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SUMMARY

Bioprospect, the bulletin of the Biotechnolo-
gy Society is a journal intended to inform the
society members about the most recent deve-
lopments in this field. The bulletin should sup-
ply the vitaly important knowledge directly
to those who need it and to those who are able
to use it properly. In accordance with the rules
of the Society, the Bulletin also deals with both
theoretical and practical questions of biotech-
nology. Articles will be published informing
about the newest theoretical findings, but many
planned papers are devoted to fully practical
topics. In Czech and Slovak Republic there is
a growing gap between basic research and pro-
duction. It is extremely important to reverse
as soon as possible the process of further open-
ing of the scissors, and we hope the Bulletin
will help in this struggle by promoting both

research and practice in our biotechnology.
The Bulletin should facilitate the exchange and
targeted delivery of information. In each issue
there will be advertisements of products such
as chemicals, diagnostics, equipment and
apparatus, which have already appeared on the
Czech and Slovak market, or are projected
enter it. Services, free R&D or production
facilities can also be advertised. The editorial
board, together with the executive commitee
of the Biotechnology Society, hope that maybe
some information published in the Bulletin,
or some new contacts based on it, will give
birth to new cooperations with domestic
or foreign research teams, to collaborations,
joint ventures or strategic alliances providing
access to expertise and financing in interna-
tional markets.

The editorial board invites all of You, who
are involved in the field called biotechnology,
and who are seeking contacts in Czech and
Slovak Republic, to advertise in the Bulletin
BIOPROSPECT, which is mailed directly
to more than one and a half thousand Czech
and Slovak biotechnologists.

For more information contact the editorial
board or directly:

Ladislav Fukal, Ph.D. (editor in chief)
ICT, Technicka 3

166 10 Prague 6, Czech Republic
Phone +420 220 445 137

e-mail: fukall@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM

VdzZeni prdtelé,

V r. 2009 oslavi nase stfesni organizace Cesky svaz
védeckotechnickych spoleénosti (CSVTS), jeho? je
nase Biotechnologickd spolecnost zaklddajicim cle-
nem, 20 let od svého zaloZeni. Toto vyrodi ndm pripo-
mene konference, kterd se bude konat pristi rok
ve dnech 17. a 18. bfezna 2010. Za téchto 20 let se
CSVTS (www.csvis.cz ), jeho? ¢leny je 69 védecko-tech-
nickych spolecnosti, vyprofiloval ve vyznamného pred-
stavitele a representanta eskych technik( a inZenyrd,
a to jak na ndrodni, tak i mezindrodni drovni. Podafilo
se mu zkonzolidovat hospoddrské vysledky Domi
techniky a vytvorit pro své spolecnosti skvélé technické
i financéni zdzemi. Podrobné zhodnoceni jeho cinnosti
jisté provede zminénd konference, ale jiz nyni Ize fici,
Ze uplynuld léta byla velmi uspésnd, i kdyZ podminky
pro jeho cinnost nebyly vidy lehké.

Velkou udadlosti v oblasti biotechnologie bylo jisté jiz
13. Mezindrodni biotechnologické symposium,
konané pod zdstitou IUPACu, v ¢inském Dalianu
od 12. do 17. 10. 2008. Symposium se poprvé konalo
na asijském kontinenté a podle bohaté ucasti
z asijskych zemi jisté podpofilo zdjem o biotechnologie
v této oblasti. | za ¢eskou ucast na symposiu (15 ulast-
nik() se nemusime stydét. \Sichni cesti ucastnici pfed-
nesli pfedndsky nebo prezentovali postery. Abstrakta
vSech sdéleni naleznou zdjemci v ,Journal of
Biotechnology”, Vol. 137, Issue 3S (ISSN 0168-1656),
pfipadné na CD, ktefi dostali ucastnici symposia.
Ctyflety interval téchto mezindrodnich biotechnologic-
kych symposii byl zkrdcen na 2 roky a pofadatelem IBS
2010 byla povérena Italie. Symposium se bude konat
ve dnech .... v Rimini (www.ibs.2010.0rg) a predsedou
organizac¢niho vyboru je p. Prof. Francesco Nicotra
z mildnské univerzity. Dovolte mi, abych Vds jesté upo-
zornil na nékteré letosni uddlosti, které by Vds mohly
zajimat. Pifedné Vds co nejsrdecnéji zvu na nds jiZ
tradi¢ni semindF ,, Novinky v oblasti genetickych
modifikaci, ktery se bude konat v dutery dne
28. dubna 2009 v UOChB AV CR, v.v.i. v 9 hod. Vstup je
jako vzdy volny a pro udéastniky pfipravujeme mate-
ridly s pfednesenymi pfedndskami. Mnohé z Vds jisté
bude zajimat 14th European Congress on
Biotechnology, ktery se kond ve S3Spanélské
Barceloné od 13. do 16. 9. 2009 pod heslem
~Symbiosis” of Science, Industry and Society. Je pord-
ddn EFB (Evropskou biotechnologickou federaci).
Podrobnosti na www.ecb14.eu. Ddle bych Vds chtél
upozornit na mezindrodni kongres a vystavu ,Forum

Life Science” pofddané 18. a 19. 3. 2009 v Mnichové
(Na programu jsou 3 tematické okruhy: Pharma
Development, Food and Nutrition a Industrial
Biotechnology). Vice na www.bayern-innovativ.de.
Do evropskych biotechnologickych akci patfi
i Biotechnika 2009 Hannover (konference a vystava),
kterd se kond 6. — 8. 10. 2009 v Hannoveru (viz
www.biotechnica.de). Zde je moziné vystavovat
ve spolecném &eském stdnku. Informace zdjemcim
podd pi. Ing. Eva Vdclavikovd (tel.: 220 510 057
nebo 220 517 837, e-mail: info@hf-czechrepu-
blic. com), resp. na www.hf-czech-republic.com
a www.czechtrade.cz.

Opakované Vds zvu i na evropsky biotechnologicky
kongres FEBS 20089, ktery se kond v Praze 4. — 9. Cer-
vence 2009 (informace na www.febs2009.org).

Velice rdd Vds informuji o tom, Ze z iniciativy
Biotechnologického ustavu AV CR byla zaloZena
Asociace biotechnologickych spoleénosti o jejimz
profilu a zamérech informuje v tomto cisle publikova-
ny prispévek.

Evropskd komise poZddala nezdvislou organizaci
European Food Safety Authority (EFSA) o predloZeni
ndvrhu aktualizovaného postupu pfi hodnoceni vlivu
GMO na Zivotni prostiedi pfi uvolnéni GM plodin
do prostiedi, a to do biezna 2010. Néktefi védecti pra-
covnici prisli s iniciativou soustfedit ceské zkuSenosti
do ,Bilé knihy” Podrobnéjsi informace pfindsi pfispé-
vek. p. prof. Drobnika. Zdjemci o spoluprdci v tomto
sméru obratte se autory projektu.

Jako obvykle jsme pro Vds vybrali nékolik prehled-
nych ¢ldnkd na zajimavd témata.

Abychom méli prostiredky na nasi ¢innost, zejména
vyddvdni Bioprospectu, dovoluji si Vdm pfipomenout
¢lenskou povinnost platit kazdy rok pfispévky. Postou
dostanete sloZenky, resp. faktury pro instituciondini
¢leny a zaplaceni neodklddejte.

Zdvérem bych rdd podékoval vSem ctenditim
naseho bulletinu za prizen v r. 2008 a poprdl jim
mnoho uspéchii v soukromém i profesnim Zivoté
po cely rok 2009. Tésime se na dal$i spoluprdci,
Vase podnéty a pfipominky.

Laskavé sledujte aktudlni informace na nasem
webu v rubrice ,,Aktuality”.

Vds
Jan Kds



Biotechnologicka spolecnost
Fakulta potravinaiské a biochemické technologie VSCHT
Ministerstvo Zivotniho prostiedi - Projekt UNEP/GEF
Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i.
Ustav chemickych procesi AV CR, v.v.i.

si Vas dovoluji pozvat na 3. seminaf

Novinky v oblasti
genetickych modifikaci

organizovany v rdmci projektu UNEP/GEF
.Support for the Implementation of the Draft National Biosafety Framework
for the Czech Republic”
a VZ ,Teoretické zaklady potravinaiskych a biochemickych technologii”

a konany v utery 28. dubna 2009
v piednaskové sini UOCHB AV CR,
Praha 6, Flemingovo ndmésti ¢. 2

(tramvaji & 20 do stanice Lotysskd, autobusem ¢. 131 do stanice Zelend
nebo pésky od stanice metra Dejvickd kolem VSCHT)

PROGRAM:
9,15 Registrace
9,30 ). Ka$, VSCHT Praha: Uvodni slovo
9,45 M. Fusek, Life Science Capital: Genové inzenyrstvi ve farmacii
10,15 S.A. Ripp, The University of Tennessee:
Bioluminiscent bioreporters for monitoring of environmental pollution
10,45 Piestavka
11,00 J. Ovesna, J. Hodek a L. Kucera, VURV Praha:
Nové postupy pro identifikaci GMO - vyuziti DNA arrays
11,30 T. Stopka, Ustav pathologické fyziologie 1.LF UK, Praha:
Vlyuziti transgennich mysi pro studim lidskych onemocnéni
12,00 Diskuse a zavér seminafe

Vstup je volny

Uéastnici obdrzi materidly s pfednesenymi pfednaskami

Za organizatory seminafe:

Prof. Ing. Jan Kas, DrSc. Ing. Milena Roudna, CSc. Ing. Eva Pichova, CSc.
VSCHT Projekt UNEP/GEF UOCHB AV CR
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BRUSEL HOSTIL BRNENSKE UNIVERZITNI PROJEKTY

Véda a vyzkum v Brné maji budoucnost. Tak by se
dalo volné prelozit téma seminafe ,Research and
Development and Universities as Engines of Regional
Competitiveness”, ktery v Bruselu 3. 12. 2008 poradaly
nejvétsi brnénské univerzity, Zastoupeni Jihomo-
ravského kraje pfi EU a mésto Brno.

Hlavnim cilem seminéfe bylo pfedstavit bruselskym
tfednikm nejvyznamné;jsi projekty brnénskych univer-
zit, vznikajici za podpory evropskych strukturélnich
fondd. V uvodu posluchace pozdravil velvyslanecky
rada Miroslav Fuchs, univerzity reprezentoval Michal
Kotoul, prorektor pro tviréi rozvoj Vysokého uceni
technického v Brné.

Piedstavitelé bruselské administrativy se na seminafi
blize seznamili s vyzkumnym projektem CEITEC, dopo-
sud nejvétsi planovanou investici do védy a vyzkumu
v Brné. Déle byl prezentovan projekt NETME Centre,
pfipravovany Fakultou strojniho inZenyrstvi Vysokého
uceni technického a projekt RECETOX, jejz zastituje
Prirodovédecka fakulta Masarykovy univerzity.

Podle zucastnénych predstaviteld politické repre-
zentace Brna a Jihomoravského kraje se jedna

o jedinec¢nou piileZitost k posileni rozvoje regionu.
Naméstek primatora Oliver Pospidil k tomu fekl:
«novace jsou zdsadni podminkou pro rist konkuren-
ceschopnosti Brna a vyznamny podil na posileni této
oblasti rozvoje mésta bude mit i CEITEC, spolecny
univerzitni projekt” Radni Jihomoravského kraje
Milos Sifalda a Jifi Janda zduraznili dlouhodobou
a soustavnou praci kraje na pfipravé souvisejicich
strategickych dokumentli a instituci jako jsou
Regiondlni inovacni strategie a Jihomoravské inovacni
centrum.

Mezi ucastniky seminafe zavital i poslanec
Evropského parlamentu Petr Duchori, podle néjz byla
tato akce konec¢né prvni ucelenou prezentaci védecko-
vyzkumného potencialu vysokych 3kol z celé CR.
Ocenil tak dlouhodobou a systematickou praci univer-
zit pfispivajici k posilovdni vyznamu a UGspésnosti
celého jihomoravského regionu.

Zdroj: CEITEC s.r.o., www.ceitec.cz
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CESKY INFORMACNI SYSTEM CARTAGENSKEHO PROTOKOLU

O BIOLOGICKE BEZPECNOSTI

Ceska republika jakoito  smluvni strana
Cartagenského protokolu o biologické bezpecnosti
(déle jen ,CPB"”) ma povinnost zajistovat chod online
informacniho systém, jehoz tcelem je zejména usnad-
nit vyménu védeckych, technickych, environmentalnich
a pravnich informaci tykajicich se Zivych modifikova-
nych organismd a zkuSenosti s nimi. Provoz tohoto
informac¢niho systému byl zahajen v roce 2004,
nicméné v letoSnim roce byla provedena rozséhla
rekonstrukce s cilem jeho zpfehlednéni a obsahového
obohaceni. V soucasnosti je aktualizovana verze toho-
to informacniho systému dostupnd v anglickém jazyce
pod odkazem www.mzp.cz/biosafety.

Uvedend internetova stranka byla zalozena
a spravovana Ministerstvem Zivotniho prostiedi,
oddélenim geneticky modifikovanych organism,
za podpory projektu UNEP/GEF ,Project Building
Capacity for Effective Participation in the Biosafety
Clearing-House”. V soucasné podobé mé 8 zélozek
(t. ,Home"”, ,National Contacts”, ,Acts, Regulations
and Guidelines”, ,Decisions”, ,Co-existence”, ,Other
Resources”, ,Reporting” a ,Relevant Links"), z nichz
kazda obsahuje relevantni hypertextové odkazy
a dokumenty s uzite¢nymi informacemi ke stazeni.

Uvodni informace o G&elu stranek jsou uvedeny
v zéloice ,Home”. Dalsi zélozka ,National
Contacts“obsahuje detailni kontaktni informace
o osobach a institucich zabyvajicimi se biologickou
bezpe¢nosti v Ceské republice, tj. narodni kontaktni
osoba pro CPB, spravni organy a dalsi instituce odpo-
védné za monitoring a kontrolu geneticky modifikova-
nych organismd.

Obsah zélozky ,Acts, Regulations and Guidelines”
napliiuje povinnost smluvnich stran CPB uvefejnit
v informaénim systému vsechny existujici rele-
vantni zdkony, vyhlasky a metodiky vtahujici se
k implementaci CPB. K dispozici je proto anglicky
preklad zakona 78/2004 Sb., o nakladéni s geneticky
modifiovanymi organismy a genetickymi produkty,
se zménami a doplitky provedenymi zdkonem
¢. 346/2005 Sb., a vyhlasky 209 z roku 2004 o blizsich
podminkéch nakladani s geneticky modifikovanymi
organismy a genetickymi produkty. V zélozce je déle
ke stazeni dokument o postupech pfi hodnoceni rizika
provadéného v Ceské republice a v neposledni fadé
dalezité informace pro Zadatele o uvadéni geneticky
modifikovanych organism( do Zivotniho prostiedi ¢i
klinické zkousky.

Velmi dulezita je zalozka ,Decisions”, v niZ je mozné
nalézt rozhodnuti o povoleni uvadéni geneticky modi-
fikovanych organisméi do Zivotniho prostfedi v Ceské
republice. Od roku 2005 je na naSem tzemi testovano
pét geneticky upravenych plodin (nejvice brambory
a kukufice, v malé mife také len, slivori a ta-
bék) s rdznymi modifikacemi v rdmci celkem 11 pol-
nich pokusl. Nedilnou soucasti kazdého rozhodnuti je
vidy mj. hodnoceni rizika. Zvefejiiovani rozhodnuti
prostiednictvim informacniho systému patii mezi dalsi
povinnosti smluvnich stran CPB. Vsechna tato rozhod-
nuti byla pfijata v souladu se smérnici Evropského
parlamentu a Rady 2001/18/ES o zamérném uvolfio-
vani geneticky modifikovanych organismd do zivotniho
prostiedi.

Dal3i zalozka je vénovéna problematice koexistence
(,Co-existence"), kterd je v ramci CPB vnimana jako
soucast problematiky socio-ekonomickych hledisek.
Dokument uvedeny v této zaloice pojednéva
o problematice pravidel koexistence uzakonénych
v Ceské republice od roku 2005.

V zélozce ,Other resources” jsou piedstaveny 2 pro-
jekty UNEP/GEF (Program OSN pro Zivotni prostiedi
/ Globélni fond Zivotniho prostiedi), jez ziskala Ceska
republika v obdobich 2002-2004 a 2006-2010. Prvni
projekt byl zaméfen na podporu zavedeni opatienich
zajistujicich biologickou bezpecnost, druhy, navazujici
projekt si klade za cil podporu jejich implementace.
Ke stazeni jsou rovnéz nejzasadnéjsi publikace vydané
s podporou obou projektt, mezi jinymi napfiklad slov-
nik pojm@ z oblasti genetickych zdroji a biologické
bezpecnosti.

Poslednim zélozkou na této internetové strance jsou
«Relevant links”, kde je mozné nalézt zajimavé odkazy
na Ceské i evropské webové stranky s problematikou
geneticky modifikovanych organismi a souvisejicimi
tématy.

