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Anotace

Bakalaiska prace je vénovana obecné typizaci a typizacnim metodam, predevsim rozdéleni
téchto metod, jejich popisu a také kritériim pro vhodny vybér typiza¢nich metod. Vyznamna
Cast bakalaiské prace se =zabyva potravinovymi patogeny fadicimi se do celedi
Arcobacteraceae. Zavérecna Cast prace hodnoti typizacni metody, které se zamétuji na typizaci

Arcobacter-like bakterii.
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Title

Typing methods for identification of bacteria of the family Arcobacteraceae

Annotation

This thesis is devoted to general typing and typing methods, especially the division of these
methods, their description and also the criteria for the appropriate selection of typing methods.
A significant part of the thesis deals with emerging food pathogens belonging to the family
Arcobacteraceae. The final part of the work evaluates typing methods that focus on the typing

of Arcobacter-like bacteria.
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Uvod

Typizace neboli klonalni analyza se zabyva blizsi klasifikaci mikroorganismi. Typizacni
metody prokazuji genotypové a fenotypové znaky specifické pro izolaty, které lze pouzit
k objasnéni zdroju a cest Sifeni bakterii (Belkum et al., 2001). Dilezita je pfedevs§im typizace
a identifikace patogennich mikroorganismu tedy téch, kteti zptisobuji infekce u lidi nebo zvifat.
Ziskané informace nam poté umoziuji piedvidat etiopatogenni diisledky téchto patogennich
mikroorganismu, jejich klinicky vyvoj a aplikaci ucinné antimikrobidlni terapie. Tato
identifikace musi byt nejen klinicky uzite¢na, ale i pfedev§im rychle proveditelna
(Castro-Escarpulli et al., 2015).

Typizaci mizeme rozd¢lit na dvé velké skupiny. Fenotypové typizacni metody, pod které
spada napt. sledovani antimikrobialni citlivosti, biotypizace, sérotypizace nebo fagova
typizace. Mezi genotypové typizacni metody fadime PCR, sekvenovani DNA, ribotypizaci
nebo PFGE.

Ve své praci se blize zamétfim na typizacni metody vyuzitelné a také aplikovatelné pro
typizaci bakterialni ¢eledi Arcobacteraceae. Piesna typizace zastupct této Celedi ma velky
vyznam, jelikoZ tato Celed’ zahrnuje rody a druhy, které jsou povazovany v soucasné dobé¢ za

patogeny pienasené potravinami, vodou ¢i se jedna o potencionalni pivodce zoon6z (Wang et
al., 2020).
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1 Typizace a typiza¢ni metody

Typizace (klonalni analyza) slouzi pfedevsim k zafazeni mikroorganismt mezi jednotlivé
kmeny (klony). Mikrobialni typizace je pouzivana k urceni zdroje a cesty nakazy, k potvrzeni
nebo vylouceni ohnisek onemocnéni, ke sledovani kiizového pienosu patogent, k rozpoznani
virulentnich kment a také k vyhodnoceni G¢innosti kontrolnich opatieni (Karimi et al., 2018).

Typizaéni techniky zlep3uji nase znalosti v oblasti epidemiologie mikroorganismd. Siroké
uplatnéni maji zejména V diagnostice mikroorganismii nebo ve vyzkumu patogeneze
mikroorganismui. Schopnost rozliSovat mezi kmeny patogennich mikroorganismi je pro nas
zasadni pro epidemiologickou a dozorovou analyzu, studium struktury a dynamiky populace
mikroorganismu a také pro vylepseni strategie kontroly vefejného zdravi. Aby bylo dosazeno
takovychto cilti, bylo navrzeno n€kolik typiza¢nich metod (Pérez-Losada et al., 2017).

Postupy typizacnich metod jsou specifické pro rizné fenotypové nebo genotypové
charakteristiky. Typiza¢ni metody jsou obecné pouzitelné pro jakykoliv mikrobialni druh nebo
mikrobialni rod (Belkum et al., 2001). Jednou z typiza¢nich metod je tradi¢ni fenotypova
typizace pouzivana jiz mnoho let, ktera je zalozena na analyze fenotypovych
vlastnosti — napf. sérotypizace, biotypizace, fagova typizace ¢i analyza antibiograma
(Foxman et al., 2005). Mezi dalsi typizacni metody fadime novéjsi genotypové metody
zalozené na analyze genetické piibuznosti, a to bud’ na nepiimé (napt. fingerprintové metody)
nebo na pfimé analyze piibuznosti pomoci sekvence  vybranych  gent
(Meltner and Malmgren, 2014). Tabulka 1 zobrazuje nejcastéji pouzivané metody V klinickych

laboratofich, které jsou vhodné pro bakterialni typizaci a identifikaci.

Tabulka 1 Metody pouzivané v klinickych laboratofi pro bakterialni identifikaci nebo typizaci
(Castro-Escarpulli et al., 2015)

Biochemické reakce Ribotypizace
Serologicka typizace Ligazova fetézova reakce (LCR)
Citlivost k antibakterialnim latkam Analyza polymorfismu plazmidt

Polymerazova fetézova reakce (PCR) a

Fagotypizace jeji varianty

Citlivost na bakteriociny Pulzni gelova elektroforéza (PFGE)

Profil bunéénych proteinid Multilokusova sekvenéni typizace (MLST)
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1.1 Kritéria pro hodnoceni typiza¢nich metod

Pted pouzitim jakékoli typizacni metody musi byt prokazana jeji vhodnost. Kazda typizacni
metoda je validovana a hodnocena fadou kritérii. Typiza¢ni metody jsou hodnoceny z hlediska
jejich  vykonu (reprodukovatelnost, typizovatelnost atd.) a komfortu pouzitelnosti
(rychlost, cena, dostupnost reagencii) (Adzitey et al., 2013). Kritéria vykonu stanovuji hodnotu
metody ataktéz jeji vhodnost pro typizaci konkrétniho mikrobialniho druhu. Kritéria
proveditelnosti jsou dilezita pro vybér vhodné metody v zavislosti na finan¢ni a technické
dostupnosti (Belkum et al., 2007).

Typizacni systém by mél byt reprodukovatelny, lehce aplikovatelny s vysokou
diskrimina¢ni kapacitou a mé&l by poskytovat snadno interpretovatelné vysledky
(Castro-Escarpulli et al., 2015), zaroven musi byt rychly a levny. Pokud se typiza¢ni metoda
pouziva pro neptetrzity provoz, musi V pribéhu studovaného obdobi piinést predev§im
vysledky s vysokou stabilitou izolatu. Diky tomu je mozné interpretovat G¢inna opatieni pro
zpétnou kontrolu. Dale je vhodné, aby byly tyto typiza¢ni metody pouzitelné pro Sirokou skalu
mikroorganismi (Sabat et al., 2013).

1.1.1 Kritéria vykonu
Stabilita

Stabilita epidemiologickych markeri podminiuje schopnost typiza¢niho systému rozpoznat
klonalni ptibuznost kment, a to navzdory fenotypové nebo genotypové variaci, ke které miize
dojit béhem laboratorniho uchovani a replikace nebo béhem klonalniho Sifeni v piirodé
(Struelens et al., 1996). Pii testovani stability je potieba zpracovat vice subkultur stejného
izolatu skladovanych za riznych podminek a ve stejném cyklu, aby se minimalizovaly
laboratorn¢ zavedené variace daného mikroorganismu (Belkum et al., 2007).
Typizovatelnost

Typizovatelnost Ize chapat jako procentudlni vyjadieni poctu izolati, které je mozné
typiza¢ni metodou zafadit do rodu, druhu nebo poddruhu, v poméru k jejich celkovému pocétu
(Hamal et al., 2007).
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Diskrimina¢ni sila

Chapeme ji jako primérnou pravdépodobnost, pii které typizacni systém pfifadi stejny typ
kmene kmeniim nahodné vzorkovanym ze stejné skupiny (Foxman et al., 2005). Diskrimina¢ni
sila je ovlivnéna mnoha faktory, jako jsou pouzité enzymy, primery, enzymatické, ¢i
amplifika¢ni podminky (Li et al., 2009). V ptipadé fenotypovych metod je diskriminacni sila
nizka. U metod dochazi k malo shodam s dostupnymi epidemiologickymi podklady, je to
zpusobeno diky mozné podobnosti fenotypovych vlastnosti odliSnych  kmeni
(Castro-Escarpulli et al., 2015).
Reprodukovatelnost

Jedna se o schopnost typiza¢ni metody dosahnout stejného vysledku pii kazdém provedeni
stejného testu (Li et al., 2009). Pti zjistovani reprodukovatelnosti metody jsou jednotliva
meéfeni provadéna se zménou nékterych podminek napi. ¢asovy odstup, zmeéna mista nebo
méficiho pristroje. Metody poskytujici vysokou reprodukovatelnost umoziujici zaclenéni

vysledku do databazi a analyzovani specializovanym softwarem (Belkum et al., 2007).

1.1.2 Kritéria pro komfort pouzitelnosti
Rychlost

Tyké se casu potiebného k prechodu z bakteridlnich izolath do kone¢nych vysledki
typizace. NejlepSiho Casu lze dosdhnou pomoci metod, které se aplikuji pfimo na klinické
materialy, tzn. postupy nezavislé na izolované kultute (Belkum et al., 2007). Cas potiebny
k ziskani vysledku je jednim z dulezitych aspektii pii vybéru typizaéni metody (Li et al., 2009).
Dostupnost a obtiZznost aplikace metody

Zavisi na dostupnosti reagencii, vybaveni a dovednostech v dané laboratofi. Lehkost pouziti
zahrnuje technickou jednoduchost, pracovni zatéz a vhodnost pro zpracovani velkého mnozstvi
izolat, snadné bodovani a interpretaci vysledkt (Belkum et al., 2007). Z praktického hlediska
by mél byt typizacni systém predevSim snadno pouzitelny a interpretovatelny
(Castro-Escarpulli et al., 2015). Pfi vybéru typizacni metody je dalezitym aspektem také
obtiznost dané techniky (Li et al., 2009).
Finan¢ni nakladnost

Radime sem naklady na zafizeni, servis, cenu potiebného vybaveni, snadnou dostupnost
nahradnich dilii a naklady na spotiebni reagencie. Dale personalni naklady, které zavisi na poctu

a platové tfidé personalu, jeho zaskoleni a kompetenci pro akreditaci (Belkum et al., 2007).
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Tabulka 2 Piehled charakteristik n€kolika v soucasné dobé pouzivanych metod mikrobialni
typizace (upraveno dle Belkum et al., 2001; Stefani et al., 2012; Saghrouni et al., 2013; Rodriguez
et al., 2016)

Fenotypové metody

Antibiogram Dobra Dobra Snadna Nizké

Biotypizace Vynikajici Proménliva Snadna Nizké
Sérotypizace Variabilni Dobra Snadna Vysoké

Fagotypizace Variabilni Proménliva Snadna Nizké
Proteinova Variabilni Variabilni Snadna Vysoké

Analyza
Genotypové metody

Ribotypizace Vysoka Problematicka Néro¢na Vysoké
PEGE Vysoka Vysoka Zdlouhava Vysoké
PCR Vysoka Dobra Snadna Vysoké

AFLP Vysoka Dobra Obtizna Nizké
MLST Dobra Vysoké Snadna Vysoké

PFGE — Pulzni gelova elektroforéza; PCR — Polymerazova fetézova reakce; AFLP — Amplifikovany polymorfismus délky
fragmenti; MLST — Multilokusova sekven¢ni analyza

Graf 1 Analyza po¢tu védeckych Graf 2 Analyza poctu védeckych publikaci
publikaci vyuZivajici fenotypové vyuzivajici genotypové metody pro typizaci
metody pro typizaci mikroorganisma mikroorganismi (Brzozowski et al., 2017)
(Brzozowski et al., 2017)
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2 Fenotypové metody

Fenotypové metody jsou vyuzivany v epidemiologii a diagnostice mikroorganismd. Pti
identifikaci mikrobidlnich izolath fenotypizaci je dilezita pfitomnost nebo nepfitomnost
metabolickych a biologickych aktivit izolovaného organismu (Brzozowski et al., 2017;
Eberle and Kiess, 2012). Fenotypizace zahrnuje sledovani a hodnoceni morfologie, barvy,
zapachu a dalSich makroskopickych ryst kolonii (Belkum et al., 2007). Dale sem muzeme
zatadit biotypizaci, sérotypizaci, fagova typizace, analyza antiobiogramu a metody proteinové
analyzy. JelikoZ mikroorganismy miZou ménit genovou expresi v zavislosti na prostfedi,
mohou dva geneticky idedlni organismy byt fenotypové uzniny jako navzdjem odli$né.
V opa¢ném piipad¢ existuje moznost jednotlivych bodovych mutaci, inzerce nebo delece mezi
izolaty jednoho kmene, které mohou pozmeénit fenotyp (Brzozowski et al., 2017).

