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Problematika kultiva¢niho vySeti‘eni stolice — bakteriologie

Abstrakt
Prijmova onemocnéni jsou celosvétovym problémem. V rozvojovych zemich, kde je

nizky hygienicky standart a omezena dostupnost 1ékaiské péce, je velkd ¢ast mortality

Mrwe

v

podminkach mezi nejcastéj$i infekce patfi salmoneldzy zplsobené bakteriemi rodu
Salmonella, kampylobakteriozy jejichz ptavodci jsou bakterie rodu Campylobacter a
dale enterotoxikdzy, coz jsou otravy zpotravin. Gastroenteritidy mohou byt
zpusobované také viry napf. stfedni adenoviry, Kaliciviry a astroviry. Parazitarni

gastroenteritidy jsou problémem vyhradné rozvojovych zemich v tropickych oblastech.

V teoretické ¢asti mé bakalafské prace jsem zpracoval obecnou charakteristiku prijjmu
apopis nejcastéjSich puvodci bakterialnich gastroenteritid a mozZnosti jejich
diagnostiky. Praktickou ¢ast jsem zpracovaval V laboratofi mikrobiologie Synlab
v Ceskych Budgjovicich, kde jsem provadél identifikaci bakterialnich ptvodct
infek¢énich priymt z vytéri z rekta pomoci kultivace na vhodnych mediich, ptfesné
dourcéeni bylo provedeno pomoci biochemickych testii, MALDI-TOF a aglutina¢nich

testll k presné sérotypizaci kmentl.

Ze ziskanych dat a dat laboratofe jsem vypracoval statistiku porovnavajici vysledky

laboratofe s vysledky v celé Ceské republice.

Cilem mé prace bylo seznamit se s problematikou infek¢nich gastroenteritid, vypracovat
odbornou reser$i na dané téma, popsat a osvojit si metody piimého prikazu bakterii,
rutinné vyuzivanych Vv mikrobiologické diagnostice prijmi — predev$im kultivaci

a statisticky srovnat vysledky laboratoie s celou Ceskou republikou.

Kli¢ova slova: rod Salmonella; rod Campylobacter; laboratorni diagnostika; Cetnost

vyskytu



The Problematics of Cultivated Examination of Stool — Bacteriology

Abstract

Diarrheal diseases are a global problem. In developing countries, where there is a low
hygienic standard and limited availability of medical care, a large proportion of
mortality is caused by diarrhea, in developed countries deaths are less frequent. In our
conditions the most common infections are salmonellosis caused by the bacteria of
genus Salmonella, campylobacteriosis caused by Campylobacter bacteria, and
Enterotoxicoses, which are food poisonings. Gastroenteritis can also be caused by
viruses such as moderate adenoviruses, Kkaliciviruses and astroviruses. Parasitic

gastroenteritis is a problem solely for developing countries in tropical areas.

In the theoretical part of my bachelor thesis | elaborate the general characteristics of
diarrhea and the description and possibilities of diagnostics of the most frequent agents
of bacterial gastroenteritis.

The practical part was processed in the laboratory of the microbiology Synlab in Ceské
Bud¢jovice, where I carried out an identification of bacterial agents of infectious
diarrhea from rectal swabs by cultivation on suitable media, accurate determination was
performed by biochemical tests, MALDI-TOF and agglutination tests for accurate
serotyping of strains.

From the obtained data and data from the laboratory | elaborated a statistic comparing

the laboratory results with the results in the whole Czech Republic.

The aim of my thesis was to acquaint myself with the problematics of infectious
gastroenteritis, to elaborate a specialized research on the topic, to describe and acquire
methods of direct detection of bacteria routinely used in microbiological diagnosis of
diarrhea — especially cultivation and statistically compare laboratory results with the

whole Czech Republic.

Key words: genus Salmonella; genus Campylobacter; laboratory diagnostics;

frequency of incidence



L VO ottt 8
A N o) (< 8 (o) I o 1 PO RPPROPOPR 9
2.1 Prijmove ONEMOCTIENT ... .ciuviiiiiiiiiieiiiiesiee sttt 9
2.11 Rozdéleni prajmu podle prCinY VZNIKU: ....cceeeceieciie et 9
2.1.2 TEraPIE PrUJMU...uveicvieeeieeceiee ettt ectee e e et e erteeeeteeeeteeeeabeeebaeesabeeeteeeanseessesenareean 9
2.1.3 DiagNostiKa PrUjMU .....ccocuieeiiieeiee ettt et eetee e et e e etve e s beeeeareesreeenns 10

A ) A1/ Yo (o) PSSR 10
2.2.1 [20eTe @ 00T o)V (o] o T-Tor =1 oo SRS 10
2.2.2 [20eTe Y- 15 To T o 1= | 1= T PR 12
2.2.3 [20eTe I Y21 - ISR 14
2.2.4 0o Yo I T o1 1 I PSSR 16
2.2.5 [20e o I St-Yol 1T g ol o1 - 1RSSR 18

K R |V 1= (oo [ ¢ OSSPSR 21
3.1 OdbEr MAtETIAlU.....ccivviiii it re e e erre e e 21
3.2 Prijem vzorku do 1aboratore..........ccoveiieiiiiiiieiice e 21
3.3 Pouzitd kultivani mMEdIa: ........ccoiviiiiiiiiiie ittt 22
331 AMIESOVO MEAIUM ..eiiiiiiiiiiieiie ettt ettt ettt e sate e sbee e sabeesbeeesateesbaeenares 22
3.3.2 =1V a1 V== | U 22
333 Biochemicky klin s ENdovVoU pUdOU........ccccuiiiieiiiieeciiee e 23
3.34 Y Tol (o] o] = A1 | PSR 24
3.35 Deoxycholdt citrat agar —DC agar — SS Agar .....cccveeevvvieeeeiiiee et e e 25
3.3.6 Karmali agar — Campylobacter agar......ccccuveeeiiiieei i 25
3.3.7 SElENIOVY DUJON ... e e e et e et e e et 26

1 0] (1 SRR PPRTRR 26
3.4.1 ZPracoVANT PrimMOKUITUNY ....coviee e e 26
3.4.2 Odecitani primokultury a vyockovani pomnozZovaci pUdy.......ccccceeevvveevveencreennns 27
343 Identifikace suspektnich KoloNii........ccueeiiciiieiiiii e 28
3.4.4 ZPracoVANT VYSIEAKU ...ccevieeeeiiee ettt ettt e e e e e 33

4 VYSIEAKY . 34
4.1  Vyskyt bakterialnich stievnich infekci v fijnu 2018 ..., 35
4.2  Vyskyt bakterialnich gastroenteritid v pribéhu roku 2017..........cccovviiinninnns 35

6



4.3  Vyskyt zjisténych bakterialnich patogenti v Synlabu CB v roce 2017 ............ 36
4.4 % zastoupeni infekci v fijnu 2018 v Synlabu CB a celé CR.........cccccovvueuneees, 37
45  Porovnani &etnosti patogenti za mésic fijen 2017 a 2018 v Synlabu CB......... 38
4.6  Porovnani &etnosti C. jejuni a S. Enteritidis béhem roku 2017 v Synlabu CB 39
4.7  Vyvoj éetnosti salmonel6z a kampylobakterioz za poslednich 5 let v celé CR40
DISKUZE ... 41
ZLAVET .ottt R et R Rt et r e e ne e 43
POUZItA [HEETALUTA. ... .oiiiiiiiiec e 44
SEZNAM ZKIALEK ...t 46



1 Uvod

Priijmova onemocnéni patfi v Ceské republice mezi nejéastdj§i infekéni onemocnéni
hned za infekcemi dychacich cest. V Ceské republice je ro¢né hlaseno okolo 30000
piipadi, pficemz se nejedna o vSechny pfipady téchto onemocnéni, protoze lidé
S leh¢imi pribéhy casto nenavstivi svého Ilékatfe, a nemoc pieckaji. V naSich
podminkach se nejedend o smrtelnd onemocnéni. Na zivoté ohrozuji pouze malé déti a
star§i osoby, tyto skupiny obecn¢ hufe snaseji dehydrataci, kterd je pro n¢ velkym

problémem.

Mezi puvodce prijmu se fadi piedev§im obligatni patogeny zrodt Salmonella,
Campylobacter, Yersinia a Shigella, zastupci oportunnich patogenti jsou patogenni
kmeny Escherichia coli. Infekéni gastroenteritidy mohou byt i virového puvodu,
zastupci puvodci jsou stievni adenoviry, Kaliciviry atd. Parazitarni prijmy jsou
doménou témét vyhradné rozvojovych zemi, ve vyspélych zemich se s nimi setkavdme
zcela vyjimecné (jedna se vétSinou o infekce ziskané pii cestich do zemi s nizkym

hygienickym standardem).



