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SOUHRN

Autor: Martina Cervenkova

Nazev: Biochemicka identifikace enterobakterii-vyvoj a porovnani metodik
Bakalarska prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Studijni obor: zdravotni laborant

Vg wiv s

biochemickych metodik slouzicich k diagnostice enterobakterii. Dlraz je kladen
prfedevsim na vyvoj a pokrok mikrobiologie.

Hlavni poznatky: Biochemické testy dosly ve svém vyvoji postupné
k automatizaci. Pfednosti automatickych systému je manualni zjednoduseni,
urychleni analyzy, zvySeni citlivosti a presnosti, malé naroky na mnozstvi a
pfipravu vzorku. Mezi hlavni nevyhody patfi zatim neuplna databaze
mikroorganismu a neschopnost vySetreni citlivosti na antibiotika.

Zaver: | pres velky rozvoj molekularné biologickych metod maji biochemické

testy stale své vyznamné misto v identifikaci enterobakterii.



ABSTRACT

Autor: Martina Cervenkova

Title: Biochemical identification of Enterobacteriaceae — development and
comparison of methods.

Bachelor’s thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove

Course of study: medical laboratory technician

Objective of the thesis: The topic of the thesis is to describe and
simultaneously compare the most important biochemical methods used for
diagnosis of Enterobacteriaceae. The emphasis is put mainly on the
development and progress in the field of microbiology.

Key findings: Biochemical tests are now performed mainly automatically. The
advantages of the automated form of diagnosis are simplicity, speed, increased
sensitivity and accuracy, and a reduced need for sample quantity. The main
disadvantages are incomplete database of microorganisms and the inability to
test sensitivity to all antibiotics.

Conclusion: Despite the far reaching development of molecular biological
methods, biochemical tests still have an important role in the identification of
Enterobacteriaceae.
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1 UvOoD

Mikrobiologie je nepostradatelnou soucasti mediciny. Tento védni obor
se velmi vyznamné podili na diagnostice a Ié€bé mnoha riznych onemocnéni.
Béhem svého vyvoje nam poskytla mikrobiologie navod, jak plvodce nemoci
identifikovat a stanovit odpovidajici IéCbu.

Dulezitym postupem pfi [éCbé onemocnéni je spravny odbér biologického
materialu, jeho uchovani a vytvofeni vhodnych podminek pro kultivaci
mikroorganismd. Nedilnou soucasti IéCby je spravna identifikace pavodcu
onemocnéni, jez je zaloZzena pfevazné na testovani biochemickych vlastnosti
bakterialnich kmenu. Tyto vlastnosti jsou pro jednotlivé patogeny typické.

Jednou z nejvyznamnéjSich bakterialnich Celedi je Enterobacteriaceae.
Tyto mikroorganismy jsou soucasti bézné mikrobialni flory. PFi poruse
rovnovahy se vSak mohou velkou mérou podilet i na patogennich procesech v
lidském organismu.

Tato bakalafska prace je zaméfena na jednotlivé biochemické
vySetfovaci postupy slouzici k diagnostice nejvyznamnéjSich zastupcti zminéné
skupiny mikroorganismu a popisuje jejich vyvoj od po€atku mikrobiologie az po
soucCasné trendy.

Vysledné porovnani jednotlivych metod by mélo poukazat na velky
pokrok mikrobiologie, zejména v oblasti vypoc€etni techniky ¢i modernich

molekularnich metod.



2 HISTORIE

Louis Pasteur (1822-1895); francouzsky chemik — vypracoval
mikrobiologickou laboratorni techniku, objevil tekuté kultivacni pady (bujon).

Uzival bujon pfipraveny z kvasnic (Zahradnicky et al., 1987).

Robert Koch (1843-1910); némecky |ékaf — zaslouzil se pfedevs§im o
rozvoj lékarské mikrobiologie; uzival komorovou vodu z o€i jateCniho dobytka;
do lékafské praxe zaved| Zelatinové pevné kultivacni pady vyrobené z extraktu
z hovéziho masa zpevnéného zelatinou, na nichz izoloval Ccisté kultury;
vyznamnym zpusobem pfispél mimo jiné Kkrozvoji celé bakteriologické
diagnostiky (Zahradnicky et al., 1987).

K nejprudSimu rozvoji mikrobiologie doslo v poslednich dvou desetiletich
19. stoleti, a to ve spoijitosti s rozvojem fyziky a chemie, pfirodnich véd a

chemického pramyslu. Byly vypracovany zakladni laboratorni postupy.

Roku 1880 némecky bakteriolog Walther Hesse na radu své manzelky
Fanny Hesseové odstranil hlavni nevyhodu Zzelatiny — jeji zkapalfovani pfi
teploté vysSi nez 25 °C nebo vlivem nékterych bakterialnich enzymu a nahradil
ji agarem (polysacharid z mofskych fas, jenz se rozpousti pfi 90 °C a tuhne pfi
3540 °C), (Votava, 2005).

V roce 1887 Richard Petri, némecky bakteriolog, zavedl sklenéné misky
s plochym vi¢kem (nyni z polystyrenu), do nichz se vylévaji agarové kultivacni

pudy. Dodnes se uziva nazev ,Petriho misky“ (Votava, 1999).

Koch pouzival jako Zivny zaklad pro péstovani bakterii masovy extrakt,
jenz je chudy na Ziviny, proto roku 1884 Frederick Loffler, spolu s Klebsem,
vylepSil extrakt pfidavkem peptonu a NaCl a vytvofil tak zakladni tekutou

bakteriologickou pldu, tzv. Zivny bujon (Votava, 1999).

Kolem zacatku prvni svétové valky se objevily prvni komeréné pfipravované

suSené kultiva¢ni pudy.
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3 OBECNA CHARAKTERISTIKA ENTEROBAKTERIi

3.1 Obecné viastnosti enterobakterii

Enterobakterie se taxonomicky fadi do Celedi Enterobacteriaceae. Jsou
Vyskytuji se pfedevSim ve stfevnim traktu Clovéka a jinych obratlovcl. Maji
vSak velky vyznam i pro jina odvétvi mikrobiologie, zejména druh Escherichia

coli (E. coli) je vdécnym modelovym objektem (Votava et al., 2003).

3.1.1 Morfologie

Celed Enterobacteriaceae zahrnuje gramnegativni, nesporulujici,
peritrichézné obrvené tyCinky, dlouhé 2 az 4 uym a tlusté 0,5 az 1,5 um,
vyskytujici se hlavné v zazivacim traktu Clovéka a zvifat. VétSina disponuje
schopnosti pohybu. Mezi nepohyblivé patfi zejména klebsiely, Sigely a Yersinia

pestis.

3.1.2 Fyziologické a kultiva€ni viastnosti

Enterobakterie se fadi mezi fakultativni anaeroby, coz znamena, ze jsou
schopny rust za aerobnich i anaerobnich podminek. Jsou kultivaéné nenarocné,
daji se velmi snadno péstovat na béznych zivnych pldach a v Sirokém
teplotnim rozmezi. Nici je béZzné dezinfekCni prostfedky i kratkodobé zahfati na
70 °C (pasterizace).

Jednotlivi pvodci maji riznou odolnost vici vnéjSim vlivim. Ta je dana
jejich vyskytem v organismu. Néktefi maji vétsi afinitu ke stfevu (Enterobacter),
jini se nachazi velmi €asto i mimo stfevo (Klebsiella) a dal&i Ziji spiSe mimo
stfevo (Serratia). Pravé stfevni bakterie mizeme vykultivovat i z vnéjSiho
prostfedi, ale zde je povazujeme za indikator fekalniho znecisténi (Votava et al.,
2003).

Ke kultivaci stfevnich mikroorganismd se vyuzivaji ZzZivné pudy
obohacené o Zlu€ové soli a krystalovou violet. Tyto latky pusobi jako inhibitory

na vétSinu mikroorganismu, kromé zastupcl ¢eledi Enterobacteriaceae.
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Jednotlivé rody se navzajem odliSuji Cetnymi biochemickymi vlastnostmi.

3.1.3 Biochemické vlastnosti

Enterobakterie se vyznacuji negativnim oxidazovym testem a ve vétsiné
pfipadl tvorbou katalazy. Redukuiji nitraty na nitrity a rychle fermentuji glukozu,
pfi niZ se muze tvofit plyn. Této vlastnosti je vyuzivano k odliSeni od skupiny
tzv. ,nefermentujicich tyCinek®, které glukézu a vétSinou ani jiné cukry
nefermentuiji.

VSechny stfevni tyCinky jsou rezistentni ke zlu€ovym solim, ¢ehoz je

vyuZzito pfi kultivaci.

3.1.4 Antigenni struktura

Enterobakterie maji tfi zakladni typy antigent: O, H a K.

O-antigeny, zvané téz jako télové, jsou soucasti lipopolysacharidové
vnéjSi membrany. Vyznacuji se termostabilitou. Jednotlivé antigenni typy se
znaci Cisly (napf. 055, 0111 apod.), (Votava et al., 2003).

