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ABSTRAKT

Kampylobakteridza je podle Evropského tfadu pro bezpecnost potravin jednim
Z nejCastéjSich  celosvétoveé rozSifenych alimentdrnich onemocnéni zplsobujici
gastroenteritidy. Ceskd republika patii na prvni piicky s nejvy$sim vyskytem
kampylobakteriozy. Tato prace se zabyvd stanovenim termotolerantnich druhi
Campylobacter spp. ve vzorcich drubezich a vepfovych jater, dribezich ¢&tvrtek
a syrového mléka. Z celkového poctu 50 vzorkd, bylo 31 vzorkli pozitivnich
na pritomnost Campylobacter spp. U dribezich jater i u driibezich zadnich ¢tvrtek bylo
92 % pozitivnich vzorkid. U vepfovych jater byl vyskyt nizsi, pouze 46 %. U erstvého

v

svédc¢i o dobrém zptsobu vyhledévani infekci a jejich nasledného hlaseni.

Kli¢ova slova: Campylobacter, gastroenteritida, mikroaerofilni atmosféra, drubez,

jatra, mléko



ABSTRACT

Campylobacteriosis is according to European Food Safety Authority one
of the most advanced worldwide foodborne disease causing gastroenteritis. The Czech
republic ranks at number one in the highest incidence of campylobacteriosis. This thesis
deals with the determination of thermotolerant Campylobacter spp. in samples
of poultry and pork liver, in chicken and raw milk. From total number of 50 samples
were 31 samples positive for Campylobacter spp. For poultry liver and chicken
at the back of thighs were 92 % of positive samples. For pig liver was lower incidence,
only 46 %. For fresh raw milk was the lowest incidence of just 17 %. Higher incidence
in the Czech republic reflects good way of searching their subsequent reporting

infections.

Keywords: Campylobacter, gastroenteritis, microaerophilic atmosphere, poultry,

liver, milk
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1 UVOD

Kampylobakterioza je jednim znejcastéjSich celosvétové rozsifenych
alimentarnich onemocnéni zplsobujici gastroenteritidy. K infikovani ¢lovéka dochazi
pifedevSim po poziti kontaminované potravy. V prostfedi dokazou kampylobaktery
prezit nékolik tydnd pii teploté kolem 4 °C. Schopnost piezivat pii neptiznivych
podminkach byva ovlivnéna i pfitomnosti jinych mikroorganismii a schopnosti tvofit

biofilmy.

Nejvice rizikovymi potravinami jsou dribezi maso, voda, syrové mléko, ryby
&i produkty rybolovu a musle. Castym zdrojem infekce, hlavng pro déti, mohou byt
i domaci mazlicci — psi a kocCky. V brojlerovych chovech v Evropé se vyskyt
kampylobakterti pohybuje mezi 1,8 — 88 %. Ceskéa republika spolu se Slovinskem
a Spanélskem patii mezi zemé s nejvyssim vyskytem kampylobaktrii. Nase prvenstvi je
zasluhou spiSe dobrého zplsobu vyhledavani a hlaSeni infekci. Vys$S$i narast

onemocnéni je predevsim v letnich mésicich.

Vyskyt kampylobakteriéz u nas se pohybuje okolo 20 629 piipadd rocné, coz je
asi 210 onemocnéni na 100 000 obyvatel. V Evropské unii je nejcastéjsi hlasenou

zoondzou od roku 2005.
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2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zhodnotit vyskyt termotolerantnich
kampylobaktert v potravinach, stanoveni termotolerantnich druhtt Campylobacter spp.

V potravinach a porovnani vysledku s publikovanou védeckou literaturou.

Dalsim cilem bylo zhodnoceni rizika pro zdravi konzumenta a vyjadieni moznych

preventivnich opatfeni.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Rod Campylobacter

Bakterie patfici do rodu Campylobacter fadime mezi e-Proteobacteria a do ¢eledi
Campylobacteriaceae.  Spole¢né¢ s c¢eledi  Helicobacteraceae  patii  Celed’
Campylobacteraceae do spoleéného tadu Campylobacterales. Rod Helicobacter
obsahuje 23 druhti a rod Campylobacter 25 druht (Demnerova, 2016; Julak, 2015).

Tab. ¢. 1: Taxonomické zarazeni (Kamenik, 2014)

kmen Proteobacteria

tiida Epsilonproteobacteria
fad Campylobacterales

Celed’ Campylobacteraceae
rod Campylobacter

Rod Campylobacter obsahuje 18 druhi, dale 6 poddruhi a 2 biovary (Humphrey
et al., 2007). Do rodu Campylobacter v dnesni dobé zahrnujeme tyto druhy:
Campylobacter  canadensis, Campylobacter coli, Campylobacter  consicus,
Campylobacter curvus, Campylobacter fetus, Campylobacter gracilis, Campylobacter
helveticus, Campylobacter hominis, Campylobacter hyointestinalis, Campylobacter
insulaenigrae, Campylobacter jejuni, Campylobacter lanienae, Campylobacter lari,
Campylobacter  mucosalis, Campylobacter rectus, Campylobacter showae,

Campylobacter sputorum a Campylobacter upsaliensis (Kamenik, 2014).

3.1.1 Historie

V roce 1913 byl identifikovan patogen oznacovany jako Vibrio fetusovid (pozdéji
pfejmenovan na Vibrio fetus), ktery zptisoboval potraty u ovci a skotu. O par let pozdéji
se zacCala davat do souvislosti prijmova onemocnéni a tento patogen. Patogen Vibrio
jejuni byl popsan jako plivodce zanétu stiev a dysenterie u skotu a u telat (Ngulukun,
2016). Az v roce 1946 byla publikovana spojitost mezi patogennim mikroaerofilnim

vibriem a ¢lov€kem, kde se izoloval mikroorganismus podobny V. jejuni u pacienta

12




trpiciho  akutnim prijmovym onemocnénim. Zdrojem infekce byla konzumace
kontaminovaného kravského mléka v USA. V roce 1963 se podle nefermentativniho
metabolismu, striktné mikroaerofilni kultivace a profilem DNA ustanovil rod
Campylobacter. Slovo Campylobacter je feckého puvodu (,,kampulos®) a znamena

zkrouceny, zahnuty. Cast slova ,,baktron® znamena zase ty¢ &i prut (Blaser, 2015).

3.1.2 Morfologie

Jedna se o komenzalni bakterie ve tvaru ty¢inek o velikosti obvykle v délce
0,5 - 0,8 um a v sifce 0,2 — 0,5 um. V tomto rod¢ jsou zastupci pattici do skupiny
gramnegativnich bakterii. Tito zastupci jsou mikroaerofilni. Maji poldrné umisténé
biciky a jejich tvar byvd proménlivy. Pohyb je charakteristicky (vyvrtkovy).
Z klinického materidlu se izoluji ty¢inky zahnuté ve tvaru pismene S. U starSich kultur,
hlavné po vystaveni kysliku nebo nizké teploté, ptechézeji do podoby kokii. Nachazeji
se samostatné nebo jako dlouhé spiralovité formy. Campylobacter showae nese vice
bi¢ikt, naopak tomu je u Campylobacter gracilis, ktery je nepohyblivy (Votava, 2010;
Goering et al., 2016; Demnerova, 2016; Julak, 2015; Keener et al., 2004; Allos, 2009;
Bolton, 2015).

Kolonie délime podle morfologie do 2 typl. Prvnim typem jsou kolonie rovné,
ploché, mukoidni s mokrym vzhledem. Obvykle vytvati shluky nebo jsou ostie
ohrani¢ené¢ a vypouklé. Po 18 — 24 hodinové inkubaci jsou kolonie spiSe naSedlé
az prusvitné. Pti prodlouzeni inkubace na 24 — 48 hodin jsou kolonie typicky sedé
nebo mohou mit az nazloutlou barvu nebo kovovou opalescenci (Moore et al., 2005;
Snelling et al., 2005).

3.1.3 Faktory ovliviiujici rust a prezivani

Rod Campylobacter spp. je citlivym patogenem, ktery ma velmi specifické
ristové naroky. Tyto druhy jsou mikroaerofilni a kapnofilni, tudiz vyzaduji atmosféru
s 3 — 15% kysliku a 2 — 10 % CO,. Teplotnim optimem je 42 °C, neroste pii teplotach
pod 30 °C a nad 45 °C. V potravindich mohou piezivat, ale nejsou schopny
se pomnozovat. Jsou velmi citlivé k nizkému pH. Limitni hodnotou pH je 4,7.
Optimalni hodnoty pro rust je pH mezi 6,5 — 7,5, tudiZ jsou v travici soustavé zniceny

zalude¢nimi S$tdvami, pokud nejsou zkonzumovany spole¢né s potravinami, které
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je chrani. Hynou v suchém prostiedi s aktivitou vody pod hodnotu 0,97. Jejich
schopnost ristu je limitovana koncentraci 2% roztoku chloridu sodného (Kamenik,

2014; Fernandez, 2009b; Gorner a Valik, 2004; Forsythe a Hayes, 1998).

Kampylobaktery dokazou piezivat pii teplotach okolo 4 °C i nékolik tydnd.
Ptezivaji predev§im ve vodé nebo ve vhodné potravinové matrici. Jejich schopnost
prezit pii takovych podminkdch byvd ovlivnéna zejména piitomnosti jinych
mikroorganismii a tvorbou biofilmu. Teploty pouzivané v chladirenském
¢1 mrazirenském zafizeni jejich pocCty znacné redukuji, ale neeliminuji. Mohou pfezit
1 G¢inky dezinfekce, pokud jsou pfitomni v biofilmech nebo v tukové ¢i proteinové
matrici. Pro efektivni zniCeni kampylobakteri se vyuzivaji chlorové piipravky
(chlornan), které je zni¢i 1 ve vod¢é nebo v biofilmech. Inhibici rlstu zplsobuje
1 kyselina mlécnd, a to dokonce vice nez kyselina chlorovodikova. V nékterych statech
(mimo EU) se organické kyseliny pouzivaji na téla je¢n¢ opracované driibeze
pied chlazenim pravé k eliminaci Campylobacter spp. (Blackburn a McClure, 2002;
Humphrey et al., 2007; Fernandez, 2009b).

Kampylobaktery neptezivaji teploty pasterace, susSeni, ani tepelné opracovani

potravin (Blackburn a McClure, 2002; Humphrey et al., 2007).

