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Anotace 

Bakalářská práce je věnována obecně typizaci a typizačním metodám, především rozdělení 

těchto metod, jejich popisu a také kritériím pro vhodný výběr typizačních metod. Významná 

část bakalářské práce se zabývá potravinovými patogeny řadícími se do čeledi 

Arcobacteraceae. Závěrečná část práce hodnotí typizační metody, které se zaměřují na typizaci 

Arcobacter-like bakterií. 
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Úvod 

Typizace neboli klonální analýza se zabývá bližší klasifikací mikroorganismů. Typizační 

metody prokazují genotypové a fenotypové znaky specifické pro izoláty, které lze použít 

k objasnění zdrojů a cest šíření bakterií (Belkum et al., 2001). Důležitá je především typizace 

a identifikace patogenních mikroorganismů tedy těch, kteří způsobují infekce u lidí nebo zvířat. 

Získané informace nám poté umožňují předvídat etiopatogenní důsledky těchto patogenních 

mikroorganismů, jejich klinický vývoj a aplikaci účinné antimikrobiální terapie. Tato 

identifikace musí být nejen klinicky užitečná, ale i především rychle proveditelná 

(Castro-Escarpulli et al., 2015). 

Typizaci můžeme rozdělit na dvě velké skupiny. Fenotypové typizační metody, pod které 

spadá např. sledování antimikrobiální citlivosti, biotypizace, sérotypizace nebo fágová 

typizace. Mezi genotypové typizační metody řadíme PCR, sekvenování DNA, ribotypizaci 

nebo PFGE. 

Ve své práci se blíže zaměřím na typizační metody využitelné a také aplikovatelné pro 

typizaci bakteriální čeledi Arcobacteraceae. Přesná typizace zástupců této čeledi má velký 

význam, jelikož tato čeleď zahrnuje rody a druhy, které jsou považovány v současné době za 

patogeny přenášené potravinami, vodou či se jedná o potencionální původce zoonóz (Wang et 

al., 2020). 
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1  Typizace a typizační metody 

Typizace (klonální analýza) slouží především k zařazení mikroorganismů mezi jednotlivé 

kmeny (klony). Mikrobiální typizace je používána k určení zdroje a cesty nákazy, k potvrzení 

nebo vyloučení ohnisek onemocnění, ke sledování křížového přenosu patogenů, k rozpoznání 

virulentních kmenů a také k vyhodnocení účinnosti kontrolních opatření (Karimi et al., 2018).  

Typizační techniky zlepšují naše znalosti v oblasti epidemiologie mikroorganismů. Široké 

uplatnění mají zejména v diagnostice mikroorganismů nebo ve výzkumu patogeneze 

mikroorganismů. Schopnost rozlišovat mezi kmeny patogenních mikroorganismů je pro nás 

zásadní pro epidemiologickou a dozorovou analýzu, studium struktury a dynamiky populace 

mikroorganismů a také pro vylepšení strategie kontroly veřejného zdraví. Aby bylo dosaženo 

takovýchto cílů, bylo navrženo několik typizačních metod (Pérez-Losada et al., 2017).  

Postupy typizačních metod jsou specifické pro různé fenotypové nebo genotypové 

charakteristiky. Typizační metody jsou obecně použitelné pro jakýkoliv mikrobiální druh nebo 

mikrobiální rod (Belkum et al., 2001). Jednou z typizačních metod je tradiční fenotypová 

typizace používaná již mnoho let, která je založena na analýze fenotypových 

vlastností – např. sérotypizace, biotypizace, fágová typizace či analýza antibiogramů 

(Foxman et al., 2005). Mezi další typizační metody řadíme novější genotypové metody 

založené na analýze genetické příbuznosti, a to buď na nepřímé (např. fingerprintové metody) 

nebo na přímé analýze příbuznosti pomocí sekvence vybraných genů 

(Meltner and Malmgren, 2014). Tabulka 1 zobrazuje nejčastěji používané metody v klinických 

laboratořích, které jsou vhodné pro bakteriální typizaci a identifikaci. 

 

Tabulka 1 Metody používané v klinických laboratoří pro bakteriální identifikaci nebo typizaci 

(Castro-Escarpulli et al., 2015) 

 

Fenotypové metody Genotypové metody 

Biochemické reakce Ribotypizace 

Serologická typizace Ligázová řetězová reakce (LCR) 

Citlivost k antibakteriálním látkám Analýza polymorfismu plazmidů 

 Fagotypizace 
Polymerázová řetězová reakce (PCR) a 

její varianty 

Citlivost na bakteriociny Pulzní gelová elektroforéza (PFGE) 

Profil buněčných proteinů Multilokusová sekvenční typizace (MLST) 
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1.1 Kritéria pro hodnocení typizačních metod 

Před použitím jakékoli typizační metody musí být prokázaná její vhodnost. Každá typizační 

metoda je validována a hodnocena řadou kritérií. Typizační metody jsou hodnoceny z hlediska 

jejich výkonu (reprodukovatelnost, typizovatelnost atd.) a komfortu použitelnosti 

(rychlost, cena, dostupnost reagencií) (Adzitey et al., 2013). Kritéria výkonu stanovují hodnotu 

metody a taktéž její vhodnost pro typizaci konkrétního mikrobiálního druhu. Kritéria 

proveditelnosti jsou důležitá pro výběr vhodné metody v závislosti na finanční a technické 

dostupnosti (Belkum et al., 2007). 

Typizační systém by měl být reprodukovatelný, lehce aplikovatelný s vysokou 

diskriminační kapacitou a měl by poskytovat snadno interpretovatelné výsledky 

(Castro-Escarpulli et al., 2015), zároveň musí být rychlý a levný. Pokud se typizační metoda 

používá pro nepřetržitý provoz, musí v průběhu studovaného období přinést především 

výsledky s vysokou stabilitou izolátu. Díky tomu je možné interpretovat účinná opatření pro 

zpětnou kontrolu. Dále je vhodné, aby byly tyto typizační metody použitelné pro širokou škálu 

mikroorganismů (Sabat et al., 2013).  

 

1.1.1  Kritéria výkonu 

Stabilita 

Stabilita epidemiologických markerů podmiňuje schopnost typizačního systému rozpoznat 

klonální příbuznost kmenů, a to navzdory fenotypové nebo genotypové variaci, ke které může 

dojít během laboratorního uchování a replikace nebo během klonálního šíření v přírodě 

(Struelens et al., 1996). Při testování stability je potřeba zpracovat více subkultur stejného 

izolátu skladovaných za různých podmínek a ve stejném cyklu, aby se minimalizovaly 

laboratorně zavedené variace daného mikroorganismu (Belkum et al., 2007). 

Typizovatelnost 

Typizovatelnost lze chápat jako procentuální vyjádření počtu izolátů, které je možné 

typizační metodou zařadit do rodu, druhu nebo poddruhu, v poměru k jejich celkovému počtu 

(Hamal et al., 2007). 
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Diskriminační síla 

Chápeme ji jako průměrnou pravděpodobnost, při které typizační systém přiřadí stejný typ 

kmene kmenům náhodně vzorkovaným ze stejné skupiny (Foxman et al., 2005). Diskriminační 

síla je ovlivněna mnoha faktory, jako jsou použité enzymy, primery, enzymatické, či 

amplifikační podmínky (Li et al., 2009). V případě fenotypových metod je diskriminační síla 

nízká. U metod dochází k málo shodám s dostupnými epidemiologickými podklady, je to 

způsobeno díky možné podobnosti fenotypových vlastností odlišných kmenů 

(Castro-Escarpulli et al., 2015). 

Reprodukovatelnost 

Jedná se o schopnost typizační metody dosáhnout stejného výsledku při každém provedení 

stejného testu (Li et al., 2009). Při zjišťování reprodukovatelnosti metody jsou jednotlivá 

měření prováděna se změnou některých podmínek např. časový odstup, změna místa nebo 

měřícího přístroje. Metody poskytující vysokou reprodukovatelnost umožňující začlenění 

výsledků do databází a analyzování specializovaným softwarem (Belkum et al., 2007). 

 

1.1.2  Kritéria pro komfort použitelnosti 

Rychlost 

Týká se času potřebného k přechodu z bakteriálních izolátů do konečných výsledků 

typizace. Nejlepšího času lze dosáhnou pomocí metod, které se aplikují přímo na klinické 

materiály, tzn. postupy nezávislé na izolované kultuře (Belkum et al., 2007). Čas potřebný 

k získání výsledků je jedním z důležitých aspektů při výběru typizační metody (Li et al., 2009). 

Dostupnost a obtížnost aplikace metody 

Závisí na dostupnosti reagencií, vybavení a dovednostech v dané laboratoři. Lehkost použití 

zahrnuje technickou jednoduchost, pracovní zátěž a vhodnost pro zpracování velkého množství 

izolátů, snadné bodování a interpretaci výsledků (Belkum et al., 2007). Z praktického hlediska 

by měl být typizační systém především snadno použitelný a interpretovatelný 

(Castro-Escarpulli et al., 2015). Při výběru typizační metody je důležitým aspektem také 

obtížnost dané techniky (Li et al., 2009). 

Finanční nákladnost 

Řadíme sem náklady na zařízení, servis, cenu potřebného vybavení, snadnou dostupnost 

náhradních dílů a náklady na spotřební reagencie. Dále personální náklady, které závisí na počtu 

a platové třídě personálu, jeho zaškolení a kompetencí pro akreditaci (Belkum et al., 2007).  
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Tabulka 2 Přehled charakteristik několika v současné době používaných metod mikrobiální 

typizace (upraveno dle Belkum et al., 2001; Stefani et al., 2012; Saghrouni et al., 2013; Rodriguez 

et al., 2016) 

PFGE – Pulzní gelová elektroforéza; PCR – Polymerázová řetězová reakce; AFLP – Amplifikovaný polymorfismus délky 

fragmentů; MLST – Multilokusová sekvenční analýza 

Graf 1 Analýza počtu vědeckých 

publikací využívající fenotypové 

metody pro typizaci mikroorganismů 

(Brzozowski et al., 2017) 

 

Graf 2 Analýza počtu vědeckých publikací 

využívající genotypové metody pro typizaci 

mikroorganismů (Brzozowski et al., 2017) 

 

Metoda Typizovatelnost Reprodukovatelnost Obtížnost Náklady 

Fenotypové metody 

Antibiogram Dobrá Dobrá Snadná Nízké 

Biotypizace Vynikající Proměnlivá Snadná Nízké 

Sérotypizace Variabilní Dobrá Snadná Vysoké 

Fagotypizace Variabilní Proměnlivá Snadná Nízké 

Proteinová 

Analýza 

Variabilní Variabilní Snadná  Vysoké 

Genotypové metody 

Ribotypizace Vysoká Problematická Náročná Vysoké 

PFGE Vysoká Vysoká Zdlouhavá Vysoké 

PCR Vysoká  Dobrá Snadná Vysoké 

AFLP Vysoká  Dobrá Obtížná Nízké 

MLST Dobrá Vysoká Snadná Vysoké 

MLEE – Multi-lucus enzymová elektroforéza; 

MALDI-TOF-MS – Hmotnostní spektrometrie s 

laserovou desorpcí a ionizací 

 

PFGE – Pulzní gelová elektroforéza; RFLP – 

Polymorfismus délky restrikčních enzymů; AFLP – 

Amplifikovaný polymorfismus délky fragmentů; 

RAPD – Náhodný amplifikovaný polimorfismus 

DNA; MLST – Multilokusová sekvenční analýza; 

WGS – Sekvenování celého genomu 



19 

 

2  Fenotypové metody 

Fenotypové metody jsou využívány v epidemiologii a diagnostice mikroorganismů. Při 

identifikaci mikrobiálních izolátů fenotypizací je důležitá přítomnost nebo nepřítomnost 

metabolických a biologických aktivit izolovaného organismu (Brzozowski et al., 2017; 

Eberle and Kiess, 2012). Fenotypizace zahrnuje sledování a hodnocení morfologie, barvy, 

zápachu a dalších makroskopických rysů kolonií (Belkum et al., 2007). Dále sem můžeme 

zařadit biotypizaci, sérotypizaci, fágová typizace, analýza antiobiogramu a metody proteinové 

analýzy. Jelikož mikroorganismy můžou měnit genovou expresi v závislosti na prostředí, 

mohou dva geneticky ideální organismy být fenotypově uznány jako navzájem odlišné. 

