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Abstrakt

Jako téma mé bakaléaiské prace jsem si vybrala diagnostiku a vyskyt rodu
Salmonella. Rod Salmonella je pomérn¢ Casta piic¢ina prijmovych onemocnéni, které se
u nas velmi Casto vyskytuje. Toto téma jsem si vybrala proto, ze diagnostika salmonel je
velmi naro€nd zdivodu moznosti zdmény s jinymi bakteriemi z Celedi
Enterobacteriaceae a dale je velmi slozita, protoze existuje velké mnozstvi sérotypi

salmonel.

Chtéla jsem porovnat metody, které se vyuzivaji k diagnostice salmonel a zjistit,
kterd metoda je pro laboratofe nejvyhodnéjsi z hlediska ¢asového, finanéniho, ale také
kterd metoda je nejvice presnd. Libila se mi pfi rozhodovani tématu také rozmanitost

moznosti diagnostiky.

Ma bakalatska prace je rozdélena do dvou vétSich usekil. Prvni usek se zabyva
literarni resersi, tykajici se rodu Salmonella. Nejprve jsem v teoretické ¢asti popsala
bakterialni buiiku, ktera je dulezita z toho divodu, protoze pomoci slozeni bunécéné
stény miiZeme rozli$it grampozitivni a gramnegativni bakterie, a tim vyloucit pfi
mikroskopii grampozitivni bakterie. Pomoci tohoto daje muzeme ur¢it uz$i okruh
bakterii, coz nam usnadni identifikaci. Déle jsem se zabyvala Kauffmann - Whiteovym
schématem, podle néhoz rozliSujeme jednotlivé sérotypy rodu Salmonella. Toto schéma
je velmi dilezité z hlediska diagnostiky a zatazeni ur¢ovaného sérotypu. Déle nasleduje
rozdéleni rodu Salmonella dle typu infekce. Zabyvala jsem se antropopatogennimi
salmonelami a zoopatogennimi salmonelami a uvedla jsem vyznamnd onemocnéni,
ktera jsou zpisobena rodem Salmonella. Poté jsem ve své praci fesila vyskyt salmonel,
zpiisob Sifeni atd. V posledni kapitole jsem se zminila o 1é¢bé salmoneléz, uvedla jsem
jednoduchy nastin zndmych antibiotik a 1€k, které se pouzivaji na 1écbu salmoneloz.
Uvedla jsem, také velmi znamy lék Endiaron, ktery je vhodny pro 1écbu salmoneldz a

nema zadné vedlejsi ucinky.

V druhém useku mé bakalarské prace se vénuji metodice, coz je kapitola, kterd

shrnuje postup, jenz se vyuziva pii stanovovani salmonel. Zde uvadim vSechny casti



laboratorniho vyzkumu, od preanalytické ¢asti, jako naptiklad odbér a transport. Poté se
veénuji laboratorni Casti a postanalytické Casti. Nejrozsahlejsi je laboratorni ¢ast, ktera
obsahuje diagnostiku od kultivace, metody zalozené na biochemickych vlastnostech a
metodou MAIDI TOF. Déle jsem zminila sklickovou aglutinaci a latexovou aglutinace.
Cilem mé prace bylo porovnat metodu MALDI TOF s jinymi biochemickymi metodami
pii urovani rodu Salmonella. Nejlepsi feSeni v diagnostice salmonel je podle mého
nazoru pristroj MALDI TOF, ktery je nejrychlejsi metodou v porovnani se

biochemickou fadou API 20E a identifikace pomoci biochemického klinu.

Dalsim cilem mé prace bylo zjistit vyskyt rodu Salmonella ve vSech ro¢nich
obdobich. Zjistila jsem, Ze nejvice vyskytujicim se sérotypem je Salmonella Enteritidis,
poté Salmonella Typhimurium a vtésné blizkosti za ni Salmonella Montevideo.
Salmonella Enteritidis se v materialu Synlab czech s. r. 0. se objevila celkem 601krat.
Salmonella Typhimurium se vyskytla v materialu Synlab czech s.r.o. celkem 31krat a
Salmonella Montevideo byla ¢itana 13krat. Celkové jsem za rok 2013 napocetla 701
kmeni. Zde jsem sledovala také ,,exotictéjsi sérotypy, které sem byly dovezeny podle

mého nazoru z turistickych destinaci s nizsi hygienickou urovni.

Druhy nejéastéjsi vyskyt byl pozorovan v letnich mésicich (Cerven - srpen), kdy bylo
diagnostikovano celkem 224 salmonel. V zim¢ bylo 124 kment a na jate 105 kmeni.
Nejvyssi vyskyt salmonel byl piekvapivé v mésici zati, kdy bylo zachyceno 128 kment.

Nejméné zachyti bylo zjisténo v mésici bieznu, kdy bylo nalezeno 24 kment.

Klic¢ova slova: Salmoneldza, biochemicka fada, hmotnostni spektrometrie



Abstract

The aim of my bachelor thesis, are diagnostics and presence of genus Salmonella.
Salmonella is a relatively common cause of diarrheal disease, which occurs in our
country very often. Reason to choose this topic? Diagnostics of salmonella is very
difficult because of the possibility of confusion with other bacteria of

Enterobacteriaceae family and large number of Salmonella serotypes.

| wanted to compare the methods that are used to diagnose Salmonella and detect
the best method for laboratories in term of time, financial, but also which method is the
most accurate. The variety of diagnostic possibilities were also on of the key elements

in decision making.

This bachelor thesis is divided into two major sections. The first section deals with
the literary searchers related to the genus Salmonella. In the theoretical part I described
prokaryotic cell. That is difficult because according to cell membrane we differentiate
gram positive and gram negative bacterium. It will facilitate the identification of
bacterium. Then | dealt with Kauffmann - White's scheme, by which are distinguish the
deferent serotypes of the genus Salmonella. This scheme is very important in terms of
diagnosis and classification of serotype. After that follows dividing of the genus
Salmonella according the infection types.l dealt with genus Salmonella, which can
infect humans and animals. | mentioned about salmonellas disease. Thereafter was
solved incidence of genus Salmonella, way of spreading, etc. In the last chapter was
mentioned the treatment of salmonellosis. | introduced a simple listing of known
antibiotics and drugs used to treat salmonella. 1 also noted known medicament

Endiaron, which is convenient and has no side effects.

The second part is dedicated to methodology, summarizing the procedure to be
used by determination of salmonella. Here are present all parts of the laboratory
research, beginning pre-analytical parts, such as the collection and transport. Then

follow the laboratory and post laboratory part. The largest part is the laboratory part, in



which are cultivation, biochemical method. There is something about MALDI TOFF

and biochemical characterization.

The aim of this work was to compare the method MALDI TOFF with other
biochemics methods at determination the genus Salmonella. The best solution in
diagnosis of salmonella is in my opinion a device MALDI TOFF, which is the fastest
method in comparison with the slide agglutination and number of biochemics API 20E

and biochemical wedge.

The next aim of my work was to find out occurrence of genus Salmonella in a all
seasons. I have found out, that’s the most by found serotype is Salmonella Enteritidis,
next is Salmonella Montevideo, and then close behind Salmonella Typhimurium.
Salmonella Enteridis appeared in material synlab czech,s.r.o. 601 times total.
Salmonella Typhimurium appeared in material synlab czech,s.r.o. 31 times total and
Salmonella Montevideo 13 times. Overall | computed 701 tribes for year 2013. Also |
also looked at the "exotic" serotypes that were imported here in my opinion from a
tourist’s destinations with lower levels of hygiene. The highest incidence was in the fall
(September, October, November) - 268 tribes. The second most frequent
occurrence was in sommer months (June - August). In this cases was diagnosed 224
salmonella in total. In the winter there were 124 genus and in spring there were 105.
The most frequent occurrence was surpisingly in September - in total 128. The less

result was measured in March with count of 24 genuses.

Key words: Salmonellosis, biochemical range, mass spectrometry
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0 Uvod

Salmonella Enteritidis patii do celedi Enterobacteriaceae, coZ jsou stievni
bakterie, jak uz nazev napovida. Salmonella Enteritidis je jednou z nejcastéjsich pricin
prijmovych onemocnéni. ZpUsobuje onemocnéni zvané salmoneloza, které je
zpusobené nedostatecné tepelné zpracovanymi masnymi vyrobky a vejci. Salmoneléza

mize probihat i bez klinickych piiznakd, to znamena inaparentné, neboli skryté.

Laboratorni nalez salmonel se musi hlasit na epidemiologické oddéleni Krajské
hygienické stanice, kde se pracovnici snazi vypatrat zdroj infekce a zjistit pficiny

vzniku nakazy.

Samostatnou kapitolou je Salmonella Typhi, ktera je pfi¢inou vzniku biisniho
tyfu, coz je velmi zdvazné stievni onemocnéni. BfiSni tyfus se vyskytuje nejen
Vv hygienicky malo vyspélych statech, ale muze se $ifit v epidemiich (v tzv. vlnach) po
zivelnych pohromach, kdy se maze dostat do pitné vody apod. V Ceské republice byla

naposledy ve vétsi epidemii ve 2. svétové valce a od té doby se u nés vyskytuje raritné.

Diagnostika salmonel probih4 v mikrobiologickych laboratotich, kde se zjist'uje
jeji sérotyp. Kurceni salmonel je nutnad kultivace na kultiva¢nich ptadach, které jsou
specifické pro stievni bakterie (napt. Deoxycholat citratova pida, Endova puda). Na
kultiva¢ni pudé po kultivaci nalezneme také ptirozenou stievni floru, coz je napiiklad
znama Escherichia coli. Na kultivaéni pudé DCA roste salmonela jako kolonie

s cernym stfedem, stejné jako citrobakter.

Pfi prijmovych onemocnéni, odebereme vzorek z rekta a poté diagnostikujeme
etiologické agens. Nejdiive musime zjistit, zda zjiStovany mikrob je salmonela. To
zjistime napf. metodou MALDI TOF. Byl sestrojen uz dfive, ale do urcité doby nebyl
vymysleny software, ktery by tento naro¢ny pfistroj zvladal. Je to ndkladnd investice,
ale uSetti mnoho prace a jeho provoz je téméf finann€ nendrocny. K 1€¢be salmoneldzy
obvykle v nekomplikovanych piipadech postacuje rehydratace. Vétsinou nebyva nutné

pfistoupit k antibiotické 1écbé&, postaci napt. Endiaron ¢i aktivni uhli.