Efektivnimi zpusoby zni¢eni Campylobacter spp. je ozatfeni u vakuové balené¢ho
veptového masa (Blackburn a McClure, 2002). Nabizi se dal$i moznosti vyuziti oSetieni
vysokym tlakem, kde doSlo ke sniZeni po¢tu o dva az tii logaritmické fady pii pouZiti

325 MPa. K tplné eliminaci doslo pii pouziti 400 MPa (Solomon a Hoover, 2004).

3.1.4 Vyskyt a patogenita

Kampylobaktery se vyskytuji pfedev§im v travicim traktu zvitfat a ptdkd. U lidi
vyvolavaji sttevni obtiZe, u domdacich zvifat mohou vyvolat potraty a u osob se sniZzenou
imunitou mohou vyvolat i systémové infekce. Nejvyznamnéjsim druhem tohoto rodu
je Campylobacter jejuni subsp. jejuni. Ze vzorku vSak byvaji izolovany i dalsi
termotolerantni druhy (Campylobacter coli, Campylobacter lari a Campylobacter
upsaliensis). Dalsimi patogennimi druhy pro clovéka jsou C. concisus, C. curvus,
C. fetus, C. gracilis, C. hyointestinalis, C. mucosalis, C. rectus, C. showae
a C. sputorum. Kampylobaktery nejsou bakterie fermentujici ani oxidujici cukry
(Votava, 2010; Goering et al., 2016; Demnerova, 2016; Julak, 2015; Kamenik, 2014).
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Patogenni druhy (C. jejuni, C. coli, C. fetus, C. hyointestinalis, C. lari a dalsi)
produkuji enterotoxin, nékteré kmeny i cytotoxiny. Bakteridlni toxiny jsou zodpoveédné
za klinické projevy. Ve své lipidové membrané tyto bakterie maji lipopolysacharid,
antigenni protein a bi¢ikovy protein. Podle somatickych (télnich) antigent rozliSujeme
vice nez 60 sérovard. Podle flagelarnich (bicikovych) antigenii rozliSujeme nasledné
vice nez 100 sérovarl. Proteinové antigeny se nejspi§ podileji na adhezivnich

vlastnostech bakterii (Julak, 2015).

Tyto mikroorganismy produkuji nejméné 3 toxiny. Jsou jimi tepeln¢ labilni
enterotoxin, ktery zvySuje hladinu cyklinického adenosinmonofosfitu (cAMP)
ve stfevnich bunkach (vznik prijmu), anebo mize dojit k reakci s protilatkami
anticholerového toxinu. Dal$im je cytoskelet ménici toxin (mulze zpUsobit prijem
jako ptedchozi toxin) a termolabilni proteinovy cytotoxin, ktery neni neutralizovan

anticholerovym toxinem (Forsythe a Hayes, 1998).

Kampylobaktery disponuji virulenénimi faktory. Jsou jimi chemotaxe, motilita,
schopnost adheze na sténu stieva, vnikani az do lamina propria, schopnost vazat zelezo,
syntetizovat ferritin jako ochranu ptfed oxidativnim stresem, produkce toxint, schopnost
tvorit biofilm, schopnost signalizace mezi buikami na zakladé koncentrace, rezistence
k antibiotickym latkam a schopnost tvofit Zivotaschopné buiky, ale neschopné vytvofit

kulturu (tzv. viable but non-culturable; VNBC) (Kamenik, 2014).

Campylobacter jejuni a Campylobacter coli zpisobuji zanétlivé onemocnéni stiev
se symptomy, jako jsou bolesti biicha, prijjem, krev ve stolici nebo horecka. Symptomy
spojené s kampylobakteriozou jsou castecné zpusobeny sekreci tzv. cytholethal

distending toxint (CDTs), které vykazuji DNazovou aktivitu (Vondrakova et al., 2014).

V Evropé se pohybuje vyskyt bakterii rodu Campylobacter od 1,8 — 88 %
v brojlerovych chovech. Ceska republika patii, spoleéné se Slovinskem a Spanélskem,
k zemim s nejvyssim vyskytem. Naopak severské zemé (Finsko, Dansko, Svédsko) patii
dlouhodobé k zemim s nejniz§im vyskytem (European Food Safety Authority
a European Centre for Disease Prevention and Control, 2012). Nase prvni misto svédci
spiSe o dobrém zpisobu vyhledavani a hlaSeni infekci, kde se podchyti mnohem vyssi

procento skute¢nych onemocnéni (Bardon, 2016; Engberg, 2006).
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3.1.5 Kampylobakteriéza

Kampylobakterioza je jednim znejcastéjSich celosvétové rozsifenych
alimentarnich onemocnéni, které zplsobuje gastroenteritidy. Toto onemocnéni
je zpusobeno pravé termotolerantnimi bakteriemi rodu Campylobacter spp. (Kamenik,

2014).

Faktorem patogenity je zivd pohyblivost kampylobakterti. Patogeneze tohoto

onemocnéni v§ak neni zcela jasna (Votava, 2010).

Patogen se dostava do t¢la bud’ po kontaktu se zvifaty, po kontaktu s nemocnymi
nebo s potravou (zejména se jedna o dribezi maso). Po pomnozeni v tenkém stievé
dochazi k naruseni sliznice a Kk vyvolani zanétlivé reakce. Pouze vzacné pronika

do krve, ¢imz se vyvine akutni zanét zaludku a stfeva (Schindler, 2014).

Ptiznaky infekce jsou vétSinou bolesti bficha, vyrazny prijem (nékdy i krvavy)
a zvySena teplota (Votava, 2010). Ale ptiznaky mohou byt rozmanité
— od asymptomatickych projevl az po zavaznou sepsi (Engberg, 2006). Klinicka
manifestace vétSinou zacind bolestmi bficha (u nekterych jedinch piiznaky typické
pro chiipku — horecka, bolesti hlavy, bolesti svald, malatnost a zavrat¢). NejcastejSim
pfiznakem je prijem (od vodnatych az po tézké krvavé prijmy, bolesti bticha, kiece,
bolesti svalu a hlavy, teplota a malatnost) (Humphrey et al., 2007; Hu a Kopecko, 2003;
European Food Safety Authority a European Centre for Disease Prevention and Control,
2013).

Bakterie rodu Campylobacter jsou citlivé k nizkému pH, s ¢imz souvisi pomérné
vysoka infekéni davka (10 bunék). Inkubaéni doba se pohybuje mezi dvéma az péti dny
(Votava, 2010; Demnerova, 2016; Blackburn a McClure, 2002; Forsythe a Hayes,
1998). U nekterych osob mize dojit k onemocnéni jiz po pozfeni pétiset bunék,
u n&kterych je ale potieba k propuknuti priznakii davka az 10° bungk (Gharst et al.,
2013;Gorner a Valik, 2004).

Organismus zvladne vypotddat se s infekci béhem tydne. V posledni dobé
se jiz kampylobakteridoza vyskytuje Cetnéji nez salmoneldza. VySsi narlist onemocnéni
je predevsim v letnich mésicich u lidi stfedniho véku (Schindler, 2014).

Patologicky a histologicky obraz infekce ukazuje tvorbu vieda a krvacivé stavy

sliznice la¢niku, kycCelniku a tlustého stfeva (Goering et al., 2016). Nékdy muze infekce
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probéhnout inaparentné. Vysledek nemoci zavisi na imunitnim stavu hostitele
a virulenci patogenu (Bolton, 2015). Klinicky se infekce kampylobakterem velmi
podoba salmonelovym ¢i shigelovym infekcim. Kampylobakteriozy vSak mivaji delsi

inkubac¢ni dobu a maji i del$i prabéh (Goering et al., 2016).

K infikovani jedince dochazi po poziti kontaminované potravy (piedev§im dribez
a voda). Castym zdrojem infekce (predeviim pro déti) mohou byt i domaci mazli¢ei (psi
a ko¢ky) (Demnerova, 2016). K pienosu infekce muze dojit i z volné Zijicich ptaki.
Campylobacter je ¢astym kontaminantem potravin, zejména masa, syrového mléka, ryb
¢i produkii rybolovu, musli a pitné vody (Kamenik, 2014). Mezilidsky pienos je vzacny,
ptevazuje pienos fekalné-oralni cestou (Goering et al., 2016). Uvadi se i mozny
sexualni ptenos (Julak, 2015). Riziko infekce spociva piedevsim v nizké tirovni hygieny
pfi manipulovani se syrovym masem dribeze v domécnostech ¢i provozech vetejného
stravovani, kde ¢asto dochézi k uchovavani v ledni¢ce spole¢né s potravinami uréenymi
k pifimé spotiebé. Dale hrozi 1 riziko kiizové kontaminace ploch uréenych
ke zpracovéni, kuchyiiského nacini pii porcovani a zpracovani masa pied tepelnou
upravou (Demnerova, 2016; Kamenik, 2014; Fernandez, 2009b). Campylobacter spp.
se také Casto nachazi ve vodnich zdrojich, zejména v povrchovych ¢i odpadnich
(Steinhauser a Bene§, 1995). Bylo provedeno nékolik studii zvéfe v Kanad¢ (koné,
lamy, alpaky, husy, kachny, kravy, kufata, prasata, ovce a kozy) a prevalence
se u téchto druhd zvifat pohybovala mezi 9 — 80 %. Pfi typizaci izolatl genu flaG
pomoci polymorfismu délky restrikénich fragmentd (restriction fragment lenit
polymorphism; RFLP) bylo zjisténo, ze neupravena voda, kanaliza¢ni systém a néktera
doméci 1 divokd zvifata maji stejny profil genu. Tato skute¢nost naznacuje,
ze se kampylobaktery roz$ifily do mnoha hostitelli sdilenim stejného zdroje vody
a prostedi. I musle z kontaminované vody byly uzndny jako zdroj kampylobakteriézy

(Huang et al., 2015).

Ze vSech druhii byl vyskyt druhtt Campylobacter jejuni a Campylobacter coli
95 %. Bylo zjisténo, ze kampylobaktery obsahuje i praseci kejda a to v mnozstvi 0,3 %.
Prokazalo se, Ze jatecn¢ opracovana téla prasat obsahovala 66 % kampylobakteri

pfed zmrazenim. Po zmrazeni doslo k poklesu a jatecné opracovana téla obsahovala

pouze 14 % (Forsythe, 2010).

Pokud dojde k vazn&jsimu prubehu, onemocnéni se 1é¢i antibiotickymi ptipravky.

Velkou komplikaci mize byt rozvoj Guillain-Barré postinfekéni syndrom (GBS). Jedna
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se o akutni neurologické onemocnéni, kde dochdzi k paralyze zplisobené¢ demyelinizaci
perifernich nervii. Tento stav se projevuje 2 — 3 tydny po zacatku kampylobakteriozy.
Ptiznaky jsou horecka, palCivy pocit bolesti, slabost, znecitlivéni, poruchy dychacich
funkci a neurologické poruchy. Pacient trpici GBS vyzaduje hospitalizaci a 1écbu,
ktera trva az nékolik tydnt. Nastésti se tato komplikace vyskytuje asi u jednoho promile
pacientd, ktefi prodélali enteritidu zpusobenou C. jejuni (Demnerova, 2016; Drenthen
et al., 2011; European Food Safety Authority a European Centre for Disease Prevention
and Control, 2013; Whiley et al., 2013). Dalsi komplikaci mtze byt i Miller Fisher
syndrom (MFS) nebo reaktivni artritida (tzv. Reiteriv syndrom) (Whiley et al., 2013).

