Puvodci infekci gastrointestinalniho traktu
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Infekce gastrointestinalniho traktu (GIT)

2. nejcastejsi pricina morbidity a mortality v rozvoj. zemich u déti < 5 let!
WHO+UNICEF:
- rocné globalné 1.7 bilionu pfipadu prdjmu u déti < 5 let => 480,000 umrti (dehydratace!)

vrws

Klinicka manifestace:
Prajem (vodnaty, evtl. pfimés hlenu, krve — dle etiologie), nauzea, zvraceni, (horecka)

Zdroje:
Zvirata — patogen infikuje primarné zvifrata => prfenos ze zvifete na Clovéka => zoonodzy
Clovék — Clovék jedinym hostitelem patogena => pouze mezilidsky pfenos

Prenos: Fekalneé-oralni

Kontaminované potraviny (masneé, mlécnée, zelenina, ovoce, cerealie)
Kontaminovana voda

Kontakt s pacientem (nebo asymptomatickym nosi¢em!) nebo se zviraty

Plavodci:

Baktérie (a jejich toxiny)
Viry

Protozoa




Alimentarni infekce vs. alimentarni intoxikace

Alimentarni infekce
Onemocnéni vyvolana baktériemi

=> pritomnost zivych bakterii nutna pro
vyvolani onemocneni

Baktérie termolabilni (inaktivace varem)
DelSi inkubacni doba (dny)

Patogen vylucovan stolici
=> pacient je infekéni pro okoli

Alimentarni intoxikace

Onemocneni vyvolana bakterialnimi toxiny,
které byly v potraviné naprodukovany
kontaminujicimi bakteriemi

(pfitomnost zivych bakterii v dobé konzumace
neni nutna!)

Toxiny Casto termostabilni (odolné k varu)
Kratka inkubacni doba (hodiny)

Pacient neni infekéni => nedochazi
K mezilidskemu prenosu
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Stafylokokova enterotoxikoza
Nejcastejsi alimentarni intoxikace

Vznik po poziti potravin kontaminovanych kmeny Staphylococcus aureus produkujicimi
enterotoxiny
Potraviny obsahujici bilkoviny, cukry, tuky (brambor. salat, sladké krémy, zmrzlina, atd.)

S. aureus — nosicstvi u ca 30-40 % populace

nosohltan

kUze — zdrava nebo hnisavé infekce vyvolané S. aureus (impetigo)

z mist kolonizace => kontaminace potravin (nebezpecné zvlasté u osob manipulujicich s potravinami)

Enterotoxiny
Termostabilni (x nékolikaminutovy var)

Nizka davka staCi pro vyvolani enterotoxikézy (1 — 10 ug)
5 typu (A, B, C, D, E) spojeno s lidskym onemochénim

Inkub. doba: 1 — 6 hod

Klinicky obraz
Nahly zaCatek — bfiSni kfeCe, nauzea, zvraceni, prijem, obvykle bez teploty
Kratké trvani, uzdrava obvykle behem 24 hod.



Stafylokokova enterotoxikoza

» Laboratorni diagnostika

= Prdkaz enterotoxinu v potraviné

» Priukaz enterotoxinu u izolovaného kmeny S. aureus
(prukaz kmene bez detekce enterotoxinu nestaci k diagnoze!)

- RPLA (reverzni pasivni latexova aglutinace)
- ELISA

= Prukaz génu kédujici enterotoxiny u izolovanych kmenu (PCR)




SLEDOVANI STAFYLOKOKOVE ENTEROTOXIGENITY

V NRL pro stafylokoky

1998 - 2018

metodou latexové aglutinace

sety RPLA (Denka Seiken)
Citlivost je cca 0.5 ng toxinu / ml

Sleduji se enterotoxiny A - D(E)

asi z 10 000 vysetrovanych

bylo 45 % pozitivnich

Zdroj: NRL pro stafylokoky, SZU Praha, RNDr. Petr Petras



POCTY KMENU S. AUREUS S PRODUKCi ENTEROTOXINU
A,B,C,D(E)
metoda RPLA, pres 10 000 kmenu z let 1998 - 2018
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Botulismus

Na rozdil od ostatnich alimentarnich intoxikaci zavazné, systémoveé, zivot ohrozujici onemocneéni!
V CR vzacny, ca. 1 hlaseny pripad/rok (Casto zadny)

Plivodce: Clostridium botulinum — G+ anaerobni sporulujici ty¢ka

»> Spory hojné ve strev. traktu lidi, zvifat, v prostfedi (puda, prach, pisek) => odtud kontaminace potravin
(maso, zelenina)

» V anaerobnim prostfedi germinace spor a produkce neurotoxinu (botulotoxin)
=> blokuje prenos acetylcholinu na neuromuskularni ploténce
=> chabé parezy

Botulotoxin

> Neékolik antigennich typu botulotoxinu (A-H)
> typy A, B nejcastéjsimi puvodci lid. onemocnéni

» Zdroj nakazy: typicky konzervy (masove, zeleninové) => konzervovana potravina kontaminovana
sporami => germinace v anaerob. prostredi konzervy => produkce botulotoxinu



Botulismus

> Kilin. obraz (pfiznaky rezultujici z chabych paréz):
Dvojité videni (diplopie), polykaci obtize (obrna mékkého patra), snizeni/zastava
stfevni peristaltiky, obrny dychacich svalt (uduseni...)

> Terapie:
- antitoxické sérum (smés anti-A+B nebo A+B+C - co nejdrive! (neutralizuje pouze nenavazany toxin)!
- podpurna a resuscitacni péce (fizena ventilace)

» Dg: prukaz botulotoxinu v potraviné (ve stolici) (ELISA)

Kojenecky botulismus = zvlastni pripad botulismu (vzacny)

» Vznika po poziti spérami kontaminovaného medu
=> germinace spor ve streve => produkce botulotoxinu in situ
=> absorpce do obehu

> Svetova zdravotnicka organizace (WHO) nedoporucuje podavat med détem do 1 roku!
(deklarovano na baleni)



Alimentarni infekce

» Bakterialni puvodci:

* Enterobacteriaceae
- ruzné patotypy E. coli
- salmonely

- shigely

- yersinie

= Campylobacter jejuni
= Vibrio cholerae



Mikrobiologicka diagnostika infekci GIT

» Material: Stolice
- rektalni vytér => zasilat v transportnim mediu na zvySeni preziti citlivych patogenu
(Stuartovo, Amiesovo medium)

- vzorek stolice => ve sterilni odberove nadobce (2-3 hrasky, tekuta stolice)
=> detekce virl, parazitl; bakteriologie: pacienti s HUS

» Zpracovani stolice — bakteriologie
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= Pomnozeni - tekuté selektivni pudy (potlacuji normalni stfevni koliformni floru
=> podpora rustu patogenu)

= Vyockovani pomozené kultury na pevné pudy

- Zakladni (univerzalni) — krevni agar (KA) — rostou G+ i G- patogeny; hemolyza!

- Selektivné-diagnostické — obsahuiji inhibitory rastu normaini flory (chemikalie, ATB)
a indikatoroveé systémy umoznujici predbézne odlisit patogeny od fyziol. flory
(laktéza, sachardoza, sorbitol + indikator fermentace)

=> Inkubace 24 hod pri 37°C, normalni vzdusna atmosféra (vétSina fakultativne anaerobni)
(vyjimky - napf. Campylobacter jejuni)




Mikrobiologicka diagnostika infekci GIT |

» ldentifikace patogena
K tomu nutna izolace 1 kolonie => Cista kultura!

