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PRISPEVEK K ZJEDNODUSENI IDENTIFIKACE STREVNICH PATOGENU

Pedplukovnik MUDr. Richard KAHLICH, VOHEM Praha, major MUDr. Jifi FARNIK, HEO Plzeii

Znacny podil ambulantnich forem onemocnéni
a velky pocet klinicky némych nosi¢l, které
jsme pozorovali ve vojenskych kolektivech pre-
devSim b&hem epidemii soudobé bacilarni tpla-
vice (3), vyZaduji Siroké uZiti laboratorni depis-
tdZe jako prostiedku k eliminaci zdroji nakazy
nekontrolovatelnych klinickou metodou. Bez de-
pistdZe neni mnohdy moZné stanoveni epidemi-
ologické prognézy ani konec¢né vyjadreni o lik-
vidaci ohniska epidemie.

Pri takovych akcich, kdy je ¢asto nutné ode-
birat stovky vzorkd b&hem dne, dochdzi k znac-
nému zatiZeni laboratofe p¥edevSim béhem izo-
lacnich a identifikaénich postupiti. Kromé toho se
ovSem naroky na podet izolaci zvySuji jeSté pro
dal3i okolnosti. Zavedeni dezoxycholdtové puady
do b&Zné diagnostiky pfrineslo kromé zvySené
zachytnosti shigel a salmonel soucasné nutnost
izolovat vzhledem k obtiZné diferencovatelnosti
lakt6za negativnich kolonii vétSi pocet kolonii
z primokultury. ZkuSenost, Ze nékteré typy sal-
monel rostou na této ptdé v koloniich s ¢ernym
stfedem, pfipominajicich protea, nuti téZ ke zvy-
Senému poétu izolaci, bez né€hoZ se ovSem ne-
obejdeme ani pfi odeditani z Endovy pudy.

Snaha po zjednoduSeni a urychleni celého vy-
Setfovaciho postupu vede jiZ po 1éta k pokusim
vyloucit nepatogenni kmeny jeSté prfed stadiem
konecné identifikace, predbé&Zné ziZit pocCet po-
dezrelych materidld a poskytnout terénu co nej-
dfive negativni vysledky.

Kromé& podobnych snah na stupni primokulti-
vace (univerzélni diagnostické ptidy, pfedbéZna
aglutinace podezrelych kolonii, metody zaloZe-

né na prlikazu antigenu bez izolace C¢isté kul-
tury apod.) jsou v mnohych laboratorich sou-
Casné se zaklddanim subkultury ofkovany v ome-
zeném pocCtu pldy indikujici zdkladni biochemic-
ké vlastnosti, pfi ¢emZ volba kombinace je ovliv-
néna ruiznymi pfedstavami autori o diagnostic-
kém vyznamu jednotlivych ukazateld.

Sami jsme p¥i FeSeni tikolu — vypracovat pro
terénni laboratofe zjednoduSeny a zachytny po-
stup pro diagnostiku enterdlnich infekci a into-
xikaci — nalezli moZnost zjednoduSeni ve zKra-
cené izolacni fadé, tj. ve dvojzkumavkové kom-
binaci diagnostickych ptid bez uZiti urey. ProtoZe
nam vlastni tiiletd praxe potvrdila diagnostické
a ekonomické prednosti zvoleného postupu, do-
volujeme si 0 ném podat stru¢né sdéleni.

Metodika a vysledky

S ohledem na zachytncst obligatnich i relativ-
nich patogend, majicich prakticky vyznam, jsme
usilovali o kombinaci minimélniho poctu tako-
vych jednoduchych ptd, které by dovolily spoleh-
livé znazornit tvorbu sirovodiku, kvaSeni laktozy
a glukézy v&etné tvorby plynu, kvaSeni manitolu
a pohyblivost kmene jako diagnostické ukazatele,
které jsme pokladali za podstatné.

