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Abstract

The thesis Causers of intestinal infections in children and their cultivaton,
diagnostics deals with intestinal infections in children including cultivation and
diagnostics of pathogens. The attention was focused on children population in the age
up to 15 years. The practical part was carried out and the data was gained in the
laboratory of Laboma, microbiology laboratory Ltd. The biological material was the
smear from the rectum of an infected child.

In the theoretical part the attention was paid to the most frequent intestinal
agens. From the bacterial agens these are the representatives from the tribe
Enterobacteriaceae. Beside intestinal these patogens cause also some other diseases.
That is why the thesis is focused on the species Salmonella enterica, Shigella sp.,
Escherichia coli a Yersinia enterocolitica. Rotaviruses and adenoviruses belong among
the mentioned viral pathogens.

The objective of the thesis was the evaluation of the operating sequence from the
reason of the fastest and the most accurate findings of etiological agens of a particular
sick condition- in this case it is a diarrhoeal disease. Further it is the statistical data
evaluation from the point of occurrence of intestinal pathogens (bacteria and viruses) in
children in the year of 2008.

During the identification of all agens I used the available diagnostic methods
carried out in routine microbiology practice. In bacterial invadors they were: cultivation,
isolation, serotypization, and final bio chemical identification (bio chemical row). In
viral invadors they were: the determination of antigen in the stool on the basis of
commercially produced tests.

In biological material I proved the most of mentioned bacteria and viruses. I
found out that for the replacement detection of bacteria Salmonella enterica serotype
Enteritidis it is not possible to rely only on isolation and serotypization. The
determination of fenotypical characteristics using bio chemical row is authoritative and

designating.



I evaluated the occurrence of the most agens in target population statistically. From the
graph it is evident that in bacteria Salmonella enterica serotype Enteritidis dramatically
prevails.

The result of the study is the fact that if the microorgaism is to be correctly identified it
is necessary to proceed according to the most suitable available diagnostic methods, by

which means the risk of agens replacement is eliminated.
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Uvod:

Infekce stfevnimi patogeny jsou jednim z nejcastejSich onemocnéni ve svéte.
Postihuji nejen dospélé, ale z velké ¢asti i déti. V rozvojovych zemich mohou za
vysokou détskou morbiditu a mortalitu. Jejich vyskyt je vyznamnym epidemiologickym
problémem. Proto byva zalezitost stfevnich infekci pomérné diskutované téma.

Piivodci téchto infekci mohou byt bakterie, viry, paraziti aj. Protoze je vSak téma
parazitarnich infekci velmi obsdhlé a ptesahovalo by rdmec této prace, budou zde
zminény jen stfevni patogeny bakterialni a virové etiologie. Mezi ty vyznamngj$i patii
z bakterialnich ptivodcii nejéastéji zastupci z ¢eledi Enterobacteriaceae- salmonely,
shigely, enteropatogenni E. coli ¢i Yersinia enterocolitica, z virovych pak rotaviry a
adenoviry.

Problémem v identifikaci je zvoleni nejlepsiho diagnostického postupu, zejména
s ohledem na vhodnost dané metody. To se také stdva jednim z hlavnich divodd, pro¢
m¢ dané téma zaujalo. Spravnou volbou vySetfovaciho postupu mizeme eliminovat
zdlouhavé metody v mikrobiologické laboratofi, a tim urychlit dalsi kroky 1ékarské péce
o pacienta napadeného stfevnimi patogeny.

Nékteré bakterie jsou si svymi biochemickymi vlastnostmi ¢i antigenni
strukturou velmi podobné. Tento fakt znamena, Ze pti nedodrzeni spravného
vySetfovaciho postupu nebo preskoceni urcitého kroku identifikace miize dojit ke
komplikacim, nejcastéji zameéné agens.

Dnesni laboratorni priikazy, mezi které patii kultivace, biochemicka identifikace
a jiné metody, jsou na velmi dobré Grovni. I pfesto moderni identifikaéni prostfedky
nejsou dostacujici, pokud neni dodrZzen odpovidajici vySettovaci postup. Z toho divodu

je znalost mikroorganismu a zpusobu jejich identifikace nepostradatelna.



1. Soucasny stav

1.1 Stievni infekce virové etiologie u deti

Nejcastejsimi ptivodei prijmovych onemocnéni u déti jsou viry. Jejich vyskyt se
meéni v zavislosti na véku, imunitnim stavu hostitele, ro¢nim obdobi apod. Podle
statistik jsou nejfrekventovanéjSimi ptivodci détskych abakteridlnich gastroenteritid
rotaviry, adenoviry, caliciviry a astroviry. Viry vétSinou ptimo poskozuji stfevni klky
enterocytil a snizuji resorpéni plochu nebo produkuji enterotoxin. Inkubacéni doba se
pohybuje od 4 do 48 hodin. Nejpostizenéjsi vékovou skupinou u v§ech zminiovanych

virovych agens jsou déti mezi 1.az 5. rokem zivota. (2, 23)

1.1.1 Rotavirus

Rod Rotavirus patii do ¢eledi Reoviridae (Respiratory, Enteric, Orphan viruses).
Je to nejcastéjsi stfevni virus, zpiisobujici akutni gastroenteritidy u déti. Rotavirus je
zodpovédny také za asté nozokomialni infekce v détském véku. Casto dochazi ke
vzniku novych antigennich typl a zaroven k $ifeni zvitecich rotavirti do lidské
pribéh. V soucasnosti prochazeji velmi zietelnym vyvojem. (12, 28)
Morfologie, genom a antigenni struktura. Nazev rotaviru vznikl podle jeho
morfologického vzhledu v elektronovém mikroskopu (lat. rota, kolo), obr. ¢. 1.
Kompletni zralé ¢astice méti 75 nm. V nékterych zdrojich se vyskytuje tvrzeni, ze
dospéla ¢astice viru ma dvojitou kapsidu, vétSina odborné literatury vSak uvadi, ze je
obklopena trojitou kapsidou o kubické symetrii. Rotavirus patii mezi viry neobalené,
obsahujici genetickou informaci ve formé linearni, dvouvlaknové RNA, ktera se sklada
z 11 segmenti. Kazdy tento segment koduje alespon jeden strukturalni nebo
nestrukturalni protein. Ve vybéZcich virionu se nachazi dilezity protein VP4,

odpovidajici mj. za ptilnuti viru na specificky receptor. V zevni vrstvé kapsidy je



typove specificky glykoprotein VP7. Skupinové a podskupinové specifickym antigenem
je protein VP6, uloZeny ve stfedni vrstvé kapsidy.

Podle struktury proteinu VP6 se rotaviry antigenné ¢leni na Sest serologickych
skupin A az F. Podle antigenniho slozeni VP4 a VP7 se rozeznava ke dvaceti serotypiim
P a G. Lidské rotaviry nalézame jen ve skupinach A, B a C. Nejcastéj$Sim piivodcem
humannich infekci je skupina A. (1,10)

Patogenita a patogeneze. Rotaviry jsou nejvice patogenni pro malé déti. Presto, ze

v nékterych ptipadech miize infekce probihat inaparentné z divodu mozné piitomnosti
protilatek, vétsSina rotaviri zptisobuji zavazné prijmy s rizikem vzniku dehydratace. Ta
je u déti velmi nebezpecna a miize koncit smrti. (28)

Viry napadaji zralé epitelialni buniky vrcholkl klkt v hornich dvou tietinach
tenkého stfeva, zejména v duodenu a proximalni ¢asti jejuna. Receptorem viri je
betagalaktosidasa. Porucha jeji funkce hraje v patogenezi onemocnéni vyznamnou roli.
Cukerna slozka potravy zlistdva nerozstépena a dostava se do tlustého stieva. V tlustém
sttevé zacnou byt disacharidy Stépeny bakteriemi. Vzniké plyn, ktery rozepind stievo a
dochazi k poruse resorpce vody. Vysledkem je prijjem a ptipadna dehydratace.

V patogenezi rotavirové infekce se kromée invazivity viru vyznamné uplatiiuje
také enterotoxin NSP4. V poslednim desetileti byly provadény také vyzkumy na mysich
modelech. Zjistovanim mechanismi patogeneze mizeme ptispét nejen k lepSimu
porozuméni vird, ale pfedev§im k vypracovani u¢inné 1écby. (24, 28, 29)
Epidemiologie. Rotavirus je nejCastéjsim ptivodcem virovych gastroenteritid kojencti a
malych déti. Inkubacni doba je ptiblizn€ 2 dny, ptenos se déje cestou fekalné oralni.
Virus je ve stolici ptitomen 7 az 10 dnd. U primarni infekce staci pouze 10 rotavirovych
¢astic k vyvolani ptiznaki nemoci. Ve stolici akutné nemocnych déti jsou rotaviry
pritomny ve vysoké koncentraci. V prvnich &tyfech dnech onemocnéni je to az 10°- 10"
virovych partikuli v 1 ml stolice. Bézna infek¢ni davka je ptiblizn¢ 0.001 ml filtratu
stolice. (24, 28)

Celosvétove prevladaji 4 serotypy rotavird, jejichz prevalence je rizna podle
geografické oblasti. NejCastéji se vyskytuje serotyp 1 skupiny A rotavirl. Byl zjistén az

u 53% vsech rotavirovych infekci na svété. Infekce se v podminkéch mirného
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podnebniho pasma objevuji celorocné, maximum vyskytu je predevsim v zim¢ a
prvnich jarnich mésicich. U novorozenct a kojenct vétSinou infekce probiha latentné,
asymptomaticky. Pfedpoklada se, ze ptic¢inou lehce nebo bezptiznakovych ndkaz u
novorozencu jsou latky obsazené v kolostru a matefském mléce. Nejvyssi riziko pro
zavazny prabéh maji déti ve véku 4 mésicti az 3 let. Odhaduje se, ze celosvétove asi 600
tisic déti roné na rotavirovou infekci umird. VétSina z nich je v poslednich letech
opakovang, s rostouci frekvenci, hlaSena z rozvojovych zemi. K epidemickému Siteni
dochazi také v porodnicich a zafizenich pro nedonosené déti. U rotavirovych infekei je
tieba pocitat s moznosti zavleceni novych kment ze zahranici, proti kterym v populaci
nejsou protilatky. Tyto kmeny mohou vazné ohrozit novorozence jiz v prvnich dnech
zivota.(24, 29)

rovnovahy. Pro prevenci byla vyvinuta G¢innd vakcina, byla vSak zak4zana, protoze u
nékterych déti po ockovani doslo k akutni neprichodnosti stieva a v n¢kolika ptipadech

byla tato komplikace smrtelna.(30)

