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ABSTRAKT

Tato bakalafskd prace se zabyva salmonelovymi infekcemi, jejich zdroji, prevenci a
diagnostikou. Teoretickd ¢ast zahrnuje zakladni sezndmeni srodem Salmonella, jeho
morfologii. Popisuje patogenezi, klinické projevy vzniklé infekce, 1écbu a dietni doporuceni.
Rozebird zdroje salmoneldzy. Statisticky zpracovava pocet piipadi infekci na tizemi CR.
Vénuje se prevenci vzniku infekei na Skolach, informovanosti obyvatelstva a klimatickym
vliviim.

V experimentalni ¢asti byla optimalizovana metoda identifikace Enterobakterii tipravou pH
ptipravovaného média MIU.

ABSTRACT

This bachelor‘s thesis deals with infection of salmonelosis, it’s source, prevention and
diagnosis. Theoretical part includes general information about Salmonella species and its
morphology. It describes pathogenesis, source of infection, clinical symptoms, treatment and
diet recommendations. It analyzes statistics of number of infection occurrences in Czech
Republic. It also deals with prevention of infection origin on schools, population
foreknowledge and climatic effects.

Experimental part of this thesis contains description of optimization procedure of
identification Enterobacteriaceae by adjusting of pH of prepared medium MIU.
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1. UVOD

Salmonelové infekce jsou na celém svété hlavni pfi¢inou alimentarnich infekci. Nejcastéjsi
pri¢inou vzniku infekce jsou $patné hygienické navyky, pozivani nedostatecné tepelné
zpracované potravy, salatii z vajec nebo majonézy, aj. Proto se objevuji jako lokalni epidemie
napft. ve Skolnich jidelnach a jinych stravovacich provozech nebo také v rodinném kruhu po
spolecném jidle, kdy nejcastéjsim kontaminantem byva tatarska omacka, majonéza, zloutkové
krémy, aj.

Pocet piipadi vyskytu salmonelovych infekci v CR v poslednich letech klesa. To mtize byt
zapticinéno lepsi informovanosti obyvatel, zavadéni preventivnich programt na Skoléch,
§ifeni zprav o nalezeni zkazenych potravin v supermarketech nebo mohou mit vliv klimatické
zmény. Lidé diky tomu zacinaji byt obezfetnéjsi ke svému zdravi a davaji si pozor na to, jaké
potraviny si kupuji nebo konzumuji.

Salmonelové infekce postihuji vSechny vékové kategorie. OvSem u déti a osob v diichodovém
veéku jsou klinické projevy vice nebezpecné z divodu rychlejsi dehydratace a oslabeni
imunitniho systému.

Lécba salmonelozy je zdlouhava a musi se dodrzovat prisnd Setfici dieta a Casté piti
rehydrata¢nich napoji. Nedoporucuje se 1éc¢ba antibiotiky. Proto se vétSinou 1€¢i klinické
projevy.

Velmi dilezité je rychlé stanoveni diagnozy, na kterém se z velké miry podileji laboratote
klinické mikrobiologie. Ty musi vzorky rychle zpracovat a provést kultivace a nezbytné
biochemické testy. Taktéz zdravotni persondl, ktery musi zajistit spravny odbér vzorku a
rychlou dopravu do laboratore, pokud si samotné laboratofe tento svoz materidlu nezajistuji
samy. Je totiz nezbytné, aby byl takto odebrany vzorek co nejrychleji od odbéru zpracovan.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Obecna charakteristika

Rod Salmonella, pattici do celedi Enterobacteriaceae, zahrnuje bakterie vyvolavajici
alimentarni infekce lidi a zvifat. Maji spole¢né biochemické vlastnosti a spolecné antigeny.
Rozc¢lenéni tohoto rodu bylo opakované revidovano. Genetickou analyzou se zjistilo, Ze
obsahuje jediny geneticky druh (genospecies) Salmonella enterica, ktery se dale déli na sedm
poddruhti (subspecies). Pro clovéka je patogenni pouze poddruh I, oznafovany jako
subspecies 1. Ostatni poddruhy zahrnuji patogeny studenokrevnych zivocicha. [1]

Bakterii salmonely objevil roku 1885 doktor Theobald Smith zustavu veterinarni
mikrobiologie D. E. Salmona. [2]

2.1.1 Morfologie

Enterobakterie (Celed” Enterobacteriaceae) jsou nejdilezitéjsi Celedi gramnegativnich,
fakultativné anaerobnich, nesporuluyjicich ty€inek. Dlouhé jsou kolem 2 az 3 um a tlusté 0,5
az 0,8 pm. Enterobakterie jsou navzajem velmi podobné a od jinych gramnegativnich ty¢inek
se také mnoho neli$i, proto je vyznam morfologie v diagnostice zanedbatelny. [2]

Do celedi Enterobakterii patii rody: Citrobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Pantoea,
Proteus, Morganella, Providentia, Salmonella, Shigella a Yersinia. [3]
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Obr. 1: Bakterie Salonelly Enteritidis, zvétSeno 70x [17]



2.1.1.1 Rod Salmonella

Rod Salmonella je z ¢eledi Enterobakterii nejpocetnéjSim rodem. Zahrnuje pies 2500 sérotypti
usporddanych v Kaufmann-Whiteové schématu:

Tab.1: Rozd¢€leni vybranych druhii salmonel podle Kauffmann-Whiteova schématu [1, 25]

Skupina | Sérotyp

A Salmonella Paratyphi 4

Salmonella Paratyphi B

B
Salmonella typhimurium

Salmonella cholera-suis

¢ Salmonella Paratyphi C
Salmonella Typhi

D Salmonella Enteritidis
Salmonella gallinarum-pulorum

E Salmonella anatum

Oficialni nazev salmonely, kterd se na nasem uzemi nejCastéji vyskytuje je Salmonella
enterica subsp. enterica sérovar Enteritidis, coz je pro popis nepraktické, a proto se
doporucuje, aby se v praxi pouzivaly ndzvy sérovarti misto druhového jména - Salmonella
Enteritidis. [3]
Salmonely se ¢asto nachdzeji ve vodé, v odpadcich nebo ptidé. Pfi vhodnych podminkach
(napt. ve vod¢) prezivaji mésice i roky. Potraviny mohou byt infikovany:

e pifimym zpisobem — potraviny pfipravené z infikovaného zvifete (maso) nebo jeho

produkti (vejce);
e druhotné - pozd¢jsi kontaminaci. [1]

2.1.2 Hostitelé

V pfirodé jsou salmonely hojné rozsifeny. Izolovany byly z much, $vabi, blech, klistat a
samoziejme ze stfev vSech obratlovcl. U zvitat probihd infekce z vétsi ¢asti bez symptoml.
Vyjimeéné¢ se mulze projevit jako gastroenteritida, kterd se zanedlouho sama vyhoji.
Salmonely maji Siroké spektrum hostiteld a Ize je izolovat z mnoha Zivoc¢isnych druhi.
Nékteré kmeny, tzv. sérotypy maji omezeny pocet druhti, které mohou osidlit a vyvolavaji
odli$né spektrum onemocnéni (adaptace na hostitele). Napt. Salmonella Typhi a Salmonella
Paratyphi A, B a C jsou na ¢lovéku adaptovany a primarné se z néj izoluji, kdezto u zvitat je
nalezneme jen velmi malo (Salmonella Paratyphi B vSak byvé izolovéana z driibeze, prasat
nebo dobytka). [5]



2.1.2.1 Sérotypy u zvirat

Tab.2: Piiklad sérotypu salmonel adaptovanych na zviteci hostitele. [5]

Sérotyp Zvite
Salmonella cholerae-suis prase
Salmonella dublin dobytek
Salmonella gallinarum-pullorum | dribez
Salmonella Enteritidis driibez, dobytek
Salmonella abortus-equi kan

Salmonella abortus-ovis ovce
Salmonella typhimurium dobytek, holubi

Sérotypy salmonel uvedené v tab. 2 zplsobuji svou morbiditou a mortalitou velké
ekonomické ztraty chovatelim, protoze si imunitni systém téchto zvifat, i pfes velkou
produkci superoxidi a oxidu dusnatého, nedokédze s touto infekci poradit. VSechny navic
mohou zpisobit onemocnéni i Cloveka.