H-antigeny jsou biCikové antigeny tvofené bilkovinou flagelinem. Jsou
termolabilni. Najdeme je pouze u pohyblivych bakterii. Znaci se malymi
pismeny (napf. m).

K-antigeny jsou polysacharidové antigeny pouzdra. Jsou vyznamnym

faktorem virulence, pro diagnostiku téméf nevyznamné.

3.2 Klinicky vyznam

Enterobakterie, jak jiz napovida sam nazev, osidluji pfevazné stfevni
trakt obratlovcu. PuUsobi zde jako komenzaloveé, saprofyté nebo symbionti
(Escherichia coli produkuje tzv. koliciny, které jsou pro nékteré bakterie toxické
a vitamin K). Jsou tedy soucasti prospésné bézné strevni mikrofléry. Za urcitych
podminek, kdy dojde k naruSeni rovnovahy v poméru jednotlivych kmenu, vSak

mohou pusobit jako patogeny.
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Mimo stfevni trakt jsou enterobakterie patogenni vzdy. Vzhledem
k anatomii lidského téla plUsobi nejCastéji infekce v urogenitalnim traktu, ale
mohou byt zavleCeny do ruznych casti téla. Zvlasté u hospitalizovanych
pacientl osidluji i dychaci cesty, rany, pohybovy aparat (Votava et al., 2003).

Velice zavazné jsou i septické stavy a meningitidy zplUsobené

enterobakteriemi, jez jsou Casté zejména u novorozencu, kojencu a starych lidi.

3.3 Epidemiologie

VétSina enterobakterii se prenasi fekalné-oralni cestou. Neé&které
potravinami (salmonely), jiné jako ,nemoc S$pinavych rukou“ (uplavice), u
nékterych nelze vyloucit ani pfenos vzduchem (E. coli). Zavazné infekce jsou
prevazné endogenniho plvodu.

Velmi vyznamnym epidemiologickym hlediskem je patogenita mikrobdu,
coz je vlastnost vystihujici schopnost vyvolat onemocnéni a jeho Sifeni
v populaci. Dle tohoto kritéria délime mikroorganismy na obligatné patogenni,
jez vyvolaji onemocnéni témér vzdy (Salmonella Typhi), nepatogenni, jez
onemocnéni nevyvolavaji (Escherichia coli) a podminéné patogenni vyvolaji
onemocnéni jen za urCitych podminek. Mezi tyto podminky patfi napfiklad
sniZzeni imunity vedouci k nezadoucimu pomnozeni mikroba.

Vyznamnym rozliSovacim znakem mezi obligatnimi a ostatnimi patogeny
je schopnost $tépit laktézu. Salmonely, Sigely a yersinie laktézu nestépi. Této
vlastnosti je vyuzivano pfi kultivaci.

Salmonely zpusobuji pfevazné enteritidy, Sigely dyzenterie a patogenni
kmeny E. coli prijmy. Mimo zazivaci trakt vSak zpusobuji velmi zavazné infekce

ran, urogenitalniho traktu, dychacich cest, meningitidy nebo sepse.
Vzhledem k omezenému rozsahu této prace se budu dale uzeji zabyvat

pouze vybranymi zejména obligatné patogennimi mikroorganismy, které

povazuji za jedny z nejrozSifenéjSich puvodcu onemocnéni Clovéka.
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4 NEJVYZNAMNEJSi ZASTUPCI

V této kapitole bych velice rada zminila nejdulezitéjSi a nejCastéjsi
zastupce Celedi Enterobacteriaceae s jejich zakladnimi biochemickymi znaky,

podle kterych je blize identifikujeme a typické infekce, které vyvolavaji.

4.1 Rod Salmonella

Salmonely rostou na agarovych pidach ve 2 az 3 mm velkych hladkych

koloniich. Snaseji pfitomnost ZluCovych soli a brilantové zelené, cehoz se
vyuziva v selektivné diagnostickych padach, jako jsou deoxycholat-citratova
ptda (DC) nebo ptida Wilsonova-Blairova (WB). Sté&pi glukdzu s tvorbou plynu
(vyjma S. typhi), nestépi laktdzu, netvofi indol, nehydrolyzuji ureu a vétSinou
produkuji sirovodik (H»S).
(ssp. enterica). Existuje prfes 2400 sérotypu (www.safe-poultry.com),
(PFfecechtél et al., 1990). Tyto baktérie plisobi onemocnéni zvané salmoneldza,
coz je gastroenteritida provazena velmi cCastymi prajmy. Zdrojem je zvife
(kachni vejce, dribezi maso) a Clovék. Cestou pfenosu jsou nejCastéji Spatné
tepelné opracované potraviny.

Salmonella Typhi (zkraceny nazev pro Salmonella enterica ssp. enterica
sérovar Typhi) zpUsobuje akutni onemocnéni postihujici pouze Cclovéka —
Typhus abdominalis (bfisSni tyfus). Onemocnéni se projevuje pozvolnym
vzestupem télesné teploty az k horeCce, ktera pretrvava 2 az 3 tydny.
Kontinualni bakteriémie vede az k celkové sepsi. Zdrojem nemoci je nemocny
Clovék nebo bacilonosi¢ (Clovék majici v sobé& a vyluCujici choroboplodné
zarodky, ale bez projevi onemocnéni), pfenos probiha kontaminovanou vodou
nebo potravinami (Buchta et al., 2000).

Vzacné mohou salmonely pusobit osteomyelitidy a artritidy u déti, pfi
téZkych invazivnich onemocnéni napadaji napf. i kostni dfen. Jsou puvodci
alimentarnich nemocniénich nakaz v disledku poziti kontaminované potravy,
vody Ci mléka (Votava, Ondrovcik, 1998).
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Diagnostika salmonel se vzhledem k nékdy obtiznému zachytu opira i o
nepfimy prukaz v podobé Widalovy reakce, kdy aglutinujeme sérum s ruznymi

télovymi a biCikovymi antigeny.

4.2 Rod Shigella

Shigella roste v 1 az 2 mm velkych, spiSe plochych koloniich pachnoucich
po spermatu. Je nejméné biochemicky aktivni ze vSech enterobakterii. NeStépi
laktdézu, glukdzu Stépi bez plynu (vyjma sérotyp S. flexneri 6), netvofi H,S ani
uredzu. Sigely jsou velmi citlivé k vyschnuti, vlivem kyselych metabolitd
koliformnich enterobakterii se velmi rychle inaktivuji. Proto je velmi dualezity
odbér do transportniho média nebo na DC-tampon. Selektivné diagnostickou
pudou je DC. Po biochemické identifikaci je nutna sérotypizace na skliCku
(PFecechtél et al., 1990; Lhotova, Dédicova, 2000).

NejCastéjSimi plvodci jsou S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii a S.
sonnei. Zpusobuji vysoce nakazlivé stfevni onemocnéni zvané bacilarni
dyzentérie neboli uplavici. Onemocnéni se prezdiva ,nemoc Spinavych rukou®
diky fekalné-oralni cesté prenosu. Zdrojem je nemocny Clovék. Projevy jsou:
neodolatelné nutkani na stolici, prijmy, vodnata stolice s pfimési hlenu, event.
krve (Buchta et al., 2000).

Sigely mohou byt pGvodci explozivnich nemocniénich epidemii v détskych
domovech, kojeneckych ustavech, psychiatrickych léCebnach, domovech

ddchodcu nebo Ié€ebnach dlouhodobé nemocnych (Votava, Ondrovcik, 1998).

4.3 Rod Yersinia

Yersinie patfi jako dalSi do skupiny obligatnich patogenu. Je to kratka,
ovoidni, gramnegativni ty€inka, znatné pleomorfni (tvarové pestra). Je
nepohybliva (vyjma Y. pseudotuberculosis) a nesporuluje. Roste ve velmi
drobnych zrnitych koloniich 0,1 az 0, 2 mm velkych s vyvySenym stfedem. Neni
kultivacné narocna, roste v rozmezi teplot od - 2 °C do 45 °C (Pfecechtél et al.,
1990).
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Biochemicky $tépi cukry bez produkce plynu, netvofi oxidazu, redukuje
nitraty a produkuje katalazu (obzvlasté u Y. pseudotuberculosis je reakce silna
a rychld). Ke Kkultivaci se pouziva selektivné diagnosticka pada CIN.
Biochemicky prikaz je nutno potvrdit aglutinaci a fagotypizaci. Provadi se
rovnéz stanoveni protilatek pasivni hemaglutinaci (Pfecechtél et al., 1990).

NejdulezitéjSimi zastupci rodu jsou Yersinia pestis, plvodce moru, ktera je
pravem povazovana za nejzavaznéjSi enterobaktérii, dale Yersinia
enterocolitica a Yersinia pseudotuberculosis. Posledni dvé jsou puvodci
stfevniho onemocnéni.

Y. enterocolitica mnohdy invazivné postihuje celou stfevni sténu a diky
Sifeni do mezenterialnich uzlin ¢asto imituje apendicitidu. Mimo jiné stoji na

prvnim misté u septickych artritid dospélych (Votava et al., 2003).

