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Abstrakt

Campylobacter jejuni je jednou z nejrozstenéjSich bakterii, které jsou
privodcem alimentéarnich otrav. Jiz prvni zminka o této bakterii byla publikovéana v roce
1886 Theodorem Escherichiem. Zastupci rodu byly diive fazeny do rodu Vibrio. Az

v roce 1973 byla vypracovana komplexni taxonomie rodu Campylobacter a definovali

vvvvvv

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

ptitomnosti kysliku a v aerobni atmosféfe rychle hyne.

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. Je soucasti stievni mikroflory, odkud se dostava do prostiedi porazek.
Metabolismus rodu Campylobacter je respiratorniho typu. Vsechny druhy maji
pozotivni oxiddzovou a katalasovou reakci. To se dale velmi dobie vyuZiva

k samotné diagnostice. RozliSuje se dohromady okolo 175 serotyp.

Bakterie kolonizuje stfevo pomoci chemotaxe. Pokud ptezije, produkuje toxiny.
Hlavnim toxine Campylobacter spp. Je CDT (cytolethal distending toxin). Dals$i toxiny
produkované Campylobacter spp. jsou: enterotoxin podobny cholefe, Shiga toxiny a

hepatotoxin.

Mezi nejcastéjSi onemocnéni patii gastroenteritida a kampylobakteridzy.
Zavaznou komplikaci tohoto onemocnéni je Guillain-Barré syndrom. NejcastéjSim
projevem je ale, lehky nebo stfedni vodnaty prijem. Lécba spociva pievazné
v dehydrataci a podavani solnych roztoka s glukézou. Jen v nejhorSich ptipadech jsou

nasazovany antibiotika na bazi makrolidii nebo chinolond.



Ke kultivaci se pouziva nejcastéji CSM agar. Jako zakladni diagnosticka metoda
stale zastava mikroskopie, ale provadi se Sirokd skala metod jako biochemické,
genetické, imunochemické, chemotaxonomické profilovani mastnych kyselin, metody
gelové elektroforézy a méfeni molekulové hmotnosti druhové specifickych

proteinovych biomarkerti hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF.

Tématem této prace bylo zjisténi vyskytu a porovnani zpisobi diagnostiky na
pracovisti mikrobiologické laboratote Synlab czech s.r.0. Dale pak kultivace a stanoveni

citlivosti k antibiotiktm.

Na pracovisti na pracovisti mikrobiologické laboratofe Synlab czech s.r.o. se
diagndza urcuje ze vzorku stolice, ktera je zasilana predevs§im od praktickych détskych
doktorti. K diagnostice se zde pouzivd mikroskopie a hmotnostni spektrometrie

MALDI-TOF.

V roce 2012 bylo zachyceno 287 pozitivnich nalezu infekce Campylobacter
jejuni. Z celkového poctu bylo 54 % muzd a 46 % zen. Vroce 2013 jich bylo
pozitivnich nalezti 251, z toho bylo 59 % muzi a 41 % Zen. Nejcastéjsi zachyt byl
Vv mésicich Cerven, srpen a zafi v obou rocich. Nejvice nachylnou skupinou jsou déti a

mladistvi. V roce 2013 az 74 % pacientl z této vékove skupiny.

U 206 kmeni Campylobacter jejuni byla stanovena citlivost k vybranym
antibiotikiim. 59 % kmeni bylo rezistentnich k ampicilinu, 34 % kment k tetracyklinu,

35 % k erythromycinu a 71 % k oflaxicilinu.



Abstract

Campylobacter jejuni is one of the most spreaded bacteria that causes food
poisoning . The very first mention of this 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 developer 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, . 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: similar to cholera enterotoxin, Shiga toxins and

hepatotoxin.

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

are deployed based on macrolides or quinolones.



For cultivation is preferably used CSM agar. Microscoping is still basic
diagnostic method, but 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 microbiological laboratory work Synlab Czech s.r.o. and

furthermore, cultivation and susceptibility to antibiotics.

The diagnosis in the workplace of microbiological laboratories Synlab Czech
s.r.0. is determined from a stool sample, which is sent particularly from children

practicing doctors. The diagnosis uses microscopy and MALDI- TOF .

It was detected 287 positive findings of Campylobacter jejuni infection in 2012
of the total, 54 % of men and 46 % women. There were 251 positive findings , of which
59 % of men and 41 % women in 2013. The most common seizure was in the months of
June, August and September in both years . The most vulnerable groups are children

and adolescents . Up to 74% of patients in this age group in 2013.

Sensitivity to selected antibiotics was determined for 206 strains of
Campylobacter jejuni. 59 % of the strains were resistant to ampicillin , 34 % of the

strains to tetracycline , 35 % to erythromycin and 71 % to oflaxicilin.
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Seznam pouzitych zkratek

AIN —amoxicilin

AMP — ampicilin

ATB — antibiotikum

CDT - cytolethal distending toxin

CMP - chloramfenikol

CSM — Charcoal-Based Selective Medium
DNA — deoxyribonucleic acid

ERY - erythromycin

GBS - Guillain-Barré syndrom
MALDI-TOF — Matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight
OFL — oflaxicilin

PCR — polymerase chain reaction

rRNA — ribosomal ribonucleic acid

tRNA — transfer ribonucleic acid

TET - tetracyklin

spp. — subspecie
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1. Uvod

Campylobacter jejuni je jednou z nejrozsifenéjSich bakterii, které jsou
puvodcem alimentarnich otrav. Jiz pfed nékolika lety britsti védci stanovili jeji Gplny
geneticky kod, coz umoznilo zjistit mechanismus virulence této bakterie a strategii jeji

kontroly.

Campylobacter jejuni je od sedmdesatych let povazovan za nebezpeény
potravinatsky patogen a patrné je ptivodcem piiblizn¢ dvojnasobného mnozstvi ptipadi
sttevnich onemocnéni ve srovnani se znaméjsi Salmonellou. Puvodné byl
Campylobacter povazovan za ne$kodny mikroorganismus zijici v zazivacim traktu
nékterych Zzivo€ichi a dosud neni objasnéna skutenost, Ze je Casto pfitomen
V zazivacim traktu ptadkd, aniz by pisobil jakékoliv potize, zatimco je vaznym
patogenem u lidi. K infekci sta¢i minimalni mnozstvi bakterii, v poslednich 20. letech
se alimentarni otravy pisobené Campylobacter spp. vyskytovaly velmi Casto. Zdravé
osoby nejsou nositely tohoto patogenu a nedochazi k pienosu z infikovanych osob na

osoby zdravé. Prudky nartst kampylobakterioz byl zaznamenan od konce 90. let

minulého stoleti az do roku 2005 také v Ceské republice.

