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SHRNUTI

> Tato prace se zabyva problematikou nosi¢stvi nebezpeéné patogenni bakterie
Neisseria meningitidis u zaku sttednich skol.

> Nas vlastni vyzkum byl rozdé€len do tii navzajem se prolinajicich fazi.

V prvni fazi jsme se vénovaly ziskavani zakladnich informaci o bakterii Neisseria
meningitidis a onemocnéni, které vyvolava, tj. zanétu mozkovych blan.

V druhé fazi jsme zapocaly vlastni prakticky vyzkum sestavajici z provadéni vytért
dutiny tstni u dévéat a chlapci ve ve€ku 15 az 19 let a nasledné kultivace a diagnostiky
ziskanych bakteridlnich kultur.

Ttreti fazi bylo zpracovéavani ziskanych dat, jejich kategorizace, vyhodnoceni a
zpracovani tabulek a grafi.

> Nase prace byla zaméfena na prikaz bakterii druhu Neisseria meningitidis a jeji
nosic¢stvi na sliznici a statistické vyjadreni ziskanych hodnot. Nosicstvi jsme zjistili u 7 %
zaku sttednich skol.

1. Uvod

K této praci nds pfivedla kazuistika mladého chlapce, ktery nédhle onemocnél
meningitidou a zemfel. Zajimalo nas, kolik zdravych bacilonosi¢li se vyskytuje mezi nasimi
vrstevniky.



Podnétem vedoucim ke vzniku této prace pro nas bylo letmé, ptesto poutavé dotknuti
se této problematiky pii vyuce na VOSZ a SZS Hradec Kralové. Zde jsme ziskaly prvni
informace a podklady. Nasledn¢ jsme se rozhodly provést na tomto poli vlastni vyzkum.

Pod vedenim odborného konzultanta jsme provedly fadu stért z Gstni sliznice studentt
stiednich Skol v Hradci Kralové.

Vsechny vysetfované jsme seznamily s vykonem a moznymi riziky. VySetfovani zaci
dobrovoln¢ pristoupili k vySetfeni a podepsali informovany souhlas s provedenim vytéru ustni
dutiny. VySetfeni bylo provadéno anonymn¢.

2. Teoreticky zaklad prace

2.1. Zakladni informace

Neisseria meningitidis je typickym pivodcem bakterialnich meningitid, hlavné u
adolescentll nebo mladistvych. Meningokoky jsou rozsifeny po celém svété. V Ceské
republice jsou pti¢inou meningitid hlavné antigenni typy A a B. Neisseria meningitidis je
pouze lidsky patogen. Nakaza se §ifi kapénkovou infekci. Inkubace je nékolik hodin az 3 dny.
Po usazeni Neisseria meningitidis v nosohltanu mutze dojit k lehkému zanétu, ale Casto je
pacient bez obtizi. U nékterych pacienti dojde Kk piesunu bakterii do krve a nasledné do
mozkomi$niho moku. Neni zcela jasné, které faktory podporuji dalsi rozvoj infekce. Ziejmé
svou roli hraje virulence kmene a stav imunologické reaktivity ¢lovéka (imunologicky deficit
i nespecifikované zmény v imunologické reaktivité pii mimotadné fyzické i psychické zatézi).
Onemocnéni vznika nahle vysokou horeckou, tfesavkou a rozvojem meningealnich piiznak.
Nékdy mize byt prubéh onemocnéni tak rychly, ze dojde ke smrti bez rozvinuti typickych
klinickych ptiznaki. Neisseria meningitidis je kultivacné naro¢na. Roste na specialnich
kultivaénich padach v podobé lesklych prihlednych kolonii. Neisseria meningitidis je dobie
citliva na antibiotika. K 1é¢eni se pouziva penicilinova, popiipadé cefalosporinova fada.

2.2. Epidemiologie

Zdrojem nékazy je infikovany nemocny nebo nosi¢ Neisseria meningitidis. Nosi¢ je
osoba, kterd sama nevykazuje klinické znamky infekce, pfestoze je danym bakteridlnim
kmenem kolonizovdna. Nosi¢stvi je nejcastéji na sliznici dychacich cest, zvlasté klenby
nosohltanu.