V opačném případě existuje možnost jednotlivých bodových mutací, inzerce nebo delece mezi 

izoláty jednoho kmene, které mohou pozměnit fenotyp (Brzozowski et al., 2017). 

Pomocí fenotypových metod můžeme identifikovat mikroorganismy na úrovni druhu, méně 

často na úrovni kmene. Fenotypizace mikroorganismů je vyhodnocována kombinací výsledků 

z více fenotypových metod. Fenotypová identifikace je především založena na srovnávání 

fenotypových charakteristik neznámých mikroorganismů s charakteristikami typové kultury 

(Castro-Escarpulli et al., 2015). Dále je založena na údajích poskytnutých všemi typizačními 

metodami, které nejsou založeny na analýze DNA nebo RNA, včetně chemotaxonomických 

metod, které informují o chemickém složení mikrobiálních buněk. 

Fenotypové metody samy o sobě nestačí k úplné identifikaci mikroorganismů a musí být 

doprovázeny genotypovou analýzou (Doneli et al., 2012). Všechny tyto metody vyžadují 

přísnou standardizaci z důvodu náchylnosti fenotypu ke změnám podmínek prostředí 

(Belkum et al., 2007). 

 

2.1 Biotypizace a proteinová analýza 

Metody založené na biotypizaci jsou snadné na provedení, relativně levné a rychlé. Díky 

těmto charakteristikám jsou tyto metody vhodné pro rychlou identifikaci izolátů 

(Eberle and Kiess, 2012).  

Biotypizace bakterií je založena na metabolitických aktivitách mikroorganismů 

(Brzozowski et al., 2017). Tyto aktivity mohou být popsány pomocí biochemických reakcí 

(Eberle and Kiess, 2012), které zahrnují enzymatickou aktivitu, produkci plynu, zkvašování 

glukósy a sledování dalších biochemických reakcích izolovaného mikroorganismu 

(Donelli et al., 2012).  
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I přes značnou proteinovou podobnost mezi jednotlivými druhy má každý mikroorganismus 

charakteristický proteinový profil „otisk prstu“. Při identifikaci konkrétního mikroorganismu 

lze využít právě rozdílů v expresi proteinů (Váradi et al., 2017). Metody analýzy proteinů 

můžeme provádět pomocí elektroforézy nebo lze proteiny identifikovat hmotnostní 

spektroskopií (Brzozowski et al., 2017). Následně se proteiny porovnávají se vzorci 

celobuněčných, denaturovaných proteinů nebo se vzorci proteinů na vnějších membránách 

mikroorganismu s referenčními databázemi (Olsen et al., 2011). 

Biotypizace i proteinová analýza se také můžou provádět pomocí automatizovaných nebo 

poloautomatizovaných systémů jako jsou MALDI-TOF MS, MIKROLA a VITEK 

(Brzozowski et al., 2017).  

 

 

Obrázek 1 Schéma MALDI-TOF MS pro identifikaci 

mikroorganismů (Pavlovic et al., 2013) 

 

Výsledky získané z automatických nebo poloautomatických systémů se uvádí jako procento 

podobnosti známých druhů. Obvykle se uvádí 80 % a více jako dostatečné pro druhovou 

identifikaci, zřídka kdy je výsledek 100 % (Meltner and Malmgren, 2014). Tyto výsledky jsou 

tak srovnatelné s výsledky standardizovaných testů nebo s databázemi profilů známých druhů 

mikroorganismů (Castro-Escarpulli et al., 2015). Reprodukovatelnost metody závisí především 

na studovaném organismu (Belkum et al., 2007). 

MALDI-TOF MS má velký význam při typizaci epidemiologických kmenů a detekci 

antimikrobiální citlivosti. Metoda hmotnostní spektroskopie je založena na detekci spektrálních 

znaků pocházejících z proteinů. Jedná se o proteiny ribozomální a proteiny vázající nukleové 

kyseliny (Giacometti et al., 2018). Tato metoda je založena na generování profilu molekul 

biomarkrů pomocí měření přesného poměru hmotnosti a náboje peptidu a proteinu 

(Alispahic et al., 2010). Pro analýzu pomocí automatizovaných systémů jsou potřeba 
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specializovaná zařízení, jako je laserový denzitometr a počítačové programy pro porovnávání 

vzorků. Tyto metody prokázaly špatnou diskriminační schopnost (Olsen et al., 2011). 

 

 

Obrázek 2 Schéma principu metody MALDI-TOF MS 

(Pavlovic et al., 2013) 

 

2.2 Sérotypizace 

Sérotypizace jsou spolehlivé, vysoce diskriminační, reprodukovatelné metody se širokou 

použitelností (Belkum et al., 2007). Pro dosažení nezvratných výsledků může být sérotypizace 

časově i finančně náročná, jelikož je pro takovéto výsledky nezbytné využití velké sady drahých 

antisér (Sabat et al., 2013).  

Metody sérotypizace využívají odlišností v povrchových strukturách mikroorganismů. Pro 

detekci těchto povrchových struktur jsou používána komerčně dodávaná antiséra a protilátky 

(Eberle and Kiess, 2012). Sérotypizace tedy funguje na velmi podobném principu jako 

imunologická typizace (Liu et al., 2011). Mezi sérotypizační metody můžeme zařadit 

aglutinaci, precipitaci, imunoflurescenci, jako modernější metody můžeme uvést metodu 

ELISA nebo Western blotting (Olsen et al., 2011). Typicky se sérotypizace provádí sklíčkovou 

metodou za použití sad antisér, které po reakci s izolátem definují konkrétní sérotyp 

mikroorganismu (Jenkins et al., 2017). 

 

2.3 Fagotypizace 

Fagotypizace je založena na rozlišování antigenně a biochemicky shodných bakteriálních 

kmenů pomocí standardních specifických bakteriofágů (Abedon et al., 2009). Základním 

principem fágové typizace je hostitelská specifita bakteriofágů. Na tomto základě bylo vyvinuto 
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několik schémat fágové typizace pro sérovary klinického nebo epidemiologického významu 

(Crump and Wain, 2017). Bakteriofág (fág) je vir schopný infikovat bakterie a způsobit jejich 

rozklad. Fágy jsou extrémně hojné ve vodním a suchozemském prostředí a jsou přítomny všude 

tam, kde mohou jejich hostitelské bakterie prospívat (Abedon et al., 2009). 

Tato technika byla po mnoho let používána jako referenční metoda epidemiologických 

studií. Diskriminační síla této metody se může lišit v závislosti na zvolení typu bakteriofága 

a na typu testované bakterie. Výhodou je, že není třeba drahého specializovaného vybavení. 

Samotná typizace bakterií pomocí bakteriofága však nemusí stačit k identifikaci kmene a zdroje 

ohniska nákazy (Brzozowski et al., 2017).  

 

2.4 Testování citlivosti mikroorganismů na antibiotika 

Testování citlivosti mikroorganismů na antibiotika slouží k posouzení pravděpodobnosti, 

zda konkrétní antimikrobiální látka bude účinná k léčbě infekce způsobené konkrétním 

mikroorganismem (Wanger et al., 2017). Mezi hlavní fenotypové metody citlivosti 

mikroorganismů na ATB řadíme metodu diskové difúze a metodu testování minimální inhibiční 

koncentrace (Banaei et al., 2016). Testování citlivosti mikroorganismů na antibiotika je stále 

důležitější při léčbě infekčních onemocnění, jelikož se mezi mikroorganismy stále šíří 

schopnost rezistence na antibiotika. To má samozřejmě dopad jak na empirickou, tak na 

definitivní terapii. Díky těmto novým fenotypům rezistence u mikroorganismů je někdy obtížné 

stanovit citlivost mikroorganismů na antibiotika (Tenover, 2009). Užitečnost této metody závisí 

na stabilitě mikroorganismu vůči lékové rezistenci. Testování citlivosti mikroorganismů na 

antibiotika je jednoduchá, levná a rutinně používaná metoda (Brzozowski et al., 2017).  

Metoda diskové difúze spočívá v umístění disků nasycených antimikrobiálními látkami na 

povrch agarového média, které je naočkované bakteriálním izolátem. Po následné inkubaci se 

hodnotí velikost inhibiční zóny kolem disku (Tenover, 2009).  

Minimální inhibiční koncentrace představuje nejnižší koncentraci antimikrobiální látky, 

která inhibuje viditelný růst mikroorganismů. Tato hodnota je důležitá pro potvrzení rezistence 

mikroorganismů na antimikrobiální látku a také pro stanovení účinnosti nových antibiotik 

(Wanger et al., 2017). Mezi metody, které využívají hodnotu minimální inhibiční koncentrace, 

řadíme diluční metodu, mikrodiluční metodu nebo metodu E-testu (Tenover, 2009).  

Metody testování citlivosti mikroorganismů na antibiotika rozlišují izoláty na citlivé nebo 

rezistentní. Výsledek vyhodnocen jako kmen citlivý znamená, že organismus bude 

pravděpodobně reagovat na léčbu antibiotikem ve standardní dávce. Rezistentní výsledek 
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znamená, že organismus pravděpodobně nebude reagovat na léčbu tímto antibiotikem 

(Banaei et al., 2016).  

Obrázek 3 znázorňuje v části A je znázorněn diskový difúzní test. Okolo disků jsou 

viditelné inhibiční zóny růstu mikroorganismu. Inhibiční zónu nevidíme v okolí disku, který je 

konkrétně v tomto případě napuštěn ampicilinem. V části B je vyobrazen E-test, který v tomto 

případě ukazuje výsledky pro vankomicin a teikoplainin. Hodnotu minimální inhibiční 

koncentrace odečítáme ze spodní části elipsy na přiloženém proužku. V části C je znázorněn 

test na citlivost antibiotik pomocí mikrodiluční metody (Tenover, 2009). 

 

  

Obrázek 3 Výsledky testování citlivosti mikroorganismů na 

antibiotika (Tenover, 2009) 
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3  Genotypové metody 

Genotypové metody hodnotí širokou škálu jedinců včetně mikroorganismů, a to s ohledem 

na jejich celkovou strukturu, přesnou nukleotidovou sekvenci nebo s ohledem na přítomnost či 

nepřítomnost plazmidů (Belkum et al., 2007). Genotypové metody poskytují citlivější 

diferenciaci kmenů a vyšší úroveň standardizace, reprodukovatelnosti a diskriminační síly 

oproti metodám fenotypizace (Eberle and Kiess, 2012). Genotypizace umožňuje identifikaci 

mikroorganismů na základě variability v jejich genomech, které mohou být způsobeny 

genetickou rekombinací nebo mutací, která vzniká během replikace. Čím více je rozdílů 

v DNA, tím méně jsou zkoumané mikroorganismy příbuzné (Brzozowski et al., 2017).  

Ideální metoda genotypizace by měla být použitelná na všechny izoláty, reprodukovatelná, 

rozlišitelná, rychle a snadno proveditelná a měla by být efektivní z hlediska fiannčních nákladů. 

Volba, kterou z těchto genotypizačních metod použít závisí také kromě citlivosti nebo 

reprodukovatelnosti metody především na dostupnosti nutného vybavení a na kvalifikaci 

personálu dané laboratoře (Li et al., 2009). 

Běžně používané genotypové metody typizace jsou ribotypizace, PCR, PFGE 

a amplifikovaný polymorfismus délky fragmentů (AFLP) (Eberle and Kiess, 2012). Tyto 

metody jsou založeny na restrikční analýze DNA, polymerázové řětězové reakci, na amplifikaci 

a identifikaci polymorfismů specifické sekvence DNA (Donelli et al., 2012). Pro analýzu 

genotypovými metodami je potřeba rozštěpení genomu mikroorganismu pomocí restrikčních 

enzymů. Tímto štěpením získáme jednotlivé fragmenty DNA o různých velikostech, které dále 

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

 

3.1 Ribotypizace 

Ribotypizace je jednou z genotypizačních metod vhodných k identifikaci a klasifikaci 

mikroorganismů. Tato metoda využívá rozdílu v rRNA mikroorganismu (Donelli et al., 2012). 