VlySe predstaveny Cesky informacni systém biologické
bezpet¢nosti bude nadéle pribéiné aktualizovén
a zajistovan oddélenim geneticky modifikovanych orga-
nismd Ministerstva Zivotniho prostfedi Ceské republiky
s cilem, aby se etabloval jako platny zdroj informaci
v anglickém jazyce o problematice geneticky modifiko-
vanych organismt v Ceské republice.

Hana Jirdkova, Miroslav Vecefa
odd. geneticky modifikovanych organismi
Ministerstvo Zivotniho prostiedi CR



TECHNOLOGICKY PROFIL CR

Asociace vyzkumnych organizaci (AVO) spolupra-
cuje na feSeni zajimavého projektu nazvaného
JJechnologicky profil CR” (TP). Tento projekt Fesi
Asociace inovaéniho podnikani CR a je financovan
MSMT v ramci programu KONTAKT. AVO je v projektu
garantem za datovou ¢ést o vyzkumnych organizacich.
Vlastni provéfeni a aktualizaci pfislusné ¢asti databaze
TP zajistuje Spolec¢nost Inovacniho centra elektroniky
(INCEL), ¢len Asociace vyzkumnych organizaci.

Nejprve nékolik slov k projektu Technologicky profil
obecné. Prace na projektu probihaji jiz od roku 1998
a jeho zadkladem je databaze subjektd pusobicich
v celém inova¢nim procesu. Inovacni proces je ¢lenén
na faze ,Vymyslet”, ,Vyrobit”, ,Prodat” a na ¢ast nazva-
nou ,Inovacni prostiedi”. Z toho ¢lenéni vyplyva i obsah
databaze, ktera je unikdtni v tom, Ze obsahuje subjek-
ty pusobici v zakladnim vyzkumu, aplikovaném vyzku-
mu, vysokém Skolstvi, vyrobé, sluzbach, poradenstvi,
legislativé a fizeni atd. Téchto subjekti je v databazi
nyni cca 2650 a jsou rozdéleny podle typu organizace
na 12 skupin:

Vlysoké Skoly a jejich fakulty
Pracovisté Akademie véd CR
Resortni vyzkumné organizace
Privatni vyzkumné organizace
Pracovisté transferu technologii
Védeckotechnické parky
Asociace, spolky a sdruzeni
Ministerstva

Poradenské organizace
Regiondlni rozvojové agentury
Regionalni poradenska a informacni centra
Inovacni firmy

Pfinosem databéze je zejména to, ze kromé obvyk-
lych kontaktnich a bézné dostupnych udaji obsahuje
i Udaje o technologiich, kterymi se subjekty zabyvaji
a popis cinnosti formou volného textu. Databaze
Technologicky profil CR je v jednotlivych letech fe-
Seni prezentovana na multimedidlnim CD-ROM
Technologicky profil CR v dvoujazy¢né varianté
(¢esky a anglicky). Déale je v provozu databaze
Technologicky profil CR na Internetu na adrese
www.techprofil.cz. Internetovéa podoba obsahuje

Siroké moznosti vybéru subjektll z databéze, obsa-
huje i moznost vybéru podle mapky kraja. Aktualizace
a rozsifeni zaznamd provadéji garanti za jednotlivé
¢asti databéze:
Asociace inova¢niho podnikéni CR (AIP CR)
Asociace poradenstvi v podnikéani CR (APP)
Asociace vyzkumnych organizaci (AVO)
Ceska asociace rozvojovych agentur (CARA)
Spole&nost védeckotechnickych parkt CR (SVTP)
Svaz pramyslu a dopravy (SP CR)
Utvar rozvoje Hlavniho mésta Prahy

Pfedmétem feSeni tohoto projektu je ale nejen aktu-
alizace a rozsifeni databaze subjektli Technologicky
profil CR. Kromé toho se jedna o shroméazdéni informa-
ci o vyhlasenych programech mezinarodni spoluprace
ve vyzkumu a vyvoji, informaci o databazich inovac-
nich produktl (vyrobk(l, technologii nebo sluzeb)
a informaci o odkazech prezentovani vyzkumu a vyvoje
na vybranych vysokych skolach, o siti védeckotechnic-
kych parkd v CR, o prezentaci poradenskych organizaci
pro inovacni podnikéni a odkazy na dalsi dalezité infor-
macni zdroje napf. prezentace regiondlnich inovacnich
strategii v jednotlivych krajich apod. Pfi prezentovani
informaci shromazidénych jak na CD-ROM, tak
na www.techprofil.cz jsou vyuzivany jak pravidelné
konference, sympozia a vystavy, které pofadd nebo
kterych se G&astni Asociace inova¢niho podnikani CR
jako fesitelska organizace, tak i obdobné akce poiada-
né spolupracujicimi organizacemi.

Projekt Technologicky profil Ceské republiky sloui jiz
témér 10 let k ziskavani informaci o inova¢nim prostie-
di Ceské republiky a je velmi vitanym zdrojem informa-
ci pro zahrani¢ni zdjemce o spolupraci ve védé, vyzku-
mu a pfi hledani partnerd v inovacnich fimach.
To dokladd i navstévnost webu www.techprofil.cz,
ktera dosahuje primérné 13 tisic pfistupl mési¢né a to
prakticky z celého svéta. Technologicky profil na CD
dosahuje néklad cca 5000 ks ro¢né a je rozsifovan
mnoha zpUsoby v&etné zahrani¢nich zastoupeni CR.

Tomas Vanék
Ustav experimentdlini botaniky AV CR, v.v.i.

GENETICKY MODIFIKOVANE PLODINY V ZEMEDELSTVi

CR - BT KUKURICE

V CR se od roku 2005 produkéné péstuje geneticky
modifikovana kukufice typu MON810, ktera se vyzna-
¢uje odolnosti k hlavnimu skddci kukufice, zavijeci
kukufi¢cnému. Vzhledem k tomu, ze princip genetické
modifikace u této kukufice je zalozen na produkci
tzv. Bt proteinu, toxického pro zéstupce fadu lepidop-

tera, setkavdme se u této plodiny ¢asto s pojmem Bt
kukufice.

V leto3nim roce opétovné doslo v CR k nérastu ploch,
které byly osety Bt kukufici. Podle evidence
Ministerstva zemédélstvi a v souladu se statistikami
Ministerstva Zivotniho prostiedi bylo celkem zaevido-



vano 8.380 ha ploch s Bt kukufici, zasetou 171 pésti-
teli. Nejvice Bt kukufice bylo tradi¢né zaevidovano
v Jihomoravském kraji (pfes 2.000 ha celkem) a dale
pak v kraji Stfedoceském (pies 1.600 ha, véetné Prahy)
a Plzeriském (pfes 900 ha). Naopak v kraji Liberec-
kém nebyla ohlésena zéddnd plocha s Bt kukufici
a v Karlovarském kraji byl evidovan pouze jeden polni
pokus o velikosti 0,01 ha. Produkce Bt kukufice v CR
je ve vétsiné piipadd vyuzivana jako krmivo pro hospo-
darskd zvifata, z mensi cCasti také jako surovina pro
vyrobu bioethanolu ¢i bioplynu. Bt kukufice vypésto-
vana v CR neni uzivdna pro potravinaiské ucely.

V evropském kontextu se CR fadi mezi dal3imi 6 staty
EU na druhé misto, co se celkové vyméry Bt kukufice
tykd. Jina geneticky modifikovana plodina neni v EU
povolena ke komer¢nimu péstovani. Nejvice zkusenym
¢lenskym stdtem z pohledu péstovani Bt kukufice je
Spanélsko, kde je tato kukufice péstovana jiz od roku
1998 a jeji celkové plochy v letoSnim roce dosahly
témér 80 tisic hektart. Velky nardst ploch zaznamena-
lo oproti pfedchozimu roku Rumunsko, Polsko
a Slovensko (viz Tab. 1). K dal3im péstiteldm Bt kukufi-

Tab. 1

2005 2006 2007 2008
celkem EU 55090 62520 110390 107720
§panéhk0 53200 54000 75150 79270
Francie 500 5000 22000 0
CR 270 1290 5000 8380
Portugalsko 780 1250 4260 4850
Némecko 340 950 2640 3170
Slovensko 0 30 950 1900
Polsko 0 0 100 3000
Rumunsko 0 0 290 7150

ce se déle fadi Portugalsko a Némecko. Na zékladé
politického rozhodnuti bylo v letosnim roce zakdzano
péstovani Bt kukufice ve Francii, kterd v lofiském roce
zaevidovala 22 tisic hektarG této plodiny.

O péstovani Bt kukufice projevili ¢esti péstitelé zajem jiz
v roce 2005, tedy v prvnim roce, kdy bylo mozné vyuzit
osivo této kukufice pro produkéni péstovani. 52 péstiteld
tehdy zkuSebné oselo celkem 270 ha. Od té doby plochy
s Bt kukufici i pocty péstiteld kazdoro¢né narGstaji
(viz Tab. 2). V leto3nim roce se jednalo jiz o 171 péstitel
Tab. 2

rok vyméra v ha pocet péstitelt
2005 270 52
2006 1290 85
2007 5000 131
2008 8380 171

Bt kukufice, a to zastupcl v3ech typd podnikani od fyzic-
kych osob, pres pravnické subjekty (a.s., s.r.o.), po zemé-
délskd druzstva i vyzkumnd a vzdélavaci pracovisté.
Néktefi z téchto péstiteld maji jiz ctyfleté zkusenosti s Bt
kukufici. 2 nejvétsi péstitelé v ramci CR letos oseli plochy
Bt kukufice vétsi nez 500 ha, na druhé strané u 35 pésti-
teld byly evidovény viceméné pokusné plochy do 1 ha.

Nejvice péstiteldl (1/4) zaselo Bt kukufici o celkové
vyméfe mezi 20 — 50 ha.

Ddvodem nérdstu ploch s Bt kukufici jsou pretrvéva-
jici problémy nasich péstitelli se Skiidcem zavijecem
kukufi¢nym, proti kterému je modifikace Bt kukufice
zacilena, a pozitivni tfileté zkusenosti ceskych péstiteld.
Vyhodou péstovani Bt kukufice je, dle samotnych pés-
titeld, vyznamné snizeni ¢i Gplna eliminace napadeni
rostlin plisnémi (sekundarni efekt napadeni rostliny
zavije¢em), vyznamné nizsi poskozeni porostu, a tim
i vy3si dosahované vynosy nez u klasickych odrdd,
redukce pouZivani pesticidi a kvalitnéjsi krmivo pro
hospodafska zvifata.

Péstovani Bt kukufice je v CR podminéno zakonnymi
opatfenimi, tzv. pravidly koexistence, jejichz cilem
je oddéleni produkce geneticky modifikovanych orga-
nismd od produktd klasickych ¢i Bio produktl tak,
aby spotiebiteldm zdstala zachovdna moznost volby
potravin rGzného plvodu. Mezi stéZejni opatieni pravi-
del koexistence patii prostorovd izolace porostli Bt
kukufice (i obecné jakékoliv dalsi potencialni geneticky
modifikované plodiny) od ostatnich porostt nemodifi-
kované kukufice (resp. pfislusnych plodin). Pro tyto
Ucely je nutné dodrZovat stanovené minimalni vzdale-
nosti péstovani Bt kukufice od kukufice klasické ci
péstované v rezimu ekologického zemédélstvi, pfipad-
né provést obsev Bt plodiny klasickymi hybridy, které
slouzi jako fyzickd bariera proti pfenosu transgenniho
pylu. Kazdy péstitel Bt kukufice musi také ohlasit misto
péstovani sousednim péstiteldm (pfed i po zaseti),
Ministerstvu zemédélstvi (pfed i po zaseti) a Minister-
stvu Zivotniho prostiedi (po zaseti). Pro ucely zpétné
dohledatelnosti produkti geneticky modifikovanych
rostlin je vyzadovéna evidence podstatnych udajd
o péstovani a sklizni v podniku a jeji uchovani minimal-
né po dobu 5 let. Ministerstvo zemédélstvi ve spolupra-
ci s regionalnimi zemédélskymi agenturami a Statni
rostlinolékafskou spravou kazdoro¢né kontroluje do-
drzovani uvedenych pravidel.

V CR se péstuji i dal3i typy geneticky modifikovanych
plodin, jako napf. kukufice tolerantni k herbicidim
na bazi ucinné latky glyfosat, brambory s pozménénym
obsahem skrobovych frakci, brambory se zvySenou
odolnosti k plisni bramborové, transgenni linie Inu
a tabaku ¢i slivon Stanley rezistentni k virovému one-
mocnéni. V3echny tyto uvedené typy geneticky modifi-
kovanych plodin se v3ak péstuji pouze v minimalnim
rozsahu v rdmci tzv. rezimu ,uvddéni do Zivotniho
prostiedi”, a to za pfisnych podminek stanovenych
zakonem ¢. 78/2004 Sb., o nakladani s geneticky modi-
fikovanymi organismy a genetickymi produkty, ve znéni
pozdéjsich predpistl, a specifikovanych v provadéci
vyhlasce. Produkty téchto kukufic jsou uréeny vyhradné
k védeckym ucelim a nejsou komercné vyuzivany.
Péstovani v rdmci rezimu uvadéni do Zivotniho pro-
stfedi je v CR pod dohledem Ceské inspekce Zivotniho
prostiedi.

Marie Kfistkova

Ministerstvo zemédélstvi, odbor rostlinnych komodit



CESKE STANOVISKO K REGULACI ZELENE BIOTECHNOLOGIE

Ceské pfedsednictvi ma pred sebou mnoho tézkych
a dalekoséhlych problém a otazky regulaci biotechno-
logickych metod v zemédélstvi viibec v programu
nemélo. JenZe Francie si tuto problematiku dala jako
jednu z priorit, ¢imz situaci zménila. Je to trochu zébav-
né, protoze Francie stoji pfed Evropskym soudem,
protoze neimplementovala jako jediny c¢lensky stat
vcéas smérnice o regulaci GMO. Bohuzel, francouzské
navrhy sméfovaly ke zpfisnéni a k dalSimu posunu této
zéleZitosti od védy do politiky, zejména zavede-
nim t.zv. socio-ekonomickych hledisek do védeckého
posuzovani ,rizika” geneticky modifikovanych organis-
md (GMO). Symbolické bylo, Ze prezident Sarkozy
zakézal ve Francii vysévat Bt kukufici — jedinou GM
plodinu, povolenou k péstovani v EU.

Cely postup Francie v souvislosti s timto zédkazem
¢inil dojem. Ze jde o jakési gesto, v jehoz Uspésnost
sami autofi nevéfi. To se také potvrdilo, EFSA -
(Evropsky ufad pro bezpecnost potravin) francouzské
zdlvodnéni odmitla. Neni na nas, abychom tento
politicky krok hodnotili, ale zévainé je, Ze oficielné
byl zdlvodnovan védou. Véda, védecky pfistup byly
neustale sklofiovany ve vsech dokumentech, které
Francie k otdzce regulaci predlozila. Zavérem
za pfedsednictvi Francie vySel dokument Rady
ministrd  Zivotniho prostiedi ze 4. prosince
(http://www.consilium.europa.eu/ueDocs/cms Data/
docs/pressData/en/envir/104509.pdf), odvolavajici se
na vyzvu Komise, aby EFSA nejpozdéji do bfezna 2010
vytvofila nova pravidla pro hodnoceni rizika GMO pro
zivotni prostiedi. Rada v tomto dokumentu vyzyva ¢len-
ské stéty, aby zapojily svou védeckou komunitu do dis-
kuse o tomto tkolu a pomohly vytvorit sit evropskych
védeckych organizaci rGznych obor( — vcetné ekologie
— Ucastnicich se posuzovani dopadt zelené biotechno-
logie na potraviny a krmiva.

Vzhledem k této situaci bez ohledu na to, jaky bude
postup statnich organd, nemuze ceskd védeckd komu-
nita nereagovat. Proto Biologické Centrum AV CR
vvi. v Ceskych Budgjovicich se ujalo dkolu oslovit
védecké pracovniky angazované v oborech, které
s touto problematikou souviseji. Zkusenosti a nazory
védcl se po patficném prodiskutovani shrnou do Bilé
knihy, kterd nebude mit pfimou vazbu na statni organy
ani na firmy, ale bude kvalifikovanym vyjadienim
védecké komunity.

Pro naSe i zahrani¢ni adresaty Bilé knihy bude
v Uvodu ukdzano, Ze Cesti védci maji dostatek zkuse-
nosti se k otazce aplikaci zelené biotechnologie vyslo-
vit. Plyne to nejen z jejich védecké prace, ktera bude
dolozena pfiklady nejvyznamnéjsich publikaci, ale
i ¢innosti v rGznych mezindrodnich orgénech v dané
oblasti.

Zdaraznéna bude i ceska legislativa, ktera na rozdil
od Francie bezprostiedné reagovala na legislativu EU
davno pied tim, nez jsme byli ¢leny. Jisté vzpominame,

ze hned po roce 1989 se ustavila skupina dobrovolni-
ka, kterd registrovala a konzultovala viechny prace
s rekombinantni DNA. Byli to védci, ktefi iniciovali
legislativni kroky ¢eské vlady a v podstaté koncipovali
zakon, ktery vysel v roce 2000.