= 1) Biochemické testy — detekce metabolismu patogena
=> rodoveé Ci druhové specificky!

- izolacni plotna (,klin®) — pfedbézna metoda
- zkumavkove testy (,pestra rada“)
- minitesty — kity: Enterotest (Lachema), API system (Biomerieux)

Zkumavkové biochemickeé testy

Princip: tekuta ¢&i polotuha plida se substratem (napf. sacharidy, urea, citrat, indol, lysin, atd.) + indikator
utilizace substratu => zména barvy substratu nebo jina fenotyp. zména

Enterotest (Lachema) - AP system (Biomerieux)



Mikrobiologicka diagnostika infekci GIT
>

ldentifikace patogena

2) MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry)

= hmotnostni spektrometrie — identifikace bakterii dle hmotnostniho spektra proteinu

Rychla a vysoce pfesna metoda na urceni druhu — testuji se kolonie rovnou z primokultury na pevné pudé
=> vysledek béhem MINUT => extrémni urychleni dg a tim moznost zahajeni cilené terapie!

NejvyznamnéjSi pokrok v mikrobiologii za poslednich 30 let!

M

Provedeni:

so0e@®
o008@®
0o00®

) ... €

0o00€

000¢

0o00¢
P2 :
000€

o00®

1. Kolonie (= analyt) + matrix (kys. skoficova) => smichani na testovaci desti¢ce => ususeni
2. Analyza v hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF

= ozareni smési analytu (kolonie) + matrix laserem

= matrix absorbuje energii - jeji rozklad ionizuje molekuly analytu

= pohyb v elektr. poli rychlosti umérnou hmotnosti
= méfeni doby letu

= hmotnostni spektrum — druhoveé specifické = molekularni identifikator druhu
3. Identifikace analytu (kolonie) automat. porovnanim jeho spektra s databazi MALDI-TOF

Analyt+matrice

A

y

Hmotnostni
spektrum

16481




Mikrobiologicka diagnostika infekci GIT

» ldentifikace patogena

= 3) Uréeni antigenni struktury
- O antigen (somaticky)
- H antigen (biCikovy)

= skliCkova aglutinace

= 4) Uréeni faktoru virulence
- Genotyp (PCR)

- Fenotyp (napr. prukaz toxini— komercni kity)

= 5) Urc€eni citlivosti k antibiotiktim

- diskové metody
- mikrodilucni metody

Testovana kultura
+ antisérum (anti-O, anti-H Ag)

=> Smisit na podlozni desticce ==
nebo podloznim sklicku

Negativni Pozitivni
pohybem 1 min (aglutinace)

=> Promichat kolébavym
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Patotypy diarhogennich E. coli

Enteropatogenni E. coli (EPEC)

Shiga toxin-produkujici E. coli (STEC)
=> STEC patogenni pro Clovéka oznaCovany enterohemoragické E. coli (EHEC)

Enterotoxigenni E. coli (ETEC)
Enteroagregativni E. coli (EAEC)
Enteroinvazivni E. coli (EIEC)

LiSi se faktory virulence, mechanismem interakce se strevnim epitelem, séroskupinami
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Shiga toxin-produkujici Escherichia coli (STEC)

Nejzavaznéjsi skupina diarhogennich E. coli — prijem i celkové onemocnéni!
Vyskyt: celosvétovy (rozvinuté i rozvojové zeme)

Onemocnéni

Prdjem

Krvavy prajem (hemoragicka kolitida)
Hemolyticko-uremicky syndrom (typicky, D+ HUS)

Typicky HUS (D+ HUS)
Systémova komplikace infekce STEC u asi 10 % pac. s prujmem,
predevsim déti <5 let! — nejCastéjSi priCina akut. selhani ledvin u déti!
Vyvolan Shiga toxiny (Stx) produkovanymi STEC kolonizujicimi
colon => absorbce Stx do obéhu
=> poskozeni endotelu glomerularnich kapilar
=> glomerularni tromboticka mikroangiopatie
(histopatologicky podklad HUS)

2 hlavni typy Stx: Stx1, Stx2 — AB. toxiny
=> Stx2 hlavni vyvolavatel HUS
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HUS klinika a pozdni nasledky

> Klinika:

X
= Hemolyticka anemia ' \l,
4 4

- snizeny hemoglobin (< 10 g/l) )
- schistocyty v perif. krevnim nateru o ~°
» Thrombocytopenie Oo 0

- snizeny pocet trombocytd (< 150 x 109/)

= Akutni renalni selhani o @ oo‘

- zvySeny sérovy kreatinin a urea C

> Smrtnost akutniho onemocnéni 1 - 3% OA (g

Schistocytes / Helmet Cells

Robbins Pathologic Basis Of Disease: 6th Edition. 1999,

> Pozdni nasledky (az u 30% pacientu): Fig. 14-17 p. 621,
Proteinurie, hypertenze, chron. renalni selhani => dialyza, transplantace ledvin

» Lécba infekci STEC:
Ve fazi prujmu nepodavat antibiotika — zvySuji produkci Stx a jeho uvolfovani z bakterii
=> zvySuji riziko progrese infekce do HUS!



STEC — nejcCastejsi serotypy vyvolavajici lidska onemocneéni

L1op five*“ (EHEQC)

O157:H7/H
026:H11/H-
0103:H2
O111:H8/H
0145:H28/H25/H-

(data NRL pro E. coli a shigely)

Rok 2016 Rok 2017

2;7%

I 2;7%

6;29%

1,5%

0157:H7 m 026:H11 = O103:H2 0157:H7 m 026:H11 = O103:H2

m O55:H7 m0111:H8 0145:H28 = ONT

ONT:HNT

O55:HNT = 08:H9

Rok 2018

1

1;4%
3;12%

;4%
1;4%

0157:H7 = 026:H11 = 0103:H2
m 0111:H8 = 0145:H28 m O74:H28



Epidemiologie STEC infekci

Hlavni rezervoar: hovezi dobytek (ovce, kozy)

Zdroj a prenos:

Kontaminované a nedostatecCné tepelné opracované maso (hovézi -
hamburgery), nepasterizované miéko

Fekalné kontaminované syroveé (a nedostatecné omyté) plodiny -
zelenina, kliCky, ovoce

Fekalné kontaminovana voda
Primy kontakt se zviraty (farma, zoo)
Primy kontakt s pacientem Ci nosiCem (nedostateCna hygiena rukou)

InfekEni davka: 10-100 baktérii (nizkal!)

How E. coli bacteria spreads

FROM MEAT
E. coli can contaminate meat during slaughter, processing or preparation

FROM HUMANS
E. coli can spread if
hands aren't
thoroughly washed
between using the
restroom and
touching food

FROM PRODUCE
Animal feces can contaminate crops through groundwater or errant
animals in farm fields

Source: MarketWatch reporting



Klinicky prubéh EHEC infekce a

Infekce

Kvantum EHEC

ve stolici

HUS

dopad na dg HUS (10-15%)

Prljjem, kiec. Ustup prﬂjmu o

bolesti bficha Spontanni
Uzdrava
(85-90%)

Krvavy prujem
(60-80%)

Velmi rychly pokles po zacatku prajmu!!!

