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Zmény sti‘evni flory u batolat po aplikaci antibiotik
Abstrakt
V teoretické ¢asti jsem se zabyvala charakteristikou bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae.
Popsala jsem priibéh mikrobiologického vysetieni. Dale jsem popsala charakteristiku

antibiotik od mechanismu plsobeni az po nezadouci ucinky.

Cilem mé¢ bakalaiské prace bylo zjistit, jak je ovlivnén stfevni mikrobiom po podéni
antibiotiku Klacid. Ve spolupraci s détskym lékafem bylo provedeno 76 vytéru z rekta od
38 batolat, kterym I¢kat indikoval antibiotikum Klacid na 1é¢bu respiracniho onemocnéni.
Byly provedeny dva vytéry. Jeden vytér byl proveden pied zahajenim antibiotické 1é¢by
a druhy po ukonceni antibiotické 1écby. Oba vytéry z rekta byly poslany do laboratoie
Stafila k.s. na mikrobiologické vySetfeni aerobnich kment.. Vzorky jsem naockovala,
v priibéhu dalSich dni byly vzorky hodnoceny. BliZ§i ur€eni jednotlivych bakterii bylo

provedeno pomoci biochemickych testil. Ziskala jsem vysledky, které jsem dale zpracovala.

Osvojila jsem si postup mikrobiologického vysetfeni na 76 vzorcich bakterii. Zjistila
jsem, ze v 76 % dochazi k nevyznamné zmén¢ oportunnich bakterii po antibiotické 1é¢bé,

v dalSich 24 % doslo k Gstupu patogenni flory.
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Changes in intestinal flora in toodlers after application of antibiotics
Abstract
In the theoretical part, | concentrated on the characteristics of the bacteria from the
Enterobacteriaceae family. | followed up with aerobic intestinal flora, which we establish
by common cultivation. | described the course of microbiological examination and the

characteristics of antibiotics from the mechanisms of their function to their side effects.

The aim of my bachelor's thesis was to establish, how the intestinal microbiome is
affected after the administration of the antibiotic Klacid. In collaboration with a
pediatrician, 76 rectal swabs were performed on 38 toddlers, to whom Klacid was
prescribed to cure a respiratory disease. Two swabs were performed; the first performed
before the beginning of treatment by Klacid and the second after the conclusion of the
antibiotic treatment. Both of the swabs were sent to the laboratory of Stafila k.s. for a
microbiological examination of aerobic strains. The samples were inoculated and during
the next days also evaluated. Using biochemical examination, further determination of

the individual bacteria was performed.
I acquired microbiological examination of 76 samples of bacteria. | determined that in

76% only an insignificant change in the opportunistic bacteria occurred after the antibiotic

treatment; in the next 24%, there was a recess in the pathogenic flora.
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Uvod

Bézna flora chréni sliznici stfeva pred infekci patogennimi a oportunnimi

bakteriemi. Stfevni mikrofléra syntetizuje vitamin K, ktery je podstatny kofaktor pfi
syntéze protrombinu podilejici se na srazeni krve; syntetizuji téz biotin, vitamin B12,
thiamin a kyselinu listovou. Bakterie stievni mikroflory mohou fermentovat vlakninu,
ktera je pro ¢lovéka nestravitelna. Po 1é¢bé antibiotiky se miize bézna flora stieva znicit
a proto mize dojit k infekci stfeva nebo osidleni neprospéSnymi mikroorganismy, které
mohou zpiisobit prijmy. V poslednich letech doslo k razantni zméné epidemiologie
infekci vyvolanych Clostridium difficile. Kolitida vyvolana Clostridium difficile je
infekéni choroba rtzné zavaznosti, kterd muze probihat jako bandlni prijmové
onemocnéni, ale také jako zivot-ohrozujici nemoc provézend paralytickym ileem a
bolestivym rozepnutim tra¢niku, prechazejici do sekundarni sepse.

Nejveétsi soucasti bézné strevni mikroflory jsou bakterie rodu Escherichia.

Mezi patogennimi zastupci, muzeme nejcastéji nalézt rody Shigella, Salmonella a
Campylobacter.

Probiotika jsou zivé mikroorganismy (mikrobialni dopliky stravy) zatimco
prebiotika jsou potraviny, které maji selektivni i€¢inek na metabolismus tlustého stieva.
Probiotika a prebiotika maji vliv na spravné fungovani a funkci stieva. Bakterie mlééného
kvaSeni jako jsou rody Lactobacillus a Bifidobacterium, a jejich fermentované vyrobky,
jsou uc¢inné na zlepSeni vrozené a adaptivni imunity, prevenci proti poskozeni Zalude¢ni
sliznice, zmirnéni alergii a jako obrana proti stfevni patogenni infekci. Probiotika mohou
byt bakterie a kvasinky, pfesto jsou vétSina probiotik bakterie. Nejvice se vyuzivaji
bakterie mlééného kvaSeni: Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus plantarum,
Streptococcus thermophillus, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, druhy

Bifidobacterium, a Escherichia coli.



1. Soucasny stav

1.1 Stievni mikroflora

Fyziologickd mikroflora traviciho ustroji je komplexni ekosystém sestavajici z
bakterii jak aerobnich, tak anaerobnich, vira, hub a dalSich mikroorganizmt (Lata, 2011).

Mikrofléra je definovana jako spolecenstvi mikroorganismii, véetné bakterii,
archaea, virti a nékterych jednobunécnych eukaryot, zijicich ve specifickém prostredi
(Garcia- Castillo, 2016).

Vétsina z téchto mikrobt Zije ve stfevech a maji velky vliv na lidsky zivot. Kromé
toho, ze pomahaji travit potravu. Ovliviiuji metabolismus 1€kt a cizorodych latek. Maji
velky vliv na spravné fungovani imunitniho systému a také na psychiku clovéka
(Podrouzek, 2016).

Slozeni mikroflory stfevniho traktu je rozdilné podle lokalizace (tabulka 1).
Mikrobialni flora ordlni ¢asti tenkého stfeva ma slozeni podobné jako zaludek a je také
do jisté miry ovlivitovéna patologickymi stavy Zaludku (Lata, 2011).

Ve stievni mikroflofe se mizou nachazet bakterie fakultativné anaerobni, ale také
striktné€ anaerobni (Gorkiewicz, 2018).

Plod v téle matky by mél byt sterilni, az po narozeni zainaji mikroorganismy
osidlovat naSe t€lo. Travici trakt kazdého novorozence je jinak osidlovan a kolonizuji ho
rizné druhy mikroorganismi. (Azad, 2013).

Zalezi 1 na tom, zda byl porod veden pfirozenou cestou, nebo cisaiskym fezem. Pti
klasickém porodu pfichdzi dit€¢ nejprve do styku s vagindlni mikroflorou matky a
zastoupeni mikroorganismu je vyssi nez pii porodu cisafskym fezem (Song, 2012).

Lidské& mikrofléra se rozviji béhem individualniho vyvoje. Struktura fyziologické
mikroflory neni béhem lidského zivota neménna, ale dochazi postupné k modulaci
definitivniho mikrobialniho osidleni traviciho traktu stejné jako k dal$im veékovym
zméndm (Zbotil, 2005).

Mikrobiélni osidleni traviciho traktu se méni v prabéhu zivota. K hlavnim zménam
mikroflory traviciho traktu a pfibliZzeni se k dospélému stavu, dochédzi béhem prechodu

od pIného kojeni ke smisené stravé (Svestka, 2007).



Zkoumani téchto bakteridlnich druhti se provadélo kultivaci, pii které se zjistilo, ze
velka vétSina bakterii, obsazenych ve stievech neni mozno kultivovat. Pii kultivaci
nedokazeme napodobit podminky, které by jim vyhovovaly jako je anaerobni prostiedi,
pH, kultiva¢ni médium, teplota (Thursby, 2017).

Pacientlim s nevratnym selhanim tenkého stfeva, kteti jsou odkézani na parenteralni
vyzivu je doporucena transplantace stfeva. Selhdnim stfeva rozumime neschopnost stieva
zajistit dostateCnou vyzivu, vodni a minerdlovy metabolismus pacienta. Nejcastéjsi
pfi¢inou selhani stfeva je jeho ztrata. Dalsi pti¢inou mohou byt zdvazné poruchy funkce.
Zivot ohrozujici komplikace parenteralni vyzivy predstavuji nejéast&jsi dtivod indikace

k transplantaci (IKEM, 2019).

Tabulka 1: Slozeni mikroflory lidského GIT

Mikroorganismy Pocty mikroorganismu (CFU/g)
Zaludek jejunum ileum kolon
Celkovy pocet bakterii 0-10° 0-10° 103-10° 1010-101?
Aerobni bakterie
Celed Enterobacteriaceae ~ 0-10? 0-10° 10%-10’ 10*-10%°
Streptokoky 0-10° 0-10* 102-10° 10°-10%°
Stafilokoky 0-10? 0-10° 102-10° 10*-10°
Laktobacili 0-10° 0-10* 102-10° 10°-10%°
Kvasinky 0-10° 0-102 102-10* 10*-10°
Anaerobni bakterie
Bakteroidy vzacné 0-103 10%-107 10*2-10%
Bifidobakterie vzécné 0-10* 10%-10° 1010
Peptostreptokoky vzacné 0-10° 102-10° 1010-1012
Klostridia vzacné vzacné 102-10* 10°-10%t
Eubakterie vzacné vzacné vzacné 10%0-10%

Zdroj: Lata, 2011
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1.1.1 Enterobakterie

Celed’ Enterobacteriaceae je z pohledu klinické mikrobiologie nejdtleZitdjsi deled’
gramnegativnich tyCinek, a mozna bakterii vibec. Maji vSak velky vyznam 1 pro jina
mikrobiologickd odvétvi, nebot’ mnohé jdou vdéénym modelovym objektem. Plati to
zejména pro bakterii mozna nejznaméjsi — druh Escherichia coli. Enterobakterie jsou
gramnegativni tycky se zaoblenymi konci, které jsou dlouhé 2 - 3pum, tlusté 0,5 - 0,8 pm.
Nékteré maji schopnost se pohybovat. Mezi nepohyblivé bakterie patti Klebsiella,
Shigella a Yersinia pestis (Votava, 2003).

