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1. ABSTRAKT

Lenka Brieslingerova

Streptokoky skupiny anginosus (SAG) — analyza dat spojenych s pozitivnimi nalezy
Bakalatska prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Zdravotni laborant

Cil: Cilem prace je shrnuti dosavadnich poznatkii o skupiné streptokokti anginosus a zpracovani
datovych udaji, tykajicich se pacientl, u kterych byl zaznamenan pozitivni nalez téchto

streptokokti ve vzorku. Data byla poskytnuta mikrobiologickou laboratoii FN Olomouc.
Metody: Grafické zpracovani datovych dajt o pacientech s pozitivnim nalezem SAG.

Vysledky: Primérny veék pacientll, u nichz byly identifikovany bakterie SAG, byl 50,2 let.
Vyskyt byl castéj$i u muzi nez u Zen. Nejvice zastoupenym druhem v této praci byl S.
agninosus (53%), nasledoval S.constellatus (34%) a nejméné se objevoval S. intermedius
(13%). Vzorek pochazel nejcastéji z infekéniho loziska, dal§imi hojné zastoupenymi misty
odbéru byly urogenital a dychaci cesty. Kazdy z druhti je asociovan s jinym typem infekce. S.
anginosus byl hlavni patogen u infekci urogenitalniho systému a také u intraabdomindlnich
infekci. S. constellatus se podilel pfedev§im na infekcich dychacich cest, nejcetnéji se
vyskytoval také v hemokultuie. S. intermedius byva obvykle nalezen u abscest, v této studii byl
nalezen i jeho pomérné vysoky vyskyt v hemokultute (15%). S anginosus a S. constellatus maji

vrchol vyskytu na jafe, zatimco S. intermedius je nejfrekventovanéjsi v letnich mésicich.

Zavéry: Nejohrozengj$i skupinou pacienttl, kterou napadaji SAG, jsou muzi ve stfednim véku.
Druh S. anginosus byva nejvice zastoupeny, nejméné se objevuje S. intermedius. Kazdy z druht
ma tendenci zplsobovat rizné infekce. Zatimco S. anginosus se nejhojnéji objevuje u infekei
urogenitalniho systému, S. comstellatus je nejcetnéji zastoupeny u infekci dychacich cest a S.

intermedius u abscesu.

Klic¢ova slova: Streptokoky skupiny anginosus (SAG), Streptococcus anginosus, Streptococcus
constellatus, Streptococcus intermedius, abscesy, respiracni onemocnéni, bakteriémie,

zpracovani dat



2. ABSTRACT

Lenka Brieslingerova

Streptococci of the anginosus group (SAG) - analysis of data associated with positive findings
Bachelor thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy, Hradec Kralové

Medical laboratory technician

Aim: The aim of the work is to summarize the current knowledge about the group of
streptococci anginosus and the processing of data concerning patiens with a positive finding of
these streptococci in the sample. The data was provided by the microbiological laboratory of FN

Olomouc.
Methods: Graphical processing of data on patients with positive SAG findings.

Results: The mean age of patients identified with SAG was 50.2 years. Occurrence was more
common in males than females. The most represented species in this work was S. anginosus
(34%), followed by S. constellatus (34%), and S. intermedius (13%). The sample was most
often derived from an infectious deposit, other abundant collection sites were the urogenital and
respiratory tract. Each species is associated with a different type of infection. S. anginosus was
the major patogen in urogenital system infections as well as in intraabdominal infections. S.
constellatus was involved primarily in respiratory infections, most commonly in haemocultures.
S. intermedius is usually found in abscesses and in this study, its relatively high incidence in
haemocultures (15%) was also found. S. anginosus and S. constellatus have the peak occurrence

in spring, while S. intermedius is the most frequented in the summer months.

Conclusions: The most endangered group of patiens attacked by SAG are middle-aged men. The
species S. anginosus is the most represented, the least occurring is S. intermedius. Each species
tends to cause various infections. While S. anginosus appears most abundant in urogenital
system infections, S. constellatus is the most common in respiratory infections and S.

intermedius in abscesses.

Key words: Streptococcus anginosus group (SAQG), Streptococcus anginosus, Streptococcus
constellatus, Streptococcus intermedius, abscesses, respiratory diseases, bacteraemia, data

processing



Obsah

L. ABSTRAKT Lttt ettt e b e b e s bt s et et e bt e s bt e e he e s a bt e bt e bt e b e be e e Rt e ea bt et e e beenreesheesareeane 4

2. ABSTRACT .ttt ettt et e b e bt s at e st e bt e bt e b e e e b et ea et et e e bt e e he e sae e eane e bt e b e e beeebeeeneeeareeteen 5

B UV ODD e e e e e e e e e e e e e aeens 8

B, ZADANT = CIL PRACE ..ottt 9

5. TEORETICKA CAST ....ciuiiiiiiiieiaeiseiseesete ettt 10
5.1 Stru€nd charakteristika SAG .......c.cooiiii it 10
5.1.1 RO SErEPLOCOCCUS ......eeeeeeveeeeeiiee ettt e et e et e e e e e e e ebae e e e abaee e e eaneeas 10
5.1.2 Streptococcus anginosus group (SAG).....ccuueeeeccieeeeiiieeeeciiee e e e 11
5.1.3 KIQSITIKACE SAG ...ttt st st 12
5.1.4 KENICKY VYZNAM 11ttt ettt e e e s ree e e s nbae e s e aneeas 12
5.1.5 | (o ] VA U1 =T o o] T PR 12
5.2 MozZnosti detekce a identifikace SAG v klinickém vzorku .........ccccoceeiiiiiniiiiiiiennnenn. 16
5.2.1 KUTEIVACE ..ttt sttt st st 16
5.2.2 GramoOVO DArVENT.....coiuiiiieiieee ettt s 18
5.2.3 [ (=T 0 a1 ] 1YZ- TSR 19
5.2.4 LateXova aglUtiNACe.....cccccuiiieiiiiee et 19
5.2.5 Biochemicka identifikace .......ccovereeriiriiieieeeee e 20
5.2.6 Molekularné-biologicka identifikace.......cccccevvviiieiiiiiiiii e, 26
5.2.7 Identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie..........cccocceeeeeccieeeccciee e, 28
5.3 SAG jako tradicni patogeny hnisavych procest.......cccccoueeeeecieeeieciiiee e e 30
53.1 MOZKOVE GDSCESY ....evvieiieiiiieeeiieee e ettt ee et e e e tee e e et e e e et e e e e e arae e e e abaee e esaneeas 30
5.3.2 JALEINT @DSCESY .evviiiiiiii it 31
533 ReSPIraCni iINFEKCE ....uvveieciiee e e 32
5.3.4 OSTATNT INFEKECE 1. 33
54 SAG jako emergentni PAtOZENY ......cociciuiiieeiiiee ettt e e e e e e e 35
5.4.1 CyStiCka FIDrOZa ....oveeeeeee e et 35
5.4.2 Chronicka obstrukéni plicni nemoc (COPD) ....cvveeeevieeiiee et 36

B. VYSLEDKY w.ooviuirinieitseiseeittesse ittt bbbt 37
6.1 Lokalita odbéru a frekvence nejvice zastoupenych diagnoz..........cccceeeecvveeeecineeeenns 37



6.2 Zavislost vyskytu jednotlivych druhll SAG v danych lokalitach na vzniku infekce ...... 40

6.3 Kolisani vyskytu sledovanych druhl SAG v rliznych mésicich........coceeevveeecieeecneeennnenn. 46

6.4 Pohlavi a priimérny vék pacientd, u kterych byly zaznamenany bakterie SAG .......... 48
T DISKUSE oottt ettt ettt ettt st ettt s st et ettt s e ae s ettt s s s aet et et et en s anaetetesnans 50
8. ZAVER ..ottt bbb bbbttt bbbttt s bttt snan 52
9. POUZITE ZKRATKY ...ovuiieieiteteteteeeeetetetetetsesssaeae s st s bbb s ssseb e s s s s sesese s s s sassesesesesssnssaetesesanas 53
10. SEZNAM TABULEK ......oouiuiteveieieeeeectete et eeeeeae et s es s saeae s et s s asa st et s s s asaeteseses s s assetesessensnanaesnas 55
11, SEZNAM OBRAZKU ...ttt sae st ae st sasaesnassananans 55
12, SEZNAM GRAFU......oeeieeceeeeeeeee ettt st ettt ae s s s st s st esss s ssaesesssaesasansesnassasanens 56
13. POUZITA LITERATURA......outueeeteteteteeeeeetetete sttt essaeae et es s st st s sasa et et et s s asassesesesenenanaesenas 57



3. UVOD

Skupina streptokokl anginosus (SAG), dfive znama jako milleri, zahrnuje tfi druhy,
a to Streptococcus anginosus, S. constelatus a S. intermedius. Jako jejich
charakteristické vlastnosti se Casto uvadéji viiné po karamelu a velikost kolonii okolo
0,5 mm. U 15-30% lidské populace se bézné¢ vyskytuji na sliznicich v dutin€ ustni,
hrdle, gastrointestinalnim traktu a v urogenitalnim traktu zen. Je ale hlaseno stale vice
piipadi, kdy tato skupina bakterii zpiisobuje zavazné infekce, predev§im abscesy jater a
mozku. Souvislost byla také prokazana u exacerbaci plicnich onemocnéni, jako jsou

cysticka fibroza a chronicka obstrukéni plicni nemoc.

Kazdy druh je spojen s infekcemi na jinych mistech. S. anginosus je Castym
pivodcem bakteriémie a bakteridlni endokarditidy. S. intermedius je hlavnim
patogenem abscesl jater a mozku a S. conmstellatus je obvykle izolovan ze vzorki u

infekei dychacich cest.

K Sifeni téchto bakterii dochéazi ttemi moznymi zptsoby. Bud’ dochazi k ptimému
ptestupu bakterii z ptilehlé infekéni oblasti, nebo se hematogenni cestou bakterie $ifi ze
vzdéaleného infekéniho loziska. Posledni moZznost je infikovani pacienta po

chirurgickém zakroku ¢i traumatu.

V minulosti tyto bakterie nebyly povazovany za vyznamné patogeny vzhledem
k jejich komenzalni povaze. Jejich diagnostika je také obtiznd diky rtznorodym
hemolytickym, antigennim a biochemickym vlastnostem. S rozvojem semi-selektivnich
kultivaénich médii, molekuldrn& biologickych metod a MALDI-TOF MS pro rutinni
identifikaci mikroorganismii se zvysil pocet piipadd, kdy byly SAG prokazany jako

puvodci infekci.



4. ZADANI - CIL PRACE

Prvni ¢ast mé prace je zaméfena na shrnuti dosavadnich poznatkli o skupiné
streptokokt anginosus. Prace popisuje charakteristické vlastnosti této skupiny, moznosti

jejich identifikace a také infekce, se kterymi jsou nejcastéji spjaty.

Druha c¢ast prace se zabyva analyzou dat vyskytu streptokokti skupiny anginosus,
které byly ziskdny z mikrobiologické laboratote ve FN Olomouc. Cilem je zjistit, z jaké
lokality vzorky nejCastéji pochazeji, dale je-li vyskyt infekci ovlivnén vékem a
pohlavim pacienta, jaké typy infekci jednotlivé druhy pievazné zplsobuji a potadi
Cetnosti vyskytu danych druhii. Zajimavé by bylo také zjisténi, zda maji tyto bakterie

sezonni vyskyt.



5. TEORETICKA CAST

5.1 Struéna charakteristika SAG

Streptococcus anginosus group (SAG) patii do rodu Streptococcus a jako vétSina
streptokoki mohou byt soucasti normélni lidské mikroflory. V této kapitole budou
popsany zakladni charakteristiky této skupiny, pfedevsim jejich klasifikace a faktory

virulence, které jim umoziuji pronikat do tkani a zpisobovat zavazné infekce.