Pomoci fenotypovych metod mizeme identifikovat mikroorganismy na Grovni druhu, méné
Casto na trovni kmene. Fenotypizace mikroorganismi je vyhodnocovana kombinaci vysledka
z vice fenotypovych metod. Fenotypova identifikace je pfedev§im zalozena na srovnavani
fenotypovych charakteristik nezndmych mikroorganismt s charakteristikami typové kultury
(Castro-Escarpulli et al., 2015). Dale je zalozena na udajich poskytnutych vSemi typiza¢nimi
metodami, které nejsou zalozeny na analyze DNA nebo RNA, véetné chemotaxonomickych
metod, které informuji 0 chemickém slozeni mikrobialnich bunék.

Fenotypové metody samy o sob¢ nestaci k uplné identifikaci mikroorganismti a musi byt
doprovazeny genotypovou analyzou (Doneli et al., 2012). VSechny tyto metody vyzaduji
ptisnou standardizaci z divodu nachylnosti fenotypu ke zméndm podminek prostiedi

(Belkum et al., 2007).

2.1 Biotypizace a proteinova analyza

Metody zalozené na biotypizaci jsou snadné na provedeni, relativné levné a rychlé. Diky
témto charakteristikdm jsou tyto metody vhodné pro rychlou identifikaci izolath
(Eberle and Kiess, 2012).

Biotypizace bakterii je zaloZena na metabolitickych aktivitich mikroorganismi
(Brzozowski et al., 2017). Tyto aktivity mohou byt popsany pomoci biochemickych reakci
(Eberle and Kiess, 2012), které zahrnuji enzymatickou aktivitu, produkci plynu, zkvasovani
glukosy a sledovani dalSich biochemickych reakcich izolovaného mikroorganismu

(Donelli et al., 2012).
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I ptes znacnou proteinovou podobnost mezi jednotlivymi druhy mé kazdy mikroorganismus
charakteristicky proteinovy profil ,,otisk prstu. Pii identifikaci konkrétniho mikroorganismu
lze vyuzit pravé rozdili v expresi proteint (Varadi et al., 2017). Metody analyzy proteind
muzeme provadét pomoci elektroforézy nebo lze proteiny identifikovat hmotnostni
spektroskopii (Brzozowski et al., 2017). Nasledné se proteiny porovnavaji se vzorci
celobunéénych, denaturovanych proteinii nebo Se vzorci proteinti na vnéjSich membranach
mikroorganismu s referen¢nimi databazemi (Olsen et al., 2011).

Biotypizace i proteinova analyza se také mizou provadét pomoci automatizovanych nebo
poloautomatizovanych systému jako jsou MALDI-TOF MS, MIKROLA a VITEK
(Brzozowski et al., 2017).
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Obrazek 1 Schéma MALDI-TOF MS pro identifikaci
mikroorganismu (Pavlovic et al., 2013)

Vysledky ziskané z automatickych nebo poloautomatickych systémi se uvadi jako procento
podobnosti znamych druhd. Obvykle se uvadi 80 % a vice jako dostatecné pro druhovou
identifikaci, zfidka kdy je vysledek 100 % (Meltner and Malmgren, 2014). Tyto vysledky jsou
tak srovnatelné s vysledky standardizovanych testii nebo s databazemi profilli znamych druht
mikroorganismu (Castro-Escarpulli et al., 2015). Reprodukovatelnost metody zavisi predevsim
na studovaném organismu (Belkum et al., 2007).

MALDI-TOF MS ma velky vyznam pfi typizaci epidemiologickych kmenti a detekci
antimikrobidlni citlivosti. Metoda hmotnostni spektroskopie je zaloZena na detekci spektralnich
znakli pochazejicich z proteinti. Jedna se o proteiny ribozomalni a proteiny vézajici nukleové
kyseliny (Giacometti et al., 2018). Tato metoda je zalozena na generovani profilu molekul
biomarkri pomoci meétfeni presného poméru hmotnosti a ndboje peptidu a proteinu

(Alispahic et al., 2010). Pro analyzu pomoci automatizovanych systémi jsou poticba
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specializovana zatizeni, jako je laserovy denzitometr a pocitacové programy pro porovnavani

vzorkl. Tyto metody prokazaly $patnou diskrimina¢ni schopnost (Olsen et al., 2011).
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Obrazek 2 Schéma principu metody MALDI-TOF MS
(Pavlovic et al., 2013)

2.2 Sérotypizace

Sérotypizace jsou spolehlivé, vysoce diskriminacni, reprodukovatelné metody se Sirokou
pouzitelnosti (Belkum et al., 2007). Pro dosazeni nezvratnych vysledki miize byt sérotypizace
casové i finan¢n€ narocna, jelikoz je pro takovéto vysledky nezbytné vyuziti velké sady drahych
antisér (Sabat et al., 2013).

Metody sérotypizace vyuzivaji odlisnosti v povrchovych strukturach mikroorganismi. Pro
detekci téchto povrchovych struktur jsou pouzivana komeréné doddvana antiséra a protilatky
(Eberle and Kiess, 2012). Sérotypizace tedy funguje na velmi podobném principu jako
imunologicka typizace (Liuet al., 2011). Mezi sérotypizatni metody muizeme zafadit
aglutinaci, precipitaci, imunoflurescenci, jako modernéjSi metody miZzeme uvést metodu
ELISA nebo Western blotting (Olsen et al., 2011). Typicky se sérotypizace provadi sklickovou
metodou za pouziti sad antisér, které po reakci s izolatem definuji konkrétni sérotyp

mikroorganismu (Jenkins et al., 2017).

2.3 Fagotypizace

Fagotypizace je zaloZzena na rozliSovani antigenné a biochemicky shodnych bakteridlnich
kmeni pomoci standardnich specifickych bakteriofagii (Abedon et al., 2009). Zakladnim

principem fagové typizace je hostitelska specifita bakteriofagli. Na tomto zékladé bylo vyvinuto
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nékolik schémat fagové typizace pro sérovary klinického nebo epidemiologického vyznamu
(Crump and Wain, 2017). Bakteriofag (fag) je vir schopny infikovat bakterie a zptsobit jejich
rozklad. Fagy jsou extrémné hojné ve vodnim a suchozemském prostiedi a jsou pfitomny vSude
tam, kde mohou jejich hostitelské bakterie prospivat (Abedon et al., 2009).

Tato technika byla po mnoho let pouzivana jako referen¢ni metoda epidemiologickych
studii. Diskriminacni sila této metody se muze liSit v zavislosti na zvoleni typu bakteriofaga
ana typu testované bakterie. Vyhodou je, ze neni tieba drahého specializovaného vybaveni.
Samotna typizace bakterii pomoci bakteriofaga vSak nemusi stacit k identifikaci kmene a zdroje

ohniska nakazy (Brzozowski et al., 2017).

2.4 Testovani citlivosti mikroorganismu na antibiotika

Testovani citlivosti mikroorganismll na antibiotika Slouzi k posouzeni pravdépodobnosti,
zda konkrétni antimikrobialni latka bude ucinna k 1é¢bé infekce zplisobené konkrétnim
mikroorganismem (Wanger et al.,, 2017). Mezi hlavni fenotypové metody citlivosti
mikroorganismi na ATB fadime metodu diskové difuze a metodu testovani minimalni inhibiéni
koncentrace (Banaei et al., 2016). Testovani citlivosti mikroorganismti na antibiotika je stale
schopnost rezistence na antibiotika. To ma samoziejmé& dopad jak na empirickou, tak na
definitivni terapii. Diky témto novym fenotyplim rezistence u mikroorganismi je nékdy obtizné
stanovit citlivost mikroorganismi na antibiotika (Tenover, 2009). UZite¢nost této metody zavisi
na stabilit¢ mikroorganismu vici 1ékové rezistenci. Testovani citlivosti mikroorganismil na
antibiotika je jednoducha, levna a rutinné pouzivana metoda (Brzozowski et al., 2017).

Metoda diskové diflize spociva v umisténi diskil nasycenych antimikrobialnimi latkami na
povrch agarového média, které je naoCkované bakterialnim izolatem. Po nasledné inkubaci se
hodnoti velikost inhibi¢ni zony kolem disku (Tenover, 2009).

Minimdlni inhibi¢ni koncentrace pfedstavuje nejnizs$i koncentraci antimikrobidlni latky,
ktera inhibuje viditelny rist mikroorganismu. Tato hodnota je diilezita pro potvrzeni rezistence
mikroorganismil na antimikrobialni latku a také pro stanoveni uCinnosti novych antibiotik
(Wanger et al., 2017). Mezi metody, které vyuzivaji hodnotu minimalni inhibi¢ni koncentrace,
fadime dilu¢ni metodu, mikrodilu¢ni metodu nebo metodu E-testu (Tenover, 2009).

Metody testovani citlivosti mikroorganismil na antibiotika rozliSuji izolaty na citlivé nebo
rezistentni. Vysledek vyhodnocen jako kmen citlivy znamena, Ze organismus bude

pravdépodobné reagovat na lécbu antibiotikem ve standardni dévce. Rezistentni vysledek
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znamena, ze organismus pravdépodobné nebude reagovat na IéCbu timto antibiotikem
(Banaei et al., 2016).

Obrazek 3 znazorfiuje Vv Casti A je znazornén diskovy difizni test. Okolo diskd jsou
viditelné inhibi¢ni zony ristu mikroorganismu. Inhibi¢ni z6nu nevidime v okoli disku, ktery je
konkrétn¢€ v tomto ptipadé napustén ampicilinem. V ¢asti B je vyobrazen E-test, ktery v tomto
ptipadé ukazuje vysledky pro vankomicin a teikoplainin. Hodnotu minimdlni inhibi¢ni
koncentrace odecitdime ze spodni €asti elipsy na pfilozeném prouzku. V €asti C je znadzornén

test na citlivost antibiotik pomoci mikrodilu¢ni metody (Tenover, 2009).
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Obrazek 3 Vysledky testovani citlivosti mikroorganismt na
antibiotika (Tenover, 2009)



3 Genotypové metody

Genotypové metody hodnoti Sirokou Skalu jedincti véetné mikroorganismii, a to s ohledem
na jejich celkovou strukturu, ptfesnou nukleotidovou sekvenci nebo s ohledem na pfitomnost ¢i
nepiitomnost plazmidi (Belkum et al., 2007). Genotypové metody poskytuji citlivéjsi
diferenciaci kmena a vyssi aroven standardizace, reprodukovatelnosti a diskriminacni sily
oproti metodam fenotypizace (Eberle and Kiess, 2012). Genotypizace umoznuje identifikaci
mikroorganismi na zaklad¢ variability v jejich genomech, které mohou byt zptisobeny
genetickou rekombinaci nebo mutaci, kterd vznikd béhem replikace. Cim vice je rozdila
v DNA, tim méné jsou zkoumané mikroorganismy piibuzné (Brzozowski et al., 2017).

Ideélni metoda genotypizace by méla byt pouzitelnd na vSechny izolaty, reprodukovatelna,
rozlisitelna, rychle a snadno proveditelna a méla by byt efektivni z hlediska fiann¢nich nakladi.
Volba, kterou ztéchto genotypiza¢nich metod pouzit zavisi také kromé citlivosti nebo
reprodukovatelnosti metody ptedevsim na dostupnosti nutného vybaveni a na kvalifikaci
personalu dané laboratote (Li et al., 2009).

Bézné pouzivané genotypové metody typizace jsou ribotypizace, PCR, PFGE
a amplifikovany polymorfismus délky fragmenti (AFLP) (Eberle and Kiess, 2012). Tyto
metody jsou zalozeny na restrik¢éni analyze DNA, polymerazové fétézové reakci, na amplifikaci
a identifikaci polymorfismt specifické sekvence DNA (Donelli et al., 2012). Pro analyzu
genotypovymi metodami je potieba rozs§tépeni genomu mikroorganismu pomoci restrikénich
enzymu. Timto §tépenim ziskame jednotlivé fragmenty DNA o riznych velikostech, které dale

analyzujeme (Castro-Escarpulli et al., 2017).

3.1 Ribotypizace

Ribotypizace je jednou z genotypiza¢nich metod vhodnych Kk identifikaci a klasifikaci
mikroorganismd. Tato metoda vyuziva rozdilu v rRNA mikroorganismu (Donelli et al., 2012).
Ribotypizace je nejpouzivanéjsi varianta metody RFLP neboli analyzy délky restrikénich
fragmentt (Li et al, 2009).

