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Abstrakt

Mléko je diky své nuttini hodno¢ a pH vybornym Zivnym médiem prast
patogennich mikroorganigm Stava se tak nebezpsym zdrojem alimentarnich
onemocgni, zvlas¢ v kombinaci s nedodrzovanim hygieny vyrobniho psoc
a 10 zlatych pravidel vydanych&uevou zdravotnickou organizaci WHO.

Prace se zabyva popisem jednotlivych drybatogennich mikroorganism
vyskytujicich se v mléce a ndldych produktech, faktory, jez ovhivji jejich nist

a mnozeni, a v neposlediaik zdravotnimi riziky spojenymi s konzumaci.

Kli éova slova:patogenni mikroorganismy, alimentarni onendoénfaktory Kistu,

prevence

Abstract

Thanks to its nutrition and pH values, milk is axcalent nutrient medium
for the growth of food-borne pathogens. It thereftlecomes a dangerous source
of food-borne illness, especially in combinationthwiinfringement of hygiene
guidelines during the production process and thgdl@en rules as published by the
World Health Organization (WHO).

The thesis describes the individual species ofldoarne pathogens that occur
in milk and dairy products, the factors that inflae their growth and reproduction
and, last but not least, it also describes thethe@sks that are linked to its

consumption.

Key words: food-borne pathogens, food-borne illness, growtioiis, prevention
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1. UVOD

Patogenni mikroorganismy vzdy byly a budou potdntiarozbou pro lidské
zdravi. Dle udaj Statniho zdravotniho Ustavu bylo jen za rok 20EZdno tény
40 tisic gipadi onemocgni z potravin, ficemz tatocisla mohou byt prakticky
daleko vySSi. Alimentarni infekce a intoxikace jdedy velice vaznym problémem
ve WtSine rozvinutych zemi a jejich studium je tekzeno mezi priority i v narodnim
systému bezgmosti potravin \CR.

Vzhledem k aktuélnosti problematiky bylo mym cilepracovat literarniighled
popisujici jednotlivé druhy mikroorganisimvyskytujicich se v mléce a ndlgych
produktech, faktory, které oviiwji jejich rist a mnozeni, dale zdravotni rizika
spojend s konzumaci a metodiky stanoveni vybrangbhhi patogennich
mikroorganisni. Bakal&sk& prace byla s¢asti ieSeni projektu OP VK CZ.
1.07/2.3.00/09.0081.



2. OBECNE POZNATKY
Z MIKROBIOLOGIE

2.1. Nazvoslovi

Abscesje dutina ve tkani vznikla zétem, jeZz je vyplnénd hnisem a obklopena

zanicenou tkani.

Alimentarni infekce jsou vyvolany mikroorganismy, které se potravinoebm

vodou dostavaji do traviciho traktloveéka, kde se pomnozi a vyvolaji oneméeh

Alimentarni toxoinfekce zpisobuji uvolgné endotoxiny bakterii, gsobici

na stevni sliznici.

Alimentarni intoxikace (enterotoxik6zy) jsou onemocEni vyvolana potravinami,
ve kterych se pomnozily bakterie a vlivem jejich taimlické aktivity se
nahromadily toxické metabolity (exotoxiny).

Bakteriémie je pritomnost bakterii v krvi.

Endokarditida je zargtlivé onemocsni vnitini vystelky srdce (endokardu).

Chemoorganotrofie je zpisob vyzivy, @i némzZz organismy zisk&vaji energii

z chemickych organickych latek.
Infek éni davka je mnoZzstvi mikroorganisim jez je schopné vyvolat onemaaon.

Inkuba éni doba je doba od vniknuti infalniho agens do organismu do propuknuti

prvnich giznal nemoci.

Karcinogen je latka schopna glovéka vyvolat zhoubné nadorové bujeni.
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Keratitida je zartlivé onemocsini ocni rohovky.

Meningitida (= zarét mozkovych blan) je zavazné infelk onemocani, @i kterém

dochéazi k zattu mozkovych obdl (tzv. mening).

Mutagen je fyzikalni, chemicky nebo biologicky faktor s@ny vyvolat genetickou

mutaci.

Nosokomialni nakazy jsou infekni onemoc#ni vzniklé ve spojitosti s pobytem
postizeného ve zdravotnickychizaenich.

Pasterace je proces nrieni mikroorganisi v potravinach, které by mohly
zpasobovat onemoeni. Jedna se o tepelné opracovatitgmz u mléka Ize pouzit
dva postupy: oS&ni teplotou 72 °C po dobu 15 sekund a nebo teplé® °C

na 30 minut.

Patogenitaje schopnost daného mikroorganismu vyvolat onermickonkrétniho

druhu hostitele.

Patogenni mikroorganismy jsou bakterie, bakterialni toxiny, viry i pli&nkteré

jsou schopny vyvolat infeéki onemocani.

Polyneuropatie je porucha perifernich nery provazena narusenim jejich funkci.

Postizeny byvaji hlaundlouhé nervy (n€pstji na dolnich kogetinach).

Podminény (oportunni) patogen vyvola onemoceéni pouze @ poSkozeni

n¢kterého z faktar rezistence aipsnizené funkci imunitniho systému.

Pneumonie (= zapal plic) je zattlivé onemocwni pradusinek, plicnich sklipk

a/nebo plicni tkéka

Saprofyt je organismus Zivici se vy$ky jiného organismu nebo rozkladajicim se

ZivocisSnym nebo rostlinnymétem ¢i jeho ¢ésti.
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Sepse (= otrava krve) je systémova z#livA reakce organismu narippmnost
infekce. MiZze se rozvinout doéiké sepse a dale septického Soku spojeného

s mnohgetnym selhanim organ

Stiredni letélni davka (LDsg) je objektivni metoda hodnoceni toxicity zkoumané
latky. Jednd se o mnozstvi latky, po které uhyrme@o% testovanych ziwicha
za 24 hodin po podani.

Toxiny jsou jedovaté latky bilkovinné povahy, které jgmedukované &kterymi
bakteriemi. P&t mezi ibec nejsilgji pasobici toxiny v pirodg.

Ubikvitarni = vSudypitomné.

Virulence je kvantitativni vyjadeni miry patogenity. Je ¢ena toxicitou fvodce,
jeho invazivitou a vnimavosti hostitelského orgamis Podle virulence rozthjeme

kmeny patogennich drima vysoce virulentni, virulentni a avirulentni.

2.2. Faktory ruastu a mnozeni mikroorganismni

Na zivotni¢innost a vyvoj vSech mikroorganisimmaji zdsadni vliv podminky
vngjSiho prostedi. K tomu, aby se mikroorganismus pomnoZzoval,imyssplrény
jeho néaroky. Nejenze jerdba zabezp@ dostaténé mnoZzstvi Zivin k syntéze
buni¢éné hmoty, ale opomenuty nesmi byt ani zaleZitosbiogickée, fyzikalni
¢i chemické.

NejdilezitejSimi faktory, které ovliviuji Zivotaschopnost organismu, jsou teplota,
pH, oxidoredukni potencial, vodni aktivita a osmoticky tlak. Niém je treba
zahrnout také tlak, vliv zéni, pgitomnost toxickych latek a vliv jinych
mikroorganisnd.

Zakladni podminky pro optimalniist vybranych patogennich mikroorganism

jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1: Optimélni podminky vybranych patoifjen

Mikroorganismus Teplota pH Aktivita vody
v°C (minimalni)
Bacillus cereus 30-37 7,0-7,4 | 0,91
Campylobacter spp. | (37)-42 6,5-75 | 0,98
Escherichia coli
0O157:H7 30-42 6,8-7,2 0,95
Listeria
monocytogenes 37 7,0-75 | 092
Salmonella enteritidis
35-37 6,5-7,5 0,93
bakterie: 6,0-7,5 0,90
Staphylococcus aureys30-37
toxin: 7,0-8,0 0,92
40-45
Yersinia enterocolitica 30-37 7,2 0,95

Upraveno podle: Doyle et al., 1989; dinsk&d & Havlova, 1995; Altekruse, 1999;
Marth & Steele, 2001; Blazkova & Karamonova, 2088uby, 2005; NSW Food
Authority, 2007; Hochel, 2009; NZSEA2010.

2.2.1. Teplota

Teplota je jednim z hlavnich fakfgr které ovliviuji rychlost rozmnoZzovani
organisnii. Jak je patrné z obrazku 1, obétretici, Ze se zvysujici se teplotou roste
rychlost Gstu, coz plati az do dosazeni hodnoty teplotnihbmap tzn. bodu
¢i intervalu, ve kterém organismus roste nejrychkgji dalSim zvySovani teploty pak
dochazi k prudkému poklesu rychlosti rozmnoZzovanpasléze az k samotné
denaturaci proteiha rozpadu membran.

U kazdého mikroorganismu rozeznidvame tedly ziakladni body teploty:
minimalni, tzv. nejnizsi, pod kterou jiz nérbe iist, optimalni, pfi niz se
pomnoZuje nej§tSi rychlosti a maximalni, nad kterou jizist neni mozny.
Optimalni teplota jetizna pro ézné Zivotni faze (mnozeni, tvorbu spor a intenzivni

metabolismus) a plati, Ze je vzdy blize teplmiaximalni nez minimalni. Dle vztahu
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k teploé se pak mikroorganismy roddji do &tyd skupin (Silhankova, 2002;
Rosypal et al., 2003):

1) Psychrotrofni které jsou schopnéist i v teplotach nizSich nez . Jejich
optimalni teplota se nachazi kolem°Ca maximalni okolo 26C. Do této skupiny
pati jeS€ organismy psychrotolerantni, coZ jsou organisnigrékjsou sice schopné
rast i pri 0 °C, ale gednost davaji teplotam &co vy3Sim.

2) Mezofilnj, jejichz optimalni teplota se pohybuje v rozme45°C.

3) Termofilni vyzaduijici teploty nad 4%&.

4) Hypertermofilnj jeZ rostou v rozsahu teplot od 85-00

Obrazek 1: Vliv teploty na rychlost rozmnoZovankmbprganisni.

rychlost
rastu Maximalni maozna
rychlost reakce
O ptimum -1
Riychlost ristu mia /’]\
vazrtistajici charakter // \\\
\\ / .\_\
»
A 4
\ Vs \\\
\\ // :
Minirmum e \ Maximum

e N o
\ ;// \\ f" teplota
£ RV

Denaturace preteini: kolaps
cytoplazmatické membrany; lyza

Krystalizace membrany;
pomaly metabolismum -=
rust neni mozZny

Upraveno podle:Falteisek et al., 2006.

2.2.2. pH

Koncentrace vodikovych iolt v prostedi silé ovliviiuje nejen st
mikroorganisni, ale také jejich biochemickowinnost (konformaci protein
potazmo aktivitu enzyfi) a odolnost k fisobeni dalSich vliy, jako je misobeni
vysSich teplot. Kazdy organismus je schopen se paovat pouze v ditém
rozmezi pH. Pro optimalniast bakterii je tento rozsah pémé Uzky, zatimco
u VétSiny plisni je podstatsirsi.

VétSina mikroorganisiin nesnasi kyselé prasti, které vyrazhisnizuje rychlost
jejich rozmnozovani. Dokonce ani spory patogenmukroorganisni nemohou

v tomto prostedi vykliit (Falteisek et al., 2006).
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Dle hodnot pH je moZné organismy re¢lkidna:
1) Acidofilni (s optimalni hodnotou pH 0-5,5).
2) Neutrofilni(pH 5,5-8) s nejptetrejSim zastoupenim mikroorganifm
3) Alkalofilni (pH 8,5-11,5).

2.2.3. Oxidoredukéni potencial

Oxidoredukni potencial je dan zastoupenim oxidizh a redu&nich ¢inidel
v prostedi. Definuje se jako rozdil potenciadlu mezi platiou elektrodou umi&bhou
do daného prostdi a vodikovou elektrodou. SHoxidani latky vytv&eji pozitivni
oxidoredukni potencial, kdezto sit redukujici latky vedou k negativnimu
potencionalu (Silhankova, 2002).
mikroorganismy dleny na (Silhankova, 2002; Rosypal et al., 2003):
1) Aerobnj které rostou pouze zaifpmnosti kysliku.

2) Fakultativié anaerobnijeZ sice kyslik kistu nepatebuiji, ale s nim rostou lépe.

3) Striktrg anaerobnikteré vyZzaduji progedi bez kysliku.

2.2.4. Vodni aktivita

Vodni aktivita je vyjadlena jako porér parcialniho tlaku vodni pary potraviny

a destilované vody, coz popisuje zjednoduSena cevnj = _P_. Nabyva hodnot
Po

0 -1, gicemz dolni hranice u bakterii se pohybuje kolem Qi9Xkvasinek 0,88,
u vlaknitych hub 0,80 a u xerofilnich plisni azéwl 0,65.

Obecré pro bakterie plati, Z&im niZsi je tato hodnota, tim obt&$i je pro r
rist. SniZzeni vodni aktivity Ize dosahnogkalika zpisoby(Silhankova, 2002):
a) odstrasnim vody suSenim, uzenim, odeaim nebo mrazenim
b) zvySenim koncentrace rozptrsich latek v prosedi gidavkem vhodnych latek
(¢asto sacharéza NacCl), coz zfisobi zvySeni osmotického tlaku.

Dle vihkosti prostedi Ize mikroorganismy roztit na (Cejkova, [s.a]):
1) Hygrofilni, vyZadujici pitomnost vody. Velmi citlivé k nedostatku vody jsou
nekteré z gramnegativnich bakterii (iameningokoky), které bez vody hynou jiz za

neékolik hodin.
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2) Xerofilni, které jsou schopné vyuzivat i vodu hygroskopickejiz molekuly jsou
vazany na povrchugponich ¢astic. Nefastji se jedna o aktinomycety a plisn
Vysoce odolné &i suchému progedi jsou také mykobakteri& klidova stadia

(spory, cysty, zapouzené buiky).

2.2.5. Osmoticky tlak

Osmoticky tlak Uzce souvisi gifpmnosti vody a koncentraci soli rozgasich
ve vodt. ZvySeni koncentrace rozpésych latek, jak jiz bylo psano, vede ke zvySeni
osmotickeho tlaku. Také v kazdé mikrobidlninbe je ukity osmoticky tlak,
za normalnich podminek vyssi nez v okolnim et

Nachazi-li se bitka v hypotonickém prostdi, dochazi k plazmoptyzeii miz se
osmoticky tlak vyrovnava difuzi vody do i#tky. Bobtnani a prasknuti bky
pii tomto procesu &sSinou brani silna a pevna kwna stna. V hypertonickém
prostedi naopak dochazi k plazmolyzefi miz dochazi k odvodmi buiky
a zastaveni Zivotnich projievPraw tento jev je hojé vyuzivan v konzervarenském
pramyslu (solené maso, dzemy, marmelady aj.) (Fakeseal., 2006).

