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Vyskyt salmonel na slepicich vejcich v zavislosti na
zpusobu chovu

Souhrn

Salmoneldza je druhé nejCastéjsi alimentarni onemocnéni v Evropské unii. Je
zpusobovana bakteriemi rodu Salmonella, které velmi Casto kontaminuji pfedev§im potraviny
zivoci$ného pavodu, jakymi jsou i slepiCi vejce. CelosvEtove je toto onemocnéni ve spojitosti
s driibezimi produkty oznac¢ovano jako problém vefejného zdravi. Vyznamnym faktorem, ktery
tuto problematiku muize ovliviiovat je zpusob chovu. Je také dilezité neopomenout, ze
salmonely nejsou jediné mikroorganismy, které se na vejcich objevuji a je dalezité sledovat
urovenl i celkového mikrobidlniho osidleni slepicich vajec.

Cilem diplomové prace bylo zhodnotit vliv zptisobu chovu na celkovou mikrobialni
kontaminaci slepiCich vajec se zvlastnim zaméfenim na salmonely. Hypotézou je, ze systém
ustajeni bude mit vliv na kontaminaci slepicich vajec salmonelami.

Prakticka Cast prace se zabyvala stanovenim poctu bakterii Enterococcus, Escherichia
coli, koliformnich bakterii a celkového poCtu mikroorganismt na skotrapkach slepicich vajec.
Dale byla stanovovana pfitomnost salmonel na vejcich a v trusu. Vzorky slepicich vajec a trusu
pochazely ze 3 riznych farem ze systému ustajeni voliéra, free-range s voliérou a bio chov.
Testovani bylo provedeno kultivacnimi metodami na selektivnich pudach a definitivni
ptitomnost salmonel byla potvrzena aglutina¢nim testem Oxoid Salmonella Test Kit. Mezi
pocty testovanych mikroorganisma byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily, ne vSak
v zavislosti na systému chovu. Zjisténé nejvys$i 1 nejniz§i pocty vySe uvedenych
mikroorganismi byly vzdy pouze v pripadé voliér. Nebylo tak mozné stanovit, zda jsou
z hlediska mikrobialni zatéze vhodnéjsi systémy ustajeni bez vyb&hu nebo free-range. Vzorka
vajec a trusu pozitivné testovanych na rod Sa/monella bylo potvrzeno velmi malo, z celkem
224 vzorku vajec byly pozitivné testovany pouze dva ze systému free-range s voliérou z farmy
2 ajeden z voliéry typ A z farmy 1. Z celkem 75 vzorka trusu se jednalo pouze o 2 pozitivni
vzorky ze systému voliéra z farmy 2.

Dle vysledka této diplomové prace systém ustajeni nosnic nema vliv na kontaminaci
vajec salmonelami a zda se, ze na celkové mikrobialni zatizeni vajec maji zdsadni vliv i jiné
faktory, naptiklad uroven hygieny v chovu.

Klicova slova: Salmonella, zpusob chovu, mikrobialni kontaminace, kultivacni stanoveni



Occurrence of salmonella in hens' eggs depending on the
breeding system

Summary

Salmonellosis, caused by bacteria of the genus Sa/monella, is the second most common
foodborne illness in the European Union. Salmonella often contaminates animal origin
foodstuff such are eggs. Salmonellosis associated with poultry products is globally described
as a public health problem. Method of breeding system is an important factor that can affect
microbial contamination. Salmonella is not the only microorganism that appears on hens' eggs.
And monitoring of egg microbial contamination is very important.

The aim of diploma thesis was evaluated the effect of breeding systems on the total
microbial contamination of hens' eggs with a special focus on Salmonella. The hypothesis is
that the breeding system will affect the contamination of hens' eggs with Salmonella.

The numbers of Enterococcus, Escherichia coli, coliform bacteria and the total number
of bacteria on hens' eggs were determinate. Also, Sa/monella presence in eggs and faeces was
analysed. Eggs samples and hen faeces from 3 different farms with aviary housing systems,
free-range with aviary and organic breeding were analysed by cultivation. The definitive
presence of Salmonella was confirmed by the Oxoid Salmonella Test Kit agglutination test.
Significant differences were found between the numbers of microorganisms and the highest and
lowest numbers of microorganisms were in aviaries. So, level of bacterial contamination is not
dependent on housing system. Very few samples of eggs and faeces were positively tested for
the genus Salmonella. Out of 224 egg samples were positively confirmed only two from the
free-range system with aviary from the farm 2 and one from the aviary type A from the farm 1.
Out of 75 faeces samples were confirmed positively only in 2 samples from the aviary system
from the farm 2.

According to the results of this diploma thesis, the breeding system of laying hens does
not affect the contamination of eggs with Salmonella. Also, other factors seem to have a major
impact on microbial contamination of eggs, such as hygiene in breeds.

Keywords: Salmonella, breeding system, microbial contamination, culture methods
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Uvod

Mikroorganismy se vyskytuji v§ude kolem nas, a tak je zcela pfirozeny jejich vyskytiv
chovech zvifat a potravinach zivoci§ného ptivodu. Na jedné strané se jejich pfitomnost miuze
projevit pozitivn€ a pro ¢lovéka zdravi prospésné, jako je tomu naptiklad u Lactococcus lactis
ssp. lactis v mléku a mlécnych vyrobcich a na strané druhé negativné, mohou vazné narusit
zdravi ¢loveka, a takovymi mikroorganismy jsou bakterie rodu Sal/monella. Tento patogen
zpusobuje druhé nejcastéjsi alimentarni onemocnéni v Evropské unii. Salmonelami jsou ¢asto
kontaminovana slepiCi vejce a dribezi maso. Rezervoarem jsou nejcastéji prave samotné chovy
dribeze (Yerlikaya 2019; European Food Safety Authority 2022).

V soucasnosti se stale rozliSuji dvé skupiny systému ustajeni, a to alternativni nebo
obohacené klecové systémy. Alternativni systémy mohou mit podobu voliér, podestylky, free-
range a bio chovu. Tyto zptsoby chovu jsou sice vhodnéjsi z hlediska welfare zvifat, nicméné
volnost zvitat se odrazi na obtiznéjsi hygiené chovu a nasledné se miize vyznamné projevit i na
mikrobialnim kontaminaci jejich produkti. Studium mikrobialniho osidleni vajec
pochazejicich z rizného systému ustajeni je velmi aktualnim tématem(Broucek et al. 2011;
Englmaierova 2016).



Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Systém ustajeni bude mit vliv na kontaminaci slepi¢ich vajec salmonelami.
Cilem diplomové prace je zhodnotit vliv zpiisobu chovu na celkovou mikrobialni kontaminaci
slepigich vajec se zvlastnim zaméfenim na salmonely.



Literarni reSerse

Slepici vejce jsou v lidském jidelniCku vyznamnou potravinou. Jejich kvalita se hodnoti
zmnoha riiznych aspektl a jednim znich je mikrobialni kontaminace, pficemz v mnoha
studiich bylo prokazano, Ze zptsob ustajeni ovliviiuje prave toho hledisko. Jednim z dalezitych
patogent, které se na nebo ve vejcich mohou vyskytovat jsou bakterie rodu Salmonella.

Rod Salmonella

Rod Salmonella byl pojmenovan v roce 1900 po Danielu Elmerovi Salmonovi (Katscher
1997). Rod spada do celedi FEnterobacteriaceae, jenz tvoii gramnegativni fakultativné
anaerobni tyCinky. VétSina z nich je pohybliva a vyskytuji se predevS§im v travicim traktu
zivocichl (Bednar 1996; Votava et al. 2007).

1.1.1 Charakteristika rodu Salmonella

Salmonely jsou rovné gramnegativni ty¢inky o velikosti 0,7-1,5 x 2,0-5,0 um. Mohou se
vyskytovat samostatn€, v paru nebo fetizcich. Jejich kolonie maji primér cca 2-4 mm. VétSina
salmonelovych bakterii je pohybliva a biCiky maji umistény peritrichalné tj. po celém povrchu
buriky viz Obrazek 1. DalSim znakem je pfitomnost fimbrii typu I (Bednat 1996, Garrity et al.
2005).

Obrazek 1: Salmonella (Walsh 2011)

Salmonely jsou fakultativn€ anaerobni bakterie s fermentativnim metabolismem. VétSina
z nich vytvafi plyny, nicméné i zde jsou vyjimky, jako napt. sérotyp Typhi, ktery plyny netvori.
Vseobecné pii fermentaci sacharidu se tvori oxid uhlicity a vodik. Mezi sacharidy, které tyto
mikroorganismy zkvasuji patii glukoza, maltdza, manitol a sorbitol. Vétsina salmonel neni
schopna fermentovat laktozu ani dusikatou slouceninu jakou je indol. Nicméné dusi¢nany
redukuji na dusitany a pfi Stépeni bilkovin tvorii sirovodik. Velka ¢ast salmonel je schopna
dekarboxylovat lysin a ornitin. Od ostatnich bakterii Celedi Enferobacteriacea se odlisuji tim,
e dokazi jako zdroj uhliku vyuzZivat i sl kyseliny citronové (citrat) (Bednat 1996; Silhankova
2002; Garrity et al. 2005; Votava et al. 2007).

Ackoliv se jedna prevazné o paraziticky rod ve stfeve obratlovct, nékteré druhy mohou
zit jako komenzalové. Pokud se vyskytuji v prostiedi bohatého na bilkoviny mohou pfezivat i
jako saprofyté. Salmonely snasi relativné vysoky osmoticky tlak. Jsou rezistentni vaéi
vysychani. Stl pusobi inhibi¢né v koncentraci minimalné 9 %. Bakterie odolavaji teplotam pod



bodem mrazu a snasi i uzeni. Avsak citlivé jsou na pasteracni teploty, kterymi je Ize relativné
spolehliveé usmrtit. Optimalni pH pro jejich rast je 6-7, inhibi¢ni uc¢inek ma pH pod 4 a nad 8.
Maji schopnost se mnozit v pfitomnosti zluci, ale i1 ve venkovnich podminkach, napt. Cista
studnicni voda, kde preziji az nékolik tydnt (Havlik 2002; Votava et al. 2007, Bhunia 2018).

1.1.2 Taxonomie rodu Salmonella

Rod Salmonella je tvofen dvéma druhy, kterymi jsou Salmonella enterica a Salmonella
bongori. Druh Salmonella enterica se dale déli na 6 poddruht Salmonella enterica ssp. enterica,
Salmonella enterica ssp. salamae, Salmonella enterica ssp. arizonae, Salmonella enterica ssp.
diarizonae, Salmonella enterica ssp. houtenae, Salmonella enterica ssp. indica (Issenhuth-
Jeanjean et al. 2014).

Rozlisit poddruhy lze pomoci analyzy DNA nebo biochemickymi charakteristikami.
Salmonely jsou dale rozliSeny podle antigeni na sérotypy. Pro oznaeni terminu sérotyp se
pouziva také modernéjsi termin sérovar. Sérotypizace, tj. zafazeni salmonel k piislusnému
sérotypu, je zaloZena na sérologickych diagnostickych metodach, jakymi jsou aglutinacni testy.
Témi se posoudi slozeni a kombinace O, H a Vi antigenti (Rosicky 1994; Votava et al. 2007).
Somaticky O-antigen je vazan v bunécné sténé a jedna se o lipopolysacharid. Flagelarni H-
antigen se nachazi v bicicich. Kapsularni Vi antigen je v pouzdru a ma povahu polysacharidu.
Vi antigen se vyskytuje pouze u sérotypu Typhi, Paratyphi a nékteré Dublin. Pro sérotypizace
provadéné zpétnou aglutinaci se pouzivaji specialni zviteci séra. Na podloznim sklicku reaguje
sérum se smesi Cistého kmene salmonel a fyziologickym roztokem. Pozitivni vysledek testu je
signalizovan vytvorenim aglutinatu, doslo tedy ke shodé¢ sérotypu kmene s prislu§Snym sérem
(Rosicky 1994; Bednar 1996; Macela 2006; Votava et al. 2007, Bednar et al. 2009).