5.1.1 Rod Streptococcus

Mezi streptokoky fadime bakterie osidlujici bézné sliznice a kizi, ale také druhy
zpusobujici zdvazné infekce. Mezi nejCastéjsi patogeny tohoto rodu patii predevsim
druhy Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae a Streptococcus agalactiae.
Jsou to fakultativné anaerobni bakterie, uspofadané vétSinou ve formé rizné dlouhych
fetizkd. Barvi se dle Grama pozitivné a jsou katalaza i oxidaza negativni. Produktem

metabolismu glukozy je kyselina mlécna.

Streptokoky miizeme klasifikovat podle hemolytickych vlastnosti na krevnim
agaru. Hemolyza je zptsobena produkci hemolyzinti bakteriemi. Hemolyziny rozruSuji
nekterou ze slozek bunééné membrany a dochazi k lyze erytrocytii. Rozeznavame a, 3,
a y hemolytickou reakci streptokokil. Viridace, neboli a-hemolyza je oznaceni pro tzv.
netplnou hemolyzu, kdy dochazi krozruseni hemoglobinu, které se projevuje
zezelenanim pldy v okoli kolonii. Tato reakce je zplisobena redukci hemoglobinu na
verdoglobin pomoci peroxidu vodiku. B-hemolyza zpisobuje uplnou lyzu erytrocyti

doprovazenou odbarvenim agaru. Pfi hemolyze y k lyze erytrocytl nedochazi.

Dalsi klasifikace je zaloZena na rozdilném slozeni sténového polysacharidu C,
podle kterého d€lime streptokoky dle Lancefieldové do antigennich skupin A az Z.
Tyto povrchové antigeny se vyskytuji u B-hemolytickych a nékterych viridujicich

streptokokt a prokazuji se serologickymi reakcemi.[1][2]
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Tabulka 1 Vybrané druhy streptokokt a jejich vlastnosti

Druh Skupina Typ Nejcastejs$i onemocnéni

Lancefield hemolyzy
Streptococcus A B Tonzilitida, erysipel, impetigo,
pyvogenes spala, sepse
Streptococcus B B Infekce novorozencii
agalactiae
Streptococcus A,C,G,F a, B,y Abscesy jater, mozku a plic,
anginosus infek¢ni endokarditida, bakteriémie
Streptococcus - o Pneumonie, meningitida, sepse
pneumoniae
Streptococcus - o Zubni kaz
mutans

Zdroj: David Greenwood, Richard C. B. Slack, John F. Peutherer a kolektiv,
Lékatska mikrobiologie 1999 (upraveno)

5.1.2 Streptococcus anginosus group (SAG)

Streptokoky skupiny anginosus jsou soucasti mikroflory u 15-30% lidské
populace. Bé&zné je mozna jejich izolace z rGznych mist zahrnujicich dutinu Gstni,
hrdlo, gastrointestindlni trakt a urogenitalni trakt Zzen. Maji ale sklony zpisobovat
abscesy a systémové infekce. Mohou také napomahat pii exacerbaci plicnich
onemocnéni, jako jsou chronickd obstrukéni plicni nemoc a cystickd fibroza. VeEtsi
riziko rozvoje SAG infekci bylo prokdzano u pacientd s diabetus mellitus,
imunodeficienci, malignim onemocnénim a u pacientll po operacich. Roli mize hrat 1

alkoholismus a koufeni.[3]

Patii mezi Gram pozitivni mikroaerofilni bakterie a na krevnim agaru je mozné
zaznamenat vSechny druhy hemolyzy. Velikost kolonii se v priméru pohybuje okolo

0,5 mm. Casto je popisovdna viné po karamelu. Rostou pomalu, oxid uhligity
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podporuje jejich rast, nékteré kmeny dokonce vyzaduji anaerobni podminky. Citlivost

byla prokazéana na antibiotika penicilin, ampicilin, erytromycin a tetracyklin [4].

5.1.3 Klasifikace SAG

V minulosti nebyla taxonomie téchto streptokokli jednotna. Evropsti a japonsti
odbornici pouzivali nazev Streptococcus milleri pro vSechny druhy tohoto rodu, zatimco
severoamericti mikrobiologové vyuzivali nazvy Streptococcus MG-intermedius a
Streptococcus anginosus-constellatus. Prestoze se stadle miize objevovat pro popis
tohoto rodu nazev Streptococcus milleri, za spravné pojmenovani povazujeme termin

Streptococcus anginosus group, které poprvé pouzil Kawamura v roce 1995 [5].

Nejnovejsi klasifikace SAG rozdéluje tyto patogeny do tii druhii, od sebe
rozlisitelnych diky fenotypovym analyzam, DNA hybridizacnim studiim a genetickym
charakterizacim. Druhy Streptococcus constellatus, S. anginosus a S. intermedius
obsahuji pét poddruhi. U S. constellatus rozliSujeme tii poddruhy: subspecies
constellatus, subspecies pharyngis a subspecies viborgensis. Streptococcus anginosus
se déli do dvou poddruhti nazyvanych subspecies whigy a subspecies anginosus. Vyse
zminéné tfi druhy jsou fazeny do jedné skupiny na zéklad€ podobnosti 16S ribozomalni

RNA podjednotky [6][7].

5.1.4 Klinicky vyznam

Kazdy z jednotlivych druhit SAG je Casto spojovan s charakteristickym mistem,
zjakého byl izolovan. Streptococcus anginosus byvéa cCasto prokazan ze vzorka
z gastrointestindlniho a z urogenitalniho traktu a je spjat se vznikem infekcni
bakteriémie a bakteridlni endokarditidy. Z SAG byva S. anginosus také nejcastéjSim
puvodcem vzniku zubnich abscest. Streptococcus constellatus je typicky pro abscesy
dychacich cest, abdominalni abscesy a infekce mékkych tkéani. S. intermedius byva

nejcasteji prokazovan z abscesti mozku a jater.[7][8]

5.1.5 Faktory virulence

Schopnost patogenii vyvolat onemocnéni je ovlivnéna pfitomnosti faktorti
virulence, které umoznuji bakteriim pronikat do tkané¢ a odolivat imunitnim reakcim

hostitele. Ackoli u SAG nebyly plné objasnény mechanismy ptsobeni vSech téchto
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antigeny I/II, produkce B-hemolyzint, sirovodiku a hydrolytickych enzymu.

5.1.5.1 Bakterialni pouzdro

Roli v patogenezi hraje u vétSiny streptokokit mimo jiné 1 bakterialni pouzdro,
jelikoz bylo prokazéno, ze opouzdiené bakterie jsou vice patogenni nez bakterie bez
pouzdra. U SAG je pouzdro tvofeno polysacharidy a jeho pfitomnost byla prokdzana u
vSech tfech druhii. Jeho funkce spociva v ochran¢ bakterie pied fagocytdézou a
protilatkovou odpovédi organismu. Inhibice fagocytdézy je uCinnéj$i s nariistem

koncentrace polysacharidi v pouzdrie [8][9].

5.1.5.2 Antigen I/1I

Nedavno byl také u S. intermedius objeven antigen I/Il. Jedna se o protein,
umistény na povrchu polysacharidového pouzdra. Vaze lidsky fibronektin a laminin,
coz jsou glykoproteiny umisténé na povrchu bunéénych membran. Fibronektin se navic
vyskytuje i v télnich tekutinach. Antigen I/II navozuje exkreci IL-8 z monocyttl, a tim
dochazi k chemotaxi neutrofild a jejich akumulaci v misté¢ infekce. Nésledujicim
nahromadénim prozanétlivych cytokint dochézi k poskozeni tkané€ a pozdéjSimu vzniku

abscesu. [10]

5.1.5.3 pB-hemolyziny

Hemolyziny jsou exotoxiny, odpovédné za schopnost bakterii lyzovat
erytrocyty, v nékterych piipadech také leukocyty. U SAG byly dosud objeveny dva (-
hemolyziny. Jako prvni zexotoxini byl identifikovan intermedilyzin (ILY)
produkovany druhem S. intermedius, pozdéji streptolyzin S druhii S. anginosus a S.

constellatus.
Intermedilysin

Ma specifickou schopnost lyzovat pouze lidské erytrocyty. Radime ho do
skupiny cytolyzini produkovanych gram-pozitivnimi bakteriemi a je velmi podobny
pneumolyzinu S. pneumoniae a streptolyzinu O S. pyogenes. Tyto cytolyziny zavislé na
cholesterolu vytvéieji péry v membranach bunék, v jejichz dasledku dochazi k
jejich lyze. Lisi se ale v mechanismu iniciace vzniku péru. Bézné cholesterol-de-

pendentni cytolyziny se vaZi na membranovy receptor sloZzeny z cholesterolu v bunééné
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membrané. Intermedilyzin vyuziva jako receptor povrchovy znak CD59, normaélné
fungujici jako ochranny receptor bunék proti vzniku MAC komplexu komplementu
vazbou komplementovych proteinti C8a a C9. V prvnim kroku tedy dochdzi k navazani
monomernich jednotek ILY na povrchovy receptor CD59, kde dochazi k jejich aktivaci
a tvorbé dimerti. Nasleduje jejich oligomerizace a vznik tzv. prepoéru. V této fazi
prepéru je nutnd pritomnost cholesterolu pro pfeménu v por. Kromé lidskych erytrocytt
ma& ILY schopnost lyzovat neutrofily a tim slouzit jako tzv. unikovy faktor

S. intermedius pted fagocytdzou [11][12][13][14].

Obrazek 1 Lyza bun¢k pomoci intermedilysinu

cD3a cD5y
—{ —*
ddintned madlisied

Zdroj: Courtney M. Boyd, Edward S. Parson, Richard A. G. Smith, John M. Seddon,

Chotesteral
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5, =
i? %mduhﬂ

Oscar Ces, Dorven Bubeck (Disentangling the roles of cholesterol and CD59 in

intermedilysin pore formation, 2016), pievzato
Streptolysin S

Streptolyzin S skupiny S. anginosus je odvozen od SLS §. pyogenes. Nedavno
bylo zjisténo, ze se nachazi u B-hemolytickych kment S. anginosus a S. constellatus.
Tento exotoxin nelyzuje pouze lidské erytrocyty, ale je schopen rozpoustét 1 Cervené
krvinky jinych savct. Byla provedena studie, kterd prokazuje lyza¢ni schopnost i na
erytrocytech kufete. V porovnani se SLS S. pyogenes ale neni schopen rozruSovat

makrofagy a neutrofily [15].

5.1.5.4 Sirovodik

S. anginosus sekretuje enzym L-cystein-desulthydrazu, ktery §tépi L-cystein na
pyruvat, amoniak a sirovodik. Tento sirovodik je vysoce toxicky pro sav¢i buiiky. Jeho
toxicita spociva v tvorbé modifikovanych forem hemoglobinu napf. sulthemoglobinu a
methemoglobinu, coZ vede k echinocytdze a nasledné hemolyze. Kromé hemolytickych
vlastnosti se na zaklad¢ experimentalnich pokust predpoklada, ze sirovodik zvySuje

permeabilitu tkani ustni sliznice, zvySuje rozpustnost kolagenu, snizuje disulfidovou
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vazbu v C3 sloZzce komplementu a snizuje syntézu proteini lidskymi gingivalnimi

fibroblasty. Tim pfispiva k tvorbé onemocnéni parodontu a abscest [16][17].

5.1.5.5 Hydrolytické enzymy

SAG produkuji velké mnozstvi extracelularnich enzymii piispivajicich k jejich
patogenité rozruSenim nukleovych kyselin nebo slozek extracelularni matrix. Mezi
nukledzy DNaza a RNaza, hrajici roli pfi uniku bakterii z extracelularnich pasti

neutrofild.

