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Abstrakt

Campylobacter spp. je jednou z nejrozsitenéjsich bakterii, které jsou ptivodcem
alimentarnich otrav. Prvni zminka o téchto bakteriich byla publikovana v roce 1886
Theodorem Escherichiem. Zastupci rodu byli diive fazeni do rodu Vibrio. Az v roce
1973 byla vypracovana komplexni taxonomie rodu Campylobacter a byly definovany
Ctyfi nejdulezitéjsi druhy: C. fetus, C. coli, C. jejuni a C. sputorum.

Zastupci rodu Campylobacter jsou charakterizovani jako gramnegativni,
mikroaerofilni, malé zakiivené az spirdlkovit¢ zahnuté tyCinky s typickym
vyvrtkovitym pohybem pomoci polarné umisténych bicikt. Campylobacter vyzaduje
V atmosféte pfitomnost 3 — 5 % Oz a 3 — 10 % COz. Je citlivy zejména k vyssi

koncentraci kysliku a v aerobni atmosféte rychle hyne.

Hlavnim rezervoarem Campylobacter spp. je zazivaci trakt hospodaiskych zvifat
(C. jejuni a C. coli), domacich mazlicka (C. upsaliensis), ptaki (u racka C. lari)
I clovéka. Je soucasti stievni mikroflory, odkud se dostava do prostfedi porazek.
Metabolismus rodu Campylobacter je respiratorniho typu. VSechny druhy maji
pozitivni oxidazovou a katalazovou reakci. To se velmi dobfe vyuziva

k samotné diagnostice. RozliSuje se celkem 175 serotyp.

Bakterie kolonizuje stfevo pomoci chemotaxe. Pokud ptezije, produkuje toxiny.
Hlavnim toxinem Campylobacter spp. je CDT (cytolethal distending toxin). Dalsi
toxiny produkované Campylobacter spp. jsou: enterotoxin podobny cholerovému toxinu

(Shiga-like toxin) a hepatotoxin.

Mezi nejcastéjSi onemocnéni patii kampylobakteridzy. NejcastéjSim projevem je
lehky nebo stfedni vodnaty prijem. Lécba spociva prevazné v rehydrataci a podavani
solnych roztokl s gluk6zou. Komplikaci tohoto onemocnéni je Guillain-Barré syndrom.

wevr

tetracyklinli nebo chinolont.



Zakladem diagnostiky zistdva pifimy prikaz kultivaci, ke které se pouziva
nejcastéji CSM agar. Provadi se Siroka Skala metod jako biochemické, genetické,
imunochemické, chemotaxonomické profilovani mastnych kyselin, metody gelové
elektroforézy a meéteni molekulové hmotnosti druhové specifickych proteinovych

biomarkerti hmotnostni spektrometriit MALDI-TOF.

Tématem této prace bylo zjisténi vyskytu a porovnani zpisobi diagnostiky na
Bakteriologickém oddéleni Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. Dale pak stanoveni

citlivosti mikrobii k vybranym antibiotikiim.

Na pracovisti Bakteriologického oddéleni Nemocnice Ceské Bud¢&jovice, a.s. se
diagnéza urcuje ze vzorku stolice. K diagnostice se zde pouzivd pifimého prukazu

kultivaci a hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF.

V roce 2014 bylo zachyceno 296 pozitivnich nalezii kmene Campylobacter
jejuni. Z celkového poctu bylo 55 % muzt a 45 % Zen. Nejcastéjsi zachyt byl v mésici
¢ervenci. Ve stejném roce bylo zachyceno 18 pozitivnich nalezi kmene Campylobacter
coli. Z celkového poctu bylo 39 % muzi a 61 % zen. Nejcast&jsi zachyt byl v mésici

srpnu.

U vSech kmenti Campylobacter jejuni byla stanovena citlivost k vybranym
antibiotikim. 72% kment bylo rezistentnich k cirpofloxacinu, 34% kment
k doxycylinu. 100% citlivost vykazuje clarithromycin. Také u vSech kment
Campylobacter coli byla stanovena citlivost k vybranym antibiotikiim. 72% kment bylo
rezistentnich k cirpofloxacinu, 50% kmenl k doxycylinu. Ke clarithromycinu je opét

100% citlivost.

Klicova slova: mikroaerofilni bakterie, CSM agar, hmotnostni spektrometrie

MLADI-TOF, Campylobacter



Abstract

Campylobacter spp. are one of the most spreaded bacteria that causes food
poisoning. The very first mention of these bacterium was published in 1886 by
Theodore Escherichia. Members of the genus were formerly classified in the genus
Vibrio. Taxonomy of the genus Campylobacter was developed in 1973 and four most

important species were defined: C. fetus, C. coli, C. jejuni and C. sputorum.

Members of the genus Campylobacter are characterized as Gram-negative,
microaerophilic, curved or spiral small curved rods with a typical motion that is caused
by polar located flagella. Campylobacter requires the presence of 3-5 % O and 3-10 %
CO:o. It is particularly sensitive to high presence of oxygen in an aerobic atmosphere and

quickly dies.

The main reservoir of Campylobacter spp. is the digestive tract of animals
(C. jejuni and C. coli), pets (C. upsaliensis), birds ( seagulls at C. lari) and humans. It is
part of the intestinal microflora, from where it enters the environment defeats.
Metabolism of the genus Campylobacter is a bacterial respiratory type. All species have
positive oxidase and catalase reaction. It can be very well used for actual diagnosis.

Around 175 serotypes are distinguished.

Bacteria colonize the gut using chemotaxis. If it survives, it produces toxins. The
main toxine of Campylobacter spp. is CDT (cytolethal distending toxin). Other toxins
produced by Campylobacter spp. are: cholera-like enterotoxin (Shiga-like toxin) and

hepatotoxin.

The most common diseases include Campylobacteriousis. The most common
manifestation is light or moderate diarrhea. Treatment consists mainly of dehydration
and administration of saline solutions with glucose. A serious complication of the
disease is Guillain-Barré syndrome. Only in the worst cases, antibiotics are deployed

based on macrolides, tetracyclines or quinolones.



Basic of diagnostic method is direct proof by cultivation, for which is preferably
used CSM agar. New methods are carried out such as biochemical, genetic,
immunochemical, chemotaxonomic profiling fatty acids, methods of gel electrophoresis
and measuring the molecular weight of the species-specific protein biomarkers by mass
spectrometry MALDI-TOF .

The topic of this work was to determine the incidence and comparison of
diagnostic methods for the Bacteriological department of Nemocnice Ceské Budgjovice,

a.s., and furthermore susceptibility to antibiotics.

The diagnosis in the workplace of Bacteriological department of Nemocnice
Ceské Budgjovice, a.s. is determined from a stool sample, The diagnosis uses direct

proof by cultivation and mass spectrometry MALDI- TOF.

It was detected 296 positive findings of Campylobacter jejuni strain in 2014 of
the total, 55 % of men and 45 % women. The most common seizure was in the month of
July. It was detected 18 positive findings of Campylobacter coli strain in the same year
of the total, 39 % of men and 61 % of women. The most common seizure was in the

month of August.

Sensitivity to selected antibiotics was determined for 296 strains of
Campylobacter jejuni. 72% of the strains were resistant to ciprofloxacin , 34% of the
strains to doxycylin. Clarithromycin evince 100% susceptibility. Sensitivity to selected
antibiotics was determined for 296 strains of Campylobacter coli. 72% of the strains
were resistant to ciprofloxacin , 50% of the strains to doxycylin. Clarithromycin evince
100% susceptibility.

Key words: microaerofilic bacterium, CSM agar, mass spectrometry MALDI-

TOF, Campylobacter
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Seznam pouzitych zkratek

ATB — antibiotikum

CDT - cytolethal distending toxin

CLA - clarithromycin

CNS — centralni nervova soustava

CIP — ciprofloxacin

CSM — Charcoal-Based Selective Medium
DNA — deoxyribonucleic acid

DOX — doxycyklin

GBS — Guillain-Barré syndrom
MALDI-TOF — Matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight
PCR — polymerase chain reaction

rRNA — ribosomal ribonucleic acid

tRNA — transfer ribonucleic acid



1. Uvod

Campylobacter jejuni a Campylobacter coli jsou jedny z nejrozsitenéjsich
bakterii, které jsou pivodcem alimentarnich otrav. Jiz pted nékolika lety britsti védci
stanovili jeji Uplny geneticky kod, coz umoznilo zjistit mechanismus virulence této

bakterie a strategii jeji kontroly.

Oba tyto druhy jsou od sedmdesatych let povazovany za nebezpetné
potravinatské patogeny a patrné jsou puvodci vétstho mnozstvi piipadd stievnich
onemocnéni ve srovnani se znamg&jsi Salmonellou. Puvodné byl Campylobacter
povazovan za neSkodny mikroorganismus Zijici v zazivacim traktu nékterych zivocichti
a dosud neni objasnéna skutecnost, Ze je Casto pfitomen v zazivacim traktu ptaki, aniz
by pusobil jakékoliv potize, zatimco u lidi je zavaznym patogenem. K infekci staci
minimalni mnozstvi bakterii a v poslednich dvaceti letech se alimentarni otravy
pasobené Campylobacter spp. vyskytovaly velmi ¢asto. Zdravé osoby nejsou nositeli
tohoto patogena a nedochazi k ptenosu z infikovanych osob na osoby zdravé. Prudky

nartst kampylobakteriéz byl zaznamenan od konce 90. let minulého stoleti az do roku

2005 také v Ceské republice.