2 Teoreticka ¢ast
2.1 Prujmové onemocnéni

Prtjem (diarrhoea) je hlavnim pfiznakem stfevnich infekci (enteroinfekci). Je definovan
na zaklad¢ zmén frekvence, konzistence, mnozstvi a charakteru stolice. Aby byla stolice
definovana jako prijem musi dochéazet k vyprazdnovani minimaln¢ 3krat denné¢ fidké
stolice nebo jednou denné fidké stolice s hlenem, hnisem nebo krvi. Podle délky trvani
se prujem rozdé€luje na akutni (max 14 dni), protahovany (15-30 dni) a chronicky (vice
nez 30 dni). Mezi dalsi ptiznaky stievnich infekci patii zvraceni, bolesti bficha, zvySena

teplota az horecka, zizen, slabost a dalsi. (Rozsypal, 2015)
2.1.1 Rozdéleni prujmu podle piiciny vzniku:

e Sekrecni — z diivodu poruchy transportnich mechanismu pro ionty ve stievé

e Osmoticky — z ditvodu zvyseného obsahu osmoticky aktivnich latek ve stfeve,
fadi se sem latky nevstiebatelné i ty, které uz vstiebat nebylo mozné v dusledku
ptekroceni jejich kapacity resorpce

e Motoricky — dany zvySenou pohyblivosti stiev (peristaltikou), kterou reguluje
pfedevs§im vegetativni nervovy systém

o Zanétlivy — vznikly pfi zanétu stfevni sliznice, pfi které dochazi ke snizeni

absorpce vody, elektrolytd spolu s tvorbou zanétlivého sekretu (Rozsypal, 2015)
2.1.2 Terapie priijmu

Hlavni cestou terapie je dostatena rehydratace vodou obohacenou o dostateéné
mnozstvi zékladnich iontd a naslednd brzké realimentace. V ptipad€ lehké az stiedni
dehydratace se tekutiny dopliiuji vétSinou perordlné, intravendzni rehydratace se
nasazuje az v piipadé t€zké dehydratace se ztratou hmotnosti nad 10 %. (Benes, 2009;

Lukas a Zak, 2014)

2.1.2.1 Antibioticka lécba
Antibiotika (ATB) se bézné pii 1écbé akutnich gastroenteritid nepouzivaji, pouze

s vyjimkou 3 skupin indikaci:

e U strevnich infekci se septickym pribéhem, u imunodeficitnich pacientd,

komplikacich a lokalizovanych projevech onemocnéni.



e Pii invazi mikrobli do lymfatickych uzlin, vnitinich organii nebo bakteriémii,
prikladem je salmonel6zova sepse, meningitida, tyfus atd.

e Posledni indikaci jsou diivody epidemiologické, kdy jsou ATB podavana ke
zkraceni doby vylu¢ovani patogenu stolici (pfedev§im u onemocnéni cholery a

shigeldzy) ve snaze zastavit Sifeni téchto onemocnéni v populaci. (Benes, 2009)
2.1.3 Diagnostika prijmu

Prijmova diagnostika je zalozend na klinickych projevech a prikazu patogenu. Pivodce
infekéniho prijmu mize byt identifikovan pomoci pifimé metody, mezi které patii
svételna mikroskopie, kultivace, prikaz antigenu, prikaz DNA, RNA a dalsi. Nepfimy
prikaz pomoci sérologie se bézn¢ nepouzivd, protoze vétSina onemocnéni ma akutni
prabéh a probihd pouze na sliznicich — tudiz nejsou vhodné podminky k tvorbé
sérovych protilatek. VysSetfovani sérovych protilatek se provadi pii podezfeni na
extraintestindlni infekce napt. salmoneldzu nebo yersinidzu. K vysetfeni se vétSinou
pouziva vytér z rekta, vzorek stolice (na vySetfeni virologické a parazitologické) nebo
odebrana krev. (Benes, 2009; Votava, 2010)

2.2 Puavodci:

Skupina mikroorganismu zplsobujici priijmové onemocnéni je velice rozmanita, fadi se
daji rozd¢lit na obligatni a oportunni patogeny. Obligatni piivodci zpisobi onemocnéni
u kazdého jedince i kdyz je zcela zdrav (rod: Campylobacter, Salmonella, Shigella,
Yersinia), opakem jsou oportunni zastupci (napt. né€které kmeny Escherichia coli), ktefi
se vétSinou vyskytuji v travicim Gstroji bézné, ale onemocnéni vyvolaji jen za urcitych
podminek napf. u imunokompromitovanych pacientd, po uzivani antibiotik atd.
(Schindler, 2014) Mezi puvodce virového pivodu se tfadi rotaviry, Kaliciviry, stfevni
adenoviry a astroviry. (Taborska, 2013) zastupcem parazitarniho patogenu je napt.
Entamoeba histolytica. (Schindler, 2014)

2.2.1 Rod Campylobacter

Do tohoto rodu se zahrnuji mikroaerofilni a kapnofilni bakterie nalézané v zazivacim
traktu teplokrevnych zvitat i c¢lovéka. (Votava, 2003) Dtive byla tato skupina
oznacovana jako mikroaerofilni vibria, tyto bakterie byly znamy jako ptivodci potrati u

hovéziho a veptového dobytka. Jako samostatny rod byly uznany aZz po zvladnuti
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kultivace a prokazani jako patogenti u clovéka. Kampylobaktery obecné vyvolavaji

stievni infekce u ¢loveka, potraty u domacich zvitat. (Bednat, 1996)

Rod Campylobacter se sklada z 18 druht, z ¢ehoz 11 muze vyvolat onemocnéni u
¢lovéka. (Benes, 2009) V prirodé jsou velmi rozsifeny, vétsina je uzptsobena na stievni
trakt teplokrevnych zivocichu. C. jejuni a C. lari se pfevazné vyskytuji v travicim traktu
ptaku, u prasat je to C. coli. (Ketley a Konkel, 2005) Z hlediska patogenity pro ¢lovéka

vvvvvv

1996)

2.2.1.1 Morfologie

Kampylobaktery jsou §tihlé, zakiivené az spiralovité gramnegativni ty¢inky. (Votava,
2003) Za nepiiznivych podminek mohou piechazet do kokovitého tvaru. Maji polarné
umistény bi¢ik umoznujici pohyb. Jejich tvar umoziuje snadnéjsi prunik hlenem ke

sliznici. (Bednaft, 1996)

2.2.1.2 Antigenni struktura
Podle povrchovych antigenii, mezi které patii lipopolysacharidovy a proteinovy (na
cytoplazmatické membran€) a dale flagelarni (bic¢ikovy), ktery je nejvice vyuzivan

k typizaci. Celkem lze rozeznat vice nez 100 sérotypu. (Bednat, 1996)

2.2.1.3 Patogenita a patogeneze

Kmeny schopné vyvolat akutni infekci, projevujici se prijmem, mohou produkovat
cytotoxiny nebo enterotoxiny podobné cholerovému toxinu. Infekce nastava pozitim
infikované potravy, vody nebo kontaktem s nakaZenymi zviraty. Kampylobaktery se
mnozi v tenkém stievé a pronikaji do epitelu, kde se vyvolavaji zanét. Ve stolici je poté
mozné prokézat ptitomnost erytrocytd a leukocytl. Infekce mtze byt lokalizovana ve
sttevé, nebo miize dojit k propuknuti systémového horec¢natému onemocnéni
zpiisobeného priinikem patogenu do krevniho fecisté. Onemocnéji je provazeno silnymi

bolestmi bficha, prijmem, nékdy s piimési krve a bolestmi hlavy. (Bednat, 1996)

2.2.1.4 Laboratorni diagnostika

Z laboratorni diagnostiky se nejCastéji pouziva piimé stanoveni, protoze prikaz
protilatek neni vzdy spolehlivy. Mikroskopie se pouziva jen k ptfedbézné diagndze
(napf. upodezieni na apendicitidu). Pozoruje se nativni preparat, kde se hodnoti

morfologie a pohyblivost nebo barveny preparat. Mikroskopie vSak nenahrazuje
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specialni izola¢ni piidy a specifické podminky k odstinéni doprovodné mikroflory. Jako
kultivacni média se pouziva napt. agar dle Karmaliho. Kultivace se provadi za zvysené
teploty 42-43 °C (napodobuje se teplota uvniti téla ptakd, ktefi maji vyssi teplotu nez
lid¢), za zvysené koncentrace COz2, snizen¢ho Oz a trva 48 hodin. Kolonie jsou typicky

ploché, mlé¢né barvy a lehce rozplyvavé. (Greenwood et al., 1999)
2.2.2 Rod Salmonella

Tento rod zahrnuje bakterie, z ¢eledi Enterobacteriacae, které vyvolavaji onemocnéni

lidi a zvitat a maji spole¢né biochemické vlastnosti a spole¢né antigeny. (Bednat, 1996)

Salmonely se ¢leni do nékolika sérotypil, které byly az do neddvna povazovany za
jednotlivé druhy. Dle genetického stanoveni bylo zjisténo, Ze rod Salmonella ¢ita pouze
jeden druh, a to Salmonella enterica. Bézné se vyskytujici sérotypy jsou oznacovany
podle puvodnich druhovych jmen napi. Salmonella enterica Enteritidis se zkracené
oznaCuje jako Salmonella Enteritidis. (Bednaf, 1996) Salmonely jsou primarnimi
enteropatogeny divokych i domestikovanych zvifat a clovéka. (Bell a Kyriakides, 2008)
Mohou se vyskytovat v odpadcich, vodé¢ a pud€. Potraviny mohou byt infikovany
primarn¢ (bakterie infikovala zvite, které bylo pouzito jako surovina pro potravinatskou

vyrobu — maso, vejce), nebo byt ptitomny druhotné. (Bednat, 1996)

Nekteré sérotypy jsou tzce adaptovana na druh hostitele napt. S. Typhi a S. Paratyphi
na Cloveka, S. Gallinarum na driibez, naopak jiné sérovary specifického hostitele nemaji
napf. S. Typhimurium. Salmonely je moZzné dale rozdé¢lit na salmonely primarné

antropopagenni a primarné zoopatogenni. (Bednat, 1996)

2.2.2.1 Morfologie
Jsou to gramnegativni, fakultativné anaerobni, kratké tyCinky pohybujici se pomoci

biciku. (Mahmoud, 2012)

2.2.2.2 Antigenni struktura
Antigenni struktura je pro identifikaci salmonel velmi dileZita. Par biochemickych testl
a stanoveni nékolik antigenii staci k zafazeni bakterie do salmonel. Piesné urceni

vyzaduje detailng&jsi antigenni analyzu. (Greenwood et al., 1999)
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Salmonely maji dva soubory antigeni, které jsou pomoci sérologie snadno prokazatelné
a vyuzivaji se k presné identifikaci. Rozlisuji se O-antigeny a H-antigeny. O-antigeny —
somatické jsou termostabilni polysacharidy lipopolysacharidu bunécéné stény. H-

antigeny — bicikové jsou strukturni proteiny bi¢ika. (Greenwood et al., 1999)

