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Abstrakt

Bakalafska prace, kterou jsem zpracovala, je zaméfena na téma nejcastéjsi
bakterialni ptivodci stievnich onemocnéni u dospélych lidi v Ceské republice.
Ve své praci jsem se zamétila na bakterialni stievni patogeny rodu Salmonella, Shigella,
Yersinia, Campylobacter.

V teoretické Céasti prace se zabyvam charakteristikou vybranych stfevnich
bakterialnich patogent a jejich mikrobiologickou diagnostikou. V dnesni dobé jde vyvoj
doptedu, objevuji se rizné moderni metody a pfistroje, které diagnostiku zkvalitituji
a zrychluji. V mé praci se vSak zabyvam pouze metodami, které se pouZzivaji rutinné
v klinickych mikrobiologickych laboratotich. Mezi tyto metody patii kultivacni prukaz
mikrobti, biochemické dourcovani, provadéni testl citlivosti. Standardnim postupem
je kultivacni prikaz. Biochemické testy se pouzivaji k identifikaci mikrobli. Antigenni
analyza slouzi k bliz§imu dourceni bakterii. Nedilnou soucasti je stanoveni citlivosti
na antibiotika, které jsou diileZité pro spravnou Iécbu.

V praktické ¢asti popisuji laboratorni diagnostiku bakteridlnich sttevnich patogent
z vytéru stolice, kterou pouzivaji v akreditované Soukromé mikrobiologické laboratoti
RNDr. Aleny Veselské v Usti nad Labem, a kterou jsem sama provadéla béhem
své praxe na pracovisti. Ve vysledcich pak shrnuji vysledky z laboratofe za obdobi fijen
2012 az btezen 2013. Pozitivni vysledky porovndvam s daty ziskané z Epidatu
ze Statniho zdravotniho ustavu v Praze uvedené ve zpravé Centra epidemiologie
a mikrobiologie. Dale jsem zpracovala nalezy stfevnich patogent za obdobi roku 2003
do roku 2012 jak byly zvefejnény ve zpravach CEM SZU v Praze. Z vysledki vypliva,
ze nejcastéjSim hlaSenym bakteridlnim stfevnim patogenem od roku 2003 az 2006
v Ceské republice byla Salmonella. Nasleduje mikrob rodu Campylobacter. Situace
se zménila v roce 2007, kdy rod Campylobacter se v poétu zachyti v Ceské republice
dostal na prvni misto. Oproti dvoum jmenovanym bakteriim se nalezy shigel objevuji

pomérné sporadicky.



Abstract

My bachelor thesis focuses on the most frequent bacterial causes of intestinal
diseases in adults in the Czech Republic. I deal with bacterial intestinal pathogens
of Salmonella, Shigella, Yersinia, Campylobacter genus.

The theoretical part characterises the selected intestinal bacterial pathogens
and their microbial diagnostics. In the present time of progress various new and modern
methods and instruments keep appearing to accelerate and improve diagnostics.
But I focus exclusively on methods used as a routine in clinical microbiological
laboratories. These methods include cultivation of microbes, biochemical specification
and sensitivity tests. The proof by cultivation is a standard procedure. Biochemical tests
are used for microbe identification. Antigen analysis is used for further specification
of bacteria. Specification of sensitivity to antibiotics for correct therapy is an integral
part of this method.

The practical part describes laboratory diagnostics of bacterial intestinal pathogens
from stool swab used by the accredited microbial laboratory of RNDr. Alena Veselska
in Usti nad Labem, which I performed in practice while on scholarship there.
The results summarise laboratory results from the period October 2012 to March 2013.
positive results are compared to the data obtained from Epidate of the National
Healthcare Institute in Prague included in the report of the Epidemiology
and Microbiology Centre. I have further processed finds of intestinal pathogens
in the period 2003 to 2012 published in CEM reports. The results show that the most
frequently reported bacterial intestinal pathogen in the Czech Republic in the period
2003 to 2006 was Salmonella, followed by Campylobacter. Situation changed in 2007,
when diagnosed Campylobacter moved to the top rank in the Czech Republic.

In contrast to the two abovementioned bacteria finds of Shigella are relatively scarce.
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Uvod

Bakalarska prace, kterou jsem zpracovala, je zaméfena na téma nejCastéjsi
bakterialni ptivodci stievnich onemocnéni u dospélych lidi v Ceské republice.
Ve své praci jsem se zamétila na bakterialni stievni patogeny rodu Salmonella, Shigella,
Yersinia, Campylobacter.

Uvedena problematika se fesi jiz dlouhd léta, piesto jde o stale aktudlni oblast
a v soucasné dobé se o uvedené téma zacind zajimat i laickd vefejnost. Z uvedeného
divodu jsem si toto téma vybrala. Stale velmi dualezitou otazkou je, jak zajistit
dostatecnou prevenci proti t€émto stfevnim patogenim, jelikoz uprava vody, bezpecnost
potravin a hygienické podminky nejsou stale zcela dostacujici. Do zminované prevence,
lze mimo jiné zafadit podani probiotik. Probiotika jsou definovana jako Zzivé
mikrobialni dopliiky stravy, které ptiznivé ovliviuji funkei sttevni mikroflory.

V teoretické casti prace se zabyvam charakteristikou vybranych stfevnich
bakterialnich patogent a jejich mikrobiologickou diagnostikou. V dne$ni dobé jde vyvoj
doptedu, objevuji se rizné moderni metody a pfistroje, které diagnostiku zkvalitiuji
a zrychluji. V mé praci se vSak zabyvam pouze metodami, které se pouzivaji rutinné
v klinickych mikrobiologickych laboratotich. Mezi tyto metody patii kultivacni prukaz
mikrobti, biochemické dourcovani, provadéni testi citlivosti. Standardnim postupem
je kultivacni prikaz. Biochemické testy se pouzivaji k identifikaci mikrobti. Antigenni
analyza slouzi k bliz§imu dourceni bakterii. Nedilnou soucasti je stanoveni citlivosti
na antibiotika, které jsou dulezité pro spravnou 1é¢bu.

V praktické ¢asti popisuji laboratorni diagnostiku bakteridlnich sttevnich patogent
z vytéru stolice, kterou pouzivaji v akreditované Soukromé mikrobiologické laboratofi
RNDr. Aleny Veselské v Usti nad Labem, a kterou jsem sama provadéla béhem
své praxe na pracovisti. Ve vysledcich pak shrnuji vysledky z laboratofe za obdobi fijen
2012 az btezen 2013. Pozitivni vysledky porovnavam s daty ziskané¢ z Epidatu
ze Statniho zdravotniho ustavu v Praze uvedené ve zpravé Centra epidemiologie
a mikrobiologie. Déle jsem zpracovala nalezy stfevnich patogenti za obdobi roku 2003

do roku 2012 jak byly zvefejnény ve zpravach CEM SZU v Praze.
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1 Soucastny stav

1.1 Normalni a patologicka stievni flora u ¢lovéka

Za normalni stfevni floru tj. fyziologickou stfevni floru jsou oznaCovany bakterie,
které se ziji na stfevni sliznici ¢loveka, aniz by pusobili patologické potize. Jedna se
o bakterie aerobni a anaerobni. Nékteré z bakterii jsou nezbytné pro spravnou c¢innost
stievni sliznice. Naptiklad Escherichia coli, Neptitomnost téchto bakterii mize zpusobit
potize charakteru nadymani, bolesti bficha a prijem. Mezi dalsi stfevni aerobni bakterie
patii enterokoky, klebsiely, enterobakter, mezi anaerobni bakterie Bifidobacterium,
Eubacterium, Peptosteptococcus. Vedle bakterii na sliznici stfeva jsou pfitomny
kvasinky hlavn¢ Candida albicans a dale i prvoci jako Endolimax nana, Trichomonas

hominis, Entamoeba coli a lodamoeba butschlii (23).

Stievni flora je pro svého nositele prospeésna nekolika zpiisoby:

syntéza vitaminl — bakterie v tlustém stfevé, produkuji vitamin K, ktery

je dalezity pro spravnou srazlivost krve

- zabrana kolonizace patogeny — bakterie normalni flory tvoii na sliznici stfeva
tzv. biofilm

- inhibice nebo letalni uc¢inek na ostatni bakterie — bakterie, které normalné
osidluji stfevni sliznici, mohou plsobit na patogeny antagonisticky svymi
bakteriociny, jako jsou bilkoviny, které maji specificky letalni ucinek
¢i bakterialni metabolity s nespecifickym antimikrobnim t¢inkem

- stimulace imunitniho systému — ve stfeve bakterialni flora plisobi na proliferaci

lymfatické tkan€, které antigenné stimuluji rozvoj nespecifickych protilatek (18,

S)

Vsak do stfeva se mohou dostat bakterie, které jsou patogenni zejména bakterie
rodu Salmonella, Shigella, Yersinia, Campylobacter, Clostridium, Vibrio cholere

a Aeromonas.
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Na ochrané stfevni sliznice proti patogenim se podili mechanismus, ktery
ma za ukol odlucovani poSkozenych epitelialnich bun¢k, dale se na ochrané podili
tvorba hlenu pohdrkovymi buinikami krypt. Ve sliznici jsou pfitomny i buiky
produkujici antibakteridlni peptidy zvané cryptidiny. Soucastné piisobeni zalude¢nich
kyselin, ZluCovych soli, odlupovani epitelii a pomémé rychlé pasaze stfevni tekutiny
je tenké stfevo osidleno bakteriemi jen relativné malo. Naproti tomu tlusté stfevo
je minimaln¢ z poloviny osidleno mikroby. Ochranu tlustého stieva zajistuje normalni
stfevni flora, ktera se z 99% sklada z anaerobnich mikrobi.

Normalni stfevni flora soutézi s patogeny piedevsim o misto k pfichyceni na sliznici.
Kvybiti normalni stfevni flory dochazi podavanim antibiotik, predev§im
Sirokospektrych (23).

Ale i normalni stfevni flora se mize stat potencionalnim zdrojem endogenni infekce.

Zde hraje dilezitou roli stav organismu, hlavné oslabeni imunity (18).
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1.2 Vyvolavatelé infekénich prijmii v Ceské republice

Salmonella serotyp
- Enteritidis (vice nez 80%)
- Thyphimurium (mén¢ nez 10%)
- Infantis (cca2%)
- Hadar, Agona, Saintpaul, Virchow, Newport, Montevideo a jiné
Escherichia coli
- enterotoxigenni
- enteropatogenni
- enterohemoragické

- enteroinvasivni

Campylobacter jejuji, Shigella sonnei, Shigella flexneri, Shigella boydii, Yersinia
enterocolitica, Pseudomonas aeruginosa (vyskyt u novorozenct), Clostridium difficile

(vyskyt hlavné v nemocnicich), Aderomonas sp., Vibrio cholerae (23)

V praci jsem se zaméfila na diagnostiku nejcastéjSich bakteridlnich ptvodct
sttevnich onemocnéni u dospélych lidi v Ceské republice. Konkrétné na rody
Salmonella, Shigella, Yersinia, které¢ patii do Celedi Enterobacteriaceae a na rod

Campylobacter.

1.2.1 Celed’ Enterobacteriaceae

Enterobabakterie jsou rozsifeny po celém svété a nekteré z nich jsou patogenni
ne jen pro Cloveéka, ale i zvifata, hmyz a rostliny. Jednd se o gramnegativni,
nesporulujici fakultativné anaerobni tycky, které se pohybuji pomoci biciki.
Jsou vétSinou rustové nendrocné. Rostou na jednoduchych kultiva¢nich ptdach.

Biochemicky jsou vétSinou velice aktivni. Ze sacharidl tvofi kyseliny a casto i plyn
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pfi fermentaci, tvofi kataldzu. Bakterie patogenni pro ¢lovéka jsou rody Salmonella,

Shigella a Yersinia (1).

1.2.1.1 Rod Salmonella

Obecna charakteristika

Bakterie rodu Salmonella patfi knejcastéjSim patogeniim stfevnich potizi
ne jen v nasi populaci. Proto je snaha vyvinout co nejpiesnéjsi klasifikaci. Salmonely
jsou stfevnimi patogeny jak u lidi, tak u zvitat. Nachazi se v odpadcich, vodach, padé
a potravinach, které mohou byt infikovany pifimo (maso, vejce) nebo druhotné,
kdy dojde ke kontaminaci potravin pfi manipulaci s nimi.