Zbylé sérotypy salmonel nemaji zvlastni preferenci. Velkou roli hraje okamzité a lokalni
rozsifeni mezi domacimi zvifaty a nasledna kontaminace potravin a pomnozeni. Ve vyspélych
zemich se jedna o malé lokalni infekce tizkého rozsahu sérotypti. [5, 22]

2.1.2.2 Zdroje ndakaz u zvirat

Zvitata se mezi sebou mohou nakazit pfi spoleném ustdjeni prostfednictvim vykalli a moci.
Touto cestou se nejCastéji nakazi mlad’ata ustijend s dospélymi jedinci. Dale se mohou
nakazit z kontaminovaného steliva nebo krmiva. Krmiva jsou kontaminovana primarné¢ nebo
sekundarné:

e primarng - v piipadé, Ze je krmivo vyrobeno z kontaminovanych zvifat;

o sekundarn€¢ - napf. masokostni moucka kontaminovdna b&hem ptepravy nebo

uskladnéni (napft. volné zijicimi ptaky a hlodavci).

Dalsi moznosti ndkazy je voda zrybnikli a povrchovych tokt, které jsou kontaminovany
odpadnimi vodami. [§8]

2.2 Patogeneze

Ke vzniku infekce zplisobené salmonelou je zapotiebi dostat do traviciho traktu bakterie
v dostate¢ném poctu, aby piekonaly obranné mechanismy organismu napi. kyselé reakce
v zaludku, kde dochazi k castecnému traveni potravy a upravé pfijaté stravy k dalSimu traveni
v tenkém stievé. Zaludeéni $tavy misi s potravou intenzivni peristaltika. Zlazky, které jsou
lokalizovéany v téle zaludku, dokéazi vyprodukovat 2-3 | zaludeénich $tav. Jejich produkce
podléha nervovym a hormonalnim regulacim.

Jednou ze slozek zalude¢nich §tav je kyselina chlorovodikova (HCI), ktera v zaludku vytvari
velmi nizké pH (cca kolem 1,5). Toto nizké pH chrani vitaminy B a C, aktivuje pepsinogen,
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umozniuje vstiebavani vapniku a zeleza, narusuje strukturu proteinti a usmrcuje bakterie a
kvasinky.
Pokud salmonela ptrekona toto kyselé prostredi, usidli se v tenkém stieve. [5]

2.2.1 Propuknuti infekce

K propuknuti infekce dojde tehdy, kdyz se salmonely dostanou do jicnu. Toto tvrzeni
potvrdily pokusy, pii kterych se lidé neinfikovali, pokud suspenzi kment salmonel riznych
sérotypti jen kloktali, ale nepolkli.
Odbornici nejsou jednotného nazoru, jaka je infekéni davka salmonel, tzn. davka potfebna
k tomu, aby se infekce rozvinula. Rozvoj infekce po expozici salmonelou je dan urcitou
pravdépodobnosti. Infekéni davku ovliviluje mnoho faktord: [5]
e Sérotypy obsahuji kmeny s rliznou virulenci. U kment, které nejsou adaptovany na
hostitele, je virulenci nesnadné prokazat.
¢ Cim vice patogend pronikne do organismu, tim je pravdépodobnost infekce v&tsi.
o Zalezi také na vehikulu infekce. Bakterie v kapalin¢ (ndpojich a vod¢) zaludkem
projdou rychleji a kyselina chlorovodikova je neinaktivuje.
e Podavani antacid (tj. latek snizujicich kyselost v zaludku) snizuje infekéni davku.
e Velkou roli hraje vnimavost osob. Vnimavéjsi osobou je patogen vétSinou eliminovan
bez nasledku.
o Uspdsnost izolace je zavisla na véku hostitele. U déti mladsich jednoho roku je izolace
salmonel z vzorku stolice vyssi, stejné¢ jako i1 u ostatnich stfevnich patogenii. To je
déano faktem, ze jsou déti mnohem Castéji mikrobiologicky testovany.

2.2.2 Postup infekce

Jakmile se salmonely usidli vtenkém stfeveé, zaCnou se mnozit. K mikroklkiim sliznice
tenkého stieva piilnou pomoci adhezini. Adheziny se vaZzou na mandzu, ktera je obsazena ve
specifickych receptorech na povrchu epitele, kde vytvari drobné trhlinky, ve kterych se
MnoZi.

Dale se salmonely pomnozuji v makrofazich Peyerovych plati a pronikaji do submukézy a
pak do regionalnich lymfatickych uzlin. [5]
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2.2.3 Klinické projevy

Klinické projevy salmonelové infekce se zatnou objevovat az po priniku tenkym stfevem.
Ctyfi hlavni syndromy maji typickou diagnostiku a terapii: [5]

o tyfus a paratyfus;

e gastroenteritida a alimentarni infekce;

e bakteriemie a metastatické onemocnéni;

¢ dlouhodoby nosiésky stav.
U pacientli s oslabenym imunitnim systémem se muze vyskytnout SBP. [23]

2.2.3.1 Tyfus a paratyfus

Jsou zplisobeny nejcastéji Salmonellou Typhi nebo Salmonellou Paratyphi A, B a C. Neni
ovSem vylouceno, ze v nékterych ptipadech je milize zplsobit i jiny sérotyp. Po priniku do
lymfatickych cest se po pomnozeni dostanou do krevniho obéhu. V 7-10 dnech infikuji jatra,
zluénik, slezinu, ledviny a kostni dfenl. Poté salmonely pronikaji zpét do krve a ze Zlu¢niku do
tenkého stfeva, vznikd nekrdza a tyfové viedy. Pokud nejsou léCeny, mize umrtnost
dosahnout az 20%. [5]

2.2.3.2 Gastroenteritida a alimentdrni infekce

Nejcastéji se salmonela projevuje prijmem (symptomy jsou rizné od par fidkych stolic az po
cetné zelené vodnaté stolice), bolesti hlavy, malatnosti, nauzeou a zvracenim.

Tézky pribéh je velmi Casty u mladistvych a starych lidi, nebo lidi trpicich jinym one-
mocnénim ¢i dokonce chronickym onemocnénim, jejichZ imunitni systém je oslaben. [5]

2.2.3.3 Bakteriemie a metastatické onemocnéni

Jedna se o vzacnou komplikaci, ktera je zdkladnim znakem tyfu, ale miZze se vyskytovat i u
jinych salmonelovych infekci. K metastatickym (sekundarnim) onemocnénim jsou nachylné
osoby s poskozenymi chlopnémi, kloubnimi protézami a implantity, nebo osoby trpici
srpkovitou anémii. Vyznamny je vyskyt artritid, které vyvolava relativné mald davka
Salmonelly Enteritidis. [5, 27]

2.2.3.4 Dlouhodoby nosicsky stav

Bakterie salmonely se za nékolik dni az mésicti samy vylouci stolici.

Chronicti nosi¢i vylucuji bakterie rok i déle. P&t procent lidi po bfisnim tyfu a paratyfu se
stavaji ¢asto dozivotnimi nosi¢i. U osob do 20 let je to 1% pacientd, u osob nad 50 let je to
10% pacientt a u zen vSech vékovych kategorii je 2x vice nez muzi. [5]
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2.2.4 Produkce endotoxinu

Endotoxiny jsou lipopolysacharidy (LPS), které se uvoliiuji pfi rozpadu bunéénych stén
gramnegativnich mikroorganismi. Nelze je neutralizovat antitoxiny, protoze nemaji
specifickou tkanovou uc¢innost, a taktéz je neni mozné prevést na toxoidy. Lipopolysacharidy
se zarazuji mezi velmi termostabilni molekuly. Skladdaji se z hydrofobni casti (lipid) a
kovalentné¢ vazané hydrofilni ¢asti (polysacharid nebo oligosacharid). U salmonelovych
bakterii je jeho struktura velmi dobfe prostudovand a lze je extrahovat pomoci HPCP
metody.[10, 26]

Endotoxiny plisobi predevsim na:

monocyty-makrofagy - monocyt je druh bilé krvinky (leukocyt), velky cca 12-20um.
Cirkuluje v krvi a tvofi 2-8% vsech leukocytli. Po par dnech cirkulace v krvi opousti
ulohu v imunité (napft. fagocytdza);

neutrofily — jednd se o druh leukocytu. Podili se na obrané proti bakteridlni infekci, ma
schopnost pohlcovat cizorody material. V krvi tvoti 50-70% leukocyti. V krvi jeho
pocet stoupa pii infekcich a bakterialnich zanétech;

endotelialni buniky — jedna se 0 membrany nebo monovrstvy buné€k, které se nachazeji
v krevnich cévach, srdci, lymfatickych cestach, povrchu michy a mozku, predni
komory o¢i, plicich, mo¢ovém meéchyii, aj. [11]

Vliv endotoxinli na organismus jako celek je charakterizovan nasledovné[12]:

pyrogenni reakce — vyvolavaji horecku;

akutni zanétliva reakce — aktivace krevnich bilkovin (komplementti), které se podileji
na imunitnich a alergickych reakcich (nieni bakterii nebo uvoliiovani histaminu),
s naslednou cytolyzou (rozpadem bunék);

mediatorova boufe — nekontrolovatelné uvolnéni cytokint (latky bilkovinné povahy
produkované buitkkami a slouzici kjejich vzdjemnému ovliviiovani a ptredavani
informaci);

endotoxinovy ok — jedna se o vysledek velkého mnozstvi endotoxinu, ktery narazove
zaplavi organismus a mtze vést k DIC — diseminované intravaskularni koagulaci, coz
je charakterizovano vznikem mnohocetnych trombd v cévach mnoha organd a
soucastn¢ silnym krvacenim.

