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ABSTRAKT

Bezpecnost potravin je celosvétove téma, které nabyva na vyznamu vlivem zkracovani vzda-
lenosti, globalizaci zemédé€lstvi a centralizaci vyroby potravin. Tato prace se vénuje mikro-
biologickym riziklim, popisuje nejcastéji se vyskytujici patogenni mikroorganismy v potra-
vinach a pitnych vodach, které jsou zodpoveédné za nejriznéjsi nemoci lidstva. Je zamétena
predevsim na vyskyt novych nebo nové se objevujicich patogennich mikroorganismii, jako
jsou napt. Cronobacter sakazakii, Arcobacter butzleri, Salmonella Vari, nové druhy stafy-
lokokii, virus hepatitidy E, Toxoplasma gondii, pivodce nové varianty Creutzfeldt-Jakobovy
nemoci nebo nove se objevujici toxické metabolity mikromycet. Prace se vénuje také meto-

dam jejich detekce a moZznostem prevence.

Kli¢ova slova: Patogenni mikroorganismus, potravina, infekce, onemocnéni, kontaminace,

bakterie, pliseii, virus, prion, parazit

ABSTRACT

Food safety is a global issue that is gaining in importance due to the shortening of distances,
the globalization of agriculture and the centralization of food production. This work deals
with microbiological risks, it describes the most common pathogenic microorganisms in
food and drinking water, which are responsible for various diseases of mankind. It focuses
mainly on the occurrence of new or emerging pathogenic microorganisms, such as Crono-
bacter sakazakii, Arcobacter butzleri, Salmonella Vari, new species of staphylococci, hepa-
titis E virus, Toxoplasma gondii, the causative agent of a new variant of Creutzfeldt-Jakob
disease or emerging toxic metabolites of micromycetes. The project also deals with the meth-

ods of their detection and the possibilities of prevention.

Keywords: Pathogenic microorganism, food, infection, disease, contamination, bacteria,

fungus, virus, prion, parasite
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UvVOD

Vznik nebo znovuobjeveni potravinovych patogend je problémem pro oblast vetejného
zdravi, potravinaisky pramysl i spotiebitele. Mezi faktory, které se podili na jejich vzniku
nebo znovu objeveni patii zejména hromadna vyroba a globalizace dodavek potravin, mi-
grace osob, at’ uz v disledku ekonomickych problémti nebo valecnych konflikt, nebo
za ucelem podnikani ¢i zabavou. Dale je to ménici se charakter populace, ktera starne a
zvySuje se tak pocet osob se snizenym imunitnim systémem. Zmény zivotniho stylu a zvy-
Seny cestovni ruch pfispivaji ke zvysené konzumaci hotovych jidel v jidelnach, restauracich
nebo i na trznicich od riznych pouli¢nich prodejcti, coz miize vést az ke vzniku epidemii.
Znamé a uznané patogeny se mohou $itit do novych geografickych oblasti diky migraci osob
a vyménou komodit. Také zmény klimatu a evolucni vyvoj mohou vést ke zménam virulence

patogend, které pak mohou vést az ke vzniku zcela novych patogennich druht.

Vyvoj a pokroky v metodach detekce a vyvoj molekularnich technologii umoziuji rozpo-
znani novych patogenti. Veliky pokrok v taxonomii pfinesly napiiklad analyzy DNA. Mi-
kroorganismy, které se zna¢né 1i$i obsahem jednotlivych purinovych a pyrimidinovych bazi
v DNA, nemohou byt pfislusniky t€hoZ druhu a na druhé strané¢ mikroorganismy, které maji
témer totozny obsah jednotlivych bazi v DNA, nemusi byt vZdy blizce pfibuzné, protoze
zaleZi 1 na poradi téchto bazi. Jedna se o velmi sloZitou problematiku, proto dochazi v urci-

tych ¢asovych tsecich k revizi systému mikroorganismi.

Hlavnim faktorem ovliviiujicim bezpec¢nost potravin jsou prumyslové vyrabéné potraviny,
velkochovy hospodaiskych zvitat a vyroba krmiv a s tim spojené problémy s likvidaci od-
padi a Sifenim nakaz.

Nejucinnéj$im nastrojem pro zajisténi zdravotni nezdvadnosti potravin je v soucasni dobé
systém HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points), ktery 1ze aplikovat nejen pfi
vyrob¢ potravin, ale i pfi vyrobé zeméd¢€lskych produkti nebo v oblasti vefejného stravo-
minkdach, které vedly k onemocnéni z urcitého druhu potraviny. Jedna se o aktivni pfistup,

ktery dokéze odhalit podminky kontaminace a ihned je odstranit.
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1 TAXONOMIE MIKROORGANISMU

Taxonomie mikroorganismu je znacné slozitd a dynamicky se rozvijejici. V soucasné dob¢
jiz nestai zafazovat mikroorganismy na zéklad¢ jejich fyziologickych a biochemickych
vlastnosti. Pro piesné zafazeni mikroorganismu je nutny polyfazovy ptistup, coz znamena
vyuziti v§ech dostupnych metod biochemickych, molekularné biologickych (analyza DNA),
sérologickych a chemotaxonomickych (chemicka analyza bunécné stény, stanoveni pro-
teint, polysacharidi, izoprenoidnich chinontl, polarnich lipidd, polyamidf, mastnych kyse-
lin atd.) Polyfazova taxonomie ma vyhodu v tom, ze charakterizuje mikroorganismus po-
rovnanim vlastnosti popsanych fadou postupi. Tento ptistup je podstatné presnéjsi nez cha-
rakteristika na zaklad¢ vysledkt jedné nebo dvou metod. Stale je vSak nutné mit na paméti,
ze mikroorganismy jsou velmi dynamické, snadno se ptizpisobuji vnéjSimu prostiedi, a to

se pak muze odrazit ve vysledcich jakékoliv analyzy (Némec a Matoulkova, 2015).

Zakladni taxonomickou jednotkou je druh. Jedna se o seskupeni mikroorganismi, které se
vyznacuji vysokou mirou podobnosti a zarovenl se vyznamné 1isi od seskupeni jiného druhu
v tom samém rodu. Nékteré druhy mohou byt ¢lenény jesté do poddruhii. Ty se 1isi jen né-
kterymi fenotypovymi vlastnosti v rdmci t€hoZz druhu. Poddruh je taxonomicka jednotka,
ktera ma oficialni postaveni v nomenklatute. Tim se 1i$i od vnitrodruhovych pojmid, variet,
které vyuzivaji pouze ,,uZite¢né* znaky, ale v ptibuznosti na zékladé DNA se nelisi. Nesou
pfiponu -typ nebo -var, napiiklad sérovar znamena rozliSujici antigenni vlastnosti, patovar
zase patogenni vlastnosti pro rtizné hostitele. Je potfebné zminit jesté genomospecies, to jsou
druhy rozeznatelné pouze porovnanim nukleovych kyselin, u kterych nebyly zjistény néjake
fenotypicky rozdilné vlastnosti, které by umoznovaly jejich odliSeni od jinych taxont (N¢-

mec a Matoulkova, 2015).

Ma-li byt izolovany organismus zatazen do odpovidajiciho druhu, je nutné porovnat jeho
vlastnosti s typovou kulturou, coz je Cista, nekontaminovana kultura, oznacena jako typovy
kmen. Kultura typového kmene musi byt uloZzena nejméné ve dvou vetejnych trvalych sbir-
kach kultur mikroorganismu a slouzi jako referencni kultura pro pfimé srovnavani s nové
izolovanymi kmeny. Sbirky mikroorganismi jsou organizovany ve Svétové federaci sbirek
kultur (WFCC), ktera sdruzuje 577 sbirek z 68 zemi svéta. Sbirky v CR a SR jsou sdruzeny
do Federace Ceskoslovenskych sbirek mikroorganismii (FCCM) (Némec a Matoulkova,

2015).
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2 VYZNAMNE A NOVE SE OBJEVUJICI PATOGENNI
MIKROORGANISMY V POTRAVINACH

Nové se objevujici patogenni mikroorganismy prenosné potravinami jsou takové mikroor-
ganismy, které se objevily nebo byly objeveny teprve nedavno nebo takové, které jsou dobie
znameé, ale jejich vyskyt roste nebo se rozsifil jejich geograficky rozsah (Motarjemi a Adams,

2006). Jsou casto zoonotického pivodu (Smith a Fratamico, 2018)

Vétsinu mikroorganismi Ize charakterizovat jako jednobunécné individua, ktera jsou v pii-
rod¢ schopnd samostatné existence a rozmnozovani. Mezi mikroorganismy jsou zafazeny
prokaryotické organismy bez morfologicky diferencovaného jadra (bakterie, cyanobakterie,
Archea) a eukaryotické organismy s diferencovanym jadrem (houby, zelené tasy, prvoci).
K mikroorganismiim jsou zatazeny i viry, prestoze nespliiuji zakladni podminku organismu

— autoreprodukci (Némec a Matoulkova, 2015).

Mikroorganizmy

= i

bunééné nebunécné
N BN
S S =

Prokaryota Eukaryota

s N
| Bacteria ' l Archaea I / \

mieomyeat) [y ] [groa]

RNA

Obrazek 1 Zakladni déleni mikroorganismii (Némec a Matoulkova, 2015)

Vysledek vzajemného pusobeni patogennich mikroorganismt a ¢lovéka, to znamena vznik

a prub¢h infekéniho onemocnéni zavisi od vlastnosti mikroorganismii, ke kterym patii:
e patogenita — schopnost zptisobit specifické onemocnéni
e virulence — mira patogenity urcitého kmene pro urcity zivocisny druh

e infekéni ddvka — mnozstvi mikroorganismii, které pronikly do organismu
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e invazivita — schopnost pronikat do organismu, mnozit se v ném a poskozovat ho

e toxogenita — schopnost produkovat toxiny (Sulcova, 2018)

Patogenni mikroorganismy mohou byt patogenni pro omezeny pocet hostitelii (napt. ¢lovek)
nebo pro Siroky okruh hostitelii (napf. vSichni teplokrevni zivocichové) (Bednaft, 1996). Po-
traviny nesmé&ji obsahovat mikroorganismy nebo jejich toxiny ¢i metabolity v mnozstvich,

ktera predstavuji nepiijatelné riziko pro lidské zdravi (Natizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005).

Kmeny mohou byt vysoce virulentni, virulentni a avirulentni. Vysoce virulentni kmen usmrti
vétsinu citlivych hostiteltl a tim ztraci moznost dal§iho Sifeni. Mén¢ virulentni v populaci
preziva, mnozi se a muze infikovat dalsi jedince. Tak, jak je rozdilna virulence kmeni téhoz
patogenniho druhu, tak také miize byt rozdilnd vnimavost hostitelského organismu. Z tohoto
pohledu mizeme rozdélit mikroorganismy na primarné patogenni a podminéné patogenni.
Za primarni patogeny povazujeme pouze takové druhy, které jsou schopné vyvolat onemoc-
néni u zdravého jedince. Takovych druhti neni mnoho, oc¢kuje se proti nim a jsou Uspés$né
kontrolovany. Druhy zatazené do podminéné patogennich jsou schopny byt pivodci one-
mocnéni jen tehdy, kdyZ jsou poskozené prirozené obranné mechanismy a je snizena funkce

imunitniho systému (Bednat, 1996).

Potraviny mohou byt kontaminované mikroorganismy primarné nebo sekundarné. K pri-
marni kontaminaci dochézi v dobé€ pred dodanim ke zpracovani do potravinaiského zavodu
nebo kulinafského zafizeni. U mléka je to uz ve vemeng, pfi jeho dojeni, pfipadné kontami-
naci z naddob a potrubi se kterymi piichazi do styku pfi jeho prvnim oSetteni jesté v zemé-
délském zavodé. U masa je to uz pred porazkou nemocnych hospodaiskych zvitat intravi-
taln¢ nebo u zdravych zvifat po jejich poraZce. Rostlinné potraviny jsou primarné kontami-
nované uz pted nebo po dobu sbéru mikroorganismy z ptidy, prachu nebo polévanim konta-
minovanou vodou. K sekundarni kontaminaci potravin vétSinou dojde pfi jejich zpracovani
a finalizaci stykem s kontaminovanym nddobim a zafizenim. Vyznamnou roli zde hraji 1
nemocni lidé a bacilonosic¢i, ktefi mohou kontaminovat potraviny pfimo nebo nepfimo mi-
kroorganismy z fekalii, vlast, nehtli, hnisavych ran, sliznic a jinych. K sekundéarni kontami-
naci se poc€ita 1 mnozeni patogennich mikroorganismu v polotovarech a hotovych vyrobcich

pii jejich nevhodném skladovani (Gorner a Valik, 2004).
Definice potravin vypracovand Komisi pro Codex Alimentarius programu FAO/WHO pro
normalizaci potravin: Potravina je jakakoliv latka urcena k lidskému pozivani, at’ jiz zpra-

covand, polorozpracovana nebo nezpracovana vcetné latek, které se uzivaji pti ptiprave,
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zpracovani a jiném ovlivilovani potravin. Podle CSN je pozivatina latka pozivana lidmi usty

za ucelem plnéni potieby vyzivy (Vitova, 2004).

Velmi vyznamnou jakostni charakteristikou kazdé potraviny je jeji mikrobialni profil. Mi-
krobidlni profil neni nikdy staticky. Zahrnuje nejen pocate¢ni mikrobidlni kontaminaci, ale
také dalsi vlivy vcetné technologickych, které na danou potravinu ptsobily. O tom, které

mikroorganismy se v potraviné rozmnozi a zméni tak jeji vlastnosti rozhoduje:

e slozeni potraviny a jeji fyzikalné-chemické vlastnosti
e vlastnosti vn&jSiho prostiedi, kterym je potravina vystavena

e rastové naroky, schopnosti a tolerance samotnych mikroorganismu

Potraviny, které svymi vlastnostmi (chemické slozeni, pH, aw, Eh) podporuji rist a rozmno-
zovani patogenni mikrofléry a tvorbu toxinl oznacujeme jako vulnerabilni potraviny. Tyto

potraviny vyzaduji zvlastni hygienickou pozornost pii vyrob€ i zpracovani.
Typy vulnerabilnich potravin:

e maso a masné vyrobky, dribez, vejce a vajecné vyrobky — hlavné syrové nebo nedo-
statecné tepelné upravené

e ryby a jini vodni Zivo€ichové konzumovani tepelné neupraveni

e mléko a mlécné vyrobky — hlavné nepasterované

e konzervy — pfedevsim podomacku vyrobené nebo s defektem na obalu

e cukrafské vyrobky a zmrzlina vyrobené za Spatnych hygienickych podminek

e zelenina a ovoce konzumované syroveé a hlavné nemyté (Vitova, 2004)

Hlavni vlastnosti mikroorganismu je schopnost zachovat si v potraviné Zivotaschopnost a
virulenci. Déle je to schopnost mnozit se v potraving a vlastnit specifické faktory patogenity:
jako je schopnost tvorby toxinll (toxogenita), ptipadné schopnost zachytit se, mnozit se a

Sifit v tkanich vnimavého jedince (invazivita) (Gorner a Valik, 2004).
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Tabulka 1 Piehled potravin a patogennich mikroorganismi, které se v nich nejcastéji vysky-

tuji (Hruby a Turek, 1996).

potravina patogenni mikroorganismy

maso Salmonella spp. Staphylococus aureus, Yersinia enterocolitica,
Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, fekalni koli-
formni mikroorganismy, enterokoky, Campylobacter jejuni, To-
xoplasma gondii

sterilované kon- | Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Salmonella

Zervy spp., Staphylococus aureus

driibez Salmonella spp., Clostridium perfringens, Staphylococus aureus,
Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni, Listeria monocy-
togenes

mléko Mycobacter, bovis, Mycobacterium avium, Brucella arbotus,
Brucella melitensis, Brucella suis, Coxiella burnetii, Strepto-
coccus pyogenes, Staphylococus aureus, Clostridium perfrin-
gens, koliformni mikroorganismy, Salmonella spp. Campylobac-
ter jejuni, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes

zmrzlina Salmonella spp. Staphylococus aureus

syry Brucella abortus, Brucella melitensis, Listeria monocytogenes,
Schigella spp., Clostridium botulinum, Staphylococus aureus,
Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Salmonella spp.

vejce Salmonella spp.

ryby a vodni zi- | Clostridium botulinum, Vibrio parahemolyticus, Clostridium per-

vocichové fringens, Erysipelotrix rhusiopathiae, Salmonella spp., Schigella
spp., E.coli, Vibrio cholerae, viry, parazité

zelenina Virus infekéni hepatitidy A, Salmonella spp., Schigella spp., Vib-
rio cholerae, koliformni mikroorganismy, Bacillus cereus, viry,
parazité

ofechy Toxinogenni plisné, Salmonella spp.

koteni Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, to-
xinogenni plisn¢, Salmonella spp.

mineralni vody | E. coli, Pseudomonas aeuruginosa, Vibrio cholerae
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Pro Zivot a zdravi lidstva hraje nezastupitelnou lohu voda. Je to zékladni potravina a také
prosttedek hygieny, a proto jsou na jeji hygienické zabezpeceni kladeny vysoké naroky a
v celosvétovém méfitku je neustdle zdokonalovan systém kontroly hygienického zabezpe-
&eni vodnich zdrojii. U nas jsou pozadavky na jakost pitné vody zakotveny v CSN 830611,
podle které nesmi voda pouzivana jako pitna obsahovat zadné patogenni mikroorganismy

(Ottova, Hausler a Kunc, 1991).

Tabulka 2 Nejvyznamné;jsi patogenni mikroorganismy, na jejichz pfenosu se vyznamné po-

dili voda (Ottova, Héusler a Kunc, 1991).

bakterie rod Salmonella, rod Schigella, Leptospira icterorhaemorrhagie,
Bacillus anthracis, brucely, Mycobacterium tuberculosis, Vibrio
cholerae, podminéné patogenni rody Proteus, Yersinia, Serratia,

Acinetobacter, Cronobacterium, koliformni bakterie

viry hepatitida typu A, E; virus obrny

fungi rod Candida, Trichophyton

parazité prvoci rodii Naegleria, Entamoeba, trichomonady, Lamblia in-
testinalis

Vzhledem ke stale stoupajicimu znecisténi povrchovych vod a ¢asté kontaminaci podzem-
nich vod vodami odpadnimi, stdva se nutnosti co nejspolehlivéjsi stanoveni potencialniho
nebezpeci vyskytu nejen patogenti a podminéné patogennich druht, ale 1 stanoveni stupné

jejich virulence v zavislosti na podminkach prostiedi (Ottova, Hausler a Kunc, 1991).

2.1 Bakterie

2.1.1 Obecna charakteristika bakterii

Bakterie jsou bunécné organismy patiici mezi prokaryota. Rozvoj elektronové mikroskopie
vyustil v jednoznaény zavér, ze bunka bakterii, sinic a archei se velmi vyrazné lisi od bunky
vSech ostatnich mikroorganismill svoji podstatné jednodussi strukturou. Kromé rozpustné
cytoplazmy ma jen 4 struktury: jadro, ribozomy, cytoplazmatickou membréanu a bunécnou

vvvvvv

plazmy jadernou membranou, nema staly tvar a zaujima asi 15 % objemu buriky (Bednéf,
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1996). Geneticky material lezi v cytoplazmé ve formé nukleoidu. Typickou strukturou bak-
terii je bunécna sténa, kterd jim udéluje charakteristicky tvar a zaroven piedstavuje osmotic-
kou a mechanickou bariéru. Slozeni stény je charakteristické¢ pro jednotlivé skupiny a ma
prakticky vyznam v diagnostice bakterii. Podle slozeni, struktury a barvitelnosti se rozlisu;ji

3 typy bakteridlni stény, které jsou typické pro:

e Grampozitivni bakterie — barvi se podle Grama krystalovou violeti modte, zdkladem
je peptidoglykan, sténa obsahuje kyseliny teichoové

e Gramnegativni bakterie — barvi se podle Grama ¢ervené, vnéj§i membrana slozena
z lipopolysacharidd, tenci sténa neobsahuje kyseliny teichoové

e Acidorezistentni bakterie — nebarvi se podle Grama, ale podle Ziehl-Neelsena, v pep-
tidoglykanu ptevlada spiSe kyselina N-glykolylmuramova, sténa ma vysoky obsah

lipidd, typické pro mykobakteria (Buchta, 1998)

2.1.2 Vyznamné a nové se objevujici patogenni bakterie v potravinach a jejich de-

tekce

2.1.2.1 Rod Staphylococcus

Stafylokoky jsou nesporulujici, nepohyblivé, vétSinou fakultativné anaerobni, kultiva¢né ne-
naro¢né vétsinou neopouzdiené G* koky. Velké mnozstvi druht, z nichz nékteré jsou Castou
soucasti flory lidského téla, je moZné rozdélit ptiblizné na koagulaza-negativni a koaguldza-
pozitivni (Juldk, 2006). V roce 1975 byl popsan objev sedmi koaguldza-negativnich stafylo-
kokt. Od té doby byl témét kazdy rok objeven dalsi novy stafylokokovy druh nebo poddruh.
V roce 1976 popsal prof. Vaclav Hajek z Lékarské fakulty univerzity Palackého v Olomouci
druhy koagulaza-pozitivni druh stafylokoka Staphylococcus intermedius, ktery je nejcastéjsi
pricinou infekci psu, ale miize se vyskytnout i u ¢loveéka (Panticek, 2007). Koagulaza-nega-
tivni stafylokoky jsou pfilezitostné patogeny vyvolavajici nejriizn€j$i onemocnéni u predis-
ponovanych osob piedev§im tvorbou biofilmi. Z koaguléza pozitivnich stafylokokt je Sta-
phylococcu aureus jednim z nejcastéjsich lidskych patogent, ktery vyvolava fadu hnisavych

infekci a toxikoz (Julak, 2006).

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je grampozitivni kok o priméru 0,8 — 0,12 um, netvoii spory, je ne-

pohyblivy, fakultativné anaerobni, roste v intervalu 6,5 — 46 °C, nejlépe vSak pii optimalni



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

teploté 35-37 °C (Gorner a Valik, 2004). Je relativné odolny vii¢i podminkdm vnéjsiho pro-
stiedi, snasi vysouseni potravin, pomérné¢ znacné vykyvy teploty i pH. Odolny je i vuci
vysSimu osmotickému tlaku. Neni inaktivovan ani v dosti hypertonickém prostiedi cuker-

ného roztoku nebo 15% roztoku NaCl (Komprda, 2004).

