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stolice
vytér z rekta

Cil dokumentu

Dokument popisuje kultivaéni zachyt bakterii vyvolavajicich stfevni infekce a metody jejich
identifikaca. U vSech polotuhych nebo tekutych prdjmovych stolic se provadi rutinni
screening na rody Campylobacter, Salmonella, Shigella a Escherichia coli 0157.
U hospitalizovanych pacientll je vSak tfeba zvazit tzv. tfidenni pravidlo pro odbér vzorku
stolice (viz. ,Odbér vzorka stolice® strana 3). SOP obsahuje informaci o virech
vyvolavajicich stfevni onemocnéni.

Text o mikroskopii obsahuje standardni metody pro pfipravu preparatt pfi diagnostice
parazitu koncentraéni metodou a natéry na Cryptosporidium.

Uvod

Prijem

Prijem muze byt definovan jako zvySena frekvence stfevni Cinnosti s pasazi tekuté,
neformované stolice. Pacienti mohou mit pfiznaky jako bolesti bficha, nauzea, slabost,
zvraceni, teplota a nasledna dehydratace. Uplavice (dyzentérie) u pacientd je spojena se
zanétem stfeva, ktery se projevuje viditelnou pfitomnost krve a hlenu ve stolici a symptomy
jako jsou bolesti bficha a celkova nevolnost. Prijem muze byt vyvolan Sirokym spektrem
bakterialnich patogent, jedd a parazitd na zakladé mnoha riznych mechanismd. Napf.
prijmové onemocnéni muze byt dusledkem pomnozeni (infekce) baktérii ve stfevé
(Salmonella species nebo Shigella species) nebo z poziti preformovanych toxina

produkovanych baktériemi v potraviné pred jejim pozfenim, napf. skombrotoxin. Prijem
muze byt zplsoben také pozitim potravin obsahujicich drazdivé chemikalie, napf. tézké kovy.

Epidemie (outbreaky)

se mohou vyskytnout jako vysledek Sifeni infekce z osoby na osobu, pozitim infikované
potraviny a vody a z pfimého kontaktu se zvifaty. Alimentarni epidemie se definuji jako dva
nebo vice pfipadd podobného onemocnéni vznikajicich po poziti béznych potravin.
Kazdoro¢né ve svété dochazi ke tfem milionim umrti na alimentarni infekce. Epidemie
vznikajici po poziti vody se definuji jako dva nebo vice pfipadd podobného onemocnéni na
zakladé piti vody ze zdroje pitné vody nebo z kontaktu s vodou pouzivanou pro rekreacni
Ucely.Prljmova onemocnénim pfi prenosu infekce vodou jsou pFic¢inou 2 miliénu pripadu
détskych umrti ro€né. Organismy, které u imunokompetentnich osob vyvolavaji pouze malo
zavazné nebo asymptomatické onemocnéni, mohou u vysoce vnimavych
imunosuprimovanych nebo imunokompromitovanych pacientt vyvolat zavazné onemocnéni.
Odolnost hostitele ovliviuj faktory jako vék (stafi a velmi mladi jsou citlivéjsi), pfitomnost
chronickych nebo oslabujicich onemocnéni (AIDS) a pouziti farmakologickych
pripravka (terapie antacidy), alkohol nebo drogy. Malnutrice vazné postihuje systém
obrany hostitele. Vzrustajici citlivosti hostiteld ukazuje incidence salmonel6zy u pacientl
s AIDS, kde je incidence 100-200krat vysSi nez v bézné populaci. Pacienti s HIV / AIDS jsou
predisponovani ke vzniku opakovanych infekci a k chronickému nosi¢stvi salmonel.
U imunosuprimovanych nebo imunokompromitovanych osob jsou bé&Znou pficinou
prajma stfevni paraziti. Infekce viry, které bézné vyvolavaji gastroenteritidy mohou mit
u imunokompromitovanych pacientl protrahovany prubéh. To miaze mit dulezité dasledky
pro kontrolu infekci. U nékterych skupin pacienti je tfeba uvazovat o moznosti
herpesvirovych onemocnéni. Cytomegalovirova kolitida muaze byt prFi¢inou prdjmu
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u nékterych transplantovanych pacientu a cytomegaloviry mohou zpusobovat exacerbace
symptomU chronického zanétlivého onemocnéni stfeva jako je Crohnova nemoc a ulcerujici
kolitida.

Ze stolice imunokompromitovanych pacientd bylo izolovano Mycobacterium tuberculosis a
Mycobacterium avium-intracellulare (MAI). 1zolaCni postupy jsou nespolehlivé, maji nizky
pozitivni zachyt a nejsou doporu€ovany v narodnich standardnich metodach. Oba tyto
organismy mohou byt izolovany z hemokultur u diseminovanych infekci. Kultivace pro MAI by
se mély hlasit referenénim laboratofim.

Odbér vzorku stolice

Néktefi Klinici radi pouzit 3 denni pravidlo. Toto pravidlo se odvozuje od nizkého poctu
stfevnich patogenu izolovanych od pacientl, ktefi byli hospitalizovani déle nez 3 dny.
Ukazuje, ze vzorky stolice od téchto pacienti by nemély byt kultivovany, pokud
nesplnuji nasledujici okolnosti:

1.pacienti trpici prdjmem béhem tfi dnli po pfijmu

2.pacienti s nozokomialnim prdjmem pouze pfi spInéni jednoho z nasledujicich faktor:
-vék 65 nebo vice s komorbiditami zpusobujicimi trvalou zménu organovych funkci
-pacienti, ktefi jsou HIV pozitivni

-pacienti s neutropénii

-podezieni na nozokomialni outbreak

3. pacienti, u kterych je podezfeni na neprijmové manifestace stfevnich infekci

Dodrzovani 3 denniho pravidla vychazi z klinické informace k pfislusnému vzorku. Pravidlo
muze byt nespolehlivé pfi nelupiném vyplnéni zadanky, coz mlze byt pfi€inou pozdniho
rozpoznani outbreakll nemocni€nich infekci. Klinici a pracovnici laboratofe by méli
konzultovat mistni uplathovani 3 denniho pravidla pfi kultivaci stfevnich vzorkd na svych
oddélenich a jejich pouziti by se mélo zvazovat peclivé ve svétle souCasnych zmén
v prevalenci a zavaznosti prajm0 zpusobenych Clostridium difficile. Testovani toxinu
Clostridia difficile je pozadovano pro pacienty v nemocnici vzdy, kdyz je podezieni
na infekéni prajem.

Bakterie bézné vyvolavajici gastrointestinalni infekce
Campylobacter

Druh Campylobacter sp. byl poprvé rozpoznan jako pfiCina potratl u koni a ovci a pficina
prijmd u hovéziho dobytka a prasat. Prvni izolaty ze stolice od lidi byly izolovany v €asnych
sedmdesatych letech. Campylobacter species je nyni znam jako hlavni priCina enteritidy
Kampylobakterova enteritida ma velké sezdénni vrcholy, které se vyskytuji v kvétnu a zafi.
Campylobacter jejuni odpovida asi 90% oznamenych infekci a zbytek je zpusoben
Campylobacter coli a Campylobacter lari. Z prijmovych onemocnéni byly izolovany také jiné
druhy rodu Campylobacter. Druhy nejCastéji izolované zonemocnéni u c¢lovéka jsou
termofilni, tzn. Ze rostou pfi 42° C — 43° C a pii 37° C, ale ne pfi 25° C. Campylobacter jejuni,
subspecies doylei a Campylobacter fetus nerostou pfi 42°C.

U lidskych hostitelt je prajem obvykle kratky a bez nasledku. Plvodni symptomy mohou byt

vazné s horecCkou a bolesti bficha napodobujici apendicitidu. Stolice obvykle obsahuje hlen
s krvi a leukocyty. Vzacné muze byt infekce vyvolana Campylobacter species invazivni
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od prechodné bakteriémie s Uzdravou po fulminantni gramnegativni sepsi. Prilezitostné
muze mit infekce nasledky v podobé reaktivni artritidy, bursitidy, endokarditidy a
novorozenecké sepse. Mlze dojit k akutni postinfekéni demylienizaci, postihujici
periferni nervovy systém (syndrom Guillain - Barré) nebo centralni nervovy systém
s hlavovymi nervy (Miller-Fischertv syndrom) — areflexie, ataxie a paréza kranialnich nerva =
polyneuritis cranialis. Toto onemocnéni zpusobuji specifické sérotypy kampylobaktera.
Klinické projevy téchto pfipadu s postizenim mozkového kmene a kranialnich nervi musi byt
rozpoznany od podobnych pfiznakd vzniklych pfi botulismu. V pfipadé botulismu jsou
zachovany hluboké Slachové reflexy, u postinfekéniho demyelinizaéniho onemocnéni se ale
brzy ztraceji. U demylienizacnich onemocnéni je pomaly prevod v nervech a v likvoru bézné
dochazi k vzestupu koncentrace proteint, obvykle bez jakékoliv doprovodné pleocytdzy.