Je zfejmé, Ze endotoxiny vzniklé rozpadem symbiotickych gramnegativnich mikroorganismi
organismu neskodi, ale uskute¢tiuji fyziologické imunoregula¢ni pochody. [10]

Obr. 2: Strukturni vzorec LPS Salmonelly Typhimurium [13]
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2.3 Zdroje infekce

Zjednodusené by se dala forma pfenosu vyjadtit schématem:

.

Odpadni voda istirenské kaly

Clovék Podzemni zdroje
a nadzemni toky

7
Volné létajici ‘

Uzitkové zvife
(napv. drubez) ptdci
(racci a holubi)

Salmonely jsou velmi odolné bakterie, které ve vlhkém prostiedi vydrzi az nékolik mésict (ve
sladké vod¢ 2-41 dnd, slané 24-32 dnt a v kapkach vody 85-200 dnid a zmrazené mésice). Pro
Cloveéka jsou zdrojem ndkazy savci a ptaci. Vzhledem k tomu, ze salmonely ni¢i, krom
b&nych dezinfekénich prostiedkt a kyselého prostiedi, i teploty nad 70°C. Clovék se mize
nakazit pozitim nedostate¢né tepelné zpracované potravy, jako jsou napf.:

e pokrmy z vajec (pomazanky, majonézy);

e cukrafské vyrobky (zmrzliny);

¢ nedostatené tepelné zpracované maso (grilovana kufata, salamy, sekand).
Mezi lidmi dochézi k pfenosu zcela vyjimecné, protoze k propuknuti infekce je nezbytna
vysoka davka bakterii. [6]
Salmonella Enteritidis byla izolovana i z ovoce (a to jak ze slupky, tak z duziny).
V ojedinélych ptipadech miize byt zdrojem ndkazy napft. plaz. V roce 2001 propukla infekce
salmonelozy v Novém mésté na Morave u tii novorozenct, dvou rodicek a jedné zdravotni
sestry. Bylo zjisténo, Ze zdrojem bakterie salmonely byla vodni Zelva, kterou chovala jedna
z rodicek.
V Norsku na ptelomu rokd 2003/2004 se vyskytla infekce u ¢ervenych lisek, které se nakazily
ulovenim nakaZenych vrabci. [2, 21, 24]
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2.4 Lécba salmonelozy

Jednou z nejrizikovéjSich skupin této infekce jsou déti, a to v batolecim, predskolnim i
mlad$im Skolnim véku. Divodem jsou cetné vodnaté stolice, které zpusobuji odvodnéni
organismu (dehydrataci) a velkou ztratu minerald. Zakladem 1éCby je Setfici dieta spojend s
dopliiovanim tekutin a minerald. Antibiotika se bézné nepouzivaji. U salmoneldzy s prijmem
(gastroenteritidou) poddvani antibiotik mtze dobu klinickych pftiznakl zkratit, ale naopak
prodluzuje tzv. dlouhodoby nosi¢sky stav. Vyjimku tvoti mali kojenci, kde hrozi velmi ¢asto
bakteriemie. [6]

2.4.1 Set¥ici dieta a rehydratace organismu

Nejvhodnéjsi pro vyrovnani ztraty vody a minerdlli jsou tzv. rehydratacni roztoky, které se
daji koupit v Iékarné v prasku rozpustném ve vodé. Dals§i moznosti je provizorni vyroba
v domdacim prostredi. [7]

e Na I litr pitné a pfevarené vody piidat 1 polévkovou lzici moiské soli a 7 1zic cukru.
Tohoto roztoku by mél dospély ¢lovek vypit asi pul litrd za hodinu a dité ¢tvrt litr za
hodinu.

e Pomerancovy ¢aj — do 250 ml slabého cerného caje (Salek caje nechat luhovat
I minutu) ptidat 50 ml Cerstvé vymackané pomerancové §tavy (popt. koupeného
100% pomeranc¢ového dzusu), Spetku kuchyniské soli a ¢ajovou 1zi¢ku hroznového
cukru.

e Bylinkovy ¢aj — ostruzinové listy, Salvé;.

e Borlivky — miska neslazenych cerstvych borivek nebo bortivek nasuSenych a pred
konzumaci namocenych ve vode¢.

e Nékteré minerdlni vody.

¢ Nemastny a osoleny masovy ¢i zeleninovy vyvar.

V prvnich dnech se maji podavat nemastné a neslazené potraviny, napf. slané tycinky,
suchary nebo star$i precliky. V nasledujicich dnech, kdy uz je stolice méné Casta a tuzsi
podavaji se osolené vatené brambory, rozvafena ryze, bezvajecné té€stoviny, strouhana jablka,
rozmackané banany nebo borivky (miska neslazenych cCerstvych bortivek nebo bortivek
nasusenych a pfed konzumaci namocenych ve vod¢). Dale se doporucuje podavani potravin
obsahujicich slozky stfevni mikroflory (probiotika) a substraty, na kterych se muize tato fléra
pomnozovat (prebiotika). NejCastéji se pouzivaji pfipravky s laktulézou, ucinné jsou ale i bilé
jogurty a kysané zeli.

Kojenciim lékat doporuci nejvhodnéjsi dietni pripravek. [7]
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2.5 Hodnoceni poctu pripadu infekci zpiisobené salmonelami na izemi CR

Podet piipadii infekci zptisobené rodem Salmonella v Ceské republice od roku 1999 do roku
2008 podle Statniho zdravotniho ustavu je uveden v tab.3 a pro lepsi prehled v grafu 1:

Tab.3: Polet piipadi infekei zptisobenych salmonelami na izemi CR [9]

Rok E’oéet p’ﬁpadﬁ infekci .
zpusobenych salmonelami

1999 44845

2000 40233

2001 33594

2002 27964

2003 26899

2004 30724

2005 32927

2006 25102

2007 18204

2008 11009

Graf 1: Grafické zpracovani poctu pripadl infekci zptisobenych salmonelami v letech
1999 az 2008

Pocet pripadt infekci zplisobené salmonelami v letech
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20000
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Roky

Podet ptipadi infekci zptisobenych salmonelami klesl na izemi Ceské republiky od roku 1999
az do roku 2008 o vice nez 33 tisic. Pokles miize byt zptisoben n€¢kolika moznostmi.
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2.5.1. Prevence

Jako prvni se ndm nabizi samoziejmé postupné zlepSovani 1ékaiské péce hlavné v oblasti
prevence infekénich chorob mezi obyvatelstvem. Do této oblasti patii také prevence, kterd je
provadéna v matefskych i zdkladnich skolach. K velkému posunu vpied v prevenci v rdmci
Skolskych zatizeni, doslo spolu se zavedenim Ramcovych vzdélavacich programii do skol, tak
jak bylo piedeslano v Narodnim programu rozvoje vzdélavani v Ceské republice (tzv. Bila
kniha) a v novém Skolském zakon& (Zakon 561/2004 Sb. V aktudlnim znéni, o predskolnim,
zékladnim, stfednim, vy$§im odborném a jiném vzdélavani). Rdmcové vzdélavaci programy
se v soucasné dob¢ zpracovavaji i pro oblast stfedoskolského vzdélavani. [18]

2.5.1.1 Prevence ve zdravotnictvi

ZlepSovani lékatské péce v oblasti prevence infekénich chorob mezi obyvatelstvem zejména
formou informacnich brozur ¢i letdkl, které jsou nejcastéji distribuovany mezi pacienty
v ¢ekdrnach a ordinacich obvodnich a odbornych Iékaiti. Tvorbou a vyrobou téchto materiala
se zabyvaji zejména zdravotni pojisStovny, které touto cestou usiluji o dobrou informovanost
svych klientt, a souCasné o snizovani nemocnosti, a tim o snizovani svych vydaj.

2.5.1.2 Prevence v mateiskych Skoldach

V matetskych Skolach je zaveden Ramcovy vzdélavaci program od 1. zaii 2007. Prevenci
nejen infekénich nemoci se Ramcovy vzdélavaci program vénuje v ramci vzdélavaci oblasti
,Dité a jeho télo”. Cilem této oblasti je mimo jiné seznamit déti se svym télem, pojmem
zdravi, hygiena, stolovani, dale je naucit sebeobsluznym ¢innostem v oblasti osobni hygieny,
vytvareni zdravych zivotnich navykli. Vyuka se vénuje také prevenci nemoci, nezdravych
navykl a zavislosti.