Oznaceni sérotypu se provadi ve tfech castech. V té prvni se charakterizuje somaticky O-
antigen, ktery je oznaCen arabskymi Cislicemi a ma 12 riznych typl. Poté se charakterizuji H-
antigeny prvni faze, jejich oznaceni je malymi pismeny od a do z. Treti ¢ast kodu je dana H-
antigeny druhé faze, které jsou oznaCeny arabskymi cislicemi 1 az 12. Pokud ma salmonela
vice nez jeden O-antigen je jeden z nich oznacen jako hlavni. Prikaz pfitomnosti Vi antigenu
se provadi pouze v piipad€ podezieni na sérotypy Typhi a Paratyphi C (Bednar 1996; Bednar
et al. 2009).

Nazvy dostavaji sérotypy obvykle podle formule svych O:H antigend, ale predevs§im u
poddruhu Salmonella enterica ssp. enterica je velka Cast sérotypu pro zjednoduseni
pojmenovana slovné napt. podle zemé&pisného mista prvni izolace. Pti identifikaci bakterii rodu
Salmonella je pouzivan dokument White-Kauffmann-Le Minor schéma. Zde jsou zaznamenany
a popsany dosud objevené sérotypy salmonel. V soucasnosti obsahuje pies 2 500 sérotypu
(Popoft et al. 2004; Macela 2006; Dédicova & Karpiskova 2009). Podle kombinace O a H
antigen, u nékterych sérotypli Vi antigenu, je bakterie klasifikovana do Whiteova-
Kauffmannova-Le Minor schématu viz Tabulka 1(Bednar 1996).
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Tabulka I: Cdst Whiteova- Kauffinannova-Le Minor schématu (Upraveno dle Bedndr 1996)

antigen H
sérotyp |antigen O| 1.faze 2. faze
Skupina A (1, 2, 12) | ParatyphiA| 1,2,12 a
ParatyphiB | 4,5,12 b 1,2
Typhimurium| 4,5,12 i 1,2
Cholerasuis 6,7 e 1,5
e
d

Skupina B (4, 5, 12)

Skupina C (6, 7)

ParatyphiC | 6,7-Vi

Typhi 9,12- Vi
Enteritidis 9,12 gm
Skupina E (3, 10) Anatum 3,10 eh 1,6

Skupina D (9, 12)

1.1.3 Patogenita

Hostitelsky specifické sérotypy salmonel vyvolavaji onemocnéni jen u nékterych
konkrétnich zivo€icht a pro jiné patogenni nejsou. Na rozdil od toho hostitelsky nespecifické
sérotypy jsou patogenni pro Sirokou Skalu hostitell. Zoopatogeny jsou hostitelsky specifické
sérotypy, které jsou adaptovany pouze na jeden zvifeci druh a je jim naptiklad sérotyp
Abortusovis. Ten je nebezpecny pro ovce a velmi Casto je pficinou potrati u t€chto zvirat. Mezi
dalsi sérotypy této skupiny patii Gallinarum, ktery ohrozuje drabez.

Mezi hostitelsky specifické antropogenni sérotypy patogenni pro Cloveéka patii napft.
Typhi a Paratyphi B 1 C. K pfenosu salmonel dochéazi z ¢lovéka na clovéka nejCastéji
prostfednictvim fekaliemi kontaminované vody a potravin. Vyskyt bakterii se zvySuje
v oblastech se snizenou a omezenou hygienou. Sérotypy u lidi zpisobuji zavazné nemoci,
jakymi jsou bfidni tyfus a paratyfus.

Hostitelsky nespecifické sérotypy, primarné druh Salmonella enterica, u lidi nejcastéji
zpusobuji onemocnéni salmoneldzu, coz je gastroenteritické alimentarni onemocnéni.
Vyznamnymi sérotypy pro tuto skupinu jsou Typhimurium a Enteritidis. K pfenosu dochazi
prostfednictvim bakteriemi kontaminovanych potravin (Votava 2003; Garrity et al. 2005;
Macela 2006, Votava et al. 2007).

K prekonani obrannych mechanismt hostitele salmonelam pomaha geneticka vybava v
podobé virulentnich gend, které jsou umistény na chromozomu v tzv. ostrovech patogenity.
Ostrovy patogenity jsou velké genové Casti, které bakterie ziskala horizontalnim prenosem
sekvenci genetické informace od jiné patogenni bakterie a nesou velkou Cast gent, které jsou
zodpoveédné za produkci exotoxini a endotoxinti. Endotoxin je lipopolysacharid (LPS), ktery
se nachazi v bunécné stén€ gramnegativnich bakterii. Je vyznamny pii kolonizaci stfeva, invazi
do hostitelské buriky a intracelularni replikaci. LPS chrani bakterialni bunku pfi ptisobeni bunék
imunitniho systému, Zlu¢i, antibakterialnich peptidu. Penetraci bakterii do eukaryotické buriky
umoziuji povrchové bilkoviny. Endotoxiny poskozuji hostitele az ve chvili, kdy dojde
k uvolnéni molekuly LPS z bunééné stény. To muze nastat béhem Zivota bakterie, kdy dojde
k oddéleni malych casti nebo pii jeji smrti (Bednat 1996; Macela 2006; Themes 2016; Cota
Garcia 2016).

Pfi porovnani s exotoxiny maji endotoxiny mensi ucinnost a mensi aktivitu na svém
substratu. Jsou odolné vici teplu a relativné stabilni i pfi teploté 250 °C po dobu jedné hodiny.
Neprodukuji antitoxiny a maji slabou schopnost imunogenity tj. navozeni tvorby protilatek
(Vokurka & Hugo 2002; Giri 2021).
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Exotoxiny jsou produkovany grampozitivnimi i gramnegativnimi bakteriemi. Jedna se o
toxické bakterialni proteiny, konkrétné€ u salmonel je to cytotoxin, ktery nici epitelialni buiky
a enterotoxin. Bakterie tyto latky vylucuji do okolniho prostiedi v prubéhu jejich Zivota
rychlym ristem nebo béhem bunééné lyzy. Exotoxiny maji vEtsi toxicitu nez endotoxiny a
hostiteli zptisobuji destrukci buné€k nebo naruseni normalniho bunééného metabolismu. Maji
extrémni imunogenitu a relativné dobfe odolavaji antitoxinum imunitniho systému (Bednar
1996; Macela 2006; Themes 2016).

Dominantni ostrovy patogenity jsou oznaceny jako ,,Salmonella pathogenicity island*
(SPI). Na chromosomu spolu s nimi existuje i nékolik mensich ostravkt. SPI maji salmonely
nékolik, ale pouze cast znich byla kompletné prozkoumana. Rozsah ostrovlii se udava
jednotkou délky DNA tzv. kilobase (kb). Velikost ostrovi se pohybuje v rozmezi 10 az 100 kb.
Napriklad prozkoumany SPI-2 zahrnuje cca 40 gent, jeho rozsah je priblizn€ 40 kb a geny této
oblasti jsou zodpoveédné za fungovani TTSS-2 (Type three secretion system tj. sekrecni systém
IL. typu) a zajistuji tak vytvoreni systémové infekce a preziti salmonel v makrofazich. Geny
ptitomné na SPI-2 koduji proteiny SpiC, SseF, SseG (Vokurka & Hugo 2002; Macela 2006;
Gerlach & Hensel 2007; Nieto et al. 2016; Davis 2021).

1.1.4 Patogeneze

Bakterie rodu Salmonella mohou zptusobovat dva typy onemocnéni. Prvnim nejcastéjs$im
typem jsou alimentarni gastroenteritick€é salmoneldzy, jejichz ptvodcem jsou hostitelsky
nespecifické sérotypy. Druhy typ jsou systémova (tyfoidni) onemocnéni, které zpusobuji
hostitelsky specifické sérotypy. U obou typt dojde nejprve k infekci salmonelami oralni cestou
a bakterie napadnou stievo. V pfipadé gastroenteritické salmoneldzy bakterie cili na travici
trakt a zastavaji v ném. U systémové infekce dochazi po napadeni stfeva k Sifeni bakterii dal
do téla a télnich organd. V ojedinélych pfipadech se muaze stat, ze i hostitelsky nespecifické
salmonely, se budou Sifit ze stfeva do dalSich organt. Alimentarni gastroenteritické
salmonelové infekce jsou jedny z nejeast&jsich stievnich onemocnéni nejen v Ceské republice,
ale 1 po celém svéte (Rosicky 1994; Benes 2009).

Salmonella enterica ssp enterica Enteritidis a Salmonella enterica ssp. enterica
Typhimurium jsou nejcasté€jsi sérotypy, které zpusobuji gastroenteritické salmonelozy.
K infekci dochazi pozienim salmonelami kontaminované potraviny. Infekéni davka je cca 10°-
10® bunék. Velké mnozstvi bakterii je likvidovano nizkym pH zaludku (Havlik 2002; Votava
et al. 2007).

Bakterie, které preziji ptisobeni zaludecnich $tav se nasledné dostavaji do tenkého stieva.
V duodenu (dvanactniku) jsou vysoké koncentrace zluci, ktera pomaha traveni a mize pusobit
antibakterialné. Nicméné jak jiz bylo uvedeno v kapitole 1.1.1 zlu¢ na salmonely nema
likvidacni ucinky, a navic jsou zde schopny se mnozit a jejim prostrednictvim se 1 pfenaset.
V této Casti stieva nejsou salmonelové bakterie ohrozeny, a proto déle jiz snadno kolonizuji
sttevo v oblasti distalniho illea (kycCelnik). Zachyti se na povrchu epitelu stfeva, na receptorech
obsahujici mannosu, coz jim je umoznéno velkym mnozstvim adhesini. Jsou tfi mozné
zpusoby, kterymi mohou salmonely proniknout do stfevniho epitelu viz Obrazek 2.
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Obrazek 2: Prinik salmonel stievnim epitelem (Upraveno dle (Cota Garcia 2016)

Prvni zptsob je prostiednictvim dendritickych bunék, které jsou vmezefeny mezi bunky
epitelialni. Maji vystréené své dendrity nad epitel a zachytavaji stfevni bakterie, jenz stahuji na
basolateralni stranu epitelialni vystelky. Timto zpisobem mohou byt vtahnuty i salmonely, a
poté dochazi k systémovému Sifeni. Dalsi dva zptsoby jsou prostiednictvim epitelialnich bunék
a specializovanych M-bun¢k. Pro priinik bakterii do téchto dvou typl buné€k jsou vyuzity
invazivni bilkoviny, které jsou do bunék vpraveny sekre¢nim systémem III. Typu, ktery je
kédovan na SPI-1. Prenos bilkovin je prostfednictvim tzv. injektomu, coz je multiproteinovy
nastroj TTSS. Interakce injektomu TTSS a hostitelské buriky je detailné zachycena na Obrazek
3.
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Obrazek 3: Vizualizace interakce salmonely pomoci TTSS s hostitelskou buiikou. Zachyceno kryoelektronovou tomografii
(Park et al. 2018). OM= outer membrane (vnéjsi membrdana), IM= inner membrane (vnitini membrdna), PM= plasma
membrane (plazmaticka membrdna