Dalsim podplrnym faktorem jsou nasi zemédélci.
Jejich podpora modernich biotechnologickych metod
je jednoznacna a ucast v polnich testech GM plodin jim
pfinesla praktické poznatky. To se projevilo rychlym
vzestupem ploch, na kterych se péstuje jedina povole-
nad GM plodina — Bt kukufice.

Vlastni stanovisko ¢eské odborné komunity vyplyne
z diskusi, které maji probéhnout do konce biezna, aby
v dubnu mohla byt Bild kniha postoupena evropskym
védeckym organizacim. V tomto stanovisku bude
nepochybné kladen ddraz na nutnost adekvatni kon-
troly k jakémukoli studiu vlivu GMO na Zivotni prostie-
di. Politici bézné vystupuji tak, jakoby existujici agro-
technika Zadné negativni ekologické dopady neméla,
ty vznikaji teprve zavedenim GM plodin. Bohuzel, takto
jsou i koncipovény nékteré projekty ramcového progra-
mu. Na tuto nesrovnalost jiz upozorrioval Lord May
jako predseda Royal Society.

Royal Society také darazné korigovala popularné
tradovany nazor, ze herbicid tolerantni GMP (HT GMP)
maji negativni dopad na biodiversitu. Tyto plodiny se
svymi vlivy na biologické spoletenstvo vibec nelisi
od béinych. Agrotechnika pouzivajici masivni aplikaci
herbicid( je to, co biodiverzitu ovlivriuje. Tento vliv viak
muze byt jak negativni, tak pozitivni, jak ukazaly anglické
polni pokusy. Populisticky se také Sifi nézor, Ze herbicidy
se poutzivaji jen na HT GMP, kdezto bézné plodiny zadné
herbicidy nevyZzaduji. Tady se opét vraci faktor adekvatni
kontroly, ktera musi stejnym metrem poméfovat vlivy
béiné agrotechniky i agrotechniky s vyuzitim GMP.

Védci také jisté zdlrazni, Ze socio-ekonomické fakto-
ry patii do oblasti politiky, ne védy. Jaky vliv na hospo-
dafeni a ekonomickou situaci zemédélc bude mit
pouziti GMP, zavisi na ryze ekonomickych podminkach
jako jsou ceny zemédélskych produktt, osiv, agroche-
mikalii, pohonnych hmot a techniky, v neposledni fadé
i na situaci na trhu pracovnich sil. Dale sem silné vstu-
puje politika, zejména dariova a dotacni. To je zcela jina
rovina nez védecké posuzovani ekologickych dopadi.
Nehledé na to, Ze uvedené faktory jsou znacné kolisa-
jici, takZe jejich zapojeni napi. do rozhodovaciho pro-
cesu schvalovani GMP k péstovéni, ktery trvd nékolik
let, by bylo nevhodné.

Takové a dalsi body stanoviska ¢eskych védcti budou
v Bilé knize dolozeny jejich vlastnimi vyzkumy
i referencemi na spolehlivé vysledky zahrani¢nich sku-
pin. Zietelné je nutno oddélit vysledky prezentované
neprovéfenym zpUlsobem, jako pfes media nebo minis-
terstva (nedavny pfipad z Rakouska).

Vyznamnou kapitolou jisté bude informace vefej-
nosti. Jak ukazal Eurobarometer prizkumem minéni



Evropanl v roce 2005, je stav velmi Spatny, pfimo
ostudny. Nétlakovym demagogtim se podafilo do mysli
obcani vpravit analogii mezi transgenem a prionem,
takze vice nez polovina Evropani je piesvédéena,
ze snédi-li geneticky modifikovany plod, zméni se jejich
dédic¢nost. Za pozornost stoji, Ze rozsifenim EU se
situace zhorsila.

Je iluzi se domnivat, Ze proti dobfe finan¢ni zajisté-
nym demagogim (jeden z komisaiti EU jim vénoval
pres sedm miliont eur!) zaméstnavajicim profesionaly
na PR a advertising, je Gcinnou silou populariza¢ni
angazovanost védcl. Ti jednak maji jiné ukoly, jednak
na psychologicky G¢inné ovliviiovani vefejnosti
nejsou specialisté. Kromé toho za tuto ¢innost nejsou
ani placeni ani podle ni hodnoceni. Tim se dostévaji
do naprosto nerovné pozice vic¢i natlakovym
skupinam, které maji agitaci proti biotechnologiim
jako hlavni néapln, globélni organizaci, specielni
odborniky a finan¢ni fondy na medialné atraktivni
akce.

Je ziejmé, ze problém{, které v oblasti regulace
a obecného pojimani biotechnologii je hodné. Maji
velky dopad na konkurenceschopnost evropského
zemédélstvi . to vsak je sféra ekonomi a politikd.
Pro evropské védce viak nem(ze byt |hostejné, Ze
vinou krimindlnich akci ,aktivistd” nicicich pokusna
pole (a hojné popularizovanych nékterymi medii),
musely i nékteré evropské univerzity zrusit vyzkumné
projekty. Neméli bychom se smifovat ani s tim,
ze v dusné atmosféfe evropskych regulaci se firmy
rozhoduji pfenést vyzkum mimo Evropu, coZ znamena,
Ze s nim odchazeji evropsti, zejména mladi, odbornici.
O tom, Ze by Evropa naopak pfitahovala nejlepsi mozky
v oboru, si miizeme nechat jen zdat.

Z téchto divodd by nasi odbornici neméli litovat
néco ze svého casu a energie vénovat spolupraci s BC
AV CR, aby hlas ¢eskych védct byl v dobé naseho pied-
sednictvi slyset.

Jaroslav Drobnik
Sdruzeni BIOTRIN, Praha

PROBLEMATIKA GMO NA 13. MEZINARODNIM
BIOTECHNOLOGICKEM SYMPOSIU

IBS 2008 (13th International Biotechnology
Symposium and Exhibition, www.ibs2008.org) se
konalo pod heslem ,Biotechnology for Sustainability
of Human Society” poprvé v Asii, v Dalianu, Cina,
12. — 17. 10. 2008. Symposium je pofadané
v pravidelnych ctyfletych intervalech pod zastitou
svétové chemické organizace IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry, www.iupac.org),
a to vidy v jiném svétadile. Clenem IUPAC je i Ceska
republika zastoupend Ceskym komitétem pro chemii.

Vzhledem k rychle rostoucim poznatkd@m i aplikacim
v biotechnologiich bylo IUPACem rozhodnuto, Ze ctyi-
lety interval konani symposii se zkrati na 2 roky, takze
pristi IBS se bude konat jiz v roce 2010 v italském
Rimini, a to ve dnech 15.-19.zafi. K disposici je jiz
webova stranka symposia www.ibs2010.org, ktera se
da snadno zapamatovat.

Pravé skoncené 13. IBS se konalo v modernim kon-
gresovém centru postaveném francouzskymi archi-
tekty. Centrum je jednou z dominant nejvétsiho asij-
ského namésti Xinghai Square. V jeho stiedu stoji
pamatnik pfipominajici navraceni Hongongu Ciné.
Samotny Dalian je moderni rychle se rozvijejici pétimi-
lionové mésto. Symposium mélo Sirokou podporu
mistnich ufadG a do jeho organizace byly zapojeny
stovky studentl mistnich univerzit, ktefi také zaplnili
neobsazené Zidle v hlavnim séle, jak pfi oficialnich
ceremoniich, tak i plenarnich pfednaskach. Program
byl velmi obsahly a prednéasky probihaly paralelné
nékdy az ve 14 mistnostech, takze se neziidka stavalo,
ze nebylo mozno stihnout vSe co chtél ¢lovék slyset.

Cifnanim nebylo mozno upfit pfesnost a snahu
o idedlni organizaci, avsak v fadé pfipad( se jim to
nedafilo. Oprdvnéné by bylo mozno kritizovat casté
a nékdy pozdé ohlasené zmény v programu, neoznace-
né panely posterd ¢i bourani exhibi¢nich stankd
ve ¢tvrtek odpoledne v dobé konani pfednéasek. Pres
nékteré tyto nedostatky bylo symposium velice pfinos-
né, jak po strance odborné, tak spolecenské. Bylo totiz
i pfileZitosti k osobnimu setkani s kolegy z celého svéta
a konani fady vedlejsich akci jako napf. zasedani
redakénich rad odbornychn ¢asopist, navazéani kontak-
td s predstaviteli ¢inskych universit, vyzkumnych Gstav
i firem, atd.

Program symposia byl rozdélen do 9 hlavnich sekci,
54 (M) pracovnich zasedani a 3 specialnich zasedani
tykajicich se mezindrodni spolupréce, vyuky biotech-
nologii a biotechnologickému prdmyslu v Asii
a pfedevsim v Ciné (viz pfiloha). Problematika GMO
zasahovala do fady sekci a pracovnich zasedani. Zde se
budeme vénovat jen nékterym zakladni pohleddm.
Pro podrobnéjsi sezndmeni s obsahem jednotlivych
prednasek mizeme jen odkazat na jejich abstrakta,
ktera jsou k disposici, jak v tisténé, tak elektronické
formé na CD. Témata pfednasek Ize v zasadé rozdélit
do nésledujicich okruh:

1. Pfijimani GMO, soucasny stav a vyhledy
do budoucna

Zajimavou ptfednéasku (KN-045) pfednesl Clive James
(Cornell University, Ithaca, NY, USA), ktery je Vam viem
jisté znam jako zakladatel organisace ISAAA (jiz pred



20 léty, wwwv.isaaa.org) a z jehoz webovych stranek
kazdoro¢né cerpame aktudlni Gdaje o plochdch GM
plodin ve svété. Tato organizace je a do budoucna
zUstane vyhradné orientovana na zemédélské plodiny
(ne na Zivocisné produkty), snazi se o vyménu a sdileni
zkusenosti s GMO, pevné véii v moznost eliminace
chudoby pomoci GM plodin a podporuje koexistenci
rznych agrikulturnich systéma. Padnym argumentem
pro rozsifovéni péstovani GMO je, Ze jiZz soucasné
plochy GM plodin pifevysuji 4x tzemi Velké Britanie
a 55 % svétové populace zZije v zemich, kde se GMO
péstuji. Ocekava se nérlst péstovani GM plodin piede-
vsim v Asii a déale v Africe. Cina investuje miliony
dolart do GM technologii. Pfes 20 GM plodin zde bylo
schvéleno pro uvolnéni do prostiedi. Nejvétsi po-
zornost je zatim vénovéna Bt-baviniku (péstovan
od r. 1997), kde bylo tdajné dosaieno 9 % zvyseni
produkce a 60 % redukce pouzivanych pesticidd
(IL-038). Intensivni pozornost je vé&novana GM-ryii,
kukufici, ale také zeleniné.

2. Problematika bezpecnosti GMO

V Asii je aktualnim problémem zamezeni mozného
pfenosu gent pyly z modifikované ryze na nemodifiko-
vanou ryZi a zejména na jeji divoké pfibuzné (,wild"
and ,weedy"rice). Teoretickych feseni je celd fada, napf.
zména doby kveteni. Byly také presentovany nové pfi-
stupy ke stanoveni rizik na modelovych systémech,
napi. IV4-0-010. Strategii ,risk assessment for GMO in
global perspective” se také zabyval Holandan H. Kuiper
v pfispévku (KN-048) zafazeném do sekce potravinaf-
ské biotechnologie. Zde lze nalézt také informace
o monitoringu GMO v Koreji (IL-024) a Japonsku
(IL-055).

3. Plodiny, které jsou sttedem vyzkumného zajmu

Stfedem zajmu jsou pfedevsim jiz plodiny geneticky
modifikované a Siroce péstované (kukufice, bavinik,
soja, fepka) a je snahou tyto plodiny nadale zlep3ovat.
Blizké rozsiteni jisté ceka ryzi, sorghum a mnohé ovoce,
zeleniny a dalsi olejnaté rostliny.

4. Co se ocekava od GM-technologii

a) zvysit vynosy (ochrana proti skidcim, pathoge-
ndm, zlepsenim vyuzitelnosti Zivin, zejména dusi-
ku, ochrana pred biotickymi a abiotickymi stresy),

b) rozsifit péstebni plochy na dosud nevyuZzitelné
oblasti (zasolené, suché, mokré pady, pfilis
slunce, nizké teploty, vétry, atd),

¢) zménit sloZzeni komodity z hlediska vyZivy (zdravi)
lidi a zvifat & technologickych pozadavkd (napf.
sniZeni obsahu ligninu u surovin pro vyrobu biopa-

liva),
d) ovlivnéni doby sklizné a skladovatelnosti ovoce
a zeleniny - omezeni ztrdt pfi transportu

a skladovdni (napf. rajce je vhodnym modelem
ke studiu ovlivnéni zrani klimakterického ovoce -
dozravani zavislé na tvorbé ethylenu).

5. .Green factories”
(.Rostlinné a zZivociSné bioreaktory”)

Moznosti produkce farmaceuticky zajimavych latek
pomoci rostlin, ale i Zivocichd jsou stale velmi aktudlni.
Réda pfispévki se zabyvala touto problematikou, napf.
lidsky osteogenicky protein (,hop 1“), ktery mize rege-
nerovat chrupavky a kosti a byt pouzit v terapii fady
onemocnéni byl navrzen k produkci v GM tabédkovych
semenech (1V2-0-001), vakcina proti prase¢imu repro-
duktivnimu a respirativnimu syndromu byla exprimova-
na v nizkoalkaloidnim tabaku (IV2-0-002), kufeci alfa-
interferon, ktery chrani kufata proti virovym infekcim
byl ziskan v salatovych listech (IV2-P-004), rekombi-
nantni lidsky interleukin-2 byl exprimovan v rajcatech
(IV2-P-008), atd.

6. GM mikroorganismy

Transgennim mikroorganism@m byla vénovana rela-
tivné mala pozornost vzhledem k jejich Sirokému
pouziti v biotechnologiich.. Nejvétsi pozornost byla
zaméfena na rekombinantni  mikroorganismy
v zemédélstvi, napf. ke zlep3eni vyuzitelnosti Zivin
(IV6-0-003, IV6-0-016), v ochrané proti fytopathogen-
nim houbam (IV6-0-017, IV6-Y-015), ovlivnéni pldni
ekologie (IV6-P-002). Druhou oblasti aplikace trans-
gennich mikroorganismi jsou bioremediace, kde geno-
vé transformace jsou zaméieny na rychlejsi odbourava-
ni organickych polutantGd. Celkem pochopitelné se
neuvadéji prace o pouiiti transgennich mikroorganis-
mu v biotechnologickém priimyslu, zejména ve farma-
ceutickém, nebot se jednd o patentovatelné vysledky.

7. Geneticky modifikované potraviny

Této problematice byla vénovéna zvlastni sekce, ktera
s potravinaiskymi mikroorganismy a bezpecnosti potra-
vin tvofila sekci ,potravinaiskych biotechnologii”.
Bohuzel, zde byly presentovany jen prdce tykajici se
specifickych asijskych fermentovanych potravin, a proto
se nebudeme zabyvat hodnocenim postupl pii pfi-
pravé potravin se kterymi nemame osobni zkusenosti.

8. Vyvoj technik umoiziiujicich zlepSeni
a zefektivéni genetickych modifikaci

Jedna se o fadu puavodnich praci, které Ize tézko pre-
vést na spole¢ného jmenovatele.

9. Vyvoj novych technik umoiiiujich rychlé a laciné
stanoveni, resp. detekci vétsiho mnozstvi
genetickych modifikaci

Piehled soucasné pouzivanych a perspektivnich
medod podal ve své prednasce (KN-035) A. Holst-
Jensen (Norsko). Pro orientacni, rychly (nékolik minut)
a laciny prtikaz pfitomnosti transgenniho proteinu jsou
vhodné ,dipstickové ELISA testy”. VSechny ostatni
metody jsou Casové a ekonomicky naro¢né. Slovinci
presentovali v nékolika ustnich i posterovych sdélenich
(IV4-0-008, IV4-0-009) vysledky projektu financované-
ho EU v rdmci ,6th Framework Programme”. Jednéd se
multiplex kvantitativni stanoveni GMO. Metody jsou



uvadény pod zkratkami NASBA, NAIMA, NAIMA-MA
(viz uvadéné abstrakty).Vzhledem k tomu, zZe vice jak
100 GMO bylo svétové schvéleno pro komercializaci
je nutnd database o niz referovali Korejci.. M& néazev
GMDD: GMO detection method database a shrnuje
téméf vSechny dosud vyvinuté pfistupy. Registrovani
uzivatelé mohou také pfispivat informacemi, které
budou zvefejnény po otestovani. Database umozriuje

snadnéjsi analyzu GMO. Je k disposici na
http://www.gmdd.shgmo.org . Microarray pro detekci
18 GMO presentovali 3 Kimové z Koreje (IV-P-011).
Ostatni pfispévky popisuji rizné variace PCR.

Jan Kas a Katefina Demnerova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze

ZALOZENi ZAJMOVEHO SDRUZENI

PRAVNICKYCH OSOB CZECHBIO

Dne 18. prosince 2008 bylo zaloZzeno sdruzeni
CzechBio - Ndrodni asociace biotechnologickych
spoleénosti CR z.s.p.o., prvni asociace biotechnologic-
kych spole&nosti CR, ktera v sou¢asné chvili spojuje dvé
desitky soukromych biotechnologickych spole¢nosti.