Ribotypizace je nejpoužívanější varianta metody RFLP neboli analýzy délky restrikčních 

fragmentů (Li et al, 2009).  

Pro provedení ribotypizace je nutné izolovat genomovou DNA, která je následně rozštěpena 

za pomoci restrikčních enzymů. Vzniklé fragmenty jsou odděleny elektroforézou. Fragmenty 

jdou dále za pomoci blotovacích technik přeneseny na nylonovou membránu. Membrána 

s fragmenty DNA je hybridizována značenou sondou, která je komplementární ke specifickým 

sekvencím 16 S RNA a 23 S RNA. Dojde tak ke zvýraznění fragmentů, které budou obsahovat 
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gen rRNA (Eberle and Kiess, 2012). Jelikož jsou strukturní geny rRNA univerzální, je možné 

metodu ribotypizace použít bez předchozí znalosti genomové sekvence DNA. Výsledky této 

metody jsou snadno interpretovatelné díky vytváření menšího počtu fragmentů (Li et al., 2009).  

Kvůli pracovní náročnosti byly vyvinuty automatizované systémy (Hata, 2010), které 

zvyšují citlivost, rychlost a spolehlivost identifikace. Automatizovanou ribotypizaci lze použít 

v kombinaci s jinými metodami, jako jsou např. MLST, RFLP, PCR (Eberle and Kiess, 2012).  

 

3.2 Pulzní gelová elektroforéza  

Pulzní gelová elektroforéza (PFGE) je považována za zlatý standard genotypových metod 

(Sabat et al., 2013). Poskytuje nám informace o identifikaci na úrovni kmene. PFGE vyvinul 

David Schwartz v roce 1984 pro separaci molekul DNA větších než 10 kbp. Přesto tato metoda 

není vhodná pro rutinní provoz, jelikož je časově náročná, a to v řádů několika dnů (Donelli et 

al., 2012). Metoda pulzní gelové elektroforézy zahrnuje vložení bakteriálních buněk do bloků 

agarového gelu. Zde jsou bakteriální buňky podrobeny štěpení genomové DNA pomocí 

specifické restrikční endonukleázy. U vzniklých fragmentů DNA dochází k frakcionaci 

a oddělení fragmentů podle jejich velikosti za pomocí střídavého elektroforetického pole. 

Výsledné vzory DNA na agarovém gelu jsou odlišné a označují se jako DNA fingerprint nebo 

PFGE pattern, který je určován počtem a umístěním restrikčních míst v bakteriálním genomu 

(Wang et al., 2015). Za pomoci počítačového gelového skenování a analýzy byly vytvořeny 

softwarové datové banky vzorců PFGE, které umožňují srovnání kmenů a identifikaci 

fylogenetického vztahu s jinými kmeny (Magalhäes et al., 2014). 

Tato metoda má vysoký diskriminační index a epidemiologické shody. Metoda PFGE se 

vyznačuje také vynikající typizovatelností. Během posledních let byly vytvořeny mezinárodní 

databáze DNA fingerprint, které umožňují sledování šíření patogenních mikroorganismů 

(Sabat et al., 2013). PFGE se vyznačuje také vysokou reprodukovatelností za podmínky použití 

standardních protokolů. Má také několik nedostatků zejména časovou náročnost a potřebné 

drahé vybavení (Eberle and Kiess, 2012).  

 

3.3 Polymerázová řetězová reakce 

Polymerázová řetězová reakce (PCR) je velmi citlivá molekulárně-biologická technika 

používaná pro amplifikaci specifického fragmentu DNA a to za pomoci jednoduché 

enzymatické reakce, při které dochází k několikanásobné replikaci specifické oblasti DNA. 

PCR je revoluční metodou především v oblasti molekulární biologie a lékařského výzkumu. Je 
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také široce používána napříč různými obory (Jalali et al., 2016). Metoda polymerázové řetězové 

reakce je důležitá v diagnostice infekčních onemocnění. Tato metoda se uplatňuje i v oblasti 

forenzní analýzy, testu otcovství a také v molekulární biologii. Je to vysoce specifická a citlivá 

metoda (Rahman et al., 2013). 

K provedení testu PCR je vyžadována přítomnost templátové DNA, primerů, nukleotidů 

a DNA polymerázy, která spojuje jednotlivé nukleotidy dohromady za vzniku produktu PCR. 

Při polymerázové enzymatické reakci je templátová DNA amplifikována vymezením dvojic 

sousedících primerů (Castro-Escarpulli et al., 2015). Primery, které v reakci využíváme, jsou 

převážně oligonukleotidy, které jsou díky své komplementaritě navázány k templátové DNA. 

Tyto primery jsou nezbytné pro zahájení syntézy DNA za účasti DNA polymerázy 

(Garibyan and Avashia, 2013). PCR reakce se provádí v prostředí tepelného cyklování. Jedná 

se o mechanismus, který zajistí opakované zahřívání a ochlazování roztoku, který obsahuje mj. 

templátovou DNA. Tento proces zajišťuje přesnou teplotu pro každý krok reakce PCR 

(Rahman et al., 2013). Polymerázovou řetězovou reakcí dochází k exponenciální tvorbě kopií 

templátové DNA. Produktem této reakce je tedy několikanásobné navýšení DNA 

(Garibyan and Avashia, 2013).  

 

 

Obrázek 4 Schéma principu polymerázové řetězové 

reakce (Garabian and Avashia, 2013). 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4102308/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4102308/
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Proces amplifikace polymerázové řetězové reakce má dvojí účel, a to zvýšit počet molekul 

představující konkrétní cílové místo a označit ho. Nejčastěji pomocí fluorescenčního barviva, 

které umožní detekci. Kromě fluorescenčního značení lze použít i chemická barviva, jako je 

ethidiumbromid (Butler, 2012). Pro vizualizace produktů PCR se nejčastěji používá 

elektroforéza na agarovém gelu. Umožňuje nám stanovení přítomnosti a velikosti získaných 

produktů PCR. 

Tyto produkty PCR můžou být snadno kontaminovány díky vysoké citlivosti metody. Tato 

kontaminace nám může poskytnout falešné výsledky metody PCR. Nevýhodou této metody 

jsou také použité primery, které se mohou nespecificky hybridizovat se sekvencemi 

podobnými, ale ne úplně identickými s cílovou DNA (Garibyan and Avashia, 2013). Vedle 

klasické PCR metody byly popsány i další modifikace za účelem rozšířit aplikaci PCR v praxi. 

 

3.3.1  Vnořená PCR 

Vnořená polymerázová řetězová reakce byla navržena ke zlepšení citlivosti a specificity 

PCR. Tato modifikace PCR snižuje případné kontaminace templátové DNA, ke kterým může 

docházet při náhodné vazbě primerů. Vnořená PCR se provádí za použití dvou různých sad 

primerů ve dvou po sobě následujících cyklech PCR (Rahman et al., 2013).  

První reakční amplifikace PCR o 15-30 cyklech s použitím jednoho páru primerů generuje 

reakční produkt, který se používá jako templát pro další reakční amplifikaci PCR pomocí 

primerů, které nasedají na místa v prvním amplikonu a zesilují vnitřní sekvenci. Pokud je první 

produkt PCR amplifikován z požadované sekvence, vygeneruje druhá reakce produkt 

očekávané velikosti (Wilczynski, 2009). 

Zvýšená citlivost plyne z vysokého počtu celkových cyklů a zvýšená specificita plyne 

z nasednutí druhé sady primerů na sekvence produkované v první reakci PCR (Shen, 2019). 

 

3.3.2  Polymerázová řetězová reakce s reverzní transkripcí 

Polymerázová řetězová reakce s reverzní transkripcí (RT-PCR) je metoda, která využívá 

dvou samostatných enzymatických reakcí, a to za předpokladu je-li výchozím materiálem RNA. 

Při první enzymatické reakci dochází k tvorbě DNA pomocí reverzní transkriptázy, která je 

komplementární k cílové sekvenci RNA. Tato vzniklá komplementární DNA se jinak označuje 

jako cDNA. Druhá enzymatická reakce zajišťuje zesílení již vzniklé cDNA s využitím 

Tag DNA polymerázy (Eberle and Kiesse, 2012).  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B978012374513200004X
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4102308/
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/nested-polymerase-chain-reaction%20amplifikace%20NK%202019
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RT-PCR lze provést v jednom nebo ve dvou krocích. Jednokroková RT-PCR je prováděna 

v jedné zkumavce, kde probíhají současně obě enzymatické reakce. V případě dvou krokové 

metody dochází k přenosu syntetizované cDNA do druhé zkumavky, kde probíhá následná PCR 

reakce. Oba postupy mají své výhody i nevýhody. Jednokroková RT-PCR je snadno 

proveditelná a ideální pro screening s vysokou propustností. Dvoukroková RT-PCR je vhodná 

pro detekci více transkriptů z jedné cDNA nebo k jejímu uchování a pozdějšímu využití 

(Jalali et al., 2017). 

RT-PCR je citlivá metoda, která je schopná měřit více cílových sekvencí v každém vzorku 

(Eberle and Kiess, 2012). Tato metoda je široce využívána napříč různými obory, ale převážně 

se používá k mapování exprese určitých genů (Rahman et al., 2013). 

 

3.3.3  Kvantitativní PCR v reálném čase 

Kvantitativní PCR v reálném čase nebo také real-timePCR využívá fluorescenční barviva 

a sondy k identifikaci amplifikovaných fragmentů během procesu PCR v reálném čase 

(Rahman et al., 2013). Tato technika tedy detekuje produkty PCR během amplifikace, zatímco 

se generují kopie templátové DNA. PCR v reálném čase je tedy schopna měřit množství 

produktu v každém cyklu reakce. Real-time PCR je založena na sondách, které fluoreskují 

pouze v případě, že jsou přímo v produktu PCR. Pro real-time PCR existují dva typy sond, které 

jsou vhodné pro detekci a kvantifikaci produktu. Lze použít sondy SYBR green, které 

fluoreskují při navázání na DNA. Běžnější jsou oligonukleotidové sondy, které jsou 

komplementární ke specifické sekvenci a fluoreskují v případě, že je sonda začleněna do 

amplifikačního produktu reakce (Wilczynski, 2009). 

Výhody PCR v reálném čase jsou především rychlost a jednoduchost analýzy. U real-time 

PCR je snížené riziko kontaminace díky provedení v uzavřené zkumavce, avšak omezením této 

modifikace PCR je počáteční přístrojová investice (Coleman and Tsongalis, 2016).  

 

3.3.4  Multiplexní polymerázová řetězová reakce 

Při multiplexní polymerázové řetězové reakci (m-PCR) se využívá více sad primerů v rámci 

jedné PCR reakce. To nám umožňuje amplifikovat dvě a více cílových sekvencí DNA 

(Eberle and Kiess, 2012). Primery pro m-PCR je nutné vybrat tak, aby měly podobné teploty 

žíhání. Rovněž velikost amplikonů by měla být dostatečně odlišná, aby bylo možné po separaci 

všechny fragmenty identifikovat (Shen, 2019). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128008867000029
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128028230000092
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Výhodou m-PCR reakce je její citlivost a možnost detekce více než jedné látky při 

provedení jednoho testu. Díky tomu se tato metoda stává finančně úspornější. Dálší výhodou je 

amplifikace relativně krátkých sekvencí. (Mahony and Chernesky, 2007).  