Po vpraveni invazivni bilkoviny se spusti bunéény aktin a dojde k zvinéni bunécného
povrchu a bakterie mohou vstoupit do poskozené buiiky. Vyznamnou ¢asti stievni slizni¢ni
imunity jsou tzv. Peyerovy platy (PP). Jedna se o utvary, které obsahuji nahromadénou
lymfatickou tkan ve sliznici stfeva a na povrchu jsou kryty M-buitkami. V piipad¢, ze doslo
k zachyceni salmonel M-burtikou, dojde k pohlceni makrofagem. Pokud bakterie proniknou pies
nespecifické epitelialni buriky, jsou pohlceny neutrofilem tj. fagocytarni vakuola. Intracelularni
prostfedni makrofaglh a neutrofildi umozni bakteriim pfezit, mnozit se, a predev§im
prostiednictvim makrofagt Sifit se nejen ve stievé, ale i do dalSich télnich organt. Salmonely
napadené bunky poskodi nebo usmrti vylu€¢ovanim endotoxinu a exotoxinu. Nasledné se Sifi do
dalSich stfevnich epitelialnich bunék, kterymi postupné pronikaji dale a poSkozuji sténu stieva.
Stifevni sliznice se snazi o obranu, coz se projevi zanétem, ktery ve stfevé vytvoii novy
luminalni vyklenek. Ve vyklenku je snazsi rast pro salmonely nez pro rezidentni mikrobiotu
stiev. V diisledku zanétu se ve stfevé hromadi tetrathionat (S4Os>), ktery salmonely dokazi
vyuzit ve svij prospéch jako elektronovy akceptor pro dychani za ucelem ziskani energie pro
rast v zanétu stfeva. To rezidentni mikrobiota tak efektivné nedokaze, a proto musi vyuzivat
méné ucinné fermentacni procesy. Projevem vytvoreného zanétu je podniceni tvorby cAMP
(cyklicky adenosinmonofosfat), prijjem, zvySena teplota (Vokurka & Hugo 2002; Votava et al.
2007; Sacha 2008; Bene§ 2009; Cota Garcia 2016; Kurtz et al. 2017; Bhunia 2018; Park et al.
2018).
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Priznaky gastroenteritické infekce se projevi cca 8 az 10 hodin po pozieni kontaminované
potraviny. Nakazeny jedinec trpi nevolnostmi, zvracenim, kifeCovymi bolestmi v bfiSe a
prijmem a v zaCatcich se muze objevit vysoka horecka. Prijem a obtize bficha mohou
pretrvavat nekolik dnu, ale obvykle netrva onemocnéni déle nez jeden tyden. K vyluCovani
stolice dochazi i vice jak desetkrat denné a Casto vede k dehydrataci. Lécba je proto zalozena
na doplnéni tekutin, podavani 1ékt jako napf. Endiaron, Smecta. Antibiotika se zpravidla
nepouzivaji, protoze prodluzuji vylucovani salmonel stolici (Rosicky 1994; Havlik 2002; Bene§
2009).

Systémové onemocnéni zpuisobené salmonelovymi bakteriemi je odlisné v prubéhu, ale i
v §ifeni, protoze puvodcem je pouze Cloveék. Tato onemocnéni se nejCasteji vyskytuji
v rozvojovych zemich s nedostateCnou hygienou naptf. Indie, Afrika. K Sifeni této formy
onemocnéni po celém svété prispiva turismus (Votava 2003; Votava et al. 2007; Walsh 2011).

Systémové onemocnéni biisni tyfus a paratyfus A, B, C jsou zplsobeny primarné
antropogennimi salmonelami. Jedna se napt. o sérotypy Salmonella enterica ssp. enterica
Typhi, ktery zpisobuje biisni tyfus nebo Salmonella enterica ssp. enterica Paratyphi A, jenz
zpusobuje paratyfus A. Infek&ni davka je cca 10* bunék. Jak jiz bylo vyse uvedeno, po napadeni
stteva pronikaji bakterie dale do téla naptiklad do jater, sleziny, kostni dfené, krve nebo
zlucniku. Ve zlu¢i dochazi k jejich pomnozeni a zluci, ktera putuje do stfeva tak dochazi k jeho
opakované infekci. Likvidace salmonel ze zlu¢niku je velmi obtizna a v této souvislosti se
hovofi o tzv. bacilonosi¢stvi. Systémova onemocnéni se Casto 1€¢i antibiotiky (Bednar 1996;
Votava 2003; Macela 2006; Votava et al. 2007).

1.1.5 SiFeni salmonel

Salmonelami kontaminované potraviny zivociSného puvodu jsem nejcastéjsi pii¢inou
gastrointestinalnich infekci. K nakaze muze dochazet i prostfednictvim infikované vody,
zeleniny, ovoce, kdy pfed pozfenim nebyl dodrzen spravny hygienicky postup. Existuje
nespocet moznych zpusobd, kterymi se salmonely mohou S§ifit v prostiedi, mezi zvifaty az na
potraviny, které ¢loveék pouziva ke své vyzive. Na Obrazek 4 je uvedeno schéma nejCastéjSich
moznosti Sifeni salmonel (Dubansky 2008).

15



A

Odpadni voda, kejda, splasky

¢ Jatka

Volné Zijici zver

Hospodifckd Potraviny

wr

ZviFata

Y

&

Dovezeni zviiata

Domaici
zvitata

Krmivo pro zvifata: maso,
kosti, mouka, suSeny
——————p| driibeZi odpad

Dovezena zvifata,
ovoce, zelenina

Dovezené
potraviny

£y
FS01033 2000 i,__,}

Obrazek 4: Schéma moznosti Sireni salmonel (Upraveno dle York 2000)

Velkému riziku nakazy jsou vystaveni lidé, napt. chovatelé, veterinarni 1€kafi, kteti jsou
v pravidelném blizkém kontaktu s nakazenymi hospodaiskymi zviraty. Ta vylucuji salmonely
vykaly, z kterych jsou bakterie schopny se dostat na prachové ¢astice a vzduchem muize dojit k
pfenosu na ¢lovéka. Vyznamnym ohniskem infekce je dribez, predevsim vodni, ktera se nakazi
od volné zijicich ptakid. Na to se velmi Gzce vaze riziko spojené s konzumaci vajec, pricemz
vejce vodni zvére jsou rizikovejsi. V mnoha piipadech dochazi k vzniku onemocnéni pfi
konzumaci nedokonale tepeln€ upravenych vajec a vyrobkl z nich. Problematické jsou i tzv.
kiizové kontaminace, kdy pfi zpracovani potraviny napf. vejce si osoba po manipulaci
s kontaminovanou skotfapkou neocisti ruce a kontaktem s dal§imi potravinami na né bakterie
prenasi. Obezietnost je nutna i v ptipadé mléka a mlécnych vyrobkl, masa a masnych vyrobkda,
které nejsou dostatecné tepelné upravené nebo béhem jejich zpracovani nebyla dodrzena
nalezita hygiena.

V letnim obdobi je vyssi nebezpeci zanedbani chlazeni potravin, jakymi jsou zmrzliny,
lahtidkové salaty a vyssi teploty umozni salmonelam rychlé pomnozeni do vysokych davek.
Globalni obchodovani je zpusob, ktery také vyznamné zasahuje do zptusobu Sifeni bakterii,
nebot se jiz kontaminované potraviny transportuji do zcela jiné oblasti a tim se najednou rozsifi
do nékolika mist zaroven. Vyjimkou v moznostech ndkazy nejsou ani zvifata chovana
v domacnosti, ktera mohou velmi snadno pfenést bakterie na clovéka (Rosicky 1994; Votava
2003; Votava et al. 2007; Dubansky 2008).

Stavba a tvorba slepicich vajec

Tato kapitola zkracené predstavi stavbu slepicich vajec a jejich tvorbu ve slepicim téle.
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1.1.6 Stavba slepiciho vejce

Slepici vejce se sklada ze skotrapky, podskorapecnych blan, bilku a zloutku viz Obrazek
5. Hmotnost vajec je 53-73 g/ks. Z celkové hmotnosti vejce tvoii skofapka 9,5 %,
podskotapecné blany 0,5 %, zloutek 30 % a bilek 60 % (Halaj & Golian 2011).

Skoidpka

Vnéjii podskofipecna

x Vitelinni membrina
blina

5

Vzduchova
komirka

Zloutek

Vnitini podskofiapecna
blina

Vnéjsi (tuhy,
Fidky) a vnitini
Fidky bilek

Obrazek 5: Stavba slepiciho vejce (Upraveno dle Hincke 2012)

Skotapka je obalena kutikulou, tj. prihledna mucinézni blana, ktera ma chranit vejce pred
nezadoucimi mikroorganismy, usnadnit snaSeni, zabranovat vypafovani vody. Skorapka se
sestava z vrstvy mamilarni a palisadové viz Obrazek 6. Mamilarni vrstva je tvofena organickou
matrici a meékkymi krystaly CaCOs (uhli¢itan vapenaty). Palisadova vrstva je tvofena sloupci
tvrdého krystalu CaCOs. Tloustka vajecné skotrapky je cca 0,35-0,40 mm. Pfitomné pory
umoziuji vymeénu vzduchu mezi vejcem a okolnim prostfedim. Jsou rozmistény nerovnomeérné
ajejich pocet je az 8 000, pricemz nejvice se jich nachazi na tupém konci vejce. Barva skotfapky
je dana barvivem ovoporfynem, ktery je obsazen ve vrchni palisadové vrstvé (Hincke 2012;
Skladanka 2015).
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Obrazek 6: Stavba skordpky (Upraveno dle (Hincke 2012)

Bilek ma funkci naptiklad zasobarny vody pro zarodek, ochrany zloutku a sklada se z
bilku vnéjsiho tuhého (57 %), vnéjsiho ridkého (23 %), vnitiniho fidkého (17 %,) a chalazového
(3 %). Je z 87 % tvoren vodou, 10 % proteinem a ve stopovych mnozstvi jsou zde mimo jiné
sacharidy a lipidy. Hlavnimi proteiny jsou ovoalbumin, ovoglobulin, ovomukoid. Dale enzym
lysozym a glykoprotein ovotransferin. Tyto uvedené latky vytvareji nevhodné prostiedi pro rust
bakterii, nebot’ je zde vysoké pH (cca 9) a vétSina mikroorganismii nema proteazy nutné pro
Stépeni bilkovin (Mikova 2010).

Zloutek ma tvar koule a jeho povrch je tvofen pruznou a pevnou vitelinni membranou.
Dalsi jeho ¢asti jsou latebra, kréek latebry a zarodeCny tercik. Hlavni funkce zloutku je zasoba
Zivin pro vyvoj embrya. Je tvofen z 49 % vodou, 32 % lipidy, 17 % proteiny, 1 % sacharidy a
1 % mineralnimi latkami. V porovnani s ostatnimi ¢astmi vejce nemd zloutek pod vitelinni
membranou zadné obrané mechanismy proti nezadoucim mikroorganismum. Pokud dojde
k proniknuti bakterii az do zloutku, vejce se rychle kazi (Mikova 2010; Rehman & Haq 2011).

1.1.7 Tvorba slepicich vajec

Rozmnozovaci soustava slepic je slozena ze dvou vajeCnika, nicméné funkcni je pouze
levy a ma zajistit produkci vajicek, tj. samicich pohlavnich bun¢k, konkrétné zloutku a také
produkci hormonti (androgen, estrogen, progesteron). VajeCnik je tvofen z velkého mnozstvi
folikulti a kazdy z nich obsahuje vajicko. Vejcovod je dlouha, dobfe prokrvena trubice, ktera
usti do kloaky. Jeho funkci je zachyceni ovulovaného vajicka. Morfologické rozdéleni je
zachyceno na Obrazek 7 (Tulacek 2002; Damerow 2015).
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Obrazek 7: Pohlavni soustava slepice (Upraveno dle (Hincke 2012)

V nalevce vejcovodu (infundibulum) se zachyti ovulované vajicko, pficemz muze dojit
k oplodnéni. Dochazi zde také k tvorbé chalazového bilku. V bilkotvorné ¢asti (magnum) se
rotacnimi pohyby chalazového bilku vytvori dalsi slozky bilku, které se od sebe oddéli pasobici
rotaci. Cast kr&ku (isthmus) slouzi k tvorb& podskofapeénych blan a tvorbé zékladu pro
skotapku vytvorenim prvnich krystalli uhli¢itanu vapenatého. Blany jsou nejdfive spojeny a pfi
jejich odd€leni po sneseni vznika na tupém konci vzduchova komirka. Déloha (uterus) je zlaza,
kde se tvori skorapka a dochazi zde k ukladani pigmentt. K naneseni kutikuly dochazi v pochveé
(vaginé) a odtud vejce pokracuje do kloaky, ptes kterou odchazi pry¢ z téla (Tulacek 2002;
Damerow 2015; Skladanka 2015).