Kampylobakterie byly ptivodné popsany jako zvifeci patogeny a byly zatazeny
do rodu Vibrio. Vibec prvni zminka o rodu Campylobacter publikovana v roce 1886
Theodorem Escherichem, ktery pozoroval a popsal spiralovité tvarovanou bakterii u déti
s cholerou. V roce 1906 dva britsti veterinafi popsali velké mnozstvi ,,zvlaStnich
organismi““ U vzorku z ovce. V roce 1947 Vinzent a spol. prokazali patogenitu téchto
novych vibrii tim, ze uspésné izolovali V. fetus z krve gravidnich Zen, postizenych
dlouhodobym hore¢natym onemocnénim s naslednym spontdnnim 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®.
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Pocet infekci prokazateln¢ zplsobenych touto bakterii byl vzhledem
k nedostate¢né G¢innym izola¢nim technikam, az do zac¢atku 70. let nizky. V r. 1963, na
zéklad¢ stanoveni obsahu guaninu a cytosinu v molekule DNA a podle biochemickych
charakteristik V. fetus a V. tubulus se zaclenili do nového rodu Campylobacter. O deset
let pozdéji byla vypracovana komplexni taxonomie tohoto rodu a definovali 4 druhy:

C. fetus, C. coli, C. jejuni a C. sputorum.

Téma této bakalaiské prace jsem si zvolil z diivodu nartistajici ¢etnosti stfevnich
onemocnéni vilbec. Pro §irSi vefejnost neni tento problému bran na vétsi zietel. Pfitom
Campylobacter jejuni, jako ptivodce nozokomialnich nékaz, nabyva stale vétsiho
vyznamu. Nejrizikovéjsi skupinou infekce jsou prave déti a mladistvi do 18 rokl. V této
praci se zabyvam diagnostikou C. jejuni a to mikroskopii a hmotnostni spektrometrii.
Také se zajimam o kultivaci a stanoveni citlivosti K antibiotikiim. Vysledkem mé prace
je statisticky piehled vyskytu C. jejuni v zavislosti na jednotlivych mésicich a pohlavi
béhem rokt 2012 a 2013 a déle uz jen pro uptesnéni v zavislosti na véku za rok 2013.
Pfi pozitivnim nalezu je mozné stanovit citlivost k antibiotikiim, ktera je v praci také
zpracovana za rok 2013. Veskerd zpracovani jsem provadél na pracovisti

mikrobiologické laboratofe Synlab czech s.r.o.
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2. Soucasny stav

2.1 Charakteristika rodu Campylobacter

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

Campylobacter lari (Bednaf a kol., 1996).

2.1.1 Taxonomie

Doména: Bacteria

Kmen: Proteobacteria

Ttida: Epsilon Proteobacteria
Rad: Campylobacterales
Celed: Campylobacteraceae
Rod: Campylobacter
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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¢ikt. AvSak za nevhodnych podminek piechazeji v kokovité
utvary. Jsou Siroké 0,2 — 0,8 um a dlouhé piiblizné 0,5 — 0,6 um. Takovy tvar bakterie je
pfi¢inou snadného proniknuti vrstvou primarnich bariér hostitele. Patii do skupiny

gramnegativnich bakterii (Versalovic, 2011)

2.1.3 Stavba bunécné stény

Jak bylo zminéné vySe, Campylobacter patii do skupiny gramnegativnich
grampozitvnich. Je sloZena ze zevni membrany a pod ni umistén¢ho peptidoglykanu.
Jeho vrstva je tenka a tim tedy i celd 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 dvojita 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 ¢asti.

Polysacharidova cast je vné zevni vrstvy a svym slozenim urCuje druh ¢i serotyp
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bakterie. Zevni membrana je nepropustnd pro molekuly nékterych barviv nebo

antibiotik.

V periplasmatickém prostoru se nachdzi fadu enzymu majici odliSné specifické
funkce. Bud’ $tépi a inaktivuji ziviny, nebo mohou inaktivovat nékteré typy antibiotik

jako napf. beta-laktamasy.

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

povrchu zbytky bunééné stény (Votava, 2006)

2.2 Specifika Campylobacter jejuni

Tento velmi GspéSny plivodce onemocnéni z potravin ma piisné naroky na své
ristové podminky, proto se bézné¢ v potravinaich nemnoZi, pouze pieziva.
Campylobacter je mikroaerofilni a vyzaduje v atmosféte ptitomnost 3 — 5 % O, a 3 —
10 % COa. Je citlivy zejména k vyssi ptitomnosti kysliku a v aerobni atmosféie rychle

hyne (Votava, 2006)

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

nikoliv eliminovany.

Rast maze byt dale limitovan koncentraci NaCl (2 %), pH nizSim nez 4,9
(optimum 6,5 - 7.,5) a sniZzenim aktivity vody pod 0,98 (v suchém prostiedi nepieziva).

Pii stejnych hodnotach pH kyselina mléc¢na inhibuje rist Campylobacter spp. vice nez
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kyselina chlorovodikova. Pouziti organickych kyselin se v nékterych statech pouziva
k eliminaci kampylobakterd na télech jatecné opracované dribeze pied jejich

chlazenim.

Déle jsou bakterie rodu Campylobacter citlivé vic¢i gamma zafeni. U¢inek
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 citlivéjsi nez Salmonella spp. a

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

2.2.1 Vyskyt

Hlavnim rezervoarem Campylobacter spp. je zazivaci trakt hospodatskych 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 piedev§im z potravin
zivociSného plvodu, dale ze zeleniny (rizikem je hnojeni statkovymi hnojivy),
motskych plodd a vody. Pricinou epidemii jsou zpravidla dribezi produkty
(nedostate¢né tepelné opracované driibezi maso), nepasterované mléko, sekundarni
kontaminace pfi zpracovani potravin (nizkéd infekéni davka umoznuje pfimy pienos
kontaminovanyma rukama), kontaminovana povrchova voda a pfedevs$im také kiizova

kontaminace v doméacnostech nebo v provozech vetejného stravovani.