Pro provedeni ribotypizace je nutné izolovat genomovou DNA, ktera je nasledné rozstépena
za pomoci restrikénich enzymil. Vzniklé fragmenty jsou oddéleny elektroforézou. Fragmenty
jdou dale za pomoci blotovacich technik pfeneseny na nylonovou membranu. Membrana
s fragmenty DNA je hybridizovana znacenou sondou, ktera je komplementarni ke specifickym

sekvencim 16 S RNA a 23 S RNA. Dojde tak ke zvyraznéni fragmentti, které budou obsahovat
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gen rRNA (Eberle and Kiess, 2012). Jelikoz jsou strukturni geny rRNA univerzalni, je mozné
metodu ribotypizace pouzit bez piedchozi znalosti genomové sekvence DNA. Vysledky této
metody jsou snadno interpretovatelné diky vytvareni mensiho poctu fragmentt (Li et al., 2009).

Kvili pracovni naro¢nosti byly vyvinuty automatizované systémy (Hata, 2010), které
zvysuji citlivost, rychlost a spolehlivost identifikace. Automatizovanou ribotypizaci 1ze pouzit
v kombinaci s jinymi metodami, jako jsou napt. MLST, RFLP, PCR (Eberle and Kiess, 2012).

3.2 Pulzni gelova elektroforéza

Pulzni gelova elektroforéza (PFGE) je povazovana za zlaty standard genotypovych metod
(Sabat et al., 2013). Poskytuje nam informace o identifikaci na arovni kmene. PFGE vyvinul
David Schwartz v roce 1984 pro separaci molekul DNA vétsich nez 10 kbp. Piesto tato metoda
neni vhodna pro rutinni provoz, jelikoz je ¢asové naro¢na, a to v fada nékolika dnt (Donelli et
al., 2012). Metoda pulzni gelové elektroforézy zahrnuje vloZeni bakterialnich bunék do bloki
agarového gelu. Zde jsou bakterialni bunky podrobeny $tépeni genomové DNA pomoci
specifické restrikéni endonukledzy. U vzniklych fragmentd DNA dochazi k frakcionaci
a oddéleni fragmentli podle jejich velikosti za pomoci stfidavého elektroforetického pole.
Vysledné vzory DNA na agarovém gelu jsou odlisné a oznacuji se jako DNA fingerprint nebo
PFGE pattern, ktery je ur€ovan po¢tem a umisténim restrikénich mist v bakteridlnim genomu
(Wang et al., 2015). Za pomoci pocitacového gelového skenovani a analyzy byly vytvoieny
softwarové datové banky vzorci PFGE, které umoziuji srovnani kmenti a identifikaci
fylogenetického vztahu s jinymi kmeny (Magalhées et al., 2014).

Tato metoda ma vysoky diskriminacni index a epidemiologické shody. Metoda PFGE se
vyznacuje také vynikajici typizovatelnosti. Béhem poslednich let byly vytvotfeny mezinarodni
databaze DNA fingerprint, které umoznuji sledovani Sifeni patogennich mikroorganismi
(Sabat et al., 2013). PFGE se vyznacuje také vysokou reprodukovatelnosti za podminky pouziti
standardnich protokolid. M4 také n€kolik nedostatkii zejména Casovou nérocnost a potiebné

drahé vybaveni (Eberle and Kiess, 2012).

3.3 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je velmi citliva molekularné-biologicka technika
pouzivand pro amplifikaci specifick¢ého fragmentu DNA a to za pomoci jednoduché
enzymatické reakce, pii které dochazi k né¢kolikanasobné replikaci specifické oblasti DNA.

PCR je revolu¢ni metodou predevsim v oblasti molekulérni biologie a 1ékafského vyzkumu. Je
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také Siroce pouzivana napfic riznymi obory (Jalali et al., 2016). Metoda polymerazové fetézové
reakce je dulezita v diagnostice infekénich onemocnéni. Tato metoda se uplatiuje i v oblasti
forenzni analyzy, testu otcovstvi a také v molekularni biologii. Je to vysoce specificka a citliva
metoda (Rahman et al., 2013).

K provedeni testu PCR je vyzadovana pfitomnost templatové DNA, primerd, nukleotida
a DNA polymerazy, ktera spojuje jednotlivé nukleotidy dohromady za vzniku produktu PCR.
Pfi polymerazové enzymatické reakci je templatova DNA amplifikovana vymezenim dvojic
sousedicich primert (Castro-Escarpulli et al., 2015). Primery, Které v reakci vyuzivame, jsou
pievazné oligonukleotidy, které jsou diky své komplementarité navazany K templatové DNA.
Tyto primery jsou nezbytné pro zahdjeni syntézy DNA za ucasti DNA polymerazy
(Garibyan and Avashia, 2013). PCR reakce se provadi v prostredi tepelného cyklovani. Jedna
se 0 mechanismus, ktery zajisti opakované zahtivani a ochlazovani roztoku, ktery obsahuje mj.
templatovou DNA. Tento proces zajistuje pfesnou teplotu pro kazdy krok reakce PCR
(Rahman et al., 2013). Polymerazovou fetézovou reakci dochazi k exponencialni tvorbé kopii
templatové DNA. Produktem této reakce je tedy nékolikanasobné navySeni DNA
(Garibyan and Avashia, 2013).
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Proces amplifikace polymerazové fetézové reakce ma dvoji ucel, a to zvysit pocet molekul
predstavujici konkrétni cilové misto a oznacit ho. Nejcastéji pomoci fluorescencniho barviva,
které umozni detekci. Kromé fluorescen¢niho znaceni lze pouzit i chemicka barviva, jako je
ethidiumbromid (Butler, 2012). Pro vizualizace produkti PCR se nejcastéji pouziva
elektroforéza na agarovém gelu. Umoziuje nam stanoveni pfitomnosti a velikosti ziskanych
produktti PCR.

Tyto produkty PCR muzou byt snadno kontaminovany diky vysoké citlivosti metody. Tato
kontaminace nam muze poskytnout falesné vysledky metody PCR. Nevyhodou této metody
jsou také pouzité primery, které se mohou nespecificky hybridizovat se sekvencemi
podobnymi, ale ne Gplné identickymi s cilovou DNA (Garibyan and Avashia, 2013). Vedle
klasické PCR metody byly popsany i dalsi modifikace za uc¢elem rozsifit aplikaci PCR v praxi.

3.3.1 Vnoiena PCR

Vnotena polymerazova fetézova reakce byla navrzena ke zlepSeni citlivosti a specificity
PCR. Tato modifikace PCR snizuje piipadné kontaminace templatové DNA, ke kterym muze
dochazet pii nahodné vazbé primeri. Vnofena PCR se provadi za pouziti dvou ruznych sad
primert ve dvou po sob¢ nasledujicich cyklech PCR (Rahman et al., 2013).

Prvni reakéni amplifikace PCR o 15-30 cyklech s pouzitim jednoho paru primert generuje
reakéni produkt, ktery se pouziva jako templat pro dalsi reakéni amplifikaci PCR pomoci
primert, které nasedaji na mista v prvnim amplikonu a zesiluji vnitini sekvenci. Pokud je prvni
produkt PCR amplifikovdn zpozadované sekvence, vygeneruje druhd reakce produkt
o¢ekavané velikosti (Wilczynski, 2009).

Zvysena citlivost plyne z vysokého poctu celkovych cykli a zvySena specificita plyne

z nasednuti druhé sady primerti na sekvence produkované v prvni reakci PCR (Shen, 2019).

3.3.2 Polymerazova retézova reakce s reverzni transkripei

Polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci (RT-PCR) je metoda, ktera vyuziva
dvou samostatnych enzymatickych reakci, a to za predpokladu je-li vychozim materidlem RNA.
Pti prvni enzymatické reakci dochdzi k tvorbé¢ DNA pomoci reverzni transkriptazy, ktera je
komplementarni k cilové sekvenci RNA. Tato vznikld komplementarni DNA se jinak oznacuje
jako cDNA. Druhd enzymatickd reakce zajiStuje zesileni jiz vzniklé cDNA s vyuzitim

Tag DNA polymerazy (Eberle and Kiesse, 2012).
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RT-PCR lIze provést v jednom nebo ve dvou krocich. Jednokrokovd RT-PCR je provadéna
Vv jedné zkumavce, kde probihaji souc¢asné ob€ enzymatické reakce. V piipad¢ dvou krokové
metody dochézi k ptenosu syntetizované cDNA do druhé zkumavky, kde probiha nasledna PCR
reakce. Oba postupy maji své vyhody i nevyhody. Jednokrokova RT-PCR je snadno
proveditelna a idedlni pro screening s vysokou propustnosti. Dvoukrokova RT-PCR je vhodna
pro detekci vice transkriptii z jedné cDNA nebo K jejimu uchovani a pozdéjsimu vyuziti
(Jalali et al., 2017).

RT-PCR je citliva metoda, ktera je schopna méfit vice cilovych sekvenci v kazdém vzorku
(Eberle and Kiess, 2012). Tato metoda je Siroce vyuzivana napii¢ riznymi obory, ale pfevazné

se pouziva k mapovani exprese urcitych genti (Rahman et al., 2013).

3.3.3 Kvantitativni PCR v reialném case

Kvantitativni PCR v realném ¢ase nebo také real-timePCR vyuziva fluorescenéni barviva
asondy k identifikaci amplifikovanych fragmenti b&éhem procesu PCR v realném case
(Rahman et al., 2013). Tato technika tedy detekuje produkty PCR béhem amplifikace, zatimco
se generuji kopie templatové DNA. PCR v realném case je tedy schopna méfit mnozstvi
produktu v kazdém cyklu reakce. Real-time PCR je zalozena na sondach, které fluoreskuji
pouze v piipadé, ze jsou ptimo v produktu PCR. Pro real-time PCR existuji dva typy sond, které
jsou vhodné pro detekci a kvantifikaci produktu. Lze pouzit sondy SYBR green, které
fluoreskuji pii navadzdni na DNA. Béznéjsi jsou oligonukleotidové sondy, které jsou
komplementarni ke specifické sekvenci a fluoreskuji v pfipadé, ze je sonda zaclenéna do
amplifikacniho produktu reakce (Wilczynski, 2009).

Vyhody PCR v realném c¢ase jsou predevsim rychlost a jednoduchost analyzy. U real-time

PCR je sniZené riziko kontaminace diky provedeni v uzaviené zkumavce, avsak omezenim této

modifikace PCR je pocatecni pristrojova investice (Coleman and Tsongalis, 2016).

3.3.4 Multiplexni polymerazova retézova reakce

P#i multiplexni polymerazové fetézové reakci (M-PCR) se vyuziva vice sad primerd v ramci
jedné PCR reakce. To nam umoziuje amplifikovat dvé a vice cilovych sekvenci DNA
(Eberle and Kiess, 2012). Primery pro m-PCR je nutné vybrat tak, aby mély podobné teploty
zihani. Rovnéz velikost amplikonti by méla byt dostatecné odlisna, aby bylo mozné po separaci

vsechny fragmenty identifikovat (Shen, 2019).
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Vyhodou m-PCR reakce je jeji citlivost a moznost detekce vice nez jedné latky pii
provedeni jednoho testu. Diky tomu se tato metoda stava financné tspornéjsi. Dalsi vyhodou je

amplifikace relativné kratkych sekvenci. (Mahony and Chernesky, 2007).

3.3.5 Inverzni polymerazova retézova reakce

Inverzni PCR lze pouzit za ptedpokladu, ze zname informace o sekvenci na jedné strané
cilové oblasti DNA (Clark and Pazdernik, 2015). Pomoci restrikéniho enzymu je $t€pena znama
sekvence DNA a jeji pfilehla oblast. Vzniklé restrikéni fragmenty se intermolekuldrni ligaci
pfevadi na kruhovou molekulu. Takto ziskana cirkulovana DNA se vyuZije jako templat v PCR
reakci. PCR kruhového templatu DNA je amplifikovana pomoci dvou primerd vazajici se na
znamou sekvenci a sméfujici opaénym smérem. Produktem amplifikace je linearni molekula
s kratkymi Gseky zndmé DNA obsahujici jedno misto pro restrikéni enzym ptivodné pouzivany
k rozstépeni DNA. Takovéto misto znaci spojeni s diive klonovanou sekvenci se sousedicimi
sekvencemi. Distribuce restrikénich enzymi ve znamych i na sousedicich sekvencich DNA
urcuji velikost amplifikovaného fragmentu (Green and Sambrook, 2019).