Vliv zpisobu chovu na kontaminaci slepicich vajec salmonelami

1.1.8 Zpusob ustajeni nosnic

V soucasné dobé se rozlisuji 2 hlavni systémy chovu nosnic, kterymi jsou klecové a
alternativni. V systému klecovych chovi se ptivodné rozliSovaly konvenc¢ni a obohacené klece,
ale od 1. 1. 2012 je zakazano v €lenskych zemich EU pouzivat konvenc¢ni klece a je dovoleno
pouzivat pouze obohacené. Nicméne v zafi 2020 byl Ceskymi poslanci schvalen zakaz
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klecovych chovii slepic v Ceské republice a od roku 2027 zde nebude mozné pouzivat ani klece
obohacené. Zména nastane i v ramci celé EU a bude se vztahovat i na jina zvifata nez dribez.
Na konci Cervna 2021 na zakladé evropské obcanské iniciativy , Konec doby klecové“ se
Evropska komise zavazala, ze do konce roku 2023 predlozi legislativni navrh na postupné
ukonceni a definitivni zakaz pouzivani klecovych systému pro vSechna zvifata uvedené v této
iniciativé (Englmaierova 2016; Toman 2020; Vlkova 2021).

Obohacené klecové systémy byly donedavna povazovany za pfijatelnéjsi variantu,
protoze jsou oproti konvencénim klecim vét§i. Minimalni rozmér jedné obohacené klece musi
byt 2 000 m? s podlahovou plochou 750 cm? na slepici, vyska klece musi spliiovat 45 cm na
celé plose, sklon podlahy nesmi byt vétsi nez 8 °. Dale musi klec obsahovat krmitko s délkou
12 cm na nosnici a dvé napajecky. Dale je zde vybaveni jako hiady (15 cm/nosnici), snaskova
hnizda, popeli§té, zafizeni na obruSovani drapt, které nosnicim umoziuji prirozené druhové
chovani. Konstrukce klece umoziiuje zachovat dobré hygienické podminky nejen nosnicim, ale
1 snesenym vejcim kdy kontakt zvitrete ¢i vejce s vykaly je zde omezen na minimum. V téchto
systémech ustajeni byly zaznamenany niz§i koncentrace prachu a kontaminantt ve vzduchu.
Kladnymi strankami klecovych chovi jsou nizké naklady na produkci, vysoky stupen
mechanizace, dobra kontrola zdravotniho stavu zvifat a dobra kvalita vajec (Tumova 2007,
Stupka 2013; Englmaierova 2016).

Do alternativnich systému chovu jsou fazeny nasledujici systémy: podestylka, free-range,
voliéry a ekologické (bio) chovy. Zvitata v téchto chovech mohou Iépe vyjadiovat své piirozené
chovani a relativné volné se pohybovat. Nicmén€ nosnice jsou vice stresovany socialnim
slozenim hejna, pfistupem k vodé a krmivu. U systému ustajeni, kde maji slepice moznost
vybehu, je vysoké riziko vzniku onemocnéni, které vznika kontaktem s voln€ zijicimi zvifaty.
Je zde také zvySeny vyskyt zevnich i vnitfnich parazitii, onemocnéni zazivaciho a dychaciho
aparatu, salmoneldz, koli-infekci a kanibalismu. Dalsi vyznamny nedostatek je, ze nelze
zabranit kontaktu slepic a trusu, a tak snadno dochazi ke znecisténi vajecné skorapky (Tamova
2007; Broucek et al. 2011).

Chov na podestylce probiha v halach, kde musi byt pokryta minimalné 1/3 podlahové
plochy haly podestylkou, ktera ma vysokou absorpéni schopnost. Stelivem jsou nejCastéji
drevéné piliny ¢i hobliny. Podestylka ziistava v hale po cely Cas chovu a pii naskladnéni se
vrstvi do 10-15 cm. Hustota osazeni hal je maximalné 7 nosnic na 1 m? velikost skupiny
maximaln€ 5 000 kust. Nosnicim musi byt k dispozici hiady, 1 kapatkova napajecka na max.
10 nosnic, snaskova hnizda s koncentraci max. 7 nosnic na 1 hnizdo. Pro free-range chov tj.
chov na podestylce v kombinaci s volnym vybéhem jsou pozadavky na vybaveni haly stejné,
jako pro ustajeni slepic na podestylce. Moznost slepic opustit halu umoziuje jejich pfirozené
chovani. Aby nosnice neutekly a bylo zamezeno vstupu zvifat zvenci, musi byt vybehy
oploceny. Pro pfistup nosnicim do vybéhu jsou zafizeny prulezy s vyskou 35 cm a §itkou 40
cm, pfi¢emz na kazdych 1 000 nosnic musi byt 2 metry prilezii. Venkovni plocha vybéhu musi
spliiovat 4 m? na 1 slepici a nejéastdji se jedna o travnaté vybghy. Obdobné podminky pro
vybaveni hal a vyb&ht jako u free-range chovu plati pro ekologické chovy. Vybéhy musi byt
vyhradné travnaté. Zasadni rozdil je v krmivu, kdy nosnice mohou byt krmeny pouze krmnymi
smeésmi, které jsou produktem ekologického zemédélstvi (Skiivan 2000; Matousek 2013).

Voliéry (aviary) jsou kombinaci klecového chovu a chovu na podestylce. Jedna se o dvou
az Ctyt podlazni (etazové) baterie rizné fesenych klecovych konstrukci bez délicich prepazek a
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dvitek. Je zde tak umoznén volny pohyb a biologické projevy nosnic. Vice podlazni systém
umoziuje chovat vyssi pocet slepic nez v klasickych podestylkovych chovech, a to az20 nosnic
na 1 m?. V jednotlivych etazich musi byt zafizena krmitka (10 cm na 1 nosnici), napajecky (1
kapatkova napajecka pro maximaln€ 10 nosnic), hfady (15 cm pro 1 nosnici) a snaskova hnizda
(7 nosnic na 1 hnizdo). Prostor pro hrabani a popeleni je umoznén na podestylkové podlaze
v ulickach mezi fadami kleci (Broucek et al. 2011; Matousek 2013). Systém voliér je neustale
vylepSovan a jedny z nejnovéjsich modeltt maji zarucovat maximalni volnost pohybu nosnic a
na zékladé automatizovaného a pocitacové fizeného provozu zde mohou byt vylepSeny
naptiklad systémy napajeni, krmeni, sbéru vajec, klimatizace a Cisticich systému (Tecno 2021).

1.1.9 Horizontalni a vertikalni prenos

Existuji dva zpuasoby, kterymi jsou salmonely schopné kontaminovat vejce, a to
horizontalnim nebo vertikadlnim pfenosem. Obé moznosti jsou popsany na Obrazek 8. Bylo
provedeno né€kolik studii, které se zabyvaly problematikou obou pfenosu, ale nebylo jasné
prokazano, ktery prenos je Castéjsi. Velmi komplikované je i pfesné identifikovat, kterym

zpusobem doslo k infekci vejce.
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Obrazek 8: Horizontalni a vertikalni prenos salmonel (Upraveno dle Gantois et al. 2009)

Horizontalni pfenos spociva v praniku bakterii z vnéjsiho prostiedi pfes skofapku vejce.
K tomu muiize dojit uz v téle slepice v salmonelami infikované vagin€ nebo kloace. Po ovipozici

muze ke kontaminaci skofapky dojit prakticky kdekoliv a zalezi na podminkach okolniho
prostfedi, predevS§im hygiené chovu. V pfipadé vertikdlniho prenosu dochazi k pfimé
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kontaminaci zloutku, bilku a podskofapecnych blan infikovanou rozmnozovaci soustavou
slepice jesté pred ovipozici. Kolonizaci rozmnozovacich organd salmonelam umoZziiuji
virulentni faktory, ktery byly zminény v podkapitole 1.1.3. Systémova infekce slepice vznikne
zpusobem, ktery byl popsan v ¢asti 1.1.4. Pro pohyb bakterii jsou dulezité bi¢iky, a to jak na
povrchu vejce, tak v jeho obsahu.

Pii kontaminaci vejce salmonelové bakterie nezptsobi jeho znatelné zmény. Snahou
mikroorganismd je proniknout ke Zloutku, ktery je bohaty na Ziviny. Zloutek je chranén
fyzickymi a chemickymi bariérami. Fyzické jsou 3 a jsou jimi kutikula, skofapka a
podskorapecné blany. Jejich spolehlivost je dana faktory jako je naptiklad tloust’ka a struktura.
Mezi chemické bariéry, které se nachazi predevSim v bilku patfi napiiklad antibakterialni
slozky protein ovotransferin, enzym lysozym a proteinazové inhibitory ovomukoid, ovostatin
aj. Vyznamny je pfedev§im ovotransferin, ktery funguje nékolika zptisoby. V podskofapecnych
blanach a kalcifikovanych vrstvach skofapky pusobi jako bakteriostaticky filtr a zaroven piimo
v bilku chelatuje uvolnéné zelezo, které tak neni k dispozici bakteriim (Ibrahim et al. 2000;
Messens et al. 2006; Gantois et al. 2008, 2009; Martelli & Davies 2012).

1.1.10 Sérotypy salmonel uvnitf a na povrchu slepicich vajec

Nejcastejsi sérotyp, ktery se vyskytuje v souvislosti se slepi¢imi vejci je Salmonella
enterica ssp. enterica Enteritidis a to v 77 % ptipadu. Je to dano predevsim tim, ze narozdil od
ostatnich sérotypti zvlada bez vétSich problému oba zpisoby prenosu. DalSim vyznamnym
sérotypem je Salmonella enterica ssp. enterica Typhimurium. Infekce vajec timto sérotypem je
spojena predevsim s horizontdlnim pfenosem, a proto je jeho vyskyt 3,5 %, tedy vyrazné€ nizsi.
Ve zbylych 19,5 % se jedna o sérotypy, které jsou spojeny hlavné s horizontalnim prenosem a
jsou jimi naptiklad Salmonella eneterica ssp. enterica Hadar, Salmonella eneterica ssp.
enterica Infantis, Salmonella eneterica ssp. enterica Virchow, Salmonella eneterica ssp.
enterica Heidelberg, Salmonella eneterica ssp. enterica Mbandaka, Salmonella eneterica ssp.
enterica Livingstone, Salmonella eneterica ssp. enterica Kentucky, Salmonella eneterica ssp.
enterica Sofia (Gantois et al. 2008, 2009; Martelli & Davies 2012).

