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Metodické usmernenie
Mikrobiologicka diagnostika cholery a inych vibriéz
1. Cholera

Metodické usmernenie na mikrobiologicku diagnostiku cholery sa vydava v suvislosti s epidemickym
vyskytom cholery na réznych $tatoch Afriky a Azie s moZnostou zavlegenia tohto ochorenia na Gzemie
Eurdpy a Slovenskej republiky. V zdravotnopravnych dokumentoch EU je cholera klasifikovana ako
zdvainé importované ochorenie, ktoré moéze ohrozit aj jej obyvatelov, ¢o je zvlast aktudlne v
suc¢asnom obdobi prilevu migrantov aj zo statov, kde sa cholera vyskytuje epidemicky.

1.1. Etioldgia ochorenia

Cholera je prudké gastrointestindlne ochorenie, ktoré vyvolava bakteridlny druh Vibrio cholerae,
séroskupiny O1 - sérotypy Ogawa, Inaba, Hikojima.

V slUcasnosti najcastejSie izolovanym agensom je biotyp El Tor, ktory hemolyzuje baranie krvinky
rovnakych sérotypov ako klasické Vibrio cholerae. Okrem tohto biotypu spOsobuje epidemické
ochorenia aj Vibrio cholerae 0139 Bengal, zo skupiny non O1 vibrii, ktory akviroval schopnost tvorby
cholerového toxinu.

Hlavnym faktorom patogenity Vibrio cholerae je termolabilny enterotoxin (choleragén), ktory
podmienuje prolongovanu hypersekréciu vody a elektrolytov do lumenu tenkého creva. Vysledkom je
prudkd hnacka so stratou 20 — 30 litrov tekutiny denne ndsledkom ¢oho dochadza k dehydratacii,
hypovolemickému Soku, poruche acidobazickej rovnovahy a umrtiu. Klinické ochorenie zacina po 2 —
3 dnhovom inkubaé¢nom c¢ase, priznakmi su vracanie a prudkd vodnatd bezfarebnd hnacka bez
zapachu, ktord vzhladom pripomina ryZzovy odvar. Mortalita u nelie¢enych pacientov je 60 — 70 %.

1.2 Epidemioldgia

Jedinym pramefiom povodcu nakazy je Clovek, faktorom prenosu je najcastejsie voda a potraviny. Z
nich prichadza do uvahy hlavne mlieko a mliecne vyrobky, surové ovocie a zelenina, pripadne ind
nevarend potravina. Pri kontaktnej infekcii hra délezitu ulohu Spinava bielizen chorych ludi, v ktorej
vo vlhkom stave, moézZu prezit vibrid aj niekolko tyZzdnov. PreZivanie vibrii vo vykaloch je zavislé od
vonkajsej teploty, pohybuje sa v rozmedzi od jedného dria aZ niekolko tyzdriov. Na zamrznutych
potravinach prezivaju vibria dlhsie. Kmene biotypu El Tor preZivaju vo vonkajSom prostredi dlhsi ¢as,
ako kmene klasického biotypu. V prenose ndkazy sa m6zu uplatfiovat aj muchy pasivnym prenosom.
V preventivhych opatreniach najdéleZitejSiu Ulohu ma hygiena Zivotného prostredia a osobna
hygiena. Zvlastnu pozornost je potrebné venovat nezdvadnosti pitnej a Uzitkovej vody, odstrafiovaniu
vykalov a odpadkov rovnako tieZ potravinam.

1.3. Bacilonosiéstvo

Vzhladom na patofyziologicky mechanizmus ochorenia rekonvalescentné bacilonosi¢stvo trva
najcastejSie niekolko dni, boli vSak zaznamenané pripady dvoj-trojtyZzdriového vylucovania vibrii.
Zriedkavo méze trvat bezpriznakové nosi¢stvo aj viac mesiacov alebo rokov.
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2. Odber a transport biologického materialu
2.1 Biologicky material