Kampylobakterie byly ptivodné popsany jako zviteci patogeny a byly zafazeny
do rodu Vibrio. Viibec prvni zminka o rodu Campylobacter byla publikovana v roce
1886 Theodorem Escherichem, ktery pozoroval a popsal spirdlovité tvarovanou bakterii
u déti s cholerou. V roce 1906 dva britsti veterinafi popsali velké mnozstvi ,,zvlastnich
organismi*“ u vzorku stolice z ovce. V roce 1947 Vinzent a spol. prokazali patogenitu
téchto novych vibrii tim, ze Usp&né izolovali V. fetus z krve gravidnich Zen,
postizenych dlouhodobym hore¢natym onemocnénim s naslednym spontannim
potratem. O deset let pozdéji Kingova nalezla v krvi pacienta mikroorganismus, ktery
morfologicky odpovidal druhu V. fetus, avsak ktery se odliSoval svymi biochemickymi

a antigennimi vlastnostmi. Toto nové species oznacila terminem ,,related vibrio®.



Pocet infekci prokazateln¢ zplsobenych touto bakterii byl vzhledem
k nedostatecné uc¢innym izola¢nim technikdm az do zacatku 70. let nizky. V roce 1963,
na zaklad¢ stanoveni obsahu guaninu a cytosinu v molekule DNA a podle
biochemickych charakteristik V. fetus a V. tubulus, se zaclenily do nového rodu
Campylobacter. O deset let pozd€ji byla vypracovana komplexni taxonomie tohoto rodu

a byly definovany ¢étyfi nejéastéjsi druhy: C. fetus, C. coli, C. jejuni a C. sputorum.

Téma této bakalaiské prace jsem si zvolil z diivodu nartistajici ¢etnosti stfevnich
onemocnéni vitbec. Sir§i vefejnosti neni tento problém bran na vétsi zfetel. P¥itom jsou
Campylobacter jejuni a Campylobacter coli jako ptivodci kampylobakterioz nejcastéjsi
pii¢inou bakterialnich stievnich infekci v Ceské republice a nabyvaji stale vétsiho
vyznamu. NejrizikovEjs$i skupinou infekce jsou déti a mladistvi do 18 let véku.
Hlavnimi cili této prace jsou diagnostika Campylobacter jejuni a Campylobacter coli.
Dale je to porovnani metod identifikace téchto mikrobi, zmapovani jejich vyskytu
u cloveéka béhem roku a stanoveni citlivosti na antibiotika. Veskerd zpracovéani jsem

provadél na Bakteriologickém oddé&leni Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Charakteristika rodu Campylobacter

Do rodu Campylobacter spada Siroka skupina mikroaerofilnich a kapnofilnich
bakterii majicich velmi Siroké hostitelské spektrum. Nalézaji se v zazivacim traktu
zvitat, ptdkl i clovéka. Patii do tzv. termofilnich, podminéné patogennich bakterii.
Termofilni kampylobaktefi jsou znadmi jako vyznamni plvodci alimentarnich
onemocnéni teprve poslednich 20 let. Ro¢ni incidence onemocnéni zplisobenych timto
rodem se v humanni populaci pohybuje kolem 210 piipadi na 100 000 obyvatel.
K termofilnim kampylobakterim, ktefi maji schopnost rustu pii 42 °C, patii
Campylobacter  jejuni, Campylobacter coli, Campylobacter upsaliensis a

Campylobacter lari (Bednat a kol., 1996).

2.1.1 Taxonomie

Doména: Bacteria

Kmen: Proteobacteria

Ttida: Epsilon Proteobacteria
Rad: Campylobacterales
Celed: Campylobacteraceae
Rod: Campylobacter



2.1.2 Morfologie

Zastupci rodu Campylobacter jsou charakterizovani jako mikroaerofilni, malé
zaktivené az spiralkovité zahnuté tyCinky s typickym vyvrtkovitym pohybem, pomoci
polarné umisténych bic¢iki. Za nevhodnych podminek ptfechdzeji v kokovité utvary.
Jsou Siroké 0,2 — 0,8 um a dlouhé piiblizn¢ 0,5 — 0,6 um. Takovy tvar bakterie je
pfi¢inou snadného proniknuti vrstvou primarnich bariér hostitele. Patfi do skupiny

gramnegativnich bakterii (Versalovic, 2011).

2.1.3 Stavba bunécné stény

Jak bylo zminéné vyse, Campylobacter patii do skupiny gramnegativnich
bakterii. Bunéénad sténa této skupiny bakterii je mnohem slozitéj$i nezli bakterii
grampozitivnich. Je sloZzena ze zevni membrany a pod ni umisténého peptidoglykanu.
Jeho vrstva je tenka, a tim tedy i cela buné¢na sténa — kolem 15 nm. Obsahuje kyselinu
diaminopimelovou a je soucasti periplasmatického prostoru nad cytoplasmatickou

membranou.

Zevni membrana je sloZena z fosfolipidl, lipopolysacharidi a proteint.
Z fosfolipidl je tvofena dvojitd permeabilni membrana obsahujici kanalky — poriny,
slozené z bilkovin. Poriny usnadnuji transport Zivin do periplasmatického prostoru.
Pevné spojeni peptidoglykanu a zevni membrany zajiSt'uji lipoproteiny. V zevni vrstvé
je tedy obsazen lipopolysacharid endotoxin, zakotveny svou lipidovou casti.
Polysacharidova cast je vné zevni vrstvy a svym slozenim urCuje druh ¢i serotyp
bakterie. Zevni membrana je nepropustna pro molekuly nékterych barviv nebo

antibiotik.



V periplasmatickém prostoru se nachéazi fada enzymi majici odliSné specifické
funkce. Bud’ §tépi a inaktivuji Ziviny, nebo mohou inaktivovat nékteré typy antibiotik,

jako napf. beta-laktamy.

Bakterie ziji v prosttedi pro n¢ hypotonickém. Tim padem v jejich neptirozeném
hypertonickém prostiedi dochazi k plazmolyze. Pisobenim lysozymu vznikaji okrouhlé
utvary ohrani¢ené cytoplasmatickou membranou sféroplasty. Sféroplasty maji na svém

povrchu zbytky bunécné stény (Votava, 2006).

2.2 Specifika Campylobacter jejuni a Campylobacter coli

Tito velmi GspéSni ptivodci onemocnéni z potravin maji pfisné naroky na své
rustové podminky, proto se bézné v potravindich nemnozi, pouze prezivaji.
Campylobacter je mikroaerofilni a vyzaduje v atmosféfe piitomnost 3 —5 % O2a 3 —
10 % CO:a. Je citlivy zejména k vyssi pfitomnosti kysliku a v aerobni atmosféte rychle

hyne (Votava, 2006).

Teplotni optimum pro skupinu termofilnich kampylobaktert je 42 °C, nerostou
pod 30 °C a nad 45 °C. Campylobacter je citlivy k tepelnému opracovani (D55 = 1 min)
a nepfeziva pasteraci. Chladirenské teploty 4 °C mohou redukovat pocty bakterii (napf.
v masle preziva pii 5 °C po dobu 13 dnii). Mrazenim jsou pocty redukovany, nikoliv

eliminovany.

Rist mize byt dale limitovan koncentraci NaCl (2 %), pH niZS§im nez 4,9
(optimum 6,5 - 7,5) a sniZzenim aktivity vody pod 0,98 (v suchém prostiedi nepteziva).
Rast Campylobacter spp. inhibuji anorganické i organické kyseliny jakou jsou napiiklad

kyselina chlorovodikova respektive kyselina mlécnd. Pouziti organickych kyselin se



v nékterych statech pouziva k eliminaci kampylobakter na télech jate¢né¢ opracované

dritbeze pied jejich chlazenim.

Dale jsou bakterie rodu Campylobacter citlivé va¢i gamma zafeni. Uginek
gamma zafeni na bakterie zavisi na typu vyrobku. Nejucinnéjsi je toto zafeni na
vyrobky s pokojovou teplotou, méné na chlazené vyrobky a nejméné na mrazené
vyrobky. Rod Campylobacter je na ucinky zateni citlivéj$i nez Salmonella spp. a

Listeria monocytogenes, které snesou mnohem vétsi davky zateni (Stephen, 2013).

2.2.1 Vyskyt

Hlavnim rezervoarem Campylobacter spp. je zazivaci trakt hospodaiskych zvifat
(C. jejuni a C. coli), domacich mazlicka (C. upsaliensis), ptaka (u racka C. lari)
I Clovéka. Bakterie lze izolovat ze syrovych potravin, a to pfedevS§im z potravin
zivo¢iSného pivodu, ddle ze zeleniny (rizikem je hnojeni statkovymi hnojivy),
moiskych plodi a vody. Pfiinou epidemii jsou zpravidla dribezi produkty
(nedostate¢né tepeln¢ opracované driibezi maso), nepasterované mléko, sekundarni
kontaminace pfi zpracovani potravin (nizkéd infekéni davka umoziuje pfimy pienos
kontaminovanyma rukama), kontaminovana povrchova voda a piedev§im také kiizova

kontaminace v domacnostech nebo v provozech vetejného stravovani.

Campylobacter je soucasti stfevni mikroflory, odkud se dostava do prostiedi
porazek. Ve stievnim obsahu brojlerii se nachazi v priméru 106 - 107 KTJ.g*
kampylobaktert a prevlada vyskyt druhti C. jejuni a C. coli. U prasat je nejcastéjSim
druhem C. coli (Bardon et al., 2009).



2.2.2 Metabolismus

Metabolismus rodu Campylobacter je respiratorniho typu. VSechny druhy maji
pozitivni oxidazovou a katalasovou reakci (Epps et al., 2013). Z tryptofanu nevytvareji
charakteristicky produkt metabolismu aminokyselin. Redukuji dusi¢nan, ale dusitany jiz
nikoliv. Z toho divodu jsou indol negativni. Nefermentuji ani neoxiduji sacharidy.
Energii ziskavaji degradaci aminokyselin (Haddad et al., 2013). Diferenciace druhti je
zalozena na nékolika aspektech. Campylobacter spp. jsou citlivé k nalidixové kyseling,

maji schopnost hydrolyzy hippuratu a jsou rezistentni k cefalotinu.