Vramci rodu Salmonella se vyskytuje velké mnozstvi salmonel. K jejich
identifikaci se pouziva Kaufmann-White schéma. V naSich podminkach se vyskytuje
nejCastéji  Salmonella Enterititidis nasleduje Salmonella Typhimurium, Salmonella
Infantis, Salmonella Hadar a Salmonella Kottbus. Ostatni salmonely se vyskytuji

sporadicky.

Morfologie
Bakterie jsou pohyblivé gramnegativni ty¢ky se zaoblenymi konci. Jsou 2 az 3 pm

dlouhé a 0,5 az 0,8 um Siroké. Bic¢iky maji umistény peritrichdzné.

Biochemické vlastnosti
Salmonely fermentuji glukosu, maltosu, manitol a sorbitol s tvorbou plynu
a kyseliny, vétSina salmonel tvoii sirovodik, neprodukuji indol, nedesaminuji

fenylalanin a nehydrolyzuji mocovinu.
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Antigenni struktura
Antigeny navazané v bunécné sténé jsou znaceny jako O-antigeny (somaticky
antigen) a v bicicich H-antigeny (flagelarni). Povrchové polysacharidové antigeny

prekryvaji somatické antigeny a nékdy brani jejich aglutinaci.

Laboratorni diagnostika

Salmonely jsou fakultativné anaerobni bakterie, které rostou na zakladnich
kultivacnich pidach. VSak na téchto pidach nemohou byt rozeznany od ostatnich
enerobakterii, proto je vhodngjsi pouzit pro zachyt selektivni a selektivn¢ diagnostické
pudy. Rodové dourceni se provadi podle biochemickych vlastnosti a druhové dourceni

na zaklad¢ sérotypizace (1).

Patogenita

U vétSiny piipadt jde o klasickou stfevni infekci bez komplikaci. Inkubacni doba
se pohybuje v rozmezi 12 hodin az 5 dnti, nejéastéji vSak 24 az 48 hodinami. K infekci
je nutna pomérné vysokd infekéni davka. Dulezity je zdravotnim stavu a vek jedince

(23).

Onemocnéni u ¢loveka

Zdrojem infekce byva maso a hlavné vejce. Vehikulem nemusi byt jen potraviny
obsahujici infikované vejce, ale i nevajecné jidla, ktera byla kontaminovana sekundarné.
Ptenos z cloveka na Cloveéka je velice vzacny.

Charakteristické pro onemocnéni jsou prijmy s velkym mnozstvim stolice
bez pritomnosti krve. Priijmy mohou byt doprovazeny zvracenim a horeckou. U malych
déti, starych osob a u oslabenych jedinci muze dojit, az k salmonelové sepsi, ktera
muze byt smrtelnd. Mezi dal$i komplikace patii metastaticka infekce kloubnich protéz,

aterosklerotickych plati ¢i hnisava artritida nebo meningitida (1).
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Lécba

Zasadné se nedoporucuje 1écba antibiotiky, ktera sice mize zkratit dobu klinickych
pfiznakli na jedné strané, ale na druhé salmonely pronikaji hloubéji do stfevni sliznice
eventuelné se dostavaji vySe do zazivaciho traktu a tak se zpomali jejich vylucovani.

v

Vhodngjsi je klid, hodné tekutin a podpora sttevni flory probatiky (23).

Prevence

Dostatecna hygiena a spravné tepelné upravené pokrmy.

1.2.1.2 Rod Shigella

Obecna charakteristika

Shigely tvoii skupinu bakterii, které¢ u clovéka zplisobuji tak zvanou bacilarni
dysenterii coz je pfimo nazev pro infekéni onemocnéni stieva (1).

Rod se d¢€li do 4 podskupin, které jsou déleny podle antigennich a biochemickych
vlastnosti. Podskupiny jsou znaceny velkym pismem. Podskupina A nese nazev
Shigella dysenteriae, podskupina B je znacena jako Shigella flexneri, nazev podskupiny

C je Shigella boydii a podskupina D se nazyva Shigella sonnei.

Morfologie
Shigely jsou nepohyblivé gramnegativni tycky (23).

Biochemické vlastnosti
., Shigely tvori kyseliny z glukosy bez tvorby plynu, netvori sirovodik, nehydrolyzuji

.. e s el g . , ol
mocovinu, neutilizuji citrdt jako zdroj uhliku.

'BEDNAR M, Lékaiska mikrobiologie s. 270
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Charakteristické pro podskupinu A je, Ze nefermentuje manintol, zatim
co podskupina B manitol vétSinou fermentuje, podskupina C manitol zkvasuje

a podskupina D mtize opozdéné zkvaSovat laktosu (23).

Antigenni struktura

Podskupina A 12 sérotypti, a kazdy z nich ma jeden hlavni antigen. Shigely patfici
do podskupiny B maji komplexni antigenni strukturu. Podskupina B obsahuje
6 hlavnich sérotypt, kdy kazdy specificky antigen. Sérotypy jsou dale déleny
do subsérotypt. Podskupina C se sklada z 18 sérotypt. Podskupina D ma pouze jeden
sérotyp a je rozdélena do faze S a faze R (23).

Laboratorni diagnostika
diagnostické pudy. Identifikace se provadi podle biochemickych vlastnosti

a aglutinacnich testa (1).

Patogenita

ey ee

vV

Bakterie pronikne do bun¢k sliznice tlustého stfeva a intercelularné se zacne
pomnoZzovat a to ma za nasledek viedy a nekrozu takto napadenych bunék. Ve stolici
muze byt pfitomny hlen, hnis a krev. Shigely vétSinou nepronikaji do submukodzy,

nezpusobuji bakteriémii a systémové onemocnéni (23).

Onemocnéni u ¢lovéka

Zdrojem infekce je kontaminovana potrava a Spatna hygiena. Pfenos se déje fekaln¢
oradlni cestou. Jde o tak zvanou typickou nemoc S$pinavych rukou. Ackoliv se jedna
o bakterii citlivou k vné&jSim vlivim, k vypuknuti onemocnéni sta¢i jen velmi nizka

rrrrr

tabory, azylové domy (1, 23).
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Lécba
Zakladem je doplnovani tekutin. Lze podat Endiaron ¢i kotrimoxazol, vyjimecné
fluorochinolony. Terapii je vhodné doplnit probiotiky. Antibiotika ovlivni zdravotni

stav pouze v prvnich dnech onemocnéni (23).

Prevence

Dostatecna hygiena rukou (1).

1.2.1.3 Rod Yersinia

Obecna charakteristika
Yersinie je Casty parazit u zvifat, zejména hlodavcli. Zdrojem pro cloveka
je infikované maso ¢i kontaminovana voda, jedna se tedy o alimentarni nakazu.

Vyloucend neni ani profesiondlnim infekce.

Morfologie
Gramnegativni ty¢ky, které jsou pohyblivé jen pfi nizkych teplotach (25°C).

Biochemické vlastnosti
Pro yersinii je typické, Ze S§t€pi mocovinu, obsahuje enzym [-galaktozidasu,

ma schopnost desaminace ornithinu, $tépi sacharosu, sorbitol, mannitol a trelosu.

Antigenni struktura
Sérotypizace se provadi podle O antigenu a tak rozeznavame Yersinia enterocolitica

03 a 09.
Laboratorni diagnostika

Dulezity je o pét kultivacni prikaz, vhodné je pouzit selektivni pidy a dodrzet

kultivaéni teplotu nezbytnou pro zachyt yersinii (25°C). Identifikace se provadi pomoci
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biochemickych testl a prikazem O antigenu. Diagnosu Ize potvrdit prikazem protilatek

proti O antigentim (1).

Patogenita

,, Virulence je vazana na genetickou informaci v chromozomu a plazminech.
Virulence znacné kolisd. Vyznamné se v patogenité uplatiiuje membranovy protein.
Virulence je dana invasivitou a prunikem do bunék. Ma velkou afinitu k lymfatické
tkani. Alimentdrni infekci se Yersinia dostava do terminalniho ilea a do apendixu,
pronikda do bunék a do lymfatické tkané. Mnozi se v makrofdzich a vyvolavaji tvorbu
granulomu. Vyjimecné vznikda nekrvoza a viedy. U lidi se sniZenou imunitou miiZe
vzniknout bakteriémie s rozsevem infekce. Nevirulentni kmeny jsou rychle vylouceny

bez primiku do bunék.

Onemocnéni u ¢lovéka

Prenasi se fekalné oralni cestou, kdy nejcastéjSim zdrojem infekce je infikované
veprové maso. Klinicky obraz je vzhledem k véku rtizny. U déti Skolniho véku jsou
Casté bolesti bricha v oblasti pravé jamé kycelni, coz cCasto vede k rozhodnuti
provést apendektomii. U dospé€lych jsou pfitomny predevsim piiznaky infekce traviciho
traktu a prijmy. Po akutni fazi se mohou vyskytnout artritidy. Infekce je provazena

tvorbou protilatek, které jsou namifené proti somatickému antigenu.

Lécba
Pti 1é¢bé vétsinou antibiotika nejsou potieba. Pokud je vSak nutné antibiotika podat,

vhodné jsou fluorochinolony, cefalosporiny tfeti generace a tetracykliny.

Prevence

Predejit nakaze se da dostate¢nou hygienou a spravnou tepelnou Upravou pokrmui

(M

2BEDNAR M, Lékaiska mikrobiologie s. 273
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1.2.2 Rod Campylobacter

Obecna charakteristika
Skupina Campylobacter patii mezi bakterie dfive oznacované mikroaerofilni vibria.

Kampylobakter vyvolava onemocnéni u lidi i u zvifat.

Morfologie
Jde o spiralni tenkou gramnegativni tycku (kiidla ptaki). Pfi nevhodnych
podminkach ptechazi do kokovitych utvart. Jde o pohyblivé bakterie s polarné

umisténymi bic¢iky. Tvar a pohyblivost usnadituje bakteriim prinik hlenovou vrstvou

(1).

Biochemické vlastnosti

Identifikacnim znakem je velmi rychle vyvijejici se oxidazova a katalazova reakce.
Kampylobakter nefermentuje sacharidy.

Campylobacter jejuni ma schopnost tvofit hydrolyzu hippuratu, coz se pouziva
k rozpoznani od jinych kampylobakterd. K odliSeni se také vyuziva citlivosti

ke kyselin€ nalidixové a rezistence k cefalotinu (26).

Antigenni struktura

Rozlisuje se az 112 sérotypt.

Laboratorni diagnostika

Pro zachyt kampylobaktera je potfeba pouzit transportni pidu a pii zpracovani
vzorku pouzit specidlni kultivacni pidy, dodrzet mikroaerofilni prostfedi a teplotu 42
az 43°C Pro zachyt ze stolice je potieba pouzit plotny s pfidanymi antibiotiky,
které inhibuji rist ostatni flory zejména enterobakterie. Kultiva¢ni prikaz je nutno

ovétit mikroskopicky a biochemicky.
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Patogenita
Zdrojem pro cClovéka je poziti infikovaného nedostateCné tepelné upraveného
kufeciho masa. Dal§im dnes rozsifujicim zdrojem nédkazy je infikované mléko.
Campylobacter jejuni se pomnozi v tenkém stfeve a nasledné pronika do sttevniho
epitelu. Ve stolici je pfitomnost erytrocytd a leukocytl. Infekéni onemocnéni nemusi

byt lokalizovano jen na tenké stfevo, bakterie se mohou dostat do krevniho ob¢hu.

Onemocnéni u ¢lovéka

Projevi se krvavym prijem provazenym horeckou, bolesti hlavy, bolestmi bticha.

Lécba
Prijmovy stav pretrvava 5 az 7 dni. U zdravych lidi ustoupi i bez podani antibiotik.

U septickych ptiznakt je potieba 1écba antibiotiky.

Prevence

Predejit nakaze se da dostate¢nou hygienou a spravnou tepelnou tpravou pokrmi

(1).
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1.3 Odbér a transport materialu

1.3.1 Odbér materialu

Odbér stolice na bakteriologické vySetfeni se provadi pomoci tamponu,
ktery je na tycce zumélé hmoty. Vlastni odbér se provadi zavedenim tamponu
do kone¢niku 1 az 2 cm hluboko. Tampon se nasledné vlozi do transportni pidy.
Je potteba dat pozor, aby tampon byl zasunut v mediu cely, aby vzorek nevyschl (26).

Kazdy vzorek musi byt dostatecné oznaCen a zasilan do laboratoie s tadné

vyplnénou Zadanku (objednavku laboratorniho vysetieni).

