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Vétsina druhu patricich c

o rodu Bacillus jsou velké, grampozitivni tyCinky s rovnymi konci, které jsou usporadany jednotlive, po dvojicic

vysoce rezistentni endos

oory usporadané centralné, které umoznuiji rozsireni v prostredi a dlouhodobé preziti v pudeé. Jsou to katalaza

aerobni nebo fakultativné aerobni organismy, které jsou mimo hlavniho patogena, Bacillus anthracis, pohyblivé. Bacillus anthracis je puvodcem antraxu, akutni
infekce zvlasté bylozravcu, ktera je prenosna na cloveéka (zoondza). Nékteré kmeny dalsiho vyznamného druhu, Bacillus cereus, mohou byt pri mnozeni v hotovych
jidlech odpoveédné za alimentarni intoxikace ¢lovéka. Jen sporadicky se mohou uplatnit i dalSi druhy bacilu, a to pri ruznych klinickych infekcich (mastitidy,
conjunktivitidy, aborty). Z rodu Bacillus se na zakladé genetické odlisnosti vyClenil samostatny rod Paenibacillus s veterinarne vyznamnym zastupcem P. larvae, ktery
je puvodcem moru vceliho plodu.

n nebo v retizcich. Bacily tvori
nozitivni, oxidaza negativni,

Kultivace a mikroskopie opouzdrenych tycinek jsou zlatym standardem diagnostiky antraxu. K potvrzeni infekce u klinicky nemocnych zvirat a
¢erstvych kadaverd je vhodnym vzorkem periferni krev a téIni tekutiny. Cerstva téla uhynulych zvifat s podezfenim na antrax by se neméla pitvat a to
z divodu usnadnéni sporulace puvodce a nasledného rizika dlouhodobé kontaminace prostredi odolnymi sporami. Kadavery jsou obvykle vzduté,

rychle se rozkladaji, chybi u n

Jiné typy vzorku jako jsou suroviny z dovozu (klze, vina), vzorky prostredi (kontaminovana pida) vyzaduji pro uspésnou kultivaci pouziti specialnich
a velmi narocnych postupu, proto se rutinné kultivacné nevysetruiji.

Odbér vzorku

Z podezrelych cerstvych kadaveru prezvykavcu odebirame sterilni injekéni strikackou periferni krev z
ocasni zily, z prasat peritonealni tekutinu nebo krev z usni zily. Z koni a prasat Ize odebrat i edematozni
tekutinu a tkan superficialnich miznich uzlin. Pri odbéru minimalizujeme kontaminaci prostredi a misto

odbéru radné dezinfikujeme

vhodnym materidlem pro izolaci puvodce nosni skorepy (pritomnost spor). K odbéru vzorkd surovin
(napfr. usné/kize z dovozu) se vyuzivaji specialni vzorkovace (dérovace) (obr. €. 3). 3

Mikroskopicky prukaz pouzdra

V otiscich tkani a roztérech

opouzdrené tyCinky B. anthracis. U kadaveru starsSich nez 24 hodin Ize pouzdra obtizné prokazat.

Jednou z technik je barveni
fixujeme 2-3 minuty metylal

na 10 minut, oplachneme vodou a osusime. Pouzdro je cihlové cervené a bunécna sténa tmave modra

(obr. C. 4).

Kultivace a identifikace

Vzorky krve, télnich tekutin nebo tkani se kultivuji s pouzitim sterilnich tampont na
masopeptonové krevni agary. Po 24-48 hodinach aerobni inkubace pri 37 °C B. anthracis vytvari
nehemolytické kolonie, 5 mm v pruméru, ploché, suché, sedé, lepkavé, s matnym leskem.
Celkovy vzhled je prirovnavan k hlavé meduzy (caput medusae) (obr. €. 5).

KO nﬁrmace B. anthraCiS Kolonie Bacillus anthracis nar kvnl'm agaru: Fot;) Td Prker/CI;C

Mikroskopicky se jedna grampozitivni sporulujici tyCinky (obr. €. 6). Na rozdil od antrakoidnich bacilt (napf. B. cereus, aj.) netvori hemolyzu (obr. €. 5)
a je v polotuhém agaru nebo zelatiné nepohyblivy. Ve specializovanych laboratorich se testuje specificka lyza souvislé kultury na agaru gama fagem.
Perlovy test — B. anthracis roste na médiu s koncentraci 0,05-0,5 m. j. penicilinu na ml a pritom je ovlivnéna syntéza bunécné stény, takze pluvodné
tyCinkovité bunky se stavaji sférické (kulaté) razené v retizcich (Snura perel). Timto testem se jasné odlisi B. anthracis od antrakoidnich bacilu.
Penicilin rezistentni kmeny se musi konfirmovat dalsimi testy, napr. imunochromatografickym testem (obr. €. 7) nebo PCR.

