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ZVYSENI ZACHYTNOSTI BETA HEMOLYTICKYCH STREPTOKOKU
PRI KULTIVACI VE VF BUJONU

Major MUDr. Josef VANCURIK, major MUDr. Frantifek VYMOLA

Snaha zvysit zéchytnost beta hemolytickych strep-
tokoki pfedev§im u klinickych diagnos - angina,
revmatickd horecka a skarlatina neustdvd ani dnes
pii vyspélé kultivaéni technice. Je tomu tak proto,
Ze u téchto klinickych diagnos mime oprivnéné du-
vody tvrdit, Ze pivodcem je pfevdzné beta hemoly-
ticky streptokok, i kdyZz ho kultivatné nezachytime.
Proto se fada laboratornich pracovniki snaZi jiZ
delsi dobu zavést takovy zpusob péstovani a sestavit
kultivatni medium, které by umoZnilo zachytit beta
streptokoky, pokud mozZno vzdy, jsou-li pfi odbéru
zachyceny na tampénu.

Tak se doporucuje pfidavat do pomnoZovacich pud
pro pyogenni beta streptokoky glukosu (8,12). Pfes
své vyhody ma4 vSak i nedostatky. Pfi inkubaci del$i
24 hod. se tvofi pfili§ mnoho kyselin a streptokoky
zachdzeji. Ve snaze zabranit pfilisnému okyseleni
pudy pfiddvaji se fosfatové naraznjky. Jinou nevy-
hodou glukosy je, Ze omezuje tvorbu hemolysinu (4)
u streptokokd skupiny A, i kdyZ mnozi autofi tuto
okolnost neuznavaji. Velmi nepfiznivou pfekazkou
pro rist beta hemolytickych streptokok jsou zejména
alfa hemolytické streptokoky, kde jde pravdépo-
dobné o ucinek peroxydasy, a dale pyogenni stafy-
lokoky. Tyto mikroby se v bujénu vytecné a rychle
pomnoZuji a potlacuji tak rist pyogennich strepto-
koku. Proto se fada autort snaZila pfipravit selektiv-
ni pudy, které by zvysily zdchytnost beta strepto-
kokt. Cesta vedla pfes anilinova barviva a pozdéji
pfes natrium-azid v obohacené pomnoZovaci pu-
dé podle Pike a Fashena (9). Pomoci této znidmé, ale

ne béZné uzivané metody u nis, byla zichytnost
u vybranych piipadt po kultivaci v jejich bujénu 42
procent, ve srovnani se zdchytnosti v primokultuie na
krevnim agaru (14 9%,). Bylo pouZito krali¢i a lidské
krve, pfi CemZ na agaru s lidskou krvi byla nejvétsi
zachytnost, coZz odporuje Casto uvadéné namitce, Ze
lidska krev neni vhodnd pro pfitomnost O-anti-
streptolysinu. Podle zkuSenosti naSich vlastnich
ijinych (1) md i tato metoda nékteré nevyhody, ze-
jména proto, Ze prvnich 18 hod. roste streptokok sice
sdm, ale pfidand bakteriostatika potom jiz nestaci
zabrénit rustu ostatnich zadrodkd. Selektivni ucinek se
tedy v pribéhu Casu znaéné méni. Tato skute¢nost
bude na pfekazku v téch piipadech, kdy ptjde o za-
silani materidlu pfimo v této pomnoZzovaci pudé.

Jini autofi vyuZili inhibi¢niho u¢inku sulfona-
midd na pfidruZenou bakteridlni fléru, zejména alfa
streptokoky. Pfikladali na ptidu papirky smocené
v sulfonamidu (aristamid) (5,6) a v okoli jim vyristaly
beta streptokoky. ZvySena zachytnost tak Cinila
23 9%, (6). Ostatné jak podle literatury, tak i podle
nadich vlastnich zkuSenosti, ziskanych pii praci se
sulfathiazolovymi disky se zd4, Ze zde nejde o jedno-
duchy inhibi¢ni G¢in, ale o stimulaci rdstu strepto-
koklt miniméalnimi ddvkami, podobné jako je tomu
u penicilinu (13).