4.4 Rod Escherichia

Escherichia jsou pohyblivé ty€inky, vytvarejici 2 az 3mm velké, mirné
vypouklé, lesklé kolonie. Na Endové pudé (EP) maji specificky zlaty lesk, na
krevnim agaru (KA) rostou nékteré kmeny (zejména zpuUsobujici uroinfekce)
s hemolyzou. VétSina kvasi laktézu, ale existuji i kmeny opozdéné kvasici
laktézu nebo nekvasici vabec (Pfecechtél et al., 1990).
mikrobialni fléry ve stfevé Clovéka. V pfipadé zavle€eni E. coli do jinych Casti
organismu vSak muaze dojit k mnoha rdznym infekcim, az k velmi zavaznym
sepsim (velmi Casty zachyt z hemokultur). Patfi k nejCastéjSim patogenim
izolovanym pfi urogenitalnich infekcich (70-80 %), zvytér0 zran, u
osteomyelitid, u poporodnich septickych stavli pochazejicich z mat€iny stfevni,
pfipadné vaginalni mikrofléry, u novorozeneckych sepsi a meningitid.
V neposledni fadé je nejcastéjSim plvodcem nozokomialnich nakaz (Votava,
Ondrovcik, 1998).

Je-li kmen E. coli vybaven specifickymi faktory virulence, je patogenni i ve
stfevé. Jedna se napfiklad o enteropatogenni E. coli (EPEC), enterotoxigenni
E. coli (ETEC), enteroinvazivni E. coli (EIEC) a enterohemolytickou E. coli
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(EHEC). Jednotlivé typy se od sebe odliSuji antigenni analyzou aglutinaci na
sklicku (Lhotova, DédiCova, 2000).

EPEC zpusobuje dyspepsie a prljmy u novorozencu a kojencu.
Nejznaméjsi antigenni typy, které rozliSime sérotypizaci, jsou: 055, O111,
0126, O86 a dalsi.

EIEC pusobi bacilarni dyzentérii starSich déti a dospélych. NejbéznéjSim
sérotypem je 0124.

ETEC je plivodcem tzv. cestovatelskych prijmud. Jedna se o onemocnéni
podobné cholefe.

v systémovou infekci zvanou hemolyticko-uremicky syndrom. Nejbé&znéjSim
sérotypem je O157:H7 (Votava et al., 2003).

Escherichia coli je také velmi dualezitym modelovym organismem
v genovém inzenyrstvi. V pfirodé je pokladana za indikator fekalniho znecisténi
vody (Bednar et al., 1996).

4.5 Ostatni dulezité rody

Mezi ostatni dalezité rody, které pokladam za nutné zminit, patfi Klebsiella
(K. pneumoniae, K. ozaenae, K. rhinoscleromatis, K. oxytoca) zpusobujici
nejCastéji infekce mocovych cest, u vnimavych osob také Zzivot ohrozujici
sepse, pneumonie s abscesem a jiné tézké stavy vzdorujici antibiotické (ATB)
terapii (Votava, OndrovCik 1998). K. oxytoca tvofi indol. U vSech klebsiel je
vyznamna absence pohybu a ureazova aktivita (Votava et al., 2003).

Rod Proteus (P. mirabilis, P. vulgaris) se vyznacuje plazivym ristem na
vétSiné tuhych pld (Rausstuv fenomén). Zasadnim testem k odliSeni od
ostatnich enterobakterii je test deaminace fenylalaninu. Tvofi ureazu, plyn
z glukdzy a H,S. Pozitivni tvorba indolu odliSuje P. vulgaris od P. mirabilis
(Pfecechtél et al., 1990). Pusobi zejména mocové infekce, chronické otitidy,
infekce ran, osteomyelitidy a u malych déti a kojenct rovnéz prijmy (Votava,
Ondrovcik, 1998).
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Rod Citrobacter (C. freundii, C. koseri) se vyznacuje biochemickou
podobnosti se salmonelami. Mize tvofit sirovodik, vétSinou je laktézapozitivni,
vzdy ma pozitivni test ONPG na rozdil od salmonel (Dédi¢ova, Lhotova, 2000).

Citrobakter je podminénym patogenem ve stfevé a zpUsobuje rovnéz
mocove infekce. Nékteré kmeny jsou multirezistentni k ATB, diky ¢emuz patfi

mezi nozokomialni nakazy (Votava, OndrovCik, 1998).
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5 LABORATORNI DIAGNOSTIKA ENTEROBAKTERIi

Nejpodstatnéjsi Casti identifikace mikroorganismu je bezesporu spravny
odbér biologického materialu, jeho transport do laboratofe, uchovavani a
posléze zpracovani. Pouze dodrzenim téchto zasad dojdeme k zachyceni
patologického agens, které nasledné testujeme.

Laboratorni diagnostika enterobakterii se opira pfedevsim o pfimy prikaz
(kultivace), ale u nékterych infekci i o nepfimy, kdy hledame protilatky v séru
nemocnych, rekonvalescentl &i bacilonosicu.

Velice dllezitym krokem vedoucim k Uspésné diagnostice je uzky kontakt
klinika s mikrobiologem. Mdzeme tak usuzovat na konkrétniho patogena i diky
dalezitym informacim o klinickych pfiznacich u pacienta, druhu biologického

materialu nebo citlivosti na antibiotika.

5.1 Specifika odbéru, transportu a uchovavani vzorku

NejCastéjSim biologickym materialem k zachytu enterobakterii byva vytér
z koneCniku (event. stolice), mo¢, duodenalni Stava, krev, likvor, kloubni
punktat, hnis.

Odbér materialu se fidi obecnymi zasadami, jako je volba druhu materialu
z mista pravé probihajiciho infekéniho procesu, spravna technika odbéru
zamezujici kontaminaci nezadouci flérou, odbér dostateCného mnozstvi
(zejména v pfipadé hemokultur) a spravny €as. Ten je dulezity napfiklad u
infekci zpusobenych kmenem S. Typhi, kdy v riznych fazich onemocnéni Ize
puvodce prokazat v riznych druzich materialu.

Vytéry na tamponech je nutno provadét do transportnich medii, jejichz
soucasti je thioglykolat sodny, fosfatovy pufr a dalSi soli zaruCujici preziti a
zamezujici nezadoucimu pomnozeni mikrobl a vyschnuti. Zejména Sigely jsou
velice choulostivé, proto je vhodné pouzit tampon s dezoxycholatem ¢&i aktivnim
uhlim, jez maji detoxikaCni ucinek. Za nejvhodnéjsi transportni médium pro
zachyt stfevnich patogenu je povazovano Caryové-Blairovo médium. Salmonely
a Sigely vném vydrzi i 7 tydnd. DalSim vhodnym médiem pro vSechny druhy
vytérl je Amiesovo transportni médium s aktivnim uhlim. K prdkazu stfevnich
patogenu Ize rovnéz pouzit vytér zanofeny do polotuhé transportni pudy zvané

TP GN, ktera eliminuje grampozitivni floru (Votava, 1999).
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Veskery material by mél byt do laboratofe dopraven okamzité, zvlasté
jedna-li se o zavazny material jako je likvor nebo krev. Mo by méla byt
zpracovana do dvou hodin od odbéru z duvodu rychlého pomnoZeni bakterii.

Neni-li mozno vzorek ihned dorucit nebo zpracovat, uchovava se v lednicce.

5.2 Kultivace

Po pfijmu biologického materidlu do laboratofe se provadi kultivaéni
vySetfeni. Jedna se o roztér vzorku na jednotlivé agarové pevné kultivacni pady
a pomnozeni v selektivné pomnozovacim médiu. Kultivacni pady se voli dle
typu materidlu s pfihlédnutim Kk pfedpokladanému vyskytu specifickych
patogenu. V pfipadé zpracovani stolice volime jednu pudu pro zachyt
gramnegativnich mikrobl, jednu selektivni pro zachyt salmonel a Sigel a
selektivné pomnozovaci ptdu pro salmonely. Dalsi pudy volime dle okolnosti.
PFi podezieni na yersinie pfidame selektivni ptdu pro jejich zachyt, u malych
déti pfidavame pldy pro izolaci enteropatogenni Escherichia coli sérotyp
0157:H7 (EPEC).

Abychom zajistili rist a mnozZeni pozadovanych patogenu, musime
zabezpecit vhodné kultivaéni podminky. Jedna se pfedevSim o dostatek vody
zivin a zdroju energie, optimalni teplotu, pH, sterilitu apod. Kultivace probiha
standardné 18-24 hodin pfi 37 °C, v pfipadé nékterych specifickych kultivaci,
napfiklad u yersinii, se podminky liSi (Zahradnicky et al., 1987).

5.2.1 Kultivaéni pady

Jak jsem jiz zminila, vybér kultivacnich médii je velmi vyznamnym krokem
vedoucim k identifikaci patogenl. Zaklady k této z ¢asti biochemické metodice
byly polozZeny jiz v 19. stoleti (Zahradnicky et al., 1987; Votava, 2005). Pro svou
pracovni i financni nenaro¢nost se pouziva dodnes.

