latexovej suspenzie. Premiesali sme latex a extrakt dodanou ty¢inkou
po celej oblasti testovacieho kruhu.

Jemne sme karticku naklanali tak, aby sa zmes pomaly prelievala cez cela
testovaciu oblast. Za jednu mindatu pod normalnym osvetlenim mdézeme

sledovat’ aglutinaciu (obrazok 6).

Pozitivne vysledky: Vyznamne rychla silna aglutindcia modrych latexovych Castic

do jednej mintty s jednym z latexovych C¢inidiel signalizuje Specificku identifikdciu

izolovaného streptokoka. Slaba reakcia s jednou latexovou reagenciou by sa mala opakovat

S hustej$im inokulom.

Negativne vysledky: Ziadna aglutinicia latexovych &astic. Pokial su naznaky

granuldcie viditel'né v testovacom kruhu, test by mal byt taktiez povazovany za negativny.
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Nepreukazatené vysledky: Pokial je v testovacom kruhu pritomné slabé
zhlukovanie alebo neSpecificka reakcia (vldknitost’) po jednej minate, musi byt’ test opakovany
za pouzitia Cerstvej subkultiry. Pokial’ pri opidtovnom testovani bude pozorovany rovnaky
vysledok, musi byt’ prevedené biochemické testovanie pre identifikaciu izolatu.

Nespecifické vysledky: Vo vzacnych pripadoch méZeme pozorovat aglutinaciu
s viac nez jednou skupinou. Pokial’ toto nastane, skontrolujeme ¢ist kultaru, ktora sme pouzili
na testovanie. Pokial’ sa zda byt Cist4, znovu opakujeme test a potvrdime identifikaciu izolatu

pomocou biochemického testu (Prolex 2016)

Obrazok 5: Latexova suprava Prolex ™ Streptococcal Grouping

Obrazok 6: Testovacia karticka latexovej aglutinacie
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4.6 Identifikacia Streptococcus pyogenes analyzatorom MALDI Biotyper
Bruker Daltonik MALDI Biotyper je analyzator (obrazok 7) poskytujuci identifikaciu
bakterialneho a mykotického infekéného materidlu. Pomocou tohto analyzatora vieme
identifikovat’" grampozitivne aj gramnegativne baktérie, kvasinky a mnohobunkové huby.
Nie je potrebnd ziadna predchadzajuca identifikdcia pomocou inych testov. Priamo

z kultiva¢nej misky vieme ziskat’ vysledky a to v priebehu niekol’kych minut.

Obrazok 7: Analyzator Bruker Daltonik MALDI Biotyper
Princip testu:

Identifikacia bakterialneho alebo mykotického infek¢ného agens z Cistej kultury je
cielom tejto metody. Ostrelovanie mikrobialnej suspenzie laserovym lucom, kde dochadza
k uvolneniu jednoduchych bielkovinovych molekul, ktoré letia v elektrickom poli v hlbokom
vakuu je principom vySetrovacej metody MALDI-TOF (matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight). Cas, za ktory molekula preleti letovou trubicou az
k detektoru (Time of Flight = doba letu), zavisi od pomeru hmotnosti a stupna ionizacie
molekul. Pocitac, ktory vyhodnocuje €asy doletu jednotlivych molektl, vytvori tzv. spektrum,
ktoré pristroj porovndva s kniznicou (databazou) spektier. Kniznica obsahuje vysledky, ktoré
boli ziskané vySetrenim velkého mnoZstva tzv. typovych kmenov alebo kmenov izolovanych
z roznych ochoreni. Porovnavanim s kniznicou mikroorganizmov doéjde k vel'mi presnému
ur¢eniu izolovaného kmena. KniZnica je komer¢ne dostupna a je mozné ju obohatit’ o vlastné
hmotnostné spektra kmenov, ktoré boli identifikované napr. najmd molekularne genetickymi

metddami.
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Prevedenie testu:

1. NaMALDI ocel'ovu dosticku do tercika sme inokulovali tenku vrstvu koloénie pomocou
$pi¢ky v nasom pripade pomocou Sparadla (obrazok 8).

2. 1plroztoku MALDI matrice sme prekryli kazdy inokulovany tercik.

3. Nechali sme vsetko zaschnut’ a vzorka tak bola pripravena k identifikacii.

4. Do pristroja MALDI Biotyper sme vlozili dosticku apo vytvoreni vékua
(doba vytvorenia je cca 30 - 60s) sme spustili test.

Obrazok 8: Priprava MALDI dosticky

Priprava roztoku MALDI Matrice:

e 250ul organického rozpustadla HCCA sme pridali do tubicky s HCCA
(alfa—cyano—4—hydroxycinnamicacid) a vortexovali az do upIného rozpustenia
krystalikov

e roztok sme uchovavali v tme pri izbovej teplote a po nariedeni ho bolo potrebné

¢o najskor spotrebovat’
Priprava organického rozpustadla:

e 500pul 100% acetonitrilu
e 475pl destilovanej vody
o 25ul 100% trifléroctovej kyseliny (TFA)

e roztok sme si pripravili do Eppendorf tubicky a dokladne sme ho premiesali

Hodnotenie testu:

Prvym krokom spracovania dat je prevedenie hmotnostnych spektier na piky (obrazok
9). V druhom kroku su tieto piky porovnavané so suborom vzoriek v databaze. Porovnavaci

algoritmus vypocita tri samostatné hodnoty (skore) pre tri zakladné charakteristiky vzorky
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a referenéné spektrum. Hodnota skére moze byt maximélne 3. Cim je vys$s§ia hodnota skore,
tym je vécsia pravdepodobnost’ spravnej identifikacie druhu. Farebny display hodnoty skore
umoznuje rychle vyhodnotenie vysledkov. Spdsob interpretacie vysledkov podla farby aj
s hodnotou skore zobrazuje tabulka 2. Hodnota skére 2 moze byt povazovana za hodnotu,

na zaklade ktorej je mozné spravit’ identifikaciu.

