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Anotace:

Bakalaiska prace pojednava o vyskytu rodu Campylobacter. V prvni ¢asti prace je
charakterizovan rod Campylobacter, druha ¢ast popisuje vyskyt jednotlivych druha
v prostiedi vod, potravinach a u zvifat. Posledni ¢ast je zamétena detekci Campylobacter
spp.

Klic¢ova slova: Campylobacter spp., vyskyt, identifikace

Title: Occurence of Campylobacter spp.

Annotation:

The thesis deals with the occurrence of Campylobacter. The first part characterize
the genus Campylobacter, the second part deals with the occurrence of individual species
in the environment, water, food and animals. The last part is focused on detection of
Campylobacter spp.

Keywords: Campylobacter spp., occurence, identification



Seznam zKratek

A baze adeninova
(Adenin base)
A. castellanii Acanthamoeba castellanii
Alul restriktaza ziskana z Azthrobacter luteus
C baze cytosinova
(Cytosin base)
C. Campylobacter
CDT cytotoxin (cytolethal distending toxin)
CMS selektivne diagnosticky agar s aktivnim uhlim podle Karmaliho

(Charcoal- base selective medium dle Karmaliho)

CNW katalaza negativni nebo slab& pozitivni druhy
(Catalasa Negative or Weak positive strains)

EIA enzymova imunoanalyza

ELISA enzymova imunoanalyza na pevné fazi
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

FISH fluorescenéni in situ hybridizace

(fluorescence in situ hybridization)

Fla A flagelin A
G baze guanidinu
(Guanidin base)
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map A membranovy protein A
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cefoloperazonem
(Modified Charcol Cefoperazone Deoxycholate Agar)
MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

(Minimum Inhibitory Concentration)

Omp 50 protein vnéj$i membrany
PCR polymerazova fetézcova reakce (Polymerase Chain Reaction)
rRNA ribozomalni RNA (Ribosomal Ribonucleic Acid)

SDS dodecylulfat sodny (sodium dodecylsulphate)
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1. Uvod

Campylobacter spp. je drobna bakterie rostouci za mikroaerofilnich podminek a za
vyssich teplot. Vyskytuje se nejcastéji jako prirozena mikroflora sttev kurat, ale také se
s bakteriemi rodu Campylobacter mtizeme setkat ve vodach a potravinach. Ke kontaminaci
Clovéka dochazi necastéji pozitim kontaminované potraviny, ale existuji i dal$i cesty
prenosu. K propuknuti infekce sta¢i pouze mald déavka bakterii. Pfiznaky
kampylobakterové infekce jsou prijmy nebo u lidi se snizenou imunitou Se objevuji
neurologické problémy.

V poslednich 5 letech dochazi ve vyspélych zemich ke zvySenému vyskytu
kampylobakteriozy, coz je zplusobeno predevsim stravovanim v rychlém obcerstveni, ale

také diky pokroku detek¢nich metod pro Campylobacter spp.



2. Charakteristika rodu Campylobacter

2.1 Taxonomie

Kampylobaktery byly pavodné popsany jako =zvifeci patogeny a byly
zatazeny do rodu Vibrio. V roce 1947 Vinzent a kolektiv prokazali patogenitu téchto
novych vibrii tim, ze uspé$né izolovali V. fetus z krve gravidnich Zen, postizenych
dlouhodobym hore¢natym onemocnénim s naslednym spontannim potratem. O deset let
pozdéji Kingova nalezla v krvi pacienta mikroorganismus, ktery morfologicky odpovidal
druhu V. fetus, avsak ktery se odliSoval svymi biochemickymi a antigennimi vlastnostmi.
Toto nové species oznacila terminem ,,related vibrio®. V roce 1963, na zaklad¢ stanoveni
obsahu guaninu a cytosinu v molekule DNA a podle biochemickych charakteristik navrhli
Sebald a Véron zaclenit V. fetus a V. bubulus do nového rodu Campylobacter. O deset let
pozdéji Véron a Chatelain vypracovali komplexni taxonomii tohoto rodu a definovali
4 druhy: C. fetus, C. coli, C. jejuni a C. sputorum. Rod Campylobacter byl postupné
rozsitovan a revidovan, a v roce 1991 Vandamme a De Ley navrhli vytvofit novou celed’
Campylobacteriaceae (Hochel 2009; On 2001). Soudasna taxonomie zahrnuje do této
Celedi 4 rody: Campylobacter, Arcobacter, Dehalospirillum, Sulfurospirillum (Sedlacek
2007). Samotny rod Campylobacter je tvofen 18-ti genotypicky homolognimi druhy,
zobrazeni na obr. 1: C. 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 (Hochel 2009).
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Obrazek 1: Taxonomie rodu Campylobacter (upraveno dle Hochel 2009)

2.2 Patogeneze a projevy onemocnéni

Rod Campylobacter zpisobuje nejcastéji onemocnéni prenasejici se alimentarnim
zpisobem. Toto onemocnéni poskozuje prevazné travici ustroji. Hlavni cestu
pienosu infekce je poziti kontaminované potraviny, mléka a masitych pokrmi. Tyto
potraviny rychle prochazeji kyselym prostiedim Zaludku, na které je Campylobacter spp.
citlivy. Dal$i mozZnosti pfenosu infekce je kontakt s nakazenym zvifetem. Urcité riziko
hrozi i pfi cestovani a ojedinéle miize k pienosu dojit sexualnim stykem (Bednar a kol.
1996; Greenwood et al. 1999; Durham 2006; Kalivodova 2011). RozliSujeme kontaminaci
primarni - endogenni, kdy pouZita potravina byla vyrobena z kontaminovanych surovin,
napf. masa nemocného zvifete a kontaminace sekundarni - exogenni, kdy se mikroby do
potraviny dostali v prub&hu zpracovani (WHO 2011; Hruby a kol. 1996).

Pokusy na dobrovolnicich poukézaly na velmi nizkou infek¢éni davku, pohybujici
se vV rozmezi jiz 8 x 10% bungk (Ji¢inska a Havlova 1995). Za b&znou infekéni davku je
v dnesni dobé& povazovan parametr 10°-10* bungk.

Po pruniku do travici soustavy putuje Campylobacter spp. do zlu¢i, kde dochazi
k jeno pomnozeni (Cupakova a kol. 2012). Flagearni adhezin, virulenéni faktor
kampylobakteri zptsobi pfilnuti k epitelidlnim buiikdm v distalni casti slepého
stieva a K tracniku v oblasti tlustého stieva. Diky spiralovitému tvaru Campylobacter spp.
do bunék snadno pronikne a pomnozi se uvniti epitelialnich vakuol. Zde za¢ne produkovat
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cytotoxin CDT (Ivanovi¢ 2008). Také hlavni imunogen buné¢éné stény, membranovy porin,
se uplatiuje jako virulenéni faktor (Ivanovi¢ 2008). Non-pohyblivé varianty
Campylobacter spp. jsou mnohem mén¢ virulentni (Bednar a kol. 1996; Cimolai 2001).

Vysledkem infekce rodem Campylobacter je poskozeni bunék, ztrata
tekutin a vznik zanétu. Pti zavaznych infekcich dochazi k masivnimu krvaceni do stfeva
(Bednai 1996). Projevem je nevolnost, bolesti svali a hlavy, kie¢e obdobné jako u zanétu
slepého stfeva. Typickym projevem jsou stfevni potize, které mizeme tadit od lehkych
sekrecnich prijma s vodnatou stolici az k hemorhagické kolitidé s horeckou, bolestmi
bficha, stolici s pfimési krve a hlenu, ktera muze vést k masivnimu krvaceni do stifeva
(Ambrozova 2010). Pti histologickém vySetieni sliznice rekta a dolni ¢asti tlustého stieva
je patrna infiltrace sliznice polymorfonuklearnimi leukocyty, edém a piipadné exulcerace
(Bednar a kol. 1996; Cimolai 2001).

