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PŘÍSPĚVEK K ZIEDNDDUŠENÍ IDENTIFIKACE STŘEVNÍCH PATOGENÚ

Pcdplukovník MUDr. Richard KAHLICH, VÚHEM Praha, major MUDr. Iiří FARNÍK, HEO Plzeň

Značný podíl ambulantních forem Onemocnění
a velký počet klinicky němých nosičů, které
jsme pozorovali ve vojenských kolektivech pře-
devším během epidemii Soudobé bacilární úpla-
vice [3], vyžadují široké užití laboratorní depis-
táže jako prostředku k eliminaci Zdrojů nákazy
nekontrolovatelných klinickou metodou. Bez de-
pistáže není mnohdy možné Stanovení epidemi-
ologické prognózy ani konečné vyjádření o lik-
vidaci Ohniska epidemie.

Při takových akcích, kdy je často nutné ode-
bírat Stovky vzorků během dne, dochází k Znač-
nému zatížení laboratoře především během izo-
lačních a identifikačních postupů. Kromě toho Se
ovšem nároky na počet izolací zvyšují ještě pro
další okolnosti. Zavedení dezoxycholátové půdy
do běžné diagnostiky přineslo kromě Zvýšené
záchytnosti Shigel a salmonel Isoučasně nutnost
izolovat vzhledem k obtížné diferencovatelnosti
laktóza negativních kolonií větší počet kolonií
Z primokultury. Zkušenost, že některé typy Sal-
monel rostou na této půdě v koloniích s černým
Středem, přípomínajících protea, nutí též ke zvý-
šenému počtu izolací, bez něhož se ovšem ne-
obejdeme ani při odečítání Z Endovy půdy.

Snaha po Zjednodušení a urychlení celého vy-
šetřovacího postupu vede již po léta k pokusům
vyloučit nepatoge'nní kmeny ještě před Stadiem
konečné identifikace, předběžně Zúžit počet po-
dezřelých materiálů a poskytnout terénu co nej-
dříve negativní výsledky.

Kromě podobných Snah na Stupni primokulti-
vace [univerzální diagnostické půdy, předběžná
aglutinace podezřelých kolonií, metody založe-

né na průkazu antigenu bez izolace čisté kul-
tury apod.) jsou v mnohých laboratořích Sou-
časně se Zakládáním subkultury očkovány v Ome-
zeném počtu půdy indikující Základní biochemie-
ké vlastnosti, při čemž volba kombinace je Ovliv-
něna různými představami autorů o diagnostic-
kém významu jednotlivých ukazatelů.

Sami jsme při řešení úkolu —— vypracovat pro
terénní laboratoře Zjednodušený a Záchytný po-
Stup pro diagnostiku enterálních infekcí a into-
xikací -— nalezli možnost Zjednodušení ve Zkrá-
cené izolační řadě, tj. ve dvojzkumavkové kom-
binaci diagnostických půd bez užití urey. Protože
nám vlastní tříletá praxe potvrdila diagnostické
a ekonomické přednosti Zvoleného postupu, do-
volujeme Si o něm podat Stručné sdělení.

Metodika a výsledky

S ohledem na záchytnoSt obligátních i relativ-
ních patogenů, majících praktický význam, jsme
usilovali o kombinaci minimálního počtu tako-
vých jednoduchých půd, které by dovolily Spoleh-
livě znázornit tvorbu sirovodíku, kvašení laktózy
a glukózy včetně tvorby plynu, kvašení manitolu
a pohyblivost kmene jako diagnostické ukazatele,
které jsme' pokládali Za podstatné.

