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ANOTACE

Tato bakalarska prace je zamétena zejména na identifikaci bakterii Arcobacter spp., dale
se zabyva vyhodami ¢i nevyhodami detekci tohoto rodu. V prvni ¢asti bakalarské prace je
popsany vyskyt, kultivace, ptenos, biochemické testy a jednotlivé druhy rodu Arcobacter.
Druha ¢ast popisuje principy a postupy vsech metod v molekularni biologii. Ve tieti ¢asti je
podrobné rozepsana polymerazova fetézova reakce a jeji mozné kombinace pii identifikaci
Arcobacter spp. Zavér je zamefen na vyhodnoceni nejlepsiho mozného vybéru molekularne-

biologickych metod pro identifikaci a detekci rodu Arcobacter.

KLICOVA SLOVA

Arcobacter spp., polymerazova fetézova reakce, identifikace, detekce

TITLE

Molecular — biological procedures for the identification of Arcobacter spp.

ANOTATION

This bachelor thesis is focused on identification of bacteria Arcobacter spp., It also deals
with advantages or disadvantages of detection of this genus. The first part of the thesis
describes the occurrence, cultivation, transfer, biochemical tests and individual species of the
genus Arcobacter. The second part describes the principles and procedures of all methods in
molecular biology. The third part describes the polymerase chain reaction and its possible
combinations in the identification of Arcobacter spp. In conclusion, the aim is to evaluate the
best possible selection of molecular-biological methods for the identification and detection of

the genus Arcobacter.

KEYWORDS

Arcobacter spp., polymerase chain reaction, identification, detection
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0. Uvod

Mikrobiologie se zabyva mikroorganismy ve vztahu k ¢loveéku, zvifatim a samotnému
okoli. Mikroorganismy mohou zit v souladu s organismem clovéka a zvirat, anebo mohou
naopak Skodit naSemu organismu. Pokud mluvime o mikroorganismech zijicich v souladu,
nazyvame je nepatogenni. Jedna se o takové druhy bakterii, které napomahaji ke spravnému
fungovani organtl, pfispivaji k funkcim metabolismu, a to jen diky vyuziti prostfedi daného
hostitele (¢lovéka, zvifete, rostliny). Existuji mikroorganismy, takzvani skadci, ktefi vznikli
za urCitych podminek (slabou obranyschopnosti) hostitele. Na druhou stranu mikroby
patogenni mohou vyvolat za urcitych podminek onemocnéni. Patogennimi mikroby se zabyva
I¢katrska mikrobiologie, kterd zkouma jejich pfenos z okoli na ¢loveéka anebo ze zvifete na
clovéka, zkouma také zneSkodnéni tohoto pfenosu ¢i nakazy samotné. RozliSuji se Ctyfi
zakladni druhy mikrobii: viry, bakterie, prvoci a houby. Lékatskd mikrobiologie se zabyva
nejenom zneSkodnénim mikroorganismd, ale v prvni fadé pivodem onemocnéni. Infekénim
onemocnim a podminkami vyskytu infekce se zabyva klinicka mikrobiologie.

Zastupci rodu Arcobacter jsou gramnegativni pohyblivé ty¢inky. Nejvice se vyskytuje
v masnych vyrobcich jako je kufeci, vepifové, hovézi a jehnéci maso a také dokonce v mléku,
syri ¢1 mekkysich. Stile neni jasnd pfic¢ina, pro¢ se vyskytuji v odpadnich vodach a
potravinach.

Je povazovan za potravinovy patogen — muze zapfiCinit onemocnéni Clovéka anebo

zvifete. Vyvolava lidskou bakterémii a priijem. U&innou 1é€bou proti nim je podéani antibiotik.
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1. Rod Arcobacter

Bakterie Arcobacter byly poprvé izolovany jako aerotolerantni mikroorganismy podobny
kampylobakteriim z potratenych ploda skoti v roce 1977 (Ellis et al., 1977). Bakterie byly
ziazeny V roce 1991 do nového rodu Arcobacter. (Vandamme et al., 1991). Béhem vyvoje
byly arkobaktery nejdiive ptifazeny do rodu Campylobacter spolu s kampylobaktery jsou
zarazeny do celedi Campylobactarecae, tiidy Epsilonproteobacteria (Vandamme et al.,
1991).