Z hlediska vyrovnavani se s vysokym osmotickymedfaka vysoké koncentraci
soli v prostedi Ize mikroorganismy roztit na (Silhankova, 2002):

1) Osmotolerantni které jsou schopnéist @i vysokych koncentracich cukr

nag. kvasinky roduwzygosaccharomycas60% roztoku sacharosy.

2) Osmofilnj jez vyzaduji vysoky osmoticky tlak, napekteré pliss.

3) Halofilni, vyzadujici vysoké koncentrace soli. Nejlépe sezmmozZuji
pii koncentracich NaCl 15% a vice.

4) Halotolerantnischopnéist v ukitych koncentracich @Sinou do 10%), nicmén

nejlépe rostou bezippomnosti rozpughych latek. Do této skupiny jsotazeny

nag. koky roduStaphylococcus

2.3. Zasady ochrany a prevence

Mriviw s

ochrany a prevenceigrd patogennimi mikroorganismy a jimi vyvolavanymi

onemocgnimi, jak v pabéhu ziskavani, zpracovani i vyroby, tak d&tbeho
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spotebitele. Déle jsou uvedena kritéria beapesti potravin v mléce a midych
produktech dle Niédzeni komise (ESE. 2073/2005 (viz tabulka 2), ktera sleduji
vyskyt patogennich mikroorganisim jejich toxini a metabolii, zabyvajici se
zejména druhyisteria monocytogeneSalmonellaa stafylokokovymi enterotoxiny.

V prvovyrok® je v prvnitad dilezité p&ovat o zdravotni stav dojnic, sledovat
vyskyt mastitid, od#it chovy dojnic od cholr prasat nebo dbeze a zkrmovat
pouze doke prokysané silaze a nezavlhla, nezaptiarkrmiva (&inska & Havlova,
1995).

DalSi bod spé&iva v dodrzovani hygienickychrgdpigi pii dojeni, tykajicich se
nejen myti a dezinfekce vemen, ale také sanitageeido apardt. Mimoradna
pozornost musi byt&ovana mikrobiologické jakosti vody.

Ve vyrok® je podstatné vyuzivat vSechny dostupné zabréeturpatogennich
mikroorganisnd a produkce toxiin jako je vhodny tepelny rezim, vysoce aktivni
zékysové mlékiské kultury, antibiotika nebo chemické inhibitoryi¢(nska
& Havlova, 1995).

Velice dilezitym bodem je chlazeni mléka od nadojeni aZgsigraci fi teplog
mensi nez 1T, ve vyrols sy i jinych zakysanych vyrobikje nezbytné pouzivani
aktivnich, rychle prokyséavajicich zakysovych kultkteré inhibuji nebo inaktivuji
patogeny.

Nejvice chyb, co se zachazeni s potravinante,tyse dopoudfi samotni
spotebitelé a gitom k zabrasni vyskytu patogennich mikroorganigémstai pouze
dodrZzovani deseti zlatych pravidel, vypracovanyctavou zdravotnickou
organizaci (WHO) k zabezpeni zdravotni nezavadnosti potravy {Hgankova,
2005):

1.Vybér takovych potravin, které jsou po technologickém pracovani
zdravotné nezavadne Nag. je vhodné vybirat pasterované miéko.

2.Dokonalé provaeni potravin. Obeci® se uvadi, Ze k zabezfmmni zdravotni
nezavadnosti potravin jeeba prokat vSechnygasti potraviny na 76C po dobu
10 minut.

3.Konzumace stravy ihned po uvéeni. Nechdme-li totiz potraviny chladnout
v pokojové teplat, mikroorganismy se Zaou pomnoZovat.

4.Velmi uvazlivé uchovavani potravin po uvaeni. Potraviny je mozneé

uchovavat bd v teplém stavu (kolem 8G), nebo ve stavu studeném (raémez
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10°C). Toto pravidlo je zvlastdalezité, chceme-li potraviny uchovat na dobu del3i
nez 4 hodiny.
DalSi velmicastou chybou je ulozeni jédeplych potravin do leddky. Zistane-

li totiz stred potraviny teply (nad £G) na dlouhou dobu, mikroorganismy seérmau
rychle mnozit a jejich mnoZstvi snadno dosahnekififech davek.

5.Dukladné ohtivani jiz jednou uvaienych potravin.

6.Zabranéni krizové kontaminace mezi syrovymi a jiz uvEenymi
potravinami. Uvaené potraviny mohou byt sekund&rnkontaminovany
sebemensim dotykem potraviny.

7.Myti rukou pred z&atkem pipravy potravin i pi jakémkoliv greruSeni.

8.Udrzovani kuchyiiského z&izeni v bezvadné&istoté.

9.0chrana potraviny pied hmyzem, hlodavci a jinymi zvfaty, ktera jsou
¢astymi nositeli choroboplodnych zarddkpisobujicich onemoemi.

10.PouZzivani pouze pitné vodyV piipad pochybnosti o vhodnosti vody je dobré

ji pied gidanim do potraviny fevait.
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Tabulka 2:_Kritéria bezg@osti potravin v potravinach dle Naeni komise (ES)
¢. 2073/2005.

Kategorie potravin | Mikroorganismy/ | Limity Faze, na niz se
jejich toxiny kritérium
vztahuje
Potraviny uéené
k piimé spaitebs pro produkty uvedené
kojence a potraviny | Listeria negitomnost | na trh Ehem doby
urcené k pimé monocytogenes ve 259 adrznosti

spotek pro zvIastni
lécebné dinky

produkty uvedené
100 KTJ/ g | natrh Bhem doby

Potraviny uéené adrznosti

k ptimé spotebs,

které podporujitrst pied tim, nez

L. monocytogenes Listeria potravina opusti
jiné nez pro kojence amonocytogenes negitomnost | bezprostedni
pro zvlastni léebné ve 259 kontrolu

acinky provozovatele

potravindského
podniku, ktery ji

vyrobil
Potraviny uéené
k ptimé spotebs,
které nepodporuijitist | Listeria produkty uvedené
L. monocytogenes, | monocytogenes 100 KTJ/ g | natrh Bhem doby
jiné nez pro kojence a adrznosti
pro zvlastni léebné
Gcely
Syry, maslo a
smetana vyrobené ze
syrového mléka nebg produkty uvedené
mléka, které bylo Salmonella negitomnost | na trh Bhem doby
podrobeno nizSimu ve 259 adrznosti
tepelnému oS&gni
nez pasteraci
SuSené mléko a negitomnost | produkty uvedené
suSena syrovatka Salmonella ve 25¢ na trh Bhem doby

adrznosti
Zmrzlina, vyjma
vyrobki, u nichz negritomnost | produkty uvedené
vyrobni proces nebo | Salmonella ve 25¢ na trh Bhem doby
sloZeni vyrobku adrznosti
vylougi riziko
salmonel
Syry, suSené mléko a
susena syrovéatka Stafylokokové neprokazany | produkty uvedené
podle kritérii pro enterotoxiny ve 259 na trh Bhem doby
koaguladzopozitivni adrznosti
stafylokoky
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3. VYZNAMNE PATOGENNI
MIKROORGANISMY

3.1. Asperqillus flavus

Hygienicky vyznam

Onemocgni zpisobené mykotoxiny houbyA. flavus v poslednich letech
piibyvaji na vyznamu a to nejen v oblastech se suclayrhorkym klimatem.
V posledni dob se ukazuje, Zze prawento druh je mnohem vice virulentni, nez se
zprvu zdalo. Navic vykazuje ohromnou odolnosiivantimykotim (Krmertik
& Kysilka, 2001a).
puvodce invazivnich aspergil6z¢ dylo experimentakh prokazano, zZ&\. flavusje
az 100x jedov&jsi (Marth & Steele, 2001; Krn¢aik & Kysilka, 2001a).

Historie

Rod Aspergilluszije v lidském prosedi odnepagti, ale teprve v druhé polown
19. stoleti z&al byt uznavan jako gvodce onemoami lidi a zviat (Krmerik
& Kyselka, 2001a).

Aflatoxiny byly identifikovany z&atkem 60. let v Anglii v souvislosti s epidemii
ozna&ovanou jako kiti X onemocgni, pi které zahynulo na 100 000dtich mlatat
po zkonzumovani krmiva s obsahem toxické araSidowtiky. Postups byly
identifikovany ctyii ptirozené typy aflatoxi: AFB1, AFB2, AFGl a AFG2.
Hydroxylaci AFB1 a AFB2 pak vznikaji AFM1 a AFM2tdré nachazime v mléce
a ml&nych produktech (Marth & Steele, 2001; Edayatilet2®07).

Taxonomie

Rod Aspergilluszahrnuje asi 150 druih z nichZz pouze gkteré byly prokdzany
jako pivodci lidskych onemocmi. Spada doriSe hub, od&leni Ascomycota
(vieckovytrusné houby) &lediTrichocomaceaéAbbas, 2005).
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Do samotného komplexA. flavusje fazeno 23 druly véetrg dvou pohlava
reprodukovatelnychHPetromyces alliaceus P. albertensis(Krmertik & Kysilka,
2001a).

Aflatoxiny

Aflatoxiny jsou sekundarni metabolity produkovanéxigennimi kmeny
A.flavus A. parasiticusa A. nomius jeZ jsou potenciathskodlivé pro lidi i zvfata.
Samotny nazev aflatoxin pochazi ze spoferfiavusa toxin (Marth & Steele, 2001;
Edayati et al., 2007; Pasqualotto, 2009).

Z chemického hlediska se jedna o latky odvozenéfurashokumarinového
skeletu (viz obrazek 2). Jejickinky jsou akutg toxické, karcinogenni, mutagenni
a teratogenni, ipfemz pdadi toxicity a mutagenity jednotlivych tyge nasleduiji:
AFB1> AFG1> AFB2> AFG2 (Krmetik & Kysilka, 2001a).

v prirodé. Ma akutni toxicitu LBy vrozsahu 0,4 - 18 mg/kg Vv zavislosti
na ziva@isném druhu. B vysokych hladinach se toxicita projevi za 3-6inod
jako nekroza hepatodyt(jaternich bugk) ¢i poSkozeni srazlivosti. To e vést

k Sirokym hemoragiim (krvaceni) @ipadné smrti (Krmefik & Kysilka, 2001a).

Obrazek 2: Chemicka struktura AFErmertik & Kysilka, 2001a).

Vyskyt a zdroje kontaminace

Rod Aspergillus pati k nejrozsfergjSim houbdm v progtdi. Na ¢lovéka se
piendseji vzduSnou cestou, tedy inhalaci mikrokonRiid¢ vzdusné konidie jsou
pravdépodobré zodpowdné za kosmopolitni vyskyt mikroorganismu (Krrign
& Kysilka, 2001a).

Aspergillustvori aflatoxiny hem Kistu na vihkych rostlinnych krmivech (seno,
slama, zrni). Stefhjako oportunistiti paraziti ¢asto infikuji reproduéni organy
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rostlin (kukuice, bavinik, podzemnice olejnd) uZhem vegetace a mohou se dale
pomnozZovat a produkovat aflatoxinghem sklizi a dalSiho zpracovéni rostlinného
materialu na krmiva (dinska & Havlova, 1995).

Po poziti krmiva kontaminovaného aflatoxinem AFEL AFB2 dochazi
v organismu dojnice k hydroxylaci na aflatoxiny AENM AFM2, které jsou nasleén
vyluéovany do miléka. Koncentrace alfatokirv mléce je pmo uUn¥rna davce
v krmivu (Jeinska & Havlova, 1995; Marth & Steele, 2001; Hrul2$05;). Bylo
prokazano, Ze za 24 hodin od konzumace kontamirnarkrmiva v mnoZzstvi
300 ng AFB1/g produkuje dojnice mléko obsahujichnd AFM1/ml (Krmerik
& Kysilka, 2001a) .

V syrech, jez jsou ffpravovany z kontaminovaného miéka, je koncentrace
aflatoxini nékolikanasobn vysSi nez v samotném miléce (wkkych sy az 3x,
u tvrdych az 6x) (Marth & Steele, 2001).

Morfologie, fyziologie, biochemie

Jedné se o vlaknité houby, jejichz vlidkna (hyfpujsklena septy a jejichZz konce
jsou roz&ieny v konidiofor, nesouci malé konidie (fildsé spory) (viz obrdzek 3).
Makroskopicky utvar sloZzeny zro#wenych hyf se nazyva mycelium a ma
dle lokalizace a funkce dwasti (Bednéet al., 1996):
a) Mycelium vegetativni (bazalni), kter&gta do kultivéni pidy acerpa Ziviny.
b) Mycelium vzdusné (povrchové, reprodal), jez nese reproddki organy.

Obrazek 3: Konidiofor s konidiemi drufAi flavus
(www.sci.muni.cz/mikrob/Miniatlas/asp-fl.htm).

@ A Kubatowa &

Za 2 - 4 dny narostou aspergily n&mych mdach, gicemz chmyité kolonie

jsou zbarveny podle barvy mikrokonidii (ZutSedozele®y cerrg) (Bednd et al.,
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1996). KolonieA. flavusna CYA (po 14 dnechi{p25 °C) je znazor#éna na obrazku
4. A. flavusoptimalre roste pi a, 0,86 - 0,96 aip 37 °C, & rast hub Ize pozorovat
v teplotnim rozmezi 12 - 48 (Krmenik & Kysilka, 2001a).

Obrazek 4:_KolonieA. flavusna CYA (CzapKiv agar s kvasginym extraktem)

(www.sci.muni.cz/mikrob/Miniatlas/asp-fl.htm).

@ A. Kubatov

Onemocréni

Aspergily jsou potenciath patogenni houby a vznik onemeaoh je podpéen
nejen masivnosti infekce a virulenci kmene, aledpvSim zvySenou vnimavosti
hostitele. V dnesni deébpati mezi vyznamné jvodce nosokomialnich nékaz
(Bedn& et al., 1996).

A. flavusohroZujeclovéka dvojim zgisobem — infekci a intoxikaci a igobuje
tak Siroké spektrum chorob, od intelkho onemoceni aspergilézy, jez postihuje
primarre dychaci cesty, az po chronicky ZanedlejSich nosnich dutin, keratitidu,
kozni asperqildzy, infekce rafi osteomyelitidu. Aflatoxiny (AFB1, AFB2, AFG1
a AFG2) pak vyvolavaji akutni selhani jater, projési se krvacenim, edémem,
zménami v traveni a metabolismu Zivingkay také bezsdomim (Marth & Steele,
2001; Pasqualotto, 2009).

Zadny ziva@isny druh neni imunnidgi toxickym inkam aflatoxin. Clovek
ovSem vykazuje vySSi toleranci, a proto podlehnatrdkalfatoxikoze ojedile
(Pasqualotto, 2009).
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3.2.Bacillus cereus

Hygienicky vyznam

Bacillus cereus je jednim z nejleZit¢jSich a sotasré i hygienicky
nejrizikowjSich bakterialnich kontaminantnléka, & byl az do roku 1959 pokladan
za potravingsky neskodného saprofytadifiska & Havlova, 1995).