Campylobacter je soucasti stfevni mikroflory, odkud se dostava do prostiedi
pordzek. Ve stievnim obsahu brojlerd se nachzi v priméru 106 - 107 KTJ.g™
kampylobakterti a prevlada vyskyt druhti C. jejuni a C. coli. U prasat je nejcastéj$im
druhem C. coli (Bardon et al., 2009).
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2.2.2 Metabolismus

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

schopnost hydrolyzy hippuratu a jsou rezistentni k cefalotinu.

2.2.3 Genetika

V cytoplasmatické membrané 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 zdkladem Liorova schématu. Pro jemnéjsi rozliSeni kmenl 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 sekvencoval, objevila
opakované sekvence guaninu a cytozinu v kazdém z 25 genii mikroba. Tyto useky jsou
mimofadné nachylné k mutacim (Hu et al., 2014). Zminéné mutace primarn¢ ovliviiuji
geny Ucastnici se produkce lipopolysacharidd, které obaluji povrch C. jejuni. Bakterie
se tak mize vyhnout rozpoznani protilatkami vyprodukovanymi pfii ptedchozi infekci

organizmu. Neni to vSak jedina obranna strategie C. jejuni.
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Gen NeuB muze zplsobit, Zze povrchové molekuly na C. jejuni vypadaji jako
gangliosid — to je lipid hojné 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 faktort virulence. Kolonizace
stteva je umoznéna pohyblivosti bakterii za chemickym podnétem — chemotaxi a
produkci adhezivnich proteinti. Pfeziti uvniti vakuol epitelialnich bunék je bakteriim
usnadnéno produkci katalazy a superoxiddismutazy, 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 zakédovana do klastru genu cdt, ktery se sklada ze
tfi sousednich gent s podobnou molekularni hmotnosti: CdtA, CdtB, CdtC. Pro uplnou

toxickou aktivitu je potfeba ptitomnost vSech tfi gen. CDT narusuje epitelidlni klky,
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¢imz je doCasné narusena absorpéni funkce stfeva a vznika 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 ztoxinl produkovany
Campylobacter jejuni je dopodrobna prostudovany a S jistotou lze fici, ze je opravdu

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

edtB - 714 bp
edtd - 631 bp
edtC - 524 bp

16.5 174 S 1IBFR1950 %7 0D/ 1882

cdtB - 714 bp
edtd - 631 bp
cdtC - 524 bp

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

Dalsi toxiny produkované Campylobacter spp. jsou: enterotoxin podobny
cholete, Shiga toxiny a hepatotoxin (Castillo et al., 2011)
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2.2.4.2 Enterotoxin

Enterotoxin je vysoce termostabilni. ZvySuje permeabilitu kapilar a zplsobuje

hromadéni vody a NaCl ve stfevnich klickach.

Toxin uCinkujici na stfevo a vyvolavajici poruchu nékterych jeho funkei.
Enterotoxin produkuji nékteré bakterie, krom¢ Campylobacter jejuni napi. Vibrio
cholerae, ptavodce 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 pfibuznych toxinll s dvéma hlavnimi skupinami Stx1
a Stx2. Stx2 je asi o 400x vice toxicka nez Stx1. Toxin vyzaduje vysoce specificky
receptor na povrchu buiky podminujici jeho vstup. Je sloZzen ze dvou podjednotek. A
podjednotky o molekulové hmotnosti 32000 D a B podjednotky o molekulové
hmotnosti 7700 D. B pojednotka vaze specifické glykolipidy na hostitelské buice
(Diaz-Séanchez et al., 2013). A podjednotka se rozdeluje na dve casti. Prvni se vaze na

ribozom a narusuje syntézu proteind.
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Obr. 2: Hypoteticky model mechanismu infekce Campylobacter jejuni (Backert
etal., 2013)

2.2.5 Onemocnéni vyvolana Campylobacter jejuni

2.2.5.1 Gastroentritida

Gastroentritida je jedno z nejcastéjsich onemocnéni u ¢lovéka. Velmi casté jsou
I epidemie. Nejvétsi pfi¢inou nakazy je kontaminovana potrava, voda a zanedbani
hygienickych navykl. Pfenos se déje fekaln€ oralni cestou. Nejvice zasazené infekci
jsou zaludek a tenké stfevo. Inkubacni doba je obvykle né€kolik hodin az 3 dny.
K ptiznakiim patii zvraceni, priijem, nevolnost, zvySena teplota, nékdy az 38 °C.
komplikace mohou nastat pfi silném zvraceni a prujmu, kdy dochazi k dehydrataci.
Vétsinou je ale pribéh nemoci bez téchto problémul (Ghosh et al., 2013). JiZ méné nez

500 bun¢k mize vyvolat onemocnéni (Ivanovic, 2012).
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2.2.5.2 Kampylobakteriozy

Toto onemocnéni patii mezi zoondzy. Muze byt tedy pfenosné ze zvifat na
Clovéka. Je shledavano jako jedno =z nejcastéjSich v rozvinutych zemi. VétSina
potravinovych onemocnéni se vyskytuje sporadicky nebo v rodiné. Jen mald cast

onemocneni pfechazi do epidemie. Zplsob pienosu je stejny jako u gastroenteritid.

Termofilni druhy rodu Campylobacter spp., zejména Campylobacter jejuni a
Campylobacter coli jsou nejcastéji povazovany za puvodce akutnich bakteridlnich
gastrostroenteritid u lidi. Dal§imi druhy, které byly prokdzany za lidské patogeny
zpusobujici kampylobakteriozy, jsou C. upsaliensis, C. hyointestinalis, C. lari, C. fetus
a C. sputorum. Pfevazna vétsina kympylobakterioz je vyvolana C. jejuni, méné Casto
C. coli, dalsi serotypy zpisobuji spise systémové infekce (C. fetus) (Prikazska a kol.,
2004).

Rizikovymi faktory jsou dribeZ, nepasterizované mléko a neupravend voda.
Dochazi i k ptenostim z kojenct a déti na rodi¢e. Pfi manipulaci s potravinami, mize
dojit k sekundarni kontaminaci, hlavné potravin hotovych, tepelné oSetienych. V Iété je

zvySeny vyskyt kampylobakteridz, kdy za¢ind sezona grilovani.