Rod Arcobacter spp. ma velice rozmanita mista vyskytu (zivocisné, rostlinné a vodni).
Nekteti ze zastupct Arcobacter spp. jsou povazovani za lidské enteropatogeny, to znamena,
Zze mohou zptsobovat u ¢lovéka a zvifat potize v gastrointestinalnim traktu, které vedou
K prijmim. Arkobaktery jsou také povazovany za potencialni zoonotické mikroorganismy,
které mohou Sifit infekci mezi zviraty. Tato infekce se vSak potencialné muze $ifit i na
¢lovéka (Collado a Figueras, 2011).

Obrazek 1 Buniky Arcobacter spp. zachycené el. mikroskopem (Snelling et al., 2005)

Tento rod bakterii se fadi ke gramnegativnim, aerobnim bakteriim, tvofici zakiivené
ty¢inky a netvotici spory (viz Obrazek 1). Arkobaktery jsou pohyblivé bakterie, jejichz pohyb
se podoba vyvrtu. Svym tvarem piipominaji bud’ §roubovici, anebo pismeno S. Sitka bakterii
se pohybuje od 0,2-0,9 um a jeho délka je od 0,5-3,6 um. Zasadni podminkou pro kultivaci je
zavislost jednotlivého druhu na teplotnich podminkach béhem rastu. Nékteré druhy nejsou
schopny rust za aerobnich podminek, ale naopak rostou pii mikroaerofilnich podminkach.
Optimalni teplota rustu se udava 15-42 °C pii 5 % O, (Ferreira et al., 2017).
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1.1 Kultivace

Ze sledovani kultivace ruznych typi vzorkd, jako jsou napiiklad moiské, sladké i odpadni
vody, nebo vzorky zviteci a lidské stolice, mo¢e a masa, lze potvrdit vyskyt rodu Arcobacter.
Za dulezitou soucast vyzkumu se povazuje odebrani materidlu a jeho pouziti pro vyzkumné
ucely. Odebrané materialy byly nejdiive odebrany z hospodarskych zvirat (kufata, prasata,
skot, ovce a dalsi), dale i z mofskych zivo¢ichii (me&kkysi, konkrétné musli, Skebli, plze a tak
dale) a nakonec se odebiraly i lidské vzorky. Kultivace mohou probihat na specialnich
kultiva¢nich pudach za mikroaerofilnich podminek (Banting et al., 2016).

Drive, kdyz byl rod Arcobacter soucasti rodu Campylobacter, se pouzivala cela tada
médii vhodnych pro kampylobaktery. Tato vhodnd média mohou byt naptiklad: TSA, CASA,
MH a MPA (Banting et al., 2016).

Tryptonovy s6jovy agar (TSA) je takzvanym univerzalnim médiem, ktery umoznuje rust
daného mikroorganismu, a proto je vhodny nejen pro kultivaci kampylobaktert, ale 1 pro
Arcobacter spp. Slouzi jako takzvané poc¢ate¢ni médium a jeho hlavnim ucelem je pozorovani
morfologie kolonii. Obsahuje enzymaticky hydrolyzat kaseinu, sdjovy pepton, NaCl a agar.
Na tomto médiu vznikaji krémové bilé kolonie. Jako dal§im vhodnym médiem pro kultivaci
arkobakterdi, slouzi Mueller-Hintoniv agar (MH). MH agar obsahuje hovézi extrakt,
hydrolyzat kaseinu, $krobu a agar. Principem tohoto média je testovani citlivosti na
antibiotika. BéZné v rutinnim vySetfeni se pouziva MH agar s5 % ov¢i krvi pro
Campylobacter spp. (tedy i Arcobacter spp. mize byt uziteCny) na testovani citlivosti
antibiotik. Vysoce u€¢innym chromogennim médiem je takzvany Chromogenni agar selektivni
pro Campylobacter (CASA). Ten se pouziva pro vysoce selektivni vycet z Campylobacter
spp. tudiz se hodi i pro Arcoabcter spp. Principem je umoznit snadnou intepretaci
charakteristickych kolonii, kdy po inkubaci (2448 h) se projevi ¢ervené kolonie a pfislusna
selektivni ¢inidla inhibuji ostatni druhy (Le Bars et al., 2011).