Biotechnologie je obor, ktery jak v pramyslové
oblasti tak v oblasti VaV nabyva stéle vétsiho vyznamu.
Je to obor jehoz moznosti pozitivné ovlivnit ekono-
micky rozvoj zemé jsou teprve postupné odkryvany.
Je velmi dileZité, Ze rozvoj oboru biotechnologii je
Evropskou unii vniman jako jedna z priorit (s cilem sni-
zit naskok USA a Kanady). V souladu se zamérem EU,
také CR zafadila molekularni genetiku a biotechnologie
mezi vybrand prioritni témata dlouhodobych zéklad-
nich smérd vyzkumu. Podpora rozvoje biotechnologii
je jednoznacnym signdlem orientace ekonomiky na
systém s vyssi pfidanou hodnotou, na vytvéieni
a podporu ekonomiky zalozené na znalostech
a inovacich. Lze pfedpoklédat, ze pravé biotechnologie
bude oborem, ktery se stane jednim z pilifG dlouhodo-
bého a udrzitelného rozvoje.

Inicidtorem vzniku sdruzeni je Biotechnologicky
ustav AV CR, v. v. i, jehoZ hlavni motivaci pro zaloZeni
«biotechnologické platformy” bylo jednak védomi
roztfisténosti biotechnologického sektoru primyslu
v CR a jednak snaha usnadnit komunikaci
mezi potencidlnimi zdjemci o spolupraci. Jednani
o zaloZeni asociace zalalo probihat v [été 2008
a postupné bylo pfi pfipravé vzniku asociace osloveno
55 subjektt nejen z komer¢ni oblasti, ale bylo mezi
nimi i nékolik ustavii AV CR a vysokych 3kol. Ve velmi
kratké dobé se podafilo dospét k dohodé
na zékladnich parametrech sdruzeni, jako jsou napf.
zékladni popis cinnosti, pravni forma subjektu atd.
Ustavujici schlize se uskutecnila 18. prosince 2008,
na ni podpisem dvaceti zakladajicich ¢lend vznikla
prvni biotechnologicka asociace v CR.

V soucasnosti, je ¢lenem sdruzeni 20 komer¢nich
subjektd. Jednim z prvnich a ze zasadnich ukolG sdru-
zeni je rozsifit ¢lenskou zékladnu o dalsi ¢leny nejen
z komercni sféry, ale i z akademickych instituci.
Pfedpokladem splnéni tohoto cile je samoziejmé to,
ze sdruzeni bude nabizet takové aktivity a takové moz-
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nosti spoluprace, které budou pro potenciélni zajemce
o ¢lenstvi zajimavé a piinosné. S velkou pravdépodob-
nosti bude prvnim ¢lenem z nekomer¢ni sféry samotny
iniciator zalozeni sdruzeni, Biotechnologicky Ustav.

Cilem sdruzeni je zrychleni a usnadnéni vyvoje
a posileni komer¢ni aktivity biotechnologickych organi-
zaci napfi¢ Ceskou republikou a zintenzivnéni komuni-
kace mezi vsemi klicovymi hraci v biotechnologiich
v Ceské republice. Tim je myslena nejen komunikaci
mezi komer¢nimi partnery, ale i podpora spoluprace
mezi komer¢ni oblasti a akademickou sférou.

Neméné dulezitou aktivitou sdruzeni je feSeni spo-
le¢nych projektd a mozné cerpani z dotacnich progra-
mi na podporu konkurenceschopnosti jednotlivych
¢lend a jejich spole¢nych projektl. V soucasné chvili
nejambiciéznéjSim cilem je, aby se s pomoci sdruzeni
podafilo vybudovat Nérodni centrum pro biotechnolo-
gickou vyrobu.

Prvni slavnostni pfedstaveni sdruzeni CzechBio pro-
béhlo 21.ledna na Krajském ufadé Stfedoceského kraje
(http://www.kr-stredocesky.cz/portal/aktuality/velke-
inovacni-projekty-maji-jednoznacnou-podporu-stredo-
ceskeho-kraje.htm?pg=1)

Zakladni informace o sdruZeni:

nazev: CzechBio — Narodni asociace
biotechnologickych spole¢nosti CR, zs.p.o.

pravni forma: zéjmové sdruzeni pravnickych osob

sidlo: Nad Safinou Il 366, 252 42 Vestec u Prahy

pocet ¢lend: 20

statutdrni organ: pfedstavenstvo (pfedseda
pfedstavenstva — Dr. Marek Mos3a
(spole¢nost Sevapharma)

manazefi klastru: llona Dita, Jan Rajnoch

kontaktni Gidaje: dita@img.cas.cz , rajnoch@img.cas.cz

Clenové: Apronex, Ascoprot Biotech, BIOPHARM,

BioTest, BioVendor, Bioveta, BVT Technologies, Enantis,

ENVISAN-GEM, EPS, GENERI BIOTECH, LABINA,

LentiKates, LONZA BIOTEC, Protean, Proteix, SEVAP-

HARMA, Top-Bio, VIDIA, CS-PROJECT.

Jan Rajnoch
Biotechnologicky ustav AV CR, v.v.i.



ODBORNE PRiSPEVKY

TRANSMEMBRANOVE PROTEINY - VYZVA PRO HLEDANI
NOVYCH ANALYTICKYCH PRISTUPU

Radovan Hynek
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze

Transmembranové proteiny leZi na hranicich riznych
prostiedi, a to jak mezi intraceluldrnimi kompartmenty,
tak mezi intracelularnim a extracelularnim prostorem.
Neni proto piekvapujici, ze hraji zésadni role v fadé
biologickych procest, jakymi jsou napfiklad bunécny
¢i mezikompartmentovy transport nebo pienos sig-
nalu [1-3]. Odhaduje se, Ze az tfetina kodujicih gent
v eukaryotnich organismech odpovidé membréno-
vym proteindm, které maji jednu nebo vice trans-
membranovych domén [4,5]. Membranové proteiny
tvoii rovnéz nejvétsi skupinu cild pro farmaceutika
[6-8]. Defekty membrénovych proteint mohou navic
souviset s nékterymi onemocnénimi; napfiklad cystickd
fibréza souvisi s defektem membréanového proteinu
tvoficiho kanal, ktery reguluje tok chloridovych iontd
[9, 10].

Pfestoze je analyza transmembranovych proteint
nezbytna pro hlubsi porozuméni mechanismim fady
biologickych proces(, jsou tyto proteiny mnohem
méné prostudované nez rozpustné bunécné proteiny.
Jednou z pficin je extrémni hydrofobicita jejich trans-
membranovych domén, ktera komplikuje nebo dokon-
ce znemozZnuje vyuZit pro jejich analyzy metody pro
jiné proteiny rutinné vyuzivané. To se tykd zejména
proteint s transmembranovymi doménami typu o-heli-
xd. Kromé o-helixd mohou mit transmembranové
domény charakter B-barell; proteiny s témito doména-
mi vsak obvykle tak vyrazné problémy pfi analyzach
nepulsobi. Proto je tfeba soustiedit se pfi feSeni analy-
tickych problémi zejména na extrémné hydrofébni
proteiny s vice transmembranovymi doménami typu
a-helixd. Useky tvofici transmembranové segmenty
obsahuji pfevazné hydrofébni aminokyselinové zbytky
a musi byt dostate¢né dlouhé (uvédi se alespor
15 aminokyselinovych zbytk(), aby preklenuly fosfolipi-
dovou dvojvrstvu jako o-helix [11, 12], zatimco vyskyt
nabitych a polérnich aminokyselinovych zbytkd je
omezen na mimomembranové domény [13]. Takovyto
vyrazné amfifilni charakter transmembranovych protei-
nt vyrazné komplikuje jejich analyzu. Obzvlasté nepfi-
jemné je, Ze proteiny s vice transmembranovymi
doménami jsou nachylné k precipitaci pfi izoelektrické
fokusaci, coz prakticky znemoziiuje pouziti klasické
dvojdimenziondlni elektroforézy pro jejich separaci.
Navic je z fady dlivodi obtizné identifikovat peptidové
fragmenty z jejich transmembrdnovych domén.
Pripoc¢teme-li k tomuto vyctu fakt, ze tyto proteiny
byvaji na fadé mist glykosylované, je ziejmé, ze prostor
pro jejich identifikaci se déle zuzuje. Analyza trans-
membrénovych proteind vyskytujicich se v extrémné
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malych kvantech (napfiklad receptorové proteiny) pak
pfedstavuje opravdovou analytickou vyzvu.

Robustni analyticka metoda, jakou je LC-MS/MS
(LC odpovidé zkratce pro Liquid Chromatography
a MS/MS vyjadiuje moznost ziskani sekundéarniho nebo-
li fragmentac¢niho hmotnostniho spektra) je tak vitanym
nastrojem pro analyzu transmembrénovych proteind.
Je uzite¢né zminit, Ze se nejednd o oznaceni typu hmot-
nostniho spektrometru (je vice typd hmotnostnich
spektrometrd, které mohou byt pfi této technice vyuzity),
ale o oznaceni metody, pfi které jsou molekuly (napfi-
klad peptidové fragmenty) separovany pomoci kapalino-
vé chromatografie a jejich hmotnostni spektra jsou tak
ziskdvana postupné, jak jsou eluovany z chromatografic-
ké kolony. Tato metoda umoziiuje ziskat nejen hmot-
nosti velkého poctu peptidovych fragmentl (primérni
hmotnostni spektra — MS), ale i relevantni informace
o jejich aminokyselinové sekvenci (MS/MS), coz je velmi
vyhodné, nebot sekvence poskytuje mnohem vice infor-
maci nez pouha hmotnost peptidu. Za spolehlivou iden-
tifikaci proteinu byvd renomovanymi proteomickymi
Casopisy povazovana shoda sekvence alespori dvou
peptidovych fragmentdl se sekvenci odvozenou
na zakladé znamé genetické informace.

V kombinaci s dalsimi analytickymi pfistupy byla
metoda LC-MS/MS nedéavno Uspésné vyuZita pro vilbec
prvni proteomickou analyzu transmembrénovych pro-
tein( souvisejicich s klicenim semen [14]. Studie zamé-
fend na transmembrénové proteiny plasmatické mem-
brany v aleuronové vrstvé semen je¢mene byla prova-
déna v Dansku (Technical University od Denmark,
Lyngby a University of Southern Denmark, Odense).
Buriky aleouronové vrstvy hraji vyznamnou roli
v procesu kliceni semen, protoze syntetizuji a vylucuji
enzymy hydrolyzujici energetické rezervy endospermu
[15]. Pii kliceni je giberelova kyselina produkovana
embryem navédzana na plasmatickou membranu bunék
aleuronové vrstvy [16, 17], ¢imz je nastartovana signa-
lizac¢ni kaskdda vedouci k syntéze hydrolytickych enzy-
md a kulminujici fizenou smrti bunék aleuronové
vrstvy [18]. Aleuronova vrstva semen jecmene piedsta-
vuje idedlni modelovy systém pro studium pienosu
signalu v rostlinach, protoze se dé relativné snadno
separovat od jinych pletiv (ma tfi vrstvy bunék na roz-
dil od aleuronovych vrstev fady jinych semen, které
maji pouze jednu) a vykazuje dobfe definované odpo-
védi na rostlinné hormony giberelovou a abscisovou
kyselinu. Dfivéjsi proteomické studie zrani a kliceni
semen je¢mene byly zaméfeny pouze na rozpustné
(nemembréanové) proteiny [19-23].



Oddéleni plasmatické membrany od ostatnich mem-
bran (membrén vnitrobunéénych) kompartmentd je
mozné dosahnout pomoci separace v dvoufdzovém
systému obsahujicim dextran a polyethylenglykol [24].
Plasmatickd membrana se extrahuje do horni faze,
zatimco ostatni (vnitrobuné¢né) membrany se kon-
centruji v dolni frakci. Po nalezeni vhodnych podminek
a pfi nékolikanasobném opakovani extrakce lze ziskat
frakci obsahujici plasmatickou membranu pouze mini-
malné kontaminovanou vnitrobunéénymi membrana-
mi. Zdvaznym problémem ovsem zlstava kontaminace
membranové frakce rozpustnymi (nemembranovymi)
proteiny uzavienymi zejména v membranovych vaccich
nebo asociovanych s membrénou prostiednictvim
elektrostatickych interakci. Vyznamna redukce konta-
minace rozpustnymi proteiny je pifedpokladem pro
Gspésnou analyzu transmembranovych protein(; byly
popsany rlizné postupy, vétSinou vyuzivajici kombinaci
vyssi iontové sily a mirnych detergentd (napf. Triton
X-100 nebo Brij 58 [25, 26]) pro oslabeni elektrostatic-
kych interakci a otevieni membrénovych vacka.
Nicméné i po aplikaci téchto postupti bylo mozné stéle
identifikovat zna¢né mnozZstvi rozpustnych protein( ve
frakci plasmatické membrany [27, 28]. Po otestovani
celé fady podobnych metod se ukazalo, Zze nejsou
dostatec¢né efektivni. Proto byla vyvinuta technika vyu-
zivajici k redukci kontaminace hydrofilnimi proteiny
chromatografii na reverzni fazi provddénou velmi jed-
noduchym zplsobem [14]. Tato metoda navic poskytu-
je moznost urcité frakcionace membranovych proteint
podle jejich rostouci hydrofobicity. To umoznilo sou-
stfedit se na analyzu frakce obsahuijici velké mnozstvi
silné hydrofobnich protein(. Tato frakce byla rozdélena
pomoci klasické jednodimenzionalni SDS-PAGE
(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) Vybrané pasy byly vykrojeny a piimo
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identifikovany rovnéz iontové kanaly, coz jsou proteiny
s transmembranovymi doménami typu B-bareld.

Technika kombinujici chromatografii na reverzni fazi,
jednodimenzionalni SDS-PAGE a LC-MS/MS tak umoz-
nila provést pralomovou studii proteint plasmatické
membrany v aleuronové vrstvé semen jeCmene [14],
coz piedstavuje vyznamny piedpoklad pro objasnéni
mechanismd hrajicich roli pfi kliceni semen. Zminény
novy metodologicky pfistup ma obecnéjsi vyznam,
protoZe se problematika analyzy transmembranovych
proteint z rGznych organisml potykd s podobnymi
problémy.

11. Elofsson A., von Heijne G.: Annu Rev. Biochem 76,
125-40 (2007).

. Speers A.E,, Wu C.C.: Chem. Rev. 107, 3687-3714
(2007).

Ulmschneider M. B., Sansom M.S., Di Nola A.
Proteins 59, 252-265 (2005).

Hynek R., Svensson B., et al.: J. Proteome Res. 5,

3105-3113 (2006).

12

13.

14.

15. Ritchie S., Gilroy S.: Plant Physiol., 116, 765-776
(1998).
16. Gilroy S., Jones R. L.: Plant Physiol., 104, 1185-1192

(1994).
17. Lovegrove A., Hooley R.: Trends Plant Sci. 5, 102-
110 (2000).
Bethke P.C., Lonsdale J.E., et al.: Plant Cell 11, 1033-
1045 (1999).
Finnie C., Melchior S., et al.: Plant Physiol. 129,
1308-1319 (2002).
Qstergaard O., Finnie C, et al.: Svensson B.:
Proteomics, 4, 2437-2447 (2004).

18.

19.

20.



21. Bak-Jensen K.S., Laugesen S., et al.: Proteomics 4, 25.Van Gestelen P, Asard H. Caubergs R. J.: Plant

728-742 (2004). Physiol. 115, 543-550 (1997).

22. Finnie C., Bak-Jensen K. S., et al.: Plant Sci. 170, 26. Johansson F, Olbe M., et al.: Plant J. 7, 165-173
808-821 (2006). (1995).

23. Finnie C., Svensson B.: J. Cereal Sci. 38, 217-227 27. Alexandersson E., Saalbach G., et al.: Plant Cell
(2003). Physiol. 45, 1543—1556 (2004).

24. Larsson C., Widell S., Kjellbom P.: Methods Enzymol. 28. Marmagne A., Rouet M.A., et al.. Mol Cell
148, 558-568 (1987). Proteomics 3, 675-691 (2004).

