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ABSTRAKT

Diplomova prace je za#tena na identifikaclCampylobacterspp. u diibeze na zaklad

analyzy DNA. Teoretick&ast popisuje charakteristiku jednotlivych diiubampylobacter

spp., onemoai zpisobena timto mikroorganismem a jejich vyskyt. D&ést prace je
vénovana metodam diagnostiky a metdteal-Time PCR. V praktick&sti bylo analyzo-
vano 20 vzork kurat se zarrenim na detekcCampylobacterspp. metodou Real-Time
PCR.

Kli¢ova slovaCampylobactespp., kampylobakteridzy, Real-Time PCR

ABSTRACT

The thesis focuses onto identificatiGampylobactespp. in poultry based on DNA analy-
sis. The theoretical section describes charadterisf each individual specigSampylo-
bacterspp., disease that these microorganisms causteinaccurrence. Another section
of the thesis is devoted to diagnostic and the Remk PCR method. There were 20 chic-
ken specimens analysed in the practical sectioh feitus on detectin@ampylobacter

spp. using the Real-Time PCR.

Keywords:Campylobactespp., campylobacteriosis, Real-Time PCR
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UvoD

Mikrobialni kontaminace a rizika spojena s konzuimamravin jsou v satasnosti ped-

métem castych diskuzi.

Onemockini kampylobakteribzou piétv fadé rozvojovych i rozvinutych zemi mezi nej-
¢astjSi onemocwni z potravin.Campylobacterspp. niZze gezivat pedevSim v syrovém
mase, mléce, pépve vod a @i nevhodné manipulaci sekundérkontaminovat jiz hotové
potraviny. RPesny mechanismusi8hi Campylobacterspp. v chovech ziat, genosu ze
zvirat, resp. z potraviny ndovéka je gednttem fady studii a neni doposud spolebiliv

vyswétlen.
Vyznamnym zdrojen€ampylobactespp. proilovéka je diabez [1].

V této praci byly zkoumany vzorkyuke dibeze pomoci metod PCR, a to metodou PCR
pomoci elektroforetické separace v agar6zovém geReal-Time PCR. Vzorky dbeze
pochazely z chav na podestylce a chéwrodukujici kiata z ekologického zefdélstvi

vzhledem k naltstajicimu zajmu v@jnosti o tzv. ,bio“ potraviny.
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|. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA CAMPYLOBACTER SPP.

Zastupci roduCampylobactese vyznauji ekologickou diverzitou a byli izolovani z mno-
ha girodnich zdra} (nag. z karemi neékterych rostlin, z anaerobniho presti bahna,

z pitné vody a|.), z plag ptéki, savd a také zloveka.

Taxonomicky rodCampylobacterspolu s rodyArcobactera Sulfurospirillumtvori ¢eled’
Campylobacteracea®o roduCampylobactednes pat fada druli s tiznym patogennim

vyznamem pra@loveéka a zviata [2].

1.1 Historie

Theodor Escherich jiz v roce 1880 popsal jako pspmialovité bakterie ziskané ze stolice
pii infekénich onemocni kojend, které nepovazoval za patogen@ampylobacter(pi-
vodre Vibrio fetug byl poprvé izolovan v roce 1913 ve spojitostnfekéni infertilitou a
aborty u ovci a krav. V roce 1963 doslo k vy samostatného rodtiampylobacter.
Sebald a Véronigvedli dva z drutn Vibrio jako Campylobacter bubulua Campylobacter
fetus[3,4,5].

V sowasné dob rod Campylobactezahrnuje 16 druha 6 poddruh. Campylobacter jej-
uni, Campylobacter coliCampylobacter lariCampylobacter upsaliensessCampylobacter
helveticus Campylobacter concisusCampylobacter showaeCampylobacter curvys
Campylobacter rectysCampylobacter gracilisC. sputorum C. hominid C.mucosalis

Campylobacter fety£. hyointestinalia C. lanienae [6]

1.2 Morfologie

Kampylobaktery jsou zakené, gipadré az spiralovité gramnegativni, mikroaerofilni
bakterie, porérn¢ ¢ile se pohybujici diky polagnsituovanému Kiku. Buiky jsou na jed-
nom nebo obou koncich vybavenyikem, coz jim umoiuje vyvrtkovity pohyb. Tvar
bakterialni biiky a pohyblivost usnaualji pranik vrstvou hlenu. Zakvené nebo i rovné
ty¢inky Siroké 0,2 az 0,9 um a dlouhé 0,2 az 5 unginky maji spiralovity, esovity tvar,
nekdy pripominaji pismeno ,V* nebo mohou tkibdelSitetizky [7,8,9,4,10].

VSechny kampylobaktery maji pozitivni katalazovaxidazovou reakci. Nefermentuji ani
neoxiduji sacharidy. VSechny kampylobaktery magytoplazmatické membrérzabudo-
vany lipopolysacharidovy a proteinovy antigen. R&vhicik skryva dilezity protein, vyu-
Zivany pro typizaci (umaije rozliSit gres 110 serotyf). Podle lipopolysacharidového
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antigenu se rozeznava kolem 65 sérotyy bézné diagnostice se vSadchto skuténosti

nevyuziva [7,9].

1.3 Patogenita

Patogenni kampylobaktery produkuji enterotoxinyqimt cholerovému toxinu @. jej-

uni, C. coliaC. lari), dale pak cytotoxiny a cytoletalni toxin. Hlavnfaktorem virulence
jsou btiky, jejichz geny vytvé velky patet modifikaci a tyto fedstavuji izné antigenni
varianty. Hlavni latka, ktera se podili na rozdiamigenni vyba¥ je glykosylatin, ktery

obsahuje kyselinu sialovou.

| kdyZ mechanismus onemaan jeSt neni pl& objasgn, predpokladaji se 3 zakladni
typy. Fi prvnim typu buiky Campylobcatespp. mohou pronikat a proliferovat vitkach
strevniho epitelu a poSkozovatiky. Nekasgji byva postizena spodriast ilea a tlusté
strevo. Ri biopsiich byl zjiS&n pokles pétu epitelialnich buék, pokles produkce mukozy,
poskozeni gevnich krypt a infiltrace lamina propria neutrofiini leukocyty a lymfocyty.
Tato forma se vyskytuje asi u 20 — 30 ¥ppds onemockni a vysledkem jsou krvave

prajmy. Kmeny, které zfisobuji tuto formu onemoeni, tvari cytotoxiny.

Pfi vzniku druhého patogenniho mechanis@ampylobacterspp. niize pronikat sevni
mukozou s minimalnim povrchovym poskozenitiewa dolamina propriaa mezenterial-
nich miznich uzlin. Tento #gob patogenniho mechanismu se vyskytuge@vSim u &i

a mladych osob &sto imituje zaét slepého seva.

Tretim patogennim mechanismem je produkce enteratgadobnych cholerovému toxi-
nu anebo termolabilnimu toxing. coli. Vysledkem pak byvaji typické vodnatéijny
[9,4].

Infekce nastava pozitim infikované potravy nebowale i kontaktem s nakazenymi zvi-
faty eventuelé sexualnim stykem.iPpoZiti je infekéni davka vtsi nez 10mikrobi. Ob-
sah 16— 10 g* mikrobi dochazi ke vzniku vodnatychipmi, které mohou byt i krvavé a
dyzentericke [9,11].
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Tab. 1. Rozdeni Iékasky dilezitych druti kampylobaktel [8, 9].

Druh Rezervoar Onemocreni u ¢lovéka
Campylobacter jejuni Mnoho zvfat a ptak Prajmy (¢asté)
Campylobacter coli Vepr Prajmy
Campylobacter lari Zvitata a ptaci Prajmy
Campylobacter fetus Dobytek, ovce Septikémie
Campylobacter hyointestinal Zvitata Proctitis (u homosexualnich muz
Campylobacter concisus Clovek Gastroenteritidy, paradontézy
Campylobacter curvus Clovek Gastroenteritidy, paradontozy
Campylobacter gracilis Clovek Abscesy, empyém
Campylobacter helveticus Kocky, psi Zadné v sokasné dob
Campylobacter hyoilei Vept Zadné v sotasné dob
Campylobacter rectus Clovek Paradontozy
Campylobacter mucosalis Vept Zadné v sotasné dob
Campylobacter showae Clovek Paradontozy
Campylobacter hominis Lidé Gastroenteritidy

1.4 Jednotlivé druhy Campylobacter spp.

1.4.1 Campylobacter jegjuni

Gramnegativni, uni- nebo bipolarni¢ctky, stihlé 0,2-0,5 um Siroké a 1,5-5 um dlouhé,
nesportujici tyinky zakiiveného nebo spiralovitého tvaru, které sdilsypajicim wkem
nebo vysokou koncentraci kysliku¢em na koloidni formu. Roste v mikroaerobnim pro-

stredi (5 % Q, 10 % CQ a 85 % N), na krevnim agaru nebo na specialnich selektivnic
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médiich za 72-96 hodin inkubac& B7-42 °C. Termolabilni a termostabilni povrchové
antigeny umo#uji rozctlit kmeny s rozdilnou virulenci nazné sérovary. Virulentni izo-
baty jsou invazivni a produkuji cytotoxin anebarietabilni enterotoxin, ktery svymgiin-
kem velmi gipomina toxinVibrio cholerae C. jejunipieziva v povrchovych vodach, tru-
su, podestylce, na napé&igach, transportnich bednéach aii fplot prostedi 25 °C max.
2-3 tydny; fi teplotach 4 °C je jeho vitalita delSitrdhos vzduchem je mozny, vertikalni
pienos zatim nebyl prokazag. jejuni ma Siroké hostitelské spektrum, vyskytuje se
v travicim traktu nejen dlovéka, ale ténd vSech domécich a u velkéhoc¢podivoce Ziji-
cich zvfat. Existence dvou subtp ¢lovéka a jen jednoho z nich utdreZze naznaije
dalSi mozny zdroj infekce pro lidi. Pro optimdlrist vyZzaduje pH v rozmezi 6,8-7,2
[8,12].

1.4.2 Campylobacter coli

Campylobacter colie sowasti normalni sevni fléry skotu, ovci, prasat, ptak psi a
muze zmsobovat onemoemi ¢lovéka. Roste v mikroaerobnim préedi @i teplotach 37
°C a 42 °C, kataladza a oxidaza pozitivni. Vyvolakatni stevni infekceC. coli nehydro-

lizuje hippurat [4,8,9].

C. colijsou malé, pevhsvinuté spiraly, ve tvaru pismene S nebaizeké, 0,2 - 0,3 um
Siroké a 1,5 - 5 um dlouhé. Se #=tiajicim ¥kem nebo vystaveni vysSim koncentracim
kysliku prechazi v koloidni tvar. Kolonie o {méru 1-2 mm jsou hladké, vypouklé a lesk-
lé. Na vlhkych médiich jsou kolonie ploché a SedaxsSina kmei je nehemolyticka.

Obsah guaninu a cytosinu v molekule DNA je v rozin3dz- 35 mol. % [12].

C. coli zpisobuje piijmy, septikémie a afas i aborty u lidi. MZe byt gicnou phjma u
prasat a opic a potfat hlodavé. Byva spojovan s hepatitidou @kterych drulii ptaki.

Nekteré kmeny jsou spojovany s proliferativnimi entgami u prasat [12].