Tabulka 2: Vyznam hodnot skore

ROZSAH POPIS SYMBOLY | FARBA
2,300 — 3,000 | druh bol s vysokou pravdepodobnost'ou identifikovany (+++) Zelena
2,000 - 2,299 rod identifikovany s istotou, druh pravdepodobne (++) Zelena
1,700 - 1,999 pravdepodobna identifikicia rodu (+) zlta
0,000 - 1,699 nespol’ahliva identifikacia ) ¢ervena

Na vysledkovom liste sa uvadzaju aj tzv. kategorie zhody (A, B alebo C), ktoré uvadzaja
Specifickost’ zhody druhu alebo rodu (A = druhova zhoda, B = rodova zhoda a C = ziadna

zhoda; tabul’ka 3).

Tabul’ka 3: Vyznam konzisten¢nych kategoérii (A-C)

KATEGORIE POPIS
DRUHOVA KONZISTENCIA: Najlepsia zhoda bola klasifikovana ako

A ,zelena“. Dalsie ,zelené zhody patria ku rovnakému druhu ako prvé.
Dalsie ,,z1té“ zhody maju prinajmensom zhodny rod s prvou zhodou.
RODOVA KONZISTENCIA: Najlepsia zhoda bola klasifikovana ako

»zelend®, alebo ,ZzItad*. DalSie ,zelené”, alebo ,zIté*“ zhody maja

8 prinajmensom zhodny rod sprvou zhodou. Podmienky druhovej
konzistencie neboli naplnené.
ZIADNA KONZISTENCIA: Nebola zistend Ziadna konzistencia,
C druhova ani rodova (potreba kontroly, ¢i nie je problém v synonyméch

skuto¢nych ndzvov alebo ¢i sa nejedna o mikrobidlnu zmes).
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Pokial' sme postupovali spravne, tak vysledny signal na obrazovke by mal vyzerat

nasledovne (obrazok 9). V tabul’ke 4 st uvedené zavere¢né vysledky identifikacie pomocou

analyzatora Bruker Daltonik MALDI Biotyper.

Obrazok 9: Vysledny signal na obrazovke

Tabul’ka 4: Vysledky identifikacie pomocou analyzatora
Bruker Daltonik MALDI Biotyper

Organizmus Organizrpus
Nazov analytu Kaéd analytu (najlepSia | Skore ng!{:llg?a Skére
zhoda) Jiep
zhoda)
(++4) (A) A00169A5ABiotyper Streptococcus 2,322 Streptococcus 2,182
pyogenes pyogenes
(++) (A) A00173A5ABiotyper Streptococcus 2,255 Streptococcus 2,001
pyogenes pyogenes
(++) (B) | A00186A2ABiotyper | SUEPLOCOCCUS | 5 ooy | StrEpocoCCus | -, »q4
pyogenes pyogenes
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4.7 Diskova difuzna metoda

Princip testu:

Diskova difizna metdda je kvalitativna metdda, ktord sa pouziva na stanovenie citlivosti
alebo rezistencie baktérii k antibiotikam. Bakteridlny izolat s uréitou koncentraciou buniek,
ktory vySetrujeme, je naneseny na kultivaéné médium (agar), na ktorom sa vytvori resp.
nevytvori zona inhibicie rastu okolo disku. Tento disk ma presne stanovenu koncentraciu ATB,
ktory sa spolu s bakterialnym izolatom inkubuje predpisanti dobu. ATB disky si vyberame od
druhu baktérie alebo druhu vzorky klinického materidlu. Vel'mi vyznamnym je aj Gcel, pre
ktory bude vysledok citlivosti sluzit. PouZivané st aj disky so stabilnou zostavou, ktora sa

priebezne aktualizuje.

Prevedenie testu:

Pracovny postup obsahuje 4 zékladné kroky:

1. Priprava inokula

2. Inokuléacia rozterom

3. Aplikacia diskov pomocou dispenzorov
4. Inkubacia

V termostate boli kultivatné média (Mueller-Hintonovej pdda s primesou 5%
defibrinovanych ov¢ich erytrocytov) vyhriate na teplotu 37°C. Je to velmi ddlezité, aby
baktérie nepresli teplotnym Sokom. Taktiez aj ATB disky boli vyhriate na izbova teplotu.
Z Cistej kultury testovaného kmena, ktora nesmie byt starSia ako 24 hodin sme pripravili
inokulum. To sme rozsuspendovali Vv sterilnej skimavke obsahujicej fyziologicky roztok
a vytvorili sme bakterialnu suspenziu 0 objeme 2ml. Aby sme dosiahli homogénnu suspenziu
bolo potrebné skimavku zvortexovat. Pomocou pristroja denzitometer sme zmerali mieru

zakalu inokula. Ziskana hodnota sa pohybuje v ur¢itom rozmedzi stupnice McFarlandove;.

V nasom pripade sme potrebovali hodnotu 0,5 McFarlandovej zakalovej stupnice. Aby
sme dosiahli tuto hodnotu tak zakal sme mohli upravit’ a to bud’ pridanim kulttry resp. riedenim

suspenzie fyziologickym roztokom (obrazok 10).
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Obrazok 10: Priprava inokula

Inokulacia rozterom prebiehala tak, ze sme kmene priamo naockovali pomocou sterilnej
bakteriologickej kl'u¢ky. Kmen bol rozoCkovany najprv vertikalne a potom horizontalne na

Mueller-Hintonovej pddu s primesou 5% defibrinovanych ov¢ich erytrocytov (obrazok 11).