1.3.2 Transport materialu do laboratore

Odebrany vzorek musi byt se zadankou co nejrychleji dopraven do laboratofe,
aby nedoslo k znehodnoceni vzorku. Béhem Spatného transportu miize dojit k uhynuti
citlivych mikrobt nebo naopak muze dojit k pfemnozeni mikroorganismu, které jsou
soucasti normalni flory. Proto je potifeba pro transport vzorku vzdy zvolit vhodnou

transportni pidu a vhodné transportni prostredi (24).

1.3.2.1 Transportni pudy

Ukolem transportnich ptd je udrzet mikroby béhem piepravy do laboratofe Zivé a
uchovat ve vzorku stejny pocet bakterii nebo alesponi stejny pomér, v jakém se
vyskytovaly v misté odbéru (24).

Dnes jsou transportni soupravy vyrabény komeréng. Nejcastéjsi komercni

soupravou je AMIES. Souprava je sterilni a je tedy na jedno pouziti.
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Obrazek €. 1: Transportni ptida

Zdroj: http://www.veselska.cz/

Puda AMIES
Pida AMIES piedstavuje modifikaci transportniho média Stuart. Ptada vSak prosla

nékolika zménami. Glycerofosfat je nahrazen anorganickym fosfatem, coz potlacuje
premnozeni koliformnich bakterii. Chlorid draselny, hofe¢naty a soli chloridu
vapenatého slouzi pro dobrou propustnost bakteridlni stény a tim se zajisti delsi

zivotnost mikrobd. Jako pufra¢ni systém slouzi fosforecnany (21).

Caryové-Blairovo transportni médium

Toto transportni medium ma pomémné vysoké pH (8,4), diky tomu dochazi
k zabranéni destrukci bun¢k, které je zplisobené tvorbou kyseliny. Transportni médium
Caryové-Blairovo se pouziva k transportu gramnegativnich a anaerobnich mikrobi.

Médium je tedy vhodné pro transport stérti z kone¢niku (24).
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1.4 Laboratorni diagnostika

1.4.1 Mikroskopie

Pro mikroskopickou identifikaci stfevnich bakterialnich patogeni se pouziva
nejCastéji diagnostické barveni dle Grama. Barveni je vhodné pro zjisténi vlastnosti
bakterii, jako je velikost, tvar a usporadani.

Grampozitivni mikroby jsou zbarveny krystalovou violeti tmavé fialove
az modrocerné. Gramnegativni bakterie jsou obarveny rizové az Cervené. Gramlabilni
mikroorganismy maji prechodné zbarveni nebo jsou castecné tmavé fialové a castecné
razové (8).

Pro zpracovani stolice ma mikroskopie doplnujici uplatnéni.

1.4.2 Kaultivace

V dne$ni dobé je mnoho moznosti jak laboratorné stanovit bakteridlni stfevni
patogeny, piesto je stale kultivace bakterii zakladni metodou (4).

Aby bylo dosazeno rastu bakterii in vitro, je nutné zajistit celou fadu podminek.
K témto podminkam patii dostatek energie, zivin, vody je potieba zajistit po celou dobu
kultivace vhodnou teplotu, vhodné sloZeni atmosféry, optimalni pH, vhodny osmoticky
tlak a to po celou dobu kultivace. Tyto podminky se daji zajistit pouzitim vhodnych
kultivacnich pud, které se po inokulaci inkubuji pii potfebné teplot¢ a v optimalni
atmosfére. Cilem kultivacnich pid je nahradit bakteriim jejich ptivodni pfirozené

prostiedi (24).
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1.4.2.1 Kultivacni pudy

Kultivacni pidy se od sebe lisi slozenim, konzistenci a i€elem, ke kterému je ptida
ur¢ena. Kultivacni plidy se podle ucelu déli na pady zékladni, ptidy obohacené, pludy
diagnostické, ptdy selektivni, pudy selektivné diagnostické, piidy ke stanoveni citlivosti
na antibiotika.

Jelikoz se jedna o velké mnozstvi pid, budu se v této praci zabyvat pouze ptidami,
které jsou potfebné k prukazu a diagnostice eventuelné k testu citlivosti vySe uvedenych

bakterii.

1.4.2.1.1 Pudy diagnostické

Na diagnostickych ptdach se urcuji nekteré vlastnosti zkoumanych kmend pomoci
biochemickych vlastnosti. Na zdklad¢ toho se ur¢i druh nebo alespon urcitd skupina
bakterii.

Pudy diagnostické obecné obsahuji substrat a indikator pH na ktery bakterie
pfi ristu ptisobi. To se projevi zbarvenim bakterie pfi jejim ristu.

Pro lepsi ptehled budou diagnostické pidy vhodné pro bakterialni stievni patogeny

zahrnuty u biochemickych testt.

1.4.2.1.2 Pudy selektivni
Za selektivni pudy jsou oznacovany media, na kterych rostou jen n¢které mikroby,

a naopak rist nezddoucich zarodkd je potlacen. Proto je potieba zvolit vhodnou

selektivni ptidu, aby vyrostli jen ty bakterie, o které je zajem.
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1.4.2.1.2.1 Zakladni selektivni pidy vhodné pro kultivaci bakterialnich strenich

patogenti

Plda selenitova

Selenitova puda je ptda pomnozovaci (pida tekutd). Zivnym zékladem pady
je pepton. Selenit inhibuje béhem prvnich 6 az 12 hodin inkubace kolimorfni bakterie.
Salmonely vétSinou nejsou ovlivnény, takze se mohou mnozit ihned po naockovani.
Selenitova pida nepotlacuje rlst protett a pseudomonad. K udrZeni optimalniho pH
béhem kultivace se do ptid ptridava laktosa nebo manitol. Selenitova ptida se rozpliuje
do zkumavek po 10 az 15 ml, protoZe pii nizsi tensi kysliku se u€inek pudy zvySuje.
Pted pouzitim nesmi ptida obsahovat ¢erveny precipitat redukovaného selenu.

Slenitova piida ma nékolik variant, misto laktosy je manitou s ptidavkem brilantni
zelené nebo cystinem. Diky cystinu se snizuje toxicita seleniCitanu pro salmonely,
proto se selenitova piida s cystinem doporucuje pro zachyt salmonel v rekonvalescenci,
kdy jsou salmonely pfitomny ve stolici jen v malém mnozZstvi.

Po kultivaci se selenitova ptida vyockuje na pevné pudy.

Médium dle Karmaliho
Ke kultivaci mikrobti rodu Campylobarter se vyuziva zakladnich smési pro krevni

nebo takzvany cokoladovy agar, kdy je pouzit kvasni¢ni extrakt, proteosovy pepton,
jatrovy pepton s ptimési lyzované konské krve.

Existuji i pudy bez ptimési krve. U téchto pud je dulezitou sloZzkou aktivni uhli
a pyruvat sodny. Aktivni uhli slouzi k odstrafiovani toxickych metabolitd a pyruvat
ma za ukol zvySovat toleranci kment proti toxickému uc¢inku kysliku. Nékdy se prida
1 metabisulfit sodny a siran zelezity. Obé¢ tyto latky maji stejny tc€inek jako aktivni uhli
a pyruvat.

Pro lepsi zachyt kampylobactera je potfeba nejprve odstranit stfevni floru,
kdy se k tomu to ucelu pouzivaji antibiotické suplementy. Jednim z nich je naptiklad

kultivace pti 42°C v mikroaerobnim prostiedi.
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1.4.2.1.3 Pudy selektivne diagnostické

Pudy byvaji vétsinou tuhé. Na tyto pudy se ockuji vzorky, v nichZ pfedpokladame
pritomnost hledaného patogena ve smeési s velkym mnozstvim plvodni vétSinou
nepatogeni flory.

Obecné slozeni selektivné diagnostickych pid je agarovy zaklad, Ziviny, inhibitory

nezadoucich patogenil, vhodny substrat a indikator jeho zmén.

1.4.2.1.3.1 Zdkladni selektivné diagnostické pudy vhodné pro kultivaci bakteridlnich

stienich patogenii

Endova puida

Pida se pouziva v klinické mikrobiologii pro zachyt enterobakterii a jinych
gramnegativnich nefermentujicich tycek ze stolice a dalsich klinickych vzorkda.

V Endové pidé je pfidan inhibitor pro grampozitivni bakterie. Jako inhibitor slouzi
bazicky fuchsin, ktery je také pouzit jako indikator.

Pii vySetfovani stolice jsou dtlezité bakterie, které nestépi laktosu. Na Endove pudé
rostou v bezbarvych prusvitnych koloniich a jsou dobfe vidét na nartzovélé pade.
V takové podobé rostou salmonely, shigely, morganely, providencie, citrobaktery
a escherichie. Yersinie na Endove pad¢ rostou v mensich koloniich.

Endova pida ma pfesto zna¢né nevyhody. Neni tak citlivda a selektivni jako
modernéj$i pidy, které se pouzivaji pro zachyt patogeni ze stolice. Kromé& toho

v pritomnosti protea ve vzorku, ktery méa plazivy rust preroste ostatni bakterie.

Pida MacConkeyho
Dftive byla MacCkonkeho ptida pouzivana na kultivaci stfevnich bakterii ze stolice.

Dnes ma tato ptuda nékolik rizny modifikaci s vyuzitim pro rizné vzorky.
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MacCkonkeho ptuda se fadi mezi pidy méné az stfedné selektivni. Na této padé
rostou prevazné enterobakterie. Inhibovan je hlavné rlst grampozitivnich bakterii,
kdy koncentrace zlucovych soli hraje dilezitou roli v selektivité ptudy.

MacCkonkeho ptda v zékladnich variantich obsahuje laktosu a diky tomu
je moznost na této pudé rozliSit gramnegativni bakterie Stépici a neStépici laktosu.
Bakterie Stépici laktosu rostou na MacCkonkeho pidé v rizovych az cervenych
koloniich a kolem nich se Casto vyskytuji bélavy az narGzové€ly precipitat. Barevna
zmeéna je dana reakci, kdy pii fragmentaci laktosy vznikaji kyseliny ze Zlu¢ovych soli
a nasledné dochazi k barevné zméné a k poklesu pH. Kmeny, které nestépi laktosu,
posouvaji pH na alkalickou stranu a kolonie téchto bakterii jsou bezbarvé a prithledné.
Zaroven dochazi k inhibici precipitatu, ktery vznikd diky okolnim laktosopozitivnim
bakteriim. Kolonie u bakterii nestépici laktosu jsou obklopeny zoénou ciré pady, pokud

tedy narist bakterii Sté€pici laktosu neni masivni.

SS-agar

Salmonella-Shigella agar tedy SS-agar je urCena jak je jiz patrno z ndzvu pro zachyt
salmonel a shigel z klinickych vzorki.

Jako inhibitor grampozitivnich bakterii, zde slouzi zlu¢ové sole, brilantni zelen
a citrat sodny. Substraty jsou laktosa a thiosulfat. Pro zjisténi St€peni laktosy se pouziva
neutralni ¢erven a pro zjisténi tvorby sirovodiku je vyuzit citrat zelezity.

Kolonie salmonel rostou na SS-agaru jako bezbarvé s cernym stfedem. Shigela

roste v bezbarvych koloniich.

Puda deoxycholat-ciratova

Deoxycholat-ciratova puda je znacné selektivni a pouziva se k priikazu sttevnich
patogenil. Na této pid¢ dochazi k inhibici riistu vSech grampozitivnich patogeni a také
vétsiny kment koliformnich bakterii. Jako inhibitor se pouziva vyssi koncentrace
deoxycholdtu sodného. Je vSak nutné brat v tvahu, ze nékteré bakterie i kdyz maji
potlaceny rust, zistavaji Zivé a proto pro dalsi testovani mikrobi je potieba vzit Cistou

kolonii.
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Na deoxycholat-ciratové pude je také mozno testovat Stépeni glukosy a tvorba
sirovodiku. Mikroby nestépici laktosu, své okoli alkalizuji a proto rostou jako bezbarvé
kolonie a nékdy je pritomné nazloutlé okoli v oblasti kolonii.

Kindikaci tvorby sirovodiku se pouziva citrat Zelezity nebo také citrat
zelezitoamonny. Bakterie, které tvoii sirovodik od stfedu tmavnou az ¢ernaji. Intenzita

¢erného zbarveni zavisi mnozstvi vytvoren¢ho sirovodiku.

Pada CIN

CIN je zkratka pro 3 selektivni ¢inidla - cefsulodin, Irgasan (antiseptikum ptibuzné
hexachlorofenu) a neomycin. Pada CIN slouzi kizolaci Yersinia enterocolitica
ze stolice. Jako dalsi selektivni latky jsou pouzity deoxycholat sodny a krystalova
violet'.