Obé skupiny poruch mohou vyustit v respiraéni selhani, které vyzaduje mechanickou
ventilaci.

DalSimi druhy rodu Campylobacter jsou napf.Campylobacter upsaliensis a Campylobacter
hyointestinalis. Campylobacter fetus je oportunisticky patogen, ktery muze byt izolovan
z krve a ostatnich krevnich tekutin u imunodeficientnich pacientl a je odpovédny za 8 — 10
% pfipadd kampylobakterové bakteriémie. V pozitivnich hemokulturach se obvykle
neprokazuje smiSena infekce, a proto by se k vyoCkovani mély pouzivat spiSe krevni agary
nez selektivni kampylobakterové plotny. Campylobacter fetus a Campylobacter fetus
subspecies veneralis nemusi vyrust pii 42° C. Ostatni druhy jako jsou Campylobacter
concisus, Campylobacter rectus a Campylobacter curvus pochazeji ze zubnich abscesl a
byly izolovany z kofenovych kanalkd zubU, z krve nebo z jinych lokalizaci.

Campylobacter upsaliensis se vyskytuje u psl, Campylobacter hyointestinalis a
Campylobacter coli se vyskytuji u prasat.

Helicobacter a Arcobacter species

Ruzné druhy rodu Helicobacter byly popsany jako etiologicka agens u lidskych
gastrointestinalnich onemocnéni, jako Helicobacter fennelliae (dfive Campylobacter
fennelliae) a Helicobacter cinaedi (dfive Campylobacter cinaed). Nékolik species dfive
klasifikovanych v rodu Campylobacter se nyni zafazuje do rodu Arcobacter napt. Arcobacter
butzleri, ktery byl také popsan jako pfic¢ina lidské gastroenteritidy.

H. cinaedi se vyskytuje u kfe€kl a Arcobacter species u rliznych zvifat v€éetné hovéziho
dobytka a prasat. H. fennelliae a H. cinaedi se poprvé objevily jako pfi¢ina onemocnéni
u muzu, ktefi méli sex s jinymi muzi. Relevantni anamnéza mulze vést dalSi vySetfovani
u individualnich pacienta.

Salmonella

Netyfové salmonely (Salmonella species jiné nez je Salmonella Typhi, Salmonella
Paratyphi A,B,C) a Salmonella Dublin jsou ubikvitérni ve zvifeci populaci. Lidska infekce
vznika pozifenim potravin zvifeciho plvodu a pitim vody kontaminované zvifaty nebo
pfenosem z Clovéka na Clovéka. Pfenos z Clovéka na Clovéka u netyfovych salmonel se
vyskytuje pfi Spatné hygienické urovni, napf. ve zdravotnickych zafizenich s mentalné
postizenymi a na Skolach. Ve vyskytu infekci je vyznamna sezénni variabilita s vrcholem
incidence béhem léta a podzimu. Infekce Salmonella species mliZze souviset s cestovanim
do ciziny a s dovazenymi potravinami. VétSina salmonel je izolovana z prdjm0 a ze zvratkd,
ale salmonely mohou byt izolovany i zjinych vzork(l jako je krev a mo¢&. NejCastéjsi
onemocnéni zplsobené salmonelami je gastroenteritida. Infekce se projevuje symptomy
v podobé bolesti bficha, prGjma, zvraceni a nauzey. Casto jsou doprovazené horeckou.
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Jinymi klinickymi projevy salmonelézy, jsou bakteriémie a fokalni metastatické hematogenni
infekce. U malého poctu pacientd mize vzniknou onemocnéni pfipominajici tyfus (stfevni
horeCku). Malé pocéty Salmonella species mohou byt pfitomny ve stolici zdravych
nékteré komorbidity jako malnutrice, imunosuprese, srpkovita anémie, achlorhydrie a zanét
tlustého stfeva.

Strevni horecka (tyfus)

Pravidelnymi vyvolavateli invazivni infekce v podobé& enterdlni (tyfoidni) horecky jsou
Salmonella Typhi a Salmonella Paratyphi (skupina A, B a C). VétSina sérotypu salmonel se
pfenasi ze zvifete na Clovéka, ale Salmonella Typhi a Salmonella Paratyphi se obvykle
prenaseji potravinami nebo vodou kontaminovanymi fekaliemi. Lidé, ktefi se vyléci ze stfevni
horeCky, mohou byt po dlouhou dobu nosi¢i salmonel. Navratné infekce netyfovymi
salmonelami mohou byt pozorovany u pacientt s HIV/AIDS.

Pfi znamé infekci nebo podezieni na Salmonella Typhi a Salmonella Paratyphi A, B nebo C
se prace s materialem a kultivace musi provadét v biohazardnim boxu.

Stifevni horecka je multisystémové onemocnéni charakterizované:
- protrahovanou teplotou

- hypertrofii a aktivaci retikuloendotelialniho systému, zvlasté stfevnich a mezenterickych
lymfatickych tkani a jater a sleziny

- dalSim rysem je trvala infekce krevniho fecisté bez kolonizace endotélii nebo endokardu

- metastaticka infekce a imunologické komplikace v podobé imunokomplexovych depozit
vedouci k multiorganové dysfunkci

- rlizova vyrazka (slabé viditelna roseola typhi)

- sdruzeni se zacpou, zfidka je vidét prdjem vétSinou pozdé v priibéhu onemocnéni
- reaktivni artritida

- nizké pocty leukocytl (neutropenie)

Etiologické agens stfevni horeCky nemusi byt pfitomno ve stolici. Pro laboratorni vySetfeni
stfevni hore€ky neni vhodna kultivace ze stolice. Mély by byt odebrany hemokultury a stfevni
horeCka musi byt potvrzena izolaci Salmonella Typhi nebo S. Paratyphi z krve (viz. _6), ve
Zlugi (viz. 1),v kostni dfeni (viz.1) nebo v modi (viz. 7). Chronické nosicstvi se vyskytuje u
pacientl, ktefi se uzdravili z akutniho onemocnéni (bud z gastroenteritidy nebo stfevni
horecky), ale stale vylu€uji salmonely. Salmonella species mlze byt pfitomna ve stolici nebo
moci pacientll po dobu 1 roku nebo i déle. Hlavni misto, kde organismus dlouhodobé
preziva, je zluCovy trakt. Obstrukce zlu€ovymi kameny nebo jizveni zlu€ovych cest mlze
znesnadniovat eradikaci baktérii. Podobné mize byt nosistvi salmonel v moovém traktu
souviset s urolitidzou a s poSkozenim vyvolanym mocovou schistosomiazou.

Shigella

Infekce shigelami muze vyvolavat fadu pfiznakd. Nejmirnéjsi prabéh onemocnéni je
charakteristicky vodnatym prijmem, ktery se ale mize stupfovat do dyzentérie (Uplavice)
s Castym malym objemem stolice obsahujicim krev, hlen a hnis. Prdjem muze byt
doprovazen horeCkou a Zalude¢nimi kieCemi. Obvykle jde o celkovou poruchu vnitfniho
prostfedi na rozdil od pfipadl dyzentérie zpusobenych Entamoeba histolytica, kde pacient
kromé stfevnich problémi muaze zUstat relativné zdrav.
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Existuji ¢tyfi druhy rodu Shigella
-Shigella dysenteriae

-Shigella flexneri

-Shigella boydii

-Shigella sonnei

Diagn6éza bacilarni dyzentérie se provadi izolaci infekéniho organismu. Kultivace a
aglutinace Shigella dysenteriae u podezielych by se méla provadét v biohazardboxu.

VSechny Ctyfi species jsou schopné vyvolat Uplavici, ale Shigella dysenteriae sérotyp 1
vyvolava zvlasté vaznou formu onemocnéni s vyznamnymi celkovym postiZzenim organismu
v dusledku produkce shigatoxinu, ktery je tésné pfibuzny k toxinu produkovanému kmeny
verocytotoxického E. coli 0157 (VTEC) — viz.dole. Stejné jako u infekce VTEC muze infekce
s toxigenni S. dysenteriae vyvolat hemolyticko-uremicky syndrom.