1.1.2. Adenoviry

Mezi dal$i vyznamné viry, zpisobujici stfevni infekce u déti patii adenoviry.
Celed’ Adenoviridae se déli do étyt rodi. Lidské a zviteci adenoviry patii do rodu
Mastadenovirus (fecky mastos, prs). Adenoviry postihuji predevsim sliznice, mohou
také perzistovat v lymfatické tkani. U malych déti zpiisobuji zejména akutni
rhinofaryngitidu, z hlediska stfevnich infekci se podileji na détskych gastoenteritidach.
(28)
Morfologie a antigenni struktura. Velikost adenovirt je zhruba 80 nm. Stejné jako
rotaviry patfi mezi neobalené viry s kubickou symetrii kapsidy. Kapsida viru je tvofena
kulovitymi proteinovymi podjednotkami- kapsomerami. Sklada se z 240 hexonti a 12
vrcholovych pentont. Cely tento komplex pak dava virionové ¢astici tvar dokonale

pravidelného dvacetisténu, obsahujici mnozstvi antigent, obr. €. 2.
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Dosud je znamo 47 serotypt adenovirt patogennich pro ¢lovéka. Plivodné byly
déleny podle onkogenity pro novorozené kiecky a schopnosti aglutinovat krysi a opici
erytrocyty. Dnes se déli na sedm poddruhti A aZ F podle homologie nukleotidovych
sekvenci. Antigeny adenovirl se uplatiiuji v riznych typech stanoveni, naptiklad
imunofluorescenci ¢i neutraliza¢ni reakcei. (28)

Patogenita a patogeneze. Z hlediska stfevnich infekci jsou patogenni pouze dva typy
adenovird, typ 40 a 41. Prijmem se projevuje zhruba polovina infekci vyvolanych
témito typy. Postihuji malé déti do 4 let véku. (26, 28)

Adenoviry vyznamné ovliviiuji imunitni mechanismy hostitele. Pfiznaky akutni
adenovirové infekce vyplyvaji z rozpadu fady bunék nakazenych virem a ze zanétlivé
reakce na toto poskozeni. Uplatiiuje se schopnost adenoviri syntetizovat béhem svého
mnozeni proteiny, které potlacuji bunéénou odpovéd’ na interferony a a . Dale maji
viry schopnost zasahovat do regulaci apoptozy, ktera je indukovana cestami TNFa a
Apo/Fas. Mohou tedy zamezit nebo oddalit smrt hostitelské buiiky. Adenoviry vyuzivaji
pro vstup do hostitelské buiiky povrchové molekuly, resp. adhezivni molekuly.
Receptorem pro vstup je integrinovy heterodimer o2f1 (VLA-2). (19, 28)
Epidemiologie. U sttevnich infekci se adenoviry §ifi fekalné oradlni cestou, inkubac¢ni
doba je 2 az 5 dnii. Jsou druhym nej€astéj$im virovym agens odpovédnym za akutni
gastroenteritidu. Ta se vyskytuje nejen u mens$ich déti, ale 1 u kojenct. Adenoviry se
prenasi zejména v détskych kolektivech kontaminovanymi ptedméty. Virovy prijem je
velmi Casto sezonni a probiha epidemicky. Béhem akutniho stadia choroby se vylucuji
velkd mnoZstvi virl, které jsou zodpovédné za rozSifovani epidemie. Existuji zpravy, ze
k maximalnimu vylu€ovani vira do stolice u pacientl s akutni gastroenteritidou dochézi
3. az 13. den poté, co se objevi symptomy. Adenoviry vyzaduji pomérné dlouhou dobu
hospitalizace déti. Jistou moznosti je tak Sifeni nozokomialnich ndkaz nejen na ostatni

pacienty détského veéku, ale 1 na osoby imunitné¢ oslabené. (2, 7)
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1.1.3 Ostatni stfevni virové agens u déti

Dal$imi ptivodci virovych prijmi u déti jsou caliciviry ¢i astroviry. Tyto agens
se vyskytuji epidemicky, ¢asto bezptiznakove. Nékdy vyzaduji hospitalizaci, ale
vétSinou jde o mirné probihajici infekci. Vzhledem k tomu, Ze se v bézné laboratorni

praxi nediagnostikuji, budou zde popsany pouze strucné.

1.1.3.1 Caliciviry

Celed’ Caliciviridae zahrnuje &tyfi rody, z nichZ patogenni pro ¢lovéka je pouze
Norovirus a Sapovirus. Oba rody zplsobuji akutni gastroenteritidu v détském veku.
Onemocnéni trva 1 az 4 dny, inkubacni doba je 1 az 2 dny. Norovirus (€asto oznacovan
také jako Norwalk virus) je pomérné odolny patogen, vektorem infekce je voda.
Vyskytuje se tedy v nedostatecné upravené pitné vodeé ¢i koupalistich. Caliciviry
podobné viru Norwalk (Norwalk-like viruses) jsou vysoce infekéni a vyvolavaji
epidemické prijmy ve vSech v€kovych skupinach. Sapovirus je patogen zejména
malych déti do 5 let véku. U novorozenct pusobi bezptiznakové infekce, u kojenct a

starSich déti celkem mirné probihajici akutni gastroenteritidy. (28)

1.1.3.2 Astroviry

Celed’ Astroviridae obsahuje jediny rod patogenni pro ¢lovéka, tj.
Mamastrovirus. Podobné jako caliciviry jsou odolné viic¢i extrémnim hodnotam pH
apod. Jsou béznymi ptivodci prijmu, zvlasté u déti do 5 let. U starSich déti lze
pozorovat také mimostievni pfiznaky, jako je bolest hlavy ¢i zvySena teplota. Infekce je

Cast&jsi v zimnich mésicich, mnohdy inaparentni. (28)
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1.2 Stitevni infekce bakterialni etiologie u déti

Bakterialni agens jsou z hlediska vyskytu stfevnich onemocnéni mén¢ Casté nez
viry. I pfesto mohou vyvolavat zavazné infekce pacientll détského veku. Bakterie
pusobi pfimo invazivné ve sliznici (enteroinvazivni) nebo vytvari enterotoxin
(enterotoxické). Kvili pomérné Siroké Skale bakterii, které mohou u déti vyvolat stievni
infekci se v praci budu vénovat pouze nékolika ¢astym a vyznamnym bakteriim z celedi
Enterobacteriaceae. Jsou jimi salmonely, shigely, enteropatogenni E. coli a Yersinia
enterocolitica. (23, 28)

Enterobakterie jsou gramnegativni nesporulujici tycky, dlouhé kolem 2 az 3 um
a Siroké 0,5 az 0,8 um. Patii mezi fakultativné anaerobni mikroorganismy, vétSina
disponuje schopnosti pohybu. Z pohledu klinické mikrobiologie jsou
Enterobacteriaceae nejdulezitéjsi ¢eledi gramnegativnich ty¢ek. Morfologicky se od
sebe 1isi jen malo, coz snizuje vyznam mikroskopie v diagnostice. Jsou saprofyty i
patogeny nejen pro ¢loveéka, ale i pro zivocichy a rostliny. Enterobakterie fermentuji
cukry, jsou katalasa pozitivni, oxidasa negativni a redukuji nitraty. (14, 28)

Jsou znamy tii resp. Ctyfi typy antigenti. O-antigen je lipopolysacharidovy
komplex, pfitomny v bunécné sténé bakterie (vnéjsi polysacharidovy fetézec LPS).
Tento antigen se vyuziva pfedevs§im pro identifikaci, je druhové a typové specificky.
Jednotlivé antigenni typy se zpravidla znaci Cisly (naptiklad O55, O111). H-antigen je
tvofen polymerizovanou bilkovinou flagelinem a nazyva se také antigen bic¢ikovy, je
tedy pfitomny pouze u enterobakterii pohyblivych. Je termolabilni a stejn¢ jako O-
antigen se pouziva k identifikaci. K-antigen je kapsularni antigen pouzdra, tvoii ho
kyselé polysacharidy a nékdy mlZe tento antigen maskovat ostatni Ag. Je relativné
malo vyznamny pro diagnostiku. Specifickym antigenem je Vi antigen (mikropouzdro)
vyznamny predevsim u druhu Salmonella Typhi. (14, 23, 28)

Enterobakterie disponuji riznymi faktory virulence. Jsou jimi napt. LPS,
adhezivni faktory (fimbrie), exotoxiny (cytotoxiny, enterotoxiny), IC pfezivani ¢i
rezistence k ATB. Pro diferenciaci se pouzivaji pfedevs§im jejich biochemické

vlastnosti. Rostou na vétsiné béznych kultivacnich ptd. Ristové optimum je 37°C. (8)
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1.2.1 Salmonella

Rod Salmonella se sklada ze dvou druhl. Salmonella enterica, ktery se dale déli
do 6 poddruhti a Salmonella bongori. Béhem desetileti byly popisovany nové sérovary,
které byly oznaCovany jako druhy podle jinych taxonomickych kriterii nezli dnes.
Nézvy Castéji se vyskytujicich sérovart salmonel jsou vSak dnes jiz zazité a diilezité pro
etiologii a epidemiologii. Bylo by nerealistické je zavrhnout a nahradit antigenni
formuli, kterd je pro oznaceni sérovarl jinak béZna. Proto jsou tato oznaceni ponechana,
avsak graficky odliSena, napt. Salmonella enterica subspecies enterica sérovar Typhi
byla zkracena na Salmonella Typhi. V dnesni dob¢ existuje vice nez 2000 sérovar,

z toho 1435 téchto sérovart nalezi do druhu Sal/monella enterica.

V souvislosti s nej¢ast&j$imi a nejvyznamnéjSimi sttevnimi salmonelami u déti
budou v této praci popsany primarné zoopatogenni salmonely, tedy druh Salmonella
enterica. (18, 28)

Morfologie, biochemické vlastnosti. Stejné¢ jako ostatni enterobakterie je Salmonella
enterica nesporulujici gramnegativni ty¢ka dlouhd 2 az 3 pm, Siroka 0,5 az 0,8 um.
Vzhledem k tomu, Ze se svou morfologii nijak nelis$i do ostatnich gramnegativnich
tycek, jeji diagnostika je z hlediska mikroskopie neptesna. Salmonella enterica je
pohybliva.

