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Metode izdvajanja i dokazivanja
bakterija roda Campylobacter
- klasicne i molekularne

metode (l. dio)
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Uvod
Kampilobakterioza  je  zoonoza
prouzrocena razlicitim vrstama

bakterija iz roda Campylobacter, Siroko
rasprostranjena i vazan je wuzrocnik
bolesti ljudi diljem svijeta. Incidencija
i wucdestalost kampilobakterioze ljudi
dramaticno se povecala u razvijenim
i zemljama u razvoju, a osobito u SAD,
Europi i Australiji (Kaakoush i sur.,,
2015.). Bolest se najcesce prenosi hranom,
ali prisutni su i drugi nacini Sirenja
poput izravnog dodira sa zivotinjama i
prijenosa s osobe na osobu. Utvrdivanjem
izvora infekcija i ¢imbenika rizika bolesti
doslo se do zakljucka da je nedovoljno
toplinski obradeno pile¢e meso najcesci
izvor infekcije u ljudi, a poznati su i
drugi izvori iz okoliSa, poput vode, zatim
izravni dodir s inficiranim Zivotinja te
medunarodna putovanja i nehigijenski
uvijeti tijekom boravka u tim zemljama
(Domingues i sur., 2012.). Vrste
Campylobacter spp. su najces¢i uzrok
bakterijskog gastroenteritisa u Europi. Za

razliku od drugih zoonoza podrijetlom iz
hrane, incidencija kampilobakterioze u
Europi je cijelog proslog desetljeca bila u
porastu. Bolest se esto pojavljujeumladih
ljudi i djece mlade od 5 godina (Kuhn i
sur., 2017.). Prepoznavanje najznacajnijih
izvora infekcije i sprjecavanje Sirenja i
suzbijanje uzroc¢nika kampilobakterioze
vazni su ciljevi javnog zdravstva. U
naSem radu bit ¢e prikazane metode
izdvajanja i dokazivanja vrsta bakterija iz
roda Campylobacter, uz primjenu razlicitih
klasi¢nih bakterioloskih i molekularnih
metoda.

Klasicne metode izdvajanja
i dokazivanja bakterija roda

Campylobacter
Bakterije roda Campylobacter su
izbirljive, polako rastuce bakterije

koje za rast u laboratorijskim uvjetima
zahtijevaju optimalnu temperaturu (37
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°C) i mikroaerofilne atmosferske uvjete s
priblizno 5% O,, 10% CO, i 85% N, te je
njihovo izdvajanje klasi¢nim metodama
u laboratoriju sloZeno i zahtjeva primjenu
visoko selektivnih tekudéih i/ili krutih
hranjivih podloga. Do danas je razvijen
vedibrojrazli¢itih protokola za izdvajanje,
odredivanje broja i razlikovanje vrsta
bakterija roda Campylobacter, primjenjivih
u svakodnevnoj dijagnostici, bilo da
se radi o fenotipskim, biokemijskim ili
molekularnim tehnikama.

Izdvajanje bakterija roda
Campylobacter

Za izdvajanje trazenih bakterija,
posebice iz uzoraka s nepoZeljnom
popratnom mikroflorom, potrebna je
primjena visoko selektivnih tekucih i/
ili krutih hranjivih podloga. Neke od
naj¢es¢e  upotrebljavanih  hranjivih
podloga za izdvajanje kampilobaktera
jesu: Bolton, Skirrow, Preston, Karmali,
mCCDA  (Engl.  modified  charcoal
cefoperazone deoxycholate agar), CAT (Engl.
cefoperazone amphotericin  teicoplanin) te
Campy-Cefex podloga. Hranjive podloge
razlikuju se prema sastavu i sadrze
razlicite  kombinacije  antimikrobnih
sredstava koja onemogucuju  rast
nepozeljne mikroflore, poput:
polimiksina, vankomicina, trimetoprima,
rifampicina, cefoperazona, cefalotina,
kolistina, cikloheksamida i nistatina.
Osimnavedenog, hranjive podloge sadrze
peptone, a vecini se dodaje krv te razlicite
tvari za vezanje slobodnog kisika poput
vodikovog peroksida. Vise medunarodno
priznatih standardiziranih protokola za
izdvajanje i identifikaciju kampilobaktera
izdano je od uvazenih svjetskih institucija
poput ISO (International Organization for
Standarization), FDA (US Food and Drug
Administration), NMKL (Nordic Comittee
on Food Analysis), PHLS (UK Public Health
Laboratory Services), WHO (World Health
Organization) preporuke, no niti jedan, za
sada, nije u cijelosti prihvacen. Zajednicka
karakteristika standardiziranih metoda je

u postivanju nekoliko temeljnih nacela
vaznih za izdvajanje u laboratorijskim
uvjetima, a vezano uz prethodnu
inkubaciju (oZivljavanje) pri 37 °C te
daljnju inkubaciju u trajanju do 48 sati pri
42 °C.