1.1.11 Salmonely v chovech dribeze

Jelikoz salmonelami nakazena zvifata jsou ¢asto bez klinickych ptiznaki, je t€zké infekci
odhalit. Je tedy nezbytné provadét pravidelna testovani. Ceska Statni veterinarni sprava
provedla monitoring zoozon v roce 2020, ve kterém byly vzorky u driibeze odebirany z kiize z
krku, u skotu a prasat byly provedeny stéry zjate¢né upravenych tél pomoci abrazivni
houbicky. Vysledky jsou uvedeny v Tabulka 2. Ackoliv je poCet odebranych vzorkd u brojlert
niz§i nez u skotu a prasat, poCet pozitivnich vzorkd je u brojlerd vyrazné vys$si (Statni
veterinarni sprava 2021a).
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Tabulka 2: Vysledky monitoringu Salmonella ssp. v roce 2020 (Upraveno dle Statni veterinarni sprava 2021a)

Pocet Pocet Pocet Pocet % pozitvnich
Druh zvifete | odebranych | odebranych | pozitivnich | pozitivnich op .
o . v, . . vzorku
vzorku Sarzi Sarzi vzorku

Skot 2858 750 8 10 0,35
Prasata 4562 1337 20 37 0,81
Brojler 1035 207 24 60 5,8
Kruty 335 67 3 5 1,49

Nasledné byla provedena i sérotypizace pozitivné testovanych vzorkt. Vysledky jsou
zaznamenany v Tabulka 3 a na grafu Obrazek 9. Nejznaméjsi sérotyp v souvislosti s chovy
dribeze Salmonella enterica ssp. enterica Enteritidis zde nebyl zastoupen nejvice a nejcasteji
se jednalo o sérotyp Salmonella enterica ssp. enterica Infantis.

Tabulka 3: Vysledky sérotypizace salmonel u brojlerii v roce 2020 (Upraveno dle Stdtni veterindrni sprava 2021a).

Sérotyp Pocet pozitivnich vzorka
Salmonella enterica ssp. enterica Infantis 22
Salmonella enterica ssp. enterica Ohio 19
Salmonella enterica ssp. enterica Enteritidis 13
Salmonella enterica ssp. enterica Kentucky 5
Salmonella enterica ssp. enterica Give 1

Sérotypizace salmonel u brojlert

S.Give
S.Kentucky 2%
8%

S.Infantis
S.Enteritidis 36%

22%

5.0hio
32%

Obrazek 9: Vysledky sérotypizace salmonel u brojlerii v roce 2020 (Stdtni veterindrni sprava 2021a).
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Stala piitomnost salmonel v dribezich chovech je potvrzena i na grafu Obrazek 10. Zde je
porovnana mira vyskytu salmonel pozitivnich vzorkl krat a brojlerti mezi roky 2009 a 2020. Je
patrné, ze vyskyt salmonel byl vzdy vyssi v chovech brojleri. Od roku 2016 je situace bez
vétsich vykyvi, nicméné maso a vejce téchto zvifat nelze vyloucit z rizikové skupiny potravin
(Statni veterinarni sprava 2021a).

Vysledky monitoringu salmonel u dribeze

20

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 ZO1E 2017 2018 2019 2020

pozitivnich vzorku brojleru w—— i, pozitivnich vzorku krot

Obrazek 10: V'ysledky monitoringu salmonel u dritbeZe (Statni veterinarni sprava 2021a)

V podestylce nebo trusem kontaminované piidé mohou byt salmonely infekéni ptl roku i
déle, v samotném driibezim trusu az 28 mésicu. Prach z lihni a pefi mize byt zdrojem infekce
i neékolik let. Zasadni pro omezeni vyskytu salmonel, alei jinych nezadoucich mikroorganism,
je tedy hygienu chovu. Nasledn¢ se tak snizi 1 riziko kontaminace potravin. Dohoda
Ministerstva zemédélstvi a Statni veterinarni spravy, ve spolupraci s chovateli umoznila
vytvaret od 1. 1. 2007 tzv. Narodni programy tlumeni vyskytu salmonel v chovech dribeze.
Snahou tohoto programu je zamezit vyskytu nebo podchytit Sifeni sérotypt salmonel
v dribezich chovech, které maji dopad na vetejné zdravi. Pro rok 2021 jsou vydané a platné
,,Narodni programy tlumeni salmonel-Metodika kontroly zdravi a nafizené vakcinace na rok
2021“. Diléi programy se zabyvaji vakcinaci, oSetfenim zvifat, spravnou hygienickou praxi
chovu, vyhovujicimi pozadavky pro nosné a masné chovy a odbérem vzorkt pro laboratorni
vySetieni. Sledované sérotypy pro programy ve vykrmech a chovech nosnic pro produkci
konzumnich vajec jsou Salmonella enterica ssp. enterica Enteritidis a Salmonella enterica ssp.
enterica Typhimurium. V pfipadé reprodukcnich chovii do sledovanych sérotypt spada jesté
Salmonella enterica ssp. enterica Infantis, Salmonella enterica ssp. enterica Hadar, Salmonella
enterica ssp. enterica Virchow. V chovech nosnic s produkci konzumnich vajec je v soucasné
dobé& povinna pouze vakcinace proti Sa/monella enterica ssp. enterica Enteritidis.
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Evropskou legislativou jsou pro vyse uvedené sérotypy urceny hodnoty prevalence (tzv.
cile), kterych méa byt dosazeno a nasledné maji byt udrzeny. Cilova prevalence pro reprodukcni
chovy a vykrmy je 1 %, pro chovy nosnic s produkci konzumnich vajec 2 %. V piipadé chovi
nosnic pro konzumni vejce testovanych pozitivn€é na vyskyt sérotypu Enteritidis a
Typhimurium je hejno bud’ porazeno, nebo pokracuje ve snasce vajec, ktera jsou dale urCena
pouze na tepelné zpracovani. Je zakazano je poskytovat na trh jako vejce tfidy A. Toto opatfeni
je v platnosti, dokud je vyskyt salmonel potvrzen nebo vyloucen vysledkem vySetieni ufedniho
vzorku (Jezkova 2017; Semerad 2019; Statni veterinarni sprava 2021b, 2021c).

V roce 2020 byla prevalence sledovanych sérotypu v chovech nosnic pro produkci
konzumnich vajec 3,6 %, coz je nejvyssi zjisténa prevalence za poslednich deset let a cil
stanoveny evropskou legislativou nebyl splnén. Pozitivné testovanych na sérotyp Enteritidis
bylo 17 hejn v 10 chovech. Jednalo se o 6 hejn v obohacenych klecich, 7 hejn ve voliéie a 4
hejna v ekologickém chovu. Vyvoj vyskytu salmonel v chovech nosnic pro konzumni vejce
v letech 2015-2020 je zachycen na grafu Obrazek 11 (Statni veterinarni sprava 2021c).

== prevalence hospodarstvi pozitivnich na sledované sérotypy
mmmm prevalence hejn pozitivnich na sledované sérotypy

cilova prevalence hejn pozitivnich na sledované sérotypy
8,43%
6,76%
4,88%
3,85% 3.61% 1.76% 60%
1,40% 1,70% 1,10% 0,83%
I []

2015 2016 2017 2018 2019 2020

11,90%

Obrazek 11: 1'yskyt salmonel v chovech nosnic pro konzumni vejce v letech 2015-2020 (Statni veterinarni sprdava 2021c)

Legislativa a indikdtorové mikroorganismy v potravinarstvi

Obecna mikrobiologicka kritéria pro potraviny jsou uvedena v Nafizeni komise (ES) €.
1441/2007. Zde je v kritériich bezpecnosti potravin pro rod Salmonella stanoveno, ze ve 25
gramech potraviny nesmi byt pfitomna ani jedna burika bakterie tohoto rodu. Jako navod pro
stanoveni a aplikaci mikrobiologickych kritérii pro potraviny v jakémkoliv stadiu
potravinového fetdzce (prvovyroba az koneény spotiebitel) je vytvotena CSN 56 9609 (569609)
Pravidla spravné hygienické a vyrobni praxe-Mikrobiologicka kritéria pro potraviny. Principy
stanoveni a aplikace. Zde jsou stanoveny nejvys$si mezni hodnoty pro bakterialni ptvodce
onemocnéni z potravin i nejvyssi mezni hodnoty pro toxické produkty mikroorganismu. Pro
rod Salmonella v potravinach pro piimou spotiebu plati stejna limitni hodnota jako ve vyse
zminéném Nafizeni komise (ES).
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Slepici vejce jako nezpracovana surovina ¢i potravina zivo¢isného ptivodu by tyto limitni
hodnoty méla spliiovat a v idealnim pfipade€ by se salmonelami infikovana vejce neméla na trhu
objevovat. Zarover je nerealné testovat kazdy jednotlivy kus pred jeho vstupem do prodejniho
obehu, a tak jsou slepi¢i vejce rizikovou potravinou. Je nezbytné neopomenout, ze krome
salmonel se na slepiCich vejcich objevuje cela fada mikroorganismd, a je tak zadouci sledovat
celkové mikrobialni osidleni. K vybéru mikroorganismi, které dale sledovat jsou velmi ¢asto
vyuzivany tzv. Indikatorové mikroorganismy.

Indikatorové mikroorganismy jsou pro odvétvi zemédelské prvovyroby a
potravinaiského pramyslu rozdéleny na 2 hlavni skupiny viz Tabulka 4. Tyto vytipované
skupiny mikroorganismi maji zasadni vypovidaci hodnotu ohledné mikrobialni kvality
testovanych vzorka (Cupakova et al. 2010).

Tabulka 4: Rozdéleni indikatorovych mikroorganismii (Upraveno dle Cupdkovd et al. 2010)

Mikroorganismy informujici o primarni a
sekundarni kontaminaci surovin, Mikroorganismy informujici o kazeni
potravin, vyrobnich ploch a dodrzeni potravin
spravné vyrobni praxe

celkové poéty mikroorganismui (CPM) pocet kvasinek a plisni
pocet bakterii Celedi Enterobacteriaceae |pocet aerobnich sporotvornych bakterii
pocet koliformnich bakterii pocet anaerobnich sporotvornych bakterii
pocet Escherichia coli pocet proteolytickych a lipolytickych bakterii
pocet enterokokil pocet bakterii rodu Proteus
pocet prychrotrofnich bakterii
pocet termorezistentnich bakterii
pocet termofilnich bakterii

Pozornost je tak kromé salmonel vénovana stanoveni celkového poctu mikroorganismi,
poctu koliformnich bakterii, Escherichia coli, Enterococcus. Jedna se o mikroorganismy, které
Cloveéku zplsobuji rdzné zavazna onemocnéni a je tedy zadouci rizika infekce snizit na
minimum. Soucasné se tyto bakterie velmi Casto vyskytuji v dribezich chovech (Ttimova et al.
2010). Stanoveni uvedenych mikroorganismi bylo predmétem i praktické casti této diplomové
prace.

Celkovym poctem mikroorganismu se stanovi pocet mezofilnich aerobnich a fakultativné
anaerobnich mikroorganisma (bakterie, kvasinky, plisn€). Tyto mikroorganismy jsou
kultivovany aerobné na neselektivnich nutricné bohatych agarovych piadach nebo v bujonech
pti 30 °C, 72 hodin. Takto provedenym stanovenim mikroorganismui se lze nejvice pfiblizit
absolutnimu celkovému poctu pritomnych mikroorganismi a zjistit tak stupeni znecisténi
analyzovaného vzorku. Pro stanoveni CPM mize byt vyuzita platna CSN EN ISO 4833-1
(560083) Mikrobiologie potravinového fetézce-Horizontalni metoda pro stanoveni poctu
mikroorganismd-Cast 1: Technika roztérem a po¢itani kolonii vykultivovanych pii 30 °C.

Poctem koliformnich bakterii jsou stanovovany aerobni ¢i fakultativné anaerobni
gramnegativni nesporulujici tyCinky, které patii do Celedi Enterobacteriaceae. Zkvasuji
laktozu, vytvaii kyseliny a plyny pfi kultivaci na selektivnich padach pfi teplotach 30 °C (pfi
stanoveni v potravinach), 37 °C (pfi stanoveni pro ochranu zdravi), 44,5 °C (pii stanoveni
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kment pouze intestinalniho ptivodu) do 48 hodin. Tato skupina mikroorganismi slouzi jako
vyznamny indikator fekalniho znecisténi a indikator dodrzeni sanitacniho a technologického
postupu. Pro stanoveni koliformnich bakterii je vytvorena soucasné platna CSN ISO 4832
(560085) Mikrobiologie potravin a krmiv-Horizontalni metoda stanoveni poctu koliformnich
bakterii-Technika pocitani kolonii.