1.4.3 Campylobacter lari

Campylobacter lardiive Campylobacter laridisyl izolovan u rack v roce 1980. Vysky-
tuje se také ve vad stevnim obsahu ptdik prasat, psa jinych domécich i divokych zvi-
fat, u maskych ziv@ichu (musle, udice). Redpoklada se, Zedkkysi byli kontaminovani
vykaly racki z vody, ve které byli gstovani.C. lari je spojovan s chronickymi fgmy u
novorozeng, u dosglych mohou nastat komplikace paté enteritidy ve forns infekeni
artritidy [8,3,4].
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1.4.4 Campylobacter upsaliensis

Campylobacter upsaliensje katalaza negativni kampylobakter, v roce 19@3Zmlovan
Z trusu pé v Uppsale. Je to humanni enteropatogen. Krbdskych enteridit mze zpi-
sobovat potraty, bakteriemie, hemoliticko-uremicgndrom a Guillain-Barré syndrom.
NejpravdpodobjSi prenos je z domacich zat naclovéka, mér casto z potravinC.
upsaliensisie mikroaerofilni, termotolerantni, ziéken& gramnegativni &inka. Organis-
mus ma jeden nebo bipolarnii, je 0,3 az 0,4 um Siroky a 1,2 az 3 pm dlouhyorir
hladké, naSedlé nebousvitné kolonie na krevnim agaru. Tato bakteriexel@za pozitiv-
ni, redukce dugham pozitivni a hippurat negativnC. upsaliensige citlivy na nalidixo-
vou kyselinu a obvykle na cephalothid. upsaliensidze odlisitC. jejuni nedostaténou
produkci katalazy a neschopnosti hydrolyzovat higpuProdukce b5 na TSI agaru je
pozitivni [8,3,13,4].

1.4.5 Campylobacter fetus

Tento druh ma dva poddruh@. fetussubspfetusa C. fetussubsp.venerealis Oba jsou
spojovany pedevsSim se ziaty, jsou picinou sporadickych abartu skotu, neplodnosti a
aborty u ovci a vzaéni lidskych chorob. Wlovéka mize C. fetussubsp.fetuszpisobit
hore&nata onemoami s nespecifickymi symptomy. Meningitida je daf&gasgji dia-
gnostikovana nemoc, ale infek€ fetussubspfetusmohou vést k perikarditégd zaretu
pokxiSnice, salpingitid, septické artritid a abscasn. C. fetussubsp.fetus byl pricinou
piredasného porodu a novorozenecké sepse a v této kstivisyl izolovany z plodové
vody. C. fetussubspfetusje spojovan s rakovino€. fetussubsfetusbyl ziskan od paci-
entl s rakovinou podstupujici nutni I&bu vyZadujici konzumaci syrovych haich ja-
ter, které byly kontaminovany timto organismein fetussunspvenerealige hlavni pici-
nou bovinni genitalni kampylobakteridzy, toto infek onemocani se pevazri tyka ja-
tecné zpracovaného skotu. Vyzkumem se prokazald; .Zeetussubspvenerealinalezeny
na fedkozce asymptomatického byka, ktery bsdmmaSéem bakterie, a ty vyvolaly chro-
nické zamty pohlavnich orgainu samic a naslednou neplodnost [3,4,14].

C. fetugjsou gramnegativni, zéikené tyinky, které jsou oxidaza a katalaza pozitivniSH
a hippurat negativni, indoxyl acetat pozitivni,toasna médiu obsahujicim 1 % glycin a
roste dobe pi 25 °C a pi 35 °C, avSak fi 42 °C roste Spathnebo wibec, v atmosfi@
mikroaerofilni. VSechny izolaty jsou odolnéd kyselingé nalidixové a cephalothinu. Ros-
tou na mCCD agaru a McConkey agaru. Stihl&zaké tyinky, které jsou 0,2 — 0,3 pm
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Siroké a 1,5 — 5 um dlouhé. Staré kultury maji ®ué koloidni tvar a mohou byt dlouhé
az 8 um. Biiky jsou velmi pohyblivé s charakteristickyniipmym pohybem nebo spiralo-
vitym. Pohyblivost a ot#eni burk je tak rychlé, Ze zakeni burgk mizeme pehlédnout.

Nejlépe se pozoruji s pouzitim fazového kontrastmifikroskopu [15,4,12].

1.4.6 Campylobacter concisus

Campylobacter concisysati k pavodaim akutnich enteritid stefrjako C. jejuniaC. coli.
AvSak se srovnanimG. jejuni Ize C. concisusbtizrji izolovat, nebd je citlivy k selek-
tivni antimikrobialnim latkam &n¢ pouzivanych u konvenich izol&nich médii a vyza-
duje atmosféru obohacenou o vodik a delsi inkaibdobu pro iist. C. concisushyl pi-
vodre izolovan z parodentélnich Iézi, nachazime ho indutstni jako patogen a byl izo-
lovan z vykal pacient s pfijmy. Je tak&asto izolovan ze stolice asymptomatickych pa-
cientl, coz vede k z&ru, Ze niize byt sodasti &Zné stevni mikroflory. Nekteré dikazy
naznuji, Zze C. concisugnuze byt oportunisticky patogen. Nididad Engberg a kol. po-
znamenal, Z€. concisudyl prevazre izolovan od dtskych pacierit, starSich lidi a imu-
nokompromitovanych pacieintna rozdil odC. jejunia C. coli, které jsou obvykle izolo-

vany od pacierits pfijmy vSech ¥kovych kategorii [16].

Buriky jsou malé a zakvené, 0,5 um Siroké a 4 um dlouhé se zaoblenymgik&Rychle se
pohybuji pomoci jednoho polarniho¢ikiu. Kolonie jsou konvexni, fisvitné s rovnymi
okraji o pfiméru 1 mm. Nerostou v mikroaerobnim piesti na agarech v atmoséébez
vodiku, na polotekutém médiu (0,16 % agaru), naiglhd nebo atmosfé obsahujici @5

%, CQ 10 % a N 85 %. Anaerobnitst je mozny na médiich, ktera obsahuji formiat a
fumarat. Kmeny nerostou na McConkey agaru nebo édiurobsahujici 3,5 % NacCl, 32
mg/I cefalotinu, 64 mg/l cefoperazonu nebo 0,041i¢eértyl tetrazolia chloridu [12].

1.4.7 Campylobacter gracilis

C. gracilit se podili na paradentoze a bylo prokazano, z&dmeu infekce u zubnich im-
plantafi. Neexistuje peswdcivy dikaz, Ze je f¢inou lidskych enteritid. Bikky C. gracilit
jsou nepohyblivé, roste za microaerobnich podmiijekschopenist i za anaerobnich
podminek. Produkce katalazy negativni, redukcec¢dasi pozitivni, hydrolyza indoxyl
acetatu negativni, hydrolyza hippuratu negatiwegjstentni k nalidixové kysekma na TSI
agaru produkuje 6. VSechny druhfampylobactejsou oxidaza pozitivni s vyjimkoG.
gracilit a sporadicky patogen@i. concisusaC. showad3,12,13].
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1.5 Vliv technologickych procedi na Campylobacter spp.

Campylobactespp. je citlivy k tepelnému opracovanétSina bugk odumira pi 100 °C a
pii teplotach vhodnych pro tepelné opracovani a past@ je hodnota B, coZ znamena,
Ze WtSina bugk hyne za 1 minutuip55 °C. Ri teplotach 48 °C jiz zdn4 uC. jejuni
rychly ubytek Zivych bugk a hodnota D # této teplo¥ 7,2 az 12,8 minut.PPteplot 60
°C byla tato hodnota pod 1 minutu. Nerostout@plot pod 30 °C. Jejich Zivotaschopnost
zhorSuje chladirensk& mrazirenské zpracovani, mohou vSakchto podminkachigzi-
vat delSi dobu; f@Ziti bylo zaznamenéano v mléce a ve & teplot 4 °C po rkolika
tydnech skladovani a u mrazendlugZze po #kolika mesicich. Studie v Norsku prokazaly,
Ze kmenyC. jejuni C. coliaC. lari byly Zivotaschopné v nechlorované tekouci&pi 4
°C po dobu 15 din(10 dri pii 12 °C) a 10-15 dni v zi&tenéficni vod pri stejné teplat
(6-12 dni pi 12 °C) [11,4].

Tab. 2. Termorezistence kme@ampylobacter jejuni

hodnocend viznych prostedich [3].

Prostiedi Dss5 °C
(min)
Odstedné mléko 0,74 -1,00
1 % peptonova voda 0,64 — 1,09
Mléko 1,10
Fyziologicky roztok 1,14

Campylobactespp. roste nejlépe v atmoséobsahujici 5-10 % oxidu utitiého a 3-5 %
kysliku, neni schopeni@zivat v prosedi @i bézné koncentraci kysliku. Aby nedoslo
k posSkozeni buk, jsou mikroorganismy schopny vyiet ochranné mechanismy, které
eliminuji toxické efekty oxidénich produki. Klicovy vyznam mezidmito mechanismy
maji enzymy katalaza a superoxidova dismutdzaa Watalyzuje permenu peroxidu vodi-
ku na kyslik a vodu. Schopnost vyteatyto enzymy do jisté miry ovlivije moznosti del-
Siho grezivani v prosedi [11,4].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19
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Chlorid sodny je jednim z nejpouzivggich @ipravki ke konzervaci potravin. Kampylo-
baktery reaguji na podminky, které slouzi k uchawmipotravinC. jejuniroste nejlépeip
koncentracich 0,5 % NaCl a tepiat2 °C. KmenyC. jejuni mohou fist za stejnych pod-
minek a koncentraci 1,5 %, avSak koncentrace 2z9pGgobi toxicky a nejsou schopny
rastu. Snizenim teploty na 25 °C se zvySuje schopmdgiborganisni snaset vyssi kon-
centrace soli. Ndfklad snizenim teploty ze 42 °C na 25 °C se zvysileranceC. jejuni
ke koncentraci 4,5 % NaCl d&igeplo€ 4 °C a koncentraci soli 6,5 % byly itky Zivo-
taschopné je8tpo 3 tydnechC. jejunimuze gezit i chladirenské teploty a vifpmnosti
4,5 a 6,5 % soli. Pteplot 25 °C a za fitomnosti 4,5 % NaCl byC. jejunischopen fezit
pouze 3 az 5 dn[17].

Jsou velmi citlivé i na jiné néfnivé podminky jako je suSeni a nizké pH. Optirhald
pro nist C. jejunise pohybuje v rozmezi 6,5 — 7,5, ale vSechny knaledke rostou p pH
5,5-8,0. B pH 5,0 jiZ po 24 hodinach nebyl zjigt vyskytC. jejunia @i pH 9,0 byl zjis-
tén rychly pokles mikrob. Nekolik studii prokazalo citlivos€ampylobactespp. k silnym
kyselinam jako je kyselina octova, mragekyselina, kyselina askorbova a kyselina ¢nlé
na[18,11].

Vodni aktivita je faktor s vyznamnym selektivnimvelm na tist mikroorganism. Pro

mikroorganismy je dlezitd voda, kterou mohou vyuzit pro svéanost. Méfitkem do-

stupnosti vody v potravinach byva é&$tji hodnota vodni aktivity (@. C. jejunije velmi

citlivy na nizkou hodnotu aktivity vody. Protgvust vyZzaduje minimalni hodnoty, 8,96-

0,97. Ri nizkych hodnotach,adochazi k jeho devitalizaci v zavislosti na teplptostedi

[4].