Svazky bunék, které ptipominaji hrozny, poprvé popsal v roce 1882 britsky chirurg Alexan-
der Ogston jako ptic¢inu lidskych infekei. Kratce poté v roce 1884 identifikoval tytéz bakterie
Victor Vaughan jako zodpovédné za nemoc zptisobenou syrem a pozd¢ji zmrzlinou v Mi-

chiganu (Blackburn a McClure, 2009).

Bakterie produkuje nékolik faktort virulence: enzymy stafylokinazu, hyaluronidazu, fosfa-
tazu, koagulazu, hemolyziny a také termostabilni enterotoxin. Tento enterotoxin neni inak-
tivovan ani pisobenim teploty 100 °C po dobu 20 minut. Symptomy otravy stafylokokovym
enterotoxinem jsou vyvolany davkou mensi nez 1pg na lkg potraviny. Pro vytvofeni této
davky sta¢i mnozstvi 10 bunek Staphylococcu aureus na 1g potraviny. Obecné lze konsta-
tovat, Ze Castou pfi¢inou otrav stafylokokovym enterotoxinem je potravina vyzadujici roz-
sahlej$i opracovani v pribéhu vice technologickych kroki, po ptipravé uchovavéna
pfi mirné€ zvysSené teploté. Pti uchovavani ohtaté potraviny pii pokojové teploté miZze dojit
k vytvoreni u¢inné davky jiz za 10 hodin. Pro stafylokokovou entrotoxikdzu je typicka velice
potraviny. Projevuji se nevolnosti, zvracenim a silnymi kieCemi v biise (Komprda, 2004).
Ptiznaky ztidka pfetrvavaji i po 24 hodinach, zotaveni byva obvykle rychlé. MiZe vSak dojit
k zdvazné dehydrataci, coz miZe v n€kterych ptipadech vést k Soku, ktery mize vyzadovat
hospitalizaci, obvykle kratkodobou. Smrt je vzacna, mize vSak nastat u oslabenych jedinct

nebo osob trpicich jinymi chorobami (Blackburn a McClure, 2002).

20-50 % podle nékterych autort az 80 % kmenl plazmokoagulédzo-pozitivnich kment Sta-
phylococcu aureus produkuje za vhodnych podminek extracelularni enterotoxiny, sérolo-
gicky rozlisitelnych typa A, B, C, D, E, nejnovéji az R, kromé F. Z hlediska alimentarnich
intoxikaci jsou nejvyznamnéjsi typy A az E. Jeden kmen produkuje vétSinou jen jeden typ
enterotoxinu, vyjimecné 2 a jen vzacn¢ 3. Tvorba enterotoxinu A je v poméru k ostatnim
nejméné citliva vici neptiznivym podminkam prostiedi. Tato skutecnost je pravdépodobné
divodem toho, Ze stafylokokové enterotoxikdzy zplisobuje nejcastéji prave enterotoxin typu

A, mén¢ Casto B a D a jen ptilezitostné E (Gorner a Valik, 2004).
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Seznam rizikovych potravin je pomérné rozsahly. Patii do n€ého maso, masné vyrobky vcetné
mletého masa a solenych a naklddanych mas a masnych vyrobkt, zvétina, dribez, vejce,
salaty na bazi vajec, ryb, kufeciho masa, brambor a téstovin, pekatské produkty, pecivo s na-
plni, cukréaiské vyrobky, mléko a mlééné vyrobky véetné mléka suseného sekundarné kon-

taminovaného (Komprda, 2004).

Staphylococcus aureus velmi rychle ziskal rezistenci proti v§em tfidam pouzivanych antibi-
otik jednim ze dvou riznych mechanismi: mutacemi existujicich bakteridlnich kmenti nebo
horizontalnim pfenosem genti z jinych bakterii t¢hoZ nebo jiného druhu. Je dokazéano, Ze
Staphylococcus aureus ma modularni genom. Krom¢ standardni slozky genomu obsahuje
fadu variabilnich genetickych elementt, z nichZ nékteré jsou mobilni a mohou byt pfenaseny
horizontalné, tedy ne po dédi¢né linii. V roce 1960 byl uveden na trh meticilin a uz za ptl
roku byly hlaSeny prvni izolaty meticilin-rezistentniho Staphylococcus aureus (MRSA)
v jizni Anglii. Po nékolika letech se situace ve vyskytu MRSA zacala dramaticky ménit a
multirezistentni MRSA se b&Zné vyskytovaly v Dansku, Svycarsku, Anglii, Francii a Aus-
tralii. Napft. v letech 1967 az 1971 bylo v Dansku 15 % vSech izolati kombinovang rezis-
tentnich k meticilinu, streptomycinu, tetracyklinu a erytromycinu. V roce 1997 se objevily
prvni kmeny se sniZzenou citlivosti k vankomycinu a v souc¢asné dob¢ je jiz v USA popsano
nékolik kmenti rezistentnich k vankomycinu (VRSA), které ziskaly rezistenci konjugativnim

prenosem prostiednictvim plazmidu od enterokokt (Pantticek, 2007).

Obrazek 2 Staphylococcus aureus (https://biologywise.com/anaerobic-bacteria)


https://biologywise.com/anaerobic-bacteria
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Metody detekce Staphylococcus aureus

a) Stanoveni Staphylococcus aureus pocitanim kolonii na selektivné diagnostické agarové

ptidé (CSN EN ISO 6888:1999).

Norma se sklada ze dvou ¢asti: Cast 1: Technika s pouzitim agarové pady podle Baird-Par-
kera a Cast 2: Technika s pouzitim agarové pudy s kraliéi plasmou a fibrinogenem. Prvni
¢ast specifikuje horizontdlni metodu stanoveni poctu koaguladza-pozitivnich stafylokok
ve vyrobcich pro lidskou vyzivu nebo ke krmeni zvifat zaloZenou na pocitani kolonii vyrost-
Iych na pevném médiu (Baird-Parkerové ptid€) po aerobni kultivaci pii 35 °C nebo 37 °C.
Druha ¢ast specifikuje horizontalni metodu stanoveni poctu koagulaza-pozitivnich stafylo-
kokti ve vyrobcich pro lidskou vyzivu nebo ke krmeni zvifat zalozenou na pocitani kolonii
vyrostlych na pevném médiu (agarova puda s krali¢i plasmou a fibrinogenem) po aerobni
kultivaci pii 35 °C nebo 37 °C. Tato metoda se vyuziva pfednostné pro vySetfeni potravin
s predpokladem kontaminace stafylokoky, které tvoti na Baird-Parkerové agaru atypické ko-
lonie. Norma tedy stanovuje nékteré metody zjisStovani (ovérovani) kvalitativnich znak ja-

kosti vyznamnych pro hygienu vyZivy.

Mikroorganismy Staphylococcus aureus tvoti typické nebo atypické kolonie na povrchu se-
lektivniho média a vykazuji siln€ pozitivni plazmakoaguldzovou reakci. Tyto metody neroz-
liSuji enterotoxigenni kmeny od virulentnich. Potravinarské vyrobky se posuzuji pouze na
zakladé piitomnosti/neptitomnosti nebo poétu Staphylococcus aureus. Redéné vzorky se oc-
kuji na povrch selektivné diagnostického média a inkubuji se piesné stanovenych podminek.
Pocet potvrzenych typickych a atypickych kolonii, které vyrostly na miskéach s pozadova-
nym poctem kolonii, se ptepoc¢te na pocet Staphylococcus aureus v 1 g nebo 1 ml vzorku.

Norma vyuziva nasledujici selektivni a selektivné diagnostické pidy:

o Selektivné diagnostické agarova pida Baird — Parker (BP)

e Bujon z extraktu z teleciho mozku a hovéziho srdce (BHI)

e Krali¢i plazma pro plazmakoagulazovy test

e Agar s mannitolem a vyssi koncentraci NaCl

e Agar s DNA (deoxyribonukleova kyselina) a toluidinovou modii pro termonuklea-
Zovy test

e Agar s krystalovou violeti

S charakteristickymi koloniemi se provedou identifikacni testy dle tabulky €. 3.
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Tabulka 3 Potvrzeni ptislusnosti k Staphylococcus aureus

: s : : | Vystedek
coTest L | Vistedek testy | DwiEkpr
e L S Alane

. pogitivalia) i onsgativaiiy .
Morfologie Koky {0,5-1,0)um jind morfologle +
jednotlivé, dvojice,
hroznovité shluky 7 T

Pobyblivost  Pnepohyblvenuiky  Ppohyblivbenky | -

Barveni dle Grama gram-pozitivni gram-negat_i_\.'r_;_f : e

Tyotha kataldsy bublinkyplyny  [bublinkysenetvort | 4

L e Bebi s
Plazmakoagulédza koagulum zaujima koagulum se netvofi +
nejménd 75 % objemu | nebo zaujfmd mens(
tekutiny (stupef 3+) objem
Yermonuklefiza . | rivovézonakelem [beremminyzabarveni|
- | Jariky (1 e niebio vice} \kolemjamby .}
Hemolyza kolem kolonii nebo vzhled média +
podél okraje souvislého | nezménén nebo se
rlistu priisvitnd nebo vytvafi hnédozelend
bezbarvad zéna neprlsvitnd zona
. Fermantace mannitoly | kolonie nehio porost | neroste nebio middium | £y
D . flsousvatlezive, 1'bezezmeny zabarvent | :
T Lo pedsbedeydig o o T
Riist na agaru dobry riist, zeZloutnutl | neroste nebo +
s krystalovou violeti média kolem rfistu harva kolem ristu
nezménéna
- Shiukovaeffaklor 8F | vsuspenzisetvoli  fsuspenzezisthld 1 o+

Nejdulezitéjsi dikaz ptislusnosti k Staphylococcus aureus je siln€ pozitivni reakce v plazma-

koaguldzovém testu.
b) Kultivace Staphylococcus aureus na krevnich agarech

Krevni agary se vyuzivaji v praxi vedle standardnich metod, které pfedepisuji ke kultivaci
Staphylococcus aureus Baird-Parkeriv agar. Maji tu vyhodu, Ze typické kolonie Staphylo-
coccus aureus na nich vykazuji 2 znaky (pigmentaci a hemolyzu), které jsou v uzké korelaci
s patogenezi a produkci koagulazy, takze podle nékterych autort typické kolonie uz dalsi
potvrzeni koaguldzovym testem nepotiebuji. Pouzivaji se pfedev§im u vzorki s nizkou kon-

taminaci doprovodnou mikroflérou (Jicinskéd a Havlova, 1996).

¢) Komeréni testy

Byly vyvinuty rychlé metody detekce bunék Staphylococcus aureus sousttedéné predevsim
na detekcei toxinl. Jednalo se o dvé techniky zalozené na detekci proteinu A bioluminiscen-
¢nim enzymovym imunotestem. Pro detekci enterotoxikéz bylo vyvinuto mnozstvi sérolo-

gickych metod. Pro analyzu v redlném cCase se pouZzivaji biosenzory a povrchova plazmo-
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nova rezonance detekce SE (stafylokokovy enterotoxin) (Blackburn a McClure, 2002). Ko-
meréné se vyviji metodika polymerazové feté¢zové reakce (PCR), kterou je mozné detekovat
1 az 10 bun¢k enterotoxigennich Staphylococcus aureus (A, D a E) v 1 g analyzované po-

traviny (Ji¢inska a Havlova, 1996).

2.1.2.2 Rod Clostridium

Klostridia jsou pohyblivé anaerobni nebo aerotolerantni G ty¢inky, uspoiadané ve dvojicich
fetizcich nebo vldknech. Vytvarteji endospory, které méni tvar buniky. Vyskytuji se bézné
v pudé, odpadnich vodéch, na Zivoc¢iSnych i rostlinnych produktech, v zaZivacim traktu zi-
vocichtl. Maji silnou sacharolytickou nebo proteolytickou aktivitu. Rada druht produkuje

toxiny (Némec a Matoulkova, 2015).
Clostridium botulinum

Clostridium botulinum jsou rovné nebo mirné zahnuté pohyblivé G ty€inky o praméru
0,5 — 1,0 pm a délce 2—10 um. Tvofii subterminilné umisténé ovalné spory, které buiku
zatimco spory mohou odolavat i nékolika hodinovému varu. V ptirodé se vyskytuje ve stie-
vech rliznych zvitat a ryb, nékdy 1 lidi, odkud se dostava do ptdy, prachu a vody a nasledné
pak do potravin. Produkuje enterotoxin zvany botulotoxin, ktery se vyskytuje v 7 antigen-
nich typech oznacovanych A, B, C (subtypy Ci, Cz, Cs, Cs), D, E, F a G. Botulotoxin je
termolabilni protein, je denaturovan nékolikaminutovym varem, ¢aste¢né 1 svétlem a silné
alkalickym prostiedim. Jedna se o nejucinnéjsi znamy jed. Letalni davka typu A je pro €lo-
véka kolem 107 g. Pro ¢lovéka jsou nebezpe&né hlavné typy A, B a E. Toxin je sloZen ze
dvou polypeptidovych fetézcii, pticemz tézky fetézec H se vaze na nervové buiiky a lehky
fetézec L do nich pronika. Mechanismem jeho tc¢inku je specificka blokada malych synap-
tickych vesikul zodpovédnych za uvoliiovani acetylcholinu do neuromuskularnich spojent,
¢imz dojde k blokad¢ ptenosu na nervosvalovych ploténkach a obrna svalii. Tuto intoxikaci
zvanou botulismus popsal poprvé van Ermengem v roce 1896 jako hromadnou otravu Gcast-
nik® vesnické slavnosti v Belgii, vyvolanou pozitim syrové Sunky (Julak, 2006). Piiznaky
otravy se projevuji po 6 az 27 hodinach po poziti potraviny a projevuji se bolestmi hlavy,
nevolnosti, zvracenim, suchem v ustech, dvojitym vidénim a naslednym ochrnutim svalstva

véetné dychaciho. Intoxikace konéi ve 3065 % smrti (Silhankova 2008).
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Jedna se o velmi vyznamnou bakterii, ktera tvofi snad viibec nejucinnéjsi znamy toxin, jehoz
produkéni kmeny se daji snadno ziskat. Je mozné ji pomérné snadno pfipravit ve velkém

mnozstvi a snadno transportovat v malych, ale u€innych davkach, a proto by mohla byt zne-

uzita 1 jako bojova a bioteroristickd zbran (Julak, 2006).

Obrazek 3 Clostridium botulinum (https://cs.medixa.org)

Metody detekce Clostridium botulinum

Laboratorni diagnostika botulismu se opira o pritkkaz toxinu. Ten se zjisti neutralizaénim po-
kusem na mysich. Podle typu antitoxinu, ktery toxickou aktivitu neutralizoval, se urci typ
toxinu. Clostridium botulinum se hleda kultivacné v podezielé potraving, ve vyplachu stfeva
nebo ve stolici nemocného (Bednat, 1996). Kultivace se provadi za anaerobnich podminek
v né¢kterém selektivnim médiu pro anaeroby, nejcastéji se pouziva mDCRM (Diferential Re-
inforced Clostridial Medium modified) v tekuté nebo agarizované formé¢. Izolaty se identi-
fikuji pomoci identifika¢nich souprav pro anaeroby nebo klostridia. Rychle vykultivovat
klostridia z riznych materidli za anaerobnich podminek je mozné v bujonu s praskovym Ze-

lezem (Ji¢inska a Havlova, 1996).

Clostridium perfringens

Clostridium perfiringens je nepohybliva aerotolerantni G* ty¢inka o priméru 0,9-1,3 um a
délce 3-9 um. Tvoii ovalné subtermindlni spory, které nezdufuji bunku. Podle tvorby riz-

nych toxinll se rozeznavaji typy A-E, pficemz typy A a C jsou pro lidi nejvice patogenni.


https://cs.medixa.org/bsmedia/image/thumb/2-botulismus.jpg/p_detail_thumb.jpg/Botulismus.jpg
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Otravy potravinami zpusobuji jen ty kmeny Clostridium perfringens typu A, které tvoti po-
lypeptidovy enterotoxin s molekulovou hmotnosti 3,5 kDa. Jestlize se vegetativni buiky
Clostridium perfringens nachazeji v potravinach s dostate¢nym mnozstvim proteinii, rostou
v intervalu 15-50 °C, pficemz jejich optimum je mezi 43-46 °C. Pfimou nebo nepiimou kon-
taminaci pidy a vody fekéliemi se mize tento mikroorganismus dostat do potravin, hlavné
na hovézi a driibezi maso. Ke znecisténi fekaliemi muze dojit pfi pordzce, uzeniny mohou
byt znecistény kontaminovanou vodou nebo nedostatecné osetfenymi sttevy. Zahiev potra-
vin pfi jejich kulindrni pravé vétSinou nestaci k devitalizaci spor. Teplotni Sok mize do-
konce urychlit proces jejich kli¢eni. Castym pienasedem Clostridium perfringens jsou ho-
tova jidla, ktera nebyla po ptipravé dostate¢né ochlazenéd nebo byla ochlazena pozd¢ az po
vykli¢eni a pomnozeni do nebezpecné koncentrace. V takovych potravinach (driibezi a ma-
sov¢ salaty, masové pastiky, masova kombinovan4 jidla) mize za né€kolik hodin koncentrace
Clostridium perfiingens dosahnout hodnoty az 1075, coz postaduje na vyvolani toxoinfekce.
Rychlé mnozeni probihd jen za anaerobnich podminek, naptiklad ve vnitinich vrstvach
masa, v hloubce vétSich objemt polévek nebo ve vakuové balenych potravinach (Gorner a

Valik, 2004).

Metody detekce Clostridium perfringens

Clostridium perfringens se snadno kultivuje, protoze jeho bunky jsou metabolicky velmi
aktivni a zna¢né aerotolerantni, snaseji az 5 % kysliku v prostredi. Na agarové pid¢ s berani
krvi jsou kolonie obklopeny dvojitou zénou hemolyzy. Caste¢na B-hemolyza je zpiisobena
ucinkem a-toxinu. BliZze kolem kolonii je vidét Giplna B-hemolyza vyvolana efektem toxinu

0 na krev v agarové ptidé (Klaban, 2005).

Metody stanoveni poétu Clostridium perfringens jsou sou¢asti CSN ISO 7937:2006 Mikro-
biologie potravin a krmiv — Horizontalni metoda stanoveni poctu Clostridium perfringens —

technika pocitani kolonii.

Metoda pro stanoveni vegetativnich bun€k a spor Clostridium perfringens ve vzorcich vody
uréené k lidské spotiebé je soucasti CSN EN ISO 14189:2017 Kvalita vod — stanoveni
Clostridium perfringens — Metoda membranovych filtrG. Tato metoda mtze byt pouzivana
pro vSechny typy vzorka vod, pokud neobsahuji nerozpusténé nebo koloidni latky, které rusi

filtraci.
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2.1.2.3 Rod Bacillus

Bacily jsou aerobni nebo fakultativné anaerobni G sporulujici ty¢inky. Jsou pomérné velké
o pruméru 1 um a délce az 10 um, Casto maji na jednom konci buiiky svazek peritrichalnich
bicikt, takze jsou pohyblivé. Charakteristicka je pro n¢ tvorba endospor, ktera probiha jen
za pritomnosti kysliku, potfebného k tvorbé obalt spory oxidaci poly-p-hydroxymaselné ky-
seliny. Spory jsou velmi odolné, mohou teoreticky prezivat nekonecné dlouhou dobu. K rodu
Bacillus pravdépodobné patii nejstarsi bakterie, jejichz spory se podafilo nedavno ozivit a
jejichz stati se odhaduje na 250 miliond let. BéZné se vyskytuji v ptirodé€, ptdé, prachu,
vode, nekteré ve zviratech, rostlinach a hmyzu, kde dlouhodobé ptezivaji ve formé spor,
proto je kontaminace z okolniho prostfedi v potravinaiském primyslu pomérné Casta (Julak,

2006).
Bacillus cereus

Bacillus cereus je grampozitivni neopouzdiena pohybliva tyCinka s peritrichdlnim umisté-
nim bi¢ikt. Bunky jsou pomérné velké s centraln€ umisténymi elipsoidnimi sporami, které
ty¢inku nezdutuji. Je zndm hlavné jako plivodce enterotoxikdz a devastujicich infekci oka

(Votava, 2003).

Roku 1906 popsal Lubenau prijmové onemocnéni zptisobené rodem Bacillus, v roce 1950
byl Bacillus cereus definitivné potvrzen jako pficina alimentarnich enterotoxik6z a v roce
1971 byl prokazan jako ptivodce emetického syndromu (syndrom zvraceni) ve Velké Brita-

nii (Jay, Loessner a Golden, 2005).

Jedna se o kultiva¢n€ nenaroc¢nou fakultativné anaerobni bakterii schopnou rlstu v Sirokém
teplotnim rozpéti 8-55 °C, ptiCemz optimum je 28-35 °C a pii1 pH v rozpéti 4,9-9,3 (Votava,
2003). Bacillus cereus disponuje fadou toxinl a faktorli virulence: produkuje fosfolipazu,
hemolyziny a termostabilni emeticky toxin a termolabilni toxin prijmového syndromu
(Juldk, 2006). K otravam dochézi ptfi pomnoZeni bakterie v potraviné na koncentraci
107 g!. Nejéast&jsi piicinou téchto otrav jsou potraviny obsahujici obiloviny nebo $krob,
naptiklad polévky, vafend ryze, pudingy, jatrova pastika apod. Otrava se projevuje
za 12-13 hodin od poziti potraviny. Tvorba toxinti byly zjiSténa i u nékterych kment Bacillus
subtilis (Silhankova 2008).
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Obrazek 4 Bacillus cereus (https://obrazky.seznam.cz)

Metody detekce Bacillus cereus

Bacillus cereus 1ze prokazat kultivaci na krevnim agaru nebo pouzitim vhodnych selektiv-
nich ptd (Votava, 2003). Na krevnim agaru vyvolava -hemolyzu a je rezistentni k antibio-
tiku polymyxinu B (Klaban, 2005). Jako selektivni ptidu Ize pouzit Zloutkovy agar s manni-
tolem a polymyxin-B sulfitem (agar MYP podle Mossela) (Ji¢inska a Havlova, 1996). Pti
mikroskopickém pritkkaze se vyuziva barveni intracelularnich lipidovych granul. Prijmovy
toxin se prokazuje latexovou aglutinaci. Toxin je mozZno prokazat napt. pomoci ELISA, pfi-

padné pokusem na mysich (Votava, 2003).