Mikroby jsou pomérné kultivatné nenarocné. VéEtSina roste na jednoduchych
kultiva¢nich padach, maji respiratorni a fermetativni metabolismus, ze sacharidii tvori
kyseliny a Casto i plyn pfi fermentaci. Tvoii katalazu, ale netvoii oxidazu.(Bednat, 1999).

Celed’ zahrnuje vedle druhii saprofytickych i druhy patogenni pro &lovéka, zvifata a

rostliny (Bednaft, 1999).

1.1.1.1 Rod Escherichia

v

Nejznaméjsi je Escherichia coli, ktera slouzi jako dulezity modelovy organismus.
E.coli je béznou soucasti stievni mikroflory zdravych lidi. Je komenzalem, Caste¢né
saprofytem a také symbiontem, nebot svym pulsobenim jednak znemoziuje prinik
patogent (produkuje tzv. koliciny, které jsou pro nékteré jiné bakterie toxické), jednak je
makroorganismu prospé&$na i pfimo — podili se na tvorb& n€kterych vitamint, predev§im
vitaminu K (Votava, 2003).

Jedna se o podminéné patogenniho mikroba, ktery mtze zptsobovat i chorobné
stavy. Ve stfevé je to mozné jen tehdy, kdyZz je kmen vybaven specifickymi faktory
virulence; mimo stievo je E.coli téméf vzdy patogenni (Votava, 2003).

Biochemicky je to primérné aktivni enterobakterie. Stépi glukosu a laktosu a za
tvorby plynu, tvoii indol, neStépi mocovinu. Problémem mohou byt kmeny s opozdénou
sacharolytickou aktivitou, které se chovaji atypicky a které se mohou na pidach
s laktosou jevit jako laktosanegativni (Votava, 2003).

Morfologicky se E. coli nijak neodlisuje od ostatnich enterobakterii. Je pohybliva. E.

coli je kultivovana na Siroké Skale pud, pficemz za idealnich podminek dosahuje jeji
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generacni doba 20 minut. Na Endové agaru je napadna purpurova barva kolonii a jejich
okoli (Votava, 2003).

Vedle druhu E. coli najdeme v rodu Escherichia i dalsi druhy, ty vSak ¢lovéka
nenapadaji nebo jen vyjimecné€, napt. Escherichia vulneris a Escherichia hermannii, ¢i
noveé popsana Escherichia albertii (VVotava, 2003).

Kmeny enteropatogenni E.coli (EPEC) zptisobuji novorozenecké prijmy, pii kterych
dochazi k velmi rychlé dehydrataci organismu. Nebyla u nich prokézéana tvorba toxinti a
u vétSich déti nebo dospélych osob jiZz zadné onemocnéni nevyvolavaji. Jejich patogenni
ucinek je dan poskozenim epitelidlniho povrchu stieva, vzniklé tésnym piilnutim bakterie
k povrchu enterocytu pii kterém dochazi k destrukci mikroklkt (Klaban, 2011).

Enterohemoragicka E.coli (EHEC) jsou celosvétovymi puvodci hemoragické
kolitidy a klasického (tj. diarrhea-associated) hemolyticko-uremického syndromu (HUS).
HUS je velice zavazné systémové onemocnéni, které je nejcastéjsi pti¢inou akutniho
celosvétove rozsiteny EHEC sérotyp je E.coli O157:H7, ktery je nejcastéjSim piivodcem
sporadickych onemocnéni, pfedev§sim HUS, a vyvolal fadu rozsahlych epidemii. Kromé
EHEC O157:H7 existuje nékolik dalSich EHEC sérotypii, které jsou €asto izolovany od
pacienti s HUS a hemoragickou kolitidou na celém svété (Marejkova, 2010).

Enteroinvazivni E.coli (EIEC) disponuji faktory invazivity, které umoziiuji invazi do
stieva. Infekce t€émito kmeny vede ke krvavym prijmim. Maji podobny mechanismus

patogenity jako Shigely (Votava, 2003).

1.1.1.2 Rod Klebsiella

Je blizka rodu Enterobacter, se kterym sdili fadu charakteristik. Tento kmen byl
izolovan roku 1882 C. Friedlandrem. Mezi nejvyznamné&js$im ¢len rodu Klebsiella z ¢eledi
Enterobacteriaceae patii Klebsiella pneumoniae. Je gramnegativni, nepohybliva,
fakultativné anaerobni tycka, zapouzdiena, fermentujici laktézu, neprodukujici indol,

tvoftici soucast bézné flory v ustech, travicim traktu a na kiazi (Votava, 2003).
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1.1.1.3 Rod Proteus

Jedna se o gramnegativni, nesporulujici, fakultativné anaerobni ty¢inky. (Kushvaka,
2014). Velmi napadny je jejich plazivy rist. Z biochemickych vlastnosti maji schopnost
tvofit ureazu. (Bednat, 1999).

Jsou dobi'e odolni vii¢i podminkam ve stieve a prostiedi. Kultivovat se daji na vSech
béznych padach. Pti kultivaci na agarovych plotnach tvofi kolonie jako ostatni bakterie,
ale zarovenn se z mista inokulace plazi po povrchu agaru. Plazeni ma podobu

koncentrickych kruht (Votava, 2003).

1.1.1.4 Rod Enterobacter

Jedna se o druhou nejbéznéjsi enterobakterii lidského stfeva. Je to pohybliva
gramnegativni tyCka (Votava, 2003). Enterobaktery se vyskytuji pfirozené v pide a ve
vod¢ (Bednat. 1999). Je biochemicky hodné aktivni a roste na béznych ptidach. Ve stieve
nebyvaji zaznamenavany infekce. Mimo stfevo mulze byt patogenem jako ostatni

enetrobakterie (Votava, 2003).
1.2  Patogenni kmeny
1.2.1 Rod Campylobacter

Kampylobaktery jsou zakfivené, pfipadné az spirdlovité gramnegativni bakterie,
pomeérné Casto se Cile se pohybuji diky polarné situovaném biciku (Votava, 2003).

Vsechny kampylobaktery maji pozitivni katalasovou i oxidasovou aktivitu (Ibrahim,
ostatnich diky jeho schopnosti hydrolyzy hippuratu, rezistenci k cefalotinu a citlovosti
k nalidixové kyselin¢ (Votava, 2003).

Uspé&sny zachyt kampylobaktert vychazi jednak ze zajisténého transportu materialu
(Ameisova nebo Stuartova puda), jednak z uziti specidlnich kultivacnich pud. K tém
nejvice pouzivanim nélezi Butzlerovo selektivni médium, Skirrowlv agar nebi snad
nejpouzivanéjsi plda, totiz selektivni médium s aktivnim uhlim bez krve (CSM agar,

Z ang. chorcoalbased selective medium) dle Karmaliho. Tato pida vykazuje vétsi
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selektivitu nez ptedchozi uvedena média. Kromé kultivace se také vyuziva mikroskopie

(Votava, 2003).
1.2.2 Rod Salmonella

Jedna se o pohyblivé gramnegativni ty¢ky (s vyjimkou Salmonella gallinarum).
Rostou na béznych kultivacnich ptadach, na nichz vSak nemohou byt od ostatnich
enterobakteriii odliSeny, proto se i pro zachyt uziva selektivn¢ diagnostickych pid
(Bednat, 1999).

Fermentuji glukosu, maltosu, manitol a sorbitol s tvorbou plynu a kyseliny, vétSina
tvoifi H2S, neprodukuji indol, nehydrolyzuji mocovinu a nedesaminuji fenylalanin
(Bednat, 1999).

Antigenni struktura — antigeny jsou vazany v bunécné sténé (somaticky O antigen) a
v bi¢icich (flagelarni H antigen). Povrchové antigeny polysacharidové piekryvaji
antigen u Salmonella typhi. U O antigenu je diefiova ¢ast spole¢na pro vSechny
enterobakterie, O specifitu urCuji az postranni fetézce. Takzvané chemotypy jsou
definovany podle stejného obsahu cukri v postrannich fetézcich (bez ohledu na jejich
poradi), takze chemotypy mohou obsahovat salmonely s riznymi O antigeny (Bednat,
1999).

1.2.3 Rod Yersinia

Yersinia enterocolitica a Yersinia pseudotuberculosis patii do skupiny obligatnich
patogent. Jedna se o gramnegativni ty€inky, pohyblivé jen pii nizsich teplotach (kolem
25 °C). Kultivaéni naro¢nost odpovida béznym enterobakteriim roste v rozmezi teplot od
- 2 °C do 45 °C. Z biochemickych vlastnosti je charakteristické Stépeni mocoviny.
V diagnostice se pouziva puda CIN. K dourceni Ize vyuzit biochemickych metod nebo
muzeme pouzit aglutinaci. Bézné je i sérologické vysetfeni protilatek proti O- antigenlim.

Jsou plivodci stfevniho onemocnéni. Yersinia enterocolitica invazivné postihuje celou
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stievni sténu a diky Sifeni do mezenterialnich uzlin Casto imituje apendicitidu (Votava,

2003).

1.2.4 Rod Shigella

N 24

vhodny deoxycholat-citratovy agar. Napadna je disociace z S do R faze. Tvoii kyseliny
z glukosy bez tvorby plynu, netvoii sirovodik, nehydrolyzuji mocovinu, neutralizuji citrat
jako zdroj uhliku (Bednaft, 1999).

Tvoii kyseliny z glukosy bez tvorby plynu, netvoii sirovodik, nehydrolyzuji
mocovinu, neutralizuji citrat jako zdroj uhliku (Bednaft, 1999).

Jednd se o cist¢ lidsky patogen na rozdil od salmonely. Shigely se vyznacuji
schopnosti invadovat do bung¢k tlustého stieva, ptfi¢emz se intracelularné mnozi a bunky
jsou poSkozeny za vzniku nekrdzy a viedu (Votava, 2003).

Shigely mohou byt ptitomny ve fekaln& znecisténé vodg, a také se mohou dostat i do

potravin (Klaban, 2005).
1.2.5 Rod Staphylococcus

Staphylococcus aureus fadime mezi grampozitivni koky velikosti asi 1 um, které se
mohou se vyskytovat v nepravidelnych shlucich tvaru typickych hroznii. Neni pohyblivy,
ale nékteré kmeny mohou tvofit pouzdra. (Bednaf, 1994).

Stafylokokové infekce se déli do dvou skupin a to podle koaguldzy (schopnost
koagulovat plazmu). Prvni skupinou jsou koagulaza pozitivni stafylokoky a druhou jsou
koagulaza negativni. (Benes, 2009).