Uzorci hrane i okoliSa cesto su
onecisc¢eni kampilobakterima u
relativno malom broju zbog cega se pri
mikrobioloskoj pretrazi hrane, vode i
okolisnih uzoraka provodi postupak
namnazanja u svrhu oporavka i
rasta trazenih bakterija. U rutinskoj
laboratorijskoj analitici najéeS¢e su u
uporabi sljede¢i bujoni za namnazanje:
Preston, Bolton, Exeter, Park i Saunders,
te CEB (Engl. Campylobacter enrichment
broth). U rezultatima studije Baylis
i sur. (2000.) potvrdene su razlike u
ucinkovitosti  izdvajanja  ostvarenog
usporedbom Preston, Bolton i CEB
bujona te su pokazali kako se najbolji
rast kampilobaktera, uz istovremenu
ucinkovitu inhibiciju popratne bakterijske
mikroflore, postize primjenom Bolton
bujona.

Nakon postupka namnazanja u
bujonu slijedi supkultivacija na selektivni
kruti hranjivi agar. Selektivni agar u
svom sastavu mozZe sadrzavati krv poput
sljede¢ih agara: Skirrow, Campy-Cefex,
Butzler, Preston i Exeter agara, ili je
poput mCCD i Karmali agara bez krvi.
Sve ucestalije se koriste i komercijalno
dostupni visoko selektivni kromogeni
agari zasSti¢ene tvornicke formule poput:
CampyFood ID® (bioMérieux, Francuska)
i Brilliance CampyCount® (Oxoid, Velika
Britanija) agara. Uporabom ovih agara
u laboratorijskoj analitici ocitavanje
bakterijskog porasta znatno je olaksano
u odnosu na mCCD agar zbog njihove
kromogene prirode, dok u kombinaciji s
namnaZanjem u Bolton bujonu ostvaruju
i znacajno bolje rezultate prilikom
samog izdvajanja u odnosu na rezultate
dobivenih  uporabom  kombinacije
Preston bujona i/ili mCCD agara (Habib
i sur.,, 2011.). Standardizirane metode,
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primjerice one izdane od strane ISO ili
FDA, preporucuju nagjepljivanje dviju
razlicitih vrsta agara, a nakon bujonskog
namnazanja, dok u metodama za
odredivanje broja Campylobacter spp.
predvidaju nacjepljivanje jedne vrste
agara ispitnim dijelom uzorka i daljnjim
razrjedenjima. Pokazalo se da je prilikom
enumeracije Campylobacter spp. metoda
izravnog nacjepljivanja na ploce mCCD
agara pouzdana alternativa metodi
najvjerojatnijeg broja (Engl. most probable
number; MPN) te je ujedno i pogodnija
u rutinskim analitickim uvjetima zbog
brzine i jednostavnosti (Scherer i sur.,
2006.).

Identifikacija bakterija roda
Campylobacter

Nakon porasta karakteristicnih kolo-
nija na plo¢ama agara, potrebno je iden-
tificirati vrstu termotolerantnih kampi-
lobaktera Sto zahtijeva uporabu razlicitih
testova. Identifikacija termotolerantnih
Campylobacter spp. temelji se na mikro-
skopskim karakteristikama: morfologiji
bakterijskih stanica - tipi¢cnom obliku
zavojitih ili zakrivljenih Stapica, i karak-
teristicnom brzom pokretanju. Najcesce
koristeni fenotipski testovi koji omogu-
¢uju razlikovanje termotolerantnih vrsta
ukljucuju: biokemijske testove (dokazi-
vanje katalaze, oksidaze, redukcija nitra-
ta, hidroliza hipurata, hidroliza indoksil
acetata), testove antibiotske osjetljivosti
- tzv. rezistotipizacija (nalidiksi¢na kise-
lina, cefalotin) te karakteristi¢ni porast
ili izostanak rasta pri razlic¢itim (25 °C,
37 °C, 42 °C) temperaturnim uvjetima
(On, 1996.). Glavni problem koji se po-
javljuje pri fenotipskoj karakterizaciji iz-
medu bakterija Campylobacter (C.) jejuni
i C. coli jest u tome Sto pojedini sojevi C.
jejuni nemaju sposobnost hidrolize hi-
purata, a njihovo je odredivanje osnova
za fenotipsko razlikovanje ovih dviju
bakterijskih vrsta (On, 2001.). U uporabi
su i razliciti komercijalni testovi za bi-
okemijsku identifikaciju vrsta bakterija