Ptiznaky se 1i§i podle jednotlivel, kvili variabilité hostitele a infikujicich
organismi. Inkubac¢ni doba tohoto onemocnéni je mezi 24 az 72 hodinami. MiiZe nastat
horecka zimnice, bolesti hlavy nebo svalové kie¢e doprovazené prujmem (Donatin et

al., 2013), ktery je vodnaty, Casty a muze obsahovat stopy krve.

Jako druhotné komplikace se nejcastéji objevuje reaktivni artritida. Postihuje
phlavné klouby a je diagnostikovdna u mladych lidi. Pfiznaky jsou zanéty kloubd,

reprodukénich a mocovych organt.
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Dalsi komplikaci je Guillain-Barré syndrom (GBS). GBS je akutni paralytické
onemocnéni s autoimunni etiologii. Mezi pfiznaky patii slabost, smyslové poruchy.
Pacienti pottebuji z jedné tietiny podporu plicni ventilace, ktera je pro 3 — 10 % fatalni

(Sarkar et al., 2014).

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

descendentni paralyzou.

2.2.6 Epidemiologie a pirenos

Pocet hlaSenych onemocnéni zpusobenych 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
nejéastéj$im onemocnénim z potravin v CR. VEU je situace podobna. Cetnost
kampylobakteriozy je 44,4 ptipadi na 100 000 obyvatel s odhadem 9 miliond ro¢né.
V obdobi 200 — 2005 byla Cetnost vyssi. Lze tedy usoudit, Ze hygienicka opatfeni EU
jsou efektivni a dochazi ke snizovani vyskytu kampylobakteriéz. 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 dukladné tepelné opracovani potravin,
zamezeni kiizové kontaminace v prib&hu zpracovani a skladovani potravin, dodrzovani
nejen sanitace a desinfekce v pribéhu produkce a zpracovani potravin, ale i osobni

hygieny osob zpracovavajicich potraviny (Mad’ar a kol., 2006).
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2.2.7 Terapie infekce Campylobacter jejuni

Hlavnim onemocnénim zpusobenym Campylobacter jejuni jsou prijmy.
Zakladnim postupem 1éCby zustava stale rehydratace. Je nutné doplnit zakladni potiebu
tekutin i ztraty zptisobené prijmem, zvracenim a horeckou. Po dehydrataci nasleduje
brzka realimentace. Dilezité v Ié€bé priyml se stalo podavani solnych roztokl
s glukézou. Ta umozinuje aktivni transport iontll a vody ze stieva do organismu. Dal§im
zakladnim 1é¢ebnym prostiedkem je dieta. Bez ni neni mozna uspésna medikamentdzni

terapie.

Nespecificka 1écba zahrnuje podavani probatik, adsorbencii (aktivni uhli).
Antibioticka 1é¢ba je nutné jen asi u 5 % ptipadl. Lehké a sttedni bakterialni prijmy
antibiotickou 1écbu nevyzaduji. ATB jsou indikovana u téZkych, u septickych forem.
ATB se obvykle podavaji v béZznych davkach pod dobu 3 — 5 dni, u septickych forem je
1écba dlouhodoba a intravendzni pod dobu 14 dnt az nékolika mésicti podle stavu
pacienta. U kampylobakterioz se podavaji makrolidy, jako alternativa jsou chinoliny,

které 1ze pouzit az od 17 let véku (Ambrozova, 2006)
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2.2.7.1 Makrolidy

Principem ucinku makrolidi je vazba na rRNA a inhibice proteosyntézy.
Vznikajici peptidickd vazba brani uvolnéni tRNA. Tento Uuc¢inek je pouze

bakteriostaticky.

Zakladni makrolid 1. generace je erythromycin, odpovida spektru penicilinu tim,
7e zasahuje piedevS§im gramnegativni mikroby, tedy i Campylobacter spp.
Erythromycin se vétSinou podava per os. Dobfe pronika do buné€k, kde nabyva vyssich
hladin nez v plasmé. I kdyZ je docela malo toxicky, casto se po ném dostavuje zvraceni.
Daleko Iépe jsou snaseny takové formy erythromycinu, které bezpecné projdou kyselym

zalude¢nim prostfedim a jejichz vstiebavani neni ovlivnéno jidlem.

Jinym problémem je pusobeni hepatotoxicky a ototoxicky pifi vysSich davkach
antibiotika. Nelze ho kombinovat s jinymi 1éky, predev§im s beta-laktamy a

linkosamidy. Poté dochazi k antagonistickym u¢inkiim (Votava, 2005).

2.2.7.2 Chinolony

Chinolony ptlisobi na gramnegativni mikroby tim, Ze se vazi na podjednotku
enzymu DNA-gyrasy, ktera odpovidéa za Sté€peni 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 fetezce a tim i celou

replikaci. Uginek vétsiny chinolind je baktericidni.

Mezi klasické chinolony patii bakteriostaticka kyselina nalidixova a baktericidni

kyselina molinova. Jejich spektrum zahrnuje gramnegativni stfevni tyCinky. I spektrum
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dalsi skupiny, fluorovanych chinolont, je zaméfené spiSe na gramnegativni bakterie,
ovSem jejich pouziti by mélo byt v komunité¢ velmi omezené. Jsou vSak velmi G¢inné
diky obsahu fluoru v jejich molekule a jsou to systémové velmi vyuzivané

antimikrobidlni latky (Votava, 2005).

2.2.8 Diagnostika infekce Campylobacter jejuni

Pro uspésny zachyt kampylobakterti zajisténych z transportu materidlu se
pouziva Amiesova (s aktivnim uhlim, anorganickymi solemi, thioglykoldtem sodnym a
1 % agarem) nebo Stuartova (s methylenovou modii) piida. Dalsim zpisobem kultivace
je vyuziti specidlnich kultivacnich ptd. Nejvice to jsou Butzlerovo selektivni medium,
Skirrowtv krevni agar anebo nejvyuzivanéjSi viibec pro laboratorni praxi selektivni

medium s aktivnim uhlim bez krve — CSM agar s pH 7,4 (Votava, 2000).

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
Cefaloperazon 0,032
Vankomycin 0,02
Cyklohexamid 0,1
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Naockované piidy se dale nechaji inkubovat v prostiedi s 5 % kysliku, 10 % CO,
a 85 % dusiku. Je dilezité, aby se pied zapocetim inkubace k mediu ptidala antibiotika

potlacujici doprovodnou stfevni mikrofloru.