Pro kultivaci Arcobacter spp., bychom mohli pouzit i masopeptonovy agar (MPA)
takzvané zakladni médium vyuzivané hlavné pro pomnoZzeni nenaro¢nych bakterii (Banting et

al., 2016).

12



Specialni agar pro rast arkobaktera takzvany ,,Arcobacter-CAT agar™ obsahuje vyzivny
bujon €. 2, aktivni uhli, kaseinovy hydrolyzat, deoxylat sodny, siran Zeleznaty, pyruvat sodny,
agar (pH 7,4 + 0,2 pii 25 °C). Napiiklad u nedavno popsaného A. anaerophilus, byly
prokazany nutné anaerobni podminky kultivace (Jyothsna et al., 2013). Dalsim ¢lenem rodu
je A. halophilus, ktery se oznacuje jako halofilni bakterie a vyzaduje 2% chlorid sodny pro
svij rust na agaru (Donachie et al., 2005). Nedavno byl A. halophilus spolu s A. marinus
izolovan z vody a mékkyst za pouziti obohaceného tekutého média ,,Arcobacter-CAT*
doplnény 2,5 % NaCl (w / v) a nasledné kultivovan na moiském agaru (Salas-Masso et al.,

2016), (viz Obrézek 2).

prbt
62 samples Total Positive samples: A. bivalviorum
52 A. butzleri
A. cryaerophilus

Q =3 A ellisi

A. molluscorum
- . . - A. mytili
- ——
Arcobacter sp. 2
Blood Agar 5 (9-6%) Arcobacter sp. 4
S

Arcobacter

e CAT*-broth 27 (51.9%) A. bivalviorum
A. butzleri

A. cloacae

20 (38.5%) A. defluvii

A. ellisii
ﬂ A. halophilus Re-assesment of
=

A. marinus ‘ Phenotypic test
- A. moiluscorum

Marine Agar A. mytill
Arcobacter ’ 47 (90.4%) A. nitrofigilis

s
CAT*-broth+ :;:b:i:gsp 1
2,5% NaCl (w/v) Arcobacter sp. 2
Arcobacter sp. 3
Arcobactersp. 5
Arcobacter sp. 6

Arcobacter sp. 7
* CAT: Cefoperazone, Amphotericin B, and Telcoplanin Arcobacter sp. 8

Obrazek 2 Kultivace A. marinus spolu s A. halophilus (Salas-Masso et al., 2016)

Nekteré kmeny vykazuji termotoleranci pii teploté 42 °C a také toleranci k 1,5 % NaCl
(Vandamme et al., 1992, Levican et al., 2013).

A. cryaerophilus byl izolovan na agaru ,,Arcobacter-CAT “, ktery neobsahoval 2,5 %
NaCl, coz znamena, ze nedokaze rist na agaru obsahujici sul. (Salas-Mass et al., 2016). Za
idedlni prostfedi pro rist arkobakterGi je povazovano minimdlni médium. Minimalnim
médiem se rozumi médium obsahujici zékladni rustové faktory (viz Tabulka 1); (Banting et
al., 2016).

