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ABSTRAKT

Campylobacter je v poslednich letech stale vice se rozsifujici mikroorganismus, jez zptso-
buje vazna onemocnéni, zejména onemocnéni alimentarniho ptivodu. Cilem této prace bylo
charakterizovat a popsat jednotlivé druhy kampylobaktert, vcetné jejich vyskytu a zdroji
Vv ptirod¢ a potravinach. Rovnéz byly popsany nemoci a jejich komplikace zptisobené kam-
pylobaktery. Nakonec byly popsany moznosti identifikace kampylobakterid z prostfedi
a potravin klasickymi plotnovymi metodami a také jednou z nejvyuzivanéjSich metod mo-

lekularni biologie (PCR = polymerazova fetézova reakce).

Klic¢ova 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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UvVOD

Termotolerantni bakterie Campylobacter se stavaji stale vyznamnéj$imi ptivodci nemoci
alimentarniho ptvodu v USA, Evropé a jinych vyspélych zemich. Prudky nartst nemoci
zptsobenych témito bakteriemi byl od konce devadesatych let pozorovéan také v Ceské re-
publice [8]. Ve veterinarni mediciné jsou bakterie rodu Campylobacter problémem jiz
od poc¢atku 20. stoleti, kdy byly izolovany jako Vibrio fetus, ktery zpiisoboval potraty
u skotu a ovci [1, 4]. V roce 1931 byla rodu Vibrio jejuni pfipsana pfi¢ina zimniho prijmu
u telat. V roce 1946 byl podobny mikroorganismus izolovan z krve pacienti, zejména té-
hotnych Zen, které trpély akutnimi priijmy, horeCkami a posléze i potratem. Tito pacienti
byli nakazeni z mléka krav, ve kterém se dany mikroorganismus vyskytoval. O par let poz-
déji zkoumala pani Kingova lidskou krev a na zékladé svého vyzkumu vytvotila dvé sku-
piny téchto bakterii podle optimalni teploty rdstu. Jedna skupina odpovidala rodu Vibrio
fetus. Druha skupina, tzv. termofilni, méla teplotni optimum okolo 42 °C a pochazela pravé

od pacientut trpicich akutnimi prajmy.

Vzhledem k nedostateénym izola¢nim technikam byl pocet identifikovanych nemoci zpi-
sobenych Campylobacter nizky az do za¢atku sedmdesatych let. V roce 1963 spojili pano-
vé Skald a Véron, na zédklad€ biochemickych charakteristik a na mnoZzstvi cytosinu a gua-
ninu v molekule DNA, obé zminéné skupiny a vytvofili tak novy rod bakterii zvany Cam-
pylobacter [1]. V 70. letech s rozvojem vhodnych selektivnich médii byla zpracovana uce-
lena taxonomie Campylobacter, pany Véronem a Chatelianem, ktefi popsali 4 druhy Cam-
pylobacter jejuni, Campylobacter fetus, Campylobacter sputorum a Campylobacter coli.
Bylo zjisténo, ze pravé Campylobacter jejuni a Campylobacter coli jsou jednou z pii¢in
prijmovych onemocnéni. Tyto druhy zacaly siln¢ konkurovat rodu Salmonella, ktery byl

do té¢ doby povazovan za jediného ptivodce priijmovych onemocnéni.

V roce 1984 byl vydan Bergeys Manual of Systematic Bacteriology, kde bylo popsano osm
druhti a poddruhi rodu Campylobacter. Vydani této publikace bylo prulomem ve vyzkumu
daného rodu. Védci zacali studovat systematiku a klinické ucinky rodu Campylobacter.
Timto mimofadnym z4jmem se vyrazné zvysil pocet rodi a v roce 1991 De Ley a Van-
damme vytvotili novou ¢eled’ Campylobacteriaceae [2]. V dnesni dobé¢ patii do této Celedi
3 rody: Campylobacter, Sulfurospirillum a Arcobacter a $patné pojmenovany druh Bacte-

roides ureolyticus.
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Byly identifikovany dalsi druhy, a to Campylobacter laridis, Campylobacter concisus
a Campylobacter hyointestinalis. U nekterych pacientt trpicich prijmy byl izolovan Cam-
pylobacter pylori, tento druh vsak byl pfejmenovan na Helicobacter pylori. Tato bakterie je
puvodcem Zaludec¢nich a stfevnich onemocnéni, dokonce zptisobuje viedy na dvanactniku.
Rod Campylobacter, stejné jako rod Arcobacter, je ¢asto spojovan s potraty a zanéty sliz-
nice tenkého stieva u skotu a prasat [1, 2, 3]. Dne$ni taxonomie zahrnuje 34 druhd, které si
jsou geneticky vice ¢i méné 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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1 MORFOLOGICKE A BIOCHEMICKE VLASTNOSTI RODU
CAMPYLOBACTER

Jedna se o nesporulujici, gramnegativni bakterie, jejichz bunky jsou pleomorfni (délka
0,5 - 8 um, siika, 2 - 0,5 um) [4]. Ty¢inkovité buniky maji charakteristicky §tihly spiralovity
tvar, mohou tvofit jednu nebo dvé smycky, v piipadé dvou smycek maji tvar pismene S [7].
Se vzrastajicim vékem vSak dochazi k pfeméné tyCinek na kokoidni tvar. K této zméné
dochazi pravdépodobné v disledku degradace peptidoglykanové vrstvy ptisobenim enzymu
[4, 7]. Kampylobaktery jsou devitalizovany snizenim vodni aktivity pod 0,95 nebo ptitom-
nosti organickych kyselin. Zna¢n¢ citlivé jsou rovnéz k bézné pouzivanym dezinfekénim

prostfedkiim a Kk piisobeni UV zafeni [26].

Bakterie rodu Campylobacter jsou velice pohyblivé, maji jediny polarni bi¢ik bud’ na jed-
nom, nebo na obou koncich bunky. Vyjimkami jsou nepohyblivy Campylobacter gracilis
a Campylobacter showae s velkym poétem biciku [2, 9]. Pohyblivost a biciky jsou dilezi-
tymi faktory pii napadeni cizi buiiky. Usp&$na kolonizace ¢&i rozvoj infekce kmeny Campy-
lobacter jsou mimo jiné zavislé na pohyblivosti a na délce bi¢iku. Na expresi bi¢ikovych

vlaken se podileji dva geny [1, 2, 4].

Kampylobaktery jsou mikroaerofilni, chemoorganotrofni bakterie, jejichz zdrojem energie
je metabolismus intermediata trikarboxylovych kyselin a metabolismus aminokyselin. Bak-
terie rodu Campylobacter nezkvasuji ani neoxiduji cukry, nehydrolyzuji zelatinu, kasein,
Skrob ani tyrosin. Testy na produkci methyl¢ervené, produkci acetoinu a redukci dusitand
jsou negativni, avSak testy na redukci dusi¢nant jsou pozitivni [4, 7]. Nékteré kmeny
Campylobacter curvus maji schopnost hydrolyzovat hippurat. Test na hydrolysu hippuratu
se vyuziva k rozliSeni nejvyznamnéj$ich druhtt Campylobacter coli a Campylobacter jej-
uni. Nekteré kampylobaktery vykazuji oxidasovou aktivitu, s vyjimkou druhit Campylobac-
ter showae, Campylobacter gracilis a Campylobacter concisus. Ani jeden z druhi nevytva-
i pigmenty. Mnozstvi cytosinu a guaninu v molekule DNA je 29 - 47 %. Campylobacter
jejuni a Campylobacter coli maji genom o velikosti 1,7 megabazi, ktery byl stanoven pulz-

ni elektroforézou a je o jednu tietinu vétsi nez genom Escherichia coli [9].

Regulace gend, v reakci na zmény zivotniho prostiedi, se stava dilezitou oblasti vyzkumu
Campylobacter. Pochopeni vlivu Zivotniho prostiedi na rist, metabolismus a patogenitu

Campylobacter by mohlo pomoci kontrolovat vyskyt kampylobakterti v Zivotnim prostiedi
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a potravinovém fetézci. K tomuto zjisténi existuje n€kolik cest napf. reakce na zelezo, oxi-

dacni stres, teplotni regulace, véetné chladovych a tepelnych Soku, hladovéni aj. [22].

1.1 Citlivost populaci kampylobakteri

Vsechny druhy Campylobacter maji optimalni teplotu ristu 35 — 37 °C. Pouze Campylo-
bacter jejuni a Campylobacter coli maji vyssi optimalni teplotu, a to 42 — 45 °C, avSak
nejsou schopny piezit pasterizaci. Pod 30 °C druhy Campylobacter témé&f nerostou, pouze
vyjime&né piezivaji pii pokojové teploté okolo 25 °C. Zivotaschopnost kampylobaktert se
béhem skladovani v chladu nebo mrazu zhorSuje, ov§em mohou v téchto podminkach pie-
Zit. Ve vykalech, mo¢i, mléce nebo vodé piezivaji tyto bakterie pii teploté 4 °C Iépe nez
v jinych materidlech pfi teploté 25 °C. Pti teploté 4 °C pieziji kampylobaktery nejdéle
3 tydny ve vykalech, 4 tydny ve vodé, 5 tydnti v moci a dokonce nékolik mésicti Vv mrazené
drubezi [1, 2, 4, 7, 22]. Campylobacter je taktéz velice citlivy vaci nizkému pH. Smrtelna

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

Vzhledem Kk citlivosti kampylobakterd vic¢i kysliku, rostou tyto bakterie nejlépe pti kombi-
naci 5 - 10 % oxidu uhli¢itého a 3 - 5 % kysliku. Druhy Campylobacter curvus, Campylo-
bacter rectus, Campylobacter concisus, Campylobacter gracilis, Campylobacter showae

a Campylobacter mucosalis vyzaduji vodik ¢i mravenéany jako zdroj elektronti [2].

Dile jsou bakterie rodu Campylobacter citlivé vici gamma zafeni. Uginek gamma zéafeni
na bakterie zavisi na typu vyrobku. Nejucinnéjsi je toto zatreni na vyrobky s pokojovou
teplotou, méné na chlazené vyrobky a nejméné na mrazené vyrobky. Rod Campylobacter je
na ucinky zareni citlivéjsi nez Salmonella sp. a Listeria monocytogenes, které snesou mno-

hem vétsi davky zateni [1, 2].

Nejodolngjsi ze vSech kampylobakterti je Campylobacter jejuni, nebot’ se velice dobie pfi-
zpusobuje vnéj$im podminkam. TudiZ tento druh pieziva dlouhou dobu mimo hostitele [1,
2].
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2 JEDNOTLIVE DRUHY RODU CAMPYLOBACTER

2.1 Campylobacter fetus

Druh Campylobacter fetus ma s$tihlé zakfivené tyCinky, Siroké 0,2 - 0,3 um a dlouhé
1,5 - 5 um tvaru pismene S. Staré kultury mivaji kulaty nebo kokoidni tvar, ty¢inky mohou
byt v tomto ptipad¢ dlouh¢ az 8 um. Tyto mikroorganismy jsou velice pohyblivé, pohybuji
se bud’ pfimym smérem, nebo spiralovité. Pohyblivost a otaceni bunék je tak rychlé, ze
nekdy dochazi k prehlédnuti jejich zakiiveného tvaru. Nejlépe se pozoruji pod fazovym-

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

Nékteré typy kolonii mzeme najit na agarech urenych k primarni izolaci (Bryner agar).
Campylobacter fetus ma vétSinou hladké, kulaté, mirné vypouklé, bezbarvé az lehce pru-
svitné kolonie s pramérem okolo 0,5 mm. N¢kdy mohou mit primarné izolované kolonie
svétle Sedou az svétle hnédou barvu. Kolonie rostouci na agaru jsou nehemolytické, hladkeé,
kulaté, vypouklé, konvexni, Sedivé nebo bilé s primérem 1 mm. Lesklé kolonie mayji
V priméru 1 mm, jsou kulaté, vypouklé, zrnit¢ a maji zrcadlovy povrch [2]. Drsné kolonie
jsou vzacné, podobné hladkym koloniim, ovSem tyto kolonie jsou zrnité a nepruhledné.