 

3.3.5  Inverzní polymerázová řetězová reakce 

Inverzní PCR lze použít za předpokladu, že známe informace o sekvenci na jedné straně 

cílové oblasti DNA (Clark and Pazdernik, 2015). Pomocí restrikčního enzymu je štěpena známá 

sekvence DNA a její přilehlá oblast. Vzniklé restrikční fragmenty se intermolekulární ligací 

převádí na kruhovou molekulu. Takto získaná cirkulovaná DNA se využije jako templát v PCR 

reakci. PCR kruhového templátu DNA je amplifikována pomocí dvou primerů vázající se na 

známou sekvenci a směřující opačným směrem. Produktem amplifikace je lineární molekula 

s krátkými úseky známé DNA obsahující jedno místo pro restrikční enzym původně používaný 

k rozštěpení DNA. Takovéto místo značí spojení s dříve klonovanou sekvencí se sousedícími 

sekvencemi. Distribuce restrikčních enzymů ve známých i na sousedících sekvencích DNA 

určují velikost amplifikovaného fragmentu (Green and Sambrook, 2019).  

Zavedením inverzní polymerázové řetězové reakce bylo umožněno použít PCR pro 

amplifikaci DNA i mimo známou oblast sekvence. Inverzní PCR je metoda snadno proveditelná 

a jednoduchá na optimalizaci. Citlivost této metody je však omezena díky slabší detekci 

integračních míst. Omezení citlivosti metody může vést k neefektivní amplifikaci. 

(Laufs et al., 2010).  

 

3.4 Amplifikovaný polymorfismus délky fragmentů 

Amplifikovaný polymorfismus délky fragmentů (AFLP) je užitečná technika pro rychlou 

vizualizaci polymorfních fragmentů DNA z organismů bez předchozích informací o sekvenci. 

Tato metoda je široce používána pro studium biologie, genetiky, ekologie a fylogeneze mnoha 

organismů. AFLP je vysoce reprodukovatelná, citlivá a robustní technika, a to díky tomu že 

kombinuje specificitu RFLP a citlivost PCR (Restrepo et al., 2013). Metoda amplifikace 

polymorfismu délky fragmentů je specifická především tím, že nám umožnuje vyhodnocení sto 

až tisíc různých oblastí DNA distribuovaných náhodně po celém genomu. 

Postup metody AFLP lze rozdělit do tří kroků. Prvním krokem je štěpení DNA pomocí dvou 

různých restrikčních endonukleáz s následnou ligací vzniklých fragmentů na nukleotidové 

adaptéry. Ve druhém kroku metody AFLP dochází k amplifikaci fragmentů, které jsou 

odvozeny ze štěpení oběma enzymy. Ve třetím kroku této metody dochází k detekci a rozdělení 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B978012748920950011X
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123850157000041
http://cshprotocols.cshlp.org/content/2019/2/pdb.prot095166.short
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0073177
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fragmentů DNA gelovou nebo kapilární elektroforézou (Shen, 2019). Během procesu 

amplifikace je také možné využít pouze jeden restrikční enzym a jeden primer (Hata, 2010). 

 

3.5 Sekvenování DNA 

Metody genotypizace spočívající v sekvenování DNA nám poskytují informace o původní 

sekvenci nukleotidů. Díky tomu jsme schopni rozlišovat mezi jednotlivými mikrobiálními 

kmeny z polymorfismu jejich DNA. Metody sekvenování DNA jsou vysoce reprodukovatelné 

a mohou být použity pro diferenciaci a fylogenetickou analýzu mikrobiálních kmenů. Metoda 

sekvenování DNA je také užitečná v identifikaci virulence mikroorganismů. Touto metodou 

jsme schopni mezi sekvencemi DNA identifikovat i různé typy rozdílů. Jednat se může o různé 

genotypové variace, jako jsou delece, inzerce nebo duplikace (Li et al., 2009). 

Existují dvě tradiční metody sekvenování DNA a to Maxam-Gilbertovo sekvenování 

a Sangerovo sekvenování. U první z nich se jedná o chemickou metodu, kde dochází 

k chemické modifikaci nukleotidů DNA. Následně dochází ke štěpení DNA v místě, kde se 

nacházejí modifikované nukleotidy. Metody sekvenování dle Sangera využívají k vyhledání 

specifických oblastí DNA oligonukleotidové primery. Primer je připojen poblíž sledované 

sekvence a prodloužen DNA polymerázou. U takto vytvářejícího se řetězce poté dochází 

k ukončení prodlužování náhodným začleněním fluorescenčně značených 

dideoxyribonukleotidů. Z chromatogramu získáme nukleotidové báze daného mikroorganismu 

(Shyamalina, 2019). 

Existují i tzv. metody sekvenování nové generace, které poskytují řadu metod pro 

komplexnější, hlubší analýzu struktury a obsahu mikrobiálních genomů. Pro typizaci 

mikrobiálních sekvencí DNA jsou vhodné metody sekvenování založené na celém genomu. 

Tyto nové metody jsou stále častěji využívané v klinické a veřejné mikrobiologii 

(Pérez-Losada et al., 2018).  

 

3.6 Multilokusová sekvenční typizace 

Multilokusová sekvenční typizace je metoda, která byla zavedena Maiden et al. (1998) kteří 

tak umožnili porovnávat výsledky typizace mezi jednotlivými laboratořemi. MLST je metodou 

molekulární genotypizace, založené na znalostech o sekvenování genů a na dobře známých 

principech fenotypové multilokusové enzymové elektroforézy (Eberle and Kiess, 2012). 

Multilokusová sekvenční typizace je založena na sekvenování více genů DNA, obvykle 

sedmi nebo také na sekvenování genomových fragmentů v mikroorganismu. MSLT nám tedy 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128028230000109
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123694287000264
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B978012817497500001X
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poskytuje informace o alelických variantách konzervovaných genů. Sekvence každého genu či 

fragmentu genomu, které mají být charakterizovány, jsou srovnány a hodnoceny rozdíly, 

dokonce i při jediném nukleotidu, jsou přiřazeny jako odlišné alely. Následně ke každému 

izolátu je přiřazen konkrétní typ MLST podle jedinečné kombinace polymorfismů 

(Magalhães et al., 2014).  

Multilokusová sekvenční typizace je vhodnou metodou pro analýzu struktur mikrobiální 

populace, hlavně při subtypizaci druhů vykazující genetické rekombinace. Tato metoda je tedy 

také široce využívána v evolučních a populačních analýzách (Li et al., 2009). 

Metoda MLST poskytuje vysoce variabilní, univerzálně srovnatelné výsledky, které jsou 

mezi laboratořemi snadno ověřitelné. Multilokusová sekvenční typizace je považována za 

vysoce reprodukovatelnou metodu. Nevýhodou této metody je její vhodnost pouze pro 

patogeny, které vykazují dostatečné množství variací v celém svém genomu. U patogenů 

s velmi malými variacemi nebo naopak u patogenů s mnoha variacemi v genomu neposkytuje 

metoda MLST adekvátní výsledky vhodné pro typizaci (Pérez-Losada et al., 2017). 
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4  Čeleď Arcobacteraceae 

Bakteriální rody z čeledi Arcobacteraceae si získávají čím dál větší pozornost, a to díky 

jejich izolování z mnoha hostitelů a potravin živočišného původu (Shah et al., 2012). Jsou tak 

považovány za nově vznikající potravinové patogeny (Hausdorf et al., 2013).  

Jedná se o gram-negativní bakterie, které jsou schopné růstu při nízkých teplotách a za 

aerobních podmínek. Právě tyto vlastnosti odlišují rod Arcobacter od rodu Campylobacter 

(Pérez-Cataluňa et al., 2018). Zástupci rodů Arcobacter jsou nesporulující mikroorganismy, 

obvykle spirálovitého nebo mírně zakřiveného tvaru (Talay et al., 2016). Tyto mikroorganismy 

jsou dlouhé 0,5-3,5 μm a široké 0,2-0,9 μm. Jejich pohyb je zajištěn pomocí jednoho a někdy 

i dvou polárních bičíků. Jako zdroje uhlíku využívají organické kyseliny a aminokyseliny, ale 

nefermentují sacharidy. Pro zástupce rodů Arcobacter jsou typické pozitivní biochemické testy 

na katalázu, oxidázu a ureáru. Tyto zástupci mají schopnost redukovat dusičnany. Někteří ze 

zástupců Arcobacter jsou schopni hydrolyzovat indoxylacetát. (Pérez-Cataluňa et al., 2018). 

 

 

Obrázek 5 Arcobacter butzleri 

v elektronovém mikroskopu na 

membránovém filtru (Snelling et al., 

2006) 

 

4.1 Taxonomie 

Epsilonproteobacteria byly popsány na začátku roku 1990 a byly zpočátku zařazeny jako 

pátá podtřída spadající do kmene Proteobacteria. Následně byl změněn stav z podtřídy na třídu 

Epsilonproteobacteria v rámci tohoto kmene. Epsilonproteobacteria jsou známé 

chemolithotrophy, kteří jsou rozšíření především v podzemních a mořských vodách včetně 

hlubinných hydrotermálních průduchů. Při posuzování několika stovek fylogenetických 
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topologií bylo dosaženo závěru, že zařazování Epsilonproteobacter v rámci kmene 

Proteobacteria je nespolehlivé, a tak byla navržena reklasifikace. Při reklasifikaci došlo 

k přeřazení třídy Epsilonproteobacteria do nového kmene Epsilonbacteraeota (Waite et al., 

2017).  

Kmen Epsilonbacteraeota zahrnuje jak patogenní, tak i nepatogenní mikroorganismy. Mezi 

první patogeny, které byly studovány v rámci tohoto kmene, jsou Campylobacter 

a Helicobacter, které řadíme do řádu Campylobacterales (Porcelli et al., 2013). Mezi další 

významné fylogenetické skupiny patřící do toho kmene jsou Arcobacter, Wolinella, 

Sulfurospirillum a Thiovulum, které se vyskytují v našem přirozeném prostředí jako volně žijící 

mikroorganismy nebo v symbiotickém spojení se zvířaty (Engel et al., 2003).  

Nepatogenní Epsilonbacteraeota se hojně vyskytují v prostředí s extrémními podmínkami 

a jsou metabolicky všestranné a poskytují nový pohled na původ zvířecích nebo lidských 

patogenů (Nakagawa and Takaki, 2009). 

Rod Arcobacter vychází z polyfázické taxonomie Campylobacter a jim příbuzným 

mikroorganismům (On et al., 2020). Rod Arcobacter byl poprvé popsán Vandamem et al. 

v roce 1991 a byly sem zařazeny dva aerotolerantní druhy Campylobacter cryaerophila 

a Campylobacter nitrofigilis (nyní Arcobacter cryaerophila a Arcobacter nitrofigilis). Od toho 

roku byly do rodu Arcobacter postupně přiřazovány další druhy (Collado and Figueras, 2011). 

Relativně nedávno došlo na základě genomických a fenotypových analýz k vytvoření nové 

čeledi Arcobacteraceae kam patří rod Arcobacter, který původně patřil do čeledi 

Campylobacteraceae. Následně došlo také k dalšímu rozdělení této čeledi do sedmi rodů včetně 

Arcobacter, Aliarcobacter, Pseudoarcobacter, Halacobacter, Malacobacter, Poseidonibacter 

a rod Arcomarinus (Khan et al., 2020). Ve studii On et al. (2020) byla však tato reklasifikace 

vyvrácena, a to na základě tvrzení, že rod Arcobacter je dle fylogenetické analýzy rodem jasně 

odlišným od ostatních Epsilonbacteraeot. V současné době rod Arcobacter zahrnuje 

33 uznaných druhů (Mateus et al., 2021).  
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Obrázek 6 Fylogenetické schéma založené na analýze genu 16 S rRNA (On et al., 

2019). 

