Epidemiologie 3-06

20.7.2006 9:03 Str. 92 }h
D
=

FEpidemiol. Mikrobiol. Imunol. 55, 2006, ¢. 3, s. 92-98

Aeromonas spp. jako puvodce akutnich prajmu déti
do jednoho roku
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Souhrn

Cil prace. Cilem prace bylo upozornit na moZnou souvislost mezi piipady akutnich priajmovych
onemocnéni a konkrétnim druhem rodu Aeromonas.

Material a metodiky: Osm studovanych kmentu bylo identifikovano jako Aeromonas spp. a blize
charakterizovano na zakladé vysledku biochemickych testi, analyzy mastnych kyselin a riboty-
pizace.

Vysledky: Aeromonady byly opakované zachyceny u étyi déti do jednoho roku, z nichz dvé muse-
ly byt pro vodnaté prajmy i hospitalizovany. Z osmi kment izolovanych aeromonad bylo Sest kme-
nu identifikovano jako A. caviae, jeden jako A. veronii bv. sobria a jeden kmen se nepodatilo zaia-
dit do druhu. Pouze v jednom pi¥ipadé byla ribotypizaci prokazana identita dvou A. caviae kmenu
od stejného pacienta, v ostatnich pripadech byly izolovany rtzné kmeny odlisnych druhu aero-
monad. Pravdépodobnym zdrojem infekci aeromonadami byla kontaminovana voda nebo potra-
viny; v jednom piipadé i kontakt s cestovateli, ktefi se vratili s prijmovym onemocnénim.

Zavér: Dokumentované &étyii piipady akutnich prijmovych onemocnéni malych déti ukazuji, Ze
aeromonady nejsou vzacné a mohou zpusobovat vazné zdravotni problémy. Podrobné epidemiolo-
gické souvislosti vsak zastavaji nejasné. Nepodaiilo se prokazat, ze klinicky zavazné piipady byly
spojeny s jednim konkrétnim druhem rodu Aeromonas, i kdyz vysledky naznaéuji dominantni alo-
hu druhu A. caviae.

Kliéova slova: Aeromonas - prujem - identifikace - ribotypizace - FAME.

Summary

Krejéi E., Andélova A., Porazilova 1., Sedlacek I.: Aeromonas spp. as the
Causative Agent of Acute Diarrhoea in Children under 1 Year of Age

Study objective: To establish whether there is a link between cases of acute watery diarrhoea and
a specific Aeromonas species.

Materials and Methods: Eight strains studied were identified as aeromonads and were further
characterized by biochemical tests, fatty acid analysis and ribotyping.

Results: Aeromonads were isolated repeatedly from stool specimens of four children under one
year of age with acute diarrhoea, two of whom were admitted to hospital. Of eight isolated
aeromonads strains six were identified as A. caviae, one was classified into A. veronii bv. sobria
and one could not be identified to the species level. Only two A. caviae strains from one patient
were found to be identical by ribotyping while the Aeromonas species (strains) isolated from the
other cases differed from one another. Contaminated fresh water, contaminated food and contact
with travellers with imported diarrhoea were identified as probable sources of infection.
Conclusion: Four cases of acute gastroenteritis in small children document that aeromonads are
not rare and can cause serious health problems. However, epidemiological links remain unclear.
We did not prove correlation between the four serious cases of acute diarrhoea and specific
Aeromonas species but the results suggest the predominant role of A. caviae.

Key words: Aeromonas - diarrhoea - identification - ribotyping - FAME.
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Mezi odbornou vetejnosti stale existuji pochyb-
nosti, zda maji byt aeromonady povazovany za
primarni stfevni patogeny [2]. Bylo prokazano, ze
urcité patogenni kmeny aeromonad mohou kolo-
vat mezi pacienty s prijmovym onemocnénim. Na
zakladé kontrolni studie, kdy bylo vySetfovano
vice nez 800 déti s prajmy z Bangladése, byly
aeromonady oznaceny jako mikroorganismus,
ktery byl signifikantné spojen s prijmovym one-
mocnénim [11]. Podle uvedené prace byly aeromo-
nady zatazeny mezi hlavni stfevni patogeny spo-
lu s dalsimi bakterialnimi agens jako jsou
salmonely, shigely, Campylobacter jejuni, Vibrio
cholerae O1 a enteropatogenni/enterotoxigenni
kmeny Escherichia coli (ETEC, EPEC). Pro pato-
genitu aeromonad svédci také jejich faktory viru-
lence, napi. cytotoxin nebo enterotoxiny [6].