Po diagnostice rodu Salmonella je nutné tento fakt nahlasit na epidemiologii,
aby se zamezilo dalSimu Sifeni tohoto onemocnéni a je vhodné najit pocatecni zdroj

infekce.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Kilasifikace salmonel

Kvili velkému poctu salmonel se muselo vytvofit schéma, které by umoznilo
snadn&j$i orientaci pii bliz§im urceni salmonel.(14) Salmonely se déli dle rozdila
v metabolismu na Sest poddruhti (subspecies). Déle se salmonely déli dle antigenni
struktury. Salmonely jsou zapsany dle antigenni struktury v Kauffmann- Whiteové
schématu. V Kauffmann- Whiteové schématu jsou rozdéleny do skupin A- E. Do
skupiny A patii Salmonella Paratyphi A, do skupiny B fadime Salmonella Paratyphi B a
Newport. Salmonella Typhi a Enteritidis patii do skupiny D a Salmonella Anatum je
zastupce skupiny E. (38) V Ceské republice se nejvice vyskytuje Salmonella Enteritidis,
Salmonella Typhimurium, Salmonella Infantis, Salmonella Agona. (6) V Ceské

republice bylo zatim diagnostikovano jen nékolik set salmonel. (22)

Rod Salmonella patii do ¢eledi Enterobacteriaceae. Tato ¢eled ma nékolik roda.
Patfti sem napiiklad bakterie rodu Shigella, Yersinia, Escherichia, Citrobacter,
Klebsiella. (2)

1.1.1 Kauffmann- Whiteovo schéma

Kauffmann — Whiteovo schéma sestavil némecky mikrobiolog Fritz Kauffmann.
Toto schéma se neustile dopliiuje a upravuje. Do roku 2007 ¢&itd toto schéma 2579
sérotypli salmonel. Jedna se o obecné platny dokument, ktery umoziuje stanoveni
antigenni formule a zafazeni kmene. Nové ho oznacujeme jako White - Kauffmann —

Le Minor. Na aktualizaci tohoto schématu se podili mnoho bakteriologu. (4)

1.2 Historie klasifikace salmonel

Kauffmann — Whiteovo schéma bylo poprvé sestaveno Kauffmannem v roce
1934 a jiz tehdy obsahovalo 44 sérotypti. Behem svého zivota rozsifil Kauffmann

schéma az na 958 sérotypi. Po jeho smrti se schématu ujala Pasteurova instituce
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Vv Patizi, coz bylo od roku 1965 az do roku 1989. V Pasteruerové institutu se klasifikaci
zabyval L. Le Minor, ktery navysil pocCet sérovart na ¢islo 2267. Poté se podilel také
Vv Pasteurové institutu na zvétSeni schématu M. Y. Popoff. To trvalo do roku 2003. Od
roku 2003 az do roku 2007 se klasifikaci zabyvali P. A. D. Grimont a F. X. Weill.

V soucasné dobé jsou nové sérotypy oveéfovany a schvalovany laboratofi
v Hamburku (Institut fir Hygiene und Umwelt) a v Atlanté (Centres for Disease
Control) a spolupracuji s WHO Collaborating center. Nové poznatky se tykaji
exprimace piidatnych O faktort, R faze bi¢ikovych antigent. (4) V roce 2007 probé&hla
revize dokumentu a pocet exprimujicich sérotypi byl 2579. Toto navySeni bylo
zpusobeno hlavné podruhy Salmonella Enteritidis, ale napt. u Salmonella Borgori je

zastoupen pouhymi 22 sérotypy. (6)
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1.3 Struktura buiiky salmonel

1.3.1 Morfologie

Salmonela je stavbou bakterialni, prokayoticka bunka, coz znamena, ze
neobsahuje jadro jako takové. Je star$i nez buiika ecukaryoticka (9), také je mensi a
jednodussi. Velikost této bunky méfime v um. Prokaryotické bunky jsou az na vyjimky
pozorovatelné béznym mikroskopem.(2) Bakteridlni butika je cytologicky defektni, coz

znamena, ze nema organely. Mezi prokayota patii eubakterie a archebakterie. (8)

1.3.1.1 Cytoplazma

Cytoplazma je soucast bunky, ktera vypliiuje jeji vnitini prostor. (9) Cytoplazma
je koloidni roztok. V tomto roztoku jsou obsazeny globularni bilkoviny, ribonukleové
kyseliny, aminokyseliny, soli organickych kyselin, produkty latkové vymény, vitaminy
atd. (10) Obsahuje vice nez 50 % proteint buiiky. Je ohrani¢end bunéénou membranou.

V cytoplazmé je ulozeny nukleoid, inkluzni téliska, vakuoly a granula. (2)

1.3.1.2 Cytoplazmatickda membrdana

Cytoplazmaticka membrana obklopuje povrch cytoplazmy. Je silna asi 8 nm. (9)
Cytoplazmatickd membrana se sklada z dvojité vazby fosfolipid a do ni jsou vnoieny
bilkoviny. (10) Tyto bilkoviny jsou vyznamné pii transportu zZivin do bakterialni buiky,
dale se podili na respira¢nich pochodech, syntéze bunééné stény a slizové vrstvy. (2)
Tyto bilkoviny jsou k cytoplazmatické membran¢ poutany riznymi silami, jako napf.

elektrostatickymi. Rozdiln4 je i velikost téchto sil. (9)

1.3.1.3 Nukleoid

Nukleoid je bakterialni jadro, které¢ zaujima asi 10 % objemu bunky. Obsahuje
genetickou informaci bunky. (9) Nukleoid neni ohrani¢eny membranou jako bunécné
jadro.(10) Je to dvouvlaknova DNA, ktera je stoCena do dvousroubovice. (2) Tato
molekula DNA piedstavuje chromozom. (10) V mikroskopu se jevi jako svétla oblast,
kterou obklopuje cytoplazma. (9) Toto jadro se ned¢li mitoticky. (10)
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1.3.1.4 Ribozomy

Ribozomy jako prvni pozoroval Claude.(5) Ribozomy jsou organely podilejici se
na tvorbé bilkovin. (10) Jsou mens$i nez u eukaryotickych bunék. (2) Ribozomy se
skladaji ze dvou podjednotek 50S a 30S, které se navzajem spojuji v jednu podjednotku
70S. (5)

1.3.1.5 Bunécnda sténa

Bunécéna sténa udrzuje skelet buiky.(9) Je tuha, rigidni a silna. Ochranuje
cytoplazmatickou membranu proti  vng&j$imu okoli.(2) Vyskytuje se nad
cytoplazmatickou membranou buriky. (9) Odolava vysokému nitrobunéénému tlaku.(2),
Na rozdil od cytoplazmatické membrany je propustna pro soli. (10) Dle sloZeni buné¢né

stény se rozdé€luji bakterie na grampozitivni a na gramnegativni.(12)

1.3.1.6 Gramnegativni bunécénd sténa
Salmonely jsou gramnegativni bakterie. Gramnegativni bunécna sténa je tenkd a

slozita. Je sloZzena ze zevni membrany, ktera obsahuje fosfolipidy, lipopolysacharidy a
proteiny. (2) Pod zevni membranou je uloZen peptidoglykan. (9) V zevni vrstvé brani
membrana pii barveni prostupu krystalové violeti, poté dojde k odbarveni acetonem a
proto se Vv postupu Gramove barveni musi dobarvit buiika fuchsinem. Poté se buiika jevi

jako Cervena. (13)

Opakem gramnegativni bunécné stény je grampozitivni bunécna sténa, kterd se u
salmonel nevyskytuje. Grampozitivni bunécna sténa vaze komplex jodu a krystalové

violeti, ktery je zde vazan i po oplachnuti acetonem.

1.3.1.7 Vakuoly, inkluze, granula

Vakuoly, inkluze a granula jsou organely, které tvoii zasobarnu energie a zivin

pro buiiku. Znamé jsou naptiklad zasobarny glykogenu a polyfosfati.

1.3.1.8 Biciky

Bi¢iky se nachazi jen u nékterych bakterii. Jsou bilkovinné povahy.(2) Jsou

organem pohybu. (9) Mohou byt rtizné rozloZzené po povrchu, coz je také vyznamné
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Vv diagnostice bakterii. VIdkno bic¢iku se sklada z opakujicich se bilkovin flagelinu,
jehoz vlékno je druhové specifické. (2,9) Bicik se sklada z kolinka a bazalniho téliska,

ktery ukotvuje bi¢ik v plazmatické membrang. (2)

1.3.1.9 Plasmidy

Nemusi byt vzdy pfitomné v bakterialni bunice. Jsou to malé cirkularni molekuly
DNA. Je to ptidatna genetickd informace, kterd se samostatné replikuje. Obsahuji R-
faktory (resistence factors ) tzv. R-plasmidy. Tento faktor nese geny pro tvorbu enzymu
schopnych rozkladat nebo modifikovat antibiotika.(2)
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1.4 Mikrobialni antigeny

Mikrobialni antigeny jsou vétSinou velmi slozité struktury. Stimuluji aktivaci
T — lymfocytii V imunitnim systému. Mohou to byt molekuly bilkovin, polysacharidy,
lipidy a nukleové kyseliny. Bakterialni antigeny mohou byt povrchové, které mizeme

rozd¢lit na bicikové antigeny, fimbrialni, bilkovinné a naptiklad sacharidové. (2)

Tato struktura je tvofena O a H — antigeny. Salmonella Typhi je vybavena O-
antigeny typ1 9,12 a H antigenem typu d. (2) Salmonely, které nalezneme u lidi a zvifat,

maji podobné antigeny a maji spole¢né biochemické vlastnosti. (9)

Pomoci mikrobidlnich antigenti se zjiStuje sérotyp bakterie, jde o nepiimy

prikaz.