2.2.3 Genetika

V cytoplasmatické membran¢ bakterii je lokalizovan lipopolysacharidovy
(Ellstrom et al.,, 2013) a proteinovy antigen (Hoppe et al., 2013). Podle
lipopolysacharidového antigenu se rozliSuje 65 sérotypti podle Pennerova schématu.
Nepatrné vice sérotypli — 110, lze typizovat podle proteinu obsaZené¢ho v biciku
bakterie. To je zakladem Liorova schématu. Pro jemnéjsi rozliSeni kmeni 1ze pouzit
K ureni sérotypu obé schémata nebo jedno z nich kombinovat s biotypizaci ¢i

fagotypizaci (Pike et al., 2013).

Sangerova metoda, kterou se genom této bakterie sekvenoval, objevila
opakované sekvence guaninu a cytozinu v kazdém z 25 genii mikroba. Tyto Useky jsou
mimotadné nachylné k mutacim (Hu et al., 2014). Zminéné mutace primarn¢ ovliviuji
geny Ucastnici se produkce lipopolysacharidd, které obaluji povrch C. jejuni. Bakterie
se tak mize vyhnout rozpoznani protilatkami vyprodukovanymi pii pfedchozi infekci

organizmu. Neni to vSak jedina obranna strategie C. jejuni.



Gen NeuB mize zpusobit, ze povrchové molekuly na C. jejuni vypadaji jako
gangliosid — to je lipid hojn¢ se vyskytujici v nervovém systému (Amar et al., 2014).
Tato podobnost mlze poplést imunitni systém a ten mliZze zautocCit na nervové buiilky a

zpusobit Guillaindv-Barrého syndrom (Gonzalez-Hein et al., 2013).

2.2.4 Faktory virulence

Bakterie Campylobacter spp. produkuji fadu faktorti virulence. Kolonizace
stteva je umoznéna pohyblivosti bakterii za chemickym podnétem — chemotaxi a
produkci adhezivnich proteinti. Pteziti uvniti vakuol epitelidlnich bunék je bakteriim
usnadnéno produkci kataldzy a superoxiddismutdzy, kterd inaktivuje volné kyslikové
radikaly. Vyznamné pro preziti a patogenitu Campylobacter spp. je schopnost ziskavat

zelezo z transferinu a laktoferinu obsaZenych v séru a sliznicich hostitele (Cullen et al.,

2012).

2.2.4.1 CDT toxin

Hlavnim toxinem produkovanym Campylobacter spp. je CDT (cytolethal
distending toxin). Aktivita toxinu je zakddovéna do klastru genu cdt, ktery se sklada ze
tfi sousednich gent s podobnou molekularni hmotnosti: CdtA, CdtB, CdtC. Pro uplnou

toxickou aktivitu je potieba ptitomnost vSech tfi gen. CDT narusuje epitelidlni klky,



¢imz je doCasné narusSena absorp¢ni funkce stieva a vznikd prijem. CDT je termolabilni

(70 °C) a trypsin senzitivni (Silva et al., 2014).

CDT blokuje G2/M fazi v eukaryotnich bunikdch a zplsobuje po nékolika
krocich naruseni celistvosti buiiky jeji smrt. Jako jediny z toxinl produkovany
Campylobacter jejuni je dopodrobna prostudovany a s jistotou lze fici, ze je opravdu

Vv bakterii ptitomen (Barletta et al., 2013).

cdtB - 714 bp
cdtd - 631 bp
cdtC - 524 bp

cdtB - 714 bp
cdtd - 631 bp
cdtC - 524 bp

Obr. 1: Multiplex PCR pro CDT (Carvalho et al., 2013)

Dalsi toxiny produkované Campylobacter spp. jsou: enterotoxin podobny

cholerovému toxinu, Shiga toxiny a hepatotoxin (Castillo et al., 2011).

2.2.4.2 Enterotoxin

Enterotoxin je vysoce termostabilni. ZvySuje permeabilitu kapilar a zpisobuje

hromadéni vody a NaCl ve stfevnich klickach.



Toxin ucinkuje na stfevo a vyvolava poruchu nékterych jeho funkci jako jsou
naptiklad vstiebavani zivin a  imunita, ¢imz snizuje celkovou obranyschopnost
organismu. Enterotoxin produkuji n¢které bakterie, kromé Campylobacter jejuni napf.
Vibrio cholerae, pivodce cholery, nékteré kmeny E. coli tzv. enterotoxické kmeny,
stafylokoky, Bacillus cereus ¢i Clostridium perfringens (Stef et al., 2013).

2.2.4.3 Shiga toxin

Shiga toxin patii do rodiny ptfibuznych toxinl s dvéma hlavnimi skupinami Stx1
a Stx2. Stx2 je asi o 400x vice toxicka nez Stx1. Toxin vyzaduje vysoce specificky
receptor na povrchu bunky podminujici jeho vstup. Je slozen ze dvou podjednotek.
A podjednotky o molekulové hmotnosti 32000 D a B podjednotky o molekulové
hmotnosti 7700 D. A podjednotka se rozdéluje na dvé ¢asti. Prvni se vdZe na ribozom a
narusuje syntézu proteinti. Tim tak buiiku ¢ini neschopnou zivota. Druha ¢ast se vaze na
epitel stfevni sliznice a ni¢i ho. Pronika i do ob&hu, kde nachazi odpovidajici receptory
v ledvinach a v endotelu kapilar. B podjednotka se vaze na glykolipidovy receptor

V bunééné membrané (Diaz-Sanchez et al., 2013).

2.2.5 Epidemiologie

Pocet hlasenych onemocnéni zptisobenych bakterii rodu Campylobacter se dle
databaze Epidat SZU v Ceské republice pohyboval mezi lety 2001 - 2010 v rozmezi 20

063 — 30 268 nemocnych osob za rok. V soucasné dobé je kampylobakterioza
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nejéastéj$im onemocnénim z potravin v CR. VEU je situace podobna. Cetnost
kampylobakterioz je 44,4 ptipadt na 100 000 obyvatel s odhadem 9 miliont ro¢né.
V obdobi 2000 — 2005 byla cetnost vyssi. Lze tedy usoudit, Ze hygienicka opatieni EU
jsou efektivni a dochazi ke snizovani vyskytu kampylobakteridz. Pro srovnani lze uvést
data z USA, kde se mira vyskytu Campylobacter spp. mezi lety 1996 — 2005
pohybovala v rozmezi 23,5 — 12,6 onemocnéni na 100 000 obyvatel a méla klesajici
tendenci. 95 % humannich infekei je zptisobeno druhy C. jejuni a C. coli (Deckert et al.,
2014).

Prevenci vyskytu Campylobacter spp. je dikladné tepelné opracovani potravin,
zamezeni kiizové kontaminace v prubéhu zpracovani a skladovani potravin, dodrzovani
nejen sanitace a desinfekce v prub&hu produkce a zpracovani potravin, ale i osobni

hygieny osob zpracovavajicich potraviny.

2.2.6 Patogeneze a patofyziologie

Infekéni davka kampylobakterti je asi 500 mikroorganismu a inkubacni doba se
pohybuje mezi 2 — 5 dny. Ve vzniku nemoci se uplatiuje hlavné¢ pohyblivost
kampylobakterti, adherence k bunkdm, rezistence k antibiotikim, konkuren¢ni boj
S ostatnimi mikroorganismy a vyvolani bunééné smrti. Kampylobaktery vyuZivaji ke
kolonizaci zazivaciho traktu muciny ve vildéznich kryptach tenkého a tlustého stieva.
Zdroj uhliku predstavuje pro mikroby acetat 1 laktat, podle kolisavosti piijmu

uhlovodiku ve stravé.

Velmi dilezité pro invazi a pfeziti v organismu je schopnost kampylobaktert
vyuzivat kone¢né metabolity Zlu€ovych kyselin jako signalni molekulu pro expresi
flagelarniho antigenu. Je to predevS§im kyselina deoxycholova. Obdobné dulezity je

lipopolysacharid umistény ve vnéjsi membrané mikrobt (Polék, 2014).
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Do bun¢k se kampylobakter mtize dostat dvéma zpasoby. Prvni zptsob, ktery je
velmi vyjimecny, je za pomoci aktinu nebo mikrotubulti. Druhy zplisob je mnohem
ucinngjsi. Mikrob vstupuje do zazivaciho traktu tzv. subvazi. Tak se dostane pod buiky
epitelidlni vrstvy, do kterych poté proniké pfes membranu. K této membrané se mikroby
dostanou lyzou infikovanych enterocytld, piestupem pies tésnd spojeni nebo
transcytozou. VSechny tfi zplisoby se mohou vzajemné kombinovat a dopliiovat. Po
praniku do intracelularniho prostiedi dochézi k tvorbé vakuol, ve kterych jsou bakterie

chranény pied rozpoznanim imunitnim systémem (viz Obr. 2) (Backert et al., 2013)

Campylobacter w
Jéjuni

—C i Mucosa
Apical Apical W‘_
attachment invasion

surface

Adherens
junctions

Lateral membrane

Focal
adhesions

_—— e == Extracellular

matrix

c

Obr. 2: Hypoteticky model mechanismu infekce Campylobacter jejuni (Backert et al.,
2013)

2.2.7 Kampylobakterioza

Toto onemocnéni patii mezi zoondzy. MiiZze byt tedy prenosné ze zvifat na
Clovéka. Je shledavano jako jedno znejCastéjSich v rozvinutych zemich. VétSina

potravinovych onemocnéni se vyskytuje sporadicky nebo v rodin€. Jen mald cast
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onemocnéni piechazi do epidemie. Zplsob pienosu je stejny jako u gastroenteritid

fekaln€-oralni cestou.

Termofilni druhy rodu Campylobacter spp., zejména Campylobacter jejuni a
Campylobacter coli, jsou nej¢astéji povazovany za puvodce akutnich bakterialnich

gastrostroenteritid u lidi.