Podle schopnosti produkovat sialiddzu a hyaluroniddzu je mozné provést
identifikaci SAG. S. intermedius jako jediny druh produkuje oba zminéné enzymy,
zatimco S. constellatus produkuje pouze hyaluroniddzu, jejiz enzymova aktivita je
ovSem niz8i nez u S. intermedius. U S. anginosus nebyla zaznamendna aktivita ani

jednoho z vyse uvedenych enzymu [8].
Hyaluronidaza

Hyaluronidaza rozklada kyselinu hyaluronovou (HA), kterd tvoti hlavni slozku
extracelularni matrix pojivové, epitelidlni a nervové tkané. HA je polysacharid
s vysokou molekularni hmotnosti, tvofeny stfidavymi zbytky N-acetylglukosaminu a
glukuronové kyseliny spojenymi glykosidickymi vazbami. Podporuje proliferaci a
migraci bunék béhem zanétd a zranéni. Pfitomnost HA ve sliznicich mize hrat roli
v mechanizmu vzniku biofilmu tim, Ze slouzi jako adhezni substrdt a vaze tak
mikroorganismy k povrchu epitelu. Tvorba biofilmu je dynamicky proces, ktery
zahrnuje praveé pocatecni pripojeni bun€k na povrch, tvorbu extraceluldrnich polymert,
zrani a disperzi jednotlivych bunék z biofilmu. Biofilm je obklopen polysacharidy, které
organismy Vv biofilmu vylucuji a tvoii tak polysacharidovy obal, chranici bakterie pred

hostitelskou obranou a ATB.

Hlavnim tkolem hyaluronidazy je poskytnuti bakteridlnich Zivin enzymatickou
depolymeraci a rozkladem HA v pojivovych tkénich. Timto $tépenim HA ziskavaji
bakterie energii a schopnost oddélit se od biofilmu a Sifit se z pocateCniho mista

infekce, coz hraje vyznamnou roli pro patogenitu tohoto organismu. [18]
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Neuraminidaza

Povrchy sliznic maji na svém povrchu navazanou kyselinu sialovou, kterd je
vyuzivana jako substrat pro enzym sialiddzu (N — acetylneuraminiddza). Kyselina
sialova tvofi koncovy sacharid glykanovych fetézclh mucinti a glykoproteini bunécného
povrchu. Jejim odstépenim sialiddzou ziskdva bakterie potiebné ziviny ve formé
sacharidli a dochéazi navic ke snizeni hustoty mucinu na povrchu sliznic. Po proniknuti
hlenem se bakterie dostava k epitelidlnimu povrchu, kde enzymaticky Stépi vysSe
uvedené glykoproteiny. Takto modifikovany povrch hostitelskych bun¢k umoznuje
adhezi bakterii k odhalenym bakteridlnim receptorim. Timto mechanismem se

patogeny §ifi do hlubsich tkani [19][20][21].
DNaza

Pti bakteridlnich infekcich se aktivuje nespecificka imunitni reakce zastoupena
neutrofily, které odpovidaji na chemotaktické signaly a ptesouvaji se tak do mista
infekce. Neutrofily ze svych granuli uvolfuji do extracelularniho prostoru tzv.
neutrofilni extracelularni pasti (NET), které maji fibrilarni strukturu slozenou
z dekondenzované jaderné nebo mitochondridlni DNA, pfidruzenych histont a proteint.
Hlavni funkce NET spocivd v zachyceni a zabijeni okolnich bakterii. DNaza
exprimovand bakteriemi rozpousti nukleové kyseliny obsazené¢ v NET, tim omezuje

imunitni funkci neutrofila [22].

5.2 Moznosti detekce a identifikace SAG v klinickém vzorku

Identifikace SAG neni vzhledem k obtizné kultivaci a také hemolytické a
antigenni heterogenité snadni. Rovnéz jejich detekce na trovni druhti je diky jejich

nejednoznaénym biochemickym vlastnostem ztiZzena. NejpfesnéjSi identifikaci ndm

poskytuji genetické metody a MALDI-TOF MS.

5.2.1 Kultivace

Postup pti primarni kultivaci SAG se 1i$i v zavislosti na odebiraném materidlu a
je nejucinngj$i v anaerobnim prostiedi. Vzorky krve odebirdame do specialnich tzv.
hemokultiva¢nich nadobek. Pro ostatni vzorky biologického materialu jsou nejvhodné;jsi

semi-selektivni média McKay a NAS agar.

16



Pro ziskédni Cisté kultury jsou bakterie subkultivovany nejcastéji na krevnim
agaru, patficim mezi nejvice vyuzivana média ke kultivaci mikrobii. Tvoti ho agarovy
zéklad (pepton, glukéza, agar), ktery se pii ptipravé ochladi na 45 az 50 °C, poté se
k nému ptida 5 az 10% sterilni defibrinované ov¢i krve. K jeho pfednostem patii také
moznost pozorovat hemolytickou schopnost nékterych bakterii. Tato vlastnost je
vyuzivana pii identifikaci nékterych bakterii, proto je nékdy povazovéan i za pidu

diagnostickou [23].

5.2.1.1 Hemokultura

Kultivace krve patii mezi zakladni diagnostické postupy pfi septickych stavech a
jinych infekcich s pfitomnosti bakterii v krevnim fecisti. Odebird se nesrazliva zilni
krev za ptisn€ aseptickych podminek do specidlnich nadobek, které mohou slouzit pro
aerobni i anaerobni kultivaci. Existuji 1 nddobky pro pediatrické ucely, kdy je pro odbér
nutné mensi mnozstvi krve, optimaln¢ kolem 4 ml. K odbéru hemokultur se pfistupuje

pii vzestupu télesné teploty a nejlépe pied zahijeni terapie antibiotiky.

Obvykle se provadi 2-3 odbéry zruznych mist krevniho fecisté v ¢asovych
odstupech 20-30 minut. Pro prvni odbér je potfeba 16-20 mililitrGi krve, kterd se
rovnomeérné rozdéli do jedné aerobni a do jedné anaerobni nadobky. Pii druhém odbéru
se vétSinou vyuziva pouze aerobni kultiva¢ni nadobka s potfebnym objemem 8-10 ml

krve.

Kultivace hemokultur se provadi v automatickém piistroji, ktery poskytuje
optimalni podminky pro rast bakterii. Pfistroj automaticky vyhodnocuje a signalizuje
biochemické zmény doprovazejici rast bakterii. Pokud k ristu nedojde za urcity casovy
usek (obvykle po jednom tydnu), hemokultura je hodnocena jako negativni. V ptipadé
pozitivniho vysledku nésleduje rozockovani bakterie na krevni agar a Endovu ptadu [23]

[24].

5.2.1.2 Semi-selektivni agary

Kultivace na krevnim agaru neni vhodné pro primérni zachyt SAG ptedevsim z
nesterilnich vzorkd, hlavné diky lehce zaménitelnému vzhledu kolonii SAG s koloniemi
bakterii bézné¢ osidlujicich sliznice a také mensimu kvantitativnimu zastoupeni na agaru.

Diky obtiznému rozliSeni byly SAG v minulosti Casto ptfehlizeny a tim jejich 1écba
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ztizena. Za ucelem podpory jejich riistu byla vyvinuta semi-selektivni pevna média

McKay agar a NAS agar [25][26][27].
McKay agar

Je vyuzivan nejCastéji pii odberech vzorkli u pacient s cystickou fibrozou.
Obsahuje zivnou pidu obohacenou o antibiotikum kolistin a kyselinu molinovou, které
inhibuji rust hlavnich patogent pfitomnych u cystické fibrézy Pseudomonas aeruginosa
a Staphylococcus aureus. Pro potlaceni rastu ostatnich viridujicich streptokokti a pro
selekci SAG se k pudé pridavéa sulfadiazin. Jako kalorimetricky pH indikator slouzi
bromkrezolova cerveni, kterd poskytuje barevny pifechod =z fialové na Zzlutou
v pritomnosti bakterii vytvarejicich kyselé prostfedi. Prestoze indikator slouzi
pfedevsim pro rozliSeni SAG, neni specificky, protoze tuto vlastnost maji i nékteré dalsi

viridujici streptokoky [25].
NAS agar

Jedna se o semi-selektivni agar spridavkem kyseliny nalidixové a
sulfamethazinu vhodny také pro kultivaci SAG ze vzorkll zrespiracniho traktu.
Poskytuje lepsi podporu ristu SAG, protoze McKay agar mize byt pro nékteré kmeny
SAG prilis selektivni. NAS agar je tedy vhodnéjsi pro primarni kultivaci SAG,
predevsim pro druh S. intermedius [26][27].

5.2.2 Gramovo barveni

UmozZziiuje nam rozli§it gramnegativni bakterie od grampozitivnich na zakladé
rozdilného slozeni bunétné stény. Pokud dochazi k zabarveni bakterii do tmavomodra,
oznacujeme tyto bakterie za grampozitivni. Pokud jsou po barveni rizové, jedna se o

gramnegativni bakterie.

Grampozitivita bakterii je ovlivnéna silnou vrstvou peptidoglykanu v bunééné
sténé, ktera se pii dehydrataci alkoholem smrskne a zpomali tak vyplavovani komplexu
krystalové violeti sjodem. U gramnegativnich bakterii hraje roli mnozstvi lipida
v buné&éné sténé, kdy po plsobeni alkoholu dochdzi k vytvofeni pdri v lipidech a

vyplaveni barevnych komplexi [23].
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Postup:

1. Pomoci sterilni bakterialni klicky nabereme malé¢ mnozstvi bakterialni suspenze

a rozetfeme ji na podlozni sklicko.
2. Ptipraveny vzorek nechame uschnout a fixujeme protazenim v plameni.

3. Na vzorek kapneme krystalovou violet’, kterd obarvi preparat do modrofialova a

nechdme putisobit 20-30 s. Poté ptebyte¢né barvivo slijeme.

4. Pfelijeme Lugolovym roztokem (obsahuje jod) a nechame ptsobit 20 s. Behem

této doby vznikne malo rozpustny komplex krystalové violeti s jodem.

5. Barvivo oplachneme etanolem nebo acetonem a nasledné vodou. Diky alkoholu

dochazi k naruseni bakteridlni stény a moznému odbarveni preparatu.

6. Na vzorek kdpneme roztok kontrastniho barviva safraninu nebo karbofuchsinu a

nechame piiblizn¢ 1 minutu pisobit.
7. Skli¢ko oplachneme vodou a ptip. vysusime nad kahanem.

8. Obarveny preparat pozorujeme pod imerzi.

5.2.3 Hemolyza

Pro identifikaci hemolyzy streptokokt se pouZiva selektivni Trypto-casein
sojovy agar s piidavkem 5% Zivoc¢isné krve. Nejcastéji pouZivané krvinky jsou ov¢i,
protoze potlacuji rist Haemophilus haemolyticus, ktery tvofi kolonie podobné
streptokokiim na agarech obohacenych krali¢imi, koniskymi nebo lidskymi krvinkami.

Inkubujeme pfi teploté 35°C v atmosféfe obohacené o 5% CO, po dobu 24 hodin.

Prestoze SAG vykazuji vSechny typy hemolyzy, vyzkumy ukazaly, ze pfi
detekci hraje typ hemolyzy urcitou roli. Nej€astéji f-hemolyzu projevuje S. constellatus,

poté S. anginosus a u S. intermedius se B-hemolyza vyskytuje jen ojedinéle.[7]

5.2.4 Latexova aglutinace

B-hemolytické streptokoky obsahuji na svych membranach rizné typy antigend,
které se podle svého rozdilného slozeni déli podle Lancefieldové do skupin A az Z. Test
latexové aglutinace poskytuje identifikaci zakladnich streptokokovych skupin A, B, C,
D, F a G. Tyto antigeny jsou nejCastéji slozeny z oligosacharidi na bazi rhamnosy

s riiznymi postrannimi fetézci, tvofenymi prevazné z glukosamind. Vyjimkou je antigen
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D, ktery obsahuje kyselinu lipoteichoovou. Princip je zaloZen na reakci specifického
IgG vazaného na latexové ¢astici s prisluSnym antigenem streptokokové stény. Nejprve
dochazi k extrakci sténového antigenu kyselinou dusitou pii pokojové teploté a nasledné
k neutralizaci a vytvofeni aglutinace béhem minutového ¢asového intervalu v piipadé¢,

Ze je test pozitivni.