2.5.1.3 Prevence v zdakladnich Skoldach

Na zékladnich skolach je taktéz Ramcovy vzdélavaci program zaveden od 1. zati 2007. Na
takzvanych pilotnich Skolach vSak béZel jiz o rok dfive. Prevenci infek¢nich chorob se zabyva
vzdélavaci oblast ,,Clovék a zdravi®, konkrétné pak v &asti Vychova ke zdravi. Vyuka déti
navazuje na témata probirand v ramci predskolniho vzdélavani. V ramci Vychovy ke zdravi je
mimo jiné diraz kladen na tyto podkapitoly:

e  Zdravy zplsob Zivota a péCe o zdravi“ - vyziva a zdravi, télesnd a dusSevni hygiena,
rezim dne, ochrana pfed pfenosnymi i1 nepfenosnymi chorobami, chronickym
onemocnénim a urazy (bezpecné zplisoby chovani, zdravotni preventivni a lékarska
péce, odpoveédné chovani v situacich Grazu a zivot ohrozujicich stavii);

e _Hodnota a podpora zdravi“ - celkové pojeti ¢loveéka ve zdravi a nemoci, podpora
zdravi a jeji formy (prevence a intervence, piisobeni na zménu kvality prostiedi a
chovani jedince, odpovédnost jedince za zdravi), podpora zdravi v komunité
(programy podpory zdravi).
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Sougasti vzdélavaci oblasti ,,Clovék a zdravi“ je také Télesna vychova, ve které je kladen
diraz i na posilovani imunity. Stejnym systémem jsou vzdélavany také déti a mladez
v matefskych a zakladnich Skolach pro déti se specidlnimi vzdélavacimi potfebami. [18]

2.5.1.4 Vliv médii

Dtlezitym prvkem (pozitivnim i negativnim) ve vztahu k preventivnim opatfenim proti
salmonelovym infekcim, ktery nesmime opomenout, jsou média (televize, rozhlas a
v neposledni fad€ denni tisk a ¢asopisy). Média mnohdy dokézi zpisobit mezi lidmi paniku a
ti pak zacinaji ménit své chovani a v§e vnimaji pouze podle toho, jak jim to dand média sd¢li.
V poslednich péar letech se vyskytlo né€kolik afér v rliznych fetézcich supermarketl a
hypermarketti, které prodavaly zkazené maso (mélo zelenou barvu, a bylo tedy zdravotné
zévadné), kontaminované produkty obsahujici majonézu a vejce, a potraviny po exspiraci. O
téchto produktech a potravinach, jez se nemély dostat na pult a ke konzumentovi, zacala
informovat média, kterd to zveli¢ila a mnoho lidi dostalo strach a u kupovanych produktd
kontrolovalo zda:

¢ maji naruseny obal;

¢ maji odpovidajici vzhled;

e maji dostate¢nou dobu spotieby;

¢ jsou dostatecné vychlazeny.
Mnoho lidi zménilo diky médiim sviij nazor a stali se mnohem peclivéjsi a opatrné&jsi, alespori
co se tyCe kupovani potravin a nasledného zpracovani pfed konzumaci. Samoziejmé to
poskodilo fetézce supermarketd a hypermarketi.

2.5.1.5 Obchodni Fetézce a vyrobci potravin

Na zaklad¢ informaci z obchodniho fetézce se diky této situaci supermarkety a hypermarkety
jesté vice a dlikladnéji snazi o dodrzovani ptesné stanovenych ISO norem, zdkont, vyhlasek a
principti spravné hygienické praxe. Stavaji se ndrocnéjSimi zakazniky vyrobcl potravin, ktefi
museji dodrzovat legislativu podle zdkona ¢.110/1997 Sb., Zékon o potravinach a tabdkovych
vyrobcich, ve znéni pozdé¢jSich predpist a prislusnych vyhlasek. Podle vyhlasky Ministerstva
zemédelstvi ¢€.147/1998 Sb. v aktudlnim znéni museji mit vyrobcei potravin od 1. ledna 2000
zaveden systém HACCP. Tento systém kritickych bodi ve vyrobnim procesu zajistuje
preventivni a systematicky piistup k brzké identifikaci rizik a k zamezeni jejich vzniku.
Jednoduse lze tedy tici, ze systém HACCP slouzi k ovladani biologickych, chemickych nebo
fyzikalnich Cinitelti, které plisobi na potravinu, béhem celého vyrobniho procesu, a mohou
porusit jeji zavadnost.

Obchodni fetézce a vyrobci potravin si dodrzovani téchto systémil, zédkond a vyhlasek
kontroluji internimi a externimi audity. Externi kontroly provadi Krajska hygienicka
stanice. [19, 29]
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2.5.1.6 Pocasi

Pro rozsiteni salmonelové infekce musime vzit v uvahu i primérné ro¢ni teploty, protoze ¢im
je vyssi teplota, tim rychleji se bakterie salmonely v potravinach pomnozi, zvySuje se jejich
mnozstvi (zvySuje se infek¢éni davka), a tedy pravdépodobnost vzniku infekce. Toto riziko
roste napf. pfi pfenaseni potravin z obchodli do domacnosti, kdy se chlazena potravina béhem
pfepravy ohieje.

Primérné roéni teploty, které jsou poéitiny z 22 meteorologickych stanic na tizemi CR, byly
pouzity z dostupnych udaji na internetovych strankach Statniho meteorologického ustavu CR.
Tyto teploty byly zapsany do tabulky (Tab.4) a pro lepsi ptehlednost také v grafu (Graf 2).

Tab.4: Pramérné roéni teploty na izemi CR v letech 1999 az 2008 [14]

Rok Primérnd ro¢ni teplota
1999 8,45
2000 9,22
2001 7,88
2002 8,79
2003 8,52
2004 8,09
2005 7,89
2006 8,45
2007 9,22
2008 8,96

Graf 2:  Grafické zpracovani primérnych teplot na uzemi CR v letech 1999 az 2008
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Po porovnani grafu (Graf 1. zpracovani poctu ptipadi infekci zptisobené salmonelami v letech
1999 az 2008) s grafem (Graf 2. Grafické zpracovani primémych teplot na izemi CR v letech
1999 az 2008) je zfejmé, ze vliv teplot béhem roku nema vyrazny vliv na vyskyt
salmonelovych infekci v bézné populaci. Mlizeme naopak pozorovat opacny efekt. V letech,
ve kterych se vyskyt infekci zvySoval, primérna teplota klesala a naopak v letech, ve kterych
se vyskyt infekci snizoval, primérna teplota rostla. Nejintenzivné€ji v poslednich tfech
sledovanych letech (2006 az 2008).
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2.6 Diagnostika a prukaz rodu Salmonella

Hlavnim rezervoarem bakterii rodu Salmonella je stfevni trakt zvifat i ¢loveka. Zastupci
ptezivaji dlouhou dobu i vpudé a ve vodé, proto maji vhodné podminky pro S$ifeni
povrchovymi vodami. Salmonely jsou odolné vii¢i nizkym teplotam, které je nenici, ale pouze
zpomali jejich metabolismus. Rostou v rozmezi +5 az 47 °C a pH od 4,0 do 9,0. Pti teplotach
nad 70 °C nejsou salmonely schopné piezit. Roli hraje i1 aktivita vody. Pokud ji snizime
pod 0,95, zabranime tim jejich mnozeni. [15]

2.6.1 Priikaz z potravin

Pti priikazu salmonel se postupuje ¢tyfmi po sob¢ jdoucimi kroky [15]:

e predpomnozZeni v neselektivni tekuté ptidé (tlumiva peptonova voda);

e pomnozeni v selektivnich tekutych ptidich (pida podle Rappaporta a Vassiliadise se
sojou a puda podle Miillera a Kaufmanna s tetrathionanem a novobiocinem);

e vyockovani na pevné pudy a hledani podezielych kolonii. Povinna je ptida XLD —
(xyldza, lyzin a deoxycholan) nebo ji adekvatni piida napt. ptida s brilantni zeleni nebo
Rambachtiv agar;

e potvrzeni pomoci biochemickych a sérologickych test.

2.6.1.1 Piiprava Zivnych pud

Nejprve se odvazi ptislusné mnozstvi dehydratované pidy do vhodné reagencni nadoby a
zalije se pozadovanym mnozstvim deionizované vody. Pti tomto postupu je dilezité dbat na
to, aby se nerozpusténé zbytky dehydratované pidy nenalepily na zvlhéené stény nadoby, coz
muze vést k nepfesnym vysledkiim.