3.1.6 Epidemiologie

Vyskyt kampylobakterioz se u nds pohybuje rocné kolem 210 piipada
na 100 000 obyvatel. Dfive byl do tohoto rodu fazen i druh Campylobacter pylori, ktery
je dnes znam jako Helicobacter pylori, ptivodce gastritid a Zalude¢nich viedd, tudiz
Campylobacter spp. predstavuji nejcastéjsi pri¢inu alimentarnich onemocnéni v mnoha
Castech svéta (Sears et al., 2011). V EU je nejcastéji hlaSenou zoonodzou jiz od roku
2005. Tuto situaci v EU sleduji Evropsky tfad pro bezpeénost potravin (EFSA)

a Evropské centrum pro prevenci a kontrolu onemocnéni (Kamenik, 2014).

Druhem Campylobacter jejuni je zptsobeno 85 — 95 % vsech infekci. Zbylych

5— 15 % je vétsinou zpisobena druhem Campylobacter coli (Prescott et al., 2005).
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Obr. ¢. 2: Vyskyt kampylobakteriozy na 100 000 obyvatel v letech 2006 — 2015

(relativné), data prevzata ze Statni zdravotni ustav, 2017b

3.1.7 Diagnostika

Bakterie Campylobacter spp. vyzaduji mikroareofilni atmosféru, tudiz vyzaduji

slozeni atmosféry s 3 — 15 % kysliku a se 2 — 10 % CO; (Snelling et al., 2005). Nékteré

druhy rostou za anaerobnich i za aerobnich podminek. Campylobacter jejuni,

Campylobacter coli a Campylobacter upsaliensis jsou termotolerantnimi druhy,

c0Z znamena, Ze rostou pii teplotnim optimu 42 °C. Tato teplota je vyS$i nez u ostatnich

zastupcu tohoto rodu (Moore et al., 2005; Snelling et al., 2005). Termofilni druhy

19



jsou oxidaza a kataldza pozitivni. Kmeny Campylobacter jejuni like jsou uvadény
jako mén¢ aktivni nez kmeny Campylobacter coli like. Dalsimi biochemickymi
vlastnostmi jsou redukce fumaratu na sukcinit, nitrdtd na nitrity, nehydrolyzuji
mocovinu, zelatinu, kasein ani Skrob. Dale netvoii lecitindzu, lipdzu a nerostou
v prostfedi chloridu sodného (limitni je mnozstvi 3,5 %). Nevyuzivaji cukry, energii
k ristu ziskavaji z aminokyselin nebo z meziproduktl citratového cyklu. Jsou indol
negativni (Debruyne et al., 2008). Pouze Campylobacter jejuni hydrolyzuje hippurat,
¢imz ho muzeme od ostatnich druhtt odlisit. Schopnost rast v glycinu (1%)
je pro jednotlivé druhy variabilni vlastnosti. Velkym problémem pii biochemické
typizaci nékterych izolatd je pravé vyskyt hippurat — negativnich kmend Campylobacter
jejuni (Fitzgerald a Nachamkin, 2011).

3.1.8 Druhova identifikace

Nekteré kmeny Campylobacter spp. reaguji velmi atypicky, proto muize byt
pouzivani standardnich biochemickych testd (prikaz kataldzy, stanoveni citlivosti
ke kyselin¢ nalidixové a cephalotinu, prikaz hippurdtu sodného a indoxyl acetatu
nebo pouziti API Campy) velmi problematické (Blackburn a McClure, 2002).
PtesnéjSimi, efektivnéjSimi i rychlejSimi jsou metody molekuldrné biologické. Jedna
se zejména o polymerazovou fetézovou reakci (PCR), polymerdzovou fetézovou reakci
v realném Case (real-time PCR), dale multisekven¢éni lokusova typizace (MLST),
metoda polymorfizmu délky amplifikovanych fragmentd (AFLP), microarray
a MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie (On, 2013; Gharst et al., 2013; Humphrey
et al., 2007). Vyse zminéné metody mohou byt pouzity pro identifikaci, detekci
nebo pro potvrzeni rodu. S vyuzitim metody polymerdzové fetézové reakce
Ize kvantifikovat mnozstvi. Molekularné biologické metody jsou vyuzivany k detekci
genl, kter¢ koéduji faktory virulence nebo mohou koédovat 1 rezistenci
k antimikrobialnim latkdm. Pravé pro stanoveni rodu Campylobacter spp. jsou
vyuzivany oblasti v genech 16S rRNA (hsp60, groEl, cpn60, ceuE a rpoB) (On, 2013).

3.1.9 Subtypizace

Subtypizace slouzi k charakterizaci izolovanych kmenti Campylobacter spp. Diky

subtypizaci miZzeme charakterizovat vztahy mezi jednotlivymi druhy, piivod, pfibuznost
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a mizeme analyzovat riziko. Subtypizace je vyznamna zejména pro epidemiologické
studie, kde 1ze identifikovat patogen a prokazat jeho rezervoar. Takto mizeme potvrdit
i cirkulaci v potravinovém fetézci ¢i jinych environmentalnich zdrojich (On, 2013;
Taboada et al., 2013). Existuji rizné subtypiza¢ni metody — Lior sérotypizace (rozliSeni
vice nez 100 sérotypa C. jejuni, C. coli a C. lari), dale biotypovani, fagova typizace
a antimikrobialni rezistotypizace. Zlatym standardem je vSak pulzni gelova
elektroforéza. Stale vice se pouzivaji metody vyuzivajici celogenomové sekvenovani

(Taboada et al., 2013; O’Reilly et al., 2006).

3.1.10 Rizikové potraviny

Rizikovymi potravinami z hlediska mozného onemocnéni kampylobakteriézou
jsou nejvice syrova dribez, dale porcované dribezi maso 1 polotovary z nich vyrdbéné.
Rizikové jsou v mensi mife i vepiové a hovézi maso nebo korysi a moiské plody.
Zdrojem ndkazy muize byt 1 syrové nepasterované mléko, voda nebo zelenina
(pokud se aplikuji statkovd hnojiva na vzeslé plodiny). I pfiprava jidla je rizikova,
zejména pii grilovani ¢i opékani. V domacnosti mize dojit ke kiizové kontaminaci,
pokud nezachazime sjidlem pfili§ hygienicky. Ze suroviny se mulze dostat
Campylobacter na nastroje, na nadobi, a pies plochu se dostane na dal$i potravinu.
U tepelné opracovanych nebo fermentovanych masnych vyrobka se Campylobacter
spp. nenachazi (Blackburn a McClure, 2002; Moore et al., 2005).

Rada celosvétové provadénych studii potvrzuje, Ze se na povriich chlazené
a mrazené driibeZe asto vyskytuje Campylobacter spp. V CR je vysoka promofenost
chovi s velmi vysokou prevalenci tohoto patogenu V travici soustavé dritbeze. Dochazi
k sekundarni kontaminaci v pribéhu jatecného opracovani, coz se negativné promita
do pozitivity nalezli u chlazenych a mrazenych brojlerti v obchodni siti. U chlazenych
vyrobkll je zaznamenano az 75 % pozitivnich nalezli, u mrazenych vyrobkl 37 %.
(Bardon et al., 2011). Ve vSech zemich s nejvyssim vyskytem kampylobakteriozy byl
jako dominantni druh potvrzen Campylobacter jejuni (European Food Safety Authority

a European Centre for Disease Prevention and Control, 2013).

U veptového masa se pohybuje vyskyt Campylobacter spp. mezi 1 — 10 %
(Juntunen et al., 2010).

Infek¢ni agens se mize pienaset i ovocem a zeleninou (Gorner a Valik, 2004).
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Kampylobaktery byly izolovany i ze zobaku kavky a straky (Fernandez, 2009a).

DriibeZi maso a jdtra

Po analyze epidemiologickych udaju byla dribez identifikovana jako hlavni zdroj

kampylobakterd (Omurtag et al., 2013).

Kampylobaktery mohou kontaminovat povrch jater post mortem, ale mtize nastat
1 systémova infekce u zivych ptaki. Pouziti bakteriofagii ke snizeni poctu
kampylobaktert je slibnym pfistupem k problematice. VétSina fagh vSak byla izolovana
z vykalu. Bakterie kampylobakter ptevladaji v drobech, zejména v jatrech (Cornelius
et al., 2005).

Pokrmy, jako tieba jatrova pastika, byly prohlaSeny jako potencialni zdroj
pro vypuknuti alimentarnich onemocnéni (CDC, 2013). Dikladnym vafenim dochazi
k eliminaci rizika onemocnéni enteritidou z dribezich pokrmt. Ne&které pokrmy
se pouze minimalné vafi, aby si zachovaly senzorické vlastnosti i nartizovély vzhled.
Pokud je chceme vafit bezpecné, kriticka teplota v jadru vyrobku musi byt 68 — 70 °C
po dobu 45 minut (Hutchinson et al., 2015).

V nékterych ptipadech mize byt kontaminace jater kampylobakterem vysledkem

kontaminace v prub&hu zpracovani (Barot et al., 1983).

Brojlefi jsou obecné uznadvanym zdrojem kontaminace pii manipulaci, pfiprave
a konzumaci masa. Tato kontaminace miiZze byt zodpovédna az za 20 — 30 % ptipadi

onemocnéni kampylobakteridozou u lidi (European Food Safety Authority, 2010).

Vepiové maso a droby

U prasat bylo prokazano, Ze jsou rezervoarem Campylobacter spp., tudiz veptové
produkty mohou byt zdrojem infekce u lidi. Syrova nebo nedostate¢né tepelné upravena
jatra nebo 1 jiné produkty obsahujici jatra, mohou piedstavovat potencialni nebezpeci

pro zdravi lidi (Moore a Madden, 1998).

Ve studii Sticht-Groh (1982) je uvedeno, ze kampylobakter byl izolovan
ze vzorki stolice zdravych porazenych prasat v 59 %. Celych 24 % bylo identifikovano
jako Campylobacter jejuni. Tento druh byl izolovan i ze vzorka stiev, ktera byla

skladovéana v solném laku, coZ naznacuje, Ze sll ze stfev neznicila vSechny pfitomné
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mikroorganismy.

Miéko

Rizikovym faktorem pro infekci kampylobakterem je piti nepasterovaného mléka

(Kapperud et al., 2003).

Campylobacter spp. nejsou schopny prezit pasteraci mléka, nemohou rist
Vv syrovém ¢i pasterovaném mléce, 1 kdyz jsou schopny pfezit v mléce pii nizkych
teplotach. K vypuknuti kampylobakteriézy z pasterovaného mléka ale piece jen doslo.
Bylo tomu ve Velké Britanii vroce 1979, kdy bylo nakazeno az 2500 skolakt
(Fernandez, 2009a).

3.2 Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni je nejcastéj§im pavodcem bakteridlnich prijmu
V rozvinutych zemich. Zdrojem tohoto patogenu jsou piedevsim kufata (Votava, 2010;

Kamenik, 2014).