Obrazok 11: Inokulacia rozterom

Bakterialnu suspenziu sme inokulovali do 15 mintt od jej pripravy. Do 15 minut po
naoc¢kovani sa kladli ATB disky, ktoré sme kultivovali v termostate do 15 mintt od aplikacie
diskov. Ide o pravidlo 15-15-15 minut, aplikacia diskov bola realizovana pomocou dispenzorov
na kultiva¢né médium. Na kazda Petriho misku s priemerom 90 mm bolo pouzitych 6 diskov,

ktoré boli stabilnej zostavy, ked’Ze i$lo o grampozitivne baktérie (obrazok 12).
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Obrazok 12: Aplikacia diskov pomocou dispenzorov

Petriho misky sme vlozili do termostatu (do 15 minut po aplikacii diskov) vieckom dole,

kde prebieha inkubacia pri teplote 36°C v CO, atmosfére (zlepSeny rast) na 16 - 24 hodin.
Hodnotenie:

Po 16-24 hodinach inkubacie pri 36°C v COz atmosfére sa hodnotia vel’kosti inhibi¢nych
z6n (obrazok 13). Pri interpretacii vysledkov sa vychadza z kritérii EUCAST, ktoré st platné
po celej Eurdpe. Breakpointy (hrani¢né hodnoty) pri diskovej difuznej metode st vyjadrené
priemerom inhibi¢nych zé6n v mm. Porovnanim nami zmeranej inhibi¢nej zony s breakpointom
pre prislusné ATB zistime ¢i je kmen na dané lieCivo citlivy, rezistentny alebo intermedidrne

citlivy.

Obrazok 13: Hodnotenie vel’kosti inhibi¢nych zon
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4.8 Fenotypovy dokaz rezistencie k makrolidovym antibiotikam

Dvojitou diskovou difiznou metédou sa testovala citlivost S. pyogenes voci
antibiotikim zo skupiny MLSg (rezistencia vo¢i makrolidom, linkozamidom
a streptograminom B). V nasledujucej tabul’ke 5 su uvedené jednotlivé podmienky na detekciu

MLSg fenotypu.

Tabul’ka 5: Podmienky na detekciu MLSg fenotypu pomocou diftiznej diskovej
metody

R Mueller-Hintonovej agar s 5% defibrinovanou ovéou
Pbéda
krvou

Objem inokula 2-5 ml vo fyziologickom roztoku

_ priama metdda rozotrenim kolonii z 18-24 hod.
Priprava inokula
kultary na krvnom agare

0,5 podl'a McFarlandovho zékalového stupia (1x108
Koncentracia inokula

CFU/ml)
Disky erytromycin, klindamycin, spiramycin
Inkubécia 36°C so zvysenou tenziou CO2

Za ucelom testovania citlivosti na antibiotika zo skupiny MLSg sa na platiiu umiestnil
disk s erytromycinom. Vo vzdialenosti 2cm od stredu erytromycinoveho disku sa umiestnil s
klindamycinom a na opacnej strane erytromycinoveho disku vo vzdialenosti 2 cm disk so

spiramycinom. Inkubécia prebiehala pri teplote 36°C v atmosfére so zvySenou tenziou CO»,

Vysledky diskového diftizneho testu sa ziskali odmeranim priemeru inhibi¢nej zony

(12) od okraja so zreteI'nou inhibiciou rastu pomocou pravitka.

Na zdklade velkosti inhibi¢nych zon sa hodnotia vysledky difizneho diskového testu
(tabul’ka 6). Kmene S. pyogenes, ktorych priemer dosiahol hodnotu inhibi¢nej zony >21mm
v okoli disku s erytromycinom, su citlivé; kmene S. pyogenes s priemerom inhibi¢nej zony
<18mm su rezistentné a intermediarne citlivé su tie kmene S. pyogenes, ktorych velkost

inhibi¢nej zony dosiahla 18 — 20mm. Velkost' inhibi¢nej zény >19mm okolo disku
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s klindamycinom je charakteristicka pre citlivé kmene S. pyogenes. Priemer inhibi¢nej zony
s velkostou <19 mm je typicky pre rezistentné kmene uz spominanej baktérie. Taktiez sa
pouziva aj disk so spiramycinom, ktory nam pomaha pri ureni indukcie, ale hodnotenie
samotného spiramycinu sa neuvadza. Obcas je vhodné pouzit’ aj disk s klindamycinom ako aj
so spiramycinom, nakol’ko niektoré kmene s génmi ermA vytvaraji inhibi¢né zony iba v okoli

Klindamycinu a iné zasa len v okoli spiramycinu (Urbaskova et al., 2007).

Disk s obsahom 100pg spiramycinu napomaha k odhaleniu indukcie a preto
interpretacia vysledkov pre spiramycin sa neuvadza. Pri hodnoteni vysledkov sa hodnoti
deformacia IZ u klindamycinu a spiramycinu a v pripade pritomnosti svedé¢i o indukovanej
rezistencii. Fenotyp indukovanej rezistencie méze vytvarat’ IZ bud’ len pre klindamycin, alebo
len pre spiramycin a preto je vhodné okrem erytromycinu pouzivat’ oba tieto disky (UrbasSkova
et al., 2007).

Tabul’ka 6: Hrani¢né priemery inhibi¢nych zon (IZ) pre citlivé a rezistentné kmene

S. pyogenes
Obsah Hrani¢né priemery IZ pre | Hranicné priemery IZ pre
Sa
Antibiotikum ‘ citlivé kmene S. pyogenes rezistentné kmene S.
disku (pg)
(mm) pyogenes (mm)
Erytromycin 15 >21 <18
Klindamycin 2 > 17 <17
Spiramycin 100 neudava sa neudava sa

Dvojitou  diskovou  difiznou  metdédou s  pouZitim  erytromycinového
a klindamycinového disku sa zist'uje tiez fenotyp rezistencie S. pyogenes k antibiotikdm z0
skupiny MLSg a sice rezistencie vyvolanej metylaciou ribozomu. Ak je MLSg typ rezistencie
inducibilny, v dvojitom diskovom difiznom teste sa prejavi nepritomnostou IZ v okoli
erytromycinového disku a deformovanou IZ v okoli klindamycinu (D-zéna). V pripade
konstitutivnej produkcie metylazy, vo vysledku dvojitého diskového difizneho testu sa
zaznamenava nepritomnost IZ v okoli oboch pouZitych antibiotickych diskov. FenotypM,
charakterizovany efluxom, je u streptokokov zapri¢ineny pritomnost'ou génov mef. VV dosledku
ich expresie dochadza k efluxu 14 a 15—¢lennych makrolidov a azalidov z bunky, nie vSak

linkozamidov a streptograminu B. IZ v okoli disku s erytromycinom bude u kmeiov
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s fenotypomM spadat’ do oblasti rezistencie, ale IZ v okoli diskov s klindamycinom a

spiramycinom budil mat’ charakter citlivych kmenov (tabul’ka 7; Urbaskova et al., 2007).