Nékdy mlze alimentarni ndkaza vyustit 1 v sekunddrni neurologické problémy
znamé jako syndrom Guillian-Barré. Zacina nekolik tydnd po prijmovych obtizich. Vznik
syndromu Guillian-Barré spociva vtom, ze imunitni systém vytvafi protilatky proti
cizorodym bunkam Campylobacter spp., ale jelikoz nervové bunky maji podobné
chemické vlastnosti jako buiiky Campylobacter spp., dochazi k napadeni a poskozeni
vlastnich struktur. Odhaduje se 1 ptipad na 1000 osob postizenych kampylobakteriézou
(Clark 2005). Dale se také muze vyskytnout Miller Fisher syndrom, ktery se také
fadi do skupiny neurologickych postizeni po kampylobakterové infekci. Do skupiny
sekundédrnich probléml fadime syndrom Reiterliv zpiisobujici zanét spojivek, mocoveé
trubice, pochvy a pfedevSim reaktivni artritidu, ktera nejCastéji postihuje velké nosné
klouby, jako jsou kolena a spodni ¢ast zad. Byly hlaseny piipady meningitidy,
cholecystitidy infekce mocovych cest a opakované zanéty tlustého stieva (Kemp et al.
2005).

Doba trvani infekce je 3 — 5 dnd, n¢kdy vSak az 10 dnii. V dobé zdanlivého
ukonceni muze dojit k recidivé. Kampylobakter je vyluCovan stolici jeSté
6 tydnii po odeznéni nemoci. Onemocnéni se vyskytuje ve vyspélych zemich hlavné
v 1ét¢ a zacatkem podzimu, ale miizeme se s nim setkat v priabéhu celého roku (Havlik
2002). Onemocnéni mize konc¢it umrtim piedevsim u pacientt s oslabenou imunitou napf.
s onkologickym onemocnénim, nemocemi jater a AIDS (Cupakova a kol. 2012; Clark
2005).

Infekce vétSinou sama odezni a nemusi byt tedy léCena antibiotiky.
Nicmén¢, mizeme podavat erytromycin pro zkraceni doby vylu¢ovani bakterii ve stolici

infikovanych lidi (U. S. Department 2012)
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Zdroje kampylobakterti a nejCastéji vyvolana onemocnéni u ¢lovéka nebo

uvadi tabulka 1.

Tabulka 1: Onemocnéni

vyvolana,

Campylobacter (Hochel 2009)

Tabulka I

nebo

Onemocnéni vyvolana. nebo indukovana jednotlivyimi druhy rodu Campviobacter

indukovana jednotlivymi

zvirat

druhy rodu

Druh Zdroj Onemocnéni
clovek zviiata
C. canadensis jerab bélohibety (Grus ? ?
americand)
C coli prase. drubez. skot. ovce gastroenteritis. septikémie gastroenteritis
ptaci
. CONCISUS clovelk nemoci dasni. gastroenteritis zadné
clovelk nemoci dasni. gastroenteritis zadné

C.
C. curvis
C. ferus subsp fetus

C. ferus subsp veneralis
C. gracilis

C. helvericus
C. hominis

C. hvoinresrinalis subsp
hvointestinalis

C. hvoinresrinalis subsp
lawsonii

C. isulaenigrae
C. jejuni subsp. doviei

C. jejuni subsp. jejuni

. lanienae

an

lari

a

. mnucosalis

rectus

. showae

. sputoriin bv. Faecalis

. spuroriin bv. Sputoruim

nnnnn

. upsaliensis

skot, ovce

skot
clovek

kocka, pes

clovek

prase. skot. kifecek.
vysoka zver

prase

tulen. svinucha
clovek

dmibez, prase. skot. ovce pes.
kocka

skot. prase. ¢lovek
ptaci. pes. ko¢ka. opice.
koné. tulen. voda

prase

clovek

clovek

ovece, skot

clovek. skot. prase
pes. koc¢ka

gastroenteritis. septikémie.
potrat

septikémie
nemoci dasni. empyema.
absces

zadné
gastroenteritis
gastroenteritis

zadné

zadné

gastroenteritis. gastritis.
septikémie

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

zadné
gastroenteritis. septikémie

zadné

nemoci dasni
nemoci dasni
zadné
gastroenteritis. absces
gastroenteritis. septikémie,
absces

spontanni aborty skotu
a ovei

infekéni sterilita skotu
zadné

gastroenteritis

B

enteritis prasat a skotu

?

zadné
zadné

gastroenteritis, hepatitida
ptakn

zadné
gastroenteritis ptaka

nekrotizujici enteritis

a ileitis prasat

zadné

zadné

zadné

zadné

gastroenteritis psa a kocek

2.2.1 Antigeny na povrchu bakterii

U rodu Campylobacter se mizeme setkat se dvéma typy antigend a to somatickym

O-antigenem a bicikovym H-antigenem. Na zakladé Pennerova schématu zafazujeme

kampylobaktery podle lipopolysacharidového antigenu do 65 sérotypti. Termolabilni

povrchové bilkovinné bi¢ikové antigeny tvoti zéklad Liorova schématu, tvofeného asi 100

skupinami. Pro jemnéjsi rozliSeni kment Ize pouzit k urCeni sérotypu obé schémata nebo

Ize jedno z nich kombinovat s biotipizaci ¢i fenotypizaci (Greenwood et al. 1999).

Izolaty C. jejuni a C. coli, produkuji enterotoxin. Vznik a prubéh tohoto toxinu neni

zatim objasnén (Wilson et al. 2008; Greenwood et al. 1999).
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2.2.2 Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni je nejcastéjSim pavodcem prijmového onemocnéni
v Evropé€ a ve Spojenych statech (Friis et al. 2010). Poprvé byl tento druh izolovan z lidské
stolice vroce 1972 (Waage et al. 1999). Kromé endogenniho a exogenniho pienosu
infekce se Campylobacter jejuni mtize pienést z matky na dit¢ béhem tehotenstvi a vést ke
smrti plodu (lvanovi¢ 2008). Campylobacter jejuni se vyskytuje ve vodach, ptdach a je
soucasti prirozené stievni flory teplokrevnych zvirat, pfevazné drubeze, kterd vsSak
nevykazuje zadné ptiznaky onemocnéni. Pfi zévaznych infekcich jsou podévana
antibiotika napt. makrolidy, aminoglikosidy nebo tetracykliny, ke kterym je
Campylobacter jejuni citlivy (Votava a kol. 2010).

2.2.3 Campylobacter coli

Campylobacter coli je druhym nejcastéj§im pavodcem infekce pro ¢Elovéka.
Vyskytuje se v mléce, syrech a ve stievni flofe teplokrevnych zvifat, predev§im prasat.
Campylobacter coli stejné¢ jako Campylobacter jejuni nezptsobuji  klinické
priznaky U dospélych zvirat. Vyjimkou jsou potraty u prezvykavcu a velmi vzacné ptipady
hepatitidy u pstrosu (OIE 2008).

Na prasec¢ich farmach se Campylobacter spp. vyskytuje ve 20-40% a z tohoto celku
tvoii az 90% C. coli (Steinhauserova a Fotikova 1999).

Campylobacter coli se vyznaCuje zvySenou rezistenci viaci SirSimu spektru
antibiotik (Gebreyes 2005).