 

4.1.1  Vybrané rody z čeledi Arcobacteraceae 

Rod Malacobacter byl popsán v roce 2009 (Vasiljevic et al., 2019). Tento rod, je izolován 

především ze slávek a brakické vody. Malcobacter není schopen hydrolyzovat indoxyl-acetát 

a je citlivý k cefoperazonu. Tyto vlastnosti jej odlišují od ostatních druhů Arcobacter-like 

(Collado et al., 2009). Rod Malacobacter je uznávaným obligádním halofilem mezi 

Arcobacter-like (Donachie et al., 2005). Do rodu Malacobacter jsou řazeny druhy 

M. halophilus, M. mytili, M. marinus, M. molluscorum a M. pacificus (Pérez-Cataluna et al., 

2018). Malacobacter halophilus byl poprvé izolován z hypersalinní laguny na Havaji 

a představuje první obligádně halofilní druh Arcobacter-like. Malacobacter mytili byl poprvé 

izolován ze slávek ve Španělsku a je považován za první druh, který není schopný hydrolyzovat 

indoxyl-acetát. Malacobacter mollusorum je druhým druhem rodu Malacobacter, který není 

schopný hydrolyzovat indoxyl-acetát a byl izolován z mušlí a ústřic (Collado and Figueras, 

2020). Rod Malacobacter se podílí na závažných akutních gastrointestinálních obtíží po 

pozření měkkýšů, kontaminované vody nebo nedostatečně upraveného masa (Vasiljevic et al., 

2019).  

Pod Aliarcobacter je řazeno dalších devět druhů (Khan et al., 2020). Jmenovitě se jedná 

např. o 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 definovány dvě 

skupiny. Jedná se o skupiny 1A a 1B A. cryaerophilus. Takovéto rozdělení bylo provedeno na 

základě různých délek restrikčních fragmentů (RFLP) a na různém obsahu mastných kyselin 

a celebuněčného proteinu. Skupina 1B A. cryaerophilus je izolována mnohem častěji než 

skupina 1A. Jsou známé ale i izololáty kdy jsou přítomné obě skupiny A. cryaerophilus. 

Takovéto izoláty pocházejí převážně z potravinářských produktů. Druh A. cibarius byl poprvé 

izolován z jatečně upravených těl brojlerů v Belgii (Collado and Figueras, 2020). Druhy 

A. cryaerophilus, A. skirrowii, A. cibarius, A. thereius a A. trophiarum jsou izolovány převážně 

u hospodářských zvířat a potravin živočišného původu. Tyto druhy jsou tedy spojovány 

s nemocemi hospodářských zvířat, ale známy jsou také případy kolonizace těmito druhy 

u zdravých zvířat. Některé druhy z rodu Aliarcobacter jsou schopné růst v přítomnosti 

safraninu nebo oxgallu. Aliarcobacter ovšem neroste v přítomnosti 4 % NaCl (Chieffi et al., 

2020).  

Rod Haloarcobacter zahrnuje tři druhy, a to Haloarcobacter bivalviorum, H. ebronensis 

a H. anaerophilus. Tento rod je spojován s mořskými organismy převážně se jedná o krevety, 

měkkýše a ústřice, dále je můžeme nalézt v sedimentu řek (Baek et al., 2021). Rod 

Haloarcobacter ovšem není schopen fermentovat sacharidy a je citlivý k cefalosporinu 

(Pérez-Cataluňa et al., 2018).  

 

4.2 Výskyt a způsob přenosu 

4.2.1  Výskyt bakterií čeledi Arcobacteraceae 

Výskyt bakterií z čeledi Arcobacteraceae byl prokázán v zelenině, mléčných výrobcích 

nebo produktech živočišného původu. Arcobacter spp. byl izolován z potravin zpracovávaných 

na farmách, v maloobchodech, ale i v potravinách připravovaných k přímé spotřebě (Ferreira 

et al., 2019). V průběhu let se zvýšil počet případů izolace těchto bakterií ze syrových mastných 

výrobků. Také se ukázalo, že izolace organismů z čeledi Arcobacteraceae je mnohem vyšší 

z kuřecího masa než u vepřového či hovězího masa (Snelling et al., 2006). 

Dále byly bakterie rodu Arcobacter detekovány ve vzorcích vody, a to jak z pitné, tak 

odpadní vody. Bakterie z této čeledi se vyskytují také ve vodě říční, vodě v ústí řek i ve vodě 

mořské. Izolovány byly ve vzorcích škeblí, ústřic, měkkýšů a dalších mořských plodů 

(Ramees et al., 2017).  

Výskyt Arcobacter-like lze hodnotit i z hlediska ekonomického rozvoje. Země na vysoké 

ekonomické úrovni vykazují mnohem vyšší prevalenci Arcobacter-like ve srovnání se zeměmi 
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s nízkou a střední ekonomickou úrovní. Na výskyt arcobacterů se lze podívat i z geografického 

hlediska zemí a kontinentů. Prevalence Arcobacter-like byla pozorována nejvíce v zemích jako 

je Belgie, Dánsko, Austrálie, Severním Irsko a Portugalsko. V případě kontinentů byla nejvyšší 

prevalence Arcobacter-like zaznamenána v Oceánii, kterou následuje Evropa a poté Severní 

a Jižní Amerika. Naopak nejnižší prevalence v rámci kontinentů byla pozorována v Asii 

a Africe (Mateus et al., 2021).  

 

 

Obrázek 7 Postupný vznik a vývoj Arcobacter (Ramees et al., 2017) 

 

4.2.2  Způsob přenosu 

Nejběžnější cestou přenosu bakterií z čeledi Arcobacteraceae na člověka je manipulace 

a konzumace kontaminovaných potravin a vody v důsledku rozsáhlého výskytu arkobakterů 

v potravinovém řetězci a ve vodních zdrojích. Způsoby přenosu Arcobacter-like nejsou dodnes 

zcela objasněny a správně definovány (Mateus et al., 2021). Ke kontaminaci potravin 

živočišného původu, může docházet v různých fázích procesu od porážky zvířete až po 

samotnou tepelnou úpravu masa (Shah et al., 2012). Arcobacter-like je často izolován z výkalů 

hospodářských zvířat a také z odpadních vod farem. Z tohoto můžeme usuzovat, že fekální 

kontaminace vod je další možnou cestou přenosu. Bylo také prokázáno, že schopnost 

arkobacterů přežít ve vodě závisí na přítomnosti organické hmoty a na teplotě vody 

(Collado and Figueras, 2011).  

Zvířata se mohou nakazit fekální kontaminací v prostředí nebo příjmem kontaminované 

vody. U některých zvířat je také znám vrozený nebo postnatální přenos, což je další možná 

cesta přenosu mezi zvířaty (Shah et al., 2012). Arcobacter spp. byl izolován i ve střevním traktu 
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a vejcovodech u chovných hejn slepic, ale důkaz o přenosu infekce ze slepice na vejce nebyl 

dosud prokázán (Collado and Figueras, 2011).  

 

 

Obrázek 8 Možné cesty přenosu Arcobacter-like 

(Ferreira et al., 2019) 

 

4.3 Klinický význam 

Arcobacter-like species jsou považovány za potravinové enteropatogeny způsobující 

onemocnění nejen u lidí, ale také u zvířat (Chieffi et al., 2020). Bakterie rodů Arcobacter 

přítomné v kontaminované vodě a potravinách, následně způsobující onemocnění, jsou 

problémem veřejného zdraví. I přes zlepšení opatření v oblasti bezpečnosti potravin jsou 

takovéto nemoci způsobené arkobactery stále velmi časté (Ferreira et al., 2019). Faktory jako 

výskyt, infekční dávka, celkový zdravotní stav, věk pacienta, náchylnost populace nebo také 

obezita či hypertenze, mohou ovlivnit riziko a vývoj onemocnění způsobené čeledí 

Arcobacteraceae (Shah et al., 2011).  

U lidí bakterie rodů Arcobacter vyvolávají onemocnění gastrointestinálního traktu, 

enteritidu a bakteriémií. Časté klinické projevy těchto onemocnění jsou vodnaté průjmy, 

nevolnost, bolesti břicha, zvracení (někdy doprovázeno i horečkou) a křeče v břiše (Talay et 

al., 2016; Pérer-Cataluňa et al., 2018). Déle trvající symptomy či větší závažnost onemocnění, 

může vyžadovat antibiotickou léčbu, naopak při lehkém průběhu onemocnění samo odezní 

(Chieffi et al., 2020). 

Tyto bakterie napadají pouze určité druhy hospodářských zvířat, jak se ukázalo na základě 

dřívějších studií (Pérer-Cataluňa et al., 2018). Infekce způsobená arkobaktery u zvířat 

způsobuje průjem nebo mastitidu, které velmi často přispívají k potratům. Infekce však zůstává 
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asymptomatická a jen málokdy se projeví klinický stav průjmem (Ramees et al., 2017). 

U prasat, ovcí a skotu způsobují bakterie čeledi Arcobacteraceae enteritidu a u ovcí způsobují 

převážně hemoragickou kolitidu. Nejvíce jsou Arcobakter spp. rozšířeny u drůbeže, která je tak 

považována za přirozený rezervoár. Většina případů onemocnění zvířat je omezena na savce, 

ačkoli je znám také případ izolace u pstruha duhového (Collado and Figuerals, 2011).  

Epidemiologie a patogenita bakterií čeledi Arcobacteraceae u lidí i zvířat nebyla doposud 

zcela objasněna, a proto jsou infekce spojeny s touto čeledí považovány za nízké riziko ve 

veřejném zdraví. Důvodem může být nesprávná identifikační záměna s Campylobacter 

(Khan et al., 2020). 

 

4.4 Patogenita a virulence 

O mechanismech patogenity a faktorech virulence je doposud známo velice málo informací 

(Lehner et al., 2005). I přesto bylo identifikováno několik domnělých genů, které jsou spojené 

s virulencí. Jedná se o geny virulence cadF a cj1349 související s buněčnou adhezí a produkcí 

dvou proteinů vázající fibronektin, gen ciaB kóduje invazní protein. Gen mviN, kóduje protein 

důležitý pro biosyntézu peptidoglykanu. Dále také pldA a tlyA což jsou geny, které kódují 

fosfolipázu a hemolysin. Mezi faktory virulence také patří gen hecB, který kóduje 

hemolyzinový aktivační protein. Dále k faktorům virulence řadíme gen hecA kódující vláknitý 

hemaglutinin, který se podílí na agregaci (Kim et al., 2019; Pérez-Cataluňa 2018; Šilha et al., 

2019).  

Primárně se vycházelo ze znalostí patogenity od blízce příbuzného rodu Campylobacter. 

Několik studií zkoumajících patogenitu akrobakterů uvádí, že adheze, invaze a cytotoxicita jsou 

detekovány až u 85 % kmenů. Tyto studie tedy poukázaly na schopnost arkobakterů adherovat 

a napadat buňky podobně jako kampylobaktery nebo jiné bakterie (Nuri Acik et al., 2016). Byla 

nalezena přítomnost několika genů, které by mohly přispívat k rezistenci na antibiotika. Bičíky 

hrají velkou roli ve schopnosti Arcobacter-like podílet se na motilitě a chemotaxi buněk. Jsou 

důležité pro kolonizaci, invazi hostitelské buňky, přičemž jsou primárním cílem imunitního 

systému a důležitým faktorem virulence (Rammes et al., 2017).  
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Obrázek 9 Přehled patogeneze a přenosu bakterií rodů 

Arcobacter-like (Rammes et al., 2017) 

 

Virulentnější druhy arkobakterů jsou schopny napadat jak střevní tkáně, tak placentu 

a mohou se tak šířit k plodu. Obrázek 10 schématicky znázorňuje v současnosti známý 

mechanismus virulence Arcobacter spp. U arkobacterů byla prokázána schopnost adheze, 

produkce cytotoxicity, schopnost inavaze a indukce zánětu. Invaze a zánět je zprostředkovaný 

interleukinem-8. Dochází ke sníženní exprese klaudinu v těsných spojích s následnou dysfunkcí 

epiteliální bariéry a zvýšení paracelulárního transportu, který vede k nejčastějšímu projevu 

infekce rodu Arcobacter-like tedy k průjmu (Collado and Figueras, 2011).  