Těmto požadavkům nejlépe vyhovovala Zkrá-
cená pestrá řada, skládající se Z originální Klieg-
lerovy půdy a z modifikované půdy podle Rappa-
porta s Obsahem 0,4 0/0 agaru a 0,3 0/0 manitolu,
bez použití urey. Podezřelou kolonií očkujeme
nejprve na půdu Endovu, což je nezbytné pro
posouzení vzhledu a čistoty kultury, a dále touž
kličkou krátkým vpichem na půdu S manitem
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Tab. 1
Rozlišovací možnosti dané biochemickýrni znaky zkrácené

izolační řady [typické případy).
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a hlubokým vpichem na půdu Klieglerovu. Z dol-
ních partií šikmé plochy Klieglerovy půdy be-
reme materiál ke Sklíčkové aglutinaci; vyšší
vrstva půdy v těchto místech a nižší obsah agaru
proti Ostatním půdám tvoří dobré předpoklady
pro vývoj bičíkových antigenů u ňsalmonel. Tuto
dvojici doplňujeme při konečné identifikaci na
klasickou pestrou řadu. Odlišeni obligátních i re-
lativních patogenů je velmi názorné [tab. 1]. je
třeba počítat Se slabou tvorbou sirovodíku u Sal-
monella typhi abdominalis (tmavý prstenec na
povrchu Klieglerovy půdy] nebo s H28 negativ-
ními variantami, které se mohou jevit jako shi
gely. /4

Několik metodických poznámek: U obou půd
Záleží na tuhosti agaru, takže koncentraci je
třeba volit individuálně podle `druhu agaru. Opti-
mální konzistence manitové půdy je rosol, který
při položení Zkumavky nevytéká, ale při Zatře-
pání Se otřásá. Z dobře připravené půdy uniká
i vznikající plyn; bublinky plynu v okolí vpichu
Svědčí 0 tom, že půda je příliš tuhá. V takovém
případě Se mohou málo pohyblivé kmeny jevit
jako nepohyblivé, což vede k Zbytečné manipu-
laci s řadou kmenů pro podezření Z příslušnosti
k Shigelám. Na příliš tuhé Klieglerově půdě nelze
Zase odečítat S jistotou 'tvorbu plynu, což má po-
dobné důsledky.

Pro ilustraci ekonomičnosti uvedeného postupu
předkládáme několik čísel vybraných Z labora-
torních protokolů.

a) Depistáž během epidemie bacilární dyzen-
térie:
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Nezbytné
pestré
řady

lzolovanéIzolace patogenyPrimokultivace

757 165 14 10

b] Epidemiologická vyšetřování v letech 1960
a 1961:

Nezbytné
pestré
řady

lzolovanéIzolace patogenyPrimokultivace

11 340 4135 1103 714

Ze vzájemných vztahů mezi jednotlivými vý-
kony vyplývá poměrně vysoký počet izolací vzhle-
dem k primokultuvacím 'a poměrně malý počet
dlouhých pestrých řad vzhledem k počtu izolo-
vaných patogenů. Většina „nadbytečných“ pest-
rých řad jde na vrub některých citrobacterů,
které je možno od Salmonel odlišit teprve Speciál-
ními testy.

Abychom |si ověřili předpoklad, že omezení po-
čtu diagnostických ukazatelů nepůjde na úkor
Záchytno-Sti obligátních i relativních patogenů,
určovali jsme všechny kmeny touto metodou vy-
řazené dále na dlouhé biochemnické řadě. Z více
než 1800 kmenů vyřazených na Základě Zkrácené
izolační řady nebyl při další identifikaci Zjištěn
žádný patogen. Metodika je spolehlivě Záchytná
pro všechny obligátní a většinu relativních pato-
genů [arizony, citrobactery, E. alcalescens dis-
par, pseudomonas, p-roteuˇs) ; únik je možný v pří-
padě některých retgerel a providencií, které jsou
ovšem předmětem Zájmu jen výjimečně.