2.1.2.4 Rod Listeria

Listerie jsou G" kratké nesporolujici ty¢inky, jednotlivé nebo v fetizcich. Jsou fakultativné
anaerobni, chemoorganotrofni, maji fermentatorni metabolizmus a tvofi biofilm. Vyskytuji
se v pudé¢, vodé, fekaliich, na rostlinach 1 zivocisich, ¢asto kontaminuje mléko a mlécné vy-

robky (Némec a Matoulkova, 2015).
Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes byva pro svijj tvar a riistovou nenaroc¢nost na prvni pohled povazo-

vana za enterokoka. Snadno se vSak odlisi zplisobem pohybu, ktery je pro ni charakteris-
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ticky. Rychlé pfemistovani kratkych tycinek je prokladano premety, které vsak lze pozoro-
vat jen pii teploté 22-28 °C. Je pro ni charakteristické Siroké teplotni rozmezi mnozeni v in-
tervalu 4-45 °C. Pteziva proto v nedbale zahtatych potravinach a v kontaminovanych potra-
vinach se pomnozuje i v chladni¢ce (Schindler, 2010). Prvni infekce ¢lovéka byla popséana
v roce 1929. Jedna se o onemocnéni, které muze probihat bezpiiznakové, avSak u oslabenych
jedinct miize mit zdvazné nasledky (Votava, 2003). Byva pficinou potrati u lidi i zvifat,
po prichodu placentou infikuje plod, dochazi tak k porodu mrtvého plodu nebo jeho smrti
kréatce po porodu. Piezivajici déti byvaji rizné poskozeny. Tato bakterie stoji pravdépodobné

1 za vymienim robu stuartovcll v Anglii 18. stoleti (Juldk, 2006).

Obrazek 5 Listeria monocytogenes (https://cs.medixa.org)

Metody detekce Listeria monocytogenes

a) Horizontalni metoda prikazu a stanoveni poctu Listeria monocytogenes a Listeria
spp. (CSN EN ISO 11290:2017)
- Metoda priikazu — sklada se ze 4 po sob¢ nasledujicich operaci
e PiedmnoZeni — Frasertiv bujon s poloviéni koncentraci antibiotik
e Selektivni pomnoZeni - Frasertiv bujon
e Vyockovani a kultivace na selektivné diagnostickych agarech — oxfordsky
agar, PALCAM)
e Potvrzeni - TSYA (neselektivni agar s tryptonem, séjovym peptonem a kvas-
ni¢nim extraktem), TSYB (trypton-s6jovy bujon s kvasnicnym extraktem),
hemolyza a CAMP-test, bujon pro testovani a vyuziti cukrt, agarové médium

pro testovani pohyblivosti
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Tabulka 4 Potvrzeni ptislusnosti k Listeria monocytogenes

T
' o | typicky pro |
i ; Tg)g-;' h’ SR Vﬁ,s‘ Tedek t esiy .' Lmﬂﬂﬁ’ ;]
e { cyimgends
 Negativai (-) G
Morfologie stihlé, krdtké ty&inky, jind morfologie +
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Barvent dle Grama 1 grampozitivaf Egmmnegmvuf‘ o f: ; s
Pohyblivost kultivaing | pomaly pohyb s Eastymi nepohyblivé nebo jiny +
zmé&nami sméru, typ pohybu, rist jen
phi kultivaci "de$tnikovy” | v mfsté vpichu
T P e T
T%rbﬁ. katalizy : v 3ﬁ$penzi Sepvork plyn e netvol : ‘ ~f‘ :
S L bublinky plynu : i i
Fermentace zeZloutnut{ bujonu beze zmény zabarven{ +
L+ rhamnéza s thamnézou média gl .
D+ xyléza G | ze#loutiuiti média Doz zminy zabarvent F -
: e : 5 xylzou - média :
Priikaz p- hemolyzy uzkd zéna projasnénf beze zmény vzhledu +
kolem vpichu, média kolem vpichu
nejasné ohraniend
CAMP st 2 ; %v.yhodimce.nfCAMP?lcsm viz schéma CAMP testu

- Metoda stanoveni poctu
b) Komercni média a rychlé testy
ELISA testy - vyuZivaji imunologické metody a vlastnosti imunoglobulinti
PCR metoda - vyuziva polymerazové fetézové reakce
ACCUPROBE - je zalozen na hybridizaci s detekéni sondou. Pozitivni vysledek je

indikovan chemiluminiscen¢ni reakei (Ji¢inska a Havlova, 1996).

2.1.2.5 Rod Salmonella

Salmoneldza je druhou nej€astéjsi alimentarni ndkazou v CR 1 EU. Ze zvifat na ¢lovéka se

rwr .

prenasi nejCastéji pres primarne€ nebo sekundarné kontaminované potraviny, v nichz se pii
nedodrzeni chladového fetézce mize vyznamné namnozit. U potravin rostlinného ptivodu
se jedna predev§im o moznou sekundarni kontaminaci pii hnojeni, zalévani kontaminovanou

vodou a pfi transportu. V tvahu piipadd i kiizova kontaminace v procesu vyroby (Juldk,
2006).

Salmonely jsou fakultativné anaerobni, G~ kratké ty¢inky, pohyblivé pomoci bi¢ikl. Vysky-

tuji se jednotlivé, ve dvojicich nebo kratkych fetizcich. Casto se nachazeji v ptidé a vodg,
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kde mohou ptezivat i n¢kolik let, ze zivo€ichl a prostiedi pfechazeji jako kontaminanty do

potravin (Julak, 2006).

Od roku 1886, kdy byly popsana salmonela vyvolavajici tyfus, byly ze stolic pacienta
s gastrointestinadlnimi infekcemi i za stolic zvifat izolovany bakterie metabolicky velmi po-
dobné. Vné&jsi membrana salmonel ma nepfeberné mnozstvi antigend a velké mnozstvi anti-
gennich bicikt, které se u jednotlivych kmenti kombinuji a hromadné vyskytuji. To vedlo
ke zméné klasifika¢niho schématu. Ze stovek izolovanych salmonel nakonec zbyly 2 druhy,
z nichZ je dulezitd Salmonela enterica, subspecies enterica, ktera ma 1443 sérovarl. Prak-
ticky vyznam maji sérovary Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B, Enteritidis, Typhimurium
(Schindler, 2010).

Salmonely sérovarti Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B a Paratyphi C jsou tzv. tyfézni sal-
monely a vyvolavaji onemocnéni bfisnim tyfem a paratyfem. Po poziti se bakterie zachyti
na stfevni sliznici, kterou pronikaji a mnozi se v mezenterickych miznich uzlinach. Tato faze
(inkubacni doba trva 14 dntll) a po ni bakterie pronikaji do krevniho ob&hu a vznika septicky
stav projevujici se bolestmi hlavy, vysokou horeckou, ¢ervenymi skvrnami na kiizi a poru-
chami védomi. Akutni faze trvé asi 14 dnt, smrtnost neléceného biiSniho tyfu je az 20 %.
Casto se vyskytuje v zemich s nizkou hygienickou urovni a zdrojem byva asto kontamino-

vana voda nebo led v napojich, potraviny nebo styk s bacilonosi¢em (Juldk, 2006).

Jako enteritické salmonel6zy jsou oznacovana onemocnéni vyvolana rozsahlym souborem
sérovartl, jejichZ nositeli jsou rlizna zvitata (Juldk, 2006). K pienosu infekce dochazi nejcas-
t&ji po konzumaci masa, mléka a vajec od infikovanych zvitat. Ke kontaminaci Zivo¢isnych
produktt dochazi primarné prostfednictvim krmiva nebo steliva. Ke kontaminaci vajec do-
chézi bud’ po kontaktu se stolici nebo transovarialné. K sekundarni kontaminaci mtize dojit
béhem vyroby, distribuce, skladovani a zpracovani produkti. Jako vehikulum se nejcastéji
uplatniuji cukraiské vyrobky, nebalend zmrzlina, lahtidkarské vyrobky, dribez, mékké uze-

niny, vyrobky z masa a vejce. Inkubac¢ni doba je 6-10 hodin. (Hamplova, 2015).

Salmoneldzy se vyskytuji celosvétove. Relativné vétsi vyznam maji ve vyspélych zemich,
coz souvisi pravdépodobné s hromadnou Zivoc¢isnou vyrobou, skladovanim a distribuci po-
travin, déale s pfechodem na rychly zptisob stravovani, hromadnou pfipravou polotovarii a
teplych pokrmi a s pouzivanim nékterych technologii pii konecnych upravach potravin.
K narastu onemocnéni v USA a zapadni Evropé doslo po roce 1985 a v CR po roce 1989

(Hamplova, 2015).
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Obrazek 6 Salmonela enterica (https://www.google.com)

Salmonella Vari

V bieznu roku 2016 nahlasilo Recko epidemii salmonel6z zptisobenou diive nepopsanou
Salmonella enterica subsp. enterica sérotyp 11:z41:e,n,z15 (Salmonella Vari). Tato epide-
mie se objevila v epidemiologické souvislosti s konzumaci sezamu. Nasledn¢ byly nahla-
Seny infekce zptisobené timto novym sérotypem také z Némecka, CR, Lucemburska a Velké
Britanie. Dotazniky na konzumaci rizikovych potravin poukazaly na mozné vehikulum na-
kazy — tahini pastu, ktera obsahuje sezam, a byla identifikovana spole¢nost v Recku, ktera
kontaminovany sezam zpracovavala. Produkty, jeZ kontaminovany sezam obsahovaly, byly

okamzité staZzeny z trhu (Meinen et al, 2019).

V navaznosti na tuto epidemii Evropskd Unie zatadila sezam z Nigérie, Sidanu a Ugandy
na seznam potravin, u jejichz importu jsou provadény kontroly se zvySenou frekvenci vzhle-
dem k mozné kontaminaci salmonelou (Natizeni EU 2017/1142, v platnosti od 1. 7. 2017)
(Meinen et al, 2019).
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Metody detekce rodu Salmonella

Prikaz bakterii rodu Salmonella se provadi podle CSN EN ISO 6579. Vyzaduje &tyfi

po sobé nasledujici kroky:

e Piedmnozeni v neselektivni tekuté pad¢e (tlumiva peptonova voda)

e PomnozZeni v selektivnich tekutych ptidach, a to v pidé Rappaporta a Vassiliadise se
sojou (RVS) a v ptd¢ podle Miillera a Kauffmanna s tetrathionanem a novobiocinem
(MKTTa)

e Vyockovani na pevné pudy. Povinna pida je agar s xyldzou, lyzinem a deoxychola-
nem (XLD)

e Konfirmace pomoci vhodnych biochemickych (enterotest) a sérologickych testi

(aglutinace aglutina¢nimi séry) (Burdychova a Sladkova, 2007)

Metodu prikazu pritomnosti bakterii rodu Salmonella ve vzorcich vody specifikuje mezina-
rodni norma CSN ISO 19250:2011 Jakost vod — Prikaz piitomnosti bakterii rodu Sal-

monella.

2.1.2.6 Rod Shigella

Shigely jsou G™ nepohyblivé, fakultativné anaerobni, nesporulujici ty€inky. Taxonomicky

patii do Celedi Enterobacteriaceae a jsou blizce ptibuzné rodu Escherichia (Julak, 2006).

Ma se za to, Ze shigely vznikly pted 35 000 — 250 000 lety pfevzetim plazmidu, ktery na
E. coli ptenesl geny faktorl virulence, a Ze od té doby genom shigel prosel asi 8 zménami,
predevsim ztratou pohyblivosti a syntézy -galaktosidazy (schopnost okyselovat laktozu) a
jinymi metabolickymi znaky. Pozdéji se jest€ pfenosem genli naptic populacemi vyvijely
dale, zejména zménou antigent vnéjsi membrany (Schindler, 2010). Rod Shigella ma Ctyfti
druhy, které jsou totozné s antigennimi skupinami: Shigella dysenteriae, skupina A
s 12 sérovary, S. flexneri, skupina B s 6 sérovary, S. boydii, skupina C s 18 sérovary a
Shigella sonnei, skupina D s 1 sérovarem (Julék, 2006). V Evrop¢€ ptevladaji druhy Shigella
sonnei (unas 80-90 % onemocnéni) a Shigella flexneri, mén¢ Casto pak Shigella boydii (G6-
rner a Valik, 2004). Shigely jsou na rozdil od salmonel vyhradné lidskymi patogeny, jsou
puvodci prijmového onemocnéni, které se nazyva bacilarni dyzenterie, tplavice nebo
shigeloza. Jsou velmi dobie adaptovany na mnozeni ve sttevnim epitelu a vybaveny n¢kolika
faktory virulence (Juldk, 2006). U nékterych kment S. dysenteriae se navic uplatiuje tzv.

shiga toxin, ktery ma ucinky enterotoxické, neurotoxické i cytotoxické (Votava, 2003).
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Shigely déle produkuji riizné enterotoxiny, napt. u S. flexneri byly prokdzany enterotoxiny
ozna¢ované ShET1 a ShET2. Hlavné druhy z nich se vyskytuje i u ostatnich druht shigel,
kde je jeho produkce kodovana na plazmidech (Julak, 2006).

K ptenosu dochazi vyhradné fekaln¢ ordlni cestou, zpravidla v prostiedi s niz§im hygienic-
kym standardem. Vektorem infekce mohou byt pasivné¢ mouchy nebo jiny hmyz.
(Hamplova, 2015). Z potravin se pfi pfenosu nakazy nejcastéji uvadi mléko a mlécné vy-
robky, ovoce a zelenina. Shigely mohou kontaminovat i zdroje pitnych vod a vody na kou-
paliStich. Né&které sérotypy S. dysenteriae a S. flexneri piijaté organismem c¢lovéka s vodou
bezjidla, vyvolavaji onemocnéni i pfi malé infekéni davee. Proti tomu i vétsi mnozstvi téchto
sérotypi, jestlize se dostanou do organismu s potravou, nemusi vZzdy vyvolat onemocnéni

(Gorner a Valik, 2004).

Obrazek 7 Shigella sonnei (https://www.google.com)

Metody detekce rodu Shigella
Shigely jsou citlivé na vngj$i prostiedi, proto pieZivaji ve vétSiné poZivatin velmi kratce,

Casto jen n€kolik hodin, a proto jejich prukaz byva casto netspésny (Hruby a Turek, 1996).

Pritkaz rodu Shigella se provadi podle CSN EN ISO 21567:2005 Mikrobiologie potravin a

krmiv — Horizontalni metoda pritkkazu bakterii rodu Shigella.
Vyzaduje ¢tyii po sob¢ nésledujici stupné:

e PomnoZzeni zkuSebniho vzorku v bujonu pro pomnozeni shigel obsahujicim novobi-

ocin
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e Vyockovani na tfi selektivni diferenciacni ptidy: MacConkeytv agar s nizkou selek-
tivitou; XLD agar se stiedni selektivitou; a na agar oznacovany jako Hektoen enteric
agar s nejvyssi selektivitou

e subkultivace typickych a suspektnich kolonii bakterii rodu Shigella na zivny agar

e sérologicka a biochemicka konfirmace

Shigely se identifikuji biochemickymi testy a aglutinacni reakci se specifickymi antiséry
(sklickova aglutinace). Shigella sonnei zkvasSuje laktozu a je touto vlastnosti mezi shigelami

vyjimkou (Schindler, 2010)

2.1.2.7 Rod Escherichia

Rod Escherichia jsou Gty¢inky, petrichalné obrvené, fakultativné anaerobni, chemoorga-
notrofni s fermentatornim a respiratornim typem metabolismu (Némec a Matoulkova, 2015).

v

Obsahuje 7 druhtl, z nichZ nejvyznamnéjsi je Escherichia coli (Julak, 2006).

Escherichia coli

Tato bakterie je jednou z nejlépe prostudovanych bakterii a je pravidelnou a nezbytnou sou-
¢asti sttevni mikroflory. Jeji symbioticky uc€inek se projevuje produkci vitaminu K, produ-
kuje koliciny, které jsou schopné nicit buniky bakterii jinych druhi (Juldk, 2006). Za urcitych
podminek pfijima plazmidy, které nesou geny metabolické, geny rezistence nebo geny pro

produkci toxinli. Kmeny E. coli, které ziskaly schopnost produkce ptidatnych faktort viru-

lence, jsou pak ptivodci prijmovych onemocnéni. Podle projevt virulence se oznacuji takto:

ETEC — enterotoxicka E. coli zplisobuje cestovatelské priijmy. Produkuje 2 toxiny (termola-

bilni a termostabilni)

EPEC — enteropatogenni E. coli je ptivodcem novorozeneckych prijmi, neprodukuje toxiny,

ale je mirn¢ invazivni

EIEC — enteroinvazivni E. coli ptilne na sliznici, pronikd do ni a pak se v ni pomnoZuje,

onemocnéni se podoba uplavici
EAEC — enteroadherentni E. coli adheruje ke sliznici, infekce je mirna, neinvazivni
EHEC — enterohemoragicka E. coli, nejcastéji sérotyp O157:H7 (Schindler, 2010)

Pozornost mikrobiologi a epidemiologli je zaméfena predevSim na enterohemoragické

kmeny. Napt. v roce 1971 v USA mélo pfiznaky otravy potravinou po konzumaci importo-
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vanych syrti camembert brie a columiers 387 osob. Onemocnéni bylo zpisobené enterohe-
moragickymi E. coli O124:K72. Tyto sérovary E. coli se pti vyrobé syrii dobfe rozmnozuji,
to 1 pfi nizkych teplotach. Nyni je v centru pozornosti pfedev§im velmi nebezpecna entero-
hemoragickd E. coli O157:H7 (Marth a Steele, 2001). Vyznacuje se mimotadné nizkou MID,
ktera se odhaduje na 10 bun¢k (Gorner a Valik, 2004). Enterohemoragické kmeny produkuji
shiga-like toxin, ktery se podoba shigelovému, nazyva se také verotoxin (Klaban, 2005).
Nejcastéji ho produkuje praveé sérotyp O157, ktery poprvé popsal v roce 1983 L. W. Riley

jako plivodce priijmovych onemocnéni (Julak, 2006).

Toxoinfekce zptisobené E. coli O157:H7 se vyskytuji ve spojitosti s konzumaci kontamino-
vaného a nedostatecné technologicky upraveného masa, ovocnych stav, zeleniny, mléka a
mlécnych vyrobkil. Za hlavni rezervodar této bakterie se povazuji dojnice. Buniky jsou ter-

molabilni, nepfezivaji pasterizaci (Gorner a Valik, 2004).

Obrazek 8 Escherichia coli (https://zoommagazin.iprima.cz)

Escherichia albertii

Bakterie byla poprvé izolovana pii prijmech déti v Bangladési v roce 1991. Pivodné byla
klasifikovana jako Hafnia alvei. Popsana a taxonomicky zafazena byla az o nékolik let poz-
déji, v roce 2005. Pojmenovana byla podle svého objevitele (Smith a Fratamico, 2018). Sys-
tematické analyzy ukazaly, ze Escherichia albertii ptedstavuje podstatnou ¢ast kment, které
jsou v soucasné dob¢ identifikovany jako eae-pozitivni Escherichia coli, a zahrnuje kmeny
produkujici shiga toxin. Velké mnozstvi kmenti mohlo byt chybné¢ identifikovano jako EPEC
nebo EHEC (Ooka, et al., 2012). Kmeny Escherichia albertii byly izolovany z kanadské

ptirodni vody, vcetné studni, povrchové, rekultivacni a odpadni vody. Byly také izolovany
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z potravin, jako jsou kufeci droby, syrova kufeci jatra, syrové maso (veptové, skopové, ku-
feci a kachni maso). Bylo prokdzano, ze kmeny Escherichia albertii byly citlivéjsi na teplo,
kyselé prosttedi a tlak ve srovnani s divokym typem E. coli O157: H7, coz naznacuje, Ze
podminky zpracovani potravin, které mohou znicit E. coli O157:H7 by m¢ly také inaktivovat
Escherichia albertii (Smith a Fratamico, 2018). Primarni rezervoar pro Escherichia albertii
predstavuji ptaci. Nékteré kmeny Escherichia albertii vykazuji rezistenci k antibiotikim

(BHATT, et al., 2019)

Metody detekce rodu Escherichia

Diagnostika spociva hlavné v kultivacnim, sérologickém a biochemickém vysetfeni (Gorner

a Valik, 2004).

Pti technice pocitani kolonii se pouziva zalévani inokula chromogenni selektivni kultivaéni
pudou TBX (Tryptone Bile X-glucuronide). Piida obsahuje chromogenni substrat 5-bromo-
4-chloro-3-indolyl-B-D-glukuronid, ktery Escherichia coli §tépi enzymem [-D-glukuronida-
zou a kolonie ziskavaji modrozelenou barvu. Doprovodna mikroflora je inhibovéna ptidav-

kem zlucovych soli (Burdychové a Sladkova, 2007).

Piimy prilkaz antigenu ve vzorku se provadi metodou ELISA (Votava, 2003).

2.1.2.8 Rod Yersinia

Yersinie jsou G, nesporulujici rovné tyc€inky s peritrichalné umisténymi bic¢iky. Jsou che-
moorganotrofni, fakultativné anaerobni s respiratornim i fermentatornim metabolizmem, ta-
xonomicky zatazené do Celedi Enterobacteriaceae. Pro lovéka jsou nepatogenni az striktné

patogenni. Vyskytuji se v pud¢, vode a potravinach (Némec a Matoulkova, 2015).

Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica je pohybliva, kokoidni ty€inka, ma ptes 30 sérotypti O-antigenu a
ptes 20 H-antigenu (Schindler, 2010). Jedna se o psychrotropni mikroorganismus, proto
roste 1 v chladnickovych teplotach a zplisobuje riziko mnozeni i v chlazenych potravinach.
sérologickych vlastnosti. Ve spojitosti s potravinami se nej¢astéji uvadi sérovar O3 (Gorner
a Valik, 2004). Vyznamnym faktorem patogenity je tvorba enterotoxinu (Klaban, 2005).

Jedna se o bézny patogen zvirat, hlavné hlodavci, ale i prasat, hovéziho dobytka a ptak,
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ktera je mohou vylucovat i bez ptiznakli onemocnéni. Zdrojem infekce mize byt kontami-
nované maso, ¢asto veprové pti domacich zabijackach, je mozny i pienos kontaminovanou
vodou. Onemocnéni probiha obvykle jako tézka gastroenteritida s prijmy, bolesti bficha

Casto pfipominaji apendicitidu (Julak, 2006).