Mukozni kolonie jsou vazké, hladké, podobné lesklym koloniim [16].

Druh Campylobacter fetus roste na médiich obsahujicich 1 - 1,5 % oxidované Zluci
pfi teploté 30 °C. Neroste na médiich, které obsahuji bifenyl-tetrazolium chlorid. Vétsina
kmeni je tolerantni k 0,032% metyloranzi a 0,1% deoxycholatu sodnému. Ackoli dva pod-
druhy Campylobacter fetus souvisi s chorobami zvifat, jejich rozliSeni neni jasné. Klasické
biochemické testy k diferenciaci téchto taxonid prokazuji toleranci ke glycinu a schopnost

produkovat sirovodik [9, 17].
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Campylobacter fetus

Left: [UMU strain, Right: BI815 strain. Campylobacter is comma-like bacterium.
Fragments of flagellum are seen among the bacteria.

Obr. 1. Campylobacter fetus [11].

2.1.1 Campylobacter fetus subsp. fetus

Campylobacter fetus subsp. fetus tvoti hladké, bezbarvé nebo mirné krémové kolonie
0 pruméru 1 mm. Po 6 az 8 denni inkubaci se hladké kolonie stavaji hlenovité. Drsné ko-
lonie jsou kulaté, jemné zrnité, neprithledné, maji bilou az krémovou, nékdy svétle hnédou
barvu. Hladké kolonie v primarnich kulturach nevznikaji. Primarné¢ izolované kolonie jsou

Casto nizké, ploché, Sedavé az Zlutohnédé barvy, prisvitné s nepravidelnym okrajem [9].

Kolonie Campylobacter fetus subsp. fetus jsou na krevnim agaru nehemolytické, hladké,
kulaté, vypouklé, Sedé, bilé¢ az nahnédlé barvy o priméru 1 - 2 mm velké. Kolonie Campy-
lobacter fetus subsp. fetus nejlépe rostou na médiich, kterd obsahuji safranin a 64 mg.l™

cefoperazonu [9, 26]

Campylobacter fetus subsp. fetus je patogenni mikroorganismus, ktery zptsobuje potraty
u ovci a sporadicky i u skotu. U lidi mliZze ob¢as tento mikroorganismus zpusobit gastroin-
testinalni potize. Nakaza se $ifi usty. Nejcastéji je dany druh izolovan z krve, misni tekuti-

ny, mrtvych plodii a z abscesti vétSiny ¢asti lidského téla [2, 7].
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2.1.2 Campylobacter fetus subsp. venerealis

Campylobacter fetus subsp. venerealis ma podobné vlastnosti jako piedchozi Campylobac-
ter fetus subsp. fetus. Campylobacter fetus subsp. venerealis ma tvar velkych spiral
s primérnou vlnovou délkou 2,43 nm a amplitudou 0,73 nm. Ptiblizn¢ 67 % kment roste

na piidach obsahujicich 0,05 % safraninu a 64 mg.1™* cefoperazonu [9].

Campylobacter fetus subsp. venerealis je rovnéz patogenni mikroorganismus pro skot, kra-
liky, morcata, kieCky a zarodky slepiCich vajec. Zpiisobuje potraty a neplodnost u skotu.
Tento mikroorganismus byl izolovan z vaginalniho hlenu nakazenych krav, spermatu

a predkozky bykd, placenty a tkani krav [1, 9, 26].

2.2 Campylobacter coli

Campylobacer coli tvoii malé, zakiivené, tésné navinuté spiraly ve tvaru pismene S ($itka
0,2 - 0,3 um, délka 1,5 - 5 pm) (Obr. 2). Se vzrustajicim vékem nebo vzristajici koncentra-
ci kysliku pfechazi na kokoidni tvar. Kolonie jsou hladké, vypouklé, konvexni, lesklé, 1 - 2

mm velké. Na vlhkych médiich jsou kolonie ploché a sedé [1, 2, 4, 7, 25].

Vétsina kment je nehemolytickd. Kolonie rostou na médiich obsahujicich krev rychleji, ale
krev neni nezbytna pro jejich rist. Bakterie Campylobacter coli rostou na médiich obsahu-

jicich 1 - 1,5 % oxidované zluci, 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 tvoii malé a zakfivené tyCinky, 0,5 um Siroké a 4 um dlouhé, se
zaoblenymi konci, pohybuji se pomoci jednoho polarniho bi¢iku. Kolonie jsou v priméru

1 mm velké, prisvitné, konvexni s rovnymi okraji. Neroste v mikroaerobnim prostiedi
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na agarech v atmosféfe bez vodiku. Pfili$ rychle nerostou na polotekutém mediu (obsahuji-
ci 0,16 % agaru), na vzduchu nebo v atmosféte, ktera obsahuje kyslik, oxid uhli¢ity a dusik
v poméru 5: 10: 85. Anaerobni rust nastdva na médiich, ktera obsahuji formiat a fumarat.
Formiat se oxiduje na vodik, oxid uhli¢ity a fumarat je redukovan sukcinatem, ktery se

hromadi v mediu. Rist je stimulovan dusi¢nany, formiaty a fumaraty [18].

Kmeny nerostou na MacConkey agaru nebo na agarech, které obsahuji 3,5 % NacCl,
32 mg.I"* cefalotoninu, 64 mg.I" cefoperazonu nebo 0,04 % bifenyl tetrazolia chloridu.
70 - 80 % kmend produkuje alkalické fosfatasy a rostou na médiich s obsahem 0,032 %
metyloranze a 0,05 % NaCl. 14 - 29 % kment roste v pfitomnosti 0,01 % Janusovy zelené
a 0,005 % fuchsinu [9].

Tento druh je fenotypové odlisSny, tudiz je jeho kone¢na identifikace odlisnd. Tyto mikro-
organismy byly izolovany z dasnovych trhlin, kde zptisobuje zanét ozubice, a tudiz dochazi
K jeji degeneraci, dale byl izolovan z lidskych vykald, lidské krve a lidského zaludku a jic-
nu [9].

2.4 Campylobacter curvus

Campylobacter curvus tvoii malé a zaktivené ty¢inky, 0,5 - 1 um Siroké a 2 - 6 um dlouhé,
se zaoblenymi nebo zUZenymi konci. Buiiky mohou mit rovné€z rovny nebo Sikmy tvar.
Na kazdém konci buiiky je membrana, ktera tvori ¢epi¢ku. Pohybuji se pomoci jednoho
polarniho nebo bipolarniho bi¢iku. Kolonie jsou prlsvitné a rostou predevSim na agaru,
ktery obsahuje krev. Kolonie maji rizné velikosti v priméru mohou mit od 1 mm az po 5

mm [9, 19].

Kolonie nerostou Vv mikroaerobnim prostiedi a v atmosféfe, ktera neobsahuje vodik.
Ve vzduchu, ktery je obohacen o oxid uhli¢ity nebo v atmosféte, ktera obsahuje kyslik,
oxid uhli¢ity a dusik v poméru 5: 10: 85 nerostou pfili§ rychle. Anaerobni riist nastava na
agaru, ktery je obohacen o formiat s fumaratem. Vodik s formiatem slouzi jako zdroj ener-
gie. Formiat se oxiduje na vodik a oxid uhli¢ity, fumarat se redukuje na sukcinat. Fumarat,

dusi¢nany, aspartat, asparagin a malat slouzi jako elektronové akceptory [19].

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

Témék 80 % kmenii roste na médiich, ktera obsahuji 64 mg.I" cefoperazonu, 0,1 % manga-
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nistanu draselného a 0,01 % Janusovy zelené. Alkalické fosfatasy byly zjiStény u 40 %
kmeni [9].

2.5 Campylobacter gracilis

Druh Camyplobacter gracilis tvoti rovné a pomérné malé tycinky, 0,4 um Siroké a 4 - 6 um
dlouhé se zaoblenymi nebo konickymi konci. Jsou nepohyblivé. V buiikach tohoto druhu
byly pozorovany intracytoplazmatické inkluze o velikosti 40 nm, které jsou vazané na
membranu. Kolonie jsou prusvitné, rostou na krevnim agaru. Kolonie maji velikost 1 - 5

mm v praméru [9, 20].

Optimalné rostou za aerobnich podminek. Za mikroaerobnich podminek nerostou, pokud
atmosféra neobsahuje vodik. Na vzduchu, v atmosféfe obohacené o oxid uhli¢ity
a v atmosféie obsahujici kyslik, oxid uhli¢ity a dusik v poméru 5: 10: 85 nerostou pfili§
rychle, pokud jsou kultivovany na béznych pidach. Anaerobni rist u nich nastava, je-li
v mediu pfitomen formiat s fumaratem. Formiét se oxiduje na vodik, oxid uhli¢ity a fuma-
rat se redukuje na sukcinat. Fumarat, dusi¢nany, dusitany, neutralni ¢erven, aspartat, aspa-
ragin a malat slouZi jako akceptory elektront. Kolonie nerostou v pfitomnosti 0,04 % trife-
nyl-tetrazolium chloridu nebo 64 mg.I"* cefoperazonu. 14 % kmeni roste na padach, které
obsahuji 0,01 % Janusovy zelené. U tohoto kmenu nebyla zjiSténa alkalickd fosfatasa.
Campylobacter gracilis je oxidasa - negativni mikroorganismus, ac¢koliv jeho cytochromy
pfipominaji cytochromy jinych kampylobakterti. Podle Kovacsova testu je ¢innost oxidasy
kampylobakterd spojen s cytochromem c, ktery je pfitomen u vSech kampylobaktert. Vy-
svétleni, pro¢ je oxidasa - negativni pravdépodobné spocivd v tom, Ze reaktant nemulze

projit pies jejich buné¢nou membranu nebo nizky potencial cytochromu ¢ [9, 20].

Skupina mikroorganismii Campylobacter gracilis, které jsou rezistentni vuci Zluci, byla
nedavno prefazena do nového rodu Sutterella. Tato nova taxonomicka skupina je od kam-
pylobakterii odlisna fylogeneticky. Lisi se rozborem mastnych kyselin, dale enzymy dehyd-
rogenas a veétSi odolnosti na nékteré antimikrobni latky. Tato odolnost se stala zdkladem

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

Kmeny tohoto mikroorganismu byly izolovany z dasiiovych $térbin, z infekci napadajicich

hlavu nebo krk, z meékkych tkani, z plic postizenych zapalem a ze zranéni sedaciho nervu.
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Jeho patogenni ucinky jsou vsak podceniovany, protoze je nachazen ve zranénich hlubo-

kych tkédni a mé vysokou rezistenci vici spousté antibiotik [9].