roda Campylobacter poput: API® Campy
(bioMérieux, Francuska) te automatizi-
rani sustavi poput: VITEK 2 (bioMéri-
eux, Francuska) koji u vremenskom raz-
doblju od 6-24 sata moze dati podatke o
trazenoj vrsti mikroorganizama. VITEK2
uredaj radi po nacelu otkrivanja meta-
bolickih promjena pomocu metoda ba-
ziranih na fluorescenciji. Uredaj koristi
viSe razli¢itih kolorimetrijskih kartica,
ovisno o trazenom mikroorganizmu, a
za potrebe dokazivanja kampilobaktera
koriste se NH (Engl. Neisseria Haemophi-
lus) identifikacijske kartice. Za izravnu
detekciju Campylobacter spp. u zivotinj-
skom izmetu ili hrani razvijeni su razli-
¢iti uredaji i metode koje se temelje na
imunoenzimskim nacelima, u obliku ko-
mercijalno dostupnih kitova poput: VI-
DAS Campylobacter (bioMérieux, Francu-
ska), 3SM™ TECRA™ Campylobacter (3M,
SAD), Ridascreen® Campylobacter ELISA
(R-Biopharm, Njemacka). Uz navedene
metode, za odredivanja vrsta kampilo-
baktera u primjeni je i visokosofistici-
rana analiticka metoda za razdvajanje
ioniziranih molekula na osnovu razlike
u omjeru mase i naboja: matricom pot-
pomognuta laser desorpcijska ionizacija
- vrijeme leta (Engl. Matrix Assisted La-
ser Desorption Ionization - Time Of Flight;
MALDI-TOF), metoda masene spektro-
fotometrije, koja u ispitivanjima to¢nosti
daje 100%-tne rezultate prilikom potvr-
de vrste, no nije u mogu¢nosti identifici-
rati viSe vrsta u uzorku mijeSane bakte-
rijske kulture (Bessede i sur., 2011.).
Zbog razlikovanja serotipova u
primjeni su dvije metode serotipizacije
- Lior i Penner metoda. Penner
metoda predstavlja zlatni standard u
serotipizaciji kampilobaktera, a temelji
se na toplinski stabilnim (Engl. heat
stable; HS) antigenima i primjeni tehnike
pasivne hemaglutinacije (Penner i sur.,
1983.). Lior shema serotipizacije koristi
toplinski nepostojane (Engl. heat labile;
HL) antigene i tehniku aglutinacije
bakterija (Lior i sur., 1982.). Pored toga
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Sto su obje metode zahtjevne i dugotrajne,
glavni nedostatak je u postojanju velikog
broja sojeva koji se ne mogu serotipizirati.
Na trzistu su dostupni aglutinacijski
kitovi poput Microgen™ Campylobacter
brzog lateks aglutinacijskog testa za
potvrdu i identifikaciju termotolerantnih
kampilobaktera (Microgen Bioproducts,
Velika Britanija).