Obrazek 9 Yersinia enterocolitica (https://www.google.com)

Yersinia pestis je pivodcem moru a Yersinia pseudotuberculosis je pivodcem spontanné se
hojici adenitidy mezenternich uzlin déti a mladistvych a septického onemocnéni, které konci
1 letaln€. Nachazi se ve vod¢ a v alimentarnim traktu zvitat. Clovek se nakazi nejpravdépo-

dobngji z vody (Schindler, 2010).
Metody detekce rodu Yersinia
Priikaz patogennich Yersinia enterocolitica zahrnuje tti kroky:
e Pomnozeni v selektivni tekuté ptidé PSB (pomnoZovaci bujon se sorbitolem a zluco-
vymi solemi) a ITC (irgasan-ticarcillinchloratovy bujon)
e Vyockovani kultur ziskanych pomnoZenim na povrch dvou pevnych selektivnich

kultivacnich pid CIN agar (agar s cefsulodinem, irgasanem a novobiocinem) a

SSDC agar (Salmonella — shigella agar s desoxycholatem a vapnikem)


https://www.google.com/

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

e Konfirmace pomoci biochemickych testi a sérologie (Burdychova a Sladkova, 2007)

Bézné je 1 sérologické (aglutinacni) vySetfeni protilatek proti O-antigenim (Votava, 2003).

2.1.2.9 Rod Cronobacter

Bakterie rodu Cronobacter jsou G tyCinky a zahrnuji deset druhii: Cronobacter sakazakii,
C. malonaticus, C. muytjensii, C. turicensis, C. dublinensis, C. universalis, C. condimenti,
C.helveticus, C. pulveris a C. zurichensis. Jsou povazovany za oportunni patogeny (Brady

etal., 2013)
Cronobacter sakazakii

Tento patogen byl na zdkladé biochemického profilu plivodné klasifikovan jako Zluté pig-
nentujici kmen Enterobacter cloacae. Az v roce 1980 na zdkladé rozboru DNA byl uznan
jako samostatny druh Enterobacter sakazakii (Motarjemi a Adams, 2006). Pozdé&ji bylo ta-
xonomickou analyzou zji§téno, Ze skupina vykazuje genotypové odliSnosti a byl zafazen do
zcela nového rodu Cronobacter. Cronobacter sakazakii je oportunni patogen, ktery zpiiso-
buje vzacnou, ale Casto fatalni infekci krevniho fecisté a centralniho nervového systému pie-
devsim u kojenct s oslabenou imunitou a ptredcasné narozenych déti (Iversen, 2008). Vét-
Sina ptipadl pochdzi z praskové kojenecké vyzivy kontaminované bakterii. Predpoklada se,
ze kojenecka praskova vyZziva byla kontaminovana aZ po vyrob¢, protoZe pasterizacni proces
je obvykle dostateéné G¢inny k usmrceni téchto bakterii. Ptiblizné¢ 50% kojenct, ktefi se

nakazi Cronobacter sakazakii umird a ti, kteti pieziji, mohou trpét neurologickym poskoze-

nim (Clark, 2014).

Obrazek 10 Cronobacter sakazakii (https://www.google.com)
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Metody detekce Cronobacter sakazakii

Jako metodu detekce lze vyuzit rychly rozliSovaci test stanoveni a-glukoziddzy. Pro speci-
fickou detekci a identifikaci byly vyvinuty v nékolika laboratofich metody PCR (Motarjemi
a Adams, 20006).

2.1.2.10 Rod Campylobacter

Kampylobakterie jsou G™ spiralovité zakiivené tycCinky, pohyblivé jednim nebo dvéma po-
larn€ umisténymi biciky. Jsou mikroaerofilni a chemoorganotrofni. Bézné se vyskytuji v za-
zivacim traktu ¢loveka i zvitat. Pro ¢lovéka mohou byt zdvaznym patogenem, k infekei po-
stacuje minimalni pocet bakterii (asi 10%). Piezivaji na potravinach skladovanych v chlad-

nickach, ¢aste¢né¢ mohou prezit i mrazeni. (Némec a Matoulkova, 2015).

Hlavnim lidskym patogenem rodu Campylobacter je Campylobacter jejuni, méné Casto se
vyskytuji Campylobacter coli, C. fetus, C. hyointestinalis, C. lari a dalsi. Patogenni kmeny
kampylobakterii produkuji enterotoxin, podobny cholerovému toxinu, nékteré kmeny 1 cy-
totoxiny podobné shiga toxinu. Kromé toho obsahuji ve sténé, piesnéji v lipidové membrané
lipopolysacharid analogicky endotoxinu ostatnich G'bakterii, jakoz i antigenni protein. Dal-
$im antigenem je bicikovy protein. Podle somatickych antigent se rozliSuje vice nez 60 sé-

rovard, podle bi¢ikovych antigenti vice nez 100 antigenti (Julak, 2006).

Typickymi projevy onemocnéji jsou prijem, Casto s piimeési krve, horecka, bolesti bficha a
hlavy. Mohou se projevovat, jako lehké gastrointestinalni obtiZe trvajici jen nékolik hodin,
tak 1 t€zké kolitidy pfipominajici ultracerativni kolitidu nebo Crohnovu chorobu. Nékdy mo-
hou kampylobakterie, zvlasté Campylobacter fetus, proniknout az do krevniho ob&hu a vy-

volat generalizované onemocnéni a sepsi (Julék, 2006).

U lidi jsou prvoradym zdrojem infekce nedostatecné tepeln€ upravené potraviny, predevsim
maso a driibez (Juldk, 2006). Kontaminace masa a mléka miize prob&hnout uz intravitalné a
pfi porazce. V mléku, ve vodé, ale 1 ve vykalech ptezivaji bakterie pii chladirenskych teplo-
tach 1 vic tydnii. V disledku toho se mohou pienéset i fekaln¢ kontaminovanou vodou, ovo-
cem a zeleninou a taktéz mlékem. Radné provedenou pasterizaci mléka viak bakterie nepie-

zivaji (Gorner a Valik, 2004).
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Obrazek 11 Campylobacter jejuni (https://www.google.com)

Metody detekce rodu Campylobacter
Prikaz rodu Campylobacter vyzaduje tyto kroky:

e Pomnozeni v tekuté ptid¢ (bujon podle Boltona) v mikroaerofilnim prosttedi

e Vyockovani na pevné pudy, kazda kultura se nao¢kuje na mCCD agar (modifikovany
deoxycholatovy agar s aktivnim uhlim a cefoperazonem) a na volitelny agar Preston
nebo agar podle Karmaliho

e (Charakteristické kolonie se preockuji na krevni agar a inkubuji. Provede se Gramovo
barveni, test na pohyblivost, oxidazovy test, test na TSI (Triple Sugar Iron Agar), test
na katalazu a sérotypizacni latexovy test (podle Pennera a Liora) (Burdychova a

Sladkova, 2007)

2.1.2.11 Rod Arcobacter

Rozvoj genotypizace s vyuzitim sekvencnich, elektroforetickych a PCR metod umoznil
v roce 1991 rozliseni piivodniho rodu Campylobacter na tti rody: Campylobacter, Arcobac-
ter a Sulfospirillum (Drabek a Dubansky, 2006). Od kampylobaktert se odliSuji schopnosti
rustu za pritomnosti vzduSného kysliku a pfi teploté 15 °C (Jurajda, 2003).

Arkobaktery jsou G §tihl¢, zakiivené nesporulujici ty¢inky, nékdy tvaru pismene ,,S* nebo

Sroubovice, pohyblivé jednim polarnim bi¢ikem charakteristickym vyvrtkovitym pohybem
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(Sedlacek, 2007). Byly izolovany z trusu a traviciho traktu dribeze, proto jsou ¢astym kon-
taminantem jate¢n¢ upravenych ptaki. DriibeZ je povazovéana za dulezity rezervoar Arcobac-
ter butzleri, ktery je patogenni pro lidi (Jurajda, 2003). Tyto bakterie mohou zpiisobovat
onemocnéni gastrointestinalniho traktu, v nékterych piipadech se zdvaznym klinickym ob-
razem. V souvislosti s arkobakteriézou byly dosud v literatute popsany druhy Arcobacter
butzleri, Arcobacter cryaerophilus, Arcobacter skirrowii, Arcobacter thereius (gilha, 2016).
V poslednich letech byly Arcobacter butzleri a Arcobacter cryaerophilus izolovany ze sto-
lice pacienti s prijmem nebo opakujici se bolesti biicha v USA, Kanad¢, Australii, Jizni

Africe, Thajsku, Italii, Francii a Némecku (Motarjemi a Adams, 2006).
Metody detekce rodu Arcobacter

Zatim neexistuje standardizovand metoda pro zjiStovani arkobakterii a jejich pfitomnosti
v riznych vzorcich. Z tohoto diivodu je jejich vyskyt podhodnocovan. V rdmci studie na
Univerzité Pardubice byla zavedena modifikace postupu, ktery je vyuzitelny pro selektivni
odhaleni pfitomnosti arkobakteril ve vzorcich potravin. Tato metodika vyuziva ,,pasivni fil-
traci®, kterd je velice dobrym nastrojem pro selektovani doprovodné mikrofléry vzorku. Po-
stup byl kombinovan s vyuzitim chromogenniho agaru uré¢eného pro kultivace kampylobak-
terti. V ramci studie byl zjistén vysoky vyskyt arkobakterd v mase a masnych vyrobcich ob-

chodni sité Ceské republiky, ale také ve vodach, &i plodech mote (Silha, 2016).

2.1.2.12 Rod Vibrio

V soucasné dob¢ je uznavano 48 druhii Vibrio, z nichZ 10 je znamo jako lidské patogeny.

vvvvvv

rio cholerae a Vibrio vulnificus (Motarjemi a Adams, 2006).

Vibria jsou G mirn¢ zakiivené pohyblivé tyCinky s polarnimi biciky. Jsou fakultativné anae-
robni s fermentatornim i respiratornim typem metabolizmu. Jsou tolerantni k alkalickému

prostiedi, ale velmi citlivé ke kyselému (Némec a Matoulkova, 2015).
Vibrio cholerae

Vibrio cholerae je nejvyznamnéjsi patogen z tohoto rodu, je piivodcem obavanych celosveé-
tovych epidemii cholery. Diky objevu nového sérovaru O139 a nedostatku pitné vody ho lze
zatadit mezi nové se objevujici onemocnéni. Poprvé ho izoloval Robert Koch v roce 1883

(Klaban, 2005). Vyskytuje se ve dvou biovarech (klasicky a El Tor). Nazev El Tor je odvo-
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zen od jména 0azy na Sinajském poloostrove, kde byl poprvé izolovan jako ptivodce epide-
mie mezi poutniky do Mekky (Juldk, 2006). Podle antigenni struktury se rozliSuje vice nez
200 O-sérotyptu (Hamplova, 2015). Jako piivodce cholery jsou vyznamné sérovar Ol a od
roku 1993 sérovar O139. Toxigenni kmeny Vibrio cholerae mohou produkovat fadu toxinti
jako faktora virulence. Nejvyznamnéj$im toxinem je cholerovy enterotoxin. Kromé entero-
toxinu jsou znamy také toxiny s cytotoxickym ucinkem, které zpiisobuji poruchy lipidovych
membran a cytoskeletonu. Vibrio cholerae mize dale produkovat tzv. aditivni toxiny, jako
jsou hemolyzin, shiga -like toxin, toxiny oznacované zot (Zonula occludens toxin), ace (ac-

cessory cholera enterotoxin) atd. (Julék, 2006).

Typicky je fekalné-oralni pfenos hlavné v oblastech s nizkou hygienickou urovni. Celosve-
tové prevlada Sifeni zejména prostfednictvim kontaminované vody, pouZzivané k piti, opla-
chovani ovoce a zeleniny a k ptipravé ledu. Vehikulem ndkazy mohou byt i potraviny kon-

taminované pobfezni motskou a fi¢ni vodou (ustfice, krabi apod.) (Hamplova, 2015).

Cholera je infekci tenkého stieva, v jehoz epitelu se piivodce usidli a produkuje enterotoxin.
Nemoc zac¢ina nahle bolestmi v bfiSe a prijmem. Zvraceni nastupuje zpravidla az po pri-
jmech. Velké ztraty vody a elektrolytii vedou k t&zké a nebezpecné dehydrataci organismu

(Klaban, 2005).
Zjistilo se, Ze v neptiznivych podminkéach vodniho prostfedi mohou patogenni kmeny piejit
do tzv. nekultivovatelného stavu, ve kterém je nelze prokéazat kultivaénimi metodami a pak

se zase vrati do pfedchoziho stavu s patogennimi schopnostmi (Klaban, 2005).

Obrazek 12 Vibrio cholerae (https://www.google.com)
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Vibrio parahaemolyticus

wrwe

hlavné na Blizkém vychod¢, kde je vysoka konzumace motskych plodt. Poprvé byly iden-
tifikovana v Japonsku v roce 1950, kdy onemocnélo 272 osob po konzumaci sardinek a 20
z nich zemfelo (Motarjemi a Adams, 2006). Jedna se o halofilni vibria, produkujici termosta-

bilni toxin.
Vibrio vulnificus

Tato halofilni podminéné patogenni bakterie byla poprvé identifikovana a popsdna v roce
1976 jako jedna z hlavnich pti¢in onemocnéni po konzumaci motskych plodi v USA (Mo-
tarjemi a Adams, 2006). Infekce se objevuji obvykle v teplych mésicich a infekce postihuje
prevazné jedince s oslabenou imunitou. Mortalita je vysoka, vice nez 50 %. Patogenita je
vazana na polysacharidové pouzdro, které chrani mikroorganismus pted fagocytdzou a bak-

tericidnim u¢inkem séra (Klaban, 2005).
Metody detekce rodu Vibrio

Pro izolaci a selektivni kultivaci vibrii, pfedev§im Vibrio cholerae a Vibrio parahaemoly-
ticus se doporucuje pouzivat TCBS agar (thiosulfate citrate bile sucrose agar). Byl navrzen
Y. Nakanishim v roce 1962 a déale modifikovan. Lze pouzit 1 krevni agar nebo agar se Zlu-

¢ovymi solemi (Klaban, 2005).

K potvrzeni identifikace Vibrio parahaemolyticus a Vibrio vulnificus se provadi test halofi-
lismu. UZitecnym diagnostickym testem je pozorovani pohyblivosti vibrii, kterd je inhibo-
vana pfidanim specifického antiséra. U izolovanych kmeni je nutné biochemické urceni bi-

ovaru a aglutina¢ni ur€eni sérovaru (Klaban, 2005).

2.1.2.13 Rod Francisella
Jedinym zéstupcem tohoto rodu je Francisella tularensis (Klaban, 2005).
Francisella tularensis

Bakterie tohoto druhu jsou nepohyblivé, nesporulujici a neopuzdiené G™ kokobacily, maxi-
malni délky 0,7 um, které jsou celosvétove rozsitené. Poprvé byly bakterie izolovany v roce
1911 v oblasti Tulare (Kalifornie, USA). Rodové jméno dostaly na pocest E. Francise, ktery
je podrobnéji prozkoumal. Rezervoarem jsou voln¢ zijici drobni hlodavci, my$§ domaci, hra-

bos polni aj, z nichz se ndkaza prendsi pres veétsi hlodavee na doméci a hospodaiska zvirata
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a z nich na ¢lovéka. Infekci mezi zvifaty mohou prenaset i clenovci, hlavné klistata a komafi.
Onemocnéni se nazyva tularemie a je nékazou s ptirodni ohniskovosti (Klaban, 2005).
V Ceské republice jsou ohniska na jizni Moravé (Znojmo, Bieclav, Tiebi¢, Hodonin),
na Ptibramsku a Plzenisku. Ro¢né€ se u nas vyskytuje nékolik desitek ptipadii onemocnéni
(Hamplova, 2015). Tularemie je velmi nebezpecna jak pro malou infek¢éni davku, ktera se
uvadi jen 10 zivych bakterii pti podkoznim podani, tak i pomérné vysokou smrtnosti, ktera
je u nelécenych pacientl okolo 30 % (Julak, 2006). Pfenos nakazy je moZny vice zplsoby a

urcuje klinickou manifestaci:

e Inokulace do klize spojivky nebo sliznice pfi manipulaci s infikovanym zvifetem
(stahovani zajicl)

e Prisatim klistéte nebo bodnutim hmyzu

e Poziti masa infikovaného zvifete (nedostatecnd tepelnd tiprava)

e Vdechnuti infek¢niho aerosolu (prach ze sena nebo sldmy infikované moc¢i hlodavci)

¢ Pitim kontaminované vody, poZitim kontaminované potravy (epidemie — most z pa-

danych jablek)(Hamplova, 2015)

Obrazek 13 Francisella tularensis (https://www.google.com)

Metody detekce rodu Francisella

Vzhledem k riistové narocnosti francisel je jejich kultivaéni priikkaz nejisty a pomaly. Dia-
gnostika se proto provadi bud’ fluorescen¢nim prikazem pomoci fluoresciem znacenych
protilatek, nebo nepiimymi sérologickymi metodami (aglutinace, vazba komplementu,

ELISA)(Juldk, 2006).
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2.1.2.14 Rod Pseudomonas

Nazev tohoto rodu bakterii je tvofen z feckych slov pseudos = klam a monas = jednotka.
Pseudomonady se nachazeji v piidé€, na rostlinach, ve vod¢, v exkrementech ¢lovéka i zvirat
(Klaban, 2005). Jsou striktné aerobni, nefermentujici, nesporulujici rovné nebo mirn¢ za-

hnuté G™ty€inky, pohyblivé pomoci polarnich bi¢ikti (Klaban, 2005).
Pseudomonas aeruginosa

Pivodné se tato bakterie nazyvala Bacterium pyocyaneum, podle modrozeleného pigmentu
pyocyaninu. Je povazovana za extracelularni, striktné patogenni bakterii. Udava se, ze asi
90 % kment vytvari toxin A povazovany za nejjedovatéjsi toxin tohoto organismu, protoze
potlacuje biosyntézu bilkovin. Na patogenité kment se také podili antifagocytarni polysa-

charidova slizova vrstva a cytolytické exotoxiny (Klaban, 2005).

Vyskytuje se v ptid€, povrchovych vodach, na rostlinach a ovoci, predevsim vSak na zelening
a z ni pfipravenych jidlech. Jeho zdrojem muze byt kontaminovana pitna voda, zvlh¢ovace
vzduchu, voda v kvétinovych vazach, stroje na umyvani kuchynského nadobi, nedostatecné
¢isténé a dekontaminované plochy, pfedevsim v prvovyrobé mléka a mléko, které s t€émito

plochami pfislo do styku (Gorner a Valik, 2004).

Muze vyvolat akutni gastroenteritidu nebo enterokolitidu hlavné u kojenct a osob oslabe-
nych jinym onemocnénim (Gorner a Valik, 2004). Invaze do tkani a krevniho obe¢hu muize

zpisobit sepsi a meningitidu (Schindler, 2010).

Velmi vyznamnou vlastnosti Pseudomonas aeruginosa je jeji schopnost snadno a rychle
prejimat od ostatnich bakterii informace o rezistenci na antibiotika, coz je pfic¢inou rychlého

Siteni multirezistence. (Julak, 2006).

Obrazek 14 Pseudomonas aeruginosa (https://www.google.com)
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Metody detekce rodu Pseudomonas

Kultivace je velmi snadné. Na krevnim agaru se v okoli kolonii a pod nimi objevuje uplna
hemolyza. Na Endové a MacConkeyove pude vyrustd Pseudomonas aeruginosa v ruzove
fialovych koloniich s viini jasminu. Starsi kolonie mohou pachnout amoniakem. Laboratorni
identifikace je snadna u pigmentovanych kment. Nepigmentované kmeny se urcuji podle
biochemickych vlastnosti, pozitivity cytochromoxidazového testu. Netvoii indol ani sulfan.
Vogesiv- Proskaueriiv test a test s metylovou cerveni maji negativni (Klaban, 2005).
Na zaklad¢ télovych antigenti se rozliSuje zatim 17 sérotypl Pseudomonas aeruginosa (Vo-

tava, 2003).

2.1.2.15 Rod Mycobacterium

Rod aerobnich ty¢inkovitych, obvykle slabé G* bakterii. Sviij nazev ziskal jiz v roce 1896
na zaklad¢ toho, Ze bakterie vytvarely na povrchu tekutych pid blanky vzhledem ptipomi-
najici plisné (Klaban, 2005). V soucasné dob¢ zahrnuje velky a rostouci pocet druhi. Za-
timco v roce 1999 zahrnoval 80 druht, do roku 2004 ptibylo dalsich 15 druhti a v roce 2005
jiz bylo uznavéno 115 druhti. Z nich jsou ¢astymi obligatnimi patogeny zejména Mycobac-
terium tuberculosis, M. bovis, M. africanum a M. leprae. Rada dalsich druht, napf.
M. avium, M. intracellulare nebo M. kansasii, jsou povazovany za prileZitostné patogeny
(Juldk, 2006). Nachazeji se v pud¢, ve vod¢, na rostlinach a také u ¢lovéka a zvirat (Klaban,
2005). Pro jejich patogenitu je vyznamné zcela vyjimecné sloZeni jejich celularnich lipidd,
kterych obsahuji neobvykle velké mnozstvi a kterymi se odlisuji od ostatnich bakterii. Jen
u Mycobacterium tuberculosis bylo k roku 2004 identifikovano 99 rtiznych lipoproteinti za-

kotvenych do membrany, které patrné ptispivaji k jeho virulenci (Juldk, 2006).

Mpycobacterim tuberculosis

N 24

Mycobacterium, ptivodce riznych forem tuberkulozy (Juldk, 2006). Bylo objeveno Rober-
tem Kochem v roce 1882. Jsou to ty€inkovité bakterie velmi odolné proti vyschnuti, a proto
mohou dlouho piezivat na predmétech znecisténych sputem nemocnych. Jejich bunécna

sténa obsahuje velké mnozstvi lipidi a kyselinu mykolovou (Klaban, 2005).