Bakterie produkuje celodadu toxiri, z nichZz nejdlezitéjSi jsou diarhogenni
a emeticky toxin, a dalSi viruléni faktory — fosfolipaza, hemolyzin aj. — které
zvysuji jejich patogenni potenci (Drobniewski, 199&inska & Havlova, 1995;
Kolar, 2001). Emeticky toxin je nizkomolekularni, vysotamostabilni protein
odolny wi¢i pH a protedzam, produkovanyghem tvorby spor, jehoZ¢inek je
obdobny stafylokokovym enterotoxim, zatimco diarhogenni toxin je extracelularni
termolabilni protein, ktery vznika vigs¢chu germinace (p@teeniho vyvoje) spor.

Ucinek toxinu je spiSe podobny cholerovym taxim(Jiéinska & Havlova, 1995).

Historie

Prvni zaznamy tykajici se otrav z potraviniggbené rodenBacillus pochazi
z roku 1906, nicmé&hjako gicina onemoc#ni z potravin byBacillus cereusiznan
az po roce 1950. Jiz od roku 1971 bylo ve VelkétdBii znamo, Ze
mikroorganismus zjsobuje dva odliSné typy onemdaonm; diarhogenni formu
s relativié delSi inkubani dobou a formu emetickou, projevujici se zvraceni
s velice rychlym nastupem charakteristickyéfzpak.

Od roku 1975 bylo &kolik dalSich drufi rodu Bacillus spojovano s nemocemi
z potravin. V échto gipadech se jednalo o nakazy obvykle vyvolané dmdudu
Bacillus paticimi do stejné morfologické skupinyfguevsimB. subtilis ale také
B. licheniformisaB. pumilis(Kolét, 2001).

Taxonomie

Bacillus cereusnalezi doceledi aerobnich a fakultatignanaerobnich bakterii
Bacillaceag kde tvdi spolu sBacillus anthracisa Bacillus thuringiensisskupinu
velkych, toxigennich badil(Jicinska & Havlova, 1995; Hruby, 2005).

K identifikaci rodu Bacillus byl vyvinut systém, ktery roztbje rod
do ttech skupin podle morfologie spory a sporangia (K&@a01):
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Skupina 1: Sporangium nez@lé; spory elipsoidni nebo cylindrické, centralni
az terminalni. Grampozitivni. Tato skupina je déedilena do dvou podskupin
liSicich se velikosti buik: A) podskupina s ,velkymi hikami® (> 1 um) —
zahrnujici druhy B. megaterium B. cereus B. thuringiensis a B. antracis
B) podskupina s ,malymi hbikami“ (<1 um) - B. subtilis B. pumilis
B. licheniformis B. firmusaB. coagulans

Skupina 2: Sporangium zthlé; spory elipsoidni, centralni az terminalni.
Gramprongnlive. Do této skupiny jsourazeny B. circulans B. macerans
B. polymyxaB. alvei B. laterosporusB. brevis B. stearothermophily8. popilliag
B. larvaeaB. lentimorbus

Skupina 3: Sporangium ztklé; spory sférické, subterminalni az terminalni.
Gramprongnlivé. B. sphaericus

Pro rod Bacillus je velice vyznamnym taxonomickym znakem tvorbanged
endospory, ktera se vyzhge velkou odolnosti k vysokym teplotam, jed, z&enim

a jinym nepiznivym podminkam (Kol 2001).

Vyskyt a zdroje kontaminace

Bacillus cereusje ubikviterni saprofyticky mikroorganismus, kteroste
na rozkladajicich se zbytcich rostlin &, hnoji i krmivech (Doyle et al., 1989;
Jicinskd & Havlova, 1995). Jako nejvyzna¥jsn zdroje této bakterie jsou uwviny
syrové potraviny rostlinnéhaigodu (Doyle et al., 1989), nezanedbatelnym zdrojem
jsou vSak také dojnice, u kterychike vyvolat mastitidu. Odto mér vyznamnym
zdrojem jecloveék, u rehoz se nize mikroorganismusipchodi objevit ve stevech
(NZSFA', 2010).

Vysoky vyskyt B. cereusje znam v pasterovaném a jinak tegebtseteném
mléce (typické je 35 — 48 % pozitivnich vzayke srovnani s mlékem neaSatym
(~ 9% pozitivnich). Vtomto ibpact tepelné zpracovani spiSe najide
sporotvornym mikroorganisim (Kolé&r, 2001).

Vyskyt je také rozdilny v zavislosti na toxinu, Ktebakterie produkuje. Kmeny
produkujici emeticky toxin ddb rostou na ryZi a ostatnich Skrobnatych potravinac
(brambory, &stoviny), zatimco kmeny produkujici gpmovy (diarhogenni) toxin
nalézame v nejzngjSich druzich potravin, ta se jednd o masové vyrobky
(nap. jatrové pastika), zeleninti om&ky. Schopnost tudt spory (resp. rezistence
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spor k teplu) umaiuje i vyskyt na suchych potravinach (hamouka) (Doyle et al.,
1989).

Morfologie, fyziologie, biochemie

Bacillus cereuge grampozitivni, neopouzena, pohybliva §inka tvaici spory.
Je to fakultativni anaerob s pédmeé velkymi vegetativnimi bikami (1,0 — 1,2 x 3 -
5um), jez se mohou vyskytovat jednatliwe dvojicich¢i fetizcich (Xinska
& Havlova, 1995; Kol 2001; Hruby, 2005).

Spory této bakterie, jak je uvedeno vysSe, jsou réémit elipsoidniho tvaru,
nezpsobuji nadouvani sporulujici fky a vykazuji éznou teplotni odolnost. Diky
schopnosti tviit spory je mikroorganismus Siroce raesily v okolnim prosgedi
(Jicinska & Havlov4, 1995; Kota2001; Hruby, 2005).

B. cereuge kultivatné nenarény. Roste na &nych médiich, na krevnim agaru
vyrasta ve velkych, drsnych koloniich s nepravidelnykiaji, obklopenych zénou
B - hemolyzy (viz obrazek 5) (Kala2001; Hruby, 2005).

Obrazek 5: Kolonid. cereusa krevnim agaru

(http: //old.If3.cuni.cz/mikrobiologie/rep/bace.htm

Bakterie je producenterfady enzynmi. Prvni skupinu tvid fosfolipazy C, mezi
néz spada lecitinaza, enzym, ktery rozklada lecitan taxicky lysolecitin, coz je
typickym identifika&¢nim znakem proB. cereus Dale jsou to dva hemolysiny.
Hemolysin | (Cereolysin), jenz je oxygenlabilnietdini pro mys, a Hemolysin lI,

ktery je oxygenstabilni.
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AZ na rékolik vyjimek Bacillus spp vytvai kataldzu, coz je znak, ktery krém
aerobni produkce endospor, rozliSuje ®acillus spp od roduClostridium spp.
(Kolat, 2001).

Onemocréni

Onemocgni vznikd po poziti kontaminovanych potravin entexanogennim
kmenem a z kontaminovanych kosmetickydhipravki ¢i o¢nich kapek (Kol
2001). Vyskytuje se, jak jiz bylo zmino, ve dvou forméach, a sice fo¥remetické,
kdy otrava vznika viikledku poziti toxinu obsazeného v pottaa diarhogenni, kdy
jsou pozity samotné bakterialni itky, jeZz posléze vtenkém et vytvareji
enterotoxin.

Jako komplikace se mohou objevit mistni kozni inéekan, oni infekce, selhani
jater ¢i jina onemocwni jako je napp pneumonie, meningitida nebo endokarditida
(Louisiana Office of Public Health, 2004).

3.3. Campylobacter jejuni

Hygienicky vyznam

Kampylobakterie jsou mikrobialnimi patogenslovéka a zvfat, které se
v poslednich deseti letech stavaji vyznamnyniivaolci alimentarnich nakaz
v Evrop, USA a dalSich vysilych zemich (diinska & Havlova, 1995; Hochel,
2009). Pget onemoceni vCR zpisobenych rodentampylobactewn letech 2001 —
2010 je uveden na obrazku 6.

V souasnosti Mizeme konstatovat, Ze kampylobakteriéza jeasdjSi infekci
zazivaciho traktu. Vyskyt je celagwevy, srovnani v trznych statech vsSak neni
snadné - diky odliSnym podminkdm v dostupnosti fgén pée, laboratorniho
vySeteni, zgisobu stravovani, hygienické Urovni stravovani @&pasledniadé pak
v rozdilnosti evidence a hlaSeni (d¢sankova, 2005).
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Obrazek 6: P&t pipadi onemocini zpisobené bakteriemi rodGampylobacter
aSalmonellar CR v letech 2001 a7 2010
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Upraveno podle: SzZU, 2011.

Historie

Kampylobakterie byly fivodné popsany jako zwéci patogeny a byly trazeny
do roduVibrio. Teprve az v roce 1957 byl v krvi pacienta naledarh, ktery sice
morfologicky odpovidal druhty. fetus ktery se <. jejuni zanenoval, ale jenz se
odliSoval svymi biochemickymi a antigennimi vlasdtrai. Tento novy druh byl pak
ozna&en terminemrglated vibrid' (Hochel, 2009).

Patet infekci prokazateth zpisobenych touto bakterii byl vzhledem
k nedostaténé uc¢innym izola&nim technikam az do zatku 70. let nizky. Prudky
narist kampylobakteri6z byl zaznamenam od konce 90ntulého stoleti
az do roku 2005 (Hochel, 2009).

Taxonomie

Campylobacter jejunispada doceledi Campylobacteraceaektera zahrnuje
tii rody: Campylobacte Arcobactera rodSulfurospirillum(Hochel, 2009).

Samotny rodCampylobacteje tvaren 18 viceii méns genotypicky homolognimi
druhy, gicemz 11 z nich je pr@lovéka patogenni (Moore et al., 2005; Hochel,
fetus za mivodce gastroenteritidienaSenych potravinami jsou povazovéhyejuni,

C. coli, C. laridisaC. upsaliensigJicinska & Havlova, 1995; Moore et al., 2005).
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Vyskyt a zdroje kontaminace

Kampylobakterie sediné nachazeji ve zdravych domacich a divokychatech,
véetrg skotu, ovci, koz, prasat, fat, kachen, hus, vadrzijicich ptaki, pdi, kocek,
hlodava@i a mdskych savé. Hojn¢ se také vyskytuji vifrozenych vodnich tocich
(Altekruse, 1999). Bakterie obvykle Ziji veiestech zuiete, aniz by zfsobily
nektery z klinickych piznaka, ovSsem je zndm jeden druh, ktery aZe
u hospodgskych zvfat vyvolat potrat (Rees et al., 1995).

Ke kontaminaci syrového miléka patrmlochazi bd negimo — @i dojeni
fekalnim zné&isténim z prostedi, nebo fmo - z kampylobakteriovych zét
vemene (diinskd & Havlova, 1995).

Vzhledem k faktu, Ze jsou kampylobaktery veliceliv@ na vyschnuti,
nevyskytuji se v suSenych potravinach — suSenéncenleejcich a zelenin
Nenajdeme je ani v potravinach se zvySenou kor@eingoli nebo cukr (Jicinska
& Havlova, 1995).

Jako vyznamny zdroj kontaminace je krbmateiné dibeZze uvééha
i hygienicky zavadndé provozni vodadidiska & Havlova, 1995; Altekruse, 1999).

Morfologie, fyziologie, biochemie

Bunky wvétSiny druli  kampylobakterii jsou spiralovité nebo Fiakneé
gramnegativni t#§inky o roznérech 0,2 - 0,8 x 0,5 - 5um, které mohou vyeta
jednu nebo vice smigk (Hochel, 2009). Ve starych kulturach nebo viteyvych
podminkach fechazeji spiralovité hiky na kokoidni formu, tzv. ,Zivotaschopné
nekultivovatelné formy*, které porpackovani nerostou nagbnych gidach (J&inska
& Havlova, 1995; Hochel, 2009). Kémto morfologickym zminam dochazi
pravceEpodobr v disledku enzymové degradace peptidoglykanoveé vrdtiocliel,
2009).

Kampylobakterie netvd spory. \&tSina druli je pohybliva, a to prostdnictvim
polarniho biiku na jednom nebo obou koncichnky, n¢které jsou nepohyblivé,
nag. C. gracilis (Hochel, 2009).

Jednd se o chemoorganotrofni mikroorganismy, kter&sou schopny
fermentovat ani oxidovat sacharidy. Nerozkladajiqaini makromolekuly (proteiny,
tuky, polysacharidy), coz odpovida jejich velmi @rau genomu (dinska
& Havlova, 1995; Hochel, 2009).
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Bakterie roduCampylobacterdobre prezivaji chlazenici mrazeni, nicméh
nesnasi vyschnutéi prostedi o koncentraci 1,5 — 2% NaCl. Déle jsou citlivé
k vétSine desinfeknich latek ¢etrg chlorovych preparét proto je vhodné chlorovat
pitnou vodu (dinska & Havlova, 1995; Altekruse, 1999).

Kampylobakterioza

Onemocgni zpisobenéCampylobacter sppprobiha nejtypitéji jako enteritida
v klinickych projevech shodna s jinymi infekcemikberialniho mivodu. Piibéh
nemoci je ovliven virulenci kmene, infalni davkou a vnimavosti pacienta.
Na rozdil od salmonel6z je u kampylobakterovyclekef patrnycasny letni vrchol
(Hruby, 2005; Hochel, 2009).

Ackoliv vlastni onemocini neni obvykle Zivot ohroZujici, zavag$i jsou
komplikace pop postinfeRni nasledky, jako je masivniietni krvaceni, hepatitida,
pankreatitida, potrat, Reiter syndrom a Guillain — Barré syndrom (GBS) (Hochel,
2009). Umrti z kampylobakteriové infekce jsou vza¢Altekruse, 1999).

GBS je zastliva polyneuropatie zisobujici neuromuskularni paralyzu. Klinicky
se syndrom projevuje smyslovymi poruchami, bolestthle postupujici slabosti
dolnich a hornich katetin, ochabnutim dychacich stapog. svalovou paralyzou
(Hochel, 2009). Odhaduje se, Ze jedéipad GBS fipada na kazdych 1.00@ipadi
kampylobakteriozy (Altekruse, 1999).

Virulencnim faktorem je flagelarni adhezin, ktery zptredkuje pipoutani
bakterii k buikam stevniho epitelu a kolonizaci isvni sliznice. Také hlavni
imunogen bu&né sény, membranovy porin (MOMP) se praymbdobré uplaiiuje
jako virulertni faktor (Jéinska & Havlova, 1995).

Vstupni branou infekce je travici astroji. Prokézak, Ze k infekci z&finéné
tekutinami (mléko, voda) sta davka 500 bukk. Zpatatku se kolonizuje ik
a kycelnik, infekce se poz§l Siti kycelnikem dale do tlustéhotreva a konéniku.
Mikrobi jsou invazivni. B rozvinuté infekci jsou lymfatické uzliny 2wené,

prosaklé a zanicené (Hruby, 2005).
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3.4. Escherichia coli O157:H7

Hygienicky vyznam

Escherichia coli je sodésti normalni sevni mikrofléryclovéka a teplokrevnych
zvitat (JEinska & Havlova, 1995; Wasteson, 2002; M&l&007). Jejim hlavnim
rezervoarem v proi&di prvovyroby je zazivaci trakt a stolice hosgekigch zvfat,
proto vyskyt tohoto mikroorganismu v provoze, milése mlécnych vyrobcich
ukazuje na Spatnou Uraveygieny a sanitace ¢inska & Havlova, 1995).