Zavedenim inverzni polymerazové fetézové reakce bylo umoznéno pouzit PCR pro
amplifikaci DNA i mimo zndmou oblast sekvence. Inverzni PCR je metoda snadno proveditelna
a jednoduchd na optimalizaci. Citlivost této metody je vSak omezena diky slabsi detekci

integracnich mist. Omezeni citlivosti metody muze vést k neefektivni amplifikaci.

(Laufs et al., 2010).

3.4 Amplifikovany polymorfismus délky fragmentu

Amplifikovany polymorfismus délky fragmenti (AFLP) je uZite¢na technika pro rychlou
vizualizaci polymorfnich fragmentli DNA z organismt bez pfedchozich informaci o sekvenci.
Tato metoda je Siroce pouzivana pro studium biologie, genetiky, ekologie a fylogeneze mnoha
organismil. AFLP je vysoce reprodukovatelnd, citliva a robustni technika, a to diky tomu Ze
kombinuje specificitu RFLP a citlivost PCR (Restrepo et al., 2013). Metoda amplifikace
polymorfismu délky fragmenti je specificka predevsim tim, Ze ndm umoznuje vyhodnoceni sto
az tisic riznych oblasti DNA distribuovanych ndhodné po celém genomu.

Postup metody AFLP lze rozd¢lit do tii krokl. Prvnim krokem je $t€peni DNA pomoci dvou
ruznych restrikénich endonukledz s néslednou ligaci vzniklych fragmentl na nukleotidové
adaptéry. Ve druhém kroku metody AFLP dochédzi k amplifikaci fragmentt, které jsou

odvozeny ze $t€peni obéma enzymy. Ve tietim kroku této metody dochazi k detekci a rozdéleni
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fragmenti DNA gelovou nebo kapilarni elektroforézou (Shen, 2019). Béhem procesu

amplifikace je také mozné vyuzit pouze jeden restrikéni enzym a jeden primer (Hata, 2010).

3.5 Sekvenovani DNA

Metody genotypizace spocivajici v sekvenovani DNA nam poskytuji informace o ptivodni
sekvenci nukleotidi. Diky tomu jsme schopni rozliSovat mezi jednotlivymi mikrobidlnimi
kmeny z polymorfismu jejich DNA. Metody sekvenovani DNA jsou vysoce reprodukovatelné
a mohou byt pouzity pro diferenciaci a fylogenetickou analyzu mikrobialnich kmenii. Metoda
sekvenovani DNA je také uzite¢na v identifikaci virulence mikroorganismt. Touto metodou
jsme schopni mezi sekvencemi DNA identifikovat i riizné typy rozdild. Jednat se mize o rizné
genotypové variace, jako jsou delece, inzerce nebo duplikace (Li et al., 2009).

Existuji dvé tradicni metody sekvenovani DNA a to Maxam-Gilbertovo sekvenovani
a Sangerovo sekvenovani. U prvni znich se jedna o chemickou metodu, kde dochazi
k chemické modifikaci nukleotidd DNA. Nasledné dochazi ke $t€épeni DNA v misté, kde se
nachézeji modifikované nukleotidy. Metody sekvenovani dle Sangera vyuzivaji k vyhledani
specifickych oblasti DNA oligonukleotidové primery. Primer je pfipojen pobliz sledované
sekvence a prodlouzen DNA polymerazou. U takto vytvafejiciho se fetézce poté dochazi
Kk ukonceni prodluzovani ndhodnym zaclenénim fluorescencné znaenych
dideoxyribonukleotidli. Z chromatogramu ziskame nukleotidové baze daného mikroorganismu
(Shyamalina, 2019).

Existuji 1 tzv. metody sekvenovani nové generace, které poskytuji fadu metod pro
komplexnéjsi, hlubsi analyzu struktury a obsahu mikrobidlnich genomi. Pro typizaci
mikrobidlnich sekvenci DNA jsou vhodné metody sekvenovani zaloZzené na celém genomu.
Tyto nové metody jsou stale castéji vyuzivané v klinické a vefejné mikrobiologii

(Pérez-Losada et al., 2018).

3.6 Multilokusova sekvencni typizace
Multilokusova sekvenéni typizace je metoda, ktera byla zavedena Maiden et al. (1998) ktefti
tak umoznili porovnavat vysledky typizace mezi jednotlivymi laboratofemi. MLST je metodou
molekularni genotypizace, zaloZené na znalostech o sekvenovani genii a na dobfe zndmych
principech fenotypové multilokusové enzymové elektroforézy (Eberle and Kiess, 2012).
Multilokusova sekvenéni typizace je zalozena na sekvenovani vice geni DNA, obvykle

sedmi nebo také na sekvenovani genomovych fragmentd v mikroorganismu. MSLT nam tedy
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poskytuje informace o alelickych variantach konzervovanych gend. Sekvence kazdého genu ¢i
fragmentu genomu, které maji byt charakterizovany, jsou srovnany a hodnoceny rozdily,
dokonce 1 pii jediném nukleotidu, jsou pfifazeny jako odlisné alely. Nasledné ke kazdému
izolatu je pfifazen konkrétni typ MLST podle jedinecné kombinace polymorfismt
(Magalhaes et al., 2014).

Multilokusova sekvenc¢ni typizace je vhodnou metodou pro analyzu struktur mikrobialni
populace, hlavné pii subtypizaci druhti vykazujici genetické rekombinace. Tato metoda je tedy
také Siroce vyuzivana v evolu¢nich a populaénich analyzach (Li et al., 2009).

Metoda MLST poskytuje vysoce variabilni, univerzalné srovnatelné vysledky, které jsou
mezi laboratofemi snadno ovéfitelné. Multilokusova sekvenéni typizace je povazovana za
vysoce reprodukovatelnou metodu. Nevyhodou této metody je jeji vhodnost pouze pro
patogeny, které vykazuji dostate¢né mnozstvi variaci v celém svém genomu. U patogenti
s velmi malymi variacemi nebo naopak u patogenti s mnoha variacemi v genomu neposkytuje

metoda MLST adekvatni vysledky vhodné pro typizaci (Pérez-Losada et al., 2017).
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4 Celed’ Arcobacteraceae

Bakterialni rody z celedi Arcobacteraceae si ziskavaji ¢im dal vétsi pozornost, a to diky
jejich izolovani z mnoha hostitell a potravin zivocisného pivodu (Shah et al., 2012). Jsou tak
povazovany za nové vznikajici potravinové patogeny (Hausdorf et al., 2013).

Jedna se o gram-negativni bakterie, které jsou schopné rustu pii nizkych teplotach a za
acrobnich podminek. Pravé tyto vlastnosti odlisuji rod Arcobacter od rodu Campylobacter
(Pérez-Cataluna et al., 2018). Zastupci rodt Arcobacter jsou nesporulujici mikroorganismy,
obvykle spiralovitého nebo mirné zaktiveného tvaru (Talay et al., 2016). Tyto mikroorganismy
jsou dlouhé 0,5-3,5 pum a Siroké 0,2-0,9 pum. Jejich pohyb je zajistén pomoci jednoho a nékdy
I dvou polarnich bic¢ikt. Jako zdroje uhliku vyuzivaji organické kyseliny a aminokyseliny, ale
nefermentuji sacharidy. Pro zastupce roda Arcobacter jsou typické pozitivni biochemické testy
na katalazu, oxiddzu a urearu. Tyto zéastupci maji schopnost redukovat dusi¢nany. Nékteii ze

zastupctt Arcobacter jsou schopni hydrolyzovat indoxylacetat. (Pérez-Cataluna et al., 2018).

Obrazek 5 Arcobacter butzleri

Vv elektronovém mikroskopu na
membranovém filtru (Snelling et al.,
2006)

4.1 Taxonomie

Epsilonproteobacteria byly popsany na zacatku roku 1990 a byly zpocatku zatazeny jako
pata podtiida spadajici do kmene Proteobacteria. Nasledné byl zménén stav z podtiidy na téidu
Epsilonproteobacteria vramci tohoto kmene. Epsilonproteobacteria jsou znamé
chemolithotrophy, ktefi jsou rozsifeni predev§im v podzemnich a moiskych vodach véetné

hlubinnych hydrotermalnich praduch. Pfi posuzovani n¢kolika stovek fylogenetickych
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topologii bylo dosazeno zavéru, Zze zafazovani Epsilonproteobacter vramci kmene
Proteobacteria je nespolehlivé, a tak byla navrzena reklasifikace. Pti reklasifikaci doslo
k pietazeni tiidy Epsilonproteobacteria do nového kmene Epsilonbacteraeota (Waite et al.,
2017).

Kmen Epsilonbacteraeota zahrnuje jak patogenni, tak i nepatogenni mikroorganismy. Mezi
prvni patogeny, které byly studovany vramci tohoto kmene, jsou Campylobacter
a Helicobacter, které fadime do fadu Campylobacterales (Porcelli et al., 2013). Mezi dalsi
vyznamné fylogenetické skupiny patiici do toho kmene jsou Arcobacter, Wolinella,
Sulfurospirillum a Thiovulum, které se vyskytuji v na§em ptirozeném prostiedi jako volné zijici
mikroorganismy nebo v symbiotickém spojeni se zvitaty (Engel et al., 2003).

Nepatogenni Epsilonbacteraeota se hojné vyskytuji v prostiedi s extrémnimi podminkami
a jsou metabolicky vSestranné a poskytuji novy pohled na ptvod zvifecich nebo lidskych
patogent (Nakagawa and Takaki, 2009).

Rod Arcobacter vychazi zpolyfazické taxonomie Campylobacter a jim pfibuznym
mikroorganismim (On et al., 2020). Rod Arcobacter byl poprvé popsan Vandamem et al.
vroce 1991 a byly sem zafazeny dva aerotolerantni druhy Campylobacter cryaerophila
a Campylobacter nitrofigilis (nyni Arcobacter cryaerophila a Arcobacter nitrofigilis). Od toho
roku byly do rodu Arcobacter postupné piifazovany dalsi druhy (Collado and Figueras, 2011).
Relativné nedavno doslo na zéklad€é genomickych a fenotypovych analyz k vytvofeni nové
Celedi Arcobacteraceae kam patii rod Arcobacter, ktery pavodné patfil do celedi
Campylobacteraceae. Nasledné doslo také k dalsimu rozdéleni této ¢eledi do sedmi rodt véetné
Arcobacter, Aliarcobacter, Pseudoarcobacter, Halacobacter, Malacobacter, Poseidonibacter
a rod Arcomarinus (Khan et al., 2020). Ve studii On et al. (2020) byla vsak tato reklasifikace
vyvracena, a to na zakladé tvrzeni, ze rod Arcobacter je dle fylogenetické analyzy rodem jasné
odlisnym od ostatnich Epsilonbacteraeot. V soucasné dobé rod Arcobacter zahrnuje
33 uznanych druht (Mateus et al., 2021).
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Obrazek 6 Fylogenetické schéma zalozené na analyze genu 16 S rRNA (On et al.,
2019).

4.1.1 Vybrané rody z ¢eledi Arcobacteraceae

Rod Malacobacter byl popsan v roce 2009 (Vasiljevic et al., 2019). Tento rod, je izolovan
predevsim ze slavek a brakické vody. Malcobacter neni schopen hydrolyzovat indoxyl-acetat
a je citlivy k cefoperazonu. Tyto vlastnosti jej odliSuji od ostatnich druhti Arcobacter-like
(Collado et al., 2009). Rod Malacobacter je uznavanym obligadnim halofilem mezi
Arcobacter-like (Donachie etal., 2005). Do rodu Malacobacter jsou fazeny druhy
M. halophilus, M. mytili, M. marinus, M. molluscorum a M. pacificus (Pérez-Cataluna et al.,
2018). Malacobacter halophilus byl poprvé izolovan z hypersalinni laguny na Havaji
a predstavuje prvni obligadné halofilni druh Arcobacter-like. Malacobacter mytili byl poprvé
izolovan ze slavek ve Spanélsku a je povazovan za prvni druh, ktery neni schopny hydrolyzovat
indoxyl-acetat. Malacobacter mollusorum je druhym druhem rodu Malacobacter, ktery neni
schopny hydrolyzovat indoxyl-acetat a byl izolovan z musli a ustiic (Collado and Figueras,

2020). Rod Malacobacter se podili na zavaznych akutnich gastrointestinalnich obtizi po

’ v o

pozieni m&kkysi, kontaminované vody nebo nedostateéné upraveného masa (Vasiljevic et al.,

2019).