Kolonie Staphylococcus aureus jsou ve vétsing piipadt na kultivacnich médiich
barevné, mohou mit smetanovou, Zlutou ¢i oranzovou barvu a to diky karotenovym
pigmentiim. Na krevnim agaru vytvaii typickou zonu hemolyzy (Votava, 2003).

Zpusobuje onemocnéni, kterd jsou Casto hnisava, pfipadné s celkovymi toxickymi
ptipady. Patogenita se vyznacuje produkci extracelularnich proteind (toxiny, enzymy).

Toxiny patii mezi superantigeny (Votava, 2003).
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Toxin syndromu toxického Soku 1 (TSST-1) je superantigen, ktery v malych
koncentracich zvySuje permeabilitu endotelii, pfimo se napojuje na vazebna mista
makrofagi a lymfocytl a vede k nadprodukei cytokinil, nasledné¢ miize vyustit v Sokovy

stav, kdy hrozi az multiorganové selhéni (Votava, 2003).

1.3 Preanalyticka ¢ast mikrobiologického vySetieni
1.3.1 Odbér vzorku

Pro vySetieni bakteriologické se pouziva rektalni vytér. Pacient stoji (kleci) a opira
se o ruce (lokty) nebo lezi (Koukalova, 2013). Provadime pomoci tamponu napusténého
deoxychlolatcitratovym agarem. Sroubovitym pohybem zavedeme tampon do ampuly
rekta tak, aby se povrch tamponu zbarvil stolici (Miksova, 2006).

Neni vhodné pouZzivat suché tampony, transportované pouze v igelitovém sacku bez
transportniho média dochazi tak k vysuseni vzorku (Kramaft, 2007).

Pro tucely parazitologického vySetfeni se odebird kousek stolice (zhruba velikosti
liskového ofechu) umélohmotnou lopati¢kou, kterd je soucasti specidlniho plastového
kontejneru. Pro prlraz ndkazy roupem détskym se provadi stér andlnich fas

Schiiffnerovou ty¢inkou nebo jejich otisk lepici paskou (Koukalové, 2013).
1.3.2 Transport materidalu

Transport materidlu k mikrobiologickému vySetfeni by mé¢l byt co nejrychlejsi.
Kazd¢é zdrzeni snizuje moznost UspéSné diagnostiky, zejména v piipadé¢ narocnych
bakterii. Relativné nejlépe vydrzi mikroorganismy podminky a dobu transportu v tekutém
materidlu a hemokulturdch. Tuhy materidl a tkané, které mohou zaschnout, je vhodné
transportovat ve fyziologickém roztoku nebo bujonu. Nejméné¢ vhodné pro déletrvajici
transport je pouziti suchého vatového tamponu bez transportniho media (Koukalova,
2013).

Transporni pidy umoziuji pteziti mikrobi ve stejném poctu v dob¢é mezi odbérem

klinického materialu a jeho zpracovanim v laboratofi. Byvaji tekuté nebo polotuhé, misto
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zivin obvykle obsahuji latky omezujici metabolismus a latky absorbujici toxické produkty

metabolismu (napf. aktivni uhli). Prikladem je pada Stuartova nebo Amiesova

(Koukalova, 2013).

Amiesovo transportni médium
Amiesovo transportni médium obsahuje anorganické soli, thioglykolat sodny,
1 % agaru a ve vétSiné modifikaci 1 aktivni uhli. Hodi se k transportu 1 téch

v

nejchoulostivéjSich mikrobu (Votava, 2010).

1.3.3 Prijem materidlu

Nezbytnou tj. minimalni jednoznacnou identifikaci biologického materidlu na

zadance a vzorku pted pfidélenim laboratorniho ¢isla tvofi jméno a piijmeni pacienta a

rodné Cislo (Cislo pojiSténce) a oba parametry se musi shodovat, jinak je nutné¢ material

odmitnout. Pokud je nadoba s biologickym materidlem oznacena pouze jménem a chybi

dalsi povinné identifikacni udaje, mize ji laboratof pfijmout pouze za piedpokladu, ze je

jednoznaéné piipojen k zadance s komplexni identifikaci pacienta (Ambrozova, 2018).

1.3.4 Kritéria pro odmitnuti vzorku

Odmitnout lze:

Zadanku s biologickym materidlem, na které chybi nebo jsou neéitelné zékladni
udaje pro styk se zdravotni pojiStovnou (Cislo pojiSténce, piijmeni a jméno, typ
zdravotni pojistovny, ICZ odesilajictho lékate nebo pracovists, zakladni
diagndza) a neni mozné je doplnit na zaklad¢ dotazu 1ékate,

zadanku dospé€lého pacienta od zdravotnického subjektu s odbornosti pediatrie
(krom¢ indikace I¢kate s odbornosti 1¢kaiska genetika),

zaddanku muze od zdravotnického subjektu s odbornosti gynekologie, Zadanku
ambulantniho pacienta od subjektu s odbornosti lizkového oddélenti,

zadanku nebo odberovou naddobu znecisténou biologickym materidlem,

nadobu s biologickym materidlem, kde neni zpusob identifikace materialu

Z hlediska nezaménitelnosti dostatecny, za dostateCnou identifikaci materidlu se
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povazuje splnéni uvedenych pokyni o nezbytné identifikaci biologického
materialu,

nadobu s biologickym materidlem, kde zjevné doslo k poruSeni doporuceni o
preanalytické fazi,

neoznacenou nadobu s biologickym materidlem,

biologicky material bez zadanky (Ambrozova, 2018).

18



1.4  Analytickad ¢ast mikrobiologického vySetieni
1.4.1 Kultivace

Cilem kultivace je ziskat mikroba z klinického materialu v Cisté kultufe, identifikovat
ho biochemickymi nebo jinymi vybranymi metodami, provést pfipadné i jeho antigenni
analyzu a urcit citlivost k antimikrobnim pfipravkim (Koukalova, 2013). Kultivace je
nejdulezitéjsi diagnostickou metodou piimého prikazu v bakteriologii. Bakterie

kultivujeme v tekutych nebo na tuhych padach (Votava, 2010).

Vhodné podminky kultivace

1. Dostateéna vlhkost prostiredi
Dostate¢na vlhkost prostiedi je nezbytné pro bakterialni metabolismus. Nejlepsi
podminky poskytuji tekuté pidy, nebot’ zZiviny jsou ptijiméany cely povrchem téla.
V tuhych ptidach je asi 97 % obsahu vody vazano v agaru. Pfi nutnosti prodlouZzit
kultivaci je nutné umistit misky s naockovanymi kulturami do uzavienych nadob
se zvysSenou tenzi vodnich par (Koukalova, 2013).

2. Optimalni teplota
Pro vétSinu bakterii patogennich pro ¢lovéka je optimalni teplota 37°C (bakterie
mezofilni, teplotni optimum mezi 20 - 40°C). Nékteré druhy snéseji teplotu nizsi
(psyrofilni, 0 - 20°C) nebo vyssi - termofilni, nad 40°C - (Koukalova, 2013).

3. Optimalni pH pudy
VétSina bakterii roste v neutralnim nebo slabé alkalickém prostiedi. Extrémni pH
mize organismy usmrtit (Cechova a Janalikova, 2007). Optimalni pH se pohybuje
v rozmezi 7,2 - 7,4. Pudy kyselejsi jsou urceny pro kultivaci laktobacild, alkalické
pudy vyzaduji vibria (Koukalova, 2013).

4. Vhodna izotonie média
Odpovida obsahu 0,5 - 1 % NaCl. Stafylokoky a enterokoky jsou schopny snaset
vys§i koncentraci NaCl, tato skuteCnost je vyuzivana pro piipravu selektivnich

pud (Koukalova, 2013).
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5. Dostatek vhodnych Zivin
Autotrofnim bakteriim sta¢i kultiva¢ni ptidy obsahujici pouze anorganické latky
jako zdroje uhliku a dusiku. Heterotrofni bakterie, mezi které patii i vSechny
bakterie patogenni pro clovéka, potiebuji jako zdroje uhliku a dusiku organické
latky. Krom¢ nich musi kultivaéni médium obsahovat rastové faktory (krev,
sérum, kvasnicni extrakt), zdroje energie (cukry), pufry, vitaminy, soli a ionty
kovti, které tvoii soucast bakteridlnich enzymu. Soucasti selektivnich piidy mohou
byt 1 antibiotika, barviva a rizné chemikalie. Pudy diagnostické obsahuji navic
ruzné indikatory, napi. pH (Koukalova, 2013).

6. Vhodné plynné prostiedi
Podle vztahu ke kysliku jsou bakterie déleny na :
- striktné aerobni - potiebuji ke svému rlstu a mnozeni kyslik (napf. rod
Pseudomonas, Mycobacterium),
- fakultativné anaerobni - jsou schopny rist a mnozit se v kyslikaté i
bezkyslikaté atmosféfe (vétsina Iékarsky vyznamnych bakterii, napt. stafylokoky,
escherichie),
- striktné€ anaerobni - rostou a mnozi se pouze v prostfedi bez kysliku (napf.
vétsina druht rodu Clostridium),
- anaerobni aerotolerantni - maji anaerobni metabolismus, ale snaseji
ptitomnost kysliku (napft. laktobacily),
- mikroaerofilni - rostou v prostiedi s redukovanou koncentraci kysliku pfiblizné
na 2 % (napft. kampylobaktery),
- kapnofilni - potfebuji prostfedi se zvySenou tenzi CO2 (patogenni neisserie)

(Koukalova, 2013).
1.4.2  Kultivacéni pidy

Kultiva¢ni piidy neboli média se déli podle sloZeni, konzistence a ti¢elu na celou fadu
druhti, Podle slozeni se rozeznavaji pudy pfirozené a syntetické, podle konzistence tekuté

a pevné a podle ucelu se pudy déli na zakladni, obohacené, diagnostické, selektivni a
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selektivné diagnostické, dale mj. pudy K antibiotickym zkouskam a ke stanoveni

ucinnych latek, pudy k uchovani kultur a ptidy transportni (Votava, 2010).

