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Ptuda s amikacinem k zachytu beta-hemolytickych
streptokoki

Dvorakova Heroldova M., Dvoraékova M.

Mikrobiologicky dstav LF MU a FN u sv. Anny v Brné

Beta-hemolytické streptokoky napadaji mimo jiné
kazi, a to obvykle jiZ jinym zpusobem poskozenou, at

Souhrn

Beta-hemolytické streptokoky se uplatiiuji jako etiologické agens sekundarnich infekei ran, ulce-
raci a dekubita. Jejich laboratorni diagnostika byva komplikovana tim, Ze se na infekci ¢asto
podileji i dalsi, rustové méné naroéné bakterie (Staphylococcus aureus, pseudomonady a entero-
bakterie). Ty na krevnim agaru prerustaji kolonie beta-hemolytickych streptokokii.

Byl srovnan zachyt beta-hemolytickych streptokokii na krevnim agaru a na selektivnim krevnim
agaru s piridavkem amikacinu (36 pg/ ml).

Celkem bylo vysetireno 836 vzorku od 782 pacientu. Zachyceno bylo 86 izolata beta-hemolytickych
streptokoku. V 73 piipadech byly identifikovany dalsi bakterialni druhy podilejici se na infekei.
Nejéastéji to byl S. aureus a Pseudomonas aeruginosa. U vzorku, kde byla zjisténa smiSena infek-
ce, bylo 46 izolatu beta-hemolytickych streptokoku zachyceno jak na krevnim agaru, tak na krev-
nim agaru s amikacinem. Dalsich 27 izolata bylo zachyceno pouze na krevnim agaru s amikaci-
nem. Bez pouziti selektivni pudy by uniklo 37 % izolata beta-hemolytickych streptokokt u vzorku
z koznich lézi.

Kli¢ova slova: beta-hemolytické streptokoky - sekundarni kozZni infekce - selektivni puda.

Summary

Dvorakova Heroldova M., Dvorackova M.: Medium with Amikacin for Labora-
tory Diagnosis of Beta-haemolytic Streptococci

Beta-haemolytic streptococci are implicated in the etiology of secondary wound infection, ulcera-
tions and decubitus ulcers. Laboratory diagnosis of these causative agents is complicated by the
fact that other less fastidious bacteria (Staphylococcus aureus, pseudomonads and enterobacteria)
may also be involved in the infection. On blood agar, these bacteria overgrow colonies of beta-hae-
molytic streptococci.

Detectability of beta-haemolytic streptococci on blood agar and selective blood agar added with
amikacin (36 pg/ ml) was compared.

A total of 836 specimens from 782 patients were examined. Eighty-six isolates of beta-haemolytic
streptococci were detected.

Coinfection with other bacterial species, most frequently identified as Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa, was observed in 73 specimens. Forty-six isolates of beta-hemolytic strep-
tococci involved in coinfection were detected on both blood agar and blood agar with amikacin.
Twenty-seven additional isolates were only recovered on blood agar with amikacin. Without the
use of selective medium, 37 % of isolates of beta-haemolytic streptococci from skin lesion speci-
mens would escape detection.

Key words: beta-haemolytic streptococci — secondary skin infection - selective medium.
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monady, jsou rastové méné naroéné nez streptokoky
[5, 10]. Na krevnim agaru snadno prertstaji drobnéj-

béZnym poranénim, operaéni ranou, diabetickou ¢i
jinou ulceraci nebo dekubitem. Laboratorni diagnos-
tika beta-hemolytickych streptokokt pii sekundar-
nich koznich infekcich muze byt pomérné obtizna
pravé s ohledem na to, Ze v uvedenych lézich byva pii-
tomno vice bakterialnich druht. Tyto bakterie, zejmé-
na Staphylococcus aureus, enterobakterie a pseudo-

§i kolonie beta-hemolytickych streptokokt a kompli-
kuyji tak jejich zachyt a identifikaci [2, 6].

Rozhodly jsme se proto srovnat zachyt beta-hemo-
Iytickych streptokokt z koznich 1ézi na bézném krev-
nim agaru a na krevnim agaru s amikacinem. U této
selektivni pudy je vyuzita citlivost béznych bakterii
vletné stafylokoku, enterobakterii a pseudomonad
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Graf 1. Procentualni zastoupeni jednotlivych skupin beta-
hemolytickych streptokokt izolovanych z koznich 1ézi

Fig. 1. Percentage distribution of groups of beta-hemolytic

streptococci isolated from skin lesion specimens
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Graf 2. Zastoupeni jednotlivych bakterialnich druht, které
vyrostly ve smiSené kultute s beta-hemolytickymi streptokoky
Ostatni = gramnegativni nefermentujici bakterie, Proteus vul-
garis a Klebsiella sp.