Bakterie hraje dlezitou roli také v modernim biologickém inzenyistv
a pimyslové mikrobiologii. Nejenze je stale pouzivanakg modelovy
mikroorganismus, dokonce se stala zakladem biotdobii. ModifikovanéE. coli
byly jiz pouZzity @i vyrobé vakciny¢i imobilizovanych enzym, novinkou neni ani
produkce lidského inzulinu.

V poslednich letech vSak ziskavaji na vyznamu d@amerohemoragické kmeny
E. coli, které nejenze jsou schopnytgpbit zavazné onemo&mi, ale jejich toxin
muze byt (dle CDC - Centers for Diseases Control Bnglvention) zneuzit jako
bioteroristicky agens. Jedna se totiz o veliceysibxin, kdy k infekci post&d mereg
neZ 50 buik (Marth & Steele, 2001; Marl&r2007).

Historie

Bakterie byla poprvé popsana v roce 188teckym bakteriologem Theodorem
Escherichem, od kterého ziskala nadzeeli commune(Marth & Steele, 2001;
Wastenson, 2002; Toda2009).

Az do prvni poloviny 20. stoleti byl mikroorganissmwicemén povazovan
za obyejného komenzala veistnim traktu lidi a zwat. Teprve v pozSich letech
se prokazalo, Ze sérologicky odliSné ,enteropatotfehkmeny jsou zodpaxdné
za phajmy a jiné extraintestinalni choroby, jako jsou geaitalni infekce, mastitidy,
septikémieti meningitidy (Marth & Steele, 2001; Wasteson, 2002

Potravindskym patogenem byl&. coli uznana az vroce 1982 v souvislosti
s vySetovanim hemoragické kolitidy, spojené s konzumacint&minovanych
hamburgei. V nésledujicim roce byl ozéen i skutény vinik — Shiga toxin (STX) —
produkovanyE. coli 0157:H7 (Marlef, 2007).
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Taxonomie

Escherichia colije rod stevnich fakultativd anaerobnich bakterii spadajicich
do rozsahl&eledi Enterobacteriacegekam mimoE. coli tadime také dalSi igvni
patogeny — rod Salmonella, Shigella a Yersinia a kolonisty lidského
gastrointestinalniho traktu — réhterobacteti Klebsiella(Todaf, 2009).

Patogenni kmen¥. coli Ize odliSit sérologickou typizaci (O, H a K antig,
biochemickymi vlastnostmi a testy na patogenituwighy; 2005).

Dle pribéhu onemoc#ni, vlastnosti, zastoupeni fakiorvirulence, dinku
na burcné kultury a sérologické typizace je popisovangi plavnich skupin
patogenniche. coli (Jicinska & Havlova, 1995):

1) ETEC enterotoxigenti. coli

2) EIEC enteroinvazivrit. coli

3) EPEC enteropatogeni coli

4) EAQQEC enteroagregativii coli

5) STEC enterohemoragicke coli (VTEC, EHEC)

Vyskyt a zdroje kontaminace

Hlavni zasobarnou kmé&nEHEC je stevni trakt pezvykavd, zejména skotu
a ovci. Nekteré sérotypy byly vSak také nalezeny u prasadhévaijicich ptaki, koni,
psi a katek (Jeinska & Havlova, 1995; Hocking, 1997; Bolton, 2009)

V riznych terénnich jizkumech obsahovalo 3-30% vzarlstolice zdravého
skotu (telata, kravy, buvoliE. coli O157:H7, ale i jiné verotoxigenni sérotypy.
Stejre tak bylaE.coli O157:H7 izolovana ze stolice zdravych dojnic,gei mléko
u konzument zpisobilo hemolyticko - uremicky syndrom (HUS) ddiska
& Havlova, 1995).

Zviteci bacilonosii i nemocna zvata kontaminuji prosedi, v @mzZ seE. coli
ve vhodnych lokalitach dale saprofyticky pomnozueéchto zdrofi pak infikuje
dalSi zvfata. Mléko nize byt kontaminovano zvemen ZiEenych hnojem
inflkovanym EHEC nebo i iimym vyluwovanim bakterii do mléka z mastitid,
zpasobovanyclE. coli (Jicinska & Havlova, 1995).

V souvislosti s kmenem EHEC, byla zaznamenanadéktla kontaminovanych
potravin. Rizika jsou spojena s konzumaci hambutgeyrového mléka, zeleniny,

ovoce, saldt, nepasterizované jattleé $avy ¢i vody (Doyle et al., 1989).
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Morfologie, fyziologie, biochemie

Escherichia colijsou gramnegativni nesporulujiciciyky se zaoblenymi konci
oroznegrech 1,1 - 1,5 um x 2,0 - 6,0 um, jez se mohou wyslat jednotli,
ve dvojicich nebo v kratkychetzcich (Marth & Steele, 2001; Hruby, 2005).
Na povrchu majitzné typy fimbrii, z nich jedny jsou zastoupeny \ekem pd@tu
na povrchu bakterialni iy a umouji adhezi na hostitelskou tku, dalSi — sex
pili, jsou gitomny v mensSim ptiu a napomahaji konjugaci.ékteré typyE. coli
tvoii pouzdra a jejich kolonie maji hlenovity charakiieos Reis, 2010).

Bunky jsou fakultativé anaerobni a biochemicky aktivni (Hruby, 200B).coli
fermentuji glukézu a laktézu s tvorbou kyseliny ¢gnié, octové, mraveim) a plynu
(CO;,, Hyp), fermentuji D-sorbitol (93%) a indol (95%) (MaighSteele, 2001).

Onemocréni

A¢ do skupiny EHEGadime vice nez 80 sérofymag. 026, 048, 0111, 0113,
0121, 0145 a 0157, nejpéi pozornost je staleimovana sérotypu O157:H7, ktery
Udajre zpasobuje 50-80% vsSech infekcitgpbenych EHEC kmeny (Marth & Steele,
2001).

EHEC jsou uznavany jako priméarriiggna slabého gijmu, hemoragické kolitidy
(HC), HUS a trombotické trombocytopenické purpufy ).

Vyskyt infekci EHEC se [iSi podle ¢kovych skupin. NejvysSi incidence
hlaSenych fipadi se vyskytuji u &ti ve wku do 15 let, ficemz za 63 az 85%
piipadi zodpovidaji kontaminované potraviny (WHO, 2010).

Hlavnim faktorem virulence je shiga toxin, kteryséada ze dvou rodin — stx1
(homogenni skupina toxintotoZzné s Shiga toxinem) a stx2 (heterogenni sia)pi
(Doyle et al., 1989). Shiga toxiny Kkatalyticky in&kiji 60S ribozomalni
podjednotky eukaryotickych bk, ¢imz blokuji translaci mRNA a Zigobuji tak
smrt buiky. DalSim dilezitym faktorem je enterohemolyzin (Marth & Ste2601).

Hemoragické kolitida (HC)

Inkubani doba byva 3-5 dni a doba onem#&dr2-9 dni. HC je charakterizovana
lokalizaci znén v tlustém dew, coz ma za nasledky silnéigni bolesti, vodnaty

a pozdji krvavy prajem, pog. i mirnou horéku (WHO, 2010).
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Hemolyticko — uremicky syndrom (HUS)

Lze charakterizovat i¢mi terminy - selhd&ni ledvin, hemolyticka anémie
a trombocytopénie (= snizené mnozstvi krevnichigkdgt Nemoc se rozviji u 2-7 %
pacienfi, zejména u &i (Hocking, 1997). Celkay Ize konstatovat, ze HUS je

Mortalita se pohybuje kolem 3-10%, avSak az u 38%mohou vyskytnout vazné

nasledky (nap hypertenze nebo poruchy centralni nervovée soyst@nNS).

Tromboticka trombocytopenicka purpura (TTP)

Je onemoatni vznikajici zejména u starSich lidi. Klinicky mdobné HUS,
ovSem pibyvaji dalSi dva fiznaky - horéka a poruchy CNS (Hocking, 1997).

3.5. Listeria monocytogenes

Hygienicky vyznam

Listeria monocytogenege obavanym patogennim mikroorganismem, ktery
negastji kontaminuje mléné a masné vyrobky (Blazkova et al., 20Q18dna se
0 patogen, ktery se jakoztoiymdce alimentarnino onemagn uplatiuje teprve
od roku 1980 (Gellin & Broome, 1989;¢ihiska & Havlova, 1995).#hled vyskytu
listeriozy v letech 2000-2010 je uveden na obrazku

V pramyslow vysglych zemich jsou listeridzyifEinou jen asi 0,5 — 1% vSech
hromadnych alimentarnich infekci a intoxikaci mik@niho mivodu, maji vSak
mezi €mito nemocemi zcela nesporné prvenstvi v procenartatity, které se
odhaduje az na 30 % umrti z celkovéh@tpaonemociini (Hruby, 2005, Blazkova
et al., 2007).
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Obréazek 7Ptehled vyskytu onemoéni v letech 2000 — 20104R (SzU, 2011)
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Historie

Jiz na zaatku minulého stoleti byla popsana lidska onenoi;rjejichz klinicka
symptomatologie odpovidala obrazu listeriové ingekdMikroorganismus byl
izolovan v roce 1926 u epizoocie pokusnych kfaNkCambridge a ziskal nazev
Bacterium monocytogenesve 40. letech 20. stoleti byla pak tato bakterie
vyvolavajici onemoaini zviat i lidi nazvana na gest anglického chirurga Josepha
Listera (Gellin & Broome, 1989; Janva & Skapova, 2007).

Védci se dlouho domnivali, Ze se figad listeriozy jedna o zoondzu, tj. nemoc
pirenosnou z zZivéichi na ¢lovéka. Az v 80. letech 20. stoleti bylo z{igb, Ze jde
o nakazu alimentarni, #pobenou kontaminovanymi potravinami (Jeva
& Skapova, 2007).

Taxonomie

Rod Listeria nalezi doceledi Listeriaceaea je tvden sedmi druhy, které lze
rozcklit do dvou skupin genomickyffpuznych drufi (Gellin & Broome, 1989;
Bedn# et al., 1996; Hruby, 2005).

Do prvni skupiny jsourazeny druhyl. monocytogenesktera je podmignym
patogenem pro lidi i z¥ta, L. ivanovii vyvolavajici gevazr onemocgni u ovci
a jen vyjime&né onemocini u lidi, L. seeligerj saprofyticky druh, ktery byl jen
ojedirgle prokazan jako vyvolavatel lidské listeribzyLainnocuaa L. welshimer;

jejichz patogenita je prakticky nulova.
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Druhou skupinu tvid L. grayi a L. murrayi které jsou roz&ny v girodk, ale
onemocgni nevyvolavaji (Bednéet al., 1996).

Na zaklad O- a H- antiged fadime listerie do sérotyp Bylo popsano vice
nez 16 sérotyln avSak pouzditz nich jsou odpo¥dné za vice nez 90% onemeon
¢lovéka (Gellin & Broome, 1989; J&nva & Skapova, 2007).

Vyskyt a zdroje kontaminace

L. monocytogenege ubikvitarni mikroorganismus, jenz je ¥npdé hojne
rozSien. Byl objeven v prachu,ugdé, vod, na rostlinach, v kanalizaci, hnoiji,
krmivech, ale také ve igvnim traktu vold Zijicich zviat. Je znamou ifEinou
nakazy u ovci a skotu a dalSich 42 drghvd a 17 druli ptaki. Také byl izolovan
z kory&i, pstrutii, klistat a much (Gellin & Broome, 1989).

Za nejdilezit¢jSi zdroj infekce hospodgkych zvfat jsou povazovany
nedostatén¢ prokysané silaze, mércasté je pak vylkovani listerii do mléka

pii chronickych mastitidach (@inska & Havlova, 1995).

Morfologie, fyziologie a biochemie

Listeria monocytogenge grampozitivni, kratka, rovnadiypka o velikosti 0,4 -
0,5 x 0,5 - 2 um, s paralelnimi stranami a zaledgmi konci, vyskytujici se
jednotlivé nebo v kratkychetszcich. Ri teplotach 20 — 25C je pohybliva, zatimco
pii teplotach vysSich nikoliv (Dongyou, 2008).

Netvai pouzdra ani spory a ve starSich bujonovych kattar se vyskytuje
ve forms vldken (Jatova & Skapova, 2007). Je fakultatvanaerobni, fermentuje
cukry na kyselinu mknou a produkuje degradativni exoenzymy. Je katalaza
pozitivni (Jtinska & Havlova, 1995).

VSechny rodyListeria jsou morfologicky podobné, rostou na ném bohatych
neselektivnich médiich, na kterych tv&olonie paméru 0,5 — 1,5 mm, fisvitné,
kapikkového tvaru, Sedomodré s hladkym povrchem, zatistex@i kultury (3-7 dni)
vytvéreji kolonie \tSi, v paméru 3-5mm, neprsvitné a mnohdy s drsnym
povrchem (Dongyou, 2008). Kolonie. monocytogenesa MPKA je znazorna
na obrazku 8.
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Obrazek 8:Kolonie L. monocytogenasa MPKA v prochézejicim gtle s¢ast&nou

hemolyzou
(http://fvl.vfu.cz/sekce_ustavy/mikrobiologie/mikimlogie pro_farmaceuty/praktik

umO7/index.html).

L. monocytogenegou schopnéipzit v drsnych podminkach, jako je extrémni
teplota, vysok& hladina sdfi Siroké rozmezi pH (3-9,5). Pokusy dokazuji, Zéhnoo
preziti v 25% NacCl, 20 dni v suchém piesli (& jinak jim pln¢ vyhovuji potraviny
s vodni aktivitou ¥tSi jak 0,92) a 6 dni v destilované ¥q@lazkova et al., 2005).

Listerioza

Je zavazné onemasri, které v mnohaifpadech probiha betipnakow. Zvlasg
nebezpénd je u rizikovych skupin, mezehtadime imunodeficitni pacienty (u osob
s onemocenim AIDS se listerioza vyskytuje az 30Gastji nez u lidi s normalnim
imunitnim systémem), stari osobytich hotné Zeny (Jawva & Skapova, 2007).

Cesta penosu je népstji alimentarni, nicmé# jsou znamy fipady nakazeni se
z zivotniho prosedi ¢i kontaktem s postizenym zetem. Vyskyt infekce stoupa
s wkem, paimérny vk nakaZzeného jedince je 55 letcasgji postihuje muze
(Dongyou, 2008).

