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UvoD

Tato bakalai'skd prace se zabyva stafylokoky, streptokoky a enterokoky, které lze
povazovat za zdravotnicky vyznamné. Jsou to gram pozitivni koky, které zplsobuji
mnohd onemocnéni. Mezi ta nejvaznéjsi patii sepse, meningitida nebo toxicky Sok.
Nekteré tyto koky jsou piirozenou soucasti mikroflory lidského téla, at’ uz se jedna
o kuzi, sliznici nebo stfeva. Jejich patogenita se projevuje az pii snizené
obranyschopnosti lidského organismu. Mnohé gram pozitivni koky jsou pfiinou
nozokomialnich ndkaz hospitalizovanych pacientii. To zpiisobuje problém piedevsim
u dlouhodobé hospitalizovanych a vazné nemocnych pacientd, jejichz stav se muze

nové vzniklou nakazou zhorsit.

Velkym problémem gram pozitivnich koki se posledni dobou stavd zvySujici se
pocet kment rezistentnich viic¢i antibiotikim ¢ili zvySeni odolnosti bakterii vici 1€¢be.
Pti¢inou zvysujici se rezistence je uzivani Sirokospektrych antibiotik nebo nadmérné
a Casto zbyte¢né uzivani antibiotik.

Ve své praci popisuji nejcastéji se vyskytujici stafylokoky, streptokoky
a enterokoky, vénuji se jejich charakteristice, patogenité a laboratorni diagnostice. Dale

se vénuji vyskytu nékterych vyznamnych druht na nékolika oddélenich ve Fakultni

nemocnici (FN) v Plzni.

Téma bakalaiské prace jsem si vybrala z divodu vlastni zkuSenosti se
Staphylococcus aureus. Jelikoz ma vlastni zkuSenost stouto bakterii byla

nekolikandsobna, chtéla jsem se o této a dalSich bakteriich dozveédét vice.
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TEORETICKA CAST
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1 Rod Staphylococcus

V roce 1880 Louis Pasteur a Alexander Ogston jako prvni pozorovali

v mikroskopu stafylokoky, které popsali jako shluky trsii a fetizkli kulatych organismd.
(1)
Mezi nejvyznamnéjsi  stafylokoky patii napi. Staphylococcus —aureus,

Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus intermedius.

1.1 Charakteristika

Stafylokoky jsou gram pozitivni bakterie, které jsou nepohyblivé a vyskytuji se na
ktzi a sliznici lidi a zvifat. (2) Stafylokoky se tadi k nejodoln€j$im nesporulujicim
bakteriim, které tvoii jen omezené pouzdro. (1) Velmi dobte se piizplisobuji riznym

extrémnim zivotnim podminkém, diky tomu jsou vSudyptitomné. (2)

Jejich velikost je pfiblizné 1 um. Mohou se vyskytovat jednotlivé, v parech,
v tetradach nebo v kratkych fetizcich, které tvofi maximalné Ctyii buiiky. Ve shlucich

tvofi hrozen, tak zvany staphyle, vznikajici délenim bakterie. (1) (3)

Stafylokoky jsou fakultativné anaerobni mikroorganismy, maji tedy schopnost Zzit
v aerobnim 1 anaerobnim prostiedi. Lépe se jim dafi v aerobnich podminkach Ccili
za pritomnosti kysliku. (3) Stafylokoky jsou kataldza pozitivni a oxiddza negativni
a dobfte rostou v 10% roztoku NaCl. (1). VétSina druhil také potiebuje ke svému ristu

zdroj organického dusiku. (3)

Podle Petrase (2010) existuje 43 druhti stafylokokl, devét z nich obsahuje dva
poddruhy a jeden tfi poddruhy. Piehled druhiti Staphylococcus sp. je v pftiloze €. 1.
Stafylokoky se d€li do dvou skupin podle schopnosti koagulovat plazmu, koaguldza
pozitivni a koaguldza negativni. Koagulaci plazmy zpiisobuje enzym koagulaza, ktery je

pritomen u koaguladza pozitivnich ve formé volné nebo vazané — viz déle. (1) (4)

Stafylokoky ziskavaji rezistenci k riznym druhiim antibiotik a Casto se vyskytuji

jako ptivodci nozokomidlnich nemoci. (5)
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1.2 Koagulaza pozitivni stafylokoky

1.2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureusse se vyskytuje jako potencialné patogenni stafylokok u lidi,
zvifat a hmyzu. (6) Pfi poruse odolnosti organismu se zacne chovat patogennim
zpusobem a miize vyvolat onemocnéni. Onemocnéni se projevuje od hnisavych zanéti

ktze az po zavazné zanéty vnitinich orgdni, které mohou vést az k sepsi a ke smrti. (1)

1.2.1.1 Charakteristika

Bunécnou sténu Staphylococcus aureus tvori peptidoglykan, kyselina teichoova
a protein A. K adhezi bakterie na povrch sliznice pomahd skupinové specificky
polysacharid A, ktery je tvofen ribitolovymi podjednotkami kyseliny teichoové. (1)
Z genetického hlediska probihda u Staphylococcus aureus ptenos genli mezi kmeny
pomoci tak zvané transdukce. (1) Behem transdukce se pfenaSi geneticka informace
z jedné bakteridlni buiiky do druhé pomoci virové Castice bakteriofagu. (7) Stejnym
zpusobem probihd vyména gent, které koduji rezistenci na antibiotika. Tyto geny jsou

umistnény v plazmidech. (1)

Staphylococcus aureus produkuje Ctyfi hemolyziny — alfa, beta, gama a delta.
Alfa-hemolyzin zplsobuje uplnou hemolyzu piedevsim kréali¢ich erytrocyti.
Beta-hemolyzin plisobi na ov¢i erytrocyty. Projevi se zménou barvy krevniho agaru
kolem kolonie. Lyza je zptisobena az sekundarnimi vlivy, jako je naptiklad teplota, kdy
se puda s kolonii stafylokokti vlozi do lednic¢ky. Alfa-hemolyzin a beta-hemolyzin na
sebe pusobi antagonisticky. Delta-hemolyzin ptlisobi synergicky na beta-hemolyzin
a pusobi pfedevsim na lidské krvinky. Na krevnim agaru muze byt delta-hemolyzin

inhibovan lipoproteiny. (1) (8)

1.2.1.2 Patogenita

Ttetina populace je nosicem Staphylococcus aureus bez projevujicich se ptiznaki.

vvvvvv

Obsahuje tadu faktort virulence, které zplisobuji infekce rtizného typu od banélnich
koznich afekci az po tézké infekce organti nebo sepse. Jiné toxiny mohou zplsobit

1 intoxikaci z potravin (1).

Faktory virulence S. aureus se déli na povrchové a extracelularni. Mezi povrchové

faktory se tadi peptidoglykan, protein A, pouzdro a vazana koagulaza (1).
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Peptidoglykan ma podobné ucinky jako endotoxin gram negativnich bakterii,
vyvolava uvolnéni cytokinii z makrofdgii a aktivaci komplementu. (1) Protein A je
hlavni bilkovinou bunécné stény. Sklada se z péti vazebnych domén. Kazda z téchto
domén je schopna vazat Fc-fragment riznych imunoglobulind, nejCastéji vaze
imunoglobulin IgG. Touto reakci chrani stafylokoky pfed opsonizaci, nedochazi tudiz
k navozeni fagocytdzy imunitnimi buiikami, a u¢inkem komplementu. (9) (5) Vazana

koaguldza neboli tzv. clumping factor vaze fibrinogen a méni jej na fibrin. (1)

Extracelularni faktory virulence se d€li na toxiny a enzymy. Mezi enzymy se fadi
koagulaza, hyaluroniddza, katalaza, nukleazy, lipazy, fibrinolyzin a penicilindza. Mezi
stafylokokové toxiny patii hemolyziny, enterotoxiny, toxin syndromu toxického Soku

a exfoliativni toxiny. (1)

Volna koagulaza reaguje s plazmatickym faktorem. Produktem reakce je
stafylotrombin. Ten katalyzuje zménu fibrinogenu na fibrin, ktery ohranicuje lozisko
infekce a stafylokokové zancty proto probihaji ve formé¢ abscesii. (1) DalSi enzym
kataldza Stépi peroxid vodiku. Enzym hyaluroniddza S$tépi mezibunécnou kyselinu
hyaluronovou a zptsobuje Sifeni stafylokok ve tkani. Lipazy ac¢inkuji v mazovych
zlazach a v podkozi. Nukledzy napadaji jadra leukocyt. Fibrinolyzin neboli
stafylokindza rozpousti srazeniny fibrinu. Penicilindza inaktivuje beta-laktamova
antibiotika. (1)

Stafylokokové toxiny poSkozujici povrchovou membranu bunky jsou Ctyfi
prvni dva. Alfa-hemolyzin, nazyvany také alfa toxin, odpovida za poskozeni tkéané,
ptisobi dermonekroticky a letalné. (1) Beta-hemolyzin se podili na tvorbé abscest.
Gama-hemolyzin se uplatiuje u nemocnych se stafylokokovou osteomyelitidou.

Delta-hemolyzin je tvofen témét vSemi kmeny S. aureus. (1)

Pantoniiv-Valentiniiv leukocidin vytvaii pory v membrané makrofagli a neutrofil.
Vytvoteni pért vede k 1yze bunck. (1) Timto zpiisobem se chrani stafylokoky pted
plisobenim leukocytl a uplatiiuje se patogeneze vaznych az zivot ohrozujicich infekei.