Pod Aliarcobacter je fazeno dalSich devét druhti (Khan et al., 2020). Jmenovité se jedna
napf. 0 druhy A. cryaerophilus, A. butzleri, A. skirrowii, A. cibarius, A. thereius, A. trophiarum
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nebo A. faecis (Pérez-Cataluna et al., 2018). U druhu A. cryaerophilus jsou definovany dvé
skupiny. Jedna se o skupiny 1A a 1B A. cryaerophilus. Takovéto rozd€leni bylo provedeno na
zakladé ruznych délek restrikénich fragment (RFLP) a na rizném obsahu mastnych kyselin
a celebunééného proteinu. Skupina 1B A. cryaerophilus je izolovana mnohem castéji nez
skupina 1A. Jsou znamé ale i izololaty kdy jsou ptitomné ob& skupiny A. cryaerophilus.
Takovéto izolaty pochazeji prevazné z potravinaiskych produkt. Druh A. cibarius byl poprvé
izolovan z jateéné upravenych tél brojlerd v Belgii (Collado and Figueras, 2020). Druhy
A. cryaerophilus, A. skirrowii, A. cibarius, A. thereius a A. trophiarum jsou izolovany pievazné
u hospodatskych zvifat a potravin zivo¢isného pivodu. Tyto druhy jsou tedy spojovany
s nemocemi hospodafskych zvitat, ale znamy jsou také piripady kolonizace t€émito druhy
u zdravych zvitat. Nékteré druhy zrodu Aliarcobacter jsou schopné rist v piitomnosti
safraninu nebo oxgallu. Aliarcobacter ov§em neroste v ptitomnosti 4 % NaCl (Chieffi et al.,
2020).

Rod Haloarcobacter zahrnuje tfi druhy, a to Haloarcobacter bivalviorum, H. ebronensis
a H. anaerophilus. Tento rod je spojovan s moiskymi organismy pievazné se jedna o krevety,
mékkyse a Ustfice, dale je mizeme nalézt v sedimentu fek (Baek et al., 2021). Rod
Haloarcobacter ovsem neni schopen fermentovat sacharidy a je citlivy k cefalosporinu
(Pérez-Cataluna et al., 2018).

4.2 Vyskyt a zpiisob prenosu
4.2.1 Vyskyt bakterii ¢eledi Arcobacteraceae

Vyskyt bakterii z ¢eledi Arcobacteraceae byl prokazan v zelening€, mléénych vyrobcich
nebo produktech zivoc¢isného pivodu. Arcobacter spp. byl izolovan z potravin zpracovavanych
na farmach, v maloobchodech, ale i v potravinach pfipravovanych k piimé spotiebé (Ferreira
etal., 2019). V prabéhu let se zvysil pocet ptipadt izolace téchto bakterii ze syrovych mastnych
vyrobkii. Také se ukazalo, Ze izolace organismi z Celedi Arcobacteraceae je mnohem vyssi
z kuteciho masa nez u veptrového ¢i hovéziho masa (Snelling et al., 2006).

Dale byly bakterie rodu Arcobacter detekovany ve vzorcich vody, a to jak z pitné, tak
odpadni vody. Bakterie z této ¢eledi se vyskytuji také ve vodé fi¢ni, vodé v usti fek i ve vodé
moftské. Izolovany byly ve vzorcich Skebli, ustfic, m&kkyst a dalSich motskych ploda
(Ramees et al., 2017).

Vyskyt Arcobacter-like Ize hodnotit i z hlediska ekonomického rozvoje. Zemé na vysoké

ekonomické Grovni vykazuji mnohem vyssi prevalenci Arcobacter-like ve srovnani se zemémi
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s nizkou a stfedni ekonomickou urovni. Na vyskyt arcobactert se lze podivat i z geografického
hlediska zemi a kontinentti. Prevalence Arcobacter-like byla pozorovana nejvice v zemich jako
je Belgie, Dansko, Australie, Severnim Irsko a Portugalsko. V ptipadé¢ kontinentti byla nejvyssi
prevalence Arcobacter-like zaznamenana v Oceanii, kterou nasleduje Evropa a poté Severni
aJizni Amerika. Naopak nejnizsi prevalence v ramci kontinentt byla pozorovana v Asii
a Africe (Mateus et al., 2021).

¥ Compylobacteraceae family Sewage-
¥ Epsilon division of Protecbocteria A. molluscorum sp. Nov.,, A ancerophilus 5p. Pork-

¥ Motile, Gram negative organism A, elfisi 5p. now. and A
w deflovii sp. nov

Before 1991 Campylobocter
aerotolerant  butzieri renamed a5 Broller carcass-

Campylobacters  Arcobocter butzfers A. aborius shell fish §
-
83
Y Duck- A thereius gg
Mussels- A myti¥ sp. nov p. POV i"'
VA, nitrofigilis- type species of the genus ? B
YA, butzleri - named in honor of Jean-Paul Butzier
:Cu:mn_vy-zsm » N Shell fish Pig and cattle manure- A.
A i, A, cry A and A. ‘ lonth e
caibanius - emerging foodbome pathogens o

Obrazek 7 Postupny vznik a vyvoj Arcobacter (Ramees et al., 2017)

4.2.2 Zpisob prenosu

Nejbéznéjsi cestou prenosu bakterii z ¢eledi Arcobacteraceae na ¢lovéka je manipulace
a konzumace kontaminovanych potravin a vody V disledku rozsahlého vyskytu arkobaktert
V potravinovém fetézci a ve vodnich zdrojich. Zptsoby prenosu Arcobacter-like nejsou dodnes
zcela objasnény a spravné definovany (Mateus et al., 2021). Ke kontaminaci potravin
zivo¢iSného pavodu, mize dochazet v rtiznych fazich procesu od porazky zvifete az po
samotnou tepelnou upravu masa (Shah et al., 2012). Arcobacter-like je ¢asto izolovan z vykala
hospodaiskych zvifat a také z odpadnich vod farem. Z tohoto muZzeme usuzovat, ze fekalni
kontaminace vod je dal§i moznou cestou pienosu. Bylo také prokazano, Ze schopnost
arkobacterti piezit ve vod¢ zavisi na pfitomnosti organické hmoty a na teplot¢ vody
(Collado and Figueras, 2011).

Zvitata se mohou nakazit fekalni kontaminaci v prostfedi nebo pii{jmem kontaminované
vody. U nékterych zvifat je také znam vrozeny nebo postnatalni pienos, coz je dal§i mozna

cesta pfenosu mezi zviraty (Shah et al., 2012). Arcobacter spp. byl izolovan i ve stfevnim traktu
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a vejcovodech u chovnych hejn slepic, ale dikaz o pfenosu infekce ze slepice na vejce nebyl

dosud prokazan (Collado and Figueras, 2011).

Primary production

‘@14 o % -
Vot~ Lag
[
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Retail ’
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Obrazek 8 Mozné cesty pienosu  Arcobacter-like
(Ferreira et al., 2019)

4.3 Klinicky vyznam

Arcobacter-like species jsou povazovany za potravinové enteropatogeny zpisobujici
onemocnéni nejen u lidi, ale také u zvirat (Chieffi et al., 2020). Bakterie roda Arcobacter
pfitomné v kontaminované vodé a potravinach, nasledné zpusobujici onemocnéni, jsou
problémem vetejného zdravi. I pfes zlepSeni opatfeni v oblasti bezpe€nosti potravin jsou
takovéto nemoci zpisobené arkobactery stale velmi casté (Ferreira et al., 2019). Faktory jako
vyskyt, infekéni davka, celkovy zdravotni stav, vék pacienta, nachylnost populace nebo také
obezita ¢i hypertenze, mohou ovlivnit riziko avyvoj onemocnéni zpusobené celedi
Arcobacteraceae (Shah et al., 2011).

U lidi bakterie roda Arcobacter vyvolavaji onemocCnéni gastrointestinalniho traktu,
enteritidu a bakteriémii. Casté klinické projevy téchto onemocnéni jsou vodnaté prijmy,
nevolnost, bolesti bficha, zvraceni (n€kdy doprovazeno i horeckou) a kieCe v biise (Talay et
al., 2016; Pérer-Cataluna et al., 2018). Déle trvajici symptomy ¢i vétsi zavaznost onemocnéni,
muze vyzadovat antibiotickou 1écbu, naopak pfi lehkém priitbéhu onemocnéni samo odezni
(Chieffi et al., 2020).

Tyto bakterie napadaji pouze urcité druhy hospodaiskych zvitat, jak se ukézalo na zakladé

vvvvvv

zpusobuje prijem nebo mastitidu, které velmi Casto prispivaji k potratiim. Infekce vsak zlstava
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asymptomaticka a jen malokdy se projevi klinicky stav prijmem (Ramees et al., 2017).
U prasat, ovci a skotu zptisobuji bakterie ¢eledi Arcobacteraceae enteritidu a u ovci zpasobuji
prevazné hemoragickou kolitidu. Nejvice jsou Arcobakter spp. rozsiteny u drubeze, ktera je tak
povazovana za prirozeny rezervoar. VétSina piipadii onemocnéni zvifat je omezena na savce,
ackoli je znam také piipad izolace u pstruha duhového (Collado and Figuerals, 2011).
Epidemiologie a patogenita bakterii ¢eledi Arcobacteraceae u lidi i zvifat nebyla doposud
zcela objasnéna, a proto jsou infekce spojeny s touto Celedi povazovany za nizké riziko ve
vefejném zdravi. Divodem miZze byt nespravna identifikacni zaména s Campylobacter

(Khan et al., 2020).

4.4 Patogenita a virulence

O mechanismech patogenity a faktorech virulence je doposud znamo velice malo informaci
(Lehner et al., 2005). I pfesto bylo identifikovano nékolik domnélych genti, které jsou spojené
s virulenci. Jedna se o geny virulence cadF a ¢j1349 souvisejici S buné¢nou adhezi a produkci
dvou proteinti vazajici fibronektin, gen ciaB koduje invazni protein. Gen mviN, koduje protein
dulezity pro biosyntézu peptidoglykanu. Dale také pldA a tlyA coz jsou geny, které koduji
fosfolipazu a hemolysin. Mezi faktory virulence také patii gen hecB, ktery koduje
hemolyzinovy aktivaéni protein. Dale k faktorim virulence fadime gen hecA kodujici vlaknity
hemaglutinin, ktery se podili na agregaci (Kim et al., 2019; Pérez-Catalufia 2018; Silha et al.,
2019).

Primarné se vychazelo ze znalosti patogenity od blizce ptibuzného rodu Campylobacter.
Nekolik studii zkoumajicich patogenitu akrobaktert uvadi, Ze adheze, invaze a cytotoxicita jsou
detekovany az u 85 % kment. Tyto studie tedy poukazaly na schopnost arkobakterti adherovat
anapadat buniky podobné jako kampylobaktery nebo jiné bakterie (Nuri Acik et al., 2016). Byla
nalezena pfitomnost nékolika gent, které by mohly pfispivat k rezistenci na antibiotika. Biciky
hraji velkou roli ve schopnosti Arcobacter-like podilet se na motilité a chemotaxi bunék. Jsou
dalezité pro kolonizaci, invazi hostitelské buiiky, pfi¢emzZ jsou primarnim cilem imunitniho

systému a dulezitym faktorem virulence (Rammes et al., 2017).
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Obrdazek 9 Prehled patogeneze a pienosu bakterii rodd
Arcobacter-like (Rammes et al., 2017)

Virulentngj$i druhy arkobakterti jsou schopny napadat jak stievni tkan¢, tak placentu
amohou se tak $ifit k plodu. Obrazek 10 schématicky znazoriiuje V soucasnosti znamy
mechanismus virulence Arcobacter spp. U arkobacterti byla prokazana schopnost adheze,
produkce cytotoxicity, schopnost inavaze a indukce zanétu. Invaze a zanét je zprosttedkovany
interleukinem-8. Dochazi ke snizenni exprese klaudinu v tésnych spojich s naslednou dysfunkci
epitelidlni bariéry a zvySeni paracelularniho transportu, ktery vede k nejcastéjSimu projevu

infekce rodu Arcobacter-like tedy k prijmu (Collado and Figueras, 2011).
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Obrazek 10  Mechanismus  virulence
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5 Typiza¢ni metody K identifikaci bakterii ¢eledi Arcobacteraceae

Bakterie z ¢eledi Arcobacteraceae zpusobuji infekce, u kterych je obtizné urcit zdroj
a epidemiologickou oblast. Coz je zptuisobeno predevsim ubikvitarnim vyskytem arkobaktert
a jejich casté izolaci u lidi i zvifat. U téchto bakterii je obtizna typizace a nedostacujici
dostupnost identifika¢nich metod (On et al., 2003; Rahman et al., 2020).