Tento druh ma dva poddruhy — Campylobacter jejuni subsp. jejuni
a Campylobacter jejuni subsp. doylei. Campylobacter jejuni subsp. doylei byl prozatim
potvrzen pouze u ¢lovéka trpiciho akutnim zanétem zaludku a stfeva. Campylobacter
jejuni subsp. jejuni se nachazi v travicim traktu volné Zijicich ptaku, driibeze, u skotu,
u prasat a u malych prezvykavcl. Nasledné se vyskytuje 1 v produktech téchto zvirat
(v mase, v syrovém mléce). Tento poddruh byl identifikovan i v motskych plodech
(Kamenik 2014). Campylobacter jejuni byl izolovan i na skofapkach konzumnich vajec,

jak zevng, tak uvniti (Fernandez, 2009b).

Vroce 1995 doSlo kvypuknuti enteritidy v USA zpiisobené druhem
Campylobacter jejuni. Postihla 30 lidi, ktefi se najedli v mistni restauraci. Zdrojem
nakazy bylo Cesnekové maslo. Preziti kampylobaktera v masle (s nebo bez ptitomnosti
cesneku) bylo pozdé€ji studovano a bylo zjisténo, ze C. jejuni mize prezit na masle

bez ¢esneku po dobu 13 dni pii teploté 5 °C (Fernandez, 2009a).

Jedna se o tenkou gramnegativni pohyblivou ty¢inku. Svym typickym vzhledem
se podoba pismenu S, je zahnuta nebo zprohybana. V tekutém médiu rostou setazené

do fetizku. Campylobacter jejuni ma spoustu sérotypu, které se lisi predevSim
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rozmanitosti v antigenech O- a H-. Tento patogen kolonizuje sliznici tenkého,
ale i tlustého stieva a pisobi zanétlivé prijmové onemocnéni s horeckou (Schindler,

2014; Votava, 2010; Steinhauser a Benes, 1995).

3.2.1 Biochemie

Campylobacter jejuni je mikroorganismem produkujicim oxidazu a katalazu.

C. jejuni hydrolyzuje hippurat, coz bakterie C. coli ne (Votava, 2010).

3.2.2 Prostredi

Campylobacter jejuni neroste v aerobnim prostfedi. Tento druh neni schopen
se mnozit v potravindch, ale miize v nich riznou dobu pfezivat. Pfi chladirenskych
teplotach a pii dostate¢né vlhkosti preziva i nékolik dni. Pfi teploté kolem 20 °C
je devitalizovan jiz za nékolik malo hodin. Mrazirenské teploty jsou timto druhem
tolerovany velmi dobfe. DokaZze se pomnozit v rozmezi pH 6,0 — 9,5. Zvlada
1 pfitomnost chloridu sodného do koncentrace 2 — 3 %. Tento druh je vSak velice citlivy
na vlhkost (snizeni aktivity vody pod 0,95 ho devitalizuje) a na ptitomnost organickych
kyselin. Citlivy je zejména na kyselinu mlé¢nou a kyselinu octovou. Vykazuje citlivost
I Kk béZzn¢ pouzivanym dezinfekénim prostfedkim ¢i k piisobeni UV zateni (Steinhauser

a Benes, 1995).

Tento druh je citlivy na zmrazeni, suSeni, ale 1 kyselé podminky. Tyto podminky

mohou byt pouzity jako bariéry k omezeni rustu (Fernandez, 2009b).

3.2.3 Terapie

Campylobacter  jejuni  je citlivy k makrolidim (napf. erytromycin),
aminoglykosidiim a tetracyklinovym antibiotikiim. Lécba antibiotiky se vSak zahajuje
pouze pii zavazném priabéhu infekce (Schindler, 2014; Votava, 2010; Goering et al.,
2016).

Pokud dojde krozvoji invazivni infekce, jsou nutnd i1 dalsi antibiotika

jako chinoliny nebo aminoglykosidy (Goering et al., 2016).
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3.2.4 Epidemiologie

C. jejuni se vyskytuje v travicim traktu ptaka (jedna se tedy o zoonodzu). Pfenos
probiha pfedev§im kontaktem s driibezi (az 2/3 kufat je nakazenych) a pii zpracovani
masa (v dribezaiskych provozech, v obchodech i v domacnostech) (Votava, 2010).
U dribeze se pohybuje vyskyt az okolo 60 — 80 %, u prasat se vyskytuje v rozmezi
30 — 50 %. U skotu ¢i ovci byva vyskyt kolem 10 — 30 % (Steinhauser a Benes, 1995).
Pfenos mezi lidmi je vzacny. Infekéni onemocnéni je Casto spojeno s konzumaci
nedostatecné tepelné opracovaného kuieciho masa. Pfi manipulaci se syrovym masem
muze dojit ke kiizové kontaminaci (Votava, 2010). Campylobacter jejuni je casto
izolovan ze syrového mléka, kde dochazi ke kontaminaci pii $patné hygiené dojeni.

MIéko je kontaminovani prostiednictvim vykalt (Steinhauser a Benes, 1995).

3.2.5 Prevence

Hlavnimi preventivnimi opatfenimi jsou ptfedev§im dodrzovani hygieny
stravovani a dostate¢na tepelna uprava pokrmu (piedevs§im driubeziho masa) (Votava,

2010; Julak, 2015).

Neni nutny screening pracovnikd pracujicich s potravinami, protoze pienos

od nich se vyskytuje velmi vzacné (na rozdil od salmonel6z) (Goering et al., 2016).

3.2.6 Diagnostika

Zakladem pro laboratorni diagnostiku je pfimy prukaz kultivaci. Prikaz protilatek
metodou ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) je vyuzivan pouze vyzkumné
(Votava, 2010).

Pii diagnostice se vyuZziva stolice. Je vSak nutny specialni zplsob kultivace,
ktery vyZaduje, aby byl obsah kysliku v atmosféte 5 %. Dale je nutny obsah CO;
v mnozstvi alesponi 10 % a kultivacni teplota musi byt 42 °C. K potlaceni ristu
doprovodné flory se vyuzivaji smési antibiotik (Schindler, 2014; Julak, 2015).

VétSina postupd  pouzivanych v potravinafstvi byla navrzena pro bakterii
Campylobacter jejuni, jsou vsak pouzitelné i na fadu dalSich kampylobaktera (C. coli,

C. upsaliensis a C. lari). Pro izolaci Campylobacter spp. z potravin (dle CSN ISO/TS

10272-1 a 10272-2) se pouzivaji ruznd obohacovaci média, kde je nutné dodrzet
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mikroaerofilni podminky a zvySenou teplotu kultivace. Po 24 hodinach
a po 48 hodinach se vzorky inokuluji na selektivni agary, které se kultivuji pii teploté
42 — 43 °C. Metabolismus téchto bakterii vyuziva pouze aminokyseliny a peptidy,
tudiz sta¢i médium obsahujici pepton. Suspektni kolonie se poté odlisuji podle testu
hydrolyzy hippuratu u C. jejuni a C. coli (C. jejuni pozitivni hippurat) (Demnerova,
2016).

3.2.7 Genetika

Campylobacter jejuni ma velikost genomu 1,6 Mb, je velmi bohaty na sekvence
adeninu a thyminu a odliSuje se tim, ze nema zadné inzerni sekvence
¢i sekvence, které jsou odvozené od bakteriofagii. Maji také velmi malo repetitivnich

sekvenci (Parkhill et al., 2000).

3.3 Campylobacter coli

Tento druh je fenotypové velmi blizky druhu Campylobacter jejuni. Pouziva
se velka skala genotypovych metod k odliseni C. jejuni od C. coli (Ngulukun, 2016).

Campylobacter coli muze u c¢lovéka vyvolat taktéz prijmové onemocnéni,
ale tyto infekce jsou méné Casté. Zdrojem nakazy mulZe byt nejen dribez, ale i prasata
(Votava, 2010).

3.3.1 Biochemie

Campylobacter coli se od C. jejuni 1isi negativni hydrolyzou hippuratu (Votava,
2010).

3.3.2 Rizikové faktory

Podle Tam (2003) jsou rizikové faktory pro pienos Campylobacter coli
a Campylobacter jejuni rtzné. Ztoho vyplyva, ze budou potieba odlisné strategie
pro kontrolu téchto dvou druhil a bude potfeba provadét druhoveé specifické analytické
studie. Pfevaha C. jejuni znamena, ze byl C. coli zanedbanym lidskym patogenem.

Ale jeho relativni vyznam se zvysi vzhledem k soucasnému poklesu vyskytu infekénich
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onemocnéni zpusobenych Salmonella enteritidis. Kampylobaktery jsou vSak vysoce
variabilni organismy schopné se pfizplisobit Sirokému rozsahu podminek, které se lisi

podle druhu.

3.3.3 Genetika

Pfi srovnani gent ve stejné oblasti genomu C. coli a C. jejuni bylo odhaleno
137 zmén. Lokus IpxA miZze byt uzite¢cnym pfi rozliSovani nejen téchto dvou druht,
ale mohl by byt pouzit i k odliSeni ostatnich termotolerantnich Campylobacter spp.
(Klena et al., 2004).

3.3.4 Epidemiologie

Campylobacter coli kolonizuje gastrointestinalni trakt hospodaiskych zvirat.
Nachazi se zejména u prasat a dribeze. Tento druh se u nich vsak vyskytuje v mnohem
mensi mife nez Campylobacter jejuni. Campylobacter coli je potvrzenym druhym

nejCastéj§im druhem (5 — 10 %) asociovanym s humanni kampylobakteri6zou

(Kamenik, 2014; Tam, 2003).

Kampylobakterioza byla pozorovana 1 u psu, kde prevazoval vyskyt
Campylobacter jejuni. U pst s vaznymi prijmy byly identifikovany smisené infekce
C. coli a C. jejuni, coz miize nazna¢ovat moznost synergismu mezi témito dvéma druhy.
Velkym problémem by mohlo byt nakaZeni déti, starSich lidi nebo lidi se snizenou
imunitou. Navic spousta psti miize takto pfenaSet multirezistentni kampylobaktery,

coz je taktéz velkym problémem pro vetejné zdravi (Karshima a Bobbo, 2016).

Castou piiginou gastrointestinalniho onemocnéni u koéek je neutrofilni zandt
sttevni sliznice. Jedna se o zéanéctlivé onemocnéni stfev, které zplsobuji nezadouci
ucinky potravin, antibiotik a infekce (virové, bakteridlni, protozoalni, parazitarni
1 fugélni). Bylo potvrzeno spojeni mezi timto onemocnénim a piitomnosti
Campylobacter coli u kocek. Kocky stouto diagnéozou mély vyznamné vyssi pocet
C. coli ve sliznici stieva. Campylobacter coli je nejspi§ schopen k produkci sloucenin,
které stimuluji neutrofily nebo indukuji koci¢i stfevni bunky k produkci neutrofilt

pomoci chemoatraktanti (Maunder et al., 2016).
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3.3.5 Terapie

Za nejlepsi antimikrobidlni 1é€bu je povazovana 1écba erytromycinem,
fluorochinolony a tetracykliny, které se vyuzivaji zejména u pacientl s t€zkou infekci

(Lucey et al., 2000).