Inkubace probiha 24-72 hodin pii teploté 42 °C. Nasledny vzhled vzniklych

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, testovani pohyblivosti, mikroaerofilniho ristu pti 25 °C, aerobniho rdstu pfi

42 °C a prikaz oxiddzy (Wang et al., 2004).

Posledni studie vSak ukazuji, Ze pohyblivost je dilezita, ale ne tolik efektivni pii

infekci mikrobem (Backert et al., 2013)

K druhové identifikaci lze vyuzit: prikaz katalazy, stanoveni citlivosti ke
kyseliné 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
mastnych kyselin, metody gelové elektroforézy a méfeni molekulové hmotnosti
druhové specifickych proteinovych biomarkertt hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF
(Rokos zet al., 2014).
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2.2.8.1 Imunologické metody

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

imunoglobuliny, které byly pfipraveny proti:

1) antigenim rtznych druhti 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 kampylobaktert lze také
vyuzit latexaglutinani soupravy (naptf. Dryspot Campylobacter test). Na principu
enzymového imunochemického stanoveni jsou zaloZzeny komeréné dostupné kity
VIDAS Campylobacter kit a EIA-Foss Campylobacter enzyme-immunosorbent assay
kit. Specifické protilatky mohou byt vyuzity nejen pro piimou detekci, ale tako pro

separaci patogenniho organismu ze vzorku (Votava, 2010)

2.2.8.2 Molekularné genetické metody

Molekularné biologické metody zalozené na fetézové polymerazové reakci lze
vyuzit ke konfirmaci a druhové identifikaci kampylobakterti, detekci genit kodujicich
tvorbu faktorti virulence ¢i gent kodujicich rezistenci k antimikrobidlnim latkam.

Principem PCR metod je multiplikace kratkého fragmentu bakteridlniho genomu.
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PCR probihd v pfistroji, ktery dokéze vzorek velmi rychle zahtat a ochladit.
Reakce probihd v tenkosténné kyveté, kterd se umisti do termocykleru. Reakéni smés

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

Nasleduji tf1 opakujici se kroky:

1. Denaturace: pfi teploté 95 °C se do sebe odd¢li viakna DNA

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

3. Elongace: pii teploté 72 ° 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

fadou. 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 useky 16S rRNA (Backert et al., 2013). V pfipad€¢ druhil se
vyuzivaji druhové specifické geny. Pro Campylobacter jejuni byl pouZzit gen pro
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 Gprava postupt, kterd nadale zamezi reprodukovatelnost

vysledkl mezi laboratofemi (Steinhauserova et al., 2002).
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2.2.8.3 Molekularné biologické metody

Vétsina téchto metod je také zalozena na PCR. Jsou ovSem jen doplitkové
k predeslym pro dalsi charakterizaci rodu Campylobacter. Lze s nimi detekovat ptimo
mikrob s rtiznou trovni rozliSeni. Piikladem je multiplexova PCR s primerem genu
kodujici flagelin flaA. Uginnost metody byla ovéiena na 142 kmenech Campylobacter

ruzného pivodu.

Pro Real-time PCR je pouzivan primer komplementarni s genem mapA. Metoda
je zalozena na klasické PCR s tim rozdilem, ze specialni pfistroj umoziuje kontinualni
kvantifikaci DNA béhem kazdého cyklu. Amplifikovanou DNA se detekuje pomoci
fluorescen¢nich sond 31 ¢i barviv napf. SYBR Green. Sada oligonukleotidovych
primerd 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 mozZnost kvantifikace syntetizovaného
produktu, a to bud’ relativni, tj. porovnanim s jinou skupinou vzorkl (napt. kontrolni),
nebo absolutni, tj. z kalibracni kiivky rekombinantni DNA o zndmém mnozZstvi. Dalsi

vyhodou je vysoka specifita a citlivost metody Real-time PCR.

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 mens$i mife i jiné metody
jako pulsni elektroforza, ribotypizace, nahodna amplifikace polymorfni DNA nebo flaA

typizace.

Osekvenovani celého genomu Campylobacter jejuni umoznilo zavadéni
mikroCipli. Spo¢ivd v umisténi specifickych DNA sond na velmi malé ploSe. To

umoznuje testovani velkého poctu vzorkil s minimalni spotfebou materidlu a reagencii.
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2.2.8.4 Fenotypové testy

Zastupci rodu Campylobacter jsou naro¢ni na ristové podminky a nefermentuji
sacharidy. Tim se stéZuje jejich identifikace a diferenciace pomoci téchto testll. VétSina
Znich se zaloZzena na vyhodnoceni morfologickych znakl, nutricnich pozadavcich,

rezistenci k agens, teplotni toleranci a biochemickych testd.

Jak bylo vyse uvedeno Campylobacter jejuni je oxidasa a katalasa pozitivni,
redukuje dusi¢nany na dusitany. Roste za mikroaerofilnich podminek pfi teploté 42 °C.
Bylo navrzeno 12 fenotypovych testti, usnadiiujicich identifikaci 6 kment
Campylobacter. Rustové podminky a definovany soubor identifika¢nich testt umoziuji

rozlisit ¢tyfi nejvyznamnéjsi druhy.

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

reprodukovatelnosti jednotlivych testi.

2.2.8.5 Serologické testy

Pro Campylobacter jejuni existuje nékolik serotypizacnich schémat. Tyto testy

jsou jedny z béznych metod detailni fenotypové charakterizace.

Pennerova serotypizace je zaloZena na pasivni hemaglutinaci s rozpustnymi,
tepelné stabilnimi antigeny, navazanych na erytrocyty se specifickymi antiséry. Hlavni
antigenni slozkou jsou lipopolysacharidy. Reakce se téz zucCastiiuji kapsularni
polysacharidy. Nevyhodou Pennerovy metody je ovlivnitelnost vysledkd variabilitou

erytrocytl a jejich srazlivosti a aglutinace izolatl s vice séry najednou.
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Jinou metodou je Liorova serotypizacni. Jejim principem je ptima sklickova
aglutinace s protilatkami proti tepelné labilnimu antigenu. Pro tuto metodu byla
pfipravena specialni antiséra vakcinaci kralikt zivymi kulturami Campylobacter jejuni.