Na jednotlivych kultivacnich pudach mizeme hodnotit velikost, vzhled a
dalsSi vlastnosti izolovanych kolonii, které jsou pro urcité mikrobi charakteristické

a na zakladé téchto vlastnosti je pfedbézné identifikovat.
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V pfipadé enterobakterii volime ke kultivaci selektivné diagnostické pudy.
Jejich selektivita je dana potlatenim rlstu ostatnich mikroorganisma a
k diagnostice vede prukaz nékterych vlastnosti mikrobd. Jedna se vétSinou o

biochemické vlastnosti, podminéné pfitomnosti i tvorbou urcitych enzymda.

52.1.1 Endova puda

Za zakladni padu selektivni pro gramnegativni bakterie je povazovana
puda Endova. Selektivita je vni dana obsahem bazického fuchsinu
(odbarveného sifiCitanem) a diagnostickou slozku zajiStuje substrat laktéza. Dle
zbarveni kolonii zde miuzeme rozliSit laktézapozitivni a laktézanegativni mikrobi.
Vzhledem k toxicité a nizké stabilité fuchsinu a neméné podstatné nevyhodé
v podobé plazivého rlstu protea byla tato puda postupné nahrazena pldou
MacConkeyho (Votava, 1999).

5.2.1.2 Pida MacConkeyho

Tato puda se vyznacuje stfedni selektivitou. Rostou na ni pfevazné
enterobakterie, ostatni choulostivé kmeny jsou potlaCeny uc€inkem obsazenych
ZluCovych soli. Diagnosticka slozka je zajiSténa opét laktozou. Indikatorem
Stépeni je neutralni Cerven. Laktézapozitivni kmeny rostou na agaru v riZovych
az cCervenych koloniich, obligatni patogeny v bezbarvych, prahlednych
koloniich. Vyhodou MacConkeyho (MC) pldy je neplazivy rist protea.

Nahradime-li laktézu sorbitolem, ziskame vysoce selektivné diagnostickou
puadu pro zachyt EPEC 0157:H7. Tyto kmeny rostou na pGdé jako
sorbitolnegativni v bezbarvych koloniich (Votava, 1999).

52.1.3 Pida deoxycholat-citratova

Deoxycholat-citratova pada (DC) je vysoce selektivni médium pro prikaz
stfevnich patogenl. Pomoci vy$si koncentrace deoxycholatu sodného a citratu

sodného je zamezeno rldstu v8em grampozitivnim mikrobam, ale i vétSiné
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koliformnich bakterii (pfibuznym druhu E. coli). Zcela neomezené zde rostou
salmonely a Sigely.

Diagnostickym rysem je opét Stépeni laktdzy. Indikatorem je neutralni
Cerven, proto odolngjSi kmeny E. coli, které zde vyjime¢né vyrostou, tvofi
riZzové kolonie. Laktéza negativni kolonie jsou bezbarvé (napf. Shigella
flexneri).
indikatoru citratu zelezitému ¢i Zelezitoamonnému projevi ¢ernym zabarvenim

kolonii. Tuto schopnost maji napfiklad salmonely, proteus, citrobakter a dalSi.

5214 Pida XLD

Agar XLD (xyl6za-lyzin-deoxycholatovy) je selektivné diagnostickou pudou
vhodnou pro zachyt salmonel a zejména Sigel. Selektivita je opét zajiSténa
pomoci deoxycholatu sodného, ktery potlacuje rlst grampozitivnich mikroba.
Plada obsahuje fadu substratd, jejichz §tépenim dochazi k identifikaci mnoha
enterobakterii. Xylézu $tépi vétSina enterobakterii vyjma Sigel, providencie a
edwardsiely. Salmonely dekarboxyluji lyzin, ¢&imz zvySuji pH a vlivem
indikatorové fenolové CcCerveni tak rostou stejné jako Sigely v Cervenych
koloniich. Od Sigel se vSak odliSuji tvorbou sirovodiku, ktery se projevi cernym
stfedem kolonie. DalSim substratem v pudé je laktéza a sacharéza, jejichz
Stépenim dochazi ke snizovani pH a nasledné Zluté barvé kolonii, napfiklad u

escherichii, klebsiel, enterobakteri nebo citrobaktert (Votava, 1999).

5215 Agar Hektoen

Jedna se rovnéz o selektivné diagnostickou pldu uréenou Kk izolaci
salmonel a Sigel ze vzorku stolice. Diky svému slozeni je vSak cenové
podstatné drazsi. Obsahuje vysoky podil peptonu a kvasni¢ného extraktu kvali
zamezeni inhibici zejména Sigel ZluCovymi solemi. Jako substraty jsou pouZity
laktéza, sachar6za a salicin. Tvorba sirovodiku je podpofena tiosulfatem

sodnym a indikovana citratem Zelezitoamonnym. Indikatory Stépeni cukrd jsou
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bromthymolova modf a kysely fuchsin. Tato smés je oproti jinym indikatorim
v pudach na priikaz stfevnich patogent méné toxicka

Salmonely na puadach Hektoen rostou v modrozelenych koloniich
s ¢ernym stfedem, Sigely v zelenych, vihkych, vyvySenych. Koliformni mikrobi

zde rostou lososové az oranzové (Votava, 1999).

5216 SS-agar

SS-agar (Salmonella-Shigella agar) je selektivné diagnostickou pudou pro
salmonely a Sigely. Obsahuje malé mnozstvi Zlu€ovych soli k potlaceni rlstu
koliformnich bakterii a brilantni zeleri jako inhibitor grampozitivnich mikrobd.
Indikatorem Stépeni laktozy je neutralni Cerven a tvorby sirovodiku citrat
Zelezity.

Salmonely zde rostou v bezbarvych koloniich s ¢ernym stfedem, Sigely

bezbarvé. Odolné koliformni bakterie jsou zbarveny do €ervena.

5217 Puda CIN

Pida CIN (cefsulodin-Irgasan-neomycin) je selektivné diagnosticka ptda
slouzici kizolaci Yersinia enterocolitica. K selekci yersinii slouzi kromé tfi
zminénych latek jeSté deoxycholat sodny a krystalova violet. Diagnostickou
slozkou pudy je mannitol, jehoz Stépeni je zviditelnéno neutralni ¢erveni.

Yersinie se vyznacuji ristem i pfi nizSich teplotach, proto se kultivuji pfi
32 °C. Kolonie maiji podobu tzv. ,byiho oka“, tedy s pruhlednym okrajem a
cervenym stfedem. Vzhledem k podobnému rlstu i jinych mikrobu je nutno vzdy

provést biochemické, event. sérologické dourceni (Votava, 1999).

5.2.18 Pida MLCB

Padda MLCB (mannitol-lysine-crystal violet-brilliant green), oznaCovana
také jako mannitol-lyzinovy agar se pouziva k selektivni izolaci salmonel. Jeji

selektivita neni vysoka. Vzhledem k obsahu brilantni zelené a krystalové violeti
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je potlacen rist grampozitivnich mikrobu, ale bohuzel i sou€asné Salmonella
Typhi a Salmonella Paratyphi.

Pomoci thiosulfatu sodného, jehoz indikatorem je citrat Zelezitoamonny,
muzeme diagnostikovat tvorbu sirovodiku. Salmonely tvofici H,S vyrUstaji na
MLCB ve velkych fialové purpurovych koloniich s ernym stfedem. Salmonely
netvofici sirovodik zde rostou v bledych nebo fialové Sedych koloniich.

Pripadné kontaminanty rostou bezbarvé.

5.2.1.9 Wilsonova-Blairova puda

Pdda Wilsonova-Blairova (WB) patfi mezi selektivné diagnostické pudy
zachyt Salmonella Typhi (S. Typhi). Pro ostatni salmonely jsou vhodné&jSi pady
DC, XLD nebo MAL. Vlivem brilantni zelené, sifi¢itanu sodného a derstvé
vysrazeneého sirniku vizmutitého dochazi Kk inhibici nejen grampozitivnich
mikrobd, ale i koliformnich ty€inek a vétSiny Sigel.

Salmonely zde rostou v lesklych €ernych koloniich diky vzniku sirnikd
Zeleza a vizmutu. S. Typhi ma vzhled tzv. ,kraliCiho oka“, tedy kolonie jsou
lesklé, Cerné, s uzkym bezbarvym okrajem a kovovym leskem okoli.

Problémem WB pudy je jeji nestabilita a obtizna pfiprava (Votava, 1999).

5.2.1.10 Pida MAL

Pdda MAL (mannitol-arabindza-laktézovy agar) je relativné chudé médium
slouzici k zachytu salmonel. Selektivitu zajiStuje opét deoxycholat sodny,
substraty jsou kromé jiZ zminénych v nazvu jesté lyzin a tiosulfat sodny. Jako
indikatory se pouzivaji fenolova Cerven a citrat Zelezitoamonny.