1.4.1 H - antigeny
Jedna se o flagelarni bi¢ikovy antigen. (9) Jsou oznacovany podle némeckého

slova der Hauch, coz znamena dech. A je tak nazyvan, protoze tvofil povlak na
diagnostickych pudach, ktery pifipominal zadychané sklo. (2) Testujeme je pomoci
sklickové aglutinace. (1) H — antigeny jsou tvofené¢ polymerizovanou bilkovinou
flagelinem. Bicikové antigeny salmonel se vyskytuji ve dvou féazich. Prvni faze je

typické pro salmonely a druhé faze je spole¢nd pro vice druhii bakterii.

1.4.2 O- antigeny
Je to somaticky, télovy, antigen. (9)Jsou to specifické ¢asti polysacharidového

fetézce, které se nachazi v bunécné sténé. Jejich nazev ma opét ptivod v némcine. M¢l

znamenat ohne Hauch. Tento antigen ,,pfezije* i vafeni. (2)

1.4.3 Vi-antigeny
Jedna se o povrchovy antigen. Je to tzv. kapsularni antigen. Tomuto antigenu se

také tfika pouzderny, coz je antigen sacharidovy. Je dilezitym faktorem virulence. Tyto
antigeny chrani bakterie pfed imunitnim systémem hostitele, piesn&ji pied
bakteriolytickym uc¢inkem komplementu. Tento antigen se vyskytuje také u E. coli, kde
je nazyvam K- antigenem. (2) Je to teplotné labilni povrchovy antigen. (36) Tento
antigen je charakteristicky pro sérovary S. Typhi, S. Dublin a S.Hirschfeldi.(40)
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1.5 Metabolismus salmonel

Bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae jsou schopné metabolizovat v acrobnim a
mikroaerofilnim prostiedi. Salmonely fermentuji gluk6ézu, maltézu a mannitol a
sorbitol. Na izola¢ni pudé muzeme pozorovat tvorbu sirovodiku.(2,9). Nehydrolyzuji
mocovinu. (9) Nefermentuji laktozu. (30) Test indol, oxidaza maji negativni. Znalost
biochemickych vlastnosti salmonel dopomaha k uréovani bakterii v mikrobiologickych
laboratofich.

vvvvvv

Glukoza | Laktéza | Sachardza Manitol Urea Sirovodik Indol
Salmonella + - - + - + -
Typhi
VétSina + - - + - ¥ +
ost.salmonel
Escherichia + + +/- + - - +
coli
Klebsiela + + + + + - +/-
pneumoniae
Enterobakter + + + + +/- - -
cloacae
Proteus + - ? - + + _
mirabilis
Morganella + - - - + - +
morgani
zdroj : Zahradnicky
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1.6 Epidemiologie

1.6.1 Vyskyt

Salmonely se mohou vyskytovat jak u ¢loveka (antropopatogenni salmonely),
tak u zvifat. (2,9) Témto salmonelam se fika zoopatogenni. Samoziejmé, Ze Clovek
muze dostat infekci od salmonely zoopatogenni. Zoopatogenni salmonely spolecné
s kampylobakterem jsou nejbéznéjSim pivodcem bakterialnich stfevnich nakaz.(2)
Salmonely se vyskytuji napiiklad u dribeze, mizeme je najit v dribezim mase, ve
vejcich, v odpadnich vodéch, pidé.(9) Salmonel pfibyva v letnich mésicich v pribchu
grilovacich sezon, protoze pii grilovani se maso Spatné tepelné zpracuje a tim nedojde
ke zni¢eni bakterie. Salmonelu usmrti 10 — 12 minut trvajici var, ale pfi kratsi tepelné
upravé salmonely pieziji. Vejce mize byt kontaminované bud’ uvnitf, nebo na povrchu
skotapky. N&kdy se setkdvame S kontaminaci u jinych potravin. Zndma je naptiklad
epidemie zrybiho masa na Hodoninsku, ftidéeji byly salmonely nalezeny

Vv ¢okoladovych ty¢inkach, dovezeném koteni aj. (22)

Bfisni tyfus se vyskytuje v rozvojovych zemich se sniZzenou hygienickou urovni.

Zde dochazi ke kontaminaci vodnich zdrojl. (2)

1.6.2 Onemocnéni zpisobené bakterii rodu Salmonella

Salmonelové infekce jsou rozdélené do dvou skupin, které se odlisSuji dle
patogeneze, zpusobu pienosu a klinického obrazu. Do prvni skupiny patii bfisni tyfus a
paratyfus a do druhé skupiny patii ostatni salmonelové infekce.

Jak jiz bylo zminéno vySe, Salmonella Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B,

Paratyphi C jsou nositelé¢ zavazného onemocnéni bfisniho tyfu. Onemocnéni zptisobené
salmonelami ostatnich sérotypil se nazyva salmoneléza. (3) Je to onemocnéni, které

patii mezi alimentarni nakazy a je rozsifen¢ 1 ve vyspélych zemich. (19)
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Salmoneléza

Salmoneldzy jsou infekce, které jsou vyvolané zoopatogennimi sérovary
salmonel.

K nakaze dochazi peroralni cestou, to znamend pozitim tepelné¢ Spatné
zpracované potravy napi. vejci ¢i masem. Salmonely vnikaji do traviciho traktu

hostitele a pomnozuji se v tenkém stieve. (24)

Pienos interpersonalni je vyjimeény. K onemocnéni salmonelou je zapotiebi
VEtSi mnozstvi bakterii. Vyjimkou jsou novorozenci, u kterych sta¢i mensi davka

bakterii. Novorozenci se mohou nakazit fekalné oralni cestou, od rodi¢a.(22)

Salmonely mohou vyvolat hned nékolik forem infekce. Nejcast&jsi formou
infekce je gastroenteritickd forma. Ta je pro salmoneldézy nejtypictéjsi. Ma riznou
intenzitu ptiznakd, které jsou zavislé, jak na vnimavosti pacienta, tak na infek¢éni davce.
Po 8 — 10 po poziti kontaminované potravy, dojde ke zvySeni teploty az na 39°C, dale
ke kifeCovym bolestem bficha a zvraceni. Stolice je zpo€atku Cetna kaSovitd a poté se
méni na vodnatou, zelené barvy s Casto piimési krve. Pacienta je ohroZen zejména

dehydrataci a iontovou dysbalanci. (24)

Salmoneldza spolecn€ s kampylobakteriozou patiti mezi nejCastéj$i strevni
infekce zptisobené bakteriemi v Ceské republice. Naptiklad v roce 2009 tvotily az jednu

tretinu hlaSenych prijmovych onemocnéni. (22)

Salmonely jsou nej€astéji gastroenteritické, ale mohou mtize byt identifikovana

také v moci, hemokultufe, abcesu a jinych lokalit.
Brisni tyfus

Brisni tyfus zplsobuje Salmonella Typhi. Bfisni tyfus je akutni infekcni
onemocnéni postihujici ¢loveéka. Typickym piiznakem je hore¢naty stav, ktery trva 2 -3
dny. Leh¢i onemocnéni se nazyva paratyfus. Bfisni tyfus se Sifi pfi Spatnych
hygienickych podminkach, vétSinou z kontaminované vody. Ve svété provazi biisni

tyfus Zivelné pohromy jako napiiklad povodné, zemétieseni. V Ceské republice byl
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zaznamenan ve druhé svétové valce. Inkubacni doba u biisniho tyfu trva obvykle 7—24
dni. Vnimavost u osob je rGznd. Je zavisla na slozeni zalude¢nich S$téav, protoze

salmonely nici nizké pH. (20)

V Ceské republice se Salmonella Typhi vyskytuje velmi ziidka, ale vétinou je sem

zanasena Z tropi a subtroptl, Jihovychodni Asie, Afriky ¢i Latinské Ameriky. (22)

Salmonella Typhi zptsobuje hore¢naté onemocnéni, kdy prijem neni hlavnim
pfiznakem. Jako vehikula ndkazy slouzi kontaminovana potrava, syrova zelenina,

kontaminovana voda.

V pocate¢nim stadiu infekce mizeme pozorovat bakteriémii, kterou muzeme
diagnostikovat pomoci hemokultivace, kdy odebirame béhem 24 hodin az 4 vzorky
krve. Kur¢eni muZzeme pouzit také Widalovu reakci, kde uréime protilatky v séru.
Miuzeme také pozorovat snizeny pocet leukocytl. BiiSni tyfus je tfeti nejcastcjsi

ptic¢inou hore¢natych prijmovych onemocnéni u cestovateld. (27)
Paratyfus

Paratyfus je infekéni onemocnéni vyvolané bakterii Salmonella Paratyphi.
Existuji jeji tf1 sérotypy: Salmonella Paratyphi A, Paratyphi B a Paratyphi C. Paratyfus
je onemocnéni velmi podobné bfiSnimu tyfu, avSak ma mirnéjs$i pribeéh. V urcitych
oblastech jsou znamé epidemie paratyfu (Asie, Afrika ...). Infekci charakterizuje

horecka, bolest hlavy a bficha. Inkubac¢ni doba paratyfu je obvykle 12 dni. (37)
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1.6.3 Patogenita a patogeneze primarné zoopatogennich salmonel

U téchto ndkaz se jedna o klasickou stfevni infekci. Inkubac¢ni doba je kratsi nez
u antropopatogennich salmonel, coz je 12 hodin az 5 dni. Pfiznakem téchto nékaz jsou
prijmy. Daéle pfi této infekce miizeme pozorovat horeCku a obCas zvraceni. Bakterie se
ve stievé vazou na mikroklky stfeva.(3) Zoopatogenni salmonelou je napfiiklad S.

Enteritidis a S. Typhimurium.