Ke klinickym priznakim pati gastroenteritidy, avSak porgkonani bariéry
tenkého seva je listerie schopna proniknout lymfatickou evkri cestou do sleziny
a jater a vyvolat septikémie, meningitidy a menegefalitidy. ProtoZe je listerie
schopna fekonévat i bariéru placentarniibe vyvolat potrat nebo infikovat plod
(Jartova & Skapova, 2007).
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3.6. Staphyloccocus aureus

Hygienicky vyznam

Staphylococcus aureye uvadn jako jeden z nejvyznamy§ich a nejastjSich
patogefi zpasobujicich alimentarni intoxikace (Loir et al., 3Q0GHruby, 2005).
Obecr se tato intoxikace povazuje za mirné onemingrkteré po ufité dok® samo
vymizi. Umrtnost je nizké, uvadi se v3ak, ze asivldostizenych osob vyzaduje
hospitalizaci.

Tato bakterie produkujetadu virulegnich faktofi. Mimo nejznanijSiho
stafylokokového enterotoxinu se na virulenci podéjmér 8 dalSich toxifi arada
enzymi, pricemz pra¢ nekteré z nich se pouzivaji v identifiksich testech
kultivaénich metod k potvrzenitislusnosti izoldt S. aureus(Jicinska & Havlov4,
1995).

Historie

Prestoze se zpravy o fipadech onemoeni, pipominajici sotasné
Iékarem Alexandrem Ogstonem, jenz ji izoloval z hnisaca$. Od rgj také pochazi
nazevStaphylococcyscoz vzniklo spojenim dvoteckych slov;staphyle(= hrozen)
akok (= bobule) (Doyle et al., 1989; Marth & SteeleP20Murray et al., 2005).

Az do roku 1884 nebyl vSalStaphylococcus aureupokladan za jovodce
alimentérnich intoxikaci (Marth & Steele, 2001).

Taxonomie

Rod Staphylococcusdlezi doceledi Staphylococcaceaektera zahrnuje jest
tii mére znamé rodyGemella Macrococcusa Salinicoccus(Murray et al., 2005;
Todaf, 2009).

V sowasné dob zahrnuje rodStaphylococcus32 znamych drubh bakterii,
z nichZ tSina je nepatogenni a tosowdst girozené mikrofléry kze a sliznic
clovéka a zviat (Doyle et al., 1989; Marth & Steele, 2001). Jalbtogen v hygieh
potravin se uplduje pouze drulStaphylococcus aureuavsak nalezy z poslednich
let naznauji, Ze i rekteré dalSi druhy (n@pS. hyicusa S. intermedius produkuji
enterotoxiny a zisobuji mastitidy (dinska & Havlova, 1995).
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Vyskyt a zdroje kontaminace

S. aureuge komenzal teplokrevnych Zivichi a ¢lovéka. Nalézé se na sliznicich
dychaciho astroji, fiedevSim v nosni a Ustni dutjnale také na Wi (Jicinska
& Havlova, 1995). B rutinnim vySeteni Ize patogen prokazat v hornich dychacich
cestach u 20-50% osohkiigemz jednaietina této pozitivni populace pak trvalym
a zbylé d¢ tretiny k d@&asnym nosiim (Krmertik & Kysilka, 2001b; Murray et al.,
2005).

Jedna se o ubikvitarni mikroorganismus, ktery la&zt nejen ve vag pade,
krmivech a povrchu rostlin, ale také v prachu, goimnohdy dsledek kontaminace
nastrofi a technologickych z&eni (Jtinskd & Havlova, 1995; Hruby, 2005). Je
také girozenou so&asti mikroflory vemene (Jinska & Havlova, 1995).

Hlavnim rezervoarem kontaminace syrového mléka }dmické a subklinické
mastididy skotu, ovci a koz ¢inska & Havlova, 1995; Marth & Steele, 2001).
Odhady zuznych industrializovanych zemi uvfdcca 5-26% vyskyt mastitid
ve stadech. V mléce postizenych dojnicSeaureusvylu¢ovan v hojnych pé&ech,
cca 18/ml v mléce zklinickych a Tml ze subklinickych fHpadi (Jicinska
& Havlova, 1995).

Mléko a ml€né vyrobky jsou spojovany se stafylokokovymi otmravavice
nez 100 let. Neépstji je to pra¥ syrové miléko, poté zmrzlina, kondenzované
a pasterované mléko a syry (Marth & Steele, 20DBzi dalSi nachylné potraviny
Ize z&adit syrové maso, masné auddkarské vyrobky, ditbez a vyrobky z vajec

a pekdské vyrobky (smetanou piné pe&ivo) (Loir, 2003).

Morfologie, fyziologie, biochemie

S. aureuge grampozitivni, fakultativh anaerobni, nesporulujici bakterigegto
pomeérné odolna wci vlivam zevniho progedi (Levison, 2008). Nepohyblivé itky
o praméru 0,5-1 pum jsou uspadany do charakteristickych hrazrn(Krmentik
& Kysilka, 2001b; Levison, 2008) nebo se vyskytigdnotliv ¢i ve dvojicich
(Marth & Steele, 2001; Hruby, 2005). Bakterie jéobtalerantni, az mirhhalofilni,
roste dobe jeS¥ pii koncentraci 10% NaCl, ro¥# je osmotolerantni.

Z biochemického hlediska je mikroorganismus katlgoozitivni a oxidaza
negativni (Doyle et al., 1989; Marth & Steele, 200ddaf, 2009). Vice neZ 90 %
kmeri S. aureustvoii na neselektivnich tglach pigmentované kolonie, jejichz
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zbarveni niZze byt od smetanové Zluté az po oranZovou, protmganismus znamy

také jako zlaty staphi Oro staphira (dinskd & Havlova, 1995; Kluytmans et al.,
1997; Marth & Steele, 2001). Kolonke. aureusna krevnim agaru jsou zobrazeny
na obrazku 9. Za zbarveni je odpdry karotenoid staphyloxanthin, ktery mimo jiné

pIni funkci antioxidantu (Kluytmans et al., 1997).

Obrazek 9: Kolonies. aureusha krevnim agaru (po 48 hodinach) s uzkou zdheou
hemolyzy(www.medmicro.info)

fadu komplexnich latek baéné stny, exoenzym a toxini, z nichZz mnohé se
uplatiuji jako faktory virulence. Mezi vyznamné extradétni proteiny nizeme
zaadit enterotoxiny, leukocidin (Panten-Valeritintoxin), plasmokoaguldzu a toxin
toxického Sokového syndromu. Mimo samotnych extud@mich proteifi pasobi
znané¢ antigen® i samotna butna stna této bakterie (Krmeik & Kysilka,
2001b).

Onemocréni

Staphylococcus aureuge podmirny patogen, fitomny v nose a natki.
Infikuje negastji mista se snizenou rezistenci, fillad posSkozenouwi, sliznice
nebo hematomy v #ékkych tkanich (Hruby, 2005).

V zavislosti na faktorech virulence txe bakterie zfsobit fadu onemoaini
od drobnych koZznich infekci, jako jsou pupinkiedy, syndrom ogané Kize nebo
abscesy, az po zivot ohrozujici onem#injako je zapal plic, meningitida,
osteomyelitida, endokarditida, syndrom toxickéh&BS¢TSS), bakteriémie a sepse
(Salyers & Whitt, 2002). Opomenout nesmime aniygtibkové otravy jidlem, @&
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jsou zmisobené pouze jednim jedinym faktorem virulence asttafylokokovym
enterotoxinem (Loir, 2003).

Bakterie je penasSena prasdnictvim aerosolu nebo fimym kontaktem
s kontaminovanymiigdnety ¢i infikovanymi zvicaty a lidmi (Blackmore & Francis,
1970).

1) Stafylokokové intoxikace

S. aureuszpisobuje otravu, ktera se projevuje zvracenimgnpm, v €zSich
piipadech také bolestmi hlavy a svalovyniiedemi. VétSinou se jedna o leh
onemoceni, které obvykle samo odeznihem 24 hodin a nevyZadujecéhi
(Hruby, 2005).

Pricinou intoxikace je stafylokokovy enterotoxin (SE)ery produkuji toxigenni
kmeny. Existuje 14 sérologicky odliSnych enterobdxi ale otravy nejastji
zpasobuji sérotypy A a D. Enterotoxiny jsou jede®zcové termostabilni proteiny
o relativre nizké molekulové hmotnosti (26-28kDa), rozpustreé wodt. Nejsou
inaktivovany pasteraci a jsou rezistentni k proigckym enzyniim zaZzivaciho
traktu i k protedzam md@dych bakterii a proto mohou velice dlouho setrvavat
v zakysanych vyrobcich ¢Insk4 & Havlova, 1995).

2) Stafylokokové infekce

S. aureusje oportunni patogen, ktery gobuje zaélivA onemocgni u lidi

i zvirat. Pro hygienu potravitgké vyroby jsou dlezité dva typydchto zastlivych
onemocgni: mastitidy dojnic a hnisavé z&g drobnych poraini na lidskych
rukach, které nejsou dostame oSeteny a izolovany od fedmneti, s nimiz ruce
piichadzeji do styku. Tyto infekce obsahuji vysoké demtrace virulentnich
stafylokoki, které se z loziska velmi snadno uugl pouhym dotekem arpnaseji se
do prostedi (Jtinska & Havlova, 1995).

Stafylokokové mastitidy jsou hlavnim zdrojem koniaate syrového mléka
virulentnim S. aureus Tvorba SE neni pro vznik stafylokokovych infekmitna
(Hruby, 2005).
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3.7.Yersinia enterocolitica

Hygienicky vyznam

Yersinia enterocoliticgati mezi vyznamné jvodce gastroenteritidipnosnych
pievazrie potravinami. Podleiznych statistik se v poslednich letech podili ria%-
pripadi gastroenteritid v @myslow vyvinutych statech (Hruby, 2005).

Onemocsini zpisobené touto bakterii se d@$tji objevuje na pelomu podzimu
a zimy a byva #tsinou sporadické, nicmémomerné hojre jsou hlaSeny i hromadné

intoxikace (Huovinen et al., 2010).

Historie

Yersinia enterocolitica pavodre Bacterium enterocoliticum Pasteurella
pseudotuberculosis typu # Pasteurella X,byla poprvé izolovana roku 1939
z piipadi gastroenteritid, avSak celych dalSi¢iedt let nebyly registrovanyifpady
onemocgni po poziti potravin (dinska & Havlova, 1995). Jakoulkzity lidsky

enteropatogen byla uznana az koncem 60. let (Shieni®87).

Taxonomie

RodYersinianalezi dateledi Enterobacteriaceaa zahrnuje 11 druh) z nichzZ fi
jsou patogenni pralovéka: Y. enterocolitica(O:3, O:5, 0:8, 0:9), Y. pestis
(dymejovy mor) a Y. pseudotuberculosisngezenterické adenitigMorris & Feeley,
1976; Marth & Steele, 2001; Hruby, 2005).

Druh Y. enterocoliticazahrnuje pt biotypi, které jsou sila geograficky
limitovany. V rekterych geografickych oblastechrepladaji, zatimco v jinych se
témet nebo wibec nevyskytuji. V Evrap mluvime o biotypu 4 (0:3) a biotypu 2
(0 :9 a 0:5,27), zatimco v USA o biotypu 1 (O8) daponsku o sérotypech O:3,
0:5,25 (Jinska & Havlova, 1995).

Vyskyt a zdroje kontaminace

Yersinia enterocoliticae vyskytuje ve vodnich tocichjg# i vegetaci (Hocking
et al., 1997). Primarnim rezervoarem mikroorganigsou sice prasata, ale hejse

nachazi i viiznych druzich domacich, hospesiych a volg Zijicich zviat
(Jicinska & Havlova, 1995).
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NejcasgjSi pricinou peenosu do miléka jeigjme fekalni zneéisteni pri dojeni
nebo voda, pouzivana k myti dojicich apamatz&izeni (Jéinska & Havlova, 1995;
Marth & Steele, 2001).

Bakterie se &n¢ vyskytuji v syrovém mléce i mi@ych vyrobcich, #tSinou se
vSak jednd o nepatogenni druhy nebo nepatogenotypgr Dale kontaminuji
pasterované mléko, syry, chlazené potraviny, al& taeleninu a samégimeé

vyrobky z vepoveho masa (dinska & Havlova, 1995).

Morfologie, fyziologie, biochemie

Y. enterocolitica jsou gramnegativni, nesporulujici, psychrotrofnbky
oroznegrech 0,5 — 0,8 um x 1 — 3 umiiR5 °C jsou biky pohyblivé, ale
pii teplotach vyssSich jak 37 °C ztracejicily a s nimi i schopnost pohybu (Marth
& Steele, 2001; Hruby, 2005;).

Jedna se o fakultati¢gnanaerobni mikroorganismus, jenz je biochemickyceel
aktivni. Roste dale na BZnych Zivhych fdach, v Zivném bujonu i v peptonové
vodé. Charakteristicka je pro¢pfermentace glukézy. Bakterie je oxidaza negativni
a nefermentuje laktozu. Také felerantni k Zldovych solim a k NaCl (5%) a je
schopna fezit dlouhodobé zmrazeni{iliska & Havlova, 1995).

Systém sérotypizace druPu enterocoliticge zaloZzeny na 54 tepelrstabilnich
O antigenech (Marth & Steele, 2001). Mezi rigdit¢jSi sérotypy podilejici se
na infekci lidi radime: O:3 (ne€pstji se vyskytujici, asi 90% ), 0:9 a 0:5,27
(Shiemann, 1987).

Y. enterocolitica je invazivni vnitrobuac¢ny parazit. Schopnost vyvolat
onemocgni je vazana naetné virulegni faktory, z nichz alespion¢které jsou
imunologicky i geneticky $buzné virulegnim faktoGm jinych druhi
enterobakterii: napyersiniovy enterotoxin (YEST) je homologicky emt®xinu
E. coli. Predpoklada se Ze préayprostednictvim YEST, ktery je vysoce termostabilni
a je vylwovan do prosedi, mize bakterie zfpsobit alimentarni intoxikace ¢Inska
& Havlova, 1995).
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Onemocnréni

Y. enterocoliticazpisobuje onemocami nazyvané yersiniéza. Existuje mnoho
forem infekce v zavislosti na zatizeni organisnmfiekcni davce, stegatak na ¥ku
a fyzické kondici infikované osoby. Ngs€jSim projevem je vSak gastroenteritida,
ktera primarg postihuje dti do sedmi let (n€pstji kojence) a seniory (Marth
& Steele, 2001; NZSFA 2010). Obech jsou postihovani vice muzi (Morirs
& Feeley, 1976; NZSFA 2010).

Druhym nejhoj®ji se vyskytujicim projevem yersiniozy je septikémktera se
negastji vyskytuje u starSich pacianttrpicich zakladnim onemog&mim, jako je
alkoholismus, onemoéni jater, leukémie a jiné imunosupresivni porucfigato
forma nemoci se vyziaje, i pres ¥asnou antibiotickou #u, vysokou umrtnosti
(25-50%) (Marth & Steele, 2001; Papaioannou, 2003).