Nalezy aeromonad ve stolici jsou popisovany ve
spojitosti s akutnimi vodnatymi prijmy, které
mohou doprovazet dalsi symptomy jako brisni
bolest, horecka, nauzea a zvraceni; u zavaznych
onemocnéni je mozny i nalez krve ve stolici. Aero-
monadové infekce se mohou manifestovat také
jako chronickd onemocnéni ve formé obcéasnych
prujmua, které mohou pietrvavat jesté nékolik
mésicu az let po poéateéni infekei [1, 14].

Také v nasich podminkéach Ize u pacientt s pru-
jmovym onemocnénim izolovat aeromonady.
Jejich identifikace na troven druhu je vSak kvuli
stale se ménici taxonomii a podobnym biochemic-
kym vlastnostem jednotlivych druht obtizna.
V poslednich nékolika letech byly popsany v ram-
ci rodu Aeromonas nové druhy i poddruhy, v sou-
¢asné dobé existuje 16 druht aeromonad s néko-
lika poddruhy (http://www.bacterio.cirt.fr/a/
aeromonas.html). Z jednotlivych druhu jsou ze
stolice izolovany nejéastéji A. caviae, dale A. vero-
nit bv. sobria nebo A. hydrophila [1]. Do skupiny
pro Clovéka patogennich aeromonad vsak byly
zatrazeny i druhy A. jandaei, A. veronii bv. veronii
nebo A. schubertii [12]. Mezi nové popsané druhy
aeromonad, které byly nalezeny u pripada pru-
jmovych onemocnéni, patii také A. media,
A. encheleia a A. bestiarum [13].

Prtjmova onemocnéni vyvolani aeromonadami
nejsou podle nasich zkuSenosti vzacna. Infekce,
které jsou vétSinou dobie zvladnutelné, jsme
zaznamenali predevS§im u malych déti a starsich
osob, mohou souviset i s pobytem v zahraniéi.
Zdroj aeromonadové infekce a cesta prenosu jsou
vét§inou neznamé. Obecné plati, Ze k infekci aero-
monadami dochazi predevsim po piimém kontak-
tu s kontaminovanou vodou (i plavani, potapéni)
nebo kontaminovanymi potravinami (éerstvé ovo-
ce, zelenina, maso, rybi i mlééné produkty) [1, 12,
16].

Zajimalo nas, zda existuje spojitost mezi zavaz-
nym prujmovym onemocnénim a konkrétnim
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druhem rodu Aeromonas. Uvadime zde ¢tyfi pri-
pady akutniho prijmového onemocnéni u malych
déti do jednoho roku, u kterych byly opakované
zachyceny kmeny aeromonad. Patrali jsme po
moznych epidemiologickych souvislostech. Pro
identifikaci aeromonad byly zvoleny nasledujici
metody: biochemicka identifikace, analyza mast-
nych kyselin a ribotypizace. Biochemicka identifi-
kace neznamych aeromonad do druhu vyzaduje
velké mnozstvi testa [3, 10, 16] a navic nemusi
byt spolehliva, nebot chybi dostatek druhové roz-
lisujicich test s dobrou diskriminaéni hodnotou.
Testované kmeny byly proto identifikovany
i pomoci analyzy mastnych kyselin. Tato metoda
je zaloZena na poznatku, Ze rtzné druhy bakterii
se lisi v zastoupeni jednotlivych mastnych kyse-
lin. Analyza mastnych kyselin se jiz diive pro kla-
sifikaci aeromonad osvédcila [9]. Posledni z pou-
zitych metod — ribotypizace — vychazi z restrikéni
analyzy genomové DNA s naslednou hybridizaci
se sondou komplementarni k 16S a 23S rRNA
bakterie E. coli. Sekvence genti pro ribozomy jsou
vysoce konzervativni a jsou velmi podobné mezi
vSemi bakteriemi. Ribotypizace byla proto zvole-
na jako metoda vhodna nejen pro charakterizaci
a identifikaci aeromonad [4], ale i k porovnani
identity kmenu izolovanych od jednoho pacienta.