(1) (10)

Stafylokokové enterotoxiny jsou termostabilni molekuly, které odolaji 1 varu
a travicim enzymum. Bylo prokazéano, Ze S. aureus muze produkovat 8 imunologicky

odlisnych enterotoxinli, nejvyznamné¢j$i jsou A-E. Vyvolavaji otravy z potravin
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projevujici se priijmem a zvracenim. (11) Enterotoxiny patfi mezi tzv. superantigeny,

mohou zpiisobit syndrom toxického Soku. (1) (11)

Toxin syndromu toxického Soku (TSST-1) je také superantigenem. Zptisobuje
syndrom toxického Soku, ktery je charakteristicky souborem piiznaki, jako

napf. horeCka, vyrazka, zvraceni, priijem, bolesti svalll apod. (12)

Epidermolytické toxiny zplsobuji stafylokokovy syndrom opatené kize, ktery
se projevuje olupovanim velkych ploch pokozky. (1)

S. aureus je Castym puvodcem hnisavych ran. Jednd se o povrchova zranéni,
operacni rany nebo popaleniny. Ke vzniku hnisavych ran napomahaji cizi télesa, ktera
zlstanou v rané. Z infikovanych mist se stafylokok dostane do miznich uzlin a z nich

do krevniho ob¢hu, coz mize vést k sepsi. (1)

Mezi dal$i onemocnéni, kterd zplisobuje S. aureus, patii respiratni onemocnéni,
jako je sinusitida, pneumonie, bronchopneumonie. Déle také zplsobuje hnisava

onemocnéni kiize tak zvané pyodermie a zanét kostni diené. (1)

Zavaznym stafylokokovym onemocnénim je akutni stafylokokova endokarditida.
Jedna se o zanétlivé onemocnéni chlopni, které je nebezpecné. Na chlopnich se tvoii
tromby sloZzené z mezibunééné hmoty a stafylokokti. Tyto tromby se mohou uvolnit
a v podobé embolu putuji krevnim fecist€ém. Mohou byt zaneseny do vzdalenych organt

a tam zpuisobit sekundarni lozisko infekce. (13)

1.3 Laboratorni diagnostika
Diagnostika je zalozena na piimém priukazu, zejména kultivaci a mikroskopii.
Zakladnim klinickym materidlem je hnis z lozisek infekce. DalSimi vzorky jsou krev

na hemokultivaci, sputum, aspiraty, exsudaty a moc. (1) (8)

Preparat pro mikroskopii se po fixaci obarvi dle Grama. Hotovy preparat
se prohlizi imerznim objektivem svételného mikroskopu v celkovém zvétSeni 1000x.

V preparatu jsou vidét shluky modrofialovych gram pozitivnich kokda. (14)

Kultivaéni prikaz stafylokokli je pomérné¢ snadny, rostou na béznych
neselektivnich kultivacnich ptadach, jako je krevni agar. Vzorek se nanese na krevni
agar a necha se 24 hodin inkubovat v termostatu pti teploté¢ 35-37 °C. Na neselektivnich

pudach vyrostou kolonie stafylokokt za 24 hodin do velikosti 1 az 3 mm. Tvofi

16



nepruhledné, na povrchu hladké kolonie s rovnym okrajem, které jsou vzdy

pigmentované. (1) (8)

K zachyceni stafylokokli v kontaminovanych vzorcich se doporucuje pouzit
selektivni padu. Jako selektivni piida se pouziva krevni agar s ptidavkem 10% NaCl,
Columbia agar s kolistinem a kyselinou nalidixovou, agar s mannitolem a soli nebo agar

s fenylethylalkoholem. VSechny kultivacni selektivni pudy potlacuji rist gram negativni
flory. (1) (8)
K identifikaci MRSA kmenti slouzi specidlni chromogenni pidy obohacené

o vhodna antibiotika. (1) (8)

Koaguldza pozitivni stafylokoky se diagnostikuji pomoci testu zalozeného
na koagulaci krali¢i plazmy. Ke screeningu zkoumanych kolonii se vyuziva priukaz
vazané¢ koaguldzy, tak zvaného clumping-faktoru. Na sklicku se z narostlé kolonie
ptipravi v kapce destilované vody homogenni suspenze, ke které se piida kapka kralici
nebo praseci plazmy. Pokud vznikne do 10 sekund aglutinace, test je pozitivni. Pokud je

test negativni, testuje se volna koaguldza zkumavkovym testem. (1) (8)

K identifikaci S. aureus se pouziva metoda zalozend na latexové aglutinaci, pii které
se detekuje pfitomnost proteinu A a kapsuldrnich polysacharidi. Tato metoda je
citlivgjsi a specifitéj$i nez koagulazovy test. K diagnostice se také pouziva
dekapsulacni test, kterym se prokazuje piitomnost hyaluronidazy. Jednd se
o jednoduchy test slouzici k identifikaci za pomoci vzajemného piisobeni testovan¢ho
kmene a kmene Streptococcus equi. Pokud testovany stafylokok produkuje
hyaluronidazu, ztraci S. equi v jeho blizkosti pouzdro. To se projevuje pulkruhovitym
bezhlenovitym ristem v okolnim mukoznim nartstu S. equi (dekapsulace). Odecita se

po 18 — 24 hodinéch kultivace. (1) (8)

1.4 Koagulaza negativni stafylokoky

Mezi nejvyznamnéjsi druhy patii Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus

saprophyticus a Staphylococcus haemolyticus.

1.4.1 Charakteristika

Koaguldza negativni stafylokoky neobsahuji povrchovy protein. Jsou soucasti

piirozené mikroflory ktze a sliznic Clovéka. V jinych lokalizacich a pfi snizené
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obranyschopnosti, napi. pii infekcich krevniho fecisté, se projevuji jako patogeny. (1)

V soucasné dob¢ je popsano 46 druhti koagulaza negativnich stafylokokt. (15)

1.4.2 Patogenita

Koagulaza negativni stafylokoky jsou oportunni patogeny. (3) K infekci jsou
nachylné€j$i narkomani, ktefi uzivaji drogy intravendzn¢, imunokompromitované osoby,

novorozenci a osoby s implantovanymi pomutckami. (1)

Osidluji a rostou na cizorodych povrsich v téle pacienta. (1) Vice nez 50 % vsech
infekei katétri zplisobuji koagulaza negativni stafylokoky. Tyto infekce jsou velkym
problémem u kriticky nemocnych pacientt, kteti maji dlouho zavedeny katétry, na
kterych se tvoii biofilm. (16) U intravendézniho katétru jsou tfi moznosti, jak jej lze
infikovat, a to z povrchu kize, kontaminaci vstupu do katétru a pti bakteriémii. (1)
K dalsimu zplisobu kontaminace dochazi pti Iékaiském zakroku, a to z povrchu téla

pacienta nebo z rukou Iékare. (3)

K dal§im onemocnénim, kterd koaguldza negativni stafylokoky zpisobuji, patii
nozokomialni infekce, infekce cévniho fecCisté, operacnich ran, kloubnich protéz,
endokarditidy a pomérné vazné osidlovani umélych chlopni, meningitidy a sepse.
Staphylococcus saprophyticus zpusobuje zanéty mocovych cest zejména u mladych Zen,

u starSich osob pak tam, kde je dlouhodob¢ zaveden katétr. (1) (3) (17)

Mezi faktory virulence u Staphylococcus epidermidis patii peptidoglykan
a receptor pro transferin. Jako adheziny slouzi kapsuldrni polysacharid-adhezin,
kyselina teichoova, povrchové proteiny, fibrinogen vazajici protein a autolyzin E.

S. saprophyticus povrchovymi strukturami adheruje na epitel mocovych cest. (1)

Dalsich faktor virulence koaguldza negativnich stafylokokd je schopnost tvorby
biofilmu, ktery vznikd diky jejich schopnosti adherovat na cizorodé povrchy.
Adherované stafylokoky zacnou vytvaret kolonie a slizovy extracelularni matrix. Sliz
ptisobi degranulacné¢ na neutrofily, eozinofily a bazofily. Tim je potla¢ena jejich
schopnost fagocytoézy a schopnost zabijet bakterie. Biofilm tvoii prosttedi, které chrani
bakterie vi¢i vySSim teplotdm, vysychani, piasobeni antibakteridlnich latek

a dezinfek¢nich prostiedkt. (18)
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1.4.3 Laboratorni diagnostika

Mikroskopem nelze od sebe odlisit jednotlivé koaguldza negativni stafylokoky. (1)
Prikaz koagulaza negativnich stafylokokd pomoci kultivace je snadny. Kultivuji se na
béznych kultivac¢nich ptdach, jako je krevni agar. Vyhodnoceni pozitivniho vysledku je
z hemokultury mlze byt plvodcem sepse nebo mulze jit o patogen
z kontaminované klize. Proto se krev na hemokulturu odebird po vydezinfikovani mista

vpichu jodovym preparatem. (1) (8)

Identifikace druhli koagulaza negativnich stafylokokl je zalozena na citlivosti
k novobiocinu a riznych biochemickych znacich, mezi které patii St€peni sacharozy,
xylozy, mocoviny, ornitinu, tvorba acetoinu. Dulezité je také sledovani rezistence

na antibiotika. (1) (8)

K identifikaci koaguldaza negativnich stafylokokli se pouzivaji fenotypové testy,
které jsou dostupné v podobé komercnich setli. Vyhodnoceni se uskuteciiuje pomoci
pocitacového programu. (15) DalSim zptsobem identifikace koaguldza negativnich
stafylokokii je syst¢ém ORIDES (orientacni identifikace stafylokokt). ORIDES je
schéma, podle kterého se identifikuje 20 nejcastéjSich druhit koaguldza negativnich
stafylokokd. Schéma je zalozené na charakteristickych fenotypovych vlastnostech.
Stafylokoky se nejprve rozdéli do dvou skupin podle toho, zda jsou rezistentni
k novobiocinu ¢i nikoliv. U rezistentnich se dale zjistuje produkce oxidazy a u citlivych
na novobiocin produkce uredzy. Podle toho, zda produkuji ¢i neprodukuji oxidazu nebo

uredzu, se rozdéli do skupin. Nasledné se stafylokoky urcuji pomoci komercniho kitu.
(15)

Velkym piinosem v identifikaci jsou také moderni metody jako napt. hmotnostni

spektrometrie. (8)
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2 Rod Streptococcus

Mezi nejvyznamnéjsi streptokoky patii Streptococcus pyogenes, Streptococcus

agalactiae a Streptococcus pneumoniae.

