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ABSTRAKT 

Campylobacter je v posledních letech stále více se rozšiřující mikroorganismus, jeţ způso-

buje váţná onemocnění, zejména onemocnění alimentárního původu. Cílem této práce bylo 

charakterizovat a popsat jednotlivé druhy kampylobakterů, včetně jejich výskytu a zdrojů 

v přírodě a potravinách. Rovněţ byly popsány nemoci a jejich komplikace způsobené kam-

pylobaktery. Nakonec byly popsány moţnosti identifikace kampylobakterů z prostředí 

a potravin klasickými plotnovými metodami a také jednou z nejvyuţívanějších metod mo-

lekulární biologie (PCR = polymerázová řetězová reakce). 

 

Klíčová slova: : Campylobacter, kapylobakteriosa, Guillan - Barré syndrom, CDT toxin, 

PCR 

 

 

 

ABSTRACT 

In recent years, the Campylobacter is incresingly expanding microorganism, which causes 

serious diseases, especially diseases of alimentary origin. The aim of this study was to cha-

racterize and describe particular species of campylobacters, including their prevalence and 

resources in nature and foodstuff. As well, diseases and their complications caused by 

campylobacters were described. Finally, posibilities of campylobacters identification from 

the environment and food by classical methodsand also one of the most used method of 

molecular biology (PCR = polymerase chain reaction ) were described. 

 

Keywords: Campylobacter, campylobacteriosis, Guillan - Barré syndrom, CDT toxins, 

PCR 
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ÚVOD 

Termotolerantní bakterie Campylobacter se stávají stále významnějšími původci nemocí 

alimentárního původu v USA, Evropě a jiných vyspělých zemích. Prudký nárůst nemocí 

způsobených těmito bakteriemi byl od konce devadesátých let pozorován také v České re-

publice [8]. Ve veterinární medicíně jsou bakterie rodu Campylobacter problémem jiţ 

od počátku 20. století, kdy byly izolovány jako Vibrio fetus, který způsoboval potraty 

u skotu a ovcí [1, 4]. V roce 1931 byla rodu Vibrio jejuni připsána příčina zimního průjmu 

u telat. V roce 1946 byl podobný mikroorganismus izolován z krve pacientů, zejména tě-

hotných ţen, které trpěly akutními průjmy, horečkami a posléze i potratem. Tito pacienti 

byli nakaţeni z mléka krav, ve kterém se daný mikroorganismus vyskytoval. O pár let poz-

ději zkoumala paní Kingová lidskou krev a na základě svého výzkumu vytvořila dvě sku-

piny těchto bakterií podle optimální teploty růstu. Jedna skupina odpovídala rodu Vibrio 

fetus. Druhá skupina, tzv. termofilní, měla teplotní optimum okolo 42 °C a pocházela právě 

od pacientů trpících akutními průjmy.  

Vzhledem k nedostatečným izolačním technikám byl počet identifikovaných nemocí způ-

sobených Campylobacter nízký aţ do začátku sedmdesátých let. V roce 1963 spojili páno-

vé Skald a Véron, na základě biochemických charakteristik a na mnoţství cytosinu a gua-

ninu v molekule DNA, obě zmíněné skupiny a vytvořili tak nový rod bakterií zvaný Cam-

pylobacter [1]. V 70. letech s rozvojem vhodných selektivních médií byla zpracována uce-

lená taxonomie Campylobacter, pány Véronem a Chatelianem, kteří popsali 4 druhy Cam-

pylobacter jejuni, Campylobacter fetus, Campylobacter sputorum a Campylobacter coli. 

Bylo zjištěno, ţe právě Campylobacter jejuni a Campylobacter coli jsou jednou z příčin 

průjmových onemocnění. Tyto druhy začaly silně konkurovat rodu Salmonella, který byl 

 do té doby povaţován za jediného původce průjmových onemocnění.  

V roce 1984 byl vydán Bergeys Manual of Systematic Bacteriology, kde bylo popsáno osm 

druhů a poddruhů rodu Campylobacter. Vydání této publikace bylo průlomem ve výzkumu 

daného rodu. Vědci začali studovat systematiku a klinické účinky rodu Campylobacter. 

Tímto mimořádným zájmem se výrazně zvýšil počet rodů a v roce 1991 De Ley a Van-

damme vytvořili novou čeleď Campylobacteriaceae [2]. V dnešní době patří do této čeledi 

3 rody: Campylobacter, Sulfurospirillum a Arcobacter a špatně pojmenovaný druh Bacte-

roides ureolyticus.  
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Byly identifikovány další druhy, a to Campylobacter laridis, Campylobacter concisus 

a Campylobacter hyointestinalis. U některých pacientů trpících průjmy byl izolován Cam-

pylobacter pylori, tento druh však byl přejmenován na Helicobacter pylori. Tato bakterie je 

původcem ţaludečních a střevních onemocnění, dokonce způsobuje vředy na dvanáctníku. 

Rod Campylobacter, stejně jako rod Arcobacter, je často spojován s potraty a záněty sliz-

nice tenkého střeva u skotu a prasat [1, 2, 3]. Dnešní taxonomie zahrnuje 34 druhů, které si 

jsou geneticky více či méně podobné: Campylobacter coli, Campylobacter cryaerophilus, 

Campylobacter cuniculorum, Campylobacter fennelliae, Campylobacter hyoilei,  Campy-

lobacter canadensis, Campylobacter helveticus, Campylobacter concisus, Campylobacter 

curvus, Campylobacter fetus subsp. veneralis, Campylobacter fetus subsp. fetus, Campylo-

bacter gracilis, Campylobacter hyointestinalis subsp. hyointestinalis, Campylobacter ho-

minis, Campylobacter hyointestinalis subsp. lawsonii, Campylobacter insualaenigrae, 

Campylobacter jejuni subsp. jejuni, Campylobacter jejuni subsp. doylei, Campylobacter 

lari subsp. concheus, Campylobacter lari subsp. lari,  Campylobacter lanienae, Campylo-

bacter rectus, Campylobacter mucosalis, Campylobacter mustelae, Campylobacter nitrofi-

gilis, Campylobacter peloridis, Campylobacter pylori subsp. mustelae, Campylobacter 

pylori subsp. pylori,   Campylobacter sputorum subsp. bubulus, Campylobacter showae, 

Campylobacter upsaliensis, Campylobacter sputorum subsp. sputorum, Campylobacter 

sputorum subsp. mucosalis, Campylobacter sputorum [9, 22]. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 MORFOLOGICKÉ A BIOCHEMICKÉ VLASTNOSTI RODU 

CAMPYLOBACTER  

Jedná se o nesporulující, gramnegativní bakterie, jejichţ buňky jsou pleomorfní (délka       

0,5 - 8 μm, šířka, 2 - 0,5 μm) [4]. Tyčinkovité buňky mají charakteristický štíhlý spirálovitý 

tvar, mohou tvořit jednu nebo dvě smyčky, v případě dvou smyček mají tvar písmene S [7]. 

Se vzrůstajícím věkem však dochází k přeměně tyčinek na kokoidní tvar. K této změně 

dochází pravděpodobně v důsledku degradace peptidoglykanové vrstvy působením enzymů 

[4, 7]. Kampylobaktery jsou devitalizovány sníţením vodní aktivity pod 0,95 nebo přítom-

ností organických kyselin. Značně citlivé jsou rovněţ k běţně pouţívaným dezinfekčním 

prostředkům a k působení UV záření [26]. 

Bakterie rodu Campylobacter jsou velice pohyblivé, mají jediný polární bičík buď na jed-

nom, nebo na obou koncích buňky. Výjimkami jsou nepohyblivý Campylobacter gracilis 

a Campylobacter showae s velkým počtem bičíků [2, 9]. Pohyblivost a bičíky jsou důleţi-

tými faktory při napadení cizí buňky. Úspěšná kolonizace či rozvoj infekce kmeny Campy-

lobacter jsou mimo jiné závislé na pohyblivosti a na délce bičíku. Na expresi bičíkových 

vláken se podílejí dva geny [1, 2, 4].  

Kampylobaktery jsou mikroaerofilní, chemoorganotrofní bakterie, jejichţ zdrojem energie 

je metabolismus intermediátů trikarboxylových kyselin a metabolismus aminokyselin. Bak-

terie rodu Campylobacter nezkvašují ani neoxidují cukry, nehydrolyzují ţelatinu, kasein, 

škrob ani tyrosin. Testy na produkci methylčerveně, produkci acetoinu a redukci dusitanů 

jsou negativní, avšak testy na redukci dusičnanů jsou pozitivní [4, 7]. Některé kmeny 

Campylobacter curvus mají schopnost hydrolyzovat hippurát. Test na hydrolysu hippurátu 

se vyuţívá k rozlišení nejvýznamnějších druhů Campylobacter coli a Campylobacter jej-

uni. Některé kampylobaktery vykazují oxidasovou aktivitu, s výjimkou druhů Campylobac-

ter showae, Campylobacter gracilis a Campylobacter concisus. Ani jeden z druhů nevytvá-

ří pigmenty. Mnoţství cytosinu a guaninu v molekule DNA je 29 - 47 %. Campylobacter 

jejuni a Campylobacter coli mají genom o velikosti 1,7 megabází, který byl stanoven pulz-

ní elektroforézou a je o jednu třetinu větší neţ genom Escherichia coli [9]. 

Regulace genů, v reakci na změny ţivotního prostředí, se stává důleţitou oblastí výzkumu 

Campylobacter. Pochopení vlivu ţivotního prostředí na růst, metabolismus a patogenitu 

Campylobacter by mohlo pomoci kontrolovat výskyt kampylobakterů v ţivotním prostředí 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 14 

 

a potravinovém řetězci. K tomuto zjištění existuje několik cest např. reakce na ţelezo, oxi-

dační stres, teplotní regulace, včetně chladových a tepelných šoků, hladovění aj. [22]. 

1.1 Citlivost populací kampylobakterů 

Všechny druhy Campylobacter mají optimální teplotu růstu 35 – 37 °C. Pouze Campylo-

bacter jejuni a Campylobacter coli mají vyšší optimální teplotu, a to 42 – 45 °C, avšak 

nejsou schopny přeţít pasterizaci. Pod 30 °C druhy Campylobacter téměř nerostou, pouze 

výjimečně přeţívají při pokojové teplotě okolo 25 °C. Ţivotaschopnost kampylobakterů se 

během skladování v chladu nebo mrazu zhoršuje, ovšem mohou v těchto podmínkách pře-

ţít. Ve výkalech, moči, mléce nebo vodě přeţívají tyto bakterie při teplotě 4 °C lépe neţ 

v jiných materiálech při teplotě 25 °C. Při teplotě 4 °C přeţijí kampylobaktery nejdéle 

3 týdny ve výkalech, 4 týdny ve vodě, 5 týdnů v moči a dokonce několik měsíců v mraţené 

drůbeţi [1, 2, 4, 7, 22]. Campylobacter je taktéţ velice citlivý vůči nízkému pH. Smrtelná 

hodnota pH se pohybuje kolem hodnoty 4 [2, 3].   

Vzhledem k citlivosti kampylobakterů vůči kyslíku, rostou tyto bakterie nejlépe při kombi-

naci 5 - 10 % oxidu uhličitého a 3 - 5 % kyslíku. Druhy Campylobacter curvus, Campylo-

bacter rectus, Campylobacter concisus, Campylobacter gracilis, Campylobacter showae 

a Campylobacter mucosalis vyţadují vodík či mravenčany jako zdroj elektronů [2].  