2.6 Campylobacter helveticus

Campylobacter helveticus vytvaii malé zaktivené bunky ve tvaru pismene S, nebo mohou
mit tvar spiralovity, Sifka bun¢k je 0,2 um a délka 1,5 - 3 um. Jsou velice pohyblivé, pohy-
buji se prostfednictvim jednoho bipoladrniho bi¢iku. Kolonie jsou prusvitné, ploché,
V primeéru maji 0,5 mm, rostou prevazné na krevnim agaru po 48 hodinové inkubaci. Mo-
hou se vsak také objevit na vlhkych agarovych plotnach. Rostou v mikroaerobnim prostiedi
za neptitomnosti vodiku. Na vzduchu nebo v atmosféfe obohacené o oxid uhli¢ity rostou
velice pomalu. Tento kmen je fenotypové, genotypove i fylogeneticky podobny Campylo-
bacter upsaliensis. Campylobacter helveticus roste kromé krevniho agaru také na agarech,
které obsahuji Zlu¢, fluorouracil nebo na MacConkeyho agaru. Tento druh je citlivy na an-
tibiotika cefalotonin 32 mg.I™, avsak rezistentni vii&i antibiotiku cefoperazonu 64 mg.I™ [9,
20].

Kmeny byly izolovany z vykalt kocek, v mensi mife z psich vykali. U téchto mikroorga-

nismi neni znama patogenita [20].

2.7 Campylobacter hominis

Campylobacter hominis tvofi malé a rovné buiky s tupymi konci, nepohyblivé, Siroké
0,25 - 0,5 pm a dlouhé 0,5 - 1,8 um, po desetidenni inkubaci. Byly vSak izolovany buiiky,
které byly pouze 4,8 um Siroké a 1,0 um dlouhé s nepravidelnou strukturou a jednim bici-
kem. Podle Graye jsou kolonie konvexni, uplné a nepravidelné rostouci na krevnim agaru.
Na zadném agaru nerostou pravidelné. Rostou za anaerobnich podminek pfi teploté 37 °C,
nerostou Vv anaerobiose ani za pokojové teploty. Spatn& rostou v mikroaerobiose s obsahem
vodiku 2 %. V atmosféie obohacené o oxid uhli¢ity a v atmosféfe obsahujici 5 % kysliku,
10 % dusiku a 85 % oxidu uhli¢itého rostou velice pomalu. Kolonie rostou v pfitomnosti

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

Alkalicka fosfatasa nebyla u tohoto kmenu zjist€éna. Kmeny byly izolovany
z asymptomatickych lidskych vykali, patogenita neni znama [9, 20].
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2.8 Campylobacter hyointestinalis

Campylobacter hyointestinalis ma tvar zakfivenych ty¢inek, ma jeden bipolarni bicik a
pohybuje se pro n¢ho charakteristickym pohybem. Byly vsak také pozorovany bunky, které
mély dva bi¢iky na jednom konci. Siika bun&k je 0,2 - 0,5 um a délka bunék je 1,2 - 2,5
um. Na starych koloniich maji vldknitou formu. Po 48 hodinové inkubaci jsou kolonie
Vv priméru 1,5 - 2,0 mm velké, maji kruhovy tvar, jsou konvexni, na vlhkych agarech ne-

tvori shluky, maji charakteristickou $pinavou nazloutlou barvu a jsou mirné mukosni [20].

Pokud jsou péstovany na krevnim agaru, nékteré kolonie rostou za mikroaerobnich podmi-
nek bez vodiku. Mnoho z bunék je slabé hemolytickych, coz je obvykle doprovazeno slabé
nazelenalym odstinem kolem kolonii. Kmeny rostou v ptitomnosti 1,0% zluci a 0,032%

metyloranze. Vé&tina kmend jsou citlivé na cefalotonin (32 mg.I™) [9].

Elektroforeticka analyza proteinti bunék ukazala zna¢nou rozmanitost v ramci tohoto druhu

a zaroven se tato analyza ukazala jako uzite¢na metoda typizace [9].

Kmeny byly izolovany ze stiev prasat, kieckil, zaludku prasat, skotu, jelent a lidskych vy-
kalt. Tyto kmeny mohou byt spojeny se zanéty sliznice tenkého stfeva. Patogenita neni u

tohoto kmenu znama [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 pfitomnosti 0,01% Janusovy
zelené, vétSina kmentl roste v ptfitomnosti 1,5% Zluci. Nebyla zde prokdzana alkalické fos-
fatasa. Kmeny byly izolovany ze stiev prasat, kiecki a jelenti, dale z lidskych vykalt. Pato-
genita nebyla prokazana, tento poddruh vSak mize byt spojen se zanéty sliznice tenkého

stieva a prujmy u zvitat a lidi [20].

2.8.2 Campylobacter hyoitestinalis subsp. lawsonii

Campylobacter hyointestinalis subsp. lawsonii ma spiralovity tvar zahnuté tyce, 0,2 um
Siroké a 1,42 um dlouhé. Morfologii a vlastnosti ma stejné jako Campylobacter hyointesti-
nalis. Jen asi 11 % kment roste na 1,5% Zlucovych agarech. Alkalicka fosfatasa byla pro-
kazéna u 22 % kment, 44 % kment miZe rist na 0,01% Janusovém mediu. Kmeny byly

izolovany ze zaludku prasat. Patogenita nebyla prokazana [9, 20].
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2.9 Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni ma tvar pevné stocenych spiral nebo jsou stocené ve tvaru pismene S
(Obr. 3), se vzrustajicim vékem nebo piitomnosti vétsStho mnozstvi toxického kysliku se
méni na kokoidni formu. Pozorovani pod elektronovym mikroskopem ukézala také prsten-
covity tvar, ktery je pravdépodobné pfechodnym tvarem ze spirdlovitého tvaru na kokoidni
tvar. Vétsina kment je hemolyticka a roste na krevnim agaru. U Campylobacter jejuni jsou
pozorovany dva typy kolonii. Jedny kolonie jsou malé, ploché, Sedavé, jemné zrnité, pra-
svitné s nepravidelnym okrajem a s tendeci ke splyvani kolonii. Druhy typ kolonii je kulaty
svelikosti 1 - 2 mm, kolonie jsou vyvySené, prusvitné, lesklé, hladké, vypouklé
S prusvitnymi okraji a tmav§im neprihlednym stfedem [1, 2, 6, 9]. Tento druh 1ze celkem
snadno rozpoznat od ostatnich diky jeho schopnosti hydrolysy hippuratu, rezistenci

k cefalotoninu a citlivosti k nalidixové kyseling [7].

Vétsina kment je slabé hemolytickd, rostouci na krevnim agaru. Hemolytickou vlastnost
ovliviiuje slozeni pudy, jeji pH, slozeni atmosféry, teplota a délka inkubace. Hemolyticka
aktivita byla zaznamenéna u krélikl, ovei, koz, koni, skotu, kufat a dokonce i u lidi [26,

30].

Vsechny kmeny rostou v pfitomnosti 1,0% zluéi. Pohybuji se pomoci jediného polarniho

biciku, na jednom nebo obou koncich buiiky, ktery je dilezitym faktorem virulence travici-

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. Bunééné stény tohoto mikroorganismu obsahuji bud’ pouze D - galakto-
su, nebo D - galaktosu a D - glukosu, nebo jen D - manosu. Kmeny rostou na agarech ob-
sahujicich 1,0% zlu¢ a 0,02% safranin. Redukce a tolerance 0,04% trifenyl - tetrazolia
chloridu je u 90 % kment. 90 - 95 % kmeni roste v pritomnosti 100 mg.1™" 5 - flouracilu

a 32 mg.I" cefalotinu [9].

Campylobacter jejuni subsp. jejuni je patogenni, zpisObuje potraty u ovci a koz. U zvitat
muze také zplsobovat prijmy a u ptaki je spojovan se zanéty jater. U lidi je povaZzovan
jako jedna z nejcastéjSich pii¢in bakterialnich gastroenteritid, sepsi a potratt. Infekce né-
kterymi kmeny Campylobacter jejuni subsp. jejuni muze byt predisponujici faktor
k rozvoji neurologickych poruch jako je Guillain - Barré syndrom a Miller - Fishertv syn-
drom. Za mechanismus patogeneze se povazuji mimikry, které zplsobuji pravé tyto poru-
chy nervového systému, které se podobaji lidskym ganglioniim. Kmeny tohoto mikroorga-

nismu byly také nalezeny ve stievni mikroflofe driibeze, prasat, pst a kralikt [1, 2].

2.9.2 Campylobacter jejuni subsp. doylei

Bunky Campylobacter jejuni subsp. doylei mizou byt spiralovité ve tvaru pismene
S nebo mohou mit rovny tyCovity tvar. Kultury ¢asto prokazuji pleomorfismus, ktery se
zvysSuje s vékem. Kolonie jsou Sedé, 1 mm velké, hladké, lesklé, po 2 - 3 dennim riistu
na krevnim agaru jsou konvexni. Optimalni teplota rtstu je 35 - 37 °C, pfi teploté 42 °C
rostou velice $patn€. Rostou v pfitomnosti 0,04% trifenyl-tetrazolia chloridu. Na pudach,
které obsahuji 0,02% safranin nebo 32 mg.l'l cefalotoninu, nerostou viibec. Patogenita ne-
byla prokdzana, kmen byl vSak izolovan ze Zalude¢nich viedi, prijmi, krve lidi, zejména

dati [9].
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3 ZDROJE NAKAZY BAKTERIEMI RODU CAMPYLOBACTER

Bakterie rodu Campylobacter byvaji asto izolovany z vody, ktera patii mezi zdroje naka-
zy. Taktéz velka spousta zvifat muze byt zdrojem nakazy bakteriemi Campylobacter jejuni
pro ¢lovéka. Mezi tato zvitata patii kralici, hlodavci, divoci ptaci, ovee, koné, kravy, prasa-
ta a driibez (Obr. 4). Zdrojem infekce miize byt také maso, masné vyrobky, syrové nebo
nedostatené tepeln¢ upravené mléko, zelenina, Ustfice, houby, krabi, hiebenatky a slavky
[3, 10]. Diky vysoké optimalni teploté rastu jsou Campylobacter jeuni a Campylobacter
coli schopny adaptace na vyssi télesnou teplotu ptakd. I kdyz se zda, ze tyto kampylobakte-
ry nedokazi ptfezit mimo t¢lo hostitele, mohou byt bézné izolovany z povrchovych vod.
Védecky vyzkum v Norsku ukazal, ze bakterie Campylobacter jejuni, Campylobacter coli
a Campylobacter laridis jsou schopny ptezit v nechlorované vodé pfi teploté 4 °C 15 dni,
pii teploté¢ 12 °C 10 dni a ve znecisténé vod¢ jsou pii 12 °C schopny piezit az 12 dni [2,
10]. Ani za neptiznivych podminek prostiedi neztraci bakterie rodu Campylobacter schop-

nost infekce [10].