2.2.2.3 Primdrné antropopatogenni salmonely
Do této skupiny se fadi salmonelové sérovary Salmonella Typhi a Salmonella Paratyphi
A, B a C. Jsou to bakterie primarné patogenni pro Clovéka a zplisobuji zdvazna

onemocnéni — biisni tyfus, resp. paratyfus. (Votava, 2003)

2.2.2.4 Primarné zoopatogeni salmonely

Tyto salmonely jsou izolovatelné z riznych zivoc¢isnych druht, u ¢loveéka jsou pivodci
bakterialnich stfevnich infekci. Spolu s rodem Campylobacter patii k nejbéznéjsim
puvodcim bakteridlnich stfevnich ndkaz u nas. Do této skupiny patii sérovary

Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium a dalsi. (Votava, 2003)

2.2.2.5 Patogenita
Patogenita je u rodu Salmonella velmi rozli¢na, rozdily jsou zptisobené jednak danym
sérovarem a také na stavu nakazené osoby, kdy u imunodeficitnich dochézi k t€z$imu

pribéhu, stejné tak i déti a starSich lidi. Patogenita je trojiho typu. (Bednat, 1996)

Jedna skupina zpusobuje septickd onemocnéni jako je bfisni tyfus, jehoZ pivodcem je
Salmonella Typhi. Do této skupiny se dale fadi salmonely, které vyvolavaji onemocnéni

podobna biisnimu tyfu — paratyfy. (Bednat, 1996)

Druhou skupinu tvoii salmonely zptsobujici lokalni hnisavé onemocnéni kloubi,
meningl, nazyvaji se salmoneldzy s lokalni manifestaci. Patéi sem napt. Salmonella

Dublin nebo Salmonella Cholerasuis. (Bednat, 1996)

Posledni skupinou jsou pifedev§sim zoopatogeni sérovary salmonel (pfedev§im
Salmonella Thyphimurium) zpusobujici gastroenteritickou formu salmonel6zy.

(Bednat, 1996)

2.2.2.6 Faktory patogenity
Nejdilezitéjsim faktorem patogenity je O-antigen respektive jeho postranni fetézec, ten

funguje jako blokator fagocytézy a brani aktivaci komplementové kaskady alternativni
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cestou. Lze si to predstavit jako oddaleni imunitni reakce, ktera probiha dale od bunky a

je tim je v bezpeci. (Bednat, 1996)

Dal8im faktory jsou napt. povrchové proteiny, diky kterym maji tyto bakterie umoznény
prinik do eukaryoticka buiky, a také schopnost produkce cytotoxini a enterotoxint.

(Bednat, 1996)

2.2.2.7 Laboratorni diagnostika
Diagnostika stejné jako patogenita zavisi na sérotypu salmonely. Salmonely zptsobujici
tyfus se diagnostikuji jinak nez salmonely zptisobujici gastroenteritidy. Postupy se tedy

urcuji podle typu onemocnéni. (Votava, 2003)

Salmoneldzové sepse (tyfus, paratyfus) a salmoneldzy s lokalni manifestaci lze vySetfit
z krve pomoci hemokultivace, dal$im materialem mutze byt hnis z infikované tkang,
identifikace z moc¢i a stolice mize v tomto piipadé potvrdit pouze nosi¢stvi nikoli
infekci. (Greenwood et al., 1999) Pro nepiimou diagnostiku se pouziva aglutina¢ni
metoda Widalova reakce, pfi které se stanovuji protilatky proti H- a O-antigenim

Z pacientského séra. (Votava, 2010)

U gastroenteritidy je zkoumanym materialem je stolice, ktera se kultivuje na selektivné
diagnostickych pudach, a dale se identifikuje dle biochemickych vlastnosti. (Greenwood
et al., 1999) Salmonelu lze rozeznat uz na Endové agaru, kde roste jako laktdza
negativni bledd kolonie. Pro identifikaci salmonel se pouZivaji specialni diagnosticka
média jako deoxycholat-citratovy agar (DC agar), XLD nebo MAL. (Votava, 2010)
K pomnozeni se déale pouzivd selenitovy bujon, ktery inhibuje rist doprovodné
mikroflory a podporuje riist vybranych druht bakterii jako jsou salmonely a shigely,
které by jinak mohly pferlst jinymi druhy. Po pomnoZeni se naockuji na pevnou
diagnostickou plidu. Podeziel¢ kolonie se dale testuji pomoci sklickové aglutinace
pomoci riznych antisér proti bi¢ikovym antigeniim a tim se zjisti jejich piesny sérotyp.

(Votava, 2003)
2.2.3 Rod Shigella

Je to skupina fakultativné intracelularnich bakterii vyvolavajici bacilarni dysentérii —
uplavici. Byla objevena a popsana japonskym mikrobiologem jménem Shiga, podle
kterého také dostala jméno. (Sureshbabu, 2018) Svymi vlastnostmi jsou velmi podobné
rodu Escherichia. (Bednat, 1996)
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2.2.3.1 Morfologie
Shigely jsou typickymi gramnegativnimi bakteriemi z ¢eledi Enterobacteriaceae, pouze
s rozdilem, Ze oproti ostatnim jsou nepohyblivé a jsou nejvice choulostivé vici zevnim

vlivim. (Votava, 2003)

2.2.3.2 Rozdéleni

Shigely se rozd€luji do 4 skupin A, B, C a D podle antigennich a biochemickych
vlastnosti. Kazda ze skupin zahrnuje jeden druh shigely s n€kolika sérotypy. (Bednaf,
1996)

1) Skupina A nese nazev Shigella dysenteriae a ma 12 sérotypi. Typickou
vlastnosti je neschopnost fermentovat mannitol.

2) Skupina B se oznacuje Shigella flexneri, ma 6 sérotypu a vétSinou mannitol
fermentuje.

3) Skupina C mannitol fermentuje, nazyva se Shigella boydii a od skupiny B se lisi
antigenni strukturou.

4) Skupina D ma jediny sérotyp Shigella sonnei a mize opozdéné fermentovat
laktozu. (Bednat, 1996)

2.2.3.3 Patogenita

Shigely jsou puvodci prijmového onemocnéni znamého jako shigeldza nebo bacilarni
uplavice. Prijem miize byt s pfimési krve nebo bez ni. Jsou to vyhradné lidské
patogeny, popt. mizou napadat vyssi primaty. Zastupci rodu Shigella jsou hlavnimi
puvodci tzv. cestovatelskych prijmi Vzemich sniz§im hygienickym standardem.
Nejcastéjsim druhem v rozvojovych zemich je Shigella dysenteriae a Shigella flexnerii.

Ve vyspélych zemich je to ¢astéji Shigella sonnei. (Engelkirk a Duben-Engelkirk, 2008)

2.2.3.4 Faktory patogenity

Jednim z faktorli patogenity jsou povrchové proteiny, které napoméhaji adhezi a
priniku do epitelidlni buiiky. V té se intracelularné¢ mnoZi a tuto buniku posSkozuji a
zpusobuji nekrozu a vznik viedu. Jiné povrchové proteiny napomahaji prochazet z jedné
bunky do dalsi. V burikach hostitele se vyhybaji imunitnim mechanismim hostitele,

predevsim fagocytoze leukocyty. (Engelkirk a Duben-Engelkirk, 2008)

15



vvvvvv

(neurotoxin a enterotoxin) produkovany piedev§im S. dysenteriae sérotyp |. Shigatoxin

je pri¢inou vzniku tzv. hemolyticko-uremického syndromu (HUS). (Bartlett et al. 2010)

2.2.3.5 Laboratorni diagnostika

Diagnostika probiha pfedevsim piimym prikazem shigel ve stolici pomoci kultivace na
selektivnich pidéach. (Bednaf, 1996) Na kultivaci navazuje dourceni pfesného druhu,
popt. sérotypu aglutinaénimi zkousSkami pomoci specifickych antisér. (Engelkirk a
Duben-Engelkirk, 2008) Nepiim¢ stanoveni pomoci prikazu protilatek se neprovadi.
(Bednat, 1996)

2.2.4 Rod Yersinia

Rod Yersinia je skupina bakterii, ktera byla sestavena piedev§im z druht odlisenych
z rodu Pateurella. PiestoZe jsou si yersinie a ostatni enterobakterie velice podobné maji

rozdilnou morfologii, enterobakterie jsou ve vétSiné pripadi tyCinky, kdezto yersinie

v

vvvvvv

pandemie. V dnesni dobé se vyskytuje pouze Vv malych endemickych oblastech

v tropech. Pienos z rezervoaru — Casto krysy, které ziji u lidskych obydli, na ¢loveka je

pomoci vektoru — blechy morové (Xenopsylla cheopis Rothschild). (Bednat, 1996)

2.2.4.1.1 Morfologie
Jedna se o kratkou kokobacilarni, nepohyblivou, opouzdienou a polarné se barvici

bakterii (na koncich se barvi lépe nez uprostied — patrné zejména u barveni dle

Giemsy). (Bednat,1996; Votava, 2003)

2.2.4.1.2 Patogenita

Projev nemoci je vazan na druh brany vstupu do hostitele.

e Dyméjovy (bubonicky) mor je zplisoben Stipnutim blechy morové. Hlavnimi
pfiznaky jsou zvétSené regionalni lymfatické uzliny (bubony). Bez 1é€by nastava

smrt do 4 dnt od nakazy.
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e Plicni forma je zptsobena bud’ pifimym vdechnutim prachu nebo kapénky
obsahujici yersinie nebo jako sekundarni komplikace bubonické formy. Pii
neléceni nastava smrt 2—3 dny po nakaze.

o Septicka forma je nejvzacnéjsi, k prfenosu dochazi z krve nemocného do
krevniho obéhu nékoho jiného. Jedna se o formu, béhem které dochazi ke smrti
tyz den od prvnich pfiznakll. Projevuje se vysokou horeckou, kize ma

purpurovou barvu nasledkem selhavani dychani. (Votava, 2003)

Nésledkem 1écby je procento umrti snizeno z 30-95 % (zavisi na form¢) na 5-10 %.