Dále jsou bakterie rodu Campylobacter citlivé vůči gamma záření. Účinek gamma záření 

na bakterie závisí na typu výrobku. Nejúčinnější je toto záření na výrobky s pokojovou 

teplotou, méně na chlazené výrobky a nejméně na mraţené výrobky. Rod Campylobacter je 

na účinky záření citlivější neţ Salmonella sp. a Listeria monocytogenes, které snesou mno-

hem větší dávky záření [1, 2]. 

Nejodolnější ze všech kampylobakterů je Campylobacter jejuni, neboť se velice dobře při-

způsobuje vnějším podmínkám. Tudíţ tento druh přeţívá dlouhou dobu mimo hostitele [1, 

2]. 
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2 JEDNOTLIVÉ DRUHY RODU CAMPYLOBACTER  

2.1 Campylobacter fetus 

Druh Campylobacter fetus má štíhlé zakřivené tyčinky, široké 0,2 - 0,3 μm a dlouhé         

1,5 - 5 μm tvaru písmene S. Staré kultury mívají kulatý nebo kokoidní tvar, tyčinky mohou 

být v tomto případě dlouhé aţ 8 μm. Tyto mikroorganismy jsou velice pohyblivé, pohybují 

se buď přímým směrem, nebo spirálovitě. Pohyblivost a otáčení buněk je tak rychlé, ţe 

někdy dochází k přehlédnutí jejich zakřiveného tvaru. Nejlépe se pozorují pod fázovým-

kontrastním mikroskopem (Obr. 1) [1, 3 - 9]. 

Některé typy kolonií můţeme najít na agarech určených k primární izolaci (Bryner agar). 

Campylobacter fetus má většinou hladké, kulaté, mírně vypouklé, bezbarvé aţ lehce prů-

svitné kolonie s průměrem okolo 0,5 mm. Někdy mohou mít primárně izolované kolonie 

světle šedou aţ světle hnědou barvu. Kolonie rostoucí na agaru jsou nehemolytické, hladké, 

kulaté, vypouklé, konvexní, šedivé nebo bílé s průměrem 1 mm. Lesklé kolonie mají 

v průměru 1 mm, jsou kulaté, vypouklé, zrnité a mají zrcadlový povrch [2]. Drsné kolonie 

jsou vzácné, podobné hladkým koloniím, ovšem tyto kolonie jsou zrnité a neprůhledné. 

Mukózní kolonie jsou vazké, hladké, podobné lesklým koloniím [16].  

Druh Campylobacter fetus roste na médiích obsahujících 1 - 1,5 % oxidované ţluči 

při teplotě 30 °C. Neroste na médiích, které obsahují bifenyl-tetrazolium chlorid. Většina 

kmenů je tolerantní k 0,032% metyloranţi a 0,1% deoxycholátu sodnému. Ačkoli dva pod-

druhy Campylobacter fetus souvisí s chorobami zvířat, jejich rozlišení není jasné. Klasické 

biochemické testy k diferenciaci těchto taxonů prokazují toleranci ke glycinu a schopnost 

produkovat sirovodík [9, 17]. 
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Obr. 1. Campylobacter fetus [11]. 

2.1.1 Campylobacter fetus subsp. fetus 

Campylobacter fetus subsp. fetus tvoří hladké, bezbarvé nebo mírně krémové kolonie 

o  průměru 1 mm. Po 6 aţ 8 denní inkubaci se hladké kolonie stávají hlenovité. Drsné ko-

lonie jsou kulaté, jemně zrnité, neprůhledné, mají bílou aţ krémovou, někdy světle hnědou 

barvu. Hladké kolonie v primárních kulturách nevznikají. Primárně izolované kolonie jsou 

často nízké, ploché, šedavé aţ ţlutohnědé barvy, průsvitné s nepravidelným okrajem [9]. 

Kolonie Campylobacter fetus subsp. fetus jsou na krevním agaru nehemolytické, hladké, 

kulaté, vypouklé, šedé, bílé aţ nahnědlé barvy  o průměru 1 - 2 mm velké. Kolonie Campy-

lobacter fetus subsp. fetus nejlépe rostou na médiích, která obsahují safranin a 64 mg.l
-1

 

cefoperazonu [9, 26] 

Campylobacter fetus subsp. fetus je patogenní mikroorganismus, který způsobuje potraty 

u ovcí a sporadicky i u skotu. U lidí můţe občas tento mikroorganismus způsobit gastroin-

testinální potíţe. Nákaza se šíří ústy. Nejčastěji je daný druh izolován z krve, míšní tekuti-

ny, mrtvých plodů a z abscesů většiny částí lidského těla [2, 7]. 
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2.1.2 Campylobacter fetus subsp. venerealis 

Campylobacter fetus subsp. venerealis má podobné vlastnosti jako předchozí Campylobac-

ter fetus subsp. fetus. Campylobacter fetus subsp. venerealis má tvar velkých spirál 

s průměrnou vlnovou délkou 2,43 nm a amplitudou 0,73 nm. Přibliţně 67 % kmenů roste 

na půdách obsahujících 0,05 % safraninu a 64 mg.l
-1

 cefoperazonu [9]. 

Campylobacter fetus subsp. venerealis je rovněţ patogenní mikroorganismus pro skot, krá-

líky, morčata, křečky a zárodky slepičích vajec. Způsobuje potraty a neplodnost u skotu. 

Tento mikroorganismus byl izolován z vaginálního hlenu nakaţených krav, spermatu 

a předkoţky býků, placenty a tkání krav [1, 9, 26]. 

2.2 Campylobacter coli 

Campylobacer coli tvoří malé, zakřivené, těsně navinuté spirály ve tvaru písmene S (šířka 

0,2 - 0,3 μm, délka 1,5 - 5 μm) (Obr. 2). Se vzrůstajícím věkem nebo vzrůstající koncentra-

cí kyslíku přechází na kokoidní tvar. Kolonie jsou hladké, vypouklé, konvexní, lesklé, 1 - 2 

mm velké. Na vlhkých médiích jsou kolonie ploché a šedé [1, 2, 4, 7, 25]. 

Většina kmenů je nehemolytická. Kolonie rostou na médiích obsahujících krev rychleji, ale 

krev není nezbytná pro jejich růst. Bakterie Campylobacter coli rostou na médiích obsahu-

jících 1 - 1,5 % oxidované ţluči, 0,02 % safraninu, 32 mg.l
-1

 cefalotinu a 0,04 % bifenyl-

tetrazolia chloridu [9]. 

 

Obr. 2. Campylobacter coli [13]. 

2.3 Campylobacter concisus 

Campylobacter conscius tvoří malé a zakřivené tyčinky, 0,5 μm široké a 4 μm dlouhé, se 

zaoblenými konci, pohybují se pomocí jednoho polárního bičíku. Kolonie jsou v průměru 

1 mm velké, průsvitné, konvexní s rovnými okraji. Neroste v mikroaerobním prostředí 
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na agarech v atmosféře bez vodíku. Příliš rychle nerostou na polotekutém mediu (obsahují-

cí 0,16 % agaru), na vzduchu nebo v atmosféře, která obsahuje kyslík, oxid uhličitý a dusík 

v poměru 5: 10: 85. Anaerobní růst nastává na médiích, která obsahují formiát a fumarát. 

Formiát se oxiduje na vodík, oxid uhličitý a fumarát je redukován sukcinátem, který se 

hromadí v mediu. Růst je stimulován dusičnany, formiáty a fumaráty [18]. 

Kmeny nerostou na MacConkey agaru nebo na agarech, které obsahují 3,5 % NaCl, 

32 mg.l
-1

 cefalotoninu, 64 mg.l
-1

 cefoperazonu nebo 0,04 % bifenyl tetrazolia chloridu.      

70 - 80 % kmenů produkuje alkalické fosfatasy a rostou na médiích s obsahem 0,032 % 

metyloranţe a 0,05 % NaCl. 14 - 29 % kmenů roste v přítomnosti 0,01 % Janusovy zeleně 

a 0,005 % fuchsinu [9]. 

Tento druh je fenotypově odlišný, tudíţ je jeho konečná identifikace odlišná. Tyto mikro-

organismy byly izolovány z dásňových trhlin, kde způsobuje zánět ozubice, a tudíţ dochází 

k její degeneraci, dále byl izolován z lidských výkalů, lidské krve a lidského ţaludku a jíc-

nu [9]. 

2.4 Campylobacter curvus 

Campylobacter curvus tvoří malé a zakřivené tyčinky, 0,5 - 1 μm široké a 2 - 6 μm dlouhé, 

se zaoblenými nebo zúţenými konci. Buňky mohou mít rovněţ rovný nebo šikmý tvar. 

Na kaţdém konci buňky je membrána, která tvoří čepičku. Pohybují se pomocí jednoho 

polárního nebo bipolárního bičíku. Kolonie jsou průsvitné a rostou především na agaru, 

který obsahuje krev. Kolonie mají různé velikosti v průměru mohou mít od 1 mm aţ po 5 

mm [9, 19]. 

Kolonie nerostou v mikroaerobním prostředí a v atmosféře, která neobsahuje vodík. 

Ve vzduchu, který je obohacen o oxid uhličitý nebo v atmosféře, která obsahuje kyslík, 

oxid uhličitý a dusík v poměru 5: 10: 85 nerostou příliš rychle. Anaerobní růst nastává na 

agaru, který je obohacen o formiát s fumarátem. Vodík s formiátem slouţí jako zdroj ener-

gie. Formiát se oxiduje na vodík a oxid uhličitý, fumarát se redukuje na sukcinát. Fumarát, 

dusičnany, aspartát, asparagin a malát slouţí jako elektronové akceptory [19]. 

Kmeny rostou v přítomnosti 0,005 % fuchsinu a 0,004 % trifenyl-tetrazolium chloridu. 

Téměř 80 % kmenů roste na médiích, která obsahují 64 mg.l
-1

 cefoperazonu, 0,1 % manga-
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nistanu draselného a 0,01 % Janusovy zeleně. Alkalické fosfatasy byly zjištěny u 40 % 

kmenů [9]. 

2.5 Campylobacter gracilis 

Druh Camyplobacter gracilis tvoří rovné a poměrně malé tyčinky, 0,4 μm široké a 4 - 6 μm 

dlouhé se zaoblenými nebo konickými konci. Jsou nepohyblivé. V buňkách tohoto druhu 

byly pozorovány intracytoplazmatické inkluze o velikosti 40 nm, které jsou vázané na 

membránu. Kolonie jsou průsvitné, rostou na krevním agaru. Kolonie mají velikost 1 - 5 

mm v průměru [9, 20]. 

Optimálně rostou za aerobních podmínek. Za mikroaerobních podmínek nerostou, pokud 

atmosféra neobsahuje vodík. Na vzduchu, v atmosféře obohacené o oxid uhličitý 

a v atmosféře obsahující kyslík, oxid uhličitý a dusík v poměru 5: 10: 85 nerostou příliš 

rychle, pokud jsou kultivovány na běţných půdách. Anaerobní růst u nich nastává, je-li 

v mediu přítomen formiát s fumarátem. Formiát se oxiduje na vodík, oxid uhličitý a fuma-

rát se redukuje na sukcinát. Fumarát, dusičnany, dusitany, neutrální červeň, aspartát, aspa-

ragin a malát slouţí jako akceptory elektronů. Kolonie nerostou v přítomnosti 0,04 % trife-

nyl-tetrazolium chloridu nebo 64 mg.l
-1

 cefoperazonu. 14 % kmenů roste na půdách, které 

obsahují 0,01 % Janusovy zeleně. U tohoto kmenu nebyla zjištěna alkalická fosfatasa. 