Campylobacter jejuni se ve vod¢ vyskytuje také v neucinné formé, coz je ,,zivotaschopny,
ale nekultivovatelny* stav. Tedy za nepiiznivych podminek zlstava mikroorganismus ned-
¢inny a nao¢kovat ho na Zivnou pudu je velice slozité. Uloha téchto forem mikroorganis-

mu, jako zdroje infekce pro ¢lovéka, neni dosud zndma [1].
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Druh Zdroj Omemo méni
lovék Zvifata
C. canadensis jefab bélohibety (Grus ? ?
americand)
C coli prase, dribeZ, skot, avee gastroententis, septikémie gastroententis
ptaci

C. concisus Elovék namoci disni, gastroentenitis Zadné
C. curvus lovék namoct disni. sastroententis Zadné
C. fetus subsp fefus skot, ovee gasgtroenteritis, septikémie, spontant aborty skotu

potrat a oved
C. fefus nubsp veneralis skot septilcémie mfekini sterilita skotu
C. gracilis Elovék namoct disni, anpyeama, Zadne

abseces
C. halveticus kocka, pes #adné gastrosnteritis
C. hominiz Elovek gastroantentis 7
C. hyointastinalis subsp. prase, skot, kfzcek, gastroenterntis ententis prasat a skotu
Fvoitestinalis vysoka zvef
C. hyointastinalis subsp. prase Zadne ?
lawsonii
C. isulaenigrae tulefi. svifmcha Zadné Fadné
C. jefumi subsp. doylei Elovék gastroentenitis, gastritis, Zadné

C. feftmi subsp. jefuni

C. leprienae
C. lari

C. mucozaliz

C. recius
C. showae
C. sputorumbv. Faecalis

C. sputorumby. Sputonam
C. upsaliensis

dribeZ, prase, skot, ovce pes,
kocka

zkot. praze. clovék
ptaci, pes, kotka, opice,
koné, tulen, voda

prase

tlovek

Elovek

ovee, skot

Elovek. doot. prase
pes, koéka

septikémie

gastroententis, septikémie,
meningitis, potrat, proctitis,
Gullain-Barré syndrom
Fidné

gastroenteritis, septikéanie

Zadne

namnoci disn

nemoci dasmi

Fadné

gasroenteritis. absces
gastroententis, septikémie,
absces

gastroenteritis, hepatitida
ptaki

ZFadneé
gastroenteritiz ptakn

nekrotizujicd entaritis

a ileitis prasat

Zidné

Zadne

Zidné

Zadne

gastroenteritis psi a kodek

Obr. 4. Zdroj a onemocnéni vyvoland nebo indukovana jednotlivymi druhy rodu Campylo-

bacter [8].

Od roku 1978 do roku 1996 bylo v Centru pro kontrolu a prevenci nemoci ve Spojenych

statech americkych hlaSeno 111 pfipadli ohnisek stfevniho kataru zptisobeného bakterii

Campylobacter. Tato ohniska postihla 9 913 jedinct. Zdroj nakazy enteritid se za posled-

nich dvacet let zménil. Zatimco mezi léty 1978 az 1987 byla ve vice nez poloving ptipadi

zjisténa nakaza z vody nebo nepasterizovaného mléka, mezi 1éty 1988 a 1996 bylo ve vice

nez 80 % ptipadil jako zdroj ndkazy zjisténo dribezi a hovézi maso. V prabéhu 10 let, od

roku 1981 do roku 1990 bylo hlaseno 20 ohnisek nakazy a nakazeno bylo 1 013 jedinc.
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Vétsinu tvorily déti, které se nakazily nejCastéji na mléénych farmach, pfitom G¢innost na-

kazy byla 45 % [2].

Sezonni rozlozeni ohnisek je ponékud odlisné od ojedinélych piipadi. MIé¢na a vodni oh-
niska se nejcasteji vyskytuji na jafe a na podzim, v letnich mésicich se vyskytuji spise oje-
din¢lé piipady. V letnim obdobi je nejcastéjSim zdrojem nékazy predevsim dritbezi maso,

které je nedostatecné tepelné opracovano [34].

I kdyz Campylobacter nevytvati infekéni ohniska ¢asto, ve Spojenych statech americkych
je hlavni pti¢inou onemocnéni z potravin [34]. V roce 1995, vyvinulo Centrum pro kontro-
lu a prevenci nemoci, ministerstvo zemé&d¢€lstvi Spojenych statti americkych a Sprava fizeni
potravin a navykovych latek Spojenych statti americkych systém, pro aktivni dozor nemoci
pochazejicich z potravin, véetné infekci zpisobenych Campylobacter, nazvany Sit’ aktivni-

ho dozoru nemoci z potravin, také znamy spise jako FoodNet [2].

Z nejruzngjsich dat, vCetné dat z FoodNet a Americké scitaci kancelate, vyplyva, ze kaz-
dym rokem je v USA kolem 2,4 miliont lidi nakazeno bakterii Campylobacter. VVzhledem
k tomu, Ze kampylobakteriosa je samolikvidni nemoc, 1ze pocet skute¢né nakazenych jen
odhadnout. Podobny vyskyt kampylobakteriosy je ve Velké Britanii a v jinych rozvinutych
zemich [3, 10].

Ve Spojenych statech americkych a v Evropé byl z vepfového a driibeziho masa izolovan
novy rod Arcobacter, ktery pravdépodobné taktéz zplisobuje prijmova onemocnéni. Fyzio-
logicky se vSak rod Arcobacter vyrazné lisi od rodt Campylobacter a Helicobacter. Spoji-

tost mezi prijmovymi onemocnénimi a Arcobacter nebyla stoprocentné prokazana [3, 10].
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4 KAMPYLOBAKTERIOSA

Campylobacter jejuni a Camopylobacter coli zptsobuji nemoc zvanou kampylobakteriosa
(Obr. 5), (Tab. 1, 2, 3). Inkubac¢ni doba téchto kampylobakterti je 1 - 11 dni, nejCastéji se
vSak pohybuje mezi tfemi az péti dny. Hlavni symptomy kampylobakteriosy jsou silné bo-
lest v dutiné bfisni a nasledny prtijem. Projevem této nemoci jsou velice vodnaté, krvaveé,
pachnouci a dysenterické prajmy (obsah 10° - 10° bungk.g™). Samotny pritjem trva p¥ibliz-
n¢ jeden tyden, avSak obCas se vraci. Obcasné prijymy pretrvavaji 2 az 3 tydny. Bolest
V dutiné biiSni mlze byt Vv nékterych piipadech nepietrzitd a intenzivni, dokonce miize
komplikovat pribéh nemoci tim, Ze se $ifi do pravé kycelni jamky. U 15 % pacientd se po
1 - 2 dnech objevuji krvavé prujmy. Dal$imi piiznaky kampylobakteriosy jsou horecka,
bolest hlavy, nevolnost, zvraceni, zavrat' a svalova bolest [4, 6]. Ponékud odlisny je pru-
béh kampylobakteriosy u déti, ¢asto se vyskytuje zvraceni, naopak horecka se vyskytuje
malo. Krev ve stolici je charakteristickd hlavné u déti do 1 roku, kdy se vyskytuje u 92 %
piipadu kampylobakteriosy [4].

Umirti, ktera mizeme piisoudit infekci Campylobacter jejuni a Campylobacter coli, jsou
velice vzacna [4]. Samotna kampylobakteriosa neni zivotu ptili§ nebezpecnd, mnohem za-
vaznéj$i jsou jeji komplikace. Piipadnymi komplikacemi mohou byt zanét tthového vacku,
infekce mocovych cest, zanét mozkovych blan, zanét vnitini vystelky srdce, zanét pobfisni-
ce, rudnuti kiize, akutni zanét slinivky bfisni, potrat, novorozenecké sepse, zadnét kloubti
a Guillan - Barré syndrom (zanét periferni nervové soustavy) [1, 8, 9]. Guillan - Barré syn-
drom se projevuje poruchami smysli, silnou bolesti, ochabnutim dychacich svala a slabosti
dolnich i hornich koncetin. Tento syndrom se projevuje jako sled nakaz zpisobenych
Campylobacter jejuni [29]. Imunitni odpovéd’ na tento syndrom pravdépodobné zprostied-
kovévaji bakterialni lipopolysacharidy. Tyto protilatky pfijimaji nejen lipopolysacharidy
hostitelské buriky, ale dokonce periferni nervové tkané. Toto je pravdépodobné hlavni cesta

mechanismu Guillan - Barré syndromu pfivozeného bakterii Campylobacter [19].
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Kampylobakterioza — pocty infekei u lidi'v
CR (SzU Praha — EPIDAT)
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Obr. 5. Kampylobakteriosa — pocty infekci u lidi v CR [23].

Tab. 1. Kampylobakteriosa — nemocnost v CR a ve sledovanych regionech v letech 1999-2001 [14].

2001 2000 1999
Rok pocet piipadu nemocnost na pocet piipadu nemocnost na nemocnost na
100 000 obyvatel 100 000 obyvatel 100 000 obyvatel

Benesov 361 407 300 338 31
Brno 2313 606 1546 403 265
C.Budgjovice 305 171 267 150 82
H.Kralové 73 45 59 37 25
Jablonec n. N. 0 0 0 0 0
Ostrava 1173 366 812 253 180
Plzei 751 450 489 292 87
Praha 2771 235 2989 251 133
Sumperk 182 143 20 71 61
Ustin.L. 143 121 154 130 54
Znojmo 133 116 99 87 99
Zd4rn.S. 238 189 232 184 64
CR 21653 210 16 916 164 95
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Tab. 2. Kampylobakteriosa - distribuce v CR a vybranych regionech podle po-
hlavi v obdobr 1998-2001 [14].
Region 1998 1999 2000 2001
muzi Zeny | muzi | zeny | muzi | zeny | muzi | zeny
Brno 317 265 | 208 | 188 | 805 | 741 | 1192 | 1121
C.Budgjovice| 56 58 47 42 136 | 131 | 161 | 144
Ostrava| 205 173 157 165 397 415 600 573
Plzeti 61 49 43 37 235 | 254 | 391 | 360
Praha| 228 163 38 31 | 1595 | 1394 | 1440 | 1331
Zd4r n.Sazavou| 98 82 126 86 120 | 112 | 138 | 100
CR 3049 | 2493 | 1967 | 1656 | 8840 | 8076 | 11396| 10 257
Tab. 3. Kampylobakteriosa — vékova distribuce v roce 2001 [14].
Vékové skupiny | CR Praha Brno Ostrava
2000 2001 2000 2001 2000 2001 2000 2001
0 722 862 97 105 49 73 27 42
1-4 3485 4 458 444 456 238 316 104 143
5-9 2239 2743 334 292 196 233 92 115
10-14 1636 1988 325 201 157 196 75 139
15-19 1571 1984 360 280 141 219 65 115
20-24 1842 2330 410 353 214 318 119 148
25-34 2122 2912 451 467 219 391 123 213
35-44 1051 1345 167 172 90 173 76 110
45-54 939 1242 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 16961| 21653| 2989 2771 1546 2313 812 1173

4.1 Infekcni davka

Campylobacter jejuni je citlivy na nizké pH, tudiz kyselost zaludku zabiji vétSinu kampy-

lobakterd. Avsak infekéni davka Campylobacter jejuni neni vysoka, je to méné nez

1 000 bungk.g” organismu. Infekéni davka zavisi na mnoha faktorech, jako je virulence

kmene, potravina, ve které byl mikroorganismus pfenesen do organismu, citlivost jedince
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aj. Mezi nejcitlivéjsi jedince patii déti od 1 do 4 let a mladi lidé ve véku 15 - 24 let. Schop-
nost vyvolat infekci se mezi kmeny 1i§i. U kmene A3249 onemocnélo 18 % dobrovolnikil
pii 108 KTJ, ale pii ndkaze jinym kmenem (81 - 176) onemocnélo 49 % dobrovolniki pii
stejném mnozstvi KTJ [2]. Po vypuknuti kampylobakteriosy u dobrovolnikii pii poziti sy-
rového mléka se pocet nemocnych a zavaznost onemocnéni zvySovala se vzristajicim
mnozstvim konzumovaného mléka (do organismu se dostavalo vic a vic kampylobaktert).
Kampylobakteriosa je stale vice se rozsSifujici nemoc alimentarniho ptivodu zptsobena mi-
kroorganismy (Obr. 6). V poslednich letech dokonce predbéhla dosud nejrozsifenéjsi ne-

moc zpusobenou nakazou z potravin - salmonelosu [10].