Nedostatkem této serotypizace je jeji Spatné rozsifeni
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. Cile prace

- Detekce a kultivace Campylobacter jejuni

- Porovnani metod identifikace

- Zmapovani vyskytu Campylobacter jejuni u ¢lovéka béhem roku

- Zhodnoceni vékové distribuce vyskytu Campylobacter jejuni ve vzorku
populace

- Zjisténi citlivosti na antibiotika
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4. Metodika

4.1 Hypotézy

Pro hlavni cil prace vyskyt Campylobacter jejuni jsem stanovil dvé hypotézy:
H1: Béhem roku je vyskyt Campylobacter jejuni vétsi nez Campylobacter coli.

H2: Béhem roku je vyskyt Campylobacter jejuni stejny v kazdém mésici.

4.2 Vymezeni spadové oblasti

Spadovou oblasti pro sbér vzorkli mikrobiologické laboratofe Synlab czech s.r.o.
je JihoCesky kraj a Pacovsko. Vzorky pfichdzi systematicky od tamnich praktickych
lékatd, ktefi nemaji k dispozici adekvatni dopravu k transportu. V piipadé

Campylobacter jejuni se jedna predevsim o praktické détské 1ékare.

4.3 Charakteristika souboru

Praktickou cast této prace jsem provadél na pracovisti mikrobiologické
laboratotfe Synlab czech s.r.o. (dale jen pracovisté Synlab). Po dobu praktické ¢asti jsem

se podilel pod dohledem pfislusného pracovnika na rutinni praci v laboratofi, ktera
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zahrnuje pfijem a zpracovani vzorku, provedeni diagnostickych metod a jejich
vyhodnoceni. AvSak pro naplnéni cilii prace jsem vyuzil udaje za roky 2012 a 2013.

K ziskani dat jsem pouzil databazi pracovisté mikrobiologické laboratofe.
Material: stolice k diagnostice Campylobacter jejuni
Metody: Mikroskopie
Hmotnosti spektrometrie MALDI-TOF

Stanoveni citlivosti k antibiotiklim diskovym difuznim testem

4.4 Material

Pro mikrobiologické vySetteni je dilezity spravny odbér biologického materialu.
Pro diagnostiku Campylobacter jejuni je nutné zaslat vzorek stolice, odebraného do
sterilni plastové naddoby. Stolice by neméla byt kontaminovana pfimési krve ¢i moci a
jeji velikost by méla odpovidat zhruba velikosti 2,5 cm?®, Castéji se viak zasila vzorek

tekuté stolice.

Transport vzorkii do mikrobiologické laboratofe musi mist dostatecné rychly.
Nejlépe do 2 hodin (pfi dodrzeni veskerych zasad do 24 hodin) a ke vzorkiim Setrny,
nejlépe pii teplote 8 — 12 °C. Vzorky stolice se do transportu uchovavaji v lednici.
Doporucuje se, aby byly transportni nddobky umistény nejlépe ve svislé poloze a
V pevné a nepropustné nadobé. V piipad¢ extrémnich vnéjSich teplot je nutno nadobky
pfepravovat v boxech, které zamezi znehodnoceni vzorku (napf. boxy s chladicimi
vlozkami, temperovani boxu na pokojovou teplotu). Nejrychleji hynou nejvice narocné
bakterie a ve vzorku se uspésné pomnozi bakterie bézné flory. VSechny nadobky musi
byt fadn€ oznaceny, tzn. nutnost oznafeni jménem pacienta, jeho rodnym Ccislem,
kodem zdravotni pojistovny a druhem biologického materidlu. Vzorek je doprovazen

fadn¢ vyplnénou zidankou k mikrobiologickému vySetieni, krom vyse uvedenych

35



informaci musi obsahovat ¢as odbéru, jméno zdravotnického pracovnika, ktery odbér
provedl a jméno lékaie, ktery odbér indikoval. Na zadance se oznaci prislusSny material

a pozadované vysetient.

Pfi pfijmu laborant zkontroluje spravnost udajii na zddance a zaslané nadobce
s biologickym materialem. Laborant poté zapiSe své jméno, datum a Cas pievzeti

vzorku. Materidl dale pokracuje na laboratof, kde se vySetieni provadi.

4.5 Metody

451 Kultivace

Pro uspésny zachyt Campylobacter jejuni zajisténych z transportu materialu se

pouziva na pracovisti Synlab Karmaliho pida. Kone¢né pH Karmaliho pudy je 7.,4.

Tab. Il: Slozeni Karmaliho pidy

Slozka Mnozstvi [g]
Columbia agar 39
Aktivni uhli 4
Hemin 0,032
Pyruvat sodny 0,1
Cefoperazon 0,032
Vankomycin 0,01
Cykloheximid 0,1
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Naockované pidy se dale nechaji inkubovat v prostiedi s 5 % kysliku, 10 % CO-
a 85 % dusiku. Je dilezité, aby se pied zapocetim inkubace k mediu ptidala antibiotika

potlacujici doprovodnou stfevni mikrofloru.

Inkubace probiha 48 hodin pfi teploté 42 °C. Nasledny vzhled vzniklych kolonii

se odviji od druhu mikroba.

4.5.2 Mikroskopie

Mikrobiologicky preparat se zhotovuje z kazdého zaslaného materidlu. Preparat
se pfipravuje vzdy a pouze z jedné kolonie natfené na podlozni sklicko. Sklicko je poté
fadné oznaceno ¢islem vzorku, které je vedeno v systému pracovisté, z opacné strany
nez je natfeno a ndsledné ofixovano plamenem kahanu. Poté se pfistupuje k barveni

podle Gramma.

Tab. I11: Postup barveni podle Gramma

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

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

Nakonec se nechd oschnout cca 2 minuty.

Mikroskopicky preparat se prohlizi pomoci optického mikroskopu pti celkovém

zvétseni 1000x za pouziti imerzniho systému.
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4.5.3 Hmotnostni spektrometrie

K rozpoznéni kmene bakterie 1ze téz pouzit hmotnostni spektrometrii MALDI
TOF (MALDI - ionizace laserem za pfitomnosti matrice, TOF analyza doby letu).
Pomoci této techniky se identifikuji bakterie a mikromycety. Zaroven to je jediny
zaruceny postup jak s jistotou na pracovisti Synlab rozeznat Campylobacter jejuni od

Campylobacter coli.