Campylobacter gracilis  je oxidasa - negativní mikroorganismus, ačkoliv jeho cytochromy 

připomínají cytochromy jiných kampylobakterů. Podle Kovacsova testu je činnost oxidasy 

kampylobakterů spojen s cytochromem c, který je přítomen u všech kampylobakterů. Vy-

světlení, proč je oxidasa - negativní pravděpodobně spočívá v tom, ţe reaktant nemůţe 

projít přes jejich buněčnou membránu nebo nízký potenciál cytochromu c [9, 20]. 

Skupina mikroorganismů Campylobacter gracilis, které jsou rezistentní vůči ţluči, byla 

nedávno přeřazena do nového rodu Sutterella. Tato nová taxonomická skupina je od kam-

pylobakterií odlišná fylogeneticky. Liší se rozborem mastných kyselin, dále enzymy dehyd-

rogenas a větší odolností na některé antimikrobní látky. Tato odolnost se stala základem 

pro odlišení Campylobacter gracilis a Sutterella [9, 20]. 

Kmeny tohoto mikroorganismu byly izolovány z dásňových štěrbin, z infekcí napadajících 

hlavu nebo krk, z měkkých tkání, z plic postiţených zápalem a ze zranění sedacího nervu. 
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Jeho patogenní účinky jsou však podceňovány, protoţe je nacházen ve zraněních hlubo-

kých tkání a má vysokou rezistenci vůči spoustě antibiotik [9]. 

2.6 Campylobacter helveticus 

Campylobacter helveticus vytváří malé zakřivené buňky ve tvaru písmene S, nebo mohou 

mít tvar spirálovitý, šířka buněk je 0,2 μm a délka 1,5 - 3 μm. Jsou velice pohyblivé, pohy-

bují se prostřednictvím jednoho bipolárního bičíku. Kolonie jsou průsvitné, ploché,   

v průměru mají 0,5 mm, rostou převáţně na krevním agaru po 48 hodinové inkubaci. Mo-

hou se však také objevit na vlhkých agarových plotnách. Rostou v mikroaerobním prostředí 

za nepřítomnosti vodíku. Na vzduchu nebo v atmosféře obohacené o oxid uhličitý rostou 

velice pomalu. Tento kmen je fenotypově, genotypově i fylogeneticky podobný Campylo-

bacter upsaliensis. Campylobacter helveticus roste kromě krevního agaru také na agarech, 

které obsahují ţluč, fluorouracil nebo na MacConkeyho agaru. Tento druh je citlivý na an-

tibiotika cefalotonin 32 mg.l
-1

, avšak rezistentní vůči antibiotiku cefoperazonu 64 mg.l
-1

 [9, 

20]. 

Kmeny byly izolovány z výkalů koček, v menší míře z psích výkalů. U těchto mikroorga-

nismů není známa patogenita [20]. 

2.7 Campylobacter hominis 

Campylobacter hominis tvoří malé a rovné buňky s tupými konci, nepohyblivé, široké    

0,25 - 0,5 μm a dlouhé 0,5 - 1,8 μm, po desetidenní inkubaci. Byly však izolovány buňky, 

které byly pouze 4,8 μm široké a 1,0 μm dlouhé s nepravidelnou strukturou a jedním bičí-

kem. Podle Graye jsou kolonie konvexní, úplné a nepravidelně rostoucí na krevním agaru. 

Na ţádném agaru nerostou pravidelně. Rostou za anaerobních podmínek při teplotě 37 °C, 

nerostou v anaerobiose ani za pokojové teploty. Špatně rostou v mikroaerobiose s obsahem 

vodíku 2 %. V atmosféře obohacené o oxid uhličitý a v atmosféře obsahující 5 % kyslíku, 

10 % dusíku a 85 % oxidu uhličitého rostou velice pomalu. Kolonie rostou v přítomnosti 

0,1% fluoridu sodného, ale nerostou v přítomnosti 0,04% trifemyl-tetrazolia chloridu.  

Alkalická fosfatasa nebyla u tohoto kmenu zjištěna. Kmeny byly izolovány 

z asymptomatických lidských výkalů, patogenita není známa [9, 20]. 
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2.8 Campylobacter hyointestinalis 

Campylobacter hyointestinalis má tvar zakřivených tyčinek, má jeden bipolární bičík a 

pohybuje se pro něho charakteristickým pohybem. Byly však také pozorovány buňky, které 

měly dva bičíky na jednom konci. Šířka buněk je 0,2 - 0,5 μm a délka buněk je 1,2 - 2,5 

μm. Na starých koloniích mají vláknitou formu. Po 48 hodinové inkubaci jsou kolonie 

v průměru 1,5 - 2,0 mm velké, mají kruhový tvar, jsou konvexní, na vlhkých agarech ne-

tvoří shluky, mají charakteristickou špinavou naţloutlou barvu a jsou mírně mukosní [20]. 

Pokud jsou pěstovány na krevním agaru, některé kolonie rostou za mikroaerobních podmí-

nek bez vodíku. Mnoho z buněk je slabě hemolytických, coţ je obvykle doprovázeno slabě 

nazelenalým odstínem kolem kolonií. Kmeny rostou v přítomnosti 1,0% ţluči a 0,032% 

metyloranţe. Většina kmenů jsou citlivé na cefalotonin (32 mg.l
-1

) [9]. 

Elektroforetická analýza proteinů buněk ukázala značnou rozmanitost v rámci tohoto druhu 

a zároveň se tato analýza ukázala jako uţitečná metoda typizace [9]. 

Kmeny byly izolovány ze střev prasat, křečků, ţaludku prasat, skotu, jelenů a lidských vý-

kalů. Tyto kmeny mohou být spojeny se záněty sliznice tenkého střeva. Patogenita není u 

tohoto kmenu známa [20]. 

2.8.1 Campylobacter hyoitestinalis subsp. hyointestinalis 

Morfologie a vlastnosti Campylobacter hyointestinalis subsp. hyointestinalis jsou stejné 

jako u kmenu Campylobacter hyointestinalis. Kmeny rostou v přítomnosti 0,01% Janusovy 

zeleně, většina kmenů roste v přítomnosti 1,5% ţluči. Nebyla zde prokázána alkalická fos-

fatasa. Kmeny byly izolovány ze střev prasat, křečků a jelenů, dále z lidských výkalů. Pato-

genita nebyla prokázána, tento poddruh však můţe být spojen se záněty sliznice tenkého 

střeva a průjmy u zvířat a lidí [20]. 

2.8.2 Campylobacter hyoitestinalis subsp. lawsonii 

Campylobacter hyointestinalis subsp. lawsonii má spirálovitý tvar zahnuté tyče, 0,2 μm 

široké a 1,42 μm dlouhé. Morfologii a vlastnosti má stejné jako Campylobacter hyointesti-

nalis. Jen asi 11 % kmenů roste na 1,5% ţlučových agarech. Alkalická fosfatasa byla pro-

kázána u 22 % kmenů, 44 % kmenů můţe růst na 0,01% Janusovém mediu. Kmeny byly 

izolovány ze ţaludku prasat. Patogenita nebyla prokázána [9, 20]. 
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2.9 Campylobacter jejuni 

Campylobacter jejuni má tvar pevně stočených spirál nebo jsou stočené ve tvaru písmene S 

(Obr. 3), se vzrůstajícím věkem nebo přítomností většího mnoţství toxického kyslíku se 

mění na kokoidní formu. Pozorování pod elektronovým mikroskopem ukázala také prsten-

covitý tvar, který je pravděpodobně přechodným tvarem ze spirálovitého tvaru na kokoidní 

tvar. Většina kmenů je hemolytická a roste na krevním agaru. U Campylobacter jejuni jsou 

pozorovány dva typy kolonií. Jedny kolonie jsou malé, ploché, šedavé, jemně zrnité, prů-

svitné s nepravidelným okrajem a s tendecí ke splývání kolonií. Druhý typ kolonií je kulatý 

s velikostí 1 - 2 mm, kolonie jsou vyvýšené, průsvitné, lesklé, hladké, vypouklé  

s průsvitnými okraji a tmavším neprůhledným středem [1, 2, 6, 9]. Tento druh lze celkem   

snadno rozpoznat od ostatních díky jeho schopnosti hydrolysy hippurátu, rezistenci 

k cefalotoninu a citlivosti k nalidixové kyselině [7]. 

Většina kmenů je slabě hemolytická, rostoucí na krevním agaru. Hemolytickou vlastnost 

ovlivňuje sloţení půdy, její pH, sloţení atmosféry, teplota a délka inkubace. Hemolytická 

aktivita byla zaznamenána u králíků, ovcí, koz, koní, skotu, kuřat a dokonce i u lidí [26, 

30]. 

Všechny kmeny rostou v přítomnosti 1,0% ţluči. Pohybují se pomocí jediného polárního 

bičíku, na jednom nebo obou koncích buňky, který je důleţitým faktorem virulence trávící-

ho traktu [7]. 

 

Obr. 3. Campylobacter jejuni [12]. 
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2.9.1 Campylobacter jejuni subsp. jejuni 

Morfologie a vlastnosti Campylobacter jejuni subsp. jejuni jsou stejné jako u kmenu Cam-

pylobacter jejuni. Buněčné stěny tohoto mikroorganismu obsahují buď pouze D - galakto-

su, nebo D - galaktosu a D - glukosu, nebo jen D - manosu. Kmeny rostou na agarech ob-

sahujících 1,0% ţluč a 0,02% safranin. Redukce a tolerance 0,04% trifenyl - tetrazolia 

chloridu je u 90 % kmenů. 90 - 95 % kmenů roste v přítomnosti 100 mg.l
-1

 5 - flouracilu 

a 32 mg.l
-1

 cefalotinu [9]. 

Campylobacter jejuni subsp. jejuni je patogenní, způsobuje potraty u ovcí a koz. U zvířat 

můţe také způsobovat průjmy a u ptáků je spojován se záněty jater. U lidí je povaţován 

jako jedna z nejčastějších příčin bakteriálních gastroenteritid, sepsí a potratů. Infekce ně-

kterými kmeny Campylobacter jejuni subsp. jejuni můţe být predisponující faktor 

k rozvoji neurologických poruch jako je Guillain - Barré syndrom a Miller - Fisherův syn-

drom. Za mechanismus patogeneze se povaţují mimikry, které způsobují právě tyto poru-

chy nervového systému, které se podobají lidským ganglionům. Kmeny tohoto mikroorga-

nismu byly také nalezeny ve střevní mikroflóře drůbeţe, prasat, psů a králíků [1, 2]. 