U infikovanych 5% jedint se rozvinou sekundarni komplikace, me&i fsou
fazeny nap poruchy S§titné Zlazy,cai infekce, svalové abscesy, kozni infekce,
pneumonie, z& polriSnice, meningitidu, ale také velice vzacna enddikiaia
(Marth & Steele, 2001; NZSFA2010).
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Na zawr této kapitoly uvadim klinicky obraz intoxikaciifgvtabulka 3) a infekci
(viz tabulka 4) zfisobenych pozitim produktkontaminovanych vysSe uvedenymi
mikroorganismy. Jak je patrné, jednim z nejneb&zf)€ich patoged je prae
E. coliO157:H7, jejiz infekni davkacini pouhych 50 bukk.

Tabulka 3:_Charakteristika intoxikacitgmbenych vyznamnymi patogeny

Néazev Specifika Infekni | Inku- Priznaky Doba | Komplikace
davka baéni nemoci
(pocet doba *
bunék/g | *
¢i ml)
bolest licha,
diarhogen. | 10°-9,5° | 6-24 h | vodnaté 20-36 h| mistni kozni
forma burgk/g prajmy, infekce ran,
nevolnosti, o¢ni infekce,
B. cereus kiete v FisSe selhani jater,
zvraceni, také
2x10 kiece v kise, pneumonie,
emeticka | burgk/g | 1-6 h | prijem (u 1/3| 8-10 h | meningitida
forma postizenych), nebo
nevolnost endokarditida
<nez50 prajem hemoragicka
bakterii, (mnohdy kolitida,
E. coli post&ii |3-8d krvavy), silné| 2-9 d hemolyticko-
0157:H7 2 kiece a ureticky
buiky/25 zvraceni syndrom.
g
abscesy,
zvraceni, zapal plic,
intoxikace | 1-100 mg| 1-7 h prajem, 1-2d syndrom
enteroto- bolesti hlavy, toxického
xinu, svalové kece Soku, sepse,
S. aureus bakteriémie
mas. infekce,
nekolik endokarditidy
infekce haz2 , meningitidy,
dny pneumonie,
syndrom
opaené Kize

Upraveno podle: Doyle et al., 1989; dinska & Havlova, 1995; Hocking, 1997,
Kolat, 2001; Krmetiik & Kyselka, 2001a; Marth & Steele, 2001; Louisaa®ffice
of Public Health, 2004; NZSFA2010.
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Tabulka 4:;_Charakteristika infekciigobenych vyznamnymi patogeny.

Nazev Infelkéni Inkubaéni | Priznaky | Doba Komplikace
davka doba nemoc
(bunék/g ¢&i * *
ml)
krvaceni
strev,
10%-10° horetka, hepatitida,
bakterii, 2-5d bolesti do7d potrat,
C. jejuni u tekutin 500 bricha, Reiteffiv
burck prijem syndrom
a Guillain —
Barré
syndrom
malatnost,
bolesti
10° burek, 3-70d, hlavy, 2-6 zarst
L. monocytogenes u rizikovych | nejcasgji | horeka, | tydna, meékkych
skupin 16-10° | 3tydny | také dle typu | blan mozku,
zarety nemoci | sepse, potrat
stredniho
uchagi
mocovych
cest
horeika,
zimnice, bakteriémie
zvraceni, lokalizované
S. enteritidis 10°-10° burgk | 8-72 h prajem, |2-5d infekce-
bolesti meningitida,
svall, endokarditida]
kloubi a
hlavy
septikémie,
poruchy
prajem, Stitné zlazy,
silné ocni infekce,
bolesti svalové
Y. enterocolitica | 10° bakterii 24-72 h bficha, 1-3d abscesy,
Zaludeni kozni
kiece infekce,
pneumonie,
zaret
pokxiSnice,
meningitida
endokarditidal

Upraveno podle: Doyle et al., 1989; dinska & Havlova, 1995; Hocking, 1997,
Krmentik & Kyselka, 2001b; Marth & Steele, 2001; d¢sankova, 2005; NZSFEA
2010.

* inkubatni doba v hodinach, délka nemoci ve dnech, namiddeno jinak
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4. OSTATNI PATOGENY

Tato kapitola byla roztlena do dvowasti. Prvni vypovida o patogenech, jez
byly velice vyznamné igdevSim v minulosti a jejichz vyskyt je v dneSnib&o
potlaten. Cetna zdravotni rizika byla spojena zejména s tyfem spalou
a v neposlednfads také s brucelézou, od niz {geska republika prostéa jiz od roku
1964 (Marth & Steele, 2001; Sedlak & Toxi&va, 2006).

Druhd cast kapitoly poskytuje stémou charakteristiku mén castych
mikroorganisni, o nichZ je prokazéno, Ze se také mohtenaSet potravirakymi
surovinami nebo vyrobky a #pobit onemocéni. Z epidemiologického hlediska
maji pongrné maly vyznam, nicménz pohledu klinického jsoudtezité jako @iciny
— mnohdy velmid&Zkych — chorob. Do tétdasti jefazen také rodalmonella & se
v celos¥tovém nefitku nachazi mezi n&sEjSimi  pivodci alimentarnich
onemocgni. V mléce se vSak vyskytujéidka, coz bylo dvodem k z&azeni do této

casti.
4.1. Historicky vyznamné mikroorganismy

4.1.1.Brucella spp.

Taxonomie

Rod Brucellanalezi doc¢eledi Brucellaceaea v dneSni dabzahrnuje Sest druih
piicemz druhyB. abortusa B. melitensigsou na sité nejrozsfergjSi a gedstavu;i
potencialni problém pro mlékarenskyaprysl (Jtinska & Havlova, 1995; Bedha
1996; Marth & Steele, 2001; Mantur et al., 2007).

Vyskyt a zdroje kontaminace

Za hlavni zdroj kontaminace je povazovano syrovavéké a kozi mléko.
V infikovanych stadech mohou brucelyepvavat ve vemenech krav mnoho let
po potratu a jsou schopné v§twat az 15000 organisimv mililitru mléka po dobu
péti mésial. Mezi dalSi, jiz mé& vyznamné zdroje, pakadime smetanu, syr
a jogurty (Marth & Steele, 2001).
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V industrializovanych zemich byla bruceléza v chavedobytka prakticky
zlikvidovana a hromadnd onema@on brucel6zou, zjsobena mlékem
nebo mlénymi vyrobky, se vyskytuji jen ojedite, avSak v zekudélskych oblastech
rozvojovych zemi je bruceléza dosud velmi réasa (Jinska & Havlova, 1995).

Jednd se o klasickou antropozoondzu, kteraieedgi prosednictvim gimého
nebo nefimého kontaktu s infikovanymi zlty, poZitim nakaZenych potravin
nebo vdechnutim aerosolu (Marth & Steele, 2001; tMragt al., 2007).

Morfologie, fyziologie, biochemie

Mikroorganismy roduBrucella jsou gramnegativni, nepohyblivé kokobacily
o rozngrech 0,6 — 1,5um x 0,5 — 0,7um, jeZz se vyskytuji jednotléy ve dvojicich
nebo kratkychetzcich (Jtéinska & Havlova, 1995; Bedhal996; Marth & Steele,
2001). Jsou rezistentni k vyschnuti a proto si vellouho udrzuji Zivotaschopnost
v infikovaném prosedi (Jtinska & Havlova, 1995).

Od wtSiny ostatnich patogénse odliSuji nefitomnosti zjevnych faktdr
virulence, jako jsou tobolky, fimbrie, &iky, exotoxiny, cytolysiny, lyzogenni fagy,
plastidy¢i geonomové ostrovy (Mantur et al., 2007).

Clenové rodu jsou nuté naraéni a z biochemického hlediska katalaza
pozitivni, oxidaza pozitivni a metabolicky oxidativ Rist je anaerobni, alekteré
kmeny navic vyzaduji 5-10% GQ atmosfée (JEinskd & Havlova, 1995; Marth
& Steele, 2001).

Onemocréni

Brucella spp je intracelularni bakterie, kterd ma jedineu schopnost napadat
i fagocytujici buiky. Mikroorganismy pronikaji do lymfatickych cestusidluji se
v regiondlnich lymfatickych uzlindch. Poté jsou eseny do krevnihiecisté a odtud
do orgar, predevsim do sleziny, jater, kostnfeds, ostatnich lymfatickych uzlin
a do ledvin (Bedna1996; Franco et al., 2007).

Je vSeobeen znamo, Ze bakterie #pobuje neplodnost, potraty a dalSi
reprodukini komplikace u zvat a uc¢lovéka chripkovité onemoceéni se stidaw se
zhorSujicimi stavy (dinska & Havlova, 1995; Mantur et al., 2007).

Umrtnost je vzacna, vyskytuje se u 2% padienktei vétSsinou umiraji

na nasledky sekundarni endokarditidy (Mantur e28i07).
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4.1.2.Mycobacterium bovis a Mycobacterium tuberculosis

Taxonomie

Rod Mycobacteriunzahrnuje vice nez 50 drishmezi nimiz jsou vedle oblig&tn
patogennich jovodai tuberkuldzy a lepry téZz podn#m patogenni a nepatogenni
druhy, které pedstavuji vyznamnou mikrobialni sloZkiéinodnich biotop (Bedn&
et al., 1996).

Vyskyt a zdroje kontaminace

Hlavnim infekknim zdrojem proclovéka je mléko z tuberkul6znich mastitid,
ve kterém se vykuje M. bovis v mnoZstvi az 5xT0 KTJ (kolonie tvdicich
jednotek)/ml, nicmé# dojnice mohou vyléovat bakterii do mléka i v isledku
septikémickych a koznich infekci {ihska & Havlova, 1995; Marth & Steele, 2001).
V minulosti byly dalSimi zdroji i maslo, taveny syirtvaroh (Marth & Steele, 2001).

PrenosM. tuberculosisse uskut&iuje nefastji aerosolem (dinska & Havlova,
1995; Bedn#et al., 1996).

Morfologie, fyziologie, biochemie

Bakterie roduMycobacteriunjsou grampozitivni, nesporulujici, acidorezisténtn
nepohyblivé, rovné tynky o roznérech 3-6 um x 1-4 um, které se vyskytuji
jednotlivé, ve dvojicich nebo svageich paralelnich butk (Jicinska & Havlova,
1995; Marth & Steele, 2001; NZSEA2001).

Charakteristicky je pomalyast, podmigny neobyejné¢ dlouhou genekai dobou
(20 az 30 hodin), s optimalni teplotou kolem®3Z. Neroste i 25 a 45° C a také
negeziva kratkodobou vysokou pasteraciciflska & Havlova, 1995; Marth
& Steele, 2001). Mikroorganismus je velmi rezistérk vyschnuti a v prosdi se
udrzuje v Zivotaschopné, inféki formé po rekolik mésiar (Jicinska & Havlova,
1995).

Onemocréni

Tuberkuléza je jednou z nejpgich metel lidi a zvat. Prvni pipady tohoto
onemockni zaznamenal jiz Hippokrates v roce 400np. Zlom nastal aZ v roce
1882, kdy Robert Koch izolovalipodce onemoaimi — Tuberkelbacillin Posléze se
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poddilo rozliSit t&i hlavni druhy, jeZ jsou schopné vyvolat onemdnu fiznych
zivocicht (Marth & Steele, 2001):
1) Mycobacterium tuberculosigidsky typ)
2) M. bovis(bovinni typ)
3) M. avium(ptaii typ)

Infekéni agens vstupuje nigstji aerogenni cestou (vzaercestou peroralni
do zazivaciho Ustroji nebo traumatizovanou pokoyldm dychaciho ustroji, kde
vznika tzv. primarni komplex, tj. zétivé lozisko v plicnim parenchymu. Infekce

O IR

et al., 1996).

4.1.3.Streptococcus pyogenes

Taxonomie

Rod Streptococcuge velice rozmanity, coz vedlo k vypracovani imiho #ideni
rodu. Klasifikace se opiradabyii zakladni kritéria (Bedriéet al., 1996):
1) Typ zmen na krevnim agaru, podle nichz se rozliSuji:
a) streptokokyp - hemolytické, které zcela rozruSuji membranu repytti, takze
kolonie jsou obklopeny zénou Uplné hemolyzy
b) streptokokya - hemolytické (viridujici), které redukuji hemobla na snis
produkii, takze krevni agar pod kolonii maddiozelené zbarveni
c) streptokoky nehemolytické ¢ hemolyticke), které vzhled agaru nam
2) Sérologickéftidéni podle stnového antigenu.
3) Biochemické a fyziologické charakteristiky.
4) Patogenita a misto vyskytu.
a) pyogenni, karfadimeS. pyogeneguvodce mastitids. agalactiaga dalSi
b) streptokoky ustni
c) enterokoky
d) laktokoky (sérologicka skupina N)

Vyskyt a zdroje kontaminace

Hlavnim zdrojem kontaminace igd zavedenim pasterace) bylo mléko

infilkovanych krav nebo mléko, které bylo infikovaméhem dojeni. Mezi dalSi
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zdroje, které byly v minulosti zodp&ané za propuknuti infekce, fazena zmrzlina,
suSené mléko nebo bily syr (Marth & Steele, 2001).

Morfologie, fyziologie, biochemie

S. pyogenegsou B - hemolytické, grampozitivni, nesporulujici, nepblivé
koky, které se vyskytuji fetizcich o 10-15 hikach o velikosti 0.5 - 1.0 um
nebo v parech (Krmefk & Kysilka, 2001c; Todar 2009).

S. pyogenege charakteristicky velkou n&foosti na Ziviny, kistu potebuje
aminokyseliny a vitaminy. Je fakultat&vranaerobni, fermentuje cukry za tvorby
kyseliny ml€né, produkuje aceton z glukdzy a amoniak z arginimgdrolyzuje
hipurat a skulin. Netud kataldzu. Na rozdil od ostatnich pyogennich sbieyki
nefermentuje ribézu. iRomnost CQ, stejré jako anaerobni podminky, podporuje
rust a zvyra#uje hemolyzu (Bedriéet al., 1995; Krmetik & Kysilka, 2001c).

Produkuje Sirokou $kalu faktbwvirulence (Krmenik & Kysilka, 2001c; Todat
2009). Hlavnim antigenem  &ujicim  virulenci kmefh je  v3ak
M protein.(= monoklonalni imunoglobulin produkovamyazmatickymi bikami),
bez thoz jsou kmeny nevirulentni. Tato bilkovina umoje adhezi bakterie

na povrch sliznic a po pniku chrani bakterii fed fagocytézou.

Onemocréni

Mikroorganismus je primaen patogenni proc¢lovéka a ¢loveék je jedinym
piirozenym zdrojem infekce. Infekce vyvolané toutdtieai se vyskytuji po celém
swte, v mirném pasmu ipvazuji infekce respitaiho traktu, v teplych oblastech
jsoucastjSi infekce kozni (Bedrtéet al., 1996; Krmetik & Kysilka, 2001c).

Bakterie je fivodcem faryngitid (zatta hltanu), spaly (vyrazky), infekciuke
a podkoZzi, systémovych infekci, streptokokového ictax Soku
a poststreptokokovych naslédk lidi a mastitid u miéhého skotu (Bedrtéet al.,
1996; Marth & Steele, 2001). Pyogenni streptokolkohou pravdpodobré infikovat
mléko z bacilonogii béhem dojeni (dinska & Havlova, 1995).