Nékaza se prenasi vzduSnou cestou, vzacné i Cerstve potiisnénymi predméty (piibory,
nadobi, hracky).

Nosicstvi miize pfetrvavat tydny, mésice, roky a miize byt také intermitentni a tedy
mikrobiologicky obtizné odhalitelné.

3. Metodika, material

Vytéry krku jsme provadely u chlapcii a divek nasi vékové kategorie. Dévcata byla
zékyné Vyssi odborné Skoly zdravotnické a Stfedni zdravotnické Skoly v Hradci Kralové.



Chlapci byli zéaci Stfedni primyslové Skoly a Stfedni odborné skoly a Stfedniho odborného
ucilisté v Hradci Kralové. Odbéry biologického materidlu byly pfedem domluveny vedenim
obou Skol. Odbéry jsme provad€ly za dodrzeni BOZP, v ochranném plasti, tstence a
v ochrannych gumovych rukavicich. Zaky jsme poudily o Géelu odbéru a pozadaly jsme je,
aby podepsali informovany souhlas s odbérem. Samotny vytér probihal bez problémii.
Pozéadaly jsme dotycné, aby co nejvice otevieli usta, vyplazli jazyk a pokusili se fici ,,A* nebo
,»E“. Poté jsme setfely mandle nebo patrové oblouky a nanesly jsme vytér ihned na kultivacni
pudu. Puady se zhotovenymi natéry jsme musely ditkladné tepelné zabezpecit kvili transportu
do laboratoie, nebot’ venkovni teplota v té dob¢ byla kolem 0 °C.

Konecny pocet ziskanych vzorkl byl 243.

Neisseria meningitidis se musi kultivovat v CO, prostiedi, a tak jsme kultivacni pudy
vlozily do nadoby s vikem, kde jsme zapalily svici a Cekaly, az zhasne. Poté jsme ptdy
vlozily do termostatu. Po 24 a znova po 48 hodinach jsme vyhodnotily riist kolonii. Protoze
jsme pouzily selektivni pldu, rostly zde pouze neisserie. Dale jsme ovéfily neisserie
oxitestem a Gramovym barvenim. Neisseria menigitidis je gramnegativni diplokok. V piipadé
pozitivniho vysledku jsme provedly Neisseriatest, ktery jsme odecitaly po 24 hodinach
kultivace v termostatu.

3.1. Metodika

3.1.1. Odbér vzorku z dutiny ustni

Provedeni: opatrné zavedeme tampon do dutiny ustni, vyhneme se klzi, vytfeme
patrové oblouky, pfip. mandle; jednim tamponem je mozné provést stér z obou patrovych
oblouk.

Pro stér se uziva sterilni vatovy tampén (MEUS s. r. L., Plove di Sacco, Italy; pro CR
distribuuje JK TRADING s. r. 0., Brno, Czech Republic).

3.1.2. Kultivace

Biologicky material jsme ihned po stéru odbérovym tamponem nanesly na kultivaéni
pudu GO agar. Naockované ptudy jsme umistily do samostatného termostatu a kultivovaly pfi
37 °C za zvysené tenze CO,. Odecitaly a kontrolovaly jsme je opakované, a sice po 24 a 48
hodinéch.

Narostlé kolonie jsme urcily oxitestem, Gramovym barvenim a Neisseriatestem.