Tekuté pady

Tekuté pady slouzi k pomnozovani bakterii, ale neumoznuji rozlisit, zda se jedna o
¢istou kulturu nebo smés bakterii. Mikrobi rostou v tekutych ptidach ve formé blanky na
hladiné, difuzniho zakalu nebo sedimentu, pfipadné¢ kombinace uvedenych moznosti
(Koukalova, 2013).
zaloZené na peptonové vodé nebo puda Sulova k péstovani mykobakterii. Bujony se
rozpliuji zhruba po 10 ml do bakteriologickych zkumavek, cukrové piidy vétSinou do
zkumavek zvanych cukrovky. Zkumavky se uzaviraji kovovou nebo vatovou, vzacné
pryzovou zatkou (Votava, 2010).

Pudy polotuhé jsou odvozeny z tekutych pfidainim mensiho procenta agaru, napf.

puda s 0,6 % agaru pro sledovani pohybu (Koukalova, 2013).

Pevné (agarové) pudy

Pevné (agarové) ptidy jsou urené k diagnostice bakterii, ptipravuji se z tekutych
pfidanim 1 - 2 % agarové fasy. Bakterie rostou na pevnych ptdach v koloniich, n€kdy
charakteristickych pro ur¢ity druh mikroba (Koukalova, 2013).

Agarové pudy se vlévaji do Petriho misek v mnozstvi 25 ml na standardni misku o
praméru 9 cm. Pokud se agarova pida rozplni do zkumavek a ty se ponechaji v §ikmé

poloze, dostaneme po ztuhnuti tzv. Sikmé agary (Votava, 2010).
1.4.3 Druhy kultivacnich pud

Pudy zakladni
Pidy zakladni umoziuji rist vétSiny bakterii. Patii k nim napt. masopeptonovy bujon

1 agar mén¢ narocné bakterie, krevni agar pro naro¢né druhy (Koukalova, 2013).
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Pudy diagnostické

Pidy diagnostické obohacujici latky, které se méni vlivem metabolismu mikroba.
Zména se projevuje rozdilnou morfologii, jinou barvou kolonie nebo pidy (napi. pudy
pro zjistovani zkvasovani cukri, deaminace nebo dekarboxylace aminokyselin, $tépeni
mocoviny a dalsi). Mezi pudy diagnostické patii i krevni agar, na kterém lze popisovat

ruzné druhy hemolyzy (Koukalova, 2013).

Obrazek 1. Krevni agar

Zdroj: Labmediaservis

Chromogenni agar

Kolonie vybranych mikrobti jsou na nich typicky zbarveny. Casto se uzivaji
k vySetfeni moc¢i. Napiiklad na jedné z nich roste E.coli v koloniich ¢ervenych,
enterokoky v modrozelenych, proteové v nahnédlych atd. Mnoha chromogenni
média obsahuji jeste inhibitory ristu nezddoucich mikrobd, a proto je fadime mezi

selektivné diagnostické (Votava, 2010).
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Obrazek 2. Chromogenni agar

Zdroj: Labmediaservis

Pudy selektivni

Selektivni pudy jsou ureny k vybranému riustu patogend. Jejich soucasti jsou latky,
které potlacuji rst nezadoucich mikrobli (napf. antibiotika, barviva, Zlu¢, vysoka
koncentrace soli). Typickou selektivni ptidou je Sabouraudiiv agar umoznujici rast
kvasinek a plisni, inhibice ristu bakterii je zajiSténa chloramfenikolem. Dal§im ptikladem

je pudy s 10 % NaCl, ktera je vysoce selektivni pro stafylokoky (Koukalova, 2013).

Obrazek 3. Sabouraudiv agar

Zdroj: Labmediaservis
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Pudy selektivné diagnostické

Kombinuji principy selektivnich a diagnostickych médii. Obsahuji zivny agarovy
zéklad, dale inhibitor ristu nezadoucich mikrobii, vhodny substrat a indikator jeho zmén.
Prikladem selektivné diagnostickych pud pro gramnegativni bakterie jsou Endova ptida
(selekce a diagnostika pfedevS§im enterobakterii), deoxycholat-citratovy agar

(enterobakterie), Wilsonova-Blairova puda (Salmonella typhi) (Koukalova, 2013).

Endova puda

Endova ptida je selektivné diagnostickd pro gramnegativni ty¢inky, rizové
barvy. Inhibitorem ristu grampozitivnich mikrobd je bazicky fuchsin. Pro
diagnostické ucely obsahuje laktosu a indikator jeji fermentace na aldehydy -
Schiffovo reagens (bazicky fuchsin odbarveny sitfi¢itanem sodnym). Bakterie
rychle Stépici laktosu rostou v cervenych koloniich, laktosu nefermentujici
(obligatni stfevni patogeny) jsou ruzové. V dne$ni dobé je pida Endova casto

nahrazovana McConkeyovou, ktera ma podobné vlastnosti (Koukalova, 2013).

Obrazek 4. Endtv agar

Zdroj: Labmediaservis
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Obrazek 5.MacConkeytv agar

Zdroj: Labmediaservis

DCA agar

Deoxycholat-citratovy agar je rovnéZz selektivné diagnosticky pro
gramnegativni ty€inky, oranZovo-Zluté barvy. Obsahuje deoxycholan, citrat
zelezity, thiosiran (zajistuji inhibici riistu grampozitivnich mikrobti), laktosu a
neutralni Cerven jako pH indikator. Bakterie fermentujici laktosu tvofi rtizové
kolonie, nékdy 1 s precipitdtem v okoli, nefermentujici rostou v bezbarvych
transparentnich koloniich. Souc¢asné je mozné detekovat tvorbu sirovodiku, ktera

se projevuje pritomnosti ¢erné zbarveného stiedu kolonii (Koukalova, 2013).

Obrazek 6. Deoxycholat-citratovy agar

Zdroj: Labmediaservis
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Pudy pomnoZovaci
Jsou tekuté konzistence a slouzi k pomozeni bakterii ve vzorku, kde je ptredpokladan
maly pocet mikrobti (napf. masopeptonovy bujon, selenitovy bujon k selektivnimu

pomnozeni salmonel) (Koukalova, 2013).

Selenitovy bujon

Bujon ma riiZovo — oranZovou barvu. Je dilleZity pro selektivni pomnoZeni
napt. salmonel a rist jinych bakterii je ¢astecné potlacen nebo uplné. Bujon se
inkubuje 24 hodin a po 24 hodinéch kultivace se rozockuje na Deoxycholatovy agar
anechd se opét kultivovat 24 — 48 hodin. Nejcastéji se pouziva pro zachyt stfevnich

patogenil u déti a dospélych (Votava, 2000).

Obrazek 7. Selenitovy bujon

Zdroj: Biovendor, 2013

1.5 Antibiotika

Castymi producenty antibiotik jsou plisné, z bakterii pak zejména streptomycety.
Jsou schopny zabijet nebo pozastavovat rist jinych mikroorganismi. Rozd¢€luji se na
baktericidni (usmrcuji mikrobidlni bunku) a bakteriostatickd (pouze reverzibilné
zastavuji rist a mnozeni mikrobil) (Votava, 2005).

Mezi baktericidni antibiotika fadime p-laktamy, aminoglykosidy, polypeptidy,
glykopeptidy. Naproti tomu mezi bakteriostaticka patii tetracykliny, makrolidy a
linkosamidy (Liillmann, Mohr, Wehling, 2004).

26



Antibiotika nejsou vibec U€innd pii virovych onemocnénich, mezi které fadime
bézné a velmi Casté zanéty hornich ¢i dolnich cest dychacich, zan€t nosohltanu, hrtanu,

pradusek ¢i prudusnice (Sandoz, 2018).
1.5.1 Rozdéleni antibiotik podle spektra ucinnosti

Podle mnozstvi druht citlivych bakterii rozliSujeme ATB s tzkym, stfedné Sirokym
a Sirokym spektrem uc¢inku. ATB s uzkym spektrem ucinku plsobi pouze na malé
mnozstvi bakterii. Jako pfiklad stfedn¢ Sirokospektrého ATB mizeme uvést penicilin.
Ten je ucinny na grampozitivni bakterie, ale na vétSinu gramnegativnich bakterii je
neucinny. Sirokospektra ATB jsou obvykle ¢inna na grampozitivni i gramnegativni

bakterie (Votava, 2010).

Mechanismy u¢inku antibiotik:
e zasah do tvorby bunécné stény
e zasah do syntézy nukleovych kyselin
e funkce bunécné membrany
e syntéza bilkovin

e kompetitivni inhibice (Kramat, 2007).

1.5.2 Beta-laktamova antibiotika

Skupina B - laktamovych antibiotik s podobnou chemickou strukturou zahrnuje
peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy, monobktamy a inhibitory B - laktamaz. Jejich
antibakterialni plisobeni spociva v inhibici syntézy bakterialni stény, ve hie vS§ak mohou
byt 1 dalsi mechanismy. Beta-laktamové antibiotika se specificky vdZou na nckteré
enzymy nezbytné pro syntézu bakterialni stény (PBPs — penicillin binding proteins).

Beta- laktamova antibiotika jsou baktericidni, ptisobi nejlépe na mnozZici se bakterie.
Po jejich antibakterialni aktivitu je rozhodujici doba, po kterou koncentrace antibiotika
pievysuje MIC (Benes, 2009).
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pouzivanych v lékarstvi. Alergické reakce patii mezi nejcastéj$i nezadouci ucinky, po
podani  — laktamovych antibioticich. HlaSené mira alergie na penicilin se pohybuje mezi

1 a 10% (Lagacé a Rubinstein, 2019).

1.5.2.1 Peniciliny

Peniciliny jsou vysoce ucinnd antibiotika s extrémné nizkou toxicitou. Ziskéavaji
z kultury plisné¢ Penicillium chrysogenum a dalsich, které produkuji kyselinu 6-
aminopenicilanovou. V jeji molekule je beta- laktamovy kruh konjugovan s péti¢lennym
kruhem thiazolidinovym (Votava, 2010).

Farmakokinetika - absorpce z GIT zavisi na jejich odolnosti vaci HC1. Jejich
absorpce miize byt sniZzena soucasn¢ pozitou potravu, proto se doporucuji nejméné 1
hodinu pied jidlem nebo 1-2 hodiny po jidle. Distribuuji se do extracelularni tekutiny, do
bunék nevstupuji. Koncentrace v CNS jsou nizké, zvySuji se vSak se zanétlivymi
zménami mening. Vylucuji se ledvinami (10 % glomerularni filtraci, 90 % tubularni
sekreci), pronikaji také do mléka a do sputa (Martinkova, 2007).