Do pfistroje se vkladaji desticky umisténé na rovném povrchu. Jsou rozdéleny
do 48 pozic ve 3 meéficich skupinach a jsou oznaceny cCarovym kodem zajistujicim
informace o pozici vzorku na nosi¢i. Pomoci bakteridlni klicky se na desticku nanese
Cista kolonie a rozetie se do tenké vrstvy. Na takto pfipravenou desticku se nanese 1 ul
matri¢niho roztoku HCCA a necha se zaschnout. Jako kontrolni vzorek se vyuziva

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

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

procentudlné. Dokonal4 shoda znamena 99 %.

45.4 Stanoveni citlivosti k antibiotikiim

Stanoveni citlivosti k antibiotikiim se na pracovisti Synlab provadi diskovym

difuznim testem. Po kultivaci se neselektivni plidy bez pfidanych antibiotik naockuji
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suspenzi kmene. Jednotlivé disky jsou napusténé uréitym antibiotikem a dispensorem se
vloZzi na ptipravenou pudu. Na jedné ptd¢ se provéiuje vzdy sada 6 antibiotik. Inkubace
se provadi v mikroaerofilnim prostiedi pti 37 °C po 48 hodin. Poté se zméfi pramér
inhibi¢né zény okolo disku v mm a porovnd se s hrani¢ni hodnotou pro konkrétni

antibiotikum.

Bakterie citliva k antibiotiku neroste v okoli disku a zona rustu je vétsi nebo
rovna hrani¢ni hodnoté. Pokud je bakterie k antibiotiku rezistentni, jeji inhibi¢ni zona je
mensi nez hrani¢ni hodnota, nebo neni rozpoznatelnd a bakterie roste bezprostiedné
v okoli disku. U Campylobacter jejuni se testuje citlivost k ampicilinu, ampicilinu,

chloramfenikolu, tetracyklinu, erythromycinu a oflaxicilinu.

Tab IV: Hrani¢ni hodnoty inhibi¢nich zon pro Campylobacter jejuni

u vybranych antibiotik

Zkratka ATB ATB Citlivost [mm] Rezistence [mm]
AMP ampicilin > 17 17
AIN amoxicilin >15 15
CMP chloramfenikol >14 14
TET tetracyklin >19 19
ERY erythromycin >17 17
OFL oflaxicilin >20 20
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5. Vysledky

V roce 2013 bylo na pracovisti Synlab vysetfeno 251 pozitivnich vzorkt stolice
na Campylobacter jejuni. Pro prukaz infekce Campylobacter jejuni stacila pozitivita

alespon jednoho z diagnostickych testi.
Nejcastéji byly vzorky zasilany praktickymi détskymi 1ékafi.

Tab. V: Pocet pozitivnich nalezt ze vzorku za rok 2013

Pocet pozitivnich nalezli
T . Celkem
muzi Zeny

Leden 4 2 6

Unor 6 3 9
Biezen 4 6 10

Duben 5 1 6
Kvéten 16 10 26
Cerven 18 18 36
Cervenec 9 8 17
Srpen 28 10 38
Zari 22 15 37
Rijen 11 11 22
Listopad 12 13 25
Prosinec 12 7 19
Celkem 147 104 251

Z celkovych 251 vzorki bylo 147 muzt (59 %) a 104 Zen (41 %)

Nejvice pozitivnich nalezl bylo v mésici Cervnu, srpnu a zafi
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Obr. 3: Graf poctu pozitivnich nalezi Campylobacter jejuni v jednotlivych
mésicich za rok 2013
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Obr. 4: Graf vyskytu infekce Campylobacter jejuni v prubéhu roku 2013
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Pro ovéfeni vyskytu infekce Campylobacter jejuni jsou pouzita data i z roku

2012. Bylo nalezeno 287 pozitivnich ptipadu.

Tab. VI: Pocet pozitivnich nalezi ze vzorkt za rok 2012

Pocet pozitivnich nalezt
- _ Celkem
muzi zeny

Leden 7 4 11

Unor 4 3 7
Bfezen 9 4 13

Duben 2 2 4
Kvéten 10 16 26
Cerven 21 22 43
Cervenec 15 15 30
Srpen 21 23 44
Zari 22 15 37
Rijen 12 9 21
Listopad 19 10 29
Prosinec 14 8 22
Celkem 156 131 287

Z celkovych 251 vzorki bylo 156 muzt (54 %) a 131 Zen (46 %)

Nejvice pozitivnich nalezli bylo v mésici ervnu, srpnu a zafi
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Obr. 5: Graf poctu pozitivnich nalezi Campylobacter jejuni v jednotlivych

mésicich za rok 2012
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Obr. 6: Graf vyskytu infekce Campylobacter jejuni v prabéhu roku 2012
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Tab. VII: Pocet pozitivnich nalezt v zavislosti na véku za rok 2013

Vékova skupina Pozitivni nalezy Procentualni zastoupeni (%)
0-10 150 60
11-20 34 14
21-30 29 12
31-40 17 6
41-50 6 2
51-60 4 2
61-70 8 3
71 a vice 3 1

64 3
m0-10
m11-20
m21-30
m31-40

m41-50

@51-60
b61-70
@71 avice

Obr. 7: Graf poctu pozitivnich naleztit Campylobacter jejuni v zavislosti na véku
zarok 2013

Nejvyssi zachyt infekce Campylobacter jejuni byl u vékové skupiny 0-10 let
(60 %) poté nasledovala skupina 11-20 let (14 %).
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U vsech vysetfovanych vzorkti Campylobacter jejuni byla testovana citlivost

k antibiotikiim diskovym difuznim testem. Z celkového poctu 251 vyrostla rezistence u

206 kmenu.

