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1. Uvod
Termotoleratni bakterie rodu Campylobacter se

v poslednich vice jak deseti letech stdvaji vyznamnymi
puvodci alimentarnich nakaz v Evropé, USA a dalSich
rozvinutych zemich. Napt. v roce 2005 bylo v celé Evrop-
ské unii zaznamenano 195 426 potvrzenych piipadi kam-
pylobakterios'. V fadé zemi podet piipadi onemocnéni
vyvolanych kampylobakteriemi pterostl pocet enteritid
zpiisobenych salmonelami®*’. Prudky narist kampylobak-
terioz byl zaznamenan od konce 90. let minulého stoleti az
do roku 2005 také v Ceské republice (obr. 1). Kampylo-
bakterie byly plivodné popsany jako zvifeci patogeny
abyly zafazeny do rodu Vibrio. V roce 1947 Vinzent
a spol. prokazali patogenitu téchto novych vibrii tim, Ze
uspésné izolovali V. fetus z krve gravidnich zen, postize-
nych dlouhodobym hore¢natym onemocnénim s nasled-
nym spontannim potratem. O deset let pozdéji Kingova
nalezla v krvi pacienta mikroorganismus, ktery morfolo-
gicky odpovidal druhu V. fetus, avSak ktery se odliSoval
svymi biochemickymi a antigennimi vlastnostmi. Toto
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Obr. 1. Pocet pFipadii onemocnéni zpiisobené bakteriemi rodu
Campylobacter a Salmonella v Ceské republice v letech 1995
az 2007; m kampylobacteriézy, o salmonelozy, zdroj: http:/
www.szu.cz/data/infekce-v-cr

nové species oznalila terminem ,related vibrio“. Pocet
infekei prokazatelné zpasobenych touto bakterii byl vzhle-
dem k nedostatecné U€innym izolacnim technikdm, az do
zacatku 70. let nizky. V r. 1963, na zakladé stanoveni ob-
sahu guaninu a cytosinu v molekule DNA a podle bioche-
mickych charakteristik navrhli Sebald a Véron®* zaglenit
V. fetus a V. bubulus do nového rodu Campylobacter.
O deset let pozd&ji Véron a Chatelain® vypracovali kom-
plexni taxonomii tohoto rodu a definovali 4 druhy:
C. fetus, C. coli, C. jejuni a C. sputorum. Rod Campylo-
bacter byl postupné rozsifovan a revidovan, a v roce 1991
Vandamme a De Ley® navrhli vytvotit novou &eled” Cam-
pylobacteriaceae. Soucasnd taxonomie zahrnuje do této
Celedi 3 rody: Campylobacter, Arcobacter, Sulfurospiril-
lum a nespravné pojmenovany druh Bacteroides ureoly-
ticus. Samotny rod Campylobacter je tvoren 18 vice ¢i
méné genotypicky homolognimi druhy: Campylobacter
canadensis, C. coli, C. concisus, C. curvus, C. fetus subsp.
fetus, C. fetus subsp. veneralis, C. gracilis, C. helveticus,
C. hominis, C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis,
C. hyointestinalis subsp. lawsonii, C. insulaenigrae, C.
Jejuni subsp. doylei, C. jejuni subsp. jejuni, C. lanienae, C.
lari, C. mucosalis, C. rectus, C. showae, C. sputorum bv.
Faecalis, C. sputorum bv. Sputorum a C. upsaliensis.

2. Morfologické a biochemické vlastnosti
a metabolismus kampylobakterii

Buiiky vétsiny druht kampylobakterii jsou spiralovi-
té, nebo zakiivené gram negativni ty¢inky, o rozmérech
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0,2-0,8 x 0,5-5 pum. Ty¢inky mohou vytvaret jednu nebo
vice smycek. Ve starych kulturdach prechdzeji spirdlovité
bunky na kokoidni formu. K témto morfologickym zmé-
nam dochézi pravdépodobné v disledku enzymové degra-
dace peptidoglykanové vrstvy’. Buitky netvoii spory. Vét-
§ina druhti je pohybliva, a to prostfednictvim polarniho
bic¢iku na jednom nebo obou koncich buiky. Ostatni dru-
hy, jako je C. gracilis, jsou nepohyblivé, nebo jsou naopak
vybaveny mnohonasobnymi biéiky (C. showae). Ptilezi-
tostné muaze byt u druhu C. hyointestinalis pozorovana
diference v poctu biéika.

Kampylobakterie jsou chemoorganotrofni mikroorga-
nismy, které nejsou schopny fermentovat ani oxidovat
sacharidy. Energii ziskavaji z metabolismu aminokyselin
a z metabolismu intermediatd trikarboxylovych kyselin.
Nehydrolyzuji tyrosin, kasein, skrob, ani Zelatinu. Test na
produkci acetoinu (Voges-Proscauer) a test na methyl-
Cerven jsou negativni. S vyjimkou C. gracilis a n¢kterych
kment C. concisus a C showae vykazuji oxidazovou akti-
vitu. Redukuji dusi¢nany, avs$ak nikoliv dusitany. C. jejuni
a nékteré kmeny C. curvus jsou schopny hydrolyzovat
hippurdt. Tohoto testu se v diagnostice pouziva
k diferenciaci klinicky nejvyznamngjSich druht C. jejuni
a C. coli. Zadné species nevytvaii pigmenty. Obsah guani-
nu a cytosinu v molekule DNA se pohybuje v rozmezi od
29 do 47 mol.%.