B =amonsldza 11 00F

B E=mpvlobaktendea /20 175

[ jin® bakteriflng stfevnd iafakce £ 3 305
O vitovrs stfevnd infakea /6 639

B sastroemtesitida vz, iafekin /2 883
[ shigaloza / 220

B jiné bakteridin intoxikace /34

B tofios a pamtvis / 6

Obr. 6. Vyskyt alimentdarnich onemocnéni v CR v roce 2008 [15].

4.2 Lécba kampylobakteriosy

Campylobacter jejuni a Campylobacter coli jsou citlivé na fadu antibiotik, jako jsou mak-
rolidy, fluorochinolony, aminoglykosidy, chloramfenikol a v mensi mife tetracyklin. Pro
1é¢bu travici soustavy napadené Campylobacter jejuni se pouziva erytromycin, dobrou al-
ternativou je také ciproflaxin. Pii v¢asné 1é¢bé infekce Campylobacter erytromycinem nebo
ciprofloxacinem je velka Sance na odstranéni kampylobakterti ze stolice. Taktéz se muze

zkréatit doba ptiznakl spojenych s infekei [2, 6].

Campylobacter jejuni je obecné nachylny k erytromycinu se stupném rezistence 5 %. Stu-
pen rezistence vuéi erytromycinu u Campylobacter coli se podle riznych studii 1isi az
0 80 %. PtestoZe je ciprofloxacin G¢inny v 1é€bé kampylobakteriosy, objevily se rezistentni

kmeny. Tato rezistence miize byt spojend s pouzivanim podobnych antibiotik, jako jsou
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fluorochinolony napft. u driibeze. Centrum potravin a Iékl pro veterinarni Iékafstvi ve Spo-

jenych statech americkych navrhl zakaz pouzivéani fluorochinolont [8, 9].

4.3 Rezistence kampylobakteru viici antibiotikiim

Frekvence rezistence kampylobakterd vii¢i antibiotikiim se u pacientl trpicich akutni kam-
pylobakteriosou zvysuje jak v rozvinutych, tak v rozvojovych zemich. Odolnost kampylo-
bakterti vici fad¢ antibiotik byla dokazana Piddockem. Napftiklad v Thajsku se rezistence
kampylobaktert vici antibiotiku fluorochinolonu zvysila z 0 % na 84 % za téméf 5 let.
Tato odolnost mikroorganismu je zpuisobena pouzivanim antibiotik ve veterinarni mediciné
jako ochranného a stimulujiciho prostfedku v chovu zvifat. Rezistentni kmeny Campylo-
bacter zpusobuji problémy prodluzovanim doby 1é¢by kampylobakteriosy a ohrozuji tak

pacienty trpici touto nemoci [1, 2].

I pies nedostatek daji o molekularni patogenezi kampylobakterd se piedpoklada, Zze anti-
bioticka rezistence je zprostfedkovand chromosomalné nebo pomoci plasmidi. Byla testo-
vana citlivost termofilnich kampylobakteri izolovanych z environmentalnich vzorkd.
U Campylobacter jejuni byla zjisténa souvislost mezi pfitomnosti plasmidu a jeho rezisten-
ci vuci antibiotikim. Napiiklad odolnost Campylobacter jejuni a Campylobacter coli vi-

¢i tetracyklinu je zprosttedkovana praveé plasmidy [1, 2].

Citlivost Campylobacter jejuni, Campylobacter coli a Campylobacter lari byla hodnocena
metodou diskové difuse. Poté byl danym mikroorganismiim odnat plasmid. Z vysledki
vyplynulo, Ze vSechny tyto izolované kmeny byly citlivé na ciprofloxacin, avSak byly re-
zistentni vici cefotaximu, cephallexinu a ampicilinu. Déle bylo u téchto izolovanych kam-
pylobaktera zjisténo, ze vice nez polovina byla odolna vici chloramfenikolu a erytromyci-
nu. Napiiklad bylo zjisténo, Ze jeden z konzervovanych kmentt Campylobacter jejuni, kon-
krétné kmen F44, byl citlivy na chloramfenikol a odolny vici erytromycinu. Z toho vyply-
nulo, Ze u vétSiny testovanych izolovanych kampylobaktert byla rezistence vii¢i chloram-
fenikolu zprostiedkovana plasmidy a rezistence vici erytromycinu byla zprostfedkovana
chromosomy. Proto jsou geny z plasmida zpusobujici rezistenci kampylobaktert vici né-
kterym antibiotikiim piedavany mezi kampylobaktery. Ty pak zprosttedkovavaji jejich
pfimy pfenos na lidskou populaci, nejcastéji z potravin Zivoc€isného pivodu, a zpiisobuji

rezistenci kmend u lidi nakazenych kampylobaktery [2].
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V oblasti vetejného zdravi vSak vznikaji obavy z kampylobakteri. Dochazi ke vzniku stale
vétsiho poctu rezistentnich kmenti. S timto tématem souvisi stale vétsi mikrobidlni bezpec-
nost potravin. ReSenim omezeni kampylobakteri v potravinach je lep$i monitorovani a

kontrola programti mezi organy veiejného zdravi [29].

4.4 Ostatni nemoci zpisobené kampylobaktery

Kampylobaktery jsou spojeny s nakazami, které pochazeji z potravin véetné téch, které
pochézi z potravy zvifat. Proto vznikaji opatfeni zaméfena na bezpec¢nost potravin, ktera
maji zabranit a snizit predavani kampylobakteriosy a jinych nemoci, ptfedevs§im Guillan -

Barré syndrom [29].

Na rozdil od Campylobacter coli neni Campylobacter fetus subsp. fetus pfili§ spojovan se
sttevnimi potizemi, ale pfedev§im s potraty, zanéty kloubt, zdnéty mozkovych blan, zané-
ty vnitfniho povrchu srdce, mykotickym aneuryzmatem, zanéty zil, zanéty pobfiSnice
a zanéty vejcovodu u lidi [6]. Je velmi malo ptipadd potizi traviciho tustroji zpisobenych
Campylobacter fetus. Tento mikroorganismus totiz roste nejlépe pii 42 °C a tudiz nema
ve stievech optimalni podminky. Neucinngjsi antibiotikum vué¢i Campylobacter fetus je

cefalotin.[9].

4.5 Toxiny produkované kampylobaktery

Pfesny mechanismus, kterym Campylobacter zptisobuje nemoci, neni zcela znam. Byla
popsana a prokazana znacnd invazivnost kampylobaktert v bunéénych kulturach, ve kte-
rych produkuji cytotoxiny nebo toxiny, které jsou podobné toxinu cholery. Role cytotoxinti
a toxinl podobnych cholefe byla zpochybnéna po sestaveni genomu Campylobacter, nebot’
se nepodaftilo identifikovat sekvenci genomu znamych toxini. Jedinou vyjimku tvoii cyto-
letalni (CDT toxin) toxin (Obr. 7), ktery byl v malém poctu objeven také u kment Escheri-
chia coli a Shigella. Existuji vSak dtikazy, ze nékteré rysy nemoci jsou vysledkem zanétlivé
reakce téla [29].

Nékteré z kampylobakteri mohou produkovat enterotoxin (CDT toxin) podobny toxinu
cholery [2, 4]. Vétsina kmentd Campylobacter jejuni se v produkci tohoto enterotoxinu lisi
[2]. Dlikaz vyskytu enterotoxinu poskytuje poSkozeni smycky stieva krali¢tho modelu.

Tyto testované kmeny zplsobuji stfevni krvaceni, otoky a mnozstvi jinych poskozeni.
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Cytolethal distending toxins (CDT), patii mezi toxiny, jenz jsou geneticky piibuzné s bak-
teridlnimi proteinovymi toxiny, které maji schopnost zastavit bunééné mnozeni. Zastaveni
bunééného déleni cytoletalnim toxinem spociva ve schopnosti vyvolat v cilovych burnkach
signalni drdhy. Signalni drdhy brani pfechodu mezi G2 a M fazemi bunécného cyklu.
Z n¢kolika gramnegativnich mikroorganismii produkujicich CDT toxin, v¢etné kampylo-
bakterti, byly odebrany vzorky. Z téchto vzorkl bylo ur¢eno, ze CDT toxin je urCen tfemi
geny (cdtA, cdtB, cdtC), které koduji proteiny (CDT-A, CDT-B, CDT-C), jejichz role neni
dosud potadné znama. CDT-B protein pravdépodobné piedstavuje homologii nékolika sav-
¢ich a bakterialnich fosfodiesteras. Domnéla nukleasova ¢innost CDT-B proteinu vyvolava
aktivaci CDT toxinu na ptechodu G2 a M faze bunééného cyklu. Aktivace CDT toxinu
vyvolava zatim nepopsanou zménu DNA. Efektivni vstup CDT toxinu do bun¢k a nasledna
translokace do jadra, nebyla dosud prokdzana piimymi metodami. Protoze CDT toxin je
pomérné novy a dosud fadné neprostudovany toxin, neni jednoznacné znama jeho role
v mikroorganismu. Diskutuje se o vztahu tohoto toxinu mezi poskozenim DNA a jeho roli

jako jednoho z faktort virulence mikroorganisma [36].

CONTROL CELLS CDT-TREATED CELLS

P
-— pr--ong €
G1 G2 a- COK  a-P-Tyr G1 G2 a-COK  a-P-Tyr
CELL CYCLE CDK1 CELL CYCLE CDK1

Obr. 7. Porovndni kontrolni bunky a burky, u niz byl zaznamendn cytopaticky efekt zpii-
sobeny CDT toxinem [36].
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5 1ZOLACE A IDENTIFIKACE BAKTERII RODU
CAMPYLOBACTER

Jedny z metod izolace kampylobakter jsou kultivace na selektivnich médiich a filtra¢ni
metody. Filtracni metody se pouzivaji predev§im k testovani klinického materidlu diky
obsahu pifevazné vitdlnich bun¢k kampylobakterti. Princip filtracnich metod spociva
Vv pohyblivosti kampylobakteri, které projdou filtrem a oddéli se tak od ostatnich mikroor-
ganismu [7 - 9, 24].

Dalsi moznosti izolace bakterii rodu Campylobacter je pouziti selektivnich ptid. Tato me-
toda se pouziva predevs§im k izolaci kampylobakteri z potravin, surovin pro vyrobu potra-
vin, vody a v neposledni fad¢ ze zivotniho prostfedi. V potravinach a zivotnim prostiedi se
vSak nachazi jen malé pocty téchto bakterii [7 - 9, 24]. VétSinu separaénich metod a Ziv-
nych médii vhodnych pro Campylobacter jeuni lze pouzit i pro Campylobacter coli a Cam-

pylobacter laridis [22].

5.1 Kaultivace na pomnoZovacich médiich

K izolaci kolonii kampylobakterti se pouzivaji selektivni média, ktera slouzi k izolaci i
jinych mikroorganismi. Avsak k izolaci pomérné nizkého poctu kampylobakteri vyskytu-
jicich se v potravinach se vyuZziva nékolik selektivnich medii. Tato selektivni média obsa-
huji antibiotika jako je polymyxin, trimethoprim, vankomycin, colistin, rimfapicin nebo
bacitracin [1, 2, 22]. Vyznam antibiotik v selektivnich ptidach spoc¢iva v tom, Ze podporuji
rast kampylobakterd a zaroven zabranuji ristu nezadoucich mikroorganismi. Polymyxin
zabranuje riistu gramnegativnich bakterii, aZ na bakterie rodu Proteus, z nichZ nékteré vy-
kazuji rezistenci vic¢i polymyxinu. Proto se do ptiid kromé polymyxinu ptfidava trimetho-
prim zabranujici ristu bakterii rodu Proteus. Nékdy se pouziva polymyxin spolu s colisti-
nem, jez ma podobné vlastnosti. Déale obsazeny vankomycin zabranuje rastu grampozitiv-
nich bakterii. Oproti tomu rimfapicin zabraiiuje riistu jak grampozitivnich, tak gramnega-

tivnich bakterii. AvSak antibiotika vankomycin a rimfapicin se nesmi kombinovat [22].