Kwvili snadné zaméné téchto bakterii s Campylobacter je identifikace fenotypizaci velice
obtizna (Levican and Figueras, 2013). Tyto mikroorganismy jsou metabolicky pomérné interni,
jejich izolace zistava zlatou stiedni metodou k dosazeni diagnostického zavéru. Pokroky
v diagnostice ndm poskytly rizné molekuldrné-biologické a detekéni metody pro rychlou
identifikaci (Ramees et al., 2017). Dalsim divodem obtizné identifikace je také omezeni
metabolickych, biochemickych metod a analytickych procesech. Proto se Kk typizaci pouzivaji
predeviim metody, které jsou zalozeny na technice PCR (Celik and Unver, 2015).

K provedeni epidemiologického dozoru a vySetfovani Arcobacter spp. jsou nutné rychlé
a spolehlivé metody typizace a identifikace. Mezi dals$i metody, kterymi je mozné tyto bakterie
identifikovat fadime metody zaloZené na sekvenovani, smyckové zprostiedkované izotermické
amplifikaci, microarray techniky, anebo MALDI-TOF MS. V souéasné dobé& neexistuje pro
identifikaci Arcobacter spp. standardizovana metoda (Wang et al., 2020).

Frekvence detekce u blizkych druhti Arcobacter-like se vyrazné zvysila s vylepSenim
izola¢nich a identifikacnich technik. Za pomoci kombinace kultivacnich technik a PCR bylo

dosazeno i detekce a izolace nekultivovatelnych forem (Snelling et al., 2006).

5.1 lIzolace Arcobacter

Standardni metody izolace musi byt specifické, rutinni pro bézné praktické pouziti
apomeérné¢ casov€é nendronéné. Dodnes neexistuje standardni protokol pro izolaci
Acrobacter-like species. Prvni metody, které se zacaly pouzivat k izolaci arkobaktert byly
zalozeny predevsim na metodach pouzivanych pro izolaci Campylobacter. Protokoly vytvotené
pro Arcobacter-like zahrnuji predev§im aerobni rist za nizkych teplot, ktery je odliSuje od
Campylobacter (Phillips, 2001; Rahman et al., 2020).

Utinna izolace Arcobacter-like z riiznych zdrojt vyzaduje obohaceni kultivaéniho média
specifickymi Zivinami, tak aby byly napodobeny podminky ptvodniho prostiedi vyskytu
daného druhu (Rahman et al., 2020). Izolace jsou provadéné na selektivnim médiu za pouziti

rastovych a selektivnich faktord, jako je konska krev, pyruvat, kyselina thioglykolova,
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novobiocin, amfotericin nebo trimethoprim. Nésleduje 48hodinova inkubace, po které je
obohacené médium naneseno na selektivni agarovou ptidu a dale inkubovano za nizkych teplot
a mirkoaerobnich podminek dalSich 48 hodin az 5 dnii. Po tuto dobu jsou pudy pravidelné
kontrolovany, dokud neni zaznamenan rist kolonii (Serraino et al., 2013, Celik and Unver

2015).
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Obrazek 11 Schéma izolace Arcobacter-like z tkanich
potracenych selat (Tucker et al., 1996)

5.2 ldentifikace Arcobacter fenotypovymi metodami

Identifikace a diferenciace Arcobacter-like species je obtizna, jelikoz jsou tyto organismy
relativné interni a naro¢né na rust. Naro¢nost detekce souvisi i s morfologickou a biochemickou
podobnosti mezi rody Arcobacter a Campylobacter (Atabay et al., 2006). Takovéto zamén¢ 1ze
zabranit provedenim testu na hydrolyzu idoxyl-acetatu, ktery je pro Arcobacter-like silné
pozitivni, zatimco Campylobacter poskytuji na hydrolyzu indoxyl-acetatu negativni vysledky
testi (Schroeder-Tucker et al., 1996).

5.2.1 Kultivaé¢ni techniky identifikace Arcobacter

Arcobacter-like species maji tvar pfipominajici vyvrtku. Pohybuji se pomoci jednoho nebo
dvou polérnich bi¢ikl. V ptipad¢ inkubace pti 30 °C na krevnim agaru vyrastaji v nasedlych ¢i
bélavych koloniich o velikosti pfiblizn¢ 2—4 mm (Phillips, 2001).

Detekce arkobakterti pomoci kultiva¢nich technik se provadi za aerobnich podminek a pfi
25 °C. Je zde navic krok pomnozeni. Kultivace trva v pruméru 4 az 5 dnd. Pouzit mizeme

komer¢né dostupnad média, jako jsou agar CAT obsahujici cefoperazon, amfotericin B

41



a teikoplanin, nebo deoxycholatovy agar CCDA, ktery je specificky piedev§im pro kultivaci
Arcobacter butzleri.

Pro kultivaci Arcobacter-like bylo testovano nékolik médii véetné CVA agaru, Houfiiv
bujon, Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris-Polysorbate-80 bujon (EMJH P80) nebo
Johnson-Murano bujon. Na Houfovu agaru vyristaji Arcobacter-like v drobnych koloniich.
U Johnson-Murano bujonu je pozorovana tmavé Cervend barva kolem kolonii a je také
povazovan za nejucinnéjsi pudu pro rust bakterie Arcobacter spp. (Son et al., 2007, Blackburn
and McClure 2009).

Ve studii Johnson a Murano (1999) dosahly nejlepSich vysledk kultivace pomoci
kombinace obohaceného bujonu JM s agarem JM. Tato metoda JM je povazovana za
nejcitlivéjsi, detekuje kmeny Arcobacter spp. az na aroven 10 CFU/g v 75-100 % vzorkd. Za
stejné uc¢innou metodu lze povazovat také metodu Collinsovu (Lehner et al., 2005). Studie dle
Scullion et al. (2004), ve které se srovnavaji tii metody kultivace Arcobacter-like. Jednou
z nejlepsich metod dle této studie je kultivace, kde bujon je obohacen na bazi uhli a obsahuje
dvée antibiotika. Po 48hodinové kultivaci je vytéznost této metody az 68 %. Je to tedy metoda
citlivd, jednoduché na provedeni a ma vysokou rozmanitost v mnozstvi detekovanych druhii
Arcobacter-like (Scullion et al., 2004).

Po kultivaci je hodnocena morfologie narostlych kolonii. Arcobacter-like jsou zakfivené
ty€inky, VétSinou jsou nehemolytické, s vyjimkou nékolika kmentd jako jsou A. skirrowii
a A. butzleri, které jsou alfa-hemolitické. Barva kolonii je nejlépe viditelna na mediich, ktera
jsou na bazi uhli a u vétSiny kolonii kolisa barva od bélavé ptes bézovou az po zlutou. Kolonie
A. skirrowii jsou ptevazné nasedlé (Vandamme et al., 1992). Dle Gramova barveni jsou
arkobaktery gram-negativni §tihlé ty¢inky, ¢asto ve tvaru pismene S. Jsou pohyblivé pomoci
nezakrytého biciku, ktery je umistén polarn€ na obou nebo jednom konci butiky (Collado and

Figueras, 2011).

5.2.2 Biochemické testy identifikace Arcobacter

Identifikace Arcobacter-like pomoci biochemickych testl je velmi obtizna na tirovni druhd,
jelikoz arkobaktery maji rozmanité biochemické vlastnosti. Proto jsou zapotiebi nové metody,
aby bylo mozné tyto organismy spolehlivé identifikovat pfi jejich rostoucim poctu druhd, které
souvisi s onemocnénim lidi i1 zvifat (Schroeder-Tucker et al., 1996). Izolaty Arcobacter-like
muzeme odlisit od ostatnich druhli za pomoci biochemickych testl jako jsou testy na aktivitu

katalazy a ureazy nebo testy na redukci dusi¢nanti. Vétsina druhti Arcobacter vykazuji pozitivni
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reakce na oxidazovy i katalazovy test a souCasné pozitivni test na hydrolyzu indoxyl-acetatu
a redukci dusi¢nant. Naopak test hydrolyzy hippuratu a uredzovy test jsou negativni. Stejné tak
i test na produkci HzS a fermentaci cukru s produkci sirovodiku jsou negativni (Ramees et al.,
2017).

Casto se setkavame s tim, 7e klasické biochemické testy, které jsou b&zné pouzivany
k identifikaci bakterii, pfinesly u druhti Arcobacter-like proménlivé nebo negativni vysledky.
Tedy, az na vysledky sad testi vyuzitelnych pro odliSeni druhi Arcobacter-like, které byly
navrzeny v Bergey's Manual of Systematic Bacteriology in 2005 (Collado and Figueras, 2011).

5.2.3 Sérologické testy k identifikaci Arcobacter

Sérologické testy k identifikaci Arcobacter-like species se pfilis ¢asto nepouzivaji, na rozdil
od jinych mikroorganismt jako jsou salmonely, kampylobaktery nebo listerie. Casto pii
pokusech identifikace arkobakterti za pomoci specifické aglutinace protilatky dochazi
K netuspéchu této techniky. Divodem selhavani sérologickych testt pfi identifikaci muze byt
vysoka antigenni heterogenita Arcobacter-like (Soncini, 2010).

Jak jiz bylo feceno diive, sérologické metody jsou zalozeny na odlisné bakterialni
povrchové struktuie (Eberle and Kiess, 2012). Povrchova struktura Arcobacter-like je stale do
jisté miry neznama, at’ uz se jednd o specifické proteiny s porinovymi nebo adhezivnimi
vlastnostmi nebo o polysacharidové slozky, odpovédné pravé za sérotypovou speficitu
(Soncini, 2010).

Identifikace gastrointestinalnich patogent je neustdlou vyzvou. Konvenéni diagnostické
postupy, které zahrnuji i sérotypizaci jsou pracné a ¢asoveé narocné, jelikoz kone¢nych vysledka
jsme schopni, diky potiebné kultivaci, dosahnout az v fadu né€kolika dni (Arguello et al., 2015).
Sérologické metody sice nevyzaduji Cisté kultury, ale maji nizkou troven diskriminacni sily

a jsou aplikovatelné pouze na druhy, pro které jsou dostupna antiséra (Pavlovic et al., 2013).

5.2.4 ldentifikace Arcobacter za pomoci MALDI-TOF MS

Stale dulezitéjsi je spolehliva a rychla identifikace rodd Arcobacter-like species a jejich
fenotypové rozliSeni od podobnych bakterii. Hmotnostni spektroskopie, ve spojeni s laserovou
desorpci/ionizaci vzorku (MALDI-TOF MS), se ukazala jako rychla a citliva metoda pro
identifikaci mikroorganismti. Pfedev§im Arcobacter-like, Helicobacter a jejich fenotypové

rozliSeni s podobnymi druhy jako je Campylobacter (Alispahic et al., 2010).
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MADLI-TOF MS je chemotaxonicka metoda umoziujici rychlou identifikaci bakterii. Lze
ji snadno zaradit pro rutinni analyzy v laboratofich (Pavlovic et al., 2013). Krom¢ identifikace
bakterii ma MALDI-TOF MS také vyznam v epidemiologickém typovani kmenti a pti detekci
antimikrobidlni citlivosti/rezistence.

Tato fenotypova metoda je zaloZena na detekci charakteristickych znak, které vychazeji
z bilkovin, pfedev§im se jednd o ribozomalni a nukleové proteiny vazané na kyseliny
(Giacometti et al., 2018). Kromé& bilkovin je MALDI schopné detekovat i cukry a dalsi
biomolekuly. Zakladnim principem metody je ionizace neutralni molekuly. Nasleduje pfesné
stanoveni vyslednych primarnich iontd a jejich produkti rozpadu ve vysokém vakuu.
Hmotnostni spektrometr je slozen ze tii ¢asti, kterymi jsou zdroj iontdl, hmotnostni analyzator
a detektor. Analyzatory TOF navic vyuZzivaji skutecnosti, Ze vSechny zrychlené ionty ve
stejném elektrickém poli maji stejnou kinetickou energii. K rozruSeni bunék existuji tfi mozné
postupy, a to ptiprava vzorku zahrnujici bud’ metodu pfimého natéru, metodu tercové extrakce
anebo extrakci acetonitrilem po kroku ¢isténi ethanolem. Izolaty Arcobacter-like jsou kvili
jejich struktufe ptipravovany extrakci kyselinou ethanolovou (Pavlovic et al., 2013).

Presnost identifikace pomoci MALDI-TOF MS muze ovlivnit pfiprava vzorku
k identifikaci. Jsou zapotiebi drahé chemické latky, dale mize pfesnost metody ovlivnit exprese
bilkovin, ktera zavisi na kultiva¢nich podminkach a jinych biologickych procesech (Wang et
al., 2020).