2.9.2 Campylobacter jejuni subsp. doylei 

Buňky Campylobacter jejuni subsp. doylei můţou být spirálovité ve tvaru písmene 

S nebo mohou mít rovný tyčovitý tvar. Kultury často prokazují pleomorfismus, který se 

zvyšuje s věkem. Kolonie jsou šedé, 1 mm velké, hladké, lesklé, po 2 - 3 denním růstu 

na krevním agaru jsou konvexní. Optimální teplota růstu je 35 - 37 °C, při teplotě 42 °C 

rostou velice špatně. Rostou v přítomnosti 0,04% trifenyl-tetrazolia chloridu. Na půdách, 

které obsahují 0,02% safranin nebo 32 mg.l
-1

 cefalotoninu, nerostou vůbec. Patogenita ne-

byla prokázána, kmen byl však izolován ze ţaludečních vředů, průjmů, krve lidí, zejména 

dětí [9]. 
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3 ZDROJE NÁKAZY BAKTERIEMI RODU CAMPYLOBACTER 

Bakterie rodu Campylobacter bývají často izolovány z vody, která patří mezi zdroje náka-

zy. Taktéţ velká spousta zvířat můţe být zdrojem nákazy bakteriemi Campylobacter jejuni 

pro člověka. Mezi tato zvířata patří králíci, hlodavci, divocí ptáci, ovce, koně, krávy, prasa-

ta a drůbeţ (Obr. 4). Zdrojem infekce můţe být také maso, masné výrobky, syrové nebo 

nedostatečně tepelně upravené mléko, zelenina, ústřice, houby, krabi, hřebenatky a slávky 

[3, 10]. Díky vysoké optimální teplotě růstu jsou Campylobacter jeuni a Campylobacter 

coli schopny adaptace na vyšší tělesnou teplotu ptáků. I kdyţ se zdá, ţe tyto kampylobakte-

ry nedokáţí přeţít mimo tělo hostitele, mohou být běţně izolovány z povrchových vod. 

Vědecký výzkum v Norsku ukázal, ţe bakterie Campylobacter jejuni, Campylobacter coli 

a Campylobacter laridis jsou schopny přeţít v nechlorované vodě při teplotě 4 °C 15 dní, 

při teplotě 12 °C 10 dní a ve znečištěné vodě jsou při 12 °C schopny přeţít aţ 12 dní [2, 

10]. Ani za nepříznivých podmínek prostředí neztrácí bakterie rodu Campylobacter schop-

nost infekce [10]. 

Campylobacter jejuni se ve vodě vyskytuje také v neúčinné formě, coţ je „ţivotaschopný, 

ale nekultivovatelný“ stav. Tedy za nepříznivých podmínek zůstává mikroorganismus neú-

činný a naočkovat ho na ţivnou půdu je velice sloţité. Úloha těchto forem mikroorganis-

mu, jako zdroje infekce pro člověka, není dosud známá [1]. 
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Obr. 4. Zdroj a onemocnění vyvolaná nebo indukovaná jednotlivými druhy rodu Campylo-

bacter [8]. 

 

Od roku 1978 do roku 1996 bylo v Centru pro kontrolu a prevenci nemocí ve Spojených 

státech amerických  hlášeno 111 případů ohnisek střevního kataru způsobeného bakterií 

Campylobacter. Tato ohniska postihla 9 913 jedinců. Zdroj nákazy enteritid se za posled-

ních dvacet let změnil. Zatímco mezi léty 1978 aţ 1987 byla ve více neţ polovině případů 

zjištěna nákaza z vody nebo nepasterizovaného mléka, mezi léty 1988 a 1996 bylo ve více 

neţ 80 % případů jako zdroj nákazy zjištěno drůbeţí a hovězí maso. V průběhu 10 let, od 

roku 1981 do roku 1990 bylo hlášeno 20 ohnisek nákazy a nakaţeno bylo 1 013 jedinců. 
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Většinu tvořily děti, které se nakazily nejčastěji na mléčných farmách, přitom účinnost ná-

kazy byla 45 % [2]. 

Sezónní rozloţení ohnisek je poněkud odlišné od ojedinělých případů. Mléčná a vodní oh-

niska se nejčastěji vyskytují na jaře a na podzim, v letních měsících se vyskytují spíše oje-

dinělé případy. V letním období je nejčastějším zdrojem nákazy především drůbeţí maso, 

které je nedostatečně tepelně opracováno [34]. 

I kdyţ Campylobacter nevytváří infekční ohniska často, ve Spojených státech amerických 

je hlavní příčinou onemocnění z potravin [34]. V roce 1995, vyvinulo Centrum pro kontro-

lu a prevenci nemocí, ministerstvo zemědělství Spojených států amerických a Správa řízení 

potravin a návykových látek Spojených států amerických systém, pro aktivní dozor nemocí 

pocházejících z potravin, včetně infekcí způsobených Campylobacter, nazvaný Síť aktivní-

ho dozoru nemocí z potravin, také známý spíše jako FoodNet [2]. 

Z nejrůznějších dat, včetně dat z FoodNet a Americké sčítací kanceláře, vyplývá, ţe kaţ-

dým rokem je v USA kolem 2,4 milionů lidí nakaţeno bakterií Campylobacter. Vzhledem 

k tomu, ţe kampylobakteriosa je samolikvidní nemoc, lze počet skutečně nakaţených jen 

odhadnout. Podobný výskyt kampylobakteriosy je ve Velké Británii a v jiných rozvinutých 

zemích [3, 10]. 

Ve Spojených státech amerických a v Evropě byl z vepřového a drůbeţího masa izolován 

nový rod Arcobacter, který pravděpodobně taktéţ způsobuje průjmová onemocnění. Fyzio-

logicky se však rod Arcobacter výrazně liší od rodů Campylobacter a Helicobacter.  Spoji-

tost mezi průjmovými onemocněními a Arcobacter nebyla stoprocentně prokázána [3, 10]. 
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4 KAMPYLOBAKTERIOSA 

Campylobacter jejuni a Camopylobacter coli způsobují nemoc zvanou kampylobakteriosa 

(Obr. 5), (Tab. 1, 2, 3). Inkubační doba těchto kampylobakterů je 1 - 11 dní, nejčastěji se 

však pohybuje mezi třemi aţ pěti dny. Hlavní symptomy kampylobakteriosy jsou silná bo-

lest v dutině břišní a následný průjem. Projevem této nemoci jsou velice vodnaté, krvavé, 

páchnoucí a dysenterické průjmy (obsah 10
6
 - 10

9
 buněk.g

-1
). Samotný průjem trvá přibliţ-

ně jeden týden, avšak občas se vrací. Občasné průjmy přetrvávají 2 aţ 3 týdny.  Bolest 

v dutině břišní můţe být v některých případech nepřetrţitá a intenzivní, dokonce můţe 

komplikovat průběh nemocí tím, ţe se šíří do pravé kyčelní jamky. U 15 % pacientů se po 

1 - 2 dnech objevují krvavé průjmy. Dalšími příznaky kampylobakteriosy jsou horečka, 

bolest hlavy, nevolnost, zvracení, závrať a svalová bolest [4, 6].  Poněkud odlišný je prů-

běh kampylobakteriosy u dětí, často se vyskytuje zvracení, naopak horečka se vyskytuje 

málo. Krev ve stolici je charakteristická hlavně u dětí do 1 roku, kdy se vyskytuje u 92 % 

případů kampylobakteriosy [4].  

Úmrtí, která můţeme přisoudit infekci Campylobacter jejuni a Campylobacter coli, jsou 

velice vzácná [4]. Samotná kampylobakteriosa není ţivotu příliš nebezpečná, mnohem zá-

vaţnější jsou její komplikace. Případnými komplikacemi mohou být zánět tíhového váčku, 

infekce močových cest, zánět mozkových blan, zánět vnitřní výstelky srdce, zánět pobřišni-

ce, rudnutí kůţe, akutní zánět slinivky břišní, potrat, novorozenecké sepse, zánět kloubů 

a Guillan - Barré syndrom (zánět periferní nervové soustavy) [1, 8, 9]. Guillan - Barré syn-

drom se projevuje poruchami smyslů, silnou bolestí, ochabnutím dýchacích svalů a slabostí 

dolních i horních končetin. Tento syndrom se projevuje jako sled nákaz způsobených 

Campylobacter jejuni [29]. Imunitní odpověď na tento syndrom pravděpodobně zprostřed-

kovávají bakteriální lipopolysacharidy. Tyto protilátky přijímají nejen lipopolysacharidy 

hostitelské buňky, ale dokonce periferní nervové tkáně. Toto je pravděpodobně hlavní cesta 

mechanismu Guillan - Barré syndromu přivozeného bakterií Campylobacter [19]. 
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Obr. 5. Kampylobakteriosa – počty infekcí u lidí v ČR  [23]. 

Tab. 1. Kampylobakteriosa – nemocnost v ČR a ve sledovaných regionech v letech 1999-2001 [14]. 
 

 

 

Rok 

2001 2000 1999 

počet případů nemocnost na 

100 000 obyvatel 
počet případů nemocnost na 

100 000 obyvatel 
nemocnost na 

100 000 obyvatel 
Benešov 361 407 300 338 31 

Brno 2 313 606 1 546 403 265 

Č.Budějovice 305 171 267 150 82 

H.Králové 73 45 59 37 25 

Jablonec n. N. 0 0 0 0 0 

Ostrava 1 173 366 812 253 180 

Plzeň 751 450 489 292 87 

Praha 2 771 235 2 989 251 133 

Šumperk 182 143 90 71 61 

Ústí n.L. 143 121 154 130 54 

Znojmo 133 116 99 87 99 

Ţďár n.S. 238 189 232 184 64 

ČR 21 653 210 16 916 164 95 
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Tab. 2. Kampylobakteriosa - distribuce  v ČR a vybraných regionech podle po-
hlaví v období 1998-2001 [14]. 

 
Region 1998 1999 2000 2001 

muţi ţeny muţi ţeny muţi ţeny muţi ţeny 

Brno 317 265 208 188 805 741 1 192 1 121 

Č.Budějovice 56 58 47 42 136 131 161 144 

Ostrava 205 173 157 165 397 415 600 573 

Plzeň 61 49 43 37 235 254 391 360 

Praha 228 163 38 31 1595 1394 1 440 1 331 

Ţďár n.Sázavou 98 82 126 86 120 112 138 100 

ČR 3049 2493 1967 1656 8 840 8 076 11 396 10 257 

 
 
 
Tab. 3. Kampylobakteriosa – věková distribuce v roce 2001 [14]. 
 

Věkové skupiny ČR Praha Brno Ostrava 

2000 2001 2000 2001 2000 2001 2000 2001 

0 722 862 97 105 49 73 27 42 

1-4 3 485 4 458 444 456 238 316 104 143 

5-9 2 239 2 743 334 292 196 233 92 115 

10-14 1 636 1 988 325 201 157 196 75 139 

15-19 1571 1 984 360 280 141 219 65 115 

20-24 1 842 2 330 410 353 214 318 119 148 

25-34 2 122 2 912 451 467 219 391 123 213 

35-44 1 051 1 345 167 172 90 173 76 110 

45-54 939 1 242 153 183 79 158 46 64 

55-64 601 803 130 117 67 111 42 40 

65-74 464 614 81 85 59 79 28 34 

75+ 244 372 37 60 37 46 15 10 

Celkem 16 961 21 653 2 989 2 771 1 546 2 313 812 1 173 

 

4.1 Infekční dávka 

Campylobacter jejuni je citlivý na nízké pH, tudíţ kyselost ţaludku zabíjí většinu kampy-

lobakterů. Avšak infekční dávka Campylobacter jejuni není vysoká, je to méně neţ 

1 000 buněk.g
-1

 organismu. Infekční dávka závisí na mnoha faktorech, jako je virulence 

kmene, potravina, ve které byl mikroorganismus přenesen do organismu, citlivost jedince 
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aj. Mezi nejcitlivější jedince patří děti od 1 do 4 let a mladí lidé ve věku 15 - 24 let. Schop-

nost vyvolat infekci se mezi kmeny liší. U kmene A3249 onemocnělo 18 % dobrovolníků 

při 10
8
 KTJ, ale při nákaze jiným kmenem (81 - 176) onemocnělo 49 % dobrovolníků při 

stejném mnoţství KTJ [2]. Po vypuknutí kampylobakteriosy u dobrovolníků při poţití sy-

rového mléka se počet nemocných a závaţnost onemocnění zvyšovala se vzrůstajícím 

mnoţstvím konzumovaného mléka (do organismu se dostávalo víc a víc kampylobakterů). 