V mnoha piipadech jsou buniky kampylobakterii izolované z potravin smrtelné poskozeny.
Toto poskozeni bunék v potravinach vznika v dusledku nepfiznivych podminek, jako je
mraz, velké sucho nebo horko, dale také v pritomnosti velkého mnozstvi antibiotik, kysliku

a jeho derivatl. Znamena to tedy, ze bunky musi byt nejprve oZiveny na neselektivnich
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pudach po dobu 4 hodin pii teploté 37 °C, aby pak byly schopny rtst na obvyklych selek-
tivnich médiich [1, 2, 22].

Bakterie rodu Campylobacter jsou velice naro¢né na ziviny a piitomnost kysliku, ktery je
pro tyto mikroorganismy toxicky. Proto musi pomnozovaci média obsahovat dostatek zivin
a latek, které dokazi potlacit kyslikové radikaly (krev, aktivni uhli, pyruvat, zelezné soli),
nebo by méla inkubac¢ni atmosféra obsahovat 5 - 6 % kysliku a 10 % oxidu uhli¢itého.
K pomnozovéani kampylobakterti se pouzivaji agary s pifidavkem krve, popfipad¢ bazalni
médium bez krve. Dosud vsak neexistuje zadny vSeobecny zptsob izolace kampylobaktera
z potravin [22]. Navic zadna z uvedenych pomnozovacich pid nepodporuje rust uplné

vsech bakterii rodu Campylobacter [9].

Zaockované pudy se inkubuji pii teploté¢ 35 — 37 °C, ¢imZ se omezuje rust termofilnich

druhti. Termofilni druhy kampylobaktert maji optimum ristu v rozmezi 42 — 43 °C [8, 22].

Hodnota pH vétsSiny pad (Bolton agar, Skirrow agar, Preston agar aj.) pro izolaci kampylo-
bakterii neni stanOvena, ale vétSina pud se blizi pH bazélni pidy, tedy neutralnimu pH.
Hodnotu pH vétsi nez neutralni maji nékteré kapalné pudy napi. Wesley agar, ktery ma
pH 8,0. Nékdy je vysoké pH plidy vyhodou, protoze tim dochéazi k vyrovnavani produkce
kyselin, které podporuji rist kampylobakterti. Tato schopnost piid obohacovat plidy o kyse-

liny zavisi na zkoumané potraviné [28].

5.1.1 Zakladni média

wevr

4

patogeny, jako je naptiklad Brucella. Jednalo se o thioglykolatova média, média s krevnim
zakladem nebo Miller - Hinton bujon. V roce 1982 si Preston a Robertson vybrali Cisty
na ziviny bohaty bujon, ktery se stal zdkladem pro jejich Preston agar. Cilem vytvofeni
tohoto média bylo zjednodusit izolaci kampylobakterti z lidskych a zvitecich vzorkt. Poz-
déji se toto médium zacalo pouzivat také k izolaci kampylobaktert z zivotniho prostiedi

[21, 22].

Zéklad Preston agaru spociva v zivném bujonu, Oxoid CM67, ztuzeném 1,2% agarem
a obohaceném o lysovanou konskou krev [38]. Selektivni inhibi¢ni slozky Preston agaru

jsou polymyxin, rimfapicin, trimethoprim a cykloheximidin. Campylobacter zde vytvari



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

velké, vlhké, Sed¢ zbarvené, ploché kolonie, zatimco vétSina nezddoucich a kontaminuji-
cich organismi je potlacovana. Preston agar je tedy zakladni kapalna i tuhd ptda pro izola-

ci bakterii rodu Campylobacter [21].

Existuji také 1 média k pomozeni kampylobakterti bez krve. Zakladni slozkou téchto medii
je aktivni uhli a pyruvat sodny. Mezi takova média patii CCDA (Charcoal Cefoperazone
Deoxycholate Agar) nebo Karmali agar. Pyruvat ma za kol zvySovat toleranci kment vici
toxickému ucinku kysliku, aktivni uhli zase odstraiiuje osmotické metabolity. Do jinych
pomnozovacich pud se za stejnym ucelem ptidava navic disifi¢itan sodny a siran Zeleznaty

[38].

5.1.2 Krevni média

VétSina krevnich medii obsahuje 5 az 15 % krve. Néktera média pouzivaji defibrinovanou
Krev z riznych zvitat, jina zase pouzivaji lysovanou koniskou krev, ktera je obsazena pouze

v Stelzer - Jacob agaru [22].

Mezi nejvyznamnéjsi krevni agary patii Skirrow agar, ktery byl vytvoten pro izolaci Cam-
pylobacter jejuni a Campylobacter coli z lidskych vykala. Tato puda tak nahradila metodu
selektivni filtrace pies pory o praméru 0,65 um. Selektivni filtrace byla do doby objeveni
Skirrow agaru jedina metoda kizolaci Campylobacter jejuni a Campylobacter coli.
Skirrow agar obsahuje Ziviny a latky vytvatejici idedlni podminky pro rist kampylobakteri
tzn. latky omezujici pfitomnost kysliku a zajistujici dostate¢ny piijem oxidu uhli¢itého.
Selektivni inhibicni slozky této pidy jsou trimethoprim, vankomycin a polymyxin B. Pfi-
davek amfotericinu B a cefalotinu ke zminénym antibiotikim tuto selektivni pidu dale
vylepsil. Tato antibiotika maji za tkol inhibovat doprovodnou mikrofloru [28]. Dale
Skirrow agar obsahuje lysovanou kotiskou krev. Pfitomnost trimethoprimu je dulezita diky
potlaceni riistu gramnegativnich bakterii rodu Proteus [24]. Typické kolonie kampylobak-
terti na Skirrow agaru jsou nasedlé, ¢asto s kovovym leskem, ploché a vlhké, s tendenci se

rozristat. Mohou se rovnéz vyskytovat jiné formy kolonii [25].

Dalsimi krevnimi agary jsou Karmali a Bolton agar. Na Karmali agaru jsou charakteristické
kolonie Sedavé zbarvené, ploché, vlihké, s tendenci se $ifit [25]. Bolton agar je vyznamna
pida z hlediska pomnozovani kampylobakterti, nebot' obsahuje ziviny, které resuscituji

poskozené bunky. Kolonie na Bolton agaru jsou pomérné velké, Sedé, vihké a ploché [28].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

George agar a Hoffmann agar obsahuji latku oznacenou anglickou zkratkou, tzv. FBP
(ferrous — bisulfite - pyruvate). FBP se sklada z kombinace siranu Zeleznatého, disiti¢itanu
sodného a pyruvatu sodného. Koncentrace FBP se pohybuje v rozmezi 0,25 az 0,5 gramt
na litr dané piady. Hlavnim ukolem FBP v selektivnich médiich je oslabeni u¢inku kysliku.
Nékteré pudy ur¢ené k izolaci kampylobaktert obsahuji smés krve a FBP (Gilchrist agar,
Weber agar, Stern agar aj.). VétSina pud vSak obsahuje bud’ jen krev nebo jen FBP [9].
Taktéz se hledaji alternativy krve a FBP, mezi néZ mizeme zaradit hnédé uhli nebo hema-
tin. Jako dalsi alternativni systém objevil Weinrich smés lignitu (z huminové kyseliny) a
0,05% siranu Zeleznatého. Mechanismus Uc¢inku tohoto suplementu neni dodnes jasny, ale

piispiva k neutralizaci peroxidu vodiku, singletového kysliku a iontl superoxidu [22].

5.1.3 Skladovani pud

V roce 1979 Hoffman konstatoval, ze rist kampylobakteri je podstatné snizen, jsou-li
plotny s pidami vystaveny piimému svétlu a zejména vzduchu. Ke stejnym zavérim dosli i
Bolton s Juvenem a Rosenthalem o Sest let pozdé&ji. Pfidanim aerotolerantnich ptipravka do

médii (FBP a krev) se eliminuje kyslik. Uginek t&chto latek viak neni 100% [28].

Preston agar, ktery byva ulozen aerobné pii pokojové teploté, brzdi rist Campylobacter
lari ve vétsi mife nez rist Campylobacter jejuni a Campylobacte coli. Taktéz bylo zjisténo,
ze ztrata vlhkosti naockovanych ploten rovnéz zpisobuje zpomaleni ristu Campylobacter

jejuni a Campylobacte coli.

Plotny, které jsou pfipraveny k o¢kovani kampylobakterti by mély byt pouzity okamzité,
nebo by mély byt uskladnény v temnu za anaerobnich podminek pifi pokojové teploté, ¢i
Vv lednici za aerobnich podminek s preventivnimi opatienimi zabranujicimi dehydrataci.

Maximalni doba skladovani takto pfipravenych ploten je 5 dni [21].

5.2 Identifikace mikroorganismi metodami molekularni biologie

Klasické mikrobiologické metody identifikace maji v nékterych ptipadech jista omezeni.
Tyto metody jsou méné citlivé, maji omezenou schopnost identifikovat Spatné kultivova-
telné ¢i nekultivovatelné mikroorganismy. Biochemické testy vychazejici z fenotypovych

vlastnosti mikroorganismd, proto jsou v nékterych piipadech rovnéz nejednoznaéné. Casto
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dochazi k mylnym zavérim, protoze terénni kmeny a jejich vlastnosti se lis§i od kment

sbirkovych, podle kterych se biochemické testy vyhodnocuji [8].

Tato omezeni lze vyiesit vyuzitim metod molekularni biologie. Metody molekularni biolo-
gie jsou nezavislé na kultivaci a jsou specifické svou vysokou citlivosti, rychlosti a specifi-
tou [8]. Metody molekularni biologie se zakladaji na detekci specifického tiseku DNA ne-
bo RNA pozorovaného mikroorganismu. Molekularni techniky nasly v mikrobiologii své
uplatnéni pfi detekci mikroorganismt, které nemaji piili§ zdlouhavou kultivaci, nekultivo-
vatelnych mikroorganismu, mykobakterii ¢i virti. V potravinaiské mikrobiologii ¢asto vyu-
ziva metod molekularni biologie ke zjisténi piitomnosti uréitych mikroorganismil

V potraving [26].

5.2.1 Identifikace mikroorganismii metodou PCR

PCR neboli polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction) je specialni identi-
fika¢ni metoda, ktera byla objevena v roce 1983 Karry Mullitem. Jiz v roce 1985 byla vy-
dana prvni odborna publikace, ve které byla poprvé pouzita metoda PCR. PCR je zakladni
pouzivand molekularni metoda, ktera spociva v identifikaci gend. Pouziti druhové i rodové

specifickych PCR umoznuje spravnou identifikaci mikroorganismu [25, 27].