Pidy, které neobsahuji agar, se musi dostatecné protiepat jesté pred sterilizaci v autoklavu.
Dehydratované pidy maji tendenci pii nedostatecném roztfepani pfilnout na dno nadoby ve
formé sirupovitého Utvaru, coz ma za nésledek karamelizaci ptitomnych sacharidi, nezddouci
zménu pH, a jiné nezddouci zmény v pude.

Pldy, které obsahuji agar, se musi nechat nejprve nabobtnat ve studené deionizované vodé.
Pro vétSinu agari je dostate¢na doba bobtnani ptiblizné 30 minut. Pokud neni agar dostate¢né
nabobtnany, miize se okolo zrn nerozpusténého agaru vytvofit tenkd vrstva rozpusténého
agaru, kterd pusobi jako izolace proti proniknuti vody a tepla, takze se agar ani pfi
dlouhodobgjsi sterilizaci v autoklavu nerozpusti. To mize mit ve finale vliv napf. na tuhost
agaru a zakal.

Reagencni nadoba na ptipravu agarové plidy by méla byt 2,5-krat vétsi nez je konecny objem
ptipravované ptidy. Umozni to dokonalé promiseni. [15]
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2.6.1.2 Sterilizace

Podminky sterilizace jsou specifické jednotlivé pro kazdou zivnou piidu (je uvedeno v popisu
na obalu dehydratovaného substratu nebo v pfibaleném letdku). VSeobecné se na sterilizaci
pouziva teplota 115°C podobu 20 minut a nebo 120°C po dobu 15 minut. Pfi frakcionované
sterilizaci se vyuziva proudici pary, tj. pii teploté 100°C, opakované 2 az 3 dny po sob¢ vzdy
po 1 hodiné. Zbytecné tepelné zatézovani plidy (neimérné zvySovani teploty nebo
prodluzovani ¢asu sterilizace) miize poskodit peptidické a polypeptidické zdroje aminodusiku,
pfitomné sacharidy, vitaminy a v neposledni fad¢ ptitomné indikatory, coz se projevi ztratou
kvality pudy.

Pldy, které se nesmi autoklavovat, se rozvaii ve vodni lazni, kde se udrzuji po dobu 30-ti
minut ve varu a po promichani dal§ich 20 minut. Doporucuje se pouzivat sterilni reagen¢ni
nadobu, sterilni deionizovanou vodu a navazku provadét nerezovou lzici vydezinfikovanou
v 70% ethanolu a opalenou nad kahanem. [15]

2.6.1.3 Findlni pfiprava a rozlévani

Nékteré pudy se dodavaji jako pouhé zaklady, ke kterym je zapotiebi ptidat dalsi slozky pii
ptipravé. Témto slozkdm se tika suplementy (inhibitory ristu, obohacovadla, aj.). Tyto
suplementy se do pldy ptidavaji az po sterilizaci a zdsadné az po ochlazeni ptidy na 45 az
50 °C. Po tomto ochlazeni a pfidani vSech suplementi se plida vyléva do ptipravenych
sterilnich nadob:
e zisobnich naddob — po sterilizaci lze nékteré plidy ve vétSim mnozstvi uchovavat
v zasobnich nadobach v mensSich objemech pii teploté 4 °C, nasledné podle potieby
rozpustit ve vodni lazni (50°C) a po rozliti do Petriho misek nebo po rozplnéni do
zkumavek 1ze pouzit k dal§imu zpracovani;
e petriho misky — pida se do nich rozléva pfi ochlazeni na 50 °C jsou pfipraveny
k okamzitému pouziti a na krat$i dobu je lze uchovéavat pii 4 °C;
e zkumavky — po ochlazeni na 50 °C se ptida rozplni do bakteriologickych zkumavek,
ulozi se vétSinou v Sikmé poloze a nechaji se ztuhnout. [15]
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2.6.1.4 Priciny neuspokojivych vysledki

Pficin neuspokojivych vysledku pfi kultivacich je hned nékolik:

e Nespravna hodnota pH — optimélni hodnota pH je udavéna pti kazdé ptide. Pouziti
nevhodné vody na rehydrataci, nedostatecné promichani a nabobtnani, prehfati pady
(a tim zhorSeni pufra¢nich schopnosti pidy) a znecisténé reagencni nadoby nebo
laboratorni pomicky mohou tuto optimalni hodnotu pH narusit.

e Neuplné rozpusténi — v nékterych ptidach, zejména v zakladech pro krevni agary,
muZze vzniknout sediment, ktery ale neni ptekazkou k dal§imu pouZziti.

Pokud pada, kterd méa byt &ird, neni po sterilizaci Upln¢ rozpusténd, pak je
nevyhovujici, a nelze ji pouzit k nasledné kultivaci. To mize byt zplisobeno
nedokonalym nabobtnanim agaru, pouzitim nevhodné nadoby nebo piehiatim ptdy.

e Piehiati plidy — miize zpUsobit zhorSeni pufracni schopnosti plidy a tim zménu pH, coz
muze v kone¢ném disledku vést k vypadnuti nerozpustnych slozek. Dale zhorSuje
rustové vlastnosti pidy a ovliviiuje cirost pady. Piehfati agarové plidy vede
k hydrolyze agaru, a tim ke ztrat¢ gelifikacni schopnosti. Zvlasté citlivé jsou pudy
obsahujici sacharidy.

e Nasobné opakované rozehtivani pid.

e Dlouhé uchovavani zivnych ptid ve zkumavkach a Petriho miskach.

e Nespravné ptidani suplementd pii pfiprave. [15]

2.6.1.5 PiedpomnoZeni a pomnoZeni pritomnych bakterii

Odbérové misto na vzorku potraviny dezinfikujeme 70 % etanolem. Odvazime ptiblizné 25 g
vzorku do pfedem popsanych sterilnich nddob. Tuto navazku zalijeme pomoci sterilni
odmérné nadoby 225 ml tlumivé peptonové vody vytemperovanou na laboratorni teplotu.
Pokud vzorky obsahuji vétsi mnozstvi tuku, tak nechame peptonovou vodu vytemperovat na
45 °C a pridame Tween 80 (1g/l média). Tyto nadoby pak uzavieme pomoci svorky a
inkubujeme v termostatu pti 37 °C po dobu 16 az 20 hodin.

Poté 0,1 ml kultury z peptonové vody pfeneseme pomoci automatické pipety a sterilni §picky
do 10 ml tekuté pidy Rappaport Vassiliadis a inkubujeme v termostatu pii 41,5 °C po dobu
24 hodin a poté naockujeme na XLD a BGA agar. Tyto Petriho misky vlozime dnem vzhiru
do termostatu a inkubujeme pti 37 °C po dobu 24 az 48 hodin.

Kolonie bakterii rodu Salmonella rostou na pudé XLD cervené s Cernym stfedem. Tato pida
obsahuje ve svém slozeni indikéator fenolova Cerver, ktery se diky zkvasovani xyldzy, laktozy
a sacharozy zbarvi do Zluta (bakterie salmonely nezkvaSuje ani jedno a proto zbarveni pidy
zustava cervené). Tvorbu sirovodiku indikuje siran Zelezito-amonny. Ten se sirovodikem
redukuje na sulfid zeleznaty, ktery se zbarvi do ¢erna (ve stiedu kolonii). [15]
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2.6.1.7 Potvrzeni (Konfirmace) bakterii rodu Salmonella

Jedna se potvrzeni salmonelovych bakterii pomoci vhodnych biochemickych a sérologickych

testu.

Tab.5.: Biochemické testy odliSujici salmonely od ostatnich enterobakterii [5]

) plyn z okyseleni , Utilizace | Tvorba | Tvorba
Mikrob pohyb glukozy laktozy Ureaza citratu H,S indolu
Salmone.lla N i i i i N i
Typhi
Salmonella
+ + - - + + -
sSpp.
Shigella spp. - - - - - - Vv
Escherichia
, + + + - - - +
coli
Citrobacter N N N i N v v
sSpp.
Klebsiella spp. - + + + + - \
Proteus spp. + \% - + \ \ \

+ (pozitivni reakce)
- (negativni reakce)
V (variabilni reakce)
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Pohyb — nefermentujici bakterie je mozné v nékterych polotuhych médiich testovat na
pohyblivost (k tomuto u¢elu miZeme pouzit MIU — pohyb, indol, ureaza). Cistou
kulturu o¢kujeme do média ve zkumavce, vpichem az na dno. Poté ulozime zkumavku
na 24 hodin do termostatu, a sledujeme, zda se bakterie pomnozila pouze v oblasti
vpichu nebo v celém objemu média. To se projevi zakalem.