Salmonely maji charakteristické biochemické vlastnosti. Nestépi laktosu a
sacharosu, $tépi mannitol, vyuzivaji citrat, produkuji sirovodik a jsou indol negativni.
Na selektivné diagnostickych piidach (McConeky, Endova ptda) rostou v bezbarvych
koloniich, na DC agaru navic s ¢ernym stfedem. Glukosu §tépi za tvorby plynu. (28)
Patogenita a patogeneze. Nejrozsitendjsi alimentarni infekce v CR je salmoneldza,
vyvolana nejcastéji serotypem Salmonella Enteritidis (0:9, H:gm). Pro onemocnéni jsou
charakteristické prijmy bez pfitomnosti krve ve stolici a zvraceni. Témét vzdy je
pfitomna horecka. U malych déti hrozi salmonelova sepse, ktera byva smrtelnd. Jsou
mozné i dal$i komplikace, napt. menigitida. K infekci je nutnd pomérné vysoka infekéni
davka. VE&tsinou se uvadi 10° aZ 10® bakterii, zaleZi na stavu hostitele. U d&ti a starsich

osob je infekéni davka podstatné nizsi.
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Bakterie se vazi na mikrovili sliznice stfeva, zejména kycelniku pomoci
specifickych adhesini na bakteridlnim povrchu. Adhesiny se vaZzi na receptory
obsahujici mannosu. Dochézi k degeneraci mikrovila a salmonely mohou pronikat do
bun¢k. (22, 28)

Epidemiologie. Inkubacni doba salmonelovych onemocnéni je 12 hodin az 5 dnu,
nejCastéji vSak 24 az 48 hodin. Salmonella enterica se piendsi fekalné oralni cestou.
Pfenos vétSinou vyzaduje potravinu jako vehikulum. Zdrojem infekce byva driubez,
zejména vodni. Nebezpecnd jsou kontaminovana vejce a nedostatecné tepelné upravené
driibezi maso. Teplota zpracovani dribeziho masa neméla klesnout pod 75 °C.
Onemocnéni trva piiblizné 7 dni, u déti je ¢asto nutna hospitalizace vzhledem

k hrozicim komplikacim.

Mnohdy byvaji salmonely vylu€ovany hostitelem i po odeznéni symptomti.
Salmonely se vyskytuji ¢asto sezonn€. ZvySeny vyskyt byva pozorovan spise v letnich
meésicich. Epidemiologické studie v riznych ¢astech svéta prokazaly, ze napf.

v africkych zemich byva vyssi pocet déti nakazenych salmonel6zou béhem ¢i po
destivém obdobi.Globalni studium patogeneze salmonel mé vyznamny vliv na

epidemiologii, prevenci a terapii. (15, 28)

1.2.2 Shigella

Rod Shigella se tadi stejn¢ jako rod Salmonella do ¢eledi Enterobacteriaceae. Je
vyhradné lidskym patogenem. Existuji ¢tyii druhy- Shigella flexneri, Shigella sonnei,
Shigella boydii a Shigella dysenteriae. Druhové urceni shigel je dano typizaci pomoci
O-antigend. Shigely zplsobuji sttevni onemocnéni zvané shigeldza €1 bacilarni
dysenterie, vyskytujici se predevsim u déti. Nejcastéjs§im ptivodcem onemocnéni je
7 90% Shigella sonnei. (22, 28)

Morfologie, biochemické vlastnosti. Shigely jsou gramnegativni, nepohyblivé tycky.
Vétsina morfologickych znakt je shodné s ostatnimi zéstupci z celedi

Enterobacteriaceae.
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Biochemicky jsou shigely malo aktivni. TéZzko se odlisuji od n¢kterych kment
Escherichia coli. Stépi glukozu bez tvorby plynu, netvoii sirovodik, nehydrolyzuji
mocovinu, neutilizuji citrat jako zdroj uhliku. (21, 28)

Patogenita a patogeneze. Onemocnéni, které zptisobuje Shigella je znamé pod pojmem
shigeloza. Vyznacuje se ¢etnymi vodnatymi prijmy a tensemy, tedy frekventni
neovladatelna nuceni na stolici. Ta ¢asto obsahuje hlen a hnis, vzhledem k ¢asté ulceraci
stteva mlize byt pfitomna krev. Mnohdy se mlize vyskytovat také horecka, slabost a
kiece v btiSe. Vzhledem k tomu, Ze shigely vétSinou nepronikaji do submukozy,
nevznika bakteriémie ani systémové onemocnéni. Zachyt z krve je spisSe vyjimecny.
Patogenitu je mozno testovat na bunéénych kulturach nebo na morceci konjunktivée, kde
vyvolava hnisavou keratokonjunktivitidu. (21, 28)

Hlavnim mechanismem patogenniho plisobeni je prinik do bunék sliznice
tlustého stfeva, intraceluldrni mnozeni v téchto buiikach a jejich poskozeni za vzniku
nekrosy a viedu. Pfi invazi vyuzivaji invaziny Ipa, které se vazi na integrity na povrchu
M-bunék Peyerovych plakt. (28)

Vyluéné u kment Shigella dysenteriae se uplatituje tzv. shiga toxin. Jde o
termostabilni enterotoxin, ktery ma u¢inky enterotoxické, neurotoxické a cytotoxické.
Shiga toxin patii do stejné skupiny toxini jako je cholerovy toxin nebo toxiny tvorené
enterotoxickymi kmeny E. coli. Tyto toxiny maji dvé podjednotky. Oligomer B, tvoieny
péti identickymi subjednotkami, ktery se navdze na receptor v membrané€ napadené
bunky. Enzymaticky aktivni podjednotka A pronikne do bunky a ovlivni jeji
metabolizmus. B podjednotka Stx se vaze na glykolipidovy receptor v bunééné
membrané, podjednotka A inhibuje syntézu bilkovin bunikou, kterou tak ¢ini
neschopnou Zivota. Stx se vaZe na epitel stfevni sliznice a ni¢i ho. Proniké i do ob¢hu,
kde nachazi odpovidajici receptory v ledvinach a v endotelu kapilar. Moznou terapii se
proto jevi blokovani receptori pro Stx. (13, 22)

Epidemiologie. Zdrojem infekce je nemocny nebo rekonvalescent, inkubacni doba je 3
az 7 dnd. Stejné jako u salmonel se shigely prenaseji fekalné-oralni cestou. Infekéni
davka je pomérné nizka, asi 100 bakterii. U déti je nejcastéj$im druhem Shigella sonnei,

nejnebezpecnéjSim Shigella dysenterie, kterd se vSak vyskytuje nejméné, vétsSinou jako
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import z troptl a zemi jihovychodni Asie. Shigely jsou vyhradné lidskym patogenem,
proto je onemocnéni €isté lidskou infekci bez zvitecich rezervoart. K prenosu dochazi
alimentérni cestou pies kontaminované potraviny a vodu. Jako mechanicky faktor
prenosu se mohou uplatiiovat mouchy. Jedna se o typickou nemoc $pinavych rukou.
Rizikovym prostiedim u déti jsou Skolky, letni tdbory, socidlni ustavy ¢i ostatni détska
zafizeni. Pro objasnéni epidemiologické souvislosti je vyuzivana vyznamnd metodika
zvana kolicinotypizace. Vychazi z toho, ze n€které kmeny Shigella sonnei produkuji
exoproteiny antibiotické povahy, tzv. koliciny.

V poslednich letech doslo k vyznamnému poklesu incidence onemocnéni,

v rozvojovych zemich jsou shigely stile vyznamnym patogenem. (4, 5, 22)

1.2.3 Escherichia

Druh Escherichia coli je povazovan za jeden z nejznaméjsich. Presto, ze existuji
1 ostatni druhy v tomto rodu, pro medicinu ma nejvétsi vyznam prave E. coli. Je to
fakultativné anaerobni bakterie z Celedi Enterobacteriaceae. Ptitomnost bakterie
Escherichia coli ve sttevé je nezbytnym predpokladem pro spravné fungovani travicich
procest, je tedy vyznamnou soucasti sttevni mikroflory. Je komenzalem, ¢astecné
saprofytem a také symbiontem.

E.coli mé velké uplatnéni nejen v mikrobiologii. Je vyuzivana jako modelovy
organismus dilezity napf. v genetice. Jakozto pomocna slozka se uplatiiuje také pii
vyrob¢ inzulinu. (28)

V dnesni dobé& je znamo pomérné velké mnozstvi serotyptll. Podle patogennich
vlastnosti (O-antigeny) se pak bakterie d€li na jednotlivé kmeny (patovary)-
enteropatogenni, enterotoxigenni, enteroinavazivni, enterohemoragické, v posledni dobé
dosti popisovany kmen enteroagregativni a zatim malo prozkoumany kmen difuzné
adherentni. U déti se nejcastéji vyskytuje EPEC, proto bude prace zaméfena na tento

kmen. Charakteristika kment je uvedena v pfiloze, tabulka €. 1, obr. €. 5. (26)
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Morfologie, biochemické vlastnosti E. coli je gramnegativni, nesporulujici, pohybliva
ty¢ka se zaoblenymi konci. Biochemicky je to primérné aktivni enterobakterie. Stépi
glukosu a laktosu za tvorby plynu. Tvofi indol, nestépi mocovinu.