Organismy se vétdinou pfenaseji pfimo z osoby na osobu a mnoZeni v prostfedi se vyskytuje
zfidka. Shigely se lehce prenaseji rukama (fekaloralni Sifeni), krvi nebo vodou nebo
kontaminovanymi pfedméty. Shigella species jsou vysoce infekéni, zvlasté u S. dysenteriae
je kpfenosu zcClovéka na Clovéka tfeba 10 - 100 organisml v jedné infekéni davce.
Asymptomaticka infekce byva popisovana zvlasté u kmenu Shigella sonnei. Epidemicky
vyskyt mlOze byt spojen s tésnym kontaktem v kolektivu ve Skolach, vézenich,
psychiatrickych zafizenich a pfi nizké urovni hygieny. Umrti jsou mnohem g&astgji vidét
béhem hladomoru a v zemich se Spatnymi socioekonomickymi podminkami. Nejcastéjsi
species izolovana v CR je Shigella sonnei. S. dysenteriae a S. boydii jsou vzacné a vétsinou
souviseji s cestou do ciziny.

Escherichia coli
Enterotoxigenni E. coli (ETEC)

ETEC zpUsobuje cestovatelsky prijem a podobné také détsky priijem v rozvojovych zemich.
VétSinou vznika mirny vodnaty prijem s bfiSnimi kie€Cemi, nauzeou a nizkou teplotou. Izolaty
popsané v soucasnosti v souvislosti s outbreaky u pacientd byly charakteristické dlouho
trvajicimi symptomy. ETEC se prokazuji sou¢asnym pouzitim molekularnich a kultivacnich
metod a vySetfuji se hlavné v referenénich laboratofich v pfipadech indikace na zakladé
klinické symptomatologie a anamnézy pacienta.

Enteropatogenni E. coli (EPEC)

Tyto organismy zpuUsobuji prljem u déti. Nezda se, ze by produkovaly toxiny, ale jsou
enteroadherentni a poskozuji stfevni klky. Symptomy zahrnuji vazné, dlouhodobé, nekrvavé
prajmy obvykle s vylu¢ovanim hlenu. Casté jsou také zvraceni a hore¢ka. Pro detekci EPEC
,0“ antigenu jsou komeréné dostupna polyvalentni antiséra. NepouZivaji se ale rutinné
v rozvojovych zemich, protoze outbreaky EPEC jsou nyni vzacné. EPEC mohou
vyvolavat cestovatelské prijmy

Enteroinvazivni E. coli (EIEC)

EIEC zpusobuje onemocnéni podobné dyzentérii charakterizované horeCkou, kifeCemi
v bfiSe, vodnatym prijmem s krvi a hlenem, ktery vétSinou obsahuje leukocyty. Symptomy
velmi pfipominaji shigelézu. EIEC invaduji do stfevni sliznice a rozru$i epitelialni buriky. Tyto
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organismy se v evropskych podminkach vyskytuji vzacné, a proto v tomto standardu neni
doporuceno rutinni vySetfovani. Stolice od pacientl s dyzenterickym syndromem negativni
pfi vySetfeni podle standardnich metod muze byt zaslana do referenéni laboratofe kvuli
prukazu téchto méné Castych baktérii.

Verocytotoxigenni E. coli (VTEC)

E. coli O 157 je jednim z nékolika sérotypl E. coli produkujicich verocytotoxiny. Toxin je
podobny shigatoxinu Shigella dysenteriae a vyvolava hemoragickou kolitidu a hemolyticko
uremicky syndrom (HUS). Infekce se li§i zavaznosti od mirnych k trvalym prijmdm a mohou
se vyskytovat v jakékoliv vékové skuping, ackoliv nej¢asté&jSi jsou u déti. U infekci
vyvolanych verocytotoxin produkujicimi E. coli O157 neni vzdy pfitomna ve stolici krev a
pfitomnost krve nesmi byt proto jedinym kritériem pro vybér vzork( k prikazu tohoto
organismu. Nejvy$Si incidence infekci vyvolanych verocytotoxin produkujicimi E. coli O157 je
u déti pod 5 let véku. Existuje také vyznamna variabilita vyskytu téchto infekci s vrcholem
incidence vlété a v Casném podzimu. Epidemie byly pfimo spojeny s pozitim
kontaminovaného vafeného masa, mléka a vody, mletého hovéziho, hovézich burgerd,
nepfimo byly spojeny se zeleninou, jableCchym mostem a s majonézou. Outbreaky se
vyskytuji v institucich jako jsou kojenecké domovy, byly popsany rovnéz outbreaky infekce
E. coli 0157 u navstévniki zemédeélskych farem. Infekci mohou vyvolat nizké podty
verocytotoxin produkujicich E. coli O157. Provedeni kultivace na VTEC se v tomto standardu
doporu€uje pro vSechny prajmovité vzorky. Podezielé izolaty mohou byt predbézné
identifikovany jako E. coli 0157, které se konfirmuji v rutinni laboratofi sérologickymi a
biochemickymi testy. Kultivace znamych nebo podezfelych E. coli O157 a jinych VTEC musi
byt provadéna v biohazardboxu. V posledni dobé se vyskytly pfipady infekce se sorbitol
fermentujici VTEC 0157 (podrobnosti v technické informaci). Pfedbézné potvrzené izolaty se
odesilaji do referencni laboratofe k detekci genu pro verocytotoxin, potvrzeni identifikace a
fagové typizaci. VTEC O157 jsou pohyblivé a maji flagelarni antigen H7, ale ve 20 % kmenu
jsou fenotypové nepohyblivé. Existuji metody a selektivni agary k prikazu E. coli O157.
Stolice od pacientu s dyzenterickym syndromem a negativnhim vysledkem vyS$etieni podle
standardni metody se mohou zaslat do referenéni laboratofe k prikazu jinych typU
verotoxigennich E. coli. Viz také nahofe vztah Campylobacter a Helicobacter species a
enteroinvazivni E. coli.

Enteroagregativni E. coli (EAEC)

Tuto skupinu tvofi enteroadherentni E. coli, které jsou sdruzeny s chronickym prdjmem,
zvlasté u déti v mnoha Castech svéta. U déti se symptomy infekce EAEC projevuji vodnatym
prdjmem, zvracenim, dehydrataci a nékdy bolestmi bficha, hore€kou a krvavou stolici. Tyto
organismy byly detekovany jako cestovatelské infekce a mohou také vyvolavat chronicky
prujem u pacientu infikovanych HIV. EAEC se detekuji adherenci na HEp-2 a na HelLa buriky
s tvorbou charakteristického cytopatického efektu, a tato metoda je povazovana za zlaty
standard. Produkce toxinl se nezda byt dulezitd pro patogenitu a kmeny patfi k riGznym
sérotypim. V soucasnosti neexistuji zadné rutinni testy pro prikaz na izolaci EAEC. Jestlize
se pozaduje toto vySetfeni, stolice se zasild do referenCni laboratofe na testovani
zalozenych na DNA a nebo na kultivaénich metodach.

Difuzné agregativni E.coli (DAEC)
DalSim nové popsanym enteropatotennim E. coli je difuzné agregativni E.coli (DAEC).

Vibrio species
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Vibrio species se vyskytuje v brakickych nebo slanych vodach po celém svété. Nékolik druht
je patogennich pro ¢lovéka a jsou obvykle spojeny s poZitim kontaminované vody nebo
mofrskych plodl. Nejcastéji jse z prujmu izoluje Vibrio cholerae,coz je pfFi¢inné agens cholery,
Vibrio parahaemolyticus, Vibrio fluvialis a Vibrio mimicus. Vibrio vulnificus nezplsobuje
prijem, ale bylo izolovano zkrve a tkané septickych pacientd, zvlasté pacientd
s onemocnénim jater. Symptomy se pohybuji od mirného prdjmu obvykle doprovazeného
Zalude¢nimi kieCemi a zvracenim az k explozivnim prdjmim. Kmeny Vibrio cholerae O1 jsou
etiologickym agens epidemické cholery. Vibrio cholerae O1 ma dva biotypy - klasicky a
El Tor. V. cholerae O1 muze byt dale rozdéleno na tfi sérotypy: Ogawa, Inaba a Hikojima.
Kmeny Ogawa a Inaba aglutinuji se specifickymi antiséry, kmeny Hikojima, ackoliv jsou
vzacné, aglutinuji jak s anti-Ogawa, tak anti-Inaba antiséry. V roce 1993 se objevila nova
séroskupina Vibria cholerae 0139 Bengal, ktera rovnéz zplsobuje choleru. Vynofila se v jizni
Indii a Sifila se do nékolika zemi na asijském a americkém kontinentu. Hlavni symptomy
cholery jsou pasaz profuzniho vodnatého prdjmu s hlenem, ale bez krve, coz stolici dava
vzhled ryzové vody. Ztrata tekutin a dehydratace jsou hlavni pfi¢inou smrti. Inkubacéni
perioda se li8§i od nékolika hodin do nékolika dnu. Prijem mulze trvat do Sesti dnd.
Dlouhodobi nosici jsou vzacni. Epidemie cholery jsou nejCastéji spojeny s kontaminovanou
vodou. Zdrojem infekce mohou byt také kontaminované potraviny, zvlasté Spatné upravené
syrové moiské plody. V. cholerae O1 a 0139 vytvareji cholerovy toxin (CT), ne tak
V.cholerae non-O1/0139 kmeny, které pouze pfilezitostné produkuji enterotoxin. CT je velmi
podobny tepelné labilnimu enterotoxinu, ktery produkuje nékolik kmen( E. coli (ETEC: viz
vyse).