2.2.4 Campylobacter lari

Diive Campylobacter laridis patii do skupiny termofilnich Campylobacter
spp. abyl poprvé identifikovan v roce 1980 ze vzorkd ziskanych od rackd. Druh
Campylobacter lari mtze byt izolovan z vod a ze stfevniho obsahu ptaku, ale také z prasat,
pst a jinych domdcich 1 voln€ Zijicich zvifat. Vyjimkou neni ani vyskyt u motskych
zivocichl, jako jsou musSle nebo ustfice. To mize pro clovéka piredstavovat
nebezpeci v piipadé konzumace produkti z téchto zivocichli, pokud nebyly dostate¢né
tepeln¢ oSetfeny. U clovéka Campylobacter lari zplsobuje nejcastéji enteritidy,
gastroenteritidy a pfedevSim u osob s oslabenym imunitnim systémem 1 celkova

onemocnéni (Steinhauserova et al. 2001).
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2.2.5 Campylobacter upsaliensis

Byl poprvé izolovan a popsan teprve v nedavné dobé. V roce 1983 byla zjiSténa
pfitomnost nového kataldza negativniho Campylobacter spp. u pst, ktefi byli
oSetfeni na veterinarni  klinice v Uppsale. Tento mikroorganismus byl plivodné
zatazen do skupiny CNW (katalaza negativnich nebo slabé pozitivnich kment). V roce
1985 byly poprvé popsany CNW organismy 1 v lidské stolici. Na zékladé homolognich
studii bylo zjisténo, Ze se jedna o novy druh, ktery byl pojmenovan podle mista, kde byl
poprvé popsan, jako Campylobacter upsaliensis. V dalsich letech byl Campylobacter
upsaliensis stale Cast&ji izolovan od zvirat a zfidka z humannich vzorki a byl tedy potvrzen

jako humanni enteropatogen (Steinhauserova a kol. 2001).

2.2.6 Kampylobakterioza

Kampylobakterioza je akutni stfevni onemocnéni, které je prendSené na Clovéka ze
zvitat nebo zivocisnych produkti. Nejcastéjsim pivodcem kampylobakteridoz u ¢loveka je
Campylobacter jejuni (WHO 2011). Podet ptipadti kampylobakterioz v Ceské republice v
roce 2007 stoupnul natolik, Ze prevysil poCet onemocnéni zpisobené rodem Salmonella

(graf 1).
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Graf 1: Hlaseny vyskyt kampylobakterioz a salmoneloz v letech 2002-2011 (EPIDAT
2012)
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2.3 Vlastnosti rodu Campylobacter

2.3.1 Morfologie

Rod Campylobacter fadime do celedi Campylobacteriaceae. Jedna se o $tihlé
zahnuté gramnegativni tyCinky ve tvaru pismena S o priméru 0.2 az 0.4 pm a o délce 1.5
az 5 pm (obr. 2). Vétsina kmenti ma na povrchu nékolik polarnich biciki, které umoziuji
rota¢ni pohyb a tim se fadi k nejpohyblivéjsim bakteriim. Tento pohyb, spolu s tvarem
bunky, usnadfiuje prinik vrstvou hlenu na povrchu stiev (Greenwood et al 1999). Ostatni
druhy, jako je C. gracilis, jsou nepohyblivé, nebo jsou naopak vybaveny mnohonasobnymi
bic¢iky (C. showae). Nesporuluji, za neptiznivych podminek Campylobacter spp. ziskava

kokoidni tvar (OIE 2008; FAO/WHO 2009; Hochel 2009).

Obrazek 2: Campylobacter jejuni v elektronoptickém znazornéni s jednim polarnim
bi¢ikem; zvétseni 11500x (Greenwood et al. 1999).

2.3.2 Biochemické vlastnosti

Zastupci z rodu Campylobacter, nemaji schopnost fermentace ani oxidace
sacharidti, netvofi z tryptofanu indol, ale dokazi redukovat dusi¢nany, ne vSak dusitany
(Cupékova a kol. 2012). Metabolismus je respiratorniho typu, tvoii i katalazu (Greenwood
et al. 1999). S vyjimkou Campylobacter gracilis a nékterych kmeni Campylobacter
concisus a Campylobacter showae vykazuji pozitivni oxidazovou aktivitu. Energii
ziskavaji z metabolismu aminokyselin a z metabolismu intermediati trikarboxylovych
kyselin. Nehydrolyzuji tyrosin, kasein, Skrob, ani Zelatinu. Test na produkci acetoinu

(Voges-Proscauer Test) a test na tvorbu kyseliny (Methyl Red Test) jsou negativni.
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Campylobacter jejuni a n¢které kmeny Campylobacter curvus jsou schopny hydrolyzovat
hippurat, coz je velmi dlezité k odlifeni od ostatnich kment. Zadny kmen rodu
Campylobacter nevytvaii pigment (Hochel 2009).

Rod Campylobacte je citlivy ke kysliku a k superoxidiim, kyslik vSak k rastu
potfebuji. Pro kultivaci musi byt zajiStény mikroaerofilni podminky. Optimalni
atmosféra, pro rast je smés 5% O, 10% CO, a 85% N,. Optimalni teplotou pro rist rodu
Campylobacter je 37°C az 43°C. Nerostou pfi teploté 25°C a minimalni teplota ristu je
30°C. Nepiezivaji pasteracni zahfev po dobu 16.2 s pfi teploté¢ vyssi nez 63°C. Pri
skladovani potravin pii ledniCkové teploté¢ 4°C dochazi ke snizeni koncentrace bakterii ne
v$ak k vyhubeni a zbaveni Zivotaschopnosti. Zivotaschopnost v potravinach pii skladovani
pti teploté 4°C je v rdmci nékolika tydnti a pfi zmrazeni n€kolik mésici. Optimalni pH je
Vrozmezi 6.5-7.5; minimalni je pH 4.9. Pfi stejnych hodnotich pH kyselina mlécna
inhibuje rast Campylobacter spp. vice nez kyselina chlorovodikova (Cupakova a kol.
2012). Campylobacter spp. je vysoce nachylny k vyschnuti. Nerostou pii koncentraci NaCl
v prostiedi 1,5 az 20% (Wilson et al. 2008; Eboer 2003; Cimolai 2001; FAO/WHO 2009).
Celosvétove rozsitena rezistence Kk fluorochinolonim a makrolidim je predevsim
u izolata Campylobacter jejuni a Campylobacter coli z driibezich chovti (Cupakova a kol.
2012).
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3. Vyskyt Campylobacter spp. u riiznych matric

3.1 Vyskyt Campylobacter spp. u zviiat

3.1.1 Vyskyt Campylobacter spp. u driibeze

Campylobacter spp. se vyskytuje bézn¢ u zdravych domacich a divokych zvifat,
vcetn¢ skotu, ovci, koz, prasat, kurat, kachen, hus a divokych ptaka, psi, kocek,
hlodavct a motskych savcl. Bakterie obvykle ziji ve stievech jako pfirozena flora a jsou
vylu¢ovany ve stolici (Clark 2005). Dribez a dobytek jsou nej¢astéjSim zdrojem infekce
pro lidi, zatimco divokd zvét a prostfedi predstavuji nizsi riziko infekce. Porovnani
pfedstavuje graf 2. Pfiprava a konzumace kontaminovaného masa hospodaiskych

zvitat a driibeze je dominantni cestou ptenosu. Dribez odpovidd za 92% onemocnéni

(Wilson et al. 2008).
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Graf 2: Onemocnéni zptisobené druhem Campylobacter jejuni z riznych zdroja (Wilson
et al. 2008).