Adaptovano z Tarr et al., Lancet, 2005

Nutné uziti vysoce citlivych
selektivné-dg metod pro
priikaz a izolaci EHEC!

(=> specializ. pracovisté)




Diagnostika STEC u pacientii s HUS (NRL pro E. coli a shigely)

Material: Stolice (vzorek stolice, ne rekt. vytér)

4

Pomnozeni (Hajna bujon bez/s Novobiocinem)

4

Imunomagneticka separace (IMS) ,,top five*
(026, 0103, 0111, 0145, 0157)
=> Selektivni koncentrace ,,top five*“ STEC

- - SM AC, CT-SMAC Enterohemolysinovy agar
. 5y >— 0157:H7 bezbarve Vsechny “top five*
' *'-' 125 " . W Ostatni “top five® rizové enteroemolyticky fenotyp

= neuplna hemolyza

- Sample Matrix -i Mab-EAMSP ol 0157107

DNA izolace (susp. kolonie, evtl. smés) => PCR

Kultivace po IMS na:

5 6

- KA e:e b Sty stx+ Fenotypova charakterizace:
- Sorbitol MacConkey agar (SMAC) - o | mmmsp Potvrzeni E. coli (bioch., MALDI-TOF)
- Cefixim-tellurit (CT)-SMAC wa e | EHEC-hiyA Sérotypizace (skli¢k. aglutinace)

s Produkce Stx (ELISA, latex aglutinace)

- Enterohemolysinovy agar
PCR STEC



Prukaz produkce Shiga toxinu u izolatu
VTEC-RPLA (reverzni pasivni latexova aglutinace)

Diagnostikum: latexové Castice sensibilizované protilatkou proti Stx1 nebo Stx2
(latex. Castice bez protilatky = negativni kontrola)

Provedeni:

Supernatant kutury

+ L-anti-Stx1, L-anti-Stx2, L-kontrolni
=> inkubace pfes noc

=> odecitani aglutinace latex. Castic

Kmen produkuje Stx2
v titru > 1:40

> lzolace STEC se povinné hlasi do evropského surveillance systému TESSy v ECDC (Evropskeé
centrum pro kontrolu infekénich nemoci - Stockholm) => celoevropska evidence

> Prukaz infekce STEC u pacienta s HUS je rozhodujici pro volbu spravného
terapeutického postupu (je odliSny od |éCby HUS jiného puvodu — napf. geneticky podminéného
atypického HUS)




Diagnostika STEC u pacientu s prijmem

Na zaCatku prujmu vysokeé kvantum STEC ve stolici => vice Stx => mozny prukaz Stx nebo stx
genu bud pfimo ve stolici nebo v pomnozene kulture

» Komeréni kity na prukaz Stx

Stx ELISA

- Detekce Stx1+Stx2 spoleCné — nerozliseny
* Premier EHEC (Meridian)

» RidaScreen Verotoxin (R-Biopharm)

Imunochromatografie

- Detekce Stx1 a Stx2 zvlast => rozlisuji Stx1 a Stx2 =
=> klinicky dulezité — produkce Stx2 spojena se zvySenym rizikem rozvoje HUS!

* ImmunoCard STAT!® EHEC (Meridian)

> Prukaz genu kédujicich Stx1 a Stx2 (PCR) — komeréni kity

POZOR: Pozitivni imunoassay nebo PCR = pouze predbézna detekce STEC infekce
=> pozitivni vzorky nutno kultivovat => kmeny nutno izolovat a dale charakterizovat (dulezité
epidemiologicky i klinicky) => NRL pro E. coli a shigely




Enteropatogenni E. coli (EPEC)

Prvni identifikovany patotyp diarnogennich E. coli
=> puvodci rozsahlych epidemii kojeneckych prujmu v Evropé ve 40. a 50. letech 20. stoleti
(tézky prubéh, dehydratace, vysoka umrtnost)

Vyskyt a onemocnéni
Celosvetovy - rozvinuté | rozvojoveé zemé
Prajmy u déti do 2 let, vétSinou sporadické pfipady ¢i malé epidemie (déts. kolektivy, nemocnice)

Zdroj infekce
Kontaminovana kojenecka vyziva, jiné potraviny, voda
Fekalné-oralni prenos z ¢loveka na Cloveka (matka — dité)

Lécba
Rehydratace (nahrada tekutin a iontd peroralné nebo i.v.) — rozhoduijici terapie u vSech prujma!
Antibiotika (pouze u zavazného prubéhu)



Enteropatogenni E. coli (EPEC)

Faktory virulence:

Adheziny: intimin

Sekrecni system typu 3 (TTSS) injikujici do bunek hostitele
cytotoxicke efektorove proteiny

Patogeneze

Tésna adherence EPEC k enterocytum tenkého stfeva
=> reorganizace cytoskeletonu, tvorba pedestalt, k nimz EPEC adheruji
=> poskozeni az destrukce mikroklki

= “attaching effacing lesions*

,Injekce” cytotoxickych efektor. proteint do bunék via TTSS

=> Poskozeni resorpéniho epitelu => vodnaty prijem
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EPEC TTSS. Natalie Strynadka,
Howard Hughes Medical Institute

A/E lesions; Nataro and Kaper, 1998
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Enteropatogenni E. coli (EPEC)
Mikrobiologicka diagnostika
» Material: rektalni vytér

» Kultivace

= KA (nehemolytické)

= Endo, MacConkey agar — vétSinou laktéza-fermentujici (rizové kolonie) => nelze odlisit od fyziol.
stfevni flory

» ldentifikace
= Screening kolonii EPEC sérotypizaci (skliCkova aglutinace)
- nejCastéjsi séroskupiny 026, O55, 086, 0111, 0119, 0125, 0126, 0127, 0142
=> Provadi se povinné u déti do 2 let!

= Potvrzeni druhu E. coli
- Biochemicka identifikace
- MALDI-TOF

= U susp. kolonii EPEC prikaz eae genu kédujiciho intimin pomoci PCR (NRL pro E. coli a shigely)



Enterotoxigenni E. coli (ETEC)

» Vyskyt a onemocnéni

= Rozvojové zemeé teplého pasma s nizkym hygienickym standardem

=> hlavni plvodci akutnich vodnatych prijmu u déti a dospélych
(cholera-like disease) - rychla dehydratace — smrt => vedouci priCina détské umrtnosti
(podvyziva, Spatna dostupnost Iék. péCe vCetné moznosti rehydratace!)

* Rozvinuté zemé s vysokym hyg. standardem - importované nakazy
=> prujmy cestovatelu (travellers” diarrhea) — prijmova onemocnéni turistu,
ktefi se nakazili pfi pobytu v oblastech vysokého vyskytu ETEC
- obvykle mirny prabéh, neohrozuji Zivot

» Zdroj infekce

= Kontaminovana voda a potraviny (infekéni davka ca. 10° baktérii)
> Lécba

* Rehydratace!