Patogenita a patogeneze. E. coli je podminéné patogenni bakterie. U déti maze dojit
k zavaznym stfevnim infekcim. Nasledkem prijmi dochéazi k pomérné rychlé
dehydrataci a v nékterych ptipadech dochézi ke smrti ditéte. Kmen EPEC napada malé
déti nejcastéji do 1 roku. Infekce se projevuje vodnatym prijmem bez piimési krve,
¢asto s horeckou. (17)

Ve stfeve je patogenni jen tehdy, kdyZz je kmen vybaven specifickymi faktory
virulence. Kmen EPEC disponuje takovymi faktory, které vedou ke vzniku
novorozeneckych prijmu. Enteropatogenni E. coli netvofi enterotoxiny. V patogenezi
se obvykle uplatiiuje adheze na sliznici tenkého stifeva (vazba na enterocyty) a nasledné
rozpousténi mikroklkd. Tim dojde k alteraci epitelialniho povrchu, destrukci
kartacového lemu a omezeni absorpce zivin, elektrolyti a vody. (1,28)

Epidemiologie. Zdrojem infekce byva nemocny ¢lovek, Casto
se symptomatickou formou onemocnéni. Nakaza se $iti fekdln€ oralni cestou. Protoze je
E. coli pomérné€ odolna, je mozny i ptenos kontaktem. Inkuba¢ni doba u
enteropatogennich kmeni E. coli je 9 az 12 hodin. Za ideélnich podminek dosahuje jeji
generacni doba 20 minut. Obdobi nakaZlivosti trva po celou dobu vylucovani patogenti
ze stolice. Nejcastéji byvaji postizeni déti do 1 roku veku, které jsou na EPEC pomérné
vnimavé. Proto jsou dilezita mj. i preventivni, protiepidemiologicka opatteni, avSak
vzhledem k ubikvitarnimu vyskytu ptislusnych kmeni je obtizné odhalit zdroj
nakazy.(4, 26, 28)

Kmeny EPEC jsou zavaznou nozokomidlni ndkazou, zejména na
neonatologickych jednotkéch, kde zdrojem infekce novorozence byva matka. V terapii
ma rozhodujici vyznam rehydratace. Dulezitym ochrannym faktorem je také kojeni. U
malych déti se podavaji peroralné aminoglykosidova antibiotika, u vétSich je Iékem

volby nejcastéji gentamicin. (1, 26, 28)
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1.2.4 Yersinia

Rod Yersinia spada do Celedi Enterobacteriaceae. Piesto, ze existuje kolem 10
druhti této bakterie, pro stfevni infekce je dulezity druh Yersinia enterocolitica. Je
obligitn¢ patogenni, zptisobuje onemocnéni zvané enterocolitida. Yersinia ma vysokou
afinitu k lymfatické tkani, coZ se projevuje u piipadnych komplikaci. Nejcastéji se
vyskytujici serotyp v Evropé je O:3, ktery je také nejvice vySetfovany a ma tedy
nejveétsi vyznam pro diagnostiku. (26, 28)

Morfologie, biochemické vlastnosti. Yersinia enterocolitica je drobnd, rovna
gramnegativni ty¢ka. Pohybuje se pomoci bi¢ikl, maximalné vSak do teploty kolem
25°C. Pti vyssich teplotach se bakterie stava nepohyblivou. (17)

Z hlediska zékladnich biochemickych vlastnosti je Yersinia jen malo odliSitelna
od ostatnich bakterii z Celedi Enterobacteriaceae. Je laktosa negativni, netvoii plyn.
Velmi charakteristické je pro ni vSak stépeni mocoviny. (17, 28)

Patogenita a patogeneze. Yersinia enterocolitica vétSinou vyvolava lehké stfevni
onemocnéni, které klinickym obrazem c¢asto pfipomind zanét slepého stieva
(pseudoapendicitida). U skolnich déti jsou velmi typické bolesti bficha s horeckou,
prijem nemusi byt pritomny vzdy. Protoze je bakterie znacné lymfotropni, ¢asto se
muze vyskytnout také zanét mezenterialnich lymfatickych uzlin. Nékdy dochazi ke
komplikacim, napi. zanét kloubti. (28)

Yersinia ma ostrov vysoké patogenity. V patogenezi onemocnéni se uplatnuji
ruzné faktory virulence, odlisné pro kazdy druh. Chromosomalné kodované faktory
virulence pro druh Yersinia enterocolitica jsou Inv a Ail. Oba tyto faktory patii mezi
adhesiny a umoziuji transport bakterie pies epitelialni bariéru hostitele. Velmi
vyznamny je také membranovy protein, ktery je soucasti Yops, tzn. proteinti vnéjsi
membrany. (17, 28)

Epidemiologie. Bakterie se piendsi fekalné ordlni cestou stejn¢ jako ostatni sttevni
patogeny. Inkubacéni doba se pohybuje od 4 do 7 dnli. Rezervoarem infekce je kromé
&lovéka také prase doméci, zdrojem je tedy nejéastdji veprové maso. Casto mize byt

zdrojem také voda ¢i dokonce nedostatecn¢ tepeln¢ zpracované ovocné §t'avy. U té€zsich
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forem onemocnéni byvaji postizeny déti starsi 5 let a adolescenti. Nemoc trva ptiblizné
4 tydny, u dospélych se doba rekonvalescence pohybuje kolem 1 az 2 tydnti. Védci
dospéli k zavéru, ze se v poslednich n¢kolika letech zvysila prevalence onemocnéni
zpusobenad touto bakterii. V prevenci infekce jsou proto nezbytna ptisna hygienicka
opatteni. (9, 17)

Morfologie bakterie pod svételnym mikroskopem a vzhled kolonii po

jednodenni kultivaci jsou uvedeny v pfiloze, obrazek €. 3, 4.
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2. Cil prace a hypotézy

2.1 Cil prace

Pfestoze moderni medicina nabizi dnes jiz velmi kvalitni metody k diagnostice
sttevnich infekci, nejdilezitéjsi je vybrat metodu nejvice vhodnou, citlivou a efektivni.

Problémem v ur€ovani sttevnich infekei u déti (ale i u dospélych) je spravna
volba identifikace. ZkuSenosti a znalosti jednotlivych patogent i metod jsou pro urceni
prijmovych onemocnéni u déti nepostradatelné. Nevhodné zvoleny postup znamena
vyrazné zpomaleni identifikace, coz je zejména u déti riskantni. Muze také dojit

Cilem prace je provedeni identifikace zmifilovanych patogent a nasledné zjisténi
vhodnosti vySetfovaciho postupu s ohledem na rychlost identifikace a vhodnost
uzivanych metod. Dale pak statistické vyhodnoceni vyskytu sttevnich patogeni u déti.
Protoze se préce tyka riiznych stfevnich agens v€etné méné Castych v loiiském roce (t;.
2008), bude zde shrnut vyskyt téch Castéji se vyskytujicich.

Vhodnym modelem pro posouzeni, zda je vySetfovaci postup spravné zvoleny a
efektivni, se jevi bakterie Salmonella enterica serovar Enteritidis, bude ji tedy vénovana

vEtsi pozornost.

Zminovana problematika, respektive dil¢i soucasti celkového cile prace Ize
shrnout do tfi bodu:
1) provedeni identifikace zmifiovanych patogent
2) urceni nejvhodnéjsiho vySetfovaciho postupu pfi identifikaci bakterie
Salmonella enterica serotyp Enteritidis a zameéfeni se na postup prace pii
zaméné agens (Salmonella x Citrobacter)

3) statistické vyhodnoceni a ¢astecné porovnani ziskanych dat
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2.2 Piedpokladané hypotézy

I dobie znamou agens (napt. salmonely nebo shigely) 1ze pfi nevhodném
identifikacnim postupu zaménit s jinymi rody bakterii. Tento problém vznika vétSinou
z divodu snahy o co nejrychlejsi ureni patogena.

Serotypy rodu Salmonella je mozné pti opomenuti spravného potadi
vySetfeni chybné stanovit. Z hlediska fenotypickych a antigennich vlastnosti je
Salmonella dosti podobna rodu Citrobacter. Pti identifikaci hrozi riziko zamény bakterii
a to jiz po prvotni kultivaci. Opomenuti ¢i pfeskoceni nasledujiciho pracovniho postupu
znamena nespravnou identifikaci, proto se musi pfipadny vyskyt chyby (zamény) co
nejdiive odhalit. Z toho diivodu byly stanoveny nasledujici hypotézy, resp. vyzkumné

otazky.

1) Pokud je po primarni kultivaci Salmonella enterica chybné povazovana za rod
Citrobacter, 1ze odhalit tento fakt jiZ po isolaci ¢i serotypizaci?
2) Je pro odhaleni zdmény bakterii nutné provést az kone¢né urceni biochemickou

fadou (posledni krok identifikace)?
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3. Metodika

3.1 Uvod do diagnostiky

V této ¢asti prace se budu zabyvat zakladnimi postupy identifikace stfevnich
patogent u déti. Tyto postupy jsou béZné v rutinni laboratorni praxi. Vysledky ¢asto
nebyvaji od zacatku jednoznacné, proto je za potiebi vyuzivat vS§ech dostupnych metod
ke spolehlivému urceni o jaké mikrobidlni agens se jednad. Mezi né€ patii kultivace a
ostatni diagnostické metody.

Stfevni virové patogeny se nejlépe diagnostikuji na zakladé slozitych metod,
jako je elektronovéd mikroskopie. Nejsou vSak vét§in€ mikrobiologickych laboratoti
dostupné technicky ani ekonomicky. Proto se vyuzivaji jiné, zakladni metody, které
zarucuji spolehlivou identifikaci.

Bakteridlni pivodci gastroenteritid se diagnostikuji na zékladé nékolika metod.
Prvni z nich je kultivace, povazovana za zéklad identifikace. Dale jsou zjistovany
fenotypické (biochemické) vlastnosti bakterii tzv. biochemickou fadou. Posledni
metodou je serotypizace, Cili uréeni serotypu.

V praci popiSu zakladni diagnostiku vSech zminovanych patogenti véetné
algoritmu zpracovani biologického materialu. Vzhledem k dostacujicimu mnozstvi dat
pro statistické hodnoceni a také osobni zainteresovanosti se budu podrobn¢ vénovat

ur¢ovani bakterie Salmonella enterica.

3.2 Charakteristika souboru

Data pro zpracovani jsem ziskala vyhradné z databaze laboratore LABOMA,
mikrobiologicka laboratof s.r.o, ktera je velmi ochotné poskytla. Veskeré informace
jsou podrobeny povinné ml¢enlivosti a proto zminovany anonymnég. Téma bakalatské
prace se vénuje pacientim détského véku, cilova populace se tedy vztahuje na déti do
15 let. Tento vek byl stanoveny dohodou s 1ékafi. Pti statistickém hodnoceni jsem

pouzila informace vztahujici se na jednotlivé pacienty, kontrolni vysetieni nejsou
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zahrnuta. Udaje o vyskytu zmifiovanych patogent u déti jsou sledovany za cely rok

2008, tzn. v obdobi od ledna do prosince 2008.

3.3 Identifikace virovych agens

Pro béZnou identifikaci rotavirti a adenovirt se rutinné provadi ur¢eni antigenu
ve stolici. V dnesni dobé€ si mikrobiologické laboratofe objednavaji jednoduché a
finan¢né dostupné diagnostické testy pro pritkaz t€chto vird. Jednim z nich je test
VIKIA ® Rota-Adeno vyrabény firmou bioMérieux.