Material a metody

Bakterialni kmeny

K zachytu stfevnich patogent (Salmonella spp., Shigella
Spp., Yersinia enterocolitica, enteropatogenni/enterotoxigenni
kmeny E. coli, Aeromonas spp.) byly vzorky stolic ockovany na
MacConkey agar (Merck), deoxycholatovy citratovy agar
(Merck) a po pomnoZeni v selenitovém bujonu také na cefsu-
lodin-irgasan-novobiocin agar (Oxoid). Pro zachyt aeromonad
byl navic pouzit Aeromonas agar (LAB M), jehoz selektivitu
zajistuji zlucové soli, briliantova zelen a irgasan. Na tomto
agaru jsou schopné rist také aeromonady citlivé k ampicilinu
[1, 2, 8]. Uvedené agary s naockovanymi vzorky (véetné sele-
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nitového bujonu) byly inkubovany po dobu 18-24 hodin pii
teploté 36 °C. Plotny se vzorky stolic naockovanych na selek-
tivni agar pro zachyt kampylobaktert (Tryptose Blood Agar
Base, Campylobacter Selective Supplement IV, Himedia) byly
kultivovany mikroaerofilné (souprava CAMPY-kult) 48 hodin
pri teploté 42 °C.

Suspektni kolonie aeromonad byly izolovany na neselektiv-
ni médium (krevni agar) a byla ovéfena oxidazova reakce.
Oxidaza- pozitivni izolaty fermentujici glukézu byly povazo-
vany za aeromonady a déle identifikovany. U vSech izolata
bylo potvrzeno zatazeni do rodu Aeromonas ovéfenim rezi-
stence k vibriostatiku O/129 (150 ug) a neschopnosti rust
v pritomnosti 6 % NaCl.

Testované kmeny aeromonad byly ziskany béhem rutinni-
ho vySettovani vzorku stolic v letech 2004 az 2005. K blizsi
charakterizaci bylo vybrano osm kment pochéazejicich ze ¢tyr
pfipadt akutniho prijmového onemocnéni. Do testovani byly
zatazeny také referenéni kultury A. caviae CCM 44917,
A. hydrophila ssp. hydrophila CCM 72327, A. veronii bv. sob-
ria CCM 1242 a A. veronii bv. veronii CCM 43597,

Biochemickd identifikace

Pro biochemickou identifikaci izolata byly pouzity vysledky
mikrotesti z komer¢éni soupravy ENTEROtest 24 (Pliva-
Lachema Diagnostika): produkce indolu, ureéaza, tvorba siro-
vodiku, Voges-Proskaueruv test, dekarboxylace lyzinu a orni-
tinu, arginin dihydrolaza, beta-galaktosidaza (ONPG),
malonat sodny, Simmons citrat, kyselina z adonitolu, cellobié-
zy, dulcitu, glukézy, inositolu, mannitolu, melibiozy, rafindzy,
rhamnoézy, sacharozy, sorbitolu a trehalézy; pro dalsi hodnoce-
ni nebyly pouZzity nespolehlivé testy hydrolyza eskulinu a dea-
minace fenylalaninu. Souprava byla naockovana a inkubova-
na podle doporuceni vyrobce. Vysledky dalsich biochemickych
testl byly ziskdny pomoci konvenénich metod. K testovani
beta-hemolyzy byl pouzit 10% krevni agar (Columbia Blood
Agar Base, Merck). Testy pro prukaz hydrolyzy eskulinu a uti-
lizace glukonatu byly piipraveny podle postupti uvedenych
v Cowan and Steel’s manual [7]. K prtkazu tvorby kyseliny
z L-arabinézy, arbutinu, mannézy a salicinu bylo pouzito OF
basal medium (Difco) s kone¢énou 1% koncentraci jednotlivych
cukrt. Hottingertv bujon (tryptéza 10 g/l, NaCl 5 g/l, K,HPO,
1 g/1; pH 7,4) slouzil jako zaklad pro pfipravu testu produkce
kyseliny a plynu z glukézy. Jako pH indikator byl pouzit roz-
tok bromtymolové modii (2 g/l byly rozpustény v 5% roztoku
0,1 N NaOH). Pro p#ipravu kompletni ptdy byla k zakladu
pridana glukoéza (10 g/l) a roztok bromtymolové modii (4 ml/1).
Finalni médium bylo rozplnéno do sterilnich zkumavek s ply-
novkou. Pohyb byl testovan v Motility test mediu (BBL, Bec-
ton Dickinson). Produkce elastazy byla testovana na Brain
Heart Infusion agaru (Oxoid) s piidavkem elastin-kongo cer-
vené (3 g/l, Sigma-Aldrich). Konvenéni testy byly inkubovany
pii teploté 36 °C. Vysledky testt beta-hemolyzy, utilizace glu-
konatu a tvorby plynu z glukézy byly odecitany po 24 hodi-
nach, produkce elastazy po 7 dnech, ostatni testy po 48 hodi-
nach kultivace.