Tuberkuléza je rozsitena celosvétove, odhaduje se, Ze je infikovdna az tretina lidstva,

tj. 2,1 miliardy lidi. Kazdoro¢né vznika 9 milioni novych onemocnéni, z nichz 95 % je
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v rozvojovych zemich. Ro¢né€ na toto onemocnéni umiraji 2 miliony lidi. K hlavnim pfici-
nam, které ovlivnily znovurozsiteni tuberkuldzy ve svéte patii vysokéd migrace, globalni ces-
tovani, rozsiteni HIV/AIDS, nartstajici pocCet muttirezistentnich kment a omezeni systému

kontroly nad tuberkul6zou (Hamplova, 2015).

Mycobacterium bovis je patogenni pro rizna zvirata, zejména skot, prasata, kozy, a na ¢lo-
veka se prendsi hlavné konzumaci infikovaného mléka (Juldk, 2006). U dribeze vyvolava

tuberkulozni onemocnéni Mycobacterium avium (Klaban, 2005).

Obrazek 15 Mycobacterium tuberculosis (https://www.google.com)

Mpycobacterim leprae

Mycobacterim leprae je lehce ohnutd tyc¢inka, typické je uspotradani do kulicek, kde jednot-

livé bunky nelze diferencovat pro obsah mukézni substance (Klaban, 2005).
Onemocnéni vyvolané témito bakteriemi se nazyva lepra nebo malomocenstvi. V soucasné
dobé¢ se vyskytuje pievazné v tropickém a subtropickém pasmu. Trpi jim vice nez 10 milionti

lidi. Zdrojem je ¢lovék nebo opice a v Norsku byl prokazan ptenos vodou (Julék, 2006).
Metody detekce rodu Mycobacterium

Pro kultivaci se pouzivaji specialni média, zejména Lowensteinova-Jensenova ptida (s aspa-
raginem, glycerolem, vaje¢nym zloutkem a malachitovou zeleni), dale Sautonova ptda, Su-

lova piida (s glycerolem a hovézim sérem). Je pro né typicka dlouhé generacni doba, obvykle
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se kultivuji 3-6 tydnt. Pro mikroskopicky vzhled je charakteristicka jejich acidorezistence.
Typické je barveni podle Ziehl-Neelsena. Mykobakteria se pak jevi jako Cervené tyCinky
na zeleném pozadi, mohou byt lehce zahnuté, nepravidelné probarvené s tzv. Muchovymi
granulemi, n¢kdy ve shlucich. Zvlasté pro virulentni kmeny jsou typické provazcovité
utvary, zvané cords. Alternativou je fluorescencni barveni smési auraminu O a rhodaminu

(Julak, 2006).

Mycobacterim leprae se mnozi pouze v zivych buiitkach ¢lovéka nebo pasovce (Juldk, 2006).

2.1.2.16 Rod Helicobacter

Bakterie tohoto rodu jsou G” rovné nebo helikalni pohyblivé mikroaerofilni ty¢inky. Nachazi
se na zaludecni sliznici primatt (Némec a Matoulkova, 2015). Hlavnim lidskym patogenem

rodu Helicobacter, je Helicobacter pylori (diive Campylobacter pyloridis)(Julék, 2006).
Helicobacter pylori

Helicobacter pylori byl poprvé popsan australskymi enterology B. J. Marshallem a J. R.
Warrenem v roce 1983, kdy kultivaéné vySetfovali ¢asti odebrané Zalude¢ni sliznice paci-

enta trpiciho chronickou gastritidou (Klaban, 2005).

Ma obvykle podobu vinovky az spirdly a ma nékolik polarnich bic¢ikti. Za neptiznivych okol-
nich podminek pfechazi na kokoidni formy, které jsou odolnéjsi a vyznamné pro pienos
infekce. Vyskytuje se v Zaludku ve vrstvé hlenu, ktera ho chrani pfed zalude¢ni kyselinou.
Navic je schopen hlen ve svém okoli neutralizovat amoniakem, produkovanym hydrolyzou
mocoviny. Vysoka pohyblivost pomoci bi¢ikli mu umoziiuje rychlou chemotaxi ve sméru
pfiznivého gradientu pH i ve viskéznim hlenu. Jednim z jeho extraceluldrnich produkt je
protein inhibujici tvorbu zalude¢ni HCI. Z fady dalSich produkti jsou patogenicky vy-
znamné fosfolipazy, kataldza, proteazy, hemolyziny a antigenni protein zvany cagA, které
ovliviiyji imunitni mechanismy hostitele. Zptisobuje predev§im chronickou gastritidu, Zalu-

de¢ni a duodendlni viedy a zalude¢ni karcinomy (Julék, 2006).

Ptenos infekce je zfejmé alimentarni, 1 kdyZ jeho podrobnosti nejsou zcela jasné. Je mozny
kontaminovanou vodou, cestou fekalné oralni, z st do ust a také spoleCnym kuchyniskym

zatizenim (Juldk, 2006).
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Metody detekce Helicobacter pylori

Diagnostika je kultivacni nebo sérologicka (Schindler, 2010). Vyuziva se moznosti stano-
veni protilatek IgG a IgA proti helikobakterovym antigenim cagA a vacA, provadeéné ze slin
a krve nebo stanoveni antigenu ve stolici metodou ELISA (Julék, 2006). Spolehlivy je stan-
dardni mocovinovy dechovy test. Pacient vypije roztok mocoviny a po 30 minutich lze

z jeho dechu prokazat CO; (Schindler, 2010).

2.2 Mikromycety

2.2.1 Obecna charakteristika mikromycet

Mikromycety je pojmenovani pro eukaryotické vlaknité mikroskopické houby a plisné.
Jedna se o saprofytické nebo parazitické vSude se vyskytujici organismy (Némec a Matoul-
kova, 2015). Jsou aerobni a heterotrofni, to znamena, ze pro vyZivu potiebuji organické
latky, které ziskdvaji enzymatickym Stépenim bilkovin, keratinu a celuldzy a transportuji je

bunécnou membranou dovnitt buniky (Schindler, 2010).

Systematicky zdjem o mykotoxiny vyvolal v roce 1960 tthyn asi 100 000 mladych krtt, je-
hoZ pticinou bylo zkrmovani plesnivé moucky z podzemnice olejné. Mikrobiologické a che-
mické vySetfeni vedlo k objevu aflatoxinu, tvofené¢ho plisni Aspergillus flavus rostouci
na plesnivé moucce. Tato udalost dala podnét k systematickému vySetteni vice rodl a druhti

plisni s ohledem na moZnou tvorbu podobnych toxinti (Gorner a Valik, 2004).

v

Toxiny produkované plisnémi jsou po chemické strance mnohem rozmanitéj$i nez toxiny
bakterialni. VétSina toxini plisni je vylucovana z bunék do prostiedi a mize potravinou di-

fundovat (Silhankova 2008).

Toxigenni kmeny mohou produkovat jeden i vice mykotoxintl, a naopak ur¢ity mykotoxin

muzZze byt syntetizovan zastupci nékolika rodl toxinogennich mikromycet (Klaban, 2005).

Mykotoxiny se tvofi pfedevSim v potravinach rostlinného ptivodu, z nichz nejdileZzitéjsi jsou
obiloviny (pfedevsim kukufice), lusténiny (pfedev§im podzemnice olejna) a riizné olejnata
semena a ofechy. Mykotoxiny mohou prochazet také potravnim fetézcem do potravin Zivo-

¢iSného piivodu jako je maso a mléko. Odhaduje se, ze az 25 % svétovych potravinaiskych
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plodin mtze byt kontaminovano mykotoxiny. Divodem k obavam z jejich pfitomnosti v po-
travinach neni akutni toxicita, ale pfedev§im chronickd toxicita, kterd mize zahrnovat kar-
cinogenitu, chronické poskozeni orgadnti a imunosupresivni aktivitu, proto jsou stanoveny
maximalni tolerované limity pro jejich pfitomnost v potravinach (Blackburn a McClure,

2009).
Metody detekce mikromycet

K identifikaci mikromycet 1ze vyuzit standardni kultiva¢ni metody, kdy jsou jednotlivé mor-
fologické znaky porovnéavany s atlasy. Tento postup je asoveé ndrocny, a proto jsou postupné
zkoumany a vyuzivany molekularné biologické, chemické nebo fyzikalni metody. K identi-
fikaci je tak vyuzivana PCR a sekvenovani pro detekci specifickych genti. Geneticka infor-
mace rovnéz udava informace o metabolismu vlaknitych mikromycet. Ten zahrnuje Siroké
spektrum chemickych latek, jako jsou napiiklad terpeny, polyketidy, neribosomalni peptidy,
mastné kyseliny aj. K obecné detekci mohou slouzit typické produkty, jako jsou ergosterol
¢1 chitin. Pro selektivnéjsi ur€eni lze vyuzit t€kavé organické latky stanovené umélymi nosy
¢i chromatografickymi metodami nebo specifické mastné kyseliny. Z fyzikéalnich metod na-
rista zajem o metody analyzy obrazu potizeného v rliznych oblastech spektra od ultrafialové

az po infra¢ervenou oblast (Dohnal a Jun, 2012).
2.2.2 Rody mikromycet vyznamné z hlediska tvorby toxinu

2.2.2.1 Rod Aspergillus

Rod Aspergillus popsal jako prvni uz v roce 1809 Johan Heinrich Friedrich Link. Cesky se
nazyva kropidldk a ma charakteristické hlavickovité zakonceni konidiofort. Je celosvétove
rozsiten, s CastéjSim zastoupenim v subtropickych a tropickych oblastech. Jednotlivé druhy
tohoto rodu se vyskytuji v piid¢€, ve vodé, v ovzdusi a mohou tak snadno kontaminovat po-

travinafské vyrobky (Klaban, 2005).

Aspergillus flavus a A. parasiticus byly po n€kolik desetileti povazovany za jediné druhy
schopné produkovat aflatoxiny. AZ v roce 1987 zjistil Kurtzman, Ze A. manitus, druh Gzce
piibuzny Aspergillus flavus je také aflatoxigenni. Postupné byla popsana fada dalSich druhti
produkujicich aflatoxiny: A. bombicis, A. ochraceoroseus, A. pseudotamari, A. tamarii,
Emericella astellata, Emericella venezuelensis. Ve srovnani s A. flavus a A. parasiticus se

vSak vyskytuji v ptirodé mén¢ a v zeméd¢lstvi se s nimi setkdvame ziidka. Na kontaminaci
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zemédélskych produkti aflatoxiny ma vliv vlhkost, teplota a také poskozeni hmyzem. Plo-
diny jsou Casto kontaminovany aflatoxiny uz na poli pfed sklizni, hlavn¢ v obdobi sucha,
kdy jsou rostliny oslabené a nachylné k poskozeni hmyzem. Mezi nejcastéji kontaminované

plodiny patii kukufice, arasidy, bavlna, ofechy, ryze, fiky, tabak a koteni (Simjee, 2007).

Aflatoxiny jsou heterocyklické slouceniny, d€li se na Sest hlavnich typt Bi, B2, Gi, G2, My,
M,. Pismena B a G pochdazeji od jejich fluorescence v UV svétle (blue = modra, green =
zelend) a pismeno M od mléka (milk)(Gorner a Valik, 2004). Aflatoxin Bi je nejsilnéjsi
dosud znamy karcinogen. Aflatoxiny mohou vyvolat u clovéka Reylv syndrom, zanét jater,

primérni hepatom, kwashiorkor a stavy utlumu imunity (Siminek a Bfezina, 1996).

A. ochraceus, A. alliaceus, A. marinus a A. ostianus vytvari predevsim nebezpecny ochrato-
xin A. Ten ma silné nefrotoxické ucinky, je teratogenni, cytotoxicky, karcinogenni a snizuje
imunitu (Votava, 2003). Vyskytuje se hojn¢ v pid¢, na kazicich se potravinach (Klaban,

2005).

Toxigenni kmeny Aspergillus flavus, A. oryzae, A. versicolor produkuji za ptiznivych pod-
minek kromé¢ aflatoxintl i kyselinu cyklopiazonovou (Klaban, 2005). Tento toxin miZe zpi-
sobovat patologické zmény v jatrech, sleziné, pankreatu, ledvinach, myokardu atd. (Votava,

2003).

A. bipolaris, A. flavus, A. nidulellus a A. versicolor produkuji sterigmatocystin, coz je pre-

kurzor aflatoxinu B (Votava, 2003).
Metody detekce rodu Aspergillus

Vyznamna je piimad mikroskopie tkanovych fetéza stiibfenych podle Grocotta nebo barve-
nych hematoxylinem. Usp&$né mize byt také prohlizeni preparati barvenych Parkerovym
inkoustem nebo Ryluxem. Vyznamnou roli hraje i pritkaz nepiimy, vyuzivajici imunoelek-
troforézu, dvojitou imunodifuzi, techniku ELISA, ptipadné analyzu specifickych IgA po-

moci imunoblottingu. Pouzit Ize také reakci vazby komplementu (Votava, 2003).

Mykotoxiny mohou byt detekovany chemickymi nebo biologickymi metodami. Vyuziva se
tenkovrstva chromatografie nebo vysoce ucinna kapalinova chromatografie s detekci UV
zafenim nebo absorpcnim spektrem. Byly vyvinuty komeréné¢ dostupné imunotesty

(Montville, Matthews a Kniel, 2012).
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2.2.2.2 Rod Penicillium

Objev penicilinu v roce 1929 poskytl podnét k hledani dalSich metabolitii rodu Penicillium
s antibiotickymi vlastnostmi, coz vedlo k poznani patulinu, citrulinu, griseofulvinu jako my-
kotoxinl. Rod Penicillium produkuje 42 toxickych metaboliti a nejméné 85 druht je toxi-

gennich (Montville, Matthews a Kniel, 2012).

Cesky nazev je §tétickovec z latinského penicillus = §tétec. V roce 1979 navrhl australsky
badatel John I. Pitt rozd€leni rodu Penicillium do 4 podrodii: Aspergilloides, Furcatum, Pe-
nicillium, Biverticillium (Klaban, 2005). Rozsah mykotoxini, které produkuje rod Peni-
cillium je $ir§i nez u jinych mikromycet. VétSina toxind v§ak miize byt zafazena do dvou
skupin, neurotoxiny a ty co ovliviiuji ¢innost jater a ledvin (Montville, Matthews a Kniel,

2012).

wewvr

cillium verrucosum, ktery kontaminuje jeCmen a pSenici zejména ve Skandindvii, stiedni
Evropé a zapadni Kanad€. Ochratoxin A je plivodcem balkanské endemické nefropatie
s vysokou umrtnosti v oblastech Bulharska, byvalé Jugoslavie a Rumunska, kterd vznikla
konzumaci praseciho masa zvifat, kterd byla krmena plesnivym krmivem (Montville,

Matthews a Kniel, 2012).

Rada plisni z rodu Penicillium tvoii toxin patulin (P. expansum, P. urticae, P. patulum) (G6-
rner a Valik, 2004). Jedna se o mykotoxin s bakteriostatickymi a baktericidnimi uc¢inky,
ktery se nachézi v riznych druzich ovoce, zejména jablcich a vyrobcich z nich. U patulinu

byly prokézany karcinogenni, mutagenni a teratogenni u€inky (Hruby a Turek, 1996).

Metabolitem P. citrinum, P. citreoviride, P. cyclopium, P. claviforme a dalSich 15 druht
penicilii je citrinin. Je nefrotoxicky a vyskytuje se pfedevsim v ryzi. Je zndmy predevsim
v souvislosti s onemocnénim lidi po tzv. zluté ryzi. Tato otrava se objevila po 2. svétové
valce i v Italii a ve Spanélsku. Citrinin byl zjiitén také v riznych krmnych smésich nebo

v produktech z kokosovych ofechti (Hruby a Turek, 1996).
Metody detekce rodu Penicillium

Pti ur€ovani druht rodu Penicillium se sleduje makrohabitus na diagnostickych pidach
(CYA- Czapek agar s kvasnicnym extraktem a MEA agar se sladovym extraktem), kde vy-
tvaii dobfe vyvinuté vegetativni mycelium a konidialni aparat 1 ptipadné ,,plodnicky* (Malif

a Ostry, 2003).
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2.2.2.3 Rod Fusarium

Plisné tohoto rodu jsou v ptfirodé znacné rozsifené, nachazi se v piidé, ve vodeé i v ovzdusi.
Maji bohaté plstnaté nebo vatovité mycelium a vyznacuji se charakteristickou tvorbou dvou
typt konidii: mikrokonidie a makrokonidie. Dfive byly zastupci rodu Fusarium povazovani
za nepatogenni pro ¢loveéka, v soucasné dobé jsou vSak popsany ptipady mykotickych one-
mocnéni u osob se snizenou imunitou. Infekce mivaji casto velmi zavazny priabéh (Klaban,

2005).

Mezi fusariové toxiny patii piedevs§im fumonosiny, fusarenon X, fusarin C a X, monilifor-
min, trichothecin, HT-2 toxin, diacetoscirpenol (Hruby a Turek, 1996). Zavaznym produ-
centem fumonisint a fusarinu X je Fusarium moniliforme, zejména typ MRC 826, ze kterého

byl v roce 1988 v Jihoafrické republice prvni fumonisin izolovan (Klaban, 2005).

Fumonisiny jsou také metabolity F. verticillioides, F. moniliforme, F. proliferatum a F. sub-
glutinans. Jsou to pidni rostlinné patogeny, které kontaminuji kukufici po celém svété

(Montville, Matthews a Kniel, 2012).

Fusarium culmorum produkuje mykotoxiny deoxynivalenol, zearalenon a acetyldeoxyniva-
lenol. Vyskytuje se v piid€, zplsobuje choroby obili a pliseii u kukufice, kterd pak mize

kontaminovat potraviny na bazi kukutice (Montville, Matthews a Kniel, 2012).
Metody detekce rodu Fusarium

K identifikaci toxinti rodu Fusarium se pouzivaji chromatografické separacni techniky. Nej-
béZnéjsi je tenkovrstva chromatografie a vysoce u¢inna kapalinova chromatografie. Vyuziva
se 1 plynova chromatografie, zejména ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Byly vyvinuty
také imunotesty. Kvalitativni soupravy pro screening, stejné jako soupravy pro kvantitativni
analyzu, jsou k dispozici pro deoxynivalenol, zearalenon, T-2 toxin a fumonisiny (Montville,

Matthews a Kniel, 2012).

2.2.3 Nové se objevujici toxické metabolity mikromycet

V riznych potravindch se naléza fada plisni, jejichz izolaty vykazuji v riznych testech toxi-
city a genotoxicity pozitivitu, aniz by byl dosud znam toxicky metabolit. Jako ptiklad mohou
slouzit nékteré kmeny Cladosporium sphaerosporum, izolované z pekatskych vyrobkl a
obilovin, Aspergillus niger, Penicillium corylophytum a Fusarium oxysporum z mrkve a
chleba a Fusarium solani izolované ze zeli. U nékterych kmeni Aspergillus niger byla pro-

kazana hepatotoxicita a nefrotoxicita (Hruby a Turek, 1996).
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v plodinach jako je pSenice. Je produkovan mnozstvim druhit Fusarium, z nichz nejdalezi-
t&j8i jsou Fusarium graminearum, Fusarium culmorum a Fusarium pseudograminearum,
které byly donedavna zatazeny k Fusarium graminearum. DON je sice mén¢ toxicky nez
po celém svété. Maximalni pfipustné mnozstvi deoxynivalenolu v potravinach je stanoveno

v Natizeni Komise (ES) ¢. 1881/2006, limity pro krmiva pak v Doporuceni Komise ze dne

17. srpna 2006 (Blackburn a McClure, 2009).

2.3 Viry

2.3.1 Obecna charakteristika vira

Viry jsou nukleoproteinové castice, které nesou urcitou genetickou informaci, ale nemaji
enzymove vybaveni pro zajiSténi zdkladnich Zivotnich funkci. Jsou schopny infikovat vhod-
nou hostitelskou buiiku, to znamend, Ze do ni pienesou svou nukleovou kyselinu a vyuziji
hostitelova enzymového systému pro svou replikaci. VEtSina virth poskozuje, nékdy i nici
hostitelskou buitku nebo ovliviiuje jeji kontrolni mechanismy. Nékteré viry vSak zlstavaji
v latentnim stavu a jejich geneticky material se stava soucasti genetického materialu bunky

(Silhankova 2008).

Viry se vyskytuji ve dvou fazich. Extracelularni faze se nazyva virion (virova ¢astice), in-
tracelularni (replikaéni) faze spociva v replikaci virové nukleové kyseliny v buiice hostitele
a v tvorbé novych virionil v hostitelské bunce. Viriony se skladaji z molekuly DNA nebo
RNA a z bilkovinného obalu nazvaného kapsida. Nekteré viry vyssich organismi jsou jesté
obaleny zvlastni membranou bohatou na lipidy. U nekterych virti je sloZeni bilkovin této
membrany uréeno virovymi geny, u jinych je membrana Gplné nebo ¢astecné tvofena mem-
branami, které vznikly ze slozek hostitelské builky. Byla zjiSténa 1 existence tzv. viroidd,

které nemaji kapsidu a skladaji se pouze z jednotetézcové RNA (Silhankova 2008).
Podle zplisobu mnozeni viru mizeme tedy fici, ze virus je parazit na molekulové trovni.
Viry existuji jako specificti paraziti vS§ech druhti bunék. Zivocisné viry se pomnoZzuji na eu-

karyotnich bunikach zivocichii, nejsou uzce specifické pro zivo¢iSny druh, ale mnozi se
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na ur€itém okruhu Zivocichii. Pomnozuji se ve vice organech a vyvolavaji bud’ systémovou

infekci, nebo maji organovou specifitu (Schindler, 2010).

Viry se rozmnozuji jen v zivych bunkach, proto je jejich rozmnozovani v potravinach vy-
loucené. Potraviny a voda vSak mohou byt vyznamnymi pfenaseci takovych virti, které jsou
schopné uchovat si svoji Zivotaschopnost del§i dobu i mino zivou buiiku. Velmi vhodnym
prostiedim pro uchovani zivotaschopnosti viri mimo zivou buiiku je mléko. Jestlize se po-
travina zivocis§ného plivodu ziskd z Zivoc¢ichl infikovanych viry, mize byt kontaminovana

uz primarné intravitalni cestou. Mnohem cast¢jsi jsou vSak sekundarni kontaminace, piede-

v§im cestou fekalniho znecisténi (Gorner a Valik, 2004).