Optimalni ristova teplota je 35-37 °C, rust termofil-
nich druht je pfi izolaci kampylobakterii zvyhodnén kulti-
vaci pfi teploté 42—43 °C. Vsechny kampylobakterie ros-
tou za mikroaerofilnich podminek s koncentraci kysliku
vrozmezi 3-15%. Druhy C. concisus, C. curvus,
C. gracilis, C. rectus, C. mucosalis a C. showae vyzaduji
pro mikroaerobni rust, jako donor elektrond, pfitomnost
mravencanu nebo vodiku.

3. Klinické projevy onemocnéni zpisobené
kampylobakteriemi, vyskyt a zpilisob pienosu

Kampylobakterie jsou mikrobidlnimi patogeny clové-
ka a zvirat. Jsou identifikovany jako agens, které vyvolava
u ¢loveka akutni prijmova onemocnéni, zvlasté pak u déti
jak v pramyslové rozvinutych, tak rozvojovych zemich.
Eneritis vyvoland kampylobakteriemi vykazuje podobné
symptomy jako onemocnéni vyvolané salmonelami, nebo
shigelami. Jednozna¢na diagnéza mize byt uc¢inéna pouze
detekci kampylobakterii v klinickém materialu. Mezi nej-
vyznaméjsi patogeny se fadi termofilni druhy C. jejuni,
C. coli, C. hyointestinalis a druh C. fetus subsp. fetus. Ne-
bude-li uvedeno jinak, bude se nasledujici text tykat pre-
vazné termofilnich kampylobakterii.

Kampylobakteridza vyvolana C. jejuni nebo C. coli je
choroba, ktera se projevuje po 1-7 dnech inkubace bolest-
mi bficha nasledované priijmy. Postizeni mohou vykazovat
dalsi nespecifické piiznaky, jako je horecka, bolest hlavy,
zavrat, myalgie, popf. zvraceni. Bolest bficha se muze
stavat nepfetrzitou, intenzivni a muze se $ifit do pravé
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jamy kycelni a tak komplikovat diagnézu. Po 1 az 2 dnech
onemocnéni se u 15 % pacientll objevuje ve stolici krev.
Priibéh onemocnéni u déti je ponékud odlisny. Horecka se
Casto nevyskytuje, naopak zvraceni je Casté. Az u 92 %
infikovanych déti ve véku do 1 roku se objevuje krev ve
stolici®. Ackoliv vlastni kampylobakterioza neni obvykle
zivot ohrozujici onemocnéni, zavaznéjsi jsou komplikace
popt. postinfekéni nasledky, jako je apendicitis, colitis,
erythema nosodum u Zen, masivni stfevni krvaceni, bakte-
rémie zvlast¢ u pacientll s oslabenym imunitnim systé-
mem, hepatitis, pankreatitis, cholecystitis, potrat, hemoly-
ticko-uremicky syndrom, reaktivni artritida, Reitertv syn-
drom a Guillain-Barré syndrom (GBS)’. GBS je zanétliva
polyneuropatie zpusobujici neuromuskuldrni paralyzu.
Klinicky se syndrom projevuje smyslovymi poruchami,
bolesti, rychle postupujici slabosti dolnich a hornich kon-
Cetin, ochabnutim dychacich svalt, popt. svalovou paraly-
zou. Onemocnéni vyvolana jednotlivymi druhy rodu Cam-
pylobacter jsou uvedena v tab. 1.

Kampylobakterie se vyskytuji ve stfevnim traktu
mnoha volné zijicich i domacich zvirat
a ptaka'®". Clovék se nejéastdji nakazi konzumaci konta-
minovanych potravin, vody a syrového, nebo nedostatecné
pasterizovaného mléka. Campylobacter sp. byl izolovan
z driibeZiho, hovéziho a vepfového masa a masnych vy-
robku, astiic, slavek, hiebenatek a krabu, hub a zeleniny”.
Maso a masné vyrobky jsou obvykle kontaminovany
v pribéhu pordzky a nasledného zpracovani masa'>'®.
Kampylobakterie jsou citlivé na zvySené teploty, avSak
jsou schopny pfezivat v potravinach pii teplotach nizsich
nez 0 °C az po dobu 112 dni. Infekce proto mize byt zpd-
sobena manipulaci a konzumaci nedostatecné tepelné oset-
fenych potravin a kontaminaci protravin, které nebyly tepel-
né upraveny'’, aviak miize byt Sifena nejen kontaminovany-
mi potravinami, ale i pfimym kontaktaktem s infikovanymi
zvitaty'®, nebo pienosem z &lovéka na &loveka'’.

4. Izolace kampylobakterii

Kampylobakterie je mozné izolovat jednak filtracni
metodou, nebo kultivaci na selektivnim médiu. Filtra¢ni
metody jsou pouzivany predevs§im pro testovani klinického
materidlu, ktery je bohaty na vitalni buiiky kampylobakte-
rii. Sterilni filtr s pory o velikosti 0,65 nebo 0,45 um je
umistén na neselektivni popf. selektivni krevni agar. Na
filtr se aplikuje 10—12 kapek vzorku emulzifikovaného ve
fyziologickém roztoku. VyuZiva se tak pohyblivosti kam-
pylobakterii, které prochazeji pory filtru a separuji se od
ostatni mikroflory*'. Jinou alternativni filtraéni metodou
je aplikace membranovych filtrd Sartorius. Po prefiltrovani
vzorku se filtrat aplikuje na neselektivni nebo selektivni
ristové médium®. Kultivace se provadi za mikroaerofil-
nich podminek, izolace H, dependentnich druht probiha
v atmosféte obsahujici 15 % CO, a 85 % H,.