Tabul’ka 7: Fenotypy rezistencie S. pyogenes na antibiotika zo skupiny MLSg na

zaklade vysledkov diskovej difiznej metody.

Fenotyp Popis 1Z Obrazok

1Z v okoli diskov s ERY,

CLI, SPI je vécsia alebo
Citlivy

rovnaka ako
limit pre citlivé kmene
V okoli diskov s
cMLSg ERY, CLI, SPI nie je
(konstitutivna vytvorena ziadna 1Z, alebo

rezistencia)

je mensia ako

limit pre citlivé kmene

iMLSg

(inducibilna /indukovana
rezistencia)

V okoli disku s ERY
zvycajne nie je IZ alebo
je mensia ako limit pre

citlivé kmene
okolo CLI a SPI

je deformovana

(Dzona)

M (eflux)
M-makrolidova
rezistencia

V okoli disku s ERY je IZ
mensSia ako limit pre
citlivé
kmene a v okoli

CLI aSPl nie je 1Z
deformovand a ma priemer
rovnaky alebo vacsi ako je

limit pre citlivé kmene
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Foto: autorka

cMLSg — konstitutivny fenotyp rezistencie na makrolidy, linkozamidy a streptogramin B,
IMLSg — inducibilny fenotyp rezistencie na makrolidy, linkozamidy a streptogramin B,
|Z — inhibi¢na zbna,

C — kmen citlivy na antibiotikum,

D — deformovana inhibi¢na zdna,

ERY — erytromycin,

CLI — klindamycin,

SPI- spiramycin

Pomocou dvojitej difiznej metdody je mozné taktiez zistit' a vyhodnotit fenotyp.
Utinnost’ antibiotik zo skupiny MLSg ,,in vivo* je mozné predpokladat na podklade fenotypu

rezistencie.

Kmene S. pyogenes, ktoré maju citlivy fenotyp, by mali byt ,,in vivo™ citlivé voci
antibiotikdm zo skupiny MLSg. Kmene s inducibilnym (iMLS) a konstitutivnym (cMLS)
fenotypom st naopak ,,in vivo“ vo¢i antibiotikam zo skupiny MLSgrezistentné. Pri M fenotype
mdzeme ,,in vivo“ pravdepodobne predpokladat’ rezistenciu na erytromycin, klaritromycin

I azitromycin a citlivost’ k spiramycinu, ako aj ku klindamycinu (Urbaskova et. al., 2007).
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5 VYSLEDKY

5.1 Vyskyt kmeinov Streptococcus pyogenes v priebehu rokov 2013 — 2017

vo FN HK

V rokoch 2013 — 2017 bolo na UKM FN HK izolovanych celkom 1609 kmetiov S.

pyogenes (vid graf ¢. 1 a 2). Graf €. 2 priblizuje situaciu vyskytu v percentach (%).

Graf 1: Vyskyt kmefiov S. pyogenes izolovanych na UKM FN HK v jednotlivych
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Graf 2: Vyskyt kmeniov S. pyogenes v rokoch 2013 — 2017 rozdelene v jednotlivych

rokoch v percentach
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Graf ¢. 3 znazoriiuje vyskyt izolovanych kmetiov S. pyogenes na UKM FN HK v rokoch
2013 — 2017 s ohl'adom na pohlavie a celkom u vSetkych pacientov, ktorych bolo 1291.

Graf 3: Pocet pacientov v rokoch 2013 - 2017 s identifikovanym kmeniom S. pyogenes

Podiel pohlavia v rokoch 2013-2017
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5.2 Vyskyt kmeiov Streptococcus pyogenes izolovanych na UKM FN HK
v rokoch 2013 — 2017 podla jednotlivych mesiacov

Tabul’ka ¢. 8 a graf ¢. 4 znazornuje pocty izolovanych kmenov S. pyogenes v jednotlivych

mesiacoch (roénych obdobiach) v rokoch 2013 — 2017.

Tabul’ka 8:Vyskyt kmefiov S. pyogenes izolovanych na UKM FN HK v rokoch 2013 - 2017
za jednotlivé mesiace
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Graf 4: Vyskyt kmetiov S. pyogenes izolovanych na UKM FN HK v rokoch 2013 - 2017

za jednotlivé mesiace

Vyskyt kmenov S. pyogenes podl’a mesiacov
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5.3 Vyskyt kmeiov Streptococcus pyogenes izolovanych na UKM FN HK

v rokoch 2013 - 2017 vo FN HK podPa vekovych kategorii
V tabul’ke ¢. 9 a v grafe ¢. 5 je znazorneny vyskyt kmeniov S. pyogenes v rokoch 2013
— 2017 izolovanych na UKM FN HK v zavislosti na veku. Pacienti boli rozdeleny do 10

vekovych skupin: 0 az 4 rokov, 5 az 9 rokov, 10 az 19 rokov, 20 az 29 rokov, 30 az 39 rokov,
40 az 49 rokov, 50 az 59 rokov, 60 az 69 rokov, 70 az 79 rokov a nad 80 rokov.
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Tabulka 9: Vyskyt kmetiov S. pyogenes izolovanych na UKM FN HK v rokoch
2013 — 2017 podla vekovych kategorii

Graf 5: Vyskyt kmetiov S. pyogenes izolovanych na UKM FN HK v rokoch 2013 —
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5.4 Vyskyt kmetiov Streptococccus pyogenes izolovanych na UKM FN HK
v rokoch 2013 — 2017 v zavislosti od pohlavia
Tabulka ¢. 10 a graf ¢. 6 priblizuju situaciu, kde pocas piatich rokov bol kmen S.

pyogenes identifikovany vo vac¢sej miere u zien ako u muzov.