1.7 Lécba salmonel

Lécba salmoneloz je zavisla na formé onemocnéni. U asymptomatické
salmonelézy se neléci, salmonelova gastroenteritida se 1é¢i rehydrataci a dietou, déle
také jinymi léky - protiprijmovymi (probiotiky,antibiotika, Endiaron ...). Pfi
onemocnéni je dilezité dbat na spravnou hydrataci, protoze dochazi k velkym ztratdm
vody pfi prijmech a zvraceni. Je doporuceno vypit 3-4 litry tekutin denné, vhodné jsou
neslazené Caje, Ci Cistda voda. Lécba trva obvykle 5 — 7 dni, zavisi na prib¢hu
onemocnéni. Systémova onemocnéni vyzaduji delsi 1éCbu. Jedna se 0 10 — 14 dni, miize

ale také trvat n¢kolik tydnli az mésic. (22)

1.7.1 Lécba primarné zoopatogennich salmonel

Zde se nedoporucuje uzivani antibiotik, ale je tfeba zamezeni dalsi kontaminace,
jako naptiklad vynechani koupani ve vefejnych koupalistich apod. Dilezitou sloZkou
této 1éCby je strava, ktera je bohata na slozky stfevni mikroflory (probiotika, prebiotika).

©)
1.7.2 Lécba primarné antropopatogennich salmonel

Antropopatogenni salmonely se 1&¢i &asto antibiotickou 1é¢bou. Uginna
antibiotika jsou naptiklad ampicilin, amoxicillin, kotrimoxazol, ofloxacin. Na

komplikovanéjsi ptipady se pouZiva antibiotikum zvané chloramfenikol. (3)
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Lécba salmoneldéz je zavisld na formé onemocnéni, u asymptomatické
salmonelozy se neléci, salmonelova gastroenteritida se 1é¢i rehydrataci a dietou, dale
také jinymi 1éky - protiprijmovymi (probiotiky, antibiotiky apod.). Pii onemocnéni je
dilezité dbat na spravnou hydrataci, protoze dochazi k velkym ztratdm vody pfi
prijmech, zvraceni. Je doporucené vypit 3-4 litry tekutin denné€, vhodné jsou neslazené
Caje, Ci Cistd voda. Lécba trva obvykle 5 — 7 dni, zavisi na priabéhu onemocnéni.
Systémova onemocnéni vyzaduji delsi 1écbu, to se jednd o 10 — 14 dni, mize ale také

trvat n¢kolik tydnl az mésic. (22)

1.7.2.1 Antibiotika

Antibiotika jsou latky, které jsou schopné inhibovat rast bakterii. Mame rtzné
druhy antibiotik. Mohou byt bud’ bakteriostatické, které tiplné inhibuji rast bakterii,
nebo jsou bakteriocidni, které Gplné usmrti bakterie. (20) Jen 1 % znamych antibiotik je

klinicky pouzitelné. (18)

Poprvé popsal antibiotika americky mikrobiolog S. A. Waksman. Ddle upfesnili

pojem antibiotika H. Zahner a W. K. Mass. (19)

Antibiotika jsou produkovana hlavné jinymi bakteriemi, plisnémi a
aktinomycetami. Antibiotika jsou povazovana za sekundarni produkty metabolismu
bakterii. Jednotlivd antibiotika plsobi na kazdou bakterii jinym zplsobem. Bud’
potlacuji tvorbu bunécéné stény, nebo zabraniuji syntéze bilkovin, nebo zplisobuji
inhibici syntézy nukleovych kyselin. (20) Antibiotika se podavaji vétSinou peroralné.

(22)

U béznych bakteridlnich onemocnéni se antibiotika béZn¢ nepodavaji. Hlavni
indikace k podani antibiotik je v pfipad€, Ze bakterie pronikly ze stievniho lumen do
dalSich organtli, ¢i se bakterie dostane do krevniho feciSté, nebo bakterie vytvofi

pyogenni lozisko v orgénu ¢i tkani. (24)
Kotrimoxazol (SXT)

Kotrimoxazol je chemoterapikum, které se vyuzivd nejen pro lécbu

gastroenteritidy.(42)
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Ciprofloxacin (CIP)

Antibiotikum, patfici do skupiny chinolonti. LéCi se jim tézké gastroenteritidy.
(2)

Ampicilin (AMP)

Penicilinové, bakteriocidni, Sirokospektré antibiotikum. Piisobi prostiednictvim
blokace syntézy bunétné stény. Plsobi dobfe také na kmeny hemolytickych
streptokokt, gonokokii apod. Do 24 hodin je vyloucen moci pomoci tubularni sekrece.
Indikaci k 1écbé je citlivost na ampicilin. Pouziva se k 1é¢bé tyfu a paratyfu, pokud
nelze pouzivat fluorochinolony, kotrimoxazol a chloramfenikol. U salmonelovych
onemocnéni se pouziva po Sesti hodinach po 6 — 8 g. Je kontraindikovan pfi alergiich na

penicilin. (36)

Chloramfenikol
Chloramfenikol je Sirokospektré antibiotikum. Je to Skodlivé antibiotikum.

Nepouziva se jako 1€k prvni volby. Pouziva se k 1é¢bé naptiklad biisniho tyfu. (42)

Endiaron

Jako na ostatni prijmovd onemocnéni miZeme pouzit 1€k, zvany Endiaron.
Endiaron je volné prodejny 1ék. Podava se peroralni cestou. Lé¢ivou latkou Endiaronu
je Cloroxinum (250mg) Vjedné potahované tableté. Dal$i pomocnou latkou je

monohydratlaktozy.

Vyuziva se tam, kde je zndmé infekéni agens. Je urcen pro déti a dosp€lé nad 40
kilogramii. Obvykla davka je tfikrat denné. Doba podani 1éku je zdvisla na klinickém
obrazu pacienta. Obvykle je to 2 — 3 dny v zavislosti na normalizaci stolice. Aplikuje se
po jidle s dostatecnym zapitim tekutinou. Tento 1€k se nedoporucuje podavat v dobé

téhotenstvi a kojeni. Tato 1éCiva latka ma bakteriostatické a fungistatické vlastnosti. Do
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spektra ucinnosti jsou zahrnuté streptokoky, stafylokoky, shigely, giardie a

trichomonady. Neovliviiuje pfirozenou bakterialni floru. (31)

Rezistence salmonel je k aminopenicilinim, fluorochinolonim a kotrimoxazolu nizka.
(42)
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1.7.3 Prevence

Zakladem prevence salmoneloz jsou opatieni hygienicka, kterd by méla probihat
soustavn¢ a dikladné. Jsou to opatfeni pii ustdleni a podminkach chovu chovnych
zvitat, hlavné dribeze. Sleduje se i nezavaznost jejich krmiv a vody. Méla by probihat
dezinfekce v chovatelskych a potravinafskych objektech, aby se zamezilo priniku
nakaz. Prevence spociva také vyhnuti se piti uzitkové ¢i jinak kontaminované vody
v rozvojovych zemich. Dale zamezeni konzumace tepelné nezpracovanych ¢i malo
zpracovanych potravin. Pfi dovolené v rozvojovych zemich je doporuc¢ovano pit
balenou vodu. Déle jako prevenci mizeme uvazovat zamezeni styku s infikovanymi

osobami, coz nemusi byt vzdy znamé.

1.7.3.1 Ockovani

K doporu¢enym ockovanim patii ockovani proti bfisnimu tyfu. Oc¢kovani je
dulezité na cesté do zahrani¢i (do tropt ¢i subtroptt). Je dulezité dbat na dlouhy ¢asovy
predstih. Jedna o az o Sest mésicti pfedem. Cestovani je rizikové, protoze zde miize dojit
k infekci. Do rozvojovych zemi je vhodné rutinni ockovani. Kinfekci dochazi
prostfednictvim kontaminované vody. V zemich s nizkou hygienickou trovni se bfi$ni
tyfus vyskytuje asto. V Ceské republice jsou dostupné vakciny Typherix, TyphimVi.
Je mozné jimi ockovat jiz déti od dvou let. Ochrana vakciny zacina G¢inkovat jiz za 14

dni. Vhodné je pteockovani po 3 letech.(23)

1.8 Nazvoslovi a psani nazvi salmonel

Psani ndzvi bakterii patfi mezi hlavni prostfedky komunikace mezi védci, 1ékati
apod. (17) Nazvy ostatnich bakterii se pisi v textu kurzivou. Rodovy nazev velkym
pismenem a druhovy nazev malym pocate¢nim pismenem. Jako piiklad mizeme uvést

napt. Escherichia coli.

U salmonel se vétSinou setkdva mnoho typll psani. RozliSujeme species,
subspecies, subgenera, skupiny, podskupiny a sérotypy (sérovary). Salmonely

rozdélujeme na dva druhy Salmonella enterica subsp. enterica a Salmonella bongori.
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Tyto dva druhy se pisi stejné jako u ostatnich bakterii. AvSak sérotypy piSeme rodovy
nazev kurzivou (Salmonella) a sérovar klasickym pismem S prvnim pismenem velkym
(Salmonella Typhi). KdeZzto subspecies se pisi také kurzivou a s malym pocate¢nim
pismenem. Jako ptiklad mohu uvést Salmonella enterica, subsp. enterica, sérovar

Typhi.
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2 Hypotéza a metodika

Domnivam se, ze nejvyssi vyskyt rodu Salmonella bude v letnich mésicich
(¢erven, Cervenec a srpen). Dle mé hypotézy, je to diky tomu, ze v letnich mésicich
probiha grilovaci sezona, ktera mize vyvolat vinu epidemie salmonel6oz. Pfi grilovani
dochazi k nedostate¢nému tepelnému zpracovani dribeziho masa, které vede k tomu, ze

se neusmrti bakterie a maji moznost proniknout do hostitele.

Podle mého nézoru, pti porovnani metod MALDI TOF a jinych biochemickych
metod (biochemicka fada,izolaéni izolacni biochemicky klin), je ¢asové vyhodné&jsi
metoda MALDI — TOF. Myslim si, ze metoda MALDI TOF je pfesn&jsi metoda
K uréeni bakterie rodu salmonela, protoze pii sklickové aglutinaci muze dojit
k ptehlédnuti aglutinace. Dale si myslim, ze metoda MALDI TOF je komfortn&jsi

Z hlediska naroc¢nosti.