3.3.6 Diagnostika

KrozliSeni Campylobacter spp. se pouziva polymerazova fetézova reakce
S naslednym restrikénim Stépenim (PCR — RFLP). Pfi PCR se pouzivaji primery
THERM; a THERM4, které¢ amplifikuji ¢ast genu pro 23S ribozomalni RNA. Nésledné
dochazi ke Sté€peni endonukledzami. Specifické Stépeni umoziiuje druhové urceni

C. coli, C. jejuni, C. upsaliensis a C. lari (Steinhauserova et al., 2001).

3.4 Ostatni kampylobaktery

Existuji rizné druhy kampylobakteri. Spousta z nich jsou cetnymi saprofyty
diferencovatelny). Vzacné muze u ¢lovéka vyvolat infekci i druh Campylobacter fetus
(Schindler, 2014).

3.4.1 Campylobacter fetus subsp. fetus

Tento patogen je piedev§im znam jako ptvodce onemocnéni u hovéziho dobytka
a u ovci. U lidi, ktefi maji naruSenou imunitu, miize vyvolavat nejen hnisavé infekce,
ale muze dojit i k celkové infekci. Jeho neschopnost ristu pii teploté 42 °C

a podle citlivosti k cefalotinu mtizeme snadno odlisit od C. jejuni (Votava, 2010).

Tento patogen se nachazi v zazivacim traktu skotu, ovci, koz, prasat, pst, kocek
a slepic. Ptredstavuje hlavni pfi¢inu septick€ého potratu u téchto zvifat a ma afinitu
k placentarni tkani. Infekce zptisobené Campylobacter fetus subsp. fetus probiha
u oslabenych jedinci ve formé& systémového onemocnéni spolu s bakteriémii,
meningitidou, cévnimi infekcemi, abscesy a celulitidou. Nicméné,

tento mikroorganismus je ziidka lidskym patogenem (Fujihara et al., 2006).

U lidi bylo popsano 13 ptipadd, kdy u 5 znich doslo k potratim. Hlavnimi
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ptiznaky u matek byla horecka spole¢né se studenou zimnici. Pouze u 3 ptipadi doslo
K prijméim. Ve viech piipadech novorozenci méli téZkou sepsi a meningitidu. Ctyfi déti
zemiely jiz v novorozeneckém obdobi na nasledky nezralosti centralniho nervového
systétmu. Histologické vySetfeni placenty odhalilo 1éze se zanétlivym infiltratem
polymorfonukledrnich neutrofilnich leukocytii. Rozsifeni infekce probihalo krvi
(Fujihara et al., 2006).

3.4.2 Campylobacter upsaliensis

Tento mikroorganismus byl pojmenovan po meésté, ve kterém byl poprvé
izolovan. Od té doby se po celém svéte zacal brat jako lidsky bakteridlni enteropatogen.
Campylobacter upsaliensis je spojen sakutnimi prijmy, které odezni samy.

Byl izolovan i u chronickych prujmovych onemocnéni (Bourke et al., 1998).

Campylobacter upsaliensis je termofilni, katalaza negativni mikroorganismus,
ktery byl poprvé identifikovan jako psi patogen vroce 1983. Nyni je tento
mikroorganismus vedeny jako lidsky enteropatogen (Bourke et al., 1996).

C. upsaliensis je dalsim druhem nejcastéji izolovanym u lidi po druhu C. jejuni.
Byva vSak jen zfidka izolovan v klinickych laboratofich, a proto je malo znamy
mezi lékafi. Campylobacter upsaliensis je citlivy na antibiotika bézné pouZzivana

v selektivni ptidé pro kampylobaktery (Bourke et al., 1998).

Pti prijmovych onemocnénich ¢lovéka byva velmi vzacné izolovan jako piivodce.
Pro izolaci tohoto druhu patogena nejsou vhodna béZné pouzivana selektivni média,

nejspis je to i jeden z divoda, proc je izolovan velmi vzacné (Votava, 2010).

Tento druh nejcastéji kolonizuje travici trakt pst, kocek nebo ptakli chovanych
jako domaci mazlicci. Vyznam kolonizace traviciho traktu téchto zvifat v§ak neni jasny,
protoze chybi jasné diikazy, zda se jednd o skute¢nou pfi¢inu prijmi pst a kocek
(Weese, 2011; Forsythe, 2010). Druhy Campylobacter lari a Campylobacter upsaliensis
jsou zodpovédné asi za 1 % piipadi onemocnéni kampylobakteriozou (Blackburn
a McClure, 2002). Tento druh byva velmi vzacné izolovan z potravin, ale nebyl zatim
nalezen priikaz, Ze je asociovan s infekci vyvolanou u ¢lovéka. Nejpravdépodobnéjsi
cestou prenosu je tudiz piimy kontakt se zvifetem nebo Cloveéka s Clovékem, nikoliv

potravinovym fetézcem (Mandrell a Miller, 2006).
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3.4.3 Campylobacter lari

Z huménnich vzorkdi byva taktéz velmi zfidka izolovan. Ve vétSiné piipada

je také ptivodcem infekci Zaludku a stieva (Votava, 2010).

Tento druh byva Casto izolovan z vod, ze stievniho obsahu volné zijicich ptaka,
zvlasté ptakt migrujicich (zejména rackd). V mensi mife se vyskytuje i u prasat, psu,
kocek nebo dalsich domacich mazlicki. Muze se vyskytovat i u motskych zivocichi
jako jsou musle nebo ustfice. Jeho piritomnost v moiské vode je nejspiSe vysledkem
kolonizace gastrointestinalniho traktu racki a jinych pobfeznich ptaka,
kteti tak prostfedi vody kontaminuji. Campylobacter lari dokaze ptezit v prostiedi
s koncentraci soli az 3,5 % (Mandrell a Miller, 2006).

3.5 Metody detekce bakterii rodu Campylobacter spp.

3.5.1 Postup metody dle CSN EN ISO 10 272 (2006)

K prikkazu bakterii rodu Campylobacter spp. se vyuziva normy CSN EN ISO
10 272-1, ve které jsou uvedena specidlni bohatad zivnd média obsahujici selektivni
slozky. Selektivnimi slozkami jsou latky inhibujici rast doprovodnych mikroorganismi
(antibiotika — cefoperazon, vankomycin, cykloheximid a trimetoprim), dale slozky
zvysujici aerotoleranci (defibrinovana koniska krev, hemin, aktivni uhli, pyruvat sodny
a disifi¢itan sodny). Kultivace probihd v mikroaerofilni atmosféfe, kterd obsahuje
5 % 0O,, 10 % CO; a dostate¢nou vlhkost (Brozkova et al., 2016; Gharst et al., 2013;
On, 2013; Blackburn a McClure, 2002). K priikazu suspektnich patogennich kmenu
tohoto rodu dochdzi ve tfech krocich. Prvnim krokem je pomnozeni v tekuté selektivni
pudé (pomnozovaci bujon dle Boltona). Druhym krokem je vyockovani na povrch dvou
selektivnich kultivaénich pid — modifikovany deoxycholatovy agar s aktivnim uhlim
a cefoperazonem (mCCDA) a druha pida dle vybéru (Karmaliho agar, Butzlertiv agar,
cokoladovy agar). Tietim krokem je konfirmace, kde se zkoumaji typické kolonie

(pohyb, biochemické testy) (Brozkova et al., 2016).
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] 25 g (25 ml) vzorku + 225 ml bujénu dle Boltona
selektivni (x g nebo x ml vzorku) + (9x ml bujon dle Boltona)

pomnozZeni

mCCDA agar
42 °C, 48 hodin, nukroaerofilne

Karmali agar
42 °C, 48 hodim, mikroaerofilné

!

5 charakteristickych kolonii
(z kazdé misky)

!

subkultivace na krevni agar Columbia
42 °C, 48 hodin, mikroaerofilne

!

morfoelogie, pohyblivost, biochemicka konfirmace, rezistence ke
kyseliné nalidixové a cephalotinu

vyockovani

konfirmace

Obr. ¢. 3: Schématicky postup pritkazu kampylobakteri (Brozkova et al., 2016)

Tab. ¢. 2: Konfirmace a hodnoceni vysledkii (Brozkova et al., 2016)

pohyb v preparat dle
vzhled kolonii biochemické testy
zastinu Grama
Sedé nebo svétle Z1ve se ) _
_ G oxidaza +
hnédé pohybuyjici
tenké spiralni
vodnaté vnici se _ katalaza +
ty¢inky
nepravidelny ' mikroaerofilné
pleomorfni rust pti 25 °C
tvar )
nehemolytické rust pii1 42 °C aerofilné (-)

Podle vysledkii konfirmace potvrdime ¢i vylou¢ime pfitomnost termotolerantnich

druhtt rodu Campylobacter spp. vnavazce vzorku, ktery zkoumame (Brozkova

etal., 2016).
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3.5.2 Nové zpiisoby stanoveni

Nova vysoce selektivni jsou média pro stanoveni Campylobacter jejuni
a Campylobacter coli zpotravin. Patfi sem napiiklad CampyFood ID agar

nebo C. jejuni/C. coli Chromogenic Planting medium.

K rychl¢é detekci kampylobakterti v potravinach se pouzivaji 1 latexové aglutinacni
testy. Patii sem napiiklad Microgen M46 Campylobacter nebo SCIMEDXCAMPY,
které jsou vyuzivany piedev§im ke stanoveni druhi Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli a Campylobacter lari. Ke stanoveni z potravin se dnes vyuzivaji
automatizované systémy (pt. VIDAS), které¢ vyuzivaji principii enzymové imunoeseje
(enzyme-linked immunosorbent assay). Pro klinické vzorky jsou vyuzivany systémy
jako napt. ImmunoCardSTAT! CAMPY, Ridascreen Campylobacter nebo the ProSpecT
Campylobacter assay. Citlivost téchto metod se pohybuje kolem 10° kolonie tvofici
jednotky na 1 ml. Tyto metody vSak musi byt vzdy konfirmovany dal§imi metodami

(Gharst et al., 2013).

3.5.3 Molekulirné biologické metody

K detekci a kvantifikaci rodu Campylobacter spp. se vyuziva metoda kvantitativni
polymerazové fetézové reakce (qQPCR). Prukaz bakterii C. jejuni a C. coli je zalozen
na detekci specifickych sekvenci, které se vyskytuji v genomu nezavisle na sob¢.
Aby se pii reakci pfiSlo na faleSné negativni vysledek reakce, do kazdé reakce
je pfidana interni amplifikacni kontrola. K faleSné¢ negativnimu vysledku muize dojit
vlivem pfitomnosti inhibitorti, které ovliviiuji pribéh reakce. Néslednd kvantifikace

probiha dle kalibra¢nich kiivek (Mikel et al., 2015).

Podle specifity, kterou vyzadujeme, jsou pouZity rizné oblasti genomu.
Pokud chceme identifikovat pouze na urovni rodu, vyuzivaji se useky 16S rRNA.

Pti identifikaci jednotlivych druhti jsou vyuzivany specifické geny (Hochel, 2009).