Jedna se o rychly test pro kvalitativni dvojitou detekci rotaviru a adenoviru
v lidské stolici. Je zalozeny na imunochromatografické technice. Imunologické techniky
se pouzivaji pomérné ¢asto. Dlivodem je obtiznd azZ nemozna bun&cna kultivace rotavirii
a adenovird. Rychla diagndza infek¢éniho agens umoziuje vylouceni neodpovidajici
antibiotické 1écby a rychlou izolaci infikovaného pacienta.

Princip. VIKIA Rota-Adeno je kvalitativni test zaloZeny na asociaci monoklonalnich
protilatek specifickych pro rotavirus resp. adenovirus. Test vyuzivd imunologickych
reakci provadénych na testovacim stripu prostfednictvim migrace.

SloZeni. Souprava obsahuje chromatografickou membranu, na nizZ je v testovaci oblasti
fixovana monoklonalni protilatka proti rotaviru, resp. adenoviru (oblasti oznaCované
jako R resp. A) a v kontrolni oblasti (oznac¢en¢ jako C) je fixovana polyklonalni
protilatka proti mysimu IgG.

Testovaci strip je impregnovany konjugatem, skladajicim se ze smési
monoklonélnich protilatek proti rotaviru kondenzovanych na modie obarvené
polystyrenové mikrosféry a monoklondlnich protilatek proti adenoviru na cervené
obarvené polystyrenové mikrosféry.

Pracovni postup. Diagnosticky test je vyhodny zejména kvuli jeho jednoduchému
pouziti. Veskera prace prakticky spocivala v tom, Ze jsem soupravu pfipravila na
testovani a vzorek jsem ptidala do jamky urcené pro vzorek. Ten je ziskany odbérem 1
az 2 ml (g) stolice, kterou jsem smichala s dilu¢nim pufrem (fosfatovy pufr o pH 7,2 +

0,9 g/l azidu sodného). Vzorek pak kapilarnimi silami migroval podél membrany.
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Vyhodnoceni. Komplexy antigen-protilatka migruji podél membrany a navazi se na
protilatky proti rotaviru resp. adenoviru, pfi¢emz vytvoii komplexy zviditelnéné
modrou, resp. ¢ervenou linii v oblastech testovaci linie membrany. Jestlize se tedy
objevi modra linie v testovaci oblasti R, vzorek je pozitivni na rotaviry, ¢ervena linie

v oblasti A oznacuje pozitivitu na adenoviry. Miize také dochazet k vytvoteni obou linii,
v tomto piipad¢ je vzorek pozitivni na rotavirus i adenovirus. Jako proceduralni
kontrola slouzi zbarvena linie, ktera se vzdy objevi v oblasti kontrolni linie C, pokud

byl test proveden spravné. (7)

Jak jiz bylo zminéno, pro diagnostiku rotaviri a adenovirt se vyuziva také ne
vzdy dostupna elektronova mikroskopie. Rotaviry maji pomérné specificky vzhled a
proto jsou snadno morfologicky rozpoznatelné.

Pro uréeni stievnich virovych infekei je prikaz antigenu ve stolici nemocného
plné€ vyhovujici a vyuzivany jak u déti, tak u dospé€lych. Relativni citlivost testu je

97,6%, relativni specificita téméf 100%. (7)

3.4 Identifikace bakterialnich agens

U bakterii je vZdy prvnim krokem diagnostiky kultivace na diagnostickych a
selektivné-diagnostickych ptidach. Dalsi volba identifikace se 1i$i podle druhu bakterii a
nazoru mikrobiologa. Dnes jsou jiz zazité zvolené postupy, podle kterych se laboratote
fidi. V praci bude popsana kultivace a diagnostika bakterii rodt Shigella, Yersinia,

Escherichia a podrobnéji Salmonella. (28)
3.4.1 Souhrn pouzitych kultiva¢nich pid pro Entrobacteriaceae

V diagnostice enterobakterii ma kromé biochemické identifikace zasadni
vyznam kultivace. ProtoZe jsou enterobakterie fakultativné anaerobni, rostou na vét§ing

béznych mikrobiologickych plid aerobné i anaerobné. Pokud se v praxi jedna o

podezieni na stfevni infekci zptisobenou bakteriemi, primarné se ockuje na standardni
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Skalu kultivac¢nich pud pro stievni patogeny. Témi jsou ptida McConkey, DC puda,
Endova ptida a pomnozovaci tekuta pida Selenitova.

Zamérem této prace vSak neni konkretizovani jednotlivych soucasti diagnostiky,
napf. kultivacnich ptid nebo jednotlivych fazi prace se vzorkem, napt. odbér materialu,

budu je proto zminovat pouze obecnéji.

McConkeyho puda. Tato kultiva¢ni ptida existuje v rozmanitych variantach. Vybér
vhodné varianty je podminény tim, za jakym ucelem chceme plidu pouZit. Je méné az
stiedné selektivni, rostou na ni n¢které gramnegativni bakterie, zejména bakterie

z Celedi Enterobacteriaceae. Povazuje se také za diagnostickou, protoze obsahuje
laktosu a dovoluje tedy rozliSovat gramnegativni bakterie na laktosu §tépici (positivni) a
nestépici (negativni).

Deoxycholat-citratova pida (DC). Puda patii také mezi selektivné diagnostické a je
znacné selektivni pro prikaz sttevnich patogenti. Zcela neomezené na ni rostou
obligatni patogeny z rodii Salmonella a Shigella. V laboratotich se velmi €asto pouziva
modifikovana DC ptda dle Hynese. Zde je riist nezddoucich mikroorganismu potlacen
vyssi (0,5%) koncentraci deoxycholatu sodného. Na DC pudé 1ze detekovat produkci
sirovodiku a Stépeni, respektive absenci $tépeni laktosy. Kolonie narostlé na této pude
1ze néasledné uréovat biochemicky i aglutinaéné. Nevyhodou je citlivost pidy na vyssi
teploty. Naopak vyhodou je snadné rozpoznatelnost kolonii salmonel, které maji na DC
pudé Cerny stied.

Endova piida. Selektivné diagnosticka ptida Endova se vyuziva k zachytu a predbézné
diagnostice enterobakterii. Rostou na ni jen gramnegativni bakterie. Pro potlaceni
ostatnich mikrobi se pfidavaji inhibitory riistu. Stejné jako na pfedesSlych ptidach i na
Endove¢ lze diagnostikovat bakterie nestépici laktosu. Tato piida méa fadu nevyhod, napf.
je tieba ji chranit ptfed svétlem, tzn. skladovat v temnu. Dal§im nedostatkem je pfipadny
plazivy riist bakterie Proteus, ktery by znehodnotil jakoukoli snahu o izolaci
suspektnich kolonii. N&které laboratote ji nezatazuji do zdkladni volby pld pro stievni

bakterie.
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Selenit. Tekuta puda Selenit se vyuziva zejména pro kultivaci stfevnich patogent.
Béhem prvnich 6 az 12 hodin inkubace Selenit inhibuje koliformni bakterie (napft.
Escherichia), které se zacnou mnoZit az po zvyseni pH pidy. Salmonely vétSinou
nejsou nijak ovlivnény, takze se za¢inaji mnozit ihned po nao¢kovani. Kvuli udrzeni
optimalniho pH piida obsahuje laktosu nebo mannitol, jejichz $tépeni brani alkalizaci
média. Selenitova pida existuje v mnoha variantach, pro zachyt salmonel je vhodny
Selenit s cystinem. Nejpozdéji po 18 hodindch se musi selenitova plida vyockovat na
vhodné selektivné diagnostické piidy. Nevyhodou je, Ze piida nepotlacuje mnozeni

nezadoucich bakterii, napt. protet ¢i pseudomonad. (27)

3.4.2 Algoritmus zpracovani biologického materialu

Bakterie z Celedi Enterobacteriaceae se povazuji za patogeny osidlujici
prevazné stievo, proto byva biologickym materidlem vyhradné vytér z recta nemocného
ditéte. Do laboratofe musi byt dodén v co nejkrat§im casovém intervalu mezi odbérem,
tzn. nejpozdéji do 24 hodin, nejlépe vSak do 2 hodin po odbéru. (25)

Vytér je dodavan v podobé vytérového tamponu, zanofeného do transportni
pudy, napt. Amies ¢i Stuart. Tyto ptidy jsou schopné udrzet vlhkost, ptisobi tedy proti
vyschnuti a znehodnoceni vzorku. Maji vhodné pH, jsou izotonické a pro bakterie
nemaji zddnou vyzivovou hodnotu (jsou nestraviteln¢). Postup zpracovani vytéru je
stejny pro vSechny jmenované bakterie.

V této kapitole budou zminény hlavni body identifikace. Algoritmus zpracovani
biologického materidlu se ve vétSiné mikrobiologickych laboratoii shoduje. Jeho

zakladni schéma je ptilozeno v této kapitole.

1. Kultivace. Biologicky material je ockovan na dohodnuté kultiva¢ni ptidy pro stfevni

patogeny. Ockuje se na ptidu McConkey, DC a Endovu pidu. Pokud oSetfujici 1ékar dle
klinickych ptiznakli sém nevylouc¢i moznost infekce kapnofilni bakterii Campylobacter,
je nutné tampdn naockovat také na specialni ptidu pro tuto bakterii. Vzhledem k tomu,

ze se tém¢et vzdy jednd o gramnegativni tycky morfologicky blize neurcené, preparat se
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pii zpracovani stolice u téchto bakterii ned€la. Vyjimku opét tvoii Campylobacter
Jjejuni, ktery mé v mikroskopu typicky vzhled jemné zahnuté gramnegativni tycky,
avsak ani zde se neprovadi mikroskopie stolice, ale vykultivovaného kmene. Naposledy
se tampon zanoii do tekuté pomnozovani pidy Selenit. Pii opacném postupu by
pomnozovaci pida znehodnotila vzorek na nasledné nao¢kovanych ptdach. (28)

Po naockovani se piidy vlozi do termostatu a kultivuji 24 hodin pii teploté 37 °C

v normalni atmosfére.

2. Izolace. Kolonie je nutné isolovat do ¢isté kultury. Pro tyto ucely je vyhodna pida
Svejcarova, kterd umoziiuje uréit fadu fenotypickych vlastnosti. Je uréena k isolaci
podezielych kolonii a k rychlé pfedbézné identifikaci sttevnich mikrobii. Celkem lze
z pudy hodnotit 7 biochemickych znaki, spolu s hodnocenim vzhledu a pachu mizeme
nékteré mikroby také piimo urcit.