Enterotoxigenni E. coli (ETEC)

» Faktory virulence:
» enterotoxiny — termolabilni (LT), termostabilni (STa)
» Adheziny (kolonizace tenkého stfeva)

» Patogeneze
= Adherence bakterii k epitelu tenkého stfeva => kolonizace (bez morfol. poskozenil)
= Produkce LT a/nebo STa

Guanylate GM?Y,

> LT (podobny cholerovému toxinu, AB; toxin) ¢ pg"""“’ e
=> aktivace adenylcyklazy => zvy$eni cAMP ™0 IBI A |

» STa (oligopeptid) U U UL

=> aktivace guanylcyklazy => zvySeni cGMP

= Porucha transportu iontd (Na*,K*) => zvySena sekrece H,O z bunék
— vodnaty pridjem

ETEC




Enterotoxigenni E. coli (ETEC)
Mikrobiologicka diagnostika

» Material: rektalni vytér

» Kultivace
= KA (nehemolytické)
= Endo agar, MacConkey agar => ETEC laktoza-fermentujici => nelze odlisit od bézne str. flory

» ldentifikace
= Screening ETEC kolonii sérotypizaci (sklickova aglutinace)
- nejCastéjsi séroskupiny O6, 08, 025, 078, 0148, 0159, O173
» Potvrzeni druhu E. coli
- Biochemické vlastnosti
- MALDI-TOF
= U suspektnich kolonii prukaz enterotoxinu
- LT a STa imunoeseje (ELISA, latex aglutinace)
- gény kodujici LT a STa (PCR)
=> Provadi NRL pro E. coli a shigely



Enteroagregativni E. coli (EAEC)

» Vyskyt a onemocnéni

= Hlavné rozvojové zemé s nizkym hygienickym standardem
- Chronické (persistentni) prujmy u déti => malnutrice, poruchy rustu, smrt

* | rozvinuté zeme
- Akutni a chronické prujmy u imunokompromitovanych osob (HIV pacienti)
- Prijmy cestovatelu (importované infekce)

» Zdroj infekce
= Kontaminovana voda a potraviny
= Mezilidsky pfenos (infekéni davka 10° baktérii)

> Lécba
* Rehydratace
= Antibiotika (nutna u chronickych prujmua na eradikaci patogena)



» Faktory virulence:

= Heterogenni sady faktoru virulence — kmenové specifické

= Spolecné pro vSechny EAEC agregativni fimbrie (AAF)
=> umoznuji adherenci ke stfevnimu epitelu i mezi bakteriemi
=> velké agregaty baktérii na povrchu epitelu

» Patogeneze
=  Agregativni adherence hlavni patogeneticky mechanismus
=> velka kvanta adherujicich bakterii produkuji toxiny

(enterotoxiny, cytotoxiny, atd.) a dalsi produkty
=> poskozeni strevniho epitelu => redukce resorpcni schopnosti

=> Chronicky prajem a malnutrice

\

N

(€

e

J

toxans and enterotoxins
ding SHET1, Pic, EASTY, Pet)

EAEC
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Enteroagregativni E. coli (EAEC)

Mikrobiologicka diagnostika
» Material: rektalni vytér

» Kultivace
= KA (nehemolytické i hemolytické)
= Endo, MacConkey agar - laktéza-fermentujici (rzové kolonie) => nelze odliSit od fyziol. stfevni flory

> ldentifikace
= Screening kolonii sérotypizaci (sklickova aglutinace)
- nejCastéjsi seroskupiny O3, 015, 044, 086, 0111, 0127
= Potvrzeni druhu E. coli
- biochemické vlastnosti aggR
- MALDI-TOF —
= U susp. kolonii PCR prukaz aggR genu (koduje transkripéni regulator AQgR) = marker EAEC
=> NRL pro E. coli a shigely
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Enteroinvazivni E. coli (EIEC)

Onemocnéni a vyskyt
Onemocnéni podobné shigeldze = prujmy s pfimési hlenu a krve, bfisni kfeCe, zvraceni,
horeCka — déti i dospeli

Hlavni vyskyt rozvojové zemé teplého pasma s nizkym hyg. standardem
Vzacneé v rozvinutych zemich mirného pasma

Zdroj infekce a prenos

Zdroj infekce Clovek (jediny hostitel EIEC)
Fekalne-oralni prenos z Clovéka na Cloveka
Kontaminovana voda a potraviny

(infek&ni davka > 10° baktérii)

Lécba
Rehydratace
Antibiotika (dle nutnosti)



Enteroinvazivni E. coli (EIEC)

» Faktory virulence:
= Komplex invazinu - proteint umozniujicich invazi do epitelu tlustého stfeva
(kddované na velkém invazivnim® plasmidu)

» Patogeneze

» Fakultativné intracelularni patogén (na rozdil od ostatnich diarhogennich E. coli)!

» |nvaze do epitelovych bunék tlustého stfeva hlavni patogeneticky mechanismus!
=> intracelularni mnozeni => Sifeni baktérii z bunky do bunky

=> destrukce epitelu => slizniéni léze . s,
=> zanetliva infiltrace sliznice ) | | ,
|‘
> Prujem s primési hlenu, krve, hnisu | Lysis of \\ Migration
J P ’ ’ %v::" o S phsmml into

(leukocyty mikroskopicky)

. ; 7/ adjacent
- mwementi 7 cell
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Enteroinvazivni E. coli (EIEC)
Mikrobiologicka diagnostika
Material: rektalni vytér

Kultivace

KA (nehemolyticke)

Endo agar, MacConkey agar - laktoza-nefermentujici (svétlé kolonie) => odliSeni od fyziol. stfevni flory
(laktéza-fermentujici rGZové kolonie)

Identifikace

Obtizné odlisitelné od shigel, s nimiz maji spole€né genetické, fenotypove a antigenni

vlastnosti a faktory virulence!
Biochemickeé vlastnosti — EIEC bioch. malo aktivni, velmi podobné shigelam — odliSeni od shigel
pomoci specialnich bioch. testu (lyzin-dekarboxylaza, mukat, acetat)
MALDI-TOF — bézny postup neodlisi EIEC od shigel
Sérotypizace (skliCkova aglutinace) e

- nejCastejsi seroskupiny 028, 029, 0112, 0124, 0136, 0143, 0144, 0152, 0159, 0167 —
U susp. kolonii PCR prukaz genu kédujicich invaziny (ipaH — marker EIEC a shigel) .. i
=> NRL pro E. coli a shigely




Shigely

4 druhy: Sh. dysenteriae, Sh. sonnei, Sh. flexneri, Sh. boydii

» Onemocneéni a vyskyt
= Dysenterie (bacilarni uplavice, shigeléza): Nahly zaCatek — horeCka, zimnice, tfesavka, prujem
=> zprvu vodnaty, pozdeji primes hlenu, krve; bfisni kfeCe (tenezmy)

= Hlavni vyskyt rozvojové zemeé s nizkym hyg. standardem
=> Shigeldza vyznamnym zdrojem morbidity a mortality, hlavné u deti

» Nizky vyskyt v rozvinutych zeme mirného pasma, onemocneéni probiha mirnegji
(dobra télesna konstituce populace), vétSinou importované infekce

» Zdroj infekce a prenos

= Zdroj infekce Clovék a vySSi primati (jedini hostitelé shigel)

» Fekalné-oralni prenos z Clovéka na Clovéka (infekCni davka 10-100 baktérii)
= Kontaminovana voda a potraviny

> Lécba
» Rehydratace
» Antibiotika (nutna — shigely maji tendenci perzistovat intracelularné!)



» Faktory virulence
= Komplex proteinu umozrujicich invazi do epitelu colon (kbdované na velkém invazivnim® plasmidu)
= Toxiny (Shiga toxin — Sh. dysenteriae, Shigella enterotoxin 1, 2)

» Patogeneze

= Invaze do epitelovych bunék tlustého streva hlavni patogeneticky mechanismus!