TabuPka 10: Vyskyt kmefov S. pyogenes izolovanych na UKM FN HK
v rokoch 2013 - 2017

2013 181 184 365
2014 181 161 342
2015 145 158 303
2016 154 179 333
2017 123 143 266
SPOLU 784 825 1609

Graf 6: Pocet muZzov a zien v rokoch 2013-2017

Podiel pohlavia v rokoch 2013-2017
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5.5 Vyskyt kmeiiov Streptococcus pyogenes izolovanych na UKM FN HK
v priebehu rokoch 2013 - 2017 v zavislosti od miesta odberu

Tabulka & 11 znazorfuje miesto izolacie kmefiov S. pyogenes na UKM FN HK
v priebehu rokov 2013 — 2017. Pocas sledovaného obdobia bolo identifikovanych 1583

materialov.
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Tabulka 11: Vyskyt kmeiiov S. pyogenes izolovanych na UKM FN HK v rokoch
2013 - 2017 v zavislosti od miesta odberu

KULTIVACIA STERU
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w
N

| 551 |
%
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5.6 Vyhodnotenie citlivosti baktérie Streptococcus pyogenes na erytromycin
na UKM FN HK v rokoch 2013 - 2017

Tabulka ¢. 12 priblizuje citlivost’ baktérie S. pyogenes na erytromycin, ktory patri medzi
makrolidové antibiotika, v priebehu rokov 2013 — 2017. Z tdajov uvedenych v tabulke ¢. 12
bol zostrojeny graf €. 7, kde st uvedené hodnoty k jednotlivym typom citlivosti na erytromycin

a graf €. 8 s percentualnym vyhodnotenim citlivosti na erytromycin.
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Tabul’ka 12: Citlivost’ baktérie S. pyogenes na erytromycin

sledované
obdobie
2013
2014
2015
2016
2017
Graf 7: Citlivost baktérie S. pyogenes na erytromycin
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Graf 8: Percentualne zastupenie citlivosti baktérie S. pyogenes na erytromycin

Erytromycin - percentualne zastupenie %

0,26%

= citlivy  rezistentny = intermediarny

Graf ¢. 9 a graf ¢. 10 priblizuju percentudlne zastupenie kmenov S. pyogenes citlivych
alebo rezistentnych na erytromycin v rokoch 2013 —2017 na UKM FN HK. Graf&. 11 vyjadruje
trend vyvoja citlivosti a rezistencie na erytromycin v jednotlivych rokoch 2013-2017. Skupina
intermedidrne citlivy na erytromycin sa z dovodu malého zastipenia (4 pripady) nebude

v dal§ich porovnaniach brat’ do vahy.

Graf 9: Percentualne zastapenie kmeniov S. pyogenes citlivych na erytromycin
v rokoch 2013 — 2017
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Graf 10: Percentualne zastipenie kmenov S. pyogenes rezistentnych na erytromycin
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Graf 11: Vyvoj trendu citlivosti a rezistencie na erytromycin v rokoch 2013 — 2017
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100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

percentuilne vyjadrenie

—e—citlivy

=@—rezistentny

C=—=

—_—r———"C

—

e

—
2016
91,17%
8,83%

= —— —_—C—

2013 2014 2015
92,04% 90,11% 91,47%
7,96% 9,34% 8,19%

2017
86,29%
13,31%

5.7 Vyhodnotenie citlivosti baktérie Streptococcus pyogenes na
klindamycin na UKM FN HK v rokoch 2013-2017

Tabulka €. 13 priblizuje

citlivost’ baktérie S. pyogenes na klindamycin, ktory patri medzi

makrolidové antibiotika, v priebehu rokov 2013 — 2017. Z tdajov uvedenych v tabulke ¢. 13

bol zostrojeny graf ¢. 12, kde su uvedené hodnoty k jednotlivym typom citlivosti na

klindamycin a graf ¢. 13 s percentualnym vyhodnotenim citlivosti na klindamycin.
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Tabulka 13: Citlivost’ baktérie S. pyogenes na klindamycin

sledované
obdobie

2013

2014
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2016

2017

Graf 12: Citlivost’ baktérie S. pyogenes na klindamycin
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Graf 13: Percentualne zastpenie citlivosti baktérie S. pyogenes na klindamycin
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Graf ¢. 14 a graf ¢. 15 priblizuji percentualne zastiipenie kmeniov S. pyogenes citlivych
alebo rezistentnych na klindamycin v rokoch 2013 — 2017 na UKM FN HK. Graf &. 16

vyjadruje trend vyvoja citlivosti a rezistencie na klindamycin v jednotlivych rokoch 2013-2017.

Skupina intermediarne citlivy na klindamycin sa z dovodu malého zastiipenia (2 pripady)

nebude v d’alsich porovnaniach brat’ do uvahy.

Graf 14: Percentualne zastipenie kmenov S. pyogenes citlivych na klindamycin
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Graf 15: Percentualne zastipenie kmeniov S. pyogenes rezistentnych na klindamycin
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Graf 16: Vyvoj trendu citlivosti a rezistencie na klindamycin v rokoch 2013 - 2017
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5.8 Fenotypovy typ rezistencie v priebehu rokov 2013-2017 na UKM FN
HK
Graf ¢. 17 zobrazuje percentualne vyjadrenie u kolkych kmenov S. pyogenes sa
uplatiiuje efluxny, inducibilny a konstitutivny typ rezistencie. Graf ¢. 18 priblizuje percentualne
fenotypovu rezistenciu v jednotlivych rokov 2013 — 2017. Zo ziskanych udajov je mozné

pozorovat’ ako trend u vSetkych troch fenotypov sa v jednotlivych rokoch 2013 — 2017 meni

(vid’ graf ¢. 19).

Graf 17: Percentualne zastipenie fenotypov rezistencie u izolovanych kmenov

S. pyogenes na UKM FN HK v rokoch 2013 - 2017
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Graf 18: Percentualne vyjadrenie fenotypovej rezistencie v jednotlivych rokoch

2013 — 2017

Fenotyp rezistencie v rokoch 2013 - 2017
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Graf 19: Vyvoj trendu fenotypovej rezistencie u kmenov S. pyogenes
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6 DISKUSIA

Beta-hemolytické streptokoky skupiny A (GAS) st jednou z hlavnych pric¢in akatnych
infekcii dychacich ciest (Camara et al., 2013). Prevalencia invazivnych a neinvazivnych
streptokokovych infekcii sa v priebehu poslednych desatroci postupne zvysila (Bhardwaj et al.,
2018). Rezistencia na erytromycin bola prvykrat zaznamenana v roku 1955 a od tej doby sa
celosvetovo zvySuje. Podiel rezistencie na makrolidy a prevladajtci fenotyp sa v jednotlivych

krajinach lisi (Abraham, Sistla 2017).