RovnéZ anaerobni péstovani materidlu podezie-
1ého z pfitomnosti beta hemolytickych streptokoki
se jiz dfive doporucovalo; dévalo rozdilné vysledky.
Jones a spol (7) dosli k zavéru, Ze polovina hemoly-
tickych streptokoki z hrdla se zachyti pouze za an-
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aerobnich podminek. Pike a Fashena (9) naproti tomu
nepozorovali Zddné Uspéchy pfi pouZiti anaerobiosy.
Nedostatek jejich préce je vSak v tom, Ze srovnavali
anaerobni primokulturu se selektivnimi pomnoZo-
vacimi pidami. V posledni dobé pouzil této metody
Burkhardt a Legler (5). Materidl inokulovali pfimo
na krevni plotny, které ukladali do anaerostatu. Je-
jich zachytnost se zvysila o 24,6 9,, ale nevyhoda
spocivala ve ztraté typinosti ristu riznych mikrobt
za anaerobnich podminek. Bajocchi (2) pouzil této
metody pfi souCasném obohacovani tuhych a teku-
tych pid hovézim sérem a hemolysovanou krvi
s bakteriostatiky (krystal-violet a natrium-azid). Zvy-
8il tak u svych pfipada zachytnost o 30 9, ve srovnani
s primokultivaci na krevni agar. Rovnéz Gierhake
(6) v uvedené praci mél vétsi zichytnost za an-
aerobiosy; cituje nékteré autory (Vystavel, Fry), ktefi
pfi anaerobni kultivaci pfinutili nehemolysujici
streptokoky k produkci hemolysinu. Také Wagner
(11) potvrzuje, Ze anaerobiosa stupriuje tvorbu he-
molysinu v krevnim agaru. Bernheimer a Rodbart
(3) zjistili, Ze pfidani natrium thioglykolitu do puady
zlepSuje tvorbu streptolysinu. Souhrn o anaerobné
rostoucich streptokocich podéva ve své prici Roe-
mer (10).

Proti vyjmenovanym pracim, jeZ se tykaji anaerobni
kultivace, uZivime od zaditku r. 1957 celkem jedno-
duchého kultivaéniho media - regenerovany VF bu-
jon s glukosou pro anaerobni kultivaci (sloZeni pady
uvedeno v Mikrobiologickych vySetfovacich meto-
dich 1958), VFB - na misto b&Zné uzivaného jatro-
vého bujonu (JB). Byli jsme k tomu vedeni snahou
ziskat podrobné;jsi zpravy o roli anaerobnich mikrobt
v chorobnych procesech hornich dychacich cest a
kromé toho jsme chtéli zachytit etiologického pu-
vodce u téch piipadi, které ztstaly negativni pfi
aerobni kultivaci. Tehdy jsme méli na mysli i lite-
rarni tdaje o vlivu anaerobiosy na kultivovatelnost
pyogennich streptokokd.

Nase vysledky:

Zichytnost beta hemolytickych streptokokil jsme
hodnotili u klinickych diagnos - angina, rev-
matick4 horecka a skarlatina. Ukolem tohoto
sd€leni bylo srovnat, které kultivaéni medium je nej-
vhodnéjs$i pro rust beta hemolytickych streptokokd.
Tabulka ¢&. 1 vyjadfuje Ciselné, o kolik je vypéstova-
nych streptokokt navic v jitrovém bujénu (JB) a
VF bujénu (VFB) neZ v primokultufe. Tabulka ¢. 2
ukazuje totéz v procentech. Tabulka €. 3 udavé v pro-
centech, o kolik je vé&t$i zichytnost beta streptokokil
v pomnoZovacich ptidéch ve srovnini s primokulti-
vaci. Z této tabulky je také patrna vyhodnost pouZzi-