Gastroentritida je jedno z nej¢astéjsich onemocnéni u ¢lovéka. Velmi ¢asté jsou
I epidemie. Nejvétsi pfi¢inou nakazy je kontaminovana potrava, voda a zanedbani
hygienickych navykt. Pfenos se déje fekalné oralni cestou. Nejvice zasazené infekcei
jsou zaludek a tenké stfevo. Inkubacni doba je obvykle né€kolik hodin az 3 dny.
K ptiznakiim patfi zvraceni, prijem, nevolnost, zvySena teplota, nckdy az 38 °C.
Komplikace mohou nastat pfi silném zvraceni a prijmu, kdy dochazi k dehydrataci.
Vétsinou je ale pribéh nemoci bez téchto projevi (Ghosh et al., 2013). Infekéni davka

je ptiblizn¢ 500 bunék mikroorganismu (Ivanovic, 2012).

Dalsimi druhy, které byly prokdzany za lidské patogeny zplsobujici
kampylobakteriozy, jsou C. upsaliensis, C. hyointestinalis, C. lari, C. fetus a C.
sputorum. Pievazna vétsina kympylobakterioz je vyvolana C. jejuni, méné ¢asto C. coli.

Dalsi serotypy zpusobuji spise systémové infekce (C. fetus) (Prikazska a kol., 2004).

Rizikovymi faktory jsou driibeZ, nepasterizované mléko a neupravena voda.
Dochazi i k pfenosim z kojencii a déti na rodiCe. Pfi manipulaci s potravinami muaze
dojit k sekundarni kontaminaci hlavné potravin hotovych, tepelné oSetfenych. V 1été,

kdy zacina sezdna grilovani, je zvySeny vyskyt kampylobakterioz.

Pfiznaky onemocnéni se 1i§i podle jednotliveli diky variabilit¢ hostitele a
infikujicich organismi. Inkubac¢ni doba tohoto onemocnéni je mezi 24 az 72 hodinami.
Muzou nastat horeCka, zimnice, bolesti hlavy nebo svalové kiece doprovazené prijmem

(Donatin et al., 2013), ktery je vodnaty, ¢asty a miize obsahovat stopy krve.
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Jako druhotné komplikace se nejcastéji objevuje reaktivni artritida. Postihuje
klouby a je diagnostikovana pievazné u mladych lidi. Ptfiznaky jsou zanéty kloubd,

reproduk¢nich a mocovych organt.

Dalsi komplikaci je Guillain-Barré syndrom (GBS). GBS je akutni paralytické
onemocnéni s autoimunni etiologii. Mezi pfiznaky patii slabost, smyslové poruchy.
Pacienti potfebuji z jedné tfetiny podporu plicni ventilace, bez které je tato komplikace
pro 3 — 10 % pacient fatalni (Sarkar et al., 2014).

Nejcastéji GBS zplsobuje serotyp 19 Campylobacter jejuni. Podobnym
syndromem jako je GBS je Miller-Fisher syndrom, ktery je -charakterizovan

descendentni paralyzou.

2.2.8 Diagnostika infekce Campylobacter jejuni a Campylobacter coli

Pro uspésny zachyt kampylobakterti zajisténych z transportu materidlu se
pouzivd Amiesova (s aktivnim uhlim, anorganickymi solemi, thioglykoldtem sodnym a
1 % agarem) nebo Stuartova (s methylenovou modii) pida. Dal§im zplsobem kultivace
je vyuziti specialnich kultivac¢nich piid. Nejvice to jsou Butzlerovo selektivni medium,
Skirrowtiv krevni agar anebo nejvyuzivanéjsi viibec pro laboratorni praxi selektivni

medium s aktivnim uhlim bez krve — CSM agar s pH 7,4 (Votava, 2000).
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Tab. I: Slozeni CSM agaru

Slozka Mnozstvi [g/1]
Pepton, specialni 23
Skrob 1
NaCl 5
Aktivni uhli 4
Agar 10
Hemin 0,032
Pyruvat sodny 0,1
Cefoperazon 0,032
Vankomycin 0,02
Cyklohexamid 0,1

Naockované ptudy se nechaji inkubovat v prostredi s 5 % kysliku, 10 % CO2 a 85
% dusiku. Je dulezité, aby se pfed zapocetim inkubace k mediu pfidala antibiotika

potlacujici doprovodnou stfevni mikrofloru.

Inkubace probiha 24-72 hodin pii teploté 42 °C. Vzhled narostlych kolonii se

odviji od druhu mikroba.

Mimo charakteristického vzhledu kolonii na uréenych selektivné-diagnostickych
pudach predstavuje zakladni konfirmace hodnoceni morfologie bun¢k po obarveni dle
Grama, mikroaerofilni rlst pti 25 °C, aerobni rist pii 42 °C a pritkaz oxidazy (Wang et
al., 2004).

K druhové identifikaci lze vyuzit: prikaz kataldzy, stanoveni citlivosti ke
kyselin¢ nalidixové a cephalotinu, prikaz hydrolyzy hippuratu sodného a indoxyl

acetatu.

Provadi se cela fada testd pro potvrzeni Campylobacter podle rodu a druhu. Patii

mezi n¢ biochemické, genetické, imunochemické, chemotaxonomické profilovani
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mastnych kyselin, metody gelové elektroforézy a méfeni molekulové hmotnosti
druhové specifickych proteinovych biomarkert hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF
(Rokos et al., 2014).

2.2.8.1 Imunologické metody

Imunologické metody predstavuji alternativni techniky detekce rodu
Campylobacter v rtiznych typech vzorkl. Jsou zalozeny na interakci antigenu se
specifickou protilatkou. Aglutina¢ni reakce se stala zdkladem néckolika komercéné
dostupnych testd. VSechny vyuzivaji latexovych ¢astic s imobilizovanymi

imunoglobuliny, které byly pfipraveny proti:

1) antigenim riznych druhd rodu Campylobacter, tj. C. jejuni, C. coli, C lari a
C. fetus (Campyslide, BBL Crystal Microbiology System)

2) riznym sérotypum C. jejuni (Microscreen, Mercia Diagnostics)
3) flagelarnimu antigenu C. jejuni (Meritec-Campy,Meridian Diagnostics)

Pro konfirmaci suspektnich izolati termotolerantnich kampylobaktera lze takeé
vyuzit latexaglutinacni soupravy (napi. Dryspot Campylobacter test). Na principu
enzymového imunochemického stanoveni jsou zalozeny komerén€ dostupné Kkity
VIDAS Campylobacter kit a EIA-Foss Campylobacter enzyme-immunosorbent assay
kit. Specifické protilatky mohou byt vyuzity nejen pro ptimou detekci, ale také pro

separaci patogenniho organismu ze vzorku (Votava, 2010).
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2.2.8.2 Molekularné genetické metody

Molekularn¢ biologické metody zalozené na fetézové polymerdzové reakci
(PCR) Ize vyuzit ke konfirmaci a druhové identifikaci kampylobakteri, detekci geni
kodujicich tvorbu faktorti virulence ¢i gent kodujicich rezistenci k antimikrobialnim
latkdm. Principem PCR metod je multiplikace kratkého fragmentu bakterialniho

genomu.

PCR probihd v pftistroji, ktery dokéze vzorek velmi rychle zahtat a ochladit.
Reakce probihd v tenkosténné kyveté, ktera se umisti do termocykleru. Reak¢éni smés

obsahuje izolovanou DNA, primery, DNA-polymerazu, nukleotidy, MnCl, a MgClo.

Nasleduji tii opakujici se kroky:
1. Denaturace: pii teploté 95 °C se do sebe oddéli viakna DNA

2. Hybridizace: pfi ochlazeni reakéni smési na teplotu okolo 50 — 60 °C se na
specificka mista ssDNA navazou komplementarni primery, které na obou

vldknech vymezi ,,amplikon*

3. Elongace: pfi teplot¢ 72 °C dojde k polymeraci, tedy k syntéze nového
fetézce DNA podle primery, na ktery nasedne DNA-polymeraza a ptipojuje

nové nukleotidy

Cely proces se opakuje pfiblizn¢ 30x. Mnozstvi amplikonil roste geometrickou

tfadou. Po dvou hodinach vznika 10° — 10° kopii DNA.

Vznikly produkt je pak dale zpracovan elektroforézou, kde dochazi k jeho
separaci a nasledné vizualizaci na agarosovém gelu. Pro detekci rodu nachazi vyuziti
vysoce konzervativni tseky 16S rRNA (Backert et al., 2013). V pfipad¢ druhi se

vyuzivaji druhové specifické geny. Pro Campylobacter jejuni byl pouzit gen pro
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hippurikasu HipO nebo gen pro membranovy protein. Své vyuziti nalezne i gen kodujici
flagelin flaA. Metody PCR jsou citlivé, ale mohou nastat problémy v zavislosti na druhu
vzorku. Jistou nevyhodou je i uprava postupti, kterd nadale zamezi reprodukovatelnost

vysledkti mezi laboratofemi (Steinhauserova et al., 2002).

2.2.8.3 Molekularné biologické metody

VétSina téchto metod je také zaloZzena na PCR. Jsou ovSem jen dopliikové
k pfedeslym pro dalsi charakterizaci rodu Campylobacter. Lze jimi detekovat piimo
mikrob s rtiznou trovni rozliSeni. Piikladem je multiplexova PCR s primerem genu
kodujici flagelin flaA. Uginnost metody byla ovéiena na 142 kmenech Campylobacter

ruzného ptivodu.

Pro Real-time PCR je pouzivan primer komplementarni s genem mapA. Metoda
je zaloZena na klasické PCR s tim rozdilem, ze specialni pfistroj umoZziiuje kontinudlni
kvantifikaci DNA béhem kazdého cyklu. Amplifikovanou DNA se detekuje pomoci
fluorescen¢nich sond 31 ¢i barviv napf. SYBR Green. Sada oligonukleotidovych
primeri a sond zesiluje reakci cilového genu. Vysledkem reakce je intenzivni
fluorescence, kterd se detekuje pomoci fotometru, jez je zabudovan v termocykléru.
Hlavni vyhodou metody oproti klasické PCR je moZzZnost kvantifikace syntetizovaného
produktu, a to bud’ relativni, tj. porovnanim s jinou skupinou vzorki (napf. kontrolni),
nebo absolutni, tj. z kalibra¢ni kiivky rekombinantni DNA o znamém mnozstvi. Dalsi

vyhodou je vysoka specifita a citlivost metody Real-time PCR (Platts-Mills, 2014).