Tato metoda umoziuje in vitro zmnozeni daného tiseku DNA bez ptitomnosti zivych orga-
nismu. Podstatou metody PCR je opakujici se enzymova syntéza novych fetézci vybranych
usekli dvoufetézové DNA, ke které dochazi po piipojeni dvou primert vazajicich se na
protilehlé fetézce DNA tak, Ze jejich 3" OH-konce smétuji proti sobé [37]. Jako primery se
pouzivaji dva uméle pfipravené kratké oligonukleotidy o piiblizné délce 18 — 30 bazi. Oli-
gonukleotidy jsou odvozené z koncovych sekvenci uréenych k amplifikaci [27, 37]. Je tie-
ba navrhnout vhodny pér primerd, pomoci n¢hoZ se bude amplifikovat konkrétni pozado-
vany usek templatové DNA. Primery jsou chemicky syntetizované sekvence, komplemen-
tarni k ur¢itym usektim na obou fetézcich molekuly DNA. Je potieba zajistit, aby pii navr-
hu primert tyto primery hybridizovaly jen s ucelenou sekvenci DNA pfi stejné teploté. Ty-
to dva primery musi mit stejnou nebo témef stejnou teplotu tani. Teplota tdni zavisi na mo-
lekulové délce a na poméru A - T a C - G para v poradi. Teplotu tani daného potadi prime-
ri je mozno urcovat experimentalné nebo vypoctem. Idedlni par primerii je v soucasnosti

mozno ur¢it pomoci modernich poc¢itacovych programi [30].
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V metod¢ PCR se pouzivaji termostabilni polymerasy. Termostabilni polymerasy jsou en-
zymy izolované z termofilnich bakterii, které ziji v hlubokych mofich blizko podmotskych
sopek. Diky jejich bilkovinné struktufe odolavaji urcitou dobu i teplotam kolem 95 °C.
Nejbéznéji se vyuziva Taq polymerasa, ktera je izolovana z bakterie Thermus aquaticus
[25, 27]. Taq polymerasy odolavaji teplotam, pii nichz DNA denaturuje. Odolnost Tag
polymerasy vic¢i denaturujicim teplotdm umoziuje priabeéh syntézy DNA v opakujicich se

cyklech, pfi nichz se v zavislosti na teploté reakéni smési pravidelné stiidaji 3 kroky [37]:
1. denaturace dvoutetézovych molekul DNA, pfi teploté 94 — 98 °C,

2. ptipojeni primerd k oddélenym DNA — fetézcim, pfi teploté 30 — 65 °C,

3. polymerizaéni reakce, pii teploté 65 — 75 °C.

Jeden cyklus trva zhruba 5 minut a cela technika byla zautomatizovana. V soucasnosti je
mozno naklonovat fragment DNA bez pouziti buné¢k béhem nékolika hodin na rozdil
od nékolikadenniho standardniho postupu. Z celé molekuly DNA, ktera je pouzita k reakci,
je zmozen pouze Usek mezi primery, protoze DNA — polymerasa pro zahéjeni replikace

na jiném misté chybi [27].

Termocykler je zatizeni (Obr. 8), pomoci néhoz miizeme tidit cyklické zmény teplot reak¢-
ni smési v ur€itych ¢asovych intervalech [27, 37]. Teplota termocykleru je fizena uzivate-
lem a zkumavky s reakéni smési jsou v tomto zafizeni ulozeny v kovovém bloku. Aby do-
chazelo k rychlé zméné teplot, probihaji reakce v mikrozkumavce. Pro zabranéni brzké

aktivity Taq polymerasy se reakéni smés pripravuje na ledu [27].

Obr. 8. DNA Engine® Peltier Thermal Cycler [32].
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Podle délky amfiplikovaného tiseku DNA a konkrétni sekvence primert se optimalizuje
pfesna teplota a doba trvani jednotlivych krokli syntézy DNA. K zahéjeni reakce staci pou-
ze malé mnozstvi vychozich molekul DNA. Teoreticky by stac¢ila pouze jedna. Ke zdvojna-
sobeni a poté exponencialnimu nértstu poctu pozadovanych usekit na DNA dochézi v pri-
béhu 20 — 30 cykla [37]. Pro dosazeni pievazujiciho produktu reakce, tzn. vzniku molekul
stejné sekvence a stejné délky, je potfeba, aby primery nasedaly jen na vybrané sekvence
DNA. Vzniklé molekuly stejné délky a stejné sekvence se budou pii déleni v gelu pohybo-
vat rovnomérnou rychlosti a po jejich obarveni je zobrazen jeden urcity fragment, jehoz
molekulova hmotnost odpovida predpokladané délce sekvence DNA pfi srovnani se stan-

dardem [31].
Stanoveni vyslednych fragmentl v reakéni smési se prokazuje [37]:
1. stanovenim jejich velikosti elektroforesou v polyakrylamidovém nebo agar6zovém gelu,

2. Southernovou hybridizaci se znac¢enou sondou komplementarni k ¢asti sekvence amfi-

plikovaného useku,
3. stanovenim sekvence DNA.

Diky PCR je taktéz mozné detekovat rozlisné polymorfismy DNA ve vztahu k chorobam,
Které jsou geneticky podminéné [31]. Celkové lze fici, Ze techniky, které jsou zalozené
na PCR, nasly v molekularni biologii velké uplatnéni diky své citlivosti a jednoduchosti.
Diky témto vlastnostem, nahradily PCR techniky v mnoha ptipadech rtizné postupy, které
jsou zaloZené na klonovani DNA ve vektorech. PCR techniky se pouZivaji zejména pro
detekci mutaci, identifikaci bakterialnich a virovych patogenu, klonovani a vyhledavani

specifickych sekvenci, ur¢eni typu nadort, v soudnim 1ékaftstvi atd. [37].

Metoda PCR, diky své citlivosti, dokaze detekovat virové infekce jiz v pocatecnich stadi-
ich. Jako primery se pfi této reakci pouZivaji kratké useky DNA odvozené z virové sekven-
ce apo né€kolikanasobném zmnoZzeni lze dokazat pfitomnost ¢i absenci i jediné kopie
v malém vzorku krve. Pro vétsinu virovych infekci je PCR nejcitlivéjsi metodou urceni

viru, zalozenou na pouziti protilatek, namifenych proti plastovym proteintim viru [27].

5.2.2 Modifikace PCR

1. obracena neboli inverzni PCR (IPCR) - pomoci IPCR Ize amplifikovat tiseky DNA o

neznamé sekvenci, kterd ohranicuje na obou koncich DNA o znamé sekvenci,
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2. zpétna neboli reverzni PCR (RT — PCR) — zpétna PCR je urcena k amplifikaci RNA.
Nejdiive dochazi k prepisu zpétné transkriptasy do cDNA, ktera se pak amplifikuje stan-

dardnim postupem,

3. asymetricka PCR — pii této PCR se pouziva pouze jeden primer. Vyuziva se pii automa-

tickém sekvencovani,

4. In situ — PCR - tato metoda umoznuje amplifikovat specifické sekvence nukleovych
kyselin pfimo v chromosomech, buiikach a cytologickych preparatech tkani. Produkty této
reakce mizeme vizualizovat specifickou sondou metodou hybridizace in situ. Pfi této me-
tod¢ dochazi k k amplifikaci cilovych sekvenci, tudiz je tato metoda mnohem citlivéjsi.

Diky citlivosti metody 1ze identifikovat i sekvence v nékolika malo kopiich,

5. PCR pomoci vnitinich a vnéjsich primerd (odstupniovana PCR) — odstupniovana PCR
metoda pouziva dvé sady primert. Tyto sady umoziuji dosahnout mnohem vyssi specifity
amplifikace pozadované sekvence. Cast produktil, které ziskame pomoci prvni sady prime-
ru (tzv. vnéjsich primerit) je poté amplifikovana pomoci druhé sady primert (tzv. vnitinich

primert), které jsou navazany na vnitini Gsek primarniho produktu,

6. PCR s degenerovanymi oligonukleotidovymi primery (DOP — PCR) — u této metody jsou
pouzity degenerované oligonukleotidy jako primery. Degenerované oligonukleotidy jsou
smési uméle syntetizovanych oligonukleotidd, které maji z ¢asti odlisné sekvence. Pomoci
DOP — PCR lze amplifikovat a vyhledat nové nebo nedefinované sekvence DNA. Tuto
metodu lze rovnéz pouzit jako prvni stupen pro amplifikaci vzorku, které maji velice nizké

koncentrace. Takto ziskané produkty 1ze dale amplifikovat pomoci specifickych primert,

7. nahodna PCR (AP — PCR, RAPD — PCR) — je moznosti PCR, ktera se pouziva k detekci
polymorfismii v DNA. Pfi této metodé se pouziva jeden kratky oligonukleotidovy primer,
ktery se na cilovou DNA navazuje pouze na ndhodn¢ vybranych mistech. Vysledkem né-
hodné PCR je uceleny soubor amplikont, které ptedstavuji otisk DNA, jenz je charakteris-

ticky pro urcity organismus,

8. PCR sledovana v redlném case (online PCR) — diky této metod¢ je umoZznéna piima
kvantifikace amplifika¢niho produktu béhem reakce. Této kvantifikace béhem reakce je
mozné dosdhnout pomoci barviva, které fluoreskuje. Se vzristajicim mnozstvim PCR pro-
duktt se fluorescenéni signal zvétSuje. V dalsim piipadé 1ze kvantifikace amplifikaéniho

produktu dosédhnout pouzitim fluorescen¢né znacené hybridiza¢ni sondy. Sondy se kom-
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plementarné vazou na vnitini ¢ast amfiplikované sekvence. Ke vzniku fluorescence docha-
zi pouze po navazani sond v tésné blizkosti, kdy dojde k pienosu energie mezi fluorochro-
my navazanymi na 3 - a5 - konci sond. Online PCR metoda je pouzitelna napt. k detekci

bodovych mutaci.

5.2.3 Izolace bakterialni DNA pro PCR
Izolace DNA probiha ve tiech krocich [27]:

1. lyse bunék - dochéazi k odbouravani bunécné stény a bunécné membrany,
2. separace DNA od ostatnich nizkomolekuldrnich a vysokomolekularnich ¢astic,

3. uchovani vzorku a jeho uprava.

K odbouravani bunéénych stén a membran se vyuziva zéhtev na teplotu 100 °C nebo pliso-
beni riznych chemikalii, nejcastéji dodecylsulfatu sodného. Lyse bunécnych stén a mem-
bran vSak musi byt provedena co nejSetrnéji, aby poskozeni nukleovych kyselin bylo co
mozna nejmensi. Po rozruSeni bunéénych stén a membran dochazi k uvolnéni obsahu bun-
ky véetné nukleovych kyselin do tlumivého roztoku obsahujiciho etylendiaminotetraocto-
vou kyselinu (EDTA) a detergenty. EDTA pisobi jako chelatacni ¢inidlo a navazuje na
sebe ionty vapniku nebo jiné kationty, které maji funkci kofaktorti nukleas. Tyto kofaktory
nukleas jsou enzymy, které se soucasné uvoliuji s DNA z lysované buriky a sou¢asné DNA
rozkladaji. Neékteré detergenty funguji jako inhibitory nukleas, a proto se pouZivaji pfi lysi

bunék. Dulezita je také piitomnost vapniku, ktery inaktivuje nukleasy [26, 27].

Metodou vytfepavani ve smési isoamylalkoholu, fenolu a chloroformu se provadi odstra-
néni proteind, kdy nukleové kyseliny zlstanou rozpustény v pufru (vodném prostiedi)
a ostatni slozky jsou odstranény. Dojde k rozdéleni smési na dvé faze, dolni chloroformo-
vou a horni vodnou. Chloroform je rozpoustédlo organického pivodu a nedochazi tedy
ke smiseni s vodnym roztokem bunécného lysatu. Protiepanim dochazi k miseni obou fazi
a diky ptitomnosti fenolu dochazi ke srazeni proteind ve vodném lysatu. Diky isoamylal-
koholu pfejde fenol do chloroformové C¢asti, protoZze zvySuje rozpustnost fenolu
V chloroformu. Poté dochazi k odstfedéni roztoku, aby doslo k odd€leni obou fazi. Horni
vodna faze obsahujici nukleové kyseliny je pfenesena do Cisté zkumavky. Na rozhrani

chloroformové a vodné faze vznikd bily prstenec tvofeny proteiny. Aby bylo odstranéni
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proteinti dokonalé, je nutno opakovat extrakci smési isoamylalkohol, chloroform a fenol

[30].