Kampylobakteriosa je stále více se rozšiřující nemoc alimentárního původu způsobená mi-

kroorganismy (Obr. 6). V posledních letech dokonce předběhla dosud nejrozšířenější ne-

moc způsobenou nákazou z potravin - salmonelosu [10]. 

 

 

Obr. 6. Výskyt alimentárních onemocnění v ČR v roce 2008 [15]. 

 

4.2 Léčba kampylobakteriosy 

Campylobacter jejuni a Campylobacter coli jsou citlivé na řadu antibiotik, jako jsou mak-

rolidy, fluorochinolony, aminoglykosidy, chloramfenikol a v menší míře tetracyklin. Pro 

léčbu trávicí soustavy napadené Campylobacter jejuni se pouţívá erytromycin, dobrou al-

ternativou je také ciproflaxin. Při včasné léčbě infekce Campylobacter erytromycinem nebo 

ciprofloxacinem je velká šance na odstranění kampylobakterů ze stolice. Taktéţ se můţe 

zkrátit doba příznaků spojených s infekcí [2, 6]. 

Campylobacter jejuni je obecně náchylný k erytromycinu se stupněm rezistence 5 %. Stu-

peň rezistence vůči erytromycinu u Campylobacter coli se podle různých studií liší aţ 

o 80 %. Přestoţe je ciprofloxacin účinný v léčbě kampylobakteriosy, objevily se rezistentní 

kmeny. Tato rezistence můţe být spojená s pouţíváním podobných antibiotik, jako jsou 
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fluorochinolony např. u drůbeţe. Centrum potravin a léků pro veterinární lékařství ve Spo-

jených státech amerických navrhl zákaz pouţívání fluorochinolonů [8, 9]. 

4.3 Rezistence kampylobakterů vůči antibiotikům 

Frekvence rezistence kampylobakterů vůči antibiotikům se u pacientů trpících akutní kam-

pylobakteriosou zvyšuje jak v rozvinutých, tak v rozvojových zemích. Odolnost kampylo-

bakterů vůči řadě antibiotik byla dokázána Piddockem. Například v Thajsku se rezistence 

kampylobakterů vůči antibiotiku fluorochinolonu zvýšila z 0 % na 84 % za téměř 5 let. 

Tato odolnost mikroorganismů je způsobena pouţíváním antibiotik ve veterinární medicíně 

jako ochranného a stimulujícího prostředku v chovu zvířat. Rezistentní kmeny Campylo-

bacter způsobují problémy prodluţováním doby léčby kampylobakteriosy a ohroţují tak 

pacienty trpící touto nemocí [1, 2]. 

I přes nedostatek údajů o molekulární patogenezi kampylobakterů se předpokládá, ţe anti-

biotická rezistence je zprostředkovaná chromosomalně nebo pomocí plasmidů. Byla testo-

vána citlivost termofilních kampylobakterů izolovaných z environmentálních vzorků. 

U Campylobacter jejuni byla zjištěna souvislost mezi přítomností plasmidu a jeho rezisten-

cí vůči antibiotikům. Například odolnost Campylobacter jejuni a Campylobacter coli vů-

či tetracyklinu je zprostředkována právě plasmidy [1, 2]. 

Citlivost Campylobacter jejuni, Campylobacter coli a Campylobacter lari byla hodnocena 

metodou diskové difuse. Poté byl daným mikroorganismům odňat plasmid. Z výsledků 

vyplynulo, ţe všechny tyto izolované kmeny byly citlivé na ciprofloxacin, avšak byly re-

zistentní vůči cefotaximu, cephallexinu a ampicilinu. Dále bylo u těchto izolovaných kam-

pylobakterů zjištěno, ţe více neţ polovina byla odolná vůči chloramfenikolu a erytromyci-

nu. Například bylo zjištěno, ţe jeden z konzervovaných kmenů Campylobacter jejuni, kon-

krétně kmen F44, byl citlivý na chloramfenikol a odolný vůči erytromycinu. Z toho vyply-

nulo, ţe u většiny testovaných izolovaných kampylobakterů byla rezistence vůči chloram-

fenikolu zprostředkována plasmidy a rezistence vůči erytromycinu byla zprostředkována 

chromosomy. Proto jsou geny z plasmidů způsobující rezistenci kampylobakterů vůči ně-

kterým antibiotikům předávány mezi kampylobaktery. Ty pak zprostředkovávají jejich 

přímý přenos na lidskou populaci, nejčastěji z potravin ţivočišného původu, a způsobují 

rezistenci kmenů u lidí nakaţených kampylobaktery [2]. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 32 

 

V oblasti veřejného zdraví však vznikají obavy z kampylobakterů. Dochází ke vzniku stále 

většího počtu rezistentních kmenů. S tímto tématem souvisí stále větší mikrobiální bezpeč-

nost potravin. Řešením omezení kampylobakterů v potravinách je lepší monitorování a 

kontrola programů mezi orgány veřejného zdraví [29].  

4.4 Ostatní nemoci způsobené kampylobaktery 

Kampylobaktery jsou spojeny s nákazami, které pocházejí z potravin včetně těch, které 

pochází z potravy zvířat. Proto vznikají opatření zaměřená na bezpečnost potravin, která 

mají zabránit a sníţit předávání kampylobakteriosy a jiných nemocí, především Guillan - 

Barré syndrom [29]. 

Na rozdíl od Campylobacter coli není Campylobacter fetus subsp. fetus příliš spojován se 

střevními potíţemi, ale především s  potraty, záněty kloubů, záněty mozkových blan, záně-

ty vnitřního povrchu srdce, mykotickým aneuryzmatem, záněty ţil, záněty pobřišnice 

a záněty vejcovodů u lidí [6]. Je velmi málo případů potíţí trávicího ústrojí způsobených 

Campylobacter fetus. Tento mikroorganismus totiţ roste nejlépe při 42 °C a tudíţ nemá 

ve střevech optimální podmínky. Neúčinnější antibiotikum vůči Campylobacter fetus je 

cefalotin.[9]. 

4.5 Toxiny produkované kampylobaktery 

Přesný mechanismus, kterým Campylobacter způsobuje nemoci, není zcela znám. Byla 

popsána a prokázána značná invazivnost kampylobakterů v buněčných kulturách, ve kte-

rých produkují cytotoxiny nebo toxiny, které jsou podobné toxinu cholery. Role cytotoxinů 

a toxinů podobných choleře byla zpochybněna po sestavení genomu Campylobacter, neboť 

se nepodařilo identifikovat sekvenci genomu známých toxinů. Jedinou výjimku tvoří cyto-

letální (CDT toxin) toxin (Obr. 7), který byl v malém počtu objeven také u kmenů Escheri-

chia coli a Shigella. Existují však důkazy, ţe některé rysy nemoci jsou výsledkem zánětlivé 

reakce těla [29]. 

Některé z kampylobakterů mohou produkovat enterotoxin (CDT toxin) podobný toxinu 

cholery [2, 4]. Většina kmenů Campylobacter jejuni se v produkci tohoto enterotoxinu liší 

[2]. Důkaz výskytu enterotoxinu poskytuje poškození smyčky střeva králičího modelu. 

Tyto testované kmeny způsobují střevní krvácení, otoky a mnoţství jiných poškození. 
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Cytolethal distending toxins (CDT), patří mezi toxiny, jenţ jsou geneticky příbuzné s bak-

teriálními proteinovými toxiny, které mají schopnost zastavit buněčné mnoţení. Zastavení 

buněčného dělení cytoletálním toxinem spočívá ve schopnosti vyvolat v cílových buňkách 

signální dráhy. Signální dráhy brání přechodu mezi G2 a M fázemi buněčného cyklu. 

Z několika gramnegativních mikroorganismů produkujících CDT toxin, včetně kampylo-

bakterů, byly odebrány vzorky. Z těchto vzorků bylo určeno, ţe CDT toxin je určen třemi 

geny (cdtA, cdtB, cdtC), které kódují proteiny (CDT-A, CDT-B, CDT-C), jejichţ role není 

dosud pořádně známa. CDT-B protein pravděpodobně představuje homologii několika sav-

čích a bakteriálních fosfodiesteras. Domnělá nukleasová činnost CDT-B proteinu vyvolává 

aktivaci CDT toxinu na přechodu G2 a M fáze buněčného cyklu. Aktivace CDT toxinu 

vyvolává zatím nepopsanou změnu DNA. Efektivní vstup CDT toxinu do buněk a následná 

translokace do jádra, nebyla dosud prokázána přímými metodami. Protoţe CDT toxin je 

poměrně nový a dosud řádně neprostudovaný toxin, není jednoznačně známa jeho role 

v mikroorganismu. Diskutuje se o vztahu tohoto toxinu mezi poškozením DNA a jeho rolí 

jako jednoho z faktorů virulence mikroorganismů [36]. 

 

Obr. 7. Porovnání kontrolní buňky a buňky, u níž byl zaznamenán cytopatický efekt způ-

sobený CDT toxinem [36]. 
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5 IZOLACE A IDENTIFIKACE BAKTERIÍ RODU 

CAMPYLOBACTER  

Jedny z metod izolace kampylobakterů jsou kultivace na selektivních médiích a filtrační 

metody. Filtrační metody se pouţívají především k testování klinického materiálu díky 

obsahu převáţně vitálních buněk kampylobakterů. Princip filtračních metod spočívá 

v pohyblivosti kampylobakterů, které projdou filtrem a oddělí se tak od ostatních mikroor-

ganismů [7 - 9, 24].  

Další moţností izolace bakterií rodu Campylobacter je pouţití selektivních půd. Tato me-

toda se pouţívá především k izolaci kampylobakterů z potravin, surovin pro výrobu potra-

vin, vody a v neposlední řadě ze ţivotního prostředí. V potravinách a ţivotním prostředí se 

však nachází jen malé počty těchto bakterií [7 - 9, 24]. Většinu separačních metod a ţiv-

ných médií vhodných pro Campylobacter jeuni lze pouţít i pro Campylobacter coli a Cam-

pylobacter laridis [22]. 