Zkombinovanim analyzy délkového polymorfismu restrikéniho fragmentu a
PCR se detekuji bodové mutace odpovédné za rezistenci Campylobacter k makrolidim

(Perez-Boto et al., 2014). Pro subtypizaci jsou pouzivany v men$i mife i jiné metody
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jako pulsni elektroforza, ribotypizace, nahodna amplifikace polymorfni DNA nebo flaA

typizace.

Osekvenovani celého genomu Campylobacter jejuni umoznilo zavadéni
mikro¢ipi. Spociva v umisténi specifickych DNA sond na velmi malé plose. To

umoziuje testovani velkého poctu vzorkli s minimalni spotiebou materialu a reagencii.

2.2.8.4 Fenotypové testy

Zastupci rodu Campylobacter jsou naro¢ni na ristové podminky a nefermentu;ji
sacharidy. Tim se ztéZuje jejich identifikace a diferenciace pomoci téchto testi. VétSina
znich je zaloZena na vyhodnoceni morfologickych znaki, nutricnich pozadavcich,

rezistenci k agens, teplotni toleranci a biochemickych testech.

Jak bylo vyse uvedeno, Campylobacter jejuni a Campylobacter coli jsou oxidasa
a katalasa pozitivni, redukuji dusicnany na dusitany. Rostou za mikroaerofilnich
podminek pii teploté 42 °C. Bylo navrzeno dvanact fenotypovych testii usnadiiujicich
identifikaci Sesti druhti rodu Campylobacter. Ristové podminky a definovany soubor

identifikacnich testli umoznuji rozlisit Ctyfi nejvyznamnéjsi druhy.

Biochemické testy poskytuji rychlé udaje pro identifikaci a subtypizaci. Je vSak
potieba vyhodnocovat vysledky opatrné z duvodu variability v interpretaci a

reprodukovatelnosti jednotlivych testi.
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2.2.8.5 Serologické testy

Pro identifikaci Campylobacter jejuni existuje n€kolik serotypiza¢nich schémat.

Jedna se o jednu z béznych metod detailni fenotypové charakterizace.

Pennerova serotypizace je zalozena na pasivni hemaglutinaci s rozpustnymi,
tepelné stabilnimi antigeny, navazanymi na erytrocyty se specifickymi antiséry. Hlavni
antigenni slozkou jsou lipopolysacharidy. Reakce se Ttucastni téz kapsularni
polysacharidy. Nevyhodou Pennerovy metody je ovlivnitelnost vysledkll variabilitou

erytrocytl a jejich srazlivosti a aglutinace izolatl s vice séry najednou.

Jinou metodou je Liorova serotypizacni. Jejim principem je pfima sklickova
aglutinace s protilatkami proti tepelné¢ labilnimu antigenu. Pro tuto metodu byla
pfipravena specialni antiséra vakcinaci kralikd zivymi kulturami Campylobacter jejuni.
Tato metoda rozdéluje Campylobacter spp. do osmi skupin. Biotypizace se spise

vyuziva jako dopliikovy test spolu s dal$imi metodami.

2.2.9 Terapie infekce Campylobacter jejuni a Campylobacter coli

Hlavnim onemocnénim zpisobenym témito bakteriemi jsou prijmy. Zakladnim
postupem lécby zlstava stale rehydratace. Je nutné doplnit zdkladni potiebu tekutin
| ztraty zpusobené prijmem, zvracenim a horeckou. Po rehydrataci nasleduje brzka
realimentace. Dulezité v 1€¢bé priiymi se stalo podavani solnych roztokt s glukézou. Ta
umoziuje aktivni transport iontl a vody ze stfeva do organismu. Dal§im zakladnim

lécebnym prostfedkem je dieta. Bez ni neni moZna GspéSna medikament6zni terapie.
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Nespecificka 1écba zahrnuje podavéani probiotik, adsorbencii (aktivni uhli).
Antibioticka 1écba je nutna jen asi u 5 % piipadd. Lehké a stiedni bakteridlni prijmy
antibiotickou 1é¢bu nevyzaduji. ATB jsou indikovéna u tézkych septickych forem. ATB
se obvykle podavaji v béznych davkach po dobu 3 — 5 dnti, u septickych forem je 1écba
dlouhodoba a intravendzni po dobu 14 dnti podle stavu pacienta. U kampylobakterioz se
podavaji makrolidy. Alternativou jsou chinolony, které 1ze pouzit az od 17 let véku a

tetracykliny, jez lze pouzit od 8 let véku (Ambrozova, 2006).

2.2.9.1 Makrolidy

Makrolidy jsou antibiotika obsahujici makrocyklicky laktonovy kruh. Principem
ucinku makrolidli je vazba na rRNA a inhibice proteosyntézy. Vznikajici peptidicka
vazba brani uvolnéni tRNA. Tento ucinek je pouze bakteriostaticky. Makrolidy se
vyznacuji velmi dobrym prunikem do rtiznych tkani (mimo CNS), do bun¢k i na povrch

sliznic.

U gastrointestinalnich onemocnéni se makrolidy mohou uplatnit u infekci
zpusobenych Helicobacter pylori a pravé u infekci zptisobenych Campylobacter.
U tohoto rodu je moznym antibiotikem k pouziti clarithromycin. Velka vyhoda spociva
v jeho stabilit€¢ v kyselém prostfedi zaZivaciho traktu. Ma vSak nejvétsi potencidl

k rozvinuti nebezpecnych Iékovych interakci (Votava, 2005).
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2.2.9.2 Chinolony

Chinolony ptisobi na gramnegativni mikroby tim, ze se vazi na podjednotku
enzymu DNA-gyrasy, ktera odpovidéa za Stépeni a opétovné slozeni fetézce DNA. To
ma za nasledek prostorové rozvijeni mateiskych fetézci DNA a druhotné staceni
molekuly. Takto rychle zaplnény prostor zastavi dalsi rozplétani fetézce, a tim i celou

replikaci. U¢inek vétsiny chinolont je baktericidni.

Ptvodni chinolony — Kyselina oxolinova a nalidixova — slouzily jen k 1é¢bé
mocovych infekci. Az fluorované chinolony jsou Sirokospektrymi antibiotiky pro tézké
systémové infekce. Jejich spektrum je zaméfené spiSe na gramnegativni bakterie. Jsou
velmi u¢inné diky obsahu fluoru v jejich molekule a jsou to systémové velmi vyuzivané
antimikrobidlni latky. U infekci kampylobakterem je to pfedevsim fluorochinolon druhé

generace — ciprofloxacin (Votava, 2005).

2.2.9.3 Tetracykliny

Tetracyklinova antibiotika jsou skupinou Sirokospektralnich antibiotik. Priméarné
pusobi bakteriostaticky pfedevS§im proti gramnegativnim bakteriim ale i proti mnoha
druhtim grampozitivnich bakterii. Soucasnym problémem je poddvani téchto antibiotik
hospodaiskym zvifatim a tim zvySovani rezistence bakterii, které se mohou geneticky
pfizplsobit a ve velmi kratké dobé vyvinout obranny mechanismus proti danému

antibiotiku.

Tetracykliny se vazi na malou podjednotku ribozomu a tim zabraiuji vazbé

aminoacyl-tRNA. Dochazi k inhibici proteosyntézy a ukoncuje se rist bakterie.
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Pouzivanymi antibiotiky k 1é¢b¢ jsou naptiklad tetracyklin a doxycyklin. Tato
antibiotika jsou az krajnim piipadem volby z divodu vysoké bakterialni rezistence.
Zavazné jsou vedlejsi uCinky. Predevsim u mladistvych, kdy se tato antibiotika ukladaji
do nové tvofenych zubl a kosti. Tetracyklinova antibiotika prochézeji placentou do

plodu a objevuji se v matefském mléce.

2.2.10 Antibioticka rezistence a jeji mechanismy

Antibioticka rezistence je odolnost infikujicich organisma vii¢i antibiotikiim. Je
jednim z vedlejsich efektti chybného uzivani antibiotik. Pfirozena rezistence se vztahuje
na bakteridlni druhy, které jsou mimo spektrum puasobeni antibiotika, tj. nenesou
zasahové struktury ptislusné antimikrobidlni latky. Ziskana (sekunddrni) rezistence je
nasledkem evoluce bakterialniho genomu a selekéniho tlaku prostiedi. Rychlost rozvoje
sekundarni rezistence zévisi na frekvenci mutaci a na mnozstvi bakterii s ur¢itym
stupném rezistence. Sekundarni rezistence ma dva typy: penicilinovy typ (multiple step
mutation) — vznika po dlouhodobém podavani nékterych antibiotik jako penicilin ¢i
chloramfenikol a streptomycinovy typ (one step mutation) — s rychlym vznikem vysoce

rezistentnich kmenu.

Mechanismy resistence jsou V podstaté zpusoby, pomoci kterych se
mikroorganismy brani letdlnim wU¢inklim antibiotik. Mikroorganismy meéni podobu
cilovych struktur nebo tvoii proteiny, které chrani cilové struktury pied UCinkem
antibiotik. Mikroorganismy zabrafiuji antibiotiku ve vstupu do bunky, anebo jej z bunky
aktivn€ odcerpavaji. V neposledni fadé enzymaticky modifikuji nékteré molekuly
antibiotik. Fenotypova podoba resistence k antibiotikim ma svou genotypovou

podstatu.
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Mikroby vyuzivaji 5 znamych mechanismu rezistence, které mezi sebou mohou
kombinovat (Kolaf, 2002). Nejmén¢ castym mechanismem vzniku rezistence jsou

metabolické zmény v buiice.