Vibrio parahaemolyticus a V. fluvialis jsou odpovédné za svétové rozSifenou gastroenteritidu
(charakteristicky je pro né akutni prijem, ktery maze byt krvavy a trvat kolem tfi dnt) spojeny
s pojidanim kontaminovanych mofskych plodl, zvlasté ustfic. Je tfeba poznamenat, ze
Vibrio hollisae neroste na TCZS.

Prijem spojeny s predchozim pouzitim antibiotik (AAD = Antibiotic Associated
Diarrhoea)

Clostridium difficile

Zmény ve stfevni flofe sdruZzené s pouzitim Sirokospektrych antibiotik a chemoterapeutik
mohou vyvolat kolonizaci stfeva Clostridium difficile. Je to nejCastéjsi identifikovatelna
pfiCina antibiotické kolitidy. NejCasté&ji ji vyvolavaji 1éky, které maji vyznamny ucinek na
mikrofléru stfeva. Jsou to Sirokospektré betalaktamy, cefalosporiny, klindamycin a nové
fluorochinolony. Ukazalo se, ze incidence infekce C. difficile klesa ve chvili, kdy je

pod kontrolou antibioticka Ié¢ba. Vytvareji se dva toxiny, A (enterotoxin) a B (cytotoxin), které
zpusobuji charakteristické poskozeni sliznic sestavajici z plakovitych Iézi, vedoucich k tvorbé
pseudomembrany. Ne v8echny kmeny C. difficile produkuji toxin a ne vSechny tudiz
vyvolavaji nemoc. Spektrum pfiznakll onemocnéni se pohybuje od pfechodnych prdjmu po
pokrocCilé pfipady zavazné pseudomembrandzni kolitidy. Nejpfesnéjs§i diagndéza
pseudomembrandzni kolitidy je endoskopicky prikaz pseudomembran ve stfevé nebo
mikroabscesl u pacientl Ié€enych antibiotiky, ktefi maji prijem a ktefi maji prokazany toxin
C. difficile ve stolici. Organismy se vyskytuji v souvislosti s epidemiemi v nemocnicich a
v zafizenich nasledné péce pro staré lidi. Pfedstavuji dalezitou pfi¢inu nemocni¢nich infekci
a organismus muze byt izolovan z nemocni¢niho prostfedi, kde je nachazen na podlaze,
toaletach a loznim pradle. Pokud neni Zzjisténa dalSi pfi¢ina pro vysvétleni poruchy
gastrointestinalniho prostfedi, povazuje se prikaz toxint C. difficile v prijmovité stolici za
prikaz CDAD (Clostridium Difficile Associated Diarrhoea). V epidemické situaci je
potvrzujicim ddkazem CDAD soucasny prlkaz toxinu s izolaci C. (difficile
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v primokultufe.Pokud je stolice negativni na pfitomnost toxinu, mélo by nasledovat vySetfeni
toxinG z izolatu, ¢imz se maze zvysSit pocCet pozitivnich pacientd. | kdyz se za zlaty standard
detekce toxin C. difficile povazuje prikaz cytopatického efektu neutralizovatelného
antitoxinem proti C. sordelli na tkanové kultufe, zavedeni metody vyzaduje znacnou
technickou zkuSenost a pfi provadéni znamena obvykle 24 az 48 hodin zpozdéni kone€¢ného
vysledku kvuli vyvoji cytopatického efektu. Tkanové kultury, zviasté s Vero burikami, mohou
detekovat i jiné cytotoxiny ve stolici, které jsou spojeny s prdjmem jako napf. enterotoxin

C. perfringens. Cytopaticky efekt, ktery neni neutralizovatelny pomoci antitoxinu C. sordellii,
muze ukazovat, Ze jsou pfitomny jiné patogeny.

K detekci toxinu C.difficile jsou k dispozici etné komeréni EIA testy.Nékteré prokazuji toxin
A, jiné toxin A a B, avSak senzitivita a specificita obou téchto vysetfeni se li§i. Komer¢ni
Elisy, které detekuji oba toxiny A a B jsou povazovany za vhodné&jsi nez ty, které prokazuji
pouze toxinA , ponévadz byly popsany epidemie vyvolané A- B+ kmeny. Existuji vySetfovaci
soupravy zalozené na latexové aglutinaci, ale nejsou tak pfesné jako EIA a maji
slabou citlivost. Byl navrzen prukaz toxin( protismérnou imunoelektroforézou, ale tato
metoda postrada citlivost a specificitu a neni doporu¢ena.

Pfipravuji se také testy, které se provadéji u lizka pacienta (,bedside testy“), které zfejmé
budou v budoucnosti hrat velkou roli. Maji velmi dobrou citlivost. Typizace kmenu C. difficile
je nékdy uzite€na pfi vySetfeni hromadnych pfipadl infekce. Pouziva se typizace pomoci
bakteriofagli, bakteriocinli a sérotypizace. Jako mezinarodné doporuc¢ena metoda ziskava
podporu PCR a v Anglii byla zfizena ribotypizacni sit, ktera by se méla pouzit v situacich
epidemie. Jiné metody pouzivaji profily bunéénych protein a jiné metody DNA analyzy.

Jiné organismy

Kromé C. difficile mlze vyvolat toxinézu sdruzenou s antibiotickou kolitidou C. perfringens,
S. aureus, Klebsiella oxytoca, Candida species a Salmonella species.

Mikroorganismy nalezené za zvlastnich okolnosti
Yersinia enterocolitica

Yersiniézu vyvolava omezeny pocet kmenl O séroskupiny Yersinia enterocolitica, zejména
03, 09 a 05, 027 v Anglii a O8 v severni Americe. Infekce jinymi typy je vzacna. Pocetné
epidemie potravinového plvodu zpusobené Y. enterocolitica se vyskytly v Evropé, Severni
Americe a v Japonsku. K infekci obvykle dochazi pozitim kontaminovanych potravin, mléka
nebo vody. Casto prokazovanym zdrojem infekci jsou prasata. Infekce se vyskytuje mnohem
Castéji u déti mladSich 6 let a u velmi starych lidi. Po poziti se organismus mnozi v lymfatické
tkani tenkého stfeva, kde mize zpUsobit hyperémii, infiltraci neutrofily a ulceraci. Inkubaéni
doba je mezi 4 - 7 dny. Prilezitostné mulze dojit k hematogennimu Sifeni za vzniku
septikémie s tvorbou abscesu v organech jako jsou jatra a slezina. Yersiniosa mulze
vyvolavat rizné klinické symptomy jako jsou:

- akutni prdjem

- mezenterialni lymfadenitida
- terminalni ileitida

- pseudoapendicitida

- septikémie

- metastaticka infekce

- imunologické nasledky (jako reaktivni artritida).
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Kultivace yersinii se doporucuje pouze pfi klinickém podezieni. |zolaty by mély byt pfedany
referen¢ni laboratofi k biotypizaci a nebo sérotypizaci a ke stanoveni patogenity.

Yersinia pseudotuberculosis

Yersinia pseudotuberculosis kolonizuje sliznice mnohych divokych a domacich zvifat a
ptakd. V souvislosti s chytanim hlodavcl se vyskytuji se epidemie, ale pouze vzacné dochazi
k infekci u lidi. 1zolaty pochazely z krve, lymfatickych uzlin, pfipadné ze stolice.

Clostridium septicum

Clostridium septicum se vzacné izoluje ze stolice starych osob. Byla prokazana souvislost
mezi bakteriemii C. septicum, neutropenii a enterokolitidou. Ve vzacnych pfipadech ma
neutropenicka enterokolitida fulminantni pribéh, ktery byva smrtelny, i kdyz je lé¢en pomoci
chirurgického zakroku nebo podanim antibiotik. Pacient miva bolesti bficha a horecku

s pfiznaky apendicitidy. V téchto pfipadech byva C. septicum izolovano z krve nebo

ze stfevniho obsahu.