 

 

Obrázek 10 Mechanismus virulence 

Arcobacter spp. (Collado and Figueras, 2020) 
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5  Typizační metody k identifikaci bakterií čeledi Arcobacteraceae 

Bakterie z čeledi Arcobacteraceae způsobují infekce, u kterých je obtížné určit zdroj 

a epidemiologickou oblast. Což je způsobeno především ubikvitárním výskytem arkobakterů 

a jejich časté izolaci u lidí i zvířat. U těchto bakterií je obtížná typizace a nedostačující 

dostupnost identifikačních metod (On et al., 2003; Rahman et al., 2020). 

Kvůli snadné záměně těchto bakterií s Campylobacter je identifikace fenotypizací velice 

obtížná (Levican and Figueras, 2013). Tyto mikroorganismy jsou metabolicky poměrně interní, 

jejich izolace zůstává zlatou střední metodou k dosažení diagnostického závěru. Pokroky 

v diagnostice nám poskytly různé molekulárně-biologické a detekční metody pro rychlou 

identifikaci (Ramees et al., 2017). Dalším důvodem obtížné identifikace je také omezení 

metabolických, biochemických metod a analytických procesech. Proto se k typizaci používají 

především metody, které jsou založeny na technice PCR (Celik and Ünver, 2015).  

K provedení epidemiologického dozoru a vyšetřování Arcobacter spp. jsou nutné rychlé 

a spolehlivé metody typizace a identifikace. Mezi další metody, kterými je možné tyto bakterie 

identifikovat řadíme metody založené na sekvenování, smyčkově zprostředkované izotermické 

amplifikaci, microarray techniky, anebo MALDI-TOF MS. V současné době neexistuje pro 

identifikaci Arcobacter spp. standardizovaná metoda (Wang et al., 2020).  

Frekvence detekce u blízkých druhů Arcobacter-like se výrazně zvýšila s vylepšením 

izolačních a identifikačních technik. Za pomocí kombinace kultivačních technik a PCR bylo 

dosaženo i detekce a izolace nekultivovatelných forem (Snelling et al., 2006).  

 

5.1 Izolace Arcobacter 

Standardní metody izolace musí být specifické, rutinní pro běžné praktické použití 

a poměrně časově nenáročnéné. Dodnes neexistuje standardní protokol pro izolaci 

Acrobacter-like species. První metody, které se začaly používat k izolaci arkobakterů byly 

založeny především na metodách používaných pro izolaci Campylobacter. Protokoly vytvořené 

pro Arcobacter-like zahrnují především aerobní růst za nízkých teplot, který je odlišuje od 

Campylobacter (Phillips, 2001; Rahman et al., 2020). 

Účinná izolace Arcobacter-like z různých zdrojů vyžaduje obohacení kultivačního média 

specifickými živinami, tak aby byly napodobeny podmínky původního prostředí výskytu 

daného druhu (Rahman et al., 2020). Izolace jsou prováděné na selektivním médiu za použití 

růstových a selektivních faktorů, jako je koňská krev, pyruvát, kyselina thioglykolová, 
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novobiocin, amfotericin nebo trimethoprim. Následuje 48hodinová inkubace, po které je 

obohacené médium naneseno na selektivní agarovou půdu a dále inkubováno za nízkých teplot 

a mirkoaerobních podmínek dalších 48 hodin až 5 dnů. Po tuto dobu jsou půdy pravidelně 

kontrolovány, dokud není zaznamenán růst kolonií (Serraino et al., 2013, Celik and Ünver 

2015).  

 

 

Obrázek 11 Schéma izolace Arcobacter-like z tkáních 

potracených selat (Tucker et al., 1996) 

 

5.2 Identifikace Arcobacter fenotypovými metodami  

Identifikace a diferenciace Arcobacter-like species je obtížná, jelikož jsou tyto organismy 

relativně interní a náročné na růst. Náročnost detekce souvisí i s morfologickou a biochemickou 

podobností mezi rody Arcobacter a Campylobacter (Atabay et al., 2006). Takovéto záměně lze 

zabránit provedením testu na hydrolýzu idoxyl-acetátu, který je pro Arcobacter-like silně 

pozitivní, zatímco Campylobacter poskytují na hydrolýzu indoxyl-acetátu negativní výsledky 

testů (Schroeder-Tucker et al., 1996). 

 

5.2.1  Kultivační techniky identifikace Arcobacter 

Arcobacter-like species mají tvar připomínající vývrtku. Pohybují se pomocí jednoho nebo 

dvou polárních bičíků. V případě inkubace při 30 °C na krevním agaru vyrůstají v našedlých či 

bělavých koloniích o velikosti přibližně 2–4 mm (Phillips, 2001).  

Detekce arkobakterů pomocí kultivačních technik se provádí za aerobních podmínek a při 

25 °C. Je zde navíc krok pomnožení. Kultivace trvá v průměru 4 až 5 dnů. Použít můžeme 

komerčně dostupná média, jako jsou agar CAT obsahující cefoperazon, amfotericin B 
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a teikoplanin, nebo deoxycholátový agar CCDA, který je specifický především pro kultivaci 

Arcobacter butzleri.  

Pro kultivaci Arcobacter-like bylo testováno několik médií včetně CVA agaru, Houfův 

bujón, Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris-Polysorbate-80 bujón (EMJH P80) nebo 

Johnson-Murano bujón. Na Houfovu agaru vyrůstají Arcobacter-like v drobných koloniích. 

U Johnson-Murano bujónu je pozorována tmavě červená barva kolem kolonií a je také 

považován za nejúčinnější půdu pro růst bakterie Arcobacter spp. (Son et al., 2007, Blackburn 

and McClure 2009).  

Ve studii Johnson a Murano (1999) dosáhly nejlepších výsledků kultivace pomocí 

kombinace obohaceného bujónu JM s agarem JM. Tato metoda JM je považována za 

nejcitlivější, detekuje kmeny Arcobacter spp. až na úroveň 10 CFU/g v 75-100 % vzorků. Za 

stejně účinnou metodu lze považovat také metodu Collinsovu (Lehner et al., 2005). Studie dle 

Scullion et al. (2004), ve které se srovnávají tři metody kultivace Arcobacter-like. Jednou 

z nejlepších metod dle této studie je kultivace, kde bujón je obohacen na bázi uhlí a obsahuje 

dvě antibiotika. Po 48hodinové kultivaci je výtěžnost této metody až 68 %. Je to tedy metoda 

citlivá, jednoduchá na provedení a má vysokou rozmanitost v množství detekovaných druhů 

Arcobacter-like (Scullion et al., 2004). 

Po kultivaci je hodnocena morfologie narostlých kolonií. Arcobacter-like jsou zakřivené 

tyčinky, většinou jsou nehemolytické, s vyjímkou několika kmenů jako jsou A. skirrowii 

a A. butzleri, které jsou alfa-hemolitické. Barva kolonií je nejlépe viditelná na mediích, která 

jsou na bázi uhlí a u většiny kolonií kolísá barva od bělavé přes béžovou až po žlutou. Kolonie 

A. skirrowii jsou převážně našedlé (Vandamme et al., 1992). Dle Gramova barvení jsou 

arkobaktery gram-negativní štíhlé tyčinky, často ve tvaru písmene S. Jsou pohyblivé pomocí 

nezakrytého bičíku, který je umístěn polárně na obou nebo jednom konci buňky (Collado and 

Figueras, 2011). 

 

5.2.2  Biochemické testy identifikace Arcobacter 

Identifikace Arcobacter-like pomocí biochemických testů je velmi obtížná na úrovni druhů, 

jelikož arkobaktery mají rozmanité biochemické vlastnosti. Proto jsou zapotřebí nové metody, 

aby bylo možné tyto organismy spolehlivě identifikovat při jejich rostoucím počtu druhů, které 

souvisí s onemocněním lidí i zvířat (Schroeder-Tucker et al., 1996). Izoláty Arcobacter-like 

můžeme odlišit od ostatních druhů za pomoci biochemických testů jako jsou testy na aktivitu 

katalázy a ureázy nebo testy na redukci dusičnanů. Většina druhů Arcobacter vykazují pozitivní 
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reakce na oxidázový i katalázový test a současně pozitivní test na hydrolýzu indoxyl-acetátu 

a redukci dusičnanů. Naopak test hydrolýzy hippurátu a ureázový test jsou negativní. Stejně tak 

i test na produkci H2S a fermentaci cukru s produkcí sirovodíku jsou negativní (Ramees et al., 

2017).  

Často se setkáváme s tím, že klasické biochemické testy, které jsou běžně používány 

k identifikaci bakterií, přinesly u druhů Arcobacter-like proměnlivé nebo negativní výsledky. 

Tedy, až na výsledky sad testů využitelných pro odlišení druhů Arcobacter-like, které byly 

navrženy 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 příliš často nepoužívají, na rozdíl 

od jiných mikroorganismů jako jsou salmonely, kampylobaktery nebo listerie. Často při 

pokusech identifikace arkobakterů za pomoci specifické aglutinace protilátky dochází 

k neúspěchu této techniky. Důvodem selhávání sérologických testů při identifikaci může být 

vysoká antigenní heterogenita Arcobacter-like (Soncini, 2010). 

Jak již bylo řečeno dříve, sérologické metody jsou založeny na odlišné bakteriální 

povrchové struktuře (Eberle and Kiess, 2012). Povrchová struktura Arcobacter-like je stále do 

jisté míry neznámá, ať už se jedná o specifické proteiny s porinovými nebo adhezivními 

vlastnostmi nebo o polysacharidové složky, odpovědné právě za sérotypovou speficitu 

(Soncini, 2010).  

Identifikace gastrointestinálních patogenů je neustálou výzvou. Konvenční diagnostické 

postupy, které zahrnují i sérotypizaci jsou pracné a časově náročné, jelikož konečných výsledků 

jsme schopni, díky potřebné kultivaci, dosáhnout až v řádu několika dnů (Arguello et al., 2015). 

Sérologické metody sice nevyžadují čisté kultury, ale mají nízkou úroveň diskriminační síly 

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

 

5.2.4  Identifikace Arcobacter za pomoci MALDI-TOF MS 

Stále důležitější je spolehlivá a rychlá identifikace rodů Arcobacter-like species a jejich 

fenotypové rozlišení od podobných bakterií. Hmotnostní spektroskopie, ve spojení s laserovou 

desorpcí/ionizací vzorku (MALDI-TOF MS), se ukázala jako rychlá a citlivá metoda pro 

identifikaci mikroorganismů. Především Arcobacter-like, Helicobacter a jejich fenotypové 

rozlišení s podobnými druhy jako je Campylobacter (Alispahic et al., 2010).  
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MADLI-TOF MS je chemotaxonická metoda umožňující rychlou identifikaci bakterií. Lze 

ji snadno zařadit pro rutinní analýzy v laboratořích (Pavlovic et al., 2013). Kromě identifikace 

bakterií má MALDI-TOF MS také význam v epidemiologickém typování kmenů a při detekci 

antimikrobiální citlivosti/rezistence. 

Tato fenotypová metoda je založena na detekci charakteristických znaků, které vycházejí 

z bílkovin, především se jedná o ribozomální a nukleové proteiny vázané na kyseliny 

(Giacometti et al., 2018). Kromě bílkovin je MALDI schopné detekovat i cukry a další 

biomolekuly. Základním principem metody je ionizace neutrální molekuly. Následuje přesné 

stanovení výsledných primárních iontů a jejich produktů rozpadu ve vysokém vakuu. 

Hmotnostní spektrometr je složen ze tří částí, kterými jsou zdroj iontů, hmotnostní analyzátor 

a detektor. Analyzátory TOF navíc využívají skutečnosti, že všechny zrychlené ionty ve 

stejném elektrickém poli mají stejnou kinetickou energii. K rozrušení buněk existují tři možné 

postupy, a to příprava vzorku zahrnující buď metodu přímého nátěru, metodu terčové extrakce 

anebo extrakci acetonitrilem po kroku čištění ethanolem. Izoláty Arcobacter-like jsou kvůli 

jejich struktuře připravovány extrakcí kyselinou ethanolovou (Pavlovic et al., 2013). 