Vice objevujicim se mechanismem je omezena penctrace antibiotika do
bakterialni buiikky. Tento mechanismus je jeden =z nejCastéjSich u rezistence
k makrolidim. Gramnegativni bakterie mohou omezit pfisun latek a zivin, tim
I mnozstvi vstupujiciho antibiotika do bunky diky porinim, které jsou umistény ve
vnéj$i membrané bunécné stény. Nevyhodou je, ze dochdzi i k omezeni pfisunu Zivin,
¢imz dochéazi k znevyhodnéni rezistentni bunky vici pivodni populaci (Lochmann,

1994).

Dal§im mechanismem je zména cilové struktury (receptoru), kdy vlivem
pusobeni antibiotika dochazi k mutacim. U rezistence k makrolidim je to mutace
V podjednotce ribozomu. U rezistence k chinoloniim je to pro zménu mutace

v podjednotce DNA-gyrazy

Nejjednodussim mechanismem mikrobld je produkce enzymil inaktivujicich
antibiotikum. Vyskytuje se u rezistence k makrolidim. Sta¢i pouze jediny gen kodujici
tento typ rezistence. Dochazi k snadnému pfenosu mezi jednotlivymi bakteriemi
V ramci druhu, ale 1 mezi riznymi druhy bakterii a tim dochazi k jejich rychlému Sifeni.
Tuto rezistenci lze vétSinou snadno inaktivovat podanim faleSného substratu, ktery

zablokuje aktivni misto enzymu (Kolaf, 2002)

Poslednim mechanismem je aktivni vypuzovani antibiotika z bakterialni buiky.
Bakterie efluxni pumpy vyuZivaji 1 k odstraniovani metabolitii a toxin. Hyperprodukci
efluxnich pump dochazi i k ovlivnéni vypuzovani jinych latek vnitiniho prostfedi buniky
a k oslabeni buniky. Timto zplisobem se mikroby brani proti makrolidiim i chinolonim
(Lochmann, 1994).
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3. Metodika

3.1 Hypotézy

Pro hlavni cil prace vyskyt Campylobacter jejuni a Campylobacter coli jsem

stanovil dvé hypotézy:
H1: Béhem roku je vyskyt Campylobacter jejuni vétsi nez Campylobacter coli.

H2: Béhem roku je vyskyt Campylobacter jejuni a Campylobacter coli stejny

Vv kazdém mésici.

3.2 Vymezeni spadové oblasti

Spadovou oblasti pro sbér vzorkii Bakteriologického oddéleni Nemocnice Ceské
Budgjovice, a.s. jsou jednotliva oddéleni Nemocnice Ceské Bud&jovice a.s., Nemocnice
Cesky Krumlov, a.s., a &ast obvodnich praktickych lékaitt z Ceskobudgjovicka a
Ceskokrumlovska.

25



3.3 Charakteristika souboru

Praktickou ¢éast této prace jsem provadél na pracovisti Bakteriologického
oddéleni Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. (dale Nemocnice CB). Po dobu praktické
¢asti jsem se podilel pod dohledem pfislusného pracovnika na rutinni préaci v laboratofi,
ktera zahrnuje pfijem a zpracovani vzorku, provedeni diagnostickych metod a jejich
vyhodnoceni. Pro naplnéni cili prace jsem vyuzil Gdaje za rok 2014 o vyskytu
Campylobacter jejuni a Campylobacter coli béhem roku a antibiotické rezistence s udaji
z let 2002 — 2014 vztahujici se k celkové statistice zachycenych stfevnich patogent.

K ziskani dat jsem pouzil databdzi bakteriologického oddéleni.

3.4 Prelaboratorni ¢ast diagnostiky

Pro mikrobiologické vySetieni je dileZity spravny odbér biologického materialu.
Pro diagnostiku Campylobacter jejuni a Campylobacter coli se material ziska vytérem
Z recta standardnim dakronovym tamponem na plastové ty€ince (viz Obr. 3). Obecné se
nesmi pouzivat vatové tampony a dievéné Spejle. Oba uvedené materidly obsahuji
baktericidni latky. Po provedeni vytéru se tampon umisti do transportniho media.
Nejcastéjsi volbou jsou transportni media Amies nebo Stuart. Stolice by neméla byt

kontaminovana pfimési krve ¢i moci.
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Obr. 3: Dakronovy tampon s pfiloZenym transportnim mediem (zdroj: vlastni)

Transport vzorkli do mikrobiologické laboratofe musi byt dostatecné rychly.
Nejlépe do dvou hodin (pii dodrzeni veskerych zasad do 24 hodin) a ke vzorkim Setrny,
nejlépe pii teplote 8 — 12 °C. Vzorky stolice se do transportu uchovavaji v lednici.
Doporucuje se, aby byly transportni naddobky umistény nejlépe ve svislé poloze a
V pevné a nepropustné nadobég. V piipadé extrémnich vnéjsich teplot je nutno nadobky
prepravovat v boxech, které zamezi znehodnoceni vzorku (naptf. boxy s chladicimi
vlozkami, temperovani boxu na pokojovou teplotu). Nejrychleji hynou nejvice ndro¢né
bakterie a ve vzorku se GspéSné pomnoZzi bakterie bézné flory. VSechny nadobky musi
byt fadné oznaceny — tzn. nutnost oznaceni jménem pacienta, jeho rodnym cislem,
kédem zdravotni pojistovny a druhem biologického materidlu. Vzorek je doprovazen
fadn¢ vyplnénou zddankou k mikrobiologickému vysetfeni. Kromé vySe uvedenych
informaci musi obsahovat ¢as odbéru, jméno zdravotnického pracovnika, ktery odbér
provedl, a jméno lékare, ktery odbér indikoval. Na zadance se oznaci piislusny material

a pozadované vysetifeni.

Pfi pfijmu laborant zkontroluje spravnost idaji na zadance a zaslané nadobce
S biologickym materidlem. Laborant poté zapiSe své jméno, datum a cas pievzeti

vzorku. Materidl dale pokracuje na pracoviste, kde se vysetfeni provadi.

27



3.5 Laboratorni ¢ast diagnostiky

Pro uspésny zachyt Campylobacter jejuni a Campylobacter coli zajisténych
Z transportovaného materialu se vyuzivd na pracovisti bakteriologického oddéleni
Nemocnice CB piimého priikazu metodou Kultivace. Tato metoda piedchazi vzdy dalsi
diagnostiky. U kampylobakterti se pii ockovani pud postupuje podle piesné¢ daného
schématu. Jako prvni se ockuje malo selektivni a diferencni dezoxycholatova ptda, po
ni nasleduje McConkey agar a CSM agar s aktivni uhlim dle Karmaliho. V ptipadé
mikrobiologického pracovisté Nemocnice CB se misto CSM agaru pouziva Butzlerovo
selektivni medium. Nakonec se dakronovy tampon vlozi do pomnoZovaci selenitové
pudy (viz Obr. 4). Vtomto kroku nesmi dojit k omylu, protoze pokud nastane a

naockuje se selenit diive nez selektivni ptida, kampylobakter se timto usmrti.

Tab. II;: Slozeni Butzlerova selektivniho media

Slozka Mnozstvi [g/1]
Columbia agar 14
Smes specialnich peptida 16
Kvasnicovy extrakt 2,5
Masovy extrakt 2,5
Chlorid sodny 5
Cefoperazon 0,032
Rimfapicin 0,01
Amphotericin 0,1
+ 5 % sterilni ov¢i krve
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Obr. 4: Pouzivané pudy ke kultivaci kampylobakteri na mikrobiologickém

pracovisti Nemocnice CB (zdroj: vlastni)

Naockované pudy se nechaji inkubovat v prostiedi s 5 % kysliku, 10 % CO: a
85 % dusiku. Je dulezité, aby se pfed zapocetim inkubace k mediu pfidala antibiotika

potlaujici doprovodnou stievni mikrofloru.

Inkubace probiha 48 hodin pfi teploté 42 °C. Nasledny vzhled vzniklych kolonii
se odviji od druhu mikroba. Jsou ploché a nepravidelné ¢i jsou Sedé barvy s hladkymi a

vypouklymi koloniemi, popf. se miize na misce pozorovat plazivy rist.

Z kazdého kultivacniho nalezu se zhotovi mikroskopicky preparat. Preparat se
pripravuje vzdy a pouze z jedné suspektni kolonie natfené na podlozni sklicko. Sklicko
je predtim fadn€ oznaeno Cislem vzorku, které je vedeno V systému pracovisté
Z opacné strany, nez bude natfeno materidlem a nasledné ofixovano plamenem kahanu.

Poté se pristupuje k barveni podle Grama.
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Tab. III: Postup barveni podle Grama

Roztok Cas [s]
Krystalova violet’ 90
Lugoltv roztok 90
Odbarvovaci roztok 30
Safranin 30

Mezi kazdym pouzitym roztokem se preparat oplachne vodou po dobu 30 s.

Nakonec se necha oschnout cca dvé minuty.

Mikroskopicky preparat se prohlizi pomoci optického mikroskopu pfi celkovém

zvétSeni 1000x za pouziti imerzniho oleje.

K rozpoznani kmene bakterie se v mikrobiologické laboratofi Nemocnici CB
pouziva hmotnostni spektrometric MALDI TOF (MALDI — ionizace laserem za
pfitomnosti matrice, TOF — analyza doby letu) (viz Obr. 5). Pomoci této techniky se
identifikuji bakterie a mikromycety. Zarovei to je jediny zaruceny postup, jak s jistotou

na zminéném pracovisti rozeznat Campylobacter jejuni od Campylobacter coli.
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Obr. 5: Hmotnostni spektrofotometr s pracovni stanici (zdroj: vlastni)

Do pfistroje se vkladaji desticky umisténé na rovném povrchu. Jsou rozdéleny
do 48 pozic ve tfech méficich skupinich a jsou oznaceny carovym kodem zajiSt'ujicim
informace o pozici vzorku na nosi¢i. Pomoci bakteridlni klicky se na desticku nanese
Cista kolonie a rozetfe se do tenké vrstvy. Na takto pripravenou destiCku se nanese 1 pl
matricniho roztoku HCCA a necha se zaschnout. Jako kontrolni vzorek se pouziva

referen¢ni kmen Escherichia coli, ktery je umistén stejné jako kmen zkoumany.