2.1 Charakteristika

Streptokoky jsou fakultativné anaerobni gram pozitivni bakterie. Jejich velikost se
pohybuje mezi 0,5-1,2 um. Tvofi dvojce a fetizky, jsou nepohyblivé, nevytvareji spory

a neprodukuji katalazu. (19)

Streptokoky se déli do sérologickych skupin A—Z (dle Lancefieldové), a to podle
slozeni polysacharidové substance C v bunécné sténé, ktera urCuje antigenni specifitu.
Streptococcus pneumoniae a mnoho dalSich streptokoki tento antigen nemd. Pouzdro
z kyseliny hyaluronové vytvareji streptokoky s antigeny A, C a G. Polysacharidova

pouzdra syntetizuji Streptococcus agalactiae a Streptococcus pneumoniae. (19)

Streptokoky jsou narocné na kultivacni podminky. VéEtSina az na vyjimky neroste
pii 10 °C ani pfi 45 °C. Také nerostou na piidach obsahujicich 6,5 % NaCl nebo 40 %

zlucovych soli ani pti pH vys$§im nez 9. (19)

Streptokoky jsou citlivé na antibiotikum vankomycin. Mnoho z nich hemolyzuje
na krevnim agaru. (1) Podle hemolyzy se d€li na alfa-hemolytické, beta-hemolytické
a gama-hemolytické. K alfa-hemolytickym neboli viridujicim streptokokiim se tadi
S.  pneumoniae. Mezi beta-hemolytické patti S. pyogenes a S. agalactiae.
Gama-hemolytické streptokoky, které nevytvafeji hemolyzu, jsou napf. Ustni

streptokoky. (19)

2.2 Zdravotnicky vyznamné druhy

2.2.1 Streptococcus pyogenes

S. pyvogenes je mikroorganismus tvorici dvojice a fetizky. Patfi k nejvice
patogennim druhtim streptokokt. (1) Primarné je patogenni pro Clovéka, jenz je také
zdrojem ndkazy. Vyskytuje se na celém svété. Vyvoldva onemocnéni predevSim

dychaciho traktu a kiize, mize zptisobovat i celkova vazna onemocnéni. (1) (3)
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2.2.1.1 Charakteristika

Patfi mezi nejdéle znamé patogenni mikroorganismy. Velikost S. pyogenes se
pohybuje v rozmezi 0,6-1,0 pm. Jako vétSina streptokokl je kataldza i oxidaza
negativni a fakultativné anaerobni. Produktem jeho metabolismu je kyselina mlécna.
Je obalen pouzdrem slozenym z kyseliny hyaluronové. Bunécna sténa obsahuje
polysacharid C, ktery tadi S. pyogenes do skupiny A podle Lancefieldové. Proteiny M
a T jsou vyznamné povrchové bilkovinné antigeny. M-protein je vldknitd struktura,

ktera vycniva ze stény bakterie a je hlavnim antigenem. (1) (20)

Imunitni ochranu proti streptokokovym nakazam zprostfedkovavaji protilatky proti
M-proteinu. Protildtka IgA brani adherenci a kolonizaci streptokokii na epitelie

a sliznice. Protilatky IgG brani streptokoklim pronikat do tkani a mnozit se v krvi. (1)

2.2.1.2 Patogenita

S. pyogenes zpusobuje hnisavé infekce, invazivni az toxické onemocnéni a je
pfi¢inou pozdnich nésledkt téchto onemocnéni. NejcastéjSim onemocnénim je akutni
angina (tonsilofaryngitida). Nejvice se vyskytuje u déti Skolniho veku. Jestlize
streptokok produkuje pyrogenni exotoxiny, vyvold onemocnéni spalu (scarlatina). Dalsi
onemocnéni zpisobené streptokokem je pyodermie, vysoce nakazliva kozni infekce,
kterd se nejvice vyskytuje v 1été. Zavazna povrchova infekce kize, vyskytujici se
prevazné u malych déti, se nazyvd impetigo. Projevuje se hnisavymi puchyiky.
Pfi naruseni pokozky mohou streptokoky proniknout hloubé&ji a zplsobit ohraniceny
rudé zabarveny zanét, ktery se nazyva riZze (erysipelas). Vyskytuje se predevSim
na dolnich koncetinach. Hnisavé streptokokova infekce se mulze rozsifit do miznich
uzlin a zpusobit jejich zanét, lymphangoitis. S. pyogenes muze také vyvolat pneumonii
nebo meningitidu. U komplikovanych streptokokovych infekci hrozi vznik sepse. (1)

(20)

Mnoho kment tvoii streptokokové pyrogenni exotoxiny, které zpiisobuji syndrom
streptokokového toxického Soku. Toxicky Sok je tézké onemocnéni projevujici se
vysokymi teplotami, hypotenzi a kozni vyrazkou. Vyskytuje se jako moznéa komplikace
pii streptokokové infekci mekkych tkani. K rizikovym faktorim vzniku toxického Soku
u streptokokovych onemocnéni patii snizena obranyschopnost a poruseni kiize. Rizika
sebou nesou 1 chirurgické vykony, porod, virova onemocnéni, kterd narusi celistvost

ktize a sliznice. (21)
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Streptokokova onemocnéni zplisobena S. pyogenes mohou byt komplikovana
tzv. pozdnimi nasledky. Mezi pozdni nasledky streptokokovych infekei patii revmaticka
horecka a akutni glomerulonefritida. Onemocnéni jsou vyvoland reakci imunitniho
systému na nékteré builky lidského téla, které maji povrchovou strukturu podobnou
streptokokovym bilkovinam. Imunitni systém si splete lidské buiky se streptokoky
a zacne je likvidovat. Ke vzniku téchto onemocnéni pfispiva vliv prostiedi a geneticka
dispozice. (1) (22). Tyto projevy patii mezi zanétliva autoimunitni onemocnéni. Nemoc
vznikd nejcastéji dva tydny po prodélané streptokokové tonsilofaryngitidé. Pri
revmatické horecce je nejvice nachylné k poskozeni srdce a zvlasté bunky chlopni,
jejichz poskozeni vyusti v chlopenni vady. Revmatickd horecka se také projevuje jako
onemocnéni kloubli, centrdlniho nervového systému a kize. (22) Akutni
glomerulonefritida je zanétlivé onemocnéni glomerulii, vnikajici 2 tydny po prodélané
tonsilofaryngitidé nebo 4 tydny po pyodermii. Mezi ptfiznaky akutni glomerulonefritidy
patii otoky o¢nich vicek, bledost, hypertenze oligurie. (23)

Hlavnim faktorem virulence je M-protein, ktery plsobi antifagocytarné
a adherentné. M-protein pomaha streptokokiim pfilnout na sliznici a kiizi, pronikat do
nitra bunck a tkdni a potlacovat alternativni drahu aktivace komplementu. Kmeny vice
obohacené M-proteinem odolavaji fagocytéoze a nitrobunéénému usmrceni uvnitf
leukocytti. DalSim dutlezitym faktorem virulence je pouzdro z kyseliny hyaluronové,
které brani opsonizaci a pfistupu fagocytii k opsoniniim na povrchu streptokoka. (1)

(20)

Hemolyziny jsou nejznaméjs$i extraceluldrni faktory virulence. Patfi mezi né
streptolyzin O a streptolyzin S. Streptolyzin O je oxygenlabilni a toxicky pro leukocyty,
monocyty, erytrocyty a trombocyty a je také kardiotoxicky Prikaz protilatek proti
streptolyzinu O (antistreptolyzin O neboli ASLO) se pouziva k urceni diagndzy
neddvno prodélané streptokokové infekce a jejich nésledkd. Streptolyzin S je
oxygenstabilni, neni antigenni a poSkozuje bunéfné organely. Je zodpovédny
za usmrceni leukocytl, které fagocytovaly pyogenni streptokoky. Mezi dal§i enzymy,
které¢ napomahaji proniknout streptokokiim do tkani, patii streptokinaza, enolaza

a hyaluronidaza. (1) (20)

2.2.2 Streptococcus agalactiae

S. agalactiae patii k beta-hemolytickym streptokoktim skupiny B, do které se fadi

podle svého skupinového sténového polysacharidového antigenu. (3)
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2.2.2.1 Charakteristika

Velikost S. agalactiae se pohybuje v rozmezi 0,6 az 1,2 pm. (16)
Pod mikroskopem se neli§i od jinych beta-hemolytickych streptokokii. V tekutych
médiich jeho dlouhé¢ fetizky n€kdy vypadaji, jako by byly slozené z dvojic kok. (1)

Radi se do streptokokové skupiny B podle Lancefieldové. Kromé skupinové
specifického antigenu B, nachdzejiciho se ve stén€, obsahuje S. agalactiae i typové
specifické polysacharidové antigeny. Podle antigennich vlastnosti pouzdra a podle
povrchovych antigent se rozliSuje 10 antigennich typi. S. agalactiae se Casto vyskytuje
v hornich cestach dychacich, zazivacim traktu a vaginé, ovSem bez ptiznaka

a onemocnéni. (20).

2.2.2.2 Patogenita

sepsi, pneumonii a osteomyelitid. Vyskytuje se ve dvou formach — ¢asné a pozdni

infekce. (20)

Ke vzniku €asné infekce dochazi béhem porodu pii pfedCasném odtoku plodové
vody, aspiraci nebo polknutim plodové vody nebo pfi prichodu porodnimi cestami. (20)
K Casnym infekcim patii bakteriémie, pneumonie, meningitida a septicky Sok. U téchto
onemocnéni je 5% mortalita. Vice ohrozeni jsou nezrali novorozenci. Pfiznaky

onemocnéni se projevi béhem hodin az dni po narozeni. (1)

vvvvvv

¢lovéka a ve vétsi mife se vyskytuje u novorozencu. Dité se v poloviné ptipadli nakazi
az po porodu. Zdrojem nakazy mize byt matka, jiny novorozenec nebo nozokomidlni
kontaminace. Infekce se projevi koncem prvniho meésice zivota. Mortalita nakazenych

déti je pres 10 %. (1) (20) (24)

U ctvrtiny téhotnych zen streptokoky skupiny B kolonizuji stfevo a vaginu
a v polovin¢ pfipadli se pfi porodu mohou pfenést na novorozence, z nichz asi 2 %
onemocni. Jako preventivni opatfeni se vSem rodickam, u kterych byl pii prenatdlnim
vysetieni zjistén vyskyt S. agalactiae, podavaji béhem porodu antibiotika. Antibiotika
se podavaji také vSem rodickam, kterym odtekla plodova voda vice nez 12 hodin pied

porodem, i kdyZ se béhem téhotenstvi u nich S. agalactiae nevyskytoval. (20) (25) (24)

Streptococcus agalactiae je puvodce komplikaci v Sestined€li. Zptsobuje

bakteriémii po cisafském fezu, endokarditidu, meningitidu, endometritidu, abscesy
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a infekce mocovych cest. Dalsi onemocnéni souvisi s oslabenou imunitou. Mezi n¢ patii
pneumonie, endokarditidy, hnisavé artritidy a infekce ran. (1) Muzi a zeny trpici
diabetes mellitus, rakovinou nebo alkoholismem, jsou vystaveni vétSimu riziku

onemocnéni. (16)

2.2.3 Streptococcus pneumoniae
S. pneumoniae, zndmy také jako pneumokok, je hlavni piivodce komunitniho

zéanétu plic. (1)

2.2.3.1 Charakteristika

S. pneumoniae je gram pozitivni opouzdieny kok ovoidniho tvaru vyskytujici se
jednotliveé, ve dvojicich, v kratkych fetizcich slozenych ze dvou koki odlisné velikosti
od 0,5 do 1,25 um. (1) Bakterialni pouzdro obklopuje celou dvojici kokt. (3) Odvracené

strany dvojice koki jsou Spicaté. Tento tvar se nazyva lancetovity. (1)

Na obohacenych a vlhkych padach pneumokok vyrtistd v hlenovité bezbarvé
kolonie nepravidelného taru pfipominajici kapky oleje. Kolonie vyrostlé za ptistupu
kysliku jsou obklopeny Sirokou zénou alfa-hemolyzy. (1)

vvvvvv

antigenni struktury se rozeznava 90 sérotypu S. pneumoniae. Mezi dalsi antigeny patii
F-antigen, obsahujici kyselinu lipoteichoovou a cholin, a C-polysacharid.