Pro test je vhodné pouzit B-hemolytické streptokokové kolonie, které byly
kultivovany na krevnim agaru s ptidavkem 5% ov¢i krve po dobu 18-24 hodin.
Standardni mnozstvi je 1-4 kolonie. U streptokokii skupiny F se doporucuje pouzit 10 i

vice kolonii [28].

SAG na svém povrchu mohou nést povrchové antigeny A, C, G, F, ale také

nemusi mat zadny z nich. Nejvice zastoupeny povrchovy antigen je antigen F [7].

5.2.5 Biochemicka identifikace

Kazda bakterie je charakteristickd tvorbou pro ni specifickych enzymi,
slouzicich pro ziskdvani zivin a materidlti pro vystavbu bunék. Princip biochemickych
testd je zaloZzen na dodani substratu bakterii, kterd produkuje enzym schopny substrat
pfeménit na produkt liSici se od substratu skupenstvim nebo barvou, jejiz zménu je
nékdy nutno zvyraznit vhodnym indikatorem. K rychlym testiim, kdy zname vysledek
béhem nékolika vtefin nebo minut, fadime katalazovy test a testy s diagnostickymi
vétSinu  zkumavkovych testi a testi v plastovych jamkéach, kdy vysledek
vyhodnocujeme nejdiive po nékolika hodindch, obvykle vSak do druhého dne a n¢kdy

az do dne tretiho.

Pro SAG je typickd produkce acetoinu z glukézy a fermentace laktozy,
trehalozy, salicinu a sachar6zy. Hydrolyzuji esculin a arginin. VétSina kmenl

nefermentuje rafindzu, melibidézu a mannitol. Nehydrolyzuji kyselinu hippurovou [23].
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Tabulka 2 Zékladni biochemicka identifikace odliSujici SAG od ostatnich viridujicich

streptokokti
Druh Arginin | Esculin | VP | Mannitol | Sorbitol | Urea
S. anginosus + + + |- - -
S. constellatus | + + + |- - -
S. intermedius |+ + * - - -

Zdroj: Centers for disease control and prevention (Identification of Other Streptococcus

Species: Streptococcus General Methods), 2006 (pievzato)

5.2.5.1 Katalazovy test

Patfti mezi zdkladni diagnostické¢ testy pro odliSeni kataldza negativnich
streptokokti a enterokokl od kataldza pozitivnich stafylokokii. Test je zalozen na

produkci enzymu kataldzy, ktery §tépi peroxid vodiku na kyslik a vodu.

Peroxid vodiku (3%) kapneme na podlozni sklicko nebo do vicka misky, poté
do kapky pfeneseme pomoci sterilni bakteridlni klicky bakteridlni kolonii a

rozmichdme. Pokud je test pozitivni dojde k produkci bublinek kysliku [23].

5.2.5.2 Voges-Proskauer (VP) test

VP test miZeme povazovat za kliCovy pro identifikaci SAG. Na zakladé¢
pozitivniho vysledku je lze odliSit od ostatnich B-hemolytickych streptokokt. Dale

nachazi uplatnéni v diferenciaci viridujicich streptokokti.

Reakce probiha ve zkumavce s VP meédiem, které se naockuje 1 kapkou
suspenze bakterie a bujonu nebo pomoci sterilni ockovaci klicky koloniemi z krevniho
agaru. Inkubujeme 24-48 hodin pii teploté 35 °C. Poté pfeneseme 0,5 ml do sklenéné
zkumavky a piidame dvanact kapek alfa-naftolu a ctyti kapky 40% KOH. Zkumavku
pozorujeme 30 minut, béhem kterych ji nékolikrat protiepeme. Identifikace je zalozena
na schopnosti pfemény kyseliny pyrohroznové (glukozy) na acetyl-methylkarbinol
(acetoin). V ptitomnosti atmosférického kysliku a 40% KOH se acetoin konvertuje na
diacetyl. Plisobenim alfa-naftolu a kreatininu na diacetyl vznika pfi pozitivnim vysledku

riZzovo-Cerveny komplex, pti negativnim komplex Zluty [29].
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5.2.5.3 Arginin test

Test je zalozen na hydrolyze aminokyseliny argininu v anaerobnim prostredi,
které¢ mize byt zajisténo prekrytim minerdlnim olejem. Reakce probihd ve zkumavce
s Moellerovym bujonem, ktery obsahuje arginin. Médium se naockuje ¢istou bakterialni
24 hodinovou kulturou z krevniho agaru nebo 1-3 kapkami suspenze z bujonu.
Zkumavku nechame inkubovat pti 35 °C az 7 dni. Jako pH indikétor reakce se pouziva
bromkrezolova ¢erven. Pti hydrolyze dochazi ke zvySeni pH a zméné€ barvy indikatoru
ze zluté na fialovou. Pokud k hydrolyze nedochézi, roztok ziistane zbarveny do zluta

[29][30].

5.2.5.4 Eskulinovy test

Eskulinovy test je pouzivany pro identifikaci kataldza-negativnich bakterii. Test
se provadi ve zkumavce se Sikmym médiem obsahujicim eskulin. Médium se naockuje
Cistou bakterialni 24 hodinovou kulturou z krevniho agaru nebo 1-3 kapkami suspenze
z bujonu. Zkumavku nechame inkubovat pti 35 °C az 7 dni. Eskulin v médiu je
hydrolyzovan na dextréozu a eskuletin, ktery reaguje s chloridem Zelezitym,
nachdzejicim se v médiu, za vzniku ¢ernohnédé barvy. Za pozitivni se test povazuje,

pokud z€ernd vice nez polovina média ve zkumavce [30].

5.2.5.5 Komer¢ni testy

Komer¢ni testy jsou obvykle provadény v mikrotitracnich destickach a umoziuji
provadéni vice biochemickych testi najednou. Jsou dodavény od raznych firem a

mohou obsahovat rtizny pocet zabudovanych substratu.

Pro biochemickou identifikaci SAG se po zakladnich testech (Gramovo barveni,
katalazovy test) Casto vyuZzivaji testy Rapid ID 32 STREP od firmy BioMérieux nebo
API 20 STREP od stejného dodavatele.

Existuji 1 testy uréené pouze pro SAG a jejich druhové rozliSeni. Mezi takové

testy fadime FLUO-CARD MILLERI od firmy Key Scientific Product.
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API 20 STREP test

Jedna se o test pro druhovou identifikaci streptokokli a enterokokud. Sklada se
z testovaciho prouzku a obsahuje 20 mikrozkumavek, ve kterych jsou zabudovany
dehydrované substraty, pomoci nichz zjisStujeme enzymatickou aktivitu bakterie nebo

schopnost fermentace cukr.

Enzymatické testy se naoCkuji suspenzi bakterie z Cisté kultury a nechaji se
inkubovat. Vysledky hodnotime na zékladé¢ metabolickych piemén substrath, které
zpusobi zmény barev spontanné nebo po ptidavku Cinidel. Testy na fermentaci cukra se
naockuji obohacenym médiem slouzicim pro rehydrataci substratl. Fermentaci
sacharidii dochéazi po inkubaci ke zméné pH, o kterém nas informuje pH indikator.

Vysledky vyhodnocujeme pomoci odecitaci tabulky.

K identifikaci se vyuZivaji substraty v nasledujicim potadi: pyruvat sodny (VP),
kyselina hippurova (HIP), eskulin citrat zelezity (ESC), B-naftylamid pyroglutamova
kyselina (PYRA), 6-brom-2-naftyl-o-D-galaktopyranosid (aGAL), naftol ASBI-
glukuronové kyselina (B-GUR), 2-naftyl-p-D-galaktopyranosid (BGAL), 2-naftylfosfat
(PAL), L-leucin-B-naftylamid (LAP), L-arginin (ADH), D-ribéza (RIB), L-arabin6za
(ARA), D-manitol (MAN), D-sorbitol (SOR), D-laktéoza (LAC), D-trehaléza (TRE),
inulin (INU), D-raffinéza (RAF), skrob (ADM) a glykogen (GLYG). Jako 21. test je
zatazena identifikace typu hemolyzy (HEM). Pokud se jedna o B-hemolyzu, hodnotime

test jako pozitivni ¢islem 4. Ciselnou hodnotu nula p¥ifazujeme hemolyzam a a y.

Postup:

1. Vytvofime suspenzi (2 ml) z izolované kolonie s API suspenznim médiem se

zakalem >4 McFarlanda.

2. Suspenzi naplnime prvni polovinu testovaciho prouzku (VP az ADH) a to tak, ze
pfidame 100 pl do vSech test od VP do LAP a u testu ADH vyplnime pouze

zkumavku.

3. Zbytek suspenze (piiblizn¢ 0,5 ml) ptfeneseme do ampule s GP médiem a

promichame.

4. Takto pfipravenou suspenzi napipetujeme do druhé poloviny testovaciho

prouzku (od RIB po GLYGQ). Plnime pouze zkumavku jako u testu ADH.
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5. Testy ADH a GLYG pfevrstvime mineralnim olejem, tim dojde k vytvofeni

konvexniho menisku.

6. Testovaci prouzek zakryjeme vikem a inkubujeme pii teploté 36 °C + 2 °C
v anaerobnich podminkach po dobu 4 az 4,5 hodiny pro prvni ¢teni. Pokud je

potieba provést druhé ¢teni, inkubujeme 24 hodin.

Po c¢tythodinové inkubaci pfidame kapku VP1 a VP2 ¢inidla k VP testu. K testu
HIP ptidame 2 kapky NIN cinidla. Kapku ¢inidel ZYM A a ZYM B piidame k testim
PYRA, aGAL, BGUR, BGAL, PAL a LAP. Po deseti minutach mizeme odecitat
vysledky reakei. Identifikaci po 24 hodinach provadime, pokud mél test nizké rozlisent,
pochybny nebo nepiijatelny profil nebo pokud je pro profil uvedend poznédmka
“identifikace neni platnd pfed 24 hodinovou inkubaci“. Po 24 hodinové inkubaci
vyhodnocujeme znovu testy ESC, ADH, RIB a GLYG. Testy na aktivitu enzymi HIP,
PYRA, BGUR, BGAL, PAL, LAP a test VP znovu neodecitame.

Vyhodnocovani testu provadime s vyuzitim ¢iselného profilu. Jednotlivé testy jsou
rozdéleny do sedmi skupin po tfech. Pokud je dany test pozitivni, hodnoti se ve skupiné
gislem 1, 2 nebo 4 v zavislosti na jeho pofadi. Cisla se v kazdé skupiné seétou a daji
nam vysledny sedmimistny cCiselny profil, ktery srovname s analytickym indexem

profild nebo vyuzijeme identifikacni software.

Pro vSechny druhy SAG jsou charakteristické pozitivni vysledky na produkci
acetoinu (VP), alkalické fosfatazy (PAL), leucin aminopeptidazy (LAP), arginin
dihydrolazy (ADH) a trehalozy (TRE). Negativni reakce poskytuji testy na hydrolyzu
hippurové kyseliny (HIP), pyrolidonyl arylamidazy (PYRA), B-glukuronidazy (BGUR),
ribozy (RIB), arabindzy (ARA), sorbitolu (SOR), inulinu (INU) a glykogenu (GLY).