Dals§i moznosti izolace kampylobakterii je aplikace
selektivnich médii. Metoda se uplatiuje nejen pii zpraco-
vani klinického materidlu, ale také pfi izolaci Campylo-



Chem. Listy 103, 814-822 (2009)

Tabulka I

Onemocnéni vyvoland, nebo indukovand jednotlivymi druhy rodu Campylobacter

Referat

Druh Zdroj Onemocnéni
clovek zvifata
C. canadensis jetab bélohibety (Grus ? ?
americana)
C coli prase, driibez, skot, ovce gastroenteritis, septikémie gastroenteritis
ptaci

C. concisus Clovek nemoci déasni, gastroenteritis zadné
C. curvus Clovek nemoci dasni, gastroenteritis zadné
C. fetus subsp fetus skot, ovce gastroenteritis, septikémie, spontanni aborty skotu

potrat a ovci
C. fetus subsp veneralis skot septikémie infekéni sterilita skotu
C. gracilis Clovek nemoci désni, empyema, zadné

absces
C. helveticus kocka, pes zadné gastroenteritis
C. hominis Clovek gastroenteritis ?
C. hyointestinalis subsp. prase, skot, kiecek, gastroenteritis enteritis prasat a skotu
hyointestinalis vysoka zvet
C. hyointestinalis subsp. prase zadné ?
lawsonii
C. isulaenigrae tuleni, svifiucha zadné zadné
C. jejuni subsp. doylei Clovek gastroenteritis, gastritis, zadné

C. jejuni subsp. jejuni druibez, prase, skot, ovce pes,

kocka

C. lanienae skot, prase, ¢lovek

C. lari ptaci, pes, kocka, opice,
kong, tulen, voda

C. mucosalis prase

C. rectus ¢lovek

C. showae ¢lovek

C. sputorum bv. Faecalis ovce, skot

C. sputorum bv. Sputorum  ¢lovek, skot, prase

C. upsaliensis pes, kocka

septikémie

gastroenteritis, septikémie,
meningitis, potrat, proctitis,
Guillain-Barré syndrom

zadné

gastroenteritis, septikémie
Zadné

nemoci dasni

nemoci dasni

zadné

gastroenteritis, absces

gastroenteritis, septikémie,
absces

gastroenteritis, hepatitida
ptakt

zadné

gastroenteritis ptaki

nekrotizujici enteritis
a ileitis prasat

zadné

zadné

zadné

zadné

gastroenteritis pst a kocek

bacter sp. zpotravin a potravindtskych surovin, vody
a vzorkll zivotniho prostiedi. Protoze vzorky potravin
a vzorky zivotniho prostfedi obsahuji jen nizké pocty bu-
nek kampylobakterii, vétSinou stresovanych popf. subletal-
n¢ poskozenych, je nezbytné provadét nabohacovani kul-
tur. Kampylobakterie jsou nutricné narocné a citlivé na
ptitomnost kysliku v ristovém médiu. Selektivni a nabo-
hacovaci média proto musi nejen spliiovat tyto nutriéni
naroky, ale musi obsahovat nezbytna zhasedla kyslikovych
radikalt (krev, aktivni uhli). Byly popsany rizné kultivac-
ni pady vyuzivajici krevni agar popf. agar bez pfitomnosti

816

krve jako bazalni médium. Jako selektivni agens jsou vyu-
7ivany rizné smési antibiotik® . Avsak Zadné z t&chto
médii nepodporuje rist vSech druhi kampylobakterii.

Inkubace zaoCkovanych pad pii teplote¢ 42-43 °C
podporuje rlst termofilnich kampylobakterii a inhibuje
rust vétSiny doprovodné mikroflory. Na druhé strané vSak
bude potlacen riist n€kterych druhii mezofilnich kampylo-
se kultivuji pfi teploté 37 °C, obvykle s prodlouZenou do-
bou kultivace.

V Ceské republice je pro izolaci a prikaz termofilnich
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kampylobakterii ve vyrobcich urcenych k lidské vyzivé
nebo ke krmeni zvitat platna norma CSN ISO 10272-1
Mikrobiologie potravin a krmiv — horizontalni metoda
pritkazu a stanoveni poctu Campylobacter spp. Testovany
vzorek se suspenduje do bujonu podle Boltona, které obsa-
huje cefoperazon, vankomycin, trimetoprim a amfotericin
B, v poméru 1:10 a kultivuje se za mikroaerofilnich pod-
minek pfi teplot€ 37 °C po dobu 4—6 h a poté pii teplote
41,5 °C po dobu 44—-48 h. Pomnozena kultura se oc¢kuje na
desoxycholatovy agar s aktivnim uhlim, cefoperazonem
a amfotericinem B a na druhé volitelné médium
(modifikovany agar podle Butzlera, agar podle Skirrowa,
agar podle Karmaliho, agar podle Prestona) a to proto, aby
se zvysila pravdépodobnost zachytu pozadovaného mikro-
organismu. Plotny se inkubuji za mikroaerofilnich podmi-
nek pfi teploté 41,5 °C po dobu 44-48 h. Z kazdé plotny
se vybere 5 charakteristickych kolonii a provedou se pted-
bézné testy. Suspektni kolonie jsou pak dale charakterizo-
vany pomoci ptedepsanych biochemickych testi.