Molekularne metode za

izdvajanje kampilobaktera

Metoda lancane reakcije polimera-
zom (Engl. Polymerase Chain Reaction;
PCR) omogucuje eksponencijalno umna-
zanje trazenog odsjecka unutar kratkog
vremenskog razdoblja in vitro te se tako
mogu otkriti mikroorganizmi, ¢ak i ako
su prisutni u vrlo malom broju. PCR
pocetnice odabrane iz ocuvanih regija
genoma uobicajeno se koriste u potvr-
di primjerice bakterijskog roda, dok se
pocetnice konstruirane iz varijabilnih
regija genoma mogu koristiti u razliko-
vanju vrsta ili sojeva. Do sada je razvijen
znacajan broj PCR protokola usmjerenih
prema detekciji Campylobacter roda, vrste
ili podvrste, bilo iz uzoraka hrane, oko-
liSa ili izmeta. Opisano je viSe razlicitih
PCR protokola u kojima se koristi jedan
par pocetnica za dokaz bakterija roda
Campylobacter (Linton i sur., 1996., Inglis
i Kalischuk, 2003.), zatim vise mnogo-
strukih (Engl. multiplex) PCR protokola
koji pomocu vise parova pocetnica mogu
razlikovati vise vrsta (Wang i sur., 2002.,
Klena i sur., 2004., Persson i Olsen, 2005.,
Yamazaki-Matsune i sur., 2007.) ili kori-
ste razlicite pocetnice u svrhu razlikova-
nja podvrsta (Miller i sur., 2007.). Fermér
i Engvall (1999.) opisali su razvoj osjet-
ljivog PCR testa koji uklju¢uje enzimsku
digestiju PCR produkta s Alul i Tsp5091
restrikcijskim enzimima za dokaz ter-
motolerantnih C. jejuni, C. coli, C. lari i
C. upsaliensis. Metoda koristi pocetnice
THERM1 i THERM4 temeljene na naj-
varijabilnijem dijelu 235 rRNK gena. Re-

strikcijski enzimi, odnosno restrikcijske
endonukleaze, imaju sposobnost cijepa-
nja DNK (deoksiribonukleinska kiselina)
na specificnim dijelovima nukleotidnog
slijeda poznatih pod nazivom restrik-
cijska mjesta. Takvi enzimi opisani su u
bakterija i arhea, i smatra su da su dio
obrambenog mehanizma protiv invadi-
rajucih virusa. Alul izdvojen je iz bakte-
rije Arthrobacter luteus (restrikcijska mje-
sta:  5---AG|CT---3'//3'---TC1tGA---5"),
a Tsp5091 iz Dbakterija roda Thermus
(restrikcijska mjesta: 5---N|AATTN---
3'//3’---NTTAATN---5"). Vrste termoto-
lerantnih kampilobaktera mogu se ra-
zlikovati na temelju velicina odsjecaka
dobivenih cijepanjem enzimima.
Trenutno ne postoji zlatni standard
u PCR dijagnostici kampilobaktera,
no provedene su studije usmjerene na
razvoj medunarodnog standarda za
dokazivanje termotolerantnih kampi-
lobaktera temeljenog na PCR metodolo-
giji (Liibeck i sur., 2003., Josefsen i sur.,
2004.). Glavne prednosti PCR metoda
su u njihovoj brzini, osjetljivosti i spe-
cifinosti, no problem u njihovoj ucin-
kovitosti prilikom ispitivanja uzoraka
koji nisu ¢iste bakterijske kulture moze
se pojaviti zbog prisustva PCR inhibi-
tora kao primjerice u uzorcima Zivo-
tinjskog izmeta. Iz tog razloga razvijeni
su razliciti nacini prociS¢avanja DNK
iz uzoraka izmeta te uzoraka hrane i
okolisa. Unato¢ primjeni razli¢itih me-
toda procis¢avanja i izdvajanja DNK iz
okolisa, neke PCR inhibitore nije mogu-
¢e u potpunosti ukloniti iz reakcije, $to
smanjuje mogucnost otkrivanja kam-
pilobaktera prisutnih u malom broju.
Prije provodenja PCR postupka, uzorci
Cesto prolaze postupak namnaZanja in-
kubacijom u selektivnom bujonu radi
povecanja broja, a Sto moze pridonijeti i
razrjedenju koncentracije PCR inhibito-
ra. Vazan nedostatak PCR metodologije
je u tome Sto ne razlikuje Zive od mr-
tvih stanica zbog Cega se razvijaju nove
metode usmjerene ka otkrivanju RNK
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(ribonukleinska kiselina) medu kojima
su najceS¢e metoda obrnutog prepisi-
vanja - lancana reakcija polimerazom
(Engl. Reverse Transcriptase PCR; RT-
PCR) te postupak umnazanja baziran na
odsjeccima nukleinske kiseline (Engl.
Nucleic Acid Sequence Based Amplifica-
tion; NASBA) (Churruca i sur., 2007.).
RT-PCR je postupak u kojem se trazeni
RNK odsjecak prvo obrnuto prepisuje
u komplementarnu DNK te se dobive-
na komplementarna DNK umnaza PCR
postupkom. NASBA je postupak u ko-
jem se prepisivanje RNK u komplemen-
tarnu DNK i PCR dogadaju u jednom
koraku. Za utvrdivanje broja mikroor-
ganizama moze se koristiti metoda lan-
cane reakcije polimerazom u stvarnom
vremenu (Engl. Real Time PCR), koja se
oznacava kao: QRT-PCR, RT-QPCR ili
RRT-PCR. Nogva i sur. (2000.) opisali su
QRT-PCR metodu za odredivanje broja
C. jejuni uz uporabu TagMan probe, dok
su Sails i sur. (2003.) usavrsili QRT-PCR
metodu brojenja C. jejuni u hrani nakon
postupka namnazanja. Inglis i Kalis-
chuk (2004.) opisuju razvoj ugnijezde-
nog (od Engl. nested) RT-QPCR s upo-
rabom flourescentne boje SYBR Green
za direktno brojanje C. jejuni u izmetu
stoke. QRT-PCR pretragu za brojenje C.
jejuni u uzorcima podrijetlom od pera-
di, mlijeku i uzorcima vode iz okolisa,
bez prethodnog namnaZzanja razvili su
Yang i sur. (2003.). Josefsen i sur. (2010.)
predstavili su brzi kvantitativni test koji
kombinira QRT-PCR uz uporabu PMA
(propidij monoazid) - tvari za obradu
uzoraka ispiraka pileé¢ih trupova koja
prodire kroz ostecene membrane nezi-
vih stanica. Ovim testom u manje od tri
sata prepoznaje se signal podrijetlom je-
dino od zivih i/ili VBNC (Engl. viable but
nonculturable) stanica Campylobacter spp.
s neoste¢enom membranom, a ujedno
se DNK podrijetlom od neZivih stanica
kampilobaktera ne otkriva metodom. U
laboratorijskoj analitici koriste se i au-
tomatizirani komercijalni sustavi poput