Pri podozreni na choleru alebo gastrointestinalnu vibriézu sa na mikrobiologické vySetrenie odobera
stolica, alebo rektalne vytery na vatovy detoxikovany tampdn, pripadne do nadobiek z plastu pred
zacatim antibiotickej lieCby. Biologicky materidl by mal byt odobraty ¢o najskor, v priebehu prvych 24
hodin po objaveni sa klinickych priznakov. Na kultivaciu sa mozu do laboratéria zaslat aj zvratky,
pripadne iny material. Vibria su velmi citlivé na vysychanie, preto je vhodné pri dlhodobom
transoporte (viac ako 2 hodiny) vytery vlozit do polotekutého transportného média — alkalicka
pepténova voda s prisadou kalium teluritu — Goharovo médium alebo je odber mozny do Cary—
Blairovho média, v ktorom sa vibria nepomnozuju, ale dlhodobo preZivaju (az 4 tyZzdne) rovnako je
mozné pouzit aj médium Amiesovo alebo Stuartovo.

V pripade inych ako gastrointestinalnych vibridz sa odoberd material z miesta infekcie sterom na
detoxikovany tampén, vzorka sa transportuje v Amiesovom alebo Stuartovom médiu.

Pri odbere klinického materidlu je potrebny odber z charakteristického miesta v pociatocnom alebo
rozvinutom $tadiu priznakov ochorenia.

2.2 Odber vzoriek vod

Na odber sa pouZivaju sterilné flase o objeme 0,5 az 1 | so zabridsenou zatkou. Miesto odberu vzorky
vody sa urci podla charakteru zdroja a ciela vySetrenia. Z teclcej vody sa odoberaju vzorky podla
moznosti z rychleho prudu z vrstvy do 50 cm od hladiny vody. Na nepristupnych miestach sa vzorky
odoberaju z brehu pomocou odberovej tyce, v stojatych vodach z brehi pomocou odberovej tyce
alebo z ¢lna z réznych lokalit vodnej plochy. Miesto odberu urcuje mikrobiolég po konzultacii s
epidemiolégom. Pitnd voda sa odoberd podla platnych noriem. KedZe vibrid s schopné tvorit
biofilmy, je moiné odobrat aj povlaky asedimenty (sterom na detoxikovany tampdn alebo do
sterilnych odberovych nadobiek).

3. Laboratdrne spracovanie vzoriek
3.1 Mikroskopické vySetrenie

Stolicu, ktora vo véasnom stadiu ochorenia ma vzhlad ryZovej vody je mozné mikroskopovat v kvapke
fyziologického roztoku (podla konzistencie stolice) ako nativny preparat v tmavom poli alebo s
pouZitim fazového kontrastu, kde zistujeme charakteristické baktérie zakrivené na pozdiinej osi —
roztekovitého tvaru. Vibrid sa v nativnom preparate rychlo pohybuju a pripominaju hufy plavajucich
ryb.

3.2 Spracovanie klinického materialu

Material z gastrointestinalnych ochoreni (stolica, zvratky), rovnako material zo sterovych tampdnov
sa ockuje v pripade jasnej klinickej diagndzy na selektivne bakteriologické tekuté a pevné média. Vv

selektivnej kultivacie pri 37 °C sa vyuziva vlastnost vibrii rast v pritomnosti rekcie zI¢ovych soli a silne
alkalickej reakcii pH (8,2 - 8,6). Ako pevné kultivacné pédy sa pouzivaju hlavne tiosiran-citran-zI¢-
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sacharézovy agar (TCZS, TCBS), ktoré je vhodné doplnit aj o chromogénne média na izolaciu vibrii
(Chromagar Vibrio, Chromatic Vibrio). Dalej je mozné material inokulovat na MacConkey (Mc) agar.
Sucasne sa material naockuje do pomnoZovacej pody ktorou je alkalickd pepténova voda (APV), s
Upravou Ph na 8,5. Doba pomnoZenia je 4-9 hodin pri 37 °C alebo cez noc pri izbovej teplote, s
naslednym vyockovanim na uvedené agarové pdédy. Po uvedenom inkubaénom case je v pripade
negativneho zachytu potrebné preockovanie do dalsej APV, celkovo 2 az 3 krat.