Diskuse

Podobných systémů byla již navržena celá
řada, avšak ne všechny jsou sestaveny S maxi-
mální účelnosti. Většina nám Známých metodik,
jejichž účelem je vyloučení nepatogenních kme-
nů před Stadiem konečné identifikace, počítá
S užitím urey jako Základním testem vyloučení
rodu Proteus. Tak např. Seeliger [10] se' Zmiňuje
o užívání Klieglerovy půdy uZpůSobené pro de-
tekci indolu a ureázy, Sedlák [9] doporučuje pro
Zkrácené vyšetřování epidemii kombinaci půd
Hajnyho a Christensenovy. Roland a Bourbonová
[7 ] užívají dokonce dvouetapového postupu; nej-
prve Zakládají izolace na půdě S ureou, po 6 ho-
dinách podrobují ure-onegativní kolonie další
identifikaci na Klieglerově půdě a agaru S mani-
tolem. Sami jsme nezařadili ureu vzhledem
k malé užitečnosti, nebot' naprostou většinu pro-
teů lZe Vyloučit pro neschopnost kvasit manitol
při současné produkci sir-Ovodíku. Řada kmenů
kromě toho na Sebe upozorní plazivým růstem
na Endově půdě a typickýmv Zápachem. Skuteč-
nost, že mohou některé kmeny Proteus rettgeri,
kvasící urychleně manit a současně tvořící siro-
vodík, proniknout do Stadia konečné identifikace,
nás Zatěžuje minimálně ve srovnání S postupy,
které obligátně užívají půdy S ureou jako Zvlášt-
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ního člena řady. Užití Samotné Rappaportovy
půdy [6] je spojeno s nebezpečím úniku salmo-
nel, citrobacte'rů a arizon. Rovněž užívání sa-
motné Klieglerovy půdy [Swierk Eva [11]].

Iiné postupy jsou pak Zbytečně složité, nároč-
né na přípravu a manipulaci, čímž Zrazují původ-
ní účel a umožňují diagnostické Chyby tím spíše,
dávají-li přednost Zařazení méně podstatných
znaků [indol, sacharóza] před Zjištěním pohyb-
livosti. Sem patří Systém Braunův-Silbersteinův
[1], půda Ginčevova [2], Knoxova [5], Svejcaro-
va-Šterzlova [12] a další. Nedostatek představy
o pohyblivosti kmene vede k průtahům před ode-
Slánífm negativních výsledků a k řadě zbytečných
manipulací S kmeny anaerogenními a —- pokud
myslíme na Sh. flexneri 6 —— i S kmeny aeflrogen-
ními. Včasné určení nebo vyloučení shigel má
velký Význam zejména v podmínkách vojenských
kolektivů, kde Záleží na rychlé likvidaci Zdrojů
nákazy.

Závěr

Zkrácená izolační řada [kombinace orig. Klieg-
lerovy půdy a modifikované půdy Rappaportovy
S manitofllem] Zakládaná ve stadiu subkultury
Zjednodušuje vzhledem ke Snížené náročnosti na
čas i materiál celý postup při diagnostice ente-
rálních patogenů. ZnáZorňuje podstatné bioche-
mické vlastnosti obligátních i relativních Střev-
ních patogenů, přičemž Zdůrazňuje na rozdíl od
jiných metodik pohyblivost kmene a kvašení ma-
nitolu před užíváním půd S ureou. Včasná indi-
kace patogenů a včasné vyloučení bezvýznam-
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ných mikrobů Z další identifikace urychluje ode-
Sílání` pozitivních i negativních výsledků. Z-hle-
diska potřeb terénních epidemiologů je to zvlášt'
významné v případě shigel, kdy jde o včasnou
izolaci zdrojů nákazy.

Tříleté Zkušenosti s uvedeným postupem nás
opravňují k tomu, abychom jej doporučili vzhle-
dem k velkým úsporám času a materiálu zvláště
pro ty případy, kdy laboratoř stojí před úkolem
zvládnout velká kvanta materiálu, a dále jako
stálou metodiku pro terénní laboratoře, jejichž
práce je podmíněna jednoduchou, Spolehlivou a
záchytnou metodou.

Souhrn

Je popsán a vyhodnocen zjednodušený postup při
izolaci obligátních i relativních Střevních patogenů,
který je vhodný vzhledem ke Spolehlivosti, úspor-
nosti a dobré Záchytnosti Zvláště pro vyšetřování
velkého počtu osob během epidemií Střevních nákaz
a dále jako Stálá metoda pro terénní laboratoře.
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