Neionizujici — ultrafialové z&ni ma dinnost na mikroorganismyipvinové délce 228 —
365 nm.Campylobacter jejunbyl zkouman fi vinové délce 254 nm. UV davka pebna

k inaktivaci 99,9 %C. jejunije 1,8 mWs/crh Ve srovnani €. colije C. jejunicitlivgjsi na

UV zaeni neziada patogana miZze byt snadno inaktivovaniipbézné dostupnym UV
zaizeni. Kapacita &3iny kome&ns dostupnych UV zdzeni (30 mWs/ch) je vice nez

dost&uijici, aby @inn¢ inaktivovaly tyto bakterie [4,19].
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2 GASTROENTERITIDA

Gastroenteritida je velndiasté onemoami traviciho traktu. BZzn¢ se vyskytuji i epidemie.
Prenos se ge kontaminovanou potravou a vodou ia zanedbani hygienickych navwyk
fekalns-oralni cestou. Infekce postihuje Zaludek a tertkéve. Inkubéni doba je kratka,
obvykle rekolik hodin az 3 dny. NépsgjSi priznaky jsou nevolnost, zvraceni,am,
biisni dyskomfort. Teplota fize byt zvySena,&kdy i hor&ka pres 38 °C. Ribéh je &tSi-
nou bez komplikaci, pacient se rychle uzdravi. Klikape nastavajiip silném zvraceni a
prajmu, kdy mize velmi rychle dojit k dehydrataci (hlavo malych dti a starSich a osla-
benych osob), salmoneléz@kay komplikuje sepse a mohou se vyskytovat sekumdar

abscesy, u yersinidzy seige vyskytnout apendicitida a postizeni klay20].

M Salmoneloza (1

B Kampylobakterioza

O Shigeloza

0 Jiné bakterialni stievni infekce
M Bakterialni intoxikace

M Virove stievni infekce L]

Pocet piipadd
P
L
(=]
o
=

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Obr. 1: Graf vyskytu jednotlivych bakterialnich oneméurza rok 2000 — 2010 [21].

Bakterialnimi givodci gastroenteritid jsou ngstji rody Campylobactera Salmonella
daleYersinia enterocolitica enteropatogert. coli, vzacr Plesiomonaspp.,Aeromonas

spp. a necholerova vibria [20].
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2.1 Kampylobakteriozy

Onemocgni zpisobenéCampylobacterspp. je povaZzovano za jedno zdaegjSich ali-

mentarnich onemoeéni v rozvinutych zemich [4].

VétSina alimentarnich onemaini probiha ve forra sporadickych fipadi nebo rodinnych
vyskyti, pii kterych nejsou dostupné relevantni informace likegech (potvrzenych kul-
tivacn¢). Pouze maly podiléthto onemocEni je hlasen v epidemické souvislosti (do
10%), kdy byvaji k dispozici konkrétni informacevehikulech penosu nakazy a jen u
nékolika epidemii réné se vehikulum dia potvrdit i kultivatné. V roce 2009 ve studii za-
métené na bakteriologickou analyzu potravin byl slédovyskyt vybranych patogennich

agens v potravinach z trzni&sj22].

Pritomnost termotolerantnich kampylobakitdryla sledovana u syrového masarstvé a
mrazené zeleniny &erstvého ovoce. Celkem bylo vy&o 204 vzork potravin, u 30
(14,7%) vzork byl prokadzan pozitivni nalez. Jednalo se o 17 kirairibeZiho masa, 10
vzorka dribeZich drob, 2 vzorky vepovych jater a jeden vzorek kréilho masa. Na za-
kladé druhové identifikace byl n&pstji detekovanym zastupcem kampylobaktercen
druh C. coli (7,8%), daleC. jejuni (5,9%) a smsna kulturaC. jejuniaC. coli (1,0%). Ve
vzorcich zeleniny a ovoce nebyl&tpmnost bakterii rodCampylobactepotvrzena. Ta-
bulka 3 uvadi fehled vysSeenych vzork podle komodit [22].

Termofilni druhy roduCampylobactespp., zejmén&ampylobacter jejuna Campylobac-
ter coli jsou nefastji povazovany zapvodce akutnich bakterialnich gastrostroenteritid u
lidi. DalSimi druhy, které byly prokazany za lidgk#&togeny zfisobujici kampylobakterio-
zy, jsouC. upsaliensisC. hyointestinalisC. lari, C. fetusa C. sputorumnbiovar sputorum
Prevazna wtSina kympylobakterioz je vyvolara. jejuni meére castoC. coli, dalSi séroty-

py zpisobuji spiSe systémové infekee fetus [23,24].

V sowasné dob jsou Campylobactespp. izolovanyastji nez Salmonellaspp. u pacien-

ta s gastroenteritidou [3].

Kmapylobakteriéza jéazena mezi zoonozy, tedy onemérn které niZze byt gfenosné ze
zvitat naclovéka. Mezi zviaty je nefastjSi forma genosu fekalé — oralni cestou. Bakte-
rie vyskytujici se ve vykalech nakazenéhoretd a naslednym pozitim jinym tefem.
DalSim zmisobem je fjimani potravy nebo vody, které bylo kontaminovaryialy infi-

kovaného zvete. Kuata chovana ve velkochovech a&ama do maloobchodni &ijsou



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

chovana v klecich velmi blizko sebe, je zde vice 3& % pravépodobnost kontaminace a
stavd se primarnim zdrojem kampylobakteriozy u. lékoli prenasSén bakterii rodu

Campylobacteje mnoho, zahrnuijici ztdta jako je dobytek, psi, vairzijici ptaci, kidata a

krity, je infekce spojovanargdevsim s potravinami [25].

Tab. 3. Pehled vySaenych vzork a pozitivni ndlezy kampylobaktepodle komodit [22].

Pocet vzorka
Komaodita wvietienich poritivnich (%3]
: : celkem C. jejum C. coli C. jejuni + C. coli
Dimiben maso 36 17 g g 0
Dirdibedi drobs I2 10 i 5 2
Jatra vepiova 12 2 ) 2 0
Maso kralici 12 1 0 1 0
Mazo rvibi M 1 0 0 1]
Zelenina cersiva &0 1] ] 0 1]
Lelenina mrakena 36 0 0 0 1]
Choce 12 0 ] 0 1]
Celkem 04 (14N 12 (5.9) 16 (7,8) 2 (L0

Hlavnimi rizikovymi komoditami jsou dibez, nepasterizované mléko a neupravena voda.
Doslo také k onemoeéni spojenym s chovem domacichizatia genosem infikovanych
kojenal a ckti na rodée, ale faktem istava, Zze kampylobakterioza jeedevsim alimen-

tarni onemocni [25].

DalSim zmisobem penosu nize byt nevhodna manipulace s potravinami, kdgendojit

k sekundarni kontaminadCastou picinou onemoceni jsou viak izné cesty sekundarni
kontaminace hotovych potravin. NejragstjSi zpisob je sekundarni kontaminace jiz ho-
tovych tepeld oSetenych potravin poruSovanim hygienickych pravidelomacnostech

nebo véejném stravovani [26,3].

V lét¢ podléhaji potraviny v horkém pasi dive zkazegasto se podavaji v improvizova-
nych podminkéch, a proto v nich snadniwendojit k rychlému pomnoZzZeni bakterii. V&lét
je i hlavni sezona grilovani a nedostatetepelr® zpracované maso ihe byt zdrojem

bakterialniho pijmu, predevsim kampylobakteriézy a salmonel6zy [24].

Obrazek 2 uvadi vyskyE. jejuniHS6 dle sezénniho charakteru. Z grafuiigimeé, Ze vy-

skyt C. jejunisérotyp HS6 je nejvysSi odd&wa do z&, kdy je nejetSi nebezpd nakazy.
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Obr. 2: Sezoénni vyskyt jejuni sérotyp HS6 [26upraven(].

Konkrétni giznaky a symptomy u jednotliicse mohou liSipraveEpodobré kviili varia-
bilit¢ hostitele a infikujicich organisim Po inkubé&ni dok, ktera je zpravidla mezi 24 .
72 hodinami, se projevuji akutniggmova onemocéni. Mohou nasledovat nespecific
syndromy jako je hotéa, zimnice, svalovéikée a bolsti hlavy. Krece kricha a horéka
¢asto dopreazi phjem. Pacienti ma vodnaté pijmy, které jsou velmiasté a mze se
vyskytovat i krev ve stolic [27].

Onemockgni trva zpravidla -5 dni, v €ZSich gipadech az 1@ni. U WtSiny pacieni dojde
ke spontannimu uzdraveni bez nutnosti podavani atikibidsi u 1( % pacieni vSak bo-
lesti kiicha a mirné enteritidyiptrvavaji i rekolik tydni. Pacienti mohou vykovai C.
jejuni asi 1 az 2 tydny mnozstvi 18az 18 v 1 gramu stolice [4].

Stejre jako u statnich patogeéninfekéni davka bude zaviset fadé faktoni veetre vi-
rulence kmene, vehika) citlivosti jedince a jak ¥l patogen fjat. Mlade: (15 — 24 let) a
malé dti (1 — 4 roky) jsou povazovani za zvladtitlivé. V chlapecké Skole v Aglii pfi
byl zjisten jako daivod onemoceéni kontaminace vodv nddrzi pt&im trusem, kdy byli
infekéni davka odhadnuta na 500 ksl [11]. Studie, kddoylo podavano mléko se stejny
poétem burtk, zaznamena onemocgini u vSech dobrovolnik[11]. Motilita, chemotaxe a
spiralovita morfologie buék jsou dilezitymi faktory virulenceCampylobacte, umoziujici

buikam proniknouvisk6znim hlenem, ktery pokryva epitelialni povstieva [11].

2.2 Komplikace p¥#i onemocreni

Komplikace po pro&lané infekciC. jejuni nebyvaji @ilis casté. Mohou se vyskytno
Guillain-Barré syndrom, reaktivni artritida a dalSi komptika Kampylobaktery mohc
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zpasobit zawt slepého seva nebo infikuji utité ¢asti €la, Wetné biiSni dutiny, srdce,
centralniho nervového systému,&liku, maovych cest nebo krevniho & [4,28].

Nejcastji se objevuje reaktivni artritida, ktera postihgiedevsim klouby a je diagnosti-
kovana pedevsim u mladych lidi. Symptomy zahrnuji &akloubi, oci nebo reproduk
nich a mgovych orgaid. Friznaky se objevuji 18 dni po infekci [4,28].

DalSi komplikaci byva Guillain-Barré syndrom (GB&)ery byl ve spojitosti s kampylo-
bakteriézou poprvé popsan v roce 1982ktdré studie v gimyslow vyspilych zemich
prokazaly, Ze fedchidce GBS byly kampylobakteriézy u 20 — 50 % pacid@®]. Jedna
se o akutni paralytické onemaon, které méa autoimunni etiologii. fiPnaky se objevi
nekolik tydni po pfijmovém onemoaini. Pacienti obvykle popisuji vzestupnou slabost a
smyslové poruchy, které se vipe&hu rekolika dni vyvijeji; v ptibéhu akutni faze ifbliz-

n¢ jedna tetina pacient vyZzaduje podporu plicni ventilace. Tento stavijecpodny, avSak
pro 3-10 % paciefitm@ fatalni nasledky [29]. Vyskyt GBSipada piblizné na 1 z 1000
hlaSenych fipadi onemocgini kampylobakteri6z. Proffklad na Novém Zélandu za ob-
dobi 1988 — 2010 bylo hospitalizovano 2056 padienGBS, piimérné za rokcinilo 2,32
onemockni na 100 000 obyvatel [29]. Ne vSechny kmé&hyjejuni jsou Zejmé schopny
vyvolat Guillain-Barré syndrom, velmiasto se jednalo o serotyp 19, ktery je pow
¢asty v populactC. jejuni Variantou GBS je Miller-Fisher syndrom, ktery mpédobnou
etiologii a je charakterizovan descendentni pamly2,28,29].
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3 VYSKYT KAMPYLOBAKTERIOZVY CRAVE SVETE

V poslednich #kolika letech dochazi ke zim¢ spektra patogeén Diive velmicasté sal-
moneldzy a kojenecké infekce vyvolané enteropatoigeinkmenyEscherichia coliustu-
puji do pozadi, vyraznubylo i bacilarnich dyzenterii a &@aaji dominovat kampylobakte-
ribzy a virové pijmy. Je tomu takizjme proto, Ze na jedné strage zvysila konzumace
kurat a zlepsSila se diagnostika kampylobaktea druhé stranhygienicka opaeni Evrop-
ské unie ve stravovacich provozech abérarnach vedla k dramatickému snizenitypo
salmonel6z [30,21]. Srovnani vyskytu vybranyctewtich infekci vVCR znéazorgno na
obrazku 3 takeé jednozé vypliva dominance kampylobakteriéz v poslednicadb.