(Votava, 2003)

2.2.4.1.3 Diagnostika

Diagnostika je zalozena piedevs§im na piimém pritkazu bakterie. Vysetieni se provadi ze
Sputa a aspiratli z bubonli pomoci mikroskopie nebo kultivace. Dal§im zptisobem je
vyuziti prikazu kapsularniho antigenu F1 pomoci imunofluorescence. (Votava, 2003)
Geneticka diagnostika dnes umoziuje i prikaz pomoci napi. PCR nebo fluorescencni in

situ hybridizace. (Rao et al., 2006)

2.2.4.2 Yersinia enterocolitica

Pivodné nazyvana Bacterium enterocoliticum, (Bottone, 1997), v pifirod¢ hojné
rozsifend predevs§im jako patogen hlodavci. Morfologickymi a ristovymi vlastnostmi
se velmi podoba Yersinii pseudotuberculosis, 1isi se v§ak antigenné a biochemicky. Tato
bakterie ma velice slozitou antigenni strukturu. Ma 34 riznych O-antigend a 19 H-
antigenll. V Evrop€ se nejCastéji setkdvame se sérotypy O3 a 09. (Bednaf, 1996;
Greenwood et al., 1999)

2.2.4.2.1 Patogenita

K nakaze dochazi vétSinou skrze infikovanou potravu nebo vodu. (Carniel a
Hinnebusch, 2012) Infekce se projevuje lehkou ¢i téZkou formou gastroenteritidou, u
starSich nebo oslabenych lidi mliZze vyvolat aZ sepsi. Sekundarnimi komplikacemi jsou
polyartritida, meningitida atd. Ptiznaky mohou pfetrvavat i n¢kolik tydnt. (Greenwood
et al., 1999) Virulence je zakddovana v genetické informaci v DNA a plasmidech, dale
zavisi na teploté, nebot’ povrchové antigeny (faktor virulence) jsou exprimovany pfi
teploté okolo 37 °C. Napf. pfi teploté¢ 25 °C exprimovany nejsou — bakterie se musi
nejprve adaptovat na nové prostiedi. (Bottone,1997) Nevirulentni kmeny jsou
vylouceny z téla bez priniku do bunék. (Bednat, 1996)
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2.2.4.2.2 Laboratorni diagnostika
Zalozena ptredevsim na pritkazu ze stolice, uzlin a apendixu. Po kultivaci na specialnich
mediich (napi. agar CIN). Dourceni pomoci biochemickych metod. Z neptfimych metod

se pouziva aglutinacni (sérologické) vySetieni O-antigend. (Votava, 2003)

2.2.4.3 Yersinia pseudotuberculosis

Je béznym patogenem hlodaved, ptakt a sudokopytnikli, u lidi zptsobuje
gastroenteritidu nékdy s t€zkymi komplikacemi. Morfologicky se jedna o pleomorfni
tycky (podle teploty koky az vlakna), pii nizSich teplotach jsou pohyblivé. (Bednaf,
1996; Greenwood et al., 1999)

2.2.4.3.1 Patogenita

Patogenita je velice podobna jako u Yersinie enterocolitica, zpusobuje poskozeni
traviciho traktu (akutni 1 chronicka apendicitis, poskozeni mezenteridlnich uzlin), dale
mezi symptomy patii horeCka, bolest bficha, zvraceni; u vysoce virulentnich kment

dochazi az k septickému stavu podobnému moru. (Bednat, 1996; Marone, 2007)

2.2.4.3.2 Laboratorni diagnostika
Stanoveni velice podobné jako u Yersinie enterocolitica. (viz. 2.2.4.2 Laboratorni

diagnostika)

2.2.4.4 Dalsi zastupci
Do rodu Yersinia dale fadime Y. intermedia, Y. frederiksenii, Y. aldovae. U téchto
bakterii zatim neni zndmy vyznam pro Clov€ka, ale byvaji pfitomny ve stolici pii

prijmovych onemocnénich. (Votava, 2003)
2.2.5 Rod Escherichia

Nejdilezitéjsim zastupcem tohoto rodu je Escherichia coli, jez byla poprvé
identifikovana némeckym bakteriologem Theodorem Escherichem, ze stolice déti, které
trpély enteritidou. (Manning a Babcock, 2010) Morfologicky se jedna o gramnegativni
ty¢inky pohybujici se pomoci bi¢ikt. Za béznych okolnosti jsou to bézni aerobni
komenzalové tlustého stfeva. Dle antigenni struktury se déli na vice nez 240 sérotypu.

(Benes, 2009)
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2.2.5.1 Patogenita

Jedna se o oportunni patogeny vyvoldvajici onemocnéni jen za urcitych podminek.
Prijmova onemocnéni vyvoland témito bakteriemi jsou rozsifend po celém svéte
S nejvyssim vyskytem v rozvojovych zemich. Kmeny schopné vyvolat prijmy se
nazyvaji dyspeptické E. coli. Hlavnim faktorem patogenity je schopnost adheze
K epitelu stfeva pomoci fimbrii. Ke kolonizaci dochazi jiz v terminalnim ileu — miste,

které je za fyziologickych podminek téméf sterilni. (Benes, 2009)

2.2.5.2 Rozdéleni

Patogenni E. coli se d¢li do nékolika skupin dle mechanismu, které zptisobuji rozvoj
onemocnéni. Mezi faktory patogenity patii produkce toxind, schopnost adherence
k epitelu apod., dle téchto vlastnosti se E. coli déli do n€kolika skupin popsanych nize.
(Benes, 2009)

2.2.5.2.1 Enterotoxigenni E. coli (ETEC)
Jejich patogenita spociva v tvorbé enterotoxintl, které jsou svym ucinkem a strukturou
podobné cholerovému toxinu. Jsou nejcastéjSimi pivodci cestovatelskych prijmu (v

nejuzsim slova smyslu). (Benes, 2009)

2.2.5.2.2 Enteroinvazivni E. coli (EIEC)
Tato skupina napada na rozdil od ostatnich az enterocyty tlustého stieva a k nim nejen
adheruji, ale pronikaji do nich a tam se mnoZzi. Tento mechanismus a projevy jsou stejné

jako u shigeloz. (Benes, 2009)

2.2.5.2.3 Shiga-toxin produkujici E. coli (STEC) — verotoxigenni E. coli (VTEC)

Tuto skupinu charakterizuje typickd produkce toxinu podobného nebo identického
s toxinem produkovanym Shigellou dysenteriae sérotypem I. Tento toxin poskozuje
proteosynteticky aparat enterocytll 1 jinych bunék. Onemocnéni postihuje predevSim

déti, ojedinéle 1 seniory. (Benes, 2009)

2.2.5.2.4 Enterohemoragickeé E. coli (EHEC)
Tyto E. coli jsou podmnozinou piedchozi skupiny, tvofi shiga-like toxin, ale také

poSkozuji enterocyty takovym mechanismem, ktery odstrani kartdCovy lem na

N 24

vodnatym prijmem s velkou pifimési krve, hrozi rozvoj hemolyticko-uremického
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syndromu (HUS), pii kterém dochazi ke vzniku mikroangiopatii, hemolytické anémie,

poskozeni ledvin, mozku a dal$ich organt. (Benes, 2009; AWWA Staff, 2011)

2.2.5.2.5 Enteropatogenni E. coli (EPEC)

Maji schopnost adherovat v tenké vrstvé na enterocyty a poSkozovat kartaicovy lem, ale
neprodukuji shigatoxin. Zpusobuji infekce u nejmensich déti (do 6 mésicit), mohou
vyvolat epidemie na novorozeneckych oddélenich. Infekce se projevuje zvracenim,
horeckou, prujmy stfidajicimi se se zlutozelenou stolici. Dochazi k rychlé dehydrataci,

ktera je u malych déti velice zavazna. (Benes, 2009)

2.2.5.2.6 Enteroadheruijici E. coli (EAEC) — enteroagreguijici E. coli (EAggEC)
Tyto kmeny tvoii heterogenni skupinu bakterii, které se vazi na enterocyty a poskozuji
je ale jinym zpusobem neZ piedeslé skupiny. Vyskytuji se ptedevSim v rozvojovych

zemich a postihuji déti 1 dospélé osoby. (Benes, 2009)

2.2.5.3 Dalsi infekce zpitsobené E. coli

Kromé¢ infekénich prijmt muze dochazet k dalsim infekcim zptisobenych E. coli, a to
vtom ptipadé, ze se dostane ztlustého stfeva do jiné casti lidského téla. Mezi
nejbéznéjsi patii infekce mocovych cest, zluCovych cest, jiné bfisni infekce nebo
bakteriémie a sepse. Tyto infekce jsou zplsobeny jinymi sérovary nez témi, které

zpusobuji infekéni prijmova onemocnéni. (Benes, 2009)
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3 Metodika:

Praktickou &ast své prace jsem provadél v laboratoti mikrobiologie Synlab v Ceskych
Budgjovicich (déle jen Synlab CB) béhem fijna 2018.