Témto poZadavklim nejlépe vyhovovala zkra-
cend pestra fada, skladajici se z originélni Klieg-
lerovy pidy a z modifikované pidy podle Rappa-
porta s obsahem 0,4 % agaru a 0,3 % manitolu,
bez pouZiti urey. Podezfelou kolonii ockujeme
nejprve na pidu Endovu, coZ je nezbytné pro
posouzeni vzhledu a ¢&istoty kultury, a déle touZ
klickou kratkym vpichem na pdu s manitsm
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Tab. 1
Rozlisovaci moZnosti dané biochemickymi znaky zkracené
izolaéni Fady (typické pfipady).
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a hlubokym vpichem na ptidu Klieglerovu. Z dol-
nich partii Sikmé plochy Klieglerovy plidy be-
reme materidl ke sklickové aglutinaci; vysSSi
vrstva pldy v t&chto mistech a niZ$i obsah agaru
proti ostatnim ptiddm tvof¥i dobré predpoklady
pro vyvoj bi¢ikovych antigent u salmonel. Tuto
dvojici dopliiujeme pfi konec¢né identifikaci na
klasickou pestrou fadu. OdliSeni obligatnich i re-
lativnich patogent je velmi ndzorné (tab. 1). Je
tfeba pocitat se slabou tvorbou sirovodiku u Sal-
monella typhi abdominalis (tmavy prstenec na
povrchu Klieglerovy ptdy) nebo s H,S negativ-
nimi variantami, které se mohou jevit jako shi-
gely. 1

Neékolik metodickych poznamek: U obou ptd
zaleZl na tuhosti agaru, takZe koncentraci je
tfeba volit individudlné podle druhu agaru. Opti-
mélni konzistence manitové pidy je rosol, ktery
pri poloZeni zkumavky nevytéka, ale pri zatfe-
pani se otfdsd. Z dobfe pripravené pldy unika
i vznikajici plyn; bublinky plynu v ckoli vpichu
svéd¢i o tom, Ze plda je prili§ tuhd. V takovém
pripadé se mohou mélo pohyblivé kmeny jevit
jako nepohyblivé, coZ vede k zbytecné manipu-
laci s fadou kmen@ pro podezieni z prisluSnosti
k shigelam. Na pfili§ tuhé Klieglerové ptidé nelze
zase odecitat s jistotou tvorbu plynu, coZ mé po-
dobné disledky.

Pro ilustraci ekonomi¢nosti uvedeného postupu
pfedkladame nékolik &isel vybranych z labora-
tornich protokold.

a) DepistdZ béhem epidemie bacilarni dyzen-
térie:

Nezbytné
Primokultivace Izolace pestré Izolované
fady patogeny
757 165 14 10

b) Epidemiologicka vySetfovani v letech 1960
a 1961:

Nezbytné
Primokultivace Izolace pestré Izolované
pady patogeny
11 340 4135 1103 714

Ze vzajemnych vztah@ mezi jednotlivymi vy-
kony vyplyva pomérné vysoky pocet izolaci vzhle-
dem k primokultuvacim a pomérné maly pocet
dlouhych pestrych rfad vzhledem k poctu izolo-
vanych patogenii. V&tSina ,nadbytec¢nych® pest-
rych fad jde na vrub nékterych citrobacterd,
které je moZno od salmonel odliSit teprve special-
nimi testy.

Abychom si ovérili pfedpoklad, Ze omezeni po-
¢tu diagnostickych ukazateld neptijde na ukor
zdchytnosti obligatnich i relativnich patogenid,
urcovali jsme vSechny kmeny touto metodou vy-
Fazené déale na dlouhé biochemické rfadé. Z vice
neZ 1800 kmend vyrazenych na zdkladé& zkrdcené
izoladni Fady nebyl pfi dal$i identifikaci zjiStén
Zadny patogen. Metodika je spolehlivé zdchytna
pro vSechny obligatni a vétSinu relativnich pato-
gend (arizony, citrobactery, E. alcalescens dis-
par, pseudomonas, proteus]); tnik je moZny v pri-
padé nékterych retgerel a providencii, které jsou
oviem piFedmétem z4jmu jen vyjimecné.