Vyznamnym piedstavitelem koliformnich bakterii je druh FEscherichia coli, ktery
soucasné patii do celedi Enterobacteriaceae. Escherichia coli jsou fakultativné anaerobni
kratké rovné tyCinky. Velka Cast tohoto druhu je pohybliva a vytvafi slizova pouzdra. Az na
urCité vyjimky tyto bakterie zkvasuji laktozu a vytvafi kyseliny a plyny. Pro stanoveni
Escherichia coli jsou vyuzivany selektivni chromogenni média a teploty 44-45 °C, 24 hodin.
Bakterie tohoto druhu slouzi jako indikator Cerstvého fekalniho znecisténi. Pro stanoveni muze
byt vyuzita platna Sast CSN ISO 16649-2 (560079) Mikrobiologie potravin a krmiv-
Horizontalni metoda stanoveni po&tu B-glukuronidazopozitivnich Escherichia coli-Cast 2:
Technika pocitani kolonii vykultivovanych pii 44 °C s pouzitim 5-bromo-4chloro-3-indolyl-§3-
D-glukuronidu.

Bakterie rodu Enterococcus také spadaji do Celedi Enterobacteriaceae a jedna se o
grampozitivni koky, které se vyskytuji v kratkych fetizkach nebo ve dvojicich. Jejich podminky
kultivace jsou v rozmezi 10-45 °C a 24-48 hodin. Rod se uplatiiuje jako indikator fekalniho
zne&isténi. Pro stanoveni enterokokd je vytvofena platna CSN EN 15788 (467049) Krmiva-
Izolace a stanoveni poctu bakterii rodu Enterococcus (E. faecium) (Cupakova et al. 2010).

Pro vyznamného zastupce patogennich bakterii rod Sa/monella, jehoz charakteristika byla
podrobné rozepsana v podkapitole 1.1.1, je zavedena platnda CSN EN 6579-1 (560088)
Mikrobiologie potravinového fetézce-Horizontalni metoda prikazu, stanoveni poctu a
sérotypizace bakterii rodu Salmonella-Cast 1: Prikaz bakterii rodu Salmonella.
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Metodika

Cilem praktické ¢asti bylo stanovit celkovou mikrobialni kontaminaci a vyskyt salmonel
na slepigich vejcich. Uvedena metodika probihala a vychazela ze zakladu norem CSN ISO a
CSN EN ISO, které jsou uvedeny v Gasti Legislativa a indikatorové mikroorganismy v
potravinafstvi. Postupy byly pro tuto diplomovou praci upraveny.

Pro analyzu byla pouzita vejce slepic chovanych volné v ramci bio chovu, slepic
ustgjenych formou free-range a ve voliérach. Vzorky pochazely celkem ze 3 farem. Ve vSech
farmach byly chovany slepice hybrida Lohmann brown. Z téchto farem byly také odebirany a
analyzovany vzorky slepiciho trusu. Odbér byl na jednotlivych farmach proveden ve stejny den
jako slepicich vajec. Celkové pocty odebranych vzorkt pro dané farmy a systémy ustajeni jsou
uvedeny v Tabulka 5.

Tabulka 5: Celkové pocty vzorkii

Farma Systém ustajeni _vl,)OCt_y vzorku
Slepici vejce| Trus

1 voliéra typ A 44 15
voliéra typ B 45 15
voliéra 30 10
2 free-range s voliérou 45 15
bio chov 45 15

3 voliéra 15 5

Kultivacni stanoveni mikroorganismu

Vzorky slepicich vajec byly z farmy do laboratote transportovany v Cistych kartonovych
prolozkach. Stanovovany byly celkové pocty mikroorganismu (CPM), Escherichia coli a
ostatni koliformni bakterie, bakterie rodu Enterococcus a Salmonella. Kazdy vzorek slepiciho
vejce byl jednotlivé vlozen do sterilniho igelitového sacku, do kterého bylo pfidano 10 ml
tfyziologického roztoku s peptonem (9 g NaCl, 1 gPeptone (Oxoid) 1000 ml dH>0). Zde byl
vzorek cca 30 vtefin dukladné omyvan. Nasledné byl roztok prelit zpét do zkumavky a byla
vytvotena desitkova fedici fada do fedénil0° Naiedéné vzorky byly od nejvyssiho fedéni
pipetovany na Petriho misky. Pfi kultivaci byly misky v termostatech ulozeny dnem vzhtru.

Pro stanoveni celkového poctu mikroorganisma byl pouzit Standard plate count agar (1
g glukosa, 5 g Tryptone (Oxoid), 9 g Technical agar (Oxoid), 2,5 g Yeast extrakt (Oxoid), 1000
ml dH>0) a fedéni 10 az 10°. Na Petriho misku bylo pipetovano 0,5 ml z pfislugného fedéni
a zalito vySe uvedenym agarem. Kultivace probihala aerobné pti 30 °C, 72 hodin. Po uplynuti
doby kultivace byly celkové pocty mikroorganismii na agaru hodnoceny jako vSechny narostlé
bilé kolonie.

Stanoveni bakterii rodu Enterococcus bylo provedeno na Slanetz-Bartley agaru (Oxoid).
Pouzito bylo fedéni 107 az 107. Na Petriho misku s jiz pfedem pfipravenym zatuhlym agarem
bylo pipetovano 0,1 ml pfislusného fedéni, které bylo rozetieno po povrchu sterilni
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mikrobiologickou hokejkou. Kultivace probihala aerobné pti 44 °C, 48 hodin. Po uplynuti doby
kultivace byly enterokoky na agaru odecitany jako typicky kastanové kolonie.

Koliformni bakterie a Escherichia coli byly stanovovany na T.B.X. (Tryptone Bile X-
Glucuronice) mediu (Oxoid), fedéni 10! az 10*. Pouzity byly opét Petriho misky s jiz piedem
pfipravenym zatuhlym agarem a bylo pipetovano 0,1 ml pfislusného fedéni, které bylo
rozetfeno po povrchu sterilni mikrobiologickou hokejkou. Tyto misky byly kultivovany
aerobné pii 37 °C, 24 hodin. Po uplynuti doby kultivace byly na agaru hodnoceny koliformni
bakterie jako pocet bilych kolonii a bakterie Escherichia coli byly odecitany jako modré
kolonie, ptipadné jako bilé kolonie s modrym stfedem.

Pro stanoveni salmonel byly vyuzity malé Erlenmeyerovy bariky s 50 ml Rappaport-
Vassiliadis bujonu (Oxoid), do kterého byl preveden zbyly obsah zkumavky (9 ml) prvniho
fedéni (10™"). Kultivace probihala aerobné pfi 37 °C, 6 dni. Po uplynuti doby kultivace byly
vzorky, které v bujoénu zménily barvu z modré na zZlutou, vytreny pomoci sterilni klicky ve tvaru
hada na jiz pfipraveny zatuhly Salmonella Shigella (S.S.) agar. Tyto misky byly ponechany
aerobni kultivaci pfi 37 °C, 24 hodin. V ptipad¢, ze po uplynuti doby kultivace doslo na S.S.
agaru k vytvoreni Cernych kolonii, byly vybrané kolonie pfeokovany najiz ptipraveny zatuhly
agar Trypton soya agar (Oxoid) pomoci sterilni klicky. Tyto vzorky byly ponechany opét
aerobni kultivaci pfi 37 °C, 24 hodin. Definitivni potvrzeni ¢i vyvraceni pfitomnosti bakterii
rodu Salmonella bylo provedeno latexovym aglutinanim testem (Oxoid Salmonella Test Kit).
Vybrana kolonie narostla na Trypton soya agaru byla klickou pfenesena na spot s pfipravenym
roztokem testu. Kolonie zde byla peclivé rozetfena. Vytvoreni aglutinatu potvrdilo pfitomnost
bakterii rodu Sa/monella.

Vzorky Ccerstvého trusu byly na farmé asepticky prevedeny do anaerobni sterilni
zkumavky, ktera obsahovala roztok skladajici se z Nutrient Broth No. 2 (5 g, Oxoid), Tryptone
(5 g, Oxoid), Yeast extrakt (2,5 g, Oxoid), Tween (0,5 ml, Sigma-Aldrich) a L-cysteine (0,25
g, Sigma-Aldrich), 1 000 ml dH,O. Vzorky byly v pribéhu transportu chlazeny ledem a do
analyzy skladovany pii 4 °C. Pfed samotnym zacatkem analyzy byly zkumavky pomoci vortexu
peclivé homogenizovany. Nasledné byla pro kazdy vzorek vytvorena fedici fada do hodnoty
10™. Mnozstvi (ml), které bylo pfevadéno z prvniho fedéni 107! do 107 bylo vypogitano podle
vztahu: 1/ (hmotnost zkumavky se vzorkem - hmotnost zkumavky bez vzorku). Dale
pokradovalo fedéni od 102 podle desitkové fedici fady. Stanovovany byly stejné
mikroorganismy jako v pripadé slepiCich vajec, avSak pro ucel této prace byly vybrany pouze
vysledky rodu Salmonella. Mnozstvi, které bylo z fedéni 107! aplikovano do Rappaport-
Vassiliadis bujonu bylo stejné pro vypocitané mnozstvi do fedéni 102, Nasledn& byly vzorky
slepi¢iho trusu kultivovany stejnym zptsobem, jaky je popsan pro slepici vejce.

Statisticka analyza

Byly spocitany narostlé kolonie, které byly nasledné pfevedeny na log KTJ/vejce.
Detek¢ni limit pro zvolenou metodu byl 2 log KTJ/vejce. Z vypocitanych hodnot byly
vytvoreny pruméry a smérodatné odchylky. Statisticka analyza byla provedena v programu
STATISTICA 12 (StatSoft CR s.r.o.) pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu ANOVA (p <
0,05) s pouzitim Scheffeho metody.
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Vysledky

Cilem prace bylo porovnat mikrobialni kontaminaci vajec z riznych systémui ustajeni.
Mikroorganismy byly stanoveny kultivacnimi metodami na selektivnich padach. V této
kapitole jsou uvedeny vysledky narostlych kolonii jednotlivych mikroorganismi, které jsou
statisticky vyhodnoceny. Vysledky jsou uvedeny v Tabulka 6 a Tabulka 7.

V Tabulka 6 jsou uvedeny poCty mikroorganisma stanovenych na vejcich slepic, ktera
byla ustajena riznym zptusobem na 3 riznych farmach. Vysledky jsou uvedeny jako primér +
smérodatna odchylka log KTJ/vejce.

Tabulka 6: Stanovené pocty mikroorganismil na vejcich

Farma Systém log KTJ/vejce

ustajeni CPM E. coli Koliform. |Celk. koliform. | Enterococcus

" voliéra typ A |5.48 £ 0.62°[2.10 £ 0.24™| 2.54+0.61° | 2.59+0.61" | 2.92+0.75"

voliéra typ B [4,89 +0.76°| 2,00 + 0,00° | 2,04 +0,18° | 2.04+0,19° | 2.03+0,14°

voliéra 561+056%2.12+032" 249+084" | 251+085" | 2.80+0.88"
free-range s

2 | otidro f 5.55+0.65"2.19+ 0.55| 2.16 + 0,48 | 2.26+0,66" | 2,67+ 0,85

bio chov 5.49+0,55"(2,08 + 027" 2,15+ 035" | 221+042" | 2,52+ 067"

3 |voliéra 6,37+062°(2.41 0,69 | 275+ 1,01* | 2.81+1,02° | 2.74+072°

CPM = celkové pocty mikroorganismii, E. coli = Escherichia coli, Koliform. = ostatni koliformni bakterie, Celk. koliform. =
celkové koliformni bakterie

Hodnoty ve sloupcich s rozdilnymi hornimi indexy se od sebe statisticky vyznamné lisi
na hladiné vyznamnosti a=0,05. VSechny nejniz§i hodnoty v testovanych systémech ustdjeni
pro vSechny testované skupiny mikroorganismu byly detekovany na farmé 1 se systémem
ustajeni typu B. Bakterie druhu Escherichia coli nebyly vibec detekovany, nebo byly pod
detek¢nim limitem ktery byl 2 log KTJ/vejce. Nejvyssi hodnoty pro pocty CPM, E. coli, ostatni
koliformni bakterie a celkové koliformni bakterie byly zjiS§tény na farmé 3 s voliérou. Pouze
rod Enterococcus mél nejvyssi pocty na farmeé 1 voliéra typ A.