3.1  Odbér materidlu

Jako material pro vySetfeni bakterialnich piivodci prijmu se pouzivaji vytéry z rekta.
Vzorky od pacienti jsou odebirany v ambulancich nebo na oddélenich pomoci sterilnich
vatovych tampona, ty se po vytéru konecniku ponoii do zkumavky s transportnim
médiem (Amiesovo médium). Zkumavka musi byt oznacena jménem a piijmenim
pacienta. Ke kazdému vzorku musi byt pfilozena zadanka s informacemi o pacientovi —
jméno, ptijmeni, rodné ¢islo, pojistovna, diagnoza, razitko 1ékare a jeho ICZ, datum a
¢as odbéru, terapie. Dale musi byt v Zzddance oznacen druh materidlu a pozadované

vySetieni. (Laboratorni ptirucka)
3.2 Prijem vzorku do laboratore

Jesté pred samotnym zpracovavanim vzorkll je zapotifebi je pfijmout, tato prace se
provadi ve specialni mistnosti k tomu urcené. Pracovnici kontroluji informace na
zadankach a zkumavkach, stav vzorku, zdali neni poskozena zkumavka atd. Chyby pti
vyplnéni Zddanky nebo vzorku mohou byt divodem k odmitnuti vzorku ke zpracovani.
Pii nesrovnalostech nebo chybé&jicich informacich je mozné po telefonické domluvé
doplnit informace pracovniky laboratofe, nebo je pozadované dodani nové zadanky

nebo materialu. (Laboratorni ptirucka)

Po kontrole je vzorek zaddn do laboratorniho informacniho systému (LIS), spolu
s informacemi o pacientovi a poZadavky na vySetfeni, poté je vzorek prenesen do dané

laboratote, kde se dale zpracovava. (Laboratorni pfirucka)

Detailni popisy postupu pro odbér, transport, zpracovani a vyhodnoceni vysledki jsou

uvedeny v laboratorni ptirucce kazdé laboratofe.
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3.3 PouiZita kultivaéni média:

Pii diagnostice infekénich prijml pouzivame pevna kultivaéni média (krevni agar,
McConkey agar, SS agar, Karmali agar a Biochemicky klin s Endovou ptidou)
z tekutych ptud pouzivame selenitovy bujon a k transportu uzivime Amiesovo médium.

Pouzita kultiva¢ni média jsou doddvana komer¢né pfipravena k pouziti.

Amiesovo médium

Obrazek 2: selenitovy
bujon (Zdroj: viastni)

Obrazek 1: pevna kultivacni média (Zdroj: vlastni)

3.3.1 Amiesovo médium

cey

Jedna se o transportni pidu, kterd zajiStuje, Ze mikroorganismy preziji transport od
pacienta az ke zpracovani v laboratofi. Je k dostani ve dvou modifikacich, kdy jedna je
obohacena aktivnim uhlim, které absorbuje produkty metabolismu mikrobt, které¢ by
pro né¢ mohly byt toxické (dulezité predevsim u bakterii rodu Neisseria). Druha se
sklada z 1% agaru, anorganickych soli a thioglykolatu sodného a aktivni uhli

neobsahuje.
3.3.2 Krevni agar

Jedna se o nejbéznéji pouzivanou pudu v klinické mikrobiologii. Vyrabi se ptidavkem
5-10 % sterilni defibrinované ov¢i krve k agarovému zdkladu, dale se mtize obohacovat

peptony, Skrobem atd. (Tabulka 1)

Kromé toho, Ze na ném vyrostou témet vSechny klinicky dillezité patogeny, je velice
pouzivanym proto, ze umoznuje sledovat hemolytické vlastnosti kultivovanych

mikroorganisma.

22



Hemolyza jako jeden z diagnostickych znaku pfi ur¢ovani kmene se projevuje pod nebo
v okoli riistu kolonie. Je zplsobena rozpadem erytrocyti pomoci hemolyzint, které

narusuji jejich bunéénou membranu.

Hemolyza se rozdéluje na uplnou a nelplnou, kazda z nich je specificka pro urcité
kmeny bakterii. Uplnd hemolyza je zplsobena uplnym rozpadem erytrocytl a
samotného hemoglobinu, pii tom dochdzi k odbarveni a projasnéni agaru. Tento typ je
také oznacovan jako B-hemolyza. Neuplnd hemolyza jinak oznacovana jako viridace
nebo také a-hemolyza se projevuje neuplnym rozpadem erytrocytl, tim padem
nedochazi k odbarveni agaru, ale pouze zméné¢ barvy na zelenou z divodu zmény
hemoglobinu na verdoglobin. Pomoci druhu hemolyzy se napt. streptokoky rozdéluji na
skupinu B-hemolytickych streptokoka (S. agalactiae, S. pyogenes) a a-hemolytickych
streptokokt (S. pneumoniae, S. mutans). (Melter a Malmgren, 2014)

Tabulka 1: Slozeni krevniho agaru

Teoretické sloZeni krevniho agaru g/l destilované vody
Smés peptonil 23,0
Skrob 1,0
Chlorid sodny 5,0
Agar 10,0
Berani krev 50,0 ml
Vysledné pH 7,3+0,2

(Zdroj: Atlas a Snyder, 2006)
3.3.3 Biochemicky klin s Endovou pudou

Biochemicky klin s Endovou pitidou, také nazyvan Svejcarova plotna, je kombinované
diagnostické médium, které se pouziva k rychlé a predbéZné identifikaci celedi

Enterobacteriacae. Umoznuje kontrolu Cistoty kmene.

Na biochemickém klinu (Tabulka 2) urea-pozitivni bakterie §tépi ptitomnou mocovinu a
vytvafi amoniak, nasledkem této reakce dochazi ke zvySeni pH, coZ vyvolava zménu
barvy pivodné zeleného klinu na modrou. Mikroorganismy, které kvasi glukédzu,
vytvaii kyseliny, a tak méni barvu zeleného klinu na Zlutou, soucasné vytvareny plyn
(CO2) se zachycuje v podobé bublinek pod sklickem, které se poklada na pidu po
inokulaci. Mikroorganismy produkujici sirovodik vyvolavaji zfernani narGstu

predevSim v misté vpichu pii inokulaci. Na Endové piad€ se pozoruje Stépeni laktozy,
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Stépeni mannitolu a sachardzy se projevuje zcervenanim narustu kolem mannitolového

a sacharozového disku, ty se aplikuji na Endovu ptidu po jeho inokulaci. (Obrazek 4)

Tabulka 2: Slozeni Biochemického klinu s Endovou piidou

Teoretické sloZeni Biochemického klinu s Endovou pidou g/l destilované vody
Biochemicky klin Endova puda

Hovézi extrakt 4,0 Hovézi extrakt 8,6
Peptony 12,0 Pepton 10
NaCl 50 NaCl 5
Urea 6,0 Laktoza 10
Glukéza 6,0 Sifi¢itan sodny 14
Bromtymolova modf 0,1 Bazicky fuchsin 4ml
Thiosiran sodny 2,0 Agar 12
Octan olovnaty 0,8 Vysledné pH 7,4+0,2
Agar 13,0
Vysledné pH 6,8 +0,2

(Zdroj: WWW.biovendor.cz)

3.3.4 McConkey agar

McConkey agar je selektivni a diagnosticka ptida, pouziva pro kultivaci, izolaci
a diferenciaci gramnegativnich bakterii, zejména Enterobacteriacae. Selektivita tohoto
média je zaloZzena na UCincich ZluCovych soli (inhibice mimostfevnich bakterii)
a krystalové violeti (inhibice grampozitivnich kokt) (Tabulka 3). Diferenciace
Enterobacteriaceae je zalozena na jejich schopnosti fermentovat laktozu. Fermentace
laktézy zpiisobuje okyseleni, které vede k tvorbé nacervenalych kolonii. Bakterie, které

laktozu nefermentuji rostou v bezbarvych koloniich.

Tabulka 3: Slozeni McConkey agaru

Teoretické sloZzeni McConkey agaru g/l destilované vody
Bakteriologické peptony 20,0
Trypton 2,0
Zlugové soli 1,5
Chlorid sodny 5,0
Laktoza 10,0
Neutralni Cerven 0,03
Krystalova violet 0,001
Agar 15,0
Vysledné pH 7,1 £0,2

(Zdroj: WWW.biovendor.cz)
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3.3.5 Deoxycholit citrat agar — DC agar — SS agar

Deoxycholat citrat agar je selektivni médium pro rody Salmonella, Shigella z klinickych
i neklinickych vzorkll. Selektivita DC agaru je zplisobena pfidanim citraitu a
deoxycholatu sodného (Tabulka 4), ktery inhibuje grampozitivni bakterie. Diferenciace
Enterobakterii je dana obsahem laktézy v pidé€. Organismy Stépici laktdézu rostou v
koloniich ¢ervené barvy. Nékteré kmeny Salmonella a Proteus (produkujici H2S) tvoii

kolonie se Sedymi az cernymi stfedy.

Tabulka 4: Slozeni SS agaru

Teoretické slozeni SS agaru g/l destilované vody
Bakteriologicky pepton 5,0
Masovy extrakt 5,0
Citrat sodny 8,5
Thiosiran sodny 5,4
Citrat zelezity 1,0
Deoxycholat sodny 5,0
Laktoza 10,0
Neutrdlni Cerven 0,02
Agar 15,0
Vysledné pH 7,3+0,2

(Zdroj: WWW.Biovendor.cz)

3.3.6 Karmali agar — Campylobacter agar

Karmali agar — Campylobacter agar je kultivani médium, které se pouziva pro
selektivni izolaci Campylobacter jejuni, Campylobacter coli a termofilnich

kampylobakterti z potravin a klinickych i neklinickych vzorki.

V Campylobacter agaru je berani krev nahrazena aktivnim uhlim, pyruvatem sodnym
a siranem zeleznatym (Tabulka 5). Tyto zminéné podporuji rist Campylobacter species,
protoze zvysuji toleranci kmenti vuc¢i toxickému ucinku kysliku. Cefoperazon —
cefalosporinové ATB) zvysuje selektivitu pudy a inhibuje kontaminanty (gramnegativni
enterobakterie a nékteré grampozitivni druhy bakterii). Amfotericin B potlacuje rist
mikromycet, které mohou rist pii 37 °C. Mezi dalsi selektivni vlastnosti pfi kultivaci
kampylobaktert patfi teplota béhem inkubace: 42 °C (potlacuje rist vétSiny normalnich

bakterii) dale mikroaerofilni a kapnofilni prostfedi béhem inkubace.