Souhrn

Membrénové proteiny jsou lokalizovany na rozhranich rGiznych prostiedi, a proto je jejich izolace a identifikace nezbytnym pfedpokla-
dem pro pochopeni fady fyziologickych procest. Extrémni hydrofobicita proteint s transmembranovymi doménami ¢ini jejich analyzu
klasickymi proteomickymi technikami velmi komplikovanou nebo téméf nemoznou. Proto je tfeba hledat pro jejich analyzu alterna-
tivni pfistupy. Technika vyuZivajici chromatografii na reverzni fazi pro redukci kontaminace rozpustnymi proteiny a technika kombinuijici
jednorozmérnou elektroforézu s kapalinovou chromatografii spojenou s hmotnostni spektrometrii se jevi jako slibné pfistupy.

kli¢ova slova: transmembrénové proteiny, proteomika

Abstract

Membrane proteins are located on the interface between different environments. That is reason why their isolation and identification
is essential for understanding of number of physiological processes. The extremely hydrophobic nature of proteins with transmembra-
ne domains makes their analysis by classical techniques used in proteomics very complicated or nearly impossible. Thus it is necessa-
ry to seek for the alternative approaches for their analysis. Technique using chromatography on reversed phase for reduction of so-
luble contamination and technique using combination 1D-gel electrophoresis and liquid chromatography on reversed phase coupled
to mass spectrometry seems to be very promising.

key words: tramsmembrane proteins, proteomic

MODERNI METODY IDENTIFIKACE BAKTERII

Lucie Piterkova
Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT Praha

Uvod Zapocala tak éra molekuldrné-genetickych diagnos-

Az do druhé poloviny 20. stoleti byla identifikace tickych metod pracujicich na zékladé prikazu specific-
a druhové taxonomické zafazeni zejména prokaryot kych tsek DNA, ktera vnesla do bakterialni systemati-
zaloZena na jednoduchych biochemickych, mikrobiolo- ky celou fadu vyznamnych zmén. Tyto diagnostické
gickych a imunochemickych testech, které umoziiovaly ~ metody vyuZivaji jedine¢nych vlastnosti gendi koduji-
hodnotit pouze fenotypové projevy bakterialni kultury cich 16S rRNA. Evolu¢né konzervované useky téchto
(morfologie bunék, kultivaéni vlastnosti, biochemicka gend slouZi pro univerzalni amplifikaci vSech pfitom-
aktivita, antigenni struktura atd.). Taxonomie zaloZena nych druhd pomoci polymerézové fetézové reakce
na téchto znacich ¢asto neodpovidala skute¢nému fylo- (PCR, polymerase chain reaction), zatimco vysoce
genetickému vyvoji. Sestavit tak spravny ,systematicky variabilni oblasti umoziiuji nasledujici rozliSeni pfitom-
koncept” druhti v bakterialni taxonomii bylo prakticky nosti genetického materialu jednotlivych bakterialnich
nemozné. Prilom nastal ai v roce 1965, kdy druhti. | pfesto, ze gen pro 16S rRNA je sém o sobé
Zuckerkandl a Pauling' pfigli s teorii, ze zakladnim  Ppfili§ konzervovany* a miZe se u nékterych bakterial-
prvkem déastnicim se pfimého evoluéniho vyvoje jsou  nich druhd vyskytovat i v rdznych kopiich, které se
malokdy se ménici, evolu¢né konzervované sekvence mohou navzdjem alelové lidit, Ize i pfibuzné kmeny
DNA, od kterych by mohly byt odvozeny fylogenetické s téméf totoznymi fenotypovymi projevy a sekvencemi
vztahy mezi v8emi existujicimi Zivymi formami. 16S rDNA v soucasnosti spolehlivé rozlisit diky
Nejvhodné&jsimi adepty na post univerzélniho markeru ~ technikdm zalozenym na rozdifené manipulaci
se diky svym univerzélnim a stabilnim vlastnostem s chromozomalni DNA. Jednd se napf. o metodu

zdédly byt sekvence gend pro trasférovou (tRNA) ndhodné amplifikace polymorfni DNA (RAPD), déle
a ribozomalni (rRNA) RNA, které jsou uzce spjaty polymorfizmu délky restrikénich fragmentt (RFLP) -

s translaci. Kli¢covou se pak stala prace Carl R. Woese? restrik¢ni analyza DNA, nebo o kombinaci obou vyse
a jeho spolupracovnikd, ktefi v 80. letech minulého zminénych principG restrikéni analyza amplifikované
stoleti zacali studovat fylogenezi prokaryot ribozomalni DNA (ARDRA) a polymorfizmus délky
a katalogizovat rozdily v genetické struktufe jednotli- amplifikovanych fragment( (AFLP) nebo separace DNA
vych bakteridlnich populaci pomoci sekvence gent v periodicky se ménicim elektrickém poli pulzni elekt-
koédujicich 16S rRNA. roforéza (PFGE).
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Izolace DNA

Izolace dostate¢ného mnozstvi chromozomalni DNA
z biologického materidlu je primérnim pfedpokladem
a vychozim bodem kazdé molekularné-biologické
metody. V soucasné dobé je k dispozici pestrd skéla
metodik v rdznych modifikacich, jejichz zakladnim
krokem izolace je lyze bunék. U bakteridlnich bunék je
pro lyzi obvykle dostacujici rozpusténi biomembran
a denaturace membranovych proteind detergentem.
Pro zvy3eni Cistoty izolované DNA se k lyza¢nimu rozto-
ku pfiddva enzym proteindza K, kterd stépi bilkoviny,
véetné histon vazanych na strukturu DNA. Stépeni
uvolnéné DNA nukledzami zabrani jejich inhibitory jako
je napi. etylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA),
ktera chelatuje ionty vapniku (kofaktor nukleaz).
Naslednd fenol/chloroformova extrakce ponechdava
obecné nukleové kyseliny rozpusténé ve vodném
prostiedi (pufru) a odstranuje ostatni slozky lyzétu.
Z precisténého vodného roztoku je moziné nukleové
kyseliny vysrazet pfidanim koncentrovaného alko-
holu (ethanol, isopropanol). Alternativou fenol/
chloroformové extrakce, kterd je velmi pracné a vhodna
zejména pro praci s vétsim mnoZstvim vstupniho
materialu, jsou komercné dostupné izolacni kity.

RAPD (random amplified polymorphic DNA)

Metoda RAPD, ktera je v literatufe nékdy oznacovana
také jako AP-PCR (arbitrary primed PCR, nahodna
PCR), je metoda, ktera vyuziva pro PCR jen jeden krat-
ky primer dlouhy nejcastéji 812 bazi, jehoz sekvence je
navrzena nahodné, popfi. na zékladé specidlnich mate-
matickych algoritmd. Kratka sekvence umoznuje pri-
meru nasedat na velké mnoistvi pfesnych ¢i méné
presnych komplementérnich sekvenci DNA, coz je pod-
minéno i zvolenim mirngjSich teplotnich podminek
hybridizace primeru (annealing, 3040 °C). Vlysledkem
jsou naamplifikované fragmenty rtzné délky, jejichz
pocet je pro kazdy bakteridlni druh specificky. Metoda
je technicky jednoducha a rychla. Hlavni nevyhodou je
nizkd specifita reakce a komplikované vyhodnoceni.

Pocet a velikost amplifikovanych fragment totiz zavisi
nejen na koncentraci DNA templatu, ale i na kon-
centraci hofec¢natych iontd a primeru. Slozitému
a v mnohych pfipadech subjektivnimu vyhodnoceni
elektroforetického RAPD profilu lIze vsak piedejit
zvolenim techniky McRAPD (melting curve of RAPD)’.
Jedna se o novy pfistup, jehoz princip spociva zjedno-
dusené v denaturaci produktd RAPD. Technickym
vystupem denaturace je tzv. kivka téni, ktera je rovnéz
pro kazdy druh, popi. kmen specificka.

RFLP (restriction fragment length polymorphism)

Principem metody RFLP je $tépeni genomové DNA
pomoci restrikénich enzym. Restrikéni enzym je DNA-
endonukleaza, kterd je schopna rozpoznat kréatkou
specifickou sekvenci DNA (48 nukleotid(), tzv. re-stri-
kéni misto, a rozstépit DNA-molekulu bud pfimo
v restrikénim misté nebo v jeho definovaném okoli.
Za danych podminek vznikd reprodukovatelny pocet
restrikénich fragmentG urcité délky. Pocet a délka
fragmentd je pro dany bakteridlni druh specificka.
Tento pfistup byl pouzit napf. k druhové identifikaci
novych kmenl bakterii rodu Pseudomonas,
Xanthomonas, Borrelia nebo Listeria. RFLP analyza
se v bakteridlni systematice pouzivda mimo jiné i pro
detekci molekularnich pfesmyk a mutaci v genomu.
Z RFLP vychazi metoda ribotypizace, ktera je zalozena
na detekci DNA polymorfismu v genech pro rRNA
a v jinych blizkych regionech bakteridlniho chromozo-
mu prostiednictvim selektivni hybridizaci restrikénich
fragment se sondami pfipravenymi z gend pro 16S
rRNA nebo 23S rRNA.

V poslednich letech se metoda RFLP zacala ¢im dal
Castéji pouzivat v kombinaci s PCR. Pro tiely moleku-
larni typizace prokaryot se jednéd o metodu ARDRA
(amplified ribosomal DNA restriction analysis) RFLP
analyza genu pro 16S rRNA, kterd je nékdy oznacovéna
jako tzv. PCR ribotypizace. Princip metody spociva
v amplifikaci celého genu pro 16S rRNA (pfiblizné
1 600 bp) pomoci univerzélnich primerd komplemen-

Tab. 1 Souhrn vlastnosti nejpouZivanéjsich genotypiza¢nich metod zalozenych na analyze DNA®

Metoda Snadné poufziti Snadna interpretace dat RozliSovaci schopnost Cas (dny)
RAPD Lehké pramérna vysoka 1
RFLP Lehké lehka prdmérna 1
ARDRA Lehké lehka vysoka 1
AFLP pramérné lehka vysoka 2
PFGE pramérné lehka vysoka 3
Metoda Intra-laboratorni Inter-laboratorni Vstupni naklady Naklady
reprodukovatelnost reprodukovatelnost na jeden test
RAPD pramérna Spatna prdmérné nizké
RFLP Dobra dobra prdmérné nizké
ARDRA Dobra dobra primérné nizké
AFLP Dobra dobra vysokeé prdmérné
PFGE Dobra dobra prdmérné prmérné
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tarnich ke koncovym sekvencim genu. S pouzitim
vhodné restrik¢ni endonukledzy se pak ziskd spektrum
nékolika fragmentd, které se stejné jako u predchozich
metod lisi svym poc¢tem a velikosti v zavislosti
na bakteridlnim druhu.

ky je vybér vhodného restrikéniho enzymu. | presto,
Ze se jedna o rozsifenou metodu nebyla dosud publi-
kovéana zddna pravidla tykajici se tohoto vybéru.
Nejcastéji se vychazi z pravdépodobnosti, ze pokud ma
restrikéni enzym napi. 4bazovou rozpoznévaci sek-
venci a kazda ze 4 bazi se mulze se stejnou pravdépo-
dobnosti nachazet na jakémkoliv misté této sekvence,
pak pravdépodobnost vyskytu enzymem rozpoznavané
sekvence (restrik¢éniho mista) je 44 tedy kazidych 256
parQ bazi.

AFLP (amplified fragment length polymorphism)

Metoda AFLP® zahrnuje celkem tfi zékladni kroky:
nastépeni genomické DNA a ligaci adaptord na vzniklé
fragmenty, amplifikaci fragmentl pomoci jednoho
nebo dvou selektivnich adaptorovych primerd
a gelovou elektroforézu amplifikovanych fragmentd.
Néslednym zdokonalenim metody pouzitim fluoresce-
néné znaceného jednoho z primer( a separace vznik-
lych produkti na automatickém sekvenatoru™ ucinilo
z AFLP novou a velmi G¢innou molekularni
typiza¢ni metodou analyzujici DNA libovolného pu-
vodu, vyuzivanou jak v diagnostice, tak pro fylogenetic-
ké a taxonomické studie, takze bylo jen otazkou casu,
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Souhrn

kdy se na trhu objevi komer¢né dostupny ,AFLP micro-
bial fingerprinting kit", ktery obsahuje jiz vsechny
potfebné reagencie.

PFGE (pulse field gel electrophoresis)

Pulzni gelova elektroforéza byla poprvé popséna
v roce 1984 Schwartzem a Cantorem' jako novy
zplsob separace DNA v pulznim poli. Pfi separaci se
vyuziva periodické zmény elektrického proudu béhem
elektroforézy. Jeji nezmérnou vyhodou je zejména
rozdéleni velkych restrikénich fragmentd DNA (az
5 000 kb). K provedeni je nutnd specialni aparatura,
ktera je schopna stfidat elektrické pole mezi dvéma
pary elektrod vzajemné orientovanych do pravého
uhlu. PFGE je ¢asové a finan¢né velmi ndro¢na techni-
ka, nicméné umoznuje pracovat s celym genomem
a je tak povaZovana za jednu z nejlepSich metod
k pfesnému taxonomickému zafazeni az po kmenovou
uroven.

Zavér

| pfesto, ze analyza gend pro 16S rRNA, ktery je
v soucasné dobé nejpouzivanéjsim univerzalnim mar-
kerem, byla klicovym faktorem v oblasti taxonomie
bakterii, tak aZ rozvoj molekularnich DNA-typizacnich
technik se stal skute¢nym pridlomovym meznikem
v analyze bakterialniho genotypu. Nezmérnou vyhodou
téchto technik je jejich univerzalni pouzitelnost
a schopnost dosdhnout maximalniho rozliseni.
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Tradi¢ni metody identifikace mikroorganismd, zaloZzené pfevainé na sledovéni fenotypovych projevi zkoumanych organism, jsou stale
dilezitym zdrojem informaci pii charakterizaci novych bakteridlnich druh(. V dnesni dobé v3ak jiz existuji moderni metody, diky kterym
dokazeme nejenom piesnéji urcit jejich vzajemné fylogenetické vztahy, ale doséhneme i maximalni miry rozliseni mezi velmi pfibuzny-
mi jedinci. Za zlaty standard se dnes v bakteridlni taxonomii povazuje sekvenovéni ribozomalnich gen(i pro 16S nebo 23S rRNA.
Dalezitou roli hraji i jiné, zejména DNA-typiza¢ni metody (RAPD, RFLP, ARDRA, aj.) nebo pulzni gelové elektroforéza.

kli¢ova slova: identifikace bakterii, molekularni metody, 16S rRNA

Abstract

Traditional methods of identifying microorganisms based on investigation of phenotypic properties give us still useful information for
the characterization of newly revealed species. Nevertheless, faster and more accurate method for identification has been recently estab-
lished. These methods allow better determination of phylogenetic relationship and proper discrimination between closely related
species. Sequencing of ribosomal genes for 16S and 23S rRNA has become widely accepted in the field of bacterial taxonomy.
The important role play also other, mainly DNA-typing methods (RAPD, RFLP, ARDRA, etc.) or pulsed-field gel electrophoresis.

key words: identification of bacteria, molecular methods, 16S rRNA
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METABOLISMUS PEKTINU U ANAEROBNICH BAKTERIi

Z TRAVICIHO TRAKTU

Milan Marounek'?, Dagmar Duskova’
"Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR, Praha
2 Vyzkumny ustav Zivocisné vyroby, Praha

Uvod

Pektin patfi k nejvice rozsitenym latkdm v Zivé pfiro-
dé. Podili se tudiz na kolobéhu uhliku, ma vyznam
ve vyzivé lidi i zvifat a je dilezity v primyslu potravinai-
ském a textilnim. Pektin je obsazen v zelenych ¢astech
rostlin, kofenové zeleniné i ovoci. Z toho dlvodu je
béznou slozkou potravy. Jeho zakladni monomerni
jednotkou je kyselina D-galakturonovd, pievainé
v podobé methylesteru, doprovézena dalsimi sachari-
dy. Podobné jako dalsi slozky vlédkniny, pektin neni
v travicim traktu degradovdn endogennimi enzymy,
ale fermentovan mikroorganismy. Fermentace spociva

OOH
CO,
HDH-“ZL H
HOCH,
D-galakturonat L-arabinosa

Obr. 1 Pfedpokladany metabolismus kyseliny D-galakturonové.

COOH

OH —»

v odstépeni methanolu a rozkladu makromolekuly
na oligogalakturonidy uc¢inkem lyas a hydrolas.
Di- a tri-galakturonidy prochazi bunéénou sténou
a jsou bakteriemi metabolizovény intraceluldrné.
U¢inkem lyas vznikaji galakturonidy nenasycené.
Intraceluldrnimu metabolismu galakturonid(i nebyla
u mikroorganism traviciho traktu vénovana pozornost.
V monografiich publikovanych v letech 1970, 1983
a 1997 autofi predpokladaji, ze kyselina galakturonova
je dekarboxylovdna na L-arabinosu, ktera vstupuje
do pentosofosfatové drahy, jejiz meziprodukty pie-
chazi do glykolyzy Obr. 1).

pe’ntosofosfétové » glykolyza
draha

COOH

COOH

(nasyceny digalakturonid)

hydrolasa,

COOH

H,OH

D-galakturonat

Obr. 2 Schéma stépeni pektinu.
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Pfi zkouskach fermentace pektinu smésnymi i Cistymi
kulturami bachorovych mikroorganism jsme si vsak
povsimli, Ze skladba metabolitli pektinu se znacné
odlisuje od metabolitd neutrdlnich monosacharidi
a Skrobu. Typické bylo vysoké zastoupeni acetatu
a nizké téch metabolitd, jejichz vznik z pyruvatu vyza-
duje redukéni ekvivalenty (laktat, propionat, butyrat,
fumarat, sukcinat). Pokud by oxidovana ¢ast molekuly
kyseliny galakturonové byla ztracena dekarboxylaci
na samém zacatku metabolické drahy, pak by skladba
metabolitd méla byt podobna. Tato tivaha nutné vede
k nézoru, Ze podle uvedeného schématu, tj. pres L-ara-

binosu, metabolismus galakturonatu neprobihd. Také
je zfejmé, ze metabolismu podléhaji nejen nasycené,
ale i nenasycené galakturonidy. Metabolismus galaktu-
ronidd byl nicméné objasnén v 60. letech u bakterii
z jinych prostiedi. Autofi tehdejSich praci prokazali,
Ze nasyceny a nenasyceny digalakturonid se hydrola-
sou a lyasou rozkladaji na D-galakturonat a 5-keto-4-
deoxyuronat Obr. 2).