Peniciliny délime na uzkospektré (penicilin G, penicilin V a antistafylokokové

peniciliny) a Sirokospektré (Martinkova, 2007).

Nezadouci ucinky penicilini:

* Alergie: jakykoliv zdroj i velmi malého mnozstvi penicilini (kosmetické ptipravky,
mléko krav 1é¢enych pro mastitidu) mlize hostitele alergizovat. Alergie zkiizeného typu
I-IV je vyvolana biodegradacnimi produkty penicilinu. Byva u 10-15 % nemocnych s
parenteralnim podanim.

* Hoigného syndrom: projevuje se dechovou tisni, kolapsovym stavem, vyrazna byva
psychicka alterace (strach ze smrti), agitovanost. Za pfi¢inu se povazuje technicky chybné
podéni penicilinové suspenze intraveno6zné (mikroembolizace). Vzacnéjsi je Nicolaulv
syndrom, pronikne-li suspenze intraarterialné. V tomto ptipadé symptomy zalezi na
postizeném organu. Tyto syndromy nejsou kontraindikaci pro dalsi aplikaci 1é¢iva.

* Zvraceni, dyspeptické potize, prijmy jsou zpisobeny Sirokospektrymi peniciliny
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nasledkem vyhubeni saprofytické flory ve stievnim traktu.
» Kolpitidy a prijmy (enteritidy) mohou byt vyvolany rezistentnimi kmeny, napf.

kvasinkami (Martinkova, 2007).

Acidolabni peniciliny

Penicilin G (benzylpenicilin). Pro svou nestalost pii nizkém pH v zaludku se
podéavaji pouze parenteralné¢. Spektrum zahrnuje grampozitivni koky 1 tycinky,
gramnegativni koky a gramnegativni mikroby spiralovitého tvaru, pfitom citlivost zlatych
stafylokokil, pneumokoku a také gonokokti mize byt regionaln¢ velmi odlisna (Votava,

2005).

Acidostabilni penicilny
Penicilin V (phenoxymethylpenicilin). Odolava u¢inku zalude¢ni $t'avy, a proto tvori
ucinnou slozku peroralnich penicilinovych preparati. Jeho spektrum je totozné se

spektrem benzylpenicilinu (Votava, 2005).

Aminopeniciliny

Maji pomérné Siroké indikacni spektrum v monoterapii i v kombinaci s jinymi
antibiotiky, pfedev§im aminoglykosidy. PouZivaji se v 1é¢bé infekci respiracniho traktu,
mocovych infekci, purulentnich meningitid a bakteridlnich enterokolitid vyvolanych
citlivymi mikroorganismy (Benes, 2009). PfedevS§im aminopeniciliny G€inkuji na fadu
gramnegativnich ty¢inek, jako jsou Escherichia Coli, Proteus mirabilis, bordetely,
salmonely, shigely, hemofily, helikobaktery a jiné, pokud ovSem tyto mikroorganismy
netvofti beta-laktamasy (Votava, 2010).

1.5.2.2 Cefalosporiny

Cefalosporiny uc¢inkuji stejné jako beta- laktamy inhibuji syntézy bunétné stény
vazbu na specifické proteiny. Slouzi jako alternativa 1écby pro pacienty, ktefi jsou citlivi
na penicilin (Cefalosporiny, 2016).

Jejich spektrum je Siroké (neplsobi vSak vibec na enterokoky) a toxicita mala

(alergicka kozni reakce a bolestivost pfi nitrosvalovém podéni). U zavaznich infekci se
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daji s vyhodou kombinovat napt. s aminogykosidy nebo s fluorochinolony (Votava,
2010).

1. generace
Zahrnuje antibiotika velmi G¢inna vuci grampozitivnim koktm (Staphylococcus
aureus) i nékterym gramnegativnim (Escherichia coli, Proteus mirabilis). Peroralni

formy se pouzivaji u infekei slabsi intenzity (Martinkova, 2007).

2. generace

Vyznacuje se niz$i aktivitou vi¢i grampozitivnim mikrobiim za rozsifené¢ho
spektra vacéi gramnegativnim mikrobim (Enterobacter, Klebsiella, Proteus). Z
peroralnich forem je zastupcem napt. cefaklor k 1é€b¢ sinusitid a otitid u nemocnych
alergickych na peniciliny nebo s nedostatecnou odpovédi na penicilinovou lécbu.
Cefuroxim (i.v.) pronikd ptes hematoencefalickou bariéru a miize byt pouzit pro 1écbu

meningitid (Martinkova, 2007).

3. generace

Nejvyznamnéjsi vlastnosti je ucinek vici gramnegativnim mikrobiim (Enterobacter,
Citrobacter, Providencia ). Podany intraven6zné se distribuuji do CNS. Indikovany jsou
u meningitid, u sepsi nezndmého puvodu. Jsou-li podavany imunokompetentnim
nemocnym (febrilni neutropenic), pak se pro aditivni uCinky obvykle kombinuji

s aminoglykosidy (Martinkova, 2007).

4. generace

Plsobi proti grampozitivnim i gramnegativnim mikrobim, vcéetné Pseudomonas
aeruginosa. Intravendzni podani je indikovano u sepse, meningitid, tézkych infekci
dolnich cest dychacich a komplikovanych infekci mocovych cest, u neutropenickych
nemocnych v kombinaci s aminoglykosidy, pfi rezistenci na cefalosporiny 3. generace

(Martinkova, 2007).
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NezZadouci ucinky cefalosporinii:

* Alergie: podobné jako peniciliny mohou vyvolat alergické reakce typu I-1V.

* Superinfekce: miize se vyvinout u cefalosporini 2. a 3. generace, které nejsou ucinné
vuci stafylokokim a enterokokiim. Houby a kvasinky mohou rovnéz proliferovat.

* Rezistence na cefalosporiny nartsta, proto je tfeba zvySen¢ dbat na spravnou indikaci

pro tato antibiotika (Martinkova, 2007).
1.5.3 Glykopeptidova antibiotika

Glykopeptidy jsou peptidy s navazanou cukernou slozkou. Zasahuje do syntézy
bakterialni stény, a proto nema smysl je kombinovat s beta — laktamy. Glykopeptidy
pusobi baktericidné a podavaji se parenteralné (Votava, 2010).

Klasicky glykopeptidem je vaknkomycin pivodné izolovany ze Streptomyces
orientalis. Jeho spektrum je omezeno jen na nékteré grampozitivni mikroorganismy a na
spirochety. Do bunék ostatnich gramnegativnich bakterii se jeho pomérné€ velkd molekula
nedostane. Dilezité je, ze vankomycin plsobi i na jinak rezistentni kmeny
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Corynebacterium jeikeium,
Enterococcus faecalis a na vétSinu kment Enterococcus faecium. Peroralné podany
uc¢inkuje na Clostidium difficile (Votava, 2005).

Toxicita je znacna. Vankomycin postihuje ucho, ledviny a CNS. Podava se v pomalé
intravenosni infuzi, coZ zabrani uvolnéni histaminu a vzniku tzv. syndromu rudého muze.
Teikoplanin je pfirozena smés nékolika latek ptibuznych vankomycinu. Je méné toxicky
nez vankomycin a dd se podavat v jediné denni davce. Jeho spektrum plisobnosti je
prakticky stejné, ale existuji vSak kmeny enterokokti s odliSnou ziskanou rezistenci na

vankomycin a teikoplanin (Votava, 2005).

1.5.4 Aminoglykosidova antibiotika

VétSina aminoglykosida jsou trisacharidy, které obsahuji neobvyklé aminocukry.

Zéakladem molekuly téchto antibiotik je aminocyklitolovy kruh, struktura odvozené od
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inositolu substituovaného rtznymi aminoskupinami. K tomuto kruhu jsou pak
glykosidickou vazbou piipojeny dalsi dva aminocukry (Votava, 2005).

Antibiotické spektrum je pomérné Siroké. Zahrnuje gramnegativni mikroby
(enterobakte, citrobakter, pseudomonady, klebsiely, salmonely, shigely) i grampozitivni
Necitlivé jsou anaeroby (aby aminoglykosidy pronikly do vnitiniho prostfedi mikroba,

potiebuji O2) (Martinkova, 2007).

1.5.5 Polypeptidova antibiotika

znich jsou polymyxiny, produkty Bacillus polymyxa, slozené¢ z 10 aminokyselin.
Polymyxiny putsobi diky svym volnym aminoskupindm jako kationické detergenty
rozruSujici tak fosfolipidovou vrstvu cytoplazmatické membrany (Votava, 2005).

Piisobi rychle baktericidné na gramnegativni tycky, zejména pseudomonady a
koliformni mikroorganismy. Z GIT se nevstfebavaji, mohou se projevit neurotoxicky a
nefrotoxicky, i vyvolat alergické reakce. Polymyxin B je uzivan mistng, spektrum
podobné Polymyxinu E. Polymyxin E (nositel niz§iho rizika toxicity) je v parenteralni
l1ékové formé indikovan u systémovych infekci vyvolanych gramnegativnimi bakteriemi
(E.coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter, Pseudomonas aeruginosa aj.)
(Martinkova, 2007).

1.5.6 Vliv antibiotik na gastrointestindalni trakt

Témet vSechna antibiotika mohou vyvolavat gastrointestinalni nezaddouci G¢inky,
nejCasteéji dyspepsii s nauzeou a zvracenim nebo prijem. Nauzea a zvraceni byvaji
vyvolan stievni dysmikrobii (Urbanek, 2003).

Zmény mikrobiomu vyvolané antibiotiky mohou také dlouhodobé ovlivnit
zdravi. Vzajemné mikroby v lidském téle interaguji s mnoha fyziologickymi procesy a
ucastni se regulace imunitni a metabolické homeostazy. Expozice antibiotiky proto miize

zménit zékladni fyziologickou rovnovahu, coz podporuje dlouhodobé onemocnéni.
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Jednou z nejvyznamnéjSich hrozeb zmén stievni mikroflory je zvySena citlivost na stievni
infekce, ktera mize vychazet z nove¢ ziskanych patogent, z nahlého prerdstani a nebo z
patogenniho chovani oportunnich organismu jiz pfitomnych v mikrobioté (Francino,
2016).
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2. Cil prace a vyzkumné otazky

Cile bakalarské prace:
1. Osvojeni mikrobiologické diagnostiky vySetfeni vytéru z rekta nebo stolice.
2. Zjistit bakteriologické nalezy ve vzorku stolice.