RozliSeni jednotlivych druhli neni na zékladé¢ téchto testli jednoznacné. V tivahu je
mozné brat produkci a-galaktosiddzy (aGAL), produkované ztéto skupiny pouze
druhem S. anginosus a fermentace rafindzy (RAF) vyskytujici se nejvice také u
S. anginosus. Dale schopnost produkce [-galaktosidazy (BGAL), kterd je nejvice
zastoupena u druhu S. intermedius. Fermentace laktozy (LAC) a amidonu (AMD) je

nejméné pravdépodobnd u druhu S. constellatus [30].
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Tabulka 3 a 4 Procentualni pravdépodobnost pozitivnich vysledkli v jednotlivych

testech API 20 STREP

Druh VP | HIP | ESC | PYRA | aGAL | BGUR | BGAL | PAL | LAP | ADH

S. anginosus | 100 | 0 100 | 0O 44 0 1 99 100 | 100

S. cosntellatus | 100 | 1 27 0 0 0 5 99 100 | 100

S. intermedius | 100 | 0 87 |0 0 0 44 99 100 | 100

Druh RIB | ARA | MAN | SOR | LAC | TRE | INU | RAF | AMD | GLYG | HEM
S. anginosus | 0 0 33 0 99 88 0 44 97 0 37

S. constellatus | 0 0 0 0 10 72 0 0 12 0 61

S. intermedius | 0 0 0 0 99 99 3 3 99 0 40

Zdroj: BioMérieux, 2010 (upraveno)
Fluo-Card Milleri

Pred pouzitim tohoto testu je nutné provést minimalni charakterizacni testy pro
identifikaci SAG zahrnujici Gramovo barveni, test na kataldzu, Voges Proskauer test,
prikaz pozitivniho argininu, negativniho sorbitolu a PYR test. Fluo-Card Milleri test,
vyvinuty pifimo pro identifikaci druhii SAG, vyZaduje cerstvé narostlé kolonie na

vhodném agaru, obvykle krevnim, které rostly po dobu 24 hodin.

Test se sklada z pasu filtraéniho papiru se ¢tyfmi kruhy. Prvni kruh slouZzi pro
PYR test, ktery ma v pfitomnosti SAG negativni vysledek. Nasledujici tfi kruhy
obsahuji substraty 4-MU (methylumbeliferyl)-a-D-glukosid, 4-MU-B-D-glukosid a 4-
MU-B-D-fukosid, které jsou v pfitomnosti ptislusného enzymu degradovany. MU slouZzi
jako fluorogenni indikator, kdy pfi rozstépeni slouceniny dochazi k jeho uvolnéni ve
form¢ 4-methylumbeliferonu a k modré fluorescenci, kterda mize byt pozorovana pod
rucni UV lampou. V prvnim kruhu vzniké pii pozitivnim vysledku také fluorescence, a

to pii uvolnéni 7-amido-4-methylkumarinu [32][33].
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Postup:
1. Kazdy testovany kruh navlh¢ime dvéma kapkami vody.

2. Pomoci sterilni ockovaci klicky vlozime 5-10 izolovanych kolonii testované

bakterie do kazdého kruhu.
3. Testovaci prouzek nechame inkubovat po dobu 15-20 minut pti 35-37 °C.

4. Po inkubaci sledujeme fluorescenci pfidrzenim pod UV lampou, po prvnim

pozitivnim vysledku (barevné reakci) testovani ukoncime.

Tabulka 5 Vyhodnoceni testu Fluo-Card Milleri

Ocekévany pozitivni vysledek uvadény v procentech
Druh 1.PYR test | 2.3-D-Fukosidédza | 3.B-Glukosidaza | 4.a-Glukosidaza
S. intermedius | 0 90 47 100
S. anginosus | 0 0 96 19
S. constellatus | 0 0 4 90

Zdroj: Key Scientific, Fluo - Card Milleri test, 2017 (pfevzato)

5.2.6 Molekularné-biologicka identifikace

Tento druh identifikace bakterii je ¢asto vyuzivan v ptipadech, kdy se mikrob
obtizn¢ kultivuje, roste velmi pomalu a jeho identifikace je diky jeho fenotypové
variabilité obtiznd. Molekularné-biologické metody jsou vysoce spolehlivé a rychlé, bez

nutnosti kultivace vzorka [34][35].

5.2.6.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR (Polymerase Chain Reaction) byla vyvinuta Mullisem v letech 1983-1985.
Dochazi pii ni k zmnoZeni, neboli amplifikaci, vybrané sekvence nukleovych kyselin.
Pro zmnoZeni je nutné znat nukleotidovou sekvenci DNA pro ndvrh a pfipravu
komplementarnich primeri (oligodeoxyribonukleotidll), které se vazi na zacatek a
konec mnozené DNA. Po izolaci DNA a pfidani termostabilni DNA polymerazy (Taq

polymeréaza), nukleotidi (ve formé trifosfatll) a primerti, dilezitych pro nasednuti
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polymerazy se pfistupuje k samotné amplifikaci cyklickym opakovanim tii zakladnich

reakei [23][36]:

1. Tepelnéd denaturace — pfi teploté¢ 94-96 °C dochazi k rozlozeni templatové DNA
na dv¢ jednotlivda vldkna. V prvnim cyklu trvd rozklad 2-3 minuty,

v nasledujicich cyklech dochézi ke zkracovani této doby na 25-35 sekund.

2. Vazba primerti (hybridizace) — po ochlazeni na teplotu 50-65 °C na mnozené

vlakno DNA nasednou komplementarni primery. Tato reakce trva 30-60 sekund.

3. Elongace (extenze) primeri — pomoci Taq polymerazy a nadbytku
deoxyribonukleotidtrifosfatt dochézi pii teploté 72 °C k prodluzovani primeri a

vytvareni kopii prislusné DNA. Tato faze trva opét 30-60 sekund.

Cyklicky se tyto faze opakuji obvykle 30%, pomoci automatizovaného programu
v PCR-termocykleru. Nové vytvofend vldkna DNA slouzi jako templaty pro dalsi
cykly. Posledni cyklus polymerace trva pfiblizné 3 minuty a cely proces je ukoncen
ochlazenim reakcéni smési na teplotu 0-4 °© C. Koneénymi produkty jsou dvouvlaknové

DNA fetézce, které se dokazuji elektroforézou nebo pomoci DNA-sondy [23][36].

PCR muze byt v diagnostice bakterii specifickd nebo Sirokospektra. Pii specifické
PCR se miuze amplifikovat napf. gen pro specificky protein nebo gen pro faktor
virulence bakterie. Specificky primer potom naseda na variabilni oblast, ktera je typicka
pro urcity rod nebo druh bakterie. Pro identifikaci SAG se vyuZziva napiiklad gen pro
ILY, ktery se vyskytuje u druhu S. intermedius [37][37][38].

Sirokospektra PCR je zaméfena na oblast genomu vyskytujici se napf. u dané
skupiny mikroorganismil. V tomto pfipad¢ pouZivame univerzalni primer, ktery naseda
na konzervativni oblast genu. Rozdil oproti specifické PCR metodé spoc¢iva v nutnosti
vyslednou DNA identifikovat. Nejbéznéjsim detekénim postupem je sekvenace a

nasledné porovnani vysledné sekvence s databazemi [38][38].

Nejvice vyuzivanym genem pro amplifikaci bakteridlni DNA je 16S rDNA
nachazejici se ve vSech bakteriich. Gen pro 16S rDNA je amplifikovan pomoci
Sirokospektré PCR a obsahuje variabilni i konzervativni oblasti. Pouzitim univerzalnich
primerti dochazi k rozpoznani konzervativni oblasti genu, jejich nasednuti a amplifikaci
1 variabilnich oblasti. Sekvenovani 16S rDNA poskytuje také alternativu pro
diagnostiku infekci, u kterych miize byt nizka citlivost hemokultivace. V ptipadé¢ SAG
se jedna predevsim o kmeny zpiisobujici infekéni endokarditidu [35][39].
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5.2.7 Identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie

Metody hmotnostni spektrometrie jsou zalozeny na ptevadéni neutrdlnich molekul
analytu na ionty a jejich nasledné rozliSeni dle poméru hmotnosti a naboje (m/z).

Hmotnostni spektrometry jsou slozeny z tiech zékladnich ¢asti:

1. Iontovy zdroj — kde dochazi k ionizaci neutralnich molekul analyzované latky na

ionty a jejich urychleni do analyzétoru.

2. Hmotnostni analyzator — je umistén ve vakuu. Dochazi zde k rozdéleni ionti dle

jejich poméru hmotnosti k naboji.

3. Detektor — slouzi k detekci separovanych iontl a analyze jejich kvantitativniho

zastoupeni [40].

5.2.7.1 MALDI-TOF MS

Jako MALDI-TOF MS oznacujeme hmotnostni spektrometrii s laserovou
desorpci a ionizaci za UcCasti matrice s vyuzitim priletového analyzatoru. V poslednich
letech se tato metoda zacala v mikrobiologii vyuzivat pro identifikaci bakterii a hub
jako velmi presnd, rychla a ve srovnani s molekuldrné-biologickymi metodami méné
provozné nakladna technika. DokdZe identifikovat rod, druh a v n€kterych ptipadech i
kmen bakterii na zdklad€¢ analyzy spektra pfedevSim ribozomadlnich, ale i1 dalSich
proteini v bunce. Detekce se mize provadét ptimo z pozitivnich hemokultur, vzork
moce, mozkomisniho moku a jinych biologickych materiali. Nicméné nejvice se
vyuziva identifikace cCistych kultur bakterii kultivovanych na krevnim agaru

[38][40][41][42].

Ptiprava vzorku je ovlivnéna chemickym sloZenim bunééné stény. Pro
gramnegativni bakterie je mozné vyuZivat tzv. pfimé profilovani, kdy se pfenese
bakteridlni kolonie z agaru pfimo na ocelovou desku a piekryje se roztokem matrice. U
grampozitivnich bakterii (tudiz i u SAG) se pro lepsi vysledky identifikace provadi
extrakce kyselinou mravenci, kterd nam zajisti chemické rozruseni bunééné stény. Je
mozné vyuzit také enzymatické rozruseni bunééné stény pomoci lysozymu. Poté je
vzorek pfenesen nejcastéji pomoci kuchynského paratka na tercik ocelové desticky a

necha se oschnout na vzduchu [40][41][43][44].

K analyzovanému vzorku se nésledné pfida vhodnd matrice v nadbytku. Matrice

byvaji aromatické karboxylové kyseliny, které jsou rozpusténé ve vodé a vhodném
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rozpoustédle (napf. aceton, acetonitril, kyselina trifluoroctovd). Nejvice zastoupené
matrice jsou derivaty kyseliny benzoové a skoficové. Matrice ze vzorku vyextrahuje

analyzované proteiny a vytvoii s nim krystalky [40][41].

Desticka je po zaschnuti vloZzena do vakuovaného prostoru, kde na vzorek
s matrici pisobi laser (nejcastéji dusikovy). Nejprve dochdzi ke kontaktu laseru
s matrici, kterd energii absorbuje, pteda analytu a za¢ne se odpafovat. Pfijetim energie
se vzorek ionizuje, piechazi do plynného stavu a ionty urychlené silnym elektrickym
polem putuji riznou rychlosti trubici hmotnostniho analyzatoru doby letu (TOF).
Rychlost je ovlivnéna hmotnosti a ndbojem, pficemz leh¢i a vice nabité ionty putuji
rychleji. Méfi se doba, ktera uplyne od laserového impulzu po dopad iontli na detektor
[41][42][44].

Vysledna informace o dobé& letu iontl nam poskytne charakteristické hmotnostni
spektrum nazyvané peptidovy/proteinovy profil, ktery porovnavame s databazi
obsahujici spektra (profily) znadmych bakterii. Peptidovy/proteinovy profil je
charakteristicky pro urcity rod, druh ¢i kmen bakterie za dodrZeni stejnych podminek

pfi pfipravé a analyze vzorku [41][44].