Vétsina vird si zachovava svoji infekénost i1 pti chladirenskych teplotach po dobu nékolika
tydnl a pii teplotdch mrazirenskych i1 nékolik mésicl. Viry jsou vSak citlivé vic¢i niz§im

hodnotdm pH, vii¢i vysuSeni a také vici vyssim teplotam (Gorner a Valik, 2004).

2.3.2 Vyznamné a nové se objevujici viry pfrenosné potravinami

Viry jako etiologickd agens akutni gastroenteritidy byly rozpoznany pozdéji nez bakterie a
jejich prukaz zavisel na rozvoji detekénich metod, zaloZenych nejprve na pozorovani agens
(elektronova mikroskopie), pozdé€ji na pritkazu antigenu ve stolici. K objevu virli v souvis-
losti se sttevnimi infekcemi doSlo az v 70. letech 20. stoleti (AmbroZzova a Schramlova,

2006).
Metody detekce viri v potravinach

K prikazu virti v potravinach se pouzivaji tkanové kultury. Zména vyvolana virem mize byt
v tkanové kultute viditelnd pouhym okem, mikroskopicky nebo neptimymi metodami. Po-

tvrzujici testy se obvykle provadgji na zvitatech (Silhankova, 1987).

2.3.2.1 Virus hepatitidy A

Virus hepatitidy A (HAV) je maly RNA virus z ¢eledi Picornaviridae, rodu Hepatovirus. Je
velmi odolny vii¢i vliviim zevniho prostiedi, zmrazeny pieziva roky. Je rezistentni ke kyse-
losti zaludec¢ni stavy (Hamplova, 2015). Pfeziva i bézné chlorovani pitné vody a devitalizuje
se az varem delSim nez 5 minut (Gorner a Valik, 2004).

Prendsi se fekalné-oralni cestou a také prostfednictvim kontaminované vody a potravin. In-

kubacéni doba je 14-50 dni. Probiha vesmés s gastrointestindlnimi a chiipkovymi piiznaky

(Hamplova, 2015).
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Toto onemocnéni se vyskytuje celosvétove, Castéji v rozvojovych zemich a v komunitach
s niz§im hygienickym standardem. Ro¢né dochazi k vice nez 200 miliontim pitipadt akutni
hepatitidy A a umira vice nez 35 000 nemocnych. Trend vyskytu v CR je dlouhodobé piiz-
nivy, posledni velké epidemie, pii které bylo nakazeno prostiednictvim dovezenych konta-
minovanych jahod vice nez 30 000 lidi, prob¢hla v letech 1979-1980. Pti epidemii v roce
2008 bylo podchyceno 1648 onemocnéni (Hamplova, 2015).

2.3.2.2 Virus hepatitidy E

Virus hepatitidy E (HEV) je RNA virus zatfazeny do Celedi Hepeviridae. Klinicky obraz je
podobny jako u virové hepatitidy A, v pocate¢nim stadiu jsou vyraznéjsi gastrointestinalni,
chiipkové a kloubni pfiznaky. Vyznamné vys$i smrtnost mize byt u téhotnych zen
(20-30 %). Virus je znaéné stabilni, zejména ve vodé. Sifi se pfevazné v rozvojovych ze-
mich prostfednictvim kontaminované vody a ryb. Ve vyspélych zemich ptevladd pienos
kontaminovanym, nedostate¢né upravenym masem. Inkubac¢ni doba je 15-64 dni

(Hamplova, 2015).
Metody detekce viru hepatitidy

Viry hepatitidy se zjist'uji pouZitim imunochemickych metod, a to pouZitim antiséra ozna-

geného radioizotopem (metoda RIA tj. Radio Immuno Assay) (Silhankova, 1987).

2.3.2.3 Virus klist ové encefalitidy

Virus klistové encefalitidy tzv. zapadniho typu je piislusnikem rodu Flavivirus. Udrzuje se
v pfirodnich ohniscich nakazy ve stfedni Evrop€. Z rezervoaru hlodavct se pienasi klist'aty
na lesni zveéf a zvitata na pastvé (Schindler, 2010). V minulosti a vzacné i dnes dochazi
k alimentarnimu pfenosu po konzumaci tepeln€ nezpracovaného mléka infikovanych hos-
podatskych zvitat (koz, krav a ovei) (Hamplova, 2015). Relativné velika stabilita viru k vli-
vum vnéjsiho prostiedi se projevuje jeho schopnosti prezivat v mléce a masle az dva mésice.

Pasteraci je virus spolehlivé inaktivovan (Varejka, Mraz a Smola, 1989).

Nakaza Casto probihd velmi lehce, mize byt 1 inaparentni. Onemocnéni vSak muze mit 1
dvoufazovy prubéh, kdy po prvni chiipkovité fazi dochazi k silnym bolestem hlavy a zvra-
ceni. V rozvinutém stadiu je spektrum piiznakd velmi pestré. Nejcastéjsi formou postizeni
CNS je aseptickd meningitida nebo meningoencefalitida (Hamplova, 2015). Po onemocnéni

zUstavaji Gasto neurologické nasledky. Smrtnost je 1-5 % (Votava, 2003). V Ceské republice
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je mnoho ohnisek, kde jsou dobré ekologické podminky pro zivot klist'at i rezervoarovych

zvitat, na kterych klistata parazituji (Hamplova, 2015).
Detekce viru klist’ové encefalitidy

Laboratorni diagnostika je zaloZena na sérologickém vysetfeni s prikazem ctyfnasobného
vzestupu protilatek a na izolaci viru v pocatecnim viremickém stddiu onemocnéni. Velky
vyznam maji metody molekularni biologie (Zemla, Ciampor a Labuda, 1998). UZiva se sou-
bézné komplementfixacni reakce a hemaglutina¢né inhibi¢ni test, ptipadné priikaz protilatek

metodou ELISA (Votava, 2003).

2.3.2.4 Rotaviry

Rotaviry byly u lidi popsany poprvé v r. 1973, kdy je Bishop se spolupracovniky objevili
pomoci elektronové mikroskopie v bioptickych vzorcich duodena u déti s priijmem (Ambro-

zova a Schramlova, 2006).

Patii do Celedi Reoviridae, nejsou vlastni jen Clovéku, ale vyskytuji se také u mnoha druhti
zvirat. Jsou to neobalené, 60-80 nm velké dvacetisténné viry se zdvojenou kapsidou, tvarem
pfipominaji kolo (latinsky rota), maji dvouvlaknovou RNA. Podle antigenu a pohyblivosti
v elektrostatickém poli existuje 6 skupin oznaCenych A az E (Schindler, 2010). Naprosta
vétSina onemocnéni ve svété je vSak vyvolana skupinou A, rotaviry ze skupiny B vyvolaly
epidemie u dospélych v Cing, pozdgji v Indii a Bangladési, skupina C vyvolava sporadické
onemocnéni déti 1 dospélych (Ambrozova a Schramlova, 2006).

N 24

pribéhem a jsou celosvetové rozsiteny. Jejich vyskyt neni ptili§ ovlivnén socioekonomic-
kymi podminkami a poc¢et onemocnéni v rozvojovych 1 rozvinutych zemich je stejny. Témér

kazdeé dité na zemékouli se jimi infikuje do 5 let véku (Ambrozova a Schramlova, 2006).

Infekce se prenasi oralné-fekalni cestou nebo potravinami. Rotaviry jsou odolné vici myti
rukou, onemocnéni se projevuje zvracenim a prijmem. Prijem je pro dehydrataci nebez-
pecny zvlasté u kojenci. Na svéte, predev§im v rozvojovych zemich zplisobuji rotavirové

priajmy az 850 000 détskych umrti ro¢né (Schindler, 2010).
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Detekce rotaviru

V diagnostice je rozhodujici prukaz antigenu ve stolici, ktery je mozno provést nékolika
metodami. Nejrychlejsi je latexova aglutinace, kterd ma senzitivitu asi 90 %. Citlivéjsi me-
todou se senzitivitou kolem 98 % je ELISA. Velmi vhodnou metodou je elektronova mikro-
skopie (EM), jejiz nevyhodou vsak je zavislost na poctu virt ve stolici. Nejcitlivéjsi metodou
k prikazu RNA jsou molekularné-genetické metody (PCR) (Ambrozova a Schramlova,
2006).

2.3.2.5 Caliciviry

Caliciviry jsou jednovlaknité neobalené RNA viry o pozitivni polarité vldkna, jejichz dva-
cetisténna kapsida o priméru 30-45 nm je formovana do 32 kaliSkovitych dulkt (latinsky

calyx — kalich) (Schindler, 2010).
Lidskeé caliciviry se fadi do dvou rodd Norovirus a Sapovirus (Votava, 2003).
Noroviry

Nazev rodu Norovirus pochazi od prototypového kmene Norwalk a ten se nazyva podle
mista, kde byl poprvé prokazan (Skola v Norwalk v Ohiu v roce 1968). Prohlubné na po-
vrchu jsou u ptislusnikli tohoto rodu pomérné Spatné patrné. Viry jsou velmi odolné, snasi
napt. chlor v koncentraci, ktera se pouziva pii ptiprave pitné vody (Votava, 2003). V sou-

¢asné dobe¢ rozliSujeme 6 genoskupin calicivirti z rodu norovirt (Hamplova, 2015).

Onemocnéni zacind ndhlym nebo postupnym vyvojem kie¢i biicha, objevuje se nauzea,
zvraceni, prijem, chiipkové ptiznaky a u poloviny postizenych teplota. Nejcastéjsi kompli-
kaci je dehydratace, zejména u mlads$ich a star§ich osob. V souvislosti s norovirovou infekci

dochazi v rozvojovych zemich k vice nez 200 000 tmrti déti do 5 let (Hamplova, 2015).

Ptenasi se fekalné oralni cestou nebo prostfednictvim kontaminované vody a také potravi-
nami (ustfice, maliny, salaty) (Hamplova, 2015). Noroviry byly nalezeny i v balené pitné
vode. V poctu onemocnéni byvaji na druhém misté hned za rotaviry (Ambrozova a Schra-

mlova, 2006).
Sapoviry

Sapoviry byly objeveny poprvé u déti s gastroenteritidou v 70. letech 20. stoleti. Onemoc-

néni je typické zejména pro malé déti, miize se vSak vyskytnout i u starSich déti a dospélych.
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Sapoviry vyvolavaji epidemie v détskych centrech, Skolach, nemocnicich a détskych domo-
vech. Mohou se pfenaset i potravinami, napt. Ustficemi. Klinicky obraz a prevence se vyraz-

n¢ji nelisi od onemocnéni vyvolanych noroviry (Ambrozova a Schramlova, 2006).
Detekce caliciviri

Virus je zatim nekultivovateny. Pti laboratorni diagnostice ze stolice se vyuzivaji rizné me-

tody: imunochromatografie, ELISA, RT-PCR, IEM, EM (Hamplova, 2015).

Noroviry genovych skupin L. a II. v pitné vodé¢ lze detekovat jednoduchou metodou pomoci
jednostupiiové reverzni transkripéni polymerazové fetézové reakce (RT-PCR) v redlném

case (Adley, 2006).

2.3.2.6 Astroviry

Astroviry jsou ¢tvrtym nejcastéjSim pivodcem virovych gastroentritid. Virus je pomérné
maly, neobaleny, o priméru asi 30 nm a ma vzhled péti nebo Sestihroté hvézdy (Schindler,
2010). Genom je tvofen jednovlaknovou RNA. Lidska onemocnéni vyvolavaji astroviry
z rodu Mamastrovirus, je znamo 8 sérotypti lidskych astrovirti, nejcastéji se vyskytuje séro-

typ €. 1 (AmbroZova a Schramlova, 2006).

Infekce jsou nejcastéjsi u kojencii a malych déti do 3-5 let, dale pak u hospitalizovanych
starych lidi a u imunodeficitnich pacientti. U zdravych lidi vyvolavaji astroviry epidemie i
sporadickd onemocnéni po poziti kontaminovanych potravin a vody. Nejvétsi epidemie byly
zaznamenany v 90. letech 20. stoleti v Japonsku, kde onemocnélo nékolik tisic studentti po
poziti obéda ve Skolni jideln€. Astroviry byly opakované nalezeny i v muslich, ustficich,

v fi¢nich a odpadnich vodach (Ambrozova a Schramlova, 2006).

U astrovirti je typicky sezonni vyskyt, ktery se ale geograficky lisi. V zemich mirného pasma

je nejvyssi vyskyt v zimée, v tropech v obdobi desth (Ambrozova a Schramlova, 2006).
Detekce astroviru

Pro zachyt astrovirt je diilezita pouzitd diagnosticka metoda. Pfi pouziti elektronové mikro-
skopie mohou byt vysledky zkreslené, protoZe asi jen 10 % castic ma typicky hvézdicovity
vzhled. Pfesnéjsi jsou enzymatické metody, napt. komeréné vyrabéna ELISA (Ideia Astro-
virus), kterd detekuje antigen ve stolici a slouzi k zachytu vSech 8 sérotypli. Nejmoderné&;jsi

a nejcitlivéjsi metodou k detekei astrovirt je RT-PCR (Ambrozova a Schramlova, 2006).
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2.3.2.7 Adenoviry

Adenoviry byly poprvé izolovany v roce 1953 z adenoidni tkdné (nosni mandle). Lidské
adenoviry se fadi do rodu Mastadenovirus (Votava, 2003). Adenoviry jsou stfedné velké,
maji sféricky tvar a kubickou symetrii kapsidy. V praméru méii 70-90 nm. Kapsidu tvoii
252 sférickych kapsomer velikosti 8-9 nm (Vaiejka, Mraz a Smola, 1989). Genom obsahuje
dvouvlaknovou DNA (Ambrozova a Schramlova, 2006).

Adenoviry jsou rozsifeny po celém svété, nckteré sérotypy vyvolavaji gastroenteritidy pie-
devsim u malych déti. Jedna se o sérotypy 40 a 41. Rada piipadd probiha asymptomaticky.
Incidence stfevnich adenoviri u malych déti byla podle americkych a argentinskych studii
4-7/100. I kdyz jsou priabehy obvykle lehké, byly popsany i smrtelné ptipady u imunodefi-
citnich pacientil. Stievni adenoviry nevykazuji sezonnost. Podle studii provadénych u déti
s prijmem v riznych zemich svéta se adenoviry vyskytuji méné ¢asto nez rotaviry a astro-

viry (Ambrozova a Schramlova, 2006).
Metody detekce adenoviria

Stfevni adenoviry se diagnostikuji ze vzorki stolice. Lze je pozorovat elektronovym mikro-
skopem, ale pti pfimé elektronové mikroskopii je nelze odlisit od kultivovatelnych sérotypt.

Detekce je mozné imunoelektronovou mikroskopii (Ambrozova a Schramlova, 2006).

Nejveétsi zachyt adenovira ve stolici je béhem prvniho tydne onemocnéni, pak dochazi k
poklesu vylu¢ovani viru. Asi nejvice pouzivanou, 1 kdyZ méné citlivou metodou je latexova
aglutinace, komercné se vyrabi i1 specifickd ELISA. Nejvyssi senzitivitu ma PCR (Ambro-

zova a Schramlova, 2006).

2.3.2.8 Polioviry

Kromé ¢lovéka jsou k polioviriim vnimavi jen priméti. Existuji 3 typy, které se 1i8i antigenné
a homologii nukleotidl (Schindler, 2010). Onemocnéni se nazyva poliomyelitida (pfenosna
détska obrna), probiha zpravidla inaparentné (95 %), u n¢kolika procent lidi vyvola chiip-
kové onemocnéni a pouze vyjimecné dochdzi k virémii a priniku viru do nervové soustavy.
Projevi se jako aseptickd meningitida nebo paralytickd forma s chabymi asymetrickymi
parézami svald, vedoucimi k trvalému ochrnuti. Od konce 80. let 20. stoleti jsou ve svéte
uplatiiovany eradikacni programy. Epidemicky se dosud vyskytuje v Nigérii, Pakistanu, Af-

ganistanu a v roce 2014 se objevila také na Arabském poloostrové. V Ceské republice se
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diky povinnému ockovani déti nevyskytuje jiz od roku 1961. Pfendsi se fekalné-oralni ces-
tou, pii koupani ve vodach kontaminovanych odpadnimi vodami nebo mtize dojit i k alimen-

tarni epidemii z kontaminovanych potravin (Hamplova, 2015).

2.4 Priony

V roce 1982 identifikoval tym, ktery vedl Stanley B. Prusiner, feditel Gistavu neurogenera-
tivnich nemoci na Kalifornské univerzité v San Franciscu, infekéni autoreplikacni proteiny,
které Prusiner nazval priony (Washington, 2017). Stanley B. Prusiner prokazal priony jako
puvodce scrapie a dalSich neurogenerativnich nemoci a formuloval prionovou teorii, za coz

obdrzel v roce 1997 Nobelovu cenu (Julak, 2006).

2.4.1 Obecna charakteristika prioni

Priony jsou specifické proteiny lokalizované v nervovych bunkach. Neobsahuji nukleovou
kyselinu, jejich proteinova molekula je kodovana strukturnim genem hostitelského organi-
zmu. Infekce prionem vede k syntéze tohoto proteinu, ktery se hromadi v nervovych buii-
kach a zplsobuje poruchy CNS. Dochazi k ubytku nervovych bunék a v mozku zlstavaji
prazdnd mista. Ptiznaky tohoto onemocnéni se projevi az po velmi dlouhé dobé. Pomaly,
nevylécitelny priibéh nemoci s prohlubujicimi se smyslovymi poruchami a demenci konc¢i

smrti. (MiSurcova, 2012).

2.4.2 Priony prenosné potravinami

2.4.2.1 Creutzfeldt -Jakobova nemoc (novda varianta)

Jedna se o neurodegenerativni onemocnéni u ¢lovéka rozpoznané v roce 1996. Postihuje
mladsi osoby, progreduje rychleji, dochéazi k pravidelnému postizeni malého mozku a pied-
poklada se alimentarni pfenos v souvislosti s BSE. Piedpoklada se, Ze zdrojem je hovézi
dobytek infikovany ptivodci BSE. Pfenasi se pravdépodobné pozitim hovéziho masa a po-
travin z n¢] pripravenych. Rizikové by mohly byt i potravinaiské vyrobky z kosti a ktize
nakazenych zvifat (napfi. Zelatina). Je uvaZzovano i o pfenosu krvi a krevnimi derivaty. Hy-
potézu o souvislosti obou nemoci potvrzuje piedev§im mistni a ¢asova spojitost vyskytu
obou nemoci. V letech 1996-2012 bylo celosvétové hlaseno 230 piipadii onemocnéni

vnCJN, z toho nejvice ve Velké Britanii (160), ve Francii (15), dale v Irsku, USA, Kanadg,
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Italii, Japonsku, Holandsku, Portugalsku, Spanélsku a Saudské Arabii. V Ceské republice
dosud nebyl potvrzen zadny piipad. Onemocnéni kon¢i piiblizné do roku demenci, imobili-
tou a smrti. Diagnostika neni snadnd, neexistuji zatim zadné intravitalni testy. Definitivni

potvrzeni nemoci je mozné az z pitevniho nalezu (Hamplova, 2015).

2.4.2.2 Kuru

Tato nemoc byla poprvé diagnostikovana u ptislusnikii kmene Fore na Nové Guineji. Pro-
toZze si muZzi nechavali prasata, kterd ulovili pro sebe, Zeny a déti si obohacovaly stravu tim,
ze jedly téla, a hlavné mozky svych nedavno zemielych piibuznych. Priony, které zplisobuji
kuru, jsou soustfedény v mozku a nervové tkani, takze 90 % zen a déti obojiho pohlavi touto
nemoci onemocnélo. V 60. letech minulého stoleti kmen sice kanibalismu zanechal, ale ne-
moc ma dlouhou inkuba¢ni dobu, a tak kuru byla diagnostikovana jesté 50 let po infekci
patogenem. Tato nemoc se projevuje bolestmi rukou i nohou, potizemi s koordinaci, rovno-
vahou a chiizi, bezdénymi kieCemi ve svalech, tfesem a zaskuby. Nakonec se dostavi de-
mence. Kuru je lidskou obdobou scrapie (klusavky) u ovci a BSE u dobytka (Washington,
2017).

2.5 Paraziticti prvoci

2.5.1 Obecna charakteristika prvoki

Prvoci (protozoa) jsou jednobunécné organismy. Jejich télo tvoii eukaryoticka buiika raz-
nych rozmérl v rozmezi nejcastéji 1-150 um. Struktura bunck se podoba struktuie bunek
mnohobunéénych organismil. Maji charakteristickou cytoplazmatickou membranu, jadro
ohrani¢ené jadernou membranou, endoplazmatické retikulum, mitochondrii, Golgiho aparat
a ribozomy. Néktefi prvoci maji chloroplasty a néktefi mohou mit riizné specializované bu-
nécné struktury. VeétSing€ prvokii nebo alespon nékterym stadiim jejich Zivotniho cyklu je
dana schopnost aktivniho pohybu. Paraziti¢ti prvoci se pohybuji u svych hostiteli v krvi,

v lymf¢€, v mezibunéénych prostorach a tkanich a ve stftevnim lumen (RySavy, 1989).

Vyvolavaji infekce, které mohou byt asymptomatické, ale také smrtelné v zavislosti na

druhu prvoka a hostitele. Formy s pln€ rozvinutym metabolismem se nazyvaji trofozoity,
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odolngjsi formy, které prezivaji neptiznivé podminky zejména v prostiedi mimo tkan hosti-
tele, jsou cysty. Klasifikuji se podle morfologie, vzhledu, velikosti a vybaveni. Jejich zivotni

cyklus je slozit€jsi nez u bakterii (Schindler, 2010).

2.5.1.1 Rod Giardia

Tento rod zahrnuje druhy, které kromé zdvojeného jaderného a bicikatého aparatu maji tzv.
adhezivni disk a tvary zvané medianni t¢liska. Adhezivni disk slouzi jako pfichycovaci
organela na epitelové buiiky a je na ptedni strané téla prvoka. Vyznam mediannich télisek
neni jasny, jejich tvar a postaveni vSak pomaha pti druhovém rozliSeni gardii. Vytvéafeji

ovalné Ctyfjaderné cysty (Rysavy, 1989).
Giardia intestinalis

Giardidza je stfevni infekce vyvoland jednobunéénym bic¢ikovecem Giardia intestinalis, pro
kterého je pouzivano i synonymum Giardia lamblia nebo Giardioza duodenalis (Votypka,
Kolarova a Horak, 2018). Giardie poprvé pozoroval objevitel jednobunéénych organismd,
holandsky obchodnik Antony van Leeuwenhoek vlastnoru¢né vyrobenym mikroskopem uz
v roce 1681. Poprvé vsak byly popsany az v roce 1859 ¢eskym lékarem profesorem Vilé-

mem DuSanem Lamblem (Votava, 2003).