3. Porovnat stievni floru u batolat pied a po aplikaci antibiotik.

Vyzkumna otazka:

1. Jak se zméni stfevni fléra po aplikaci antibiotik?
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3. Metodika

3.1 Charakteristika souboru

Vzorky potitebné k vypracovani mé bakalarské prace byly odebrany od pacientii z
pediatrické ordinace. Bylo vySetfeno 38 batolat ve véku od 1 az do 3 let. Pacientim byl
odebran vytér z rekta pied a po antibiotické 1é¢b€. Vzorky byly odebirany pacientim
béhem fijna az prosince 2018. Vsech 76 vzorkt bylo dale zpracovano v mikrobiologické
laboratofi Stafila k.s. A. Barcala 404/38, 370 05 Ceské Bud&jovice. Vyzkumné prace byly
provadény pod odbornym dohledem.

3.2 Postup mikrobiologického vySetieni
3.2.1 Piijem vzorku

Biologicky material ulozen v transportnim boxu, ktery obsahuje teplomér pro spravné
udrzeni podminek. Z pracovisté je transportni box pievezen vozidlem do laboratoie
Stafila k.s. A. Barcala 404/38, 370 05 Ceské Budgjovice.

Vzorky jsou roztiidény na jednotlivd oddéleni a je provedena kontrola tidaji na
zadance 1 pfislusném vzorku (jméno pacienta, ¢. pojisténce, datum a hodina odbéru,
diagnoza, pojiStovna, pozadované vySetieni a material, dosavadni 1éc¢ba antibiotiky).
Vytér z rekta je uchovdm v Amiesové transportni pudé, aby nedochazelo k vysuseni

vzorku na rozdil pfi pouziti vytérového tamponu.
3.2.2 Kultivace

Ptfi kultivaci udrzujeme mikroorganismy v umeéle vytvofenych laboratornich
podminkach a podporujeme jejich rist. Aby byl jejich riist optimalni, musime dodrzet
podminky pro kultivaci.

Postup
1. Nejprve si kultivaéni ptidy popiseme &isly. Cislo bylo totozné se vzorkem
a také se zadankou. Petriho misky popiseme na dn¢ ploten z diivodi, aby nedoslo

k prohozeni vicek vice ploten a nezameénil se material.
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2. Vytér z détského rekta naoCkujeme pifimo vytérovym tamponem na Endav agar,
deoxycholatcitratovy agar, karmaliho agar, manitol salt agar a do selenitové
pomnozovaci pudy.

3. Tamponem se nejprve udéld inokulum, které se nasledné rozocCkuje
bakteriologickou kli¢kou.

4. Deoxycholatcitratovy agar, Endiv agar, manitol salt agar a selenitovou
pomnozovaci pudu inkubujeme v termostatu pii 37°C 18 — 24 hodin.

5. Karmaliho agar se inkubuje pfi teploté 43°C 4 — 8 hodin.

6. Druhy den se vyockuje selenitova pomnozovaci piida kviilli moznému pomnozeni
salamonel na %2 DCA a rozockujeme.

7. Opét vyockovanou slenitovou pomnozovaci pidu inkubujeme pii 37°C 18 — 24
hodin

8. Po odecteni ploten vysokoSkolskym pracovnikem se dle narGstu udélaji

dourcovaci testy.

Obrazek 8. Karmaliho pida - Campylobacter jejuni

Zdroj: Vlastni
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Obrazek 9. ENDO /DCA - Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli

Zdroj: Vlastni

Obriazek 10. CHAU/KAC - Proteus mirabilis

Zdroj: Vlastni
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3.2.3 Dourcovaci testy

Po kultivaci je dulezité blizsi urceni jednotlivych bakterii k tomu vyuzivame rizné

druhy biochemickych testt.

3.2.3.1 Kratka biochemicka iada

Izola¢ni plotna
Ockovani se provadi na izola¢ni piidu neboli Svejcarovu plotnu, ktera je slozena z
Endovy pidy a Sikmo je nalita puda modrozelené barvy, kterou oznacujme jako

biochemicky klin.

Postup
1. Vybranou kolonii bakterii nabereme mikrobiologickou kli¢kou a pfeneseme ji na
Svejcarovu plotnu a nasledné rozo¢kujeme po povrchu plotny.
2. Do klinu se ud¢laji vpichy.
3. Na klin se sterilni pinzetou poloZzi skli¢ko pro ur¢eni tvorby plynu.
4. Nakonec na Endovu plidu poloZime doprostied tabletu sacharosy a pod ni tabletu

manitolu.

Obrazek 11. Izola¢ni puda- Enterobacter cloacae

Zdroj: Vlastni
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Obrazek 12. Izola¢ni puda - Escherichia coli

T —

E. colU

Zdroj: Vlastni

Obrazek 13. 1zola¢ni puda - Escherichia coli laktosa negativni

Zdroj: Vlastni
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Obrazek 14. 1zola¢ni ptda - Citrobacter freundii

Citrobo e ter

Zdroj: Vlastni

Obrazek 15. 1zola¢ni puda - Klebsiella pneumoniae
\

LEPSIELLY
PAEUHO ME

Zdroj: Vlastni
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Obrazek 16. Izola¢ni puda - Pseudomonas aeruginosa

Zdroj: Vlastni

3.2.3.2 Dlouha biochemickd ifada

ENTEROTEST 24

Souprava ENTEROtest 24 je urcena pro rutinni identifikaci vyznamnych druht
stfevnich bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae. Souprava umozinuje provést identifikaci
Ctyficeti kmentli, pomoci dvaceti Ctyf biochemickych testli. Testy jsou umistény v
jamkach mikrotitrani desticky, vzdy tfi fady po osmi jamkéch obsahuji testy pro
identifikaci jednoho kmene. Identifikaci je mozné doplnit testy, dodavanymi ve forme

diagnostickych prouzki: OXItest, PYRAtest.

Postup
1. Do fyziologického roztoku suspendujeme cistou bakterialni kulturu.

2. Dtkladné promichdme na vortexu a vytvofime suspenzi o zakalu 1 McF.
3. Oznacime mikrotitracni desticku testu laboratornim ¢islem.

4. Tuto suspenzi pipetujeme po 100 ul do jamek mikrotitraéni desticky.

5

Jamky C1 az H1 zakapeme 2 kapkami parafinového oleje.
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6. Inkubujeme 24 hodin pfi teploté 37°C.
7. Po inkubaci zakapeme indol jamku ¢inidlem pro indol. Jamku VPT c¢inidlem
acetonin a jamku PHE ¢inidlem pro fenylalanin.

8. Odecitame v pocitacovém programu podle pozitivni nebo negativni reakce.

Clumping faktor

Tento test slouzi k odliSeni bakterie Staphylococcus aureus a stafylokoki koagulaza
negativnich. Pouzivaime ho k soubézné detekci fibrinogen afinitniho faktoru (vadzana
koagulaza), proteinu A vykazujiciho afinitu k IgG a kapsularnich polysacharidi
Staphylococcus aureus. Reagencie obsahuji latexové Castice, které jsou senzibiliované
fibrinogenem, IgG a specifickou protiladtkou namifenou proti kapsularnim

polysacharidam Staphylococcus aureus.

Postup
1. Latexovou reagencii ditkladn€ promichame.
2. Na testovaci kartu kdpneme kapku testovaci latexové suspenze.
3. Bakteriologickou klickou naneseme do kapky latexové suspenze 1 — 3 Cerstvé
testované kolonie a emulgujeme je v ni po dobu 10 sekund.
4. Jemné otaCime kartou a sledujeme vznik aglutinace.

5. Vysledek je nutné vyhodnotit do 30 sekund od zah4jeni otaceni karty.

Vyhodnoceni
Pozitivni reakce (+) — do 30 sekund od zahdjeni otaceni kartou se zacne tvofit jasné
zfetelna aglutinace

Negativni reakce (-) — nedojde k vytvoreni aglutinace
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Obrazek 17. Clumping faktor - Staphylococcus aureus

Zdroj: Vlastni

Piedbézna sérotypizace kment salmonel - Wellcolex

Jedna se kvalitativni latexovy test slouzici ke sceeningu, detekci a predbézné
sérotypizaci kment salmonely. Testovaci ¢inidla obsahuji suspenze ¢ervenych, modrych
a zelenych latexovych ¢astic. Kazda latexova ¢éstice je potazena specifickou protilatkou
proti jednotlivym sérotypiim salmonely. V pfitomnosti homologniho antigenu dochazi ke
vzniku aglutinace jedné z barev. Antigen se identifikuje podle barvy agregati a zménou
barvy v pozadi. Test pouZzivame k orientaci a pfedbéznému odlisené sirovodikovych
kolonii salmonel od kolonii Proteus mirabilis a Citrobacter freundii. V ptipadé zachytu

salmonely ji dokdze velmi hrub¢ a pfedbézné sérotypizovat.

Postup

1. Do RIA zkumavky ddme kapatkem ze soupravy po rysku fyziologického roztoku.

2. Do fyziologického roztoku suspendujeme podezielou Cistou bakteriologickou
kulturu a dikladné promichame.

3. Reakeni karticku oznac¢ime ¢islem materialu a kdpneme do reakéniho krouzku na
reak¢ni karti¢ce kapku suspenze a kapku latexového €inidla 1, pod tento reakéni
krouzek kapku latexového ¢inidla 2 a kapku suspenze.

4. Promichame péaratkem ze setu.

5. S krouZenim reakéni karticky sledujeme aglutinace v obou reakénich krouZzcich.
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Vyhodnoceni
Sledujeme barevnou zménu aglutinace v reak¢nich krouZcich.

Dle tabulky pfiloZené k setu ur¢ime skupinu salmonel.

Obrazek 18. Pozitivni aglutinace v reagencii 1. - Salmonella skupiny D

Zdroj: Vlastni

Vyhodnoceni
Pro hodnoceni barevnych reakci pouzijeme barevnou srovnavaci stupnici a vysledky testl

zapisujeme do pfiloZzenych identifika¢nich protokold.

OXI test
Jedna se o individualni test, ktery vyuzivame pro stanoveni pfitomnosti
cytochromoxidéazy, jejiz aktivita je detekovana barevnou zménou identifikacniho

prouzku.
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Postup
1. Dobie izolovanou kolonii nabereme klickou a rozetieme na reak¢ni zonu prouzku.
2. Odecteni barevné zmény provedeme do 1 minuty (pozdé€ji je mozna faleSna

pozitivita).