Isola¢ni plotna se sklada ze Sikmé vylitého biochemického klinu a Endovy pady.
Na biochemicky klin se poklada sterilni sklicko pro posouzeni, zda bakterie produkuji
plyn (CO,) a provede se n¢kolik vpichll pro dikaz tvorby sirovodiku. Na Endovu pidu
se aplikuji tablety indikujici Stépeni sacharosy a mannitolu. Po 24 hodinové kultivaci se
isola¢ni plotny hodnoti.

Zmeéna barvy ptivodné zeleného klinu na modrou znamend, ze dana bakterie
Stépi ureu. Bakterie produkujici sirovodik zptsobuji zEerndni pidy klinu v misté vpicht.
Pokud se cely klin zbarvi dozluta, znamena to, ze bakterie fermentuji glukosu a mohou
tvoftit plyn, ktery se zachycuje v podobé bublinek pod sklickem. Z&ervenani zony kolem
ptisluinych tablet indikuje §tépeni sacharosy a mannitolu. Stépeni laktosy se projevi
rustem tmavych ¢ervenych kolonii na Endové pide.

V ptipad¢ velmi typického obrazu na DC pud¢ lze provést ihned nasledujici
krok, tzn. serotypizaci.

Souhrn biochemickych vlastnosti typickych pro zmifilované bakterie je uveden

v ptiloze, tabulka €. 3.
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3. Serotypizace. 7 charakteristickych izola¢nich pud pfichazi na fadu serotypizace,
ktera je provadéna zpravidla vzdy po fenotypické identifikaci. Patii ke klasickym a
neopomenutelnym metodam urcovani agens. Po predbézném urceni patogena se
suspektni kolonie aglutinuji. To umoznuje jednak ujisténi spravné identifikace, ale
predevsim stanoveni serotypu (druhové zafazeni bakterii). Zakladnim principem této
metody je aglutinace antigennich ¢astic, které se vyskytuji na povrchu bakterii s
ptisluSnymi antiséry. Protoze vSak n¢kdy byvaji antigeny bakterii podobné az shodné, je

fenotypické (biochemické) uréeni smérodatné. (11)

4. Urceni fenotypickych vlastnosti. Zjisténi fenotypickych (biochemickych) vlastnosti
je smérodatné pro druhovou identifikaci. Pomoci tzv. biochemické fady dochéazi k velmi
jednoznaénému urceni fenotypickych vlastnosti bakterii. Dnes jiz existuje fada
komeréné vyrabénych testl, které disponuji vyhodami jako je jednoduchost, rychlost a
pomérné znacna citlivost. Jednim z nich je test API 20 E, ktery bude podrobné zminén
v kapitole o identifikaci salmonel. Zjisténi biochemickych vlastnosti byva definitivni,

tzn. identifikuje agens.
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Schéma ¢€.1 Algoritmus zpracovani biologického materidlu (vytér z recta)

[ biologicky material |

T

l. [DC] [McConkey| [Selenit] [(Endova puda)|

\/

lisolace susp. kolonii | |DC|

odeéteni a pfipadna
isolace

1. serotypizace

V. [biochemicka fada]
\ pfi nejasném vysledku

zaslani do NRL

definitivni identifikace
bakterie

3.4.3 Identifikace rodu Salmonella

Protoze jsou salmonely nebezpecnym patogenem zejména pro velmi malé déti,
je dilezita jejich vcasna a predevsim spravna identifikace, tzn. druhové zatazeni véetné
urceni serotypu.

Cetnost i riznorodost druhti Salmonella enterica svédéi o nebezpe&nosti
bakterie, proto byla pfi identifikaci velmi dilezita volba vySetiovacich metod.

Po kultivaci jsem suspektni kolonie naockovala na isola¢ni plotnu. Pfestoze byly
timto krokem zékladni biochemické vlastnosti zndmy, biochemickou fadou jsem se

prakticky ujiStovala ve svém tvrzeni. Komeréné vyrabéné testy, doddvané do

31



mikrobiologickych laboratofi jsou velmi praktické a umoziuji spolehlivou identifikaci.
Pro ptiklad bude uveden jeden z nich, test API 20 E firmy bioM¢érieux.

API 20 E je standardizovany systém k identifikaci Enterobacteriaceae a dalSich
nenaro¢nych gramnegativnich tycek. Vyuziva 21 miniaturizovanych biochemickych
testd, kazdy test obsahuje reagencie pouzivané k urceni metabolickych vlastnosti
bakterii a také k identifikaci rodu a druhu stfevnich bakterii z celedi
Enterobacteriaceae. Soucasti systému je 1 databaze a identifikacni tabulky, pomoci
kterych se zjistuje o jaky mikroorganismus se jedna. (3, 6)
Princip. API20 E sestava z 20 mikrozkumavek obsahujicich dehydratované substraty.
Tyto testy se inokuluji bakterialni suspenzi, ktera rekonstituuje média. Béhem inkubace
produkuje metabolismus barevné zmény, které jsou bud’ spontdnni nebo se zviditelni
pfidanim ¢inidel. Reakce se hodnoti podle odecitaci tabulky. Identifikace se ziska
porovnanim s piehledem profili nebo pomoci identifika¢niho softwaru. (6)
SloZeni. Testovaci prouzek je slozen ze 20 mikrozkumavek, kazda je urcena pro jeden
biochemicky test. Soucasti celého systému jsou inkubacni boxy a vysledkové tabulky
pro konec¢nou identifikaci. (6)
Pracovni postup. Pro pripravu testovaciho prouzku bylo nutné pridat do jednotlivych
jamek (mikrozkumavek) destilovanou nebo demineralizovanou vodu, ¢imz se
rehydratovaly suché reagencie a vytvofila se vlhké4 atmosféra. K ziskdni bakterialni
suspenze jsem pouzila ¢istou kulturu zkoumaného patogena (18 az 24 hodin starou) a
smichala ji s 0,85% roztokem NaCl. Nakonec jsem vytvofenou suspenzi pipetou
nanasela do jednotlivych jamek. Pro nekteré testy (ADH, LDC, ODC, H,S a URE) bylo
zapotiebi vytvofit anaerobni prostiedi, které¢ho jsem docilila zalitim suspenze
mineralnim olejem. Cely test byl kultivuje 18 az 24 hodin v normalni atmosféfe pii
teploté 37°C. (3, 6)
Vyhodnoceni. Po jednodenni inkubaci se jednotlivé testy projevi zménou barvy, nékdy
na zéklad¢ rozdilu pH, jindy testy obsahuji kone¢né metabolické produkty, prokazatelné
az po pridani dalsich Cinidel. (3)

Ve vysledkové tabulce se testy rozd¢€li do skupin po 3, pfi¢emz kazdé se ptidéli

hodnota 1, 2 nebo 4. S¢itdnim hodnot odpovidajicich positivnim reakcim v kazdé
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skupiné se pro 20 testl ziskd sedmimistné Cislo profilu. Pomoci tohoto profilu dochazi
k identifikaci bakterie. (6)
Souhrn vSech pouzivanych testll v systému API 20 E je uveden v pfiloze,

tabulka ¢&. 2.

Nasledovala serotypizace, tzn. aglutinace na sklicku. Suspektni kolonie jsem
aglutinovala nejdfive s polyvalentnim antisérem. Diky této reakci jsem pojala
podezieni, Ze se jedné o salmonelu. Déle nasledovala aglutinace s monovalentnimi
antiséry. Z praktického hlediska se vybiraji takova antiséra, ktera identifikuji nejcastéji
se vyskytujici serotypy. Protoze se z 96% vSech salmonel jedna o serotyp Enteritidis,

nejprve jsem aglutinovala s antiséry O:9 a H:gm. (28)

3.4 .4 Identifikace rodu Escherichia

Algoritmus identifikace bakterie Escherichia coli se nepatrné 1i$i od ostatnich
zminovanych stfevnich bakterii. Stale se vSak vyuZivaji v§echny zmifibované metody.

V bézné laboratorni praxi E. coli diagnostikuje dostupnymi metodami, ve svete
existuje nékolik laboratofi, specializujici se na ur€ovani kmentit EPEC. Jejich
laboratorni identifikace zahrnuje zejména urceni virulentnich faktori enteropatogenni .
coli, zv1asté pak adhesint. Diivodem je neschopnost komeréné vyrabénych testii
identifikovat EPEC pravé na zakladé faktort virulence. Mezi pouzivané metody patii
kultivace na tkanovych kulturach, imunologické stanoveni ¢i DNA analyza. (19)

Pro rutinni diagnostiku vSak tyto metody nejsou nutné, proto se vyuzivaji
dostupné a naprosto postacujici vysSetfovaci postupy.

Neékdy se mohou kmeny E. coli chovat atypicky z diivodu jejich opozdéné
sacharolytické aktivity. Této problematice bude vénovana pozornost v kapitole 5.

Casto je jiz po kultivaci zfejmé, o jakou bakterii se jedna. Pfesto musi pro
ujisténi nasledovat dalsi metody identifikace. Protoze vSak byly kolonie z DC pudy
velmi typické, nejprve jsem provedla serotypizaci. Aglutinovala jsem s polyvalentnim

antisérem pro zjisténi, zda se mize jednat o EPEC. Tuto tezi jsem si ovéfila
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v nasledujicim kroku fenotypicky, kultivaci na Svejcarové ptidé. Nékdy s polyvalentnim
antisérem aglutinuje i rod Citrobacter. Z tohoto diivodu jsem provedla aglutinaci
s monovalentnimi antiséry, pomoci kterych jsem urcovala serotyp, resp. kmen E. coli.
NejcastéjsSimi serotypy pro enteropatogenni E. coli jsou O:26, O:55, 0:86, O:111,
0:119, 0:125, 0:126, 0:127, O:128. Positivni reakce na dany serotyp identifikuje
bakterii a neni proto nutné provadet jakékoli dalsi diagnostické postupy. Nevyhodou
serotypizace je problematika spontanni aglutinace, kterd bude podrobnéji zminéna
v kapitole 5. (17)

Pro ovéfeni identifikace jsem provedla isolaci a zjistila tak biochemické
vlastnosti. Identifikace bakterie na zaklad¢ biochemické fady se nelisila od ostatnich

zminovanych bakterialnich agens.

3.4.5 Identifikace rodt Yersinia, Shigella

VysSettovaci postupy rodil Yersinia a Shigella jsou totoZné s postupy ostatnich
zminovanych bakterii.Uplatiiuje se kultivace, isolace, serotypizace a identifikace
biochemickou fadou. ProtoZe se v§ak v minulém roce v laboratoii LABOMA,
mikrobiologicka laboratof s.r.o. tyto rody u déti nevyskytly, jejich prikaz nebyl

proveden.
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4. Vysledky

Jednotlivé ¢asti jsou rozdeleny do kapitol. Vysledky se tykaji kvalitativniho 1

kvantitativniho vyzkumu a jsou diskutovany v kapitole 5.