Analyza mastnych kyselin

K identifikaci pomoci analyzy mastnych kyselin byl pouzit
Microbial Identification System [MIS] Sherlock (MIDI, Inc.,
Newark, DE, USA). Kmeny pro analyzu celobunéénych mast-
nych kyselin byly kultivovany na médiu doporu¢ovaném pro
srovnani se standardni databazi mikroorganismt CLIN50
jmenovaného systému MIS Sherlock. Agar se skladal z bujonu
Trypticase Soy Broth (BBL, Becton Dickinson), granulované-
ho agaru (15 g/l, Difco, Becton Dickinson) a berani krve (5%).
Kmeny byly inkubovany 24 hodin p#i teploté 35 °C. Jedna
plna klicka ¢erstvé narostlé biomasy byla pirenesena do ¢isté
sklenéné zkumavky s teflonovym uzavérem. Mastné kyseliny
pfitomné ve vzorku byly pfevedeny na metylestery mastnych

-

kyselin (FAME, fatty acid methyl esters) pomoci alkalické
hydrolyzy za horka a extrahovany do smési organickych roz-
poustédel. Saponifikace, metylace a extrakce byly provedeny
podle doporucenych postupti [15]. FAME byly detekovany na
plynovém chromatografu HP 6890 vybaveném plamenovym
ioniza¢nim detektorem a kapilarni kolonou (Agilent Ultra 2).
Piky jednotlivych FAME byly pojmenovany a vyhodnoceny
pomoci MIS Sherlock softwaru.

Ribotypizace

Kmeny pro ribotypizaci byly predpéstovany 18 hodin pi#i
teploté 37 °C v Trypton Soya Broth (Oxoid), centrifugovany
a resuspendovany ve fosfatovém pufru. Lyze bunék probihala
standardnim postupem (lysozym, SDS, proteinaza K). Roztok
fenol-chloroform-izoamylalkoholu (25:24:1) byl pouzit k ex-
trakeci proteint. Izolovana DNA byla vysrazena 95% alkoho-
lem a rozpu$téna v odpovidajicim mnozstvi TE pufru.
K restrikénimu §tépeni testovanych izolati a referenénich
kultur byl pouzit restrikéni enzym EcoRI. Vzniklé fragmenty
byly rozdéleny horizontalni gelovou elektroforézou (0,6% aga-
rozovy gel 20 x 20 cm, 1% TBE pufr, 16 hodin pti 55V) a pie-
neseny vakuovym blottingem na pozitivné znacenou nylono-
vou membranu. Nasledovala hybridizace DNA fragmentu se
sondou komplementarni k 16S a 23S rRNA E. coli a imunolo-
gickd detekce hybridiza¢nich profilt. Ziskané ribotypy byly
hodnoceny v programu GelCompar II a dosazené vysledky
hybridizaénich profila byly porovnavany s databazi ribotypt
v8ech dosud popsanych druht aeromonad.

Vysledky

U popisovanych pripada se z klinickych ptizna-
ki objevovaly nejéastéji profuzni vodnaty prajem,
pachnouci stolice s hlenem nebo bez négj, silna
pohmatova bolestivost b¥icha a horecka. V zad-
ném z piipadt nebyla pozorovana nauzea ¢i zvra-
ceni ani krev ve stolici.

1. ptipad: Ctyimésiéni holéicka. Ctyimésiéni
hol¢icka byla hospitalizovana na infekénim oddé-
leni. Bakteriologické kultivaéni vySetieni proka-
zalo A. caviae a E. coli 026. Dalsi vzorek stolice
odebrany po Sesti tydnech obsahoval znovu
A. caviae a E. coli 026. Zdroj infekce se nepodaii-
lo vypatrat.