5.2.5 Testovani antimikrobialni citlivosti Arcobacter

Arcobacter-like jako vyznamny lidsky i zvifeci patogen je nej¢astéji spojovan s prijmovym
onemocnénim. Arcobacter butzleri byl popsan jako nejrozsifenéjsi a nejcastéji detekovany druh
z Arcobacter-like species (Ferreira et al., 2019). Pro antibakterialni rezistenci jsou k dispozici
omezené udaje. Studie se zabyvaji predevsim druhem A. butzleri vzhledem ke klinickému
vyznamu (Ramees et al., 2017). Vyznamna je také jeho adhezivita, invazivita, schopnost
intracelularniho pteziti a indukce prozanétlivych cytokinti (Ferreira et al., 2019).

Ve studii dle Parissi et al. (2019) byly popsany geny, které jsou zodpovédné za rezistenci
arkobakterd k nékterym antibiotikiim. Jmenovat miiZzeme tieba gen adeF, ktery u 100 % izolatu
Arcobacter-like potvrdil rezistenci vici fluorochinolovym a tetracyklinovym antibiotikiim.
Dale 90 % izolati obsahovalo v genomu gen acrB, ktery ovliviiuje rezistenci vici rifamycinu,
cefalosporinu, triclosanu, glycylcyklinu a také rezistenci na tetracyklin a fluorochinolon.

Cefalosporiny se pfidavaji do selektivnich médii Arcobacter-like pro potla¢eni rastu
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doprovodnych mikroorganismu (Parisi et al., 2019). Ze skupiny p-laktami je vétSina izolatl
Arcobacter-like rezistentni vii¢i ampicilinu.

Kmeny  Arcobacter-like  vykazuji  citlivost kerythromycinu a  gentamicinu
(Ferreira et al., 2017). O citlivosti Arcobacter-like ne antimikrobialni latky mame omezené
informace. VétSina  studii  potvrzuji nachylnost ~ Arcobactr-like  k aminoglykosidd,
a tetrycyklini. Dale byla prokazana citlivost na gentamicin, streptomicin, a kanamycin
(Ramees et al., 2017).

Mozné neshody v porovnavani citlivosti/rezistenci Arcobacter-like na antibiotika muZou
byt zptisobeny pouzitim rozdilnych technik a postupti pfi interpretaci nebo V pripravé vzork.

Proto je takovéto porovnavani povazovano za nebezpecné (Abeele et al., 2016).

5.3 Identifikace Arcobacter genotypovymi metodami

Pievazujici vyskyt arkobakterti V potravinach je c¢asto podcefiovan kvili absenci
standardizované metody pro izolaci tohoto patogenu. V soucasnosti se pouzivaji metody
genotypizace pievazné k identifikaci Arcobacter-like pro epidemiologické a molekularni studie
(Caruso et al., 2018). Metody zalozené na DNA byly zavedeny piedev§im pro spravnou
identifikaci Arcobacter-like species na urovni druhu, jelikoz mnoho pouzivanych fenotypovych
testd, které se pouzivaji kvili biochemickému profilu Arcobacter-like nejsou dostate¢né citlivé
ke spravnému rozliseni téchto mikroorganismti na trovni druhd (Aydin et al., 2006). Dalsim
divodem, proc jsou stale Castéji pouzivané metody genotypizace je fakt, ze konven¢ni metody
identifikace v¢etné biochemickych a fyzikalnich testd jsou ¢asové naroéné i pracné (Khan et
al., 2017). Naopak testy zalozené na DNA pouzivané k identifikaci Arcobacter-like jsou rychlé
a maji vyssi specifitu (Houf et al., 2000).

Metody zalozené na DNA analyze vyzaduji ptevazné pouziti nékolika druhové specifickych
primert PCR, hybridiza¢nich sond nebo restrikénich enzymi. Za nevyhodu se d4 povazovat to,
Ze tyto metody nejsou navrzené tak, aby byly schopné rozlisit vSechny zndmé druhy soucasné
(Alispahic et al., 2010). Existuje n€kolik metod popisujicich identifikaci arkobaktert
zaloZenych na genotypizaci. Jedna se o ribotypizaci, metody PCR zalozené bud’ na opakujicich
se prvnich nebo ndhodnych sekvencich, metody PFGE, multilokusové sekvenéni typizace nebo
metody amplifikace délky polymorfismu (Atabay et al., 2004).

Je znama vysoka geneticka rozmanitost populace arkobaktert, ktera vSak brani
Vv epidemiologickych studii pii potfebé dohledani zdroje infekce. Vysoka heterogenita je

uvddéna autory riznych studii i mezi izolaty identifikovanymi pomoci riznych
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genotypiza¢nich metod (Caruso et al., 2020). Pfi¢inou vysoké turovné heterogenity
Arcobacter-like muze byt ptitomnost vice rodicovskych genotypli nebo vysoké genetické
rekombinace mezi potomky pivodnich genotypu. Takovato heterogenita také souvisi s moznou

kontaminaci z vice zdroju (Ramees et al., 2014).

5.3.1 ldentifikace Arcobacter metodou MLST

Epidemiologické molekularni studie v souc¢asné dob¢ pouzivaji fadu metod zalozenych na
genotypizaci a kazda z nich vykazuje jinou diskriminacni silu. Mezi tyto metody fadime
i metodu MLST, ktera ale oproti ostatnim ptedstavuje vyhodu v dostupnosti online databaze
pro Arcobacter-like. Tato databaze Pub MLST umoziuje srovnavani kmend, které byly
izolovany pii riznych studii i z riznych geografickych oblasti (Parisi et al., 2019). Aktualné je
v databazi Pub MLST k dispozici vice nez 600 profilti a vysoky pocet identifikovatelnych typt
sekvenci. Tyto pocty ukazuji na vysokou genetickou rozmanitost arkobaktert, které byly
identifikovany metodou MLST. Byla tak potvrzena vysoka diskrimina¢ni schopnost této
metody. MLST se tedy da povazovat za vhodnou metodu pro epidemiologicka vySetfeni
(Caruso et al., 2018).

Technika MLST funguje na principu sekvenovani fragmentt sedmi genti o velikosti 450 az
500 bp. Takovato analyza ndm umoznuje identifikaci identickych klondi nebo vysoce
pribuznych linii. Z toho vyplyva, Ze se jedna o markery, které ztistaly stabilni po dobu vyvoje
a mohou se tak pouzivat pro srovnani kment v riznych ¢asovych meftitkach a geografickych
oblasti (Castro-Escarpulli et al., 2015). Protokol typizace multilokusové sekvence byl
v roce 2009 Millerem et al. (2009) vytvofen pro druhy Arcobacter-like, a to na zakladé
sekvenéni informace na sedmi lokusech (Cesare et al., 2015).

Schéma metody MLST pouzivané pro piibuzné organismy jako jsou C. jejuni a H. pylori,
bylo nedavno vyvinuto pro identifikaci Arcobacter-like (Webb et al., 2015). V metodé¢ MLST
pro Arcobacter-like je sada geni, ktera je identicka se sadou genii pro C. jejuni. Jedna se o geny
atpA, glnA, glyA, aspA, gltA, tkt a pgm. Takovato shoda umoznuje fylogenetické srovnani mezi
rody Campylobacter a skupinou Arcobacter-like species. Vyvoj metody MLST pro
Arcobacter-like nam pomohl v dokonceni genomové sekvence kmene A. butzleri, ktery je
nejcastéji izolovaym druhem arkobaktertan (Miller et al., 2009).

Pti srovnavani metod MLST s jinymi genotypizacnimi metodami je povazovéana za dobrou

typizacni metodu, nebot’ poskytuje rychlé a srovnatelné vysledky. Tato technika je pouzivana
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jako rutinni postup pii molekularni typizaci Arcobacter-like v nékolika studiich
(Caruso et al., 2020).

5.3.2 ldentifikace Arcobacter metodou AFLP

Metoda amplifikace polymorfismu délky fragment je dalSi z metod bakteridlni
genotypizace, pouzivana k identifikaci A. butzleri. Nékolik studii prokazalo vysokou citlivost
této metody. Technika AFLP se jevi jako uspéSnd metoda genotypizace pro vyuziti
v molekuldrnich epidemiologickych studii. AFLP je také metoda levngjsi, rychlejsi a vhodné;jsi
pro identifikaci velkého poétu izolati. Oproti ostatnim celogenomovym metodam je AFLP
snaze proveditelna (Atabay et al., 2004). Protokol popsany Duim et al. (1999) se ukazal jako
uzitecny pro studovani diverzity blizce pfibuzného rodu Campylobacter. Tento protokol byl
nasledné optimalizovan pro Arcobacter-like s dirazem na A. cryarophilus (Debruyne et al.,
2010).

Amplifikace polymorfismu délky fragmentl zahrnuje Stépeni celé genomové DNA za
pomoci restrikénich enzymu Bgl I a Csp 61. Vzniklé fragmenty podléhaji nasledné amplifikaci
PCR a detekci fragment mezi sousednimi restrikénimi misty v genetickém kodu sledovaného
vzorku (On et al., 2003). Metoda AFLP je vyuzivana pfedevsim k analyze rozmanitosti mezi
izolaty a k predbéZné identifikaci druhd, které zahrnuji dobfe charakterizované kmeny jako jsou
napiiklad Campylobacter, Arcobacter-like anebo Helicobacter (Gilbert et al., 2014).

AFLP je vlaboratofich rutinné pouzivana metoda. Jednd se o vysoce robustni
a diskrimina¢ni metodu, kterd vyZaduje referen¢ni databazi a je pom&rné narocna na provedeni.
Harrington a On prokazali pouzitelnost metody AFLP k identifikaci Arcobacter a u¢innost této
metody pii identifikaci genetické rozmanitosti Arcobacter mezi riznymi klonalnimi typy
z odlisnych zemépisnych oblasti. Pro separovani Arcobacter-like byla také prokazana
srovnatelna korelace metody AFLP s m-PCR. Pfi potvrzovani izolatd Arcobacter je ale metoda
m-PCR o néco presnéjsi (Phillips, 2001).

5.3.3 Identifikace Arcobacter pomoci PFGE

Gelova elektroforéza v pulznim poli je genotypiza¢ni metoda schopna odlisit bakterialni
izolaty na urovni kmene. V prubéhu PFGE dochézi na gelu ke generalizaci otisku fragmentt
DNA, které se nasledné porovnavaji v databazich (Quainoo et al., 2017). K ziskani fragmentd
DNA se pouzivaji restrikéni enzymy. Jmenovat mizeme tfeba enzymy Smal, Sall, Kpnl, Xhol,

Sacll nebo Eagl. Kombinaci dvou nebo tii téchto restrikénich enzyml se znacné zvysSuje
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diskrimina¢ni schopnost PFGE. Tato technika je v ramci molekularni typizace povazovana za
zlaty standard. Hume et al. (2001) vyuzili PFGE pro identifikaci Arobacter-like species. PFGE
se ukazala jako velmi uzite¢na metoda pro typizaci pfedev§im potravinovych patogent, mezi
které kromé Arcobacter-like mizeme zafadit i napt. listerie a salmonely (Rivas et al., 2004).
Izolaty Arcobacter-like species jsou kultivovany na agarovém médiu mikroaerobné pfi
25 °C 48 hodin. Vyrostlé jednotlivé kolonie jsou nasledné pomnozeny VvV médiu a opét
kultivovany. Po 48 hodinach inkubace je kultura Arcobacter-like nékolikrat promyta
fosfatovym pufrem a centrifugovana (Hume et al., 2001). Vznikla suspenze obsahujici DNA
Arcobacter je podrobena $tdpeni restrikénimi endonukleazami. Stépeni probihd po dobu
4hodin a pii teplot¢ 37 °C. Restrikéni fragmenty izolatd Arcobacter-like se odd¢luji
elektroforézou na agarézovém gelu po dobu 22,5 hodiny pii teploté 14 °C. Cas elektroforézy
se muze lisit v zavislosti na pouziti restrikénich enzymt (Giacometti et al., 2015). Pii této
separaci elektroforézou je aplikovan elektricky proud, ktery periodicky méni smér v gelové
matrici (Adzitey et al., 2013). Po dokonceni elektroforézy je agar6zovy gel obarvovan
roztokem ethidiumbromidu po dobu 30 minut nebo Ize gel obarvit roztokem GelRed, ktery je
tieba nechat pusobit 1 hodinu. Nasleduje promyvani destilovanou vodou a posléze muze byt

gel vizualizovan UV dokumenta¢nim systémem (Giacometti et al., 2015).
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Obrazek 12 PFGE profily kment Arcobacter (Rivas et al., 2004)

Pii typizaci Arcobacter-like byla metodou PFGE odhalena zna¢na heterogenita mezi
izolaty. Pfi¢emz nékteré z izolatil jsou rezistentni na §tépeni restrikénim enzymem Kpnl, a tudiz
nebylo mozné tyto izolaty identifikovat metodou PFGE (Revez et al., 2013). Znacna
heterogenita byla popsana u Arcobacter-like species izolovanych od lidi s prijmovym

onemocnénim, kdy pii typizaci metodou PFGE byly zjistény razné pulsotypy. Tento vysoky
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stupen heterogenity mezi izolaty pfti identifikaci Arcobacter-like, ktery je zminovan v nékolika
dalsich studiich, poukazuje na existenci mnoha zdroji kontaminace arkobaktery v prostiedi
(Kayman et al., 2012). Podobna studie byla provedena u skotu, u kterého byly zjistény také
rizné pulsotypy Arcobacter-like pomoci metody PFGE. Tyto vysledky nam rovnéz potvrdily
roli vody pfi pfenosu druhtt Arcobacter (Giacometti et al., 2015).