2.1 Identifikace salmonel

Pfi identifikace salmonel je nutné pouZiti vysoce specifickych a citlivych
laboratornich metod. Existuje mnoho postupi pii diagnostice salmonel. Standardy pti

urcovani salmonel jsou dané v dokumentu ISO 6579. (25)

2.1.1 Prelaboratorni ¢ast

Do prelaboratorni ¢asti diagnostiky mikroorganismli zahrnujeme piipravu
pacienta na odbér, a také samotny odbér. Odbér by mél probihat dle zdsad odbért.
Odbérové zkumavky se musi fadn€ oznacit jménem a rodnym cislem pacienta. Dale,

prelaboratorni ¢ast zahrnuje transport vzorku.

U salmonel se odebira nejcastéji vzorek z rekta, salmonelu lze diagnostikovat
také z moci, hnisu a napiiklad krve. Odbér z rekta se provadi odbérovym tamponem,

ktery se zasune do rekta, cca 5 cm. Poté se odbérovy tampon vlozi do transportni ptady.
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Transportni pidy simuluji pfirozené prostiedi bakterii (2). Déle se da urcit infekce
salmonel, z krve a moci pifi akutni bakteriémii. Stolice vSak nemusi byt pozitivni (3).
Lékat, ¢i odberova sestra oznaci vzorek jménem a vyplni zaddanku dle jejich pozadavku
na vysSetfeni, fadn¢ se vyplni jméno, piijmeni, diagnoza, rodné cislo, datum a cas
odbéru. Pokud pacient uziva antibiotika, tak se uvede nazev antibiotik. Také se oznaci
pozadované vysetieni. V pfipad¢ salmonel, je to bud’ vytér z rekta (komplexni kultivace
vcetné cilené kultivace na kampylobaktera), nebo v piipadé podezieni na salmonelu se

zaSkrtne ,, cilena kultivace Salmonella“.

Takto piipraveny vzorek se piepravi co nejrychleji do mikrobiologické
laboratofe. Zde se material pfijme spolecn¢ se zadankou na mikrobiologické vySetteni.
Oznaci se Cislem laboratofe a dale putuje laboratofi jako Cislo, ¢i kod. V nékterych
biochemickych laboratotich se zavadi ¢arové kody, které usnadiuji praci s pfistroji. V
mikrobiologii se spiSe pouziva ¢islovani manuélni. Musime oznacit ¢islem odbérovou

zkumavku a zadanku. Poté nasleduje laboratorni ¢ast.

Pfi odbéru, transportu a laboratornim vyzkumu se musi dbat na to, aby nebyl

vzorek kontaminovéan nebo nedoslo k jeho zaméné.

U tyfoidni formy infekce, odebirame pacientovi hemokulturu, salmonelu je mozné dale

prokazat z hemokultury, hnisu z abscesu, mo¢i a jinych lokalit (22).

2.1.2 Laboratorni ¢ast

Po doruceni vzorku do laboratofe laborantky roztfidi vzorky dle materialu. Je
velmi dulezité, aby nedoSlo k zdméné pacienta. Vzorek 1 Zadanka se oznaci stejnym
Cislem, ¢i ¢arovym kodem. Po oznaéeni vzorku a zadanky, se vzorek inokuluje na
kultivacni pudy.

Prikaz salmonel mizeme rozdélit na pfimy a nepiimy prikaz. Pfi pfimém
prikazu pracuje s bakterii jako takovou. Do pfimého prikazu patii mikroskopie (v

pfipadé salmonel je ,,nic nefikajici®), dale sem patii kultivace, a diagnostika pomoci
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biochemickych znakli. Pomoci piimého prukazu se zjisti bakterie, napiiklad v piipade
salmonel, Ze jde o Salmonella enterica.
Pii nepiimém prukazu pracujeme napiiklad s antigeny (sklickova aglutinace), nebo

s chemickym slozenim (PCR, Widalova reakce)

2.1.2.1 Primy priikaz

Kultivace

Kultivace je metoda pifimého prikazu. Kultivace vzdy predchazi dalsi
diagnostice.

Salmonely kultivujeme na selektivné diagnostické, coz je v ptipadé salmonel
Endtv agar (EA) ¢i velmi podobna piida Mac Conkey. Na selektivné diagnostické pidy
se ocCkuji vzorky, u kterych ptredpokladdme vyskyt daného patogena ve smési
S ptirozenou mikroflorou. Nezddouci mikroby potlaci a vyselektuje hledané.

Déale se kultivuji vzorky na selektivni pldy, kterou je v piipad¢ salmonel
Deoxycholat citratova piida (DCA). Na téchto puadach se potlaci rast nezadoucich
mikrobll. Kultivujeme na né vzorky, kde predpokladame vyskyt dan¢ho patogena.

Kultiva¢ni ptidy musi spliiovat podminky pro rast bakterii.

Endova puda

Endova pida je pida svétle rizové barvy, na které nerostou grampozitvni
bakterie. Endova puda slouzi ke kultivaci bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae. Tato puda
je citlivd na svétlo, proto je vhodné ji skladovat ve tmé. Obsahuje také laktozu.
Indikatorem jejiho kvaSeni je fuchsin, ktery je odbarveny sifi¢itanem sodnym. Je-li
laktoza kvasena, méni se barva svétle rizova do temné fialové barvy vlivem zmény pH.
Bakterie, které kvasi laktozu, maji tmaveé fialové zabarvené kolonie. Bakterie, které

nezkvasuji laktézu, maji kolonie rizové.
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Obr. 1: Vyrostla kolonie Salmonella Enteritidis na Endové agaru. Na pravé
stran¢ jsou vyrostlé kolonie s Cernym stfedem. Na levé stran€ je jiny vzorek s béZnou

stievni florou, zde vyrostl kmen Escherichia coli, ktera je na obrazku rizova.

Deoxycholat citratova puda (DCA)

Pida, ktera slouzi k zachyceni stfevnich bakterii, jako je naptiklad salmonela,
shigela, citrobakter. Jednou z dilezitych slozek této puady je laktoza. Dale tato puda
obsahuje lyzin a sacharozu. Shigely, citrobakter a salmonely na této piidé rostou jako

kolonie s cernym stfedem.
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Obr. 2: Vyrostla kolonie Salmonella Enteritidis na Deoxycholat citratové pudeg.

Vzorek se inokuluje k jedné stran¢ Petriho misky oznacené kultivaéni puady.
Inokulum zapliiuje zhruba 1/3 kultiva¢ni piidy. Poté se inokulum rozizoluje. Pfi izolaci
je nutné, aby na pud¢ vyrostly jednotlivé Cisté kolonie. Takto rozizolované plotny se
ulozi na cca 24 hodin do termostatu, kde je stala teplota 37 °C, kterd zajistuje vhodné
podminky pro rist bakterii. Druhy den rano doktor mikrobiologie kultiva¢ni pidy

»precte®. Doktor rozhodne o dalS$im postupu pii urceni.

Selenitova pomnoZovaci puda

Selenitova pomnozovaci pida je tekutd ptida, kterd slouzi k pomnozeni bakterii.
Tim padem se ziskd vétsi pocet kment. Do selenitové pomnozovaci pudy se vklada
odbérovy tampon, ktery se v této pudé necha v termostatu pii 37°C po dobu cca 18
hodin. Druhy den se inokuluje pomoci sterilni klicky na DCA. Poté se inokulum

rozizoluje a opét necha v termostatu po dobu 18 hodin v 37°C.
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Obr. 3: Selenitova pomnozka

Pokud na DCA nebo EA vyroste kolonie s ¢ernym stiedem, je mozné, Ze se
jedna o salmonelu. Daéle se kolonie s ¢ernym stfedem vyuZivaji pro dalsi metody, které
jsou zminéné nize. Stejné jako salmonela, roste jako kolonie s cernym stfedem i

Citrobacter freundi.
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Diagnostika pomoci biochemickych vlastnosti

Abychom mohli odlisit salmonelu od jinych mikrobli, mizeme vyuzit jejich
biochemickych vlastnosti. Bakterie se odliSuji v rozdilech v jejich metabolismu.
Jednotlivé biochemické znaky jsou uvedené v tabulce €. 1. Abychom zjistili tyto
biochemické vlastnosti mizeme pouzit naptiklad izola¢ni biochemicky klin, pomoci
jehoz zjistime az osm znaki. Z biochemického klinu mizeme zjistit fermentaci cukri
(laktoza, sachar6za, manitol apod.), a také napiiklad produkci sirovodiku. Také se
v n¢kterych laboratofich pouzivd zkumavkova biochemicka fada nebo komeréné

vyrobena biochemicka tada..

Izolacni izolacni biochemicky klin a postup izolace

Cisté vyrostlé kolonie mizeme izolovat. Na izolaci se pouzivaji tzv. izola¢ni
pudy neboli izola¢ni izola¢ni biochemicky klin (IBK). Izola¢ni biochemicky klin je
vhodny pro ptedbéznou a rychlou identifikaci bakterii a umoziuje kontrolu distoty
kmene. Predbézna identifikace je na zdkladé osmi biochemickych znaktl. Izola¢ni
biochemicky klin se sklada ze dvou kultivaénich ptd, zbiochemického klinu a
z Endova agaru. Na biochemickém klin¢ mizeme urcit az osm biochemickych znak.
Mezi tyto znaky patii tvorba H»S, $tépeni laktozy, mannitolu, sacharézy.

Na izola¢ni biochemicky klin inokulujeme kli¢kou ¢istou kolonii, kde stfedem
biochemického klinu a stfedem Endova agaru vytvoiime inokulum. Poté pod uhlem 90°
rozizolujeme inokulum do stran. Do biochemického klinu udé€lame klickou tfi vpichy na
pravé strané a tfi vpichy na levé strané. Doprostied mezi vpichy se polozi sterilni
sklicko. Na inokulum se pinzetou polozi sachar6za a mannitol. Takto pfipraveny
izola¢ni biochemicky klin, se necha opét na 24 hodin inkubovat v termostatu pii 37°C.

Druhy den opét doktor odecte plotnu, dle biochemickych znakt ur¢i uzsi okruh bakterii.
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Obr. 4: Izola¢ni puda. Izola¢ni pida s klinem, na kterém je umisténo sklicko,
pod kterym vznikd sulfid vodiku. Nahofe uprostfed pidy vidime sacharézu, jez

salmonela nerozkladé a pod ni mannitol, ktery fermentuje.