Aeromonas species

Aeromonas species je vyvolavatel vodnatého nekrvavého prdjmu u malych déti a starSich
vnimavych pacientd. K pfenosu agens a ke vzniku epidemii dochazi potravinami a vodou,
jejich vyznam je stale nejasny a rutinni vySetfovani téchto species se nedoporucuje.

Plesiomonas shigelloides

Plesiomonas shigelloides byl izolovan od pacientll s prijmem a zalude¢nimi kfeCemi
v pfipadé epidemii gastrointestinalnich infekci vzniklych po poziti potravy a kontaminované
vody. Nékteré pfipady a epidemiologicka data potvrzuji etiologickou ulohu P. shigelloides pfi
prijmovych onemocnénich, etiologie vSak neni zcela potvrzena a nedoporucuje se rutinni
vySetfovani téchto organismu.

Edwardsiella tarda

Vyvolava sporadické pfipady gastroenteritidy podobné onemocnénim vyvolanym
salmonelami v€etné stfevni horecky. Jeho rutinni izolace neni doporucena.

Paraziti

Cetna stfevni onemocnéni jsou vyvolana parazity.
Viry
Viry vyvolavaji bézné prljmy a zvraceni u déti a jsou hlavni pfi€inou epidemické

nebakteridlni gastroenteritidy u déti. V rozvojovych zemich je virova gastroenteritida
signifikantni pfi¢inou onemocnéni a umrtnosti u déti.

Viry vyvolavajici gastroenteritidy:

Rotaviry — zpusobuji prijem a zvraceni nejCastéji u malych déti. Nékdy se vyskytu;ji
epidemie v jeslich. PfFilezitostné pulsobi rotaviry gastroenteritidu u dospélych, vrchol
incidence je v letnich mésicich, k infekci dochazi fekalné oralni cestou. Rotaviry se také
vyskytuji ve zvratkach, které jsou také dllezitym vehikulem pro pfrenos. Virus se Sifi
v aerosolovych kapkach a vyvolava kontaminaci prostfedi. Britské standardy nedoporucu;ji
vySetfovani zvratku na rotaviry. Rotaviry jsou nejCastéjsi pfi€inou prajm( u pfedskolnich déti,
proto by se u vzorku stolice v této vékové skupiné mél vzdy provadét screening na viry.
Detekéni metody na rotaviry ve vzorcich stolice odebranych b&éhem akutni faze onemocnéni
zahrnuji elektronovou mikroskopii, ELISU a latexovou aglutinaci.
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Adenoviry — jsou méné Castou pfiinou akutnich prijmd u malych déti nez rotaviry. Dochazi
k epidemiim ve Skolkach a na détskych oddélenich nemocnic. Obvykly je protrahovany
prijem a nizka teplota. NejCastéjsi pfi€inou adenovirového prdjmového onemocnéni jsou
adenoviry typl 40 a 41 (skupina F adenovir(). Komerni metody jako EIA obvykle pouzivaji
pouze tyto typy, zatimco elektronova mikroskopie detekuje enteralni i neenteralni adenoviry.
Stéle Castéji se v laboratorni diagnostice adenovirt pouziva PCR.

Noroviry nebo malé kulaté virové céastice (SRSV) — jsou jednou skupinou kalicivird
vyvolavajicich gastrointestinalni onemocnéni. Jsou hlavni pfi€inou nebakteridlni epidemické
gastroenteritidy. K epidemiim obvykle dochazi v komunité a v nemocnicich, nasledné péci a
v domovech dlchodcu. Jsou postizeny vSechny vékové skupiny, ale pfevladaji dospéli.
Infekce se obvykle Sifi kontaktem z osoby na osobu, ale byly dokumentovany pfipady
zpUsobené fekalni kontaminaci potravin nebo vody. SRSV jsou také nalézany ve zvratcich,
vtomto pfipadé je virus pfenaden ingesci aerosolovych kapének. K pfenosu infekce
v epidemii mulze dochazet potravinami napf. pfi konzumaci Uustfic kontaminovanych
odpadnimi vodami nebo jesté Castéji jako vysledek kontaminace potravin infikovanych

pfi pfipravé rukama pracovnik(. NejCastéjSi symptomy jsou zvraceni, €asto explozivni,
prujem, bolesti hlavy, bolesti kloubu, kifeCe v bfiSe. Inkuba¢ni doba je kratka mezi 15 - 50
hodinami a uzdraveni obvykle bez problém0 kolem 24 hodin. Prikaz SRSV elektronovou
mikroskopii vyZaduje vzorky stolice odebrané béhem 48 hodin po zacatku symptomu.

Ve specializovanych laboratofich je dostupné vySetfeni Real Time PCR. Zvratky se
nedoporucuje vySetfovat. Existuje komeréni ELISA pro detekci norovirl ve vzorcich stolice,
ale spolehlivost takovych vySetfeni neni dobra kvili vysoké variabilité nékterych kmen(
viru.V laboratorni diagnostice se dava prednost specifi¢téjsi PCR

Sapoviry — jsou nenorovirové kaliciviry vyvolavajici gastrointestinalni symptomy. ZpUsobuiji
prujem, zvraceni, obvykle bez teplot. Infekce se vyskytuje hlavné u kojencl, malych déti a
starsSich lidi s narUstajici incidenci v zimnich mésicich. Vyskytly se dobfe popsané epidemie.
Detekce kalicivirl se provadi elektronovou mikroskopii v akutnich vzorcich stolice nebo
pomoci RT-PCR.

Astroviry — infekce se vétSinou vyskytuje v détstvi a symptomy jsou mirné. Symptomy jsou
zvraceni, bolesti bficha, prijem a teplota. Astroviry se prokazuji elektronovou mikroskopii
v akutnich vzorcich stolice, ELISA testy a nebo RT-PCR.

Bakterie produkujici toxiny vyvolavajici otravu potravinami
Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus tvofi €ast stfevni fléry a mlze byt za béznych okolnosti prokazovan
v malém mnozstvi ve stolici. Pfi infekci jsou ve stolici pfitomna vét§i mnozstvi
Staphylococcus aureus. Symptomy otravy z potravin vyvolané S. aureus jsou zvraceni,
nauzea, kieCe v bfiSe, €asto nasledované prijmem. Inkubacni doba je 1 — 6 hodin. Kmeny
S. aureus, které zpusobuji otravu potravinami, produkuji tepelné rezistentni enterotoxiny.
Otrava toxinem S. aureus vznika po konzumaci jidla, v némz se organismus pomnozil a
vytvofil enterotoxiny. Toxiny jsou relativné stabilni a mohou byt pfitomny v u¢inné podobé i
v nepfitomnosti Zivych stafylokokd po vafeni, pasterizaci nebo prodlouzeném skladovani
surovin. Diagnéza se potvrdi kultivaci stolice infikovanych osob a pfisludného jidla.
Organismus muze také byt izolovan ze zvratk(, ale kultivace ztéchto vzorkd neni
doporu€ovana. Kultivace nemusi byt Uspé&Sna, protoze organismus muze odumfit

po vytvoreni enterotoxinu. V takovém pfipadé je mozné dostate¢né mnozstvi enterotoxinu
v jidle prokazovat pomoci imunoeseje. Detekce enterotoxinu ve stolicich nebo zvratcich ma
omezeny diagnosticky vyznam. Izolované stafylokoky by meély byt fagotypizovany a
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testovany na produkci enterotoxinu v referencni laboratofi. Kmeny produkujici enterotoxin
mohou byt identifikovany jako pfiCina infekce pfi izolaci identickych fagotypl z jidla a
ze stolice.

Bacillus cereus a Bacillus species

Bacillus cereus je bé&Zznou pfi€inou otravy z potravin po poZiti toxinu spiSe nez infekci Zivymi
organismy. Otrava z potravin se vyskytuje po konzumaci potravin, v nichZz se organismus
pomnozil do velkého mnoZzZstvi a vytvofil toxin. Klinické syndromy mohou zahrnovat
prijmovy syndrom, ktery pfipomina otravu z potravin vyvolanou Clostridium perfringens a
ktera je vyvolana enterotoxinem a emeticky syndrom zplsobeny termostabilnim peptidem.
Emeticky syndrom je sdruzen s konzumaci ryZe a téstovin a je charakteristicky nauzeou a
zvracenim 1 - 5 hodin po konzumaci pfislusné stravy. Prijmové typy zpUsobuji prijem a
bolesti bficha 8 - 16 hodin po jidle kontaminované potravy.