= Fakultativne intracelularni patogeny => intracelularni mnozeni => Sireni z bunky
do bunky => destrukce epitelu => slizni¢ni léze => zanétliva infiltrace

= Prijem s primési hlenu, krve, hnisu (leukocyty ve stolici mikroskopicky)



Shigely
Mikrobiologicka diagnostika
»0dbér: rektalni vytér (vzdy zasilat v transportni pudé - shigely citlivé k zevnim vlivim!)

»Kultivace

» KA (nékdy R faze, nehemolytické)

» Endo/MacConkey agar (svétlé laktoza-nefermentujici)

» DC agar (selektivni puda pro shigelly) — svétlé laktdéza-nefermentujici

»ldentifikace
Obtizné odliSitelné od EIEC, s nimiZ maji spole€né genetickeé, fenotypové a antigenni
vlastnostnosti a faktory virulence!

» Biochemické testy — velmi podobné EIEC, mozno odliSit specialnimi bioch. testy

= MALDI-TOF — nelze odliSit od EIEC

» Sérotypizace (skliCkova aglutinace) na urCeni druhu a sérotypu

- Sh. dysenteriae - 15 sérotypu
- Sh. flexneri - 6 sérotypu

- Sh. boydii - 20 sérotypu | &
- Sh. sonnei - 1 sérotyp (2 formy — | smooth, Il rough)

» PCR ipaH (marker EIEC a shigel)
=> NRL pro E. coli a shigely

ipaH



Salmonely

2 druhy:
» S. enterica
» S. bongori (vzacna — onemocnéni kojencu a novorozencu)

= S. enterica=> 2 skupiny (podle kliniky, epidemiologie):

1) Tyfoidni salmonely - S. enterica serovar Typhi, S. enterica serovar Paratyphi A, B, C
» Onemocneéni: Brisni tyfus, paratyfus

- Celkova systémova onemocneni (bakteriemie), zavazna, zivot ohrozujici

» Jediny hostitel Clovék (a vysSsi primati)

2) Netyfoidni salmonely (ca. 2600 sérotypu/sérovaru - nejcastéjSi S. enterica serovar Enteritidis,
S. enterica serovar Typhimurium, S. enterica serovar Infantis)

» Onemocneéni ,salmoneléza” (gastroenteritis)

= Prujem, nauzea, zvraceni, bolesti bficha, horeCka

= Prujem s extraintestinalnimi komplikacemi (abscesy ve ZIug. cestach, kostech, kloubech)
— iImunokompromitované osoby, evtl. malé déti, seniofi (S. enterica serovar Choleraesuis)

» Zoonozy (rezervoarem a zdrojem infekce pro Clovéka jsou zvirata)



Netyfoidni salmonely

> 2. nejCastéjsi puvodci prajmu u déti a dospélych v rozvinutych zemich

» Zdroj infekce
Zvirata, ptaci (drubez) a jejich produkty (vejce, maso)

» Prenos

= Kontaminované potraviny: majonezy, vajecné kremy, zmrzlina — konzumace bez predchoziho
tepelného opracovani!

= Kontaminovana voda (infekéni davka 106-10° baktérii)

— Casto epidemie (Skolni jidelny, pfedskolni zafizeni, socialni ustavy, hotely, atd.)

» Inkubacni doba: 2-3 dny

» Patogeneze
Fakultativné intracelularni patogény - invaze do lymfatické tkané tenkého streva (Peyerovy plaky) =>
Sifeni do stfev. epitelovych bunék => zanétliva reakce, porucha transportu iontt a vody => prujem

> Lécba

= Prijmy: Rehydratace!

- Antibiotika NE — nezkracuji dobu prujmu ani vyluc¢ovani salmonel — vylu€ovani spise prodluzuiji!

» Extraintestinalni komplikace

- Antibiotika nutna (dle citlivosti)




Mikrobiologicka diagnostika

>
>
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Netyfoidni salmonely

Odbeér: rektalni vytér

Kultivace

KA (nehemolyticke)

Endo/MacConkey agar (svétlé laktdza-nefermentujici kolonie)
DC agar (laktéza-nefermentujici kolonie s tmavym stfedem - produkce H.,S)

+ Selektivni pomnozeni v selenitovém bujonu => vyocCkovani na:
DC agar
Bismuth sulfitovy agar (Wilson-Blair) — vysoce selektivni (Cerné kolonie se zrcadlovym leskem)

Identifikace
Biochemickeé testy
MALDI-TOF

Sérotypizace — sklickova aglutinace na urCeni O a H antigenu (schema Kaufmann-White)



Salmonella enterica serovar Typhi

» Onemocnéni: stfevni tyfus (Typhus abdominalis)

» Zdroj infekce
Pouze Clovék (pacient nebo nosicC) — vyluCovani stolici

> Prenos
Potraviny, voda (fekalné kontaminované pacientem nebo nosi¢em) - infek&ni davka 103-10° baktérii

> Inkubaéni doba: 1-3 tydny (3-60 dnu)

» Patogeneze
Invazivni patogén - invaze do lymfatickeé tkané tenkeho streva (Peyerovy plaky) - proliferace
=> invaze do krevniho obéhu (bakteriemie) => tvorba bakterialnich loZisek (abscesu) v riznych
organech (jatra, slezina, ledviny, stfevo, zluCové cesty, kosti)

» Klinika: V 1. tydnu vysoké horecky (40°C)-febris continua, uporné bolesti hlavy (hlavniCka), pozdéji exantem,
bolesti bricha, prijem nemusi byt, spiSe zacpa; unava, vy€erpanost, bradykardie
- fada komplikaci (perforace stfeva => peritonitis; cholecystitis => nosicstvi)
> Léc€ba
Antibiotika - chloramfenikol (dfive l€ékem volby) => pro vedl. u€inky a narustajici resistenci nahrazen
- cotrimoxazolem (trimetoprim-sulfametoxazol) a fluorochinony (ciprofloxacin)



Salmonella enterica serovar Typhi

Mikrobiologicka diagnostika tyfu

» Odbeéer materialu: zalezi na stadiu onemocnéni!

1. tyden: krev na hemokulturu (nutno odebrat_ pred zahajenim ATB leCby!)
kostni dren (byla-li podana ATB)

Od 2. tydne: stolice, moc, zluc, hnis, atd. (dle lokalizace infekce)

» Kultivace

= KA (nehemolytické)

= Selektivné-diagnostické pudy

- Endo agar (svétlé laktoza-nefermentujici kolonie)

- DC agar — lakt6éza-nefermentujici kolonie s tmavym stfedem (produkce H.,S)

- Bismuth sulfitovy agar (Wilson-Blair) — vysoce selektivni (Cerné kolonie se zrcadlovym leskem)

> ldentifikace

= Biochemické testy

= MALDI-TOF

= Sérotypizace (skliCk. aglutinace) — O Ag (9,12), H Ag (d), Vi Ag (povrchovy)
=> provadi NRL pro salmonely



Salmonella enterica serovar Typhi

> Serologicka diagnostika brisniho tyfu — Widalova reakce

= aglutinaéni prukaz protilatek proti antigenum S. Typhi
O Ag (typ 9,12), H Ag (typ d) => zvySené od 2. tydne onemocnéni
Vi Ag => zvySene od 3. tydne onem. — trvalé zvyseni indikatorem nosicstvi!