3.3 Spracovanie pitnych, povrchovych a odpadovych vod

Vzorky pitnych, povrchovych a komundlnych odpadovych voéd spracovdavame tzv. cholerovou
technikou s ciefom izolacie vSetkych zastupcov celade Vibrionaceae. Vzhladom na vysoky vyskyt
sprievodnej bakteridlnej mikroflory, najma enterobaktérii v odpadovych a povrchovych vodach,
nutnou podmienkou je pouzivat selektivnu kultivaciu. Vzorka vody sa po odbere inokuluje v objeme
400 ml do 40 ml 10 x koncentrovanej pepténovej vody a po 4-9 hodinovej inkubacii pri 37°C alebo cez
noc pri izbovej teplote sa vyockuje tampdnom alebo bakteriologickou klu¢kou na TCBS a aspon jednu
dalsiu selektivne-diagnostickd podu (Mc alebo chromogénne média). Po tomto inkubacnom case je
naockovana dalSia peptonova voda v skimavke s naslednou inkubdaciou 24 hodin pri 37°C a
vyockovanie na rovnaké bakteriologické pody ako pri prvom pomnozeni. Pitnd a povrchovu vodu
mozno filtrovat cez vhodné membranové filtre (nitroceluldza s velkostou pdrov 0,45 um) v mnozstve
podla predpokladanej kontaminacie vody (vac¢sinou 100 — 500 ml). Filter sa potom vloZi do alkalickej
peptonovej vody s pretrepanim a inkubuje sa 4-9 hodin pri 37°C alebo cez noc pri izbovej teplote, s
vyockovanim na uvedené kultivacné pody. Druhou moznostou je filter filter poloZit priamo na TCBS a
dalsie kultivacné médium a takto kultivovat 24 aZ 48 hodin pri 37 °C.

Pred vyocCkovanim z tekutych pod sa poda nepremiesava, materidl na vyockovanie sa odoberd
tamponom alebo oc¢kovacou kluékou z povrchu tekutého média (rozhranie kvapalina/plyn, pripadne
blanka z povrchu). Daldie vyockovania sa doporucuju v pripade negativneho zachytu po 24 - 72
hodinach.

3.4 Hodnotenie kultur a diagnostika

Vyrastené koldnie sa hodnotia po 18 - 24 hodinach, na selektivnych pédach aj po 48 hodinach. Na
pode TCBS rastu vibria, ktoré fermentuju sachardézu v podobe Zltych priesvitnych koldnii v priemere 1
- 3 mm. Vibria je mozné zamenit s kmernmi aeromondad, ktoré fermentuji sachardzu a niekedy mdzu
na TCBS rast. ZIté koldnie je mozné preockovat na pddu TSI, zistenie tvorby indolu a hydrolyzu urey,
ako zakladnych biochemickych znakov alebo postupovat podla zauzivanych zvyklosti laboratéria. Na
vyhladavanie kolénii vibrii moZno poufzit aj oxidazovy test, vidy véak z neselektivneho média. Dalej je
vhodné vykonat string test (vibrid su pozitivne). DalSia identifikdcia izolovanych kmefiov pozostava zo
zistovania Sirokej $kaly biochemickych, fyziologickych a antigénnych vlastnosti vibrii. Na identifikaciu
mozno v sucasnosti pouzit aj automatizované systémy - APl systém, BBL Crystal, EnteroTest a iné.
Izolacie a identifikdcie vibrii z ostatnych bakteriologickych pod su rovnaké a zavisia od laboratérnej
rutiny a schopnosti mikrobioldga. Na identifikaciu je mozné vyuzit aj molekularno biologické metddy
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PCR. Biochemické testy sa odporuca robit v médiach s pridavkom 1 % NaCl, ktory vacésina vibrii ako
halofily vyzaduju a potencuje aj rast Vibrio cholerae.

Kmene, ktoré biochemickymi a fyziologickymi vlastnostami zodpovedaju charakteristike rodu Vibrio
je potrebné zaslat na dalSiu identifikaciu alebo potvrdenie identifikacie do NRC pre Vibrionaceae pri
RUVZ so sidlom v Komarne, ktoré zabezpecuje finalnu mikrobiologickt diagnostiku vibrii, vratane
sérologickej typizicie V. cholerae (Ogawa, Inaba, Hikojima, sérotyp 0139) a stanovenia produkcie
cholerového toxinu.

Aktualizoval: RNDr. Martin Sojka, PhD., veduci NRC pre Vibrionaceae pri RUVZ so sidlom v Komarne
dna 26.02. 2020
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