25



Tabulka 5: Slozeni agaru Karmali

Teoretické slozeni agaru Karmali g/l destilované vody

Zivny bujon ¢.2 25,0
Enzymaticky kaseinovy hydrolyzat 3,0
Bakteriologické aktivni uhli 4.0
Deoxycholat sodny 1,0
Pyruvat sodny 0,3
Siran zeleznaty 0,3
Cefoperazon 0,03
Amfotericin B 0,01
Agar 12,0
Vysledné pH 7,4 £0,3

(Zdroj: WWW.biovendor.cz)

3.3.7 Selenitovy bujon

Selenitovy bujon je selektivni pomnoZovaci médium obohacené aminokyselinou
cysteinem, tato aminokyselina podporuje rust rodu Salmonella a nékterych kment
Shigella, které mohou byt pfitomné v limitovaném mnozstvi, proto je vhodné je pied
vlastni kultivaci nechat pomnozit. Vyznamnou sloZzkou tohoto média je piimés
seleni¢itanu sodného, ktery inhibuje mnozeni grampozitivnich a nékterych
gramnegativnich bakterii, ¢imz mohou salmonely a shigelly snadné&ji rtst. Po vétSinou
jednodennim pomnozeni se vzorek naocCkuje na klasické pevné kultivacni médium.

(Tabulka 1Tabulka 6)

Tabulka 6: Slozeni selenitového bujonu

Teoretické sloZeni selenitového bujonu g/l destilované vody
Fosforecnan sodny 10
Laktoza 4
L-cysteine 0,01
Smés peptonti 5
Selenicitan sodny 4
Vysledné pH: 7,0 + 0,2 7,0+0,2

(Zdroj: WWW.biovendor.cz)

3.4 Postup:

3.4.1 Zpracovdani primokultury

Vytérovy tampon od pacienta vyjmeme ze zkumavky s transportni ptidou a naockujeme

ho na McConkey agar, SS agar a agar Karmali. Rozoc¢kujeme kiizovym roztérem
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sterilni plastovou bakteriologickou klickou tak, abychom dosahli toho, Ze v posledni
¢asti agaru bude kultura tak rozetfena, aby vyrustala v jednotlivych koloniich vzniklych

Z jediné bunky.

Kiizovy roztér 1ze provést riznymi zpisoby a kazdy pracovnik mikrobiologie preferuje

néktery z nich (Obrazek 3).

Obrazek 3: nekolik moznosti kiizového roztéru na pevnych pidach (Zdroj: viastni)

Tampon ponoiime a zalomime do selenitové pomnoZzovaci pudy a uzavieme vickem.

Agar Karmali vlozime do nadoby Anaerojar s vyvijeCem (zajisti mikroaerofilni

a kapnofilni prostedi) a dame ho do termostatu pii teploté 42 °C na 48 hodin.

McConkey agar, SS agar a selenitovou pudu kultivujeme v termostatu 24 hodin (do
druhého dne) pii teploté 37 °C.

3.4.2 Odecitani primokultury a vyockovdani pomnoZovaci pitdy

Primokultury odecitame po 24 hodinach. VSechny pribézné vysledky zadavame do
laboratorniho informacéniho systému. Ve stievé se bézné vyskytuje velké mnozstvi
aerobnich 1 anaerobnich bakterii proto se pii aerobni kultivaci nejcastéji zachyti
gramnegativni ty¢ky — Escherichia coli, Enterobacter sp., Klebsiella sp., Pseudomonas

aeruginosa a dalsi.

Salmonely vyrustaji na SS agaru jako bilé kolonie s ¢ernym stfedem, coz je zptiisobeno
tvorbou sirovodiku, na McConkey agaru je pozorujeme jako laktdza negativni svétlé

kolonie.

Shigely vyrtstaji na SS agaru jako prasvitné kolonie, na McConkey agaru jako svétlé

laktdza negativni kolonie.
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Yersinie tvoti na McConkey agaru drobné laktdza negativni kolonie.
Druhy den také provedeme rozockovani ze selenitové plidy na SS agar.

Po 48 hodinach odecitame agar Karmali, na kterém Campylobacter sp. vyrtsta ve formé

drobnych, vodnatych, hnédavych koloniich.
3.4.3 Identifikace suspektnich kolonii

3.4.3.1 [Izolacni biochemicky klin

Podezielé kolonie izolujeme z pevnych pud na biochemicky klin — sterilni bakterialni
klickou vybirame suspektni kolonii a naockujeme ji na biochemicky klin, pak kolmo na
Enduv agar a provedeme na ném rozoc¢kovani. Klin nékolikrat propichneme kli¢kou a
prekryjeme krycim sklickem. Na ¢ast inokula, které¢ je na Endové agaru, naklademe

disky se sachar6zou a mannitolem. (Obrazek 4)

Nechame inkubovat pti 37 °C do druhého dne.

Schéma ockovani na biochemicky klin s Endovou ptdou

Sklicko

Biochemicky klin

Vpichy

Tableta s manitolem

Endlv agar Tableta se sacharézou

Obrazek 4: Schéma ockovani na biochemicky klin s Endovou piidou (zdroj:
viastni)

3.4.3.2 Biochemické testy

Biochemické testy slouZi k identifikaci bakterii podle jejich biochemické aktivity, ktera
je pro danou bakterii typickd. Tato metoda je v dnesni dobé castecné nahrazovana
modernéj§imi zpasoby identifikace napt. pouzitim pfistroje MALDI TOF MS (Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass Spectrometry), ale stale ma
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vyuziti, i kdyz pouze v mensim méfitku. Nevyhodou téchto testli je jejich pracnost,

spotieba vetsiho mnozstvi Cisté kultury a doba kultivace.

3.4.3.2.1 Princip

API 20 E je biochemicky test pro urcovani bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae popi.
nenarocné gramnegativni ty¢ky. Zahrnuje 20 mikrozkumavek obsahujicich
dehydratované substraty pro dané reakce. (Obrazek 5) Tyto testy se inokuluji
ptipravenou bakteridlni suspenzi, ktera nahrazuje médium. Béhem inkubace dochazi
v disledku metabolismu bakterii k barevnym zménam, které se projevi bud’ ihned nebo
az po pridani dal§iho ¢inidla. Reakce se odecitaji podle odecitaci tabulky, kdy se
identifikace provede porovnanim s ptehledem profili nebo pomoci identifika¢niho

programu apiweb ™.

Tento biochemicky test obsahuje tyto substraty: o-nitrofenyl-B-galaktopyranosid —
ONPG, arginin dihydrolazu — ADH, lysindekarboxyldzu — LDC, ornithin dekarboxylazu
— ODC, citrat — CIT, sulfan — HS, ureu — URE, tryptofan deaminazu — TDA, indol —
IND, Voges-Proskauertv test — VP, zelatinu — GEL, gluk6zu — GLU, mannoza — MAN,
inositol — INO, sorbitol — SOR, rhamnézu — RHA, sacharézu — SAC, melibiézu — MEL,
amygdalin — AMY, arabin6zu — ARA

JJJJJJﬂgg
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Obrdazek 5: nepouzity testovaci prouzek (Zdroj: vlastni)

3.4.3.2.2 Priprava testovaciho prouzku
Pfipravime si inkubacni box (misku a vicko) a jamky misky naplnime asi 5 ml
destilované vody nebo deionizované vody (dulezité je, aby se z vody neuvoliiovaly

plyny, které by ovliviiovaly probihajici reakce), ¢imz vytvorime vlhkou atmosféru.
Na plosku v prodlouZené ¢asti misky zaznamenéame ¢islo vzorku.

3.4.3.2.3 Pripravainokula
Do sterilni zkumavky Pasteurovou pipetou napipetujeme 5 ml sterilniho fyziologického

roztoku chloridu sodného.
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Sterilni bakterialni klickou odebirdme jednotlivé kolonie z izolacni plotny a priddvame
je do zkumavky s fyziologickym roztokem. Diulezité je, abychom odebrali spravné
kolonie a nevytvorili smés bakterii, ¢imz by se test znehodnotil a nedosli bychom ke

spravnému vysledku. Obsah zkumavky fadné zhomogenizujeme na vortexu.

3.4.3.2.4 Inokulace testovaciho prouzku
Sterilni pipetou nanasime bakteridlni suspenzi do zkumavek stripu tak, aby ve

zkumavce nevznikaly bubliny.
Zkumavky ur¢ené pro testy CIT, VP a GEL naplnime jak mikrozkumavku, tak i jamku.
U ostatnich testl naplnime pouze mikrozkumavky.

U zkumavek pro testy ADH, LDC, ODC, H>S a URE vytvofime anaerobni prostiedi —

zalitim mineralnim olejem.

Strip uzavieme do inkubaéniho boxu a nechame inkubovat v inkubatoru pii 36 °C 18—

24 hodin.

3.4.3.2.5 Odecitani a interpretace:
Druhy den po dobé inkubace ode¢itame vysledky pomoci odecitaci tabulky nebo
pomoci internetového programu apiweb ™, pozitivni reakce zapiSeme jako ,+“ a

negativni jako ,,-*.
Nékteré testy se odecitaji thned a nékteré vyzaduji jeste pfidani dalSich ¢inidel:

- Test TDA: Piidame 1 kapku c¢inidla TDA. Pokud dojde ke zméné barvy na
cervenohnédou zapiSeme jako pozitivni reakci.