Vyhodnoceni
Pozitivni reakce (+) — prouzek se zbarvi modie (vznika indolfenolova modi)

Negativni reakce (-) — prouzek se zbarvi Sedé

Obrazek 19. OXI test - pozitivni reakce pritomnost Pseudomonas aeruginosa

'PSHE 1

@ 9
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Zdroj: Vlastni

Test hydrolyzy hippuratu

Hippurat sodny je Stépen enzymem hippurat hydrolazou na glycin a kyselinu
benzoovou. Glycin je detekovan barevnou reakci s roztokem ninhydrinu, ktery je obsaZzen
v ¢inidle hippurat. Test je vhodny pro identifikaci bakterii, které¢ dokdzou hydrolyzovat

hippurat sodny je doporuc¢ovan pro presumptivni diagnostiku Campylobacter jejuni.
Postup

1. K pfiprave suspenze pouzije ¢istou 24 hodinovou kulturu.

2. Do RIA zkumavky ddme po rysku 0,5 ml fyziologického roztoku.
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Vytvotime suspenzi testovaného kmene o zakalu 2 McFarland.
Vlozime do suspenze prouzek (tak, aby testovaci zona byla ponotena).
Kultivujeme pii 37°C 22-24 hodin.

Po inkubaci ptidejte 4 kapky ¢inidla pro hippurat.

N o g &~ w

Odecteme po 5-10 minutach pii pokojové teploté.
Vyhodnoceni
Pozitivni reakce (+) — modry a modrofialovy prstenec

Negativni reakce (-) — bezbarva az slabé modra reakce

Obrazek 20. Test hydrolyzy hippuratu - Campylobacter jejuni

Zdroj: Vlastni

Odliseni indol pozitivnich a indol negativnich kment bakterii

Test umoznuje rychlé orientacni rozliSeni nékterych enterobakterii (E.coli, Shigella
sonnei). Pouzivame ho jako pomocny test k biochemickému klinu. Principem testu je
detekce indolu, kterd vznikd enzymatickym $tépenim tryptofanu. Pfitomnost indolu se

prokazuje ptidanim paradimethylaminobenzaldehydu.
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Postup
1. Do RIA zkumavky ddme po rysku tryptonovou vodu.

2. Testovanou kolonii inokulujeme do RIA zkumavky s tryptovou vodou.
3. Kultivujeme pii 37°C 24 hodin.
4. Po inkubaci zakdpneme Kovacsovym ¢inidlem.
5. Vysledek Odecteme po 5-10 minutach po zakapnuti.
Vyhodnoceni

Pozitivni reakce (+) — Cerveny prstenec

Negativni reakce (-) — zluty prstenec

Obrazek 21. Odliseni indol pozitivnich a indol negativnich kment bakterii
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Zdroj: Vlastni
3.2.4 MALDI-TOF

Jedna se o identifikacni metodu, ktera se pouziva k pfesnému rozliSeni
bakterii, kvasinek a plisni, zalozena na odli$nosti struktury proteinii v rdmci rodd, druhti
a kmenl. Metoda je vysoce piesna, aplikovatelnd pro Siroké spektrum mikroorganismu
mnohem rychlejsi ve srovnani s tradicnimi metodami (provedeni samotné analyzy v fadu

minut) a ekonomicky efektivni (Statni veterinarni ustav Jihlava, 2019 ).
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Zakladnim principem vSech metod hmotnostni spektrometrie je ionizace neutralni
molekuly a nasledné pfesné stanoveni vyslednych primarnich iont a jejich produkta
rozpadu ve vysokém vakuu. Typicky hmotnostni spektrometr se sklada ze tii slozek:
iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru a detektoru (Pavlovic, 2013).

V laboratofi Stafila k.s. neni k dispozici ptistroj MALDI TOF. Pokud je v laboratofi
potieba dourcit kmen pomoci metody MALDI TOF ma laboratot moznost zaslat vzorek do

spolupracujici laboratote.

Obrazek 22. Schématické znazornéni metody MALDI TOF

|

A,.‘J.LU,MJJ‘A»._U [k ‘,l. T Result (spectrum)

e} Detection

I A
00q ©
(&)

. Q ° Separation: TOF
Flight tube %0 (no electric field)

Laser
Acceleration
(electrostatic field)

Matrix-assisted

laser desorption
Crystallised matrix ionization
with analytes (MALDI)

Zdroj: Croxatto, 2012
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3.2.5 VySetieni citlivosti na antibiotika

Diskovy difuzni test (DDT)

Standardizované inokulum testované bakterie je natfeno na agar. Papirové disky
napusténé urcitou koncentraci antibiotika jsou umistény na agar s rozetfenym inokulem.
Po inkubaci pfes noc jsou zméfeny priméry inhibicnich zén kolem kazdého disku.
Inhibi¢ni z6ny jsou vyhodnoceny porovnadnim s EUCAST breakpointy. Vysledkem

vySetieni je citlivost ¢i rezistence ke konkrétnimu antibiotiku.

Postup

1. Zcisté kultury testovaného kmene pfipravime ve zkumavce se sterilnim
fyziologickym roztokem suspenzi o zakalu 0,5 McFaraland.

2. Do suspenze ponofime sterilni vatovy tampon a vymackame piebyte¢nou tekutinu

3. Rozetfeme inokulum na agar ve tfech rtiznych smérech (do 15 minut od pfipravy
zékalu)

4. Zvolime vhodny agar podle druhu testované bakterie
Polozime ATB disky

6. Inkubujeme za odpovidajicich podminek

Obrazek 23. Muller-Hinton agar - Diskovy diftzni test na citlivost antibiotik

Zdroj: Vlastni
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4. Vysledky

Pro vyhodnoceni vysledkd jsem vytvofila tabulky a grafy, které nam ukazuji pocet
zastoupeni jednotlivych bakterii.

Bylo zpracovano 40 mikrobiologickych vysledkl. Z toho bylo 27 od divek, 13 od
chlapct ve véku od 1 do 3 let.

Pacienti trpéli respiraénim onemocnénim a soucasné i prijmy z toho divodu jim bylo
podano antibiotikum Klacid a zaroven byla podana probiotika.

Ze zpracovanych dat byly prokazany bakterie, které jsou soucasti bézné strevni flory.
Zachyceny byly: Escherichia coli, Escherichia coli laktosa negatvni, Citrobacter
freundii, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Providencia stuartii, Enterobacter cloacae. Dale jsme identifikovali patogenni bakterie
Hafnia alvei, Styphylococcus aureus, Salmonella enteritidis, Campylobacter jejuni.

Vysledky jsou zpracovany za obdobi od fijna do prosince roku 2018.

Tabulka 2. Pocet pacientii v zavislosti na véku

Pacienti podle véku

25
21
20
3 15
[
£ 15
©
o
1]
310 8
o
[a
5
0
1 2 3
Vék

Zdroj: Vlastni
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Tabulka 3. Rozdéleni pacientti podle pohlavi v %

Pohlavi |Pocet Procenta
Chlapec |14 37%
Divka |24 63 %

Zdroj: Vlastni

Tabulka 4. Vysledky mikrobiologického vysetieni

C. pacienta | Pied ATB Po ATB
1. E.coli E.coli
E.coli (laktosa neg.) E.coli (laktosa neg.)
Proteus mirabilis
Campylobacter jejuni
2. Salmonella eneteritidis E.coli
3. E.coli E.coli
Campylobacter jejuni
4. E.coli E.coli (laktosa neg.)
E.coli (laktosa neg.)
5. E.coli E.coli
6. Proteus mirabilis E.coli
7. E.coli E.coli
Citrobacter freundii
8. E.coli (laktosa neg.) E.coli
Salmonella enteritidis E.coli (laktosa neg.)
9. E.coli E.coli
E.coli (laktosa neg.) E.coli (laktosa neg.)
10. E.coli E.coli
Hafnia alvei
11. E.coli E.coli

o1




E.coli (laktosa neg.)

E.coli (laktosa neg.)

12. E.coli E.coli
Citrobacter freundii
13. E.coli E.coli
Proteus mirabilis
14. E.coli (laktosa neg.) E.coli
Proteus mirabilis E.coli (laktosa neg.)
15. E.coli E.coli
E.coli (laktosa neg.) E.coli (laktosa neg.)
Citrobacter freundii
16. E.coli E.coli
Proteus mirabilis
17. E.coli (laktosa neg.) E.coli
E.coli (laktosa neg.)
18. E.coli E.coli (laktosa neg.),
E.coli (laktosa neg.)
19. E.coli E.coli
Citrobacter freundii
Proteus mirabilis
20. E.coli (ESBL poz.) E.coli
21. E.coli E.coli
Proteus mirabilis
22. E.coli, E.coli
Klebsiella pneumoniae
Campylobacter jejuni
23. E.coli E.coli
Citrobacter freundii,
Staphylococcus aureus
24, E.coli E.coli

Enterobacter cloacae
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25. E.coli E.coli

Campylobacter jejuni

26. E.coli E.coli

Providencia stuartii

27. E.coli E.coli (laktosa neg.)
Enterobacter cloacae

E.coli (laktosa neg.)