Pohyblivi trofozoiti gardinii maji tvar podélné rozkrojené hruSky a méti 10-15 x 6-10 pm.
Jako pfisluSnici diplomonad maji dvé stejna jadra a dvakrat Ctyfi biciky. Cysty giardii jsou
ovalné o velikosti 8-12 x 7-10 um, obsahuji Ctyfi jadra a rozlozeny ptisavny disk (Votava,

2003).

K néakaze sta¢i méné nez deset cyst. Cysty projdou zaludkem a v duodenu dojde k excystaci,
pii které se uvolni dva trofozoiti. Ti adheruji k povrchu enterocytii duodena a mnozi se bi-
narnim délenim. Do bunék nepronikaji. Cysty po pasazi tlustym stfevem odchazeji se stolici.
Clovék se nakazi vétsinou pozienim cyst kontaminovanou vodou nebo potravinami. Cysty
jsou velmi odolné k podminkam vné&jsiho prostedi, obvykla chlorace pitné i bazénové vody

je neucinna. Cysty se spolehlivé zahubi desetiminutovym varem (Votava, 2003).

Giardioza patii mezi nejrozsifenéjsi stfevni parazitarni infekce (Votypka, Kolarova a Horak,
2018). Symptomaticky se vyskytuji spiSe u déti, byvaji spojeny s malabsorpci a neprospiva-
nim. Casto se vyskytuji u jedincti s deficitem IgA (Votava, 2003).

Vyskyt giardidzy je celosveétovy, ale mnohem Castéji se s ni mtizeme setkat v tropech a v ob-

lastech s niz§im hygienickym standardem, kde miiZe byt nakazeno az 30 % obyvatelstva.
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V CR je v soucasné dobé hlaseno nékolik desitek ptipadt klinické giardidzy roéné. Asi po-
lovina je diagnostikovana u cestovatelll a cizinc nebo migrantti, zbytek je pravdépodobné

domaéciho ptivodu (Votypka, Kolafova a Horék, 2018).

Obrazek 16 Giardia intestinalis (https://www.123rf.com)

Metody detekce Giardia intestinalis

Pouziva se mikroskopicky priikaz cyst nebo trofozoitl ve stolici. Lze vySetfit i duodendlni
Stavu, ktera obsahuje pouze trofozoity. Vhodné jsou také koncentracni metody (Faustova
metoda za pouziti ZnSQO4) a barvici metody (barveni trichromem) (Votava, 2003). Rovnéz
1ze pouzit pfimy prikaz antigenu ve stolici pomoci komeréné vyrabénych diagnostickych
setll (Bednaf, 1996). Ty jsou vSak nidkladné a mén¢ spolehlivé. Stale Castéji se pouZivaji
molekularni metody zaloZené na metodé tzv. multiplex CRP. Ktera dokdze soucasné dete-
kovat hned né€kolik stfevnich patogent jako Giardia intestinalis Entamoeba histolytica,

Cryptosporidium spp., Blastocystis hominis (Votypka, Kolafova a Horédk, 2018).

2.5.1.2 Rod Entamoeba

Améby jsou jednobunécné organismy piitomné v prostiedi (Schindler, 2010). Ve stfevech
Cloveéka se vyskytuje asi 9 druhli améb, ale pouze Entamoeba histolytica je patogenni a zpt-

sobuje zdvazna onemocnéni (Votypka, Kolafova a Horak, 2018).
Entamoeba histolytica

Je rozsitena v tropech, subtropech a v oblastech s nizkym hygienickym standardem. Je pi-

vodcem stfevnich a mimostievnich, casto zavaznych, onemocnéni, ktera nelécena mohou



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

skoncit smrti (Votava, 2003). Podle soucasnych odhadli umira ro¢n€ na amébu 40-110 tisic

lidi, ast&ji byvaji postizeni muzi nez zeny (Votypka, Kolarova a Horak, 2018).
Vyskytuje se ve dvou formach:

- mensi, neinvazivni forma zvana ,,forma minuta® (10-20 um) tvoii cysty s 1-4
jadry
- vetsi, invazivni forma zvana ,,forma magna“ (20-40 pm), v jeji plazmé lze najit

fagocytované erytrocyty, tato forma netvoii cysty

Mensi neinvazivni ,,forma minuta“ Zije v lumen tlustého stieva. Clovék se nakazi cystami
obsazenymi v potravinach nebo napojich (Votava, 2003). Vlivem dosud ne zcela znamych
faktori (napf. vyziva hostitele, mnozstvi a slozeni stfevnich bakterii, teplotni stres, pohlavni

hormony) se ,,forma minuta® méni na invazivni ,,formu magna®, kterd pronika do stfevni

stény a zplsobuje amébovou dyzenterii, projevujici se upornymi prijmy. Jest¢ nebez-

Obrazek 17 Entamoeba histolytica (https://www.google.com)
Metody detekce Entamoeba histolytica

Trofozoity a cysty v prijmové stolici se prokazuji mikroskopicky v nativnim a barveném

preparatu nebo kultivacné na specialnich médiich (Bednaft, 1996). Pii zachytu morfologicky
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nerozliSitelnych cyst se se vyuzivaji nejcastéji molekularné genetické metody na bazi PCR
(Votypka, Kolarova a Horak, 2018). U mimostfevnich infekci se detekuji protilatky (ELISA)
(Votava, 2003).

2.5.1.3 Rod Toxoplasma
Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii je intracelularné parazitujici prvok. Ma komplikovany vyvoj, vyskytuje
se ve vegetativnich formach a cystach (Hamplova, 2015). Rodové jméno Toxoplasma je od-
vozeno z feckého slova taxon znamenajiciho oblouk (luk) a slova plasma oznacujiciho
formu. Jméno tak velmi dobte vystihuje bandnovity tvar jejich zoiti (Votypka, Kolafova a
Horak, 2018). Tachyzoiti (4-8 x 2-3 pm) koluji béhem akutniho stadia v télnich tekutinach,
napadaji buiiky a tam se mnozi. Bradyzoiti jsou klidov4, intraceluldrni stadia toxoplazem.

(Votava, 2003).

Tento jednobunéény cizopasnik byl sice popsan uz v roce 1908 dvéma Francouzi, Carlesem
Nicollem a Louisem Manceauxem u polopoustniho hlodavce gundi saharského v Tunisu, ale
jesté v roce 1960 musel zakladatel moderni ¢eské parazitologie a prikopnik toxoplazmolo-
gické tradice u nas, prof. Otto Jirovec napsat: ,,Zpiisob, jakym se ¢loveék toxoplazmézou
infikuje, neni pfesné zndm.*“ Na objasnéni celého Zivotniho cyklu si museli odbornici pockat
az do roku 1970, kdy Skot William McPhee Hutchison, Indoamerican Jitender Prakash Du-
bey a Americ¢an Jacob Karl Frenkel zjistili, ze klicovou roli definitivniho hostitele hraje v §i-

feni toxoplazmy kocka (Votypka, Kolarova a Hordk, 2018).

Definitivnim hostitelem, v jehoZ téle probiha pohlavni rozmnozovani parazita, je sice pouze
kocka nebo jina kockovitd Selma, ale mezihostitelem muze byt kterykoliv ptak nebo savec,
tedy 1 Clovek. Ve tkanich hostitele se vytvoii tzv. tkdniové cysty a v kazdé z nich odpocivaji
stovky az desitky tisic bradyzoitt, ktefi ptezivaji v hostiteli az do jeho smrti. Pokud hostitele
pozie jiny teplokrevny Zivocich, uvolni Zalude¢ni §t'avy z cyst toxoplazmy, které pronikaji
pies stievni sténu do nového mezihostitele a Casem se v ném opét usadi v podobé tkanovych
cyst. Jestlize vSak nakaZzeného mezihostitele seZere kocka, prob&éhne v jejim stteveé pohlavni
cyklus parazita, jehoz vysledkem jsou odolné oocysty, nesouci dvé sporocysty, kazdou se
Ctyfmi sporozoity vylucované do prostiedi v koc¢i¢im trusu. Oocysty na vzduchu dozravaji a
infekéni se stavaji az za jeden az pét dnli. Kocka vylucuje oocysty obvykle jen jednou

za zivot po dobu dvou az tfech dni (Votypka, Kolafova a Horak, 2018).
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Cloveék se mize nakazit parazitem Toxoplasma gondii principialng Gtyfmi odlisnymi ce-
stami. Prvni cestou je nédkaza oocystami z trusu kocek, ktery ¢asto zahrabavaji do zahonti
nebo pisku piskovist. Cysty tak mohou ulpét napt. na vypestované zelenin€. Pokud se kocici
trus s oocystami dostane do pitné vody nebo do skladii potravin, mtize zplsobit epidemie,
jak jiz bylo opakované zaznamenano po celém svéte. Druhou cestou je ndkaza pii konzumaci
masnych vyrobkll obsahujicich tkanové cysty. Pro ¢loveka je nejrizikovejsi maso kralici,
skopové, méné veprové a driibezi a téméi bez rizika je maso hovézi. Rizikové jsou zejména
malochovy s piistupem kocek a hlodavci (Votypka, Kolafova a Horak, 2018). Clovek se
muze nakazit také mlékem infikovanych zvitat (Hamplova, 2015). Toxoplazmu v tkanovych
cystach spolehlivé zabiji vnitini teplota alesponn 66 °C nebo hluboké mrazeni pod 15 °C.
Tteti cestou je moznost prenosu tkanové cysty pii transplantaci orgdnt od infikovanych
darct. Posledni, ¢tvrtou cestou nédkazy je vrozeny pienos, kdy se toxoplazma dostane pies
placentu z matky na jeji plod, ktery mize byt vazné¢ posSkozen. K pfenosu vSak dochazi jen

tehdy, kdyz se matka nakazi v pribéhu téhotenstvi (Votypka, Kolafova a Horak, 2018).

Toxoplazméza je bézna kosmopolitni ndkaza. V Ceské republice byva hlaseno nékolik set
ptipadii ro¢né a fada ptipadi ziejmé hlaseni unika (Hamplova, 2015). V CR je odhadem
nakazeno 15 — 20 % populace, z toho asi u 1 % se mohou objevit zavazné nasledky. Nejvetsi
riziko ptedstavuje toxoplazmoza pro osoby s oslabenou imunitou, t€hotné Zeny, jejich plod
a novorozence. U imunologicky oslabenych jedincti opusti toxoplazmy tkanové cysty, bra-
dyzoiti se op€t zmeéni na rychle se mnoZici tachyzoity a nastane reaktivace toxoplazmoézy.
Ta se projevi nejcasteji jako mozkova nebo plicni forma. M4 velmi tézky prubéeh, ktery miize
bez 1éCby skoncit smrti pacienta (Votypka, Kolatova a Horak, 2018). Cysty Toxoplazma
gondii dlouhodobé perzistuji v sitnici oka, mozku ¢i myokardu a mohou vyvolat pfiznaky az

po fadé let (Hamplova, 2015).

Obrazek 18 Toxoplasma gondii (https://www.istockphoto.com)
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Metody detekce Toxoplasma gondii

V diagnostice se vyuziva PCR, sérologickych vySetieni, histologickych vySetfeni uzlin a
placenty pfipadné moznosti radiologickych metod u nékterych forem, vyjimecné izolace To-
xoplasma gondii (Hamplova, 2015). Vyuziva se ELISA, kterou se stanovuji jednotlivé tiidy
imunoglobulinti (IgG, IgA, IgM), jejichz vzajemnym posouzenim se urcuje stadium nakazy

(Votava, 2003).

2.5.1.4 Rod Cyclospora

Rod Cyclospora byl popsan uz v roce 1881 Schneiderem. V sou€asnosti je znamo sedmnact

druhii tohoto rodu pfevazné u hmyzozravci, hlodavct, plazii i primata.
Cyclospora cayentanensis

V 80. a 90. letech minulého stoleti se zacaly v odborném tisku objevovat ¢lanky popisujici
zvlastni kulovité utvary ve stolici osob trpicich vleklymi prijmy. Nalezy byly zaznamenany
u pacientll z oblasti Papua Nova Guinea, Nepalu, Mexika, Peru ¢i Haiti. Detailni morfolo-
gicky popis, taxonomické zatazeni a nazev druhu Cyclospora cayetanensis vsak piinesly az
prace Ortegy z let 1992-1994, které byly provadény na univerzité v Limé, nesouci jméno
peruanského profesora Cayetano Heredia, po némz Cyclospora dostala své druhové jméno

(Tolarova, 2005).

Clovék se nakazi potravou, nejcastéji zeleninou, nebo ovocem, méné Casto ptimo vodou,

kontaminovanou oocystami cyklospor. Oocysty jsou kulovité, 8—10 pm velké utvary, kryté
na povrchu 63 nm silnym vnéj$im fibrildrnim obalem, pod nimzZ je bun&¢na sténa o tloust'ce
50 nm. Oocysty jsou klidova stadia, uréend k pfeckani neptiznivych vnéjSich podminek.
Z téla vychazeji jako nevysporulované, tedy neinfekéni utvary. K tomu, aby se staly pro
¢loveéka infekEnimi, museji oocysty prodé€lat urcitou cast vyvoje (sporulace) ve volném pro-
sttedi. Podminky, za kterych oocysty v ptirod€¢ dozravaji a sporuluji, nejsou dosud dobte
znamy. Usuzuje se vSak, Ze zivotaschopnost a odolnost oocyst viici vn€jSim podminkam i

vuci pasobeni dezinfekénich roztoki a herbicidl je vysoka (Tolarova, 2005).

V endemickych oblastech vyskytu cyklosporozy, kterymi jsou hlavné stfedni a jizni Amerika
jihovychodni Asie, Papua-Nova Guinea, ale 1 nékteré africké staty se prevalence vyskytu
pohybuje od nékolika procent do n¢kolika desitek procent. Napt. u déti v Peru je udavano
6—18 %, velmi Casto asymptomatickych ndkaz. Onemocnéni ma vyrazn¢ sezonni charakter

a je tésné spjato s obdobim dest. Importované piipady, které jsou popisovany nejen v USA,
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Kanad¢ a Australii, ale i v fad¢ evropskych zemi kopiruji ¢asto sezonni charakter onemoc-
néni podle zemé pavodu nékazy. V Ceské republice bylo v letech 19972004 diagnostiko-
vano celkem Sestnact importovanych piipadii onemocnéni cyklosporézou. Velka pozornost
je vénovana epidemiim, které se kazdorocn¢ opakuji v USA a Kanadg¢, a které jsou zptiso-
beny potravinami, zejména zeleninou a ovocem, kontaminovanymi oocystami cyklospor.
Jen v letech 1996 a 1997 bylo zaznamendno celkem 2944 ptipadi, ale odhaduje se, ze ve
skutecnosti ndkazu prodélalo mnohem vice osob. Nejcastéji uvadénym vehikulem jsou ma-
liny, importované do USA a Kanady v jarnich mésicich, pfedev§im z Guatemaly, kde
v tomto obdobi sezonni vyskyt cyklospordzy vrcholi. Teprve ptijetim velmi ptisnych opat-
feni ohledn€ importu, ale i hygienickych a provoznich podminek na plantazich, kde se ma-
liny péstuji, vetné filtrace zavlahové vody, se pocet piipadu, za které byly zodpovédné gua-
temalské maliny, snizil. Stale se vSak objevuji dal$i druhy ovoce (borlvky) a zeleniny
(mnoho druhti hlavkového salatu, listy bazalky), které pisobi hromadné ndkazy, i kdyz
s menSim poc¢tem nakazenych osob. V roce 2004 bylo napi. v Pensylvénii zachyceno mini-
maln¢ 40 laboratorné diagnostikovanych a spolu souvisejicich ptipadl cyklosporézy. Epi-
demiologickym Setfenim se prokéazalo, Ze oocysty cyklospor byly importovany opét z Gua-
temaly, tentokrat na mladych luscich hrasku, které byly v syrovém stavu pfidavany do tés-
tovinového salatu. Pfipady hromadnych onemocnéni vSak neziistdvaji omezeny jen na USA
a Kanadu. V prosinci roku 2000 se nakazilo 34 osob v jedné restauraci v jihovychodnim
Némecku s nejvetsi pravdépodobnosti salatem, pfipravenym z riznych druhi zeleného a
erveného hlavkového salatu a ochuceného petrzelovou a cibulovou nati. Cerstva zelenina

byla dovezena z jizni Francie a jizni Italie (Tolarova, 2005).

Obrazek 19 Cyclospora cayentanensis (www.google.com)
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Metody detekce Cyclospora cayentanensis

Izolace oocyst z prosttedi je velmi slozity proces. MnoZzstvi oocyst, zejména ve vod¢, je
velmi nizké, a proto se musi filtrovat mnozstvi vody piesahujici objem sto litrti. Izolace pa-
togenniho agens se provadi postupné fadou krok, které spocivaji spocivajicich v koncen-
traci, Cisténi, detekci a piip. provedeni testu sporulace k ovéteni zivotaschopnosti oocyst.
Oocysty se vychytavaji pomoci specidlnich filtrd, nebo se koncentruji flokulaci za pouziti
koagulantl. Mikroskopicka detekce je vzhledem k pfitomnosti znaéného mnozstvi detritu i
jinych organizmil ztiZena. Vytéznost téchto metod je velmi nizka, a tak se v fad¢ ptipadi
hromadnych nékaz cyklosporézou, oocysty cyklospor nepodaii z podezielych potravin izo-
lovat viibec a rozhoduje se pouze na zakladé epidemiologickych metod sledovani moznych
cest a zdroji nakazy. Jako perspektivni se vSak zacinaji ukazovat selektivni metody mole-
kularné biologické (PCR), které se mohou dobie uplatiiovat v prostfedi, kde se vyskytuje
velmi mnoho balastnich latek i fada jinych patogennich i nepatogennich organizmi. Jejich
nevyhodou je nemoznost rozlieni vysporulovanych, tudiz infek¢nich oocyst od oocyst ne-
vysporulovanych (Tolarova, 2005). Pfi mikroskopickém prikazu oocyst ve stolici se pou-
ziva modifikace Ziehl-Nielsenova barveni, Milackovo barveni a autofluorescence (Votypka,

Kolatrové a Horak, 2018).

2.5.1.5 Rod Cryptosporidium

Rod Cryptosporidium plsobi patrné vazna onemocnéni stievni 1 organova a zda se, ze mo-
hou napadat relativné Siroké spektrum hostitelll. V poslednich letech je intenzivné studovan.

Nejvice popsan je druh Cryptosporidium parvum (Rysavy, 1989).
Cryptosporidium parvum

Je intraceluldrni parazit pfitomny ve stievech savct, plazl a ptakt. Jeho patogenita pro Clo-
veéka byla zjisténa pomérn€ neddvno. Vyvoldva mirné prijmové onemocnéni piredevsim
u déti, které spontdnn¢ vymizi, ale mlize byt chronické az smrtelné pro osoby se sniZzenou
imunitou, zejména u nemocnych AIDS. Patogenicky mechanismus neni zndm (Schindler,
Kokcidie se mnozi nejprve nepohlavné a potom pohlavné. Po splynuti sam¢i a sami¢i gamety

vznikaji dva druhy oocyst:

- silnosténné, opousti hostitele a mohou nakazit nového

- tenkosténné, které se podileji na autoinfekci
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Clovek se nakazi nejéast&ji kontaminovanou vodou (Votava, 2003). V mnohem mensi mife
byly jako zdroje lidskych infekci zjistény nepasterizované mléko, jogurty, tepelné neupra-
vené masné vyrobky, zelenina nebo mosty. Kontaminované potraviny a voda uchovavané

v chladnicce predstavuji velké riziko infekce (Ditrich, Kvac¢ a Kvétonova, 2005).

Obrazek 20 Cryptosporidium parvum (https://hoards.com)
Metody detekce Cryptosporidium parvum

S vyjimkou velmi zkusenych odbornikli diagnostikujicich kryptosporidie ¢asto, neni dopo-
rucovano vysetfeni nativnich preparatl (ani supernatantt z flotace, glycerinovych preparatt
apod.). To vedlo v minulosti k mnoha omylim a faleSné€ pozitivnim vysledkiim. Doporucuje
se bud’ jednoduché barveni natéru stolice (podle Milacka nebo modifikované Ziehl-Nielso-
novo barveni) nebo pouziti komeré¢né dostupnych imunodiagnostickych testli (IFAT nebo
ELISA). Existuji 1 diagnostické molekularni testy, pfi kterych se rovnou determinuje pt-
vodce, je v§ak nutné je kombinovat, protoze univerzalni test rozliSujici v§echny druhy zatim
neexistuje. Jako nevhodny indikator pro stanoveni vyskytu kryptosporidii ve vod¢ se ukazal
diive doporucovany vyskyt Clostridium perfringens. Neni vhodné, aby se na ptritomnost
kryptosporidii vySetfovaly pouze vzorky vody pozitivni na Clostridium. Naopak velmi slib-
nou metodou usnadnujici stanoveni oocyst kryptosporidii na lokalité je vySetfeni vyplachu

zaber pritomnych mlzi (Ditrich, Kvac¢ a Kvétonova, 2005).
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2.5.1.6 Rod Balantidium
Jediny rod nalevnikd, ktery je schopen parazitovat u ¢loveéka (RySavy, 1989).
Balantidium coli

Balantidium coli je vej¢ita husté obrvena bunika o velikosti az 300 um se dvéma jadry, tvoii
cysty o velikosti asi 70 um s kosmopolitnim rozsifenim (Bednat, 1996). Jedna se o ptivodné
neskodného ptizivnika tlustého stieva prasat, u ¢lovéka mize vyvolat onemocnéni nazvané
balantidiéza. Clovék se nakazi cystami balantidii. Ndkaza miize byt bezptiznakova, nékdy
vSak balantidia za¢nou pronikat do stény tlustého stieva, rozruSuji ji a zplsobuji viedy.
Krevni nebo lymfatickou sténou miize Balantidium coli proniknout i mimo stfevo do jater

nebo do plic. Tézké ndkazy konci 1 smrtelné (Rysavy, 1989).

cp

Obrézek 21 Balantidium coli: A- trofozoid, B- cysta (https://www.google.com)

Metody detekce Balantidium coli

Spociva v mikroskopickém nélezu cyst nebo trofozoita ve stolici. Pouziva se nativni nebo

barveny preparat (Votava, 2003).
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3 RIZIKA VYSKYTU NOVE SE OBJEVUJICICH PATOGENNICH
MIKROORGANISMU V POTRAVINACH

3.1 Zména klimatu

Existuji ditkazy, Ze prostiedi a pocasi hraji vyznamnou roli pii pifenosu nékterych bakterii
(napft. salmonel nebo kampylobakterti). Globalni oteplovani miize mit tedy vliv na zvySeny
prenos také jinych patogenti nebo se muze stat klicovym faktorem pro vznik novych pato-
genl. Potraviny se také budou vyrabét za zménénych klimatickych podminek v modifiko-
vanych okolnich ekosystémech a interakce mezi t€émito zménami a systémy produkce potra-
vin jsou slozité a neptedvidatelné. Naptiklad zvySeny chov zvifat ve vnitfnim prostiedi za-
brani sice tepelnému stresu, ale miize zvysit potencial pfenosu zootickych patogenti na zvi-
fata. ProdlouZené vegetani obdobi miize vést k vétSimu vyuzivani venkovnich pastvin a
zvysit pravdépodobnost pfenosu patogent z prostiedi. Zaplavy nebo sucho mohou mit dopad
na kvalitu vody a ptfenos patogent. Dilezity aspekt se tyka rostouciho nedostatku vody a
celosvétové poptavcee po sladké vode. V diisledku toho 1ze ocekavat narast pouzivani odpad-
nich vod pro zavlaZzovani a vyuZivani splaskovych kali doprovazené rostoucimi riziky kon-

taminace zemédélské plidy a rostlin patogeny (Franz, Besten a Bohnlein, 2018).