Oba uronédty se preméniuji metabolickou drahou
Entner-Doudoroff na 2-keto-3-deoxy-6-fosfoglukonat
(KDPG), ktery se stépi aldolasou na pyruvat
a glyceraldehyd-3-fosfat (Obr. 3). Konven¢ni metabo-

?HO ?HO
?H-OH ?H-OH
HO - C"" Galakturonat HO - C‘H 5-keto-4-deoxyuronat
HO - CH CH,
#H-OH éo
COOH COOH
v v
PQOH %OOH
?O Tagaturonat (‘30 2,5-diketo-3-deoxyglukonat
HO - CH CH,
HO-éH éH-OH
éH-OH éO
C‘DOOH éHon
v2H |, +2H |, '
?OOH 900H
HO-?H -H,0 90
CH-OH Altronat — > CH , 2-keto-3-deoxyglukonat
éH-OH CH - OH
CH- OH éH-OH
CH,OH éHZOH
¢ ATP
COOH
c:o 2-keto-3-deoxy-6-fosfoglukonat
CH,
éH-OH
éH-OH
C‘HZO -P
l/ KDPG aldolasa
CH, CHO
?O + ?H-OH
COOH CH,-O-P
Pyruvat Glyceraldehyd-3-fosfat

Obr. 3 Pieména uronovych kyselin.
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lickd draha Entner-Doudoroff byla znama jiz dfive,
od roku 1952, napf. u E. coli. V ni je glukosa oxidova-
na na glukonat, z néhoz dehydrataci vznika 2-keto-3-
deoxyglukonat a déle jiz podle nize naznaceného
schématu.

Uskutec¢néna méreni

K prikazu existence této drahy u pektinolytickych
bakterii z fermentacnich oddild traviciho traktu jsme
zjistovali aktivitu 2-keto-3-deoxy-6-fosfoglukonat aldo-
lasy (KDPG aldolasa, EC 4.1.2.14), ktera je pro tuto
drahu specificka. Aktivitu jsme méfili stanovenim
tvorby pyruvatu v reakéni smési buné¢ného extraktu
a KDPG. KDPG neni komer¢né dostupny, proto jsme
jej pfipravili (dle névodu z literatury) z pyruvatu
a glyceraldehyd-3-fosfatu kondenzaci katalyzovanou
extraktem z Pseudomonas fluorescens. Posledni krok
dréhy Entner-Doudoroff je vratny a probihd opacné
pfi pfebytku pyruvétu. Bunécné extrakty jsme pfipra-
vovali z bachorovych bakterii Butyrivibrio fibrisolvens,
Prevotella (dfive Bacteroides) ruminicola a Lach-
nospira multiparus. Déle z bakterii Bifidobacterium
pseudolongum a Bacteroides caccae ze slepého stie-
va kralikd. Vzniku pyruvétu glykolyzou jsme branili
pfidavkem jodacetdtu a utilizaci pyruvatu pfidavkem
arsenitanu. Kontrolami byla reakéni smés bez KDPG
a reak¢ni smés bez buné¢ného extraktu. Pro kontrolu
jsme také méfili aktivitu KDPG aldolasy u bakterie
Bifidobacterium sp., kterd na pektinu nerostla
a u bakterie Streptococcus bovis, ktera pektin rozkla-
dala, ale produkty Stépeni nevyuzivala. Naméiené
aktivity KDPG aldolasy pfi rGstu na pektinu
(u pseudomonady na glukose) byly nasledujici
(nmol pyruvatu/min.mg proteinu, priméry tii a vice
kultur):

Butyrivibrio fibrisolvens 7871073
Prevotella ruminicola AR491106
Lachnospira multiparus ATCC 192071178
Bifidobacterium pseudolongum P6919
Bacteroides caccae KWN662

Pseudomonas fluorescens DBM 3056556
Namérené aktivity byly pomérné vysoké a s méfenim
vzniklého pyruvatu (HPLC) nebyl problém. Aktivitu
KDPG aldolasy jsme nenalezli u bifidobakterie, kterd
na pektinu nerostla a u S.bovis, ktery produkty rozkla-
du pektinu nevyuzival. Vyjma pseudomonady, u Zzadné
ze zkouSenych bakterii nevznikal v reak¢éni smési
pyruvat byl-li KDPG nahrazen 6-fosfoglukondtem. To
ukazuje, Ze fosfoglukonatdehydratasa (EC 4.2.1.12),
ktera z fosfoglukonatu tvoii KDPG, nebyla v bunécnych
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1. Phillipson A.T.: Physiology of Digestion and
Metabolism in the Ruminant, Newcastle u.T., Oriel
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2. Van Soest P.J.: Nutritional Ecology of the Ruminant,
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extraktech pfitomna. V dasledku toho konven¢ni draha
Entner-Doudoroff utilizace glukosy nem(ze u téchto
bakterii probihat.

U bachorovych bakterii jsme i pfi rGstu na pektinu
zjistili aktivitu fruktosodifosfataldolasy (EC 4.1.2.13),
charakteristického enzymu glykolyzy. Pfi rlstu na pekti-
nu pektinolytické bakterie glykolyzu potiebuji pro
utilizaci neutralnich sacharidi, v pektinu béiné
obsazenych.

Popis metabolismu pektinu by nebyl uplny, kdyby-
chom se nezminili o enzymech odbouravajicich
molekulu pektinu, o depolymerasach. Nepiekvapuje,
ze jejich aktivita v supernatantu kultur byla daleko vétsi
nez v extraktu bunék, protoze pUlsobi extracelularné.
U L.multiparus dominovala aktivita lyasy, u B. caccae
byly aktivity lyasy a hydrolasy podobné a u B. pseudo-
longum byla zjisténa jen aktivita hydrolasy. U B. caccae
jsme také zjistovali zplsob ataku molekuly pektinu, zda
je termindlni nebo ,random”, tj. uprostied fetézce.
Ve smési roztoku pektinu a supernatantu kultury
jsme méfili viskozitu, tvorbu redukujicich cukrd
a nenasycenych produktl, absorbujicich UV svétlo
(232 nm). Pfi Stépeni fetézce nahodnym zplisobem
klesa viskozita roztoku a koncentrace redukujicich
cukrd ¢i latek absorbujicich UV svétlo se zvySuje nepa-
trné. Pii odbourdvani molekuly od konce je viskozita
stdld a naproti tomu zfetelné roste koncentrace redu-
kujicich cukr ¢i latek absorbujicich UV svétlo. Bylo
ziejmé, ze hydrolasa u této bakterie odstépuje galaktu-
ronidy od konce, zatimco lyasa stépi glykosidické vazby
nahodné.

Zavér

Uvedené vysledky lze shrnout do konstatovani,
ze anaerobni pektinolytické bakterie z fermentacnich
oddill traviciho traktu vyuzivaji modifikovanou Entner-
Doudoroffovu drahu k metabolismu nasycenych
i nenasycenych galakturonidd, stejné jako pektinolytic-
ké pseudomonady a fytopathogenni Erwinia carotovo-
ra. Plati to i pro bifidobakterie u nichz je metabolismus
hexos velmi specificky. Soudi se, ze konven¢ni Entner-
Doudoroffova draha je starsi nez glykolyza, ktera
pavodné slouzila (v obraceném sméru) ke glukoneoge-
nezi. Stépeni makromolekuly pektinu je naproti tomu
méné uniformni. Podili se na ném hydrolasy i lyasy,
Stépici molekulu od konce i uprostied, déle pektineste-
rasa a glykosidasy hydrolyzujici vazby neutrélnich
sacharidd.

Popsané pokusy souvisely s fesenim projekti AVOZ
50450515, MZE 0002701403 a GACR 525/03/0358.

3. Mackie R.I., White B.A.: Gastrointestinal Microbiology,
Vol. 1, New York, International Thomson Publishing,
1997.



Souhrn

U anaerobnich pektinolytickych bakterii z bachoru a slepého stieva krélikd jsme zjistovali aktivitu enzym, které se podileji na meta-
bolismu pektinu. Poutzili jsme bachorové bakterie Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella ruminicola, Lachnospira multiparus a bakterie
ze slepého stieva kralik( Bacteroides caccae a Bifidobacterium pseudolongum. Depolymerasami pektinu jsou jak hydrolasy a lyasy,
které degraduji makromolekulu ndhodnym zpdsobem, nebo uvoliiuji mono- a digalakturonaty od jejiho konce. Digalakturonaty jsou
katabolizovény intracelularné na uronaty, které jsou dél metabolizovany modifikovanou Entner-Doudoroffovou drahou. Zkousené
pektinolytické bakterie mély vysokou aktivitu 2-keto-3-deoxy-6-fosfoglukonataldolasy, kterd je pro tuto dréhu specificka. Konvenéni
Entner-Doudoroffova drdha metabolismu glukosy u téchto bakterii neni funkéni. Neutralni sacharidy, které pektin obsahuje, jsou meta-
bolizovany glykolyticky.
klicova slova: pektin, metabolismus, anaerobni bakterie, bachor, slepé stievo

Abstract

In anaerobic pectinolytic bacteria from the rumen and rabbit caecum the activities of enzymes involved in pectin metabolism were
assayed. Rumen bacteria Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella ruminicola, Lachnospira multiparus and caecal bacteria Bacteroides caccae
and Bifidobacterium pseudolongum were used. Depolymerases of pectin include both hydrolases and lyases that degrade the macro-
molecule in a random fashion, or liberate mono- and digalacturonates by a terminal attack on the polymer. Digalacturonates are cata-
bolized intracellulary to uronates that enter a modified Entner-Doudoroff pathway. All pectinolytic bacteria studied possessed 2-keto-3-
deoxy-6-phosphogluconate aldolase activity, an enzyme specific for the Entner-Doudoroff pathway. The conventional Entner-Doudoroff
pathway of glucose metabolism, however, does not operate in these bacteria. Neutral sugars present in pectin are metabolized via
glycolysis.
key words: pectin, metabolism, anaerobic bacteria, rumen, caecum

ISOLACE, DETEKCE
A CHARAKTERISACE CAMPYLOBACTER SP.

Igor Hochel , Miroslava Matusova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze

1. Uvod dd onemocnéni vyvolanych kampylobakteriemi preros-
Termotoleratni bakterie rodu Campylobacter se tl pocet enteritid zplisobenych salmonelami [2, 3].
v poslednich vice jak deseti letech stavaji vyznamnymi Prudky nardst kampylobakterios byl zaznamenan
plvodci alimentarnich nakaz v Evropé&, USA a dal3ich od konce 90 let minulého stoleti az do roku 2005 také
rozvinutych zemich. Napi. v roce 2005 bylo v celé v Ceské republice (Obr. 1). Kampylobakterie byly
Evropské unii zaznamenéno 195 426 potvrzenych plvodné zafazeny do rodu Vibrio. V roce 1914 Tunicliff
pfipadt kampylobakterios [1]. V fadé zemi pocet pfipa- pozoroval mikroorganismus, pozdéji klasifikovany jako
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Obr. 1. Potet pfipadii onemocnéni zplsobené bakteriemi Rsku Campylobacter a Salmonella v Ceské republice v letech
1995-2007: ® campylobacteriosy, O salmonelosy
Zdroj: http://www.szu.cz/data/infekce-v-cr
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V. sputorum ve sputu pacienta trpiciho bronchitidou
[4, 5]. V roce 1918 Smith oznadil spiralovitou bakterii
za plvodce abortli u skotu a o rok pozdéji spolu
s Taylorem popsali morfologické a biologické vlastnos-
ti nového mikroorganismu, ktery nazvali Vibrio fetus
[6, 7]. Jones a Little zkoumali, pGvodce zimni dysente-
rie telat, kterého pojmenovali Vibrio jejuni a Doyle kla-
sifikoval podobny mikroorganismus, vyvolavajici dysen-
terii prasat, jako V. coli [8, 9]. Avsak, teprve Vinzent et
al. prokazali pathogenitu téchto novych vibrii tim,
ze uspésné izolovali V. fetus z krve gravidnich Zen,
postizenych dlouhodobym hore¢natym onemocnénim
s naslednym spontannim potratem [10]. V roce 1957
Kingova nalezla v krvi pacienta mikroorganismus, ktery
morfologicky odpovidal druhu V. fetus, avsak ktery se
odlisoval svymi biochemickymi a antigennimi vlast-
nostmi [11]. Toto nové species oznacila terminem ‘rela-
ted vibrio". Pocet infekci prokazatelné zplsobenych
touto bakterii byl vzhledem k nedostate¢né tcinnym
izola¢nim technikdm, az do zacatku 70 let nizky.
V r. 1963, na zédkladé 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 [12].
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 [13]. Rod
Campylobacter byl postupné rozsifovan a revidovan,
a v roce 1991 Vandamme a De Ley navrhli vytvo-
fit novou celed Campylobacteriaceae [14]. Soucas-
na taxonomie zahrnuje do této celedi 3 rody:
Campylobacter, Arcobacter, Sulfurospirillum a nesprav-
né pojmenovany druh Bacteroides ureolyticus.
Samotny rod Campylobacter je tvofen 18 vice ¢i méné
genotypicky homolognimi druhy: Campylobacter cana-
densis, 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 Campylobacter sp.

Buriky vétSiny druhG kampylobakterii jsou spiralovité,
nebo zakfivené gram negativni tyc¢inky, o rozmérech
0,2-0,8 x 0,5-5 um. Ty¢inky mohou vytvéfet jednu nebo
vice smycek. Ve starych kulturach piechazeji spiralovité
buriky na kokoidni formu. K témto morfologickym
zménam dochazi pravdépodobné v dlsledku enzymo-
vé degradace peptidoglykanové vrstvy [15]. Buriky
netvoii spory. Vétsina druh( je pohybliva a to prostied-
nictvim polarniho bic¢iku na jednom, nebo obou
koncich buriky. Ostatni druhy, jako je C. gracilis, jsou
nepohyblivé, nebo jsou naopak vybaveny mnohona-
sobnymi biciky (C. showae). Pfilezitostné muze byt
u druhu C. hyointestinalis pozorovéna diference
v poctu bicika.
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Kampylobakterie jsou chemoorganotrofni mikroorga-
nismy, které nejsou schopny fermentovat ani oxidovat
sacharidy. Energii ziskavaji z metabolismu aminokyselin
a z metabolismu intermediétt trikarboxylovych kyselin.
Nehydrolysuji tyrosin, kasein, $krob, ani Zelatinu.
Test na produkci acetoinu (Voges-Proscauer) a test
na methyléerven jsou negativni. S vyjimkou C. gracilis
a nékterych kmenl C. concisus a C showae vykazuji
oxidasovou aktivitu. Redukuji dusi¢nany, aviak nikoliv
dusitany. C. jejuni a nékteré kmeny C. curvus jsou
schopny hydrolyzovat hipurat. Tohoto testu se
v diagnostice pouzivé k diferenciaci klinicky nejvyznam-
né&jsich druh C. jejuni a C. coli. Zadné species nevytva-
fi pigmenty. Obsah guaninu a cytosinu v molekule DNA
se pohybuje v rozmezi od 29 do 47 mol %.

Optimalni rastova teplota je 35-37 °C, rist termofil-
nich druhl je pfi isolaci kampylobakterii zvyhodnén
kultivaci pfi teploté 42-43 °C. VSechny kampylobakterie
rostou za mikroaerofilnich podminek s koncentraci kys-
liku v rozmezi 3-15 %. Druhy C. concisus, C. curvus,
C. gracilis, C. rectus, C. mucosalis a C showae vyzaduji
pro mikroaerobni rdst, jako donor elektrond, pfitom-
nost mraven¢anu, nebo vodiku. V bunkach
Campylobacter sp. byla zjisténa pfitomnost cytochro-
mu b a ¢, pfitomnost cytochromu o je nejista [16-18].
Hlavnimi respira¢nimi chinony jsou menachinon-6
a jeho derivat alkylovany v pozici 6 [19-21].