2. piipad: Jednolety chlapec. U chlapce se obje-
vila horecka a profuzni prijem, na druhy den
matka navstivila 1ékaie. Chlapec byl hodné bledy,
mél silné Skroukani v briSe, biicho bylo na
pohmat bolestivé, trpél nechutenstvim. V dobé
navstévy u lékaie byl uz jen subfebrilni, dobie
hydratovany a jeho stav byl stabilizovany. Pach-
nouci prujem se jesté objevoval nékolikrat denné.
Byl proveden odbér stolice na kultivaéni vySetie-
ni a nasazen Hylak. Z tohoto odbéru byl izolovan
C. jejuni a dale dva kmeny aeromonad, oba byly
identifikovany jako A. caviae. Po péti dnech byl
chlapec jiz bez teplot, Sikovny, ¥idsi stolice mél
stale nékolikrat denné. Druhy kontrolni odbér za
dva tydny byl jiZz negativni. Moznym zdrojem
nakazy mohla byt kontaminovana voda.V rodinné

94

—



03 str. 95

9

20.7.2006

Epidemiologie 3-06

(EANE

O

‘J031QI0S WIOJJ PR PUR ‘OSOUWRYL WOLJ POk ‘OSOULJe.l WOLJ POk ‘9SOII[oW WO} PR ‘[0}ISOUl WO POk ‘930[NP WO PR ‘[0jTUope WOIJ POk ‘9 UO[RW WNIPOS ‘OSB[AX0QIBIOP SUIJILIO ‘9seain
‘oprydns uaGoIpAY :s3593 SUIMO[[O] 8} UT A}IAT)eSeU pPuR ‘@so[By[e1} WOJJ PIOB PUR 9SOIBYJ0ES WI0LJ PIOR ‘[0jTUURW WOIJ POk ‘9s0on[s wolj pwe ‘HINQ Uoronpotd [opul :s1se) SUIMOT[0J 83 Ul A1arjisod
Pamoys suter)s ay} Jo [[V ‘SISA[owaye)aq NHH ‘U0IBPIX0 9)eU0dN[S ) TY) SISATOIPAY UIrmnose HSH ‘@) suowwlg DS Knowr [ O ‘UDI[es WOoJ Pk TYS ‘9Soute WoIj poe NI\ ‘©S0Iqo[[eo Woay
proe T ‘UnnqgIe wogj poe iV ‘@soulqere-T WoJJ poe YV ‘Sed 9s0on[3 T ‘@sejse[e yIH ‘©@Se[oIpPAYIp sUTULSIe HV ‘©SBIAX0qIBIap aUISA] D] ‘4597 IoNneysoid-saS0A LA ‘@A1redau - ‘eanisod +

‘n[o31qIos Kzouwreyd Azourjes AzoIqI[auw ‘NJoISOUl ‘NID[NP ‘N[OJTUOPE Z BUI[OSAY AUPOS JRUO[RUW ‘BZR[AXOQIROP UIIILLIO ‘©Z

-goIn ‘YIPOAOIIS — 90y el TuArjesou "dsed — Azo[eyer) B Azoqetyes ‘njojiuuewt Azoyn[s z vuIEsAy ‘HINQ ‘noput 9oynpord — soxeal tuanizod njse) yomwiMmpa[seu n A[RA0ZBYAA AUoULy AUYIISA
ezA[oway-819q = WHH ‘Nyguoyn(3

90BPIX0 = )Y ‘NUINYse BZAOIPAY = DS ‘eI suowwig = [DS ‘qAyod = [OJN ‘NUDI[eS 9Z BUIPSAY = TYS Azouuew z BUI[eSAY = NVIA AZOIQO[[99 Z BUI[ESAY = H)) ‘NUINQIR Z BUI[9SAY =
gV “zouiqee- z BUIESAY = YV 4zoyn[3 z uk[d = JT5) ‘@zeise[e = Y'Y ‘BZR[OIPAYIP UTULSIe = [V ‘BZR[AX0QIeYep UIZA] = (] ‘}S03 Ioneysoi-seSoA = [JA ‘Tuanedeu = - ‘Tuanizod = +

+ + - - + - + - + - + - + + + D1.1QOS "AQ| 11U0.L20 Y Z¥eT INDD
+ - + - + + + + - + - - - - - 11U0.20 "AQ 11U0.L20 16GEF INDD
+ + + - + - + - + - + + + + + nJ1ydoaply ~dss pjrydoaply v 16€%L INDD
- - + - + + - + + + - - + - - 01002 Yy LI6%% INDD