Plyn z glukézy — bakterie rodu Salmonella neni schopna $tépit sacharozu a laktézu a je
schopna §tépit glukdzu a mannitol. Stépenim se uvoliiuje CO,, ktery tvoii mezi dvéma
vrstvami MIU a agaru podle Hajna vrstvu bublinek (média se v n€kterych ptipadech
rozdéli).

Okyseleni laktézy — nejcastéji se realizuje v tzv. oxidacné-fermentacnim bazdlnim
médiu dle Hugha a Leifsona, které obsahuje pepton a laktéozu v poméru 2:1.
Salmonelly jsou laktéza negativni. Vyjimku tvoii Salmonelly izolované z motskych
plodi na rybich trzich a piistavech v Indii, kde byly 2 % z pozitivnich nalezi laktdza
pozitivni. [28]

Uredza — Stépeni mocoviny nastava u bakterii, které produkuji uredzu (enzym Stépici
mocovinu). Pozitivni reakce se vyskytuji napt. u Klebsielly nebo Protea a projevuje se
obvykle ¢ervenym zbarvenim.

Utilizace citratu — nékteré bakterie mohou vyuzivat misto cukru citrat. Toto bylo
popsano roku 1923 Koserem. Test byl puvodné provadén v tekutém médiu
obsahujicim citrat sodny, fosfat draselny, fosfat sodno-amonny a sulfat hotecnaty. Po
inkubaci se posuzoval néarust. Nasledné¢ metodu zdokonalil Simmons. Ten ptidal do




média agar a indikator (bromthymolovou modf). Tato tmavé zelend tuhd pida se
rozpliiuje do mensich zkumavek a uSikmuje v thlu ptiblizné¢ 30°. Inokulum se oc¢kuje
klickou po povrchu plidy a inkubuje se v termostatu pii 37 °C po dobu 24 hodin.
Pozitivni reakce je indikovana vyrazné modrym zbarvenim.

Tvorba H,S — jde o vyznamny urcujici znak, protoze jen n¢kolik malo druhti zastupcti
enterobakterii méa schopnost produkovat sirovodik. Jako zdroj siry se Casto vyuziva
thiosulfat sodny a indikatorem vzniklého sirovodiku je pak citrat zelezity nebo také
citrat zelezito-amonny. Pouzit 1ze napf. agar podle Hajna, média KIA (Kligler iron
agar) nebo TSI (triple sugar iron agar). Pfitomnost sirovodiku lze pozorovat i na
pudach selektivné-diagnostickych napt. MAL (Manitol — Arabinézo — Laktézovy
agar — obr. 3), DCA (Deoxycholat — citratovy agar- obr. 4) nebo XLD (Xyléza — Lysin
— Deoxycholatovy agar — obr. 5)

Salmonella
london

Obr. 3: Rust Salmonelly london na MAL [16]

Salmonella
london

Obr. 4: Rust Salmonelly london na DCA [16]
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Salmonella
enteritidis

Obr. 5: Ruist Salmonelly Enteritidis na XLD [16]

Vhodnym médiem je agar podle Hajna. Tuto pidu je vhodné kombinovat ve
zkumavce s MIU (v tomto polotuhém médiu miizeme sledovat pohyb, hydrolyzu
mocoviny (uredza test) a tvorbu indolu.

Na obr. 6 je pfipravena tato kombinaci a naockovana Salmonella Enteritidis a
Escherichia coli.

Vlevo se nachazi zkumavka naockovand Escherichia coli. Je dobfe patrné, ze
okyseluje laktézu (zluté zbarveni), nehydrolyzuje mocovinu, je pohybliva, tvoti indol
a kvasi glukézu. Na rozhrani MIU a agaru podle Hajna jsou patrné bublinky vzduchu
— tvorba plynu.

Vpravo se nachazi zkumavka naockovana Salmonellou Enteritidis. Je dobie patmé, ze
neokyseluje laktézu (barva beze zmény), nehydrolyzuje mocovinu, netvoii indol. Lze
vidét zékal v celém objemu média — je pohybliva a ve spodni ¢asti, kde se nachazi agar
podle Hajna, je velmi dobie patrna tvorba sirovodiku.

Obr. 6: Kombinace agaru podle Hajna a MIU



Tvorba indolu — U nefermentujicich bakterii mé zna¢ny diagnosticky vyznam, protoze
pozitivni reakce je pouze u malého poctu druhii. Test se provadi v 0,5 ml zivného
bujonu obohaceného tryptofanem. Z diivodu produkce malého mnozstvi indolu
nékterymi nefermentujicimi bakteriemi je pro leps$i pozorovani vhodné extrahovat
indol pomoci xylenu nebo chloroformu, eventualné protfepani s kapkou parafinu. Po
pfidani kapky Ehrlichova nebo Kovaczova ¢inidla se u pozitivni reakce vytvoii na
rozhrani obou kapalin ¢erveny prstenec.

Na obr. 7 byl proveden test na tvorbu indolu u Escherichia coli a Salmonelly
Enteritidis. V levé zkumavce je pozitivni reakce Escherichie coli a v pravé zkumavce
negativni reakce Salmonelly Enteritidis.

Obr. 7: Pozitivni a negativni reakce indolu
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2.6.2 Klinicky material

Postup pii stanoveni salmonely je znazornén na jednoduchém schématu [5]:

PoZadavek
Odbér materialu
Transport
6 w7 I b4 (o] )
Ptijem materiala
Kultivace, 1zolace
Identifikace, vySetteni citlivosti
HIaseni vysledku 1ékarii

2.6.2.1 Odbér materialu

Odbér vzorku by mél byt proveden co nejdfive od projevu prvnich klinickych symptoma. Pro
transport se vyuziva odbérova souprava s transportni ptidou. Tato souprava obsahuje:

e sterilni tampdn na tycince, ktery je zabaleny ve sterilnim obalu;

e transportni pidu ve zkumavce (nejcastéji se jednd o transportni pidu dle Stuarta,

Amiese nebo Carryové — Blaira).

Odbér se provadi opatrnym zavedenim tamponu za fitni svérac. Opatrnou rotaci se setie
sliznice kone¢niku. Spravny odbér se poznd podle zfetelné stolice na povrchu tampont.
Tampon se zanofi hluboko do zkumavky z transportni ptidou a nddobka se uzavie. [5]

2.6.2.2 Transport materidalu

Transport takto odebrané¢ho vzorku se provadi pti pokojové teploté¢ (max. 20°C) nebo pfi
teploté chladnickové (4°C) a musi byt ke zpracovani do laboratofe dopraven co nejdiive po
odbéru, aby se zabranilo pomnoZeni jinymi kontaminanty, které¢ by mohly ptertist zkoumany
patogen, a tim zakryt jeho ptitomnost. 5, 20]
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2.6.2.3 Piijem materidlu

Zakladnim pozadavkem dobré laboratorni praxe je pecliva dokumentace. Lékat na zddance o
vySetfeni musi uvést co nejvice informaci o vzorku. Nésledné laborant pfi pfijeti vzorku
porovna udaje na odbérové soupravé s tidaji na zddance o vysetfeni a zanese je do pocitace.
Pti této Cinnosti piifadi vzorku zvlastni ¢islo, které zapiSe na Zadanku a odbérovou nadobku.
Toto ¢islo se pfifazuje jako prevence zamény vzorkli a tim vydani nespravného vysledku,
které mohou mit pro odpovédného pracovnika dalekosahlé nasledky, a to jak pro pacienta, tak
z hlediska soudniho. [5]

2.6.2.4 Kultivace

Odbérova souprava se vSemi fadné vyplnénymi udaji je pfesunuta z piijmu materidlu do
bakteriologické laboratofe k dalSimu zpracovani. Kultivace je obdobna té, kterd je popsana
v kapitole 2.6.1.7 Potvrzeni (Konfirmace) bakterii rodu Salmonella.

2.6.2.5 Identifikace a vySetieni citlivosti na ATB

Identifikovat podrobné kazdého mikroba izolovaného v laboratofi je nepotiebné a navic
neekonomické. K tomu, aby se vysledek dostal do rukou lékafe co nejrychleji z divodu
ovlivnéni pribéhu 1écby, se vyuziva zkrdcenych postupli vySetfeni. Laboratote pouzivaji
jednoduché a neuplné metody podle pozadavki 1ékare.

Typizace se provadi z epidemiologickych diivodli v centralnich referen¢nich laboratotich.
Vysetteni citlivosti na ATB je spojeno s naslednou kultivaci, proto toto vySetteni trva dalSich
24 hodin. Pacienti s akutnimi pfiznaky jsou léceni difive, nez 1ékaf obdrzi zpravu z klinické
laboratote. Vysledek poté jen potvrzuje, zda byla zvolena spravna terapie. [5]

Na obr. 8 je stanoveni citlivosti na ATB. Mé&fi se zony kolem ATB disku.