Podrobny vyskyt kampylobakteriozGeské republice podle databaze Statniho zdravotniho
ustavu EPIDAT v letech 2003 az 2012 uvadi tabulka 4
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Obr. 3: Graf - vyskyt vybranych infekciGR v Ginoru 2013 a porovnani se stejnym

mésicem v letech 2004-20121, upraveno].

Kazdy rok jsou alimentarni patogeny nésledkeibliggné 76 milioni onemocsni ve Spo-
duje se na 2,5 milianptipadi ve Spojenych statech a 54 tisi¢padih ve Spojeném kra-

lovstvi rainé [32].
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Tab. 4. Vyskyt kampylobakterioz&R v letech 2003 — 2012 [33,34; upraveno].
Rok 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Chorobnost 196,7 249,8 295,8 221,2 2350 193,4 194,2 201,2 180,0 175,3
na 100 tis.

obyvatel

Potet pri- 20063 25492 30268 22713 24254 20175 20371 21164 18811 18412
padi

Za rok 2004 byl vyskyt kampylobakterioz 12 8pgadi na 100 000 osob. Az v 95 %

ARV

Z prizkumu ve Velké Britanii byC. jejuniidentifikovan v 91,9 % fipadi aC. coliv 7,9

%. Udaje infekci hlaSené v Anglii a Walesu od rdia90 do roku 2007 byly néasledujici.
Vyskyt infekci vyvrcholil v roce 2000 na 58 236igadi, rychly pokles byl zaznamenan
v letech 2000 a 2004 z 57 674 na 44 28ipaxh, snizeni o 24 %. V roce 2007 se vyskyt
zvysil na celkem 51 758padi [32,35].

V EU je kampylobakterioza n&gstji hlaSenym onemoamim scéetnosti vyskytu 44,4
potvrzenych fipadi na 100 000 obyvatel v roce 2010 a odhaduje sexigtuje 9 miliori
piipadi rocn¢ [36]. Podle uddj z tabulky 5 byla tatéetnost v obdobi let 2000 — 2005 vys-
Si, a to 51,6 fypadi na 100 000 osob. Z toho Ize usoudit, Ze hygienagateni EU z po-
slednich let jsou v tomto ohledu efektivni a doé¢hd&zsnizovani vyskytu kampylobakteri-
0z.

Nejcastji jsou spojovany s vyskytem onemean 3 druhyCampylobactem toC. jejuni,

C. coliaC. lari. Z 246 055 gipadi potvrzenych v letech 2008 a 2010 I&/jejuni potvr-
zen u 230 108, coéini 93 %,C. coliu 14 615 (6 %) &. coliu 1332 (0,5 %) fpad

z celkového pétu [36].
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Tab. 5. Kampylobakteriézy ve &¢ v obdobi 2000 — 2005 [37, 38; upraveno].

Zemé Pocet  hlas. prip. za rok Nemocnost na

2000 2001 2002 2003 2004 2005 00000 o0byvatel

Belgie 6682 7357 7354 6556 6716 6879 65,8
Dansko 4386 4620 4385 3537 3724 3677 68,0
Estonsko - 113 114 98 124 124 9,2
Finsko 3327 3969 3738 3190 3583 4002 76,4
Francie 378 203 1353 1997 2127 2049 3,3
Irsko 1613 128 1336 1568 1711 1803 43,7
Némecko 30876 54410 56350 47876 55745 62114 75,3
Nizozemi 3474 3682 3421 2805 3273 3761 46,2
Polsko - - - - 24 47 0,1
Rakousko 3458 3919 4446 3926 5365 5065 61,7
Slovensko - 1353 1267 1195 1691 2204 40,9
Spardélsko 6113 6149 5051 6048 5958 5513 12,8
Svédsko 7646 7845 7137 7149 6167 6811 66,2
V. BritAnie 63 371 62052 54372 52126 50388 52686 88,5
Norsko 2326 2889 2192 2270 2275 2631 57,1
EU celkem 131527 157631 150332 139581 183480 197363 51,6

3.1 Vyskyt kampylobakteriéz u dribeze vCR

Sledovani zoondz aipodal zoondz se provadi na zakéamletodického navodu SVER,
ktery stanovuje pravidla pro pravidelné mikrobiatdg vySeteni pivodai zoondz, prova-
déné statnim veterinarnim dozorem v podnicich podgtdasky¢. 356/2004 Sb., o sledo-

vani (monitoringu) zoon6z aipodai zoondz. Za rok 2012 bylo v ramci monitoringu zo-
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ono6z odebrano a vygeno celkem 11 862 vzaikv roce 2011 13 825 vzaikv roce 2010
13 612 vzork a v roce 2009 12 241 vzdark39].

Vzorky na ptfikaz salmonel a kampylobaktese odebiraji na denych porazkach vzdy 1 x
meésicné, vzorky na plikaz shigatoxinogennk. coli se odebiraji ¥ervnu, cervenci a

srpnu.

Na piikaz Campylobactespp. se odebira 10 slepyckestkuecich brojled, ktera tvai 1
smesny vzorek. Z hlediska druhového zastoupeni doreimlpuhodob u diibeze WCR
jednoznéné druhC. jejuni V 9 % pozitivnich pipadi jsou zji§ovany sodasre C. jejunia
C. coli[39].

Tab. 6. Zhodnoceni vyskytDampylobactespp. v potravinach ziwisného ivodu od
roku 2007 do roku 2012 [39].

Rok Pocet vySefenych  Poket pozitiv- % C. C. C.jgunia
vzorki nich nalez pozitivnich jeiuni  coli C. cali

2012 125 75 60 % 53 18 4
2011 145 92 63,4 % 58 26 8
2010 134 97 72,4 % 63 19 15
2009 32 25 78,1 % 20 5 0
2008 422 258 61,1 % 199 41 18
2007 246 111 45,1 % - - -

V roce 2009 proéhla také studie ke sledovafiampylobacterspp. aSalmonellaspp.
v mase brojlet v trzni sitiCR. Od tnora do konce listopadu 2009 bylo odebréngsat-
feno celkem 120 vzotkchlazené a 120 mraZzendibleZe. Vzorky byly odebirany v trzni
siti supermarkét8 nejwtSich ngst [39].

Z vysledki je Zejmé, Ze mrazeni ma vliv na devitalizaci kampyldbsk protoZze u vzor-
ki odebranych za stejnych podminek byla kontaminaoeplylobaktery u mrazenétdire-
Ze polovtni ve srovnani s dbezi chlazenou.iBvazovalC jejuni, vyskytly se také iipa-
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dy dudlni kontaminac€. jejunia C. coli. Vysledky Seteni jsou znazogmy v tabulce 7
[39].

Tab. 7. Vyhodnoceni vysledisledovanCampylobactespp. v mase brojlérv trzni siti
CR v roce 2009 [39].

Druh Celkem vy- Pozitivni nalez C. C. C.jguni Prevalence
vzorku Setreno Campylobacter spp. jguni  coli aC. coli
vzorka
Chlazena 120 90 64 15 11 75 %
dribez
MraZzena 120 44 30 9 5 36,7 %
dribez

V roce 2008 byl monitoring upraven a rae$i. K vySeteni se odebirala slepé&esta a cela

téla brojlert ve stdi cca 35 az 40 dnna schvalenych jatkach v ramci c€lR [39].

Pro pokryti sezonniho vyskytu byly vzorky na jatk&mdebirany vzdy jedenkratésicné

po cely kalendéni rok. Z jedné jatné partie (jedna farma) bylo odebrano vzdy 10 vizork
slepych gtev a jedno celé jate¢ opracovanécto brojlera, vzdy od nahodnvybranych
ptaki v ramci této partie. Ze vzoikkiuze se provato jak kvalitativni tak i kvantitativni
vySeteni na termotolerantni kampylobaktery, Zzewstse provagl pouze piikaz. Vysledky

jsou uvedeny v tabulce 8 agsiéi 0 kiizové kontaminaci povrchu brojfena jatkach [39].

Tab. 8. Vysledky vyskyt@€€ampylobactespp. v roce 2008 u jates opracovanychet

brojlena [39].
Druh Celkem vy- Pozitivni nalez  Prevalence C. C. C.jg-
vzorku Setreno Campylobacter jguni - coli  uni aC.
brojler b vzorku spp. coli
Kuze 422 295 69,9 % 226 44 25

Slepa sieva 422 258 61,1 % 199 41 18
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4 METODY DIAGNOSTIKY

Kampylobaktery jsou chemoorganotrofni mikroorganjiskteré nejsou schopny fermen-
tovat ani oxidovat sacharidy. Energii ziskavaji etatolismu aminokyselin a z metabolis-
mu intermediél trikarboxylovych kyselin. Nehydrolyzuji tyrosinakein, Skrob, ani Zelati-
nu. Test na produkci acetoinu a test na meédryl jsou negativni. Redukuji dusiany,
avSak nikoliv dusitanyC. jejuni a rekteré kmenyC. curvusjsou schopny hydrolyzovat
hippurat. Tohoto testu se v diagnostice pouzivéfdeehciaci klinicky nejvyznamijSich
druhi C. jejuni aC. coli. Zadny druh nevytué pigmenty. Obsah guaninu a cytosinu v mo-
lekule DNA se pohybuje v rozmezi od 29 do 47 mol.Q4yjimkouC. gracilit a rekte-

rych kmer C. concisusaC. showaevykazuji oxidazovou aktivitu [40].

Jsou oxidaza pozitivni s negativni reakci na in#olermotolerantnim kampylobaktan

(schopnostirstu @i 42 °C) pati C. jejuni C. coli, C. upsaliensifa C. lari [41].

Minimalni teplota éstu kampylobaktér je 32 °C, maximalni 45 °C, optimalni teplota
rastu je 42 °C. Hrakni hodnota aktivity vody pro mnozZeni kampylobaktgr od 0,98.
Rozmezi hodnot pHipkterych se mohou pomnoZzovat je 4,9 — 9,0 s optinp@ neutral-
nim pH, koncentrace soli nad 1,5 #spbi baktericid& Optimalni slozeni atmosféry pro
rast kampylobaktdrje 5 % Q + 10 % CQ + 85 % N [41].

Kampylobaktery se mnozi mnohem pomaleji nez ostdltevni baktérie a proto je nutné
kultivacni média doplnit antibiotickymi suplementy, kter&di rist kontaminujici mik-
roflory. Suspektni kolonie jsou konfirmovany bioatieky (kataldza, oxidaza, produkce
H.,S), dale podle schopnosfistu @i 25 °C a za aerobnich podminek #2 °C. Druhové
zarazeni je provatho podle rezistence izotak cephalotinu a ke kyselimalidixové, po-
cet rezistentnich kménvSak v poslednich letech stoupl natolik, Ze tdemgveni ztraci
diagnosticky vyznam. OdliSeni epidemiologicky nejrgmjSiho druhuC. jejunise pro-
vadi na zaklagihydrolyzy hippuratu [41].