AUoury TUQUOIDJO.L

+ - + - + + - + + + - - + - - 102 "y $0/T%9

+ + + + + - + + - - + - + + + ‘ds spuowo.ay ¥0/3LS

¥ pedrid — 018RAQp IURISQULIAY

+ - + - - + - + + + - - + - - 0102 Y $0/36%

+ + - - + - + - - - + - + + + D1LQOS "AQ 11U0.12Q "} 0/7EV

¢ pedrid — cade[yd TUYISQWITISOS

- - + - - - - - + + - - + - - 01002 Y $0/ILS

+ - + - + + - + + + - - + - - 0102 Yy $0/0LS

% pedrid — oadeyyo £1e1oupal

+ - + - + + - + + + - - + - - 0102 Y $0/29¢

+ - + - + + - + + + - - + - - 01002 Yy $0/30¢

T pedrid — e3RIR[0Y JURISRULIA)D

IWHH | OTO | OSH IDS | LON TVS | NVIN | THD | d¥V | V4V d1D | VIH HAv | OdT LdA 90RYTIUSPT JOPI[SLA ueury O[SIH)

SUTRI)S 99UAI9JOL PUR SPLRUOWIOIOR PJR[OST UL $7593 [BITWOYDOI] JO SINSOY T S[qe]

NUOWY DIUYUSISJOI B PRUOWOISR YoAUBAO[OZI N N)S8) YIAITWOYI0I AYPO[SEA T ‘qel,

95

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie



Epidemiologie 3-06

20.7.2006 9:03 sStr. 96

Aeromonas caviae 363/04 ptipad 1

Aeromonas caviae CCM 44917 }
Aeromonas caviae 308/04 ptipad 1 I
Aeromonas caviae 498/04 ptipad 3

Aeromonas caviae 571/04 ptipad 2

Aeromonas caviae 641/04 ptipad 4

Aeromonas hydroph. ssp.hydrophila CCM 72327

Aeromonas sp. 572/04 ptipad 4

Aeromonas veronii bv. sobria 434/04 pfl'}%ad 3

Aeromonas veronii bv. veronii CCM 4359
Aeromonas veronii bv. sobria CCM 1242
Aeromonas caviae 570/04

piipad 2

-

0 2 4 6 8 10 12
Euklidovska vzdalenost (ED)

Obr. 1. Srovnani podobnosti profild mastnych kyselin v§ech izolovanych aeromonad a referenénich kment v dendrogramu

Fig. 1. Dendrogram comparison of fatty acid profiles of isolated aeromonads and reference strains
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Obr. 2. Srovnani ribotypt vSech izolovanych aeromonad a referen¢nich kment ziskanych §tépenim pomoci restrikéniho enzymu

EcoRI

Fig. 2. Comparison of EcoRI ribotypes of isolated aeromonads and reference strains

anamnéze uvedli rodi¢e vylet na Zermanickou
prehradu, kde se chlapec napil vody v blizkosti
biehu jeden den predtim, nez se prajmové one-
mocnéni objevilo.

3. piipad. Sestimési¢ni chlapec: Nékolik dni
pfed poéatkem piiznakd se matka rozhodla pie-
stat kojit a zacala synovi davat také tuhou stra-
vu. Poc¢ateéni prijmové obtize byly zprvu lékaiem
hodnoceny jako mozné alergicka reakce. Nealer-
gicka strava v8ak prajmové obtize nezlepsila. Byl
proveden odbér stolice na bakteriologické kulti-
vacni vySetfeni. V prvnim vzorku stolice byla
nalezena A. veronii bv. sobria. Chlapec mél stale
protrahované prujmy, zapachajici objemné stolice
a jeho stav skoncil hospitalizaci.V druhém vzorku
odebraném po dvou tydnech v nemocnici byla izo-
lovana A. caviae. Tieti kontrolni vzorek odebrany

praktickym lékaiem po dalsSich Sesti tydnech byl
jiz negativni. MoZznym zdrojem nékazy mohla byt
kontaminovana potrava.