3.2 Hromadna vyroba a globalizace potravin a pienos patogent do no-

vych oblasti

Zpracovatelll potravin existuje v soucasné dob€ méné, zato jsou to velké, ¢asto nadnarodni,
spolecnosti. To vede ke zlevnéni potravin a jejich celoro¢ni dostupnosti. Pokud vSak dojde
béhem zpracovani k mikrobidlnimu problému, miiZe se rozsifit do vice statl nebo dokonce
celosvétoveé (Smith a Fratamico, 2018). K roz$ifeni zoonotickych patogenti ptispéla intenzi-
fikovana Zivocisna vyroba, velkochovy a také zmény zivotniho prostiedi (Motarjemi a

Adams, 2006).

Centralizace hotovych jidel ve velkokuchynich a jejich rozvoz do spotiebitelskych center
(velké studentské domovy, nemocnice aj.) ma za nasledek, Ze alimentarni nakaze nebo
otravé muze podlehnout naraz vice lidi. Mimotadné riziko spociva v pottebé udrzovat ho-
tova jidla delsi Cas v teplém stavu (doba vydeje), proto by jejich teplota neméla klesnout pod

70 °C (Gorner a Valik, 2004).
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3.3 ZvySena migrace obyvatelstva a ménici se charakter populace

Pomérné novym faktorem majicim vliv na vyskyt ndkaz potravinami je zahrani¢ni turisticky
ruch, predevs§im do rozvojovych zemi (Gorner a Valik, 2004). Dale je to pak ¢asové zkraceni
vzdalenosti diky novym a rychlej§im zpiisobiim dopravy (letecka doprava) (Schindler,

2010).

V soucasné dobé¢ ptibyva podil senioril, v roce 2017 ¢inil 25 % populace. V roce 2017 se
pocet seniori odhadoval celosvétoveé na 962 miliond, pro rok 2030 uz ¢ini odhad 1,4 mili-
ardy a v roce 2050 2,1 miliardy. Jejich oslabeny imunitni systém zvySuje jejich zranitelnost
a riziko onemocnéni. Piibyva také osob se Spatnymi stravovacimi ndvyky, zdravotnimi pro-
blémy a osob drogové zavislych. Pro tyto osoby jsou nebezpecné nejen primarné patogenni,

ale predevs§im podminéné patogenni mikroorganismy (Franz, Besten a Bohnlein, 2018).
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4 MOZNOSTI PREVENCE VYSKYTU NOVYCH PATOGENU V
POTRAVINACH

4.1 Nové metody vyroby potravin

Metody konzervace lze rozd¢lit na tepelné a netepelné postupy. Ve vyzkumu a vyvoji se
zvlastni pozornost vénuje netermickym technologiim, a to hlavné z diivodu pozadavka za-

kaznik na Cerstvé a prirodni produkty.

e Ohmicky ohfev — vyuZiva se pro pasterizaci a sterilizaci zejména hotovych jidel,
ovoce, zeleniny, masa, dribeze a ryb.

e Mikroviny — vyhodou vyuziti mikrovln je Gispora ¢asu.

e Piehtatd para - ziskd se poklesem tlaku nasycené pary, neobsahuje vodu a je uc¢inna
pfi inaktivaci bakteridlnich spor.

e Pulzni elektrické pole (PUF) — pracuje na aplikaci impulzii na potravinu mezi dvéma
elektrodami.

e Oscilacni magnetické pole — vyhodou je minimalni tepelna denaturace, snizené ener-
getické naroky a mozZnost oSetieni potravin v plastovych obalech.

e Ultrafialové zafeni — poSkozuje DNA mikroorganism.

e Pulzni svétlo - metoda rychlé, ale ndkladné sterilizace.

e Ultrazvuk.

e Vysoky tlak.

e (Ozafovani potravin (Riemann a Cliver, 20006)

Zpusob zpracovani potravin ma vliv na charakter a mnozstvi mikrobialni kontaminace. Pro-
cesy zpracovani mohou mikroorganismy fyzicky odstranit, inaktivovat nebo poskytnout
podminky k omezeni jejich riistu. Naptiklad ofezani, filtrace a Cisténi fyzicky odstrani né-
které mikroorganismy; pasterizace, komer¢ni sterilizace a dezinfekce sniZi jejich pocet; su-
Seni, chlazeni, mrazeni a mofeni vytvoii podminky, které omezi rist vyznamnych frakci mi-
krobidlni populace potravin. Zptisoby zpracovani potravin zvySuji jejich stabilitu a zadroven
snizuji pravdépodobnost vyskytu patogennich mikroorganismu a jejich toxindg, tak, aby jidlo
mohlo byt povazovano za bezpecné pro lidskou spotifebu. Vyuzivaji se nové technologie
jako napt. mikrovinny ohfev nebo vysokotlaka pasterizace a sterilizace spolecné se strategii
HACCP, které pomahaji kontrolovat potencialni rizika spojena s potravinami (Rodriguez,

2013).
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4.2 Aktivni a inteligentni systémy baleni potravin

Jedna se o perspektivni ¢ast obalové techniky, jejimuz vyvoji je v soucasné dobé vénovana
zvysena pozornost. Predpoklada se, ze bude dochéazet k vyznamnému rozsifovani téchto

oballl v potravinarské praxi (Dobias a Hanusova, 2010).

Jako aktivni obaly se oznacuji takové, které jsou schopny samovoln¢ reagovat na zmény
podminek uvniti nebo vné obalu upravou svych vlastnosti a tim zmirnit nebo eliminovat

neptiznivy dopad téchto zmén na kvalitu baleného produktu (Dobia$ a HanuSova, 2010).

Pojmem inteligentni baleni se oznacuji systémy monitorujici podminky v okoli baleného
vyrobku, které pak poskytuji informaci o historii produktu, tj. o podminkach a dosavadni
manipulaci s vyrobkem, o stavu a kvalité¢ baleného vyrobku béhem transportu a skladovani

(Dobias a HanuSova, 2010).

Mezi aktivni obaly se fadi napt. absorbéry kysliku, absorbéry oxidu uhli¢itého (baleni pra-
zené kavy), absorbéry etylénu (zpomaluji dozravani) apod. Vyznamnou skupinou aktivnich
obaltl jsou obaly inhibujici rist mikroorganismil v baleném produktu. Patfi mezi n€ jiz zmi-
néné absorbéry kysliku, které jsou velmi €innym prostiedkem proti aerobnim mikroorga-
nismim. Pro prodlouZeni trvanlivosti baleného peciva se vyuzivaji emitory etanolu. Rozsi-
fuje se také vyuziti polymernich f6lii nebo natért s ptidavky keramickych materiali obsa-

hujicich stiibro (Dobias a Hanusova, 2010)

Mezi inteligentni systémy baleni patii pfedev§im indikatory teploty, indikatory sloZeni at-
mosféry uvniti obalu nebo indikatory Cerstvosti baleného vyrobku. Indikétory teploty uka-
zuji, zda byl vyrobek béhem skladovani nebo manipulace vystaven jinym neZ pfedepsanym
hodnotdm a mohlo v ném tak dojit ke kritickym zménam z hlediska bezpecnosti nebo kva-
lity. Indikatory celkového tepelného ucinku pak poskytuji kontinudlni odezvu v zévislosti
na teploté. Indikatory kysliku se oznacuji také jako indikéatory neporuSenosti obalu. Je navr-
zen tak, Ze pii koncentraci kysliku vyssi neZ je zvolena hodnota, nevratné zméni barvu a
varuje tak spotiebitele, ze vyrobek neni v pofadku. Indikatory oxidu uhli¢itého pak odhali

mikrobialni nestabilitu vyrobku (Dobias a HanuSova, 2010)

4.3 Nové metody detekce mikroorganismu

Trendem v detekci patogenil je pokracujici posun smérem k rychlym metoddm detekce a

charakterizace patogeni za Ucelem zvySeni bezpecnosti potravin. Jednd se o imunologické
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testy, testy v realném cCase, PCR, MLST (srovnani sekvenci vybranych konzervativnich
genll), MLVA. PCR a DNA testy se neustale vyvijeji, coz umoznuje velmi rychlé identifi-
kace a diferenciace patogenu. Pouziti rychlych, spolehlivych a citlivych metod umoziuje
rozvoj intervencnich strategii, které by mohly omezit Sifeni potravinovych patogent

(Simjee, 2007).

S rozvojem vyroby a distribuce potravin vzrostl pozadavek na ziskani vysledka v kratkém
casovém obdobi. Toto vedlo k vyvoji rychlych automatizovanych metod, které 1ze pouzit
k testovani surovin pfed pouzitim, sledovani hygieny vyrobni linky v redlném case a také
kontrole kone¢nych produktii v kratkém Casovém obdobi. Jest¢ vétsi rychlost detekce 1ze
ziskat propojenim rtiznych rychlych metod. Vyvoj metod zaloZzenych na detekci a identifi-
kaci DNA dava vyznamné moznosti k rychlé identifikaci patogennich mikroorganismil v po-

travinach (Blackburn a McClure, 2002).

4.4 RASFF - Systém rychlého varovani pro potraviny a krmiva

RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed) slouZi k oznamovani ptimého nebo nepfi-
mého rizika pro lidské zdravi pochazejiciho z potraviny nebo krmiva. UmozZiiuje rychlé
a ucinné sdileni informaci o nebezpecnych potravinach nebo krmivech mezi ¢leny systému:
Evropskou komisi, ¢lenskymi staty EU a EFTA (Island, Lichtenstejnsko a Norsko) a Evrop-
skym ufadem pro bezpecnost potravin (EFSA). Systém byl ziizen na zdkladé ¢lanku 50 Na-
tfizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 178/2002, kterym se stanovi obecné zasady
a pozadavky potravinového prava, ziizuje se Evropsky urad pro bezpecnost potravin a sta-
novi postupy tykajici se bezpecnosti potravin. Ve vSech ¢lenskych statech a v Evropskeé ko-
misi byla vytvotfena kontaktni mista, mezi nimiz probiha vyména informaci o nebezpecnych
potravinach nebo krmivech. Pokud ma néktery ¢len RASFF informace o zavazném zdravot-
nim riziku u potravin nebo krmiv, musi prostfednictvim systému okamzité¢ informovat Ev-
ropskou komisi. Komise vyhodnocuje vSechna ptichozi hlaSeni a pfedava je dale vSem cle-
nim RASFF prostfednictvim jednoho ze Ctyt typli ozndmeni:

Varovani - jsou zasilana, pokud jsou potraviny ¢i krmiva pfedstavujici vazné rizika nabizeny
spotfebitelim ke koupi a je tedy nutné rychle jednat.

Informace - pouzivaji se v ptipadech, kdy rizikové potraviny ¢i krmiva jiZz nejsou na trhu
nebo se riziko nepovazuje za zavazné, tudiz neni od ostatnich ¢lenti rychly postup vyzado-

van.


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=DD:15:06:32002R0178:CS:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=DD:15:06:32002R0178:CS:PDF
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Odmitnuti na hranicich - tyka se zasilek potravin a krmiv, které byly testovany a odmitnuty

na vné&jSich hranicich EU (a EHP), bylo-li u nich zji§téno zdravotni riziko.

Novinky — vesker¢ informace tykajici se bezpecnosti potravin a krmiv, které nejsou sdélo-
vany prostfednictvim varovani ¢i informaci, avSak jsou povazovany za vyznamné pro kon-

trolni orgadny (RASFF, 2002).

4.5 Systém HACCP

Novy pfistup ke kontrole hygieny potravin predstavuje systém HACCP. Je zkratkou anglic-
kého Hazard Analysis and Critical Control Points a do ¢estiny je piekladan jako ,,Analyza
nebezpedi a kritické kontrolni body* (Hrab¢, 2001). Predchazi, identifikuje a vyhodnocuje
nebezpeci ohroZeni zdravi jesté pted tim, nez mlze vzniknout. Udava postupy a prostiedky
nutné k tomu, aby se nebezpeci ptedchazelo jesté pred tim, nez se mize projevit. Zavadi
zpisoby sledovani nebezpeci a napravna opatieni, kterd jsou zarukou toho, ze je preventivni
systém ucinny. Na rozdil od tradi¢nich pfistupt k zajisténi zdravotni nezavadnosti potravin
a pokrmu zaloZenych na vySetfovani produkti, je vytvofen systém kontroly nad procesem
vyroby, surovinami, manipulaci, prostiedim a pracovniky tak, aby se pfedchazelo vzniku

nebezpeci, které by mohlo ohrozit zdravi osob (Voldfich, Jechova a Kaudelova, 2004).

Systém HACCP vznikl na zéklad¢ pozadavki Amerického ufadu pro kosmonautiku NASA
ve spolecnosti Pillsbury Co. na pocatku roku 1959. Koncem 50. let vrcholil program leti
¢lovéka do vesmiru, bylo proto nezbytné zajistit potraviny pro kosmonauty (Voldfich, Je-

chova a Kaudelova, 2004).
Pozadavky byly dva:

e Potraviny nesmi byt drobivé — pifi pozivani ve stavu beztize by dochézelo ke znecis-
téni prostoru kosmické lodi

e Potraviny nesmi obsahovat choroboplodné mikroorganismy a toxické latky.

Prvni poZzadavek byl vyfeSen pouzitim jedlych obalii a byly baleny po porcich konzumova-
telnych naraz. Resenim pro vyrobu bezpe&nych potravin bylo misto posuzovéani nezavad-
nosti vyrobku hledat zdroje nebezpeci na cesté od surovin po konzumenty. Byl formulovan

postup, ktery zahrnuje sedm zakladnich principt:

e Analyza nebezpeci

e Stanoveni kritickych boda
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e Stanoveni znakl a kritickych mezi v kritickych bodech
e Vymezeni systému sledovani v kritickych bodech

e UrcCeni napravnych opatieni

e Zavedeni ovérovacich postupt

e Vedeni dokumentace (Voldfich, Jechova a Kaudelova, 2004).

Kritické body se stanovi na zaklad¢ provedené analyzy nebezpeci v téch operacich a postu-
pech, kde je mozné nebezpeci predchazet a kde zaroven neni mozné jiné jednodussi feseni.
Jsou to vlastné ¢innosti, ve kterych se provadi sledovani ur€enych znaki, na jejichZ zakladé
je mozné poznat, zda priprava probihd ,,bezpecnym” zptisobem. Pro parametry jsou stano-
veny kritické meze, které nesmi hodnota sledovaného parametru piekrocit. V piipad¢, ze
dojde k ptekroceni stanovenych kritickych mezi, musi byt uréeny piesné postupy, které se
pouziji pro napravu nebezpecného stavu. Z toho je ziejmé, Ze pozadavky jsou uvedeny po-
meérné€ volné a provozovatelé nemaji natizenou ptisnou formu, kterou musi dodrzovat. D4 se
fici, ze Natizeni (ES) ¢. 852/2004 o hygien¢ potravin a jeho prilohy definuji soubor cili
v oblasti bezpe¢nosti potravin, které musi spliiovat firmy ptsobici v potravinaistvi a dava
tak provozovatelim vétsi volnost pii zajiStovani hygienickych zasad v provozovné a pfi
vedeni souvisejicich dokumentli. Rozsah dokumentace neni striktné definovén, ale plati
obecné principy nafizeni a doporuceni Codex Alimentarius. Z druhé strany je vSak na pro-
vozovatele kladena mnohem vétsi odpoveédnost. Pro uplnost je tieba dodat, ze v soucasné
dobé je mozné certifikovat systém HACCP v souladu s pozadavky normy ISO 22 000, ktera
zéroven obsahuje pozadavky systému managementu kvality podle normy CSN ISO 9001

(Valosek, 2012).

Systém HACCP se postupné rozsitil ve vyrobé potravin v USA 1 Evropé. Od 1. 1. 2000 je
tento systém povinny pro vyrobce potravin, od 1. 5. 2005 pro distributory potravin. Od
1. 5. 2004 plati povinnost zavést systém HACCP také pro vSechny provozovatele stravova-

cich sluzeb (Voldfich, Jechova a Kaudelova, 2004).

Zavedeni postupil zaloZzenych na principech stanoveni kritickych kontrolnich bodi je tedy
zakonem stanovena povinnost platna pro cely proces vyroby potravin od prvovyroby az
ke konecnému spotiebiteli. Jedna se o systém preventivnich opatieni, kterd slouzi k zajisténi
zdravotni nezavadnosti potravin a pokrmti béhem vsech ¢innosti souvisejicich s vyrobou,
zpracovanim, skladovanim, manipulaci, pfepravou a prodejem kone¢nému spotiebiteli (Va-

chal a Vochozka, 2013).
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ZAVER

Vycet patogennich mikroorganismi, které zptisobuji infekéni onemocnéni, neni Gplny a ani
uplny byt nemiize. Divodem je neustaly vyvoj nejen infek¢nich agens, ale i ¢lovéka jako
jejich hostitele. To se projevuje frekvenci vyskytu, zdvaznosti jednotlivych onemocnéni a
také vyskytem novych, diive nezndmych onemocnéni. Ze strany mikroorganismi je tento
vyvoj pomérné rychly, diky jejich rychlému mnoZeni. Projevuje se naptiklad vznikem riizné
virulentnich mutant, vznikem rezistentnich kmenii, zménou zastoupeni mikroorganismu
v prostiedi. Biologicky vyvoj ¢lovéka je v porovnani s mikroorganismy velmi pomaly a
zmény ve vyskytu infekénich chorob jsou spise disledkem zmén jeho chovani. Vyskyt in-
fekénich onemocnéni je tak neptiznivé ovliviiovan technickym pokrokem a industrializaci,
zménami zZivotniho stylu a v neposledni fad¢ zrychlujicim a zvySujicim se pohybem osob pii
migraci a cestovani. Odvracenou tvari objevu antibiotik pak bylo jejich zneuzivani a diivéra
v jejich schopnost vyfesit jednoduse problém infekénich nemoci. Také pokroky v mikrobi-
ologii a diagnostickych metodach umoznily objev diive nezndmych mikroorganismu. N¢-

které nemoci byly naopak potlaceny, a to diky prevenci a ockovani.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AEEC

AIDS

BSE
CIN

CNC

DNA
DON
EFSA
EFTA
EHEC
EHP
EIEC
ELISA
EM
EPEC
ETEC
EU

G+

HIV
IEM
IFAT

ITC

Enteroadherentni Escherichia coli

Acquired Immune Deficiency Syndrome (syndrom ziskaného selhani imu-
nity)

Bovinni spongiformni encefalopatie

Agar s cefsulodinem, irgasanem a novobiocinem

Centralni nervova soustava

Ceska republika

Deoxyribonukleova kyselina

Deoxinivalenol

Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (European Food Safety Authority)
Evropské sdruzeni volného obchodu (European Free Trade Association)
Enterohemoragicka Escherichia coli

Evropsky hospodaisky prostor

Enteroinvazivni Escherichia coli

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (enzymova imunoanalyza)
Elektronova mikroskopie

Enteropatogenni Escherichia coli

Enterotoxigenni Escherichia coli

Evropské unie

Gram-pozitivni bakterie

Gram-negativni bakterie

Human Immunodeficiency Virus (virus lidské imunitni nedostate¢nosti)
Imunoelektronova mikroskopie

Indirect Immunofluorescence Antibody Test

irgasan-ticarcillinchloratovy bujon



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

85

kDa
mDRCM
MID
MLST
MLVA
MPN
MRSA

NASA

PCR
PSB
PUF
RNA
SE
SSDS
TCBS
TSI
TSYA
TSYB
UNMZ
VRSA

XLD

Kilodakton

Diferential Reinforced Clostridial Medium modified

Minimalni infek¢éni davka

Multi-Locus Sequence Typing — srovnani sekvenci vybranych gent
Multiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis
Nejvice pravdépodobny pocet

Methicilin-Rezistentni Staphylococcus Aureus

Nérodni ufad pro letectvi a kosmonautiku (National Aeronautics and Space

Administration)

Polymerazova fetézova reakce

Pomnozovaci bujon se sorbitolem a zlucovymi solemi

Pulzni elektrické pole (pulsed electric field)

Ribonukleova kyselina

Stafylokokovy enterotoxin

Salmonella — shigella agar s desoxycholatem a vapnikem
Thiosulfate citrate bile sucrose agar

Triple Sugar Iron Agar (trojity cukrovy Zelezny agar)
Neselektivni agar s tryptonem, s6jovym peptonem a kvasni¢nim extraktem
Trypton-sdjovy bujon s kvasnicnym extraktem

Utad pro technickou normalizaci, metrologii a statni zkuebnictvi
Vankomycin-Rezistentni Staphylococcus Aureus

Agar s xylozou, lyzinem a deoxycholanem
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