PodleCSN I1SO 10272-1 jsoCampylobacteispp. mikroorganismy, které po inkubaci v
mikroaerobni atmosfé @i teplot 41,5 °C, ale nikoli p teplo® 25 °C, vytvdeji na tuhych
selektivnich pdach charakteristické kolonie a vykazuji charaktakou pohyblivost a
popsané biochemické astové vlastnosti [42].
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4.1 Metoda prikazu termotolerantnich druhi rodu Campylobacter

Prikaz v potravinach zahrnuje 3 po sojolouci stupn: jednotlivé pomnoZzeni v tekuté

selektivni @de, izolaci a konfirmaci [41].

4.1.1 PomnoZzeni v selektivni tekuté fadé

PomnoZovaci jdy, jak jiz sam nazev napovida, jsodemy pro pomnozeni afpadnou
resuscitaci malych mnozstvi hiknnebo busk né¢jakym zpisobem poSkozenych. Pro kul-
tivaci Campylobactespp. ma vyznam pouzivani pomnozovacich mé&éilgvsim fi izo-
laci z potravin nebo vody, protoZe &chto substratechéekdvame spiSe mensi mnozstvi
bunék Campylobactespp. a vysoky pget ostatni mikroflory [4].

ZkuSebni vzorek se inokuluje do tekuté pomnozopady a v ni se homogenizuje. Inku-
buje se v mikroaerobni atmoféai 37 °C po dobu 4 h az 6 h a poté 41,5 °C po dobu
44 h + 4 h [42]. Nejastji pouzivanou pomnoZovaciigou je bujon podle Boltona.

4.1.2 Vyockovani na tuhé selektivni mdy a vybér pro konfirmaci

Ziskana kultura ze selektivniho pomnozeni se ingkuta d¥¢ tuhé mdy:

- na modifikovany dezoxycholatovy agar a aktivniminhh cefoperazonem (mCCD

agar)

- na jakoukoli dalsi tuhou selektivniigu zaloZenou na jiném principu nez mCCD

agar (agar podle Karmaliho nebo agar podle Presfd@ail].

Obe pudy se inkubuiji i 41,5°C v mikroearobni atmos&a po inkubaci 44 h + 4h se zjis-
tuje pritomnost kolonii, které jsou podle svych zaauspektni jako kolonieffslusniki

roduCampylobactef42].

Typické kolonie na agaru mCCD jsou naSedbsto s kovovym leskem, ploché a hladké
s tendenci se roistat. Na povrchu fiedsusenych agarovych ploten se kolonie trstaji
mére. Mohou se vyskytovat roe jiné formy kolonii [42].
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Obr. 4: Ukazka ristu koloniiCampylobacter na mCCD agaf43].

4.1.3 Konfirmace

Kolonie suspektni jako kolonigiglusniki roduCampylobactese subkultivuji na neselek-
tivni krevni agar Columbia a poté se konfirmuji lgochikrobiologického obrazu a vhod-
nych biochemickych aistovych test. Volitelna je identifikace drunCampylobactespe-
cifickymi biochemickymi testy a testy citlivostidntibiotikim [42].

Pro konfirmaci se vybere z kazdé plotny obou izoleh pid nejmés jedna kolonie typic-
ka nebo suspektni jako kolonigiglusniki rodu Campylobactem dalSictyti kolonie, po-

kud konfirmace prvni kolonie poskytne negativnilegek [42].

Kazda z vybranych kolonii se samostatnokuluje na plotnu krevniho agaru Columbia
tak, aby se umoznil vyvoj déb izolovanych kolonii. Plotny se inkubuji v mikroaleni
atmosfée pi teplot 41,5 °C po dobu 24 h az 48 @isté kultury se pouziji k testovani
morfologie, pohyblivosti, itstu v mikroaerobni atmost @i 25 °C, aerobnihoustu (i
41,5 °C a k pikazu oxidazy [42].

Pritomnost Campylobacter spp. se konstatuje, pokespal jedna z testovanych kolonii

vykazuje uvedené znaky. Znaky uvadi tabulka 9.
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Tab. 9. ZnakyCampylobactespp. [42].

morfologie drobné zahnuté ty¢inky
pohyblivost charakteristicka
rast v mikroarobni atmosié @i 25 °C -

rast za aerobnich podminek g1,5 °C -

oxidaza +

4.2 DalSi metody prikazu kampylobakteri

Ve vzorcich potravin mohou byt kampylobaktery v émalmnoZzstvi a jsou paimé citlivé

na vrgjsi faktory jako je atmosféricky kyslik, nizké ptsuseni a teplotu. dihné metody
pro piikaz €chto bakterii v potravindch jsouilézitym faktorem pro ochranu kejného
zdravi, ale detekc€ampylobacterstandardnimi metodami je problematicka. DalSim pro
blémem je, Ze seime paet Zivotaschopnych bk rychle a podstatnsnizit kthem skla-
dovani nebo fepravy vzork potravin do zkuSebni labora& Pouzitim metod detekce
jako je polymerazovdetézova reakce (PCR) iie gispét k prekonani vySe uvedenych
problémi [44].

~

Existuje celarada test pro potvrzeniCampylobactempodle rodu a druhu. Ratmezi r&
biochemicke, genetické, imunochemické, chemotaxackamprofilovani mastnych kyse-
lin, metody gelové elektroforézy aéheni molekulové hmotnosti druhdwspecifickych
proteinovych biomark@érhmotnostni spektrometrii MALDI-TOF. [45,40].

Imunologické metody iedstavuji alternativni techniky detekce kympyloleakt riznych
typech vzork. Jsou zaloZzeny na interakci antigenu se specifigkotilatkou. Aglutinani
reakce se stala zakladergkaolika komeen¢ dostupnych teét VSechny vyuZzivaji latexo-
vych ¢astic s imobilizovanymi imunoglobuliny, které bybyipraveny proti: 1) antigehm
raiznych druli rodu Campylobactertj. C. jejuni C. coli, C lari a C. fetussubsp.fetus
(Campyslide, BBL Crystal Microbiology System); 2jiznym sérotypm C. jejuni
(Microscreen, Mercia Diagnostics); 3) flagelarnimtigenuC. jejuni (Meritec-Campy,

Meridian Diagnostics) [40].
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NejznangjSi a nejvyuziva&jSi molekularg biologickou metodou je v séasnosti polyme-
razovarettzova reakce neboli PCR (z anglickéolymeraseChain Reactiorf). Slouzi

ke zmnozZeni neboli amplifikaci specifickych U8eRNA a vyuziva proces denaturace,
hybridizace a syntézy (replikace) DNA. V sasné dob Siroce vyuzivana jak pro detekci
kampylobakterii viiznych typech vzork tak pro dalSi charakterizaci izolovaného mikro-
organismu. Je-li poZzadovana detekce pouze na Urodni vyuZivaji se vysoce konzerva-
tivni Useky 16S rRNA, vifjpadt poZzadavku na rozpoznani jednotlivych drge vyuzivaji
druhow specifické geny. Nap pro detekciC. jejuni byly pouzity useky genthipO pro
hippurikasu nebanapApro membranovy protein A [46,40].

Biotypizatnich schémat pro identifika€ampylobactesspp. je gkolik, ale vSechny pou-
Zivaji kombinaci #kolika biochemickych teét NejpouzivagjSi schéma je podle Liora,
které sleduje 3 zakladni reakce (hippurat, prodskovodiku a hydrolyzu DNA). Uvede-
né Liorovo schémadli termofilni Campylobactespp. do 8 skupirCtyti biotypy predsta-

vuje C. jejunia po dvou biotypech je ro&én C. coliaC. lari. Biotypizace se spiSe vyuzi-

va jako dophkovy test spolu s dalSimi metodami [4].

Tab. 10. Biotypiz&ni schéma pro termofilf@ampylobactespp.[4].
Mikroorganismus Biotyp Hydrolyza hipuratu  Produkce H,S Hydrolyza DNA

C. jejuni | + - ;
Il + - +
I + + -
\Y; + + +
C. coli | - - -
Il - - +
C. lari I - + -
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5 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE S DETEKCI
V REALNEM CASE — REAL-TIME PCR

5.1 Polymerazovéaretézova reakce (PCR)

Polymerazovéetézova reakcepolymerase chain reactioiPCR) je elegantni a jednodu-
cha metoda, kterd umidje amplifikovatin vitro poZzadovany specificky usek DNA prak-
ticky v neomezeném mnozstviiigemz mnozstvi fwodniho vzorku DNA mZe byt ex-
trémré malé (teoreticky ho f¥e gedstavovat jedind molekula). Navic diky tomu, Ze-sy
tetizovana DNA obsahuje prakticky vyhra&dsledovanou sekvenci, neni ji zpravidla nutno

dale typizovat [47].

5.2 Real-Time PCR

Real-Time PCR umditije zjistit syntézu cilového produktéhem kazdého jednotlivého
kroku. Real-Time PCR sami@mé vyZaduje specialni cykler, ktery dokaze&titnmnoz-
stvi fluorescence pochazejicida barviva (Ethidiumbromid, SYBR Green |) anebo-zna
¢enych sond navazanych na fragmenty DNA, které \@gnihem amplifik&nich cykf.
Vysledek se jevi ve forméaturilkky, ktera v gipad amplifikace pozvolna stoupa az do
momentu exponencialni faze, ktera nastupuje kolem15 cyklu PCR adasnost jejiho
nastupu je zavisla od mnozstvi cilové DNA v analgem vzorku. Pravto umouje
kvantifikaci srovnanim sikvkami vzorki se znamou koncentraci templatové DNA a se-
stavenim kalibréni kiivky pomoci softvéru je mozné velmigsré urcit mnozstvi DNA
(nebo pipadre RNA), ktera vstoupila do reakce (tedy mnozstwiquiniho templatu), iies-
toZe setasto jednd i jen oghkolik molekul [47].

Presna kvantifikace amplik@gnje mozna pomoci sondy ozmmé fluoresceimim barvi-
vem. Tato sonda musi byt sestavena tak, aby hybridla s vySébvanou DNA za stej-
nych podminek jako primery. Po denaturaci se soadazana k templatové DNA v mist
které lezi mezi sekvencemi, k nimz nasedaji obdigondrné orientované primery. Ter-
mostabilni DNA-polymeraza, kter&ipojuje ke kazdému primeru dalsi nukleotidy, narazi
pii syntéze komplementarniho vlakna na navazanouusontéto fazi enzym projevi exo-
nukleazovou aktivitu. Znamend to, Ze pakia v syntéze nového komplementarniho
vlakna, gicemz sondu postupgnodbourava a na jeji mistofazuje nukleotidy z regki
smesi (stejného principu se také vyuzivid pick-transl&nim z&azeni sond). i? odboura-

vani se jednotlivé nukleotidy t¥ici pivodnitettzec sondy do roztoku. ddteré z &échto
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nukleotidi jsou ozn&eny specifickym fluorescénim barvivem, které vSak nefluoreskuje,
pokud je navazano na sondu. Jakmile se ovSem udolndztoku, schopnost fluorescence
se obnovi. V pib¢hu PCR tak pokrauje uvohovani gimo unerny mnozstvi amplikoin,

které i reakci vznikaji [46].