4. ptipad: Ctyimési¢ni dévéatko. Dévéatko bylo
v poradné ti#i dny pred vypuknutim potizi
v naprostém poradku, dobie prospivala. Nahle ze
dne na den se objevily prudké kolikové bolesti
btriska a horecky, které trvaly 5 dni. OSetiujici
lékatrka uvazovala o hospitalizaci, hydratace byla
hraniéni. Dévéatko mélo mnohokrat denné vod-
natou pachnouci stolici s hlenem. Lécena byla
Hylakem a Smectou. Pii kontrole Sesty den od
poc¢atku onemocnéni byla prvni den znovu bez
teplot, zacala jist a pomalu se stabilizovala. Pro
apravu strevni flory byl nasazen Lacidofil. Prvni
odbér na kultivaéni vySetieni prokazal Aeromo-
nas sp., z druhého odbéru stolice provedeného po
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dvou tydnech byla izolovana A. caviae. V té dobé
bylo jiz dité bez potiZi. Zdrojem nakazy byli s nej-
vétsi pravdépodobnosti prarodic¢e ditéte. T# dny
pred vypuknutim obtizi se vratili z Egypta oba
s prijmem. Po dva dny pied zacatkem onemocné-
ni byli s ditétem v kontaktu. Prajem prarodic¢ta
trval i v dobé onemocnéni ditéte, 1ékaie vSak
nenavstivili.

Vysledky biochemickych testt jednotlivych izo-
lath uvadi tabulka 1. Z osmi kment bylo Sest
urcéeno jako A. caviae, jeden kmen byl identifiko-
van jako A. veronii bv. sobria a jeden kmen byl
oznacen jako Aeromonas sp. Pokud porovname
vzdy dva kmeny izolované od jednoho pacienta,
pouze ve dvou piipadech byl izolovan stejny druh
aeromonady. Z toho pouze v pripadé ¢tyrmésiéni
holéi¢ky (ptripad 1) mély A. caviae stejny fenoty-
povy profil; v pripadé jednoletého chlapce (piipad
2) se kmeny A. caviae ligily biochemicky ve schop-
nosti produkovat kyselinu z cellobiézy a salicinu.
Rozdil byl patrny uz pti izolaci kment z MacCon-
keyho agaru — jeden kmen zkvaSoval laktozu
(570/04), druhy byl laktéza negativni (571/04).

Analyza mastnych kyselin potvrdila u vSech
izolovanych kmenu zatazeni do rodu Aeromonas.
Ukazalo se v8ak, Ze vyuziti standardni databaze
CLIN50 k druhové identifikaci muze byt sporné.
Kmeny aeromonéad byly proto identifikovany pod-
le ptibuznosti profild mastnych kyselin. V dend-
rogramu sestaveném pomoci klastrové analyzy
byly srovnany aeromonady izolované od pacientu
spolu s referenénimi kmeny (obr. 1). Je vidét, ze
vSechny kmeny A. caviae byly az na vyjimky (lak-
téoza pozitivni kmen 570/04) nejvice podobné
s profilem mastnych kyselin referenéniho kmene
A. caviae CCM 44917 a tedy Ze identifikace kme-
nt A. caviae podle porovnani profild mastnych
kyselin s referenénimi kmeny je ve shodé
s vysledky biochemické identifikace. Ze vSech
srovnavanych kmenu si byly nejvice podobné
i oba fenotypové shodné kmeny A. caviae izolova-
né od ¢tyimésiéni holéicky (pripad 1).

Také porovnani ribotypt izolovanych i refe-
ren¢nich kment ukazuje vysledky ve shodé
s vysledky biochemické identifikace (obr. 2).
U pripadu étyfmésiéni holéicky (pripad 1) bylo
navic potvrzeno, Ze byl opakované izolovan stejny
kmen A. caviae. V piipadé jednoletého chlapce
(ptripad 2) ribotypizace prokazala, Ze se nejedna
o variantu jednoho kmene a u chlapce byly nale-
zeny dva odlisné kmeny A. caviae.

Ukazalo se, Ze identifikace na zakladé porovna-
vani profild mastnych kyselin byla u biovara
A. veronii bv. veronii a A. veronii bv. sobria nespo-
lehliva (obr. 1). Podle vysledkt analyzy mastnych
kyselin by tak byly kmeny 434/04 a 572/04 chyb-
né uréeny jako A. veronii bv. veronii. Vysledky bio-
chemickych testu a ribotypizace uréily kmen

yo B

434/04 shodné jako A. veronii bv. sobria. Ribotyp
kmene 572/04 byl nejvice podobny s referenénim
kmenem A. veronii bv. sobria CCM 1242 a také
biochemicky byl nejbliZze druhtm z A. sobria kom-
plexu (A. veronii bv. sobria, A. jandaei, A. schu-
bertii, A. trota) [2]. Podle vysledkt biochemickych
testt, které byly v rozporu s publikovanymi daty
(pozitivni tvorba kyseliny z cellobiézy a hydrolyza
eskulinu), nemohl vSak byt kmen 572/04 jedno-
znacné identifikovan a byl oznacen jako Aeromo-
nas sp., i kdyz pravdépodobné patii do komplexu
A. sobria.