Tab. 1
1
=) 9 o0 pomnoZeni | po pomnoZeni
Klinickd '3 £ 8 PP v P Elavic v
diagnosa ’8:’3‘ E-;
A6 | »&% | VFB| JB | VFB | ]JB
Angina 3046 | 1898 | 2620 | 2098 | 722 194
Febris
theumat. 444 | 298 | 406 | 332 | 108 34
Scarlatina 64 52 62 56 10 4
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Tab. 2
& po pomnozZeni | po pomnoZeni
Klinicka g ’g P v navic v
diagnosa a-;
>&% | VFB| JB | VFB| ]B
Angina 62,3 %!82,7 %168,6 % |20,4 %| 6,3 %
Febris rheumatica 76 % | 91 % (74,7 %) 24 % | 7,7 %
Scarlatina 81 % | 96 % (87,8 %| 15 % | 6,8 %
Tab. 3
& po pomnozeni| " % PO po-
Klinick4 g B v mnoZeni vétsi
diagnosa 'a B zichytnost v
3
> | VFB| JB | VFB| ]B
Angina 1898 | 2620 | 2092 | 38 10,2
Febris rheumatica 298 406 332 | 36,2 11
Scarlatina 52 62 56 | 19,2 | 7,6

viani VFB jako pomnoZovaci piidy pro anaerobni
kultivaci.

Podle dosaZenych vysledkii moZno uzavfit:

1. VF bujénem lze zachytit mnohem vice beta hemo-
lytickych streptokoktl neZ primokultivaci a bézn¢
uzivanym jatrovym bujénem.

2. Vyhodnost uziti VFB je zfetelnd pfedeviim
u anginy. Je tomu tak pravdépodobné proto, Ze
pifi této chorobé byvd v mnoha pfipadech vice
smiSené ustni mikrofléry neZ u spaly a revmatické
horedky. Jsou tedy beta streptokoky ohroZeny vice
prerostem. .

3. VF bujénem moZno beta streptokoky zachytit
konstantné ve vét§im mnoZstvi neZ na krevnim
agaru. Tomu tak neni pfi uZiti JB, ktery vyka-
zuje sice také vétsi zachytnost neZz krevni agar,
ale Casto beta streptokoky vyrostou pouze na
krevnim agaru.

4. VFB nevyzaduje dal$ich identifika¢nich subkultur.

Pod4vime-li tuto zprivu, inime tak proto, aby-
chom doporudili zavést VEB do b&Zzné praxe. Dosa-
Zené vysledky ukazuji na ziejmy vztah mezi ristem
a metabolismem beta hemolytickych streptokokd a
snizenym oxydoredukénim potencidlem. Vliv této
okolnosti, zejména na tvorbu streptolysini u sku-
piny A je dobfe znimy. ZvySeni zichytnosti pfi
anaerobni kultivaci lze vysvétlit stimulaci hemolysy,
kterd jinak mnohdy chybi, takZe beta streptokoky,
jsou-li ojedinélé, se nediagnostikuji. P¥i nasem po-
stupu, kdy streptokoky se péstuji na b&€Zném krev-
nim agaru po pfedchozi anaerobni kultivaci na
VFEB, jde ziejmé o piimy vliv sniZeného oxydo-
redukéniho potencidlu na mnoZeni streptokokti. Ne-
dostatek kysliku znamend pro né lepsi Zivotni pod-
minky, coZ je charakterisuje jako fakultativni anaero-
by, jimZ chybi katalasa a ostatni Zelezité dychaci
fermenty.
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Souhrn

Autofi poukdzali na vyhodnost pouZiti VF buj6-
nu pro pomnoZeni a zachyceni beta hemolytickych
streptokokdl. Pfevazné vétSiny v literatufe uvedenych
pud a metod pro sloZitost pfipravy, citlivost, ¢asovou
ndrocnost a nedostupnost chemikélii se béZné ru-
tinn€ neuZiva a je omezena jen na nékolik malo la-
boratofi. ‘