Uz v rokoch 1998 — 1999 Narodné referen¢né centrum pre sledovanie rezistencie spolu
s 8 mikrobiologickymi laboratornymi pracoviskami v Slovenskej republike sledovali stav
rezistencie kmenov S. pyogenes. Vysledky sledovania ukazali zavaznost problematiky
tykajucej sa rezistencie na makrolidy ukmenov S. pyogenes v Slovenskej republike.
Rezistencia na makrolidy dosiahla hodnotu 6% (Langsadl et al., 2000). V sledovanom obdobi
od roku 2013 do roku 2017 bola rezistencia na makrolidy nasledovna (erytromycin 9,35%

a klindamycin 8,14%).

V roku 2002 popisal LangSadl trend rezistencie kmetiov S. pyogenes u pacientov
s akutnou tonzilitidou, ktori boli lie¢eni v komunite. Rezistencia vzrastla zo 4% v roku 1998
niekol'’konasobne na 26% len o 4 roky neskor (Langsadl et al., 2000). V rokoch 2013 — 2017 na
UKM FN HK (Ceska republika) vzrastla rezistencia na erytromycin z 7,96% v roku 2013 na
13,31% Vv roku 2017. Rezistencia na klindamycin vzrastla zo 6,47% v roku 2013 na 10,48%
v roku 2017.

V ceskej retrospektivnej studii, v ktorej boli hodnotené tidaje zozbierané od roku 1994
do roku 1998, boli vyhodnotené vysledky mikrobiologickych vySetreni pacientov zaslané
praktickymi lekarmi z Prahy. Bol stanoveny celkovy vyskyt rezistencie kmeniov S. pyogenes
K erytromycinu. Rovnako bol uréeny fenotyp S. pyogenes a pravdepodobny mechanizmus

rezistencie (Jindrak et al., 1999).

V hore uvedenom obdobi bolo vykonané bakteriologické vySetrenie u 123 913
pacientov. Zo vSetkych vzoriek biologického materidlu bolo zachytenych 8108 kmetiov S.
pyogenes.V nasej praci bolo izolovanych 1583 kmenov S. pyogenes od 1291 pacientov.
V ceskej stadii boli 4% kmenov rezistentnych k erytromycinu ¢o je v porovnani s nasou pracou
(9,35%) rezistencia na erytromycin len o par percent nizsia. Vo vyteroch z krku a tonzil bolo

Vv Ceskej retrospektivnej $tadii izolovanych 95% kmetov. ZvySné kmene boli izolované
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z vyterov z nosa, ucha a ostatného klinického materialu. V nasom stbore bolo najviac
izolovanych kmenov S. pyogenes kultivaciou vyteru z krku ato az 64,43%, nasledovala
kultivacia z ran a z roznych koznych defektov (11,69%) a neSpecifikovana kultivacia steru
(10,36%). Zvysné kmene boli izolované z ostatného klinického materialu, ktory dosahoval
menej ako 10%. V ceskej stadii bol popisany postupny stipajuci trend rezistencie v roku 1994
— 1%, v roku 1995 — 2%, v roku 1996 — 3%, v roku 1997 — 6% a nakoniec v roku 1998 — 9%.
Na UKM FN HK bol trend rezistencie na erytromycin mierne kolisavy. V roku 2013 bolo
izolovanych 7,96%, vroku 2014 — 9,34%, v roku 2015 — 8,19%, vroku 2016 — 8,83%
a v poslednom sledovanom roku 13,31% rezistentnych kmenov. NajéastejSim mechanizmom
rezistencie v Ceskej stadii bol eflux s charakteristickym M fenotypom a rovnako to bolo aj
vV nasom pripade, kde M fenotyp bol zastupeny v 64,58%. Vicsina pacientov patrila do vekove;j

kategorie 5 — 15 rokov v oboch stadiach (Jindrak et al., 1999).

V diplomovej praci sme v suvislosti s tym zistili, Ze najviac vzoriek prislo v ramci
vekovej skupiny 5 — 9 rokov. Tato skupina tvorila az 28,34% zo vSetkych sledovanych analyz.
Hned’ za fiou bola skupina deti od 10 — 19 rokov, ktora predstavovala 17,34%. Dalsie skupiny
tvorili podstatne mensi podiel zo vSetkych sledovanych analyz: skupina 0 — 4 roky (8,58%), 20
— 29 rokov (6,71%), 30 — 39 rokov (13,98%), 40 — 49 rokov (7,58%), 50 — 59 rokov (3,98%),
60 — 69 rokov (5,10%), 70 — 79 rokov (5,47%) a posledna bola skupina nad 80 rokov (2,92%).

Zaujimavé su taktiez vysledky stadie SPICE (Susceptibility Pattern of the Isolates in
Central, Eastern and Baltic European Countries). Tato $tadia prebiehala v obdobi od novembra
2005 do decembra 2006 a zapojilo sa do nej osem eurdpskych krajin vratane Slovenska, Ceskej
republiky, Mad’arska, Pol'ska, Rumunska, Estonska, LotySska a Litvy. Hlavnym cielom tejto
Studie bolo ziskat' informdacie o vyskyte rezistencie kmenov S. pyogenes voci vybranym
antimikrobidlnym latkam (penicilinu, cefotaximu, ampicilinu, erytromycinu, levofloxacinu

a klaritromycinu) vo vybranych krajinach (Gracia et al., 2009).