VySe popsany postup je zjednoduSenou ukazkou jedndoha modifikaci kvantitativni
PCR v redlnéntase. V tomto fipadt obsahuje pouzita sonda krétuorescefiniho bar-
viva kovalent® navazany zhagdj. molekulu, v jejiz pitomnosti k fluorescenci nedocha-
zi. Uvolrénim nukleotidu s navazanym barviventi(gpxonukleazoveé reakci) se vSak kon-
takt fluorescetniho barviva se zha&m geruSi a fi oz&eni UV s¥tlem dojde k indukci
fluorescence [46].

Kromé¢ uvedeného postupu se pouZzivaji i jiné technikgré&inaopak vyuzivaji specific-
kych barviv (nap. Ethidiumbromid, SYBR Green |), jez fluoreskujiyz® i vazke na
dvouetzcovou dsDNA, zatimco vifiomnosti jedntettzcové (denaturované) ssDNA
k fluorescenci nedochazi. N&t amplikori tvoirenych dsDNA se tak (stgjnjako

v predchozim fipadt) projevi zvySenim fluoresceéni intenzity reakni snesi [46].

Pro kvantitativni PCR v redlnéfase se pouZzivaji specialni termocyklery (tzwteiné
termocyklery), v jejichZ nitru je vzorek ozavan excitanim UV z&enim, které indukuje
fluorescenci fislusného barviva. Po kazdéem cyklu&irintenzitu fluorescence specialni
detektor, jenz fevadi vysledky do pitace. Specializovany program pak zaznamenava
pribézrné neboli v redlnéméase koncentraci fluoresaamiho barviva, které odpovida
mnoZstvi vzniklého amplikon@asto Ize relevantni vysledky adst dive, neZ prothnou

vSechny naprogramované cykly [46].

Popsana technika vyrazarychluje vysdaeni, ktera by jinak vyZzadovala zdlouhavou elek-
troforézu a naslednou detekci amplikonu na gelutettia je gedevsim v fipadech, kde
pottebujeme znat ipsné mnozstvi vstupni templatové DNA (tedy Useknz jhodlame
amplifikovat) [46].

Tuto metodu Ize vyuZit k detekci enteropatogenmigkroorganisni (E. coli O157:H7,
Listeria, Staphylococcus aureuSalmonella atd.) v potravinach a napojich (fiapowzi
maso, kileci maso, mléko, napoje sycené oxidemcithiin, aj.), i kdyz neni &n¢ vyuzi-
vana vzhledem k vysoké nékladovosti. Kiodetekce patogéne metoda Real-Time PCR
pouzita k detekci rezistencédr antibiotikam a toxinovych geinu mikrobiélnich patogen
[48].
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. PRAKTICKA CAST
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6 CiL DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo detekov@ampylobactespp. na povrchuike jat€éné opra-
covanych &l brojlerovych kudat chovanych na farmach v ramci ekologického &&stvi

a chovu na podestylce. lRaz kampylobaktér byl proveden pomoci metody Real-Time
PCR.
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7 MATERIAL A METODIKA

7.1 Puvod vzorku

Cela chlazena kata byla zakoupena na farmach, které jsouctamy na chov selské wr
beze a brojler tzv. ,prodej ze dvora“ a chov ibeze z ekologického zewklstvi, dale ve
velkoobchodu MAKRO Olomouc, ktera také pochazi alegického zerddélstvi.

Selska dibeZ a brojl& na farn® Klokoci jsou chovand tradiim zpisobem a porazena
v mist€ vykrmu, nejsou fevazena na jatka nebo zpracovatelskych zieog eliminovan
piedporazkovy stres. ,Prodej ze dvora“ je oficialnzakonem stanovené ozeai pro
piimé dodavani malych mnoZstvi masa a &Bmych produki, prodej ve svém hospaoda
stvi grimo spotebiteli, anebo v trznici nebo na trZisti nejblizsicjeho hospodéatvi. Vete-
rindrni poZadavky stanovuje vyhldska289/2007 Sb. O veterinarnich a hygienickych po-
Zadavcich na zivasné produkty, které nejsou upravenynpo pouzitelnymi pedpisy ES
[49].

Bioprodukt je surovina rostlinného nebo Zi&mého fivodu nebo hospodgke zvie zis-
kané v ekologickém zefdélstvi. DribeZ z ekologického zeftklstvi je chovana na zakla-
dé prirozeného chovani a v souladui§@dou, cilem je vytviget dobré Zivotni podminky
zvirat a to v souladu se zakonem 242/2000 Sb. O ekbiégi zemidélstvi a N&izeni rady
(ES)¢. 853/2007 o ekologické produkci a ozoeani ekologickych produit Osoba, ktera
uvadi na trh vyrobky oztané jako ,bio"“ musi byt evidovana a registrovandlpaédkona
242/2000 Sb. [50].

Byla odebrana cela jate¢ opracovanaéta. K analyze byla pouzitarklla, ktera byla ste-

riln¢ odebrana do mikroténovychéé a odvezena do laboréd&o

Tabulka 11 uvaditjvod odebranych vzotk
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Cislo vzorku
1

2

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

20

Tab. 11. Rvod odebranych vzotkl-20.

Piavod odebraného vzorku

Farma Klok@ai, Lipnik nad Bévou — prodej ze dvora

Farma Klok@i, Lipnik nad Bévou — prodej ze dvora

Farma Klok@i, Lipnik nad Bévou — prodej ze dvora

Farma Klok@i, Lipnik nad Bévou — prodej ze dvora

Farma Klok@i, Lipnik nad Bévou — prodej ze dvora

Farma Klokd@i, Lipnik nad Bévou — prodej ze dvora

Farma Miroslav Strachota, Stity — ekologické zetstvi
Farma Klokd@i, Lipnik nad Bévou — prodej ze dvora

Farma Klok@ai, Lipnik nad Bévou — prodej ze dvora

Farma Miroslav Strachota, Stity — ekologické zetstvi
Farma Klokg@i, Lipnik nad Bévou — prodej ze dvora

Farma Miroslav Strachota, Stity — ekologické zetstvi
Farma Miroslav Strachota, Stity — ekologické ze#stvi
MAKRO Olomouc — prodejce kat z ekologického ze#délstvi
MAKRO Olomouc — prodejce kat z ekologického zegnélstvi
MAKRO Olomouc — prodejce kat z ekologického ze#délstvi
MAKRO Olomouc — prodejce kat z ekologického zegnélstvi
Farma Klokdi, Lipnik nad Bévou — prodej ze dvora

Farma Miroslav Strachota, Stity — ekologické ze#stvi

Farma Miroslav Strachota, Stity — ekologické zetstvi
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7.2 Pouzité pristroje, zarizeni a chemikalie

Automatické mikropipety NICHIPET EX, Japonsko

Spicky raznych velikosti

Laboratorni sklo — od#mny valec, zkumavky, pipety 10 mi
Eppendorfové zkumavky

Termoblok BIO TDB-100 Dry Block Heating Thermosgibsan Ltd., Litva
Ultracentrifuga laboratorni chlazena MR 23i, TRIGBNUS, spol. s r.0., Praha
Centrifuga MiniSpin plus, Eppendorf AG ghdecko

Chladntka kombinovana CSA 31020 BEKO, BEKO s.r.0., Praha
Digitalni vaha KB800 Kern&Sohn GmbH,¢khecko

Termocykler CFX 96 Real-Time Systém BIO RAD, USA
Stomacher 001 — Seward

Bio Vortex V1 dotykovy, BioTech Praha

UV-transluminator SYNGENE/INGENIUS LHR, UK

Zdroj nagti MP3 — 300N — MAJOR SCIENCE, Taiwan
Elektroforéza horizontalni model 4, OWL Separatgystem Inc., USA
PCR Tube Strips, Flat Cap Strips, Bio-Rétha

Agar6za SeaKem LE Agarose, Lonza, USA

High Pure PCR Template Preparation Kit, Rochemiicko
Ethidiumbromid 10 mg / ml, SERVA Electrophoresis B# Némecko
TAE pufr (Tris, kyselina octova, EDTA)

Isopropanol, Lachem&,R

Fyziologicky roztok

IQ ™ SYBR Green supermix, BioRad, USA

PCR vkladaci pufr, Top - Bio s.r.o0., Praha

MgCl,, Top — Bio s.r.o., Praha
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dNTP mix (mix dATP, dCTP, dGTP, dTTP), Top — Biaa., Praha
TagDNA polymeraza, Top — Bio s.r.o., Praha

Primery, Integrated DNA Technologies IDT (sloZeizi Vab. 16)
DNA molekulovy standard (100bp), New England Biglab

sterilni RO voda, Milipore
7.3 lzolace DNA

7.3.1 Priprava vzorka kuiat

Z kazdého vzorku bylo sterdmavazeno 10 gtiZe do ozn&ného polyetylenového dau

a pidano 100 ml fyziologického roztoku.ie byla oddlena pomoci sterilnichtzek a
pinzet, sterilni odér byl zajiSen pomoci plamene plynového kahanuceékai s obsahem
byl homogenizovan ve Stomacheru po dobu 1-2 mPoithomogenizaci bylo odebrano 10

ml do gredem ozné&enych zkumavek.

7.3.2 Izolace DNA pomoci kitu

Izolace DNA ze vzorku byla provedena pomoci kameizolatni sady High Pure PCR
Template Preparation Kit firmy Roche. Uniiofe rychlou a tinnou izolaci DNA

z nejitizréjSich vzorki materialu (nap krev, buiky v kulture, tkarg).
Pracovni postup:

Ze zkumavek po 5 minutach bylo odebrano 200 plkzdke kterému byloidano 200 ul

lyza¢niho pufru (Tissue-Lysis Buffer) a 40 ul Protein&zySnes bylaradre protrepana na
Vortexu a nasledhvytemperovana po dobu 10 minui peplog€ 70 °C v termostatu. Po
temperaci bylo idano 100 pul isopropanolu a nasléaentrifugovano po dobu 5 minutip

4000 otéek za minutu a teplet22 °C.

Lyzatni smés byla glenesena na kolonky se specialnim filtrem sp@lese skrnymi zku-
mavkami a bylo dano 200 pl vazného pufru (Binding Buffer) a céngovano 1 minutu
pii 8000 oté&ké&ch za minutuip5 °C.

Filtrat byl odstrasin a kolonky umistény do skrnych zkumavek, poté bylofipgano 500
ul specialniho pufru na odstiam inhibitora (Inhibitor removal Buffer) a provedena cent-

rifugace pi 8000 ot&kach za minutu po dobu 1 minutii p °C.
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Filtrat byl opst odstragn a kolonky umistény do skirnych zkumavek a bylo napipetovano
500 ul promyvaciho pufru (Washing Buffer) a cenigidvano g 8000 ot&kach za minutu
po dobu 1 minuty i 5°C. Filtrat byl odstragn a ogt bylo pridano 500 pl promyvaciho
pufru (Washing Buffer) a centrifugovana 000 ot./min. a teplét5 °C po dobu 1 min.

Po odstraéni filtratu a umisténi kolonky do eppendorfky bylotfiddno 200 pl eléniho
pufru (Elution Buffer), ktery byl vytemperovarrip7/O °C a provedena centrifugacé p
8000 ot./min. p 22 °C.

7.4 PCR Amplifikace

7.4.1 Pr¥iprava reakéni smeési

Ve stojanu byly s@zeny vSechny komponenty pro PCR reakci. Do eppém@ zku-
mavky bylo napipetovano mnozstvi jednotlivych PGCétniponent podle tabulky 12. Po
smichéani byla sgs pipravena.