= Nutné 2 vzorky séra v rozmezi alespon 2 tydnu (1. vzorek na zac. onem., 2. vzorek ve 2.-3- tydnu)
=> pro serologické potvrzeni diagnozy nutny alespon 4-nasobny vzestup titru mezi 1. a 2. vzorkem!

Schema provedeni:

C)addAg 05 05 05 0,5 0,5

lo,s 0510,510,51’ a @@@@@
B) pipette v N/ N0/ N\ NN O titre:
m SO O & & discard

Fald T
A R A %‘:r

N
R 5 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320
E H titre:
A) fyz.sol. 0,9 0,5 05 0,5 0,5

ml 1:20  1:40 1:80 1:160 1:320

it




Salmonella enterica serovar Typhi

Mikrobiologicka diagnostika nosi€stvi S. Typhi

» Nosicstvi — vyviji se u 2-5% osob, které prodélaly tyfus

» Lokalizace S. Typhi ve ZluC. cestach (Casto zluCnik s cholelitiazou), evtl. mocC. cestach
=> vyluovani patogena fadu mésicu, roku az dozivotné BEZ klinickych pfiznaku!!!

> Vysoce nebezpecné z epidemiologického hlediska: Nosici jsou nejéastéjsimi zdroji infekce
(Castéjsi nez akutné nemocni pacienti)!

=> VsSichni pacienti, ktefi se uzdravili z akutniho onemocnéni evidovani a sledovani na nosicstvi!
» Mikrobiologické vySetreni stolice (po podani MgSO, - projimadlo), duodenalni stavy, moci

> Vylouéeni z evidence nosiéu po 3 opak. negat. odbérech (1. nejdfive za 14 dna po skoncéeni ATB
terapie, 2. a 3. s odstupy nejméne 1 mesic)

» VWylu€ovani > 12 mésicu = chronické nosiéstvi (kontroly 1x roéné, zvlastni hyg. opatreni)



Yersinia enterocolitica

» Vyskyt celosvétovy, CastéjSi v. mirném pasmu; nejc¢asteji onemocneni u deti

= Malé déti (kojenci, batolata)
- Akutni prajem — vodnaty, evtl. s pfimési krve, kifeCovité bolesti bficha, zvraceni, horeCka

= Vétsi deti, dospeli
- Pseudoapendikularni syndrom (pseudoapendicitis) = zanet miznich uzlin v periapendikularni
oblasti, manifestuje se jako akutni apendicitis (bolest v prave jame kycelni)

=> Nejcastéjsi puvodci lidskych onemocnéni séroskupiny O3, O9 (Evropa) a O8 (USA)

»Zdroj infekce a prenos

» Zdroj infekce zvirata — prasata, dobytek, divoka zvirata (vysoka zver, hlodavci), ptaci => zoondza

= Kontaminované potraviny (veprové maso — nedostatecne tepelne zpracovane, nepasterizované
mléko) a voda;

» Primy kontakt se zviraty (manipulace s vepr. kadavery pri zabijacce)

=> Infek&ni davka 104-10° (roste pfi 4°C! — moznost pomnozeni v potravinach v lednici)

> Lécba
» Rehydratace
» Antibiotika (u zavazného prubéhu)



Yersinia enterocolitica

» Patogeneze

/égg__.gg\ 30 Intestinal lumen
'-}l'-
Invazivita a afinita k lymfatické tkani hraji hlavni roli! ?\v
50
=> Pomnozeni v terminalnim ileu a proximalnim colon @:
(pfedevSim M bunky Peyerovych plakl) .

=> invaze do submukozy
=> v submukoze fagocytoza makrofagy => transport do lymf. C&V  sumucosa

a mezent. lymf. uzlin => mnozeni => lymfadenopatie
=> Proliferace v Peyer. placich — slizni¢ni ulcerace SN e e B Wl

3£ Dendritic cell @®) Microcolonies

V klinice Symptomatologie rEZUItUj |'C|’ Fabrega A, Vila J. Enferm Infecc Microbiol Clin. 2012;30:24-32

- Z poSkozeni mezenterialnich lymfat. uzlin => pseudoapendikularni syndrom
- slizniénich lézi => prijem s primési krve



Yersinia enterocolitica
Mikrobiologicka diagnostika
» Odbeér: rektalni vytér

» Kultivace:

= KA (nehemolyticke)

= Selektivné-diagnostické pudy
- Endo agar - svetlé laktéza-nefermentujici kolonie
- DC agar — svétlé laktdza-nefermentujici kolonie
- CIN (Cefsulodin-lIrgasan-Novobiocin) agar => vysoce selektivni, Y. enterocolitica na CIN agaru
kolonie vzhledu ,byéiho oka“ (bezbarvé s éervenym stfedem) www.bacteriainphotos.com

- Optimalni rust. teplota Y. enterocolitica je 25°- 30°C => po 24 inkubace pfi 37°C kolonie velmi
drobné => mohou byt pfehlédnuty mezi ostatni strevni flérou
=> DC agar inkubovat dalsich 24 hod. pri pokoj. teplote => zvétSeni kolonii

- ZvySeni zachytu: selektivni pomnozeni pfi 4°C => vyockovani na pevné pudy (DC agar)

> ldentifikace:

= Biochemickeé testy

= MALDI-TOF

» Seérotypizace (sklick. aglutinace) — O3, 09, O8
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_ ‘V V74 { ’\ §ae Balaban, Hendrixson
» Vlastnosti p // 5’ PAN KT PLoS Path. 2011
= G-negativni nesporulujici tyéka, spiralni morfologie, CCoewuni
pohybliva (polarni biCiky), mikroaerofilni, termofilni Gramovo barveni

> Celosveétovy vyskyt — nejcastéjsi puvodce prajmu u déti i dospélych v rozvinutych zemich!

» Zdroj infekce
= Drabez (kufata), skot a jejich produkty (vejce, maso, mléko) => zoondza

> Prenos

= Kontaminovane potraviny (nedostatecné tepelné opracovane — grilovana kurata,
nepasterizované mléko a syry, tatarsky biftek, majonéza)

= PFimy kontakt se syrovou drabezi pfi kuchyfském zpracovani (infek&ni davka 102-103 baktérii)



Campylobacter jejuni e

coT Loss of
absorptive
microvilli

» Patogeneze

Invazivita hraje hlavni roli!

= Prunik hlenovou vrstvou sliznice tenkého a tlustého stfeva (motilita - flagella) ceo e = y
Motility

= Adherence k epitelu => kolonizace |
= Invaze do epitelovych bunek = > proliferace {2&} @

=> prunik do submukozy NG
=> indukce zanétlivych cytokinu (epit. bb., makrofagy, dendritické bb.) Dy cne weal]
=> zanétliva infiltrace L

=> poskozeni mikroklku => porucha resorpce *Diaiitiss.

Bhunia, A.K. Foodborne Microbial Pathogens (Springer, 2018)

» Klinika

* Prjem s pfimési krve, hlenu a hnisu, horecka

= Syndrom prave jamy kycelni - kfeCovité bolesti bricha v pravém dolnim kvadrantu
=> simuluje apendicitis

> Lécbha
= Antibiotika nutna u malych déti, seniort, imunokompromitovanych (nebezpeci generalizace)
— makrolidy (erytromycin, azitromycin)


https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwj_lI64mpreAhUKhiwKHX9IBwMQjRx6BAgBEAU&url=https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-1-4939-7349-1_16&psig=AOvVaw1GYVVfHCU3SSu3QI8kaqVo&ust=1540302554460088

Campylobacter jejuni

Mikrobiologicka diagnostika

» Odbeér: rektalni vytér => zasilani v transportnim mediu (Amies+aktivni uhli) — citlivy k zevnim vlivim
VyZaduje specialni kult. podminky - pri béZném zpracovani vzorku neni zachycen!