Přesnost identifikace pomocí MALDI-TOF MS může ovlivnit příprava vzorku 

k identifikaci. Jsou zapotřebí drahé chemické látky, dále může přesnost metody ovlivnit exprese 

bílkovin, která závisí na kultivačních podmínkách a jiných biologických procesech (Wang et 

al., 2020). 

 

5.2.5  Testování antimikrobiální citlivosti Arcobacter 

Arcobacter-like jako významný lidský i zvířecí patogen je nejčastěji spojován s průjmovým 

onemocněním. Arcobacter butzleri byl popsán jako nejrozšířenější a nejčastěji detekovaný druh 

z Arcobacter-like species (Ferreira et al., 2019). Pro antibakteriální rezistenci jsou k dispozici 

omezené údaje. Studie se zabývají především druhem A. butzleri vzhledem ke klinickému 

významu (Ramees et al., 2017). Významná je také jeho adhezivita, invazivita, schopnost 

intracelulárního přežití a indukce prozánětlivých cytokinů (Ferreira et al., 2019).  

Ve studii dle Parissi et al. (2019) byly popsány geny, které jsou zodpovědné za rezistenci 

arkobakterů k některým antibiotikům. Jmenovat můžeme třeba gen adeF, který u 100 % izolátu 

Arcobacter-like potvrdil rezistenci vůči fluorochinolovým a tetracyklinovým antibiotikům. 

Dále 90 % izolátů obsahovalo v genomu gen acrB, který ovlivňuje rezistenci vůči rifamycinu, 

cefalosporinu, triclosanu, glycylcyklinu a také rezistenci na tetracyklin a fluorochinolon. 

Cefalosporiny se přidávají do selektivních médií Arcobacter-like pro potlačení růstu 
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doprovodných mikroorganismů (Parisi et al., 2019). Ze skupiny β-laktamů je většina izolátů 

Arcobacter-like rezistentní vůči ampicilinu.  

Kmeny Arcobacter-like vykazují citlivost k erythromycinu a gentamicinu 

(Ferreira et al., 2017). O citlivosti Arcobacter-like ne antimikrobiální látky máme omezené 

informace. Většina studií potvrzují náchylnost Arcobactr-like k aminoglykosidů, 

a tetrycyklinů. Dále byla prokázána citlivost na gentamicin, streptomicin, a kanamycin 

(Ramees et al., 2017). 

Možné neshody v porovnávání citlivosti/rezistenci Arcobacter-like na antibiotika můžou 

být způsobeny použitím rozdílných technik a postupů při interpretaci nebo v přípravě vzorků. 

Proto je takovéto porovnávání považováno za nebezpečné (Abeele et al., 2016). 

 

5.3 Identifikace Arcobacter genotypovými metodami 

Převažující výskyt arkobakterů v potravinách je často podceňován kvůli absenci 

standardizované metody pro izolaci tohoto patogenu. V současnosti se používají metody 

genotypizace převážně k identifikaci Arcobacter-like pro epidemiologické a molekulární studie 

(Caruso et al., 2018). Metody založené na DNA byly zavedeny především pro správnou 

identifikaci Arcobacter-like species na úrovni druhu, jelikož mnoho používaných fenotypových 

testů, které se používají kvůli biochemickému profilu Arcobacter-like nejsou dostatečně citlivé 

ke správnému rozlišení těchto mikroorganismů na úrovni druhů (Aydin et al., 2006). Dalším 

důvodem, proč jsou stále častěji používané metody genotypizace je fakt, že konvenční metody 

identifikace včetně biochemických a fyzikálních testů jsou časově náročné i pracné (Khan et 

al., 2017). Naopak testy založené na DNA používané k identifikaci Arcobacter-like jsou rychlé 

a mají vyšší specifitu (Houf et al., 2000).  

Metody založené na DNA analýze vyžadují převážně použití několika druhově specifických 

primerů PCR, hybridizačních sond nebo restrikčních enzymů. Za nevýhodu se dá považovat to, 

že tyto metody nejsou navržené tak, aby byly schopné rozlišit všechny známé druhy současně 

(Alispahic et al., 2010). Existuje několik metod popisujících identifikaci arkobakterů 

založených na genotypizaci. Jedná se o ribotypizaci, metody PCR založené buď na opakujících 

se prvních nebo náhodných sekvencích, metody PFGE, multilokusová sekvenční typizace nebo 

metody amplifikace délky polymorfismu (Atabay et al., 2004). 

Je známá vysoká genetická rozmanitost populace arkobakterů, která však brání 

v epidemiologických studií při potřebě dohledání zdroje infekce. Vysoká heterogenita je 

uváděna autory různých studií i mezi izoláty identifikovanými pomocí různých 
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genotypizačních metod (Caruso et al., 2020). Příčinou vysoké úrovně heterogenity 

Arcobacter-like může být přítomnost více rodičovských genotypů nebo vysoké genetické 

rekombinace mezi potomky původních genotypů. Takováto heterogenita také souvisí s možnou 

kontaminací z více zdrojů (Ramees et al., 2014). 

 

5.3.1  Identifikace Arcobacter metodou MLST 

Epidemiologické molekulární studie v současné době používají řadu metod založených na 

genotypizaci a každá z nich vykazuje jinou diskriminační sílu. Mezi tyto metody řadíme 

i metodu MLST, která ale oproti ostatním představuje výhodu v dostupnosti online databáze 

pro Arcobacter-like. Tato databáze Pub MLST umožňuje srovnávání kmenů, které byly 

izolovány při různých studií i z různých geografických oblastí (Parisi et al., 2019). Aktuálně je 

v databázi Pub MLST k dispozici více než 600 profilů a vysoký počet identifikovatelných typů 

sekvencí. Tyto počty ukazují na vysokou genetickou rozmanitost arkobakterů, které byly 

identifikovány metodou MLST. Byla tak potvrzena vysoká diskriminační schopnost této 

metody. MLST se tedy dá považovat za vhodnou metodu pro epidemiologická vyšetření 

(Caruso et al., 2018). 

Technika MLST funguje na principu sekvenování fragmentů sedmi genů o velikosti 450 až 

500 bp. Takováto analýza nám umožňuje identifikaci identických klonů nebo vysoce 

příbuzných linií. Z toho vyplývá, že se jedná o markery, které zůstaly stabilní po dobu vývoje 

a mohou se tak používat pro srovnání kmenů v různých časových měřítkách a geografických 

oblastí (Castro-Escarpulli et al., 2015). Protokol typizace multilokusové sekvence byl 

v roce 2009 Millerem et al. (2009) vytvořen pro druhy Arcobacter-like, a to na základě 

sekvenční informace na sedmi lokusech (Cesare et al., 2015).  

Schéma metody MLST používané pro příbuzné organismy jako jsou C. jejuni a H. pylori, 

bylo nedávno vyvinuto pro identifikaci Arcobacter-like (Webb et al., 2015). V metodě MLST 

pro Arcobacter-like je sada genů, která je identická se sadou genů pro C. jejuni. Jedná se o geny 

atpA, glnA, glyA, aspA, gltA, tkt a pgm. Takováto shoda umožňuje fylogenetické srovnání mezi 

rody Campylobacter a skupinou Arcobacter-like species. Vývoj metody MLST pro 

Arcobacter-like nám pomohl v dokončení genomové sekvence kmene A. butzleri, který je 

nejčastěji izolováým druhem arkobakterůn (Miller et al., 2009).  

Při srovnávání metod MLST s jinými genotypizačními metodami je považována za dobrou 

typizační metodu, neboť poskytuje rychlé a srovnatelné výsledky. Tato technika je používána 



47 

 

jako rutinní postup při molekulární typizaci Arcobacter-like v několika studiích 

(Caruso et al., 2020).  

 

5.3.2  Identifikace Arcobacter metodou AFLP 

Metoda amplifikace polymorfismu délky fragmentů je další z metod bakteriální 

genotypizace, používaná k identifikaci A. butzleri. Několik studií prokázalo vysokou citlivost 

této metody. Technika AFLP se jeví jako úspěšná metoda genotypizace pro využití 

v molekulárních epidemiologických studií. AFLP je také metoda levnější, rychlejší a vhodnější 

pro identifikaci velkého počtu izolátů. Oproti ostatním celogenomovým metodám je AFLP 

snáze proveditelná (Atabay et al., 2004). Protokol popsaný Duim et al. (1999) se ukázal jako 

užitečný pro studování diverzity blízce příbuzného rodu Campylobacter. Tento protokol byl 

následně optimalizován pro Arcobacter-like s důrazem na A. cryarophilus (Debruyne et al., 

2010). 

Amplifikace polymorfismu délky fragmentů zahrnuje štěpení celé genomové DNA za 

pomoci restrikčních enzymů BgI II a Csp 6I. Vzniklé fragmenty podléhají následné amplifikaci 

PCR a detekcí fragmentů mezi sousedními restrikčními místy v genetickém kódu sledovaného 

vzorku (On et al., 2003). Metoda AFLP je využívána především k analýze rozmanitosti mezi 

izoláty a k předběžné identifikaci druhů, které zahrnují dobře charakterizované kmeny jako jsou 

například Campylobacter, Arcobacter-like anebo Helicobacter (Gilbert et al., 2014).  

AFLP je v laboratořích rutinně používaná metoda. Jedná se o vysoce robustní 

a diskriminační metodu, která vyžaduje referenční databázi a je poměrně náročná na provedení. 

Harrington a On prokázali použitelnost metody AFLP k identifikaci Arcobacter a učinnost této 

metody při identifikaci genetické rozmanitosti Arcobacter mezi různými klonálními typy 

z odlišných zeměpisných oblastí. Pro separování Arcobacter-like byla také prokázána 

srovnatelná korelace metody AFLP s m-PCR. Při potvrzování izolátů Arcobacter je ale metoda 

m-PCR o něco přesnější (Phillips, 2001). 

 

5.3.3  Identifikace Arcobacter pomocí PFGE 

Gelová elektroforéza v pulzním poli je genotypizační metoda schopná odlišit bakteriální 

izoláty na úrovni kmene. V průběhu PFGE dochází na gelu ke generalizaci otisku fragmentů 

DNA, které se následně porovnávají v databázích (Quainoo et al., 2017). K získání fragmentů 

DNA se používají restrikční enzymy. Jmenovat můžeme třeba enzymy SmaI, SalI, KpnI, XhoI, 

SacII nebo EagI. Kombinací dvou nebo tří těchto restrikčních enzymů se značně zvyšuje 
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diskriminační schopnost PFGE. Tato technika je v rámci molekulární typizace považována za 

zlatý standard. Hume et al. (2001) využili PFGE pro identifikaci Arobacter-like species. PFGE 

se ukázala jako velmi užitečná metoda pro typizaci především potravinových patogenů, mezi 

které kromě Arcobacter-like můžeme zařadit i např. listerie a salmonely (Rivas et al., 2004).  

Izoláty Arcobacter-like species jsou kultivovány na agarovém médiu mikroaerobně při 

25 °C 48 hodin. Vyrostlé jednotlivé kolonie jsou následně pomnoženy v médiu a opět 

kultivovány. Po 48 hodinách inkubace je kultura Arcobacter-like několikrát promytá 

fosfátovým pufrem a centrifugovaná (Hume et al., 2001). Vzniklá suspenze obsahující DNA 

Arcobacter je podrobena štěpení restrikčními endonukleázami. Štěpení probíhá po dobu 

4 hodin a při teplotě 37 °C. Restrikční fragmenty izolátů Arcobacter-like se oddělují 

elektroforézou na agarózovém gelu po dobu 22,5 hodiny při teplotě 14 °C. Čas elektroforézy 

se může lišit v závislosti na použití restrikčních enzymů (Giacometti et al., 2015). Při této 

separaci elektroforézou je aplikován elektrický proud, který periodicky mění směr v gelové 

matrici (Adzitey et al., 2013). Po dokončení elektroforézy je agarózový gel obarvován 

roztokem ethidiumbromidu po dobu 30 minut nebo lze gel obarvit roztokem GelRed, který je 

třeba nechat působit 1 hodinu. Následuje promývání destilovanou vodou a posléze může být 

gel vizualizován UV dokumentačním systémem (Giacometti et al., 2015).  