3.5.4 Fenotypové testy

VétsSina fenotypovych testli je zaloZena na hodnoceni morfologickych znakd,
nutri¢nich pozadavku, rezistenci k riznym agens (v¢etné antibiotik), toleranci na teplotu

a na biochemickych vlastnostech. I kdyz biochemické testy poskytuji informace
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pro piedbézné urceni druhu, je nutno davat pozor, protoze vysledky musime vyhodnotit
vzhledem K variabilit¢ a reprodukovatelnosti jednotlivych testii. Rozdily mohou byt
zpusobeny velikosti inokula, rozdilnymi kultivacnimi médii, ale 1 provedenim

biochemickych testl (napft. zalezi na stafi kultury).

Pomoci fenotypovych testd mizeme napiiklad urcit C. jejuni, C. coli a C. lari,
protoze jsou oxiddza i katalaza pozitivni, redukuji dusi¢nany na dusitany, rostou

pii 42 °C za mikroaerofilnich podminek a nerostou pii teploté 25 °C (Hochel, 2009).

3.5.,5 Prikaz oxidazy

K detekci enzymu cytochromoxidazy nebo indofenolové oxidazy se vyuzivaji
komercné¢  vyrabéné disky. Pomoci diski se detekuji mikroorganismy,
jako jsou napiiklad Neisseria, Alcaligenes, Aeromona, Vibrio, Campylobacter
a Pseudomonas, které davaji pozitivni reakci. Enzymy cytochromoxidéaza
nebo indofenolova oxiddza katalyzuji transport elektrond. Disky jsou sterilni filtra¢ni
papiry napusténé N, N-dimethyl-p-fenylendiaminem oxalatem, kyselinou askorbovou
a a-naftolem. Bezbarvy N,N-dimethyl-p-fenylendiamin slouzi jako umély akceptor
elektronil. Pfi reakci je oxidovan na barevnou slouceninu, kterou je indofenolova modf

(Himedia, 2017).

3.5.6 Mikroskopie a barveni dle Grama

Mikroskopie je dilezita metoda, ktera se vyuziva pro svoji rychlost
a jednoduchost. Mikroskopovani je dlleZitou soucasti témé vSech vzorkd,
1 kdyZz tato metoda neni pifili§ citlivou. Pfi mikroskopii pfevazuje pozorovani

fixovaného a barveného preparatu (Votava, 2005; Greenwood, 2012).

Vyznam barveni dle Grama je piedevSim rozd¢leni bakterii na 2 zakladni
taxonomické skupiny — grampozitivni a gramnegativni. Toto taxonomické rozdéleni
je podle celé fady anatomickych i1 fyziologickych vlastnosti, kterymi se tyto bakterie
odliSuji. Nejpodstatnéjsi je pii tomto barveni rozdilnd stavba bakteridlni stény.
Pti barveni dochdzi v bunice ke vzniku komplexu krystalové violeti spolu s jodem,
ktery je u skupiny gramnegativnich bakterii vyplaven alkoholem ¢i acetonem.
Odbarveni odolavaji grampozitivni bakterie (nesmi vSak dojit k dlouhodobému

pusobeni) (Votava, 2010).
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Bunééna sténa bakterii je slozena predevsim z peptidoglykenu mureinu. Murein
se sklada z N-acetylglukosaminu a kyseliny N-acetylmuramové. Tyto slozky jsou
stiidavé za sebou uspofadany ve vlakna a jsou propojena glykosidickymi vazbami.
Navic jsou mezi sebou vlakna propojena peptidickymi vazbami, ¢imz tvoii sit’. OdliSeni

grampozitivnich a gramnegativnich bakterii je i v tloust’ce mucinové vrstvy.

U grampozitivnich bakterii je silnd vrstva peptidoglykenu mureinu,

ktera je prostoupena fetézci kyseliny teichoové.

vvvvvv

jen tenkou vrstvu a kyselina teichoova neni pfitomna. Vnéj§i membrana obsahuje
pfedevSim  fosfolipidy, strukturni ~a  enzymové  proteiny, lipoproteiny
a lipopolysacharidy. Tzv. periplazmovy prostor (mezi vn&j§i membranou
a peptidoglykenem mucinem) je mistem, v némz se nachédzeji rizné enzymy, Ziviny
a metabolity dulezit¢ pro chod bunky. VnéjSi membranou prostupuji pory,
které umoziuji prostup malych molekul a mohou zasahovat az k peptidoglykenu,

na ktery se vazou (Kalhotka a Tesatova, 2014).
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4 MATERIAL A METODIKA
4.1 Seznam pouZzitych pristroji a pomiicek

° laboratorni vahy s pfesnosti = 0,01 (firma Schoeller Instruments, s.r.o.,
Praha, Cesk4 republika)

o homogenizator Bag Mixer (firma Interscience, Patiz, Francie)

o digestor

. tlakovy hrnec

o komorovy termostat Sanyo incubator (firma Schoeller instruments, s.r.o.,
Praha, Ceska republika)

o komorovy termostat Julabo TW 20 - vodni lazen (firma Schoeller
instruments, s.r.0., Praha, Ceska republika)

° anaerostat

. jednorazové plastové Petriho misky (rozmér 90 x 100 mm)

° laboratorni sklo — pipety, odmérné valce, zkumavky, 500 ml sklenéné lahve

o mycka nadobi

o mikrotenové sacky, alobal, pinzety, skalpely

4.2 VySetfovany material

Mikrobiologickd analyza byla provedena u 50 vzorkd, z toho 13 jater dribezich,
13 jater veptovych, 12 vzorka ¢tvrtek a 12 vzorkl syrového mléka. Vzorky byly Cerstvé
a pochézely z 19 fteznictvi, 4 hypermarketii nebo v ptipadé¢ mléka, z 10 mlékomath

Z oblasti Brna a okoli.

VySetfovany materidl byl zakoupen vzdy jeden den pifed mikrobiologickou
analyzou. Skladovani vzorkd bylo pii teploté neptesahujici 4 °C. Preprava vzorki
do mikrobiologické laboratofe probihala vZdy vco nejkratS§im moZném case

a bez poruseni chladiciho fetézce.

Mikrobiologickd  analyza  vySetfovanych  vzorki  byla  provadéna
v mikrobiologické laboratoti na Ustavu technologie potravin na Mendelové univerzité

v Brné v obdobi od zati do prosince roku 2016.
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4.3 Metodika

U veskerého vysetfované¢ho materidlu bylo provadéno potvrzeni ¢i nepotvrzeni
pfitomnosti bakterii druhu Campylobacter. Veskeré vysledky se dale konfirmovaly

mikroskopii, oxidazovym testem a testem Kk prukazu katalazy.

Pomoci sterilniho skalpelu a pinzety bylo odebrano (z riznych ¢asti) 25 grami

vzorku.

4.3.1 PredmnoZeni

K takto pfipravenému vzorku byl nasledné¢ piidan ochlazeny Campylobacter
pomnozovaci bujon (Lab M, Velka Britanie) v mnozstvi 225 ml. Vzorek byl spolu
s bujonem homogenizovan po dobu 90 sekund a kultivace probéhla v mikroaerofilnim
prosttedi CampyGen od firmy Oxoid. Nadobka pro kultivaci (s mikroaerofilnim

prostfedim) byla umisténa do termostatu a vzorky byly inkubovany pfi teploté 42 °C.

4.3.2 PomnoZeni

Do piipravené Petriho misky se selektivnim agarem (Lab M, Velka Britanie)
pro kampylobaktery bylo naneseno 0,1 ml inokula (metodou roztéru) z pomnozovaciho
bujonu. Takto pfipravené misky byly opét inkubovany za mikroaerofilnich podminek

pti 42 °C v termostatu po dobu 48 hodin.

Po inkubaci byly vytvotfeny preparaty pro mikroskopovani (obarveny dle Grama)

a dale konfirmovany pomoci oxidazového a katalazového testu.

4.4 Kultiva¢ni média a selektivni suplementy

4.4.1 Campylobacter pomnoZovaci bujon

Pii ptipravé bylo navazeno 27,5 g prasku a nasledné rozpusténo v 1 litru
neionizované vody. Po 10 minutach nésledovalo diikkladné promichani a sterilizace
vautoklavu pifi 121 °C po dobu 15 minut. Smés byla ochlazena
na teplotu 47 °C a byl pridan suplement X132 a 50 ml lyzované konské krve. Vse bylo

dukladné promichano. Vzorek s pomnozovacim bujéonem byl vlozen do mikroaerofilni
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atmosféry a nasledné do termostatu, kde byla udrzovana teplota 42 °C. Po inkubaci byla
¢ast vzorku odebrana a inokulovana na Petriho misku se selektivnim agarem

pro kampylobaktery.

Bujon mé vzhled prisvitné ¢erveny s jemnym cernym nadechem.

Tab. ¢. 3: Slozeni Campylobacter pomnozovaciho bujonu

slozka koncentrace (g/l)

masovy pepton 10
laktalbuminové hydrolyzaty 5
kvasni¢ny extrakt 5
chlorid sodny 5

hemin 0,01

pyruvat sodny 0,5
a-ketogluratova kyselina 1,0
disifi¢itan sodny 0,5
uhli¢itan sodny 0,6

4.4.2 Suplement X132

Baleni obsahovalo 10 lahvicek k jednorazovému pouziti, pficemz pro dosazeni
spravné pracovni koncentrace (do 500 ml pomnoZzovaciho bujonu) byla zapotiebi jedna

lahvicka.

Tento vyrobek ma trvanlivost 2 roky pii dodrZzovani skladovaci teploty

mezi 2 — 8 °C.

Pracovnik by mé¢l mit na sob¢ latexové rukavice, pokud rekonstituuje suplementy

v 5 ml sterilni neionizované vody a mél by pouzivat sterilni pipetu.

Suplement ma byt pfidan asepticky do média, které je ochlazeno na 47 °C, a smés

musi byt okamzité diikladné promichana.
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Tab. ¢. 4: Slozeni suplementu

koncentrace ve vialce koncentrace v médiu
latka
(mg) (mg/l)
cefoperazon 10 20
vankomycin 10 20
trimethoprim 10 20
natamycin 12,5 25
Cefoperazon

Jednd se o antibiotikum, které patii do skupiny cefalosporinii III. generace
(soucasti beta-laktamt). Tato antibiotika jsou vysoce G¢innd na gramnegativni bakterie.
Jednd se o pomérn¢ silné selektory Sirokospektrych beta-laktamas, je tedy nutné

je indikovat s rozvahou (Votava, 2010).

Vankomycin

Vankomycin je antibiotikum patiici do skupiny glykopeptidovych antibiotik.
Tato antibiotika jsou peptidy s navazanou cukernou slozkou a jejich G¢inek je zaméten
predevsim na zasah do syntézy bakterialni stény. Vankomycin je pomérné toxickym,
zatim vSak pisobi i na rezistentni kmeny Staphylococcus aureus a Staphylococcus

epidermidis, na vétSinu enterokoku ¢i na Clostridium difficile (Votava, 2010).