Diskuse

Ctyti pripady akutniho prjmového onemocné-
ni u déti do jednoho roku ukazuji, Ze aeromonady
mohou zpusobovat vaznéjsi problémy [5]. U vySet-
fovanych déti se podatilo zachytit rtizné druhy
aeromonad, nejéastéji byla ve shodé s literarnimi
udaji izolovana A. caviae [8, 17]. Pouze v jednom
pripadé byl opakované izolovan stejny kmen,
v ostatnich ptipadech byly izolovany vidy dva
razné kmeny (druhy) rodu Aeromonas. V Zzadném
z piipada akutnich prajma nebyly nalezeny
stfevni patogeny jako Salmonella spp., Shigella
spp. nebo Yersinia enterocolitica.

Zjisténi, Ze ve trech pripadech ze ¢tyr byl v kon-
trolnim odbéru izolovan jiny kmen aeromonady, je
piekvapivé. Predpokladali bychom, Ze pokud
budou aeromonady izolovany i z kontrolnich
odbérn, kdy se détem vétsinou dartilo 1épe, jedna
se uz jen o pouhé vyluéovani infekéniho agens po
prodélané infekci. Protoze byvaji z vySetiovaného
materialu izolovany pouze jedna nebo dvé
suspektni kolonie, nevime, zda je moZné jiz
v akutni fazi onemocnéni zachytit ve stolici vice
druhu aeromonad, z nichZ pouze jeden by byl
patogenni.

Otazkou také zustava, zda a za jakych okolnos-
ti jsou aeromonady schopny vyvolat akutni pra-
jmové onemocnéni samy ¢i zda se pouze podileji
na prabéhu onemocnéni. Ve dvou pripadech ze
Ctyt byly izolovany i jiné stievni patogeny — E.
coli 026 (¢tyfmeésicéni hol¢icka) a C. jejuni (jedno-
lety chlapec). Zajimavé je, ze v pripadech, kdy
nebyl izolovan zadny jiny stievni patogen, byl
v prvnim vySetfovaném vzorku odebraném
v akutni fazi onemocnéni nalezen jiny druh nez
A. caviae (A. veronii bv. sobria u Sestimési¢niho
chlapce a Aeromonas sp. u étyimeésiéniho dévéat-
ka). V obou piipadech pak byla v dal$im vzorku
stolice prokazana ,jen“ A. caviae.

Do jaké miry je druhové zastoupeni aeromo-
nad urcujici pro priubéh onemocnéni neni jasné.
Zda opravdu existuje vztah mezi konkrétnim
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druhem aeromonady a akutnim prijmovym one-
mocnénim by mohlo ukazat az paralelni vySetie-
ni kontrolni skupiny. Takova studie by ovétila,
zda se aeromonady vyskytuji (pfip. jaké druhy)
i u zdravych déti. K objasnéni cesty pienosu
k vnimavym jedincim je vSak zapotiebi znat
i prevalenci druht aeromonad v prostiedi. Tato
problematika je zatim opomijena. V soucasné
dobé neexistuje zakonna norma, ktera by naiizo-
vala zjistovat existenci a pocet aeromonad napft.
ve vodé. Aeromonady jsou naopak povazovany za
béZnou vodni mikrofloru a pti stanoveni koli-
formnich bakterii jsou vyfrazovany pouze na
zakladé pozitivniho cytochromoxidazového tes-
tu.

Zavér

Neprokazali jsme, Ze uvedené klinicky zavaz-
né pripady souvisi s jednim konkrétnim dru-
hem rodu Aeromonas. Opakované zachyty aero-
monad ze stolice ukazuji, Ze aeromonadovym
infekcim bude tieba vénovat vétsi pozornost.
V nami popsanych piipadech byla pravdépo-
dobnym zdrojem aeromonéadové infekce konta-
minovana voda nebo potraviny a kontakt
s cestovateli, kteifi onemocnéli prajmem.
K potvrzeni zdroji ndkazy a zodpovézeni otaz-
ky zda a do jaké miry se aeromonady podileji
na prajmovych onemocnénich je nutna dobra
spoluprace oSetifujiciho lékate, mikrobiologa
a epidemiologa.

Prdce vznikla za podpory IGA MZ CR, ¢islo pro-
Jektu: NR/8011-2.
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