5.1 Kultivace na pomnoţovacích médiích 

K izolaci kolonií kampylobakterů se pouţívají selektivní média, která slouţí k izolaci i 

jiných mikroorganismů. Avšak k izolaci poměrně nízkého počtu kampylobakterů vyskytu-

jících se v potravinách se vyuţívá několik selektivních medií. Tato selektivní média obsa-

hují antibiotika jako je polymyxin, trimethoprim, vankomycin, colistin, rimfapicin nebo 

bacitracin [1, 2, 22]. Význam antibiotik v selektivních půdách spočívá v tom, ţe podporují 

růst kampylobakterů a zároveň zabraňují růstu neţádoucích mikroorganismů. Polymyxin 

zabraňuje růstu gramnegativních bakterií, aţ na bakterie rodu Proteus, z nichţ některé vy-

kazují rezistenci vůči polymyxinu. Proto se do půd kromě polymyxinu přidává trimetho-

prim zabraňující růstu bakterií rodu Proteus. Někdy se pouţívá polymyxin spolu s colisti-

nem, jeţ má podobné vlastnosti. Dále obsaţený vankomycin zabraňuje růstu grampozitiv-

ních bakterií. Oproti tomu rimfapicin zabraňuje růstu jak grampozitivních, tak gramnega-

tivních bakterií. Avšak antibiotika vankomycin a rimfapicin se nesmí kombinovat [22]. 

V mnoha případech jsou buňky kampylobakterů izolované z potravin smrtelně poškozeny. 

Toto poškození buněk v potravinách vzniká v důsledku nepříznivých podmínek, jako je 

mráz, velké sucho nebo horko, dále také v přítomnosti velkého mnoţství antibiotik, kyslíku 

a jeho derivátů. Znamená to tedy, ţe buňky musí být nejprve oţiveny na neselektivních 
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půdách po dobu 4 hodin při teplotě 37 °C, aby pak byly schopny růst na obvyklých selek-

tivních médiích [1, 2, 22]. 

Bakterie rodu Campylobacter jsou velice náročné na ţiviny a přítomnost kyslíku, který je 

pro tyto mikroorganismy toxický. Proto musí pomnoţovací média obsahovat dostatek ţivin 

a látek, které dokáţí potlačit kyslíkové radikály (krev, aktivní uhlí, pyruvát, ţelezné soli), 

nebo by měla inkubační atmosféra obsahovat 5 - 6 % kyslíku a 10 % oxidu uhličitého. 

K pomnoţování kampylobakterů se pouţívají agary s přídavkem krve, popřípadě bazální 

médium bez krve. Dosud však neexistuje ţádný všeobecný způsob izolace kampylobakterů 

z potravin [22]. Navíc ţádná z uvedených pomnoţovacích půd nepodporuje růst úplně 

všech bakterií rodu Campylobacter [9]. 

Zaočkované půdy se inkubují při teplotě 35 – 37 °C, čímţ se omezuje růst termofilních 

druhů. Termofilní druhy kampylobakterů mají optimum růstu v rozmezí 42 – 43 °C [8, 22].  

Hodnota pH většiny půd (Bolton agar, Skirrow agar, Preston agar aj.) pro izolaci kampylo-

bakterů není stanovena, ale většina půd se blíţí pH bazální půdy, tedy neutrálnímu pH. 

Hodnotu pH větší neţ neutrální mají některé kapalné půdy např. Wesley agar, který má 

pH 8,0. Někdy je vysoké pH půdy výhodou, protoţe tím dochází k vyrovnávání produkce 

kyselin, které podporují růst kampylobakterů. Tato schopnost půd obohacovat půdy o kyse-

liny závisí na zkoumané potravině [28]. 

5.1.1 Základní média 

Přestoţe kampylobaktery, obecně rostly na relativně náročnějších ţivných médiích, většina 

vědců pouţívala bazální média vyvinutá pro jiné náročnější kapnofilické nebo anaerobní 

patogeny, jako je například Brucella. Jednalo se o thioglykolátová média, média s krevním 

základem nebo Miller - Hinton bujón. V roce 1982 si Preston a Robertson vybrali čistý 

na ţiviny bohatý bujón, který se stal základem pro jejich Preston agar. Cílem vytvoření 

tohoto média bylo zjednodušit izolaci kampylobakterů z lidských a zvířecích vzorků. Poz-

ději se toto médium začalo pouţívat také k izolaci kampylobakterů z ţivotního prostředí 

[21, 22].  

Základ Preston agaru spočívá v ţivném bujonu, Oxoid CM67, ztuţeném 1,2% agarem 

a obohaceném o lysovanou koňskou krev [38]. Selektivní inhibiční sloţky Preston agaru 

jsou polymyxin, rimfapicin, trimethoprim a cykloheximidin. Campylobacter zde vytváří 
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velké, vlhké, šedě zbarvené, ploché kolonie, zatímco většina neţádoucích a kontaminují-

cích organismů je potlačována. Preston agar je tedy základní kapalná i tuhá půda pro izola-

ci bakterií rodu Campylobacter [21].  

Existují také i média k pomoţení kampylobakterů bez krve. Základní sloţkou těchto medií 

je aktivní uhlí a pyruvát sodný. Mezi taková média patří CCDA (Charcoal Cefoperazone 

Deoxycholate Agar) nebo Karmali agar. Pyruvát má za úkol zvyšovat toleranci kmenů vůči 

toxickému účinku kyslíku, aktivní uhlí zase odstraňuje osmotické metabolity. Do jiných 

pomnoţovacích půd se za stejným účelem přidává navíc disířičitan sodný a síran ţeleznatý 

[38]. 

5.1.2 Krevní média 

Většina krevních medií obsahuje 5 aţ 15 % krve. Některá média pouţívají defibrinovanou 

krev z různých zvířat, jiná zase pouţívají lysovanou koňskou krev, která je obsaţena pouze  

v Stelzer - Jacob agaru [22]. 

Mezi nejvýznamnější krevní agary patří Skirrow agar, který byl vytvořen pro izolaci Cam-

pylobacter jejuni a Campylobacter coli z lidských výkalů. Tato půda tak nahradila metodu 

selektivní filtrace přes póry o průměru 0,65 μm. Selektivní filtrace byla do doby objevení 

Skirrow agaru jediná metoda k izolaci Campylobacter jejuni a Campylobacter coli. 

Skirrow agar obsahuje ţiviny a látky vytvářející ideální podmínky pro růst kampylobakterů 

tzn. látky omezující přítomnost kyslíku a zajišťující dostatečný příjem oxidu uhličitého. 

Selektivní inhibiční sloţky této půdy jsou trimethoprim, vankomycin a polymyxin B. Pří-

davek amfotericinu B a cefalotinu ke zmíněným antibiotikům tuto selektivní půdu dále 

vylepšil. Tato antibiotika mají za úkol inhibovat doprovodnou mikroflóru [28]. Dále 

Skirrow agar obsahuje lysovanou koňskou krev. Přítomnost trimethoprimu je důleţitá díky 

potlačení růstu  gramnegativních bakterií rodu Proteus [24]. Typické kolonie kampylobak-

terů na Skirrow agaru jsou našedlé, často s kovovým leskem, ploché a vlhké, s tendencí se 

rozrůstat. Mohou se rovněţ vyskytovat jiné formy kolonií [25].  

Dalšími krevními agary jsou Karmali a Bolton agar. Na Karmali agaru jsou charakteristické 

kolonie šedavě zbarvené, ploché, vlhké, s tendencí se šířit [25]. Bolton agar je významná 

půda z hlediska pomnoţování kampylobakterů, neboť obsahuje ţiviny, které resuscitují 

poškozené buňky. Kolonie na Bolton agaru jsou poměrně velké, šedé, vlhké a ploché [28]. 
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George agar a Hoffmann agar obsahují látku označenou anglickou zkratkou, tzv. FBP 

(ferrous – bisulfite - pyruvate). FBP se skládá z kombinace síranu ţeleznatého, disiřičitanu 

sodného a pyruvátu sodného. Koncentrace FBP se pohybuje v rozmezí 0,25 aţ 0,5 gramů 

na litr dané půdy. Hlavním úkolem FBP v selektivních médiích je oslabení účinku kyslíku. 

Některé půdy určené k izolaci kampylobakterů obsahují směs krve a FBP (Gilchrist agar, 

Weber agar, Stern agar aj.). Většina půd však obsahuje buď jen krev nebo jen FBP [9]. 

Taktéţ se hledají alternativy krve a FBP, mezi něţ můţeme zařadit hnědé uhlí nebo hema-

tin. Jako další alternativní systém objevil Weinrich směs lignitu (z huminové kyseliny) a 

0,05% síranu ţeleznatého. Mechanismus účinku tohoto suplementu není dodnes jasný, ale 

přispívá k neutralizaci peroxidu vodíku, singletového kyslíku a iontů superoxidů [22]. 

5.1.3 Skladování půd 

V roce 1979 Hoffman konstatoval, ţe růst kampylobakterů je podstatně sníţen, jsou-li 

plotny s půdami vystaveny přímému světlu a zejména vzduchu. Ke stejným závěrům došli i 

Bolton s Juvenem a Rosenthalem o šest let později. Přidáním aerotolerantních přípravků do 

médií (FBP a krev) se eliminuje kyslík. Účinek těchto látek však není 100% [28]. 

Preston agar, který bývá uloţen aerobně při pokojové teplotě, brzdí růst Campylobacter 

lari ve větší míře neţ růst Campylobacter jejuni a Campylobacte coli. Taktéţ bylo zjištěno, 

ţe ztráta vlhkosti naočkovaných ploten rovněţ způsobuje zpomalení růstu Campylobacter 

jejuni a Campylobacte coli. 

Plotny, které jsou připraveny k očkování kampylobakterů by měly být pouţity okamţitě, 

nebo by měly být uskladněny v temnu za anaerobních podmínek při pokojové teplotě, či 

v lednici za aerobních podmínek s preventivními opatřeními zabraňujícími dehydrataci. 

Maximální doba skladování takto připravených ploten je 5 dní [21]. 

 

5.2 Identifikace mikroorganismů metodami molekulární biologie 

Klasické mikrobiologické metody identifikace mají v některých případech jistá omezení. 

Tyto metody jsou méně citlivé, mají omezenou schopnost identifikovat špatně kultivova-

telné či nekultivovatelné mikroorganismy. Biochemické testy vycházející z fenotypových 

vlastností mikroorganismů, proto jsou v některých případech rovněţ nejednoznačné. Často 
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dochází k mylným závěrům, protoţe terénní kmeny a jejich vlastnosti se liší od kmenů 

sbírkových, podle kterých se biochemické testy vyhodnocují [8].  

Tato omezení lze vyřešit vyuţitím metod molekulární biologie. Metody molekulární biolo-

gie jsou nezávislé na kultivaci a jsou specifické svou vysokou citlivostí, rychlostí a specifi-

tou [8]. Metody molekulární biologie se zakládají na detekci specifického úseku DNA ne-

bo RNA pozorovaného mikroorganismu. Molekulární techniky našly v mikrobiologii své 

uplatnění při detekci mikroorganismů, které nemají příliš zdlouhavou kultivaci, nekultivo-

vatelných mikroorganismů, mykobakterií či virů. V potravinářské mikrobiologii často vyu-

ţívá metod molekulární biologie ke zjištění přítomnosti určitých mikroorganismů 

v potravině [26]. 

5.2.1 Identifikace mikroorganismů metodou PCR 

PCR neboli polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction) je speciální identi-

fikační metoda, která byla objevena v roce 1983 Karry Mullitem. Jiţ v roce 1985 byla vy-

dána první odborná publikace, ve které byla poprvé pouţita metoda PCR. PCR je základní 

pouţívaná molekulární metoda, která spočívá v identifikaci genů. Pouţití druhově i rodově 

specifických PCR umoţňuje správnou identifikaci mikroorganismů [25, 27]. 