Brojlefi, kutata, kachny, husy a divoci ptaci jsou bézné povazovany za piirozené
hostitele pro patogenni druh C. jejuni a mén¢ casto C. coli (Clark 2005). V 1g stolice
brojlerii je b&Zns kolem 107 bungk bakterii (Herman et al. 2011).

Dribez se kontaminuje na farméach po poziti vody nebo potraviny, obsahujici

bakterii Campylobacter jejuni. Po poziti tohoto kmene dochazi k pomnozeni v tenkém
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stieve driibeze po dobu 24 hodin. Nej¢astéji jsou kolonizovany hejna od véku dvou az étyt
tydnd, protoze do té doby jsou pfitomny matei'ské protilatky, které zajiSt'uji imunitu proti
kampylobakterim. Ke kolonizaci dochdzi béhem nékolika dnii a driibez zlstane infikovana
az do porazky (Herman et al. 2011).

Ke kontaminaci drubeze dochazi pii technickém zpracovani, kde prvnim Kkrok
procesu predstavuje pafeni pti teploté vody kolem 60°C. Tato teplota vSak neni dostate¢na
Kk usmrceni patogennich mikroorganismi. Campylobacter spp. je velmi citlivy
Kk ptisobenim teploty, ale organické neCistoty jako krev, zbytky pefi, trusu apod.
pusobi na mikroorganismy jako ochranny obal a ty pak pfezivaji i vyssi teploty nez za
laboratornich podminek. Poté nasleduje druhy technologicky krok, ktery muze byt také
rizikovy a to Skubani, pfi kterém je Campylobacter spp. rozsifen z povrchu driibeze na
prsty $kubage. Skuba¢ miize jednak kontaminovat okoli, jednak vznikly aerosol miize
pfedstavovat riziko onemocnéni pro persondl. Tietim rizikovym krokem mulze byt
odstranéni vole, které je osidlovano C. jejuni, a tedy pii odstranéni této Casti mize
dochazet ke kontaminaci povrchu. Asi tfetina kufat v obchodech je kontaminovana
kampylobaktery (Hermans et al. 2011; OIE 2008).

Dalsim zplisobem kontaminace je transport v pfepravkach, které nebyly dostatecné
desinfikovany (Humphrey et al. 2001). Na povrchu kufat jsou vytvoreny vhodné podminky
pro piezivani C. jejuni. Jedna se predev§im o péfové folikuly, které udrzuji vhodnou
vlhkost a snizeni pfistupu kysliku diky vakuovanému baleni usnadiujici pfezivani tohoto
patogenu (Steinhauserova a Bofilova 2008).

Hlavnim rizikovym faktorem pro kontaminaci je nedodrzeni hygieny napi. myti a
desinfekce rukou, nadobi a povrchG v primyslovém zafizeni pro zpracovani produktl
z dribeze, ale i v kuchynich kde jsou zdroji kampylobakteri syrové maso, které neni
dostatecné tepeln¢ upraveno a vnitinosti predevsim kuteci jatra (Humphrey et al., 2001;
Greenwood et al. 1999).

Brojleti jsou ve vyspélych zemich zcela jisté nejvyznamnéjs$im zdrojem lidskych

onemocnéni.

3.1.2 Vyskyt Campylobacter spp. u skotu

V mensi mife mizeme ze stolice zdravych ovci izolovat dva druhy, Campylobacter
jejuni a Campylobacter coli, ktefi zpusobuji sterilitu, potrat, ubytek na hmotnosti
a poporodni umrtnost ovci (Clark 2005; Hvidalova 2005). Vyskyt Campylobacter spp.

u zdravych jehnat poukazuje na potencialni zdroj nakazy pro ¢lovéka (Ivanovi¢ 2008).

19



Campylobacter spp. mizeme naleznout v jatrech a ve vnitinich ¢astech klinicky zdravého
jate¢ného jehnéciho a Campylobacter coli ve hlubokych ¢astech masa (Hvizdalova 2005).
Ke kontaminaci potravin dochdzi béhem porazky, technologického procesu,
porcovani, vykostovani a skladovani, kdy se pomnozi patogeny.
Clovék je kontaminovan nejéastéji pozitim kontaminovaného malo tepelné
opracované¢ho jehnéciho masa. Jisté riziko kontaminace ptedstavuji profesionalni nakazy
pastevcll a veterinaii zptisobena ptimym kontaktem s infikovanym nedonoSenym ov¢éim

plodem, plodovou vodou nebo infikovanou placentou (Hvizdalova 2005).

3.1.3 Vyskyt Campylobacter spp. u kocek a psu

Campylobacter uppsaliensis mtize byt izolovan z pst a ko¢ek (Havlik 2002). Pti
krmeni domécich zvifat syrovym infikovanym masem, vznika riziko kontaminace
domacich zvitat (Hvizdalova 2005). Poté dochazi k onemocnéni lidi, pfedevsim déti, které
si s t€émito doméacimi mazlicky hraji a pfichazeji do velmi tzkého kontaktu. K vyvolani
onemocnéni kampylobakteriozou u déti staci také velmi nizkd infekéni davka.
Campylobacter spp. se vyskytuji jak u pst bez ptiznakt kampylobakteriozy (obr. 3), tak u
psu s piiznaky kampylobakteriézy (Steinhauserova a kol. 2001, Chaban et al., 2010).
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Obrazek 3: Vyskyt jednotlivych druhit kampylobakter u zdravych psi (A) a u pst
s prijmem (B); (Chaban et al., 2010).

3.1.4 Vyskyt Campylobacter spp. u prasat

Prasata jsou nejcastéji kontaminovana kmeny Campylobacter coli a Campylobacter

hyointestinalis (Havlik 2002). U klinicky zdravych prasat izolujeme Campylobacter spp.
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ze slepého stieva, pobiisnice a Zluc¢e (Ivanovi¢ 2008). Ke kolonizaci stievni sliznice u selat
dochazi 24-48 dni po narozeni a ve véku 9-14 dni mohou jiz Campylobacter spp.
vylucovat (Steinhauserova a kol. 2001).

Dosud neni jasné, zda se Campylobacter spp. pienasi na selata stolici
nebo v souvislosti s kojenim (Steinhauserova a kol. 2001). Ke snizeni kontaminace rodem
Campylobacter na jatkach se vyuzivaji chladirenské komory s teplotou -12°C,
vzduchotechnikou s nedostatkem vlhkosti, ktera vede k suseni ocisténé kuze (Ivanovic

2008).

3.2. Kontaminace potravin rodem Campylobacter

3.2.1 Vyskyt Campylobacter spp. v syrovém mléce

Ke kontaminaci syrového mléka dochazi bud’ nepiimo pii dojeni, kdy se jedna
o fekalni zneciSténi z prostiedi, nebo ptimo z kampylobakteridzovych zanéti vemene
(Wilson et al. 2008; Eboer 2003). VVznik hromadného onemocnéni muze byt také zpisoben
prenesenim kampylobakterti do potravin a pokrmil, které se dale tepelné nezpracovavaji,
napt. mléko a mlééné vyrobky, uzeniny, zakusky, kozi syry (Wilson et al. 2008; Havlik
2002). Jedna se obvykle o kratkodobou ktizovou kontaminaci. Campylobacter spp. se pti
pokojové teploté v potraviné nepomnozi (Wilson et al. 2008).

Campylobacter spp. nenalezneme v susenych vyrobcich jako napiiklad v suseném

mléce, nebot’ je citlivy na vyschnuti.