Diagnosticka slozka je manitol a pro indikaci jeho Stépeni se pouzivd neutralni
Cervefi. Inkubaéni optimum je 32°C. Kolonie Yersinia enterocolitica rostou s Cervenym
sttedem a prasvitnym okrajem. Je vSak brat vuvahu, Ze podobé mohou rist i jiné

bakterie Sté€pici manitol a proto je nutné biochemické dourceni.

Puda XLD

Pida XLD je zkratka pro xylosa-lysin-deoxycholatovou piidu, ktera slouzi k izolaci
salmonel a shigel. Pida obsahuje kvasni¢ny extrakt.

Jako inhibitor grampozitivnich bakterii je zde pouZzit deoxycholat sodny. Dochazi i
k castecnému potlaceni rdstu protea. Pida je bohatd na substraty, obsahuje laktosu,
sacharosu, xylosu, lysin a thiosulfat sodny. Jako indikator pH je pouzita fenolova Cerven
a jako indikator sirovodiku je vyuzit citrat Zelezitoamonny.

Obdobou pidy XLD je puda XLD 4, ktera slouzi hlavné k zachyceni netyfovych
salmonel. Jako selekéni Cinidlo je pouZita sodna stl, ktera potlacuje rlst
grampozitivnich bakterii a rtst protea. Pro dobry rtst salmonel je vyuzito proteosového
peptonu a kvasni¢ného extraktu. Kolonie salmonel diky tvorbé sirovodiku od stfedu

cernaji. Ostatni bakterie rostou jako zluté kolonie se zlutym okolim.
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Stievni agar Hektoen

Agar Hektoen se vyuziva kizolaci salmonel a shigel ze vzorkl stolice. Jako
vyzivny zaklad se pouziva pepton a kvasnicny extrakt.

Jako substraty zde slouzi laktosa, sacharosa a salicin. Tvorba sirovodiku je
rozeznavana pomoci citratu Zelezitoamonného. Jako indikator $tépeni sacharidd je
vyuzita smés bromthymolové modfi a kyselého fuchsinu.

Salmonely a shigely na agaru rostou v modrozelenych koloniich. Salmonely
maji k tomu Cerny stfed kolonii. Koliformni bakterie $tépici cukry v této pudé rostou
v lososovych az oranzovych koloniich a n¢kdy je pfitomna zdéna s vysraZzenymi

zlu€ovymi solemi.

Chromogenni a fluorogenni média

Chromogeny jsou barevné molekuly navazané na substratech napiiklad na glukose
¢i laktose. Chromogen je sam o sob¢ bezbarvy. Specificky enzym, ktery je pfitomen
v bakterialni buiice, rozrusi vazbu mezi ¢astmi molekuly. Bakterie bere chromogen za
substrat, absorbuje ho a specifickych enzymem ho rozstépi na dvé casti. Odstépeny
barevny chromofor je nerozpustny a dochdzi k jeho hromadéni v bakteridlni bunce.
Vysledkem ukladani chromoformu je rust bakterii v typicky zbarvenych koloniich.

Naptiklad Salmonela a shigela rostou v bilych koloniich (24).

1.4.2.1.4 Pudy k antibiotickym zkouSkdam

Vice o pudach, které se pouzivaji ke stanoveni citlivosti na antibiotika, popiSu u

kapitoly 1.4.5 Stanoveni citlivosti na antibiotika.
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1.4.3 Biochemické testy

K biochemickému urceni bakterii je potfeba pouzit dostate¢né a spravné namifené
biochemické testy. Tyto testy umoznuji vzajemné rozliseni mikrobd.

Biochemické testy se provadi z Cisté kultury. Pokud pro test je potieba bakterialni
suspenze, bakterie se suspenduji ve fyziologickém roztoku a vytvoii se suspenze
o ptedem dané hustoté. Zakal se méti dle McFarlandovi stupnice. Vysledné reakce jsou
odecitatelné okem.

Diive se bézn¢ pidy na biochemické testy pripravovaly do zkumavek. Dnes se jiz
k celé tadé testl pouzivaji komeréné vyrabéné soupravy, které vyrabi rizné firmy.
U komerc¢nich souprav se testy provadeji v mikrotitraénich destickach nebo specialnich
»kapsickach®“. Pady a chemikalie jsou u téchto testd v suchém stavu. K vyhodnoceni
vysledki se pouziva program v pocitaCi. Jednotlivé vysledky se zapisi
do diagnostického softwaru a ten pak vyhodnoti, o kterou bakterii se jedna i s procenty
pravdépodobnosti spravného urceni. Vyslednou bakterii 1ze také urcit podle pomoci

tabulky, ktera je dodana s komer¢ni soupravou (24).

1.4.3.1 Stépeni sacharidii

K identifikaci bakterii se pouZzivaji zcela bézn¢ jednoduché fermentacni testy. Testy
jsou zaloZeny na fermentaci riiznych cukrii, jako je glukosa, manitol, xylosa, laktosa
a sacharosa (6).

K diagnostice $tépeni cukri se pouzivaji takzvané cukerné pidy. Pro zaklad
cukrovych pud je pouzita peptonova voda, kterd se slozena z peptonu a neobsahuje
kvasitelné slozky jako je naptiklad enzymaticky kaseinovy hydrolyzat nebo proteosovy
pepton. Pudy obsahuji 1 pufrovaci slozku.

Pudy obsahuji 0,5% nebo 1% pottebného sacharidu a indikator pH. Pokud
naockované bakterie $tépi prislusny sacharid, dojde k tvorbé organickych kyselin a tim

pH pudy klesne a ptida zméni barvu. Jako indikator pH jsou pouzity latky s barevnym
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pfechodem blizkym k neutrdlnimu bodu. Nejcastéji je pouzita bromthymolova modf,
fenolova Cerveini, bromkresolovy purpur nebo kysely fuchsin s louhem, je vSak potfeba
volit indikator podle hledanych bakterii.

Nejcastéji se pouzivaji pudy ve zkumavkach, kdy horni ¢ast zkumavky zaujima
Sikmo ztuhlou pidu. Aby pidy nevysychaly, uzaviraji se zkumavky nejcastéji rolickou

bunicité vaty.

1.4.3.2 Zmény substrati

1.4.3.2.1 Redukce nitrati

Schopnost redukovat nitraty na nitrity je charakteristické pro vSechny
enterobakterie a proto se této vlastnosti vyuziva pfti jejich identifikaci.

K redukci nitrati je potieba pouzit peptonovou vodu s0,1% dusi¢nanem
draselnym. Jako indikator je pouzito Griessovo ¢inidlo na nitraty. Piida se kapka
a-naftylaminu a kyseliny sulfanilové. Pfi reakci nitrata s kyselinou sulfanilovou vznika
diazoniova sul, ktera reaguje s a-naftylaminem za vzniku rudého diazobarviva. Pokud
zbarveni neni pfitomné, nelze zcela jisté fici, ze k redukci nitratd nedoslo. Mtlize se stat,
ze vzniklé nitraty byly dale redukovany na hydroxylamin nebo dokonce az dusik
a amoniak. V tomto ptipad¢ k zjisténi pfitomnosti nitratd slouzi praskovy zinek. Pokud
jsou dusicnany v pidé ptfitomny, zinek je zredukuje na dusitany a to se projevi
cervenym zabarvenim. Pokud se Cervené zbarveni po pfidani zinku neobjevi, redukce
nitratd je povazovana za pozitivni.

Tento test se vyuziva u nékterych kombinovanych diagnostickych pad.
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1.4.3.2.2 Dekarboxylace aminokyselin

Dekarboxylace aminokyselin se pouziva pro diagnostiku enterobakterii.
K zjistovani schopnosti bakterii dekarboxylovat aminokyseliny se nejcastéji pouziva
lysin, ornitin ¢i arginin. Po naockovani ptid zkoumanym kmenem se pfevrs$i plida
sterilnim parafinovym olejem. Pokud dojde k dekarboxylaci aminokyselin, dojde
ke vzniku amind a pH ptdy, které bylo ptivodné nizké, se zvysi. Jestlize jako indikator
byl pouzit bromkresolovy pufr dekarboxylace se projevi purpurovym zbarvenim

pti negativnim vysledku je zbarveni zluté.

1.4.3.2.3  Stépeni mocoviny

Stépeni moloviny se vyuziva pii identifikaci (mimo jiné) nékterych yersinii.
K detekci se pouziva bud’ tekutd nebo pevnd puda. Zaklad tekuté pudy je pufrovaci
peptonova voda s glukosou. Substratem je mocovina a indikatorem je fenolova cerven.
Pii hydrolyze jedné molekuly mocoviny vznikne jedna molekula oxidu uhli¢itého a dvé
molekuly amoniaku. Tim dojde ke zvySeni pH pidy a k jejimu zCervendni. Pozitivni

reakce je viditelna do 24 hodin (24).

1.4.3.2.4 Hydrolyza hippuratu

Hydrolyza hippuratu se pouziva k identifikaci Campylobacter jejuni. Piida obsahuje
jednoprocentni hippurat sodny. Campylobacter jejuni hippurat sodny rozstépi
na benzoat sodny a glycin. Pfida se ninhydrin a u glycinu dojde k oxidativni deaminaci
a-aninoskupiny na aldehyd a vzniku oxidu uhli¢itého, hydridantinu a ¢pavku.
Se zbylym ninhydridem a hydridantinem reaguje amoniak. Vysledkem této reakce

je modrofialovy az purpurové zbarveny komplex.
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V dnesni dobé& se pouziva komeréni souprava nazyvand HIPPURATtest. Souprava
obsahuje testovaci prouzky, které jsou nasycené hippuratem sodnym. Prouzek se vlozi
do bakterialni suspenze a po 24 hodinové inkubaci pfi 37°C se nakapou 4 kapky
ninhydrinového Cinidla, které je také soucasti soupravy a po 5 az 10 minutach se odecita

vysledek.

1.4.3.3 Tvorba typickych latek

1.4.3.3.1 Tvorba sirovodiku

Tvorba sirovodiku je typicka pro salmonely. K detekci sirovodiku se pouziva cela
fada ptid. Rozdil mezi ptidami je v substratu, indikatoru a citlivosti.

Octan olovnaty, ktery je pouzit jako indikator je pro nékteré bakterie toxicky, proto
se pridava az po inkubaci. Pokud je vysledek pozitivni, ptida ztmavne az zcerna.
Meéné toxicky indikator je citrat zelezity nebo citrat zelezitoamonny. Mize se tedy
ptidat pfimo do ptdy. V pozitivnim piipadé vznika sirnik zelezity a puda rychle z¢erna.

Tento indikator se vyuziva u kombinovanych diagnostickych ptd.

1.4.3.4 Schopnost vyuzivat nékteré latky

1.4.3.4.1 Citrat sodny

Tento test slouzi pro diagnostiku salmonel ve vzorku. K tomuto testu slouzi piida
zvana Simmonuav citrat. Jako indikator je pouzita bromthymolova modi, jako zdroj
dusiku slouzi dihydrofosfore¢nan sodnoamonny a jako zdroj uhliku citrat sodny.
Pokud dojde k vyuziti citratu sodné¢ho vysledkem je alkalizace ptidy a to se projevi
zmeénou barvy ze zelené na modrou.

Ptda se naléva do uzkych zkumavek a necha se ztuhnout v Sikmé poloze.
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1.4.3.5 Pritkaz aktivity enzymii

1.4.3.5.1 C8-esterasa

Aktivita enzymu C8-esterasy je typické pro rod Salmonella. Test k priukazu
C8-esterasy se nazyvda MUCAP-test. Test je rychly a vysoce citlivy. Jako substrat
je  pouzit 4-methylumbelliferylkaprylat a pifi  jeho  hydrolyze  vznika
4-methylumbelliferon,  ktery je pod UV-zafenim vykazuje modrou fluorescenci.

Dnes jsou na trhu diagnostické prouzky.

1.4.3.5.2 Oxidasa

Test se pouziva mimo jiné k rychlému prukazu enterobakterii a kampylobaktert.

K prikazu oxidasy je potfeba Cistd kolonie zkoumaného mikroba, kterd se nanese
na  papirek, ktery je  nasyceny  substratem. Substrdt  je = smés
N,N-dimethyl-1,4-fenylendiaminu a a-naftolu. U pozitivniho vysledku dojde

k modrému zbarveni papirku.