Fig. 2. Bacterial species grown together with beta-haemolytic
streptococci.

Other = gram-negative non-fermenting bacteria, Proteus vul-
garis and Klebsiella sp.

Tab. 1. Zachyt beta-hemolytickych streptokokt ze smiSenych
infekei na KA a KA s amikacinem

Table 1. Detection of beta-haemolytic streptococci from co-
infection on blood agar and blood agar with amikacin

Krevni agar Krevni agar Pocet
s amikacinem zachycenych izolata
+ + 46 (63 %)
+ - 0
- + 27 (37 %)
Izolatt ze smiSenych infekei celkem 73 (100 %)

k amikacinu a zaroven nizka citlivost aZ rezistence
streptokokt k tomuto antibiotiku [7].

Material a metody

Bylo vySetieno 836 stéru z ran, ulceraci, dekubit, erozi a bér-
covych viedd, a to od 782 pacientt. VSechny vySetiované mate-

rialy byly nao¢kovany na krevni agar se 7 % ov¢ich erytrocyta
(KA), na Endovu ptidu, na krevni agar s 10 % NaCl (KA+NaCl)
ana krevni agar s ptidavkem amikacinu (36 ug/ml). Hodnota pH
KA s amikacinem je 7,3 + 0,2 a doba skladovani 10 dni pii chlad-
nickové teploté (pfedpis amikacinové pudy pochazi z receptatre
Mikrobiologického ustavu LF MU a FN u sv. Anny v Brné).

Vzorky naotkované na KA a amikacinové padé byly kultivo-
vany v termostatu pii 37 °C za zvySené tenze CO, po dobu 18
hodin. Endova ptda a KA+NaCl byly kultivovany v oby¢ejné
atmosfére pii 37 °C/18 hodin. Kultivace KA s amikacinem
a KA+NaCl byly po prvnim odeéteni vysledka za 18 hodin pro-
dlouzeny o dalsich 24 hodin.

Beta-hemolytické streptokoky byly predb&zné identifikovany
podle zony beta-hemolyzy na KA, rastu na ptidé s amikacinem
a negativni katalazové reakce. Pro dalsi urceni: byl pouzit
CAMP-test a prukaz pyrrolidonylamidazy (PYRA test PLIVA-
Lachema Diagnostica). Zachycené kmeny streptokokt byly poté
zatazeny do sérologickych skupin latexovou aglutinaci pomoci
soupravy Pastorex Strep® (Bio-Rad).

Vysledky

7 836 vysettenych vzorkt bylo zachyceno 86 izo-
latt beta-hemolytickych streptokokt. Nejéastéji
(35krat) byly izolovany kmeny skupiny C, které
tvorily celych 41 % izolatu. Dvacet jedna kment
pat¥ilo do skupiny A (24 %). Kmeny skupiny B (15)
reprezentovaly 17 % a 14 kmenu skupiny G 16 %
izolaty, jeden kmen (1,2 %) byl zaiazen do skupiny
F (graf 1).

V 73 ptipadech (85 %) bylo zjisténo, Ze se jedna
o smiSenou infekci streptokoky a dalsimi bakte-
riemi. Z toho u 54 vySetfovanych pacienta se na
infekeci vedle streptokoku podilel dalsi bakterial-
ni druh a u 19 pacienttt dva a vice druhi. Nej-
¢astéjsi byla smisenéa infekce beta-hemolytickym
streptokokem a druhem S. aureus (30 izolatw).
Dale se na smiSené infekci se streptokoky podile-
ly kmeny Pseudomonas aeruginosa (25krat), Pro-
teus mirabilis (16krat) a Escherichia coli
(13krat). Rovnéz byly zachyceny gramnegativni
nefermentujici bakterie, Proteus vulgaris a Kleb-
siella sp. (graf 2).

Zachyt beta-hemolytickych streptokokt u smi-
Senych infekci na selektivnim KA s amikacinem
ukazuje tabulka 1. Beta-hemolytické streptoko-
ky byly u 46 vySetfenych materidla zachyceny
jak na KA, tak na KA s amikacinem. Z dalsSich 27
vzorku se streptokoky podaiilo zachytit pouze
na selektivni ptidé s amikacinem: na KA nebylo
mozné kolonie beta-hemolytickych streptokokt
identifikovat, protoze byly pierostlé jinymi bak-
teriemi. Jen v jediném piipadé vyrostl izolat
pouze na KA, §lo o 1 piipad z 13, kdy byla nale-
zena pouze Cistd kultura beta-hemolytického
streptokoka.
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Diskuse