3.2.2 Vyskyt Campylobacter spp. v mase

Maso jehnéci, vepiové a kufeci je velmi casto kontaminovano zastupci rodu
Campylobacter. Ke kontaminaci masa dochazi pii kiizové kontaminaci, stykem se
zneCisténym kuchyniskym nacinim ¢i vodou (Havlik 2002). K pfenosu infekce na lidi pak
dochazi pfi poziti malo tepeln¢ opracovaného masa v rychlych obcerstvenich, jidelnach a

kuchynich (Hvizdalova 2005; Cupakova a kol. 2012).

3.2.3 Vyskyt Campylobacter spp. v ovoci a zeleniné
Ke kontaminaci ovoce a zeleniny dochéazi vlivem znecisténé plidy prostiednictvim

vykaltl zvifat (Clark 2005; Havlik 2002).
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3.2.4 Vyskyt Campylobacter spp. v morskych plodech

Existuje jen malo udaji o vyskytu Campylobacter spp . v akvakultufe, ackoli
pouzivani surovych hnojiv pro hnojeni rybnikii muze piedstavovat riziko pro vetejné
zdravi ve vnitrozemskych a pobieznich statech. Campylobacter spp. mizeme pozorovat u
mekkysu, krevet, tstfic a krabiho masa (Steinhauserova 1998).

Vyzkum, ktery se zabyval vyskytem Campylobacter spp. u mékkysa na tizemi Irska
poukazal na prevalenci 42% pozitivnich vysledkt z 380 mekkysu (Feldhusen 2000). Ve
vétsingé piipadi se jednalo o nepatogenni kmeny, ale byly pozorovany i kmeny
Campylobacter coli a Campylobacter jejuni, které piedstavuji riziko onemocnéni pii

konzumaci syrovych produktt napt. ustfic (Steinhauserova 1998).

3.3 SniZeni rizika kontaminace

Ve statech EU je vypracovana koncepce snizovani vyskytu Campylobacter spp. na
farmach, podobné¢ jako je tomu u salmonel. Jedna se piedevSsim o vypracovani zasad
spravné vyrobni praxe, dukladné dezinfekce a kontroly jeji Gi¢innosti (Cupakova a kol.
2012). Dilezity je i systém vstupu pracovniki do hal, kde je chovana dribez. Do téchto
prostor maji pfistup jen zameéstnanci, kteti musi projit hygienickou smyckou, aby se
zabranilo pienosu pivodce na obuvi nebo odévech pracovnikii. Do prostord hal nesmi mit
pfistup volné zijici nebo domaci zvifata a z4dnad jind zvifata by se neméla chovat
ani v blizkosti farmy. Dulezita je také kontrola pitné vody a zabranéni piistupu hlodavcim
a ptaklim do hal. V okoli farem je nutné udrZovat potadek, coZ znamend, ze nikde nesmi
byt zbytky krmiva, piistupové cesty musi byt zpevnéné a Cistitelné, v okoli musi byt
vysekana trava (Hermans et al. 2011). Snizeni kontaminace kampylobakteri 1ze dosahnout
sprchovanim a chlazenim dribezich vyrobkd (OIE 2008). Ke snizeni kontaminace
V potravinach napomaha také ozafovani (Evens et al. 2003). K ucinné inaktivaci
kampylobakterti v mléce a vyrobcich z pasterovaného mléka postacuje pasterizace s vydrzi
del$i nez 16.5 s pfi teploté vyssi nez 65°C (Wilson et al. 2008).

Syrové maso a dritbez by méli byt dostatecné dlouhou dobu vateny. Po manipulaci
se syrovymi potravinami je nutné dodrZovat hygienické ptedpisy jako je dikladné myti
rukou mydlem, myti a desinfekce pracovni plochy a musi byt vyhrazeny krajeci desky
pouze pro zpracovani syrového masa (Butzler 2004; Humphrey et al. 2001).
Campylobacter spp. je citlivy k desinfekénim prosttedkiim obsahujici chlornan sodny,

fenolové smési, amonné smési, etanol a glutaraldehyd (Ivanoci¢ 2008).
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3.4. Vyskyt Campylobacter spp. ve vodé

Voda, ktera je kontaminovana rodem Campylobacter, ptisla do kontaktu s lidskymi
nebo zvifecimi vykaly ¢i zbytky Zivocéichu, kteti obsahovali patogenni bakterie (Kozisek a
kol. 2006). Campylobacter spp. mize v moiskych vodach ptezivat, ale jen velmi kratce.
Campylobacter spp. byl detekovan v fekach, motich, podzemnich pramenech, ale i v
biologicky ¢isténych odpadnich vodach (Baudisova a Benakova 2011). ZvySeny vyskyt
kampylobakterti ve vod¢ je v obdobi pozdniho jara a 1éta dale na zacatku podzimu (Waage
et al. 1999; Thomas et al. 2002). Kromé volnych bakterii ve vodnich systémech existuji
také bakterie pfilnuté k sedimentu nebo pohlcené v biofilmu na ponotfenych povrsich (napf.
kamen). Biofilm se obvykle sklddd =z bakterii, hub, fas, prvoki (napf.
T. pyriformis a A. castellanii), které mohou obsahovat potencialni lidské patogeny,
napft. C. jejuni (obr. 4). C. jejuni obsazen v prvoku T. pyriformis je az 50x odolné;si

k desinfekci, nez samotné se vyskytujici C. jejuni ve vodach (Snelling et al. 2005).

Obrazek 4: Mikroskopicky preparat T. pyriformis s C. jejuni obarveny barvivem Baclight
(Snelling et al. 2005)

Popis obrazku: Zvétseni, 100 x. Sipky ukazuji vakuoly T. pyriformis obsahujici
Zivotaschopné a neporusené buiiky C. jejuni (A, B). Fluorescenéni obraz zivotaschopnych

bunék C. jejuni (zelena barva) v T. pyriformis (B).
Kontaminaci vody lze sniZit pomoci sniZzeni pozemniho hnojeni. Doporucuje se pit

balena voda, aby bylo snizeno riziko kontaminace (Chinivasagam et al. 2009; Evans et al.
2003).
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4. 1zolace kampylobakteru

4.1 Material

Pro prikaz Campylobacter spp. pouzivame material z rektalniho vytéru klinicky
nemocnych pst, kocek, prasat a také od pacientl trpicich enteritidami. Ziskany material
transportujeme v Amies pud¢. Prevalenci vyskytu jednotlivych druhti znazoriuje tab. 2
(Steinhauserova a kol. 2001).

Tabulka 2: Izolace Campylobacter spp. z riznych materiali (Steinhauserova a kol. 2001).

Celkem C. jejuni C. coli C. upsaliensis C. lari

izolovano kmenu

Z lidského 88 62 28

materialu

Izolace ze 51 27 9 13 2
psti a kocek

Izolace z 63 3 40 5 15
prasat

Pokud se objevi ptiznaky kampylobakteriozy u pacientii, dochdzi k sestaveni
harmonogramu, kterym odhali, co kampylobakteriozu vyvolalo. Pokud se
jedna o potraviny nebo vodu, musi se potravina, voda vySetfit na pfitomnost
Campylobacter spp. a poptipadé dochazi ke stazeni vyrobkll z prodejnich pultu.
Hygienicka sluzba provadi dtkladné prosetieni, zda ke kontaminaci nedoslo pfi
zpracovani.

Vzorky musime zpracovavat cO nejdiive vzhledem ke specidlnim narokiim na
prezivani Campylobacter spp. (Boftilova a kol. 2008). Kampylobaktery je mozné izolovat
jednak filtraéni metodou nebo kultivaci na selektivnich médiich, které jsou obohaceny

antibiotiky a brani riustu doprovodné mikrofléie (Hochel 2009).