Pripravena srés byla gidana v objemu 45 pl dorgdem pipravenych tenkoshnych mik-
rozkumavek o objemu 0,2 ml, ve které bylo jiz napgwano 5 pl izolované DNA + 1 vzo-

rek negativni kontrola a 1 vzorek pozitivni kon&roTakto pipravené reakni snesi byly

vlozeny do termocykleru.

Tab. 12. SloZeni a vychozi koncentrace ¢aakntsi PCR.

PCR komponenta Vychozi Pro 1 vzorek Pro 22 vzorki
koncentrace (1] [ml]

PCR pufr 10 x 5 110

MgCl, 25 mM 6 132

dNTP 2mM 5 110

Primer 1 0,1 mM 1 22

Primer 2 0,1 mM 1 22

Taq DNA polymeraze 5 U/ pl 0,4 8,8

Vzorek DNA cca 500 pg/ml

Voda 26,6 585,2
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Pro Real-Time PCR bylo pouZito druhé r&aksngsi s fluorescetnim barvivem iQ ™
SYBR Green supermix pro detekci mnozstvi produkblRRxhem reakce dle tabulky 15.
Do eppendorkové zkumavky bylo napipetovano 525mpdss iQ ™ SYBR Green super-
mix, 10,5 ul primeru 1, 10,5 ul primeru 2 a 294dgstilované vody. Sés SYBR GREEN
SUPERMIX obsahuje vSechny PCR komponenty kr@nimett.

Tab. 13. SloZeni a vychozi koncentrace teakntsi Real-Time PCR.

Komponenta Vychozi Pro 1 vzorek Pro 22 vzorki
koncentrace [ul] [ul]

IQ ™ SYBR Green supermi: 1 X 25 550

Primer 1 100 nM - 500 nM 0,5 11

Primer 2 100 nM - 500 nM 0,5 11

Vzorek DNA -

Destilovanavoda - 14 308

Do pipravenych tenkoghnych mikrozkumavek o objemu 0,2 ml bylo napipetava0 pl
izolované DNA a 40 plffpravené sriési a mikrozkumavky byly uz&eny a viozeny do

naprogramovaneho termocykleru Real-Time PCR.

7.4.2 Pouzité primery

Pro analyzuCampylobactespp. byly pouZzity primery komplementéarni k tsekNAko-
dujicimu 16S rRNA. Velikost produktu amplifikace}@4 bp. Sekvence primejsou uve-
deny v tabulce 14. Primery, které byly pouzity,yoyybrany na zékladreferenci mezina-
rodni valid&ni studie, ve které bylo posuzovano 19 prifimeejejich 26 kombinaci [44].
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Tab. 14. PouZzité primery pro detektampylobactespp. [44].

Primer Oblast Sekvence
18-1 16S 5-TTCTGACGGTACCTAAGGAA
OT1559 16S 5 -TGCTTAACACAAGTTGAGTAGG

7.4.3 Amplifikace nukleovych kyselin

Amplifikace byla provedena v termocykleru Real-TiIRER CFX 96 (Bio-Rad, USA).

Termocykler byl nastaven a sp&r$tdle programu uvedeného v tabulce 15.

Tab. 15. Podminky amplifikai reakce [44].

Uvodni denaturace 94 °C 2 minut
Denaturace DNA 94 °C 30 sekund
Annealing 58 °C 15 sekund
Syntéza novychetézci 72 °C 30 sekund
Opakovani cykl 30 x

7.5 Elektroforeticka detekce amplikonia klasické PCR

Nejcastji se produkt PCR analyzuje pomaoci elektroforetisk@arace v agar6zovém gelu
po obarveni ethidiumbromidem. Velikost DNA fragmeptoduktu amplifikani reakce se
porovnava se standardem, ktery obsahuje fragmeNx D znamé velikosti. Do jedné
drahy gelu se vlozi standard, do vedlejSi drayl@d ukortena PCR reakce a oba vzorky
se nechaji Wity ¢as putovat v gelu. Jednotlivé fragmenty DNA se i&gaji na gelu podle
svych velikosti (délek) a jsou detekované ve foprouzki. Pokud je produkt PCR tve-
ny DNA fragmentem, kterého velikost odpovidéekévané velikosti (pm@t nukleotido-
vych pafi od jednoho primeru k druhému), vysledek je ponmitiv doslo k amplifikaci spe-
cifického produktu [51].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

Amplifikovana DNA byla analyzovana ve 2 % agardézovgelu v prosedi TAE pufru a

vizualizovana barvenim ethidiumbromidem pomoci W#ni na transluminétoru.

Tab. 16. Fiprava agar6zoveho gelu pro elektroforetickou

detekci pi koncentraci 2 %.

Komponenty MnoZstvi
Agarosa 39
Ethidiumbromid 8 ul
TAE pufr 147 ml

Bylo navazeno 3 g agarozy do erlenmayerowikigak navazce byloipdano 147 ml TAE
pufru a snis byla rozpugha v mikrovinné troué Po rozpu&ni byl roztok zchlazen a
piidan ethidiumbromid v objemu 8 ul, ktery je toxickymutagenni, proto bylo nutné dalSi
operace provad s gumovymi rukavicemi. Do sestavené elektrofoketiaparatury

s destitkou byl vlit pripraveny roztok. K vytvieni jamek byl pouZzitieben umirny obje-

mu nanaseného vzorku DNA. Gel se nechal vychladiaporatorni teplat a po ochlazeni
byl vysunut lieben a destka s gelem byla vioZzena do elektroforetické apayaazalit

TAE pufrem tak, aby roztokipsahoval gel.

Pro elektroforézu bylo pouzito 10 pl amplifikovandPCR vzorku a 2 pl nanaseciho puf-
ru, které byly naneseny na mikrotitra destéku, ve které byly rozmichany a nanaseny na
gel vZzdy zleva doprava. Do prvni jamky byl vZzdy esen marker v objemu 10 ul. Apara-
tura byla pipojena na zdroj naji. Elektroforetick& separace trvala 45 mintitrapsti 120

V. Po dokogeni elektroforézy byl gel vloZen do transluminatarpomoci UV-zg&eni bylo

mozné sledovat fluorescenci.
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8 VYSLEDKY

8.1 Vysledky gelové elektroforézy

Vysledky gelové elektroforézy jsou zndzémg na obrazcich 5 a 6. Agardzovy gel obsahu-
je 11 drah celkem, na prvni je nanesen DNA markeagnenty DNA o zname velikosti.

Obr. 5: Agardzova gelova elektroforéza, vzorky 1-10

M- marker 100 bp

Z obrazku je patrné, Ze pozitivni vzorky byly dete&ny u vzork 4-10, kde se nachazi

fragment DNA o velikosti mirainad 100 bp.

Obr. 6: Agardzova gelova elektroforéza, vzorky 11-20

M- marker 100bp
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Z druhé skupiny vzorkbyl tentyZ fragment DNA zaznamenan u vZoiR — 20.

Z obrazk je patrné, zZe vzorky 4-10 a 12-20 obsahovaly zkenyjnrmikroorganismus pat-
fici do roduCampylobacterspp. Metodou PCR byTampylobacteispp. prokazan u 16-ti
vzorka.

8.2 Real-Time PCR

Real-time PCR umadilijle pimou vizualizaci PCR produktu vig¢hu reakce. Vyhodou

metody je, Ze zahrnuje jak amplifikaci, tak i detiek
8.3 Vysledky Real-Time PCR

Pozitivnich bylo celkem 16 vzoiks iznym obsahem DNAampylobactespp. K nastu-
pu exponencialni fdze amplifikace doslo mezi 93 ac¥klem.

2000 =
1500 '
= [
L 1000 -

SO0 -

Pozitivni vvsledlky

Negativni visledlcy

. . } . . . .
[n] 5 10 15 20 25 20
Cycles

Obr. 7: Vysledky detekce metodou Real-Time PCR

Ke zjis&ni povahy produki PCR se pouZiva analyz&Jky tani tzv. melting analyza po
ukonrgeni Real-Time PCR. &lem je identifikace PCR produkralozené na odlisnych

teplotach tani zavislé od primarni struktury DN21.t Ze u stejnych PCR prodiike tep-
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lota tani stejna. KdyZ se tato teplota liSi, znaénenodliSnost sekvenci DNA a tim a-
dem se nejedna o identicDNA fragment.

Meh Peak

=00

200

-d(RFUydT

100

T T T T T T
55 Fa i =0 25 =]u] as
Temperature, Celsas

Obr. 8: Melting analyza PCR produktu

Melting analyza potvrdila specifitu amplifikace s&jnou teplotou tani PCR prcktu u
v8ech 16-ti pozitivnichzorka (86,5 °C)

Provedené analyzy metodami PCR a -Time PCR potvrdili pozitivitu u 1-ti vzorka

z 20-ti celkem coz redstavuje 80¢ Melting analyza potvrdila speciu amplifikace, kde
teplota tani vS8ech PCR prodiike 86,5°C.

Z tabulky 17je patrné, Ze vysledky dosaZzené klasickou PCR &-Time PCR vzajemh
koresponduji. Tim se @&fila moznost pouziti Re-Time PCR pro ptkaz Campylobacter
spp. jako metody rychlejSi a adekvaspolehlivé jako klasicka PC



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Tab. 17. Porovnani vysledidvou pouzitych metod.

Pavod vzorku Cislo Vysledek Vysledek
vzorku klasické PCR Real-Time PCR
Farma Klok@i 3 - -
Farma Klok@i 5 + i
Farma Klokai 6 + +
Farma Klok@i 9 + +
Farma Kloka@i 2 - -
Farma Klok@i 8 + +
Farma Kloka@i 11 - -
Farma Klok@i 18 + +
Farma Klokai 4 + +
Farma Klok@i 1 - -
Makro 16 + +
Makro 17 i +
Makro 14 + +
Makro 15 + +
Farma Strachota 20 + +
Farma Strachota 13 + +
Farma Strachota 12 i +
Farma Strachota 19 + +
Farma Strachota 7 i +
Farma Strachota 10 + +

+ pozitivni naleZCampylobactespp., — negativni nale€ampylobactespp.
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9 DISKUZE

Prace byla zagitena na pirkaz termofilnich kampylobaktér(C. jejuni, C. col) vyskytuji-

cich se pevazrt u dribeze.

Na zaklad vySeteni odebranych vzotkbylo zjiS€no, Zze z 20-ti vzork bylo 16 pozitiv-
nich a 4 negativni, coZgdstavuje 80 % -ni vysk@ampylobactespp. u zkoumané @
beZze. NejastjSi zachyt byl pozorovan u vzark ekologickych chok, & uz se jednalo o
kurata zakoupenéaifmo u chovatele nebo pochéazejici z velkoobchodurMakkoumany

byl povrch €l jatein¢ opracovanych kiat po vykuchani a z vysletdke zZejmé, Ze dibez

je velmi vyznamnym zdrojem sledovaného mikroorgawisa tedy i kampylobakterioz.
Rizikovym faktorem je nejen transport #ati z farem, ale také nasledujici operace souvise-
jici s kuchyiskou gipravou masa. ZvySena pozornost by se prafia ménovat nejen dez-
infekci prepravniho materialu, ale i @pobu gipravy masa v zézenich véejného stravo-
vani a domacnostech. Technologické operace soloiisgjipravou by ndly byt dodrzo-

vany striktre a meéla by se ¥novat pozornost prevenci rizika sekundarni kontaicen

V této préaci byly pouzity metody molekularni bioleg metody polymerazovéettzove
reakce PCR s elektroforetickou detekci na agardnayglu a Real-Time PCR. Tyto meto-
dy v porovnani s metodami kulti&aimi jsou relative kratké v rdmci celého procesu dia-
gnostiky. Klasicka kultivéeni technika trva od 2 dinpii negativnim vysledku az do 6-ti
dni u pozitivnich nalez. Délka PCR diagnostiky je maximél® hodin. Citlivost PCR
metod je vysokd, a proto geba zkoumaného mnozstvi materialu je mala. Na drsha-
nu vysoka citlivost se fize stat nevyhodou, kdy mohou nast@pady faleSné pozitivity.