BAX® RT-QPCR (DuPont, SAD) za do-
kaz bakterija roda Campylobacter spp. i
razlikovanje bakterijskih vrsta C. jejuni,
C. coliiC. lari u istom uzorku.

Sazetak

Bakterije ~ roda  Campylobacter ~ su
mikroorganizmi koji za svoj rast u okolisu,
kao i u laboratorijskim uvjetima trebaju
mikroaerofilne uvjete. Za rutinsku analitiku
klasi¢nim metodama primjerena je primjena
priznatih  standardiziranih  protokola i
propisanih visoko selektivnih tekucih i/ili
krutih hranjivih podloga. Nakon porasta
karakteristi¢nih kolonija radi odredivanja vrste
kampilobaktera primjenjuju se mikroskopski,
fenotipski, biokemijski, imunozimski
testovi, rezistotipizacija i/ili metoda masene
spektrometrije. =~ Za razlikovanje sojeva
kampilobaktera postoje dvije klasicne metode
serotipizacije. Do sada je razvijen znatan broj
PCR protokola usmjerenih prema otkrivanju
Campylobacter roda, vrste ili podvrste, bilo
iz uzoraka hrane, okolisa ili izmeta. Glavne
prednosti PCR metoda su u njihovoj brzini,
osjetljivosti i specifi¢nosti, a nedostatak PCR
metodologije je u tome Sto ne razlikuje Zive
od mrtvih stanica, zbog cega se razvijaju novi
protokoli bazirani na RT-PCR, NASBA i QRT-
PCR molekularnim metodama.

Kljuéne rijeci: Campylobacter  spp.,
izdvajanje bakterija, dokaz vrste, standardizirane
metode, PCR
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Bacteria of the genus Campylobacter require
microaerophilic  conditions for growth.
Use of recognized standardized protocols
and prescribed highly selective liquid and/
or solid media is appropriate for routine
analysis with classical methods. After the
growth of characteristic colonies, microscopic,
phenotype and biochemical methods,
immunoenzyme tests, resistotypization and/
or mass spectrometry are applied to determine
the Campylobacter species. Two classical
serotyping methods are used to differentiate
Campylobacter strains. There are various

PCR protocols intended for the detection of
Campylobacter genus, species or subspecies
from food samples, environment or faeces.
The main advantages of PCR methods are
their speed, sensitivity and specificity. The
deficiency of this method is that it does not
differentiate viable from dead cells, therefore
new protocols based on RT-PCR, NASBA
and QRT-PRC molecular methods are under

development.

Key words: Campylobacter spp., bacterial
isolation, species determination, standardized
methods, PCR
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