4.1 Vysledky identifikace jednotlivych agens

4.1.1 Agens virového ptivodu

Rotaviry, adenoviry. Provedenim identifikace virovych patogenti jsem prokazala
pfitomnost rotavirt ve stolici. Vzorek tvofil se specifickymi protilatkami komplex
antigen-protilatka, positivni reakce se projevila zmodranim ptislusného pole. Adenoviry

byly neprokazany.

4.1.2 Agens bakteridlniho ptivodu

Salmonella. Testovany kmen mél po kultivaci na selektivnich piadach (McConkey,
DC) vlastnosti typické pro salmonelu, tzn. bakterie vyrastaly v prahlednych koloniich,
které navic mély na DC agaru ¢erny stfed. Po isolaci na Svejcarové ptidé kultura
vyrustala typickym zplsobem pro salmonelu. To jsem posléze ovéfila na testu API120

E. Positivni reakce byla na nésledujici testy.

ADH pfitomnost arginindihydrolasy
LDC pfitomnost lysindekarboxylasy
ODC ptitomnost ornitindekarboxylasy
CIT vyuzivani citratu
H,S produkce sirovodiku
GLU Stépeni glukosy
MAN Stépeni mannitolu
SOR Stépeni sorbitolu

35



RHA Stépeni rhamnosy
MEL Stépeni melibiosy
ARA Stépeni arabinosy
NO, produkce oxidu dusicitého

Testy na indol, mo€ovinu, sacharosu a oxidasu byly negativni. Pfi nasledné serotypizaci
byla positivni reakce s polyvalentnim antisérem, dale pak s monovalentnim antisérem
0:9, H:gm. Timto jsem prokazala, ze se jedna o bakterii Salmonella enterica serotyp

Enteritidis.

Escherichia. Na selektivnich ptidach rostly testované kolonie E. coli ve
tmavocervenych, laktosa positivnich koloniich. Néasledn¢ provedena serotypizace
prokazala positivitu na polyvalentni antisérum, dale na monovalentni antisérum O:126.
Bakterie tak byla zafazena do kmene EPEC, serotyp O:126. Pro ovéfeni, zda se
skuteéné jedna o enteropatogenni E. coli byla provedena isolace. Na Svejcarové ptidé
meéla bakterie typicky kovove zlaty lesk a vykazovala biochemické vlastnosti

odpovidajici E. coli.

laktosa

sacharosa

mannitol

glukosa

plyn

sirovodik

mocovina

pos.

pos.

pos.

pos.

tvoren

neg.

neg.

Urceni fenotypickych vlastnosti biochemickou fadou taktéz potvrdilo domnénku, Ze se

jedné o zminovanou bakterii.

Délka celého identifikacniho procesu od ptfijmuti biologického materidlu po

definitivni uréeni agens trvala u bakterialnich ptivodct 3 dny, u virovych 1 den.

Rychlejsi zpiisob identifikace nebyl zjistén.
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4.2 Problematika zamény bakterii

Po jednodenni kultivaci rostly suspektni kolonie (Salmonella) na DC a

McConkey agaru v prithlednych koloniich s ¢ernym stfedem na DC. Na Svejcarové

plotné bakterie vykazovala nésledujici biochemické znaky.

laktosa

sacharosa

mannitol

glukosa

plyn

sirovodik

mocovina

neg.

neg.

pos.

pos.

tvoren

pos.

neg.

Provedena aglutinace prokézala positivitu O:9, H- antigen nebyl prokéazan.

Biochemickou fadou bylo zjisténo, ze se nejedna o rod Salmonella, nybrz o rod

Citrobacter.

4.3 Statistické vyhodnoceni nasbiranych dat

4.3.1 Vyskyt rotavira a adenovird u déti

V laboratoii LABOMA, mikrobiologicka laboratof s.r.o. byl v roce 2008 pocet

déti infikovanych rotaviry 4. Infekci adenoviry prodélalo 1 dité.
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4.3.2 Vyskyt bakterie Salmonella enterica serotyp Enteritidis u déti

Graf 1. Vyskyt Salmonella Enteritidis za prvni pololeti roku 2008
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Graf 2. Vyskyt Salmonella Enteritidis za druhé pololeti roku 2008
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Z grafl vyplyva, Ze nejvyssi pocet piipadli onemocnéni déti bakterii Salmonella
Enteritidis v laboratoti LABOMA, mikrobiologicka laboratof s.r.o. byl prokazan
v Cervenci 2008 v poctu 29 ptipadi ze 183 (15,85%). Vyskyt se vztahuje k jednotlivym

pacientim.



4.3.3 Ostatni statisticka vyhodnoceni

Graf 3. Zastoupeni serotypl Salmonella enterica v biologickém matrialu

949 @ Enteritidis

@ Typhimurium
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O Livingstone

m Newport

1%

Udaje z grafu naznaduji, Ze v lofiském roce, tj. 2008 byl v laboratoii LABOMA,
mikrobiologicka laboratof s.r.o. u déti nejcastéji zjistén serotyp Enteritidis, nasledovaly

serotypy Typhimurium a ostatni.

Graf 4. Vyskyt jednotlivych serotypti EPEC v roce 2008

0:26 0:55 0:086 O:111 0:119 0:125 0:126 0:127 0:128
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V laboratofi LABOMA, mikrobiologicka laboratof s.r.0. se v roce 2008 u déti nejcastéji
vyskytoval serotyp O:126 v poctu 18 z 54 (33,3%). Nasledovaly serotypy O:26 a O:55.
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5. Diskuze

Prikaz virovych agens (rotaviry, adenoviry) pomoci zmiflovaného testu je velmi
pohodlny a pomérné rychly zptsob identifikace. Jak jiz bylo konstatovano v kapitole ¢.
3, prukaz virt elektronovym mikroskopem by byl vhodnéjsi. Tento zptisob se vSak
v rutinni mikrobiologické praxi neprovadi, zejména kviili jeho finan¢ni narocnosti.
Priikaz antigenu ve stolici se zatim zda byt postacujici.

Ptekvapivym vysledkem se jevi pocet déti infikovanych rotaviry a adenoviry
v roce 2008. Pokud je pravdivé tvrzeni, Ze jsou stfevni virové infekce u déti ¢astéjsi nez
bakteridlni, pfedpokladalo by se, ze jejich pocet bude vyssi. Nicméng tato teze se
nepotvrdila. Ditivodem je nepravdépodobnéji skutecnost, ze ambulantni détsti 1¢kaii
mysli na zminované viry ménég ¢asto nez 1ékati v lizkovych zatizenich, jistym divodem
muze byt také vyssi cena vySetfeni. Laboratof LABOMA, mikrobiologicka laboratot
s.r.0. zpracovava biologicky material vyhradné od ambulantnich 1¢kait a je tedy
logické, ze pocet vyzadanych vysetieni na prikaz rotaviri a adenovirl je niZsi.

V ptipadé€ identifikace E.coli je pracovni postup mirné odlisny od ostatnich
bakterii. Protoze se jiz na primarnich pidach jevi kolonie jako E. coli, je mozné ihned
provést aglutinaci na sklicku a prokazat tak rod, druh i serotyp. I kdyz je tento postup
v laboratofi béZny, nesmi se zapominat provést i ostatni kroky identifikace, tzn. isolace
a urceni biochemickych vlastnosti fadou.

Problémem v urcovani bakterie Escherichia coli mize byt jeji mozna opozdéna
sacharolyticka aktivita. Opozdén¢ zkvasujici kmeny se mohou na nékterych
kultivaénich piidach jevit jako laktosa negativni, coZ v praxi miiZe znamenat
prodlouZeni identifikace, v hor§im ptipad€ riziko zdmény bakterii. Z tohoto diivodu je
velmi dulezité mit moznost zpétné nahlédnout do primarnich ploten a posoudit, zda se
skute¢n¢ jedna o opozdéné zkvasujici mikroby.

DalSim tématem, kterym se tato prace zabyvala, je zdména bakterii Salmonella a
Citrobacter. Z vysledku identifikace vyplyva, ze ne vzdy je po primarni kultivaci,
isolaci a serotypizaci jasné, o jakou bakterii se jedna. Pokud bychom se spokojili

s vysledky téchto metod a neovéftili si své tvrzeni ur¢enim biochemickych vlastnosti
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napft. testem API 20 E, mohlo by dojit k zamén¢ agens. Diisledky tohoto pochybeni by
zvlasteé u déti mohly vést k mnoha zdravotnim komplikacim, v nejhor§im ptipadé ke
smrti.

Rod Citrobacter patii mezi laktosa positivni bakterie. Nékteré kmeny vSak
vykazuji opozdénou sacharolytickou aktivitu podobné jako E.coli. Na kultiva¢nich
pudach se proto mohou velmi snadno zameénit s laktosa negativni salmonelou, coz byl i
uvedeny modelovy ptiklad. Dal§im krokem, ktery miize zptisobit pochybenti, je
serotypizace. Salmonely jsou svoji antigenni skladbou velmi podobné rodu Citrobacter.
To se také potvrdilo positivitou na vysetfovany O:9 antigen. Navic ne vzdy je
aglutinace na sklicku presna a spolehliva. Nékdy mtize dochazet ke spontanni
aglutinaci, tzn. falesné positivnimu vysledku. Tento jev Ize jednoduSe odhalit
rozmichanim suspenze téze bakterie ve fyziologickém roztoku. Ve chvili, kdy bakterie
aglutinuje i v tomto prostiedi, je zjevné, ze se jedna praveé o spontanni aglutinaci.
Provedeni tohoto jednoduchého testu by mélo byt soucasti kazdého jednotlivého
vySetfeni a s touto problematikou by se mélo stale pocitat.

Teprve v posledni fazi identifikace vysetieni odhalilo, Ze se nejedné o ptivodné
myslenou Salmonellu. Biochemické urceni testem API 20 E tedy bylo smérodatné a
uréujici. Moznym zptisobem odliSeni téchto dvou bakterii je také test ONPG ¢i PYR-
test, jehoZ positivni reakce svéd¢i pro rod Citrobacter, u salmonel je vysledek negativni.