Obrazek 2 Technika MALDI-TOF MS

Laser /ﬁ'll
B 1. lonizace molekul ; |
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Zdroj: Holc¢ik Jifi, Komenda Martin a kol., Matematickd biologie: e-learningova

ucebnice [online], 2016 (pfevzato)
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5.3 SAG jako tradi¢ni patogeny hnisavych procesu

Vzhledem kbéznému vyskytu SAG na sliznicich gastrointestinalniho a
urogenitalniho traktu nebyly tyto druhy v minulosti povazovany za mozné patogeny.
Objevuje se ale stale castéjsi hlaseni téchto bakterii jako piivodct predevsim abscesi a

bakteriémii [46].

Malokdy jsou tyto bakterie schopny vyvolat infekce u zdravych lidi, vétSinou jsou
u nich diagnostikovany maligni onemocnéni, cukrovka, HIV infekce, zubni kazy a jiné
ustni infekce. Souvislost byla nalezena i s nadmérnym uzivanim alkoholu a koufenim

[46].

Zpisob Sifeni bakterii miize byt pfimou cestou, hematogenni cestou nebo dochézi
k pfenosu bakterii pii chirurgickém zakroku ¢i traumatu. U piimého Sifeni dochazi
k ptestupu infekce z blizkého zanétlivého loziska, hematogenni cestou se $ifi infekce i

ze vzdaleného zanétlivého zdroje [46].

Nejvice jsou publikovany piipady, kdy dochézi k Siteni SAG z orélnich infekci,
Casto z gingivitidy a paradontitidy, abscesti zubli nebo neléceného zubniho kazu. V roce
2009 Ng a Mukhopadhyay zvetejnili pfipad, kdy doslo k nahlé bakteriémii a septickému
Soku s puvodcem S. constellatus po Castécné extrakci zubu kvili paradontalnimu
abscesu. Livingston a Perez-Colon publikovali v roce 2014 vzacny piipad bakteriémie a
jaterniho abscesu, zptisobenych S. infermedius u zdravého ¢loveéka po bézném Cisténi

zubi [47][48].

Ptestoze S. constellatus a S. anginosus zpusobuji infekce ¢astéji, jsou tyto druhy
spojeny se vznikem hlubokych abscesii daleko méné€ nez S. intermedius. Kromé vyssi
aktivity hydrolytickych enzymi, které napomahaji zkapalnéni hnisu a Sifeni infekce
tkdni, produkuje S. intermedius jiz zminény intermedilysin. Ten lyzuje pouze lidskeé

buiiky a to zejména hepatocyty [49].

5.3.1 Mozkové abscesy

Jako mozkovy absces oznacujeme infekéni lozisko nachdzejici se piimo
v mozkovém parenchymu. Rozmezi vyskytu mozkovych abscest se uvadi od 0,4 do 0,9
na 100 000 jedinch. Vétsi pravdépodobnost vzniku je u imunokompromitovanych
pacientli, u kterych vznik onemocnéni muiZe vyvolat mnoho pfi¢in zahrnujicich

bakterialni, mykotické a parazitické ptiivodce, nicméné mozkové abscesy se vyskytuji i
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u pacientl imunokompetentnich. U téchto jedinci hraji roli pfedev§im bakterialni
puvodci. Mezi ty nejéastéjsi fadime bakterie rodu Streptoccocus, a to hlavné druhy
viridujici streptokoky a S. pneumoniae. DalSimi vyznamnymi bakterialnimi ptvodci

jsou Staphylococcus aureus a S. epidermidis [50][57].

U pifimého S§ifeni dochazi k pfestupu infekce nejcastéji ze stfedousi nebo
vedlejSich dutin nosnich a také z dentalnich infekci. Tyto priméarni zdroje infekce
ovlivituji misto vzniku mozkového abscesu. Pfi infekci stfedousi a mastoidalniho
vybézku vznikd pifimym Sifenim nejCastéji absces temporalniho laloku. Absces
frontalniho laloku vznika v souvislosti se zanétem frontalnich nebo etmoidalnich dutin.
Infekce sfenoidalnich dutin mtze zapficinit absces frontalniho a temporalniho laloku.
Hematogenni cestou se $ifi infekce obvykle z infekéni endokarditidy. Zptsob Sifeni ma
vliv na pocet mozkovych abscesti. Pfi pfimém Sifeni vznikd zpravidla absces jeden,

zatimco Sifeni hematogenni zptisobuje ¢asto abscest vice [50].

Vznik mozkového abscesu ma nékolik fazi. Nejprve vznikd cerebritida, kterou
doprovazi zvySeny pocet polymorfonuklearti. Po dnech az tydnech dochézi k nekroze a
kolikvaci tkan€ v centru zanétu. Nasledné dochazi k zapouzdfovani destruované tkané
provazené akumulaci fibroblastl a astroglii, ty v kone¢né fazi tvofi membranu, ktera je
dobfe vaskularizovana. Tato zapouzdfovaci faze muze byt nebezpecna, jelikoz mize

vyvolavat zachvaty [50][58].

5.3.2 Jaterni abscesy

Vznik jaternich abscesi je spjat s bakteridlni (pyogenni), houbovou nebo
amébovou infekci, pricemz bakteridlni pficina tvoti az 80 % vSech ptipadi. Nejéastéji
izolované bakterie ze vzorkd jsou Escherichia coli a bakterie zrodii Klebsiella,

Enterococcus a také Streptoccoccus [46].

Pyogenni jaterni absces obvykle zplsobuji bakterie, které se $ifi hematogenné.
Krvi se dostanou do jater pies vratnicovou zilu, biliarni strom nebo jaterni artérii. Je

v

také moznost piimého Siteni infekce z ptilehlych organti [51].

Prvni pfipady jaternich abscesi zpisobenych SAG byly zaznamenéany v roce
1975. Na rozdil od jaternich abscesii zpiisobenych jinymi bakteriemi jsou vétSinou

monomikrobidlni a symptomy onemocnéni trvaji déle [51].
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Mezi faktory, které mohou pfispét k rozvoji jaterniho abscesu zplsobeného

SAG, se uvadi také karcinom tlustého stfeva a méné Casto divertikularni choroby [52].

Ptitomnost karcinomu tlustého stfeva narusSuje sliznici tlustého stfeva a vyvolava
ztratu integrity mukozni bariéry. NaruSeni bariéry umozni piestup SAG ze stifevni
sliznice, kde se nachézeji jako bézni komenzalové, do krevného obchu a vzhledem
k ndvaznosti portalniho obéhu k jejich nahromadéni v jaternim parenchymu a vzniku

abscesu [52].

Divertikly jsou vychlipky tlustého stfeva, které maji uzky vstup, tudiz v nich
Casto dochdzi k nahromadéni stolice a jejimu zahuStovani. Disledkem muze byt zanét
téchto vychlipek oznacovany jako divertikulitida. U imunokompromitovanych pacientti
s divertikulitidou az v 27,5 % piipadid dochazi k tvorb& septickych srazenin a jejich
hematogenni diseminaci, coz mize mit za nasledek absces jater. Tento rizikovy faktor

je ale z neznamého diivodu pro abscesy zptisobené SAG pomérné vzacny [46].

5.3.3 Respiracni infekce

Bakterie SAG hraji dilezitou roli ve vzniku plicnich abscesti nebo empyému a
byly zaznamenany i1 jako plvodci bakteridlni pneumonie. Pneumonie je zanétlivé
onemocnéni plicniho parenchymu a stale si drzi tfeti misto v mortalit¢ zplsobené
infekénimi  chorobami. Bakteridlni pneumonii obvykle vyvolavaji patogeny
S. pneumoniae, Haemophilus influenzae a Staphylococcus aureus. Jako plicni empyém
oznacujeme hnis nachazejici se v pleurdlni duting. Pfestoze plicni empyém uzce souvisi
s pneumonii, jako jeho hlavni plivodce se uvadi S. intermedius a az poté S. pneumoniae

[53][54].

Jako patogen plicnich abscest a empyému se SAG udava az v 13-44 % ptipadi
a pneumonie v disledku SAG byla zaznamenana v 2-5 % pftipadi. Zjistilo se, Ze
pneumonie zptsobena SAG byva zpravidla komplikovana pleurdlnim vypotkem, ¢asto
hnisavym. Tato komplikace se objevuje u pneumonii zplsobenych SAG mnohem
Castéji nez u pneumonii zpisobenych jinymi bakteriemi, proto by se mélo pii

pfitomnosti empyému myslet na SAG jako na ptivodce pneumonie [53][55].

Je zndmo nékolik mechanismt, které umoziuji Siteni SAG a nasledny vznik
respiratniho onemocnéni. Stejné jako u mozkovych a jaternich abscesti dochdzi

k ptimému Sifeni z okolnich tkédni nebo hematogenni diseminaci, rozvoj onemocnéni
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muze byt ale i nasledkem chirurgického oSetfeni nebo traumatu. DalSim moznym
zpusobem je aspirace téchto komenzalnich bakterii z dutiny ustni nebo jicnu do dolnich
cest dychacich. Tento mechanismus se uplatituje pfedevsim u starSich pacientll s vékem

okolo 70-80 let [53].

Bylo zjisténo, ze respiracni infekce spojené se SAG se z 13-45 % vyskytuji
spolu s jinymi bakteriemi. Tyto smiSené infekce jsou az z24 % tvofené spolu
s anaerobnimi bakteriemi. Anaerobni bakterie maji vliv na intenzitu infekce, jelikoz
bylo in vitro prokazano, Ze se SAG mnozi v jejich pfitomnosti az tfikrat rychleji

[53][56].

5.3.4 Ostatni infekce

SAG nejcastéji zpusobuje abscesy mozku jater a respiracni choroby. Je ale
znamo nékolik piipadl, kdy skupina téchto bakterii zplsobila infekéni endokarditidu,
pyomyositidu, osteomyelitidu a nékteré dalsi infekce jako intraabdomindlni a slezinny

absces.

5.3.4.1 Infek¢éni endokarditida

Infekéni endokarditida je charakterizovana jako zanét vnitini vystelky srdce,
obvykle srde¢nich chlopni, ale mize byt napaden i nasténny endokard ¢i oblast septa.
Vyvolat onemocnéni jsou schopny témét vSechny druhy bakterii nebo hub. Nejvice jsou
ale spojovany s viridujicimi streptokoky, bakteriemi ze skupiny HACEK (rody
Haemophillus, Actinobacillus, Cardiobacterium, FEikenella, Kingella) a bakterii
S. aureus [59].

Infekéni endokarditida zplsobend SAG je casto doprovazena hnisavymi
komplikacemi, mezi které patii absces myokardu nebo purulentni perikarditida. Ve
studii z roku 2004, kterd byla zvefejnéna Patrickem CY Wooem a kol., se uvadi, Ze
infekéni endokarditida zpisobend SAG vykazuje vys$S§i mortalitu neZz infekéni

endokarditida zptisobena jinymi viridujicimi streptokoky [49].

5.3.4.2 Pyomyositida

Pyomyositida je zanétlivé onemocnéni kosternich svald, které se tyka obvykle

velkych svali kolem panve a dolnich koncetin. NejCastéji pyomyositidu zplsobuje
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bézny komenzal klize S. aureus po jejim poranéni. Piivodci onemocnéni mohou byt

vyjimecné¢ také anaerobni bakterie [60].

Bylo zaznamenéano nékolik piipadii pyomyositidy spojené s SAG. Jako nejvice
zastoupené druhy v souvislosti s touto infekci se uvadéji S. intermedius a S. anginosus.
Cesta vzniku infekce vSak neni zcela objasnéna, protoze svalova tkan neni pftilis
nachylna vici infekci a bakteriémie ji ziidka zptisobi. V rozvoji onemocnéni se
uplatnuji pravdépodobné receptory pro fibronektin, umisténé na svalovych buiikach a

také hyaluronidaza S. intermedius [60].