3. Klinické projevy onemocnéni zptisobené
kampylobakteriemi, vyskyt a zptisob pfenosu

Kampylobakterie jsou mikrobidlnimi pathogeny ¢lo-
véka a zvitat. Jsou identifikovany jako agens, které vyvo-
lavd u clovéka akutni prdjmova onemocnéni, zvlasté
pak u déti jak v primyslové rozvinutych, tak rozvojo-
vych zemich. Eneritis vyvoland kampylobakteriemi
vykazuje podobné symptomy jako onemocnéni vyvola-
né salmonelami, nebo shigelami. Jednoznacna diagno-
sa muze byt uc¢inéna pouze detekci kampylobakterii
v klinickém materialu. Mezi nejvyznaméjsi pathogeny
se fadi termofilni druhy C. jejuni, C. coli, C. hyointesti-
nalis a druh C. fetus subsp. fetus. Nebude-li uvedeno
jinak bude se néasledujici text tykat prevazné termofil-
nich kampylobakterii

Kampylobakteriosa vyvolana C. jejuni nebo C. coli je
choroba, které se projevuje, po 1-7 dnech inkubace,
bolestmi bficha nasledované prdjmy. Postizeni mohou
vykazovat dalsi nespecifické pfiznaky jako je horecka,
bolest hlavy, zévrat, myalgie, popf. zvraceni. Bolest bfi-
cha se mize stavat nepfetrzitou, intensivni a mize se
Sifit do pravé jamy kycelni a tak komplikovat diagnosu.
Po 1 az 2 dnech onemocnéni se u 15 % pacientl obje-
vuje ve stolici krev. Podle nékterych studii je viditelna
pfitomnost krve ve stolici v pfipadé kampylobakterios
Castéjsi nez u salmonelos a shigelos [22, 23]. Priblizné
po 3 az 4 dnech onemocnéni prdjem ustupuje a stav
postizeného se zacina zlepSovat i kdyz bolesti bficha
mohou pretrvavat jesté nékolik dalSich dni. Recidiva
byla zaznamenana u 15-25 % pacient( [24, 25]. Ztrata
hmotnosti az 5 kg je béiny disledek onemocnéni.



Pribéh onemocnéni u déti je ponékud odlisny.
Horecka se ¢asto nevyskytuje, naopak zvraceni je casté.
Az u 92 % infikovanych déti ve véku do 1 roku se obje-
vuje krev ve stolici [26].

VétsSina pacientti postizenych kampylobakteriosou
nevyzaduje zvlastni lékafské oSetfeni, pouze musi byt
dopliiovany tekutiny a elektrolyty, aby se tak zabrénilo
dehydrataci organismu. Jen ve véinych pfipadech,
u akutné nemocnych bez zndmek zlep3eni a pii lécbé
imunodeficientnich pacientt se uplatriuje Ié¢ba antibi-
otiky. Uspé&3sné se aplikuje erythromycin [27], vzhledem
k nizké drovni rezistence kampylobakterii a jeho nizké
toxicité. V pripadé vainych systémovych infekci se také
nasazuji aminoglykosidy (gentamicin, imipenem).

Ackoliv vlastni kampylobakteriosa neni obvykle Zivot
ohrozujici onemocnéni zévainéjsi jsou komplikace
popf. postinfekéni néasledky jako je apendicitis [28, 29],
colitis [30, 31], erythema nosodum u Zzen [32, 33],
masivni stfevni krvaceni [34], bakterémie zvlasté
u pacientl s oslabenym imunitnim systémem [35-37],
hepatitis [38], pankreatitis [39], cholecystitis [40] potrat
[41-43], hemolyticko-uremicky syndrom [44], reaktivni
artritida a ReiterGv syndrom [45-47] a Guillain-Barré
syndrom (GBS) [48-50]. GBS je zénétliva polyneuropa-
tie zplsobujici neuromuskularni paralysu. Klinicky se
syndrom projevuje smyslovymi poruchami, bolesti,
rychle postupuijici slabosti dolnich a hornich koncetin,
ochabnutim dychacich svald, popf. svalovou paralysou.
Piiblizné 20 % pacientd je zévislych na asistovaném
dychani pomoci pfistrojd, 40 % je upoutano na ltzko,
20 % je schopno chize s asistenci, 10 % je schopno
chtize, ale nikoli béhu a pouze 10 % postizenych vyka-
zuje mirné symptomy [51]. Podle rGznych studii
13-72 % pacient( trpicich GBS prodélalo infekci zplso-
benou C. jejuni [52]. Az v 30 % pfipadd ma GBS
po kampylobakteriose zavazny pribéh, tzn. ze se obje-
vuje quadruplegie a ventila¢ni zavislost béhem 24-48 h
po indikaci prvnich pfiznakl [52]. Post-infekéni GBS
vznikd v dasledku kiizové interakce protildtek proti
povrchovym lipooligosacharidim C. jejuni s gangliosidy
GM1, GD1a, GD3, GT1a popi. GQ1b. S rozvojem GBS
jsou spojovany piedevsim sérotypy 0:19 a 0:41, ale
i dalsi jako O:1, 0:2, 0:4, 0:4 komplex, 0:5, 0:10, O:16,
0:23, 0:37, 0:44 a 0:64 (Pennerovo serotypisa¢ni
schema) [53-55]. Onemocnéni vyvolana jednotlivymi
druhy rodu Campylobacter jsou uvedena v Tab. I.

Kampylobakterie se vyskytuji ve stfevnim traktu
mnoha volné Zijicich i domacich zvifat a ptakd [56-59].
Clovék se nejéastéji nakazi konzumaci kontaminova-
nych potravin, vody [60] a syrového, nebo nedostatec-
né pasterisovaného mléka [61]. Campylobacter sp. byl
isolovan z drlbeziho, hovéziho a vepifového masa
a masnych vyrobkd [62, 63], ustfic, slavek, hiebenatek
a krabd [63-65], hub [63] a zeleniny [66]. Maso
a masné vyrobky jsou obvykle kontaminovéany
v pribéhu pordzky a nasledného zpracovani masa
[67, 68]. Kampylobakterie jsou citlivé na zvySené
teploty, aviak jsou schopny pfezivat v potravinach pifi
teplotach nizsich nez 0 C az po dobu 112 dni. Infekce
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proto mize byt zplsobena manipulaci a konzu-
maci nedostate¢né tepelné oSetienych potravin
a kontaminaci protravin, které nebyly tepelné upraveny
[69] avsak mUlze byt Sifena nejen kontaminovanymi
potravinami, ale i pfimym kontaktaktem s infikovanymi
zvitaty [70], nebo pifenosem z ¢lovéka na ¢lovéka [71].

4. Isolace kampylobakterii

Isolace kampylobakterii je mozné provadét jednak
filtra¢ni metodou, nebo kultivaci na selektivnim médiu.
Filtra¢ni metody jsou pouzivany piedevsim pro testova-
ni klinického materialu, ktery je bohaty na vitalni buriky
kampylobakterii. Sterilni filtr s pory o velikosti 0,65,
nebo 0,45 um je umistén na neselektivni popf. selek-
tivni krevni agar. Na filtr se aplikuje 10-12 kapek vzorku
emulzifikovaného ve fysiologickém roztoku. Vyuziva se
tak pohyblivosti kampylobakterii, které prochézeji pory
filtru a separuji se od ostatni mikroflory [72, 73]. Jinou
alternativni filtracni metodou je aplikace membréno-
vych filtrG Sartorius. Po pfefiltrovani vzorku se filtrat
aplikuje na neselektivni, nebo selektivni ristové
médium [74]. Kultivace se provadi za mikroaerofilnich
podminek, isolace H, dependentnich druhl probihd

v atmosféfe obsahujici 15% CO, a 85 % H..

Dal3i moznosti isolace kampylobakterii je aplikace
selektivnich médii. Metoda se uplatriuje nejen pfi zpra-
covani klinického materidlu, ale také pfi isolaci
Campylobacter sp. z potravin a potravinaiskych suro-
vin, vody a vzorkd Zivotniho prostiedi. Protoze vzorky
potravin a vzorky Zivotniho prostiedi obsahuiji jen nizké
pocty bunék kampylobakterii, vétSinou stresovanych
popf. sublethalné poskozenych, je nezbytné provadét
nabohacovani kultur. Kampylobakterie jsou nutricné
narocné a citlivé na pfitomnost kysliku v rdstovém
médiu. Selektivni a nabohacovaci média proto musi
nejen spliiovat tyto nutri¢ni naroky, ale musi obsahovat
nezbytna zhasedla kyslikovych radikéla (krev, aktivni
uhli). Byly popsany rtzné kultiva¢ni pidy vyuzivajici
krevni agar popi. agar bez pfitomnosti krve jako basal-
ni médium. Jako selektivni agens jsou vyuZivany réizné
smési antibiotik [75-82]. AvSak, Zadné z téchto médii
nepodporuje rlst vSech druhG kampylobakterii.

Inkubace zaockovanych pld pii teploté 42-43 °C
podporuje rist termofilnich kampylobakterii a inhibuje
rGst vétSiny doprovodné mikroflory. Na druhé strané
viak bude potlacen rist nékterych druhd mezofilnich
kampylobakterii. Isolace mezofilnich druht je naro¢néj-
8i, vzorky se kultivuji pfi teploté 37 °C, obvykle
s prodlouzenou dobou kultivace.

V Ceské republice je pro isolaci a priikaz termofilnich
kampylobakterii ve vyrobcich ur¢enych k lidské vyzivé,
nebo ke krmeni zvifat, platna norma CSN ISO 10272-1
Mikrobiologie potravin a krmiv — horizontdIni metoda
prikazu a stanoveni poctu Campylobacter spp.
Testovany vzorek se suspenduje do bujonu podle
Boltona, které obsahuje cefoperazon, vankomycin,
trimetoprim a amfotericin B, v poméru 1:10 a kultivuje
se za mikroaerofilnich podminek pfi teploté 37 °C
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po dobu 4-6 h a poté pii teploté 41,5 °C po dobu
44-48 h. Pomnozend kultura se vyockuje na desoxy-
cholatovy 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 za-
chytu pozadovaného mikroorganismu. Plotny se
inkubuji za mikroaerofilnich podminek pfi teploté
41,5 °C po dobu 44-48 h. Z kaidé plotny se
vybere 5 charakteristickych kolonii a provedou se
pfedbéiné testy. Suspektni kolonie jsou pak déle
charakterisovany pomoci piedepsanych biochemickych
testd.

5. Rychlé metody detekce termofilnich
kampylobakterii

5.1 Imunochemické metody

Imunochemické metody pfedstavuiji alternativni tech-
niky detekce kampylobakterii v rliznych typech vzorkd.
VWhodou téchto metod je jejich jednoduchost, nizké
néklady a moznost testovat velky pocet vzorkd. Jsou
zalozeny na interakci antigenu se specifickou protilat-
kou. Aglutinac¢ni reakce se stala zakladem nékolika
komercné dostupnych testl. VSechny vyuzivaji latexo-
vych castic s imobilisovanymi imunoglobuliny, které
byly pfipraveny proti: 1) antigendm réiznym druh rodu
Campylobacter tj. C. jejuni, C. coli, C. lari a C. fetus
subsp. fetus (Campyslide, BBL Microbiology System);
2) rtznym sérotypim C. jejuni (Microscreen, Mercia
Diagnostics); 3) flagelarnimu antigenu C. jejuni
(Meritec-Campy, Meridian Diagnostics). Hodinka
a Gilligan prokazali, ze Campyslide positivné reagoval
s 110 isolaty kampylobakterii, avsak vykazoval rovnéz
kiizové interakce s nékterymi kmeny Pseudomonas
aeruginosa [83]. Nachamkin a Barbagallo testovali
systém Meritec-Campy, ktery reagoval se vSemi
77 kmeny C. jejuni, 17 kmeny C. coli a 2 kmeny
C. upsalensis, avsak selhal pfi detekci 6 kment C. lari
a 3 kment C. fetus subsp. fetus [84]. Dalsi autofi testo-
vali komercni test Microscreen a zjistili, Ze systém
reaguje s kmeny druhu C. jejuni a C. coli, aviak také
poskytuje slabou odezvu s ostatnimi druhy rodu
Campylobacter a Helicobacter, pokud je koncentrace
bunék ve vzorku vyssi nez 10° cfuml' [85]. Komer¢né
dostupné aglutinacni testy byly pouzity pro detekci
kampylobakterii v kufecim mase [86]. FaleSné negativ-
ni vysledky byly pozorovédny u vzorkli s vysokou
koncentraci doprovodné mikroflory v nabohacovacim
médiu.

Byly pfipraveny protildtky pro detekci a identifikaci
pouze urcitych druhG kampylobakterii. Taylor a Chang
pripravili specifickou protilatku proti hlavnimu proteinu
vnéjsi membrany (OMP) C. jejuni, C. coli, C. lari a C.
upsaliensis. Jeko detekéni systém vyufzili autofi metody
imunoblotu a ELISA [87]. Lu et al., pfipravili monoklo-
nélni protilatky proti Campylobacter jejuni sérotypu
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6 (Lior). Tyto protilatky reagovaly se viemi testovanymi
kmeny C. jejuni, C. coli a C. lari. Rozpoznavanou buné¢-
nou komponentou byl vidy jeden protein a to: flagelin
(62 kDa), protein bicikového hacky (92 kDa) a protein
o molekulové hmotnosti 31 kDa. Autofi rovnéz vyvinu-
li nepfimou kompetitivni metodu ELISA. Detekéni limit
stanoveni se pohyboval v rozmezi 10°-107 cfuml' [88].
V dalsi studii byly popsany ¢tyfi monoklonalni protilat-
ky proti zékladnimu fetézci (core) lypopolysacharidd
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 poutzili pfipravené preparaty k vyvoji nepfimé
ELISA. Dosazené detek¢ni limity se liSily podle pouzité
protilatky a pohybovaly se v rozmezi 10*107 cfuml’
[89]. Hochel et al., pfipravili kralici IgG a slepici IgY proti
C. jejuni 0:23 (Penner) C. coli a C. fetus subsp. fetus
a vyvinuli nepfimou kompetitivni ELISA. Krali¢i protilat-
ky byly specifické, slepici IgY proti C. jejuni 0:23 vyka-
zovaly kfizové interakce s kmeny C. jejuni sérotyp O:3,
0:9 (Penner) a sérotypy 10, 18 a 22 (Kahlich).
Dalsi kfizové interakce byly pozorovany s druhem
C. upsaliensis a C. sputorum bv. Sputorum. Byly pozo-
rovany také slabé kiizové reakce IgY proti C. fetus
subsp. fetus s kmeny C. fetus subsp. veneralis.
Detekéni limity enzymového imunochemického stano-
veni se pohybovaly v rozmezi 0,3-3,2:10° cfuml' pokud
byly pouzity kréli¢i 1gG, nebo v rozmezi 0,5-1.810°
cfuml’ v pfipadé vyuziti 1gY [90, 91]. Autofi testovali
vyvinuté ELISA techniky na limitovaném poctu pfiroze-
né a uméle kontaminovanych vzorcich potravin
a dosazené vysledky porovnali s vysledky ziskanymi
standardni kultivaéni metodou, PCR a komeréné
dostupnym testem Singlepath Campylobacter Rapid
Test (Merck). Horék a Hochel pouzili magnetické
poly(glycidyl methakrylatové) céstice s kovalentné
vazanymi slepi¢imi IgY pfi vyvoji metody ELISA pro
detekci Campylobacter jejuni. Detekéni limit metody
byl 4,8106 cfuml [92].

Na principu enzymového imunochemického stano-
veni jsou zalozeny i dalSi komer¢né dostupné testy
VIDAS Campylobacter kit (bioMerieux, Marcy [Etoile,
Francie) pro detekci C. jejuni, C. coli a C. lari a EIA-Foss
Campylobacter enzyme-immunosorbent assay kit
(Foss Electric, Dédnsko) pro detekci C. jejuni a C. coli.
Hoofar et al., testovali VIDAS Campylobacter kit (EIA-1)
a ElA-Foss Campylobacter enzyme-immunosorbent
assay kit (EIA-2) na vzorcich vykald skotu a prasat.
Citlivost EIA-1 95 9% (skot) a 84 % (prasata), citlivost
EIA-2 dosahla hodnot 88 % (skot) a 69 % (prasata).
Avsak pfi studiu specifity doséahl test EIA-2 pouze 32 %
[93]. Bailey et al., porovnali Tecra Campylobacter Visual
Immunoassay (TCVIA) s kultiva¢nimi metodami detek-
ce kampylobakterii v 350 vzorcich kufat. TCVIA poskyt-
la u 317 vzorkl positivni vysledek, z toho 4 vysledky
byly falesné positivni a 22 bylo faleSné negativnich.
Pomoci kultiva¢nich metod se podafilo zjistit pfitom-
nost mikroorganismu v 280 vzorcich, 48 vzork( bylo



falesné negativnich [94]. Jind skupina testovala
komerc¢né dostupnou soupravu ProSpecT Microplate
Assay na 1205 klinickych vzorcich. Nebyly prokazany
kiizové interakce s doprovodnou mikroflorou. Specifita
stanoveni byla 977 9% a citlivost 89,1 % [95].
Wei et al., pouzili 4 komer¢né dostupné protilatky pfi
vyvoji SPR senzoru zalozeném na povrchové plasmo-
nové resonanci. Vyvinuty systém byl vysoce speci-
ficky k druhu C. jejuni. Detekéni limit dosahl hodnoty
103 cfuml' v disté kultufe i ve vzorcich kufeciho
masa [96].