Trimethoprim

Trimethoprim fadime do skupiny chemoterapeutik, ktera plsobi jako antibiotika.
Jednd se o pomémné toxické latky, které se vyuZivaji v 1é€bé koZnich onemocnéni,

gastroenterologii, o¢nim I1ékaistvi ¢i ORL (Votava, 2010).

Natamycin

Natamycin je antimykotikem pouZivanym k lokalnimu pouziti. Pisobi predev§im

na kvasinky a plisné (Votava, 2010).
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Obr. ¢. 4. Campylobacter pomnozovaci bujon (LabM, 2017b)

4.4.3 Campylobacter selektivni agar

Pti piipravé bylo rozmichano 45,5 g prasku v 1 litru neionizované vody. Smés
se nechala odstat po dobu 10 minut, byla promichana a nasledn¢ sterilizovana
Vv autoklavu po dobu 15 minut pfi 121 °C. Poté se ochladila na teplotu 47 °C a byl
pfidan suplement X112. Smés byla dikladn¢ promichana a nalita na Petriho misky.
Pied pouzitim bylo nutné, aby povrch agaru oschnul. Poté doslo k inokulaci
pomnozenym kampylobakterem a nésledné k inkubaci pii teplot¢ 42 °C po dobu
48 hodin.

4.4.4 Suplement X112

Baleni obsahovalo 10 lahvic¢ek k jednordzovému pouziti, pficemZ pro dosazeni
spravné pracovni koncentrace (do 500 ml selektivniho agaru) byla zapotiebi jedna

lahvicka.

Tento vyrobek ma trvanlivost 2 roky pii dodrZzovani skladovaci teploty

mezi 2 — 8 °C.

Pracovnik by mél mit na sob¢ latexové rukavice, pokud rekonstituuje suplementy

v 5 ml sterilni neionizované vody a mél by pouzivat sterilni pipetu.

Suplement ma byt piidan asepticky do média, které je ochlazeno na 47 °C, a smés

musi byt okamzité¢ diikladné promichéna.
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Tab. ¢. 5: Slozeni suplementu

latka koncentrace ve vialce (mg) | koncentrace v médiu (mg/l)
cefoperazone 16 32
amfotericin 5 10
Cefoperazon

Jednd se o antibiotikum, které¢ patii do skupiny cefalosporinti III. generace
(soucasti beta-laktamui). Tato antibiotika jsou vysoce ucinna na gramnegativni bakterie.
Jedna se o pomérn¢ silné selektory Sirokospektrych beta-laktamas, je tedy nutné je

indikovat s rozvahou (Votava, 2010).

Amfotericin
Amfotericin je antimykotikum, které fadime do skupiny polyenti. Polyeny jsou
pomérné toxické latky vazici se na ergosterol. Ma inhibi¢ni ucinek na kandidy,

aspergily, ptislusniky rodu Mucor i na nékteré prvoky (Votava, 2010).

Obr. ¢. 5: Campylobacter selektivni agar (LabM, 2017a)
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4.5 Konfirmace bakterii rodu Campylobacter spp.

45.1 Prikaz oxidazy

Testuji se bakteridlni kolonie 18 — 24 hodin staré. Oxidazovy disk se navlh¢i
destilovanou vodou a umisti se do sterilni Petriho misky. Sterilni kli¢kou je na povrch
vlhkého disku pienesena testovand kolonie a rozetfena po povrchu. Pozitivni reakce
se objevi do 5 — 10 sekund pii 25 — 30 °C, kdy je mozno sledovat tmavé modrofialové
zbarveni disku. Muze vSak dojit i k opozdéné pozitivni reakci, ktera se objevuje
do 60 sekund. Pokud nedojde ke zmén¢ barvy po uplynuti 1 minuty, vysledek reakce je
negativni (Himedia, 2017).

Obr. ¢. 6: Pozitivni a negativni vysledek reakce oxidazového testu (Mittal, 2017)

45.2 Prikaz katalazy

Katalaza je enzym, ktery mé schopnost rozstépit peroxid vodiku na vodu a kyslik.
K tomuto prikazu se pouzivd 3% roztok peroxidu vodiku. Tento roztok kapneme
na podlozni sklicko a sterilni klickou nabereme kolonii, kterou rozmichame v kapce

H20,. Pozitivni reakci je Suméni, které je viditelné po smichani (Votava, 2010).
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pozitivni

Obr. ¢. T: Pozitivni a negativni reakce pri pritkazu katalazy (Telmeds.org, 2017)

45.3 Barveni dle Grama

Ockovaci klickou byl nanesen natér bakterialni kultury na podlozni sklicko.
Tento natér byl dokonale vysuSen a fixovan nad plamenem. Poté byl natér pfevrstven
krystalovou violeti, ktera pisobila po dobu jedné minuty. Nasledné se sklicko oplachlo
vodou. Natér byl dale prevrstven jodovym roztokem, ktery opét pasobil po dobu jedné
minuty. Nasledoval opét oplach vodou. Poté byl natér prevrstven dekolorizacnim
roztokem a piisobil po dobu jedné minuty. Nasledoval op&tovny oplach vodou. Sklicko
bylo pfevrstveno safraninem, ktery zase piisobil po dobu jedné minuty. Nakonec sklicko

bylo oplachnuto vodou, osuseno a prohlizeno pod imerznim objektivem.

4.6 Statistické vyhodnoceni

Vysledky byly vyhodnoceny pomoci programu Statistica 12 analyzou rozptylu
(ANOVA).
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5 VYSLEDKY

Cilem této diplomové prace byla detekce kampylobakterti v riznych potravinach.
Vzorky byly zakoupeny v trzni siti. Vybér vySetifovanych vzorki byl zaméfen
na potraviny, u kterych byl zaznamenan (u nas nebo v zahrani¢i) podil na vzniku
tohoto alimentarniho onemocnéni. Sledovani pfitomnosti Campylobacter spp. bylo
provadéno u 50 vzorkii, ztoho 13 jater dribezich, 13 jater veptfovych, 12 vzorka
dritbezich C¢tvrtek a 12 vzorkti mléka z mlékomati. Z celkového poctu 50 vzorki byl

prokazan pozitivni nalez kampylobaktert v 31 piipadech.

Mikrobiologickd analyza byla provadéna den po nékupu cerstvych vzorkd,

kde vzorky byly uchovany pfi teploté 4 °C.

Odbéry vzorki byly provadény vzdy zruznych c&asti vzorku, a to z nejen

z povrchu véetné Casti kiize, ale i zevnitf.

U vSech vzorkii byla sledovana piitomnost (nepifitomnost) patogennich

mikroorganismi Campylobacter spp.

Vysledky tohoto stanoveni jsou uvedeny v tab. €. 6.

Tab. ¢. 6: Prehled vysetrovanych vzorkii

vzorek celkovy pocet pozitivni vzorky negativni vzorky
jatra driibezi 13 12 1
jatra veptrova 13 6 7
driibezi zadni Ctvrtky 12 11 1
mléko 12 2 10
celkove 50 31 19

Z tab. €. 6 je patrné, Ze vyskyt kampylobakteri je opravdu zna¢ny. Z uvedenych

vysledku je ziejmé, Zze nejvyssi vyskyt Campylobacter spp. je u drubeziho masa.
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Toto zjisténi koresponduje studaji uvadénymi V literatufe, ale 1 s vyskytem

kampylobakteriézy uvadéné Statnim zdravotnim ustavem.

Co se tykd dribezich jater, pozitivnich vzorkd bylo celkem 12 ze 13 riiznych

vzorkid nakoupenych v trzni siti.
U drtbezich zadnich ¢tvrtek byl také jen jediny vzorek negativni.
U jater veptovych bylo prokdzano 6 pozitivnich vzorkl z celkového poctu 13.

A u cerstvého mléka z mlékomatl byl pozitivni vyskyt pouze u 2 vzorkl

zZ celkového poctu 12.

Z 50 analyzovanych vzorktl bylo 31 pozitivnich.

100
90 -

80 -

70 -

50 -

40 ~

30 ~

podil zastoupeni pozitivnich vzorki (%)

10 -

jatra driibezi jatra vepfova drtibezi zadni ¢tvrtky mléko

vzorky

Obr. ¢. 8: Pozitivni vyskyt Campylobacter spp. u jednotlivych vzorkii v % (jatra dritbezi
n = 13; jatra veprova n = 13, driibezi zadni c¢tvrtky n = 12; mlékon = 12)

Prumeéry oznacené riiznymi pismeny se statisticky lisi (p < 0,05)

Z vyse uvedeného obr. ¢. 8 vyplyva, ze ve vzorcich driibezich jater a ¢tvrti nebyl
rozdil v procentualnim vyskytu. U dribeziho masa bylo pozitivnich vzorkt 92 %.
U jater vepiovych byl vyskyt mnohem nizsi, pohyboval se kolem 46 %. U cCerstvého

mléka z mlékomatii byl vyskyt nejnizsi, a to jen 17 %.
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Vzorky mléka a vepfovych jater se statisticky prikazné liSily od dribezich
zadnich Ctvrtek a driibezich jater. Popis oznaceny riznymi pismeny se statisticky 1isi

(p <0,05).

Nejvyssi zastoupeni bylo zaznamenano u drubezich jater a dribezich zadnich

¢tvrtek, naopak nejnizsi zastoupeni u vepiovych jater a mléka.

M pozitivni vzorky

M negativni vzorky

Obr. ¢. 9: Pozitivni a negativni vyskyt Campylobacter spp. u vzorki dritbezich jater
(uvedeny v %)

Z celkového poctu 13 vzorkd dribezZich jater byl zaznamendn pozitivni vyskyt
kampylobaktert U 12 vzorkd. Negativni vzorek byl pouze 1. Z té€chto vysledkl vyplyva
i vySe uvedeny obr. ¢. 9. Z kola¢ového grafu je pozorovatelné, ze pozitivnich vzorkl

bylo analyzovano 92 % a negativnich vzorka 8 %.
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H pozitivni vzorky

H negativni vzorky

Obr. ¢. 10: Pozitivni a negativni vyskyt Campylobacter spp. u vzorkii veprovych jater
(uvedeny v %)

Z celkového poctu 13 vzorkil veptrovych jater bylo zjiSt€no 6 vzorkd pozitivnich
a 7 vzorkl negativnich na pfitomnost kampylobakterd. Z téchto vysledkd je odvozen

i vySe uvedeny obr. ¢. 10. Negativnich vzorki bylo zjisténo 54 % a pozitivnich 46 %.

H pozitivni vzorky

M negativni vzorky

Obr. ¢. 11: Pozitivni a negativni vyskyt Campylobacter spp. u vzorkii drubezich zadnich
ctvrtek (uvedeny v %)
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Z celkového poctu 12 vzorkli dritbezich zadnich c¢tvrtek byl vyskyt pozitivnich
vzorkd 11, pouze 1 vzorek byl negativni (obr. ¢. 11). Pfi srovnani driibezich zadnich
¢tvrtek s dribezimi jatry byl procentudlni vyskyt kampylobakterti stejny — 92 %
pozitivnich a 8 % negativnich na Campylobacter spp.