4.2 Prikaz kampylobakteri dle normy CSN EN SO 10272: 2006

Prikaz termotolerantnich kampylobakter se z potravin, krmiv, vzorka z prostredi
potravinaiskych vyroben i prostori provadi podle normy CSN EN ISO 10272: 2006
(Cupékova a kol. 2012; Botilova a kol. 2008; EN 1SO 2006; ISO/TS 10272: 2010).
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4.2.1 PomnozZeni a izolace kampylobakterii na selektivné diagnostickych
pudach

K pomnozeni kampylobakteri vyuzivame selektivni tekuté bujony podle
Boltona obsahujici 5% konskou krev, vankomycin, trimetoprim a amfotericin B.
Bujon s kulturou kultivujeme za mikroaerofilnich podminek pti teploté 37 °C po dobu
4-6 hodin a poté pii teploté 41.5 °C po dobu 44-48 hodin (Hochel 2009; ISO/TS 10272:
2010, Vyletélova a kol. 2011). Poté nasleduje naockovani a izolace pomnozené kultury
Z bujonu na selektivni kultivacni média.

Miizeme pouzit dva typy selektivnich médii. Prvnim typem jsou selektivni ptdy
obohacené berani nebo komniskou krvi. Mezi tyto média fadime selektivni médium podle
Butzlera a krevni agar podle Skirrowa. Selektivni médium, podle Butzlera obsahuje 7%
koniské krve a potlaceni doprovodné flory zajistuje novobicin, kolistin, cefazolin,
bacitracin a cykloheximid. Krevni agar podle Skirrowa obsahuje 5-7% koniské nebo 10%
berani krve a pro inhibici doprovodné flory polymyxin B, vankomycin a trimethroprim.

Druhy typ selektivnich pid pfedstavuji mCCDA (modifikovany deoxycholatovy
agar s aktivnim uhlim a cefoperazonem) a CSM medium (selektivni médium s aktivnim
uhlim podle Karmaliho). Tyto média neobsahuji krev ale jejich dilezitou slozkou je
pyruvat sodny a aktivni uhli, které zvySuje toleranci izolovanych bakterii k toxickému
ucinku kysliku a odstraniuje toxické metabolity. Selektivitu pro mCCDA médium zajistuje
deoxycholat sodny, cefoperazon, amfotericin B a u CSM média cefoperazon, vankomycin
a cykloheximid (Votava 2010; Mosio 2012).

Bohuzel zadné ztéchto médii nepodporuje rlst vSech druhii kampylobakteri
(Hochel 2009). Selektivni média nejsou vhodna pro izolaci C. upsaliensis (Steinhauserova
a kol. 2001). Steinhauserova a kolektiv se vroce 2001 zabyvali izolaci a kultivaci
C. upsaliensis a zjistili, ze je C. upsaliensis citlivy ke kyseliné¢ nalidixové a ve vétSiné
ptipadi i k cephalotinu, ktery je soucasti selektivnich médii. C. upsaliensis je méné
inhibovan cefoperazonem neZz cephalotinem, a proto pro izolaci pfipravili médium
obsahujici cefoperazon (8 pg/ml), amfotericin (10 pg/ml) a teicoplanin (4 pg/ml), které se
pfidava do zdkladu mCCDA média. Citlivost média zavisi na hodnot¢ MIC (minimalni
inhibi¢ni koncentrace) jednotlivych kment k cefoperazonu.

Pudy s kulturou se inkubuji v anaerostatu, ktery zajistuje mikroaerofilni prostiedi
5% O, 10 % CO,a 85 % N, Teplota pro inkubaci termofilnich kampylobakterii je
42°C a pro mezofilni druhy 37°C. Kultivace trva 44 + 4 hodiny (Cupakova a kol. 2012;
Borilova a kol. 2008; Hochel 2009).
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Campylobacter spp. na selektivnich pudach roste v drobnych, Sedych, mirné
slizovitych koloniich o priméru 1 az 3 mm. (Whittier et al. 2010; Hughes et al. 2009).
Morfologii kolonii Ize vyuzit, jako voditko k identifikaci druhu.

Kmeny Campylobacter jejuni vytvareji Sedé, vlhké ploché plazovité se tahnouci
kolonie. Nékteré kmeny mohou mit suchy vzhled, nebo mohou byt bez kovového
lesku. Campylobacter coli roste na selektivnim médiu v drobnych koloniich, které maji
krémovée Sedou barvu. Jsou vlhké a jsou mirn¢ vypouklé (Speegle et al. 2009).

Izolované kolonie jsou pak dale charakterizovany pomoci ptedepsanych

biochemickych testi (Hochel 2009).

Obrazek 5: Kultivace Campylobacter spp.
Popis obrazku: Campylobacter spp. na mCCDA agaru (vlevo), Campylobacter spp. na
Karmaliho agaru (vpravo); (Whittier et al. 2010; Hughes et al. 2009)

4.2.2 Konfirmace suspektnich kolonii

Campylobacter spp. lze barvit metodou dle Grama, kdy pod svételnym
mikroskopem vidime bakterie jako gram negativni, Cervené tyC€inky tvaru pismena
S a v zastinové mikroskopii lze pozorovat jejich pohyblivost. Dalsi identifikaci je pozitivni
prukaz oxidazy, neschopnost riistu za mikroaerofilnich podminek pii teploté¢ 25 °C nebo
neschopnost riistu v aerobnich podminkach za teploty 42 °C. K druhové identifikaci 1ze
vyuzit prikaz katalazy, stanoveni citlivosti ke kyseliné nalidixové a cephalotinu,

prikaz hydrolyzy hippuratu sodného a indoxyl acetatu, produkce sirovodiku na TSI médiu
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jak uvadi tabulka 3 (Cupakova a kol. 2012; Bofilova a kol. 2008; Steinhauserova a kol.
2001).

Biochemicka aktivita je slaba a spravna diagnostika na zaklad¢ fenotypovych znaki
rozliSovacim testem je schopnost hydrolyzy hippuratu, ktery je pozitivni pouze u C. jejuni

(Steinhauserova a kol. 2001).

Tabulka 3: Biochemicka a kultiva¢ni odli$nost jednotlivych druhi Campylobacter spp.
(Eboer 2003; Holt 1994).

C. jejuni C. coli C. lari C. upsaliensis
Rist pti 25°C - - - -
Rist pti 42°C + + + +
Rist pti 15°C - - - -
Hydrolyza hippuratu sodné¢ho + - - -
Kataldza + + + -
Hydrolyza indoxyl acetat + + - +
Kyselina nalidixova C C R C
cephalotin R R R C
NaCl 1.5% - - + _
Produkce H,S - - -

Pozitivni +, negativni -, C — citlivy, R — rezistentni

Nevyhodou kultivaéni metody je rychlost samotné detekce, kterd je cCasové
naro¢na, v fadu nékolika dni. Proto jsou vyvijeny a validovany rychlé molekularné-
genetické metody, umoznujici detekci patogennich mikroorganismd bez nutnosti jejich

izolace, pouze na zaklad¢ pritomnosti jeho DNA (pfipadné mRNA) ve vzorku.