Salmonely vyuzivaji nejdfive mannitol a arabindzu a poté dekarboxyluji
lyzin, ¢imz se médium alkalizuje. Diky tvorbé sirovodiku zde vyrlstaji v ¢ernych
koloniich. Proteové se na této padé neplazi. Toto médium se doporucuje pouzit

az k vyoCkovani pomnozeného vzorku.
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5.2.1.11 Chromogenni pidy

Mezi modernéjsi kultivacni pidy se fadi tzv. chromogenni pldy. Jsou to
kultivaéni média obsahuijici jeden &i vice chromogenu, cozZ je barevna molekula
navazana na substrat. Mikrob po rozStépeni substratu chromogen uvolni a
kumuluje jej ve svém organismu. Vysledkem je rist mikroba ve specificky
zbarvenych koloniich. Tato vyhoda je vSak také vyvazena vysSi cenou média
(Votava, 1999). Nicméné v porovnani s naklady béznych biochemickych testu
provadénych samostatné bylo prokazano, ze vysledna cena vySetfeni je
naopak vyrazné nizsi, a to az o 70 % (Ohkus, 2000).

Pfikladem chromogenni pady je Rambachiv agar uzivany jako selektivhé
diagnosticka puda k zachytu netyfovych salmonel (Dédic¢ova, Lhotova, 2000).
Obsahuje dva substraty: propylenglykolu a substrat pro B-galaktosidazu.
Salmonely zde vyrustaji v napadné Cervenych koloniich vzniklych indikatorem
zachycenym snizenim pH diky Stépeni propylenglykolu. Koliformni kolonie
tvorfici B-galaktosidazu rostou modfe. Fialové se prokaze Citrobacter freundii,
nebot’ je schopen $tépeni obou substratl. Proteus spp., Pseudomonas spp.,
Shigella spp. a dalSi mikrobi nestépici ani jeden substrat, rostou bezbarvé.

K bakteriologickému vysSetfeni pfedevSim moci se velmi €asto pouZzivaji
chromagary CPS ID 2 (bioMérieux 43 211) obsahujici Zlu€ové soli pro
selektivitu gramnegativnich bakterii a enterokok( a dva chromogenni substraty.
Prvnim je substrat pro detekci B-glukuronidazy a uvolfiuje se ruzovocCervené
barvivo. Druhy detekuje glukosidazu s uvolnénim modré barvy. Ma-li mikrob
prvni enzym, roste rtzové (E. coli), ma-li druhy, roste modfe (enterokoky).
V pfipadé vlastnéni obou enzymu, roste modrozelené az purpurové (Klebsiella
spp., Enterobacter spp., Serratia spp.). Diky mnoha kombinacim skytaji

zminéné pldy mnohem vice diagnostickych moznosti (Votava, 1999).

5.2.1.12 Puda selenitova

Selenitova plda (selenit) je pomnozZovaci tekuta puada selektivni pro
salmonely (zejm. S. Typhi) a nékteré Sigely. Obsahuje selenicitan sodny, ktery
v prvnich 6 az 12 hodinach inkubace inhibuje rust zejména koliformnich

bakterii. Pozdéji, po redukci selenitu, se zvysi pH a koliformni mikrobi se
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zaCnou pomnozovat. Nevyhodou je nepotlaceni rastu protel a pseudomonad
(Votava, 2005).

5.3 Sérologické metody

V pripadé diagnostiky salmonel, Sigel, escherichii, citrobaktert, protet a
dalSich gramnegativnich tyCinek neni mozné urCeni izolované kultury pouze
pomoci biochemickych testu €i testovanim jejich metabolizmu. Provadi se tzv.
zpétna aglutinace na sklicku. Jedna se o presnéjSi identifikaci zjiStovanim
antigenni struktury izolovaného mikroba. K suspenzi bakterialni kultury ve
fyziologickém roztoku se pfidavaji specificka antiséra (anti-O, anti-H, anti-K
apod.), a to tak, Ze nejdfive pouzijeme polyvalentni antisérum obsahujici
protilatky proti vice antigennim determinantdm, které obsahuje spektrum
monovalentnich sér. V pfipadé pozitivity pokraCujeme v testovani s pfislusnymi

monovalentnimi séry z daného spektra.
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6 BLIZSi URCENi ENTEROBAKTERIi BIOCHEMICKYMI
TESTY

Po zdarném vykultivovani patogena jej mizeme podrobit celé Ffadé
biochemickych testl, které nam napovi spoustu dulezitych informaci nutnych
k identifikaci. Vychazime z Cisté kultury bakterii, ziskané primokultivaci. Kolonii
neznamého kmene naocCkujeme fadu diagnostickych pid a po vhodné inkubaci,
obvykle 18—-24 hodin pfi 37 °C, odecCitame zmény zplsobené rustem mikroba.
Tento charakter identifikace jsem jiz zminila v kapitole kultivaCnich pid, na
nichz muzeme spoustu biochemickych vlastnosti bakterii zaznamenat.

Testovaci pudy jsou obvykle vylité ve zkumavkach a pro jejich barevnost
se nazyvaji .pestrou fadou“. Postupem Casu a vyvojem mikrobiologickych
technik jiz mame k dispozici fadu diagnostickych setd uréenych k identifikaci
specifickych skupin mikroorganismu. Tyto jsou vyrabény velkou spoustou
Ceskych i zahranicnich firem. Témito metodikami se hodlam blize zabyvat
v nasledujicich kapitolach.

Pro velkou spoustu existujicich biochemickych testll uvadim pouze

prehled nejvyznamnéjSich a v praxi nejpouzivangjsich.

6.1 Zkumavkové testy

6.1.1 Stépeni cukri

Vg wvivs

fermentace sacharidd. NejCastéji uzivanymi cukry jsou glukéza, laktoza,
sachar6za a manitol. Zakladem tekuté pudy je peptonova voda pfipravena
z enzymatického kaseinového hydrolyzatu, tzv. Hottingerdv bujén. Kromé
pfidaného cukru obsahuje také indikator zmény pH, nej¢astéji bromthymolovou
modfr, fenolovou Cerven nebo bromkresolovy purpur.

Pfi kvaseni obsazenych cukrd mikrobem vznikaji organické kyseliny
ménici pH, coz se projevi pravé zménou barvy pudy. Uvolfiuje-li soucasné
mikrob plyn (CO, H;), mizeme jej souasné detekovat zachycenim v malé
zkumavce, vlozené do média dnem vzhuru, nazyvané Durhamova plynovka.

Vysledky fermentace téchto cukrl u vybranych bakterialnich druhd jsou

zaznamenany v tabulce 1.
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6.1.2 Dekarboxylace aminokyselin

Detekce dekarboxylaz aminokyselin se vyuziva zejména k biochemické
diagnostice klebsiel, enterobakterl, citrobakteri nebo salmonel. Pouzivame
k tomu tekutou pldu dle Moellera s obsahem pfislusné aminokyseliny a s
upravenym pH na hodnotu 6. Po naoCkovani se plda prevrstvi sterilnim
mineralnim olejem.

Pfi dekarboxylaci aminokyselin (lyzin, ornitin, arginin) pusobenim enzymu
nékterych bakterii dochazi k uvolnéni CO , a aminu, ¢imz dojde ke zvySeni pH.
Tuto biochemickou zménu ozfejmime pfislusnym indikatorem (napf.
bromkresolovy purpur). Vysledné zbarveni v pozitivnim pfipadé byva fialove,

v negativnim Zluté.

6.1.3 Redukce dusi¢nanti na dusitany

Schopnost redukovat dusi€nany (nitraty) je vlastnosti vSech enterobakterii.
Provadi se v peptonové vodé s 0,1 % KNO3 Indikatorem je Griessovo Cinidlo na
nitrity s kyselinou sulfanilovou a a-naftylaminem. V pozitivhim pfipadé dojde
C¢ervenému zbarveni. Nedojde-li k reakci, musime ozfejmit pfidanim zinkového
prachu. Po z€ervenani muzeme potvrdit negativni reakci. Test byva soucasti

nékterych kombinovanych pad (Votava, 1999, http://fvl.vfu.cz).

6.1.4 Tvorbaindolu

Nékteré mikroorganismy rozkladaji aminokyselinu tryptofan plsobenim
enzymu tryptofanazy za vzniku indolu. Test se provadi v Hottingerové bujonu
s pfidanym tryptofanem chudym na sacharidy, které Kkyselou reakci pfi
zkvaSovani narusuji tvorbu indolu. Po pfidani Kovacsova nebo stabilnéjSiho
Ehrlichova cCinidla (paradimethylaminobenzaldehyd) k narostlé 24 hodinové
kultufe dojde v pozitivnim pfipadé k vytvofeni syté Cerveného prstence na
rozhrani kultury a cinidla. Pozitivni reakce byva u druhd Escherichia coli,

Proteus vulgaris, Klebsiella oxytoca.
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Obrazek 1 Tvorba indolu Foto: Véra Kavalkova

6.1.5 Stépeni modoviny

Stépeni mocoviny (urey) nastava u bakterii produkujicich enzym ureazu.
Tento enzym produkuji zejména rody Proteus, Morganella, Providencia.

NejcitlivéjSi metodikou je metoda dle Christensena. Jedna se o tuhou
pudu ztuhnutou v Sikmé poloze (tzv. Sikmy agar), kde je substratem urea a
indikatorem fenolova Cerven. Hydrolyzou mocoviny se uvolni amoniak, coz

zvySi pH pudy. Reakce se projevi zEervenanim.