Infekce S. pyogenemiZze vést k vaZznym nasledlk: akutni revmatické hotee,
kterd miZze vést az k trvalému poskozeni srdeh chlopniéi akutnimu zastu ledvin
(Todar, 2009).
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4.2. Méné ¢aste a vzacné mikroorganismy

4.2.1.Citrobacter freundii

Citrobacter freundii jsou aerobni, gramnegativnic¢igky o délce 1-5 pm.
Objeveny byly vroce 1932 a poslézeiazzeny do celedi Enterobacteriaceae
Mikroorganismy se hojh vyskytuji v Zivotnim prosedi, gedevSim v pdé, vodt
a kanalizaci, ale také v jidl& strevnim traktu lidi a zw¥at (Nantel, 1999; Wang
et al., 2000).

Bakterie je zodpaxdna zatradu zavaznych infekci. Je znamo, Ze {&ipou
raznych nosokomidlnich infekci dychacich a dmoych cest a krve, fgemz
piedstavuje fiblizn¢ 29 % vSech oportunnich infekci (Whalen et al., 7200

Ne¢které kmeny, produkujici enterotoxin a verotoxispy schopné vyvolat
gastroenteritidu s inkubai dobou dlouhou 12-48 hodin. Mezi typickézmaky je
pak fazen piéjem, bolesti Bicha, horéka, zimnice, bolest hlavy, zvraceni
a nevolnost. UpIné zotaveni trva az sedm dni (M&ar8teele, 2001).

Za zdroj infekce bylo jiZz v minulosti povazovanor@yé mlékoci dovazené

francouzske syry (Marth & Steele, 2001).

4.2.2.Clostridium spp.

Druhy Clostridium perfringensi Clostridium botulinumjsou grampozitivni,
sporulujici bakterie spadajici deeledi Bacillaceae (Jicinska & Havlova, 1995;
Hruby, 2005).C. botulinumse objevuje v mléce a ndldych produktech vzaeén
zatimco vyskyC. perfringenge ¢asgjSi. V mléce Ize nalézt také drully butyricum
a C. isobutyricumnicmért tyto mikroorganismy zjsobuji spiSe vady vyroliknez
onemocsini.

Z biochemického hlediska je radlostridium velice aktivni. Je schopny kvasit
celoufadu organickych slaenin za produkce kyselin (maselna, octosi&gyelkého
mnozstvi plynu (C® a H). Charakteristickym znakem je redukce stilfit
na sirovodik. Bakterie také produkuji Sirokou Sk&xtracelularnich enzyin
schopnych rozkladat makromolekuly (proteiny, lipidycelulézu) (Jinska
& Havlova, 1995; Toddr 2009).
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C. botulinum

C. botulinumjsou striktd anaerobni ®inky, produkujici ovalné spory¢tsiho
praméru nez je samotna vegetativniia (Nantel, 1999; Marth & Steele, 2001;
Hruby, 2005). Je totmni saprofyt, kterého najdeme ve ¥ptahrE, krmivech, ale
také na povrchu ligt zeleniny¢i ploda (Jicinska & Havlova, 1995; Baron et al.,
1996; Marth & Steele, 2001).

NejcasgjSim zdrojem botulismu jsou doma vyrobené, nedokowgsterilizované
masove&i zeleninové konzervy, nicmérv posledni dobjsou rizikove také vakuav
balené potraviny (maso, syry, uzeniny)iizRivé podminky poskytuji syrové
pomazanky s vysSim obsahem vody a vysSi hodnotouJgihska & Havlova,
1995). Samotné poziti mikroorganismu neni Skodlivén se stavd nebezpgym
az po jehotistu s naslednou tvorbou toxinu.

Bakterie produkuje sedm tgptoxina (A, B, C, D, E, F a G), které se navazi
na neurony a inhibuji tak uv@vani acetylcholinu z nervovych zakemi svalu
(Todar, 2009). Winek toxini tedy spoiva v blokdd nervosvalového ienosu
vzruchu, coz vede k paralyze postizeného svalsvart nastava ¢dhem 24 hodin
v dusledku paralyzy dychaciho aparatu (asfyxie) (Deylal., 1989).

Uvadi se, Ze botulotoxin je jednim z nejgj#ich toxini, Udajré az 100 000x
silngjSi nez jed crestySe, ficemz pouhych 0,1ng/kg zivé vahy je letalni (Doyle
et al., 1989; Marth & Steele, 2001).

Lidsky botulismus je tedy velice zavaziasto smrtelna forma otravy z potravin

se Zetelnymi neurotickymi €inky (Hruby, 2005)

C. perfringens

C. perfringensjsou obligaté anaerobni bakterie, které vSak mohoteZjt
i v mikroaerobnich podminkach (< 5% kysliku) ¢(dska & Havlova, 1995;
Louisiana Office of Public Health, 2008).

Mikroorganismus je ubikvitarni, vyskytuje se i wéesnim traktu lidi a domacich
zvitat (De Jong, 2003; Office of Public He&lth2008). Nejastjsi piicinou
onemocgni jsou produkty z masa atteze, kéeni a az posléze niiéé vyrobky.
Vydatnym zdrojem kontaminace mléka sporami jsou gdanprokysavajici silaze
(Jicinska & Havlova, 1995; De Jong, 2003).
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C. perfringenzahrnuje pt kmeni (A, B, C, D a E), jez produkuji¢kolik druhi
toxina (o, B, €, 1) a enterotoxifi. Alimentarni otravy vSak fi¥e vyvolat pouze typ A
(AvianBiotech, 2010). Jedna se o nebe&mngemikroorganismus, jenz ime zpisobit
také potencialh smrtelné syndromy jako jsou nekrotizujici entdyiti(typ C),
bakteriémie, klostridiové sepseplynata sit’ (klostridiova myonekréza) (Louisiana
Office of Public Health 2008; Todal, 2009).

4.2.3.Corynebacterium ulcerans

Jsou bakterie, které doposud nejsou povazovanwymasatny druh. Objeveny
byly v roce 1927 a stale jsotiguzovany kC. diphtheriae akoliv od né§j mohou byt
spolehliv odliSeny (Marth & Steele, 2001). I1zolovany mohat b infekci lidi, opic
nebo domacich zkdt (Bednéet al., 1996).

Mikroskopicky jde o grampozitivni kratké az kokavit ty¢ky bez
metachromatickych granul. Nettfopouzdro ani spory a nejsou acidoresistentni.
Stejre jako C. diphtheriae S€pi cukry, ale navic jsou schopné hydrolyzovat
mocovinu a tvdit D - sfingomyelinazu (Bedrtét al., 1996).

Pripady lidského onemo¢ni jsou jen sporadické, objevuji se faryngitidgme
zavaznosti a vdkolika malo gipadech onemoéni podobné zaskrtu. Zdrojem
infekce je ¢lovék nebo zvfe, k genosu niZe dojit také infikovanym mlékem
(Bedn# et al., 1996; Marth & Steele, 2001).

4.2.4.Salmondlla

Taxonomie

Rod Salmonellaje ftazen doceledi Enterobacteriaceaea zahrnuje dva druhy;
S. entericaa S. bongorj které tvdi vice jak 2500 sérovar Druh S. entericase dale
déli do Sesti poddrubh (Marth & Steele, 2001; Hruby, 2005; Rhen, 2007 OBSID
24, 2008; Toddr 2009):

I S. entericasubspenterica

Il S. entericasubspsalamae

llla S. entericasubsparizonae

lllb S. entericasubspdiarizonae

IV S. entericasubsphoutenae
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VI S. entericasubspindica
(symbol V byl ponechan nyni jiz samostatnému dréhbiongorni

Poddruh | zahrnuje sérovary patogenni plovéka a teplokrevné zivichy,

v poddruzich 1l a Il jsou patogeny a symbionty d&nokrevnych Zivéicha
a v nepdetnych poddruzich IV a VI jsou sérovary izolovangrastedi nebo
ze studenokrevnych zivmhu (Jicinska & Havlova, 1995)..

Z Klinického hlediska jsou sérovary ratitelné do dvou obrovskych skupin.
Prvni skupina zahrnuje rod$. typhia paratyphi A, B, Cjez jsou odpo¥dné
za invazivni onemoemi, znamé jako #vni horg€ky, zatimco vSechny ostatni
sérovary jsou znamé jako netyphoidni salmonely (NTi&eré maji tendenci

zpasobovat mét zavazna onemoéni (Rhen, 2007).

Vyskyt a zdroje kontaminace

NejcastjSim zdrojem infekce je vejce audhez, dale pak kontaminovana voda,
syrové, suSené& nedokonale pasterované mléko, émé vyrobky - zejména smetana
a syry, ho¥zi maso, ovoce a zelenina (Marth & Steele, 200bali & Gerber,
2007; Todat, 2009).

Mezi vyznamné zdroje bakterii fazen stevni trakt lidi, débeze, prasat, skotu,
hlodavd a domacich zvat, jako jsou leguani, Zelvy, psi adky (Linam & Gerber,
2007; Todat, 2009).

Salmoneldza se téthvyhradre prenasi fekalé — oralni cestou, pragtdnictvim
potravy nebo pitné vody, kontaminované infikovanyiekaliemi. Jen vyjimené
dochazi k pimé infekci stykem s infikovanym hostitelem, hapSetovatelky telat
s nemocnymi telaty, neba‘gnosem z infikované matky na novorozesti porodu
(Jicinska & Havlova, 1995; Hruby, 2005).

Morfologie, fyziologie, biochemie

Salmonely jsou kratké, gramnegativni, rovnériigy o velikosti 0,7 — 1,5 pm x
2,0 — 5,0 um, jez jsou az na sérotyhygallinaruma S.pullorumpohyblivé (Jéinska
& Havlova, 1995; Hruby, 2005; BSOP ID 24, 2008).

Bakterie jsou fakultativéh anaerobni, ddle rostou na &nych Zivnych médiich

a jako vSechny enterobakterie jsou biochemickyceediktivni (Xinska & Havlova,
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1995). Na krevnim agaru vyt&i kolonie o piméru 2-3mm (BSOP ID 24, 2008).
Salmonely jsou velice odolné, nevadi jim vysokdadsp vihké prostedi ani mraz
(Rhen, 2007).

Z biochemického hlediska nefermentuji laktozu a agkyi glukézu, coz je
obvykle doprovazené vyrobou plynu. Jsou oxidazaatiegi a jsou schopné
redukovat dushany na dusitany a produkovat sirovodik (Marth &eb, 2001;
BSOP ID 24, 2008).

Hlavnim virulentnim faktorem je enterotoxin, nicndérvétSina serotyp
produkuje také cytotoxin iinky podobnymi shigelovému toxinu akieré dalSi
endotoxiny, které krogh enterocyt mohou napadat i jina cilova mistac¢(dska
& Havlova, 1995).

Onemocréni

Bakterie roduSalmonellavyvinuly damysiny mechanismus infekce.¢keré
z nich penetruji do epitelovych btk které tvdi vnitini vrstvu sény steva. | kdyz
jsou patogeny wthto bukach zabity, vyvolaji zaf, ktery narusi sevni
mikrofléru a s tim zarowe i jeji obrannou funkci (S#talova, 2009). Z tenkého
streva se bakterie mohou transportovat do lymfatickgygtémuci do krve. Krvi
mohou dale putovat kamkoliv a usadit seiznych organech, kde mohouizobit
tézké komplikace (Marth & Steele, 2001).

4.2.5.Streptobacillus moniliformis

S. moniliformis je gramnegativni, fakultatién anaerobni, nepohybliva,
neopouzéena a vysoce pleomorfni (= vicetvarajimka, ktera zfisobuje d¥ formy
onemocgni ozn&ované jako Haverhill fever a Rat-bite fever (Riuae zpisobena
kousnutim krysou) (Marth & Steele, 2001; De Jor@if)3).

Hlavnim rezervoarem bakterie jsou nejen krysy, t@aled fizni savci vetns
kocek, psi a fretek. V pipadt Rat-bite horéky je zdrojem infekce pra@loveka
kousnuti ¢i manipulace s infikovanymi krysami, zatimco u Hdnk horecky je
zdrojem kontaminované mlékovoda (De Jong, 2003).

Nastup piznaki je nahly, objevuje se zimnice, bolesti hlavy, Ak a bolesti

zad a kloub. Ke komplikacim (nafp artritida, endokarditida, zapal plic, abscesy,
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anémieci téZka dehydratace) dochazi u 50 % infikovanych jadirejména u &i
(Marth & Steele, 2001).

Pripady horéky Haverhill jsou vzacné. Je znamo pouze par oknisdo v roce
1920 v Haverhill, kdy z mléka onemadn 130 Zak anglické internatni Skoly,
aroku 1987 v Essexu, kdy se nakazilo 304uz@karth & Steele, 2001; De Jong,
2003).
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5. METODY DETEKCE

5.1. Klasicke kultivaéni metody

Standardni kultivéni metody zahrnuji ¢ zakladnich operaci: resuscitaci
(obnoveni Zivotaschopnosti poskozenych patogenniolkrobl); pomnozeni
v tekutém selektivnim meédiu; kultivaci na agarovéeiektivie — diagnostickém
médiu a vyBr charakteristickych  kolonii; identifikaci vyizolenych
mikroorganisni biochemickymi sérologickymi testy (potvrzeni) ahegnoceni
vysledku rozboru (dinskad & Havlova, 1995). Jiz z tohotodty je patrné, Ze tyto

metody jsouasow velice naroéné (cca 7-10 dni).

5.1.1. Detekce vybranych patogennich bakterii

Bacillus cereus

Ke stanoveni ptiu B. cereusse pouziva metoda ISO 7932 (tabulka 5), kterou je
stanoven p&et tzv. presumptivnichBacillus cereus tedy pedpokladanych
piislusniki tohoto druhu. ©kuje se na fdu MYP (Mannitol / Yolk / Polymyxine
B), jez vyuziva itech zakladnich schopnodB. cereus rezistence k antibiotiku
polymyxin, neschopnost zkvaSovat mannitol a produlecitinazy. Na&kovane
plotny se inkubuji $ 30 °C po dobu 18-24 hodin. Pokud nejsou kolorfietetre
viditelné, inkubuji se plotny po jeStalSich 24 h a teprve potom se koloni&itagi.
Prednostl se vybiraji plotny &kované d¥ma po sob nasledujicimirednimi,
na nichZz vyrostlo mé&nez 150 charakteristickych kolonii (tzn. velkézavé -
mannitol negativni — a obvykle obklopené zo6nou ipitace — coZz znd tvorbu
lecinitazy). Z kazdé plotny se vyberestpcharakteristickych kolonii, které se
preaskuji na glukézovy agar a inkubujiip30 °C po dobu 24 hodin. Zluté zbarveni

zn&i pozitivni reakci.