- Test VP: Piidame 1 kapku ¢inidel VP1 a VP2. Cekdme alespoii 10 minut.
Zména barvy na riZzovou nebo ¢ervenou je povazovana za pozitivni reakci.

- Test IND: Pfidame 1 kapku ¢inidla JAMES. Pokud dojde v celé jamce ke zméné
barvy na rtiZovou zapiSeme do vysledkové tabulky jako pozitivni reakci. Tento
test provadime jako posledni, protoze plyny uvolhované pii této reakci, by

mohly negativné reagovat s ostatnimi testy v prouzku.

Samotnou identifikaci patogenu provedeme odeétem vysledné kombinace ,,+ a ,,-,

pomoci tabulky nebo to za nis udéla program apiweb ™.
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Obrazek 6: Biochemicky test API 20 E - E. coli (Zdroj: viastni)
3.4.3.3 MALDI TOF MS
3.4.3.3.1 Princip

Hmotnostni spektrofotometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice
s pruletovym analyzatorem - MALDI TOF MS (Matrix Assisted Laser
Desorption/Ionization Time of Flight Mass Spectrometry). Jedna se o metodu, pomoci
které lze stanovit molekulové hmotnosti biopolymert jako jsou peptidy, bilkoviny,

sacharidy, nukleotidy, nukleové kyseliny a dalsi. (Shan a Gharbia, 2017)

V mikrobiologické laboratofi se pfistroj pouzivd k méfeni cCasu letu ribosomalnich
proteini uvolnénych z mikroorganismu evakuovanou trubici od zasahu laserem po
jejich priletu do detektoru. Tato doba letu se pomoci kalibra¢nich konstant prepocita na
hmotnost jednotlivych proteintl. Ziskavé se tim hmotnostni spektrum c¢asti latek uvnitf
bunky. Kazdy rod, druh a kmen ma své charakteristické spektrum. Ziskana spektra se

porovnavaji s databazi a na zaklad¢ podobnosti je mikroorganismus identifikovan.

3.4.3.3.2 Vzorky ke stanoveni

Standardné by se ke stanoveni méla pouZit kolonie narostld na kultivaénim médiu
Columbia krevnim agaru s 5 % ov¢i krve, nicméné 1ze pouzit i kultury z jinych médii,
ale musi se pocitat s moznym lehkym rozdilnym vysledkem. DalSim ptedpokladem je
pouziti Cerstvého materidlu, pokud moZno narostlého pfes noc, v ptipadé klasicky
rostoucich bakterii; u dlouho rostoucich bakterii se pouZivaji n€kolikadenni kultury.

vvvvvv

VvV tomto piipadé¢ by vysledky byly nepravdivé.
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3.4.3.3.3 Postup méreni
Piipravime si desti¢ku, matrici (a-kyano-4-hydroxyskoficova) a BBS (kalibrator —
pfesn¢ definovana Escherichia coli). Jako kazdy analyzator i tento je ticba pied

pouzivanim kalibrovat, k tomu ucelu se pouziva BBS kalibrator.

Vzorky nanesme na desticku (do ptfesné¢ definovanych mist) a nechame je uschnout.
Naneseme matrici a opét nechame uschnout. Nejprve spustime kontrolni program
a vlozime desticku se vzorkem do hmotnostniho spektrofotometru. Spustime samotny
program, do néj zadame udaje o vzorku, zkontrolujeme nastaveni ulohy a spustime

identifikaci.

V piipadé nedostupnosti MALDI TOF lze k rodové identifikaci kampylobakterti pouzit

mikroskopicky obarveny preparat dle Grama — prikaz dle specifické morfologie.

3.4.3.4 Sérotypizace — aglutinacni reakce
Aglutina¢ni testy je mozné provést sriznymi druhy bakterii (salmonely, yersinie,
shigely atd.), pokud mame patiicnd antiséra. My v laboratofi pouzivdme hlavné

aglutinaci salmonel k urceni jejich sérotypu.

3.4.3.5 Aglutinace salmonel

Tento postup je zalozen na reakci dané Salmonely (jejiho antigenu) se specifickym
antisérem (protilatkou) za vzniku aglutindtu. Kazdy sérotyp salmonel je definovan
antisérem, se kterym reaguje a zpusobuje aglutinaci. Nejdiive se salmonela zatadi do
skupiny A-D podle télovych Antigent, potom se v ramci skupiny dourc¢i pomoci

bic¢ikovych antigeni.

3.4.3.5.1 Postup

Na sterilni podlozni sklicko nakapeme séra tak, aby nedoslo k jejich smichani. Do
kapek vmichame bakteriologickou kli¢kou odebranou kolonii z Petriho misky
a zhomogenizujeme ji. Pokazdé pouzivame cCistou klicku, aby nedoslo ke smichani
raznych kapek sér. Sklicko vezmeme do ruky a kyvavym pohybem naklanime tak, aby

se kapka dale promichavala. Proti svétlu hodnotime, jestli doslo k aglutinaci nebo ne.

Nejcastéji vyskytujici se salmonelou je Salmonella Enteritidis tudiz aglutinaci zaéneme
O (télovym) antisérem 9, pak H (bi¢ikové) antisérum gm. Pokud se nejedna u

Salmonellu Enteritidis a nedojde k aglutinaci, pokracujeme zkousSenim dalSich antisér,
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dokud k aglutinaci nedojde. Pokud se jedna o salmonelu, na jejiz urCeni sérotypu

nemame antiséra, zasilame tento vzorek do Narodni referencni laboratore (NRL).
3.4.4 Zpracovani vysledki

Ziskané vysledky zapiSeme do LIS, popf. do seSitu epidemiologickych hlaseni.

Vysledky jsou zasilany zadajicimu 1ékafti v elektronické a tist€né formé.

Zjisténi pivodci kampylobakterioz, salmoneldz, shigeldoz a yersinidz, jakozto nemoci
pfenasenych potravinami a vodou, podléhaji povinnému hlaSeni organu ochrany
vefejného zdravi (Krajské hygienické stanice) dle vyhlasky ¢. 473/2008 Sb., o systému
epidemiologické bd¢€losti pro vybrané infekce. Z této databaze sbiranych dat Statni
zdravotnicky tstav (SZU) provadi celoroéni i probé&znou statistiku infekénich

onemocnéni véetné infek¢nich prijmi.
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4 Vysledky

Z laboratorniho informacniho systému a seSitu epidemiologickych hlaseni jsem ziskal
informace o Cetnostech jednotlivych bakteridlnich ptivodct prijmu za rok 2017 a mésic
fijen vroce 2018, ve kterém jsem provadél praktickou Cast, této bakalaiské prace

(Tabulka 7).

Tabulka 7: Vysledky Synlab CB za rok 2017 a #ijen 2018

- 3 § o |4 $ 3 .
< = ] =] € c = - 9
(8 w '2. 4 = § Tmu o
leden 16 1 10 0 0 0 1 0 28
unor 20 2 8 0 0 0 1 0 31
bfezen 16 2 0 0 1 1 0 25
duben 13 0 17 0 1 0 0 3 34
kvéten 32 8 10 3 0 0 2 4 59
cerven 44 6 20 1 0 0 1 3 75
2017 Cervenec 48 5 19 0 4 0 1 2 79
srpen 75 4 46 4 3 0 0 12 144
zari 47 2 55 1 0 8 1 10 124
fijen 51 3 54 7 0 1 0 2 118
listopad 41 3 24 0 0 4 2 2 76
prosinec 30 4 27 2 0 1 1 7 72
celkem 433 40 295 18 8 15 11 45 865
2018 fijen 41 14 33 0 0 9 1 1 100

(Zdroj: viastni prepracovani dat z LISu Synlab CB)

V tabulce jsou vedené tidaje o etnostech patogentl, prokazanych v Synlabu CB b&hem
roku 2017 a v fijnu 2018. Mén¢ Casté sérotypy salmonel jsem pro piehlednost zahrnul
do skupiny ,,dalsi salmonely*. Z téchto udajii a udajii ziskanych z webovych stranek
infek¢nich gastroenteritid a jejich ptvodct, vyvoje Cetnosti béhem roku a béhem
né&kolika let. Dale jsem zpracoval porovnani vysledkil Synlabu CB s celorepublikovymi

vysledky.
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4.1 Vyskyt bakteridalnich stievnich infekci v iijnu 2018

Za mésic fijen v roce 2018 se v laboratofi Synlab v Ceskych Bud&jovicich (dale jen
Synlab CB) vysettilo 676 vzorkd vytért zrekta, ztohoto mnoZstvi se bakterialni
puvodci potvrdili ve 100 piipadech, coz odpovida 14,8 %. V celém roce 2017 bylo
provedeno 6200 vySetfeni vzorkd vytérd z rekta, z tohoto mnozstvi se bakterialni
puavodci potvrdili v 865 piipadech coz je 14 % z celkového poctu vySetfovani. Lze tedy
fici, ze mésic fijen 2018 nebyl nijak vyjimecny, co se Cetnosti bakterialnich infekei tyce

a Ize ho povazovat za primérny vzhledem k celoro¢nimu priméru.