S polysacharidem C reaguje dulezitd substance akutni faze zanétu, C-reaktivni protein.

(1)

2.2.3.2 Patogenita

Pneumokoky jsou pfitomny v nosohltanu nejméné u 10 % zdravych dospélych.
Pneumokokové nakazy patii k nejcastéjSim v lidské populaci. Maji rizné ptiznaky
od lehkych respira¢nich onemocnéni az po pneumonie. (26) Pneumokokova pneumonie
vznikd jako nasledek poruSeni obranyschopnosti dychaciho traktu. Obranyschopnost
muze byt naruSena béhem celkové anestezie, po podani morfia, pii prochlazeni, po
piedchozi virové infekci. Pfi pneumokokové pneumonii vétSinou vznika bakteriémie,
krvi se mohou pneumokoky zanést do mozkovych plen, na srde¢ni chlopné a do kloubti.
Jako obrana proti pneumokokiim pulsobi fagocytéza a opsonizace, kterd tvofi

opsonizacni protilatky IgG namifené proti specifickym antigentim pouzdra. (1)
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S. pneumoniae je také nejcastéjSim pivodcem akutnich sinusitid vSech vékovych
skupin. (27) Déle mezi nemoci zptisobené S. pneumoniae patii purulentni meningitidy,

akutni zanét sttedniho ucha, po virové infekci také napi. akutni endokarditida. (1)

Faktory virulence pneumokoka jsou vétSinou faktory invazivity. Hlavnim faktorem
virulence je polysacharidové pouzdro chranici pfed fagocytézou. DalSimi faktory
virulence jsou pneumokokovy adhezin A, pneumokokovy povrchovy protein C
odpovidajici za nosicstvi a cholin vazajici protein A. Praniku do plic a krevniho ob&hu

pomahaji invaziny (hyaluroniddza, neuraminidaza a pneumokokovy povrchovy protein).

(1)

2.2.4 Streptokoky Milleri group

Skupina streptokokli oznacovana jako Milleri group zahrnuje tfi druhy:
Streptococcus anginosus, Streptococcus intermedius a Streptococcus constellatus.
Existuji ve formé alfa i beta-hemolytické. U nckterych je mozné nalézt jeden ze
skupinovych antigentt F, C, G, nebo A. Vyskytuji se v hornich dychacich cestéach,
gastrointestindlnim traktu a ve vaginé jako komenzéalové. Mohou zplsobovat zavazné

infekce, napt. abscesy jater a mozku. (1)

2.3 Laboratorni diagnostika
Nejprukaznéjsi metodou vyskytu beta-hemolytickych streptokoki v krku je ptfimy
prukaz, tedy naoCkovani vytéru na krevni agar. Roztér se doplni stafylokokovou ¢arou

pro zachyceni dal§ich ptivodct angin. Patogen se kultivuje za vysSiho tlaku CO..

Odecita se za 18 hodin a za 48 hodin. (1) (8)

Streptokoky skupiny A se urcuji pomoci latexové aglutinace a PYR-testu. PYR test
urcuje aktivitu enzymu pyrrolidonyl peptidazy produkovaného Streptococcus pyogenes.
Pro detekci tohoto enzymu slouzi substrat L-pyrrolidonyl-B-naftylamid. Kolonie se
otiskne na papirek se substratem a pokape se pfislusSnym reagens. Pokud je vzorek

pozitivni, zCervena. (8) (28)

Streptokoky se také diagnostikuji z odebraného vytéru prokazanim antigenu

skupiny A. Tento test je spolehlivy pfi velkém mnozstvi streptokokd. (8)

S. agalactiae se prokazuje latexovym testem nebo CAMP-testem. Latexovym
testem se prokaze pritomnost antigenu B. (1) Princip CAMP-testu je zaloZen

na produkci hemolyzinu tzv. CAMP faktoru druhem S. agalactiae, ktery se vaze

25



na erytrocyty. Pokud se setka s beta-hemolyzinem S. aureus, dojde k potenciaci
hemolyzy a vzniku hemolyzy Uplné. Hemolyziny se musi navazat na erytrocyty ve
spravném poradi. Na krevnim agaru zkiizi ¢ara S. aureus s carou beta-hemolytického

streptokoka. Tvar vzniklé zény hemolyzy vytvaii obraz motylich kiidel. (29) (30)

Pro screening téhotnych a rodicek se S. agalactiae kultivuje na
selektivné-diagnostickych ptadach. Naptiklad na pudach s pfidavkem Skrobu vznikaji

oranzov¢ zabarvené kolonie. (8)

S. pneumoniae se prokazuje mikroskopicky pifimo z odebraného vzorku
po obarveni podle Grama a kultiva¢né. Pfi zdnétu plic se vySetfuje krev na hemokulturu.
Vysetiuji se 3 hemokultury po 10 ml, které jsou odebrané v ptilhodinovych intervalech.

Krev musi byt odebrana asepticky. (1) (8)

S. pneumoniae se urcuje také optochinovym testem, latexovym testem a testem
rozpustnosti ve zluci. Pti optochinovém testu pneumokoky okolo disku s optochinem
vytvareji zonu s minimalné 15 mm inhibice. Pfi testu rozpustnosti ve zluci se kolonie
posypou praskovou zluci nebo pokapou 10% dezoxycholatem sodnym. Pokud se jedna
o pneumokoky, kolonie se rozpusti. Testem latexové aglutinace se prokazuje

napft. antigen v likvoru. (1) (8)
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3 Rod Enterococcus

Mezi nejvyznamnéjSi enterokoky patii Enterococcus faecalis a Enterococcus
faecium.

3.1 Charakteristika

Enterokoky jsou gram pozitivni, fakultativné anaerobni, katalaza negativni koky.
Jejich tvar je ovalny az lehce protahly. Jsou uspofadané ve dvojicich nebo v kratkych

fetizcich. (24)

Enterokoky jsou nenaro¢né na kultivaci. Rostou v drobnych Sedobilych koloniich
o velikosti 1-3 mm na krevnim agaru, v Sirokém rozmezi teplot 25-45°C, o pH 4,8-11,

na pudach obsahujicich az 6,5 % chloridu sodného a 40 % Zlu€ovych soli. (1)

Enterokoky maji skupinovy antigen D, kterym je kyselina glycerol-teichoova

navéazana na bunéénou sténu. (1)

3.2 Patogenita

Enterokoky jsou soucésti pfirozené stievni mikrofléry a fadi se mezi vazné
podminéné patogeny. Zpusobuji endogenni i exogenni infekce a ¢asto 1 nozokomialni.
Infekce zptisobené enterokoky se casto vyskytuji u dlouhodobé hospitalizovanych
pacientl, ktefi maji mocovy nebo intravaskularni katétr, a také u pacientd lécenych

Sirokospektrymi antibiotiky, cefalosporiny a aminoglykosidy. (1) (20)

Enterokoky jsou puvodci infekci mocovych cest, zpusobuji infekce ran
a nitrobunécéné zanéty. U pacientll se srdecnimi chorobami a ndhradnimi chlopnémi
zpusobuji endokarditidu s vysokou mortalitou. Déle zplsobuji bakteriémii, katétrové
enterokokové sepse, infekce zluCovych cest a gynekologické zanéty a u pacientl

s traumatickym nebo nddorovym onemocnénim CNS meningitidy. (1) (20)

Enterokoky nemaji tak Sirokou S$kdlu faktorii virulence jako stafylokoky
a streptokoky. (16) Netvoii toxin, jako faktory virulence uplatiiuji secerenované
produkty jako je Zelatindza a substance feromonu. Zelatiniza hydrolyzuje kolagen
a substance feromonu reguluje zanéctlivou odpovéd’. Dale se uplatiiuji kolonizaéni
faktory a sacharidové adheziny. (1) Virulence mé dvé podoby, a to ptfilnavost ke tkanim
s tvorbou biofilmu a rezistenci viuci antibiotiklim. Z toho vyplyva, ze nékteré jejich

varianty jsou rezistentni vic¢i antibiotikim, coz zplsobuje vazny problém ptedevSim
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u hospitalizovanych pacientti. (16) Rezistence enterokokli na vankomycin je spojena
s geny VanA, VanB a VanC. Gen VanC je gen ptirozené rezistence na vankomycin
nekterych druhti enterokokti a neni prenosny. Geny VanA a VanB lze pienést plazmidy.
Enterokoky, které byly pivodné citlivé na antibiotika, mohou pfenosem téchto genti
ziskat rezistenci. Enterokoky jsou také rezistentni k cefalosporinim I., II. a IIL

generace. (24)

3.3 Laboratorni diagnostika

Diagnostika je zalozena na pfimém prikazu, mikroskopii a kultivaci. Enterokoky
se kultivuji na krevnim agaru a na agaru pro enterokoky. (8) Jsou kultivaéné nenaro¢né.
Na krevnim agaru vytvareji kolonie po 24h kultivaci pii 35-37°C. (19)
Slanetziv-Bartleyho agar pro enterokoky je selektivné diagnostickd ptida obsahujici
azid sodny, tetrazolium a glukézu. Enterokoky na ni tvofi rtizové kolonie. (8) Azid
sodny potlacuje rast gram negativnich bakterii a tetrazolium enterokoky redukuji na
cerveny formazan, diky kterému jsou kolonie rtizové. (19) Na podobné piidé, ktera
obsahuje 40 % zluci a eskulin, rostou v ¢erno-hnédych koloniich majicich kolem sebe

tmavomodry dvorec. (8) Dalsi diagnostickou ptidou enterokokt je Edwardiv agar. (19)

Dalsi diagnostickéd a identifika¢ni metoda se provadi pomoci latexové aglutinace.
Timto testem se prokaze u zkoumaného kmene ptitomnost skupinové specifického
antigenu D, diky kterému se daji odliSit enterokoky a streptokoky. (1) (8) Antigen D
muze byt pfitomen i1 u jinych rodl a to Pediococcus a Leuconostoc. Od téchto bakterii
enterokoky lze odliSit PYR-testem Cili prikazem pyrazy a LAP-testem tj. prukazem

leucinaminopeptidazy. (1) (8)