1.4.3.5.3 Katalasa

Katalasa se pouziva k prikazu kampylobactera a enterobakterii. K prikazu katalasy
se vyuziva 3% peroxidu vodiku. Na podlozni sklicko se nakapne peroxid vodiku a piida
se kolonie zkoumaného kmene. Katalasa rozstépi peroxid vodiku na vodu a kyslik

a to se projevi vznikem bublinek (24).
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Obrazek ¢.2: Tvorba katalasy

Foto: Radka Sykorova

1.4.3.5.4 Acetatesteraza

Aktivita acetatesterasy je charakteristické pro rod Campylobarter. Jde o rychly test,
ktery je také nazyvan jako indoxylacetatovy test. Substrat je indoxylacetat
a acetatesteraza z n¢ho uvoliiuje volné indoxylové skupiny. Ty pak reaguji s kyslikem

a vysledkem je vznik modrozelené barvy.

1.4.3.5.5 ONPG-test

ONPG-test se vyuziva pro prikaz B-galaktosidasy. Ten se pouziva, co se tyce této
prace k identifikaci Yersinia enterocolitica.

B-galaktosidasa Stépi glukosu, laktosu, galaktosu. Substraitem pro enzym
je chromogenni ONPG (o-notrofenyl-B-D-galaktopyranosid). Bakterialni enzym S$tépi
ONPG za vzniku zlutého o-nitorfenolu. Z kolonii se pfipravi suspenze ve fyziologickém
roztoku a pfida se prouzek nasyceny ONPG a neché se inkubovat pii 35°C a po 2h
se odecita vysledek. Pozitivita je viditelna jiz po 10 minutach a projevi se zeZloutnutim

bakterialni suspenze.
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1.4.3.6 Kombinované diagnostické piidy

Kombinované diagnostické pudy slouzi ke sledovani né€kolika biochemickych

reakci najednou. Téchto ptd je n€kolik a je tieba zvolit piidu podle hledaného patogena.

1.4.3.6.1 Puda Rappaportova-Vassiliadisova

Tato pida obsahuje malachitovou zeleii a chlorid hofecnaty. Zde je vyuZito
schopnosti salmonel pfezit i pii vysSim osmotickém tlaku a zaroveni odolédvaji
inhibi¢nim G¢inkim malachitové zelené. Tato pida byla rizné modifikovana pro lepsi

rast salmonel.

1.4.3.6.2 Biochemicky klin

Biochemicky klin také jinak Svejcarova ptida se pouziva pro izolaci a ptedb&znou
identifikaci béznych stfevnich patogenti. Biochemicky klin je diagnosticka pitda,
ktera se Sikmo vylévana na Petriho misku a necha se ztuhnout v podobé¢ klinu a ptida
se Endova ptida. Biochemicky klin obsahuje pepton, zivny agarovy zéklad z masového
extraktu a enzymaticky kaseinovy hydrolyzat. Jako substrat jsou pouzity glukosa,
urea  a thiosulfat. Indikatorem je bromthymolova modf a octan olovnaty. Zkoumané
bakterie se na klin naockuji masivné a udéla se né€kolik vpichii. Na Endovu pidu
se naockuji bakterie doprostfed pidy kolmo ke klinu v podobé 1 cm Sirokého pruhu
a rozockuje se po stranach od pruhu. Na klin se ptida sklicko o velikosti jedenkrat
1 cm. Na Endovu piidy na masivné naockovanou cast se ptidaji tablety se sacharosou
a manitolem.

Bakterie, které S$tépi ureu, vytvareji amoniak a to vede kalkalickému pH.
To zplsobi barevnou zménu klinu. Klin ptivodné zelené barvy se zbarvi do modra.

Bakterie, které fermentuji glukosu, zméni barvu klinu do zluta. Vytvoteny oxid uhlicity
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je viditelny jako bublinky pod sklickem. Bakterie produkujici sirovodik rostou ¢erné
minimalné¢ v misté vpichu. Na Endové pid€ je mozno odecCist zda doslo k Stépeni
laktosy, sacharosy nebo manilou. Pokud ke §tépeni doslo, kolonie kolem tablet rostou

cervene.

1.4.3.6.3 Hajnova piida

Hajnova ptda se pouziva k rozliSeni salmonel a shigel od ostatnich enterobakterii.
Rozliseni bakterii spo¢iva ve schopnosti §tépit sacharidy a tvofit sirovodik.

Ptda obsahuje pepton, kaseinovy hydrolyzat v zivném zakladu. Jako substraty jsou
pouzity glukosa, laktosa a sacharosa. Indikatorem jejich Stépeni je fenolova Cerven.
Indikatorem pro tvorbu oxidu uhli¢itého je pfitomnost bublinek v agarovém gelu.
Pro zjisténi tvorby sirovodiku slouzi jako indikator tiosulfat sodny a indikatorem
je citrat zelezitoamonny. Ptda se pfipravuje do zkumavek a naléva se tak, aby spodni
cast tvorila plny sloupec a horni ¢ast zaujimala Sikmo ztuhla pida. Zkoumana bakterie
se oc¢kuje masivné a pfida se vpich do pidy.

Salmonely, které s§tépi glukosu, produkuji malé mnozstvi kyseliny. Malé mnozstvi
protoze v pud¢ je glukosy malo. Vice kyseliny tvoii ve spodni ¢asti pidy, kde je méné
kysliku, nez v ¢asti Sikmé. Pii této reakci se puvodni rumélkova barva pidy meéni
na zlutou. Bakterie, které rostou na povrchu Sikmé ¢asti pidy, oxidativné dekarboxyluji
pepton a diky tomu vznikaji alkalické produkty, které neutralizuji kyseliny nachazejici
se v Sikmé casti. Vysledkem této reakce je zCervenani Sikmé Casti pady, protoze v pH
v této casti je alkalické a spodni sloupec je kysely tedy zbarveni piidy je zluté. Bakterie
Stépici zaroven glukosu i laktosu ¢i sacharosu vytvaii pfi této reakci velké mnozstvi
kyseliny, tedy nemtize dojit k alkalizaci a to se projevi zlutym zbarvenim pidy. Tvorba
oxidu uhli¢itého se projevi ptitomnosti bublinek v agaru nebo az jeho potrhanim. Pokud
narostou bakterie, které celou ptidu alkalizuji vysledkem je karminové ¢ervena barva.

Pokud se vytvoii sirovodik redukei thiosulfatu dojde k reakci s ionty Zeleza a vznikne
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cerny sulfid zelezity. Thiosulfat je redukovan v kyselém prostiedi, a proto zcerna

jen plny sloupec.

1.4.3.6.4 Puda MIU

Piida MIU celym nazvem motility-indole-urea je polotuhd piida slouzici k prikazu
Stépeni urey. Ve spojeni s Hajnovou pludou nam da predbéznou diferenciaci
enterobakterii.

Obsahuje enzymaticky kaseinovy hydrolyzat jako zdroj tryptofanu. Pida se naléva
do zkumavek a ockuje se vpichem do stfedu pudy. Motilita (pohyb) mikroba
je viditelny jako zakal mimo vpich. Pokud bakterie $tépi ureu, dojde k alkalizaci pady
a ta se zbarvi do rizova az cervena. K pritkazu tvorby indolu se pfida Kovacsovo
reagens. U pozitivniho vysledku dojde na rozhrani reagens a pidy k vytvoreni

¢erveného prstence.

1.4.3.6.5 Puda MIL

MIL je zkratka pro motility-indole-lysine. Ptida slouzi k identifikaci enterobaketrii
podle pohyblivosti, tvorby indolu, lysindekarboxylasy a lysindeaminasy. Pohyb
se projevi zdkalem mimo vpich a pfi tvorbé indolu po pridani Kovacsovo reagens
vznikne Cerveny prstenec. Mocovina je u této pidy nahrazena lysinem a jeji indikator
je bromkresolpurpur. Deaminace lysinu se projevi asi povrchovym jednocentimetrovym
¢ervenohnédym zabarvenim pidy. Dekarboxylace se projevi zbarvenim celé pudy
do purpurova. Pokud enterobakterie lysin neStépi, dojde ke kvaseni glukosy
a to se projevi zbarvenim pudy do zluta.

Obdobou je ptida MIO (motility-indole-ornithine). Na této pad¢ lze zjistovat
pohyblivost, tvorbu ornithindekarboxylasy a indolu.
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1.4.3.6.6 Pudy k pritkazu dekarboxylace lysinu a tvorby sirovodiku

Tyto pudy se pouzivaji pro zachyceni enterobakterii. Na pidu obsahujici lysin
a sole Zeleza se doporucuje naockovat vSechny podezielé cerné kolonie. Pida je Sikmo
nalitd a obsahuje zminény 1% lysin, glukosu, citrat Zelezitoamonny, thiosulfat
a bromkreselovy purpur. Ockuje se po Sikmé ploSe a vpichem.

I tyto pidy reaguji na kyselé prostfedi zezloutnutim, hlavné v plném sloupci,
kde dochazi ke kvaseni glukosy. Bakterie, které lysin oxidativn¢ desaminuji, tvofi
kyselinu a-ketokarboxylovou, ktera nasledné reaguje se solemi zeleza a s kyslikem
na povrchu média. Vysledem této reakce je Cervenohnédé zbarveni Sikmé casti pudy.
K prikazu tvorby sirovodiku slouzi thiosulfat sodny a citrat zelezitoamonny,
coz se projevi zCernanim pudy.

Moderni modifikaci této pidy je polotuhé LDS-médium dle Costina. Rozdil
od ptfedchozi pidy je ve vétSim mnoZstvi thiosulfatu a bromkresolového purpuru
a je ptridano dvojmocné zelezo ve formé siranu zeleznatamonného. DalSim rozdilem
jenizké pH 5,6. Pida se naléva do zkumavek jako 5 cm vysoky sloupec. Ockuje
se vpichem, ktery je veden az ke dnu zkumavky a ptevrstvi se parafinovym olejem.

Vzhledem k nizkému pH rostou na této pudé enterobakterie pomalu. Lysin
je dekarboxylovan lysinpozitivnimi kmeny na zasadity kadaverin a tim se puda
neutralizuje. Zvysi se pH a tim dojde ke zlepSeni podminek pro rast bakterii a puda
se zbarvi ze zlut¢ do fialova. Enterobakterie jsou vsSak lysinnegativni bateri,
pH se tedy neméni a pida zGstava zluta. Pti tvorbé sirovodiku vznikd Cerné zbarveni

v misté vpichu (24).

1.4.3.7 Komercné vyrabéné biochemické testy

Dnes se jiz zcela bézné pouzivaji komeréné vyrdbéné soupravy urcené

k biochemickym testa.
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1.4.3.7.1 ENTEROtest

Souprava ENTEROtest je vyrabéna firmou Lachema. Test je urCen pro rutinni
identifikaci dulezitych mikrobt z ¢eledi Entetobacteriaceae. Testy se provadéji
v jamkach mikrotitraci desticky. Jamky obsahuji dehydratovand diagnostickd media,
ke kterym se ptida pfipravena bakteridlni suspenze z Cistych bakterialnich kolonii.
Po inkubaci (24h/37°C) je potieba nékteré jamky zakapnout ¢inidly. Identifikaci
je mozné doplnit o dalsi testy, které jsou dodavany ve formé diagnostickych prouzk.
Diagnostické pruzky nejsou dodavany s ENTEROtestem.

Pfi odecitani se odecitajici orientuje podle barevné Skaly nebo podle tabulky
s interpretovanymi reakcemi. Vyslé reakce se zapisuji do formulate. Vyhodnoceni
vysledkd se provadi pomoci diagnostického seznamu nebo identifikacniho programu

TNW (7).

Obrazek €. 3: Barevna skala pro vyhodnoceni ENTEROtestu 16

ENTEROtest 16 (A
Barevna kila / Farebna stupnica / Colour scale / ipevwan wkana | Poréwnawcza skala barw | Szinskala | Farbskala / Escala de l:nbcns.
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H G E E D c B A
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Ol 1 J
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OXltest ONPtest
® e ®
) ©
@ o

Zdroj: Soukroma mikrobiologicka laboratoi RNDr. Aleny Veselské v Usti nad Labem
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1.4.3.7.2 Api test

Souprava je vyrabéna firmou Biomerieux. Test funguje na stejném principu
jako ENTEROtest. Rozdil je, ze reakce neprobihaji v jamkach, ale v tak zvanych
kapsickach (14).
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1.4.4 Antigenni analyza

Antigenni analyza je metoda serologicka, ktera slouzi k blizSimu urceni sérotypu

nebo druhu bakterie. Jedna se o ptimy prikaz bakterii pomoci specifickych antisér.