5. Rychlé metody detekce termofilnich
kampylobakterii

5.1. Imunochemické metody

Imunochemické metody ptedstavuji alternativni tech-
niky detekce kampylobakterii v riznych typech vzorku.
Vyhodou téchto metod je jejich jednoduchost, nizké nakla-
dy a moznost testovat velky pocet vzorki. Jsou zalozeny
na interakci antigenu se specifickou protilatkou. Agluti-
nacni reakce se stala zakladem né€kolika komeréné dostup-
nych testl. VSechny vyuzivaji latexovych Ccastic
s imobilizovanymi imunoglobuliny, které byly pfipraveny
proti: 1) antigenim raznych druhti rodu Campylobacter tj.
C. jejuni, C. coli, C. lari a C. fetus subsp. fetus
(Campyslide, BBL Microbiology System); 2) riznym sé-
rotypim C. jejuni (Microscreen, Mercia Diagnostics);
3) flagelarnimu antigenu C. jejuni (Meritec-Campy, Meri-
dian Diagnostics). Hodinka a Gilligan®' prokazali, ze Cam-
pyslide pozitivné reagoval se 110 izolaty kampylobakterii,
avSak vykazoval rovnéz kiizové interakce s nckterymi
kmeny Pseudomonas aeruginosa. Nachamkin a Barbagal-
10® testovali systém Meritec-Campy, ktery reagoval se
vSemi 77 kmeny C. jejuni, 17 kmeny C. coli a 2 kmeny
C. upsalensis, avSak selhal pifi detekci 6 kment C. lari
a3 kmenl C. fetus subsp. fetus. Dalsi autofi testovali ko-
mercni test Microscreen a zjistili, Ze systém reaguje
s kmeny druhu C. jejuni a C. coli, avsak také poskytuje
slabou odezvu s ostatnimi druhy rodu Campylobacter
a Helicobacter, pokud je koncentrace bunék ve vzorku
vy$si nez 10° cfu ml™ (cit.**). Komeréné dostupné agluti-
naéni testy byly pouzity pro detekci kampylobakterii
v kufecim mase®. Fale$né negativni vysledky byly pozo-
rovany u vzorkl s vysokou koncentraci doprovodné mik-
rofléry v nabohacovacim médiu.

Byly pripraveny protilatky pro detekci a identifikaci
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pouze uréitych druhiéi kampylobakterii. Taylor a Chang®
pfipravili specifickou protilatku proti hlavnimu proteinu
vngjsi membrany (OMP) C. jejuni, C.coli, C. lari
a C. upsaliensis. Jeko detekéni systém vyuZili autofi meto-
dy imunoblotu a ELISA. Lu a spol.* piipravili monoklo-
nalni protilatky proti Campylobacter jejuni sérotypu 6
(Lior). Tyto protilatky reagovaly se vSemi testovanymi
kmeny C. jejuni, C. coli a C. lari. Rozpoznavanou bunéc-
nou komponentou byl vzdy jeden protein, a to: flagelin
(62 kDa), protein bicikového hacku (92 kDa) a protein
o molekulové hmotnosti 31 kDa. Autofi rovnéz vyvinuli
nepiimou kompetitivni metodu ELISA. Detekcni limit
stanoveni se pohyboval vrozmezi 10°-10" cfuml™.
V dalsi studii byly popsany ctyfi monoklonalni protilatky
proti zakladnimu Fetézci (core) lypopolysacharidi C. fetus.
Jedna protilatka reagovala se vSemi 42 kmeny C. fetus,
ostatni protilatky pak reagovaly s 41 kmeny testovaného
souboru. VSechny monoklonalni protilatky reagovaly jak
se sérotypem A, tak se sérotypem B. Autofi pouzili ptipra-
vené preparaty k vyvoji nepiimé ELISA. Dosazené detek¢-
ni limity se liSily podle pouzité protilatky a pohybovaly se
v rozmezi 10*~10" cfu ml™" (cit.*”). Hochel a spol.*** pii-
pravili krali¢ci IgG a slepi¢i IgY proti C. jejuni O:23
(Penner) C. coli a C. fetus subsp. fetus a vyvinuli nepiimou
kompetitivni ELISA. Krali¢i protilatky byly specifické,
slepi¢i IgY proti C. jejuni O:23 vykazovaly kiizové in-
terakce s kmeny C. jejuni sérotyp O:3, O:9 (Penner) a sé-
rotypy 10, 18 a 22 (Kahlich). Dalsi kiizové interakce byly
pozorovany s druhem C. upsaliensis a C. sputorum bv.
Sputorum. Byly pozorovany také slabé kiizové reakce IgY
proti C. fetus subsp. fetus s kmeny C. fetus subsp. venera-
lis. Detekéni limity enzymového imunochemického stano-
veni se pohybovaly v rozmezi 0,3-3,2-10° cfu ml™" pokud
byly pouzity krali¢i IgG, nebo vrozmezi 0,5-1,8-10°
cfuml™ v piipadé vyuziti IgY. Autofi testovali vyvinuté
techniky ELISA na limitovaném poctu pfirozené a uméle
kontaminovanych vzorcich potravin a dosaZené vysledky
porovnali s vysledky ziskanymi standardni kultiva¢ni me-
todou, PCR a komerén€ dostupnym testem Singlepath
Campylobacter Rapid Test (Merck). Hordk a Hochel*
pouzili magnetické poly(glycidyl methakrylatové) céstice
s kovalentné vazanymi slepic¢imi IgY pfi vyvoji metody
ELISA pro detekci Campylobacter jejuni. Detekéni limit
metody byl 4,8-10° cfu ml ™.