Pomoci biochemickych znakt se uréi o jaky rod bakterie se jedna. V ptipadé salmonely
jsme tedy zjistili, ze jde o rod Salmonella enterica. K ur¢eni Salmonella enterica se
vyuziva také metoda MALDI TOF ¢i biochemické fada.

Biochemickad rada

Biochemicka tada se vyuziva pro zjisténi biochemickych vlastnosti. V laboratoti

Synlab C.B. s.r.0. se pouzivaji tyto fady znatky Api 20E.

Api 20E (Biomeriéux)

Fenotypicka fada Api 20E se vyuziva k urCovani Enterobacteriaceae a jinych
gramnegativnich bakterii. Obsahuje 25 malych biochemickych testi. Tato metoda je
rychld a jednoduch4, ale je to jeden z drazsich testi. K identifikaci vyuzijeme kmeny,
které¢ odebereme z neselektrivnich piid. K testovani pomoci této fady je nutné prikoupit

dalsi reagencie, které se k sad¢ nedodavaji. Jako naptiklad parafinovy ole;.
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Nejdiive je nutné provést oxidacéni test, coz je test K urCeni enzymd, které jsou

prokazatelné u aerobnich bakterii. U ¢eledi Enterobacteriaceae je negativni.

Ptipravime si inkubacni box a do jamek se vpravi 5 ml destilované vody, tim se
vytvori vlhkd komirka. Dale se napiSe ¢islo vzorku, aby nedoslo k zaméné pacienta.
Poté se vyjme testovaci prouzek z obalu a vlozi se do inkubatoru. Poté se piipravi
inokulum pfipravi se 5 ml fyziologické roztoku. Poté se nabere kolonie z izola¢ni
plotny, vhodné je vyuzit mladé kolonie 18 — 24 hodin. Poté emulgujeme po dosazeni
homogenni bakterialni suspenze. Poté pipetou plnime jamky po 100m|, nesmime mit ve
$picce bublinky. Strip se nakloni dopfedu a hrotem pipety ho naplnime. Pro testy ADH,
LDC, ODC, H,S, URE, vytvofime anaerobni prostiedi pomoci dvou kapek
parafinového oleje. Fenotypicka fada se odecitd po 24 hodinach. Pomoci vysledkového
listu, kde jsou barevné odliSené pozitivni a negativni reakce, odecitame fadu. Pozitivni
reakce vzdy oznac¢ime do vysledkové tabulky jako + a negativni reakce se oznaci jako -.
Vysledkova tabulka je rozdélena vzdy po tiech a u kazdé reakce je uvedeno &islo. Cisla,
kde jsou pozitivni reakce secteme a pod tyto tfi reakce napiSeme tento soucet. Timto

ziskdme sedm Ccisel, kterd se zadaji do Apiwebu. Apiweb dle téchto Cisel vyhodnoti

kmen bakterie a procentualni shodu s vyhodnocenym kmenem.

Obr. 5: Fenotypickd ftada; Salmonella Enteritidis (nahofe) a Salmonella
Montevideo (dole).

35



Hmotnostni spektrometrie MALDI- TOF

Metoda MALDI TOF nefunguje na podobném principu jako metody zminéné
vyse. Ale MALDI TOF funguje na identifikaci jednotlivych bunéénych proteinti, které

jsou pro dané bakterie typické.

Zkratka MALDI- TOF znamena matrix assisted laser desorptionionization —
time to flight mass spektrometry.(14) Spektrometr byl vyvinut pro zlep$eni vykonu a

zjednoduseni prace v mikrobiologickych laboratotich. (28)

Existuje nékolik typt hmotnostnich spektrometri: kvadrupolovy hmotnostni
spektrometr (quadrupole mass spectrometer ), spektrometr s ¢asem doletu (time off light
mass spectrometer ) a ,dvoj¢okovy”“ hmotnostni spektrometr (double

focusingmassspectrometer). (21)

Potizeni tohoto pfistroje je velmi nakladné, ale jeho provoz je levny. MALDI —
TOF ur¢i pouze pivodce onemocnéni. Hmotnostni spektrometrie je velmi citliva

metoda. (18)

Udrzba tohoto piistroje je provadéna vyskolenymi a certifikovanymi pracovniky.

Ptistroj spliuje poZzadavky DIN EN ISO 9001:2000. (28)

Princip metody MALDI TOF je zalozen na ozafeni vzorku vykrystalizovaného
s matrix na desti¢ce pomoci pulzniho laseru. Matrix napomaha ochran¢ vzorku pted
rozpadem a pomaha k odpafeni a ionizaci molekul. Hmotnostni spektrometr méfi

rychlost priletu jednotlivych iontd, které jsou zavislé na jejich efektivnich hmotnostech.

Maldi biotyper je hmotnostni spektrofotometr, ktery bakterie urCuje pomoci
jedine¢nych proteini, které jsou obsazeny v bakterialnich bunikach. Tyto proteiny slouzi

jako vzory, které jsou specifické pro urcité mikroorganismy.(28)
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Material a pomiicky

K praci s MALDI TOF potiebujeme ¢istou kulturu stanovované bakterie (16),

kovovou desti¢ku, matrix, automatickou pipetu a paratka.

Postup prace s MALDI TOF

Zakladem prace s MALDI, je mit kultivaéni padu s Cistou kolonii. Poté si
pripravime tabulku s oznacenymi policky, ktera napodobuje desticku, na kterou budeme
vzorek nandSet. Nejprve naneseme Cistou kolonii do oznaceného mista. Poté
automatickou pipetou naneseme matrix, kterd je urCena pro MALDI. Paratkem
promichame tuto smés matrix a Cisté kolonie. Vlozime desticku do mista pro ni urcené.

Ptistroj pfipravime pro praci. Zaddme ¢isla vzork, které se ptifadi k vysledku.

Pocitatovy software umoziuje vytisknout vysledky ptimo z programu.
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Obr. 6: MALDI TOF. Piistroj Microflex firmy Brukner. Je vysoky zhruba 1 m.

Dole mizeme vidét stiibrné vicko, pod které ulozime desticku s materialem.
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2.1.2.2 Neprimy priikaz

Pomoci antigenni struktury se rozliSuji jednotlivé sérotypy salmonel. Jedna se o
nepiimy priikaz, protoze se pracuje s antigeny.

Sklickova aglutinace

Sklickova aglutinace je metoda zalozena na reakci protilatka a antigen, kde
dojde ke vzniku aglutinatu, ktery se da rozeznat pouhym okem. Ke sklickové aglutinaci
se pouzivaji v mikrobiologickych laboratofich komer¢ni specificka antiséra (anti- O a
anti-H), ktera obsahuji specifické protilatky proti salmonelovym antigenim. Po
smichéani tohoto antiséra se salmonelovym antigenem, dojde k jasné aglutinaci tohoto

kmene.

Sklickovd metoda se provadi na sklicku. Z ptidy odebereme cistou kolonii
kmene sterilni klickou, na sklicko si kapneme jednu kapku antiséra, do kterého
vmichame odebranou kolonii. Poté sklicko naklanime tam a zpét nad tmavym pozadim,
aby byla dobfe odliSitelna aglutinace. Aglutinace se musi objevit maximaln¢ do jedné

minuty.(36)
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Obr. 7: Komeré¢ni monovalentni séra s antiséry proti salmonelam. Vlevo se nachazi
antisérum s O specifickou protilatkou, druhé s modrym vickem je GM sérum s tzv. bi¢ikovou

specifickou protilatkou.

Diky velkému mnozstvi sérotypii salmonel v laboratotich uréujeme v CR jen

ree
1

nékteré typy salmonel - jen ty nejcastéj$i. Ostatni se k,douréeni posilaji do

referencnich laboratofi.
O séra slouzi k identifikaci O skupiny. Nejprve se pouZivaji polyvalentni séra a
poté monovalentni séra. Polyvalentni O séra se vyuzivaji k urCeni sérotypu a

monovalentni O séra se vyuzivaji pro uréeni antigenniho slozeni. (36)

Antiséra napiiklad O: 1 je salmonela skupiny A. Skupina B urcuji séra O:4,5.

skupina C O: 6,7,8, skupina D O:9. (36)
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Polyvalentni O séra se vyuzivaji k sérotypizaci. 98% salmonel vykazuje O
antigen. Antiséra musi byt pouzité v logickém potadi, nejdiive polyvalentni antiséra,

poté skupinové specificka, monovalentni atd. (41)

Latexova aglutinace

Latexova aglutinace je metoda, kterd se provadi na stejném principu jako
sklickova aglutinace. Reaguje zde protilatka s antigenem. Latexova aglutinace je
kvalitativni test. Dle latexové aglutinace nemuizeme urcit sérotyp, ale pouze mizeme

rozd¢lit salmonely dle skupin.

Wellcolex Colour Salmonella (Remel)

Wellcolex je komeréni sada, ktera slouzi krychlé identifikaci salmonel.
Obsahuje dv¢ latexova ¢inidla, pozitivni a negativni kontrolu, michaci ty€inky a reakcni
karticky. K tomuto testu jsou potiebné Cisté kultury salmonel, které jsou vypéstované
v tekutych ptdach ¢i v pevnych kultivacnich ptdéach. Reakéni Cinidla jsou smési
suspenzi Cervenych, modrych a zelenych latexovych c&astic, které jsou potazené
protilatkou. Jsou namifeny proti urcitym sérotyptim salmonel. Po setkani s antigenem
dojde k aglutinaci, diky latexovym ¢asticim dojde ke vzniku barevnych aglutinatu.