»Kultivace:

= Selektivni media - inhibice stf. flory

- Karmali medium - agar s aktivhim uhlim a ATB (vancomycin, cefoperazon)
- Skirrow medium - KA s ATB (vancomycin, trimethoprim, polymyxin B)

= Mikroaerofilni prostredi (snizeny obsah O,) => inkubace v atmosfere s 5 % O,, 10 % CO,, 85 % N,
=> komeréni kity — napf. CampyGen, Anaerocult C P

= Termofilni (optimalni kultiv. teplota 42°C)

= RUst nejméné 48 hod. — mirné rozplizlé kolonie

» ldentifikace:
= Screening pozitivhim oxidazovym testem
= MALDI-TOF

= Rychla diagnostika — imunoeseje na prakaz Ag C. jejuni ve stolici
- PCR (soucast komerc€nich kit()




Vibrio cholerae ’ e
G- tycka z c¢eledi Vibrionaceae *5
»

» Onemocnéni
= Cholera — akutni onemocnéni charakterizované profuznimi vodnatymi prajmy www.phys.org
=> stolice vzhledu ,ryzového odvaru®“ (vlocky hlenu, bez pfimési krve)
=> velké ztraty vody a elektrolytt => rychla dehydratace, metabolicky rozvrat, hypotenze
=> bez |éCby smrt aZz u 50% pacientu

> Vyskyt
» V rozvojovych zemich s nizkym hygienickym standardem
(jinovych. Asie, Afrika, stf. a jiz. Amerika, asij. zeme byv. Sov. Svazu); epidemie, pandemie

= Ve vyspélych zemich mirného pasma importované pfipady (vzacné) Sacketal, Lancet, 2004, 363:223

» Puvodci cholery V. cholerae, druhy O1 (biotypy klasicky a El Tor) a 0139

»Zdroj infekce a prenos
» Zdroj infekce Clovek (pacient, vyluCujici rekonvalescent)
= Pfenos fekalné kontaminovanou vodou a potravinami (infek&ni davka 106 bakterii)
=> v endem. oblastech pit jen balenou vodu, touto myt i ovoce/zeleninu, pozor na led do napoju!
> Lécba
= Rehydratace s nahradou vody a elektrolyti je kliCova a zivot zachranujici terapie!!!
= Antibiotika (tetracyklin, cotrimoxazol, fluorochinony)




» Patogeneze (podobna ETEC)

Vibrio cholerae

Neinvazivni patogen => onemocnéni vyvolané toxinem (cholerovy toxin, choleragen)
— AB; toxin (1 A podjednotka - biol. aktivni, 5 B podjednotek - vazne)

Adherence bakterii k epitelu tenkého streva (jejunum) => pomnozeni (kolonizace)
Produkce choleragenu (Ctx)

Krystalicka struktura

: . - : .. cholerového toxinu
- B podjednotka se vaze na specif. receptor (gangliosid GM1) researchgate.net

- internalizace Ctx => transport do ER => uvolnéni A podjednotky
=> aktivace adenylcyklazy => zvyseni cAMP
=> zvySena sekrece iontd a vody z bunék do strfev. lumen

=> vodnaty prdjem (" Diarthoea )
V. cholerae L‘rm’\tth G protein-coupled > pr—
J\TLP U ) receptor | Cl a) HCO I\‘K' | [ Na* JI H‘_O'
i l T
— \ chwu W ) @ﬁCFTR
Small intestine /,- / N Aderiylate I
cyclase | |
Endosome (@ {i-\|ﬂRFﬁ E I\xPKf\}
™
\ ER / TcAMP
@]
o—"

Baker-Austin et al., Nat. Rev. Dis. Primers, 4:8, 2018



Vibrio cholerae
Mikrobiologicka diagnostika

» Material: Stolice (rektalni vytér)

=> PFi podezreni na choleru nutno informovat mikrobiologickou lab.,
pri bézném zpracovani vzorku neni V. cholerae zachyceno!

» Kultivace:

» Selektivni pomnozeni v alkalické peptonoveé vodé (ostatni stf. flora neroste)

= Vyo&kovani na TCBS (TCZS) agar (thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose)
=> V. cholerae roste ve zlutych koloniich (fermentuje sacharézu)

=> suspektni kmeny se zasilaji do NRL pro E. coli a shigely (SZU Praha)

> ldentifikace:
= Biochemie amotytice
= MALDI-TOF Fotografie ploten RNDr. Petr Petras,
= Sérotypizace na uréeni druhu O1 (sérotypy Ogawa a Inaba), 0139 NRLpro stafylokoky, SzU Praha

» Prikaz produkce cholerového toxinu (latexova aglutinace — kit VET-RPLA (Oxoid) — detekuje i LT




Kazuistika 1

Na hygienickou stanici v H. Kralové bylo v |1été 2018 nahlaseno 82 pripadu
onemocnéni u lidi, ktefi jedli kebab v jedné provozovné s obcCerstvenim

» Prvni den onemocnélo 23 osob (vydano 170 porci => ,attack rate” 13,5 %)
» Druhy den onemocnélo 59 osob (vydano 60 porci => attack rate 98,3 %)
» ZacCatek onemocnéni: od 1 hod. do nékolika hod. po konzumaci potravin

» Pfiznaky: nauzea, zvraceni, prujem, bolesti bficha, unava

» 44 pacientu bylo hospitalizovano!

» Mikrobiologicko-epidemiologické setreni
= Suspektni etiologie?

= Koho/co vysSetfit?

* Metody mikrobiol. vySetreni?


https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiLxbq0nvncAhVMYlAKHTWPAoIQjRx6BAgBEAU&url=https://www.canstockphoto.com/doner-kebab-roasted-on-rotating-spit-28298493.html&psig=AOvVaw3r3-bsUhKLDHMWVcJ6hfkt&ust=1534772206008607
https://www.google.cz/imgres?imgurl=https://www.muminthemadhouse.com/wp-content/uploads/2016/01/Fakeaway-slow-cooker-doner-kebab..jpg&imgrefurl=https://www.muminthemadhouse.com/fakeaway-slow-cooker-doner-kebab/&docid=YJUqA14vbXt4wM&tbnid=s7Vw4ffOIicXvM:&vet=10ahUKEwiV-YC1gvzdAhXKa1AKHQ2pA0QQMwhCKA4wDg..i&w=870&h=870&bih=737&biw=1113&q=kebab&ved=0ahUKEwiV-YC1gvzdAhXKa1AKHQ2pA0QQMwhCKA4wDg&iact=mrc&uact=8

~KEBABOVA“ epidemie

Laboratorni vysetreni provadéna
(NRL pro stafylokoky)

Do NRL/St byly zaslano 31 kmenu S. aureus,
které byly podrobeny fenotypové a genotypové typizaci

15 kmenu od pacientti - 13 pozitivhich na Enterotoxin A (EnA)
8 kmenu z inkriminovanych potravin - 8 pozitivhich na EnA
5 kmenu ze stéru rukou personalu - 4 pozitivni na EnA