Nosi¢ je poté vystaven laserovému paprsku. Ten se vstiebava a dochéazi ke
vzniku elektrického naboje. Po jeho vzniku dojde k ionizaci matrice. Uvolnéné ionty se
rozdeli ve vakuové trubici podle jejich hmotnosti. Vysledkem hmotnostni spektrometrie
je grafické znazornéni céarovych spekter. Kiivky (piky) odpovidajici riznym
fragmentlim ptvodnich molekul ve vzorku se porovnavaji s databazi spekter znamych
kmeni. Pravdépodobnost shody s typickym spektrem daného mikroba se vyjadii

procentudlné. Dokonala shoda znamena 99 %.

31



Stanoveni citlivosti k antibiotikim se na mikrobiologickém pracovisti
Nemocnice CB provadi diskovym difuznim testem. Po kultivaci se neselektivni pidy
bez ptidanych antibiotik naockuji suspenzi kmene. Jednotlivé disky jsou napusténé
uréitym antibiotikem a dispensorem se vlozi na pfipravenou pidu. Na jedné pudée se
provéfuje vzdy sada tfi antibiotik. Inkubace se provadi v mikroaerofilnim prostiedi pii
37 °C po dobu 48 hodin. Poté se zméfi pramér inhibi¢ni zony okolo diskti v milimetrech

a porovna se s hrani¢ni hodnotou pro konkrétni antibiotikum.

Bakterie citliva k antibiotiku neroste v okoli disku a zona rustu je vét$i nebo
rovna hranié¢ni hodnoté. Pokud je bakterie k antibiotiku rezistentni, jeji inhibi¢ni zona je
mensi nez hraniéni hodnota nebo neni rozpoznatelna a bakterie roste bezprostiedné
v okoli disku. U Campylobacter jejuni a Campylobacter coli se testuje citlivost na

ciprofloxacin, doxycyklin a clarithromycin

Tab. 1V: Hraniéni hodnoty inhibi¢nich zén pro Campylobacter jejuni

u vybranych antibiotik (zdroj: European Committee on Antimicrobial Susceptibility

Testing)
Zkratka ATB ATB Citlivost [mm] Rezistence [mm]
CIP ciprofloxacin >26 <26
DOX doxycyklin >30 <30
CLA clarithromycin >20 <20

Tab. V. Hrani¢ni hodnoty inhibi¢nich zén pro Campylobacter coli u vybranych

antibiotik (zdroj: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)

Zkratka ATB ATB Citlivost [mm] Rezistence [mm]
CIp ciprofloxacin >26 <26
DOX doxycyklin >30 <30
CLA clarithromycin >24 <24
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3.6 Postlaboratorni ¢ast diagnostiky

Pti zjisténi vyskytu kampylobakterti ve vzorku je nutné tuto skute¢nost nahlésit
na prislusné oddéleni odkud vzorek piisel na laboratot. Pti hlaSeni se oznamuje jméno

pacienta, jeho rodné ¢islo a jméno oSetiujiciho 1ékare.
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4. Vysledky

V priibéhu roku 2014 bylo na mikrobiologickém pracovisti Nemocnice CB
zachyceno celkem 296 pozitivnich nalezti kmene Campylobacter jejuni (viz Tab. VI). U
muzli a Zen se vyskyt v jednotlivych mésicich vyrazné nelisi. Tendence vyskytu se

zvysuje od konce jara s maximem pies 1éto az k podzimnim mésiciim, kdy vyskyt opét

klesa (viz Obr. 7). Detailngjsi vyskyt zobrazuje Obr. 6.

Z celkovych pozitivnich 296 vzorkl bylo 162 od muzt (55 %) a 134 od zen (45
%). Zvyseny zachyt Campylobacter jejuni byl od kvétna do fijna, ptiCemz nejveEtsi

pocet byl v mésici ¢ervenci (41).

Tab. VI: Pocet pozitivnich nalezi Campylobacter jejuni za rok 2014

Pocet pozitivnich nalezt
- _ Celkem
muzi zeny

Leden 5 8 13

Unor 3 6 9

Btezen 3 6 9
Duben 10 4 14
Kvéten 19 17 36
Cerven 20 16 36
Cervenec 24 17 41
Srpen 18 15 33
Zari 21 13 34
Rijen 15 17 32
Listopad 11 13 24
Prosinec 13 2 15
Celkem 162 134 296
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B muzi

M Zeny

Obr. 6: Pocet pozitivnich nalezi Campylobacter jejuni u muzt

Vv jednotlivych mésicich za rok 2014
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Obr. 7: Vyvoj Cetnosti zachytu Campylobacter jejuni podle ¢tvrtleti za rok 2014
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Nasledujici ¢ast ukazuje vyskyt Campylobacter coli. Ve stejném roce jako
Vv pfedchozim piipadé€ bylo zachyceno celkem 18 pozitivnich nalezi tohoto mikroba (viz
Tab. VII). Vyskyt neni tak casty jako u Campylobacter jejuni, je ale druhym
nejcastéj$im z rodu Campylobacter. Vrcholu dosahuje opét v letnich mésicich (viz obr.
8). Na Obr. 9 je vidét, ze vyvoj Cetnosti neni stoupajici od pocatku roku a je kolisavy.
To je vSak zfejmé zpiisobeno malym poctem zachycenych pozitivnich nalezti a chybou

malych cisel.

Z celkovych 18 pozitivnich vzorkl bylo 7 od muzi (39 %) a 11 od Zen (61 %).
Zvyseny zachyt Campylobacter coli byl od ¢ervna do listopadu, pii¢emz nejvétsi pocet

byl v mésici srpnu (5).

Tab. VII: Pocet pozitivnich nalez Campylobacter coli za rok 2014

Pocet pozitivnich nalezi
Celkem

muzi zeny

o

Leden 1

Unor

Brezen

Duben

Kvéten

Cerven

Cervenec

Srpen

Zati

Rijen

Listopad

R N R O W | P O O O k-
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Obr. 8: Pocet pozitivnich nalezi Campylobacter coli u muzi a Zen

Vv jednotlivych mésicich za rok 2014
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Obr. 9: Vyvoj Eetnosti zachytu Campylobacter coli podle ¢tvrtleti za rok 2014
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Tab. VIII ukazuje tendenci vyskytu nejcastéjSich stievnich patogenti v obdobi
2002 — 2014. Porovnava se zde tendence vyskytu Campylobacter jejuni a za rok 2013 a
2014 i minoritni zastupci rodu Campylobacter - C. coli, C. upsaliensis, C. ureolyticus,
C. hyointestinalis stendenci vyskytu druhého nejéastéj$iho stfevniho patogena

Salmonella enteritidis. Grafické znazornéni tohoto sledovani je zobrazeno na Obr. 10.

Od pocatku sledového obdobi byla castéjsim patogenem Salmonella enteritidis.
Tato skuteCnost se zacala ménit od roku 2006, kdy tento patogen vystiidal
Campylobacter jejuni. Jeho nejvétsi zachyt byl v roce 2010 — 621 ptipadd. Od roku
2013 se na mikrobiologickém pracovisti Nemocnice CB izoluji i ostatni druhy rodu

Campylobacter.

Tab. VIII: Statistika ¢etnosti zachytu nejcastéjsich stievnich patogenti v obdobi
2002-2014

Rok 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

C. jejuni 417 357 362 401 308 404 375
Salmonella

o 686 524 560 440 338 318 117
enteritidis

Celkem 1103 881 922 841 646 722 492
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Rok 2009 2010 2011 2012 2013 2014
C. jejuni 421 621 293 281 250 296
C. coli 13 18
C. upsaliensis 2
C. ureolyticus 1
C.
o 1 1
hyointestinalis
Salmonella
o 159 121 130 125 140 192
enteritidis
Celkem 580 742 423 406 407 507
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Obr. 10: Vyvoj Cetnosti zachytu nejcastéjSich stievnich patogent v obdobi 2002-2014

Na pracovisti mikrobiologické laboratofe Nemocnice CB se ke kazdému
kultivaénimu nalezu provadi i citlivost na antibiotika difiznim testem. V roce 2014 byla
citlivost na antibiotika u Campylobacter jejuni zietelné stanovena u vSech ptipadi —
296. Z Tab. IX je zfejmé, ze Campylobacter jejuni je 100% citlivy na antibiotika ze
skupiny makrolidi — clarithromycin. Ztohoto divodu byly zhotoveny grafy
predkladajici pocet citlivych a rezistentnich kmend Campylobacter jejuni na

ciprofloxacin a doxycyklin (Obr. 11 a Obr. 12).
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Tab. IX: Prehled citlivosti a rezistence u Campylobacter jejuni k jednotlivym
antibiotikim. Legenda: ATB — antibiotikum, CIP — ciprofloxacin, DOX — doxycyklin,

CLA — clarithromycin

Citlivost o Rezistence Rezistence

ATB Pocet kment Citlivost (%)

(pocet) (pocet) (%)
CIP 296 82 28 214 72
DOX 296 194 66 102 34
CLA 296 296 100 0 0

CIP
B citlivost

M resistence

Obr. 11: Citlivost Campylobacter jejuni k ciprofloxacinu
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DOX

B citlivost

M resistence

Obr. 12: Citlivost Campylobacter jejuni k doxycyklinu

Stejné jako v predchozim ptipadé se i u Campylobacter coli provadi u kazdého
pozitivniho ndlezu citlivost na antibiotika (viz Tab. X). Citlivost ke clarithromycinu je
opét 100 %. Obr. 13 a Obr. 14 predkladd pocet citlivych a rezistentnich kment
Campylobacter coli k ciproflaxinu resp. doxycyklinu.