Ktestu je potieba cistda bakteridlni

suspenze (Cisté kolonie resuspendované

ve fyziologickém roztoku). Bakteriadlni suspenze se kapne na podlozni sklicko a ptida

se potfebné antisérum. Pokud antigen bakterie reaguje s antisérem, vysledkem

je viditelna aglutinace. Antiséra by m¢la byt pouZzita v logickém potadi (viz. schéma)

(16).

1.4.4.1 Dourceni rodu Salmonella

Obrazek €. 4: Schéma pro dourceni rodu Salmonella
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Zdroj: Soukroma mikrobiologické laboratoi RNDr. Aleny Veselské v Usti nad Labem
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1.4.4.2 Dourceni rodu Shigella
Shigella
SN
Shigella flexneri Shigella sonnei
1.4.4.3 Dourceni rodu Yersinia
Yersinia

SN

Yersinia enterocolitica O3 Yersinia enterocolitica O9
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1.4.5 Stanoveni citlivosti na antibiotika

Antibiotické zkousky slouzi k zjisténi citlivosti bakterii k uréitym antibiotickym
latkam a také ke stanoveni ucinnosti antimikrobialnich latek k vySetrovanému mikrobu,

coz je dilezité pro 1éCbu antibiotiky.

1.4.5.1 Pudy ke stanoveni citlivosti na antibiotika

Ke stanoveni citlivosti na antibiotika existuje n¢kolik pid. Naptiklad DST-agar,

v

Sensitest agar, [so-Sensitest agar vSak nejpouzivanéjsi je Muellertiv-Hintonové agar.

Muellerav-Hintonové agar

MH-agar se dnes pouziva jako bézna ptda k testovani citlivosti na antibiotika. Pida
obsahuje agar, hovézi infuzi, kysely kaseinovy hydrolyzat a Skrob, ktery se ptidava jako
pridat do pidy piimés konské krve.
Dnes se pii vjrobé jiz standardnd do pudy pridava ur¢ité mnozstvi Ca**, Mg, tymidinu

a thyminu pro lepsi diftizni schopnost agaru a lepsi reprodukovatelnost vysledk (24).
1.4.5.2 Testy ke stanoveni citlivosti na antibiotika
Dulezitou soucasti laboratornich testl je stanoveni citlivosti bakterii na antibiotika (10).
1.4.5.2.1 Kvalitativni testy

U kvalitativnich testd se zcela rutiné pouziva tak zvany diskovy difuzni test.

Antibiotické disky musi mit pfesné¢ stanovenou koncentraci antimikrobialni latky,

aby bylo mozné presn¢€ urcit, zda bakterie je k dané latce citliva nebo rezistentni (26).
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, Vybér a sestavy diskil pro jednotlivé druhy ¢i skupiny bakterii jsou doporucovany
a aktualizovany Pracovni skupinou pro monitorovani rezistence pri Narodni referencni
laboratori pro antibiotika, sestavujici vesmés z vedoucich pracovnikii antibiotickych
stiedisek z celé Ceské republiky. >

Pti ptripravé inokula je potfeba dbat na spravnou hustotu, ktera by méla odpovidat
stupnici 0,5 az 1 zakalového standardu dle McFarlanda. K vytvofeni suspenze
se pouziva fyziologicky roztok.

Ockovani lze provést dvéma zptlisoby. Preliti plotny suspenzi a nasledné odstranéni
prebytecné suspenze nebo roztér bakteridlni suspenze v nékolika smérech pomoci
sterilniho vatového tamponu. Po zaschnuti plotny se nana$i maximalné¢ 6 diskd o
velikosti 90 mm. Difuze antibiotik do agaru zacind ihned, proto se disky nesmi jiz
premistovat.

Petriho misky se pokladaji dnem vzhdru, aby pfipadnd kondenzovand voda
nezhodnotila vysledky. Inkubuje se 24 hodin pii 37°C. Po inkubaci se zmé&fi inhibi¢ni
zona (optimalni inhibi¢ni zéna je dana vyrobcem) a podle toho se urci, zda je mikrob

k danému antibiotiku citlivy nebo rezistentni.

1.4.5.2.2 Kvantitativni testy

Do kvantitativnich testl pro stanoveni citlivosti na antibiotika patii agarova dilucni
metoda a dilu¢ni mikrometoda.

Pomoci dilu¢nich metod se zjistuje minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) daného
antibiotika pro vySetfovany kmen. MIC se uvadi vmg/l nebo v pg/ml. Jedna

cvvr

bakterie testovaného kmene.

*VOTAVA M. Lékaiska mikrobiologie II. s. 74
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U tohoto testu je mozné testovat 12 az 14 koncentraci kazdého antibiotika.
Standardni ptidou je Mueller-Hintoniiv agar nebo bujon. Bakteridlni suspenze o predem

dané hustoté dle McFarlanda se pfipravuje ve fyziologickém roztoku.

1.4.5.2.2.1 Agarova dilucni metoda

Agarova dilu¢ni metoda se provadi na agarovych pudach, které obsahuji urcité
koncentrace antimikrobidlnich latek. Plotny se ockuji standardnim inokulem
vySetfovaného kmene. Po inkubaci se hodnoti nejmensi koncentrace antibiotika, ktera
jesté dovede potlacit rast testovaného kmene. Na jednu plotnu je mozné naockovat

16 az 20 kmenn.

1.4.5.2.2.2 Dilucni mikrometoda

Dilu¢ni mikrometoda se provadi v jamkach mikrotitracni desticky. Jamky obsahuji
Mueller-Hintontiv bujon a antibakteridlni latky o urcitych koncentracich. Do jamek
se naockuje inokulum o predem uvedené hustoté. Necha se inkubovat 16 az 72 hodin
(dle testovaného mikroba) v termostatu.

Mikrotitracni dilucni metoda je i pfes nckteré své nedostatky v soucastné dobé

nejpresnéjsi pro rutinni stanoveni citlivosti na antibiotika.

1.4.5.2.3 Kombinované testy

U kombinovanych testli se vyuziva principi difuzniho testu a dilu¢nich metod.
Jde o komer¢né vyrabény test zvany Etest.
Jde o plastikovy prouzek, ktery je asi 5 cm dlouhy a 5 mm Siroky. Je jedné strané

se nachdzi antimikrobidlni latka v riznych koncentracich a na druhé strané stupnice
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odpovidajici koncentracim daného antibiotika. Na prouzku se obvykle nachazi
15 riiznych koncentraci. Prouzek se polozi na naockovanou plotnu, tak aby antibiotika
byly v kontaktu s pudou. Po inkubaci se hodnoti elipsa inhibovaného rastu kolem

prouzku. Hodnoti se ta koncentrace, kde elipsa inhibice protina okraj prouzku (26).
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1.4.6 DalSi metody

Dalsi moznosti prukazu bakteridlnich stfevnich patogent je stanoveni protilatek
z krve pacienta. Serologické metody jsou rychlejsi nez kultivace, ptesto bylo zjisténo,
7ze vySetfeni protilatek neni zcela spolehlivé. K vytvofeni protilatek dochazi
az odstupem casu zatim co kultivacni metodou se pfitomnost patogena da prokazat
ihned (12). Pouzivanou metodou pro stanoveni protilatek proti nékterym bakterialnim

sttevnim patogeniim je Widalova reakce.

1.4.6.1 Widalova reakce

Widalova reakce je metoda urCena pro prikkaz protilaitek. Metoda se pouziva
pfi biisSnim tyfu, paratyfu a jinych salmonelézach. Také se pouziva pti detekci
specifickych protilatek proti Yersinia enterocolitica. Pokud je v séru pfitomna protilatka
proti antigentim dané bakterie dojde k reakci mezi antigenem a protilatkou, to se projevi
aglutinaci. Cilem této metody je determinovat titr séra, ve kterém je stale jesté jasné
viditelnd aglutinace. Test je nutné opakovat po nékolika dnech, aby se zachytila
ptipadna dynamika tvorby protilatek. Test se provadi bud’ ve zkumavce nebo v jamkach
mikrotitra¢ni desticky.

U salmonel se v séru pacienta vySetfuji protilatky proti télovym a bicikovym
antigeniim. Podle pouzitych diagnostickych antigenti se rozdéluje aglutinace na O a H
(O-antigen je télovy antigen a H-antigen je bicikovy). U yersinii se pouZzivaji antigeny

sérovaru O3, 05, O6 nebo 09 (16, 28).
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2 Cil prace

Pro moji bakalaiskou praci jsem si zvolila cile:

osvojeni literatury o bakteridlnich ptivodcich stfevnich obtizi u dospélych lidi

v Ceské republice

e zpracovani vytéra z kone¢niku pomoci kultivacnich prikazi a nasledné pouziti
biochemickych testli

e vyuziti metod pro pfimy pritkaz antigent

e stanoveni citlivosti na antibiotika

e zpracovani a vyhodnoceni vysledka

o diskuze vysledki prace ve srovnani s literarnimi udaji
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3 Metodika

Svou praci jsem dé¢lala v Soukromé mikrobiologické laboratofi RNDr. Aleny
Veselské v Usti nad Labem (SML). Laboratof je akreditovana. Osvédéeni o akreditaci
vydal Cesky institut pro akreditaci, 0.p.s. na zakladé posouzeni splnéni akreditacnich
pozadavkid podle CSN EN 15189:2007.

Material je do laboratofe svazen od lékait praktickych, détskych i specializovanych
z Usti nad Labem, Teplic a D&ina. Pro moji praci jsem pouzila vytéry z kone¢nikd.
Pii praci jsem postupovala podle standardnich postupti Soukromé mikrobiologické
laboratofe RNDr. Aleny Veselské.

Ptichozi material by mél byt fadn¢ oznacen a zadanka vyplnéna potfebnymi udaji
(jméno, piijmeni, rodné C¢islo, zdravotni pojisStovna, diagnéza, datum odbéru,
pozadavky, lékat). Béhem prace je potieba vse dikladné Cislovat, aby nedoslo k zdméné
vzorkl. Pribézné i konecné vysledky se zapisuji do pocitace. Konecny tistény vysledek

je odeslan 1ékafi.

3.1 Zpracovani materialu

e ke zpracovani vytéru z kone¢niku jsme pouzila kultivacni pudy:
- MacConkey ptda
- Salmonella-Shigella agar
- puada CIN

- médium dle Karmaliho
e tampoénem (vytér z koneCniku) jsem inokulovala pfipravené pudy, které jsem

nasledné rozockovala

e tampodn jsem zalomila do pomnoZovaci selenitové pidy
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e pudy jsem nechala inkubovat

MacConkey ptda - 24h/37 °C

Salmonella-Shigella agar - 48h/37°C

puda CIN - 48h pfti laboratorni teploté

médium dle Karmaliho - 48h/42 °C, pfi snizené tenzi kysliku

Selenotova pada - 24h/37°C

e po inkubaci jsem selenitovou pidu rozockovala na URI a nechala inkubovat

24h/37°C

URI select aga je kultivaéni ptida uréena pro izolaci a predbéznou identifikaci

bakterii spojovanych s infekci mocového traktu (22). V soukromé laboratofi se

vsak URI agar osvédcil i pfi kultivaci bakteridlnich stievnich patogenti. Proto se

tato ptda v laboratofi rutin€ pouziva pfi izolaci stfevnich mikrobi.

e po inkubaci kultiva¢nich ptd jsem podezielé kolonie izolovala na URI a nechala

inkubovat 24h/37 °C (odecet provadi vysokoskolsky pracovnik)

3.1.1 Dalsi postup p¥i podezieni na rod Salmonella

K dalsi praci je potieba Cistych kolonii, pokud jsem c¢isté kolonie neméla, musela

jsem znovu provést izolaci na URI.