Campylobacter jegjuni

Jest v roce 1995 nebyla vypracovana kiazu Campylobacter jejuna C. coli
v mléce ani v jinych potravinach Zzadna mezinaratandardni metoda (ISO, IDF)

(Hruby, 2005). Nyni v3ak jiz platna norma existugesice norma SN 1SO 10272
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(tabulka 5), pouzivand pro izolaci a ukaz termofilnich kampylobakterii
ve vyrobcich ufenych k lidské vyZi¥ nebo ke krmeni ziat.

Testovany vzorek se ¢kuje do bujonu podle Boltona, ktery obsahuje
cefoperazon, vankomycin, trimetoprim a amfoteri8jnv poneru 1:10 a kultivuje se
za mikroaerofilnich podminekiipteplot 37 °C po dobu 46 hodin a poté feplot
41,5 °C po dobu 44 — 48 hodin. Pomnozena kulturackaje na desoxycholatovy
agar s aktivnim uhlim, cefoperazonem a amfotenmin® a na druhé volitelné
meédium (modifikovany agar podle Butzlera, agar podSkirrowa, agar
podle Karmaliho, agar podle Prestona) a to praby, se zvySila pravpodobnost
zachytu pozadovaného mikroorganismu. Plotny se hinfuza mikroaerofilnich
podminek pi teplot 41,5 °C po dobu 44 — 48 hodin. Pro konfirmaci skazdé
plotny vybere pt charakteristickych kolonii a provedou séegiEzné testy.
Suspektni  kolonie jsou pak dale charakterizovAanymqm Fedepsanych
biochemickych test

Listeria monocytogenes

Stale nejasgjSim zpisobem stanoveriiisteria monocytogenes potravinach je
pouziti klasickych kultivénich metod. Na jejich zakladje zaloZena i metoda
popsana C'SN EN ISO 11290 (tabulka 5). Prvnim krokem je primigpomnoZeni
listerii v tekuté selektivni qmé se snizenou koncentraci inkibich sloZzek
(tzv. polovini bujon podle Frasera), ktera obsahuje jeden abjgndil roztoku
chloridu lithného a polovinu objemovych ililoztoku akriflavinu a roztoku kyseliny
nalidixové. Takto inokulovany zkuSebni vzorek sd&uinuje i 30 °C po dobu
24 hodin. Toto pomnozeast&né inhibuje ist doprovodné mikroflory a séasre
umoziuje oziveni poskozenych bélnlistérii. Poté nasleduje sekundarni pomnozeni
v tekuté selektivnijdé s plnou koncentraci bek (tzv. bujon podle Frasera),
piicemz se inkubuje ip 35 °C po dobu 48 hodin. Ziskané kultury se dkygi
na d selektivié¢ diagnosticka agarova média, Oxford a PALCAM, dethge
inkubace p 30 °C, 35°C nebo 37°C a po 24 hodinach (jeditrgba jest

po 48 hodinach) se zjigje pritomnost charakteristickych kolonii.
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Staphylococcus aureus

Ke stanoveni p#iu S. aureusse pouziva metoda ISO 6888 (tabulka 5), jez je
rozcélena do techéasti:
Cast 1.je pouzivana véznych gipadech. Gkuje se na selektivn— diagnosticky
Baird — Parkelv agar, inkubuje i 35 °C nebo 37 °C a prohlizi jak po 24 tak
po 48 hodinach. ftomnost suspektnich koagulazapozitivnich stafykékse projevi
reakci s vajgnym Zloutkem. Pro stanoveni dio se vyberou pouze ty plotny, které
obsahuji maximak 300 kolonii ¥etns 150 typickych a/nebo atypickych kolonii
ve dvou po ob jdoucichtednich. Pro konfirmaci (koaguldzovy test) se vybete p
typickych (jsou-li gitomny pouze typické), nebcitpatypickych (jsou-li pitomny
pouze atypické), nebaeptypickych a gt atypickych (jsou-li pitomny oba druhy).
Koagulazovy test se povazuje za pozitivni, kdyZeobjkoagula tvid vice
nez polovinu pvodniho objemu.
Cast 2. se vyuZije, jedna-li se o potraviny (jako jsouysyiyrobené ze syrového
mléka), u nichz serpdpoklada kontaminace #iwstafylokoky, vytvéejicimi atypické
kolonie na Baird - Parker¢évagaru, nebo frvodni mikroflorou, ktera riwve
znesnadnit odet kolonii. Qkuje se do agarové ugy s kralti plasmou
a fibrinogenem a inkubujeim35 °C nebo 37 °C po dobu 18 az 24 hodin a {&eba,
reinkubuje se dalSich 24 hodin. Z&potypickych kolonii {erné, Sedé nebo bilé malé
kolonie obklopené zonou precipitace, indikujici golzovou aktivitu) na Petriho
misce se vypéta paet koagulazopozitivnich stafylokék/ milimetru nebo gramu.
Cést 3 je dopordena pro vyrobky, u kterych Izeéekavat pitomnost stresovanych
stafylokoki a jejich nizkého p#iu (nag. v suSenych vyrobcich). uje se
na Giolittiho a Cantoniho tglu a inkubuje p 37 °C po dobu 24 az 48 hodin.
Pritomnost suspektnich koagulazapozitivnich stafykikose projevi redukci
teluricitanu draselného. Nésleduje subkultivace na BamdkdXiv agar a provedeni
koagulazového testu.
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Tabulka 5: Vybrané akreditované normy ISO

Presny nazev zkuSebniho Identifikace metody
postupu/metody
1. | Horizontalni metoda stanovenicpo
presumptivnihdacillus cereus CSN EN ISO 7932

Technika peitani kolonii
vykultivovanych gi 30°C

2. | Horizontélni metoda pkazu a stanoven
poctu Campylobacter spp- Cast 1: CSN EN ISO 10272-1
Metoda pitkazu

3. | Horizontalni metoda pkazu a stanoven
poitu Listeria monocytogenesCast 1: | CSN EN I1SO 11290 -1
Metoda piikazu

4. | Horizontalni metoda stanovenicho
koagulazo-pozitivnich stafylokdk
(Staphylococcus aurewasdalSi druhy)-
Cast 1: Technika s pouzitim agarové

pady podle Baird-Parkera CSN EN ISO 6888 -
Cast 2: Technika s pouzitim agarové | 1,2,3

pudy s kralti plasmou a fibrinogenem
Cast 3: Priikaz a stanoveni nizkych §é
technikou MPN

5.2. Molekularn é genetické metody

Molekularre genetické metody umaaji urcit mikroorganismus na zaklageho
genetické informace. Nejvyznag)gimi z nich je hybridizace a polymerazova
fettzova reakce (PCR),fijgemz ol tyto metody jsou zaloZzeny na specifické
komplementaci (hybridizaci) mezi hledanym Usekendngeldknové nukleové
kyseliny a sondou (= synteticky fipravené kratké sekvenci nukleatid
komplemenarni k hledanému Useku) (Blazkova ef@05).

Obecr lze ftici, Ze tyto metody jsou vysoce citliveé, jsou-li ykity cisté
bakterialni kultury. V opéném gipact se citlivost vyraz#é sniZzuje,a proto j€asto
nezbytné mikroorganismyied vlastni analyzou separovattémuz je mozné vyuzit
jednak metody fyzikakrchemické (filtrace, extrakce), jednak metody bimdi

(imunochemické).
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Hybridizace
Sonda, jez je komplementarni khledanému (seku, @ena&ena

chemiluminiscetini (= swtélkujici) zn&kou, ktera umoiuje kon€nou detekci.
Po hybridizaci je pdano selekni cinidlo, které slouzi k rozliSeni hybridizované

a volné sondy (BlaZkova et al., 2005).

PCR

Je metoda umaiijici namnozeni definovaného Useku DNA in vitroasthi PCR
predchazi izolace bakterie ze zkoumaného vzorkupmmjinozeni v tekutém médiu
a nasledny rozpad bky. Préa¢ lyzované biiky jsou pak analyzovany PCR.

Prvnim krokem je denaturace ), pri niz dochazi k rozplétani dvousroubovice
DNA. Nasleduje hybridizace primeru (kratka  sekvencaukleotidi)
ke komplementarnimu Useku DNA (45°69 a extense ifpojeného primeru
termostabilni DNA polymerasou (%), kdy probiha syntéza druhéketizce DNA
(Blazkova et al., 2005).

Produkty PCR jsou poté detekovany elektroforézagarosovém gelu.

5.3. Imunochemické metody

Jsou rychlé, jednoduché, a vysoce citlivé nejafistych kulturach a navic lze
stanovit velky poet vzorki sowasre. Dalsimi klady je pak nenatoost
na laboratorni vybaveni a relatévmizka cena (Blazkova et al., 2005). Zakladem
téchto metod je interakce mezi specifickym antiger{eawin, komponenty bugné
stény) a protilatkou (diinska & Havlova, 1995; Blazkova et al., 2005).

Nejcastji pouzivanymi metodami jsou ELISA (Enzyme Linkedrhunosorbent
Assay) a LAT (Latexové Aglutirmi Testy). Ve srovnani s ELISA maji LAT
nekolik vyhod, jsou jednoduché, rychlé a levné.
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6. ZAVER

Patogenni mikroorganismy se objevovaly v mléce jizsamém peatku
mlékarenského imyslu. Potencionalni hrozba vzniku onemadnvSak postupem
¢asu klesala a to zidodu zavadni novych modernich postiipjako je univerzalni
pouziti pasterace&i dodrzovani pisnych hygienickych pravidel, zahrnujici nejen
myti a dezinfekci vemen, ale také hagkladovani nadojeného mléka ve vhodnych
teplotach.

| samotné zdroje nakaz ,ndléymi“ patogeny jsou specifické. alPodcem
onemocgni bakteriemiCampylobacter jejunia Staphylococcus aureug castji
syrové mléko, zatimco k nakaze psychrotrofni bakteisteria monocytogenes
dochazi pedevsSim v dsledku konzumace migych vyrobki, zejména syr.
Sporotvorné mikroorganismy, niapdruh Bacillus cereus se mohou vyskytovat
i v pasterovanénti jinak tepelrt oSeteném mléce. K onemoémi jsou ve vSech
piipadech nejnachydsi hlavre rizikové skupiny, mezi které jsobazeny dti,
jedinci s oslabenou imunitou a starSi osoby.

V Ceské republice a celé Evropské unii se dlefizémi komise (ES)
¢. 2073/2005, sleduje pouzkisteria monocytogenesSalmonella, Enterobacter
a stafylokokoveé enterotoxiny, wipac kontroly hygieny vyrobniho procesu navic
Escherichiacoli a ostatni mikroorganismy ¢eledi Enterobacteriaceae
a koagulazopozitvni stafylokoky. Je zajimavé, Ze gruh Campylobacter jejuni
normy neexistuji, @ praw tomuto mikroorganismu pat prvenstvi v poétu
alimentarnich onemo¢ni. | pres neexistenci limit je vSakC. jejuni monitorovan
fadou statnich a &deckych instituci (napStatni veterindrni sprava Statni
zdravotni Ustav) a podobnje tomu také u druh Bacillus cereusa Yersinia
enterocolitica.

Jak jiz bylo nazn&no, nejvyssi ptet piipadi onemociini (bez ohledu na zdroj
infekce) byl zaznamenan u rodtampylobacter ktery v poslednich letechigaXil
i vyskyt onemoc#ni zpisobenych rodensalmonella Jen za rok 2010 bylo hlaSeno
vice nez 21 tisicifpadi kampylobakteriézy, zatimco pet salmonel6éz nedosahuje
ani deviti tisic. Naprosto opay trend jeviListeria monocytogenestera v roce
2010 vyvolala pouze 25 onema@ae.

NejobavagjSimi patogeny jsolE. coli 0157:H7, pro kterou je charakteristicka

nejen nejnizsi inkuldai davka (pouhych 50 bgk), ale také vznik &kolika
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zavaznych komplikaci, zejména hemolyticko-uremickéyndromu a trombotické
trombocytopenické purpury, lasteria monocytogenegpisobujici onemoai, jez
probiha takka bezpiznakow a pro &z je typicka nejvyssi mira mortality (az 30%).
Naopak za meén zavazné patogenni mikroorganismy lze povazovahydryez
zpasobuji onemoaini gastrointestindlniho charakteru, hataphylococcus aureus
Nicmeért i ony mohou byt zodp@dné za zava&isi komplikace.

PredevSim diky aktualnosti problematiky aiedty rychlého zji&ni pritomnosti
a patu patogennich mikroorganisindoSlo k vyraznému pokroku v metodach
detekce, a sice zavedeni imunochemickych metodzeajch na interakci mezi
specifickym antigenem a protilatkou, které nejejsmu rychlé, ale také relatign

levné.
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7.3 Normy, narizeni a vyhlasky

CSN EN ISO 7932-1:2005 (560092) Mikrobiologie potrea krmiv — Horizontalni
metoda stanoveni p presumptivniho Bacillus cereus — Technikaif@mi kolonii
vykultivovanych gi 30 °C.

CSN EN ISO 1271-1:2006 Mikrobiologie potravin a kvmi Horizontalni metoda
prikazu a stanoveni ptu Campylobacter spp.Gast 1. Metoda fikazu.
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CSN EN ISO 11290-1:1999/A1:2005 (560093) Mikrobidgtogotravin a krmiv —
Horizontalni metoda jikazu a stanoveni ptu Listeria monocytogenesGast 1:
Metoda piikazu.

CSN EN ISO 6888-1:1999/A1:2004 (560089) Mikrobiokgiotravin a krmiv —
Horizontélni metoda stanovenigbo koagulazopozitivnich stafylokak
(Staphylococcus aureus a dalsi druhgast 1: Technika s pouzitim agaroviép
podle Baird-Parkera

CSN EN ISO 6888-2:1999 (560089)/A1:2004 Mikrobiolegiotravin a krmiv —
Horizontalni metoda stanovenigho koagulazopozitivnich stafylokék
(Staphylococcus aureus a dalsi druhgast 2: Technika s pouzitim agaroviép

s kralii plasmou a fibrinogenem

CSN EN ISO 6888-3:2003 (560089) Mikrobiologie potraa krmiv — Horizontalni
metoda stanoveni pw koagulazopozitivnich stafylokéi Staphylococcus aureus
a dalsi druhy) €éast 3: Pitkaz a stanoveni nizkych gé technikou MPN

Narizeni Komise (ES§. 2073/2005 ze dne 15. listopadu 2005 o mikrobiologickych

kritériich pro potraviny (ve zmi zvaejnéném v Uednim wstniku Evropské unie L
338, 22. 12. 2005 sv. 48).
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8. PRILOHY

8.1.Seznam pouzitych zkratek

CDC - Centers for Diseases Control and Prevention
CNS - centralni nervova soustava

CYA - Czapkiv agar s kvasginym extraktem

EHEC - enterohemoragické kmeiy coli

GBS - Guillain — Barré syndrom

HC — hemoragicka kolitida

HUS — hemolyticko — uremicky syndrom

MPKA — masopeptonovy bujon

TTP - tromboticka trombocytopenicka purpura

YEST - yersiniovy enterotoxin
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