Celkové pocty bakterii na Standard plate count agaru se pohybovaly od 4,89+ 0,76 - 6,37
+ 0,62 log KTJ/vejce. Narostlé kolonie jsou zachyceny na Obrazek 12. Statisticky vyznamné
nejvyssi rozdily byly pfi hodnoceni CPM zjistény mezi farmou 1 voliéra typu B a farmou 3
systémem ustajeni voliéra a soucasné se oba uvedené systémy odliSovaly od vSech ostatnich
systému ustajeni.
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Obrazek 12: Kolonie celkového poctu mikroorganismii na Standard plate count agaru

Pocty bakterii druhu Escherichia coli na T.B.X mediu se pohybovaly v rozmezi 2,00 +
0,00 a 2,41 £+ 0,69 log KTJ/vejce. Kolonie téchto bakterii jsou zbarvené do modra s modrym
sttedem viz Obrazek 13. V piipadé poctu bakterii druhu FEscherichia coli byly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily pouze mezi systémy ustdjeni voliéra typ B z farmy 1 a voliéra z
farmy 3.

Obrazek 13: Narostlé kolonie na TBX médiu

Ostatnich koliformni bakterie se pohybovaly v poctech od 2,04 +£ 0,18 do 2,75 + 1,01 log
KTIJ/vejce a celkové koliformni bakterie mély rozmezi 2,04 £ 0,19 - 2,81 + 1,02 log KTJ/vejce.
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Statisticky nejvyssi rozdily ostatnich koliformnich bakterii byly opét mezi farmou 1 typ ustajeni
B a farmou 3 systém ustajeni voliéra. Oproti CPM a E. coli, zde byly zaznamenany i jiné
odliS§nosti mezi ostatnimi systémy ustajeni. Bylo zji§téno, ze existuji statisticky vyznamné
rozdily na farmé 1 mezi voliérou typu A a B. Déle se lisi systém ustajeni farmy 1 voliéra typ B
od voliéry z farmy 2. Zaznamenan byl rozdil 1 mezi voliérou z farmy 3, ustijenim free-range
s voliérou a bio chovem z farmy 2. Statisticky vyznamné nejvyssi rozdil mezi farmou 1 typ
ustajeni B a farmou 3 ustajeni voliéra byl vyhodnocen i u celkovych koliformnich bakterii. Dale
zde byla opét odliSnost mezi systémem ustajeni voliéra typ A a B z farmy 1.

Pocty bakterii rodu Enferococcus na Slanetz-Bartley agaru byly v rozmezi 2,03 + 0,14 -
2,92 + 0,75 log KTJ/vejce. Narostlé kolonie na tomto agaru jsou na Obrazek 14. V piipadé
vyhodnoceni poctu bakterii rodu Enterococcus se systém voliéra typ B farma 1 statisticky lisi
ode vSech hodnocenych systému ustajeni kromé bio chovu z farmy 2, zde nebyla zaznamenana
odlisnost.

Obrazek 14: Narostlé kolonie na Slanetz-Bartley agaru

Dale byla stanovena pfitomnost salmonel na vejcich a slepi€im trusu. Nejprve byly
vzorky kultivovany v Rappaport-Vassiliadis médiu. Pokud do§lo ke zméné barvy indikatoru
v médiu z modré na zlutou viz Obrazek 15, disledkem poklesu pH, byly bakterie pfetfeny na
S.S. agar. Zde se pritomnost salmonel projevila nartustem Cernych kolonii viz Obrazek 16.
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Obrazek 15: Porovndni zmény barvy Rappaport-Vassiliadis bujonu.

Obrazek 16:Nariist kolonii na Salmonella Shigella agaru

Vybrané cerné kolonie byly rozetfeny na Trypton soya agar, aby odsud mohly byt
odebrany cisté kolonie pro definitivni potvrzeni pfitomnosti salmonel aglutinacnim testem. Na
Obrazek 17 jsou zachyceny Petriho misky s narostlymi koloniemi na Trypton soya agaru. Pod
nimi je pfilozen aglutinacni test. Izolat Cislo 10 z farmy 1, systému ustajeni voliéra A byl
identifikovan jako pozitivni na rod Sa/monella, nebot’ doslo ke tvorb¢ aglutinatu.
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Obrazek 17: Kolonie narostlé na Trypton soya agaru a Oxoid Salmonella Test Kit

Jedina farma, ktera neméla pozitivné testovany vzorek slepicich vajec ani trusu byla
farma 3. U farmy 2 byly salmonely prokazany u dvou vzorka vajec v systému free-range s
voliérou a v ptipadé trusu se jednalo o 2 pozitivni vzorky z voliérového systému. Farma 1 méla

pouze 1 vzorek slepi¢iho vejce pozitivni na rod Salmonella, a to v systému ustajeni voliéra typu

A.

V Tabulka 7 jsou uvedeny pocCty pozitivnich vzorka testovanych na rod Salmonella.

Jedna se o velmi maly zachyt téchto bakterii.

Tabulka 7: Vysledky pozitivnich vzorkii na rod Salmonella

Salmonella -Po ity
Farma Systém ustajeni pozitivnich vzorki
Vejce Trus
1 voliéra typ A 1 0
voliéra typ B 0 0
voliéra 0 2
2 free-range s voliérou 2 0
bio chov 0 0
3 voliéra 0 0
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Diskuze

Mikroorganismy jsou nedilnou soucasti zivoci§nych produkti a slepi¢i vejce nejsou
vyjimkou. Nicméné je nutné zajistit co nejmensi miru kontaminace a v idealnim ptipadé
nepfitomnost patogent. Jiz v chovech dribeze je tak snaha eliminovat mnozstvi
mikroorganisma na minimum. Zpusob a podminky chovu jsou zasadnimi faktory, nebot je to
prostfedi, ve kterém dochazi k prvnimu kontaktu sneseného vejce s okolim. Pfedpoklada, ze
¢im maji vejce znecCisténéjsi skorapku, tim vice mikroorganismu pronika do jejich obsahu, a je
tak ohrozena bezpecnost produkce (Tamova et al. 2010).

V naSem experimentu byly testovany chovy, které jsou zafazeny do alternativniho
systému ustajeni. Ve vétsin€ dostupnych zdroju, se studie zabyvaji porovnanim klecovych a
alternativnich systémd. Nicmén& od roku 2027 budou i obohacené klece v CR zakazany a je
tak dulezité se zacit vice zabyvat rozdily v ramci alternativnich chovt. V nasem experimentu
byly dostupné vysledky jak chovi s venkovnim vybéhem (free-range s voliérou v hale a bio
chov z farmy 2), tak bez vybéhu v podobé voliér. Mezi pocty mikroorganismi testovanych
v této praci byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily, které vSak nemély zavislost na zptisobu
chovu. Pfi porovnani vSech hodnot byly nejvyssi pocty mikroorganismu nalezeny u voliérovych
chovii. Obdobny vysledek byl v provedené studii Kulshreshtha et al. (2021), ktefi pfi
porovnavani kvality kutikuly u systému ustajeni bez vybéhu a free-range zjistili nizsi bakterialni
zatéz u systému free-range. Naopak Taghreed et al. (2013) pfi srovnani bio a konvenc¢ni
produkce vajec vyhodnotili nejvy$si mikrobialni zat€z u bio chovi. Nicméné v naSem
experimentu byly i nejnizsi poCty danych mikroorganismii detekovany ve voliérovém systému,
konktrétné typu B na farmé 1, coz jisté signalizuje dobfe zvladnutou hygienu chovu. V ramci
této farmy byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily v poctu mikroorganisma mezi voliérou
typu A a B. Jednim z moznych davodi, mize byt praveé odlisny typ voliér, kdy u typu B muaze
byt 1épe provadéna sanitace a prostorové usporadani je prekdzkou pro snadny pienos
mikroorganismu v prostiedi chovu.

Vickova et al. (2018) provadéli studii ve které, mimo jinych ukazateli, byla
vyhodnocovana mikrobialni kontaminace vajecnych skotfapek v riznych systémech ustajeni. V
systému free-range byly zjistény hodnoty pro CPM 5,04 log KTJ/vejce, a Enterococcus 2,56
log KTJ/vejce, které relativné odpovidaji nami zjisténym hodnotdm v tomto chovu CPM 5,55
+ 0,65 log KTJ/vejce a Enterococcus 2,67 + 0,85 log KTJ/vejce. Vy§si pocet byl v této studii
zaznamenam u mikroorganismi druhu Escherichia coli 4,51 log KTJ/vejce oproti nami
zjisténym 2,19 + 0,55 log KTJ/vejce. Pti porovnani poctlh mikroorganismua z uvedené studie a
nami testovaného bio chovu, ve kterém maji zvifata také volny vybeh, jsou hodnoty pro CPM
5,49 = 0,55 log KTJ/vejce a Enterococcus 2,52 + 0,67 log KTJ/vejce srovnatelné s vysledkem
uvedené studie. Dale v porovnani u bakterii Escherichia coli je naSe detekovana hodnota 2,08
+ 0,27 log KTJ/vejce opét vyrazné nizsi.

De Reu et al. (2008) porovnavali hygienu a kvalitu vajecné skotfapky za komercnich
podminek. Jejich vysledny prumérny pocet CPM pro voliérové systémy ustajeni byl 4,96 log
KTJ/vejce je blizky nasi nejnizsi zjisténé hodnoté 4,89 + 0,76 log KTJ/vejce. Englmaierova et
al. (2014) sledovali mimo jinych ukazatelt také mikrobialni kontaminaci vajeénych skotapek
ve voliérach a byly zji§tény hodnoty pro CPM 5,49 log KTJ/vejce, coz je porovnatelné i s nasimi
hodnotami. Pocet pro druh Escherichia coli 5,22 log KTJ/vejce vSak opét pievySuje nasi
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nejvyssi prumérnou detekovanou hodnotu 2,41 + 0,69 log KTJ/vejce. V piipadé rodu
Enterococcus vyzkum zjistil pocet 3,33 log KTJ/vejce, ktera je vys$si nez nami zjiSténa nejvyssi
hodnota pro tento rod 2,92 + 0,75log KTJ/vejce. De Reu et al. (2007) se zabyvali mikrobialni
kontaminaci v neklecovych systémech konkrétne voliérach a podlahovych systémech, jejichz
vysledkem je rozsah 4,35-5,51 log KTJ/vejce, ktery je pii porovnani s naSim CPM voliérovych
systému 4,89 £ 0,76-6,37 £+ 0,62 lehce nizsi.