K bliz§imu urceni druhu se pouZzivaji fenotypické testy, naptiklad tvorba zlutého
pigmentu, a biochemické testy. K biochemickym testim pafi Stépeni arabindzy
a pyruvatu. Témito testy se daji od sebe odlisit E. faecalis a E. faecium. E. faecalis ma
pozitivni pyruvat a nekvasi arabinézu a E. faecium ma negativni pyruvat a kvasi

arabinozu. (1) (8)
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4 Rezistence vuci antibiotikum

Rezistence mikroorganismt vici antibiotikim znamena odolnost mikroorganismi
viuci antimikrobidlnim latkdm. Rozd¢luje se na primarni a sekundarni. Primarni
rezistence je geneticky podminéna. Sekundarni vznikd jako dasledek mutaci v pribehu

1é¢by antibiotiky nebo po pifedchozim podavani antibiotika. (31)

Kvilli naristajici rezistenci bakterii vii¢i antibiotikiim je ohrozena uC€innost
antibiotik. Antibioticka rezistence stoupa kvuli vysSi spotfebé antibiotik a také pro

jejich zbytecnd nebo nevhodna pouzivani. (32)

V souCasné¢ dobé se zvySuje vyznam gram pozitivnich bakterii, predevsim
stafylokokt a enterokoktl, u hospitalizovanych pacientt jakozto piivodct infekci. Tento
trend je nasledkem uzivani Sirokospektrych antibiotik naptiklad cefalosporinti. Mezi
vyznamné rezistentni kmeny patfi methilcilin-rezistentni stafylokoky a vankomycin-
rezistentni enterokoky. Tyto kmeny mohou byt pfi¢inou selhani antibiotické 1écby

a s tim souvisejici vy$$i nemocnosti a imrtnosti. (33)

4.1 MRSA Methilcilin-rezistentni Staphylococcus aureus

MRSA je zkratka pro Methilcilin-rezistenti Staphylococcus aureus. Toto oznaceni
se pouziva pro kmeny S. aureus, které jsou rezistentni vici antibiotiku methicilinu.
MRSA je rezistentni nejen proti methilcilinu, ale i proti vSem beta-laktamovym

antibiotikiim. (34)

Syntézu bunécné stény zprostiedkovavaji proteiny umistnéné v cytoplazmatické
membran¢. Jednim z proteint je penicillin binding proteins (PBP2). V pfitomnosti
beta-laktamovych antibiotik protein PBP2 nesyntetizuje spravné bunécnou sténu, ta je
v disledku toho naruSend a mikroby se rozpadaji. MRSA obsahuje pozménény protein
PBP2a koédovany genem mecA, ktery je zodpovédny za rezistenci. PBP2a ma nizkou
afinitu k beta-laktamovym antibiotiktim, tudiz se v jeho pfitomnosti miize bunécna

sténa syntetizovat a mikroby nezaniknou. (34)

ZvySenim uzivanim Sirokospektrych antibiotik se stavaji nékteré kmeny
rezistentnimi. Tyto kmeny pak zplsobuji nozokomialni infekce. MRSA mohou byt
pric¢inou systémové infekce se septickymi komplikacemi, infekce mekkych tkani, kosti
a implantatid. Mohou se také vyskytovat jako komenzalové nebo mohou kolonizovat

kazi a sliznici. Pti ndlezu MRSA nemusi byt vzdy zahdjend antibioticka 1écba. (34)
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Pii zahdjeni antibiotické 1écby se onemocnéni zplisobend kmeny citlivymi
k methicilinu (MRSA) v Ceské republice 16¢i oxacilinem, coZ je obdoba methicilinu.

(34) (35)

4.2 VRSA Vancomycin-rezistentni Staphylococcus aureus

VRSA je zkratka pro vancomycin-rezistentni S. aureus. Prvni vancomycin

rezistentni S. aureus byl objeven v roce 2002. (36)

Nekteré kmeny MRSA ziskaly také rezistenci vici vancomycinu VRSA, a to
predstavuje nové nebezpeci. Tyto kmeny se vyskytuji jako disledek vysoké spotieby

glykopeptidd. (37)

Dtivodem rezistence je pritomnost genu vanA, ktery je ziskan od enterokok. (1)

4.3 VRE Vancomycin-rezistentni Enterococcus sp.

VRE je zkratka pro Vancomycin-rezistentni Enterococcus. Enterokoky neproduku;i

betalaktamazu, proto neni potieba pouzivat antibiotika blokujici betalaktamazu.

Vankomycin rezistentni enterokoky VRE jsou jedny z nejrozsifenéjSich komenzala
lidi a zvifat, proto je jejich asymptomaticka kolonizace stfeva béznd. Vankomycin
rezistentni enterokoky se diky své schopnosti vyménit geneticky material stavaji
rezervoarem a pienaseCem van genu vankomycinové rezistence. Determinanty
ptirozené rezistence jsou kodované na chromozémech. Determinanty ziskané rezistence
jsou umistnéné na plazmidech a transpozonech, to umoziiuje horizontalni vyménu.

Ziskana rezistence je pfenosna na jiné enterokoky. (38)

4.4 Indukované rezistence ke klindamycinu

Klindamycin se fadi do skupiny MLSg antibiotik, mezi né€z patfi makrolidy,
streptograminy skupiny B a linkosamidy. Tato antibiotika plisobi na gram pozitivni
koky. Za rezistenci zodpovidaji geny znacené jako erm geny. Erm geny zpusobuji

produkci ribozomalni metylazy, ktera ptizptisobuje misto u¢inku MLSg antibiotik. (39)

Rezistence je bud’ konstitutivni zptisobena genem ermB, nebo indukovand, kterou
ovlivituji geny ermA a ermC. K urceni indukované rezistence se pouziva D-test. Test je
difizni diskovy test. Pfi testovani musi byt vedle sebe umistnéné disky
s klindamycinem a erytromycinem, jejichz vzajemna vzdalenost se pohybuje v rozmezi

12-20 milimetrd. Po 20hodinové inkubaci pfi 35 °C se odecCtou inhibicni zony.
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VysSetfovany kmen je k antibiotikiim rezistentni, pokud jsou jeho inhibi¢ni zény mensi
nez 22 milimetrti. Pokud se kolem klindamycinu vytvoii deformované inhibi¢ni zény
v oblasti, ktera sousedi s erytromycinem, jednd se o indukovanou rezistenci

k antibiotikim MLSg. (39)
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5 Cile prace
1. Ptehled a charakteristika zdravotnicky vyznamnych gram pozitivnich kokd.
2. Zakladni charakteristiky jejich patogenity a virulence.
3. V praktické ¢asti analyza vyskytu gram pozitivnich kokl u klinicky zavaznych

(invazivnich) onemocnéni izolovanych z krve a mozkomisniho moku za dané
obdobi.
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6 VySetrovany soubor

Vysettovany soubor obsahoval celkem 1274 vzorkli ze vSech oddéleni Fakultni

nemocnice v Plzni. Vzorky byly sbirdny a vySetiovany od 1. do 30. listopadu 2016.

Sledovany byly vzorky klinického materidlu vySetfované v souvislosti
s diagnostikou klinicky velmi zavaznych stavli — invazivnich onemocnéni tj. sepsi

a meningitid. Jednalo se o krev — hemokultury a mozkomi$ni mok.

Novék (2002) uvadi: ,,Invazivni bakteridlni onemocnéni vyvoland uvedenymi
bakteriemi jsou charakterizovana tim, ze za né€kolik hodin od pocatku onemocnéni
mohou byt kriticky ohrozeny zakladni zivotni funkce nemocného. Bakterie mohou byt

nalezeny v krvi nebo v mozkomi$nim moku nemocnych.“ (40)

6.1 Krev

VysSetfeni vzorku krve se provadi hemokultivaci. Pouziva se pro prikaz
mikroorganismu v krvi pacienta v ptipad¢, kdy diagndza uz je zndma nebo napomaha

pii diagnostice nejasnych hotecnatych stavi.

K hemokultivaci slouzila odbérova souprava slozena z 2 az 3 hemokultiva¢nich
lahvicek s rtiznymi kultivacnimi medii. Pro zachyceni mikroorganisma s odliSnymi
naroky na kultivacni prostfedi byly pouzity tii druhy kultivac¢nich piid v odbérovych
lahvickdch — aerobni, anaerobni a mykologickd. Misto venepunkce bylo
vydezinfikovano 70% alkoholem a nasledn¢ Betadinem. Gumové zatky lahvicek se
rovnéz vydezinfikovaly 70% alkoholem. Nésledné¢ bylo odebrano 8 az 10 ml krve do

kazdé lahvicky. Krev na hemokultivaci byla odebrana z zily nebo z katétru.

6.2 Likvor

Likvor neboli mozkomiS$ni mok se pouziva pro diagnostiku meningitidy. Pii odbéru
pacient lezi na boku. Vzorek se odebird lumbalni punkci z patefe, pfesnéji
z meziobratlového prostoru mezi 3. a 4. bedernim obratlem. Vysledek vySetieni miize
byt také negativné ovlivnén nedodrzenim preanalytickych podminek nebo ptedchozi

antibiotickou 1é¢bou.

Vzorek likvoru se odebiral do sterilni zkumavky a v indikovanych piipadech

soucasn¢ 1 do lahvic¢ky obsahujici aerobni ptidu pro hemokultivaci.
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7 Metodika

7.1 Hemokultivace

Naockovand hemokultura byla po pfijeti do laboratofe vloZzena do
automatizovaného kultivaéniho systému, ktery slouzi zaroven jako termostat
ke kultivaci vzorku. PouzZity hemokultivaéni systém byl BACTEC®9240 Fluorescenéni
systém (Becton Dickinson) s hemokultivaénimi lahvickami pro aerobni kultivaci BD
BACTEC™ Plus Aerobic/F* Culture Vials, pro anaerobni kultivaci BACTEC™
Lytic/10 Anaerobic/F Culture Vials a/nebo pro kultivaci mykologickou BD BACTEC™
Mycosis-IC/F Culture Vials (Becton Dickinson). Dé¢lka kultivace byla 5 dni,
u mykologickych lahvicek 10 dni. B&hem kultivace byly lahvi¢ky automaticky
pravidelné promichavéany a soucastn¢ se meéfila intenzita fluorescencéniho zafeni, kterou
vydava senzor umistnén na dné lahvicky. Pfistroj detekoval zvySeni mnozstvi CO,
a spotiebu kysliku béhem ristu bakterii. Namétené hodnoty byly porovnavany s piedem
zadanymi hodnotami pozitivity. Pokud vzorek dosahl této hodnoty, piistroj ho oznacil

za pozitivni.