3.1.1.1 Biochemické testy

-k biochemickym testim jsem pouzila komercni soupravu ENTEROtest 16

od firmy Lachema
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- ve fyziologickém roztoku jsem si pfipravila bakteridlni suspenzi
odpovidajici 1. stupni McFarlandovy zékalové stupnice

- suspenzi jsem dikladn¢ homogenizovala

- pfipravila jsem pfislusny pocet stripii z ENTEROtestu 16 (k jednomu testu
jsou potieba 2 stipy, tedy 16 jamek)

- do kazdé jamky jsem nepipetovala 0,1 ml bakterialni suspenze

- ktestim na sirovodik, lysin, indol, ornithin, ureasa jsme ptidala 2 kapky
sterilniho parafinového oleje

- desticku se stripy jsem zaviela vickem a vlozila do sacku, aby nedoslo k
vyschnuti inokula

- do zbytku suspenze ve zkumavce jsem vlozila diagnosticky prouzek pro
detekci hydrolyzy (ONPtest)

- ENTEROtest i zkumavku s ONPtestem jsem dala inkubovat na 24h/37°C

- po inkubaci jsem ptidala po jedné kapce Cinidlo pro indol a ¢inidlo pro
fenylalanin

- hodnoceni ENTEROtestu provadi vysokoskoldk podle diagnostického

seznamu nebo identifikacniho programu TNW

3.1.1.2 Aglutinacni analyza

- na podlozni sklicko jsem nakapala bakteridlni suspenzi pfipravenou ve
fyziologickém roztoku a vedle antisérum

- suspenzi a antisérum jsem smichala bakteriologickou klickou

- kyvavimi pohyby sklickem jsem pozorovala ptipadny vznik aglutinace

- antiséra jsem kapala podle schématu (viz vyse)

- tuto praci jinak v SML provadi vysokoskolak
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3.1.1.3 Stanoveni citlivosti na antibiotika

- pripravila jsem si ve fyziologickém roztoku bakteridlni suspenzi
odpovidajici 0,5 stupni McFarlandovy zakalové stupnice

- sterilnim tampdénem jsem suspenzi masivné a ve 3 smérech naockovala na
Muellertiv-Hintonové agar

- nechala jsem plotnu zaschnout a narazila dan¢ antibiotika

- plotnu jsem dala inkubovat na 24h/37°C

- citlivost na antibiotika odecita vysokoskolak na pfistroji Visor

3.1.2 Dalsi postup pri podezieni na rod Shigella

K dalsi praci je potieba Cistych kolonii, pokud jsem c¢isté kolonie neméla, musela

jsem znovu provést izolaci na URI.

3.1.2.1 Biochemické testy

-k biochemickym testim jsem pouzila komeréni soupravu ENTEROtest 16
od firmy Lachema

- postup viz vyse

3.1.2.2 Aglutinacni analyza

- postup viz vyse

- antiséra jsem kapala podle vyse uvedeného schématu
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- tuto préci jinak v SML provadi vysokoskolak

3.1.2.3 Stanoveni citlivosti na antibiotika

- postup viz vyse

- citlivost na antibiotika odecita vysokoskolak

3.1.3 Dalsi postup pri podezieni na rod Yersinia

K dalsi praci je potieba Cistych kolonii, pokud jsem ¢isté kolonie neméla, musela

jsem znovu provést izolaci na URI.

3.1.3.1 Biochemické testy

-k biochemickym testim jsem pouzila komerc¢ni soupravu ENTEROtest 16
od firmy Lachema

- postup viz vyse

3.1.3.2 Aglutinacni analyza

- postup viz vyse
- antiséra jsem kapala podle vyse uvedené¢ho schématu

- tuto praci jinak v SML provadi vysokoskolak
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3.1.3.3 Stanoveni citlivosti na antibiotika

- postup viz vyse

- citlivost na antibiotika odecita vysokoskolak

3.1.4 Dalsi postup pri podezieni na rod Campylobacter

3.1.4.1 Biochemické testy

e test na katalazu
- napodlozni sklicko jsem naképla kapku 3% peroxidu vodiku a piidala Cistou
kolonii

- pozitivni vysledek — ptitomnost bublinek

e test na oxiddzu
- zkoumanou kolonii jsem obtiskla na testovaci prouzek od firmy Lachema

- pozitivni vysledek - zmodrani prouzku

e test na hydrolyzu hippuratu

- pouzila jsem komeréni test nazyvany HIPPURA Ttest, test obsahuje testovaci
prouzek

- ve fyziologickém roztoku jsem si pfipravila bakteridlni suspenzi
odpovidajici 2. stupni McFarlandovy zékalové stupnice

- testovaci prouzek jsem vlozila do zkumavky (testovaci ¢ast prouzku musi
byt cela ponofena v suspenzi) a dala inkubovat na 24h/37°C

- po inkubaci jsem do zkumavky pfidala 4 kapky ninhydrinového c¢inidla
(soucast komerc¢ni soupravy)

- pozitivni vysledek — modry az modrofialovy prstenec
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3.1.4.2 Preparat

- na podlozni sklicko jsem kapla kapku fyziologického roztoku a ptidala
potfebné mnozstvi zkoumané bakterie
- bakterialni suspenzi jsem nechala na sklicku uschnout a nasledné fixovala
preparat protazenim podlozniho skla plamenem kahanu
- preparat jsem obarvila dle Grama
- krystalova violet’ — 20 sekund
- Lugoltv roztok — 20 sekund
- oplach vodou
- odbarveni alkoholem — 20 az 30 sekund
- oplach vodou
- dobarveni zifedénym karbolfuchsinem
- 30 az 60 sekund

- oplach vodou

- preparat jsem prohlidla v mikroskopu pii zvétSeni 1000x za pouziti imerze

(odecita vysokoskolak)
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4 Vysledky

Zpracovani vytéri zkoneCniku v  Soukromé mikrobiologické laboratofi
RNDr. Aleny Veselské v Usti nad Labem (SML) jsem sledovala za obdobi fijen 2012
az brezen 2013. V daném obdobi bylo zpracovano celkem 761 vytért dospélych osoby.
U pozitivnich nalezl jsem se zaméfila na bakterie rodu Salmonella, Shigella, Yersinia,
Campylobacter. Po kazdém meésici jsem vyhodnotila pocCet zachytt téchto bakterii.
Vysledky jsem srovnala s vysledky SML za obdobi duben 2012 az zati 2012. Také jsem
pracovala s podty pozitivnich ndlezii v Usteckém kraji a v Ceské republice.
Tyto hodnoty jsem ziskala ze zprav Centra epidemiologie a mikrobiologie Statniho
zdravotniho tstavu v Praze (CEM SZU v Praze). Srovnala jsem i poéty pozitivnich

nalezi v Ceské republice od roku 2003 az 2012.

Tabulka €. 1: Pocet zachyti u dospélych osob za obdobi fijen 2012 az btezen 2013

v SML

fijen-biezen Celkem
Salmonella Enteritidis 3
Salmonella sk. C3 1
Shigella flexneri 1
Yersinia enterocolitica O3 1
Campylobacter jejuni 15

Zdroj: vlastni

Poznamka: V tabulce €. 1 jsou bakterie rozdéleny podle tiplné identifikace.
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Tabulka €. 2: Pocet zachyti u dospélych osob za obdobi fijen 2012 az btezen 2013

v SML

SML Fijen |listopad |prosinec| leden unor | brezen
Salmonella 2 0 0 0 1 1
Shigella 0 0 0 0 1 0
Yersinia 0 1 0 0 0 0
Campylobacter 1 3 4 1 2 4

Zdroj: vlastni

Poznamka: Rozd¢leni bakterii podle rodu.

Graf €. 1: Pocet zachytli u dospélych osob za obdobi fijen 2012 az biezen 2013 v SML
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Tabulka €. 3: PocCet zachytd u dospé€lych osob za obdobi fijen 2012 az bifezen 2013

a duben 2012 az zafi 2012 v SML

celkem Fijen-birezen duben-zari
Salmonella 4 19
Shigella 1 0
Yersinia 1 2
Campylobacter 15 15

Zdroj: Soukroma mikrobiologické laboratoi RNDr. Aleny Veselské v Usti nad Labem

Graf €. 2: Pocet zachytli u dospélych osob za obdobi fijen 2012 az biezen 2013

a duben 2012 az zafi 2012 v SML
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Tabulka €. 4: Celkovy pocet zachytl za obdobi fijen 2012 az biezen 2013 v SML

SML Fijen [listopad |prosinec| leden | tinor | bi'ezen | celkem
Salmonella 5 2 0 0 1 3 11
Shigella 0 0 0 0 1 0 1
Yersinia 0 1 0 0 0 0 1
Campylobacter| 4 5 7 1 4 7 28

Zdroj: Soukroma mikrobiologické laboratof RNDr. Aleny Veselské v Usti nad Labem
Poznamka: Jelikoz SZU zveiejiiuje vysledky celkové (bez rozdéleni véku) provedla

jsem pro presnéjsi srovnani celkovy souhrn zachyti v SML.

Graf ¢. 3: Celkovy pocet zachytil za obdobi fijen 2012 az biezen 2013 v SML
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Tabulka ¢&. 5: Celkovy podet zachyt za obdobi fijen 2012 aZ anor 2013 v Usteckém

kraji

Ustecky kraj Fijen |listopad |prosinec| leden unor | celkem
salmonella 63 44 17 13 9 146
Shigella 2 0 0 0 1 3
Campylobacter 88 99 74 36 47 344

Zdroj: Zpravy Centra epidemiologie a mikrobiologie Statniho zdravotniho ustavu
v Praze.
Poznamka: Ve zpravé CEM SZU v Praze nebyly bakterie rodu Yersinia zvIast
uvedeny, ale byly zatazeny do ostatnich stfevnich infekci proto, jsem s témi to daty jiz
dale nepracovala.

Porovnavala jsem pouze udaje k datim za obdobi fijen 2012 az unor 2013. Za
obdobi biezen 2013, v dob¢ zpracovani bakalafské prace, nebyly vydany vysledky CEM
SZU v Praze.

Graf ¢&. 4: Celkovy pocet zachyti za obdobi fijen 2012 aZ tmor 2013 v Usteckém kraji
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Tabulka €. 6: Celkovy pocet zachytii za obdobi fijen 2012 az unor 2013

republice

CR Fijen |listopad |prosinec| leden unor | celkem
Salmonella 1 249 982 455 358 294 3338
Shigella 51 69 37 17 23 197
Campylobacter 1739 579 1204 748 812 5082

v Ceské

Zdroj: Zpravy Centra epidemiologie a mikrobiologie Statniho zdravotniho ustavu

v Praze

Graf & 5: Celkovy pocet zachytii za obdobi fjen 2012 aZ tmor 2013 v Ceské republice
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Tabulka &. 7: Celkovy poéet zachytd od roku 2003 az roku 2012 v Ceské republice

CR 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Salmonella 26899 | 30724 | 32927 | 25102 | 18204 | 11009 | 10805 | 8622 8752 | 10445
Shigella 381 325 278 289 349 229 178 450 164 264
Campylobacter 20063 | 25492 | 30268 | 22713 | 24254 | 20175 | 20371 | 21164 | 18811 | 18334

Zdroj: Zpravy Centra epidemiologie a mikrobiologie Statniho zdravotniho ustavu

v Praze

Graf &. 6: Celkovy pocet zachytii od roku 2003 az roku 2012 v Ceské republice
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5 Diskuze

Ve své praci jsem se zabyvala nejcastéji se vyskytujicimi bakteridlnimi ptivodci
stievnich obtizi u dospélych lidi v Ceské republice. Konkrétné se jednd o rody
Salmonella, Shigella, Yersinia a Campylobacter. Sledovala jsem pocty zachytd téchto
bakterii za obdobi fijen 2012 az bfezen 2013 v Soukromé mikrobiologické laboratofi
RNDr. Aleny Veselské v Usti nad Labem (SML). Béhem tohoto obdobi bylo v SML
zpracovano 761 vytérti z konecniku a z toho bylo 21 vzorkli pozitivnich na bakterie
mnou sledované. Pracovala jsem s vysledky z laboratofe, kde neni tolik materialu
jako je teba v krajskych nemocnicich. Vysledky sledovaného obdobi jsem porovnala
s vysledky z predeslych mésicti duben 2012 az zaii 2012 ziskané v SML.

Zaznamenala jsem pocet sledovanych bakterii podle druhového zafazeni. Dale jsem
vSak pracovala s poCty bakterii, které jsem rozdélila jen podle rodového oznaceni.
Pii zpracovani vysledkd vyskytd ze zprav CEM SZU v Praze mnou sledovanych
bakterii v Usteckém kraji a Ceské republice jsem uvedla vysledky, kde v podtu
pozitivnich ndlezl jsou zahrnuty jak dospélé¢ osoby tak i déti, jelikoz uvadéné udaje
nejsou rozliseny dle véku populace. Vysledky, které jsem &erpala ze zprav CEM SZU
v Praze pro svou praci byly uvedeny jen podle rodu bakterii.