Pfi porovnani studii typizace Arcobacter-like metodami PFGE a MLST, vykazuje metoda
PFGE vyrazné vyssi diskrimina¢ni index. Metoda MLST je naopak vii¢i metodé PFGE mén¢
naro¢nad na analyzovani a interpretaci dat. Pii kombinaci téchto dvou metod se vyznamné
zvysila pravdépodobnost diferenciace izolath nez pfi pouziti metod samostatné. OvSem
kombinaci metod se zvySily naklady a také doba provedeni identifikace izolatd (Cesare et al.,
2015).

Metoda gelové elektroforézy v pulznim poli se jevi jako nepostradatelna technologie
Vv epidemiologickych studii. Na druhou stranu ma i své nevyhody, protoze je u této metody
relativné ¢asové naro¢ny postup, ktery muze trvat i nékolik dni. Nékdy mohou také riizné

rekombinace a genomové preskupeni €init sloZzitéjsi interpretaci vysledki metody PFGE (On et

al., 2003).

5.3.4 ldentifikace Arcobacter metodou PCR

Metody PCR jsou dalsi z vyznamnych identifikacnich technik se schopnosti detekovat
Arcobacter jako dilezité patogeny a jejich cilové geny. Tyto metody jsou mnohem rychlejsi
a pfesn¢js$i ve srovnani s kultivacnimi, mikroskopickymi a antigennimi testy, které maji
omezenou detekci na urovni druht (Zambri et al., 2019). Pro identifikaci Arcobacter-like se
pouzivaji metody PCR, které jsou zalozeny na konvenc¢ni PCR, multiplexni PCR, real-time
PCR a denaturacni gradientové gelové elektroforéza PCR. Vétsina téchto metod je zamétena
na rodovou identifikaci, anebo identifikaci na urovni druhu, nejCastéji A. butzleri ¢i
A. cryaerophilus (Levican and Figueras, 2013).

Bylo vytvoreno mnoho metod PCR, které slouzi k identifikaci Arcobacter-like species na
urovni druhu nebo rodu. Ve studii dle Harmon a Wesley (1996) bylo pro identifikaci
Arcobacter-like vyuzito genové specifického paru primert k amplifikaci fragmentu genu
16 SrRNA. Stanoveni se dale provadélo s vyuzitim potvrzovaci sondy hybridizujici
s generovanym produktem PCR. Tento postup pouziti PCR obohaceny biochemickymi
a cytotoxickymi testy byl vyuzit ve studii Villarruel et al. (2003) coz pomohlo k detekci

Arcobacter-like izolovanych z riznych masovych produkti. Metoda PCR dle Bastyns et al.
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(1995) vyuziva par primert specifickych pro rod Arcobacter a soucasné¢ vyuziva tfi pary
primert specifickych pro druhy A. butzleri, A. cryaerophilus a A. skirrowii. Tyto primery jsou
navrzeny na gen 23 S rRNA. Na podobném principu je navzena i studie dle Pentimalii et al.
(2009) kde se vyuzivaji ¢tyfi sady primerd, které jsou zaméfeny na geny GyrA a 16 S rRNA.
Tato studie PCR dle Pentimalii etal. (2009) je specifickd pro detekci A. butzleri,
A. cryaerophilus, A. skirrowii a A. cibarius izolované z drubeziho masa (Gonzalez et al., 2011;
Harmon and Wesley, 1997).

Pii identifikaci Arcobacter-like metodou PCR je vyuzivano schopnosti této metody
amplifikovat specifické oblasti DNA. Piima amplifikace je obtizna diky detekci malého
mnozstvi Arcobacter-like ve vzorcich. Z tohoto divodu je nutné pied samotnou PCR provést
krok obohaceni vzorku a naslednou purifikace bakterialni DNA. Metodu PCR lze provést za
pouziti specifickych sad primerd a specifickych sond DNA, zalozenych na 16 S rRNA.
Specifické sondy a primery nam tak umoznuji detekci patogent (Phillips, 2001). Ribozomalni
geny 16 S a 23 S rRNA jsou vzhledem k jejich velkému zastoupeni v buiice, mozaikové
struktute fylogeneticky konzervovanych a variabilnich oblasti, vhodné jako detekéni markery
konkrétnich mikroorganismili. Kromé genii 16 S a23 S rRNA byly nalezeny alternativni geny,
které maji vyssi variabilitu sekvence. Jedna se o geny gyrA, rpoB/C nebo hsp60, které se
ukazaly jako vhodné pro identifikaci arkobakterti (Gonzalez et al., 2011).

Multiplexni PCR je pouZzita pro identifikaci na trovni druhu. Metodou multiplexni PCR
jsou analyzovany kolonie s charakteristickou morfologii a dal§imi biochemickymi testy
odpovidajici Arcobacter-like species. Obohaceny bujon s koloniemi vykazujici charakteristiky
Arcobacter-like je prvné identifikovan dle Houf et al. (2000) pokud je vysledek negativni jsou
izolaty podrobeny dal$i analyze multiplexni PCR podle Douidahema et al. (2010) (Ferreira et
al., 2017). Primery zamefené na geny 16 S a 23 S rRNA jsou pouzity s nékolika modifikacemi,
bud’ na obohaceném médiu nebo na Cisté kultuie Arcobacter. Templatova DNA je extrahovana
metodou lyzi, kdy je suspenze mikroorganismi zahiivdna na teplotu asi 98 °C s naslednou
centrifugaci. Vznikly supernatant je pouzit jako templat DNA pro PCR reakci. Multiplexni PCR
zaCind krokem denaturace, kterd je provadéna za vysoké teploty okolo 94 °C po dobu
45 sekund, nésleduje Zihani primeru pfi teploté 61 °C po dobu 45 sekund a prodlouZeni fetézce
DNA pfi teploté 72 °C po dobu 30 sekund. Tyto kroky jsou provadény v termalnim cykleru.
Ziskané amplifikované produkty jsou detekovany elektroforézou na agar6zovém gelu, ktery je
obarven roztokem ethidiumbromidu. Amplikony, o definované velikosti jsou identifikovany

jako Arcobacter-like na zakladé intenzity zbarveni a molekulové hmotnosti, které jsou
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zachyceny pomoci pocitacové techniky (Zambri et al., 2019; Houf et al., 2000; Ferreira et al.,
2017).

K identifikaci arkobaktert 1ze kromé mutliplex PCR pouzit i kvantitativni testy PCR. Jedna
se o rodové specifické testy PCR. V kvantitativnim testu se vyuziva bud’ TagMan real-time
PCR, nebo se vyuziva SYBR Green I real-time PCR. TagMan real-time PCR pouziva dva
nezavislé systémy PCR-primer-sonda, kdy jeden je specificky na gen rpoB/C a druhy je cileny
na 23 S rRNA pod jednotku. Real-time PCR s vyuzit SYBER Green je specificky pro gen gyrA
a 16 S rRNA pod jednotku (Hausdorf et al., 2013). Obrazek 13 nam znazornuje vysledek
multiplexni PCR, kde ve sloupci 1 a 14 je znazornény marker DNA, 2 a 15 jsou negativni
kontroly, 3 a 16 jsou pozitivni kontroly, 4-13 a 17-20 jsou potvrzené izolaty Arcobacter butzleri
(Celik and Unver, 2015).

12 3 456 7 8 9101112 13 141516 17 18 19 20

«401 bp

Obrazek 13 Vysledek multiplexni PCR u izolatu Arcobacter-like (Celik and
Unver, 2015)

Techniky PCR je také mozné kombinovat s kultivaci coz je povazovano za spolehlivou
arychlou metodu, pro hodnoceni kontaminace potravin arcobactery. Kromé¢ vhodnych sad
primert je zapotiebi provést piedbézné selektivni obohaceni. Arcobacter-like se obohacuje dle
protokolti vyvinutych piivodné pro leptospiry anebo kampylobaktery s jistymi modifikacemi
jako je napf snizeni teploty. Po 16 hodinach kdy probiha obohaceni Arcobacter, nasleduje PCR
zamétend na 16 S rRNA. (Phillips, 2001; Gonzalez et al., 2001).

Metody PCR jsou schopné detekovat patogeny a geny mnohem rychleji a piesnéji nez
metody kultivac¢ni, mikroskopické nebo antigenni testy (Zambri et al., 2019). PCR se velice
osvédéila diky mozné detekci specifické pro rod nebo druh Arcobacter, v zavislosti na
specificnosti detek¢niho systému (Hénel et al., 2016). Metody PCR poskytuji vyhody

Vv rychlosti, citlivosti, specifi¢nosti i schopnosti detekovat mal¢ mnozstvi cilové nukleové
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kyseliny, zajistuji spolehlivou identifikaci rutinnich i nejednozna¢nych patogent. Tyto
informace jsou dulezité pro diagnostiku onemocnéni, epidemiologické studie, a i pro vyzkum

(Feraet al., 2004).
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Z.aveér

Typizacni metody jsou zasadni pro identifikaci mikroorganismili a jsou tedy nedilnou
soucasti pii 1é€bé Sirokého spektra onemocnéni. Metody typizace se stale rychle vyviji,
zdokonaluji a hlavné automatizuji. Genotypové metody jsou pro identifikaci mikroorganismi
znacn¢ presnéjsi, citlivéjsi, reprodukovatelnéjsi, a proto jsou také mnohem vice pouzivany.
Presto se genotypizace stale neobejde bez metod fenotypovych, které zahrnuji kultivaci,
biochemické a dalsi testy zalozenych na fenotypovych znacich mikroorganismu.

Nedavno reklasifikovana ¢eled” Arcobacteraceae si ziskava znacnou pozornost. Rody z této
¢eledi jsou znacné rozsifeny, a to jak ve vodnich zdrojich sladkych i slanych vod, tak v riznych
potravinach, dokonce jsou tyto rody izolovany i z riznych zvifat. Doposud neni zcela znam
zpisob prenosu téchto rodi. Lidé 1 zvifata se nejcastéji pravdépodobné nakazi prave
z kontaminované potravy, anebo z kontaminované vody. Ztohoto divodu je dulezité
dodrzovani hygienickych postupti pii konzumaci a pii upravé potravin nebo na jatkach coz
muze byt jedna z moznosti, jak Sifeni a nakazy zpisobené rody Arcobacter-like eliminovat.
Znepokojujicim faktorem je také zvysujici se odolnost Arcobacter-like vici bézné pouzivanym
antimikrobidlnim latkam.

Identifikace rodu Arcobacter-like je zna¢né obtizna, donedavna se velmi snadno tyto rody
zaménovaly s rody Campylobacter, diky jejich izké podobnosti. Genotypové metody zalozené
na DNA a zejména techniky zalozeny na PCR, jsou zaméfeny na identifikaci rodu
Arcobacter-like anebo pouze na A. butzleri. Mezi dalsi metody pouzivané k identifikaci
Arcobacter-like patii AFLP, ktera je rychla, levna a vhodna pro typizaci velkého poctu izolatd,
na provedeni je jednodusi nez napt. metody MLST a PFGE. Pii pouziti jakékoli typizacni
metody pro identifikaci Arcobacter-like nedosahneme zcela 100 % vysledkd. Kazda
z pouzitych metod vykazuje jistou miru chybné identifikace. Je v§ak pravdépodobné, Ze metody
typizace se budou stale zdokonalovat a detekce Arcobacter-like bude ¢im dal pfesnéjsi. Stejné

tak charakterizace a kontrola tohoto nové¢ vznikajiciho potravinového patogenu.
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