V tejto eurdpskej porovndvacej $tadii bolo celkovo izolovanych 763 kmetiov S.
pyogenes, zatial' ¢o v pozorovanom sibore na UKM FN HK v rokoch 2013 — 2017 bolo
izolovanych 1609 kmenov S. pyogenes. Izolaty v SPICE prieskume pochéadzali v 60% od deti
a Vv 40% od dospelych. Izolaty z UKM FN HK pochadzali vo vi&iej miere od deti a to 52,27%
a zvySok tvorili dospely, teda 47,73%. Vzorky ziskané od zien v tomto medzindrodnom

prieskume tvorili 50%, od muzov 49% a v 1% nebolo pohlavie $pecifikované.
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Vyskyt izolovanych kmefiov S. pyogenes v rokoch 2013 — 2017 na UKM FN HK sa
Vv zavislosti od pohlavia nemenil, ked’Ze aj pocet prijatych vzoriek bol priblizne u oboch pohlavi
rovnaky. Pocet vzoriek od Zzien bol 51,27% aod muzov 48,73%. S malym rozdielom

prevazovali vzorky od Zien. Najvyssi pocet Zien bol zaznamenany v roku 2013 s poc¢tom

v w7

Vw7

Citlivost kmenov bola testovana voci vybranym -laktamovym antimikrobialnym
latkam (penicilin, cefotaxim, amoxicilin) vo vSetkych 8 krajinach. Citlivost’ bola 100% pri
vsetkych izolovanych kmenoch S. pyogenes. Avsak v priemere az 16% kmenov bolo
rezistentnych voci makrolidovym antibiotikdm (erytromycin, klaritromycin) s vyraznymi
odliSnostami medzi jednotlivymi krajinami. V naSich datach bola celkova rezistencia na
erytromycin v sledovanom obdobi 2013 — 2017 nizsia (9,35%) a na klindamycin taktiez nizsia,
Vv Pobaltskych krajinach (Estonsko, Lotys$sko, Litva), nasledovalo Rumunsko (8%), Pol'sko
(17%), Ceska republika (20%) a Mad’arsko (27%). Najvyssia rezistencia bola zaznamenana
v tejto Stadii na Slovensku (34%). Priemerné hodnoty rezistencie na makrolidy v rokoch 2013
— 2017 ziskané v diplomovej praci st najbliZSie urovni rezistencie v Rumunsku (8%) v rokoch
2005 — 2006 (Gracia et al., 2009).

Gracia akol. vroku 2009 naznaCuju, Ze dominantnym fenotypom makrolidovej
rezistencie bol cMLSg typ zisteny skoro v 60%, nasledovany M fenotypom (25%) a s najnizSou
prevalenciou bol iMLSg fenotyp vyskytujuci sa v 16% pripadov. So 64,58% bol v nasej praci
najviac zastupeny M fenotyp, d’alej nasledoval iMLSg s prevalenciou 22,22% a najmenej sa
vyskytujici bol cMLSg typ (13,19%).

Stadia Abrahama a Sistlu z roku 2018 obsahovala 206 izolitov GAS zrdznych
klinickych vzoriek odobratych pocas 4 rokov. V nasom pripade sme pracovali s 1583 izolatmi,
ktoré boli odobraté pocas 5 rokov (2013 —2017). V spominanej $tudii bola celkova makrolidova
rezistencia 53%, ktora je vel'mi vysoka v porovnani s inymi Stidiami. Izolaty rezistentné na
klindamycin tvorili 33% a vSetky vykazovali indukovatelna rezistenciu. Miera rezistencie vo¢i
erytromycinu sa liSi od nizkych po vysoké v roznych geografickych oblastiach. V §tvorro¢ne;j
monitorovacej §tadii uskutoénenej vo Velkej Britanii a frsku v roku 2006 bola rezistencia na

erytromycin zaznamenana ako 10,8%, ktora sa ¢asom zvysila (Brown et al., 2008). Na rozdiel
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od toho v osemrocnej Studii zo severnej Indie sa uvadza, ze rezistencia na erytromycin je iba
2,6% (Dhanda et al. 2013). Prevalencia makrolidovej rezistencie u GAS je nizka a obmedzena
na urcCité geografické oblasti (Brown et al., 2008). Rezistencia na erytromycin v nasej Studii

dosiahla 9,35% a rezistencia na klindamycin bola 8,14%.

V Europe najsevernejSie krajiny (s vynimkou Finska) uviedli nizku troven
makrolidovej rezistencie <4%, zatial’ Co silnd rezistencia bola zaznamenand v stredomorskych
krajinach, ako je Taliansko (22,6%), Franctizsko (22,4%), Grécko (24,0%), Spanielsko (21,3%)
a Portugalsko (26,6%). Tieto hodnoty su v protiklade s hodnotami Izraela (1,8%) a Iranu (0,2%;
Rubio-Lapez et al., 2012).

Studia Brahmadathana a kol., zahriujuca 1313 izolatov GAS zozbieranych v rokoch
1986 - 2002, informovala o stalom zvySenovani rezistencie na erytromycin. V rokoch 1986 —
1993 bola odolnost’ voéi erytromycinu 2,7%, V roku 1999 vzrastla na 5,8% a v roku 2002
dosiahla 13,8% (Brahmadathan, Anitha, Gladstone 2005). Nase vysledky potvrdzuji rovnaky
stav, kedy sa rezistencia na erytromycin pocas sledovanych rokov zvySovala. V roku 2013 bola
rezistencia 7,96%, v roku 2015 vzrastla na 8,19% avroku 2017 dosiahla 13,31%. Podla
prieskumu rezistencie na antibiotika v rokoch 2012 — 2014 zo 78 izolatov GAS bola rezistencia
na erytromycin 76,3% (Torumkuney et al., 2016). Na rozdiel od uvedenych zisteni Ray a kol.

oznamili, Ze rezistencia na erytromycin U GAS bola vel'mi nizka a to 2,85% (Ray et al., 2016).