Po ptidani etanolu k vodné fazi dojde k vysrazeni nukleovych kyselin. Nasledn¢ se smés
odstedi a na dn¢ zkumavky vznika zakalend usazenina. Pouzitim soli se zvysi ucinnost
srazeni nukleovych kyselin. Soli davaji usazenin¢ charakteristické mlécné zbarveni, pied
pouzitim je vSak tfeba soli promyt etanolem. Presrazené nukleové kyseliny je mozné roz-
pustit v ur¢eném pufru nebo vodé. Dojde-li ke srazeni ribonukleovych kyselin RNA

s DNA v isopropanolu nebo etanolu, je mozné je odstranit enzymy, tzv. RNazami [25, 27,

30].

Jinym zptisobem ziskani DNA z vodné faze je pridani roztoku silikatovych ¢astic a chao-
tropnich soli. DNA v pfitomnosti chaotropnich soli, které¢ snizuji strukturovanost vody,
prilina na roztok silikatovych ¢astic. Naslednym protfepavanim roztoku dochazi ke zlepse-
ni adheze DNA na silikatové Castice. Odstfedénim ostatnich ¢astic roztoku, zlistane pouze
Cistd adherovana DNA. Adherovand DNA se odstranuje ze silikatovych ¢éstic ptidanim
vhodného pufru, neobsahujiciho chaotropni soli, nebo vody. Po dal§im odstfedéni zistavaji

na dné zkumavky silikatové ¢astice a nad témito casticemi je dokonale Cisty roztok DNA

[30].

Dalsim zpisobem extrakce DNA je pouziti komer¢ni soupravy tzv. kitu. Tento typ extrak-
ce vyuziva metody pfilnavosti na silikat. Nejvétsi vyhodou této metody je rychlost, pies-
nost a pohodlnost. Kity poskytuji standardizované vysledky a jsou koncipovany pro urcité
mnozstvi a typ vzorku. Kity vyuZivaji misto silikatu specidlné upravené pryskyfice a navic
maji specialni slozeni pufri. Takto upravené pufry davaji pfednost molekulam DNA urcité
velikosti [25, 27, 30].

DNA se kratkodobé€ uchovava pii teplotach 4 — 8 °C, pro delsi skladovani (n¢kolik mésicit)
se pouzivaji teploty -20 °C a k dlouhodobému skladovéani se pouZivaji teploty az -80 °C.
DNA se uchovava ve skladovacich roztocich, kterymi mohou byt TE pufr nebo 70% etanol
po vysrazeni DNA [31].

5.2.4 ldentifikace kampylobakteri metodou PCR

Debruyne a kol. zkoumal citlivost a specificitu 7 PCR testi popsanych pro identifikaci
Campylobacter jejuni a Campylobacter coli. Tyto testy byly provedeny s lysaty bun¢k zis-
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kanych z kolekce 100 referen¢nich kmenti Campylobacter coli, Campylobacter jejuni,
Campylobacter lari a s pribuznymi druhy Campylobacter, Helicobacter a Arcobacter.
Ruzné testy se zna¢né lisily v citlivosti a specifité ke zkoumanym cilovym druhim. Pro
Campylobacter coli byly 4 z 5 testt citlivé a specifické ze 100 %. Naopak zadny z 5 testl
nebyl 100% citlivy ani specificky pro Campylobacter jejuni. Nasledné bylo vybrano 263
vzorku z belgické kolekce 1 906 lidskych izolati Campylobacter. Tato druha sbirka byla
pouzita k dalsimu hodnoceni 2 vybranych multiplex PCR testi. Tato zkouska prokazala, ze
PCR identifikace s vyuzitim 2 multiplex PCR testd je velice spolehliva. Vysledky téchto
testi by mély pomoci pii vybéru vhodného testu PCR pro identifikaci Campylobacter coli

a Campylobacter jejuni [30].

V praci Sailse a kol. byl vyvinut PCR test na zaklad¢ vysledné hybridizace kolometrického
koncového bodu pro detekci formatu (PCR ELISA) (Obr. 9) pro identifikaci Campylobac-
ter jejuni a Campylobacter coli. PCR primery byly navrzeny tak, aby cilové sekvence genu
byly druhove specifické. P&t biotin oznacenych sond, zaméfenych na specifitu druhu, byly
zkoumany pro detekci oznaéenych dioxygenovych PCR produktt z Campylobacter jejuni a
Campylobacter coli pomoci PCR ELISA formatu. Byly identifikovany dvé sondy (CC2),
které reaguji jak s Campylobacter jejuni, tak Campylobacter coli cilovych sekvenci a jedna
sonda (CJ2), ktera reaguje pouze s cilovou sekvenci Campylobacter jejuni. Specifi¢nost
testu s CC2 a CJ2 sondami byla porovnavéna s fadou jinych mikroorganismu jako Campy-
lobacter sp., Arcobacter sp., Helicobacter sp., a fadou jinych nezavislych organismi. PCR
ELISA test a sondy byly prokazany jako specifické pro Campylobacter jejuni a Campylo-
bacter coli. Citlivost metody PCR ELISA prokazala, ze zkoumana metoda byla 10 - 100
krat uc¢innéjsi neZ gelova metoda PCR. Dany PCR ELISA test byl citlivy, specificky a vy-
razn¢ zkracoval dobu potiebnou pro identifikaci Campylobacter jejuni a Campylobacter

coli, coz umoziuje v¢éasné odhaleni téchto stfevnich patogenti [31].
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Obr. 9. Srovnani PCR — ELISA metody a metody elektroforesy PCR koncového bodu [31].

Grennan a kol. vyvinuli metodu PCR ELISA k detekci druhtt Campylobacter a rozliseni
Campylobacter coli a Campylobacter jejuni ve vzorcich dribeze. Test PCR se zaméfil
na 16S/26S ribozomalni RNA intergeneticky prostor rodu Campylobacter s DNA primery
vytvorenymi pro specifickou detekci Campylobacter coli a Campylobacter jejuni. Druhy
Campylobacter byly znehybnény v jamkach NucleoLink™ a hybridizovany s PCR produk-
ty modifikovanymi podilem biotinu. Byly testovany ty vzorky dribeze, u kterych se pied-
pokladal vyskyt kampylobakterti. Metoda PCR ELISA potvrdila ptitomnost kampylobak-
terd ve 100 % vzorkd, pficemz u 55 % vzorka se vyskytovaly smisené kultury Campylo-

bacter jejuni a Campylobacter coli [25].

Na rozdil od Campylobacter jejuni a Campylobacter coli je Campylobacter lari jen ziidka
spojovan se zanéty stiev. Jeho rozliSeni od vySe zminénych kampylobakterii se opird o né-
kolik biochemickych testt, jejichZ G¢innost je zpochybnovana. Proto vyskyt a pienos toho-
to mikroorganismu nebyl doposud dobfe prostudovan. Na zakladé Oyarzabalovy studie
byly pro metodu PCR navrZeny primery specifické pro oblast 16S rRNA genu Campylo-
bacter lari. Pouzitim té&chto primert byly ziskany PCR produkty o velikosti 579 bp. Zadny
PCR produkt nebyl ziskan pii amplifikaci DNA izolované z Campylobacter, Arcobacter,
Salmonella, Helicobacter, Escherichia a Listeria, coz svéd¢i o specificité pouzitych prime-
ri. Tedy rychla identifikace Campylobcater lari danou metodou PCR muize pomoci poro-

zumét vyskytu a epidemiologii této bakterie [33].
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Rahimi a kol. Ve své praci odebrali vzorky z kuzi kratiho masa v zavodu na zpracovani
driibeze v iranském Isfahanu. U téchto vzorkl byla vySetfovana pfitomnost kampylobakte-
ri pomoci metody PCR. Kampylobaktery se nachazely ve 214 vzorcich z 348, coz ¢inilo
62,1 %. Z téchto 214 izolati bylo 175 vorkd urceno jako Campylobacter jejuni (81 %) a
zbylych 41 (19 %) vzorkid bylo uréeno jako Campylobacter coli. Poté byl proveden test na
pfitomnost kampylobakterti po porazce, vykuchdni a béhem chlazeni. Bezprostfedné po
porazce obsahovalo kriti maso 75,9 % kampylobaktert, po vykoleni obsahovalo 77,6 %
kampylobakterd a béhem chlazeni se pocet kampylobakterti snizil na 32,8 %. Vysledky
dokazuji, ze k dekontaminaci krutiho masa kampylobaktery, doslo béhem porazky a pfi

vykuchani. Naopak chlazeni vyznamné snizuje mnozstvi kampylobakterti na povrchu kiize

[35].
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ZAVER

Bakterie rodu Campylobacter jsou pro vétsinu vefejnosti neznamymi mikroorganismy, na
rozdil od salmonel, u kterych je jejich zédkladni problematika v§eobecn¢ znama. Cilem pra-
ce bylo seznameni se s danymi mikroorganismy, zjisténi jejich vyskytu a vyznamu. Dale se

prace zabyvala studiem moznosti identifikace bakterii rodu Camplyobacter.

Kampylobaktery jsou mikroorganismy, které mizeme nalézt ve spousté potravin a dokonce
i ve vodé. Mezi nejrizikovéjsi potraviny patii dribez (zejména kufata), hovézi, skopové,
kozi a krali¢i maso, dale mléko (kravské, ovéi, kozi). Nebezpeci vyskytu kampylobaktera
ve vodeé je, ze mohou piezivat i nizké teploty kolem 4°C. Bakterie rodu Campylobacter se
vyskytuji rovnéz u zvirat, kterd nekonzumujeme napft. psi, kocky, divoci ptéci, kiecci, mor-
Cata, ptipadné nekteti Zivocichové moii. Dalsi vyskyt pro kampylobaktery je spolec¢ny pro
spoustu mikroorganismd, jako jsou vykaly, jak lidské tak zvifeci, mrtva téla zivocichu,
vnitinosti aj.

Kampylobaktery zptisobuji nemoc zvanou kampylobakteriosa, ktera se projevuje bolestmi
bficha, hore¢kami, nevolnosti, nékdy zvracenim a hlavné prijmy. Nebezpeci této nemoci
spociva v tom, ze v n¢kterych piipadech mize zpiisobovat komplikace napt. Guillan — Bar-
ré syndrom, zdnét mozkovych blan, zanét mocovych cest, potraty, infekce mocovych cest,
akutni zanéty slinivky bfisni aj.

Izolace kampylobakteri byla doneddvna pomérné komplikovana. K izolaci a se pouzivaly
filtratni metody a izola¢ni metody na selektivnich pidéach (krevni agary 1 agary bez pfi-
tomnosti krve). | kdyz se tyto metody stale vyuzivaji, vytlacily je biologické molekularni
metody, z nichz nejznaméjsi je metoda PCR (polymerazova fetézova reakce), ktera se po-

uziva od 80. let. PCR metoda se vyznacuje piesnosti, rychlosti a vysokou citlivosti.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
CDT Cytolethal distending toxins.

DNA Deoxyribonukleova kyselina.

FBP  Ferrous — bisulfite — pyruvate.

PCR  Polymerazova fetézova reakce.
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