Na principu enzymového imunochemického stanove-
ni jsou zaloZzeny i dal$i komeréné dostupné testy VIDAS
Campylobacter kit (bioMerieux, Marcy I'Etoile, Francie)
pro detekci C. jejuni, C. coli a C. lari a EIA-Foss Campy-
lobacter enzyme-immunosorbent assay kit (Foss Electric,
Dansko) pro detekci C. jejuni a C. coli. Hoofar a spol.*!
testovali VIDAS Campylobacter kit (EIA-1) a EIA-Foss
Campylobacter enzyme-immunosorbent assay kit (EIA-2)
na vzorcich vykall skotu a prasat. Citlivost EIA-1 95 %
(skot) a 84 % (prasata), citlivost EIA-2 dosahla hodnot
88 % (skot) a 69 % (prasata). AvSak pfi studiu specifity
dosahl test EIA-2 pouze 32 %. Bailey a spol.** porovnali
Tecra Campylobacter Visual Immunoassay (TCVIA)
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s kultivacnimi metodami detekce kampylobakterii v 350
vzorcich kufat. TCVIA poskytla u 317 vzorkdi pozitivni
vysledek, ztoho 4 vysledky byly falesné pozitivni a 22
bylo fale$n€ negativnich. Pomoci kultiva¢nich metod se
podatilo zjistit pfitomnost mikroorganismu v 280 vzorcich,
48 vzorkl bylo fale$n€ negativnich. Jina skupina testovala
komer¢n€¢ dostupnou soupravu ProSpecT Microplate
Assay na 1205 klinickych vzorcich. Nebyly prokazany
kiizové interakce s doprovodnou mikroflérou. Specifita
stanoveni byla 97,7 % a citlivost 89,1 % (cit.*’). Wei
a spol.** pouzili 4 komer&né dostupné protilatky pii vyvoji
SPR senzoru zalozeném na povrchové plasmonové rezo-
nanci. Vyvinuty systém byl vysoce specificky k druhu
C. jejuni. Detekéni limit dosahl hodnoty 10° cfuml™
v Cisté kultufe i ve vzorcich kuteciho masa.

Specifické protilatky mohou byt vyuZzity nejen pro
pfimou detekci, ale také pro separaci patogenniho mikro-
organismu ze vzorku. Yu a spol.” pouzili magnetickych
Castic s imobilizovanym streptavidinem, na které navazali
komplex biotinu a protilatky proti C. jejuni. Takto aktivo-
vané Castice byly smichany s homogenizovanym vzorkem.
Poté byly magnetické castice oddéleny od vzorku a apliko-
vany na Karmaliho agar. Pomoci této metody bylo mozné
detegovat 10* bunek C. jejuni v 1 g vzorku. Aby zabranili
inhibici polymerdzové fetézcové reakce komponentami
vzorku, pouzili Docherty a spol.*® magnetické &astice
s imobilizovanou specifickou protilatkou na separaci bu-
ne¢k kampylobakterii od matrice vzorkt mléka a kufeciho
masa.

5.2. Molekularné biologické metody

Molekularné biologické metody zalozené na fetézové
polymerazové reakci (PCR) jsou v soucasné dobé Siroce
vyuzivany jak pro detekci kampylobakterii v riznych ty-
pech vzorki, tak pro dalsi charakterizaci izolovaného mik-
roorganismu. PCR metody jsou zalozeny na multiplikaci
kratkého fragmentu bakteridlniho genomu. Vznikly pro-
dukt je pak separovan a vizualizovan elektroforézou na
agarosovém gelu. Podle pozadované specifity mohou byt
vyuzity rdzné oblasti genomu. Je-li pozadovana detekce
pouze na urovni rodu, vyuZzivaji se vysoce konzervativni
useky 16S rRNA, v ptipadé pozadavku na rozpoznani
jednotlivych druhti se vyuzivaji druhové specifické geny.
Napft. pro detekci C. jejuni byly pouzity amplikony genu
HipO pro hippurikasu®’ nebo mapA4 pro membranovy pro-
tein A (cit.**). Birkenhead a spol.49 vyvinuli techniku PCR
zalozenou na primerech odvozenych z genu flad kodujici
flagelin. Stépeni amplikoni C. jejuni pomoci Alu I proka-
zalo znacny polymorfismus v délce restrikénich fragmen-
ti. Metody PCR jsou pomérné citlivé, avsak v zavislosti na
druhu vzorku se mohou objevit urCité problémy.
V potravinach v Zivotnim prostfedi se vyskytuji jednotlivé
druhy bakterii v malém zastoupeni a je proto nezbytné
provadét nabohacovéni vzorku, ¢imZz se ztraci vyhoda pfi-
mé detekce patogenu ve vzorku. Vzorky mohou obsahovat
inhibitory fetézové polymerdzové reakce, coz vyZaduje
zavedeni dodatenych purifikatnich postupi®®. Ur&itou
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nevyhodou je i skuteCnost, ze fada laboratofi vyvinula
vlastni specifické postupy, které vSak znesnadiluji pfenosi-
telnost vysledkti mezi laboratofemi.