 

 

Obrázek 12 PFGE profily kmenů Arcobacter (Rivas et al., 2004) 

 

Při typizaci Arcobacter-like byla metodou PFGE odhalena značná heterogenita mezi 

izoláty. Přičemž některé z izolátů jsou rezistentní na štěpení restrikčním enzymem KpnI, a tudíž 

nebylo možné tyto izoláty identifikovat metodou PFGE (Revez et al., 2013). Značná 

heterogenita byla popsána u Arcobacter-like species izolovaných od lidí s průjmovým 

onemocněním, kdy při typizaci metodou PFGE byly zjištěny různé pulsotypy. Tento vysoký 
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stupeň heterogenity mezi izoláty při identifikaci Arcobacter-like, který je zmiňován v několika 

dalších studiích, poukazuje na existenci mnoha zdrojů kontaminace arkobaktery v prostředí 

(Kayman et al., 2012). Podobná studie byla provedena u skotu, u kterého byly zjištěny také 

různé pulsotypy Arcobacter-like pomocí metody PFGE. Tyto výsledky nám rovněž potvrdily 

roli vody při přenosu druhů Arcobacter (Giacometti et al., 2015). 

Při porovnání studií typizace Arcobacter-like metodami PFGE a MLST, vykazuje metoda 

PFGE výrazně vyšší diskriminační index. Metoda MLST je naopak vůči metodě PFGE méně 

náročná na analyzování a interpretaci dat. Při kombinaci těchto dvou metod se významně 

zvýšila pravděpodobnost diferenciace izolátů než při použití metod samostatně. Ovšem 

kombinací metod se zvýšily náklady a také doba provedení identifikace izolátů (Cesare et al., 

2015). 

Metoda gelové elektroforézy v pulzním poli se jeví jako nepostradatelná technologie 

v epidemiologických studií. Na druhou stranu má i své nevýhody, protože je u této metody 

relativně časově náročný postup, který může trvat i několik dní. Někdy mohou také různé 

rekombinace a genomové přeskupení činit složitější interpretaci výsledků metody PFGE (On et 

al., 2003). 

 

5.3.4  Identifikace Arcobacter metodou PCR 

Metody PCR jsou další z významných identifikačních technik se schopností detekovat 

Arcobacter jako důležité patogeny a jejich cílové geny. Tyto metody jsou mnohem rychlejší 

a přesnější ve srovnání s kultivačními, mikroskopickými a antigenními testy, které mají 

omezenou detekci na úrovni druhů (Zambri et al., 2019). Pro identifikaci Arcobacter-like se 

používají metody PCR, které jsou založeny na konvenční PCR, multiplexní PCR, real-time 

PCR a denaturační gradientové gelové elektroforéza PCR. Většina těchto metod je zaměřena 

na rodovou identifikaci, anebo identifikaci na úrovni druhu, nejčastěji A. butzleri či 

A. cryaerophilus (Levican and Figueras, 2013).  

Bylo vytvořeno mnoho metod PCR, které slouží k identifikaci Arcobacter-like species na 

úrovni druhu nebo rodu. Ve studii dle Harmon a Wesley (1996) bylo pro identifikaci 

Arcobacter-like využito genově specifického páru primerů k amplifikaci fragmentu genu 

16 S rRNA. Stanovení se dále provádělo s využitím potvrzovací sondy hybridizující 

s generovaným produktem PCR. Tento postup použití PCR obohacený biochemickými 

a cytotoxickými testy byl využit ve studii Villarruel et al. (2003) což pomohlo k detekci 

Arcobacter-like izolovaných z různých masových produktů. Metoda PCR dle Bastyns et al. 
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(1995) využívá pár primerů specifických pro rod Arcobacter a současně využívá tři páry 

primerů specifických pro druhy A. butzleri, A. cryaerophilus a A. skirrowii. Tyto primery jsou 

navrženy na gen 23 S rRNA. Na podobném principu je navžena i studie dle Pentimalii et al. 

(2009) kde se využívají čtyři sady primerů, které jsou zaměřeny na geny GyrA a 16 S rRNA. 

Tato studie PCR dle Pentimalii et al. (2009) je specifická pro detekci A. butzleri, 

A. cryaerophilus, A. skirrowii a A. cibarius izolované z drůbežího masa (González et al., 2011; 

Harmon and Wesley, 1997). 

Při identifikaci Arcobacter-like metodou PCR je využíváno schopnosti této metody 

amplifikovat specifické oblasti DNA. Přímá amplifikace je obtížná díky detekci malého 

množství Arcobacter-like ve vzorcích. Z tohoto důvodu je nutné před samotnou PCR provést 

krok obohacení vzorku a následnou purifikace bakteriální DNA. Metodu PCR lze provést za 

použití specifických sad primerů a specifických sond DNA, založených na 16 S rRNA. 

Specifické sondy a primery nám tak umožňují detekci patogenů (Phillips, 2001). Ribozomální 

geny 16 S a 23 S rRNA jsou vzhledem k jejich velkému zastoupení v buňce, mozaikové 

struktuře fylogeneticky konzervovaných a variabilních oblastí, vhodné jako detekční markery 

konkrétních mikroorganismů. Kromě genů 16 S a23 S rRNA byly nalezeny alternativní geny, 

které mají vyšší variabilitu sekvence. Jedná se o geny gyrA, rpoB/C nebo hsp60, které se 

ukázaly jako vhodné pro identifikaci arkobakterů (González et al., 2011).  

Multiplexní PCR je použita pro identifikaci na úrovni druhu. Metodou multiplexní PCR 

jsou analyzovány kolonie s charakteristickou morfologii a dalšími biochemickými testy 

odpovídající Arcobacter-like species. Obohacený bujón s koloniemi vykazující charakteristiky 

Arcobacter-like je prvně identifikován dle Houf et al. (2000) pokud je výsledek negativní jsou 

izoláty podrobeny další analýze multiplexni PCR podle Douidahema et al. (2010) (Ferreira et 

al., 2017). Primery zameřené na geny 16 S a 23 S rRNA jsou použity s několika modifikacemi, 

buď na obohaceném médiu nebo na čisté kultuře Arcobacter. Templátová DNA je extrahována 

metodou lýzi, kdy je suspenze mikroorganismů zahřívána na teplotu asi 98 °C s následnou 

centrifugací. Vzniklý supernatant je použit jako templát DNA pro PCR reakci. Multiplexní PCR 

začíná krokem denaturace, která je prováděna za vysoké teploty okolo 94 °C po dobu 

45 sekund, následuje žíhání primeru při teplotě 61 °C po dobu 45 sekund a prodloužení řetězce 

DNA při teplotě 72 °C po dobu 30 sekund. Tyto kroky jsou prováděny v termálním cykleru. 

Získané amplifikované produkty jsou detekovány elektroforézou na agarózovém gelu, který je 

obarven roztokem ethidiumbromidu. Amplikony, o definované velikosti jsou identifikovány 

jako Arcobacter-like na základě intenzity zbarvení a molekulové hmotnosti, které jsou 
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zachyceny pomocí počítačové techniky (Zambri et al., 2019; Houf et al., 2000; Ferreira et al., 

2017).  

K identifikaci arkobakterů lze kromě mutliplex PCR použít i kvantitativní testy PCR. Jedná 

se o rodově specifické testy PCR. V kvantitativním testu se využívá buď TaqMan real-time 

PCR, nebo se využívá SYBR Green I real-time PCR. TaqMan real-time PCR používá dva 

nezávislé systémy PCR-primer-sonda, kdy jeden je specifický na gen rpoB/C a druhý je cílený 

na 23 S rRNA pod jednotku. Real-time PCR s využít SYBER Green je specifický pro gen gyrA 

a 16 S rRNA pod jednotku (Hausdorf et al., 2013). Obrázek 13 nám znázorňuje výsledek 

multiplexní PCR, kde ve sloupci 1 a 14 je znázorněný marker DNA, 2 a 15 jsou negativní 

kontroly, 3 a 16 jsou pozitivní kontroly, 4-13 a 17-20 jsou potvrzené izoláty Arcobacter butzleri 

(Celik and Unver, 2015).  

 

 

Obrázek 13 Výsledek multiplexní PCR u izolátu Arcobacter-like (Celik and 

Unver, 2015) 

 

Techniky PCR je také možné kombinovat s kultivací což je považováno za spolehlivou 

a rychlou metodu, pro hodnocení kontaminace potravin arcobactery. Kromě vhodných sad 

primerů je zapotřebí provést předběžné selektivní obohacení. Arcobacter-like se obohacuje dle 

protokolů vyvinutých původně pro leptospiry anebo kampylobaktery s jistými modifikacemi 

jako je např snížení teploty. Po 16 hodinách kdy probíhá obohacení Arcobacter, následuje PCR 

zaměřená na 16 S rRNA. (Phillips, 2001; González et al., 2001). 

Metody PCR jsou schopné detekovat patogeny a geny mnohem rychleji a přesněji než 

metody kultivační, mikroskopické nebo antigenní testy (Zambri et al., 2019). PCR se velice 

osvědčila díky možné detekci specifické pro rod nebo druh Arcobacter, v závislosti na 

specifičnosti detekčního systému (Hänel et al., 2016). Metody PCR poskytují výhody 

v rychlosti, citlivosti, specifičnosti i schopnosti detekovat malé množství cílové nukleové 
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kyseliny, zajišťují spolehlivou identifikaci rutinních i nejednoznačných patogenů. Tyto 

informace jsou důležité pro diagnostiku onemocnění, epidemiologické studie, a i pro výzkum 

(Fera et al., 2004).  
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Závěr 

Typizační metody jsou zásadní pro identifikaci mikroorganismů a jsou tedy nedílnou 

součástí při léčbě širokého spektra onemocnění. Metody typizace se stále rychle vyvíjí, 

zdokonalují a hlavně automatizují. Genotypové metody jsou pro identifikaci mikroorganismů 

značně přesnější, citlivější, reprodukovatelnější, a proto jsou také mnohem více používány. 

Přesto se genotypizace stále neobejde bez metod fenotypových, které zahrnují kultivaci, 

biochemické a další testy založených na fenotypových znacích mikroorganismu.  

Nedávno reklasifikovaná čeleď Arcobacteraceae si získává značnou pozornost. Rody z této 

čeledi jsou značně rozšířeny, a to jak ve vodních zdrojích sladkých i slaných vod, tak v různých 

potravinách, dokonce jsou tyto rody izolovány i z různých zvířat. Doposud není zcela znám 

způsob přenosu těchto rodů. Lidé i zvířata se nejčastěji pravděpodobně nakazí právě 

z kontaminované potravy, anebo z kontaminované vody. Z tohoto důvodu je důležité 

dodržování hygienických postupů při konzumaci a při úpravě potravin nebo na jatkách což 

může být jedna z možností, jak šíření a nákazy způsobené rody Arcobacter-like eliminovat. 

Znepokojujícím faktorem je také zvyšující se odolnost Arcobacter-like vůči běžně používaným 

antimikrobiálním látkám.  

Identifikace rodů Arcobacter-like je značně obtížná, donedávna se velmi snadno tyto rody 

zaměňovaly s rody Campylobacter, díky jejich úzké podobnosti. Genotypové metody založené 

na DNA a zejména techniky založeny na PCR, jsou zaměřeny na identifikaci rodu 

Arcobacter-like anebo pouze na A. butzleri. Mezi další metody používané k identifikaci 

Arcobacter-like patří AFLP, která je rychlá, levná a vhodná pro typizaci velkého počtu izolátů, 

na provedení je jednoduší než např. metody MLST a PFGE. Při použití jakékoli typizační 

metody pro identifikaci Arcobacter-like nedosáhneme zcela 100 % výsledků. Každá 

z použitých metod vykazuje jistou míru chybné identifikace. Je však pravděpodobné, že metody 

typizace se budou stále zdokonalovat a detekce Arcobacter-like bude čím dál přesnější. Stejně 

tak charakterizace a kontrola tohoto nově vznikajícího potravinového patogenu.  
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