4.3 Priukaz kampylobakteri pomoci filtraéni metody

Filtratni metody jsou pouzivany predevSim pro testovani klinického
materidlu, ktery je bohaty na vitadlni bunky kampylobakterii. Vyuziva se aktivni
pohyb a morfologie Stihlych tycCinek, které snadno projdou filtrem, zatimco jiné
mikroorganismy jsou zachycovany na filtru. Sterilni filtr je zhotoven z acet-
celulozy a velikost pord je 0.45 pm — 0.65 pm (ISO/TS 10272-3: 2010; Hochel 2009,

28




Speegle et al. 2009). Vznikly filtrat je naockovan na Petriho misku se selektivnim nebo
neselektivnim médiem (Granato et al. 2010).

Druhym typem membranové filtrace je umisténi filtru na neselektivni popf.
selektivni krevni agar. Na filtr se aplikuje 10-12 kapek vzorku rozmélnéného ve
fyziologickém roztoku (Hochel 2009). Médium se inkubuje za mikroaerofilnich podminek
(24 hodin pii 42°C) a poté provadime konfirmacni testy (oxiddaza a kataldza).
Mikroskopicky ovéfujeme typicky pohyb kampylobakterti v zastinu. Vybrané izolaty dale
ovéfujeme metodou fluorescencni in situ hybridizace (FISH), se sondou 5‘-GCC CTA
AGC GTC CTT CCA-3°. Odpadni voda obsahuje pramérné stovky termofilnich

kampylobakter v 1 ml, biologicky ¢isténd odpadni voda zhruba o dva fady méng.

4.4 Moderni metody

4.4.1 Polymerazova retézcova reakce

Polymerazova fetézcova reakce (PCR) vyuziva amplifikace (zmnozeni) hledané
DNA. Metoda je zaloZzena na opakovanych cyklech tii jednoduchych reakei.

Prvnim krokem je rozpleteni dvojité Sroubovice hledané DNA na jednotliva
izolovana vlakna pomoci zahiati (denaturace) pii teploté okolo 94°C. Po ochlazeni
nasleduje druhy krok v podobé¢ ptipojeni dvou syntetickych kratkych vlaken (primery) na
vldkno pfi teploté Vrozmezi nejcastéji 50-60°C. Primery jsou komplementarni ke
specifickym mistim na vldknech DNA a dochazi tak k ohrani¢eni mista, které ma byt
amplifikovano. Tretim a zaroven poslednim krokem v cyklu je prodluZzovani vldkna a
vytvaii se tak kopie DNA. Tento dé€j probihd v pfitomnosti enzymu Taq polymerazy a
piebytku prislusnych deoxyribonukleotidtrifosfatt pii teploté 72°C (Keramas et al. 2004;
Votava a kol. 2010).

Vsechny tifi kroky probihaji vjedné zkumavce. Vzniklé kopie vlaken
slouzi ke vzniku novych kopii pfi dalsim cyklu. Amplifikovana DNA je
separovana a vizualizovana pomoci elektroforézy na agarosovém gelu s naslednym
obarvenim etidiumbromidem nebo jinym fluorescenénim barvivem (obr. 6). Gel
prohlizime pod UV svétlem pii vinové délce 312 nm (Hochel 2009; Steinhauserova a kol.
1999; Votava a kol. 2010).

Pro diagnostiku se pouziva cela fada druhoveé nebo 1 rodové specifickych primert
(Steinhauserova a kol. 2001). Je-li pozadovana detekce pouze na trovni rodu, vyuzivaji se
vysoce konzervativni Useky 16S rRNA, v piipad¢ pozadavku na rozpoznani jednotlivych

druhti se vyuzivaji druhové specifické geny. Napi. pro detekci C. jejuni byly pouzity
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amplikony genu hipO pro hippurikasu nebo mapA pro membranovy protein a technika
PCR je pak zalozena na primerech odvozenych z genu flaA kodujici flagelin (Hochel 2009,
Wang et al. 2002). Stépeni amplikonti C. jejuni pomoci Alu | prokazalo znacny
polymorfismus v délce restrikénich fragmenti.

Vyhodou metody PCR je moZnost prokdzat antigeny pifimo z potravin, mensi
Casova narocnost a vysoka citlivost. Identifikace infekéniho agens pfimo z potravin je
omezena, nebot slozeni potravin  komplikuje izolaci  bakterialni DNA
(Steinhauserova a kol. 1999). Dalsi vyhodou metody PCR je moznost detekovat nejen zivé
bakterie, ale také nekultivované formy Campylobacter spp. a lze ji také vyuzit pii
nejednoznacné typizaci (Steinhauserova a kol. 2001; Keramas et al. 2004). Metoda PCR
ma také svou nevyhodu a to diky vysoké citlivosti, kdy detekuje i mrtvé Campylobacter
spp., které vSak infekci jiz nemiizou zpiisobovat.

V bézné praxi a diagnostice se vSak vice vyuzivaji klasické fenotypové a kultivacni

metody a PCR metoda je pouze dopliikovou (Steinhauserova a kol. 2001).

C. coli =P

Thermotolerant
Campylobacter —Jp»

C. jejuni—pp»
Primer dimer —J»

Obrazek 6: Vyhodnoceni amplifikace fragmentd multiplex PCR (Wong et al. 2004).

4.4.2 Real-time PCR

Metoda je zalozena na klasické PCR s tim rozdilem, Ze specidlni pfistroj umoziuje
kontinuélni kvantifikaci DNA béhem kazdého cyklu (u klasického PCR se detekuje findlni
produkt elektroforézou). Amplifikovanou DNA detekujeme pomoci fluorescencnich sond
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¢i barviv napt. SYBR Green. Sada oligonukleotidovych primeri a sond zesiluje reakci
cilového genu (Snelling et al. 2005). Vysledkem reakce je intenzivni fluorescence, kterou
detekujeme pomoci fotometru, ktery je zabudovan v termocykléru (Whittier et al. 2010,
Micuda a kol. 2006).

Hlavni vyhodou metody oproti "klasickému" PCR je moznost kvantifikace
syntetizované¢ho produktu, a to bud’ relativni, tj. porovnédnim s jinou skupinou vzorkl
(napt. kontrolni), nebo absolutni, tj. z kalibraéni kfivky rekombinantni DNA 0 znamém
mnozstvi (obr. 7). Dalsi vyhodou je vysoka specifita a citlivost metody Real-time PCR
(Micuda a kol. 2006).

This data is the Real-time PCR result by using PowerChekTM Campylobacter jejuni
Real-time PCR Kit on AB7500.
Obrazek 7: Zaznam vysledku pti pouziti Real-time PCR Kit, PowerChek™
Campylobacter jejuni;

http://www.kogene.co.kr/eng/product/bacterial.html [cit. 8. 6. 2012]

4.4.3 Multiplex PCR

Metoda je zalozena na klasické PCR. Tato metoda vyuziva vice druhové specifickych
gend, jako omp 50, 16S rRNA, 23S rRNA, hip O, map A pro odliseni jednotlivych druht.
Metoda je velmi rychlad z divodu amplifikace v jedné zkumavce, kde n€kolik par primera

reaguje najednou a vysledkem je nékolik produktii najednou (Jamshidi et al. 2008).
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P1 Triplex C.ieiuni

C.coli C.verfrinaens

Obrazek 8: Zaznam vysledku pii pouziti Real-time PCR kitu, PowerChek™
Campylobacter Triplex (Campylobacter spp., jejuni, coli);
http://www.kogene.co.kr/eng/product/bacteria3_1.html [cit. 8. 6. 2012]

4.4.4 Imunologické testy

Imunochemické metody predstavuji alternativni techniky pro detekci
kampylobakteri. Vyhodou téchto metod je jejich jednoduchost, nizké ndklady a moznost
testovat velky pocet vzorkl. Jsou zalozeny na interakci antigenu se specifickou protilatkou.
Vsechny vyuzivaji latexovych ¢astic s imobilizovanymi imunoglobuliny (Hochel 2009).
Pro prukaz Campylobacter spp. jsou metody zalozeny na imunologickych technikach napft.
enzymové imunoanalyze (EIA), enzymové imunoanalyze na pevné fazi (ELISA)
imunochromatografii (ICG) a imunoanalytické technice Western blot (Velusamy et al.
2010).