6. Metody identifikace a charakterizace
kampylobakterii

6.1. Fenotypové testy

Identifikace a diferenciace kampylobakterii je pomér-
né obtiZzn4 vzhledem k tomu, Ze jsou tyto bakterie ndrocné
na rstové podminky a nefermentuji sacharidy. VétSina
identifikacnich a rozliSujicich fenotypovych testi je zalo-
zena na vyhodnoceni morfologickych znakt, nutri¢nich
pozadavcich, rezistenci mikroorganismu k riznym druhiim
agens vcetné antibiotik, teplotni toleranci a na pomérné
malém  poétu biochemickych (enzymovych) testd’*”".
Napt. Cjejuni, C. coli a C. lari jsou oxidasa a katalasa
pozitivni, redukuji dusi¢nany na dusitany, rostou za mikro-
aerofilnich podminek pfi teploté¢ 42 °C, avSak nikoli pfi
25°C. Druh C. lari je rezistentni k nalidixové kyseliné,
C. jejuni a C. coli jsou na pritomnost tohoto antibiotika
citlivé. Hydrolyza hippuratu je standardni test pro rozliseni
Cjejuni od C. coli a C. lari®*>. Diferenciace C. jejuni
subsp. jejuni a C. jejuni subsp. doylei je zalozena na
schopnosti prvné jmenovaného poddruhu redukovat dusic-
nany a selenicitany. Odlisit C. fetus od bézné se vyskytuji-
ciho druhu C. sputorum ve veterinarnich vzorcich je moz-
né pomoci rychlého testu na diikaz produkce H,S. Diferen-
ciace C. fetus subsp. fetus a C. fetus subsp. veneralis se
provadi na zékladé schopnosti mikroorganismu tolerovat
ptitomnost 1% glycerolu v ristovém médiu. Dalsi dopli-
kovou a jednoduchou metodou, jak rozpoznat oba poddru-
hy, je stanoveni jejich sérotypu. C. fetus subsp. fetus tvoti
2 sérotypy (A nebo B), zatimco C. fetus subsp. veneralis
tvoii jediny sérotyp A (cit.’*). Pfestoze biochemické testy
poskytuji rychlé udaje pro predbéznou identifikaci i subty-
pizaci kampylobakterii, je tfeba ziskané vysledky obeziet-
n¢ vyhodnotit vzhledem k urcité variabilit¢ v interpretaci
a reprodukovatelnosti jednotlivych testi. Tyto rozdily
mohou byt zpisobeny velikosti inokula, typem kultivacni-
ho média, zpiisobem provedeni biochemickych testi, tj.
pouzitymi reakénimi podminkami popt. stafim kultury® ",
Dalsi problém predstavuji mutatni kmeny daného druhu,
jako je napf. hippurat negativni Campylobacter jejuni sub-
Sp.jejunisg.

Problémy spojené s nejednoznacnymi vysledky pfi
vyhodnocovéni fenotypovych charakteristik kampylobak-
terii vedly nekteré pracovniky k vyvoji standardizovanych
postuptl, které by umoznily objektivni vyhodonoceni zis-
kanych dat. Bolton a spol.”” navrhl dvanact fenotypovych
testll, jejichz vysledky umozni uzivateli vypocitat numeric-
ky kod. Ten pak usnadiuje identifikaci 6 druhti rodu Cam-
pylobacter. Maly pocet rozpoznavanych druhil je nejvét-
$im omezenim vyuZitelnosti takto navrzeného systému.
Byly rovnéz vypracovany pravdépodobnostni tabulky pro
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identifikaci kampylobakterii. Barrett a spol.*’ popsal vy-
sledky studia 205 kmeni kampylobakterii pomoci
24 fenotypovych test. Kombinace standardizovanych
fenotypovych testll v podobé miniaturizovanych komeréné
dostupnych souprav a pravdépodobnostnich tabulek pro
pfesnou identifikaci kampylobakterii pak pfedstavuje moz-
nost, jak usnadnit charakterizaci téchto mikroorganismu,
omezit moznost chybné identifikace a jak zabezpecit pie-
nositelnost vysledk mezi laboratofemi. Pravdépodobnost-
ni tabulky je mozné snadno revidovat v pfipadé taxono-
mickych zmén, v okamziku, kdy jsou pro novy taxon
k dispozici porovnatelné tidaje.

V soudasné dob& platnd norma CSN ISO 10272-1
Mikrobiologie potravin a krmiv — horizontalni metoda
pritkazu a stanoveni poctu Campylobacter spp. pozaduje
pro identifikaci a dal$i charakterizaci kampylobakterii
nasledujici fenotypové a biochemické testy: vyhodnoceni
morfologie mikroorganismu, pohyblivost, rust pfi teploté
25 °C za mikroaerofilnich podminek, rist pfi teploté 41,5 °C
za aerofilnich podminek, prikaz cytochromoxidasy a kata-
lasy, citlivost mikroorganismu k cefalotinu a kyseliné nali-
dixové, schopnost hydrolyzovat hippurat a indoxylacetat.
Ristové podminky a definovany soubor identifikac¢nich
testl umoznuji rozlisit ¢tyfi klinicky nejvyznaméjsi druhy
termofilnich kampylobakterii (C. jejuni, C. coli, C. lari
a C. upsaliensis).