Nejdiive ve sterilnim  fyziologickém roztoku (0,85 % roztok NaCl)
emulzifikujeme 1 — 2 kultury. Peélivé promichame lahvicky s latexovym ¢inidlem.
Oznacime si reakéni karticky Cisly pacientll. Poté na karticku kdpneme vzdy po jedné
kapce Cinidla, k témto kapkam kapneme kapatkem po jedné kapce emulze s kulturou.
Poté michatkem promichdme. Po chvilce kyvani kartickou odecteme vysledek. Pozitivni
reakci sledujeme zménou pozadi a aglutinaci. Pfi negativni reakci nedojde k aglutinaci

S zadnym sérem. (39)

2.1.3 Postlaboratorni ¢ast

Pii zjisSténi vyskytu salmonel ve vzorku je nutné tuto skutecnost hlasit na

epidemiologii, aby nedoslo k epidemii salmoneldz a také hlavné proto, aby se zamezilo
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dal$imu $iteni epidemie. Pii hlaSeni se oznamuje jméno pacienta, rodné Cislo a dale také

jeho doktor.
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3 Vysledky

V pribéhu roku 2013 jsem dochazela do laboratote synlab czech s.r.o., kde
jsem si n¢kolikrat vyzkousela postup pii diagnostice salmonel. Snazila jsem se zjist'ovat
rychlost diagnostiky u metod MALDI TOF, biochemickych fad a izola¢niho
biochemického klinu. Dale jsem si vypisovala vysledky diagnostik z LIS (laboratorni
informacni systém), ze kterych jsem ziskala data, dle kterych jsem pocitala zastoupeni
sérovari Salmonella a jejich vyskyt ve vSech ro¢nich obdobi. Z téchto dat jsem poté

vytvoftila tabulky a grafy.

3.1 Vyskyt rodu salmonela ve v§ech ro¢nich obdobi

Pfi porovnani vyskytu rodu Salmonella jsem zjistila, ze bakterie rodu Salmonella
se nejvice vyskytuje v materiallu Synlab czech s.r.o v mésicich fijen a zafi, coz popira
mou hypotézu, ze nejvyssi vyskyt této bakterie, je Vletnich mésicich v obdobi

grilovacich sezon.

V pozorovaném roce 2013 se nejvice vyskytovala Salmonella Enteritidis, za
tento rok bylo uré¢eno 601 kment Salmonella Enteritidis v materialu laboratoie synlab.
Druha v poradi z hlediska vyskytu se nejvice objevovala Salmonella Typhimurium,
které bylo za rok 2013 zpozorovano 31 kment. Tieti v potadi s nejvyssim vyskytem

byla Salmonella Montevideo, ktera byla za rok 2013 napoditana 13krat.

Pii pozorovani vyskytu Salmonella Enteritidis, jsem zjistila, Ze se nejvice
vyskytovala v mésici zaii a to v poctu 111 kment. Dale se nejvice tato salmonela
diagnostikovala v mésici srpen, coz bylo v poctu 82 kment. V mésici Cervenci byl
zjistén treti nejvyssi vyskyt a to v poctu 79 kmenl. V ro¢nich obdobich se nejvice
vyskytovala Salmonella Enteritidis na podzim. Nasledné se nejvice vyskytovala v 1été,

zim¢ a nejmén¢ salmonel se vyskytovalo na jate
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Graf 1: Vyskyt rodu Salmonella v jednotlivych mésicich. Na tomto grafu
muizeme pozorovat pfevahu podzimnich a letnich mésict v poc¢tu diagnostikovanych
salmonel.
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Graf 2: Vyskyt salmonel v jednotlivych ro¢nich obdobi
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Tabulka 2: Vyskyt sérovarti rodu Salmonella. V tabulce mizeme vidét vyskyt rodu

salmonela ve vSech mésicich za rok 2013

I UL IV (Ve (VL[ VIL [ VIL ] IX. [ X, [ XL | XIl |zarok
Agona 2 2
Anecho 1 1
Chester 1 1
Coel 4 |1 5
Derby 3 3
Enteritidis 24 | 17 | 18 | 30| 37 |45 | 79 | 82 |111| 67 | 43 | 48 601
11.B 3 3
Infantilis 1 1 2
Java 2 2
Kentucky 2 |3 5
Montevideo 2|17 | 4 13
Newport > 5
Ohio 1 1
Skupina B 1 1 1 2 4 |1 10
Skupina C1 111 2 1 5
Skupina D 1 1
Sp. 1|3 1 .
Stanley 311 4
Typhimurium 3011|143 [3]|2|6|4]2|1] 31
Virchow 1 1
\(/:er:(éos\llzll pocet 28 | 27 | 24 | 32 | 49 | 50 | 84 | 90 |128| 90 | 50 | 49 -
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Tabulka 3: Vyskyt salmonel v jednotlivych ro¢nich obdobi

Roéni obdobi Pocet salmonel Procent

Jaro 105 15%
Léto 224 31%
Podzim 268 37%
Zima 125 17%

Pozorovala jsem i ,,exoti¢téjsi sérovary®, jako byly Salmonella Agona, Chester,
Coel, Derbi, Infantilis, Java, Kentucky, Newport, Ohio, Standley. Virchow a dale
salmonely skupin B, C1, D. Tyto sérovary sem mohly byt zavleCeny z n¢jaké zemé
sniz§i hygienickou trovni, protoze se v Ceské republice téméf nevyskytuji. Tyto
exotické druhy se musely uréit v refereéni laboratofi, protoze v mikrobiologické
laboratofi synlab czech s.r.o. nebylo dostate¢nych prostfedki k jejich urceni, naptiklad
vhodna séra, neidentifikoval je ani piistroj MALDI TOF. Napiiklad S. Anecho se za rok
2013 vyskytla pouze jednou. Proto si myslim, Ze jde o zataZeni bakterie z jinych kouti
svéta. Salmonella Agona v materialu synlab czech s. r. o. byla diagnostikovana dvakrat,

ale domnivam se, Ze mohlo jit o stejného pacienta, ktery Sel na opakované vySetieni.

Nejvice se vyskytovala Salmonella Enteritidis. Byla v naprosté vétsiné nad
ostatnimi sérotypy. Poté jsem pozorovala nejvyssi vyskyt Salmonella Typhimurium a

Montevideo. V grafu ¢. 3 jsem uvedla jednu ¢ast grafu jako ,,ostatni”, to jsou

vvvvvv

,Exotické” salmonely jako Salmonella Coeln a Kentucky byly diagnostikovany
pouze u jednoho pacienta a to dvakrat (pfi prvni diagnostice a pti kontrole). Salmonella

Agona byla diagnostikovana u dvou pacientii opakovang.
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3.2  Porovnani metody MALDI TOF a diagnostiky dle biochemickych znaku

Kazda laboratot pouziva k diagnostice salmonel rtizné postupy. Tyto postup jsou

standartni pro danou laboratof a jsou zavislé na zkusenostech a vybavenosti laboratofte.

Metoda MALDI TOFF je odlisna metoda od metod, pomoci nichz se diagnostikuji
biochemické vlastnosti dané bakterie a tim i samotna bakteric. Metoda MALDI TOF
identifikuje bakterii na zékladé jejich jedine¢nych proteinovych struktur. Kdezto
metody, zalozené na diagnostice bakterii, pomoci biochemickych vlastnosti je zalozena
na znalostech téchto danych vlastnosti. U metod zaloZenych na biochemickych
vlastnostech je nutnd jejich znalost odecitajiciho. Naptiklad odecitajici dle svych
zkuSenosti vi, ze salmonela §t€pi glukdzy a mannitol, Ze tvoti sirovodik, dale naptiklad
ze nestépi ureu (tyto biochemické vlastnosti jsou uvedené v tabulce ¢.1) U
biochemickych fad, které jsou komeréné vyrabény, neni nutna znalost téchto vlastnosti,
jelikoz se biochemické fady odecitaji podle webového programu. Ktery po zadani

vyslednych reakci (+/-) identifikuje bakterii.

Metoda MALDI TOF je pomérné draha zalezitost. Ma vysokou pofizovaci cenu a
vysoké ceny za servis analyzatoru. Kvili tomuto faktu si ho nemiizu pf#ili§ laboratoii
dovolit. Jeho provoz je téméf finanéné nenaro¢ny. K diagnostice na MALDI TOF se
pouziva ocelova desticka, kterd se pouziva stale. Metoda MALDI TOF je velmi rychla
metoda. USetfime aZ jeden den ¢asu, na rozdil naptiklad od biochemického klinu, ktery
musime 24 hodin inkubovat pfi teploté¢ 37°C. MALDI TOF je schopny urcit az 96
vzorkd najednou, coz také je Casové vyhodné. MALDI TOF ma také jednoduchy
software, ktery ,,vyhodi“ vysledky v ptehledné tabulce.

Identifikace pomoci biochemického klinu je metoda, ktera vyzaduje znalost
odecitajiciho biochemickych vlastnosti bakterii. Po rozoc¢kovani bakterie na izola¢ni
biochemicky klin (,,izolacku*) se musi tato puida jesté nechat v termostatu inkubovat po

dobu 18 hodin v termostatu. Tudiz to trva nejméné o jeden den delsi dobu nez
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identifikace pomoci MALDI TOF. Biochemické plotny jsou pomérné levnou zalezitosti.

Tato plotna stoji kolem 20 korun.

Diagnostika pomoci biochemickych fad je pomérné draha metoda. Jedna fada stoji
az stovky korun. Casové je pomé&mé naro¢na, protoze se také musi inkubovat po dobu
18 hodin pii 37°C. Je ovSem uzivatelsky méné naro¢na. Vysledné reakce (+/-) se
uvedou do webového programu, ktery nam umozni vytisknout vysledek v prehledné

formé.
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4 Diskuze

4.1 Porovnani vyskytu salmonel v materialu Synlab czech s.r.o. a
poctu hlasenych onemocnéni

Nemoci, zptisobené salmonelami jsou infek¢ni onemocnéni, ktera je nutné hlasit na
epidemiologii. HlaSeni na epidemiologii je dulezité kvuli zabranéni dal$imu S$ifeni
onemocnéni. Salmoneldza je velmi infekéni onemocnéni, proto je nutné zabranit jejimu
dal$imu Sifeni. Diky nutnosti hlaSeni salmonel na epidemiologii, je také mozné sledovat
vyskyt onemocnéni zpuisobené bakterii rodu Salmonella. EPIDAT vydava kazdy rok
pocet hlagenych onemocnéni. Kromé salmoneldz, btisniho tyfu, nebo paratyfu A nebo B
sleduje také jiné infek¢éni nemoci, jako jsou naptiklad shigel6zy, kampylobakteriozy atd.
Na webovych strankach Epidatu je mozné dohledat informace o vyskytu infek¢énich

onemocnéni napiiklad z roku 2004.