Sporadické otravy z potravin mlze také vyvolavat Bacillus subtilis a Bacillus licheniformis.
Bacillus cereus se muze vyskytovat v malém mnozstvi ve stolici zdravych lidi. V pfipadé
podezieni na otravu z potravin se provadi kvantitativni kultivace ze stolice, zvratki a
potravin. PoCty zivych bunék z jidla jsou obvykle vétsi nez 104/g potraviny. K prilkazu toxinu
v jidle se da pouzit imunoesej, ale prikaz toxinl z bakterialnich izolatd nebo ze stolice
pfipadné zvratkl ma omezenou diagnostickou hodnotu.

Clostridium perfringens

Poéty C. perfringens v normalni lidské stolici jsou obvykle mensi nez 10% - 10° /g stolice.

Nékteré druhy, jako C. perfringens typ A2, vyvolavaji mirnou formu otravy z potravin a
vyskytuji se ve vSech vékovych skupinach. Prevladajici symptomy této toxindzy jsou vodnaty
prujem s velkymi zaludecnimi bolestmi a inkubacni dobou 8 - 24 h. Pfi infekci C. perfringens
typu C se mulze rozvinout nekrotizujici enteritida (enteritis necroticans). Mortalita se blizi
40 %. Onemocnéni je znamé jako ,pig-bel“ na Papui Nové Guinei, kde mize nasedat
na oslavy, kde se konzumuje Spatné uvafené veprové, a jako ,darmbrand“ v Némecku.
Onemocnéni bylo popsano narlznych mistech ve svété. Laboratorni potvrzeni otravy
z potravin vyvolané C. perfringens musi splfiovat nejméné jedno z nasledujicich kritérii:
izolace stejného sérotypu ze stolice postizenych stravnikl a z potravy, detekce enterotoxinu
ve stolici postizenych lidi, a nebo poéty spér ve stolici vice nez 10°/ g. Standardy doporuéuiji,
aby se vysetfeni stolice na C. perfringens provadélo pouze pfi vyskytu otravy z potravin a
aby se vysSetfeni C. perfringens u pfipadd, které nebyly postizeny otravou, rutinné
neprovadélo. Pocty spér C. perfringens se prokazuji po provedeni alkoholového Soku.
Mohou byt uZiteéné kvantitativni studie, kde podty spor vice nez 10%/g se vyskytuji pouze
u pfipadu ofravy z potravin. Diagnéza se konfirmuje priikazem enterotoxinu C. perfringens
v extraktu z Cerstvych vzorku stolice. |zolaty C. perfringens se uschovaji pro sérotypizaci a
vzorky stolice se ponechaji pro testovani toxinu.

Clostridium botulinum

Clostridium botulinum je vyvolavatelem vzacné, ale Casto smrtelné otravy z potravin.
Botulismus je neuroparalytické onemocnéni vyvolané neurotoxiny (botulotoxin) C. botulinum
a klasifikuje se ve Ctyfech kategoriich:

- klasicka forma botulismu vznikajici po konzumaci potravin, ktera se typicky vyskytuje
u dospélych, vznika pozienim preformovaného toxinu v kontaminované potravé

- ranny botulismus je nejméné Casta forma onemocnéni pfi vytvofeni toxinu in vivo potom,
co se C. botulinum pomnozilo v infikované rané
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- détsky botulismus je vzacny, ale infekce je u déti velmi €asta. K onemocnéni dojde
pfi pomnozeni C. botulinum v détském stfevé s produkci neurotoxinG. Symptomatologie
muZze byt mirna, ale muze dojit i k nahlé smrti.

- nerozhodna klasifikace botulismu - oznaluji se tak pfipady botulismu u pacientd,
ve véku vice nez 12 mésicl bez prokazaného puvodce v potravé nebo v rané.

C. botulinum vytvafi toxiny v pfipadé pfeZiti a pomnoZeni baktérii v nevhodné zpracovanych
a skladovanych potravinach. Preformované toxiny mohou byt pozdéji zkonzumovany
s potravinou, vstfebaji se do krevniho obéhu a vazou se na synapse perifernich nervu, kde
blokuji pfenos vzruchu. Postupné se rozviji chaba paralyza s typickym postiZzenim hlavovych
nervi v nékterych pfipadech se zastavou dechu. Botulismus je tfeba odlisit

od demyelinizaéni polyneuropatie a Miller Fischerova syndromu (viz Nahofe). Botulotoxin

vvvvvv

pfi bioterorismu.

Obvykla zavaznost symptomd a doba trvani provedeni vySetfeni vyzaduje aby predbézna
(prozatimni) diagnéza byla vyslovena klinikem pouze na bazi klinické symptomatologie
u pacienta. Laboratorni nalezy, které potvrzuji klinickou diagnézu, zahrnuji prdkaz toxinu
v séru nebo ve stolici a prlikaz organismu v potravinach (nebo ve stolici v pfipadé détského
botulismu). Tato vySetfeni by se méla provést v referenéni laboratofi, kultivace v tomto
standardu neni doporucena.

Technické informace - limity

Studie zamérfena na kultivaéni metody neprokazala zadné vyznamné rozdily v izolaci
Salmonella species nebo Campylobacter species pfi vyoCkovani vzorku pfimo na plotnu
nebo pfi inokulaci po pfedchozim nafedéni v kultivaénim médiu. Redéni vyznamné sniZuje
mnozstvi kompetujici (konkurenéni) flory bez toho, aniz by se snizovaly pocty patogent. Bylo
také prokazano, ze stacilo jen nékolik subkultur pro Campylobacter species, kdyz se pouzilo
nefedéné inokulum, takZe vlastné se sniZila cena laboratorniho vySetfeni. Studie v roce 2002
porovnavajici xylosa — lysin - dezoxycholatové meédium (XLD), alfa-betachromogenni
médium (ABC) a manitol — lysin - krystalova violet - briliantova zelefi - agar (MLCB)
prokazala, ze XLD plus MLCB je optimalni kombinace, kdyz se pouziva pfimé ocCkovani.
MLCB bylo prokazano jako nejlepSi pro jednoduché pfimé ocCkovani pro netyfové salmonely,
zatimco XLD zlstalo nejucinnéjsi pro rutinni diagnostickou praci.

Pomeér izolace Campylobacter species je vy$Si a rast kompetujici flory je mensi, kdyz se

pouziva inkubacéni teplota 42°C misto 37°C, ale zachyt takovych organismu jako je
Arcobacter species a H. cinaedi mUze byt nizsi.

Se zachytem takto rliznorodé skupiny baktérii ze stolice jsou spojeny rGzné technické
problémy:

1) Organismy mohou byt citlivé na selektivni agens inkorporovana do kampylobakterovych
agarl (napf. C. upsaliensis, C. hyointestinalis a H. fennelliae jsou senzitivni na cefalotin)

2) Arcobacter species a H. cinaedi nemusi narst pfi 42°C

3) C. hyointestinalis mUze vyzadovat vysSi tenzi vodiku nez se vyskytuje u komeréné
dostupnych kita generujicich mikroaerobni atmosféru.

Celkové se vsak vyskyt lidskych onemocnéni témito organismy v Anglii povazuje za nizky, a
proto je volba inkubacni teploty, vybér selektivnich pud a doporuceni ve standardnich
metodach primarné zaméreno na prikaz C. jejuni, C. colia C. lari.
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Vysledky studie pouziti laktéza a manitol - selenitovych tekutych pomnozovacich pud s
naslednym vyoCkovanim na XLD nebo DCA vedly knavrhu, Ze rutinni diagnostické
laboratofe budou vyockovavat pomnozovaci manitol - selenitovou pudu na XLD.

Detekce toxinu je povazovana za vhodné vysetfeni u sporadickych pfipadd onemocnéni
vyvolanych C. difficile. Nicméné u outbreaku, kde se vyzaduji epidemiologické studie, se
pozaduje prukaz toxinu plus izolace C. difficile. Jestlize je objem prace pro laboratof pfili§
velky na to, aby provadéla obé vysetfeni, Ize provadét vySetfeni toxinu a stolice by se méla
uskladnit pfi 4° C nebo pfi -20 °C pro pozdéjsi kultivaci a typizaci izolatu. Zprava pracovni
skupiny PHLS deklaruje, Ze vSechny laboratofe by mély byt schopné izolovat Clostridium
difficile ze vzorku stolice pro typizaci pfi podezieni na outbreak, kdy je nezbytna typizace
izolatd.