6.1.6 Utilizace citratu dle Simonse

Nékteré bakterie jsou schopny misto cukru vyuzZivat jako zdroj uhliku citrat
sodny. K diagnostice této vlastnosti slouzi pdda zvana Simmonsuv citrat.
Obsahuje citrat sodny jako zdroj uhliku, dihydrofosfore€nan amonny jako zdroj
dusiku, agar a bromthymolovou modf jako indikator. Sikmy agar zelené barvy
v pozitivnim pfipadé zmodra. Vyuziva se k odliSeni enterobakteru, citrobakterd,

klebsiel nebo vétsiny salmonel (kromé S. typhi) od escherichii, Sigel a yersinii.
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6.1.7 Prukaz B-galaktozidazy

Prikaz B-galaktozidazy se provadi tzv. ONPG-testem (o-nitrofenyl-B-D-
galaktopyranosid). B-galaktozidaza je enzym, ktery §tépi laktézu na galaktézu a
glukézu. V naSem pfipadé je enzymem ONPG hydrolyzovany stejnym
zpusobem jako laktéza a vyslednym produktem o-nitrofenol. V diagnostice
pouzivame komercné vyrabéné prouzky napusténé substratem, které ponofime
do husté suspenze bakterialniho kmene na 2 hodiny pfi 35 °C. Za pozitivni
vysledek je povazovano zezloutnuti suspenze a je typické pro rod Citrobacter a
Escherichia. Negativni test v podobé bezbarvé suspenze znaci pfitomnost napf.

salmonel nebo Shigella flexneri.

6.1.8 Prdkaz tvorby acetylmethylkarbinolu (acetoinu)

Acetoin vytvareji dekarboxylaci a kondenzaci kyseliny pyrohroznové
prisluSnici rodl Klebsiella a Enterobacter. Timto je odliSime od rodu
Escherichia.

Test na prukaz acetoinu se nazyva Vogesuv-Proskaueriv (VP-test).
K mediu s peptonem a glukézou se po 24 hodinové inkubaci s naoCkovanou
kulturou pfikapne Barritovo Cinidlo obsahujici a-naftol a roztok KOH. Za
pozitivni se poklada postupny vznik Eervenofialového fosforeskujiciho prstence
na rozhrani kultury a pfidanych €inidel.

Pro rychly prikaz byly vyvinuty diagnostické prouzky s pyruvatem
sodnym, ktery se vlozi do testovaci suspenze mikroba a po 24 hodinoveé

kultivaci se zakapne obéma Cinidly.

6.1.9 Tvorba sirovodiku

K priikazu tvorby sirovodiku (H»S) slouzi fada metod v tekutych i tuhych
pudach (viz. kapitola 6.3). Pudy obecné sestavaji zagaru a 1 % octanu
olovnatého nebo zpeptonového agaru s citratem Zelezitoamonnym Ci
z peptonového agaru s pfidanym octanem olovnatym. Oc¢kuji se vpichem.
V pozitivnim pfipadé, napfiklad u salmonel, dojde diky indikatoru ke z€ernani

vpichu.
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Obrazek 2 Tvorba sirovodiku Foto: Véra Kavalkova

6.2 Ostatni testy

6.2.1 Cytochromoxidazovy test

Prikazem aktivity cytochromoxidazy (oxidazy) rozliS§ime enterobakterie od
pseudomonad, aeromonad ¢i plesiomonad. Mnoho vyrobcu poskytuje k rychlé
diferenciaci diagnostické prouzky nasycené substratem (smés N,N-dimethyl-
1,4-fenylendiaminu a a-naftolu). Diagnostickym prouzkem provedeme otisk
kolonie a po velmi kratké dobé muizeme odecist v pozitivnim pfipadé

modrofialové zbarveni.

6.2.2 Uréeni pohyblivosti

Tento test sice nepatfi mezi biochemické testy, nicméné byva soucasti
mnoha kombinovanych pud. Zjistény vysledek je dulezity napfiklad pfi zachytu
pohyblivych salmonel.

Test pohyblivosti se provadi na pudach s nizkou koncentraci agaru (kolem
0,5 %). Mezi znamé metody patfi plotnova metoda dle Garda, kdy se testovana

kultura kapne doprostfed vysuSené nizkoprocentni agarové pudy. Pohyblivé
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kmeny rostou po inkubaci plazivym zplsobem. V pfipadé zkumavkové metody
se ocCkuje vpichem asi do poloviny agaru. Pohyblivé kmeny prorustaji difuzné do
meédia. Treti metodikou je rourkova metoda dle Hajny, kde 0,2 % agar se naplini
do rourky tvaru pismena U a oCkuje se vpichem do oznaceného raménka (asi 1
cm). V pozitivnim pfipadé dojde k proristani mikroba dale az do druhého

rameénka rourky.

6.3 Kombinované diagnostické pudy

6.3.1 Pada CLED

CLED (z angl. Cystine-lactose-electrolyte deficient agar) je velmi vhodnou
pudou pro vySetfeni vzorkll moc€e. Duvodem je nizky obsah elektrolytu, ktery
zamezuje plazivému rlstu protea. Puda obsahuje mimo jiné laktézu, L-cystin a
bromthymolovou modf jako indikator. Roste na ni spousta vyznamnych bakterii
nalézajicich se v moci pfi patologickém procesu, enterobakterie nevyjimaje.
Pfrikladem je E. coli v zlutych nepruahlednych koloniich, Klebsiella spp.
v mukéznich Zlutych az bélavych koloniich, Proteus spp. v drobnych
prusvitnych modrych koloniich, Salmonella spp. v plochych modrych koloniich.

Plda se vyrabi i v podobé rychlych testu, oblibenych u fady ambulantnich
lékaru. Jedna se o set obsahuijici pudu nalitou na tycince, ktera se pfimo vlozi
do odbérové nadobky s moci. Mo¢€ se poté vylije a puda v odbérové nadobce se
muze ihned kultivovat. Za 24 hodin mame tedy k dispozici narostlé kolonie,

které jiz muzeme predbézné identifikovat i odecist jejich kvantitu.

6.3.2 Hajnova puda

Agar podle Hajny je kombinovanou diagnostickou plidou k zachytu
stfevnich patogend. Je srovnatelna s padou TSIA (Triple Sugar Iron Agar)
pouzivanou ve svété, liSi se pouze nepatrné v pomérech obsazenych latek
(Votava, 1999).

Substraty jsou glukdza, laktéza a sachardza, indikatorem jejich Stépeni
fenolova c&erven. Fermentuje-li bakterie pouze glukdézu, dojde k zZlutému

zabarveni spodni &asti pudy vlivem c&asteCného okyseleni, Sikma plocha
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ziistane Gervena — tzv. ,8erveny praporek®. St&pi-li mikrob jesté alespori jeden
ze zminénych cukrd (laktézu €i sachardzu), cela puda zeZloutne. Indikatorem
tvorby plynu je pfitomnost agarového gelu, ktery je vylity ve zkumavce z Casti
jako Sikmy agar. Pfi tvorbé CO, dojde k jeho potrhani. Pro tvorbu sirovodiku je
pfitomen tiosulfat sodny a indikator citrat Zelezitoamonny. Puda se ockuje
soucasné roztérem po Sikmé ploSe a vpichem. Z&ernani vpichu znaci tvorbu
H.S.

6.3.3 Biochemicky klin

Biochemicky klin (Svejcarova puda) je kombinovana diagnosticka puda
nahrazujici nékolik zkumavkovych testd. Na Petriho misce je do 1/3 Sikmo vylita
puda obsahujici jako substrat glukdzu, ureu a tiosulfat sodny. Indikatory jsou
bromthymolova modf a octan olovnaty. Bakterie Stépici ureu produkci amoniaku
zvySi pH a tim zméni zeleny klin do modra. Fermentace glukézy se projevi
Zlutym zbarvenim klinu

Na zbytku misky je vylita Endova puda, kde lze odecist Stépeni laktozy.
Plda se oCkuje specialnim zpusobem (Votava, 1999). Na &ast plotny, kde je
vylita Endova puda se pfidava tableta mannitolu a sacharézy. Jejich Stépeni se
projevi Cervenym dvorcem kolem tablet. Na klinu se provadi nékolik vpichd, jez
po z€ernani signalizuji produkci sirovodiku, a klade se zde kryci skli¢ko, pod
nimz muzeme odecist tvorbu plynu.

Svejcarova plotna slouzi predevsim kizolaci a rychlé predb&zné
identifikaci béznych stfevnich patogenu. Jeji hlavni vyhodou je kontrola Cistoty
naoCkovaného kmene.