4.5.4.1 Western Blot

Western blot je biochemicka analyticka metoda, ktera se pouziva k identifikaci
specifického proteinu v komplexni smési. Vazba protilatka-antigen umoznuje identifikaci
jediného proteinu v heterogenni smési bilkovin. Jedna se o komeréné dodavanou soupravu,
ktera obsahuje potfebné reagencie a prouzky obsahujici antigen (Kalabusova 2009).

Prouzek obsahujici antigen se zhotovuje slozitou cestou. Prvnim krokem je
rozdéleni hrubého mikrobidlniho antigenniho preparatu na fadu slozek. Antigenni preparat,
ktery predstavuje ultrazvukem rozbitou suspenzi bakterii, se zahfiva s detergentem napf.
dodecylsulfatem sodnym (SDS). SDS roz§té€pi komplexni mikrobialni protein na jednotlivé
polypeptidy a glykopeptidy. Tyto frakce se poté déli na zakladé své molekulové hmotnosti
pomoci elektroforézy v polyakrilamidovém gelu. V gelu tak vznikaji okem neviditelné

polypeptidové pruhy, odpovidajici jednotlivym frakcim. Poté dochazi k vlastnimu blotingu
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(pteneseni) polypeptidovych pruhli z gelu na nitrocelulosovou membranu. Membrana je
poté nastfihana napfi¢ separovanym pruhiim na prouzky, které jsou pevnymi nosici na
nichz jsou pevné prichyceny separované antigeny.

Samotny proces prikazu protilatek proti Campylobacter spp. spociva v naneseni
ziedéného pacientova séra na pasek. Pokud je pfitomna protilatka ze séra dochazi
k navazani na ptislusnou antigenni frakci. Nasleduje dikladné promyti od nenavazanych
protilatek a pfidd se anti-lidsky imunoglobulin, ktery obsahuje kienovou peroxidazu.
Vysledkem vazby protilatky na antigen se projevi zabarvenim piislusného (Votava 2010;
Abuon et al. 2005; Qian et al. 2008).

4.5.4.2 Komercné dodavané testy pro prukaz Campylobacter spp.

V posledni dob¢ existuje n¢kolik komeréné dostupnych imunologickych testd, které byly
vyvinuty pro pfimou detekci antigenu C.jejuni a C. coli ve stolici. Bézné dostupné jsou
Primer kempovy test, Campylobacter test a ImmunoCard STAT (Granato et al. 2010).

4.5.4.3 Premier kempovy a Campylobacter test

Tento test je zaloZen na EIA metodach, které jsou spojeny s pevnou fazi nejcasteji
mikrotitraéni destickou. Nejznaméjsi metodou je ELISA (enzymovéa imunoanalyza na
pevné fazi), kterd vyuziva reakci enzymem znaCené protilatky se sorpci reakéni
slozky na pevném povrchu. K priikazu protilatek existuje nékolik druht ELISA metod.

Jednou z modifikaci mize byt nekompetitivni (sendvicova) ELISA. Principem
metody je adsorpce polyklonalni krali¢i protilatky anti-Campylobacter spp. na dno jamky
mikrotitra¢ni desticky. Do jamky se k protilatce ptida vzorek stolice piedem suspendovany
Vv rozpoustédle. Nasleduje inkubacni doba, béhem které se uskute¢ni zachyceni jakéhokoliv
antigenu rodu Campylobacter pomoci polyklonalni protilatky. Mikrotitracni desticka je
poté promyta a tim dochazi k odstranéni nenavazaného materialu, nasledné je do jamky
pfiddna enzymem znacena protilatka. Nasleduje dal$i inkubace a promyvani. Jako
posledni latku ptidavame do mikrotitracni desticky barevny substrat. Vysledkem reakce je
navazani substratu na komplex a tim dochézi k intenzivnimu zbarveni. Pokud neni antigen
rodu Campylobacter ptitomny, barevny substrat se nemize navazat a nedochazi k barevné
reakci. Barevna intenzita je méfena pomoci spektrofotometru. Touto metodou lze
kampylobaktery ve vzorku stanovit za méné nez 2 hodiny.

Vyhodou metody ELISA je moZnost jeji automatizace, mé vSak nevyhody a to

relativné nakladné pfistrojové vybaveni, vysokd cena komeréné¢ dodavanych souprav.
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Nevyhodou je také bezmyslenkovité spoléhani se na vytisténé vysledky, které lékar

dostava k interpretaci laboratorniho nalezu (Granato et al. 2010, VVotava a kol. 2010).

4.5.4.4 ImmunoCARD STAT

Tento test je zalozen na imunochromatografické reakci. Princip ImmunoCARD
STAT testu spocCivda v imobilizaci  specifickych  monoklonalnich  protilatek
druhu C. jejuni a C. coli na povrchu porézni membrany. Test vyuziva komerénich Kitl
obsahujici umélohmotnou karticku, vniz je maly otvirek, do kterého se kéapneme
vysetiovany vzorek. VysSetfovacim vzorkem je stolice rozmélnéna v rozpoustédle. Dno
komurky tvofi nitrocelulosovd nebo nylonovd membréna pokryta protilatkou. Porézni
podklad pod membranou nasaje pomérné velky objem vzorku, jenz mize obsahovat
hledany antigen rodu Campylobacter.

Antigen ve vzorku se vaze na monoklonalni protilatku a ptidanim druhé enzymem
znacené protilatky vznika komplex protilatky s antigenem a znacenou protildtkou. Tento
komplex dava vzniku barevné zméné¢ membrany v podobé rizovo-Cerveného prouzku.
(obr. 9).Neni-li ve vzorku pfitomen antigen rodu Campylobacter, komplex
nevznika a netvoii se Cerveno-riZzovy prouzek na membrang.

Vyhodou tohoto testu je rychlost detekce, kterd trva méné nez 30
min a jednoduchost provedeni diky zabudované kontrole na jiném mist¢ membrany. Diky
jednoduchosti testu ho 1ze provadét ptimo v ordinaci, kde vSak mikrobiologicka laboratot
neni zarukou spravné interpretace nalezu (Granato et al. 2010; Bessede et al. 2011; Votava
a kol. 2010).
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Obrazek 9: ImmunoCARD STAT
http://www.oriondiagnostica.se/nyheter_se?id=17566997 [cit. 8. 6. 2012]

Popis obrazku: pozitivni reakce pii pouziti ImmunoCARD STAT na piitomnost

Campylobacter spp. ve vzorku
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5. Zavér

V této praci jsem se =zabyvala predevSim vyskytem patogennich druha
Campylobacter spp. a jejich vlivem na zdravi lidi.

Nejcastéjsim patogenem pro ¢lovéka je Campylobacter jejuni, ktery kolonizuje
travici trakt dribeze. Clovék se nejdastdji nakazi kontaktem nebo konzumaci tepelnd
neopracované drubeze. Infekce zpusobena rodem Campylobacter nema zatim vysoké
procento mortality, avsak procento vyskytu kampylobakteriozy kazdym rokem stoupa.

Proto je nutné se zam¢fit na dodrzovani spravné hygienické a vyrobni praxe pfi

zpracovani potravin a postupovat dle platnych norem a natizeni EU.
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