3 kmeny ze stéru prostredi provozovny - 3 pozitivni na EnA

Zdroj: NRL pro stafylokoky, SZU Praha, RNDr. Petr Petras


https://www.google.cz/imgres?imgurl=https://www.muminthemadhouse.com/wp-content/uploads/2016/01/Fakeaway-slow-cooker-doner-kebab..jpg&imgrefurl=https://www.muminthemadhouse.com/fakeaway-slow-cooker-doner-kebab/&docid=YJUqA14vbXt4wM&tbnid=s7Vw4ffOIicXvM:&vet=10ahUKEwiV-YC1gvzdAhXKa1AKHQ2pA0QQMwhCKA4wDg..i&w=870&h=870&bih=737&biw=1113&q=kebab&ved=0ahUKEwiV-YC1gvzdAhXKa1AKHQ2pA0QQMwhCKA4wDg&iact=mrc&uact=8

,KEBABOVA“ epidemie

Kmeny byly podrobeno makrorestrik€ni analyze pomoci

pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

: Vsechny kmeny pozitivni na enterotoxin A a izolované
v souvislosti s epidemii patrily ke stejnému pulzotypu

. Kmeny nepatrici k epidemii (kontroly) mely pulzotyp odlisSny

>  Potvrzeno, ze tato epidemie byla zplisobena

tymz kmenem S. aureus s produkci enterotoxinu A

Zdroj: NRL pro stafylokoky, SZU Praha, RNDr. Petr Petras;
PFGE gel prevzat z http://bacterio.iph.fgov.be/images/PFGE.jpa/view
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Kazuistika 2

» Pacientka: zena, 30 let

» 11.5. navrat z 7-meésicniho pracovniho pobytu v Zanzibaru (bydlela na ubytovné — dobré
hygienické podminky, vodu prevarovala nebo pila balenou, syrové maso nekonzumovala, ovoce
a zeleninu dobfe omyvala pitnou vodou z kohoutku)

» 0Od 10.5. horecky, bolesti bficha, vodnaty prujem — zvySujici se frekvence stolic, makroskopicky
stolice vzhledu sedozluté vody, bez krve

> 12.5. 2018 prijata do Ustifedni vojenské nemocnice (UVN)
* P¥i pfijmu unavena, stredni stupen dehydratace, bolesti hlavy, teplota 38.8 °C
= Prljem pretrvava - udava az 15 stolic denné, stolice objemné, vodnaté, bez krve

= (Qdebrana stolice na mikrobiologické vySetreni

» Zahajena i.v. rehydratace jako prvni terapeutické opatfeni na doplnéni tekutin a iontu

» Suspektni etiologie? Metody mikrobiol. vySetfeni?



Kazuistika 2

» Na mikrobiol. odd. UVN byla ze stolice pacientky dne 16.5. 2018 po pomozeni v peptonové vodé
s naslednym vyocCkovanim na TCBS agar vykultivovana Cista kultura kmene rostouciho ve
zlutych koloniich => susp. Vibrio cholerae

o ¥

» Kmen zaslan do NRL pro E. coli a shigely SZU Praha
pro ovéreni a dalSi identifikaci

» Zde pomoci bioch. testt, MALDI-TOF a aglutinace
identifikovano Vibrio cholerae O1, sérovar Ogawa

» Pripad uzavren jako cholera (Dg AOO dle MKN)
=> Nahlasen na Ministerstvo zdravotnictvi

Kazuistika poskytnuta RNDr. P. Petrasem a Ing. M. Havli¢kovou-Marejkovou, NRL pro stafylokoky a E. coli a shigely, SZU Praha



Kazuistika 3

Do FN Motol pfijat pacient — chlapec, 18 mésicu

Prdjem trvajici 6 dnu, v poslednich 24 hod. masivni pfimés krve ve stolici, kieCovité bolesti
bficha, zvraceni, afebrilni

Pri pfijmu byl védomi, unaveny, bledy, anuricky (nemoci), otoky koncetin

Laboratorni hodnoty:

Hemoglobin 50 g/l (snizeny), v krev. natéru schistocyty 22% (zvysené)
Trombocyty 90 x 1091 (snizené)

Kreatinin 430 mikromol/l, urea 31 mmol/l (zvySené)

Vzorek stolice zaslan na mikrobiologické vy$etieni do NRL pro E. coli a shigely (SZU Praha)




Kazuistika 3-pokrac.

Dulezita anamnesticka data:

6 dnu pfed hospitalizaci navstivil s rodiCi a 8-letym bratrem mini-ZOO (kozy, ovce, divoka
prasata, danci, jeleni) => obé déti hladily a krmily zvirata

K obédu cela rodina konzumovala parky v rohliku (bez moznosti umyti rukou)

Za 4 dny od navstévy ZOO obé déti mirné bolesti bficha, prujem (vodnaty bez pfimési krve, 5-7
stolic/den), zvraceni, afebrilni

=> dalSi den navstéva pediatra => dieta, tekutiny peroralneé, Smecta

=> Prujem u starSiho ditéte po 2 dnech ustava

U 18-més. pacienta béhem dalSich 24 hod => krvavy prujem (6 stolic/den), kfeCovité bolesti
bricha => znovu pediatr — vyrazna bledost, unava ditete, dotazem u matky suspektni oligurie
=> doporucuje hospitalizaci

Suspektni etiologie? Metody mikrobiol. vySetreni stolice?



Mikrobiologickeé vysetreni stolice pacienta v NRL pro E. coli a shigely

Stolice

4

Pomnozeni (Hajna bujon bez/s Novobiocinem)

SMAC, CT-SM Enterohemolysinovy agar

0157:H7 bezbarve Vsechny "top five®
Ostatni “top five® rGzové enteroemolyticky fenotyp

L Sample Matnix -ﬁ Mab-EAMNP a0l 015717 ‘: neuplna hemOIyza

|zolovana 1 kolonie Sor- (SMAC) a 1 EHEC-HIy+

e —

Kultivace po IMS na: => 7 nich izolovana DNA => PCR
- KA
- Sorbitol MacConkey agar (SMAC) STXy- Obbe r']‘°|'v‘|’A"CeDlpT°C§‘érze"y jako E. coli
- CT-SMAC Sy, (bioch, MALDITOR) =

_ ] eae+ Sérotypizace (skli¢k. aglutinace) 0157
- Enterohemolysinovy agar EHEC-hly+ Produkce Stx2 (latex aglutinace)

Zaver: HUS vyvolany kmenem STEC O157 produkujicim Stx2 (pod dg MKN D59.3 nahlasen na MZd)



Viry jako puvodci GIT

-a.b -8l

Nejcastéjsi puvodci
Rotaviry

Noroviry

Adenoviry (typ 40, 41)
Norwalk virus
Coronaviry

Vyskyt u deti i dospélych
U deti zavaznejSi => rychla dehydratace

Snadné Sireni — fekalne-oralni prenos
Epidemie v kolektivech

- jesle, skolky, skoly

- Ustavy socialni pécCe

- nemocnice

Lécba: Rehydratace

» Virologické vysetreni stolice

1) Imunoeseje - prukaz virového antigenu ve stolici

Latexova aglutinace

2) Elektronova mikroskopie
- prukaz viru

i A
4“&"

Imunochromatografie e L SN Vicrobe L g

3) PCR - prukaz virové DNA ve stolici