Prestoze byvéa pyomyositida spjata s onemocnénim velkych svali kolem panve a
dolnich koncetin, tak v roce 2015 v Japonsku Yasuhiro Tanaka a kol. prezentovali
ptipad pyomyositidy levého musculus rhamboideus u 70ti let¢ého imunokompetentniho
pacienta zpUsobeny S. intermedius a S. anignosus. Ty byly identifikovany z hnisu po
drenazi postizeného svalu. Jako zdroj infekce byla nakonec diagnostikovana

periodontitida, ackoli bakterie v hnisu z periodontitidy nebyly potvrzeny [60].

5.3.4.3 Osteomyelitida

Zanétlivy proces kosti vede k postupné destrukci kostni hmoty. Vyskytuje se
z 80 % u pacientii détského veéku. Bakterialni osteomyelitida je nejcastéji zptisobena
bakterii S. aureus, u novorozenci streptokoky skupiny B, kojence a malé déti Casto

infikuje H. influenzae [61].

Osteomyelitida zpisobend skupinou S. anginosus je neobvykld. U déti jsou
obvykle infikovany tubularni kosti ramen a nohou. Dospéli pacienti jsou nejcastéji
postizeni infekci v mandibule ¢i maxille u pfimého Sifeni z dutiny Ustni a infekce byvaji
obvykle polymikrobidlni. Hematogennim S$ifenim zpravidla vznikd monomikrobidlni

osteomyelitida obratll [63].

Osteomyelitida mize byt doprovazena i spontanni zlomeninou. Tuto komplikaci
zaznamenali naptiklad vroce 2017 E.HCC Janssen a kol. u 57 letého pacienta
s patologickou zlomeninou femuru. Predpokladalo se, ze se jednd o metastatické
onemocnéni kosti. Po biopsii kostni dfené a odebrani hemokultury byla diagnostikovana
osteomyelitida zptisobend skupinou S. anginosus, konkrétné druhem S. intermedius. 1
pfes zménu antibiotické 1écby pacient onemocnéni podlehl. Ptipad je vyjimecny

vzhledem ktomu, Zze pro osteomyelitidu zplisobenou SAG neni béznd lokalizace
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voblasti femuru a pacient také nevykazoval Zzadny rizikovy faktor pro vznik
onemocnéni. Pitva prokazala pouze cirhozu jater, pficemz funkce jater pfi pfijeti nebyla

omezena [63].

5.4 SAG jako emergentni patogeny

Skupina streptokokii anginosus je spojena také s exacerbacemi plicnich
onemocnéni, konkrétné cystické fibrozy a chronické obstrukéni plicni nemoci (COPD).
Pro identifikaci téchto patogent ze vzorku z dychacich cest je vhodné pouzit jiz vyse

zminéné semi-selektivni agary NAS a McKay, které podporuji jejich riist [62].

5.4.1 Cysticka fibroza

Jedna se o vrozené, autozomalné recesivné dédi¢né onemocnéni,
charakterizovano pfitomnosti vysoké koncentrace chloridovych iontl v potu a produkci
vysoce viskozniho hlenu v pankreatu, dychacim, travicim a rozmnoZovacim ustroji.
Pacienti obvykle podléhaji nemoci v diisledku poskozeni plic nebo kardiorespiraéniho
selhani. Délka zivota nemocnych se ale diky rozvojyi mediciny prodluzuje,

ptedpokladané pteziti déti s CF narozenych v soucasné dobé je 40-50 let [64][65].

Patogeneze spociva v mutaci genu pro transmembranovy regulator vodivosti
(CFTR). Tento gen koduje CFTR protein neboli chloridovy kanal, regulujici transport
soli (sodnych i chloridovych iontd) pfes bunéénou membranu. Dysfunkce tohoto kanalu
muze vést knadmémé absorpci sodiku (zaroven i1 vody) epitelidlnim natriovym
kandlem, ktery je normalné pomoci CFTR tlumen, a k naslednému sniZeni obsahu
tekutiny v hlenu, jeho stdze a moznosti rozvoje bakteridlni infekce. Dalsim disledkem
funkéni nebo strukturdlni poruchy tohoto kandlu miZe byt zvySeni koncentrace
chloridovych iontl v hlenu, ktery pfestava byt hypotonicky, coz vede k nemoZnosti
aktivace antimikrobidlnich peptidi. Nasledkem je porucha obrannych mechanismi plic

a rozvoj chronickych infekci [64][65].

Za hlavni patogen podilejici se na exacerbaci onemocnéni se aZz v 80% uvadi
Pseudomonas aeruginosa. Je ale zndmo, ze infekce dychacich cest spjaté s cystickou
fibrézou byvaji vétSinou polymikrobidlni. Pfitomné mohou byt rody Rothia, Prevotella,

Strenotrophomonoas, Streptococcus a dalsi [66].

35



Z viridujicich streptokoklt byvaji ve vzorcich pacientii s cystickou fibrozou
zaznamenany pievazné skupiny S. salivarius, S. parasanguinis a anginosus. Viridujici
streptokoky maji zajimavou schopnost zvySit patogenitu hlavniho ptivodce

P. aeruginosa, jelikoz stimuluji expresi genti jeho faktorti virulence [66][67].

Dulezitost identifikace ostatnich bakterii, které¢ se podileji na exacerbaci cystické
fibrézy, spocivd ve volb¢ terapie. Vzhledem k problému rezistence P. aeruginosa se
v tomto piipad¢ jako alternativa vyuzivd antibioticka 1éCba bakterii, které nesou
odpovédnost za zhorSeni stavu hlavniho patogenu. Kromé toho, ze SAG mohou byt
soucasti polymikrobialni infekce, byly zaznamenany i piipady, kdy zastupovaly roli

hlavniho patogenu ve zhorSeni stavu pacientt s cystickou fibrozou [67].

5.4.2 Chronicka obstruk¢ni plicni nemoc (COPD)

COPD je dlouhodobé zanétlivé onemocnéni dolnich cest dychacich, které vznika
zejména jako nésledek vdechovani tabakového koute a jinych skodlivych latek. Dochazi
k zuzovani pradusek (chronické bronchitid¢) a k zaniku plicni tkané (emfyzému plic).
Elasticka vlakna plicnich sklipkti jsou destruovana, s tim souvisi snizeni maximalnich
vydechovych pratokid a zhorSeni vyprazdinovani plic. V bronchiolech postizenych
zanétem se hromadi hlen, produkovany ve zvySené mife plicemi, ktery zplisobuje jesté
vetsi obstrukei dychacich cest. Pacient trpi kaslem, Casto s expektoraci a duSnosti [68].

Exacerbace onemocnéni miize mit rizné, nejen bakteridlni pficiny. Vice nez
polovina piipadil je ale spjata s infekci bakteridlni ¢i virovou. Jako hlavni patogen se

uvadi H. influenzae, dal§i Casto izolovani plvodci jsou také S. pneumoniae a

M. catarrhalis [69].
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6. VYSLEDKY

V nasledujicich grafech jsou zobrazeny datové tidaje o pacientech, u kterych byly
identifikovany bakterie SAG. Data za ¢asové obdobi od roku 2000 do roku 2018 byla
poskytnuta mikrobiologickou laboratofi FN Olomouc. Celkem bylo druhy SAG zjistény

v 721 vzorcich od 686 pacientii riizného veku.

6.1 Lokalita odbéru a frekvence nejvice zastoupenych

diagnoz

Zastoupenisledovanych druhu v ruznych systémech téla

lozisko urogenital HCD DCD Flué hemokultura

Eyie WS anginosus W5 constellatus S. intermedius

Graf'1

V piehledu grafu 1 mizeme vidét nejvice zastoupend mista odbéru. Zatimco
z infek¢éniho loziska/léze, moCové nebo pohlavni soustavy (urogenitdl) a zlu¢i byl
nejcastéji izolovan S. anginosus, v dychacich cestach a v krvi byl nejfrekventovanéjSim

druhem S. constellatus.
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Zastoupenisledovanych druht podrobnéji v jednotlivych lokalitach
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Byig W3 gmgimosus W5 comsiellanis 5. intermedius
Graf 2

Graf 2 znadzornuje vSechny typy materiald, které byly v nasem vzorku pacientt
odebrany. K t¢ém méné zastoupenym patii oko, ejakulat a nos. Naopak nejvice vzorkt

pochazelo z infekEniho loziska/léze ¢i rany.
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Frekvence nalezu jednotlivych driihuve vztahu k

diagnoze
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Graf 3

Graf 3 zobrazuje nejcastéjsi diagnozy spojené s izolaci SAG v nasi studii. K tém
nejvice zastoupenym patfily abscesy a lokalni zanéty, zpiisobené obvykle druhem
S. anginosus. Byl zde ale oproti ostatnim diagnézam vyrazné¢ vyss$i vyskyt druhu
S. intermedius. Nésledovala onemocnéni urogenitalniho traktu, kde byl ptivodce téméf
vzdy S. anginosus. U tieti nejCastéjsi diagndzy (abscesy v okoli faryngu) dominoval
jako hlavni patogen S. constellatus, vyznamnou roli zde hrél také S. intermedius, pro

kterého to byla druha nejcetnéji zastoupena diagndza.
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6.2 Zavislost vyskytu jednotlivych druhi SAG v danych

lokalitach na vzniku infekce

Vsechny lokality

13%

53%

B S anginosus WS constellatus WS, intermedius

Graf 4

Horni cesty dychaci Infekce HCD

4% 10%

N%
38%

B S aneinosus BS, constellams 8 5, intermedins B S anginosus® 5. constellatus® 5. intermediv

Graf 5 Graf 6

Z grafu 4 mizeme vycist, ze nejvice zastoupenym druhem ve vSech lokalitach
byl S. anginosus, nejméné¢ se vyskytoval S. intermedius. NejCastéjSim druhem
izolovanym z HCD (graf 5) byl S. constellatus, ktery byl v této lokalité také nejCastéji
asociovan s infekci (graf 6). Relativné siln€jSimi patogeny na sliznicich této lokality

jsou ale pravdépodobné S. anginosus a S. intermedius.
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Dolni cesty dychaci Infekce DCD
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41%

60%

B S anginosus S constellatus W 8. intermedius

Graf 7 QGraf 8

B 5 anginosus WS constellatus WS intermedius

V DCD (graf 7) byl S. constellatus méné dominantni, ale byl zde zietelné vice

asociovan s infekcemi DCD (graf 8) nez S. anginosus, ktery byl v této lokalité

pravdépodobné spiSe kolonizujicim druhem. Naopak jeSt€¢ vyrazngj$i patogenni

potencial mél v DCD pravdépodobné nejméné zastoupeny S. intermedius.
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Vsechny lokality

13%

53%

B 5. anginosus WS, constellatus W 5. intermedius

Graf 9
’ . . Peritonzilarni
Horni cesty dychaci crionsfamma
4% retrofaryngealni absces
10%
1%

29%

. 61%

B 5 anginosis 8BS constellatis ™ 5. intermedius B S anginosus B S. constellatus ® 5. mtermedins

Graf 10 QGraf 11

Zatimco S. anginosus se jevil jako relativné siln¢ asociovany se slizni¢ni infekci
HCD (graf 10), mél velmi maly potencial podilet v této lokalité¢ na patogenezi abscest
ve tkani (graf 11). U S. constellatus byla asociace ptitomnosti na sliznici s pfitomnosti
v abscesu proporcionalni, naproti tomu S. intermedius mél v této lokalité zjevné velky

potencial pronikat do tkdné€ a spoluplisobit tam v patogenezi loziskové infekce.
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Lozisko

48%

NS anginosus M S. constellatus W 5. intermedius

QGraf 12

Abscesy a lokalni
zandty Apendicitida

12%

46%

B S anginosus WS constellatus B 5. intermedins WS anginosus WS constellatus W 5. intermedius

Graf 13 QGraf 14

Pii zachytu jednotlivych druhii z loziska infekce (graf 12) jejich relativni
zastoupeni velmi dobte odpovidalo diagnéze. U abscest a lokdlnich zanéth (graf 13)
v jinych lokalitach byl S. anginosus zastoupen relativné Castéji nez v okoli HCD, opét
byla ziejma pomérné vyrazna role S. intermedius. Nejcastéjsi loziskovy zanét v naSem
souboru byla apendicitida (graf 14), kterd relativnim zastoupenim druhd rovnéz témeét

kopirovala primérné rozloZeni u loziskovych infekci obecné.
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Zlué

B S anginosus WS constellatus

QGraf 15

Infekce Zlucovych cest

5%

95%

B 5. anginosus B 5. constellatus

Graf 16

Pankreatitida

100%

B 5. anginosus

QGraf 17

Zcela rozdilny obraz poskytuji dva dalsi loziskové zanéty — v ptipadé

pankreatitidy (graf 17) a infekce zluCovych cest (graf 16) hral v naSem souboru témét

monopolni roli S. anginosus.
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Urogenitdlni systém Infekce urogenitalniho
systéemu

4%
11%

11%

89%

85%
B S anginosus M 5. constellatus ™ 5. intermedius ®.5. anginosus = S. constellatus
Graf 18 Graf19

Podobné dominantni bylo zastoupeni S. anginosus ve vzorcich z urogenitalniho

systému (graf 18), stejné jako jeho asociace s infekcemi v této lokalité (graf 19).