PCR - |ze vyuzit ke konfirmaci faktord asociovanych s virulenci, tedy gent kodujicich protektivni antigen a pouzdro (rutinné se nepouziva).

Kdyz uvedené metody selzou lze v oduvodnénych pripadech alternativné pouzit biologicky pokus na dospélé laboratorni mysi nebo morceti.

Prukaz antigenu Ascoli

DIAGNOSTIKA ANTRAXU

ich rigor mortis, tmava nesrazena krev vytéka z prirozenych otvoru télnich (obr. ¢ 1 a 2).

. U kadaveru v rozkladu (napf. pastevni skot nebo volné Zijici zvér) jsou
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krve a télnich tekutinach zvirat uhynulych na antrax se prokazuji LN
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na pouzdra dle Giemsy-Romanowského. Preparat zaschly na sklicku PN R
koholem. Osusime filtracnim papirem a prevrstvime Giemsovym barvivem : \
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B. anthracis je antigenné blizce pribuzny s B. cereus a dalSimi bacily, které jsou hojné rozsirené v prostredi. V prubéhu antraxu v tkanich hostitele bunky B. anthracis tvori pouzdro, které je mozné prokazat
specifickym antisérem v precipitacnim testu. Jiz v roce 1911 Ascoli uverejnil tento postup prukazu tzv. termostabilniho antraxového antigenu (precipitinu) v tkanich zvirat a jejich produktech (ktze).
Postup: 2 g tkane vlozime do 5 ml fyz. roztoku s 1 % kyseliny octové a varime 5 minut. Po zchlazeni filtrujeme pred filtracni papir. Do malé sklenéné oplosténé zkumavky kapneme nékolik kapek kraliciho
antiséra (ziskava se imunizaci kralika oslabenym kmenem B. anthracis). Filtrat se opatrné vrstvi na antisérum. Pozitivni vysledek se projevi do 15 minut vznikem precipitatu v podobé prouzku (obr. €. 8)

Bacillus cereus — alimentarni intoxikace clovéeka

Paenibacillus larvae — puvodce moru vceliho plodu

ﬁruh blizce pribuzny B. anthracis, ktery se bézneé vyskytuje v prostredi a pFl’Ieiitostnh

kontaminuje potraviny. Nékte

50 °C) a mnozeni bacill, pri
enterotoxiny. Konzumace tako

Qmetick\'l.

nasledné pricinou alimentarnich infekci clovéka. Ty se projevuji tézkou nevolnosti,
prujmy a zvracenim. Nevhodné nakladani s potravinami umoznuje kliceni spor (pfi 10 az

kterém se uvolnuji termorezistentni a acidorezistentni

HEle [fiels milze wRelEt e TR Serem; prUJmovya/ odebira na specialni odbérovou podlozku (obr. €. 13a, b). K izolaci se

/ Mor vceliho plodu patri mezi nebezpecné nakazy vcely medonosné. Odolné \
ré jeho kmeny pri mnozeni produkuji toxiny, coz byva spory plivodce se nachazeji i v prostiedi zdravych véelstev, proto k potvrzeni
nakazy je treba zjistit klinické projevy onemocnéni (obr. €. 12) a soucasné
kultivacnim vySetrenim potvrdit prukazné pocty kolonie tvoficich jednotek
puvodce (KTJ) ve vCelim dile. Vhodnym vzorkem je tzv. vCeli mél, ktera se

pouziva rada agarovych médii, z nichz nejuzivanéjsi je MYPGP agar (obr. C.

/

/PodezFelé vzorky potravin se kultivuji na selektivni MYP (Mannitol Yolk Polymyxin) agar s\ \ 144, b).
fenolovou Cerveni (obr. €. 9) a masopeptonovy krevni agar (obr. €. 10). Po 24 h inkubace -
pri 37 °C vyrustaji charakteristické nepravidelné kolonie v R fazi, obklopené zénou uplné
hemolyzy (fosfolipaza C). V mikroskopickych preparatech jsou patrné spory (obr. €. 11).
Metodou PCR se prokazuji geny kodujici emeticky toxin (cereulid) a enterotoxiny (nhe,

|zolované kultury se konfirmuji hodnocenim morfologie a pigmentace

kolonii, mikroskopie, biochemické aktivity (manitol, salicin, fosfatazova
aktivita a dalsi ), vysledkt hmotnostni spektrometrie MALDI TOF a specifické

~

wbl a cytK).

/ . PCR.
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