7.1.1 Pozitivni vysledek hemokultivace

Analyzatorem pozitivné oznacené lahvicky se vyockovaly na kultivacni
pudy — krevni agar — Columbia CNA + 5% ov¢i krve (DULAB), Endovu pidu
(bioMérieux CZ) a event. na Sabouraudiiv agar —Sabouraud Gentamicin chloramphenicol
(bioMérieux CZ). Z kazdé lahvicky se také vytvofil mikroskopicky preparat obarveny
podle Grama.

Po zhodnoceni mikroskopického preparatu a zjisténi kategorie bakterii (gram
pozitivni nebo gram negativni, koky nebo tyCinky) se provedl test citlivosti

na antibiotika. Néasledujici den lékat zhodnotil kultivaci, test citlivosti na antibiotika

a z narostlé kolonie identifikoval mikroorganismus.

7.1.2 Rozdilnost vysledkii hemokultivace (zdanliva pozitivita)

Nékteré hemokultivacni lahvicky analyzator oznacil za pozitivni, ale kultivace
a vySetfeni mikroskopem byly negativni. V tomto ptipad¢ byly hemokultiva¢ni lahvicky

znovu vlozeny do analyzatoru na dalSich 5 dni.
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Po kultivaci byly vzorky v hlavickdch naockovéany na pevné kultivacni ptady a také
byl znovu vyroben mikroskopicky preparat. V piipadé pozitivniho néalezu byl

mikroorganismus identifikovan a stanovila se citlivost na antibiotika.

Hemokultivacni lahvicky, které analyzator oznacil jako negativni, se zapsaly do

laboratorniho informacniho systému. Lahvicky se nasledné zlikvidovaly do odpadu.

7.2 Likvor

Zakladnim principem vysetfeni likvoru je kultiva¢ni prikaz na pevnych a tekutych
médiich. Kultivace probihd v aerobnim prostiedi a v prostfedi s 5-10% oxidu uhli¢itého

v termostatu pii teploté 35'/- 2 °C.

U vySetfeni likvoru se vzdy déla mikroskopické 1 kultivacni vySetieni.

Mikroskopicky preparat se obarvi dle Grama.

Vzorek likvoru se centrifugoval 5—10 minut pii 4000 otackéch za minutu, pokud
bylo vzorku méné¢ nez 1 ml, centrifugace neprob¢hla. Poté se odsal supernatant
a sediment ve zkumavce se pouzil na kultivacni vySetfeni a zhotoveni mikroskopického
preparatu. Na krevni agar, cokoladovy agar—Chocolat-Agar Poly Vitex (bioMérieux CZ),
Endiiv agar a do pomnozovaci tekuté¢ ptidy— BHI bujon Brain Heart Infusion (OXOID
CZ) se pipetou nanesly dvé kapky sedimentu a sterilni klickou se rozockovaly po celé
pudé. Nasledné se na krevni agar pies naoCkované ¢ary naockovala ¢ara Staphylococcus
aureus pro zachyt satelitnich bakterii. Poté se naoCkované piidy kultivovaly. Kultivace
na krevnim a ¢okolddovém agaru probihala v termostatu za pfitomnosti 5-10% oxidu
uhligitého pii teplot& 357/~ 2 °C 24-72 hodin, kultivace na Endové agaru v termostatu

pfi teplot& 35 /- 2 °C 24-72 hodin.

Vyrostlé kolonie na kultivac¢nich padach se zhodnotily makroskopicky, provedla se

identifikace mikroorganismii a udé€lal se test citlivosti na antibiotika.

7.3 Identifikace bakterii

Zachyceny izolat se identifikoval do rodu a druhu. Stupen identifikace zalezel na
konkrétni situaci, jako je typ pacienta, materidl, klinicky stav, oddéleni, na némz je
pacient hospitalizovan, a také na odecitajicim I¢kaii, ktery se ve svém rozhodnuti opiral

o dané situace.

36



Pii identifikaci se pracovalo s kolonii z pevné kultivacni ptdy, jako je krevni agar
a Endova puda. V nékterych ptipadech se pracovalo i s koloniemi narostlymi na

selektivnich pudach.

7.4 Identifikace gram pozitivnich koki

7.4.1 Metody

O metod¢ identifikace bakterie (v pifipadé moji prace gram pozitivnich kokul)
rozhodl klinicky mikrobiolog na zakladé¢ druhu materidlu, stavu pacienta, druhu
diagnézy a oddéleni, na némz byl pacient hospitalizovan. NejvEtsi prioritu na
identifikaci za pomoci vSech dostupnych metod mély pravé izolaty z hemokultur a
mozkomis$niho moku.

Metody pouzité k identifikaci bakterialniho kmene:

a) Makroskopie — hodnotilse vzhled, barva, velikost a tvar kolonii na béznych

kultiva¢nich piidach a pfitomnost hemolyzy na ptadach s krvi.

b) Mikroskopie — pti mikroskopii se hodnotilo zbarveni podle Grama a hodnotila se

velikost a usporadani naptiklad do shluki, fetizk nebo dvojic.

c) Rastové pozadavky — posuzovala se schopnost riistu za riznych kultivac¢nich

podminek, vétSinou se jednalo o atmosféru a teplotu.

d) Orienta¢ni a pomocné testy — pouzity byly testy plazma-koaguldza, PYR test,
CAMP test, dekapsulacni test, satelitismus.

e) Komer¢ni sety — s biochemickymi testy pro jednotlivé skupiny mikroorganismi.
f) Identifikace pomoci aglutinace — test latexové aglutinace.
g) Identifikace pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.
7.4.2 Postup identifikace
Po makroskopickém zhodnoceni kolonii se s identifikaci zacinalo jednoduchymi

biochemickymi testy nebo hmotnostni spektrometrii. Vysledek identifikace napomohl

k zvoleni spravné sady pro test citlivosti na antibiotika.

7.4.3 Identifikace stafylokoku

Staphylococcus aureus se identifikoval pomoci volné plazma-koagulazy, a to

sklickovou metodou. Dal§i metodou, pomoci které se S. aureus identifikoval, byl
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aglutinacni test, ktery se pouzil k prokdzani volné a vazané plazmakoagulazy

a pfitomnosti proteinu A, ktery je soucasti bunééného povrchu S. aureus.

K identifikaci ostatnich stafylokokti se pouzila hmotnostni spektrometrie

a biochemicka identifikace pomoci komercnich setd.

7.4.4 Identifikace streptokoki
K identifikaci hemolytickych streptokoki se pouzil PYR test, hmotnostni

spektrometrie, aglutinace a biochemicka identifikace pomoci komerénich setu.

K identifikaci Streptococcus pyogenesse pouzil PYR test, ktery je zalozen na

detekci aktivity PYRazy.

Streptococcus pneumoniae se identifikoval pomoci testu citlivosti na optochin,

testu rozpustnosti ve Zluci nebo latexaglutinacnim testem.

7.4.5 Identifikace enterokokt
K identifikaci enterokoktli se pouzila Slanetz-Bartleyho kultiva¢ni plida, na které
enterokoky charakteristicky rostou. Dals§i metody, které byly k identifikaci pouzity, jsou

hmotnostni spektrometrie a biochemicka identifikace pomoci komer¢nich setu.

7.5 Stanoveni citlivosti

Pro zjiSténi citlivosti bakterii na antibiotika byla pouzita diskova difuzni metoda

a metoda stanoveni MIC.

7.5.1 Diskova difizni metoda

Metoda je zalozend na inhibici rlstu testované bakterie kolem disku se znamym
obsahem antibiotika. Disk musi byt poloZzen na vhodné kultivaéni ptde. Velikost
vytvotené inhibi¢ni zony, kterd se vytvoii kolem disku, se porovnava s experimentalné
stanovenou hrani¢ni inhibi¢ni zonou (break point). Hrani¢ni inhibi¢ni zéna odd¢€luje

rezistentni a citlivé bakterie.

Citlivost bakterii k antibiotikim diskovou difuzni metodou se délala ze suspenze
bakterie ve fyziologickém roztoku. Koncentrace roztoku odpovidala zadkalovému stupni
0,5 dle McFarlanda. Zékal se urc¢il pomoci denzitometru. Roztok se naockoval pomoci
tamponu na Mueller-Hintoniv kultivaéni agar. Poté se na pudu narazily disky
s antibiotiky, které doporucil mikrobiolog. Nasledné¢ se pida 18 hodin kultivovala

v inkubatoru. Po inkubaci se odecetly inhibi¢ni zony pomoci digitdlniho posuvného

38



méfitka. Velikost naméfenych inhibi¢nich zon se porovnala s interpretacnimi kritérii
EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing), podle nichz

se urcilo, jestli byl kmen citlivy nebo rezistentni na antibiotika.

7.5.2 Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)

v

viditelny rast bakterii za 24 hodin.Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace se d¢la
u vyznamnych kment bakterii v pfipad¢, ze vysledek diskové difuzni citlivosti neni
dostate¢né presveédCivy, a také tam, kde neni diskova difuzni metoda doporucena. To se

tyka vankomycinu pro stafylokoky a stanoveni citlivosti k penicilinu u pneumokoki.

Metoda je zalozena na inhibici riistu testované bakterie. Bakterie se naockovala do
mikrotitracni desticky do jamek se sestupnou koncentraci antibiotik, ktera jsou naredéna
geometrickou fadou. Prvni jamka, kde je potlaceny rast bakterii, je porovnana s hrani¢ni

inhibi¢ni koncentraci doporuc¢enou standardnimi postupy.

Pfi stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace byla mikrotitra¢ni desticka pro tuto
metodu naplnéna BHI mediem pro MIC gram pozitivni koky, a to pro streptokoky
a enterokoky a MIC-Stafy pro stafylokoky. Nasledn€ se pfipravilo 20 ml fyziologického
roztoku, ktery obsahoval nékolik kolonii vySetifované bakterie. Koncentrace roztoku
odpovidala zédkalovému stupni 0,5 dle McFarlanda. Pfipraveny roztok se nalil do misky.
Pomoci ockovaciho jezka se roztok z misky prenesl do jednotlivych jamek mikrotitracni
desticky. Do kazdé jamky se pteneslo po 1 pl roztoku. Desticka se néasledné jemné
promichala. Naockovand desticka se zakryla vickem a na 18 hodin se vlozila
do termostatu. Po uplynuti inkubacni doby se zméfil zakal v jednotlivych jamkéach

a vysledky byly interpretovany podle interpretacnich kritérii EUCAST.
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8 Vysledky

Z celkového poctu 1274 vySettenych vzorkd bylo 1232 hemokultur a 42
mozkomisnich mokt.Z celkového poctu vzorkd hemokultur bylo 92 pozitivnich a 1140

negativnich. Ze vSech vzorkt likvoru byly pozitivni pouze dva.