3.1.3. Mikroskopicka identifikace

Preparat barveny dle Grama

Barveni dle Grama je nejpouzivanégjs$i barveni v mikrobiologii. Informuje o poctu a
tvaru bakterii, jejich uspofadddni a barvitelnosti dle Grama, coZz mé diagnosticky vyznam.
RozIisi bakterie na grampozitivni (modré) a gramnegativni (Cervené). Tato metoda barveni se
opira o skute¢nost, Zze vytvofeny komplex krystalové violeti a Lugolova roztoku po oplachu
alkoholem zlstavd pouze v grampozitivnich bakteriich, z gramnegativnich bakterii se
alkoholem vymyje. Toto je déno odliSnostmi ve stavbé stény grampozitivnich a



gramnegativnich bakterii. Gramnegativni bakterie jsou po oplachu alkoholem bezbarvé a
museji se kontrastné dobarvit, napt. karbolfuchsinem nebo safraninem.
Provedeni:
1. oznaceni podlozniho skla a sterilizace
2. naneseni suspenze bakterii
3. fixace preparatu protazenim plamenem kahanu
4. prevrstveni barvicimi roztoky
a. krystalova violet’ 30 s
b. Lugoltv roztok 30 s
c. oplach vodou
d. diferenciace ethanolem — oplachujeme, dokud odtéka barva
e. oplach vodou
f. kontrastni dobarveni safraninem 60 s
g. oplach vodou
5. hodnoceni mikroskopicky imerznim systémem, zvétSeni 1000krat.

3.1.4. Testy pro urceni bakterialniho druhu Neisseria menigitidis

3.1.4.1. MIKROLATEST® OXItest

(vyrobce: PLIVA-Lachema Diagnostika s. r. 0., Brno, Czech Republic)

Detekéni prouzky

Detekéni prouzky OXltest jsou ur€eny pro detekci bakteridlni cytochromoxidazy. Pritomnost
tohoto enzymu je detekovana barevnou reakci N,N-dimethyl 1,4-fenylendiaminu s a-naftolem
za vzniku indofenolové modfi. Za oxidaci ¢i redukci cytochromi je odpovédné zelezo,
obsazené v molekule cytochromu, proto pro provedeni testu je nutné pouzit plastikovou nebo
platinovou klic¢ku.

dimethylparafenyl endiamin + a-naftol
Provedeni: dle navodu k diagnostickym prouzkiim
Hodnoceni: dle navodu k diagnostickym prouzkiim

cytochrom C

» indofenolova modi +4 H + 4 ¢

3.1.3.2. MIKROLATEST® NEISSERIAtest

(vyrobce: PLIVA-Lachema Diagnostika s. r. 0., Brno, Czech Republic)

Set biochemickych testl k druhové identifikaci bakterii

Identifikaéni souprava NEISSERIAtest je urCena pro identifikaci klinicky vyznamnych
neisserii, pfedevsim N. gonorrhoeae, N. meningitidis a Moraxella (Branhamella) catarrhalis.
Souprava je umisténa na kratkém 8jamkovém stripu délené mikrotitracni desticky. Vysledky
se hodnoti predbézné po 4hodinové inkubaci, definitivni odecteni se provadi po 24 hodinach.
Testy: gluk6za, maltoza, fruktdoza, sachardza, y-glutamyltransferdza, tributyrin, syntéza
polysacharidt

Provedeni: dle navodu k setu

Hodnoceni: dle navodu k setu

3.2. Material



3.2.1. Kultivacni média

GO agar s ATB
(vyrobce: TRIOS, spol. s. r. 0., Hradec Kralové, Czech Republic)
- Selektivni pevna pada

3.2.2. RoztoKky a c¢inidla

3.2.2.1. Barveni dle Grama

» roztok krystalové violeti — krystalova violet’ (5g), 96% ethanol (200 ml)
* 1% vodny roztok stavelanu amonného (800 ml)

* Lugollv roztok — jod (1g), 1% vodny roztok KI (200 ml)

*  70% vodny roztok ethanolu

 roztok safraninu - 1% vodny roztok

3.2.2.2. Standard 1. stupen zakalové stupnice dle MacFarlanda
0,1 mol I-1 H,SO4 (9,90 ml) + 0,05 mol I-1 BaCl, (0,10 ml)

3.2.3. Pristroje a pomiicky

Termostat 37 °C, chladnicka 4 °C, bakteriologické klicky, plynovy kahan, dezinfekéni
ptipravek, laboratorni sklo.