Obr. 8: Stanoveni citlivosti na ATB, rod Salmonella
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie, ptistroje, pomucky

3.1.1 Chemikalie

Enzymaticky kaseinovy hydrolyzat IMUNA Pharm a.s., SR), yeast extrakt IMUNA
Pharm a.s., SR), Glukéza (Merk, Némecko), K,HPO, (Merk, Némecko ), Agar (IMUNA
Pharm a.s., SR), UREA (Dr. Kulich Pharma, s.r.0., CR)

3.1.2 Piistroje a pomiicky

Analytické vahy Kern PLT 2500-2M (VAMONT, CR), pami sterilizitor PS - 121 V
(Chirana, CR), magnetickd michatka sohfevem RCT IKAMAG (A&D, Japonsko),
laboratorni pH metr Orion 2 Star (Merci, CR), magnetickd michadla, Erlenmayerové baiiky,
odmérny valec, alobal, sterilni gdza, zkumavky PS 10 ml (DispoLab, CR) se zatkou, sklen&na
pipeta, Petriho misky

3.1.3 Pripravené roztoky

Pro ptipravu média byl pfipraven 40 % roztok urey pfipraveny smisenim 40 g urey se 100 ml
sterilni deionizované vody. Vznikly roztok byl zmrazen 6 dnti pfed pouzitim.

Pro upravu pH média byly pfipraveny Cerstvé roztoky HCl a NaOH o koncentracich (1, 2, 5 a
10 %) pro ptesné&jsi upravu pH.

Jako indikétor byl pouzit 1 % roztok fenolové Cervené, ktery byl pfipraven jako zasobni
roztok 15 dni pfed ptipravou média.

3.2 Priprava MIU

75 g Enzymatického kaseinového hydrolyzatu, 10 g yeast extraktu, 5 g glukézy, 10 g K,HPO4
a 7,5 g agaru bylo navazeno do 5 litrové Erlenmayerovy baiiky a zalito 3 litry deionizované
vody. Roztok se promichal a nechal ustat. Poté byl doplnén na objem 5 litri a bylo vlozeno
magnetické michadlo. Roztok byl michan jednu hodinu pii 550 ot./min. Po jedné hodin¢ bylo
zapnuto topné zafizeni a nastavena teplota na 100 °C a otacky snizeny na 400 ot./min a
michéno do dokonalého rozpusténi v§ech chemikalii (1 hodinu a 20 minut).
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Po dokonalém rozpusténi bylo pfidano 25 ml roztoku fenolové cervené. Ten byl odebran ze
zasobniho roztoku sterilni sklenénou pipetou. Topné téleso magnetické michacky bylo
vypnuto a otacky zvySeny na 550 ot./min. Roztok se dale promichaval 20 minut.

Takto ptfipravené médium bylo odmeéteno po 200 mililitrech do jedenacti 500 mililitrovych
Erlenmayerovych bangk, které byly jednotlivé oznaceny Cislicemi viz. Tab. 6. a vlozeno
magnetické michadlo.

Tab. 6: Pozadované a kone¢né pH a jeho zmény béhem ptipravy

Erlenmayerova
barika ¢.: 1 2 3 4 5 6 7 8 9. | 10. | 11.

pH pozadované 6,00]6,20|6,406,60|6,80|7,00|7,20|7,40|7,60|7,80]8,00
pH pted sterilizaci |6,02|6,21|6,42|6,61|6,81|7,01]7,20|7,42|7,61|7,82|8,01
pH po sterilizaci  |5,96|6,15|6,38|6,57|6,76|6,95|7,16|7,37|7,58|7,79|7,98
pH konecné 6,01]6,1916,41]6,59]6,81|7,01]7,2017,39|7,61[7,80|8,01

V takto rozdélenych roztocich byla upravena pH na hodnoty uvedené v Tab. 6. Po upravé pH
byla hrdla Erlenmayerovych ban€k uzaviena alobalem a sterilizovana v parnim sterilizatoru
20 minut pfi 121 °C. Poté ochlazena na 50 °C, umisténa na magnetickou michacku se
zapnutym ohfevem z dlivodu udrzeni teploty nad 45 °C, pfidano 16 ml 40 % roztoku urey a
ptekontrolovana hodnota pH viz. Tab. 6.

Kontrola pH byla provedena mimo celkovy obsah vzorku média, aby nedoslo k jeho
kontaminaci. Vzorek média byl odpipetovén sterilni sklenénou pipetou na Petriho misku a
hodnota pH byla zmétfena po ochlazeni na pokojovou teplotu a nésledné upravena. Tento
postup se opakoval vzdy n€kolikrat do kone¢né hodnoty pH viz. Tab. 6.

Vyhovujici médium bylo rozplnéno do 22 zkumavek tak, aby sloupec média mél minimalné
5 em. Zkumavky byly pevné uzavieny a popsany ¢islici dle dané Erlenmayerovy barky.

Ze vSech jedendcti sad vzorku, byly dvé zkumavky odlozeny jako srovnavaci a zbylé byly
nao¢kovany Salmonellou Enteritidis, Shigelou sonnei, Eschericia coli, Klepsielou pneumoniae
a Proteem mirabilis. VSechny tyto zkumavky byly umistény do termostatu a kultivovany 16
hodin pti 37 °C.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Je mozné odlisit rod Salmonella od ostatnich rodi Celedi Enterobacteriaceae a to kultivaci a
biochemickymi testy. Ke kultivacim se uzivaji ptiidy selektivné diagnostické, napft.:
XLD
MAL
DCA
Endova ptida
Agar podle Hajna
Bizmut — sulfitovy agar

o TSI
Ptiklad biochemickych testi k detekci salmonel napft.:

o Ureazovy test

e Stuartliv uredzovy bujon

e Indolovy test

e oxidacné-fermentacnim bazalnim médiu dle Hugha a Leifsona

e ONPG test
Jednou z moznosti stanoveni rodu Salmonella je uziti kombinovaného média MIU, ve kterém
je kombinovan ureazovy a indolovy test. Protoze se jednd o polotuhé médium, je mozné
urcovat pohyb bakterii. Pohyb bakterii je velmi citlivy na hodnotu pH piipraveného média.
Cilem experimentalni ¢asti bylo stanovit optimalni hodnotu pH pfi kultivaci Salmonelly
Enteritidis v polotuhém médiu MIU a dokonalému odliSeni od ostatnich rodi celedi
Enterobacteriaceae.

4.1 Vysledek

Po 16 hodinach kultivace v termostatu bylo provedeno pozorovani a test na tvorbu indolu.

4.1.1 Salmonella Enteritidis

Tab. 7: Pozorovani pohybu, tvorby uredzy a indolu u Salmonelly Enteritidis

Oznaceni
Erlenmayerovy bakky |1. [2. [3. [4. . . . .
Pohyb - +/- |+ +/- |+ + + +- |- |- |-
Indol - - - - - - - - - - -
Urea - - - - - - - - - - -
Pozitivni vysledek +
Negativni vysledek -
Nerozhodny vysledek |+/-

()
(@)
J
[oe]
O
—
(]
—
—
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Po kultivaci se pH média lehce snizilo zkvasenim glukézy. To bylo pozorovatelné,
v porovnani se srovnavacim vzorkem, zménou barvy indikatoru do Zluté oblasti. V médiu
byly patrné vétsi bubliny vzduchu — dikaz tvorby plynu zkvaSovanim glukézy. Tvorba ureazy
byla u vSech vzorkl negativni. Pohyb byl velmi dobfe patrny v rozmezi pH 6,8 — 7,2. Po
zakapani, protiepani s parafinovym olejem a pfiddnim malého mnozstvi Ehrlichova ¢inidla

byla reakce na tvorbu indolu negativni.

4.1.2 Shigella sonnei

Tab. 8: Pozorovani pohybu, tvorby uredzy a indolu u Shigelly sonnei

Oznaceni

Erlenmayerovy bakky 1. 2. |3. [4. |5. |6. |7. |8 |9. 10. |11.
Pohyb +/- |t/ |- |- +/- |- - - - +- | +/-
Indol - - - - - - - - - - -
Urea - - - - - - - - - - -
Pozitivni vysledek +

Negativni vysledek -

Nerozhodny vysledek | +/-

Po kultivaci se pH média snizilo zkvasenim glukdzy. To bylo pozorovatelné, v porovnani se
srovnavacim vzorkem, zménou barvy indikatoru do zluté oblasti. Tvorba uredzy byla u vSech
vzorkil negativni. Bakterie Shigelly nevykazuje pohyb, coz bylo dobfe patrné v rozmezi pH
7,0 — 7,6. Po zakapani, protfepani s parafinovym olejem a pfidanim malého mnozstvi

Ehrlichova ¢inidla byla reakce na tvorbu indolu negativni.