Ptehled vzorkl z jednotlivych oddéleni, které byly vySetfeny, jsou zaznamenany

v tabulce ¢&islo 1.

Tabulka 1: Vzorky vySetfené na pfitomnost gram pozitivnich kok.

Oddéleni Pocet vzorki hemokultur | Pocet vzorki likvoru
Hematoonkologie (HOO) 196 0
Jednotka intenzivni péce (JIP) 380 7
Détska klinika (DK) 85 1
Jednotka intenzivni pé¢e DK 31 14
Ostatni 540 20
Celkem hemokultury 1232 42

Zdroj: Vlastni
U hemokultur bylo 92 pozitivnich (7,5 %). Tyto pozitivni hemokultury byly
odebrany od 69 pacientii. U n€kterych pacientl byl proveden z diagnostickych divodi

vice nez jeden odbér (2—5 odbért).

Stafylokoky byly nalezeny v 72 hemokulturach (78,3 % ze vSech pozitivnich
hemokultur) u 57 pacientli, rozlozeni jednotlivych druhii je uvedeno v tabulce ¢. 2.
Streptokoky byly nalezeny celkem ve 13 hemokulturdch (14,1 % z pozitivnich)
u 8 pacientl, rozlozeni do druhii viz tabulka ¢. 3. Enterokoky se vyskytovaly

v 7 hemokulturdch (7,6 % z pozitivnich) u 4 pacientll, rozloZeni viz tabulka €. 4.

Byl také hodnocen vyskyt pozitivnich nalezi na vybranych oddélenich FN v Plzni.
Oddéleni byla vybrana podle vyssi pravdépodobnosti vyskytu pacientii se suspektnimi
invazivnimi infekcemi — Odd¢leni hematoonkologie, jednotky intenzivni péce, Détska

klinika. Vyskyt pozitivnich nélezii na téchto oddé€lenich je uveden v tabulkach €. 2, 3, 4.
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Tabulka 2: Pozitivni vzorky krve vyskytem bakterii z rodu Staphylococcus ve

sledovaném souboru.

Hemokultu HOO JIP DK Ostatni Celkem
Ty n/pac n/pac n/pac n/pac n/pac
12/8
Staphylococcus 4 2/1 _ 7 toho 18/11
aureus MRSA 3/1
Staphylococcus 7/4 17/13 3/3 9/8 36/28
epidermidis
Staphylocgccus 22 1/1 _ 2/2 5/5
haemolyticus
Sl‘aphyZO.C(.)CCUS 2/2 4/4 - 5/5 11/11
hominis
Staphylocogcus _ _ — 1/1 1/1
warneri
Staphylococcus _ _ — 1/1 1/1
caprae
Celkem 15/10 24/19 3/3 30/25 72/61

n = pocet pozitivnich vzorkl, pac = pocet pacienti
Zdroj: Vlastni

Tabulka 3: Pozitivni vzorky krve s vyskytem bakterii z rodu Streptococcus ve

sledovaném souboru.

HOO JIP DK Ostatni Celkem
Hemokultury
n/pac n/pac n/pac n/pac n/pac
Streptococcus _ B _ 1/1 1/1
pyogenes
Streptococ‘cus _ _ _ 1/1 1/1
dysgalactiae
Streptoco'ccus _ 21 _ - 2/1
agalactiae
Streptocgccus 2/1 3/1 — - 572
oralis
Streptococcus _ 22 _ 2/1 4/3
constellatus
Celkem 2/1 7/4 - 4/3 13/8

n = pocet pozitivnich vzorkt, pac = pocet pacientli

Zdroj: Vlastni
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Tabulka 4: Pozitivni vzorky krve s vyskytem bakterii z rodu Enterococcus ve

sledovaném souboru.

Hemokultur HOO JIP DK Ostatni Celkem
wiury n/pac n/pac n/pac n/pac n/pac
Enteroco'ccus 11 B B 11 2/
faecalis
Enter 5/2
perococelis |, toho VRE - - - 5/2
faecium 5/
Celkem 6/3 — — 1/1 7/4

n = pocet pozitivnich vzorki, pac = pocet pacientli
Zdroj: Vlastni

Ze 42 vorka likvoru byly pozitivni pouze dva, v obou byl zachycen Streptococcus
agalactiae. Oba pozitivni vzorky pochdzely z Jednotky intenzivni péfe na Deétské

klinice. Vysledky jsou zaznamenany v tabulce €. 5.

Tabulka 5: Pozitivni vzorky likvoru s vyskytem gram pozitivnich koki.

Likvor HOO JIP DK DK JIP Ostatni Celkem
Streptococcus
. — — — 2 — 2
agalactiae

Zdroj: Vlastni
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9 DISKUZE

Infekéni onemocnéni zplsobend gram pozitivnimi koky jsou dulezitou
problematikou ve vsech oborech mediciny. Rada publikaci se této oblasti vénuje.
Vysledky praktické casti moji bakalaiské prace odpovidaji zavérim tady studii i

teoretickym predpokladim.

Zam¢fila jsem se na vySetfovani vzorkll z oddéleni, kde jsou hospitalizovani
pacienti s rizikem vyskytu invazivnich onemocnéni (sepse, infekce krevniho feciste,
meningitidy). Mezi tato oddéleni patfila hematoonkologie, jednotky intenzivni péce,

Détska klinika a jednotka intenzivni péce Détské kliniky.

Na téchto oddelenich se vyskytuji ve vét§i mife infekce zplsobené gram
pozitivnimi koky. Divodem vétSiho vyskytu infekei je, Ze zde pobyvaji pacienti
s oslabenym imunitnim systémem, a tudiz jsou vice nachylni k infekci. Podle Novaka
(40) se invazivni bakterialni onemocnéni vyskytuji s vyssi frekvenci na détském
oddéleni. Jsou charakterizovana tim, ze za nckolik hodin od pocatku onemocnéni
mohou kriticky ohrozovat zakladni zivotni funkce nemocného. Bakterie mohou byt
nalezeny v krvi nebo v mozkomiSnim moku nemocného. Mezi tato onemocnéni patii

predevsim sepse a meningitida.

U stafylokokovych infekci se potvrdila nejcastéjsi etiologie koaguldza negativnich
stafylokokt a z nich pak S. epidermidis, zejména na JIP a hematoonkologii. Tyto druhy
se prevazné¢ vyskytuji u infekci krevniho feCist€¢ v souvislosti s katétrovou sepsi

a s tvorbou biofilmu na cizich télesech. (41)

Vyskyt sepsi S. aureus byl rozlozen relativné rovnomérné mezi riizna oddéleni.
U jednoho pacienta byla prokidzdna sepse MRSA, coz dokladd wvyskyt téchto
rezistentnich variant v populaci. Podle udaji vyro¢ni zpravy ECDC 2014 (European
Centre for Disease Prevention and Control) se v Ceské republice MRSA vyskytuje

u invazivnich onemocnéni v 10-25 % (42)

Streptokokové etiologie sepsi byla prokdzdna v menSim poctu. Tato etiologie
predstavuje spiSe komplikace zékladniho streptokokového onemocnéni, u 3 pacientl se
jednalo o viridujici streptokoky, kdy diferencidlné diagnosticky ptipada v uvahu jako

primarni zdroj napft. fokalni infekce v duting tstni. (43)
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Dva pozitivni likvory se zéachytem S. agalactiae predstavovaly meningitidy
kojencti. Jednalo se o rizikové novorozence, v prvnim ptipad¢ z rizikové nesledované
gravidity, u matky prokazan abusus drog v gravidité (heroin), pozitivni toxikologie na
opiaty pii porodu a porod mimo nemocnici v 34. — 35. tydnu, ve druhém piipadé¢ porod
cisafskym fezem pro hrozici hypoxii plodu, hypotroficky novorozenec s porodni vdhou
2000 g. Podle Petry Lastovickové, (Novorozeneckd sepse, Sestra 11/2009)
je u takovychto rizikovych novorozencti a kojenct riziko poporodni sepse a meningitidy
vyssi. (44)

Vyskyt enterokokli ve sledovaném souboru odpovida odbornym publikacim. (41)
Tyto druhy se vyskytuji pfedevs§im u téZce imunokompromitovanych jedinci, v naSem
piipadé¢ na hematoonkologickém odd¢leni. Prokazaly se zde u 2 pacientl téZ VRE

formy E. faecium.

Soubor vysetfovanych vzorkli byl pomérn¢ maly, ale i tak dobfe piedstavoval
zastoupeni spektra izolovanych druhii tak, jak je obvyklé v mikrobiologickych

laboratotich vySettujicich klinicky material z lazkovych zatizeni.
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ZAVER

Zastupci gram pozitivnich kokl jsou pfirozenou soucasti naseho kazdodenniho
zivota. Za béznych okolnosti zpiisobuji onemocnéni jen jejich patogenni druhy. OvSem
pii oslabeném imunitnim systému, at uz pfirozenou cestou nebo diky prodélané jiné
nemoci €1 po operaci, mohou zplisobovat zdvazna onemocnéni i druhy patogenni jen
potencialné. Zavazna onemocnéni se pak mohou projevovat jako sepse, meningitida
nebo syndrom toxického Soku. V nékterych piipadech mohou tyto infekce koncit az

fatalné.

Také lze fict, ze se zvySuje vyznam gram pozitivnich bakterii jako ptivodci infekei
u hospitalizovanych pacientli ¢ili nozokomialnich infekci. NejvEtsi potize zplsobuji
nozokomialni ndkazy vyvolané rezistentnimi druhy bakterii, jako jsou
methilcilin-rezistentni stafylokoky nebo vancomycin-rezistentni enterokoky. Tyto druhy
vznikaji pfi nadbytecném uzivani Sirokospektrych antibiotik a mohou zptsobit selhani
bézné antibiotické 1écby.

Diky jednomu z mych cil, a to zjistit vyskyt onemocnéni zpusobenych gram
pozitivnimi  bakteriemi za urcit¢é obdobi, jsem méla moznost se seznamit
s mikrobiologickou laboratofi Fakultni nemocnice v Plzni a s metodami, které se zde

pouzivaji k diagnostice.