Tab. VIII: Pichled citlivosti a rezistence u Campylobacter jejuni k jednotlivym

antibiotikiim

ATE | Pocetkment | | Citlivost (o) | oo | Rezstence
(pocet) (pocet) (%)

AMP 206 84 41 122 59

AIN 206 206 100 5 5

CMP 206 206 100 3 5

TET 206 136 66 =5 o

ERY 206 133 65 73 35

OFL 206 60 29 146 71

Pro lepsi prehlednost je v nasledujicich grafech zndzornéna citlivost

k jednotlivym antibiotikim. U AIN a CMP je citlivost 100%, proto graf chybi.
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M citlivost
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Obr. 9: Citlivost k ampicilinu

TET

M citlivost

M resistence

Obr. 10: Citlivost k tetracyklinu
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ERY

M citlivost

M resistence

Obr. 11: Citlivost k erythromycinu

OFL

M citlivost

M resistence

Obr. 12: Citlivost k oflaxicilinu
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6. Diskuze

Infekce Campylobacter jejuni ma v poslednich letech, i diky stale zlepSujicim se
diagnostickym metodam, zvysujici se charakter. Je stale velmi Casta oproti infekcim
zpusobenych jinymi mikroby. Campylobacter jejuni je ptivodcem kampylobakterioz a
gastroenteritid. V soucasné dobé je k dispozici fada diagnostickych metod, které potvrdi

infekci. Pro pfimy dikaz infekce se odebira vzorek stolice.

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

testd citlivosti na antibiotika.

Na pracovisti Synlab se vzorek stolice vySetfuje dvéma metodami. Pfimym
prukazem mikroskopie a hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF. Mikroskopie se
provadi u vSech zaslanych vzorki. Tou ale od sebe nejde zarucené rozeznat C. jejuni a
C. coli. K tomuto ucelu slouzi pravé hmotnostni spektrometrie. Je tedy lepsi vyuzivat
tuto metodu z divodu vyssi citlivosti detekce. Nevyhodou vsak je, ze neni dostupna

zatim vSem laboratofim a je ve fazi zkouSeni.

Za rok 2012 bylo na pracovisté Synlab identifikovano 287 pozitivnich nalezii a
za rok 2013 identifikovano 251 pozitivnich nalezt infekce Campylobacter jejuni. Timto
se potvrzuje, klesajici charakter vyskytu infekci. Nejcastéjsi zachyt v obou rocich byl
v mésicich Cerven, srpen a zafi. Z Obr. 4 a Obr. 6 je tedy patrné, Ze vyskyt infekce je
sezonni, nikoliv pfes cely rok stejny. Timto se da vyvratit hypotéza H2: BEhem roku je
vyskyt Campylobacter jejuni stejny v kazdém meésici. Rozdil v poctu infikovanych
muzt a zen neni rozdilny. Ob¢ pohlavi jsou k infekci nachylné stejné. Sezénnost
vyskytu infekci zptisobenych Campylobacter jejuni potvrzuji ve svych studiich
Ambrozova (2006, 2011). Rozmezi 5 a 3 let napovida tomu, Ze se trend vyskytu

neméni.
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Hypotéza H1: Béhem roku je vyskyt Campylobacter jejuni veétsi nez
Campylobacter coli Ize z dat ptevzatych z databaze pracovisté Synlab potvrdit. Vyskyt

C. coli je béhem roku vyrazné nizsi nez vyskyt C. jejuni (viz Pfiloha ¢. 4)

Za rok 2013 jsem vyhodnotil i vyskyt infekce v zavislosti na véku. Podle
vysledki jsou nejrizikovejsi skupinou déti a mladistvi do 20 roku zivota. Jak uvadi
Prikazska a kol. (2004), kdy v roce 2003 bylo az 96 % pacienti ve véku 1 — 4 roki.
Vysledek se tedy shoduje s jiz zjisténymi fakty z predeslych studii.

Za rok 2013 byla stanovena citlivost u 206 pozitivnich vzorkd. U zbylych 45
kment citlivost nevyrostla. Nejcastéjsi volbou k 1écbé infekce antibiotiky jsou
makrolidy nebo jako alternativa chinolony. Z vysetfovanych antibiotik na pracovisti
Synlab do téchto skupin patii erythromycin a oflaxicilin. U erythromycinu bylo 133
kment citlivych. To predstavuje 65 % z celkového poctu zachytu. U oflaxicilinu je
situace opacnd. Vice kmenl bylo k antibiotiku rezistentnich, z celkového poctu 146
tedy vysokych 71 %. Podle studie Giacomelli (2014) se rezistence k chinolonim, ale
I k jinym antibiotikim testovanych na pracovisti Synlab, jako tetracyklin a ampicilin,
pohybuje mezi 65 % az 100 %. Jind studie (Lazou et al., 2013) ovSem potvrzuje
rezistenci K tetracyklinu mensi nez 50 %. Kvuli této kolisavosti neni nejspiSe tetracyklin

volbou 1é€by infekce.

49



(. Zavér

Campylobacter jejuni je jiz poslednich 10 let nejcastéjSim puvodcem stievnich
infekci v CR. V praci byly porovniny metody diagnostiky vyuZzivané na pracovisti
mikrobiologické laboratofe Synlab czech s.r.o. Jsou jimi mikroskopie a hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF. V roce 2012 a 2013 bylo takto diagnostikovano 538
pozitivnich nalezli infekce. Nejrizikovejsi vékovou skupinou jsou déti a mladistvi.
Vysledky potvrdily sezonni vyskyt. Proto si by se mél klast jesté vétsi diraz prevenci.
To znamena jeSt€ vice zptisnit epidemiologickd opatieni a hygienické zasady a

vzhledem K rizikové skupin¢ informovat s nastupujicim 1étem hlavné rodiny détmi.

Z vysledkli stanoveni citlivosti k antibiotikim, u téch, které se doporucuji
k 1é¢beé, mél nejlepsi citlivost erytromycin. Jen 35 % kment za rok 2013 bylo
rezistentnich. A pravé casté predepisovani antibiotik ma za nasledek vznik vice
rezistentnich kmenti. Proto se nedoporucuje indikace antibiotik. Onemocnéni ve vétSiné

ptipadli odezni pouze pti zachovani diety
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10.  Ptilohy

Pfiloha ¢&. 1:

Obr. 13: Mikroskopicky obraz Campylobacter jejuni z biologického vzorku
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Pfiloha ¢&. 2:

Obr. 14: Stanoveni citlivosti k antibiotikim diskovym difuznim testem u

Campylobacter spp.
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Obr. 15: Campylobacter jejuni na CSM agaru

Pfiloha ¢&. 3:

Piiloha ¢. 4

Tab. IX: Vyskyt Campylobacter coli v jednotlivych mésicich

Meésic Leden Unor Bfezen Duben Kvéten Cerven
Podet 1 0 2 4 1 5
M¢sic Cervenec Srpen Zari Rijen Listopad | Prosinec
Pocet 2 5 6 0 1 1
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