V tabulce ¢. 1 jsou uvedeny pocty pozitivnich nalezi v SML za obdobi fijen 2012
az brezen 2013. Bakterie jsou rozdéleny do druht. Nejvétsi Cetnost vyskytu za dané
obdobi je u skupiny bakterie Campylobacter jejuni, tj. celkem 15 vyskytd. Druhy
nejcetnéjsi vyskyt bakterie v poctu 3 je Salmonella Enteritidis. Ostatni sledované
vyskyty bakterii jsou se shodnym poctem vyskytt ve sledovaném obdobi, tj. po jednom
vyskytu. Jmenovité se jedna o vyskyty bakterii Salmonella sk.C3, Shigella flexneri,
Yersinia enterocolitica O3.

V tabulce ¢. 2 je uvedeno rozdé€leni podle rodi bakterii u dospélych osob
ve sledovaném obdobi. Nejcetnéjsi vyskyt bakterii je zaznamenan u rodu
Camplylobacter a to v po¢tu 15 vyskyt. Druhy identifikovanym rodem je Salmonella
v poctu vyskyti 4. Dalsi v potadi jsou rody Shigella a Yersinia s celkové shodnym

poctem vyskytu, tj. po jednom vyskytu v daném obdobi. Pokud vyhodnotim pocty
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pozitivnich nalezli ve sledovaném obdobi, tak nejvice pozitivnich zachytl je v mésici
bfeznu 2013 a to v poctu 5 bez rozliSeni rodu bakterie. S ohledem na rod patogenni
bakterie je nejCetnéjsi vyskyt bakterii rodu Campylobacter a to v prosinci 2012
a breznu 2013 se shodnym poctem 4. Z uvadénych vysledka dale plyne, Ze nejméné
vyskytujici se stfevnim patogenem ve sledovaném obdobi byla shigela a yersinie
v poctu vyskyti 1.

Pti porovnavani dvou obdobi (tabulka ¢. 3) tijen2012 az biezen 2013 proti obdobi
duben 2012 az zati 2012, je nejcastéjsi vyskyt v SML bakterii rodu Sa/monella v poctu
vyskytli 19 v obdobi duben az zaii 2012. Jde tedy o znacny rozdil v poctu zachyta
pfi porovnani obou obdobi. Bakterie rodu Campylobacter maji v obou sledovanych
obdobi shodny pocet vyskytti. Nejmensi ¢etnost vyskytd je zaznamenan u bakterii rodu
Shigella ve sledovaném obdobi.

VEtsi pocet ndkaz v letnich mésicich je dan pfedevsim tim, ze potraviny (maso,
vejce, potraviny vejce obsahujici) jsou Spatn¢ uchovavany. Teplota pro bezpecné
uchovani téchto potravin je 2 az 8°C, coz ziejmé nebyva v teplych dnech dodrzovéano.
Proto dojde k pomnoZeni bakterii v potravinach. Clovék pozie potiebnou davku bakterii
k vyvolani onemocnéni. Dal§im divodem je grilovani v letnich mésicich. Grilovanim
neni vzdy maso dostate¢n¢ tepelné upraveno. DalSim rizikem je snizend hygiena
v letnich mésicich, 1idé se pochybuji vice venku. Také se vyuziva vice rychlého
obcerstveni, kde opét nemusi byt potraviny dobie uchovany a zpracovany.

Porovnala jsem, zda potadi bakterii podle zachytu v SML souhlasi se zadchytem
v Usteckém kraji a Ceské republice. Pro uplné srovnani jsem musela dale pracovat
s celkovymi poCty pozitivnich nalezi mnou fteSenych bakterii (dospéli 1 déti)
(tabulka ¢&. 4), jelikoz SZU v Praze zvefejiiuje celkové vysledky bez rozdilu véku.
Nejpocetngjsi zachyt v SML vobdobi fijen 2012 az biezen 2013 byl rodu
Campylobacter v poctu 28 nalezi. Rod Salmonella byl zachycen za dané obdobi
jedenackrat a rod Shigella a Yersinia jen jednou.

V tabulce ¢.5 je uvedeno porovnani celkové zachycenych salmonel, shigel
a kampylobakterdi za obdobi fijen 2012 az tmor 2013 v Usteckém kraji. Ve zpravé CEM

SZU v Praze nebyly bakterie rodu Yersinia zvlait uvedeny, ale byly zafazeny
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do ostatnich stfevnich infekci proto, jsem stémi to daty jiz dale nepracovala.
Porovnavala jsem pouze udaje k datim za obdobi fijen 2012 az tnor 2013. Za obdobi
bfezen 2013, v dob¢ zpracovani bakalaiské prace, nebyly vydany vysledky ve zpraveé
CEM SZU vPraze. Nejéetngjsi vyskyt jsem zaznamenala u bakterii rodu

Vramci Ceské republiky je vyskyt bakterii rodu Salmonella, Shigella
a Campylobacter za obdobi fijen 2012 az unor 2013 uveden v tabulce C¢.6.
Z porovnavanych vysledktl je ziejmé, Ze nejvetsi vyskyt je zaznamenan u bakterii rodu
Campylobacter a nejnizsi vyskyt u bakterii rodu Shigella.

Z vysledkt vyplyva shoda v potadi pozitivnich nalezti a to jak v SML, v Usteckém
kraji i v ramci celé Ceské republiky. Nejéast&jsi zachycenou bakterii jsou bakterie rodu
Campylobacter. Na druhém misté je rod Salmonella. Rod Shigella se oproti dvoum
jmenovanym patogentim objevuje pomérné sporadicky.

V tabulce &.7 jsem uvedla shrnuti vramci Ceské republiky za obdobi let 2003
az 2012. Ve sledovaném obdobi jsem opét porovnavala ¢etnost vyskytl u bakterii rodu
Salmonella, Shigella a Campylobacter. Z. vysledkt vypliva, Ze nejcastéjsSim hlasenym
bakteridlnim stfevnim patogenem od roku 2003 az 2006 v Ceské republice byl rod
Salmonella. Nasleduje mikrob rodu Campylobacter. Situace se zménila v roce 2007,
kdy rod Campylobacter se v poétu zachytd v Ceské republice dostal na prvni misto.
Kdyz porovnam vysledky od roku 2003 az 2012, tak nejvice evidovanych pozitivnich
nalezl bylo v roce 2005 a to jak u bakterii rodu Salmonella tak rodu Campylobacter.
V letech 2006 az 2010 u bakterii rodu Salmonella jsem zaznamenala klesajici trend
vyskytu, ale od roku 2011 nastal opét trend vzristajici. Pokud jde bakterie rodu Shigella
nejméné pozitivnich nalezti bylo vroce 2011 a naopak nejvyssi v roce 2003 z toho
vypliva, ze zachyt bakterii rodu Shigella ma klesajici tendenci.

Jak jsem jiz zminila, od roku 2007 se v poCtu zachytli na prvni misto dostal rod
Campylobacter pted rod Salmonella. Pravdépodobné je dano tim, Ze mezi laickou
vetejnost se ¢im dal tim vice dostava pojem salmoneldza. Lidé si tak davaji veétsi pozor
na rizikové potraviny, hlavné na ty vajecné. Dodrzuji vice jejich vhodné uchovavani

a zpracovani. Zatim co pojem kampylobakter neni u laické vefejnosti tak znamy a lidem
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nedochéazi, ze Spatné¢ zpracované kuieci maso je moznym zdrojem bakterii rodu
Campylobacter. Pravdépodobné konzumace kufeciho masa vzrista. VEtsi zachyt rodu
Campylobacter muze byt také dan tim, ze doslo ke zlepSeni jeho diagnostiky.

Ve své praci popisuji moznosti diagnostiky bakteridlnich stfevnich patogenti
jak jsem se s nimi seznamila v citované literatuie a dale popisuji zpracovani stolice na
bakterialni patogeny tak jak jsou provadény v SML, kde jsem provadéla svou praxi.

V soucasné dob¢ je k dispozici celd fada modernich metod, které diagnostiku
zlepsuji, zrychluji ¢i usnadnuji. Napiiklad piistroj VITEK 2 od firmy bioM¢érieux praci
jednozna¢né urychluje a zlehcuje. Jedna se o integrovany systém, ktery umoznuje
ptipravu vzorkii, naockovani identifikacnich karet, jejich inkubaci a vyhodnoceni.
Pristroj VITEK 2 je vhodny pro rychlou a piesnou identifikaci bakterii. Pfistroj také
umi otestovat citlivost na antibiotika. Vyhodou je i nacteni vysledkll do pocitace (13).
Za zminéni stoji také pfistroj Maldi Biotyper od firmy Bruker Daltonics slouzici
k identifikaci mikroorganismi. Metody jsou zaloZzeny na principu hmotnostni
spektrometrie. Vysledkem jmenované metody je uplné urceni bakterie eventuelné
provedeni testu citlivosti. Identifikace probihd na bazi srovnani charakteristickych
ribozomalnich proteinti vySetfovaného mikroba s referen¢nimi spektry ulozenymi
v databazi softwaru (20). Dalsi metodou ne vSak bézn¢ pouzivanou pro diagnostiku
bakterialnich stfevnich patogenii je metoda PCR (polymerase chain reaction) (15).
Metoda pracuje na molekularni Grovni. Je tedy mozno ziskat velmi ptesné informace
o zkoumanych bakteriich.

Celosvétovou otazkou je jak nakazy snizit na minimum, jelikoz stavajici prevence
neni zcela GCinnd a terapie je drahid. Snad by alespon castecné pomohla vétsi
informovanost vefejnosti. Vefejnost by se mohla informovat o této problematice
napftiklad skrze letacky, které by byli dostupné napiiklad v ¢ekarnach 1ékarti. Mozna by
byla v tomto ptipadé¢ radikalnim feSenim cinna vakcinace. Vsak tato oblast je stale ve

fazi vyzkumu (17).
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6 Zavér

Téma nejcastéjsi bakteridlni plvodci stfevnich onemocnéni je jiz dlouha léta
feSenou problematikou, kterou se zabyva celd fada odbornikd. Vznikaji stdle nové
a lepsi postupy, metody a pfistroje pro laboratorni diagnostiku stievnich bakterialnich
patogent. Dtlezitou soucasti této problematiky je prevence, kterd stile neni plné
dostacujici.

Béhem zpracovavani své bakalafské prace jsem si rozsifila své znalosti
o Dbakteridlnich ptavodcich zodpovédnych =za infekéni stfevni onemocnéni,
to jak po strance teoretické tak praktické. Poznala jsem, ze vysledek se odviji
jiz od spravné provedené¢ho odbéru, rychlého transportu do laboratofe, nésledné
spravného zpracovani a nutnosti dodrzeni kultivacnich podminek, teplot, doby inkubace
nezbytné pro jednotlivé bakterie. Dilezity je predevSim zodpovédny pfistup
ke kazdému vzorku a dodrZeni vSech podminek pii praci snim. Seznamila jsem
se smetodami, které se rutin¢ pouzivaji v Soukromé mikrobiologické laboratofi
RNDr. Aleny Veselské v Usti nad Labem pii zpracovani vytéra stolice. Béhem
sledovaného obdobi (fijen 2012 az biezen 2013) bylo v SML zpracovano 761 vytéri
z konecniku. Z uvedeného poctu vytért vyslo 21 vzorki pozitivnich na bakterie mnou
sledované. Vysledky z SML jsem porovnala s vysledky ze zprav CEM SZU v Praze
co se tyce pofadi zachytl patogent. Shodné vyslo, ze nejCastéjsi zachyt je u bakterii
rodu Campylobacter a to jak v SML, Usteckém kraji tak v Ceské republice.
Pii zpracovani dat ziskanych ze zprav CEM SZU v Praze jsem zjistila, Ze od roku 2003
do roku 2006 byl nejéastéjsim bakteridlnim stfevnim patogenem v Ceské republice rod
Salmonella. V potadi druhém se nachazel mikrob rodu Campylobacter. Avsak od roku
2007 rod Campylobacter se v poétu zachytd v Ceské republice dostal na prvni misto.
Oproti dvoum jmenovanym bakteriim se nalezy shigel objevuji pomérné sporadicky.

Pti své praxi v SML jsem se také dozvédéla o potfebnych formalitach pfi zachyceni
citovanych mikrobt. VSechny bakterie, kterymi jsem se zabyvala ve své praci, podléhaji
hlaSeni na Hygienickou stanici na epidemiologické oddé€leni a osetfujicimu lékafi.

O hlaseni je vzdy veden zépis v elektronické i pisemné podobé. Pokud se nepodatilo
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vykultivovany kmen piesné identifikovat, je odeslan do mikrobiologické laboratote
Statniho zdravotniho tstav v Praze. O zaslani mikroba na dourceni je také nutné vést

zaznam.
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