Jednotlivé biochemické testy u vybranych bakterialnich rodu jsou shrnuty

v tabulce 1.
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vvvvvv

Celedi Enterobacteriaceae

Glukéza Laktéza Sacharéza | Manitol Urea | H,S
Escherichia coli + (p) + +, — + — —
Citrobacter freundii +(p) +, — — + + —+) | +
Klebsiella pneumoniae | + (p) + + + + —
Enterobacter cloaceae | + (p) + + + +,— | —
Proteus mirabilis + (p) — r — + +
Proteus vulgaris +(p); + — + — + +
Morganella morganii +(p); + — — = + —
Salmonella typhi + — — + — +
VétsSina ostatnich +(p) — — + — +
salmonel
Shigella + — — +, — — —
Serratia + (p); + — + + r _
Yersinia enterocolitica + —(+) + + + —

+ (p) — fermentace s tvorbou plynu
+ — fermentace bez tvorby plynu
— —negativni reakce

r — rlzné vysledky

Obrazek 3 Biochemicky klin (vlevo laktéza pozitivni, vpravo
laktéza negativni kmen) Foto: Martina Cervenkova
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6.4 Mikrometody

Vyvojem mikrobiologie doSlo k vytvofeni mnoha diagnostickych souprav
obsahujicich miniaturizované biochemické testy. Mikrotesty byvaji vétSinou
usporadany v plastovych mikrodestiCkach. Jamky téchto desticek obsahuji
dehydratovana diagnosticka média s pfislusSnymi substraty. Ockuje se
pfedepsanou suspenzi bakterialniho kmene a po 18 az 24 hodinové inkubaci
od¢itda a vyhodnocuje pfevedenim na Ciselny kdéd, podle néhoz najdeme
odpovidajici vysledek v identifikanim registru nebo pomoci pocitacové
techniky.

Cilem téchto diagnostickych souprav je predevSim urychleni
vySetfovaciho postupu, standardizace a snadna proveditelnost.

V souCasné dobé existuje na trhu nepfeberné mnozstvi diagnostickych

systému distribuovanych spoustou firem, které se neustale inovuji a doplfuiji.

6.4.1 ENTEROtest

Ve veétsiné mikrobiologickych laboratofi nasel své misto ENTEROtest
(ET), (firma PLIVA — Lachema Diagnostika, Ceska Republika). Jedna se o
soupravu testd urcenou pro identifikaci nejvyznamnéjSich druh( 2z Celedi
Enterobacteriaceae. Test je vyrabén ve dvou modifikacich pro 16 a 24
biochemickych testd (ENTEROtest 16 a ENTEROtest 24) s vysledkem za 24
hodin a inovovany ENTERO-Rapid 24 s 24 testy s moznosti vyhodnoceni jiz za
4 hodiny.

Dehydratovana diagnosticka média v jamkach jsou fazena ve dvou (ET
16) nebo tfech (ET 24, ENTERO-Rapid 24) po sobé nasledujicich fadach, které
jsou ve formé jednotlivych stripli umistovany do mikrotitracni destiCky. Kromé
rychlosti, jednoduchosti v provedeni a cenové dostupnosti, je dalSi vyhodou
délena mikrotitraéni destiC¢ka umoznujici pouziti pouze poctu stripu odpovidajici
poCtu vySetfovanych kmenl. Souprava je uréena pro 40 provedeni
(www.lachema.com).

Po inkubaci je nutno nékteré testy zakapnout Cinidly, které souprava
obsahuje a odecist reakci v Casovém odstupu dle navodu. Jednotlivé reakce
vyhodnocujeme dle vysledného zbarveni bud manualné (viz. obrazek4) nebo
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s pomoci automatického readru. ldentifikaci provadime podle pfilozené tabulky
s pfihlédnutim k vyslednym reakcim u kontrolnich kmend. K tomuto ucelu byl
vyvinut numericky identifikaCni seznam, ktery zna¢né standardizuje vySetfovaci
postup a je vhodny zejména k interpretaci vétsiho mnozstvi testd (Schindler,
1988). V modernim provedeni Ize identifikaci provést v poCitatovém programu,

¢imz dosahneme vysoké efektivnosti a spolehlivosti v mikrobiologické praxi.
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Obrazek 4 ENTEROtest 24
Zdroj: http://www.molbio.upol.cz/stranky/vyuka/MB/9.pdf
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6.4.2 MiniAPI systém

Ve Francii byl firmou bioMérieux vyvinut pfistroj slouzici k identifikaci rady
bakterialnich kmen( i kvasinek a v neposledni fadé i k odectu citlivosti na ATB.
Jedna se o systém kombinujici biochemické testy a rozsahlou databazi
ulozenou v softwaru pristroje, ktera je pravidelné aktualizovana.

V pfipadé identifikace enterobakterii se pouzivaji stripy APl 20E pro 20
testt a novéji ID 32E a rapid ID 32E obsahujici vjamkach celkem 32
optimalizovanych biochemickych testll. Po inokulaci bakterialni suspenzi dle
pFislusného postupu se kmen inkubuje zpravidla 18 az 24 hodin pfi 37 °C
(v pfipadé rychlého testu — rapid ID 32E pouze 4 hodiny) a poté odecita pomoci

fotometru nebo manualnim zadanim vysledk( pfimo do pfistroje.
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Vysledky porovnané s databazi pfistroje je mozné i pfimo vytisknout na
integrované tiskarné (www.biomerieux-diagnostics.com).

Pfistroj byl vyvinut ve spolupraci s laboratofemi v mnoha statech a je
celosvétové uznavan pro svoji spolehlivost, rychlost a jednoduchost. Pfesto
v porovnani s konvenénimi biochemickymi metodami nevynika vysokou
presnosti (O hara et al., 1992).

¥
Kl

-

Obrazek 5 MiniApi - BioMérieux Obrazek 6 Identifikacni strip
Foto: Martina Cervenkova Foto: Martina Cervenkova
6.5 VITEK2Z2

Pfistroj VITEK2 (firma bioMérieux, Francie) je integrovany systém
kombinuijici pFipravu vzorkl, naockovani identifikacnich (ID) karet pro vySetfeni,
jejich inkubaci a d&teni. Systém slouzi krychlé a presné identifikaci
mikroorganismu s rozSifenim o testovani citlivosti k ATB.

VITEK2 sestdva z diagnostickych karet specifickych pro skupiny
mikroorganisml a z karet s obsahem odpovidajicich antibiotickych sad. Kazda
karta sestavda z 64 jamek obsahujicich identifikacni substraty nebo
antimikrobialni latky. K inokulaci karet dochazi uvnitf pfistroje a vzorek je v nich

pIné uzavien, tudiZz nedochazi k tvorbé aerosolu a osobni kontaminaci.
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Soucasti sestavy je mala datastanice urCena pro sbér informaci o
jednotlivych vzorcich a vySetfeni. Tyto informace jsou pfenaseny do pfistroje.
Identifikace karet probiha pomoci ¢arovych kodad. Obsahuji rovnéz dulezita
data, jako jsou Sarze, expirace nebo Cislo série.

Pfistroj po vloZeni pfedepsané suspenze vzorku spolu s kartou pro ID a
kartou pro testovani ATB sam vzorek naredi, inokuluje kartu pomoci vakua,
inkubuje a nakonec kolorimetricky zméfi. Pro kazdou antimikrobialni latku
zaroven stanovi minimalni inhibiéni citlivost (MIC).

Po ukonceni identifikace se ziskana data nadtou do pocitaCe, ktery je
napojen na laboratorni informaéni systém (LIS). Vysledky pfifazené
k pfislusnym pacientim zadanym v pocitaci je vdak nutno validovat zkusenym
mikrobiologem. Zvlasté v pfipadé ATB citlivosti u jednotlivych bakterialnich
kmenu je zapotfebi znalosti mikrobiologické problematiky.

Tato technologie je Spi¢kou v biochemické identifikaci bakterii u nas i ve
svété. Poskytuje vétsSi automatizaci pfi sou¢asné vyssi bezpeénosti. Odpada
opakovana manualni prace jako u ostatnich mikrometod. Neocenitelnou
vyhodou je vyznamna uspora €asu i materialu pfi sou¢asné identifikaci kmene a
jeho citlivosti k ATB z jednoho vzorku. Vzhledem k potfebné dobé kultivace
baktérii v béznych biochemickych testech, ktera Cini 18-24 hod, je konecny
vysledek u VITEK2 za 8 hodin neocenitelnou pfednosti (O’hara, 2005). A
v neposledni fadé je potfeba zminit snizeni odpadu az o 80 % oproti ostatnim

mikrotitranim metodam (www.biomerieux-usa.com).

Obrazek 7 ID karta v bakterialni suspenzi + ATB karta
Foto: Martina Cervenkova
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Obrazek 8 VITEK2 datastanice Foto: Martina Cervenkova

12/08/2008

Obrazek 9 VITEK2 bioMérieux s kapacitou 60 pozic Foto: Véra Kavalkova

39



7 TRENDY V DIAGNOSTICE ENTEROBAKTERII

V souCasneé dobé zaznamenavaji rozvoj metody molekularni biologie, jako
jsou: Polymerazova fetézova reakce (PCR), Pulzni gelova elektroforéza
(PFGE), DNA sondy. Jejich provedeni je vSak mozZné pouze ve specialné
vybavenych laboratofich, proto je nelze rutinné provadét (Lhotova, Dédicova,
2000).

Pfevratnym objevem se stal vyvoj nové technologie vyuziti hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF (angl. Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-
Time of Flight). Na naSem trhu se vyskytuje jiz dva roky vyrobek MALDI

Biotyper firmy Bruker Daltonics, Némecko (www.bdal.cz).