Specifické protilatky mohou byt vyuzity nejen pro pfi-
mou detekci, ale také pro separaci pathogenniho
mikroorganismu ze vzorku. Yu et al., pouzili magnetic-
ké castice s imobilisovanym streptavidinem, na které
navazali komplex biotinu a protilatky proti C. jejuni.
Takto aktivované castice byly smichany s homogeni-
sovanym vzorkem. Poté byly magnetické castice oddé-
leny od vzorku a aplikovédny na Karmaliho agar. Pomoci
této metody bylo mozné detegovat 10* bunék C. jejuni
v 1 g vzorku [97]. Aby zabranili inhibici polymerasové
fetézcové reakce komponentami vzorku pouzili
Docherty et al. magnetické castice s imobilisovanou
specifickou protilatkou na separaci bunék kampy-
lobakterii od matrice vzorkd mléka a kufeciho masa
[98].

5.2 Molekularné biologické metody

Molekularné biologické metody zalozené na fetézové
polymerasové reakci (PCR) jsou v soucasné dobé Siro-
ce vyuzivény jak pro detekci kampylobakterii v riznych
typech vzorkd, tak pro dalsi charakterisaci isolovaného
mikroorganismu. PCR metody jsou zaloZzeny na multi-
plikaci kratkého fragmentu bakteridlniho genomu.
Viznikly produkt je pak separovén a visualisovan pomo-
ci elektroforesy na agarosovém gelu. Podle pozadova-
né specifity mohou byt vyuzZity rizné oblasti genomu.
Je-li pozadovéna detekce pouze na urovni rodu
vyuzivaji se vysoce konzervativni Useky 16S rRNA,
v pfipadé pozadavku na rozpoznani jednotlivych druht
se vyuzivaji druhové specifické geny. Napf. pro detekci
C. jejuni byly pouzity amplikony genu HipO pro hippu-
rikasu [99] nebo mapA pro membrénovy protein
A [100]. Birkenhead et al., vyvinuli techniku PCR zalo-
zenou na primerech odvozenych z genu flaA koduijici
flagelin. Stépeni amplikoni C. jejuni pomoci
Alu | prokézalo zna¢ny polymorfismus v délce restrik¢-
nich fragment& [101]. Metody PCR jsou pomérné
citlivé, avsak v zavislosti na druhu vzorku se mohou
objevit urcité problémy. V potravinach v Zivotnim pro-
stiedi se vyskytuji jednotlivé druhy bakterii v malém
zastoupeni a je proto nezbytné provadét nabohacova-
ni vzorku, ¢imz se ztraci vyhoda pfimé detekce patho-
genu ve vzorku. Vzorky mohou obsahovat inhibitory
fetézové polymerasové reakce, coz vyZzaduje zavedeni
dodatec¢nych purifika¢nich postupt [98]. Urcitou nevy-
hodou je i skutec¢nost, Ze fada laboratofi vyvinula
vlastni specifické postupy, které v3ak znesnadriuji pie-
nositelnost vysledk mezi laboratofemi.
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6. Metody identifikace a charakterisace
kampylobakterii

6.1 Fenotypové testy

Identifikace a diferenciace kampylobakterii je pomér-
né obtiznd, vzhledem k tomu, Ze jsou tyto bakterie
naroc¢né na rlstové podminky a nefermentuji sachari-
dy. Vétsina identifikacnich a rozliSujicich fenotypovych
testd je zaloZena na vyhodnoceni morfologickych
znak, nutri¢nich pozadavcich, rezistenci mikroorganis-
mu k rdznym druhd@m agens vcetné antibiotik, teplotni
toleranci a na pomérné malém poctu biochemickych
(enzymovych) testl [102, 103]. Napi. C jejuni, C. coli
a C lari jsou oxidasa a katalasa positivni, redukuji
dusi¢nany na dusitany, rostou za mikroaerofilnich pod-
minek pfi teploté 42 °C, av3ak nikoli pfi 25 °C. Druh
C. lari je rezistentni k nalidixové kyseling, C. jejuni
a C. coli jsou na piitomnost tohoto antibiotika citlivé.
Hydrolysa hippuratu je standardni test pro rozliSeni
C jejuni od C. coli a C. lari [104, 105]. Diferenciace
C. jejuni subsp. jejuni a C. jejuni subsp. doylei je zalo-
Zzena na schopnosti prvné jmenovaného poddruhu
redukovat dusi¢nany a selenicitany. Odlisit C. fetus
od bézné se vyskytujiciho druhu C. sputorum ve veteri-
narnich vzorcich je moiné pomoci rychlého testu
na dikaz produkce H,S. Diferenciace C. fetus subsp.

fetus a C. fetus subsp. veneralis se provadi na zakladé
schopnosti mikroorganismu tolerovat pfitomnost 1 %
glycerolu v rdstovém médiu. Dalsi doplikovou
a jednoduchou metodou jak rozpoznat oba poddruhy
je stanoveni jejich sérotypu. C. fetus subsp. fetus tvofi
2 sérotypy (A nebo B), zatimco C. fetus subsp. venera-
lis tvofi jediny sérotyp A [106]. Pfestoze biochemické
testy poskytuji rychlé tdaje pro pfedbéznou identifika-
ci i subtypisaci kampylobakterii je tfeba ziskané vysled-
ky obezietné vyhodnotit vzhledem k ur¢ité variabilité
v interpretaci a reprodukovatelnosti jednotlivych testd.
Tyto rozdily mohou byt zplsobeny velikosti inokula,
typem kultivatniho média zplsobem provedeni bio-
chemickych testq, tj. pouzitymi reakénimi podminkami
popf. stafim kultury [107-109]. Dalsi problém predsta-
vuji mutatni kmeny daného druhu, jako je napf. hippu-
rat negativni Campylobacter jejuni subsp. jejuni [110].

Problémy spojené se s nejednoznacnymi vysledky
pfi vyhodnocovani fenotypovych charakteristik kampy-
lobakterii vedly nékteré pracovniky k vyvoji standardi-
sovanych postupd, které by umoznily objektivni vyho-
donoceni ziskanych dat. Bolton et al., navrhl dvanact
fenotypovych testd, jejichz vysledky umozZni uZivateli
vypocitat numericky kod. Ten pak usnadnuje identifika-
ci 6 druhll rodu Campylobacter [111]. Maly pocet roz-
poznédvanych druhl je nejvétSim omezenim vyuzitel-
nosti takto navrzeného systému. Byly rovnéz vypracova-
ny pravdépodobnostni tabulky pro identifikaci kampy-
lobakterii. Barrett et al., popsal vysledky studia 205
kmentd kampylobakterii pomoci 24 fenotypovych testt
[112]. Kombinace standardisovanych fenotypovych
testd v podobé miniaturisovanych komer¢né dostup-



nych souprav a pravdépodobnostnich tabulek pro
pfesnou identifikaci kampylobakterii pak pfedstavuje
moznost jak usnadnit charakterisaci téchto mikroorga-
nismd, omezit moznost chybné identifikace a jak za-
bezpecit prenositelnost vysledk(i mezi laboratofemi.
Pravdépodobnostni tabulky je mozné snadno revidovat
v pfipadé taxonomickych zmén, v okamziku, kdy jsou
pro novy taxon k dispozici porovnatelné udaje.

V soutasné dobé platna norma CSN 1SO 10272-1
Mikrobiologie potravin a krmiv — horizontdlni metoda
prukazu a stanoveni poc¢tu Campylobacter spp. poza-
duje pro identifikaci a dal3i charakterisaci kampylobak-
terii nasledujici fenotypové a biochemické testy: vyhod-
noceni morfologie mikroorganismu, pohyblivost, rdst
pii teploté 25 C za mikroaerofilnich podminek, rdst
pii teploté 41,5 C za aerofilnich podminek, priikaz cyto-
chromoxidasy a katalasy, citlivost mikroorganismu
k cefalotinu a kyseliné nalidixové, shopnost hydrolyso-
vat hippurdt a indoxylacetat. Rlstové podminky
a definovany soubor identifika¢nich testd umoziiuji
rozlisit ¢tyfi klinicky nejvyznaméjsi druhy termofilnich
kampylobakterii (C. jejuni, C. coli, C. lari a C. upsa-
liensis).

6.2 Serologické testy

Serotypisace je jedna z béznych metod detailni feno-
typové chrakterisace bakterii. Pro kmeny C. jejuni
a C. coli bylo navrzeno nékolik serotypisacnich sche-
mat. Penner a Hennessy vyvinuli pasivni hemaglutinaci
zalozenou na interakci rozpustnych, tepelné stabilnich
antigend, imobilisovanych na povrch erythrocytli se
specifickymi antiséry [113]. V soucasnosti je pomoci
této metody popsano 66 sérotypl. Hlavni antigenni
komponentou jsou lipopolysacharidy, avsak nékteré
studie naznacuji, ze se imunochemické reakce ucastni
také kapsularni polysacharidy [114, 115]. Penerova
metoda serotypisace ma dva nedostatky: 1) detekénim
systémem je pasivni hemaglutinace, pficemz reprodu-
kovatelnost vysledk( muze byt ovlivnéna variabilni kva-
litou jednotlivych Sarzi erythrocytl [116], 2) v metodé
se pouzivaji heterolognimi kmeny nesycena antiséra,
takze znacny pocet isolatl aglutinuje s vice jak jednim
antisérem. [117]. Frost et al., modifikovali Pennerovo
serotypisacni schéma C. jejuni a C. coli pouZitim syce-
nych antiser proti tepelné stabilnimu antigenu
a vyuzitim pfimé aglutinace bakteridlnich bunék jako
detekéniho systému [118]. Oba uvedené systémy jsou,
vzhledem k rlznému zplsobu pfiipravy protilatek
a metodologii, srovnatelné pouze castecné.

Lior et al., navrhli serotypisa¢ni metodu zaloZenou
na protilatkach proti tepelné labilnimu antigenu a na
pfimé sklickové agglutinaci [119]. Vakcinace kralika
byla provddéna bakteridlnimi burikami o3etfenymi
0,5 % formaldehydem. Nezédouci kfiZzové interakce
protilatek byly potlaceny sycenim antisér pfislusnymi
heterolognimi kmeny. Kahlich et al., pfipravili specific-
ka antiséra vakcinaci kralikd Zzivymi kulturami
Campylobacter jejuni. Jako detekéni systém byla pou-
zita pfimd sklickova aglutinace. Titr antisér se pro
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homolognimi kmeny C. jejuni pohyboval v rozmezi
1:128 ai 1:2048. Heterologni kmeny vétsinou
v pfitomnosti séra neaglutinovaly, pokud byly kfizové
interakce pozorovany, tak pouze pfi velmi nizkych tit-
rech 1:4. Kfizové reakce tak bylo mozné potlacit fedé-
nim séra v poméru 1:8 a vice. Autofi definovali 25 séro-
typt C. jejuni a vyslovili pfedpoklad, Ze aglutina¢nim
agens je flagellin [120, 121]. Ur¢itym nedostatkem
serotypisace podle Kahlicha je skute¢nost, Ze metoda
nedoznala vétsiho rozsifeni, a Ze nebyly uvefejnény
konversni tabulky s jiz dfive zavedenymi technikami.

6.3 Molekularné biologické metody identifikace
a charakterisace kampylobakterii

Byla popséna fada molekularné biologickych technik
pro identifikaci a dal3i charakterisaci kampylobakterii.
Vétsina téchto metod je zalozena na technice PCR. Tyto
metody byly obvykle vyvinuty pro pfimou detekci mik-
roorganismu s rdiznou Urovni rozliSeni. Harmon et al.,
vyvinuli multiplexovou metodu PCR (MPCR) pro simul-
tanni detekci C. jejuni a C. coli. Byly aplikovany prime-
ry cilového genu flaA kédujici flagelin a primery C1
a C4 proti blize nespecifikovanému genu pouzité
k identifikaci C. jejuni. Amplifikace DNA C. jejuni posky-
tovala 2 amplikony o velikosti 160bp a 460 bp, zatim-
co amplifikace DNA C. coli poskytla amplikon
o velikosti 460 bp. [122] Person a Olsenova vyvinuli
MPCR pro rutinni detekci C. coli a C. jejuni. Cilovym
genem poutzitych primerd byl gen hipO koédujici hippu-
ricasu (C. jejuni) a sekvence caste¢né pokryvajici gen
asp kddujici aspartokinasu (C. coli) Citlivost metody
byla zavisld na zpusobu pfipravy testovaného materia-
lu (klinické vzorky) a na zplsobu extrakce templatové
DNA. Detek¢ni limit se tak pohyboval v rozmezi 102-10°
bunékml' vzorku [123]. Jind skupina vyvinula PCR pro
soubéznou identifikaci C. jejuni a C. coli, s vyuzitim pri-
mert komplementarnich k cilovému genu ceuE
(C. coli) a genu kddujicimu oxidoreduktasu (C. jejuni)
[124]. Yamazaki-Matsume popsali MPCR pro identifika-
ci C. coli, C. fetus, C. hyointestinalis subsp. hyointestina-
lis, C. jejuni, C. lari a C. upsaliensis. Autofi pouzili kom-
binaci 6 druhové specifickych primerd. 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 rozlisitelné podle své velikosti
po elektroforetické separaci na agarosovém gelu.
U¢innost metody byla ovéfena na 142 kmenech kam-
pylobakterii riizného plvodu [125]. Rovnéz byla popsa-
na real-time PCR pro pfimou kvantifikaci C. jejuni
a C. lanienae ve veterinarnich vzorcich. Pro C. jejuni byl
pouzit primer komplementarni s genem mapA, pro
C. lanienae byly testovény 3 primery komplementérni
k 16S rRNA. Deteké¢ni limit amplifikace C. jejuni byl
3103 cfug’, detekeni limit amplifikace C lanienae dosa-
hl hodnoty 250 cfug' [126]. Dionisi et al. pouzili
real-time PCR k identifikaci ciprofloxacin resistentnich
kment C. jejuni. Autofi poutzili primery komplementar-
ni s isekem cilového genu gyrA, protoze substituce CT



na 86 kodonu tohoto genu je spojovana s resistenci
k ciprofloxacinu [127]. Hong et al., vyvinuli PCR-ELISA
pro rychlou detekci C. coli, C. jejuni a Salmonella ente-
rica v kufatech. V této metodé jsou do amplikonu
zactlenény znacené nukleotidy a vysledny PCR produkt
je detekovan pouzitim komplexu enzym-protilatka,
kterd rozpoznava pouzitou unikatni znacku. Detekéni
limit metody pro prikaz pfitomnosti salmonel byl 2102
cfuml, detekéni limit pro prikaz pfitomnosti kampylo-
bakterii ¢inil 410" cfuml [128].

Studer et al., testovali vzorky z Zivotniho prostiedi
z kufecich farem na pfitomnost kampylobakterii. Vzorky
byly analysovany jak kultiva¢ni metodou, tak pomoci
PCR. VSechny produkty PCR byly déle typovany na
zékladé analysy délkového polymorfismu restrikéniho
fragmentu (RFLP), s vyuZitim restrik¢ni endonukleasy
Dral. Byly nalezeny 3 RFLP profily a jejich vzajemné
kombinace [129]. Vacherova et al. vyvinuli kombinova-
nou techniku zaloZzenou na PCR a RFLP pro detekci
bodovych mutaci odpovédnych za rezistenci kampylo-
bacterii k makrolidim [130].

Pro subtypisaci kampylobakterii byly pouzity i dalsi
metody, jako je makrorestrikéni profilovani pomoci
pulsni elektroforesy (PFGE) [131-134], flaA typisace
[132], nahodna amplifikace polymorfni DNA (RAPD)
[62, 135, 136] a ribotypisace [133, 137]. Sekvenovani
genomu C. jejuni usnadfiuje zavadéni technologie mik-
rocip(, ktera je zalozena na umisténi vysokého poctu
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Souhrn

Kampylobakterie jsou béiné se vyskytujici mikroorganismy, zplsobujici infekce u ¢lovéka a zvifat. Enteritis zpsobena kampylo-
bakteriemi se projevuje prdjmy, hore¢kami a bolestmi bficha. A¢koliv onemocnéni obvykle nevyzaduje Iékaiské osetieni, infekce mize
vzacné vést k zavainym zdravotnim nésledkdm, jako je reaktivni arthritida a Guillain-Barré syndrom. Pathogen se béiné vyskytuje
v Zivotnim prostiedi a potravinach, jak rostlinného tak Zivo¢isného plvodu. Tento néstin je zaméfen na sou¢asné metody isolace, iden-
tifikace a charakterisace klinicky vyznamnych kampylobakterii.

klicova slova: Campylobacter, gastroenteritis, Guillain-Barré syndrom, fenotypisace, serotypisace, genotypisace

Abstract

Campylobacters are ubiquitous microorganisms responsible for infections in humans and animals. An enteritis caused by campylobac-
ters is characterized by diarrhoea, fever and abdominal pain. Although, it is usually self-limiting disease that does not require
antimicrobial therapy, the infection can rarely lead to the serious sequeale such as reactive arthritis and Guillain-Barré syndrome.
The pathogens are frequently found in an environment and many foods, of both animal and plant origin. This outline is focused
on recent methods used for isolation, identification and characterization of clinically important Campylobacter species.

key words: Campylobacter, gastroenteritis, Guillain-Barré syndrome, phenotyping, serotyping, genotyping
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