EPIDAT je program, ktery slouzi k zajisténi povinného hldSeni, evidence a analyzy

vyskytu infekénich nemoci v Ceské republice.

V materialu Synlab czech s.r.o v roce 2013 se nevyskytla zadna diagn6za biisniho
tyfu, paratyfu A a B. Kdezto v EPIDATu nebyl hlasen bfisni tyfus. Paratyfus A byl

diagnostikovan dvakrat a paratyfus B jednou.

Od roku 2004 do roku 2013 se vyskyt salmonel snizuje. Naptiklad v roce 2004 bylo
hlaSeno 30724 salmonel a v roce 2013 bylo diagnostikovano 10280 salmonel. V roce
2007 se pocet hlaSenych salmonel oproti pfedchozimu roku rapidné zvysil.

V roce 2013 bylo dle EPIDATu bylo diagnostikovano na 100 000 obyvatel bylo
97,8 salmonel.

Dle tabulky ¢. 4 mizeme pozorovat mirné snizeni vyskytu salmonel v roce 2010 a
2011. Vroce 2009 bylo diagnostikovano 10805 salmonel a poté pocet hlasenych
salmonel klesl na 8622 v roce 2010 a od roku 2011, kdy bylo hlaseno 8752 salmoneldz,
jejich vyskyt roste. A v roce 2013 vzrostl na pocet 10820.
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Tabulka €.5 Pocet hlaSenych salmonel6z za obdobi 2009-2013

Rok pocet hlasenych salmoneléz
2009 10805
2010 8622
2011 8752
2012 10507
2013 10820

Zdroj : EPIDAT

Diagnostikované kmeny v Synlab czech s.r.o. byly hlaseny na epidemiologii.
Tato data byla sdélena také EPIDATu, tudiz z celkového poctu hlaSenych kment:
10 280 bylo 701 salmonel diagnostikovano v laboratofi Synlab czech s.r.o. Synlab tedy
diagnostikoval celkem 6,8% kmenl z celkového poctu diagnostikovanych kmentl.
Musime také vzit vvahu to, ze pocet salmonel diagnostikovanych v Synlabu a
nasledn¢ hlaSenych je méng¢, jelikoz mohlo jit také o opakované nalezy, které se jiz na

epidemiologii nehlasi.

V cervnu roku 2013 bylo dle EPIDATu hlaSeno 2995 salmoneldz. V materialu
Synlab czech s.r.o. bylo diagnostikovano v ¢ervnu roku 2013 50 kmenti salmonel. Pocet
salmonel (50 kmentl) je z celkového poctu hlaSenych onemocnéni ptiblizné 1,7 % .

Relativné, tudiz na 100 000 obyvatel, bylo hldseno celkem 97,8 salmoneldz.
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4.2 Porovnani metod Kk urceni salmonel ¢i sérotypizaci salmonel

Metody k identifikaci salmonel jsou odlisné metody. Jsou odlisné ve finanéni
naroCnosti, v ¢asové narocnosti ale také v principech stanoveni (MALDI TOF/
diagnostika pomoci biochemickych znakl)

Hmotnostni spektrometr je velmi finanéné naroc¢na zaleZzitost. Jeho potizovaci
cena se pohybuje okolo 150 000 — 850 000 dolard, coz je v piepo¢tu cca od 3,15
milionti korun do cca 17,5 milioni korun. Hmotnostni spektrometr ma sice vysokou
pofizovaci cenu, ale naklady na jeho provoz jsou minimalni. K diagnostice pomaoci
MALDI TOF se pouziva pouze ocelova desticka, kterd se pouziva opakované. Dale
k pouziti MALDI TOF se pouziva matrix, coz neni finan¢né naro¢né. Také jsou drahé
pravidelné udrzby vysSkolenymi pracovniky. Diagnostika jedné série vzorkil trva

v fadech desitek minut. Behem této doby se urci téméf sto vzorkd.

K diagnostice rodu Salmonella se vyuzivd také jiz zminény izolacni
biochemicky klin. Pomoci biochemického klinu miiZeme urcit aZ osm biochemickych
znakt, podle nichz odliSime Salmonellu od jinych bakterii.( Citrobacter, Yersinia,
Shigella, Escherichia coli )

Pti této diagnostice je dilezita znalost odecitajiciho biochemickych znaki. Tato
metoda je velmi levna. Jeden izola¢ni biochemicky klin stoji kolem dvaceti korun. Dale
se kurceni musi pouzit po jednom cukru — sachar6za a mannitol a dale také jedno
sterilni nafezané sklicko. Mzeme tedy fict, Ze jedno urceni stoji ptes dvacet korun, coz

je v porovnani s ostanimi metodami vyhodné.

Dale k diagnostice salmonel se vyuziva jiz zminénd fenotypickd fada,
Vv laboratoii Synlab czech s.r.o API 20E. Komer¢ni sada API 20E stoji, dle ceniku
Biomeriuéx, piiblizn¢ 7000 korun. Tato sada obsahuje 25 fad. Coz vychazi ptiblizn€ na
fadu 280 korun. API fada je pomérné Casové narocnd metoda, protoZe se fada musi

nechat jesté inkubovat 18 hodin v termostatu pii teplote 37°C.
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4.3 Diagnostika salmonel dnes a diive

Mikrobiologie, jako kazda véda, se rozviji a neustdle se objevuji metody, které
usnadiiuji préci, ¢as a finance laboratofim, laborantl, doktorim. Je snaha objevit
metody, kde se nebude vyuzivat tolik manudlni prace, ale spiSe se budou pouzivat
pfistroje. Dfive $lo spiSe o subjektivni hodnoceni, zavislé napiiklad na zkusSenostech
odecitajiciho.
metoda, ale na druhou stranu moc K pfesnému stanoveni nepomtize. Pomuize rozlisit
grampozitivni a gramnegativni bakterie.

Také hodné zalezel na kultivaci. ZkuSeny odecitajici odecital plotny nejen
vizualn¢ (barva, tvar kolonie), ale také pomoci naptiklad ¢ichu. (u salmonel je zndma
produkce sirovodiku, ktery je citit.)

Drive se pouzivaly (v nékterych laboratotich stale jesté pouzivaji) zkumavkové
tsdy. Ty jsou na stejném principu jako biochemické fady, ale biochemické fady jsou
mén¢ narocné na piipravu, odecitaji se pomoci webového programu a jsou ve zmensené
podobé.

Také uz se pomalu, ale jisté opousti od izolacniho biochemického klinu, protoze
je pomérn¢ manualné naro¢ny a hlavné se musi nechat inkubovat nejméné 18 hodin.

Po néastupu MALDI TOF se stalo subjektivni hodnoceni objektivnim. MALDI
TOF ma Upln€ jiny princip diagnostiky. Diive se pozorovaly spiSe biochemické
vlastnosti, ale pomoci MALDI TOF se diagnostikuje na zakladé€ stavby bunky, na
zaklad¢ jejich stavby proteini. OvSem 1 vysledky urc¢eni pomoci MALDI TOF musi byt
kontrolovany.

Myslim, Ze MALDI TOF bude vyuzivat stale vice a vice laboratofi, které tim

uSetii praci a Cas pii diagnostice.
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5 Zavér

Salmonella Enteritidis mize zpisobovat velmi zavazna onemocnéni, ale na
druhou stranu se da velmi dobfe 1é¢it. At uz pomoci antibiotik nebo pomoci klasické
[éEby prijmu (Endiaron, aktivni uhli apod.). Vhodné je, co nejrychleji zastavit proces

Sifeni této infekce a hlavné vyhledat mozné zdroje nakazy.

Celkem bylo izolovano 701 salmonel za rok 2013 v laboratoti synlab czech s.r.o,
to bylo 21 sérotypt salmonel. Nejvyssi vyskyt ¢itala Salmonella Enteritidis, které bylo
celkem 601 kment. Dale bylo nejvice Salmonella Typhimurium a Montevideo.
Piedpokladala jsem, ze nejvyssi vyskyt salmonel bude v 1ét€, uvazovala jsem tak na
zakladé¢ toho, Ze v letnich mésicich je grilovaci sezona, tudiZ nedojde k dostatecnému
tepelnému zpracovani masnych vyrobkl, které nezabije bakterie. Dale jsme tak
usuzovala na zéklad¢ toho, ze v letnich mésicich jezdi lidé na exotické dovolené, kde je
moznost ndkazy z kontaminované vody. Ma hypotéza nebyla potvrzena, protoze
nejvyssi vyskyt rodu Salmonella byl v mésici zati a ten byl 128 kmend, oproti tomu
naptiklad v srpnu bylo identifikovano celkem 90 salmonel, coz bylo také v mésici fijnu.

Tudiz nejvice salmonel bylo diagnostikovano na podzim, coz neodpovida mé hypotéze.

vvvvvv

Salmonella Anecho, Agona a jiné, které sem byly pravdépodobné zavleceny z né&jakych

turistickych destinaci s nizkou hygienickou urovni, protoZe u nas nejsou zname.

Jako nejlepsi feseni pii diagnostice rodu Salmonella se mi jevi metoda MALDI
TOF, usuzuji tak na zadkladé ptesnosti, rychlosti a finan¢nich nédkladl spojenych
s diagnostikou. Dalsi vyhodnou metodou je diagnostika dle biochemickych vlastnosti
pomoci biochemického klinu. Tato metoda je také rychla, levna a uzivatelsky
nenaro¢na. Podle mého nazoru by méli laboratote pouzit alesponn dvé metody (MALDI
TOF a izola¢ni izola¢ni biochemicky klin), aby nemohlo dojit k nepfesnym vysledkiim
nebo k chybam ve vySetfeni. Pokud by §lo jen o ovéfeni toho, co bylo ziejmé
z kultivace, to Ze se jedna napiiklad o Salmonella enterica subsp. enterica, bych

doporucovala pouzit metodu MALDI TOF, protoze si myslim, Zze v tu chvili je to
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nejrychlej$i mozné fesSeni, které se nabizi. Pro zjiSténi sérotypu se nabizi sklickova

aglutinace ¢i latexova aglutinace.
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