Tab. X: Piehled citlivosti a rezistence u Campylobacter coli k jednotlivym
antibiotikim. Legenda: ATB — antibiotikum, CIP — ciprofloxacin, DOX — doxycyklin,
CLA — clarithromycin

Citlivost . Rezistence Rezistence
ATB Pocet kment Citlivost (%)

(pocet) (pocet) (%)
CIP 18 5 28 13 72
DOX 18 9 50 9 50
CLA 18 18 100 0 0
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CIP

B citlivost

M resistence

Obr. 13: Citlivost Campylobacter coli k ciprofloxacinu

DOX

B citlivost
M resistence

Obr. 14: Citlivost Campylobacter coli k doxycyklinu
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5. Diskuze

Infekce Campylobacter jejuni ma v poslednich letech i pies stale se zlepSujici
diagnostické metody konstantni ¢i zvysujici se vyskyt. Je nejcastéj$i oproti stievnim
infekcim zpsobenymi jinymi mikroby. Campylobacter jejuni je puvodcem
kampylobakterioz. Vzhledem ke stalé¢ castému vyskytu infekce je prekvapivé, ze
patogeneze onemocnéni neni v porovnani napf. se salmonelézou zdaleka tolik
objasnéna. V soucasné dobé¢ je k dispozici fada diagnostickych metod, které potvrdi

infekci. Pro piimy prikaz infekce se odebira vzorek stolice.

Cilem této prace bylo porovnani a ovéfeni diagnostickych metod, zjiSténi
vyskytu Campylobacter jejuni a Campylobacter coli béhem roku, nasledné detekce a

kultivace a provedeni testii citlivosti na antibiotika.

Na pracovisti Bakteriologického oddéleni Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. se
vzorek diagnostikuje pfimym prikazem kultivaci a hmotnostni spektrometrii MALDI-
TOF. Kultivaci vSak nelze zarucené rozeznat Campylobacter jejuni od Campylobacter
coli. | z divodu spravné indikace antibiotik a identifikace kampylobakterd do druhu, je
nutné v rutinni laboratofi pouzivat piesnéjsi metodu. K tomuto ucelu slouzi hmotnostni
spektrometrie. VyuZziva se hlavné pro svou rychlost a nenaro¢nost. Nevyhodou vsak je,
ze neni dostupnd vSem laboratofim z divodu vysoké pofizovaci ceny samotného

pfistroje a jeho nakladné udrzby.

Dalsi v této praci zmifované metody diagnostiky jsou bud’ néro¢né na
provedeni, pfedevSim urceni druhu kampylobaktera fenotypickou fadou a molekularné
genetickym testovdnim. Druhou nevyhodou jinych metod je jejich nespolehlivost.
Takova metoda je naptiklad hippuratova reakce (u kampylobakterti pozitivni) s piilis
zdvaznymi chybami. Zvolend metoda by méla byt co nejvice citliva, spolehliva

S vysokou mirou reprodukovatelnosti.
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Za rok 2014 bylo na pracoviiti Bakteriologického odd&leni Nemocnice Ceské
Budgjovice, a.s. identifikovano 296 pozitivnich prikazu infekce Campylobacter jejuni.
Nejcastéjsi zachyt byl v Cervenci — celkem 41 ptipadt a velmi vysoky byl 1 pies letni
meésice. Z Obr. 6 je patrné, ze vyskyt infekce je sezonni, nikoliv pres cely rok
konstantni. Na zéklad¢ ziskanych vysledkt se da vyvratit hypotéza H2: Béhem roku je
vyskyt Campylobacter jejuni stejny v kazdém mésici. Rozdil v po¢tu infikovanych
muzii a zen neni rozdilny. Ob&é pohlavi jsou K infekci nachylna stejné. Sezonnost
vyskytu infekci zpasobenych Campylobacter jejuni potvrzuje ve svych studiich
Ambrozova (2006, 2011). Casové rozmezi mezi témito studiemi a této predkladané
prace napovidd tomu, ze se trend vyskytu neméni. Trend vyskytu byl sledovan
i u Campylobacter coli. Za cely rok 2014 bylo vsak identifikovano o mnoho méné
ptipadt infekce nez v ptipadé Campylobacter jejuni. I pfes tuto skute¢nost se da fici, Ze
I u tohoto druhu je vyskyt sezonni pies 1éto, coz ukazuje Obr. 8. Nartst vyskytu u obou

Mrwe

ke konzumaci nedostatecné tepelné zpracovaného masa.

Hypotéza H1: Béhem roku je vyskyt Campylobacter jejuni vétsi nez
Campylobacter coli lze zdat ptevzatych z databaze pracovisté Bakteriologického
oddéleni Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. potvrdit. Vyskyt Campylobacter coli je
béhem roku vyrazné nizsi nez vyskyt Campylobacter jejuni (viz Tab. VI a Tab. VII).

Campylobacter je od roku 2007 vedoucim ptogenem ve vyskytu stfevnich
infekénich onemocnéni. Z Obr. 10 je mozné vidét, Ze trend vyskytu infekci
zpiisobenych kambylobaktery je ustaleny. Pohybuje se okolo 250 — 300 ptipadl za rok.
Vyjimkou je rok 2010, kdy se na Ceskobudg&jovicko dostal fenomén v podobé automatii
na mléko a vyskyt kampylobaktert byl vice jak dvojnasobny. Je tedy patrné, ze je tteba

dbat nejen na dikladnou Gpravu masa ale i ostatnich zivoc¢isnych produkta.

Z divodu ochrany osobnich udaji nebylo mozné zpracovat vyskyt infekce
v zavislosti na véku, ale jak uvadi Prikazska a kol. (2004), v roce 2003 bylo az 96 %
pacientli ve véku 1 — 4 rokl. To si Ize vysvétlit obecné mensi opatrnosti déti a snizenou

starosti o hygienickou péci.
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U infekce kampylobaktery je jako prvni volbou indikace ATB skupina
makrolidi. Podle Tab. IX a Tab. X je tato volba spravna. U vsSech 296 kmeni
Campylobacter jejuni a vSech 18 kmeni Campylobacter coli byla citlivost
k makrolidim — clarithromycin 100%. Podobny vysledek uvadi i Narodni referen¢ni
laboratof pro antibiotika a studie Zemli¢kové a kol. (2014), kdy rezistence nedosahuje
ani 1%. Velmi znepokojivy je vysledek citlivosti ciprofloxacinu, s ohledem druhé volby
1é¢by ATB fluorochinolony. U obou druhtit Campylobakter byla rezistence k t¢tmto ATB
72%. Podle studie Giacomelli (2014) se rezistence k chinoloniim, pohybuje mezi 65%
az 100%. Jina studie (Lazou et al., 2013) ovSem potvrzuje rezistenci k chinolonim
mensi nez 50%. Toto lze vysvétlit schopnosti mikrobii vytvofit si rezistenci pfi
soustavném podavani ATB a tim vytvoifeni selek¢niho tlaku. Pti vybéru ATB K pouziti
by mél rozhodovat nejen ptinos a rizika 1é¢by, cena ptipravku samotného, ale i riziko

vzniku rezistence.
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6. Zavér

Campylobacter jejuni je poslednich 10 let nejcastéjsim pivodcem stfevnich
infekci v CR. V praci byly porovniny metody diagnostiky vyuzivané na pracovisti
Bakteriologického oddéleni Nemocnice Ceské Bud&jovice, a.s. Pro piimy prikaz
infekce se vyuziva samotna kultivace mikrobt a hmotnostni spektrofotometrie MALDI-

TOF.

Vroce 2014 bylo takto diagnostikovano 296 pozitivnich nalezit kmene
Campylobacter jejuni a 18 pozitivnich naleza kmene Campylobacter coli. Vysledky
potvrdily sezonni vyskyt, za¢inajici od kvétna a koncici v fijnu. Proto by se hlavné
v téchto meésicich méla zptisnit epidemiologicka opatfeni a spravné dodrzovat
hygienické zasady a s nastupujicim létem informovat obyvatelstvo o mozném riziku

nakazy.

Zakladnim postupem 1écby zlstava stale rehydratace a onemocnéni ve vétSing
pfipadii odezni pouze pii zachovani diety. Prvni volbou Ilécby antibiotiky jsou
makrolidy. Tento fakt potvrzuji vysledky této prace, jelikoz pravé clarithromycin ma
100% citlivost k obéma druhtim sledovanych mikrobd. Znepokojiva je rezistence
k ciprofloxacinu jako zastupce fluorochinolont, ktera byla u obou druhti Campylobacter
72%. Casté piedepisovani antibiotik ma za nasledek vznik vice rezistentnich kmen.

Proto se nedoporucuje indikace antibiotik u kazdé stfevni infekce.

Kampylobaktery jsou vysoce specializované mikroorganismy s velkym rizikem
propuknuti epidemie. Samotné onemocnéni — kampylobakteriéza patii celosvétove
K nejcastéjsim alimentarnim nakazam. Je tedy nezbytné pribézné monitorovat
epidemiologické rysy, klinické a mikrobiologické charakteristiky a upravovat terapii

podle aktualni situace.
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8. PFilohy

Ptiloha ¢. 1:

Obr. 15: Mikroskopicky obraz Campylobacter jejuni z biologického vzorku
(zdroj: vlastni)



Pfiloha ¢&. 2:

k
Obr. 16: Stanoveni citlivosti k antibiotikiim diskovym difuznim testem u

Campylobacter spp. (zdroj: vlastni)



Pfiloha ¢&. 3:

Obr. 17: Campylobacter jejuni na CSM agaru (zdroj: vlastni)



Pfiloha ¢&. 4:

am—

Obr. 18: Jednotlivé kolonie Campylobacter jejuni na Butzlerové selektivnim

mediu (zdroj: vlastni)