4.2  Vyskyt bakterialnich gastroenteritid v prithéhu roku 2017

Potvrzené bakterialni gastroenteritidy v Synlabu

4
CB v roce 2017
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Obrazek 7: Cetnost potvrzenych bakteridlnich gastroenteritid v laboratori Synlab CB
v roce 2017 (Zdroj: viastni prepracovani dat z LISu Synlab CB)

Z grafu (Obrazek 7) vyplyva, ze mnozstvi piipadd gastroenteritid se béhem roku méni a
nejvetsi vyskyt je v letnich mésicich, kdy byva nejvyssi teplota a bakterie maji lepsi
podminky se mnozit. Nejvyssi vyskyt byl zaznamenan v srpnu, kdy Cetnost byla 143
ptipadu.
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4.3  Vyskyt zjisténych bakteridlnich patogenii v Synlabu CB v roce 2017

eow

Cetnost zji$téného poétu patogenii dle rodu za

rok 2017
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Obrazek 8: Cetnost patogenii v Synlabu CB za rok 2017 (Zdroj: viastni prepracovani dat
z LISu Synlab CB)

V grafu (Obrazek 8) jsou uvedené pocty identifikovanych bakterialnich patogent
v Synlabu CB za cely rok 2017. Z udaji vychazi fakt, ze nejéast&j$im patogenem byl
Campylobacter jejuni, ktery byl identifikovan téméf v poloviné pfipadi infekénich
prajma (50,1 %), v pofadi na druhém misté byla Salmonella Enteritidis, ktera byla

potvrzena témét ve tietin€ pozitivnich vysledki (34,1 %).
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4.4 % zastoupeni infekci v ¥ijnu 2018 v Synlabu CB a celé CR

Procentualni zastoupeni infekci za Fijen 2018

60,0 55,0
49,6
50,0
s 40,0 32,7 340
c
§ 30,0
S 20,0 17,0
. =
10,0
' 05 00 0,0 0,1
00 5 ]
salmoneldza kampylobakteriéza shigel6za jiné bakterialni infekce E. coli

stfevni inf.

onemocnéni

mCR mSynlab (B

Obrazek 9: porovnani cetnostnich procent zastoupeni identifikovanych bakterialnich
patogenii za Fijen 2018 mezi Synlabem CB a celou CR (Zdroj: http://www.szu.cz, viastni
prepracovani dat z LISu Synlab CB)

Z grafu (Obrazek 9) vyplyva, ze vysledky ziskané b&éhem fijna pomérové odpovidaji
mnoZstvi ptipadi v celé CR, s tim Ze salmonel6z bylo v Synlabu CB stanoveno jen o
2,3 % vice nez v celé CR a kampylobakterioz o 5,4 % vice. Shigelozy se v celé CR
pohybovaly okolo 1 % v Synlabu CB nebyl zadny piipad detekovan. Nejvétsi rozdil byl
ve zjisténi dal§ich bakterialnich stievnich infekci, kdy byl rozdil 17 % ve prospéch CR,
v Synlabu CB jini bakterialni ptivodci priijmu stanoveni nebyli. Opak nastal u stanoveni
patogennich E. coli, kdy v Synlabu CB se stanovilo 9 %, celkové v CR to bylo pouze
0,1 %.
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45  Porovndni Cetnosti patogenii za mésic ¥ijen 2017 a 2018 v Synlabu CB

Porovnani mésice rijna 2017 a 2018
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Obrazek 10: Porovnani Cetnosti identifikovanych patogenii za mésic rijen 2017 a 2018
v Synlabu CB (Zdroj: viastni prepracovani dat z LISu Synlab CB)

Z grafu (Obrazek 10) vyplyva, ze v roce 2018 bylo v mésici tijnu identifikovano o 18
patogentt méné nez v roce 2017. Lze fici, ze v roce 2018 bylo u vétsiny bakterii (C.
jejuni, S. Enteritidis, S. Typhimurium, dalsi salmonely) zaznamenano mén¢ piipadl nez
vroce 2017 nejvétsi rozdil u S. Enteritidis, u které bylo identifikovdno o 21 piipadd
méné. Naopak vzrostl pocet ptipadi C. coli, patogennich E. coli a Y. enterolitica,
nejvetsi rozdil byl u C. coli, kdy byl nartst 11 ptipadu.
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4.6 Porovndni etnosti C. jejuni a S. Enteritidis béhem roku 2017 v Synlabu CB

Porovnani C. jejuni a S. Enteritidis béhem roku
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Obrazek 11: porovnani cetosti C. jejuni a S. Enteritidis behem roku 2017 v Synlabu
CB (Zdroj: vlastni prepracovani dat z LISu Synlab CB)

V grafu (Obrazek 11) lze vidét, jak se incidence obou bakterii méni béhem roku,
s teplejSim obdobim cetnosti nariistaji a nejvyssiho poctu nabyvaji v letnich mésicich,
kdy C. jejuni mél v roce 2017 nejvyssi pocet v srpnu a S. Enteritidis v zafi. V ostatnich

mesicich je incidence nizsi.
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47  Vyvoj Eetnosti salmoneléz a kampylobakteriéz za poslednich 5 let v celé CR
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Obrdzek 12: vyvoj Cetnosti salmoneldz a kampylobakteriéz za poslednich 5 let v celé CR
(Zdroj: http://www.szu.cz)

Z grafu (Obrazek 12) vyplyva, ze incidence salmonel6z se kazdym rokem snizuje,
zatimco Cetnost kampylobakteriéz ma béhem poslednich 5 let proménlivé vzristajici

trend.
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5 Diskuze

V praktické Casti jsem se zabyval prikazem bakteridlnich patogeni, zpiisobujicich

gastroenteritidy ze vzorku vytéra z rekta od pacienti trpicich témito obtizemi.

Z vysledkt vyplyva, ze jsme béhem fijna stanovili 100 pfipadi bakteridlniho prijmu
z celkového poctu 676 zkoumanych vzorka vytéru zrekta (tedy 14,8 %) Pokud
pomineme, ze do statistiky nejsou zapocitani virovi pivodci prijmu, lze fici, Ze se tim
potvrzuje fakt, ze ne kazdy prijem je zptisoben mikrobialnim agens, ale mize se jednat

pouze o projevy zmén stravovani nebo nesnaSenlivost urcité potraviny.

V piipadech bakteridlnich infekénich gastroenteritid jsme potvrdili dominanci dvou
rodi bakterii — rod Campylobacter a rod Salmonella, zptsobujicich kampylobakteriozy
a salmonelozy. V nejvyssSich Cetnostech se vyskytoval Campylobacter jejuni a to
vhledem k celému roku 2017 i za vétSinu jednotlivych mésict, kromé mésict dubna,
zafi a fijna 2017, kdy mély ptrevahu bakterie Salmonella Enteritidis. Nejvyssi pocty
infekci byly v roce 2017 béhem letnich mésict, kdy za teplého pocasi mély bakterie
lep$i podminky pro mnoZeni v infikovanych potravinich a lidé se vice vystavovali

rizikovym aktivitam jako napf. grilovani nebo cestovani do exotickych krajin.

Z dlouhodobého pohledu (5 let) na vyvoj Cetnosti kampylobakteridz a salmonel6z
potvrzujeme nasledujici fakta. Salmoneldzy pomalym tempem klesaji (kazdoro¢né 0
nékolik set pifipadd), ale stale je to druhé nejcastéjsi stfevni onemocnéni u nas.
Kampylobakteriozy naopak neustale proménlivym trendem rostou, od roku 2014 do

roku 2018 vzrostl pocet téchto infekci o témét 3 tisice piipadl za rok.

Pro diagnostiku zavedenou v praxi nevychdzi z mé prace zadné moznosti vylepSeni,
pouze pokracovani v dodrzovani spravnych laboratornich postupi a udrzovani

preciznosti prace jako doposud.

Jediné vylepSeni, které ptfipadd v uvahu se netyka diagnostiky, ale prevence chovani
samotného obyvatelstva. Jedinci by méli neustale myslet na mozné riziko nakazy, at’ uz
se jedna o rizika béhem aktivit jako je grilovani, pfi némz dochéazi k ¢astym nakazam
kvali $patn€ upravenému masu a dalSich potravin nebo o cestovani do exotickych zemi
a s nimi spojenych rizik infekci, mezi které patii 1 gastroenteritidy. Samoziejmé pokud
se Cloveék nakazi napi. béhem epidemie salmoneldzy, kterd probéhla na jare letoSniho

roku 2019 z dtivodu dovozu infikovaného masa, nelze to davat za vinu samotnému
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postizenému, pokud to tedy nebyl on, kdo nedodrzel spravny technologicky postup

tepelné Gpravy.
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6 Zavér

Cilem mé prace bylo vypracovani reSerSe, ve které jsem zpracoval obecnou
charakteristiku prijmu a popis S moznostmi diagnostiky nejcastéjSich plvodci

bakterialnich gastroenteritid.

V ramci praktické c¢asti jsem si osvojil metody piimého prukazu bakterii rutinné
vyuzivanych v mikrobiologické diagnostice, a to predevSim kultivaci a dalsi
identifika¢ni metody, jako byly biochemické testy, aglutinacni reakce a okrajové

metoda MALDI TOF.

Vzhledem k vyznamu ochrany vefejného zdravi a prevence alimentarnich onemocnéni,
tento postup je a bude aktudlni. Data, ziskana timto procesem, jsou vyznamnymi
informacemi pro potifeby nejen epidemiologické, ale také pro odvétvi zpracovani

a vyroby potravin a zemedélstvi.

NaSe ziskana data ze statistického hlediska odpovidaji, S mirnymi odchylkami,

celorepublikovému prameéru. Detailni informace jsou v kapitole Diskuze.
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8 Seznam zkratek

ADH - arginin dihydrolaza

AMY — amylédza

ARA — arabin6za

ATB — antibiotika

CIT —citrat

GEL - Zelatina

GLU - glukéza

H2S — sulfan

HUS — hemolyticko-uremicky syndrom
IND — indol

INO — inositol

LDC - lysin dekarboxyldza

LIS — laboratorni informacni systém

MALDI TOF MS — angl..Matrix Assisted Laser Description/lonization Time of Flight

Mass Spectrometry

MAN — mannitol

MEL — melibidza

ODC - ornithin dekarboxylaza

ONPG - o-nitrofenyl-B-galaktopyranosid — k prukazu B-galaktooxidazy
RHA — rhamnoéza

SAC — sachardza

SOR - sorbitol
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SZU — Statni zdravotnicky ustav
TDA — tryptofan deaminaza
URE —urea

VP — Voges-Proskauerav test
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