6.2. Serologické testy

Serotypizace je jedna z béznych metod detailni feno-
typové chrakterizace bakterii. Pro kmeny C. jejuni
a C. coli bylo navrzeno né€kolik serotypizacnich schémat.
Penner a Hennessy®' vyvinuli pasivni hemaglutinaci zalo-
zenou na interakci rozpustnych, tepeln€ stabilnich antige-
nu, imobilizovanych na povrch erythrocyti se specificky-
mi antiséry. V soucasnosti je pomoci této metody popsano
66 sérotypu. Hlavni antigenni komponentou jsou lipopoly-
sacharidy, avSak nékteré studie naznacuji, ze se imunoche-
mické reakce ucastni také kapsularni polysacharidy®®.
Penerova metoda serotypizace mé4 dva nedostatky: 1) de-
tekénim systémem je pasivni hemaglutinace, pficemz re-
produkovatelnost vysledkd mtize byt ovlivnéna variabilni
kvalitou jednotlivych Sarzi erythrocyti®, 2) v metodd se
pouzivaji heterolognimi kmeny nesycena antiséra, takze
znaény pocet izolatd aglutinuje s vice jak jednim antisé-
rem®. Frost a spol.® modifikovali Pennerovo serotypizad-
ni schéma C. jejuni a C. coli pouzitim sycenych antiser
proti tepelné stabilnimu antigenu a vyuzitim pfimé aglutina-
ce bakterialnich bunék jako detekéniho systému. Oba uvede-
né systémy jsou, vzhledem k riznému zplsobu pripravy
protilatek a metodologii, srovnatelné pouze ¢astecné.

Lior a spol.” navrhli serotypizatni metodu zaloZzenou
na protilatkach proti tepeln¢ labilnimu antigenu a na pfimé
sklickové agglutinaci. Vakcinace kraliki byla provadéna
bakterialnimi bunikami oSetfenymi 0,5% formaldehydem.
Nezadouci kiizové interakce protilatek byly potlaceny
sycenim antisér pfislusnymi heterolognimi kmeny. Kah-
lich a spol.®® pipravili specificka antiséra vakcinaci krali-
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ka zivymi kulturami Campylobacter jejuni. Jako detekéni
systém byla pouzita pfima sklickova aglutinace. Titr anti-
sér se pro homologni kmeny C. jejuni pohyboval
vrozmezi 1:128 az 1:2048. Heterologni kmeny vétSinou
v pfitomnosti séra neaglutinovaly, pokud byly kiizové
interakce pozorovany, tak pouze pfi velmi nizkych titrech
1:4. Kiizové reakce tak bylo mozné potlacit fedénim séra
v poméru 1:8 a vice. Autofi definovali 25 sérotypt C. jej-
uni a vyslovili pfedpoklad, ze aglutinacnim agens je flagel-
1in®. Urgitym nedostatkem serotypizace podle Kahlicha je
skute¢nost, ze metoda nedoznala vétSiho roz$ifeni, a ze
nebyly uvefejnény konverzni tabulky s jiz dfive zavedeny-
mi technikami.

6.3. Molekularné biologické metody

Byla popsana fada molekularné biologickych technik
pro identifikaci a dalSi charakterizaci kampylobakterii.
VétSina téchto metod je zaloZena na technice polymerazo-
vé fetézové reakce (PCR). Tyto metody byly obvykle vy-
vinuty pro ptimou detekci mikroorganismu s riznou Grov-
ni rozliseni. Harmon a spol.” vyvinuli multiplexovou me-
todu PCR (MPCR) pro simultinni detekci C. jejuni
a C. coli. Byly aplikovany primery cilového genu flad
kédujict flagelin a primery C1 a C4 proti blize nespecifi-
kovanému genu pouzité k identifikaci C. jejuni. Amplifi-
kace DNA C. jejuni poskytovala 2 amplikony o velikosti
160bp a 460 bp, zatimco amplifikace DNA C. coli poskyt-
la amplikon o velikosti 460 bp. Person a Olsenova’' vyvi-
nuli MPCR pro rutinni detekci C. coli a C. jejuni. Cilovym
genem pouZitych primeri byl gen #ipO kddujici hippurica-
su (C. jejuni) a sekvence Castecné pokryvajici gen asp
kodujici aspartokinasu (C. coli). Citlivost metody byla
zavisla na zplsobu piipravy testovaného materialu
(klinické vzorky) a na zplisobu extrakce templatové DNA.
Detekéni limit se tak pohyboval v rozmezi 10°-10° bu-
nék ml™' vzorku. Jina skupina vyvinula PCR pro soubéz-
nou identifikaci C. jejuni a C. coli, s vyuzitim primerQ
komplementarnich k cilovému genu ceuE (C. coli) a genu
kédujicimu  oxidoreduktasu (C. jejuni)’®. Yamazaki-
Matsume’® popsali MPCR pro identifikaci C. coli, C. fetus,
C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis, C. jejuni, C. lari
a C. upsaliensis. Autofi pouzili kombinaci 6 druhové spe-
cifickych primert. Cilovymi geny byly gen pro 23S rRNA
(C. hyointestinalis), ask (C. coli), cstA (C. fetus), glyA (C.
lari), cj414 (C. coli) a IpxA (C. upsaliensis). Amplikony
ziskané pro jednotlivé druhy byly jednoznacné rozliitelné
podle své velikosti po elektroforetické separaci na agaro-
sovém gelu. Uginnost metody byla ovéfena na
142 kmenech kampylobakterii rizného ptvodu. Rovnéz
byla popsana real-time PCR pro pfimou kvantifikaci
C.jejuni a C. lanienae ve veterinarnich vzorcich. Pro
C. jejuni byl pouzit primer komplementarni s genem ma-
pA, pro C. lanienae byly testovany 3 primery komplemen-
tarni k 16S rRNA. Detekeni limit amplifikace C. jejuni byl
3:10° cfu g ', detekéni limit amplifikace C. lanienae dosa-
hl hodnoty 250 cfug™ (cit.”*). Dionisi aspol.” pouzili
real-time PCR kidentifikaci ciprofloxacin rezistentnich
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kment C. jejuni. Autofi pouzili primery komplementarni
s usekem cilového genu gyrd, protoze substituce C—T na
86 kodonu tohoto genu je spojovana s rezistenci
k ciprofloxacinu. Hong a spol.”® vyvinuli PCR-ELISA pro
rychlou detekci C. coli, C.jejuni a Salmonella enterica
v kuratech. V této metod¢ jsou do amplikonu zaclenény
znacené nukleotidy a vysledny PCR produkt je detegovan
pouzitim komplexu enzym-protilatka, kterd rozpoznava
pouzitou unikatni znacku. Detekéni limit metody pro pritkaz
pFitomnosti salmonel byl 2-10* cfu ml™", detekéni limit pro
pritkaz piitomnosti kampylobakterii ¢inil 4-10" cfu ml™.