Tam, kde je klinické podezieni na VTEC, zvlasté u déti pod 15 let a u dospélych pfes 65 let,
a na CT-SMAC agaru nejsou predbézné zjistény zadné kolonie sorbitol nefermentujici E. coli
0157, se doporucuje, aby klinické laboratofe:

- testovaly aglutinaci sorbitol fermentujicich kolonii s antisérem proti E. coli 0157
- konfirmovaly identifikaci kolonii aglutinaéné pozitivnich na O157 jako Escherichia coli

- V8echny izolaty v Cistych kulturach pfedbézné lokalné konfirmované jako E.coli O158
(sorbitol nefermentujici nebo sorbitol fermentujici) by se mély uchovat na Sikmych Zivnych
agarech. Kultury se maiji urychlené dopravit do NRL ke konfirmaci identifikace, k prikazu
gent pro verocytotoxin a k fagové typizaci.

Do referencni laboratofe by mély byt zaslany vzorky stolice z klinickych pfipad(, z nichz
nebylo izolovano VTEC 0157 pro detekci verocytotoxin produkujicich E. coli nebo
séroskupin jinych nez 0157 (non-O157 VTEC).

Poznamka: V. hollisae neroste na TCBS (TCZS).
PREANALYTICKA FAZE
Informace o odbéru materialu, technicka informace/omezeni

Informace o vySetifenich poskytovanych na oddéleni se nachazi v LP_2 — Laboratorni

pn"'iruc":ka, informace k preanalytlcke fazi vysetrenl jsou uvedeny v souhrnne strucne tabulc X

Drlruckv ) — Prlrucka k odberu bloloouckeho materlalu pro vvsetrenl U odberu se Dostuowe

podle OSOP_1 - Odbér biologického materialu, zapis do LIS se provadi podle MP_3 — LIS,

pfipadné neshody na pfijmu se feSi podle LP s pouzitim F_10 - Telefonické konzultace a
hlaSeni neshod pfi pfijmu vzorku

ANALYTICKA FAZE

1 Bezpecnost prace

1.1 Odbér vzorku
Nespecifikovano

1.2 Transport a skladovani
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Kousek stolice v hermeticky uzavieném sterilnim kontejneru, méné vhodna je vytérovka v
transportni Amiesové pudé. Nevhodné jsou suché tampony.

1.3 Zpracovani vzorku

OBP na urovni BSL2 pro rutinni vySetfeni stolic, doporu€uje s prace v biohazardu pfi
podezieni na:

- Salmonella Typhi

- Salmonella Paratyphi A,B,C

- Vero cytotoxin produkujici E. coli 0157 (VTEC O157)
- Shigella dysenteriae 1

S.Typhi, S.Paratyphi A,B a C zpUsobuji zavazné a nékdy smrtelné onemocnéni a byly
popsany laboratorni infekce. K dispozici je vakcina proti S. Typhi podle pravidel HPA.

VTEC 0157 a S. dysenteriae typ 1 zpUsobuji zavazné a nékdy fatalni onemocnéni a rovnéz
laboratorni infekce. Pro vyvolani onemocnéni staci nizké pocty baktérii.

Pfi podezfeni nebo znalosti obsahu botulotoxinu v materialu se ma material zpracovavat
na urovni BSL3 kvuli riziku poziti nebo inhalace toxinu.

Pro laboratorni personal mohou byt rovnéz byt nebezpecné dalSi infekce (napf. toxigenni V.
cholerae).

Laboratorni postupy, které vyvolavaji infekéni aerosoly, musi byt provadény v biohazardboxu.
Shora uvedena pravidla by méla byt doplnéna lokalnimi bezpe¢nostnimi pravidly.

Odkaz na vSechny postupy bezpecnosti prace dle PR_3 - Provozni fad , MP_11 -

Manipulace s infekénim odpadem, PP_104_Zpracovani materialu
‘g iinich mist (K 11
2 Odbér vzorku

dle LP_2 — Laboratorni pfirucka

2.1 Optimalni ¢as pro odbér vzorku
Co mozna nejdfive po nastupu symptomu.
2.2 Spravny typ vzorkl a metoda odbéru

Vzorky stolice se odebiraji z Cisté, suché podlozni misy na jedno pouziti nebo podobné
nadoby a vlozi se do hermeticky uzaviratelného kontejneru. Vzorky nesméji obsahovat
mydlo, detergent nebo zbytky dezinfekce na mise.

2.3 Adekvatni mnozstvi a vhodny pocet vzorki

1 - 2 g stolice stadi pro rutinni kultivaci. Testy pro kvantifikaci otravy z potraviny mohou
vyzadovat do 10 g. Jestlize se odebere béhem jednoho dne vice vzorkl, mohou se vzorky
pfi zpracovani spojit.

3 Transport vzorku a skladovani

dle LP_2 — Laboratorni pfirucka
3.1 Cas mezi odbérem a zpracovanim
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Vzorky stolice se musi do laboratofe dopravit a zpracovat co nejdfive (pro shigelly do 30
minut), protoze mnohé dulezité patogeny jako napf. shigely nemusi pfezit zmény pH, k nimz
dochazi u vzorkl stolice, které nejsou ihned dopraveny do laboratofe, a to dokonce i pfi
zamrazeni.

3.2 Specialni pozadavky k uchovani kvality vzorku
Nejsou specifikovany.
4 Zpracovani vzorku

Podle seznamu priorit a individualni zavaznosti vzorku informace na MP_26 — Urgentni

vzorky, stanoveni prioritnich materiald, ranni hlaseni
PP_116 - Zpracovani vytéru z rekta (stolice) - zakladni kultivace, PP_117 - Komplexni

vySetreni stolice

Uskladnéni biologického materialu v laboratofi podle MP_5 — Uchovani vzorkud
4.1 Vybeér testu

Vyberte reprezentativni ¢ast vzorku pro vysetfeni jako je prikaz toxinu C. difficile (PP_62 -
Stanoveni antigenu a toxinu C. difficile imunochromatograficky ze vzorku stolice), vySetfeni
parazitd nebo na virologii podle pozadavk( a klinickych informaci (PP_60 - Stanoveni

adenoviru a rotavirl imunochromatograficky ze vzorku stolice, PP_61 - Stanoveni norovirQ

imunochromatograficky ze vzorku stolice).

4.2 Vzhled (jen u komplexni stolice)

Vzorky se popiSou podle makroskopického vzhledu jako formované, poloformované nebo
tekuté, barva.

Je nutno uvést pfitomnost krve, hlenu a parazita (hlistd).
4.3 Mikroskopie (jen u komplexniho vysetieni stolice)
4.3.1 standard

Vsechny vzorky od symptomatickych pacientd.

Na vyZadani: Pfipravte médium pro tlusty natér stolice na €isté mikroskopické skli¢ko, aby se
barvilo na Cryptosporidium species.

4.3.2 Doplnkovy, komplexni stolice

Pfipravte vlhky preparat pro zhodnoceni mikroskopie na pfitomnost bilych a ervenych
krvinek, vajicka, cysty a parazity na Cistém mikroskopickém skli¢ku.

4.4 Kultivace a vySetieni
4.4.1 Dekontaminace

Rutinni kvantifikace pomoci dekontaminace a fedéni vzork(l neni doporucena v téchto
postupech pro vySetfeni Bacillus species nebo C. perfringens. Nicméné tento postup muze
byt pouzit u epidemii tam, kde je to klinicky indikovano.

4.4.2 Zpracovani vzork
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Dle PP_116_Zpracovani vytéru z rekta/stolice - zakladni kultivace, PP_117_Komplexni

vySetfeni stolice. Natfe se &ast nebo kapka stolice na plotnu tak, aby pokryvala oblast
v ekvivalentni &tvrtiné nebo tfetiné celé plochy. Provadi se dfevénou ty€inkou nebo klickou.

Stolice muze byt nafedéna 1:10 ve vhodném fedidle pfed inokulaci na kultivaénim médiu podle lokalniho protokolu. Bylo
ukazano, ze fedéni vyznamné snizuje mnozstvi kompetuijici fléry, aniz by snizovalo izolaci nizkych poctu patogent.

Pro izolaci individualnich kolonii rozo€kujte inokulum sterilni klickou.

Inokulujte ¢ast stolice o velikosti hrachu nebo nékolik kapek stolice do pomnozovaci pudy.
Po inkubaci vyockujte pomnozovaci pldu s minimalnim michanim plidy s pouzitim sterilni
klicky pro odbér inokula tésné pod hladinou pudy a inokulujte vhodna média PP_20 — |zolace
a rozoCkovani

Inokulujte Hottingerlv bujonu pro aglutinaci EPEC PP_116_Zpracovani vytéru z rekta/stolice
- zakladni kultivace, PP_117_Komplexni vySetfeni stolice.

4.4.3 Tabulka Kultivaéni média, diagnézy a organismy pro vSechny tyty vzorki
Viz pfiloha 1

4.5 Identifikace

V8echna prace se S. Typhi, S. Paratyphi A,B,C, verocytotoxigennimi E. coli a Shigella
dysenteriae se museji provadét v bio hazardu v BSL3.