Diskuse

Podobnych systém@ byla jiZ navrZena celd
fada, avSak ne vSechny jsou sestaveny s maxi-
mélni Géelnosti. V&tS§ina ndm znadmych metodik,
jejichZ Gcelem je vylouceni nepatogennich kme-
ni pred stadiem konec¢né identifikace, pocita
s uZitim urey jako zdkladnim testem vylouceni
rodu Proteus. Tak nap¥. Seeliger (10) se zmifiuje
o uZivani Klieglerovy piidy uzptisobené pro de-
tekci indolu a uredzy, Sedldk (9) doporucCuje pro
zkracené vySetfovani epidemii kombinaci phd
Hajnyho a Christensenovy. Roland a Bourbonova
(7) uZivaji dokonce dvouetapového postupu; nej-
prve zakladaji izolace na ptidé s ureou, po 6 ho-
dindch podrobuji ureonegativni kolonie dalsi
identifikaci na Klieglerové plidé a agaru s mani-
tolem. Sami jsme nezafadili ureu vzhledem
k malé uZite€nosti, nebot naprostou vétSinu pro-
teti 1ze vyloudit pro neschopnost kvasit manitol
pfi soudasné produkci sirovodiku. Rada kmenil
kromé& toho na sebe upozorni plazivym rastem
na Endové ptdé& a typickym zapachem. Skutec-
nost, Ze mohou nékteré kmeny Proteus rettgeri,
kvasici urychlené manit a soucasné tvorici siro-
vodik, proniknout do stadia kone¢né identifikace,
nAs zatéZuje minimalné ve srovnani s postupy,
hleré obligdtné uZivaji ptidy s ureou jako zvlast-
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niho C¢lena rady. UZiti samotné Rappaportovy
pidy (6) je spojeno s nebezpe¢im uniku salmo-
nel, citrobacter a arizon. RovnéZ uZivani sa-
motné Klieglerovy ptidy [Swierk Eva (11)].

Jiné postupy jsou pak zbytetné sloZité, naroc-
né na pfipravu a manipulaci, ¢imZ zrazuji ptivod-
ni Gdel a umoZiiuji diagnostické chyby tim spi3e,
déavaji-li pfednost zafazeni méné podstatnych
znakt (indol, sachar6za) pfed zjiSt€nim pohyb-
livosti. Sem patfi systém Brauniv-Silbersteiniiv
(1), ptida Gin&evova (2), Knoxova (5), Svejcaro-
va-Sterzlova (12) a dal$i. Nedostatek predstavy
o pohyblivosti kmene vede k priitahdm pred ode-
slanim negativnich vysledki a k fadé zbyte¢nych
manipulaci s kmeny anaerogennimi a — pokud
myslime na Sh. flexneri 6 — i s kmeny aerogen-
nimi. Véasné urdeni nebo vylouceni shigel ma
velky vyznam zejména v podminkach vojenskych
kolektivii, kde zaleZi na rychlé likvidaci zdroji
nékazy.

Zavér

Zkracené izolacni Fada (kombinace orig. Klieg-
lerovy puidy a modifikované ptidy Rappaportovy
s manitolem) zaklddand ve stadiu subkultury
zjednoduSuje vzhledem ke sniZené narocnosti na
¢as i materidl cely postup pfi diagnostice ente-
ralnich patogenid. Znézoriiuje podstatné bioche-
mické vlastnosti obligdtnich i relativnich stiev-
nich patogendi, pfiemZ zdiraziiuje na rozdil od
jinych metodik pohyblivost kmene a kvaSeni ma-
nitolu pfed uZivanim pld s ureou. V¢asna indi-
kace patogend a vCasné vyloufeni bezvyznam-

nych mikroba z dalsi identifikace urychluje ode-
silani pozitivnich i negativnich vysledkii. Z hle-
diska potfeb terénnich epidemiologt je to zvlast
vyznamné v pfipadé shigel, kdy jde o vcasnou
izolaci zdrojii nakazy.

TFileté zkuSenosti s uvedenym postupem nés
opraviiuji k tomu, abychom jej doporuéili vzhle-
dem k velkym tspordm ¢asu a materidlu zv1asté
pro ty pripady, kdy laboratof stoji pfed tkolem
zvladnout velkd kvanta materidlu, a dale jako
stdlou metodiku pro terénni laboratofe, jejichZ
prace je podminéna jednoduchou, spolehlivou a
zachytnou metodou.

Souhrn

Je popsan a vyhodnocen zjednoduSeny postup pfi
izolaci obligatnich i relativnich stfevnich patogent,
ktery je vhodny vzhledem ke spolehlivosti, tspor-
nosti a dobré zachytnosti zvlasté pro vySetFovani
velkého pocétu osob béhem epidemii stfevnich nékaz
a déale jako stdld metoda pro terénni laboratofe.
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