V literatuie jsou jako nejéastéjsi ptvodei infekei
ktZe uvadény streptokoky skupiny A, potom skupi-
ny C a déle skupiny G [4, 9, 11]. Pfevazna vétSina
nasich izolata pattila do skupiny C (42 %). Do sku-
piny A bylo zatazeno jen 24 % izolatt. Rozdily mezi
nasimi vysledky a udaji v literatuie jsou ziejmé
zpusobeny rozdilnym vékovym sloZenim vySetfova-
nych soubort. Zatimco vysledky uvadéné v litera-
tute byly ziskany u déti, nas soubor tvorili prevaz-
né starsi pacienti s prumérnym vékem 63 let.
Rozdilné vysledky mohly byt rovnéz zptsobeny
odlisSnou patogenezi détskych koznich infekei. Dal-
§im davodem pro vysoky zachyt streptokokt skupi-
ny C v naSem souboru muze byt skutecnost, Ze jsme
pii posuzovani morfologie kolonii nerozliSovaly
yvelké“ a ,drobné“ kolonie streptokok.

V 73 piipadech z 86 byly vedle beta-hemolytic-
kych streptokoku zachyceny dalsi bakterie, nejcas-
t&ji S. aureus, P. aeruginosa a P. mirabilis. Podobné
spektrum bakterialnich druha, které se podileji na
sekundarnich infekcich ktize, uvadéji i dalsi autoti
[1, 5]. Lee a Tay [10] vySet¥ili 89 stért od pacientt
se sekundarni bakteridlni infekci kaze. Zjistili, Ze
44 % infekci bylo zptisobeno smiSenou mikroflorou
a nejéastéjsimi bakteriemi, které izolovali byl
S. aureus, Streptococcus sp., Pseudomonas sp.
a Proteus sp.

V literatute bylo popsano nékolik metod pro zvy-
Seni zachytu beta-hemolytickych streptokokut z kli-
nického materialu. Ve vétsiné pripada byl pouzivan
krevni agar s ptidavkem antibiotik. Carlson et al.
vyuzivali kombinaci krystalové violeti, kolistinu
a co-trimoxazolu [6] Dalsim antibiotikem, které se
osvédcilo jako selektivni nastroj pro beta-hemoly-
tické streptokoky, je gentamicin [2, 12]. My jsme pro
izolaci beta-hemolytickych streptokoku pouzily KA
s 36 ug/ml amikacinu. Z 86 nami zachycenych izo-
lata beta-hemolytickych streptokoku jich 85 vyrost-
lo na KA i KA s amikacinem. Jen u jednoho izolatu
se stalo, Ze byl vykultivovan pouze na KA, zatimco
27 (37 % ze smiSenych kultur) jich bylo zachyceno
pouze na KA s amikacinem. To znamena4, ze 37 %
izolatti beta-hemolytickych streptokokd ze smiSe-
nych infekci by bez pouZiti selektivniho krevniho
agaru s amikacinem uniklo. Podobné vysledky zis-
kali i Black W. A. a Buskirk F. [2], ktefi pouZili pro
izolaci beta-hemolytickych streptokoku vedle KA
i KA s gentamicinem. Celkem testovali 87 kment
beta-hemolytickych streptokokt ziskanych z 742
nejraznéjSich  klinickych materiala (vytéra
z pochvy, abscest, koznich 1ézi apod.). Jenom tii
kmeny zachytily jen KA, ale 22 (25 %) izolovali pou-
ze na KA s gentamicinem. V publikacich, které jsou
vénovany problematice beta-hemolytickych strep-

tokokt a dostupné v internetové databazi Medline-
PubMed autoii pouze jedné z nich vyuzili jako
agens pro pripravu selektivniho média amikacin.
Bosch J. et al. [3] pouZili pro zvySeni zachytu strep-
tokokt skupiny B ve vytérech z pochvy Muelleruv-
Hintonové bujon (2 ml) s amikacinovym diskem
(30 ug). Pii pouziti tohoto selektivniho média
zachytili z vySetfovanych vzorkt vice streptokokt
(12,7 %) nez pti pouziti selektivniho krevniho aga-
ru s kolistinem a nalidixovou kyselinou (9,9 %).

Dosazené vysledky ukazuji na dulezitost vyuZi-
vani selektivnich pad pro streptokoky u vzorka
z koznich 1ézi. Kolonie beta-hemolytickych strepto-
kokt mohou byt totiZ velmi snadno piehlédnuty
pod koloniemi ostatnich bakterii, které se na infek-
ci podileji. Pouziti selektivniho krevniho agaru
s amikacinem muzZe tomuto nebezpedi zabranit.
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