4.5.1 Minimalni aroven identifikace

Bacillus species rod

Campylobacter species rod

C. difficile species

C. perfringens species

E. coli 0157 species + séroskupina
Salmonella species rod, aglutinace do sérotypu
S. Typhi/Paratyphi species

Shigella species species

S. aureus species

Vibrio species species

Vibrio cholerae species, O1, 0139 nebo ne
Yersinia species species

Paraziti viz pfislusna SOP.

Organismy musi byt dale identifikovany, jestlize je to klinicky nebo epidemiologicky
pozZadovano.
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dle BSOPID_1 - Identifikace Iékaisky dulezitych mikroorganismi pomoci orienta¢nich a

komerénich fenotypovych metod a metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF
4.5.2 Spoluprace s referenénimi laboratoremi
Viz. informace na webu téchto laboratofi.

Izolaty sdruzené s outbreaky, kde je epidemiologicky indikovano a organismy s neobvyklym
nebo neznamym fenotypem rezistence a kde je laboratorni nebo klinicky problém pfipadné
odchylka, by mély byt zaslany do pfislusné referencni laboratore.

Vzorky pacientd se syndromem gastroenteritis, pro které neni zadna pfiina nalezena,
pomoci standardnich mikrobiologickych technik by mély byt zaslany do pfislusné referenéni
laboratore.

dle MP_8 — Evidence vzorkld odeslanych do smluvnich a spolupracujicich laboratofi. MP_23
— Zasilani materialu, K_16_Kmeny zaslané do NRL.

4.6 Vysetreni citlivosti

Dle BSOPTP_1 - Mikrobiologické vySetifeni citlivosti mikroorganismu na antibiotika

semikvantitativni diskovou difusni metodou, kvantitativni diluéni metodou v mikrodesti¢kach
a kvantitativni metodou E-test .

POSTANALYTICKA FAZE

5 sdélovani vysledku, predpokladana doba odezvy laboratore
5.1 Vzhled

Popisuje se pfitomnost krve nebo hlenu, barva, konsistence, makroskopicky viditelni
parazité.

5.2 Mikroskopie
5.2.1 Standardni

V Gramové barveni popiste kvantitativni a kvalitativni poméry rdznych morfotypt baktérii
ve stolici, pfitomnost a mnozstvi leukocytd, kvasinek, spor.

V pfipadé pfitomnosti parazitli uvedte tyto v parazitologickém vySetieni stolice.

5.2.3 Mikroskopie oznamovaci ¢as

Urgentni mikroskopie telefonicky nebo elektronicky.

Psana zprava: 48 — 72 hodin.

5.3 Kultivace

Oznamuje se pfFitomnost nebo nepfitomnost specifického patogenu a doplrikova vysetfeni.
5.3.1 Cas déleni

Klinicky urgentni vysledky telefonicky nebo elektronicky.

Psana zprava dle LP_2 — Laboratorni pfirucka .
5.4 VySetreni citlivosti
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Obecné se neprovadi, pfipadné podle klinické indikace, rozhodne odecitajici pracovnik.
Podle klinické nebo epidemiologické indikace u prvniho vyskytu salmonel, bez tisku do
vysledka.

5.5.Uvolnovani a expedice vysledkt

Dle F_56 - Pracovnici opravnéni provadét SOP a PP, MP_7 — Kontrola a uvolfiovani
vysledku

6 Hlaseni hygienické sluzbé

B. cereus
Campylobacter species
C. perfringens

E. coli

Salmonella species
Shigella species

Vibrio cholerae
Pfiloha1a 2

Podle platné narodni vyhlasky (Seznam infekénich chorob - pfiloha k EPIDATu -

podléhajicich povinngsti hlaseni pfisluSnému organu ochrany vefejného zdravi, ED: Povinna
hlaseni dle Vyhl.MZ CR €.473/2008 Sb., ve znéni vyhlasek &.275/2010 Sb. A ¢.233/2011 Sb)

a seznamu hlasenych patogena.

Podle lokalni epidemiologické situace se hlasi Komisi pro nozokomialni infekci ONTU,
urgentné telefonicky nebo retrospektivné jednou tydné.

Podle _6 — HIaSeni i i i, hlaseni ialni akaz. do K_11_Stfevni
laboratof - hlaSené kmeny, K 15 Kniha hladek a pravdépodobnych nozokomialnich kmenu

7.Materialné technické zabezpeceni

7.1 Personal

Osoby opravnéné podle F_8 Odborné kompetence, F_56 - Pracovnici opravnéni provadét
SOP a PP.

7.2.Pristroje a pomocna zarizeni
Viz Pfiloha €. 2.

Dle PP_116 Zpracovani vytéru z rekta/stolice - zakladni kultivace, PP_117_ Komplexni
vySetfeni_stolice, BSOPID_1 - Identifikace |ékarsky dulezitych mikroorganismd pomoci

orientacnich a komerénich fenotypovych metod a metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-
TOF, BSOPTP_1_Mikrobiologické vySetieni citlivosti mikroorganismi na antibiotika
semikvantitativni diskovou difusni metodou, kvantitativni diluéni metodou v mikrodesti¢kach
a kvantitativni metodou E-test

7.3.Chemikalie, reagencie a spotiebni material (tabulka)
Viz Priloha €. 3.
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Dle PP_116_Zpracovani vytéru z rekta/stolice - zakladni kultivace, PP_117_Komplexni
vyéetfem’ stolice, BSOPID 1 - Identifikace Iékarsky dulezitych mikroorganisml‘] pomoci

] l ]
TOF, BSOPTP 1 Mlkrobloloalcke vvsetrenl C|tI|vost| mlkroorqanlsmu na antibiotika

semikvantitativni diskovou difusni metodou, kvantitativni diluéni metodou v mikrodesti¢kach
a kvantitativni metodou E-test

7.5.Prostory
Provadi v mistnostech PFijem materialu, Stfevni laboratof, Identifikacni laboratof

8.Systém kontroly kvality
Podle QSOP_2 - Interni kontrola kvality v klinické mikrobiologii, MP_22 — EHK.

9.Validace a verifikace

Provadéné SOP jsou validovany udaji v recenzované literature a Narodnich SOP
(viz. Literatura) a jsou verifikovany v ramci EHK v nichz se laboratof u€astni a pomoci IHK
viz odkazy:

QSOP 2_interni kontrola kvality v klinické mikrobiologii

Dokumenty SLM CLS JEP platné pro NASKL a CIA:

http://www.splm.cz/dokumenty/PSSLP_2.pdf,
http://www.splm.cz/dokumenty/PS_VALVER.pdf

10.Souvisejici dokumentace

10.1. pFirucky, metodické postupy a dokumenty

Vyhl.MZ CR &.473/2008 Sb., ve znéni vyhlasek &.275/2010 Sb. a .233/2011 Sb
PK_1 - Pfiru¢ka kvality

LP_2 - Laboratorni pfirucka

PR_3 - Provozni fad

MP_1 - Pfijem materialu

MP_2 - Identifikace vzorkd

MP_3 - LIS

MP_5 — Uchovani vzorku

MP_6 — Hladeni infek€énich nemoci, hladeni nosokomialnich nakaz

MP_7 — Kontrola a uvolfiovani vysledki

MP_8 - Evidence vzorku odeslanych do smluvnich a spolupracujicich laboratofi
MP_11 — Manipulace s infekénim odpadem

MP_20 — Expedice vysledku

MP_23 — Zasilani materialu

MP_26 — Urgentni vzorky, stanoveni prioritnich materiald, ranni hlaSeni

BSOPID_1 Obecné zasady identifikace medicinsky vyznamnych baktérii

SOPTP_1 - VySetfovani citlivosti na antibiotika semikvantitativnim difusnim testem,
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kvantitativni diluéni mikrometodou a metodou E-test
PP_1 - Zhotoveni preparatu pro barveni

PP 3-8 . “tu dle G
PP_20 — Izolace a rozoCkovani

PP_22 — Vyo€kovani tekutych pad

PP_104_Zpracovnani materialu z normalné sterilnich mist (K 11)

PP_116_Zpracovani vytéru z rekta/stolice - zakladni kultivace
PP_117_Komplexni vySetieni stolice
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F_59 - Evidence Sarzi — citlivosti

F_69 — Ranni vyoCkovani materialu
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Ptiloha &. 1 - KULTIVACNI MEDIA, PODMINKY A ORGANISMY
Pfiloha €. 2 - PFistroje a pomocna zafizeni k vySetfeni stolice
Priloha ¢. 3 — Reagencie

Pfiloha €. 4 - Algoritmus zpracovani vzorku stolice
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