28. E.coli E.coli
Citrobacter freundii

29. E.coli E.coli
Enterobacter cloacae

30. E.coli E.coli
Enterobacter cloacae

31. E.coli E.coli
Providencia stuartii

32. E.coli E.coli
Pseudomonas aeruginosa

33. E.coli E.coli
Enterobacter cloacae

34. E.coli E.coli

Citrobacter freundii

35. E.coli Citrobacter freundii

Citrobacter freundii

36. E.coli E.coli

Citrobacter freundii Citrobacter freundii
37. E.coli E.coli

Citrobacter freundii
38. E.coli E.coli

Styphylococcus aureus

Zdroj: Vlastni
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Tabulka 5. Zastoupeni oportunnich bakterii stievni flory

Oportunni bakterie stievni flory | Pocet | Procenta

E.coli 73 56%
E.coli (laktosa neg.) 20 15%
Citrobacter freundii 12 9%
Proteus mirabilis 7 5%
Enterobacter cloacae 5 4%
Providencia stuartii 2 2%
Pseudomonas aeruginosa 1 1%
Klebsiella pneumoniae 1 1%

Zdroj: Vlastni

Tabulka 6. Zastoupeni patogennich bakterii stfevni flory

Patogenni bakterie stfevni flory | Pocet | Procenta
Campylobacter jejuni 6 5%
Hafnia alvei 1 1%
Styphylococcus aureus 1 1%
Salmonella enteritidis 1 1%

Zdroj: Vlastni

Tabulky s vyskytem stievnich bakterii u batolat od 1 do 3 let z obdobi fijen az
prosince 2018 ukazal, Ze se nejvice vyskytovala Escherichia coli 56%, ktera nebyla
enteropatogenni, a tudiz byla pouze béznou stievni florou. V jednom vzorku byla zjisténa
Escherichia coli ESBL pozitivni. Escherichia coli laktosa negativni 15%. Dale
Citrobacter freundii 18%.Proteus mirabilis 5%, ktery tvoii béznou stievni floru. Dalsi
bakterii je Campylobacter jejuni 5 %, ktery je patogenem a zptisobuje rizna onemocnéni.
Enterobacter cloaceae 4% plni funkci bézné flory ve stievé. Providencia stuartii 2%.
Hafnia alvei 1%. Salmonella enteritidis 1%. Je patogenem a zpusobuje stfevni
onemocnéni. Pseudomonas aeruginosa 1% casto zpisobuje nozokomidlni nakazy.

Klebsiella pneumoniae 1% také zptsobuje nozokomialni nakazy, ale nezptisobuje stfevni
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onemocnéni.Styphylococcus aureus 1%, ktery zptsobuje infekce u oslabeného

organismu.

Tabulka 7. Zastoupeni bakterii stfevni flory pied 1é¢bou antibiotiky

Druh bakterie Procenta
Oportunni bakterie stievni flory 92%
Patogenni bakterie stievni flory 8%

Zdroj: Vlastni

5. Diskuse

Pti uzivani antibiotik dochazi k pfemén¢ mikrobiomu a to napomaha kolonizaci
patogennimi organismy. Z béznych bakterii se mohou stat oportunni. Pfi naruseni
vzajemného vztahu mezi ¢lovékem a mikroby muize vzniknout infekéni onemocnéni,
které by mohlo byt provazeno prijmy a diskomfortem v dutiné biisni.

Ve spolupraci s détskym lékafem byly ziskany vysledky. Dé&tsky lékar podal
antibiotikum makrolid Klacid na zaklad¢ respiratniho onemocnéni. Pacienti zaroven
trpéli prijmy. Pacientim byl proveden vytér z rekta a to détskym 1ékarem nebo zdravotni
sestrou. Druhy vytér z rekta byl proveden po skonceni antibiotické 1écby.

Vsem pacientim jako soucast 1é€by byla podana probiotika, kterd ptinaseji piiznivé
ucinky na zdravi. Podéani probiotik vedlo ke spravnému fungovani stievni flory a nedoslo
K jejimu naruseni.

Probiotika jsou vhodna terapie po 1écb¢ antibiotiky. Lidské stievo je po jejich 1écbe
velmi oslabeno a mikrofléra vyrazné redukovana. Konzumace probiotik je pfinosem pro
naSe zdravi, mohou ovlivilovat: ustaleni ¢i obnoveni vyvazené mikroflory tlustého stieva,
zvySeni odolnosti proti osidleni tlustého stfeva mikroorganismy, které vyvolavaji prijmy,
snizeni pH. Probiotika mohou byt v riiznych podobach a formach. Nejcasteji se
setkdvame s probiotiky obsazenych v mléce a mlé¢nych vyrobceich. Dalsi formou jsou

potravinové doplitky ve formé kapsli, tablet a prasku.
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Strevni mikrofloru podporuji i prebiotika. Jsou soucésti potravy a nejsou natravitelné
enzymy, naopak se stavaji substraty pro mikrobidlni enzymy. Selektivné podporuji rtist a
aktivitu bakterii tlustého stfeva, které mohou zlepSit zdravotni stav pacienta. Mezi
prebiotika fadime vldkninu nebo inulin (rostlinny polysacharid), ktery mizeme nalézt
Vv rostlinnych zdrojich potravy.

Podle vyhodnoceni vysledkl v zavislosti na véku se prokazalo nejvice pacientli ve
veku 3 let. V tomto véku dochazi ke kontaktu s ostatnimi détmi a diisledkem toho miizou
trpét riznymi infekcemi.

Pti mikrobiologickém vySetfeni mize nastat problém pii kultivaci, ktery je zpisoben
nespravnim provedenim preanalytické faze, Spatné zvolenym kultivaénim médiem nebo
teplotou.

Nedoporucuje se podédvat antibiotika na manifestni infekce stfevniho typu vyvolané
oportunnimi kmeny bakterii. Pokud vyvolaji septicky stav, pak je nutné antibiotika podat.
Pfi nalezu Salmonelly a Campylobacter se nedoporucuje 1écba antibiotiky, pokud se
projevuji pouze zazivaci obtize. V naSem piipadé doSlo k vyhubeni téchto kmend.

Makrolid Klacid neovlivnil stfevni floru.
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6. Zavér

Cilem mé bakalarské prace bylo zjistit, zda se zméni stievni mikroflora po aplikaci
antibiotik.

Vysettila jsem vzorky od batolat, kterym bylo podano antibiotikum makrolid Klacid.
Pfi této praci jsem si osvojila mikrobiologickou diagnostiku na 76 vzorkl vytéru z rekta.
Seznamila jsem se s preanalytickou fazi mikrobiologického vySetfeni jako je odbér a
transport vzorku. Popsala jsem vyuZzivané mikrobiologické metody jako je kultivace na
riznych druzich kultivaénich pid. Velmi vyuZzivanou metodou jsou biochemické testy,
kde na zéklad¢ biochemickych vlastnosti muzeme identifikovat piislusené
mikroorganismy.

Zjistila jsem, Ze v 76 % dochéazi k nevyznamné zméné oportunnich bakterii po
antibiotické 1écbeé, dalSich 24 % doslu k ustupu patogenni flory. Tato zmén nebyla
ovlivnéna uzivanim antibiotik a soucasné¢ probiotik. Stfevni flora se po antibiotické 1é¢b¢

nezménila.
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Obrazek 5. Schéma biochemického testu ENTERO test 24

ENTEROtest24 ___Wwww.erbalachema.com
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Zdroj: Piibalovy letdk ENTEROtest 24

Obrazek 6. Barevna Skala pro vyhodnoceni ENTERO testu 24
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Zdroj: Ptibalovy letdk ENTEROtest 24
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Obrizek 7. Zadanka na mikrobiologické vysetieni

ZADANKA NA MIKROBIOLOGICKE VYSETRENI

cko-hematologickd

s

STAFILA k.s.

sidlo: Evropska 2589/33b, 160 00 Praha 6
laboratof: A. Barcala 404/38, 370 05 Ceské Budajovice
tel.: 800 103 030, 385 340 228, 724 322 743

www.stafila.cz

info@stafila.cz

biochemicko-hematologickd
iaboratof

Razitko:
Pfijmeni: .......... AT
IMBNO s sismmavas s v R Datum narozeni;
C. pojisténce: ..................... s . W B
Diagné Pohlavi: -
Pojistovna: Samoplatce: ICZ: o
:I D D Odbornost: .

Datum, hodina odb&ru: ...........ccccceee s ...

Kontakt: ...

Vyplite, pokud tyto Gdaje nejsou na razitku

Zena muz

Klinické tdaje:

ATB torapie: .........civnios

D Predoperaéni vysetieni

]

: peroralni, nazélni, subkutanni

l:] Potravinaisky prukaz

Respirace Urologie + Gynekologie Ostatni
Vytér z krku Mog (K+C) - stfedni proud Vytér z rany
VyLer z nosu — 7 jednordz. cévkovani Stér 7 kize
Vytér z nosohltanu — z perm. mot. katetru (PMK) Hnis 7.
Vytér z nosohltanu ~ pertuse (*) Urikult — stfedni proud (**) Absces
Vytér z dutiny Gstni, jazyk — z jednoréz. cévkovani Akné
Spulum — z perm. moc. katetru (PMK) Tmpetigo
Vytér ze zev. zvukovodu L [® Str. pneumoniac (Ag v mo¢i) Dckubitus
Sekret stedousi L |P Stér z uretry (b&Zné patogeny) Bércovy vied
Vytér ze spoj. vaku L |2 Gravidita prev. GBS — pochva Jiné:
Jiné: Gravidita prev. GBS — cervix

Rektum Vytér z pochvy Dal$i vySet¥feni

Vytér z rekta Vyter z cervixu Screening polyrezist. kmeni
(b&Zné patogeny v&. Campyl. spp.) Stér z vulvy (MRSA, ESBL...)
Cilend kultivace: MOP (natér na 2 skla) nos, perineum, rdna, moc...

Gonokultivace (*) Hemokultura (**)
-------------------------------------------- Mycoplasma/Ureapl. (*%) Anaerobni kultivace
Stolice (cervix,uretra) Mykologicka kultivace
Pritkaz antigenu adeno/rotaviry Jiné:
Priikaz antigenu noroviry PCR (*%) -
Jiny pozadavek:

Clostridium difficile (GDH ! toxiny)

Pritkaz antigenu H. pylori

Chlamydia trachomatis
(Zeny cervix, muzi mo¢,

Enterobiéza (periandlni otisk)

Kalprotektin (kvantitativng) spojivkovy vak,.........oooooees )
Parazitologie HPV
Stolice na parazity 3, 2
Jiné:

CAT (kult. Trichomonas vaginalis)

Pozn. lékate:

(*) Po predchozi konzultaci s laboratofi

verze 6, 16.01.2018

(**) Pro tato vySetfeni je nutnd specidlni odbérovéa souprava — v laboratofi na vyZzadani

Zdroj: Oddéleni mikrobiologie Stafila k.s.
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Seznam zkratek

CNS
DCA
CHAU
E.coli
ENDO
GIT
KAC
MIC
O

S. Aureus
°C

ul

pum

centralni nervova soustava
Deoxycholat — citratovy agar
Chromogenni agar
Escherichia coli

Endutv agar
gastrointestinalni trakt
krevni agar

minimalni inhibi¢ni koncentrace
somaticky antigen
Staphylococcus aureus
stupeii Calsia

mikrolitr

mikrometr
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