Tato metoda umoţňuje in vitro zmnoţení daného úseku DNA bez přítomnosti ţivých orga-

nismů. Podstatou metody PCR je opakující se enzymová syntéza nových řetězců vybraných 

úseků dvouřetězové DNA, ke které dochází po připojení dvou primerů vázajících se na 

protilehlé řetězce DNA tak, ţe jejich 3`OH-konce směřují proti sobě [37]. Jako primery se 

pouţívají dva uměle připravené krátké oligonukleotidy o přibliţné délce 18 – 30 bází. Oli-

gonukleotidy jsou odvozené z koncových sekvencí určených k amplifikaci [27, 37]. Je tře-

ba navrhnout vhodný pár primerů, pomocí něhoţ se bude amplifikovat konkrétní poţado-

vaný úsek templátové DNA. Primery jsou chemicky syntetizované sekvence, komplemen-

tární k určitým úsekům na obou řetězcích molekuly DNA. Je potřeba zajistit, aby při návr-

hu primerů tyto primery hybridizovaly jen s ucelenou sekvencí DNA při stejné teplotě. Ty-

to dva primery musí mít stejnou nebo téměř stejnou teplotu tání. Teplota tání závisí na mo-

lekulové délce a na poměru A - T a C - G párů v pořadí. Teplotu tání daného pořadí prime-

rů je moţno určovat experimentálně nebo výpočtem. Ideální pár primerů je v současnosti 

moţno určit pomocí moderních počítačových programů [30]. 
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V metodě PCR se pouţívají termostabilní polymerasy. Termostabilní polymerasy jsou en-

zymy izolované z termofilních bakterií, které ţijí v hlubokých mořích blízko podmořských 

sopek. Díky jejich bílkovinné struktuře odolávají určitou dobu i teplotám kolem 95 °C. 

Nejběţněji se vyuţívá Taq polymerasa, která je izolována z bakterie Thermus aquaticus 

[25, 27]. Taq polymerasy odolávají teplotám, při nichţ DNA denaturuje. Odolnost Taq 

polymerasy vůči denaturujícím teplotám umoţňuje průběh syntézy DNA v opakujících se 

cyklech, při nichţ se v závislosti na teplotě reakční směsi pravidelně střídají 3 kroky [37]: 

1. denaturace dvouřetězových molekul DNA, při teplotě 94 – 98 °C, 

2. připojení primerů k odděleným DNA – řetězcům, při teplotě 30 – 65 °C, 

3. polymerizační reakce, při teplotě 65 – 75 °C. 

Jeden cyklus trvá zhruba 5 minut a celá technika byla zautomatizována. V současnosti je 

moţno naklonovat fragment DNA bez pouţití buněk během několika hodin na rozdíl 

od několikadenního standardního postupu. Z celé molekuly DNA, která je pouţita k reakci, 

je zmoţen pouze úsek mezi primery, protoţe DNA – polymerasa pro zahájení replikace 

na jiném místě chybí [27]. 

Termocykler je zařízení (Obr. 8), pomocí něhoţ můţeme řídit cyklické změny teplot reakč-

ní směsi v určitých časových intervalech [27, 37]. Teplota termocykleru je řízena uţivate-

lem a zkumavky s reakční směsí jsou v tomto zařízení uloţeny v kovovém bloku. Aby do-

cházelo k rychlé změně teplot, probíhají reakce  v mikrozkumavce. Pro zabránění brzké 

aktivity Taq polymerasy se reakční směs připravuje na ledu [27]. 

 

Obr. 8. DNA Engine® Peltier Thermal Cycler [32]. 
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Podle délky amfiplikovaného úseku DNA a konkrétní sekvence primerů se optimalizuje 

přesná teplota a doba trvání jednotlivých kroků syntézy DNA. K zahájení reakce stačí pou-

ze malé mnoţství výchozích molekul DNA. Teoreticky by stačila pouze jedna. Ke zdvojná-

sobení a poté exponenciálnímu nárůstu počtu poţadovaných úseků na DNA dochází v prů-

běhu 20 – 30 cyklů [37]. Pro dosaţení převaţujícího produktu reakce, tzn. vzniku molekul 

stejné sekvence a stejné délky, je potřeba, aby primery nasedaly jen na vybrané sekvence 

DNA. Vzniklé molekuly stejné délky a stejné sekvence se budou při dělení v gelu pohybo-

vat rovnoměrnou rychlostí a po jejich obarvení je zobrazen jeden určitý fragment, jehoţ 

molekulová hmotnost odpovídá předpokládané délce sekvence DNA při srovnání se stan-

dardem [31].  

Stanovení výsledných fragmentů v reakční směsi se prokazuje [37]: 

1. stanovením jejich velikosti elektroforesou v polyakrylamidovém nebo agarózovém gelu, 

2. Southernovou hybridizací se značenou sondou komplementární k části sekvence amfi-

plikovaného úseku, 

3. stanovením sekvence DNA. 

Díky PCR je taktéţ moţné detekovat rozlišné polymorfismy DNA ve vztahu k chorobám, 

které jsou geneticky podmíněné [31]. Celkově lze říci, ţe techniky, které jsou zaloţené 

na PCR, našly v molekulární biologii velké uplatnění díky své citlivosti a jednoduchosti. 

Díky těmto vlastnostem, nahradily PCR techniky v mnoha případech různé postupy, které 

jsou zaloţené na klonování DNA ve vektorech. PCR techniky se pouţívají zejména pro 

detekci mutací, identifikaci bakteriálních a virových patogenů, klonování a vyhledávání 

specifických sekvencí, určení typu nádorů, v soudním lékařství atd. [37]. 

Metoda PCR, díky své citlivosti, dokáţe detekovat virové infekce jiţ v počátečních stadi-

ích. Jako primery se při této reakci pouţívají krátké úseky DNA odvozené z virové sekven-

ce a po několikanásobném zmnoţení lze dokázat přítomnost či absenci i jediné kopie 

v malém vzorku krve. Pro většinu virových infekcí je PCR nejcitlivější metodou určení 

viru, zaloţenou na pouţití protilátek, namířených proti plášťovým proteinům viru [27]. 

5.2.2 Modifikace PCR 

1. obrácená neboli inverzní PCR (IPCR) - pomocí IPCR lze amplifikovat úseky DNA o 

neznámé sekvenci, která ohraničuje na obou koncích DNA o známé sekvenci, 
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2. zpětná neboli reverzní PCR (RT – PCR) – zpětná PCR je určena k amplifikaci RNA. 

Nejdříve dochází k přepisu zpětné transkriptasy do cDNA, která se pak amplifikuje stan-

dardním postupem, 

3. asymetrická PCR – při této PCR se pouţívá pouze jeden primer. Vyuţívá se při automa-

tickém sekvencování, 

4. In situ – PCR – tato metoda umoţňuje amplifikovat specifické sekvence nukleových 

kyselin přímo v chromosomech, buňkách a cytologických preparátech tkání. Produkty této 

reakce můţeme vizualizovat specifickou sondou metodou hybridizace in situ. Při této me-

todě dochází k k amplifikaci cílových sekvencí, tudíţ je tato metoda mnohem citlivější. 

Díky citlivosti metody lze identifikovat i sekvence v několika málo kopiích, 

5. PCR pomocí vnitřních a vnějších primerů (odstupňovaná PCR) – odstupňovaná PCR 

metoda pouţívá dvě sady primerů. Tyto sady umoţňují dosáhnout mnohem vyšší specifity 

amplifikace poţadované sekvence. Část produktů, které získáme pomocí první sady prime-

rů (tzv. vnějších primerů) je poté amplifikována pomocí druhé sady primerů (tzv. vnitřních 

primerů), které jsou navázány na vnitřní úsek primárního produktu, 

6. PCR s degenerovanými oligonukleotidovými primery (DOP – PCR) – u této metody jsou 

pouţity degenerované oligonukleotidy jako primery. Degenerované oligonukleotidy jsou 

směsí uměle syntetizovaných oligonukleotidů, které mají z části odlišné sekvence. Pomocí 

DOP – PCR lze amplifikovat a vyhledat nové nebo nedefinované sekvence DNA. Tuto 

metodu lze rovněţ pouţít jako první stupeň pro amplifikaci vzorků, které mají velice nízké 

koncentrace. Takto získané produkty lze dále amplifikovat pomocí specifických primerů, 

7. náhodná PCR (AP – PCR, RAPD – PCR) – je moţností PCR, která se pouţívá k detekci 

polymorfismů v DNA. Při této metodě se pouţívá jeden krátký oligonukleotidový primer, 

který se na cílovou DNA navazuje pouze na náhodně vybraných místech. Výsledkem ná-

hodné PCR je ucelený soubor amplikonů, které představují otisk DNA, jenţ je charakteris-

tický pro určitý organismus, 

8. PCR sledovaná v reálném čase (online PCR) – díky této metodě je umoţněna přímá 

kvantifikace amplifikačního produktu během reakce. Této kvantifikace během reakce je 

moţné dosáhnout pomocí barviva, které fluoreskuje. Se vzrůstajícím mnoţstvím PCR pro-

duktů se fluorescenční signál zvětšuje. V dalším případě lze kvantifikace amplifikačního 

produktu dosáhnout pouţitím fluorescenčně značené hybridizační sondy. Sondy se kom-
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plementárně váţou na vnitřní část amfiplikované sekvence. Ke vzniku fluorescence dochá-

zí pouze po navázání sond v těsné blízkosti, kdy dojde k přenosu energie mezi fluorochro-

my navázanými na 3 `- a 5` - konci sond. Online PCR metoda je pouţitelná např. k detekci 

bodových mutací. 

5.2.3 Izolace bakteriální DNA pro PCR 

Izolace DNA probíhá ve třech krocích [27]: 

1. lyse buněk - dochází k odbourávání buněčné stěny a buněčné membrány, 

2. separace DNA od ostatních nízkomolekulárních a vysokomolekulárních částic, 

3. uchování vzorku a jeho úprava. 

 

K odbourávání buněčných stěn a membrán se vyuţívá záhřev na teplotu 100 °C nebo půso-

bení různých chemikálií, nejčastěji dodecylsulfátu sodného. Lyse buněčných stěn a mem-

brán však musí být provedena co nejšetrněji, aby poškození nukleových kyselin bylo co 

moţná nejmenší. Po rozrušení buněčných stěn a membrán dochází k uvolnění obsahu buň-

ky včetně nukleových kyselin do tlumivého roztoku obsahujícího etylendiaminotetraocto-

vou kyselinu (EDTA) a detergenty. EDTA působí jako chelatační činidlo a navazuje na 

sebe ionty vápníku nebo jiné kationty, které mají funkci kofaktorů nukleas. Tyto kofaktory 

nukleas jsou enzymy, které se současně uvolňují s DNA z lysované buňky a současně DNA 

rozkládají. Některé detergenty fungují jako inhibitory nukleas, a proto se pouţívají při lysi 

buněk. Důleţitá je také přítomnost vápníku, který inaktivuje nukleasy [26, 27]. 