Pfi srovnani nami provedeného experimentu a studii, které se zabyvaly podobnou
problematikou, 1ze tedy pozorovat pfedevsim celkem vyraznou odlisnost v po¢tu detekovanych
Escherichia coli, a to jak ve voliérovych chovech, tak v chovech s otevienym vyb&hem (free-
range a bio chov). I kdyz byl nalezen statisticky vyznamny rozdil u nami testovanych voliér pfi
porovnani hodnot ze studii, je i naSe nejvyssi primérna hodnota z farmy 3 velmi dobrym
vysledkem z pohledu mikrobialni zatéze timto rodem. V této praci byly mikrobiologickou
analyzou zji§tovany oddélené€ poCty pro Escherichia coli, ostatni koliformni bakterie a celkové
koliformni bakterie. Dosud nalezené studie se zabyvaly z tohoto pohledu pouze pocty
Escherichia coli, nebot jsou ukazatelem Cerstvého fekalniho znecisténi a celkové koliformni
bakterie, které jsou Sirsi skupinou, jsou ukazatelem obecného fekalniho znecisténi. Vyhradné
pro koliformni bakterie nebyly nalezeny hodnoty, které by mohly slouzit pro porovnani s nasimi
vysledky. Avsak podle vysledkt vyse uvedenych studii pro druh Escherichia coli, u nich lze
predpokladat 1 vySsi pocty celkovych koliformnich bakterii, nez byly zjiStény v nasem
experimentu. Nicméné Isnawaida et al. (2021), ktefi se zabyvali pfitomnosti koliformnich
bakterii na povrchu slepiCich vajec z tradinich trhii z Marosu, stanovili primérny pocet
koliformnich bakterii 1,1x107! KTJ/g, cozje pocet velmi nizky. Celkové po&ty mikroorganisma
v nasi praci a v uvedenych studiich se pohybovaly v pomérné srovnatelnych rovinach, nicméné
nase vysledky byly spise vys§i. Nicméné nejnizsi a nejvyssi pocty CPM byly zjistény vzdy
pouze v piipad€ voliér a nelze tak stanovit, zda jsou z hlediska celkové mikrobidlni zatéze
vhodnéj§i systémy ustijeni bez vybehu nebo free-range PoCty bakterii rodu Enferococcus v
naSich chovech byly relativné porovnatelné s ostatnimi studiemi Englmaierova et al. (2014;
Vickova et al. (2018) a nebyly zde zasadni rozdily.

Bakterie rodu Salmonella jsou pti¢inou alimentdrniho onemocnéni salmoneloza a
kontaminace vajec a vajeCnych skofapek témito bakteriemi byla celosvétové shledana jako
problém vetejného zdravi. Zaludnost salmonel spociva predevSim v tom, zZe u infikovanych
zvifat vétsinou nezpusobuji klinické pfiznaky a u kontaminovanych potravin nedochazi k jejich
viditelnym zménam. Nejvyznamnéjsi faze, kdy patogeny kontaminuji vejce, probiha pravé v
chovech zvirat. Je tedy nezbytné se soustfedit na zpusob a hygienu chovu, kterymi lze faze
vyskytu a kontaminace ovlivnit. Je také nutné sledovat mikrobialni situaci pravidelnym
testovanim (Guard-Petter 2001; Whiley & Ross 2015).

Zachyt pozitivnich vzorka slepi¢ich vajec a trusu na rod Salmonella byl v nasem
experimentu velmi maly, z celkem 224 testovanych vzorki vajec byly pozitivni pouze 3. Dva
vzorky pochazely z free-range chovu farmy 2 a jeden z voliéry typ A z farmy 1. Testovanych
vzorka trusu bylo celkem 75, z nichz pouze dva z ustajeni voliéra z farmy 2 mély pozitivni
vysledek na salmonelu. Jelikoz je mnozstvi detekovanych vzorkl velmi nizké, nebylo mozné
statistické vyhodnoceni, které by mélo vypovidajici hodnotu. Pfedpoklad naseho experimentu,
Ze systém ustajeni bude mit vliv na kontaminaci slepic¢ich vajec salmonelami se nepotvrdil. Je
ovSem mozné, ze nizky pocet detekovanych vzork(i mohl byt zplsoben tim, Ze pro prikaz
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salmonel byla pouzita pouze konvencni kultivacni metoda. Loongyai et al. (2011) pro detekci
salmonel pouzili PCR (polymerase chain reactin-polymerazova fetézova reakce) se sadou
primert specifickych pro invazi genu invA pro salmonelu, ktery detekoval pfitomnost salmonel
1 ve vzorcich vajeénych skofapek, které byly kultivacni metodou vyhodnoceny jako salmonely
negativni. Vliv na na§ vysledek mél i pomérné maly pocet vzorku jednotlivych chovi a
nerovnomérné zastoupeni systému ustajeni, do kterého byly zahrnuty pouze 3 farmy.

Predpokladem zvySeného rizika vyskytu salmonel u dribeze z free-range produkce se
zabyvali ve Svédsku Wierup et al. (2017), ktefi porovnali vyskyt salmonel v letech 2007-2015
u nosnic a brojlerti ve venkovni a vnitini produkci. Jako vysledek stanovili, ze venkovni dribez
nebyla salmonelami vice exponovana nez drubez ustajena v hale. Vysoky vyskyt salmonel v
chovech s volnym vybéhem nepotvrdil ani Ferreira et al. (2020) pfi provedeni piedb&zného
vyzkumu vyskytu salmonel na vejcich z rodinnych farem a dvorkti v Rumunsku a Portugalsku.
V Rumunsku byly vSechny vzorky 202 vajec na salmonely negativni a v Portugalsku bylo z
200 vzorkl pozitivnich pouze 6. Dokonce jako relevantni potravinu pro lidskou spotiebu z
hlediska mikrobialni kontaminace vyhodnotili Pesavento et al. (2017) slepici vejce, ktera
pochézela z volného vybé&hu a bio chovu. Z celkem 300 testovanych vajec nebylo ani jedno
pozitivné testované na rod Sal/momnella ani na zadny dal§i patogen napt. Escherichia coli
0157:H7.

Dynamiku salmonel v chovech, kde maji slepice moznost volného vybehu mapovali
McWhorter & Chousalkar (2019).Provedli longitudinalni studii v dribezi produkci s volnym
vybéhem od vylihnuti az do konce vyroby. Zjisténé vyskyty salmonel byly ve vSech stadiich
produkce velmi nizké a nebyly zaznamenany vyznamné rozdily v jednotlivych fazich produkce.
Dal§im faktorem, ktery ma potenciadl vyznamné zasahnout do Cetnosti vyskytu salmonel,
predevsim v chovech s volnym vyb&hem, je ro¢ni obdobi. V Australii Chousalkar et al. (2016)
sledovali v riznych ro¢nich obdobich Cetnost vyskytu salmonel na vejcich, v trusu a prostiedi
drabezich chovii s volnym vybéhem a z trusu u volné Zijicich ptaki a lisek v okoli farmy. Bylo
zaznamenano, ze vyskyt salmonel byl v 1ét€ vyrazné€ vyssi, a ze volné zijici zvifata hraji
dtlezitou roli v ekologii a bezpecnosti potravin.

Mnoho studii, které se zabyvaji problematikou vlivu systému ustajeni nosnic na vyskyt
bakterii rodu Salmonella se sousttedi opét predevsim na srovnani klecovych a alternativnich
systému. Vysledky jsou velmi riznorodé a protichidné, coz je ziejmé zpusobené rozdilnou
metodikou a populaci zvifat v jednotlivych zemich. Nej¢asteji se objevuji 3 zavéry studii a
momentalné nelze ani jednu z moznosti jednoznacné potvrdit. Zaprvé se jedna o vyzkumy se
zavérem, ze vyskyt salmonel v klecovych systémech byl vyssi nez v alternativnich. Zadruhé
jsou studie, které uvadéji, ze vyskyt salmonel byl nizs§i v chovech klecovych oproti
alternativnim a zatfeti jsou studie, které tvrdi, ze neni rozdil ve vyskytu salmonel mezi témito
dvéma zpusoby chovu. Podle Evropského uradu pro bezpecnost potravin (EFSA - European
Food Safety Authority) vétSina studii, ktera v EU porovnavala klecové a alternativni systémy,
uvadi vyssi prevalenci salmonel v klecovych systémech. Byl proveden monitoring vyskytu
Salmonella enterica ssp. enterica Enteritidis v klecovych a alternativnich chovech v nékterych
Clenskych statech EU. Nasledné byla provedena modelova analyza shromazdénych dat a bylo
zjisténo, ze existuji vyznamné rozdily mezi zemémi a systémy chovu. Prevalence vyskytu
salmonel v Ceské republice je v obou systémech podobna (EFSA Panel on Biological Hazards
et al. 2019). Ke stejnému zavéru dosli 1 Jones et al. (2012) v USA pfti sledovani prevalence
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salmonel v souvislosti s vejci a nezjistili vyznamné rozdily mezi free-range a klecovym
syst¢émem. Naopak experiment Neira et al. (2017) ve kterém identifikovali pfitomnou
mikrobiotu na vajecnych skorapkach pochazejicich z volného vybéhu a kleci technikou PGM
zalozenou na DNA, uvadi vyssi vyskyt salmonel u vzorkl z klecového chovu nez z volného
vyb&hu, nicméne pocetnost pozitivnich vzorka byla v obou systémech velmi nizka. Dominantni
kmen v obou systémech chovu byl Firmicutes, dale byly potvrzeny kmeny vyskytujici se ve
stftevni mikrobioté kuftat a slepic jako Clostridiaceae, Ruminococcaceae a Lachnospiraceae.

Kromé sledovani pfitomnosti salmonel v souvislosti se slepi¢imi vejci je zkoumana také
citlivost téchto bakterii na antibiotika, nebot’ antibioticka rezistence je také problémovym
faktorem, a i vejce mohou byt rezervoarem antibioticky rezistentnich salmonel. Tessema et al.
(2017) testovali 384 slepicich vajec z drubezi farmy v Etiopii. V podestylkovém systému
ustajeni byly salmonely biochemickym testem potvrzeny u 11 vzorkt vajec, z cehoz u 9 vzorku
byly bakterie pfitomny pouze na skofapce a 2 vejce mély salmonelové bakterie 1 ve svém
obsahu. VSechny izolaty byly testovany na citlivost Sesti bézné pouzivanych antimikrobialnich
latek pomoci deskové difuzni metody. Z 11 testovanych izolatt bylo 8 rezistentni viici jednomu
nebo vice testovanym antimikrobidlnim latkam. NejCastéji byla zjiSténa rezistence na
tetracyklin (72,7 %), ampicilin (72,7 %), amoxicilin (63,6 %). Proti vétsin€ izolatt salmonel
byly tc¢inné spektinomycin, kanamycin, chloramfenikol. Studie provedena Atikur et al. (2019)
mimo jiné testovala citlivost izolovanych a biochemickymi testy charakterizovanych salmonel
ze slepiCich vajec, ktera pochazela z trhti a farem v Bangladési. Deskovou difuzni metodou byla
zjisténa nejvyssi rezistence (60 %) u chloramfenikolu, ampicilinu, gentamicinu a tetracyklinu.
Bakterie salmonel, které byly izolovany ze skotfapky byly odolnéjsi nez izolaty z vaje¢ného
zloutku. Je zjevné, Ze i toto je dulezité téma pro dalsi vyzkumy, nebot prvni studie uvadi
chloramfenikol jako latku ucinnou a podle druhé by pouziti této antimikrobialni latky nebylo
efektivni.
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Systém ustajeni nemél vliv na celkovou kontaminaci slepiCich vajec ani
kontaminaci salmonelami.

Pocet pozitivné detekovanych slepicich vajec a trusu na rod Salmonella byl velmi
nizky. Z celkem 224 vzorku vajec se jednalo pouze o 3 vzorky. V piipadé trusu
byly ze 75 vzorka pozitivné testovany pouze 2.

Je dulezité se zaCit vice zabyvat monitoringem a eliminaci mikroorganismu
v alternativnich systémech ust4jeni, nebot’ od roku 2027 budou v Ceské republice
zakéazany 1 obohacené klecové systémy.

Z vysledka této prace i jinych studii vyplyva, ze kromé hlediska zptisobu chovu
je nezbytné posuzovat i jiné faktory, které tuto problematiku vyznamné ovliviuji.
Jednim z nich je hygiena v chovech.
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