Studer a spol.”’ testovali vzorky z Zivotniho prostiedi
z kufecich farem na pfitomnost kampylobakterii. Vzorky
byly analyzovany jak kultivacni metodou, tak pomoci
PCR. Vsechny produkty PCR byly dale typovany na zakla-
d¢ analyzy délkového polymorfismu restrikéniho fragmen-
tu (RFLP), s vyuzitim restrikéni endonukleasy Dral. Byly
nalezeny 3 RFLP profily a jejich vzajemné kombinace.
Vacherova a spol.” vyvinuli kombinovanou techniku zalo-
zenou na PCR a RFLP pro detekci bodovych mutaci odpo-
védnych za rezistenci kampylobakterii k makroliddm.

Pro subtypizaci kampylobakterii byly pouzity i dalsi
metody, jako je makrorestrikéni profilovani pomoci pulsni
elektroforézy (PFGE)*™, flad typizace®, nihodna am-
plifikace polymorfni DNA (RAPD)®* a ribotypizace®"*’.
Sekvenovani genomu C. jejuni usnadnuje zavadeéni techno-
logie mikrocCipt, ktera je zaloZena na umisténi vysokého
poctu specifickych sond DNA na velmi malé ploSe, coz
umoziuje testovat velky pocet vzorkil s minimdalni spotfe-
bou vychozi materialu a reagencii®®®’.

6.4. Ostatni metody

Byla popsana tfada specifickych bakteriofagh a jejich
vyuziti pro detailni charakterizaci kmend C. jejuni
a C. coli*®**. Kombinace metod serotypizace a fagotypiza-
ce byla pouZita ve Velké Britanii pfi charakterizaci 2407
kment C. jejuni a 182 kmenti C. coli’'. Wareing a spol.”
pouzili serotypizaci podle Pennera, fagotypizaci za pouziti
16 lytickych bakteriofagi a biotypizaci ke studiu fenotypo-
vé diversity 831 kment kampylobakterii ziskanych ze
sporadickych infekei v riznych geografickych oblastech
Velké Britdnie. Izolaty C. jejuni byly rozdé€leny do 40
fagotypovych skupin, pfi¢emz 16 skupin se vyskytovalo
s frekvenci vétsi nez 1 %. Celkem 17,9 % izolath nebylo
typovatelnych. Nejfrekventovangjsi fagotypy (PG52,
PGI121 a PGS55) byly pritazeny k nejcastéji se vyskytuji-
cim sérotyptim O:1, O:2 a O:4.

Meéné béznymi metodami identifikace a charakteriza-
ce kampylobakterii je analyza profild bunéénych mastnych
kyselin® ™, studium proteinovych profilti lysovanych
, popt. méfeni molekulové hmotnosti druhové
specifickych proteinovych biomarkeri hmotnostni spekt-
rometrif MALDI-TOF”'®.

Tato prdce byla podporena z prostredku Vyzkumnych
zamérit MSMT MSM 6046137305.
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I. Hochel (Deparment of Biochemistry and Microbi-
ology, Institute of Chemical Technology, Prague, Czech
Republic): Methods of Detection and Characterization
of Campylobacter sp.

Campylobacters are ubiquitous microorganisms re-
sponsible for infections in humans and animals. The en-
teritis caused by these bacteria is characterized by diar-
rhoea, fever and abdominal pain. Although it is usually a
self-limiting disease that does not require antimicrobial
therapy, the infection can lead, though rarely, to serious
sequelae such as reactive arthritis and the Guillain-Barré
syndrome. The pathogens are frequently found in the en-
vironment and in many foods of both animal and plant
origin. This review is focused on recent methods used for
isolation, identification and characterization of clinically
important Campylobacter species.
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