Myslim, ze by bylo zajimavé delsi dobu sledovat vyskyt gram pozitivnich bakterii
na odd¢lenich, kde se nejCastéji nachdzeji onemocnéni, kterd bakterie zptlisobuji.
Vysledky mezi sebou porovnavat a zjist'ovat, jestli se jejich pocty v priabéhu sledovani
vyrazné méni ¢i nikoliv.

Také si myslim, Ze by bylo vhodné dbat na spravné pouziti antibiotik, obzvlasté

Sirokospektrych, a pokusit se tak zabranit vzniku novych rezistentnich kmenti.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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CO; - oxid uhlicity
sp. - species (druh)
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PRILOHY

Priloha 1: Piehled taxona v rodu Staphylococcus (prosinec 2010)

. DRUH/ VYSKYT
“|  PODDRUH CLOVEK ZVIRE |[POTRAVINA| ROK |1.AUTOR
S. aureus subsp. o r potravina,
1 aureus K+ Clovek zvite prostredi 1884 | Rosenbach
2| S. epidermidis clovek zvife prostredi 1916 Evans
S. saprophyticus
3 subsp. clovek 1951 Shaw
saprophyticus
S. capitis ssp. ‘1 x
4 capitis clovek 1975 Kloos
S. cohnii ssp. - .
5 cohnii clovek 1975 Schleifer
6| S. haemolyticus Clovek zvite prostredi 1975 Schleifer
S. hominis ssp. ‘1«
7 hominis clovek 1975 Kloos
8 S. simulans Clovek 1975 Kloos
9 S. warneri Clovek 1975 Kloos
10 S. xylosus Clovek zvite 1975 Schleifer
11| S. intermedius K+ Clovek zvite 1976 Hajek
S. sciuri ssp. T ,v
12 sciuri clovek zvite 1976 Kloos
13 S. hyicus K+ zvite potravina 1978 Devriese
S. carnosus ssp. . .
14 Carnosis uzeniny 1982 Schleifer
15| 8. auricularis Clovek 1983 Kloos
16 S. caprae Clovek kozi mléko 1983 Devriese
17| 8. gallinarum dribez 1983 Devriese
18 S. lentus ¢l.ziidka zvife 1983 Schleifer
19|S. saccharolyticus| an.) Clovek 1984 [Kilpper-Bélz
20 S. arlettae koza, driubez 1985 Schleifer
S. equorum ssp. oy .
21 equorum kan 1985 Schleifer
22 S. kloosii divoka zvitrata 1985 Schleifer
S. aureus ssp.
23 unaerobius an)K + ovce 1985 |DeLaFuente
24| S. chromogenes zvite mléko 1987 Hajek
25| 8. lugdunensis clovek 1988 Freney
S. schleiferi ssp. ‘]
26 schleiferi clovek 1988 Freney
27| 8. delphini K+ delfin 1988 Varaldo
28 S. felis kocka 1989 Igimi
S. schleiferi ssp. ..
29 coagulans K+ pes 1990 Igimi
30 Shigg ;JZ‘:CS;SP Clovek 1991 | Bannerman
31 Shfgfl;;;:;? clovek zvite 1991 | Kloos
32 S. muscae moucha, vept 1992 Hajek
33\S. piscifermentans| mar;;lg;/ane 1992 [Tanasupawat]
34| 8. pasteuri clovek zvife potravina 1993 | Chesneau
35| 8. vitulinus ¢l. ziidka zvife potravina 1994 Webster
S:Slvf‘lfilt‘;el::’eg: Clovek zvite 1995 |Zakrzewska
36| > Saprophyticus ssp. 2vite 1996 | Hajek
S. sciuri ssp. masove
37 carnaticus vyrobky 1997 Kloos
8. sciuri ssp. .
38 rodentium hlodavci 1997 Kloos
39 S. lutrae K+ vydra fiéni 1997 Foster




S. succinus ssp.

40 succinus Ljantar® *) 1998 Lambert
41| 8. condimenti sojova omacka| 1998 Probst
4| S car::z;it;s SSP- potraviny 1998 Probst
S. hominis
43 ssp. Clovek 1998 Kloos
novobiosepticus
.. syr z koziho Vernozy-
44| 8. fleurettii mléka 2000 Rozand
45| S- suecinits ssp. zrajicisyr | 2003 |  Place
4¢| S- equorum ssp. zrajicisyr | 2003 |  Place
47| S. nepalensis Hilir?;l}elii\i] ch 2003 Spergser
3 sen g i | K clovek Zvite 2005 | Devriese
29| 8. simiae ot 2005 | Pantidek
50| S. pettenkoferi Clovek 2007 Triilzsch
51 S. microti hrabos obecny 2010 | Novakova
52| 8. massiliensis Clovek 2010 | Masalma
53 S. rostri prase 2010 Riesen
54| 8. devriesei krava mléko 2010 Supré
zatim
nevalidovany:
S. .
seudolugdunensis clovek ‘ 2008 Tang
S. stepanovicii hl?li?z%ggl\; ci 2010 | Hauschild

K+ = koagulaza pozitivni; an.) = striktné anaerobni; *) S. succinus subsp. succinus byl izolovan ve zbytcich tfetihornich rostlin
zakonzervovanych v jantaru

Zdroj:PETRAS, Petr. Ctyii nové druhy v rodu Staphylococcus popsané v roce 2010.
Zpravy epidemiologie a mikrobiologie. Praha: SZU, 2010, 19(11), 334-337. ISSN 1803-
6422.



Priloha 2: Mikroskopicky preparat grampozitivni koky ve shlucich (stafylokoky),
barveni dle Grama, zv€tSeni 1000x.

T % " ¥ "~ a%w IS r -U"'v ¥ - 3
ﬁv '-.N.A"‘:? 4 s .f_.. Coas M ."‘:?.‘W e GA
45 f‘ 9, # 4 %t x ':' L SN i* = L 2 5
ctae , Wi a0t e e liag ot
T et W ORe Bae ﬁr.u' IR G YA
I S e B AT S
y * .‘I. % 1?. : -,.‘-.. 3 & o STice _,"-‘&:r'ﬁ
e L e 4 i t! v';‘g.t:: N S se s !
] .. B Ll A7 Py L e d'Ln
s 0 i . ” :,‘\"‘-.'? w1l CF, ?\i { Sy 3
\‘ \ -‘ " +° Y s P N -~ -f.\
Y v ", L o't g oY -t‘wi.-r. el ST
e Vo fre o el docd S .
ot ey RYY en st yte MRS N ION v Bad N TN
R Ll .5&."" Koaw oy . e W
[ ‘5 . L #- .-‘..,- '. ; :“ . c o g:& -
P g T W8 Ny L
"% - e & . man St % l‘-
Y pod e AR P > E, -y 55
A 1* - '* v ;-.h": - ‘r.? k" $| J‘"
‘\: e & wte, My : LS9 gLr
i P "‘ . ‘2,. % $iate ] ,J""‘ Ouv"z..*- \.‘-’ ':-!' t‘*
- i A ."' g ’ £ ‘#” i
2 P £ T v’ ¢ “ “"L I. -\‘a“ “-‘(
1 .-! . 5 * | —'é [ ol ey

Zdroj: foto autor

Priloha 3: Mikroskopicky preparat grampozitivni koky v fetizcich (streptokoky),
barveni dle Grama, zvétSeni 1000x.
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Zdroj: foto autor



Piiloha 4: Staphylococcus aureus - rust na krevnim agaru po 24 hod.
™

Zdroj: foto autor

Piiloha 5: Streptococcus pyogenes - rust na krevnim agaru ve smiSené kultufe po
24 hod.

Zdroj: foto autor



Piiloha 6: Enterococcus faecalis - rist na krevnim agaru po 24 hod.

Zdroj: foto autor



Priloha 7: Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen.
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FAKULTN NEMOCNICE PLZEN 160 00669806 tel.: 377 401 111, 377 103 111
Vazena pani

Barbora Ondrickova

Studentka oboru Zdravotni laborant

Fakulta zdravotnickych studii, Katedra teoretickych oborii
Zapadoceska univerzita v Plzni

Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zékladé Vasi zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro ofetiovatelskou péci FN Plzeii
udéluji_souhlas se sbérem a zpracovanim anonymizovanych dat z vysledkd laboratornich metod,
pouzivanych v Ustavu mikrobiologie (MIKRO) FN Plzeii. Tento souhlas je vydavan, pii splnéni nize
uvedenych podminek, v souvislosti s vypracovani Vasi bakalafské prace snazvem ,,Zdravotnicky
vyznamné gram pozitivni koky .

Podminky, za kterych Vam bude umoznéna realizace Vaseho Setfeni ve FN Plzei:

. Vrchni zdravotni laborantka MIKRO souhlasi s Vasim postupem.
. Osobné povedete svoje Setfeni.
. Vase Setfeni nenarusi chod pracovisté ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych smérnic FN

Plzen, ochrany dat pacientti a dodrzovani Hygienického planu FN Plzen. VaSe Setieni bude
provedeno za dodrZeni vSech legislativnich norem, zejména s ohledem na platnost zdikona C.
372/2011 Sb., o zdravotnich sluzbach a podminkach jejich poskytovani, v platném znéni.

. Udaje ze zdravotnické dokumentace pacientl, které budou uvedeny ve Vasi bakalaiské praci,
musi byt anonymizovany.
. Shér informaci budete provdadét v dobé Vasi, Skolou schvalené, odborné praxe, pod piimym

vedenim oprdavnéného zdravotnického pracovnika, kterym je MUDr. Jana Amlerovd, lékaika
MIKRO FN Plzeri.

Po zpracovani Vami zjisténych daji poskytnete zdravotnickému oddé€leni / klinice ¢i
organizaénimu celku FN Plzen zavéry Vaseho Setieni, pokud o né projevi opravnény pracovnik ZOK /
OC zajem a budete se aktivné podilet na pfipadné prezentaci vysledkii Vaseho Setieni na vzdélavacich
akcich poradanych FN Plzen.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovnikli s Vami spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami narusovala plnéni pracovnich povinnosti zaméstnanct. Spoluprace zaméstnanci FN
Plzen na Vasem Setieni je dobrovolna.

Pfeji Vam hodné uspéchti pfi studiu.

Mgr. Be. Svetluse Chabrova
manazerka pro vzdélavani a vyuku NELZP

zastupkyné nameéstkyné pro os. péci

Utvar naméstkyné pro os. péci FN Plzern
tel.. 377 103 204, 377 402 207
e-mail: chabrovas@fnplzen.cz
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