M pozitivni vzorky

negativni vzorky

Obr. ¢. 12: Pozitivni a negativni vyskyt Campylobacter spp. u vzorkit mlek
(uvedeny v %)

Z celkového poctu 12 Cerstvych mlék byly pouze 2 vzorky pozitivni, 10 vzorka
bylo negativnich pii stanoveni Campylobacter spp. Pii procentualnim znazornéni
na obr. & 12 bylo pozitivnich vzorkli 17 %, negativnich vzorki 83 %. Cerstvé mléko

melo z vySetfovanych vzorkl nejmensi vyskyt kampylobaktert.

5.1 Konfirmace

Charakteristické kolonie, narostlé na selektivnim agaru, byly dale konfirmovany

pomoci mikroskopie a testl k prikazu katalazy a oxidazy.

Pti mikroskopovani byly vidét malé gramnegativni tyCinky spiralovitého tvaru,

coz naznacuje piitomnost kampylobakterti v pozorovaném preparatu.
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Vsechny charakteristické kolonie byly testovany oxiddzovym testem,
kde pfi naoCkovani kolonii na pfedem mirné navlh¢eny tercik, doslo k barevné reakci,
ktera je pozorovatelna na obr. ¢. 13. Okamzita reakce s modrym zbarvenim byla dal$im

potvrzenim ptitomnosti kampylobaktera.

Pii prikazu enzymu katalazy se pozorovala pozitivni reakce Suméni. Reakce
probéhla po mensi Casové odezvé, ale Suméni byl prikazny vysledek pfitomnosti

kampylobaktera viditelny na obr. ¢. 14.

Obr. ¢. 13: Porzitivni reakce k pritkazu pritomnosti oxidazy

Obr. ¢. 14: Porzitivni reakce k pritkazu pritomnosti kataldazy
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6 DISKUZE

Podle studie Firlieyanti et al. (2016) bylo 87 % dribezich jater kontaminovano

kampylobakterem na povrchu a 83 % bylo kontaminovano uvnitt tkan¢.

Srovname-li vyzkum Firlieyanti et al. (2016) s nasim vyzkumem, pak v nasem

pokusu byl zaznamenan vyssi vyskyt pozitivnich vzorkl u driibezich jater, a to 92 %.

Ve studii Moore a Madden (1998) bylo zjisténo ze vzorku tkang jater, ze asi 6 %
vepiovych jater bylo infikovano Campylobacter spp. Z toho bylo 67 % Campylobacter

coli, 30 % Campylobacter jejuni a 3 % Campylobacter lari.

Dalsi studie Altrock et al. (2013) se zabyvala zjisténim prevalence Campylobacter
spp. na povrchu jater u porazenych prasat ze vzorka odebranych v Dolnim Sasku. Bylo
zjisténo, Ze 10 % povrchii vepifovych jater bylo pozitivni na kampylobaktery.
Pievladajicim druhem byl Campylobacter coli (76 %) a nasledné¢ Campylobacter jejuni
(21 %). Antimikrobialni rezistence poukazuje, Zze Campylobacter spp. byl ze samotného
prasete, nikoliv z jatek. Pfi srovnani izolatl z prasat a u ¢lovéka se ukazalo, ze izolaty

C. coli z prasat by mély byt povazovany za potencialni zdroj lidské infekce.

Pti srovndni vyzkuma tykajicich se vepfovych jater snaSimi vysledky,
nekoresponduji. Pozitivni vyskyt kampylobakterti byl u nasSich vzorkti mnohem vyssi,

ato 54 %.

Ve vyzkumu Sampers et al. (2008) byla téméf polovina (48 %) vzorkt kufeciho
masa pozitivni na pfitomnost Campylobacter spp. V této studii, ktera probihala
po celé Belgii, se prevalence pohybovala v rozmezi od 9 do 85 % u jednoho producenta.
Ptitomnost nebo ptidavek kiize do masnych polotovari mél za nasledek vice
nez dvojndsobné¢ zvySeni pravdépodobnosti, ze vzorky budou pozitivni

pro kampylobaktery.

Pii vyzkumu Scherer et al. (2006) byly zkoumany vzorky ze stehen — vzorky
z oplachu stehna a vzorky kize. Vzorky kize byly pozitivni na kampylobaktery
v 70 % a vzorky z oplachu byly ze 77 % pozitivni na kampylobaktery.

Na urovni Spolecenstvi byla prevalence kampylobakterti u tél brojlerd 75,8 %.
Tato prevalence se znac¢né liSila mezi jednotlivymi ¢lenskymi staty (European Food

Safety Authority, 2010)
Ve studii Guyard-Nicodéme et al. (2015) byl kampylobakter detekovan
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V76 % kufecich masnych vyrobkll pfi monitoringu provedeném v prubc¢hu roku
2009 ve Francii. Campylobacter jejuni byl nejéastéjsim druhem, zptsobil kontaminaci

az 64,7 % vyrobki. Produkty s kizi byly vice kontaminovany nez produkty bez kize.

VnaSem vyzkumu jsme neodliSovaly vzorky dribeziho masa s kizi
nebo bez kuze, tudiz vysledky se studii Guyard-Nicodéme et al. (2015) nelze
jednoznacné urcit za nekorespondujici. AvSak pii porovnani s pfedchozimi studiemi

je pozitivni vyskyt kampylobakterti u dritbeziho masa velice obdobny.

Vysledky studie ElI-Zamkan a Hameed (2016) ukazuji, ze 24,6 % zkoumanych
vzorkt obsahovalo Campylobacter spp. Campylobacter jejuni byl izolovan ze syrového
mléka (20 %), z kareish syru (14 %) a ze vzorkd jogurtu (8 %).

Vysledky jiné studie poukazuji, ze 26 vzorkl z celkového poctu 1629 bylo
pozitivnich na piitomnost kampylobaktera. VSechny izobaty byly identifikovany
jako Campylobacter jejuni. Statisticky vyznamny rozdil byl zjistén u vzorkd
s termofilnimi kampylobaktery, kde byl zji§tén vyznamny nartst v teplejSich mésicich

roku (Bertasi et al., 2016).

Pti srovnani vysledkt studii tykajicich se mléka mizeme vidét obdobné vysledky
u studie EI-Zamkan a Hameed (2016), kde byl kampylobakter izolovan u 20 % vzorka

syrového mléka, v naSem piipad¢ byl pozitivni nalez u 17 % vzorka syrového mléka.

Diivodem vysiiho vyskytu pozitivnich vzorkil v Ceské republice miize byt spise

dobry zpiisob vyhledavani a hlaSeni infekei, coz potvrzuji 1 vyzkumy dalSich odbornikd.
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7 ZAVER

V této diplomové praci jsem se zabyvala problematikou termotolerantnich druhti
Campylobacter a jejich prikazem v ruznych potravinach. Pfi prikazu kampylobakterd
ve vzorcich dribezich a vepiovych jater, dritbezich ¢tvrtek a mléka bylo zjisténo,
ze nejvyssi vyskyt pritomnosti kampylobaktera je ve vzorcich dribeze (jatra a ¢tvrtky).

Nizsi vyskyt byl zjistén u veptovych jater a u syrového mléka.

Do vSech zkoumanych mlékomati bylo dodavdno mléko stejnou firmou, ale
opakovany pozitivni vyskyt byl zjis§tén pouze u jednoho z nich. Moznym zdrojem
kontaminace mohlo byt pravé ono dovazené mléko. Kampylobakter miize piezivat
pii teplotach okolo 4 °C i n¢kolik tydnti, pokud je pfitomna vhodna matrice (coz mléko
bezpochyby je) a pokud jsou ptitomny mikroorganismy tvofici biofilm. Kampylobakter
v takovém prostfedi mlze ptezit i ucinky dezinfek¢énich prostfedkli, coz by bylo
moznym vysvétlenim, pro¢ se vyskytuje pouze v jednom mlékomatu. Doporuc¢enim by
bylo vymeénit nékteré soucastky mlékomatu anebo provést sanitaci silnéjSimi
dezinfekénimi ptipravky. Dal$im moznym feSenim je provést opatieni u dodavatele
(Cast&jsi mikrobiologicka kontrola, ¢ast&jsi a G¢innéjsi sanitace specialnimi prostiedky,
anebo zjisténi, zda nedoslo k poruseni chladiciho fetézce).

Moznym feSenim ke snizeni kiizové kontaminace by mohlo byt sous-vide vateni.
Jedna se o techniku vateni (plivodem z Francie), kde je potravina vakuové uzaviena
Vv sacku a varena ve vodni 1azni za urcité teploty. Pii ndkupu zabaleného a ptipraveného
vakuové zabalené¢ho syrového masa by mohla odpadnout manipulace se syrovymi
produkty a eliminovalo by se riziko kontaminace. Kampylobakter neni schopen ristu
pfi teplot¢ nad 45 °C a nepfeziva tepelné opracovani, cehoZ pii vafeni zajisté

dosahneme.

Aktudlnost a zdvaznost tohoto problému byla projedndvana i na Evropské komisi,
kde bylo schvaleno, Zze v nejbliz§im obdobi bude zatazen prikaz Campylobacter spp.
do mikrobiologickych kritérii dle Natizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005.

Rizika pro zdravi konzumenta jsou velmi zévazna. Ptiznaky infekce mohou byt
bolesti bficha, prijem nebo zvysSena teplota, ale mlze nastat i velmi zavazna sepse.
Velkou komplikaci muize byt rozvoj Guillain-Barré poinfekéniho syndromu,
kde dochazi k demyelinizaci perifernich nervii. Nasledkem toho mize byt paralyza,

ktera vyzaduje hospitalizaci a dlouhodobou 1é¢bu.
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Preventivnimi opatfenimi jsou pfedevs§im dodrzovani zékladnich hygienickych
navykll a dostate¢na tepelnd uprava zejména dribeziho masa (hlavné v domacnostech
spotfebitel, podnicich vefejného stravovani a rychlych obcerstvenich, kdy muze

dochazet k nedostate¢nému tepelnému opracovani).
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MALDI-TOF MS
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mCCDA

MLST

ORL

CO,

real-time PCR

PCR

VNBC

metoda polymorfizmu délky amplifikovanych fragmentt

cyklicky adenosinmonofosfat

cytholethal distending toxins; cytoletalni distendni toxiny

Evropska unie

Evropsky ufad pro bezpecnost potravin

Guillain-Barré syndrom

matrix-assisted laser desorption ionisation-time of flight mass
spektrometry

Miller Fisher syndrom

modifikovany deoxycholatovy agar s aktivnim uhlim a
cefoperazonem

multisekven¢ni lokusova typizace

otorinolaryngologie (usni, nosni, kr¢ni)

oxid uhli¢ity

polymerazova fetézova reakce v realném Case

polymeréazova fetézova reakce

viable but non-culturable; Zzivotaschopné buiky, ale neschopné
vytvofit kulturu
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