Krev

15%

B S anginosus WS constellatus W S. intermedius

Graf 20
Potencialné nejzavaznéjsi byl vyskyt sledovanych druhii v hemokultufe (n=20),

ktery ndm znézoriiuje graf 20. Bylo zde ndpadné zejména pomérné vysoké zastoupeni

druhu S. intermedius ve srovnani s jeho zastoupenim v jinych lokalitach.
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6.3 Kolisani vyskytu sledovanych druhi SAG v riznych

mésicich

VyskytS. anginosus v jendotlivych

mesicich

60

QGraf 21

V grafu 21 mizeme vidét, Zze nejveétsi vyskyt S. anginosus byl zaznamenan
v bfeznu. Druhy vrchol mizeme vidét v mésicich fijen a listopad. Nejnizsi vyskyt byl

v ¢ervenci.

Vyskyt S. constellatus v jednotlivych
meésicich
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Graf 22

Graf 22 ukazuje vrchol vyskytu S. constellatus v unoru. Jeho zachyt byl vysoky i

v letnich mésicich Cervenci a srpnu.
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VyskytS. intermedius v jednotlivych
meésicich
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Graf 23

Graf 23 ukazuje, Ze S. intermedius mél oproti S. anginosus a S. constellatus

vrchol vyskytu v srpnu, nejméné se objevoval v listopadu. Od ledna do ¢ervna byla mira

jeho vyskytu stejna.
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6.4 Pohlavi a primérny vék pacientii, u kterych byly

zaznamenany bakterie SAG

Zavislost vyskytu jednotlivych druhi na
pohlavi
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S. anginosus S. constellatus S. intermedius

W Zeny B muzi
Graf 24
V grafu 24 miZeme vidét pomér po¢tu vyskytu muzli a Zen u jednotlivych
druhti. U v8ech druhti bylo vice zastoupené muzské pohlavi. Nejmensi rozdil mizeme

pozorovat u S. anginosus, kdy bylo infikovano 193 muzi a 173 Zen. Nejvétsi naopak u

S. intermedius, kdy se nakazilo 53 muzti a 37 zen.
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Primérny vék muzi a Zen infikovanych
SAG
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S. anginosus S. constellatus S. intermedius

Bpramérny vek Zeny B primérny vék muzi

Graf 25

Graf 25 zobrazuje primérny vék muzl a Zen, u kterych byly identifikovany bakterie
SAG. U S. anginosus byl praimérny vék u obou pohlavi stejny, a to 53 let. Naopak
pramérny veék pacientli u S. costellatus se lisil v zavislosti na pohlavi. Vék Zen se
v priméru pohyboval okolo 52 let, vék muzi kolem 45 let. Primérny vék pacientli, u
kterych byl zaznamenan S. intermedius se v zavislosti na pohlavi lisil pouze

nevyznamng. Muzi méli v priméru 48 let, zeny 50 let.
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7. DISKUSE

Nejvice zastoupenym druhem byl v nasem vzorku pacientii S. anginosus (53 %),
nasledoval S. constellatus (34 %) a nejméné se vyskytoval S. intermedius (13 %). Tento
vysledek souhlasi s literaturou. Podobné zastoupeni uvadi naptiklad i studie z roku 2014
publikovana Ralphem K. Junckerstorffem a kol. (S. anginosus 55,4 %, S. constellatus
28,6 %, S. intermedius 16 %). O. Kobo a kol. v roce 2017 zvetejnili studii, do které
bylo zahrnuto 263 pacienti, u nichz byly v letech 2009-2015 zjistény ze vzorki bakterie
SAG. §. anginosus se zde vyskytoval v 69 %, S.constellatus v 17,1 % a S. intermedius
v 13,7 % [70][71]

Vzorky pozitivni na SAG byly odebrany nejcastéji z loziska, nasledoval urogenitalni
trakt a tfetim nejvice zastoupenym mistem byl respiraéni trakt. Stejné rozlozeni uvadi i
Whiley RA a kol. ve studii zroku 1992, ve které bylo identifikovano 153 kment
SAG.[72]

Infekce hornich i1 dolnich dychacich cest byly v naSem vzorku pacientli zptisobeny
prevazné druhem S. constellatus. Jako hlavni patogen infekci urogenitalniho systému
byl zjistén S. anginosus. Oba vysledky se shoduji s praci Whileyho RA a kol., kterd byla
uvadi Whileyho studie druh S. anginosus. Tomuto tvrzeni odpovidaji i nase vysledky
nejvice zastoupenych intraabdominélnich infekci apendicitidy, pankreatitidy a infekce
zlucovych cest. Bakteriémie byla ve vSech tiech vySe zminénych studiich zpiisobena
predev§im druhem S. anginosus a méné Casto S. constellatus. S. intermedius zde nebyl
uveden jako plvodce bakteriémie. V nasi studii byl z50 % v krvi identifikovan
S. constellatus, z 35 % S. anginosus a z 15 % S. intermedius. Neobvykle vysoky vyskyt
S. intermedius v hemokultufe by mohl souviset s vysokym vyskytem infekci celisti
(n=9) zplsobenych timto druhem a jeho néslednym Sifenim krevnim feciStém
k orgdntim. Ptestoze se v literatute S. intermedius Casto spojuje se vznikem jaternich a
mozkovych abscesl, v nasi studii byl nejvice zastoupeny u peritonzildrniho abscesu
(n=9). Ani u tohoto abscesu vSak nepattil mezi hlavniho piivodce, kterym byl v 61 % S.
cosntellatus. S. constellatus byl spajt s roli hlavniho ptivodce hlubokych infekei krku 1

ve studii publikované Hurleym R. a kol. z roku 2017 [71][73]
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Vyskyt v jednotlivych mésicich byl u kazdého druhu odlisny. Zatimco S. anginosus
a S. constellatus vykazovaly nejvyssi vrchol vyskytu na jate, S. intermedius kulminoval
v letnich mésicich, pfedevsSim v srpnu. To je s nejvétsi pravdépodobnosti zplisobeno
schopnosti kazdého druhu vyvolavat odlisné infekce. S. anginosus a S. constellatus jsou
asociovany spiSe s infekcemi, které casto vznikaji na podklad¢ prochladnuti prave
v mésicich jarnich ¢i podzimnich. S. intermedius je spojovan s hlubokymi abscesy,
jejichz vznik je vice podporovan v teplém letnim pocasi. Rozdilné sezénni variace u
riznych druht SAG dosud nebyly v literatufe popsany, pro potvrzeni naseho
pozorovani bude ale jesté¢ nutné delsi sledovani pro ziskani vétsiho vzorku pro kvalitni

zhodnoceni statistické vyznamnosti pozorovanych sezénnich flutuaci.

Pokud se podivdme na pohlavi, zjistime, ze u vSech tfech druhd pfevazovalo
zastoupeni muzského pohlavi. Toto tvrzeni je v souladu s literaturou, kterd uvadi, ze
vyskyt je castéjsi u muzského pohlavi nebo neni zndmy vyznamny rozdil

v pohlavi.[53][71]

Primérny veék pacientli v této studii €inil 50,2 let. V préci, kterou publikovali
Junckerstorff RK a kol. v roce 2014 byl primérny vek pacienti 54,2 let. Studie autorti
0. Kobo a kol. zroku 2017 uvadi primérny vék pacientid 56,8 let, coz se od naseho
vysledku 1i8i piiblizné o Sest let. Obecné lze vSak poznamenat, Ze se SAG nejcastéji
vyskytuji u pacientll ve stfednim véku. Vyrazny rozdil ve véku pacientd rtzného
pohlavi s pozitivni izolaci S. constellatus dosud nebyl popsdn a jde proto o cennou

informaci pro dal$i analyzu téchto ptipadu. [70][71]
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8. ZAVER

V této praci byl ze streptokoku skupiny anginosus nejcastéji identifikovan druh S.
anginosus, nasledné S. constellatus a mén¢ Casto S. intermedius. S. constellatus byl
¢etné zastoupen u respiracnich infekei, S. anginosus u infekei intraabdominélnich a
infekci urogenitéalniho traktu. S. intermedius byl nejrozsitenéjsi u abscest, v naSem
piipadé u peritonzilarnich a retrofaryngealnich, kde vsak neplnil roli hlavniho patogena.

Ptekapujici byl i jeho vysoky zachyt v krvi.

Zatimco S. anginosus a constellatus zpusoboval infekce predevsim na jate,
S. intermedius mé&l vrchol vyskytu v letnich mésicich. Tento vysledek pozorovani je
vysvétlovan predevsim tendenci jednotlivych druhli zptisobovat odlisné typy infekci.
Pacienti infikovani SAG byvaji obvykle ve sttednim véku, v této studii byl jejich
pramérny veék 50,2 let. Vyskyt téchto bakterii byl ¢astéjsi u muzského pohlavi.
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9. POUZITE ZKRATKY

FN — fakultni nemocnice

SAG - streptokoky skupiny anginosus

ILY - intermedilysin

IL-8 - Interleukin 8

MAC komplex - komplex napadajici membranu
SLS - Streptolysin S

HA - kyselina hyaluronova

ATB - antibiotika

NET - neutrofilni extracelularni past

PCR - Polymerase Chain Reaction, polymerazova fetézova reakce
NaCl - chlorid sodny

pH - potential of hydrogen, potencial vodikovych iontt
HIP - kyselina hippurova

ESC - eskulin citrat Zelezity

PYRA - B-naftylamid pyroglutamové kyselina
aGAL - 6-brom-2-naftyl-aD-galaktopyranosid
BGUR - naftol ASBI-glukuronova kyselina
BGAL - 2-naftyl-BD-galaktopyranosid

PAL - 2-naftylfosfat

LAP - L-leucin-B-naftylamid

ADH - L-arginin

RIB - D-riboza

ARA - L-arabinoza

MAN - D-manitol

SOR - D-sorbitol

LAC - D-laktoza
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TRE- D-trehaléza

INU- inulin

RAF - D-rafinoza

ADM - skrob

GLYG - glykogen

HEM — hemolyza

MCcF - McFarland

VP - acetoin

PAL - alkalické fosfataza

LAP - leucin aminopeptidaza

ADH - arginin dihydrolaza

RIB - riboza

ARA - arabindza

HIV - virus lidské imunitni nedostatecnosti
CFTR protein - transmembranovy regulator vodivosti
IgG - imunoglobulin G

PYR test - test pro pritkaz enzymu pyrrolidonyl arylamidazy
KOH - hydroxid draselny

4-MU - 4-methylumbeliferon

UV- lampa - ultrafialova lampa

Taq polymeraza - Thermus aquaticus polymeraza
DCD - dolni cesty dychaci

HCD - horni cesty dychaci
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