V stadii Abrahama a Sistlu z roku 2018 prevladal fenotyp iMLSg, ktory tvori 63%
izolatov (Abraham and Sistla 2018). Prevalencia fenotypu iMLSg bola hlasena aj z Norska
a Bulharska (Littauer et al., 2006). M fenotyp bol druhy najcastejSie sa vyskytujuci, ¢o
predstavuje 37% izolatov (Abraham, Sistla 2018). Streptokoky M fenotypu boli hlasené
z europskych krajin, Argentiny, USA a Kanady, kde prevalencia makrolidovej rezistencie je
vel'mi nizka (Rubio-Lapez et al., 2012). Uplna nepritomnost’ fenotypu ¢cMLSg opisaného v
stadii Abrahama a Sistlu z roku 2018 bola v protiklade s nalezmi z eurdpskych krajin, kde je
fenotyp cMLSg bezny (Buter et al., 2010). V nasej $tadii prevladal M fenotyp (64,58%). iMLSg
bol druhy najcastejSie sa vyskytujlci, ktory predstavoval 22,22% a posledny bol cMLSg
s 13,19%.

V diplomovej praci bol najvyssi vyskyt izolatov S. pyogenes v roku 2013 a to 22,68%.
O 23 infekcii menej bolo v roku 2015, kde teda bolo zaznamenanych 21,26% z celkového poctu
izolatov. V priebehu roka 2015 bolo nahlasenych 18,83% a v roku 2016 20,70%. Najnizsi pocet

pripadov (16,53% ) bol v roku 2017. Zo ziskanych tdajov je mozné pozorovat' ako trend
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vyskytu S. pyogenes v sledovanom obdobi od roku 2013 do roku 2015 klesa, v roku 2016 sa

mierne zvysi a V roku 2017 opat’ klesa.

Zo ziskanych udajov je mozné pozorovat, ze pocet infekcii zavisel od ro¢ného obdobia
a snim aj konkrétnych mesiacov. Najviac vzoriek bolo prijatych pocas vsetkych rokov
v mesiaci februar, kde iSlo o 11,50%. Vysoké pocetné zastipenie bolo aj v mesiacoch januar,
april a jan (vo vSetkych troch pripadoch viac ako 10% z celkového poctu S. pyogenes v rokoch
2013 - 2017). Naopak najnizsi bol v mesiacoch august (4,97%) a september (5,10%).

Vyskyt baktérie S. pyogenes bol tiez ovplyvneny roénym obdobim. Pre jednotlivé

mesiace roku 2013 bol vyskyt nasledovny: najvyssi vyskyt v tomto roku bol v mesiaci jun

v v

wwr

vyskyt S. pyogenes ato 3,22%. V roku 2015 bolo najviac infekcii zastipenych v troch
mesiacoch marec, april a maj, kedy bola hodnota 11,55%, najmenej zastiipeny bol v novembri,
kedy tento pocet tvoril iba 3,96%. Najvac¢si vyskyt v roku 2016 bol v mesiaci april v pocte
13,81%, najmenej pripadov baktérie bolo nahlasenych v mesiaci september a to 3,90%. 13,53%

v v

izolatov bol v mesiaci september (5,64%).

V diplomovej praci sme analyzovali aj fenotypovy typ rezistencie v jednotlivych rokoch 2013
prevalencia 6,25% bola v roku 2014. Pocas sledovaného obdobia bol vyskyt M fenotypu
kolisavy. Najvyssi vyskyt inducibilného fenotypu 27,27% bol opit’ v roku 2017 a najmensi
vyskyt 14,81% vroku 2013. Inducibilny fenotyp v priebehu rokov postupne vzrastal.

v v

54,55%. Konsitutivny fenotyp v rokoch 2013 — 2017 klesal.
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7 ZAVER

V poslednych desatrociach zvysenie vyskytu klinickych izolatov S. pyogenes rezistentnych

na antibiotika pod¢iarkuje potrebu nepretrzitého sledovania antimikrobialnej rezistencie.

Z vysledkov ziskanych z Ustavu klinickej mikrobiolégie Fakultnej nemocnice Hradec

Kralové v priebehu rokov 2013 — 2017 vyplyva:

e Najvyssi vyskyt izolovanych kmenov S. pyogenes spomedzi sledovanych rokov
bol vroku 2013 a to spoctom 365, Co predstavuje 22,68% z celkového
16,53% bol v poslednom roku sledovania 2017.

e Najvyssi vyskyt izolovanych kmenov S. pyogenes pocas vsetkych sledovanych
rokov bol v mesiaci februar (11,50%), najmenej izolatov bolo v auguste
(4,97%).

e Najviac izolatov S. pyogenes bolo zaznamenanych vo vekovej skupine 5 — 9
rokov, kedy pocet dosiahol hodnotu 456, ¢o predstavuje 28,34% z celkového
poctu 1609 pozitivne identifikovanych kmenov.

e Viac zastupenym pohlavim vramci sledovanych kmemiov boli zeny a to
v 51,27%.

e Najviac sledovanych izolatov bolo ziskanych v 64,43% kultivaciou vyteru
Z krku, kultivacia ran a z roznych koznych defektov bola na druhom mieste
s 11,69%. Dalej nasledovala kultivaciu steru, ktora dosiahla 10,36%, zvy$né
percenta tvorili iné biologické materialy.

e Vramci testovania citlivosti a rezistencie izolovaného kmena S. pyogenes na
erytromycin a klindamycin bola situacia nasledovna: Z 1561 izolatov bolo
90,39% citlivych na erytromycin, rezistentnych v hodnote 9,35%
a intermediarne citlivych len v 0,26% pripadov. Podobne to bolo aj u d’alsicho
sledovaného antibiotika klindamycinu. Z 1523 izolatov bolo 91,73% citlivych,
8,14% rezistentnych a intermediarne citlivych bolo 0,13%.

e Najcastej$im prevladajicim fenotypom rezistencie bol fenotyp M s prevalenciou
64,58%. Druhym najcastejSim bol inducibilny fenotyp rezistencie s hodnotou

22,22%. Najmenej zastipeny 13,19% bol konstitutivny fenotyp.

77



Rezistencia na erytromycin a klindamycin pretrvava na vysokych turovniach a méze sa
pripisat’ nadmernému predpisovaniu a pouzivaniu tychto antibiotik. Tto otdzku je potrebné
riesit’ prioritnymi a prisnymi opatreniami, ktoré treba prijat’ na zastavenie I'ahkej dostupnosti
antibiotik nielen v zdravotnictve, ale aj pre iné odvetvia, ako su veterinarne lekarstvo,

potravinarstvo a pol'nohospodarstvo.
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