4.1.3 Escherichia coli

Tab. 9: Pozorovani pohybu, tvorby uredzy a indolu u Escherichia coli

Oznaceni
Erlenmayerovy barky

10.

Pohyb

+

+ 1+~
+ [+ [
+ [+ @
+ 1+ [~
+ [+ [
+ [+ |2
+ [+ [~

Indol

+ [+ |00

+ [+ |

Urea

Pozitivni vysledek +
Negativni vysledek -
Nerozhodny vysledek |+/-

U Escherichie coli nebyla zaznamenana zadnd odchylka a ve vSech vzorcich byl stejny
vysledek. Byl dobfe pozorovatelny pohyb. Po zakapani parafinem a ptidani Ehrlichova ¢inidla

33



byla reakce na tvorbu indolu vyrazné pozitivni. Tvorba uredzy byla u vSech vzorkl negativni.
V médiu, ve kterém byla patrnd zména pH — zkvaSovani glukdzy, se nachdzelo mnozstvi
bublinek — tvorba plynu z glukézy.

4.1.4 Klebsiela pneumonie

Tab. 10: Pozorovani pohybu, tvorby uredzy a indolu u Klebsiely pneumonie

Oznaceni

Erlenmayerovy bakky |1. 2. |3. [4. [5. 6. |7. |8 |9. 10. |11.
Pohyb +- |- |- - - - - +- |- |- +/-
Indol - - - - - - - - - - -

Urea vV |V |V |V |V |V |V |V |V |V |V
Pozitivni vysledek +

Negativni vysledek -

Nerozhodny vysledek |+/-

Variabilni vysledek \Y

U Klebsiely pneumonie byla tvorba uredzy negativni. OvSem po opétovném ponechani
v termostatu bez zatek se po hodiné a ptl barva indikatoru od horni ¢asti média postupné
m¢énila ve fialovocervenou — pozitivni reakce tvorby uredzy.

Klebsiela pneumonie neni pohybliva. To bylo dobfe pozorovatelné v rozmezi pH 6,4 — 7,2.
Tvorba indolu byla negativni.

4.1.5 Proteus mirabilis

Tab. 11: Pozorovani pohybu, tvorby uredzy a indolu u Protea mirabilis

Oznaceni

Erlenmayerovy bakky |1. [2. |3. [4. |5 6. |7. |8 9 10. |11.
Pohyb S [ S S A | L e
Indol - - - - - - - - - - -
Urea + |+ |+ |+ |+
Pozitivni vysledek +

Negativni vysledek -

Nerozhodny vysledek |+/-

U Protea mirabilis nebyla zaznamenana zddna odchylka a ve vSech vzorcich byl stejny
vysledek. Pohyb dobie patrny, tvorba indolu negativni a tvorba uredzy velmi vyrazné
pozitivni — fialovocervené zbarveni indikatoru.
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4.1.6 Hodnoceni

Tab. 11: RozliSeni testovanych rodu ¢eledi Enterobacteriaceae u média MIU

Negativni vysledek

Bakterie Pohyb Indol Urea
Salmonella Enteritidis + - -
Shigella sonnei - - -
Escherichia coli + + -
Klepsiela pneumonie - - +
Proteus mirabilis + - +
Pozitivni vysledek +

Tab. 12: Srovnani optimalnich hodnot pH jednotlivych bakterii u média MIU ,

Bakterie Optimalni hodnota pH

Pohyb Indol Urea
Salmonella Enteritidis 6,8-7,2 6,0-8,0 6,0-8,0
Shigella sonnei 7,0-7,6 6,0-8,0 6,0-8,0
Escherichia coli 6,0-8,0 6,0-8,0 6,0-8,0
Klepsiela pneumonie 6,4-7,2 6,0-8,0 6,0-8,0
Proteus mirabilis 6,0-8,0 6,0-8,0 6,0-8,0

Tvorba indolu a uredzy byla ve vSech zkoumanych vzorcich v celé tadé pH az na Klepsielu
pneumonie (viz. kap. 4.1.4 Klebsiela pneumonie) bez vétsich odchylek.

Pohyb byl na zménu pH nejvice citlivy u Salmonelly Enteritidis, Shigelly sonnei a Klebsiely
pneumonie. Optimalni hodnota pH byla stanovena v rozmezi 7,0 — 7,2 (viz. Tab. 12) pfi
kone¢né upraveé média pred rozplnénim do zkumavek.

Rozliseni jednotlivych rodua ¢eledi Enterobacteriaceae je zpracovano v Tab. 11.
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5.ZAVER

V teoretické Casti byla zhodnocena obecna charakteristika bakterii rodu Salmonella, jeho

~r 7

patogeneze, zdroje, 1écba a Setfici dieta pro nemocné.

Mezi nejrizikovéjsi skupiny salmonelovych infekci patii déti a obcané diichodového
veéku. Vyskyt epidemii je lokalizovan nej¢astéji na Skolni jidelny, stravovaci provozy a
prodejny salatii, mléénych vyrobkill a masa.

Byly popsany klinické pfiznaky, pribéh nemoci a rozebrany moznosti 1écby
dodrzovanim Setfici diety a doplilovanim dostatecného mnozstvi tekutin. Byly
navrzeny i nejvhodnéj$i potraviny a rehydratacni roztoky, které si cloveék nemusi
kupovat v 1ékarné, ale miize si je pripravit doma ze surovin, které mu jsou k dispozici.

Byly zpracovany data Stitniho zdravotniho ustavu CR o vyskytu salmonelovych
infekei u obyvatelstva v letech 1999 — 2008 a byly diskutovany divody poklesu téchto
ptipadl. V diskuzi byl rozebran vliv prevence na snizovani poctu piipadii infekce
zlepSovanim lékarské péce, informovanosti obyvatelstva a zavadénim Ramcovych
vzdélavacich programi do skol dle Zakona 561/2004 Sb. v platném znéni.

Byl rozebran vliv médii a na zaklad¢ informaci z obchodniho fetézce zavadéni
preventivnich opatfeni k zamezeni vyskytu kontaminovanych potravin na pultech
prodejen.

Byly zpracovany tdaje o primérnych rocnich teplotach z 22 meteorologickych stanic
na tzemi CR v letech 1999-2008 z dostupnych udaji Ceského meteorologického
ustavu .

Zékladem pro snizovani poctu piipadi je prevence, informovanost v maximalni mife,
dodrzovani spravnych hygienickych navykt, pozivat dostate¢n¢ tepelné zpracovanou potravu.

Byla rozebrana problematika diagnostiky a prikazu rodu Salmonella z potravin a
klinického materidlu. Jsou uvedeny ptiklady a nejcastéj$i moznosti kultivaci. Nasledné
byl rozebran ptiklad zpracovani klinického materialu od vypsani zddanky a spravného
odbéru az po vyhodnoceni a stanoventi citlivosti.

Byly popséany jednotlivé biochemické testy uréeni bakterii rodu Sa/monella.

V experimentalni ¢asti byl proveden pokus o stanoveni optimalni hodnoty pH média MIU
uréeného ke kultivaci enterobakterii. Piivodné bylo médium pfipravované v rozmezi pH 7,4 —
7,6 pii kone¢né upravé. Tvorba indolu a uredzy byla presna a dostatecné patrna. Naopak
pohyb byl neptfesny a v mnoha piipadech $patné ur¢en nebo byl vysledek nerozhodny.
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Timto pokusem bylo zjisténo, Zze pH pfipravovaného média neni vhodné a je potfeba ho
upravit. Optimalni hodnota pH byla stanovena na 7,0 — 7,2 pti kone¢né tipravé.

Doslo k upraveé postupu piipravy média a chybné urceni pohybu enterobakterii se snizilo na
minimum.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ATB Antibiotika

BGA Brilliant Green Agar

DCA Deoxycholat-citratovy agar

DIC Diseminovand intravaskuldrni koagulace

H,S Sirovodik

HACCP Hazard Analysis Critical Control Points (Analyza rizik a tvorba kritickych
kontrolnich bodii)

HCl Kyselina chlarovodikova

HPCP Fenol-chloroform-benzolova extrakce

ISO International Organization for Standardization

K,;HPO, Hydrogenfosfore¢nan draselny

KIA Kligler iron agar

LPS Lipopolysacharid

MAL Manitol-arabindzo-laktézovy agar

MIU Pohyb-urea-indol médium

NaOH Hydroxid sodny

PS Polystyrén

Sb. Sbirky

SBP Spontanni bakterialni peritonitida

TSI Triple sugar iron agar

XLD Xyléza, lyzin a deoxycholanovy agar
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