Podle vyzkumu z roku 2005 se vyskgampylobactespp. pohybuje od 0,2 % do 85,2 %
na farméach chovajicich brojlery v Eviof38].

Podle tabulky 11, kde je uvedeiivod vzorki, mizeme pesré identifikovat pozitivni a
negativni vzorky. Negativni vysledky odpovidaji waiom 1-3, a 11, které pochazejici
z farmy Klokai. Pozitivni vysledky u vzork4-6 a 8-9 odpovidaji vzoikn kufat odebra-
nych z farmy Klokei. Vzorky 7, 10, 12 a 13 pochazejici z ekologické&hovu z farmy
Strachota Miroslav Stity jsou vSechny pozitivniziBieni vzorky 14-16 taktéZ pochéazejici
z ekologického chovu a byly zakoupené ve velkoodahdakro. Mizeme konstatovat, Ze
prevalence u vzortkz ekologického zewaklstvi ¢ini 100 % a u vzork, které byly poize-

ny z farmy Klokai, ¢ini 60 %.
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V danské studii byly kampylobaktery nalezeny ve ctSe22 vzorcich (100 %)
z ekologického chovu, pro srovnéni z kons@ho chovu ze 79 vzotkpouze 29 pozitiv-
nich (36,7 %). Coz znamena, ze vyskgmpylobactespp. byl vyznam& vyssi u ekolo-

gického chovu [52].

V americké studii bylo odebrano 198 vzorkz ekologického chovu a 61 vzdrk
z konveriniho chovu, které byly odebrany zé naloobchodnich prodejeréinych a it
prodejen zarrenych na biopotraviny. Pozitivnich vzdrikylo 76 % z ekologického ze-

medelstvi a 74 % z konvamiho chovu [53].

Z vysledki nasi analyzy a srovnanim s vySe uvedenymi analymaiteme konstatovat
podobnost vysledk

Duvoda vysSiho vyskytu kampylobakieje mnoho, ale fgdevsim mezi&pati technolo-
gické zpracovani dbezZe, a to riziko kontaminace patogennimi mikrooigay ze dev-
niho obsahu. DalSimi faktory oviivjici kontaminaci jsou teplota masé pourani, porco-
vani a baleni masa, skladovani, doprava a manpugateéné opracovanymidy zviiat
pii prepraw. Vysledky ukazuji na chyburipvyrobni a hygienické praxi jate¢ opracova-
nych €l dribeze.

Za jednu z hlavnichifEin vzniku kampylobakteridézy je povaZzovana zvySugeikonzu-
mace diibeziho masa. Dopatani pro prevenci vzniku kampylobakteriézy, kterdyjeic-
kou zoondzou, je preventivni opai a seznameni lidi, Kfgoracuji s potravinami Zivs-
ného mvodu se zakladnimi pravidly prdipravu a podavani pokiimMezi zakladni zasa-
dy prevence pét nize uvedené body, které bylindodrZzovat lidé pracujici v Z&Zzenich

verejného stravovani, ale lidé, kit@iipravuji pokrmy z ditbeziho masa v domacnostech.
Zé&sady prevence vzniku kampylobakteridzy:

e v prostorach, kde se manipuluje s potravinami, riggacovat lidé se vnimi ob-

tizemi,

e pouzivat pouze pasterované mléko a pitnou vodwzpedeych zdrof,

» zamezit sekundarni kontaminaci jiigravenych pokrm,

* dodrzovani systéemu HACCRi piipraw pokrmi,

» dukladna dezinfekce, dezinsekce a deratizace vSesiqoy

* nastroje, plochy a ¥&zeni udrzovat v dokonatéstote,
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» pri tepelné Upra¥ masa udrzovat teplotu nad 60 °Gi, iegeneraci pokrmu zéév

nejmért na 70 °C ve vSeakastech,
* myti rukou ged a po manipulaci s potravinardisty pracovni odv a obuv.

Zpusoby genosu bakterialnich agens na farmach mohoudzfté: Vertikalni penos pro-
strednictvim kontaminované skiapky vajec na kitata, tak jak je pozorovan ugmosu sal-
monel, je neprawipodobny. Frozena infekce vajmého obsahu, pokud kKmu dojde, je
v prvnifac v dasledku fekalniho zrgsSteni vrgjSiho povrchu a proniknutifes povrchové
praskliny ve skfapce. Za nejvyznangjsi piicinu infekceC. jejuni v hejnech je obeeén
povazovan horizontalnitenos. Mezi Bzné rizikové faktory pét Spatna udrzba prostor,
nedostaténé cisteni a dezinfekce, moznost kontaminace od jinychiatvistajenych
v blizkosti chovu, kontaminovana napajedfizani a voda jimi protékajici. DalSimi zdroji

mohou byt krmivo a podestylka, zastnanci, vzduch, divoka zata, hmyz, hlodavci [54].

Vzhledem k tomu, Ze kampylobaktery nebyly izolovaysté a suché podestylky a su-
chych krmiv Ize tuto cestur@nosu vylodit. Kampylobaktery vSak byly izolovany z napa-
jecich zaizeni a vody a byly totozné &i, které byly izolovany z trusu kat. Z fiznych
studii je prokazano, 28. jejunimuze gezivat ve vod v zavislosti na teplétaz 4 nésice.
Dezinfekce z#izeni a chlorovani vody vyraZrsniZuje riziko kontaminace, Zdahto divo-

du voda gedstavuje nizké riziko kontaminace [54].

Zavedenim preventivniho rezimu Ize vyraamizit p@et kusi kolonizovanychC. jejuni
Pti experimentu se diky opanim podélo redukovat mnozstvi nasi C. jejuniz 80 % na
20 % [4].

Biologickou bezpé&nost na farmach je velmi obtizné dodrzet. Standgrdatovni postupy
k minimalizaci rizikovych faktat, vz&lavani a motivovani zagstnané k dodrzeni mik-

robialni bezpé&nosti na vyssi arovniigspiva ke snizeni pozitivnich vyskyw hejnu [54].

DalSim rizikovym faktorem je pordzka a transpoiibdze. Na zakladvySeteni odebra-
nych vzorki byly zjiS€&ny vyznamné zachytZampylobacterspp. u dibeZze a na dbe-
Zich porazkach. Z celkem 700 vzorkylo zjiS€no 292 kmet C. jejunia C. coli, coz
piedstavuje tert 42 % zachyt. NépstjSi zachyt byl na povrchu kéigpred vykuchanim,
kdy bylo izolovano 77 kmen coz gedstavuje 51 % vyskyt z celkovéhocho seria kusi
pied vykuchanim. Po sprchovani bylo prokazano 39 kn@ammpylobacterspp. (39 %

vyskyt) a po vychlazeni bylo kontaminovaGampylobactespp. 26 % odebranych vzor-
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k. Ze séri ze Skubai byl zjisttn 30 % vyskyt, z povrchu kuchaciho pasu byl 50 % vy
skyt [55].

Pred porazkou by se ¢hu dribeze snizit ijem krmiva a obsah zazivaciho trakti, \y-
krvovani by nerdly byt nadngrné pohyby é&la, aby se krev nedostala mimo plochdedr
nou k vykrveni. Péci 1azré by nmely byt pravidel@ vyménovany, vhledem k hromadi
exkrement, pei a zbytki krve ¢i tkani, teplota by ®a byt okolo 58 — 60 °C.i#PSkubani
se vyuziva Skubacich sttgjkteré po doko¥eni by ngly byt dezinfikovany. Odstrame
peri by mélo byt odvezeno do kafilérie. Po oSkubani je powvkda ocisten sprchovanim.
Po vykuchani nasleduje prohlidka, po které musivBgthnycasti vychlazené nejpoj
do 2 hodin po porazcefigeplot pod +4 °C. NejlepSi systém z mikrobiologickéhodige
ka je chlazeni vzduchem. Po vSech procesech musiSeghny prostory, stroje aiadi
fadre dezinfikovany. Dezinfekce by #a byt provedenadkolikrat denr, vzdy po skon-

¢eni prace.
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ZAVER

Kampylobakteriéza p#&t mezi nefastji hlaSené alimentarni onemagn. Veaejnost neni
dostatén¢ seznamena s kampylobaktery, tak jako je tomu mn@a¢l nebo jinych ej-
nosti vice mediak znamych mikroorganistn Z tohoto divodu vysledky studii zasfe-
nych na vyskyt kampylobakteridz ¢ine prevysuji vyskyt salmonel6z a jinych bakterial-
nich stevnich infekci. Monitorovani a pravidelna kontrplatravinovéharettzce dozoro-
vymi organy pispiva k prevenci a zamezeniesii infekci. Vyrobce potravin, ale i prodej-
ce, by ngl jak po legislativni, tak po praktické strance dmat zakladni hygienickou
praxi. Zakladnim principem pro kontrolu a zamezeminiknuti zdravot& zavadné potra-

viny do olghu je systém analyzy rizika a stanoveni kritickitohtrolnich bod.

Ke vzniku onemocini dochazi ficinou nedostata¢ tepelr# opracovaného masa, kon-
zumaci syrového mléka pitné vody z neznamého zdroje, dalSinisgbem je sekundarni
kontaminac&asto se vyskytujici u domactipravy jidel, ale opomijenym vehikulem mo-

hou byt zvfata chovana v doméacnostech, jako jsou psikka jina zvfata.

Cilem diplomové prace bylo detekov@ampylobactespp. na povrchuike jat€éné opra-

covanych &l brojlerovych kutat.

Vysledky v praktickécasti byly z 80-ti % pozitivni a proto i riziko smojé s konzumaci
kurat je vysokeé.

Vysledky ukazuji na chybutpmanipulaci sdly jatecné opracované dibeze, jedna se o

kroky souvisejici s pordZzenim a chlazenimbée. Tyto kroky p jatecném zpracovani

dribeze jsou neptSim rizikem kontaminace.

Metody pouzité v této praci umidji piesnou diagnostikCampylobacterspp., & uz se

jedna o kvantifikacti kvalifikaci zkoumanych bakterii.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

bp
CSN
D55
dATP
dCTP
dGTP
DNA
dNTP
dsDNA
dTTP
EU
GBS
H2S
ISO
mCCD
MgClI2
PCR
pH
RNA
rRNA
spp.
ssDNA
SVS

TAE

P&t bazi

Ceska statni norma

Decimal reduction value
Deoxyadenizintrifosfat
Deoxycytidintrifosfat
Deoxyguanozinrifosfat
Deoxyribonukleovéa kyselina
Deoxyribonukleosidtrifosfat
Dvouetézova molekula DNA
Deoxytymidintrifosfat

Evropska Unie

Guillan-Barré syndrom

Sulfan

International Organization for Standardization
Modifikovany deoxycholatovy agar s aktivniiiim a cefoperazonem
Chlorid h@gecnaty
Polymerazoviettzova reakce
Power of hydrogen
Riboxynukleova kyselina
Ribozomalni ribonukleova kyselina
Species

Jedntettzova molekula DNA
Statni veterinarni sprava

Tris-acetat-EDTA
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