3.2.4. Likvidace pouZitého materialu

Nakladani s odpadem zdravotnickych zatfizeni upravuje

- zdkon o odpadech ¢. 185/2001 Sb., v platném znéni, ktery zatazuje odpad podle seznamu
nebezpecnych latek

- vyhlaska MZCR ¢. 381/2001 Sb.

- katalog odpadi

- vyhlaska MZCR ¢. 383/2001 Sb., o podrobnostech nakladani s odpady

- nafizeni vlady &. 197/2003 Sb., o planu odpadového hospodatstvi CR

4. Vysledky

Po provedeni vSech praktickych ukonli a vyhodnoceni vSech testii jsme dostaly nasledujici
vysledky:

Provedly jsme celkem 243 vytérG z dutiny ustni u zaka stfednich skol ve veku 15 az
19 let. Zachytily jsme 16 pozitivnich vzorkl na ptitomnost Neisseria meningitidis, coz je 7 %
pozitivnich. U chlapct ze 145 vySetfeni jsme zachytily 11 pozitivnich na pfitomnost Neisseria
meningitidis, coz je 7,6 % (graf 2). U dévcat jsme vySetfily 98 vytér, pozitivnich na
Neisseria meningitidis bylo 5 vzorkt, coz je 5 % (graf 1). Z jinych druht rodu Neisserie jsme
zachytily: N.gonorrhoeae, N.cinerea,elongata, N.sica, N.subfalava, N.lactamica, N.catarralis a
neidentifikovatelné neisserie (graf 3).



Graf 1. Vyskyt Neisseria meningitidis u divek ve vékul5 az 19 let na VOSZ a SZS, Hradec Kralové

Zeny

Graf 2. Vyskyt Neisseria meningitidis u chlapcti ve vékul5 az 19 let na SPS a SOS a SOU Hradec
Kralové

Muzi




Graf 3. Vyskyt jinych druhii neisserii u divek a chlapci ve vekul5 az 19 let na VOSZ a SZS, Hradec
Kralové a SPS a SOS a SOU Hradec Kralové
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5. Diskuze

Rezervoarem bakterii je nosohltan inaparentnich nosicti. BartoSova uvadi nosi¢stvi asi
u 10 % zdravé populace. Incidence meningokokového onemocnéni je 1-5/100 000 obyvatel.
Pro vznik epidemii mé velky vyznam koncentrace nosic, stres a fyzicka zatéz.
V Ceské republice byla v letech 1995/96 epidemie vyvoland typem C. Od roku 2000
pievazuje v Ceské republice typ B.!

Pfitomnost Neisseria meningitidis ve vytérech nosohltanu Havlik uvadi 15 %, udava,
7e se jedna o neinvazivni kmeny, které neohrozuji svého hostitele ani okoli.?
Beran ve své publikaci uvadi procento nosic¢t Neisseria meningitidis 1-15 %, stoupne-li toto
procento nad 20 %, zvysuje se pravdépodobnost vzniku epidemie.3

V naSem vyzkumu jsme zaznamenali 7 % nosicl, coZ je nepatrné¢ mén¢, nez uvadi
literatura. Tento stav mize byt zptisoben prooCkovanim populace. Bylo by zajimavé urcit typ
izolovanych Nesserii meningitidis.

6. Zaver

V naSem vyzkumu jsme provedly odbér vytéru krku u 243 Zzakt stfednich Skol
Vv Hradci Kralové. Odebrany materidl jsme naizolovaly na selektivni kultivaéni ptiidu GO agar.
Po 48 hodinach kultivace jsme vyhodnotily rist kolonii. Pfitomnost neisserii jsme ovéfily
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2HAVLIK, J. et. al.: Infekcéni nemoci. Praha: Galén 2002. ISBN 80-7262-173-4.
$ BERAN, J. et al.: Ockovdni. Praha: Galén 2005. ISBN 80-7262-361-3.



oxitestem a Gramovym barvenim. Pfitomnost Neisseria meningitidis jsme vyhodnotily
Neisseriatestem.

Ve vzorku populace, ktery byl zastoupen v nasem vyzkumu, se podafilo zachytit
nosi¢e Neisseria meningitidis v 7 %.
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