Autofi upozortiuji proto na celkem jednoduchou
kultivaéni ptidu, majici teoretické opodstatnéni, po-
uZitelnou v kaZdé laboratofi, bez zatiZeni provozu.
Pri uziti této pudy se nepotlacuje ostatni mikroflora,
kterd by mohla pfijit v tvahu jako patogenni Cinitel,
kolonie si zachovavaji své typické morfologické pro-
jevy, daji se snadno diagnostikovat, takZe neni tfeba
dalSich identifikacnich subkultur.

Zichytnost beta-hemolytickych streptokoki je pfi
uziti VF bujénu vys§i v praméru o 19—38 9, nez
u primokultivace.

Pe3ome

ABTOpBI YKa3bIBAIOT HA BBIFOAY npuMeHeHnsa VF -
OyJIbOHa U1 BBIpAlMBaHUA M OOHapy»keHus Oera-
FeMOJIMTUYECKNX  CTpenToKOKKOB. IlopaBisiolee
GOJIBIIMHCTBO IPUBEIEHHBIX B JINTEPATYpPE IMUTATEIIb-
HBIX Cpef U METOJOB 0aKTEepPHOJIOTMUYECKOr0 HCCIIe-
JIOBaHUS M3-3a CJIOXKHOCTHY IIPUTOTOBJIEHUS , UyBCTBH-
TEJIBHOCTH, TPYAHOCTU (B CMBICIE OOJIBIION 3aTpaThl
BPEMEHH) M HEIOCTYITHOCTH XEMHKaJMeB HeIpuMe-
HUMBI B IIOBCEQHEBHOM PYTUHHOU paboTe ¥ UMU HOJIb-
3YIOTCSA TOJIBKO B HEKOTOPBIX JIA00OpaTOpUSX.

ABTOpBI 109TOMY M O0Opall[aloT BHUMAaHUE HA IIPO-
CTyI0 B oO0lIeM IHTATENIBHYIO CPEAy, TEOPETHUECKU
000CHOBaHHYIO, KOTOPOii MOYKHO II0JIE30BATHCA B KaYK-
noit mabopatopuu 6e3 ocoboro ee oOpemeneHusa. Ilpu
ynorpebJieHuH 3TOH NMUTATEeJIbHOMU CpeIbl He YyTHETAETC s
ocrajbHass MuKpoduopa, KoTopas moryia Obl OBITH
BO3MOKHBIM IIaTOT€HHBIM (DaKTOPOM, KOJIOHHH CO-
XPaHAIOT CBOIO THIHYHYIO MOp(QOJIOruo, ux JIErKo

JUarHOCTHPOBAaTh, TaK YTO He TpeOyeTcsi BBIpAIIU-
BaTh A MIeHTH(UKAIUM HOBBIE CyOKYyJIbTYDHI.

VF-0ysb0H IIO3BOJISIET BBIABIATH GeTa-reMOJIUTH-
YECKUX CTPENTOKOKKOB B cpefiHeM Ha 19—38 9, uaiue,
YeM IpPH NEPBUYHON KyJIBTHBALHH.

Summary

The advantage of using VF broth for the cultivation
and identification of beta hemolytic streptococci is
stressed. Most of the culture media and methods,
reported in medical literature are used only in very
few laboratories, because their preparation is compli-
cated, delicate and lengthy, the chemicals often
unobtainable. The authors recommend therefore
the use of a simple culture medium, which has
theoretical foundation and which can be easily used
in every laboratory. When using this medium the
other microflora, which may be taken into considera-
tion as pathogenic, is not supressed, the colonies
keep their typical morphologic shape, and therefore
it is very easy to recognize them without the help of
further identification subcultures. Isolation of beta
hemolytic streptococci obtained from VF broth is
by 19—38 9, higher than when using primo-
cultivation.
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