Metodou vytřepávání ve směsi isoamylalkoholu, fenolu a chloroformu se provádí odstra-

nění proteinů, kdy nukleové kyseliny zůstanou rozpuštěny v pufru (vodném prostředí) 

a ostatní sloţky jsou odstraněny. Dojde k rozdělení směsi na dvě fáze, dolní chloroformo-

vou a horní vodnou. Chloroform je rozpouštědlo organického původu a nedochází tedy 

ke smísení s vodným roztokem buněčného lysatu. Protřepáním dochází k mísení obou fází 

a díky přítomnosti fenolu dochází ke sráţení proteinů ve vodném lysatu. Díky isoamylal-

koholu přejde fenol do chloroformové části, protoţe zvyšuje rozpustnost fenolu 

v chloroformu. Poté dochází k odstředění roztoku, aby došlo k oddělení obou fází. Horní 

vodná fáze obsahující nukleové kyseliny je přenesena do čisté zkumavky. Na rozhraní 

chloroformové a vodné fáze vzniká bílý prstenec tvořený proteiny. Aby bylo odstranění 
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proteinů dokonalé, je nutno opakovat extrakci směsí isoamylalkohol, chloroform a fenol 

[30]. 

Po přidání etanolu k vodné fázi dojde k vysráţení nukleových kyselin. Následně se směs 

odstředí a na dně zkumavky vzniká zakalená usazenina. Pouţitím solí se zvýší účinnost 

sráţení nukleových kyselin. Soli dávají usazenině charakteristické mléčné zbarvení, před 

pouţitím je však třeba soli promýt etanolem. Přesráţené nukleové kyseliny je moţné roz-

pustit v určeném pufru nebo vodě. Dojde-li ke sraţení  ribonukleových kyselin RNA 

s DNA v isopropanolu nebo etanolu, je moţné je odstranit enzymy, tzv. RNázami [25, 27, 

30]. 

Jiným způsobem získání DNA z vodné fáze je přidání roztoku silikátových částic a chao-

tropních solí. DNA v přítomnosti chaotropních solí, které sniţují strukturovanost vody, 

přilíná na roztok silikátových částic. Následným protřepáváním roztoku dochází ke zlepše-

ní adheze DNA na silikátové částice. Odstředěním ostatních částic roztoku, zůstane pouze 

čistá adherovaná DNA. Adherovaná DNA se odstraňuje ze silikátových částic přidáním 

vhodného pufru, neobsahujícího chaotropní soli, nebo vody. Po dalším odstředění zůstávají 

na dně zkumavky silikátové částice a nad těmito částicemi je dokonale čistý roztok DNA 

[30]. 

Dalším způsobem extrakce DNA je pouţití komerční soupravy tzv. kitu. Tento typ extrak-

ce vyuţívá metody přilnavosti na silikát. Největší výhodou této metody je rychlost, přes-

nost a pohodlnost. Kity poskytují standardizované výsledky a jsou koncipovány pro určité 

mnoţství a typ vzorku. Kity vyuţívají místo silikátu speciálně upravené pryskyřice a navíc 

mají speciální sloţení pufrů. Takto upravené pufry dávají přednost molekulám DNA určité 

velikosti [25, 27, 30]. 

DNA se krátkodobě uchovává při teplotách 4 – 8 °C, pro delší skladování (několik měsíců) 

se pouţívají teploty -20 °C a k dlouhodobému skladování se pouţívají teploty aţ -80 °C. 

DNA se uchovává ve skladovacích roztocích, kterými mohou být TE pufr nebo 70% etanol 

po vysráţení DNA [31]. 

5.2.4 Identifikace kampylobakterů metodou PCR 

Debruyne a kol. zkoumal citlivost a specificitu 7 PCR testů popsaných pro identifikaci 

Campylobacter jejuni a Campylobacter coli. Tyto testy byly provedeny s lysaty buněk zís-
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kaných z kolekce 100 referenčních kmenů Campylobacter coli, Campylobacter jejuni, 

Campylobacter lari a s příbuznými druhy Campylobacter, Helicobacter a Arcobacter. 

Různé testy se značně lišily v citlivosti a specifitě ke zkoumaným cílovým druhům. Pro 

Campylobacter coli byly 4 z 5 testů citlivé a specifické ze 100 %. Naopak ţádný z 5 testů 

nebyl 100% citlivý ani specifický pro Campylobacter jejuni. Následně bylo vybráno 263 

vzorků z belgické kolekce 1 906 lidských izolátů Campylobacter. Tato druhá sbírka byla 

pouţita k dalšímu hodnocení 2 vybraných multiplex PCR testů. Tato zkouška prokázala, ţe 

PCR identifikace s vyuţitím 2 multiplex PCR testů je velice spolehlivá. Výsledky těchto 

testů by měly pomoci při výběru vhodného testu PCR pro identifikaci Campylobacter coli 

a Campylobacter jejuni [30]. 

V práci Sailse a kol. byl vyvinut PCR test na základě výsledné hybridizace kolometrického 

koncového bodu pro detekci formátu (PCR ELISA) (Obr. 9) pro identifikaci Campylobac-

ter jejuni a Campylobacter coli. PCR primery byly navrţeny tak, aby cílové sekvence genu 

byly druhově specifické. Pět biotin označených sond, zaměřených na specifitu druhu, byly 

zkoumány pro detekci označených dioxygenových PCR produktů z Campylobacter jejuni a 

Campylobacter coli pomocí PCR ELISA formátu. Byly identifikovány dvě sondy (CC2), 

které reagují jak s Campylobacter jejuni, tak Campylobacter coli cílových sekvencí a jedna 

sonda (CJ2), která reaguje pouze s cílovou sekvencí Campylobacter jejuni. Specifičnost 

testu s CC2 a CJ2 sondami byla porovnávána s řadou jiných mikroorganismů jako Campy-

lobacter sp., Arcobacter sp., Helicobacter sp., a řadou jiných nezávislých organismů. PCR 

ELISA test a sondy byly prokázány jako specifické pro Campylobacter jejuni a Campylo-

bacter  coli. Citlivost metody PCR ELISA prokázala, ţe zkoumaná metoda byla 10 - 100 

krát účinnější neţ gelová metoda PCR. Daný PCR ELISA test byl citlivý, specifický a vý-

razně zkracoval dobu potřebnou pro identifikaci Campylobacter jejuni a Campylobacter 

coli, coţ umoţňuje včasné odhalení těchto střevních patogenů [31]. 
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Obr. 9.  Srovnání PCR – ELISA metody a metody elektroforesy PCR koncového bodu [31]. 

Grennan a kol. vyvinuli metodu PCR ELISA k detekci druhů Campylobacter a rozlišení 

Campylobacter coli a Campylobacter jejuni ve vzorcích drůbeţe. Test PCR se zaměřil 

na 16S/26S ribozomální RNA intergenetický prostor rodu Campylobacter s DNA primery 

vytvořenými pro specifickou detekci Campylobacter coli a Campylobacter jejuni. Druhy 

Campylobacter byly znehybněny v jamkách NucleoLink
TM

 a hybridizovány s PCR produk-

ty modifikovanými podílem biotinu. Byly testovány ty vzorky drůbeţe, u kterých se před-

pokládal výskyt kampylobakterů. Metoda PCR ELISA potvrdila  přítomnost kampylobak-

terů ve 100 % vzorků, přičemţ u 55 % vzorků se vyskytovaly smíšené kultury Campylo-

bacter jejuni a Campylobacter coli [25].  

 Na rozdíl od Campylobacter jejuni a Campylobacter coli je Campylobacter lari jen zřídka 

spojován se záněty střev. Jeho rozlišení od výše zmíněných kampylobakterů se opírá o ně-

kolik biochemických testů, jejichţ účinnost je zpochybňována. Proto výskyt a přenos toho-

to mikroorganismu nebyl doposud dobře prostudován. Na základě Oyarzabalovy studie 

byly pro metodu PCR navrţeny primery specifické pro oblast 16S rRNA genu Campylo-

bacter lari. Pouţitím těchto primerů byly získány PCR produkty o velikosti 579 bp.  Ţádný 

PCR produkt nebyl získán při amplifikaci DNA izolované z Campylobacter, Arcobacter, 

Salmonella, Helicobacter, Escherichia a Listeria, coţ svědčí o specificitě pouţitých prime-

rů. Tedy rychlá identifikace Campylobcater lari danou metodou PCR můţe pomoci poro-

zumět výskytu a epidemiologii této bakterie [33]. 
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Rahimi a kol. Ve své práci odebrali vzorky z kůţí krůtího masa v závodu na zpracování 

drůbeţe v íránském Isfahánu. U těchto vzorků byla vyšetřována přítomnost kampylobakte-

rů pomocí metody PCR. Kampylobaktery se nacházely ve 214 vzorcích z 348, coţ činilo 

62,1 %. Z těchto 214 izolátů bylo 175 vorků určeno jako Campylobacter jejuni (81 %) a 

zbylých 41 (19 %) vzorků bylo určeno jako Campylobacter coli. Poté byl proveden test na 

přítomnost kampylobakterů po poráţce, vykuchání a během chlazení. Bezprostředně po 

poráţce obsahovalo krůtí maso 75,9 % kampylobakterů, po vykolení obsahovalo 77,6 % 

kampylobakterů a během chlazení se počet kampylobakterů sníţil na 32,8 %. Výsledky 

dokazují, ţe k  dekontaminaci krutího masa kampylobaktery, došlo během poráţky a při 

vykuchání. Naopak chlazení významně sniţuje mnoţství kampylobakterů na povrchu kůţe 

[35]. 

 

 

 

 

 

 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 47 

 

ZÁVĚR 

Bakterie rodu Campylobacter jsou pro většinu veřejnosti neznámými mikroorganismy, na 

rozdíl od salmonel, u kterých je jejich základní problematika všeobecně známa. Cílem prá-

ce bylo seznámení se s danými mikroorganismy, zjištění jejich výskytu a významu. Dále se 

práce zabývala studiem moţností identifikace bakterií rodu Camplyobacter. 

Kampylobaktery jsou mikroorganismy, které můţeme nalézt ve spoustě potravin a dokonce 

i ve vodě. Mezi nejrizikovější potraviny patří drůbeţ (zejména kuřata), hovězí, skopové, 

kozí a králičí maso, dále mléko (kravské, ovčí, kozí). Nebezpečí výskytu kampylobakterů 

ve vodě je, ţe mohou přeţívat i nízké teploty kolem 4°C. Bakterie rodu Campylobacter se 

vyskytují rovněţ u zvířat, která nekonzumujeme např. psi, kočky, divocí ptáci, křečci, mor-

čata, případně někteří ţivočichové moří. Další výskyt pro kampylobaktery je společný pro 

spoustu mikroorganismů, jako jsou výkaly, jak lidské tak zvířecí, mrtvá těla ţivočichů, 

vnitřnosti aj.  

Kampylobaktery způsobují nemoc zvanou kampylobakteriosa, která se projevuje bolestmi 

břicha, horečkami, nevolností, někdy zvracením a hlavně průjmy. Nebezpečí této nemoci 

spočívá v tom, ţe v některých případech můţe způsobovat komplikace např. Guillan – Bar-

ré syndrom, zánět mozkových blan, zánět močových cest, potraty, infekce močových cest, 

akutní záněty slinivky břišní aj. 

Izolace kampylobakterů byla donedávna poměrně komplikovaná. K izolaci a se pouţívaly 

filtrační metody a izolační metody na selektivních půdách (krevní agary i agary bez pří-

tomnosti krve). I  kdyţ se tyto metody stále vyuţívají, vytlačily je biologické molekulární 

metody, z nichţ nejznámější je metoda PCR (polymerázová řetězová reakce),  která se po-

uţívá od 80. let. PCR metoda se vyznačuje přesností, rychlostí a vysokou citlivostí. 
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