7.1 MALDI Biotyper

Obrazek 10 MALDI Biotyper Bruker Daltonics
zdroj: Bruker Daltonics — brozura
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Maldi Biotyper je systém nové generace pro identifikaci mikroorganismu
pracujici na principu hmotnostni spektrometrie. Rodova i druhova identifikace
bakterii probiha na bazi srovnani MALDI-TOF spektra charakteristickych
ribozomalnich proteini vySetfovaného mikroba s referenénimi spektry
ulozenymi v oteviené databazi softwaru. Tato databaze obsahuje vétSinu
klinicky vyznamnych bakteridlnich a mykotickych kmenl a je pfistupna
neustalému rozsSifovani o nové druhy a poddruhy. Pfitom ziskani vysledku trva
jen par minut (www.bdal.com).

Pristroj sestava hmotnostniho spektrometru, ocelové MALDI destiCky a
softwaru. DestiCka ma na svém povrchu 96 terCiku, kazdy slouzi pro jeden
vzorek. Zkoumana kolonie mikroba se na terCik rozetfe v tenkém filmu a po
zaschnuti prekryje 1 ul MALDI Matrice obsahuijici a-kyano-4-hydroxyskoficovou
kyselinu. Po zaschnuti se destiCka vlozZi do pfistroje, kde dojde pomoci laseru
k ionizaci a za vysokého vakua k separaci iontll vzorku podle poméru hmotnosti

a naboje (m/z). Vysledné spektrum je srovnano s databazi a vyhodnoceno.

Obrazek 11 MALDI-TOF hmotnostni spektra 57 izolatd obsahujici Sest
patogennich druhu bakterii: Cervené S. aureus, zelené Streptococcus skupiny
B, modfe E. coli, Zluté K. pneumoniae, fialové Salmonella sérotyp B, indigo P.
aeruginosa (m/z 1800-9000).

Zdroj: http://www.mcponline.org/content/7/2/448.full

41


http://www.mcponline.org/content/7/2/448.full

Pfednosti systému je robustnost, velmi snadna pfiprava vzorku, rychlost,
vysoka pfesnost a reprodukovatelnost a v neposledni fadé také nizké naklady
na spotfebni material a vzorek.

V porovnani s modernimi biochemickymi metodami neni k identifikaci
potfeba Zzadnych vstupnich testll ¢&i informaci o vzorku. VSechny jsou
zpracovany stejnym zptsobem (www.bdal.com).

Neocenitelnou vlastnosti metody je rozliSeni i zanedbatelnych mnozstvi
bakterialnich druhll ve smési, coz naznaluje, ze pomoci hmotnostni
spektrometrie dojdeme k rychlému a pfesnému vysledku daleko dfive nez u

klasickych metod (www.mcponline.org).

Obrazek 12 Ocelova MALDI desticka

Zdroj: Bruker Daltonics — brozura
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8 DISKUSE

Zakladnim stavebnim kamenem identifikace mikroorganismi jsou
biochemické testy, a to od pocatkll mikrobiologie az dodnes. Postupny rozvoj
chemie, fyziky a ostatnich védnich disciplin se nevyhnul ani mikrobiologii.
Pldvodni jednoduché a prosté biochemické testy byly postupné zdokonalovany
a to ve smyslu manualniho zjednodu$eni, zvySeni citlivosti a specifiCnosti a
predevSim urychleni konec¢ného vysledku. | do tohoto védniho oboru se zaved|
termin ,Spravna laboratorni praxe®, jejimz cilem je prostfednictvim ucelenych a
jednotnych pracovnich postupul dojit ke kvalitnimu a spravnému vysledku.

PfedevSim kultivacni techniky se zachovaly dodnes. Kvalifikované
posouzeni vzorku z klinického hlediska a jeho nasledné naocCkovani na
pFislusny pocet vhodnych kultivacnich puad vede k cilenému zachytu hledaného
infek€niho agens.

Ostatni biochemické testy se postupem <¢asu miniaturizovaly do
mikrotitratnich destiCek typu enterotestl. Vyhodou bylo pfedevsim vySetfeni
vétsiho mnozstvi vzorkd s minimalni spotfebou reagencii a také zavedenim
pocitaCové techniky, ktera umoznila automatizaci vyhodnoceni vysledku.
Zjednoduseni také pfinesl readr — zafizeni pro odecet vzniklych biochemickych
reakci.

V roce 1986 vstoupila na trh firma bioMérieux — Francie s vyrobkem
MiniAPI. Vyhodou oproti enterotestim byla lepSi pfesnost a reprodukovatelnost
vysledkd pomoci vytvofené databaze umisténé v softwaru pfistroje a predevsim
testy antibiotické citlivosti (www.bioMérieux.com).

O dva roky pozdéji tataz firma predstavila pfistroj VITEK1, pfedchidce
dnedniho VITEK2.Ten vynika daleko vySSi automatizaci a rovnéz bezpecnosti
diky minimalnimu kontaktu pracovnika s biologickym materidlem. Kromé
diagnostiky umi pfistroj vySetfit citlivost dour€eného mikroba k ATB, a to
v jednom kroku. Odpadéa tedy narok na mnoZstvi materialu. Velkou pfednosti
VITEK2 je pocitatové propojeni s LIS. Vysledek identifikace i ATB citlivosti se
pfenese do elektronické pruvodky. Nezanedbatelna je i ekologicka stranka
vzhledem k velmi nizkému odpadu.

Tento systém je uznavany po celém svété a je soucasti velkych klinickych

laboratofi, které jej vyuzivaji v rutinnim provozu.
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V poslednich letech zaznamenaly velky rozvoj molekularné biologické
metody. V rutinni mikrobiologické praxi se jedna zejména o hmotnostni
spektrometrii, jmenovité pfistroj Biotyper firmy Bruker Daltonics — Némecko.
Tento pfistroj je uspésné vyuzivan ve stale vétSim poctu klinickych laboratofi.
Principem je diagnostika bakterii na zakladé rozboru ribozomalni DNA.
Identifikace je diky své pfesnosti a jedine€nosti pfirovnavana vyrobcem k otisku
prstu (www.bdal.com).

Oproti biochemickym testim ma tato vySetfovaci metoda vyhody zejména

v jednoduchosti pfipravy vzorku, kdy staCi pouze velmi malé mnozstvi 24
hodinové bakterialni kultury. Analyza maze byt provedena dokonce i ze smési.
V jednom kroku dochazi k vysokému rozliSeni mikroorganismlU az do urovné
druhu. Diferencuje bakterie, kvasinky i plisné bez specialnich narokd na
predevSim rychlost.
Byla provedena fada vyzkumd, které srovnavaji biochemické testy s metodou
hmotnostni spektrometrie. Ve vysledku trva identifikace 1 vzorku vc€etné
pFipravy celkem 11 minut. 96 vzork( (cela desticka) je vySetfeno za 1 hodinu 40
minut (Eigner et al., 2008). V pfipadé biochemickych testl jde spiSe o dny.

Na 18. Evropské konferenci klinické mikrobiologie a infekénich nemoci
(ECCMID), ktera se konala v roce 2008 v Barceloné, byla pfednesena studie
porovnani klasickych biochemickych testl (APl bioMérieux) s MALDI-TOF
hmotnostni spektrometrii. Jako referen¢ni metoda byla pouZita PCR. V pfipadé
enterobakterii doSlo v 98 % ke shodnym vysledkim v obou testech, v 1 % byla
MALDI identifikace pfesnéjSi a v 1 % dopadla hafe oproti biochemickym testum.
Jako hlavni vyhody MALDI Biotyperu byly pfedneseny nizké provozni naklady,
rychla identifikace, snadna manipulace, malé mnozstvi potfebného vzorku. Mezi
nevyhody patfi vysoka pofizovaci cena, zatim nekompletni databaze (zejména
grampozitivni rody), chybéjici vySetfeni ATB citlivosti a neschopnost vysSetreni
z pfimého materialu. Z téchto divodu jsou biochemické techniky stale dulezitou

soucasti kompletni mikrobiologické diagnostiky (Schubert et al., 2008).
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9 ZAVER

Od pocatkt mikrobiologie, které se datuji zhruba na polovinu 19. stoleti,
prodélal tento krasny a dullezity medicinsky obor velkého pokroku. Zakladni
biochemické metodiky byly postupné zautomatizovany. Velky ddraz byl béhem
vyvoje kladen zejména na bezpec€nost, reprodukovatelnost, pfesnost, citlivost a
rychlost. Rovnéz manualni nenaroCnost a malé zatiZzeni ekologie biologickym i
ostatnim odpadem patfi mezi obrovské vyhody. Velkym pokrokem je bezesporu
vypocetni technika, bez niz si uz zadny obor vibec nedovedeme predstavit.

V souCasné dobé se do popredi mikrobiologickych technik velmi ostfe
dostava hmotnostni spektrometrie, ktera je bezesporu priulomem v jednoduché,
rychlé a pfesné identifikaci. Biochemické metody vSak maji i pfes dokonalost
modernich vySetfovacich metod stale své pevné misto v mikrobiologické

diagnostice.
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