Bohuzel k dispozici nebyl celkovy pocet ptipadd, kdy byly zaménény rody
Salmonella a Citrobacter v roce 2008, proto tato problematika neni statisticky
zpracovana..

Problém se vyskytl pfi statistickém vyhodnoceni jednotlivych agens. Prestoze
pivodni myslenkou prace bylo zminit nejcastéjsi patogeny (bakterialni a virové), jiz po
predbézném zhodnoceni vyskytu za rok 2008 bylo jasné, Ze se u déti Shigella sp. a
Yersinia enterocolitica nevyskytovaly v pfili§ hojném pocétu. Podobn¢ tomu bylo i u jiz
diskutovanych virt. Proto bylo statistické¢ vyhodnoceni vztazeno pouze na bakterie
Salmonella enterica a Escherichia coli, resp. EPEC.

Dlouhodobé tvrzeni, ze je Salmonella enterica serotyp Enteritidis nejCastéjsim

serotypem, bylo v roce 2008 potvrzeno SZU. Piestoze se studie (16) zabyvala pacienty

42



vSech veékovych kategorii od ledna do srpna 2008, vyplyvajici udaje mohou byt
porovnatelné s vysledky vyskytu téze bakterie v laboratoti LABOMA, mikrobiologicka
laboratof s.r.0. za stejné asové obdobi. I zde byl potvrzen nejcastéjsi vyskyt serotypu
Enteritidis.

Nekteré kmeny bakterii maji takové antigenni slozeni, které neni zcela bézné.
Ptikladem miiZze byt ¢asto zminovana Sal/monella, u niz je pocet serotypli velmi
obsahly. Protoze vybaveni béZnych mikrobiologickych laboratofi nedisponuje v§emi
dostupnymi diagnostickymi prostfedky, coz je z praktického a ekonomického hlediska
pomérné logické, nékteré méné Casté serotypy bakterii se posilaji do specializovangjsich
laboratofi na podrobné&jsi analyzu. Jednou z téchto laboratofi a naprosto zasadni je NRL,
kam ptichazeji zpravidla jiz izolované kmeny na blizsi typizaci z celé CR. (10)

Pokud by vSak m¢l vyskyt méné Castych serotypt stoupajici charakter, jak je
tomu naznaceno pravé u studie SZU na salmonelach, vyplatilo by se mikrobiologickym
laboratofim potidit odpovidajici diagnostika pro jejich identifikaci. Nicméné¢ tato
mysSlenka je v tuto chvili pfed¢asnd, zalezi na nésledujicich nékolika letech, jakym
smérem se situace bude vyvijet.

Zminovana délka identifikace jednotlivych agens je povazovana za standardni.
Pouze v pripad¢, ze by byl vysledek vySetfeni napft. po isolaci velmi jasny, lze nékteré
kroky vynechat a tim celou délku identifikace zkratit. Vynechané metody se vSak piesto
musi provést, aby se mikrobiolog ujistil ve svém tvrzeni. N&€kdy lze také pro potieby
klinika ptedbézny vysledek sdélit jiz za 2 dny, nikdy vSak nelze uzavirat vySetieni za 24
hodin.

Co se tyce grafu €. 3 (zastoupeni serotypti Salmonella enterica v biologickém
matridlu) povazuji za dlilezité poznamenat, Ze mensinové serotypy, tj. Saintpaul,
Livingstone a Newport, nebyly ureny v laboratofi LABOMA, mikrobiologicka
laboratof s.r.0., nybrz v NRL. Diivodem je absence pfislusnych antisér, kterd se vétsing

laboratoti nevyplati pofizovat a to pravé z divodu mensiho vyskytu téchto serotypti.
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6. Zavér

Cilem této prace bylo identifikovat zminéné patogeny a zaméfit se na pouzité
vysetfovaci metody. Dale bylo zdmérem poukdazat na problematiku zdmény agens,
konkrétné rodt Salmonella a Citrobacter.

Z bakterialnich pivodct byly diagnostikovany pouze rody Salmonella a
Escherichia. Myslim si, Ze v tomto smyslu doslo z mé strany k pochybeni a
nedostate¢nému piedbéznému zhodnoceni vybranych agens. Domnénka, Ze nejcastéjsi
stievni bakterialni agens u déti jsou salmonely a enteropatogenni E. coli byla spravna,
nicméné u zbyvajicich bakterii mohl byt vybér zaméren na nékteré jiné patogeny.

Stanovené hypotézy, resp. vyzkumné otazky byly nasledujici:

1) Pokud je po primarni kultivaci Salmonella enterica chybné povazovana za rod

Citrobacter, 1ze odhalit tento fakt jiz po isolaci ¢i serotypizaci?

2) Je pro odhaleni zamény bakterii nutné provést az konec¢né urceni biochemickou

fadou (posledni krok identifikace)?

Ze zkoumané problematiky vyplyva, Ze ani po isolaci a serotypizaci nebylo
stoprocentn¢ jasné, o jakou bakterii se jedna. Teprve po urceni fenotypickych vlastnosti
bakterie vyslo najevo, ze suspektni kolonie nejsou salmonely, nybrz Citrobacter.

Z tohoto ditvodu jsou odpovédi na vyzkumné otazky tyto:

1) Ne, po samotné isolaci a serotypizaci nelze odhalit piipadna zdména bakterii.

2) Ano, provedenim biochemické tady lze s jistotou potvrdit, zda se jedné o

myslenou bakterii ¢i nikoliv.

Urc¢eni biochemickych, resp. fenotypickych vlastnosti bakterii je jednim
dnesni diagnostické metody na velmi dobré trovni, dilezitéj$i nez samotna metoda je
jeji vhodné vyuziti.

Statistické hodnoceni bylo provedeno jen ¢aste¢né a to predevsim z ditvodu jiz
zminovaného, tzn. nespravného vybéru nejcastejsich patogent. Ze zpracovanych tdaji
1ze komentovat zejména fakt, Ze stale plati tvrzeni o nejéastéjSim serotypu vsech

salmonel, tzn. Salmonella Enteritidis. Vyskyt této bakterie byl nejvyssi v ¢ervenci 2008.
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7. Kli¢ova slova

identifikace- identification
Enterobacteriaceae

stievni infekce- intestinal infections
Salmonella Enteritidis

salmoneloza- salmonelosis
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9. Prilohy

9.1 Fotodokumentace

Obrazek €. 1
Rotavirus. Snimek z elektronového mikroskopu

Zdroj: Lékarska fakulta UK v Hradci Kralové

Obrazek ¢. 2
Adenovirus. Snimek z elektronového mikroskopu

Zdroj: Lekarska fakulta UK v Hradci Kralové
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Obrazek ¢. 3
Yersinia enterocolitica. Mikroskopie
Zdroj: VSCHT

Obrazek ¢. 4

Yersinia enterocolitica. Kolonie bakterie

Zdroj: Wikipedia



Adhésion entéroaggrégative
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Obrazek ¢. 5

Kmeny (pathovary) Escherichia coli
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9.2 Tabulky

ZKRATKA NAZEV ONEMOCNENI PRODUKCE
ENTEROTOXINU
EPEC enteropatogenni | novorozenecké ne
Escherichia coli | prijmy
ETEC enterotoxigenni | prijmy déti i ST- tepelné stabilni
Escherichia coli | dospélych toxin
LT- tepelné labilni
toxin
EIEC enteroinvazivni | prijmy cytotoxin
Escherichia coli | (onemocnéni
podobné bacilarni
dysenterii)
EHEC enterohemoragickd | hemoragicka shiga-like toxin
Escherichia coli | kolitida (STEC)
Verotoxin (VTEC)
EAggEC enteroagaregativni | cestovatelské cytotoxin
Escherichia coli | prijmy
DAEC difuzné¢ adherentni | malo casté vodnaté -
Escherichia coli | prijmy u déti

Tabulka ¢. 1
Charakteristika kmenu Escherichia coli

Zdroj: Lékarska fakulta UK v Hradci Kralové
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TEST AKTIVNI NEGATIVNI POSITIVNI
SLOZKA REAKCE REAKCE
ONPG 2-nitrofenyl-BD- bezbarva Zluta
galaktopyranosid
ADH L-arginin zluta cervend/oranzZova
LDC L-lysin zluta cervend/oranzova
ODC L-ornithin zluta cervend/oranzova
CIT citrat sodny svétle zelend/zlutd | modrozelend/modra
H,S thiosiran sodny bezbarvéa/sedava ¢erna
usazenina/tenka
cara
URE mocovina zluta cervend/oranzova
TDA L-tryptofan (1) zluta cervenohnéda
IND L-tryptofan (2) bezbarva ruzova
svétle zelend/zluta
VP Pyruvat sodny bezbarva rizova/Cervena
GEL zelatina (hovézi bez difuze difuze ¢erného
puvod) pigmentu
GLU D-glukosa modrd/modrozelend | Zzlutd/Sedavozluta
MAN D-mannitol modra/modrozelena zluta
INO inositol modra/modrozelena zluta
SOR D-sorbitol modra/modrozelena zluta
RHA L-rhamnosa modra/modrozelena zluta
SAC D-sukrosa modra/modrozelena zluta
MEL D-melibiosa modra/modrozelena zluta
AMY amygdalin modrd/modrozelena zluta
ARA L-arabinosa modra/modrozelena zluta

L-tryptofan (1)- mnozstvi 0,38 mg

L-tryptofan (2)- mnozstvi 0,19 mg

Tabulka €. 2

Odecitaci tabulka API1 20 E
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Zdroj: bioMérieux SA.




Salmonella Shigella Escherichia Yersinia

Stépeni laktosy - - + -
Stépeni - - + -
sacharosy

Stépeni + + + +
mannitolu

Stépeni glukosy + + + +
produkce plynu + - + -
produkce + - - -
sirovodiku

Stépeni - - - +
mocoviny
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Tabulka ¢. 3

Biochemické vlastnosti stievnich bakterii

Zdroj: vlastni vyzkum




9.3 PouZité zkratky

Ag antigen
IC intracelularni
ATB antibiotikum
HUS hemolyticko-uremicky syndrom
ICT imunochromatograficka technika
NRL Nérodni referencni laboratoft
Stx shiga toxin
CR Ceska republika
EPEC enteropatogenni Escherichia coli
DC deoxycholat-citratovy agar (piida)
LPS lipopolysacharid

Yop (Yersinia outer membrane proteins)

proteiny vnéj$i membrany

Inv

invasin

SzU

Statni zdravotni Gstav

Ail (attachment- invasion locus)

lokus pro vazbu a invazi
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