Nekteré druhy rodu Arcobacter mohou rist na selektivnich padach. Spousta druhi rodu
Arcobacter roste i na MacConkeyho agaru, jehoz principem je rozdéleni bakterie na laktoézu

pozitivni, nebo negativni, bakterie metabolizujici laktéozu rostou do rizovych az Cervenych
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kolonii. Za nejméné naro¢ny druh, ktery roste na agaru obsahujicim laktozu, glukézu a citrat
je A. butzleri, ktery ma schopnost redukovat dusi¢nany (Vandamme et al., 1992; Levican et
al., 2013). A. butzleri spolu s A. skirrowii, A. molluscorum, A. thereius, A. nitrofigilis
a dal$imi druhy mohou rist bud’ za aerobnich podminek, nebo za mikroaerobnich podminek,
nebo i kombinované pti 37 °C (viz Tabulka 1).

Pro kultivaci vybranych druht (viz Tabulka 1) 1ze pouzit Campy Blood-Free Selective
Medium (CCDA), které obsahuje aktivni uhli, siran Zeleznaty a pyruvat sodny, vyzivny bujon
¢. 2, kysely hydrolyzat kaseinu, deoxycholat sodny a je doplnén o cefoperazon. Principem
CCDA média je pouziti cefoperazonu pro selektivni izolaci Campylobacter spp. tedy i
Arcobacter spp. (viz Tabulka 1); (Sultana, 2017).

Pro kultivaci vSech druhti Arcobacter spp. se pouziva krevni agar s 5 % ov¢i krvi, nebo

specialn¢ obohaceny agar ,,Arcobacter-CAT agar™ (Banting et al., 2016).

-—/"'

Obrazek 3 Campylobacter Blood-Free Selective Agar (CCDA), (Sultana, 2017)
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Tabulka 1 Riistové moznosti Arcobacter spp.! v riiznorodém prostiedi (Levican et al., 2014); (Levican et
al., 2013)

prootacterspp.arok | copA | AR | GRS Mo | e
Arcobacter cryaerophilus (1991) + + + - -
Arcobacter nitrofigilis (1991) - - - - —
Arcobacter butzleri (1991) + + + + +
Arcobacter skirrowii (1992) + + + - —
Arcobacter cibarius (2005) - - + + +
Arcoabcter halophilus (2005) - + + - —
Arcobacter thereius (2009) - - - + +
Arcobacter mytili (2009) - + + + —
Arcobacter marinus (2010) - + + - -
Arcobacter defluvii (2011) + + + + +
Arcobacter ellisii (2011) + + + + +
Arcobacter molluscorum (2011) - + + + _
Arcobacter trophiarum (2011) + - - + _
Arcobacter bivalvorium (2012) - + + - —
Arcobacter venerupis (2012) + - + + +
Arcobacter anaerophilus (2013) N - - N N
Arcobacter cloacae (2013) + + + + +
Arcobacter suis (2013) - - - + +
Arcobacter aquimarinus (2014) - + + - —
Arcobacter ebronensis (2014) - - - - +
Arcobacter lanthieri (2015) + + + + N
Arobacter pacificus (2016) N + + -

Arcobacter haliotis (2017) + + + - —
Arcobacter lekithochrous (2017) - - - - _
Arcobacter canalis (2018) N + + + +

!+ znamena pozitivni rist arkobaktert; ,,— znamena, Ze nerostou a N znamena neprokéazan timto testem
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Tabulka 2 Schopnost rustu za specifickych podminek pro jednotlivé zastupce Arcobacter (Levican et al.,
2014); (Levican et al., 2013)

Zivné médium s obsahem

Arcobacter spp. a rok
0,05 % safraninu | 0,01 % deoxylat sodny 0,04% TTC

Arcobacter cryaerophilus (1991) + + +

Arcobacter nitrofigilis (1991) - - _

Arcobacter butzleri (1991) + + +

Arcobacter skirrowii (1992) + + —

Arcobacter cibarius (2005) + + —

Arcoabcter halophilus (2005) - - -

Arcobacter thereius (2009) + - -

Arcobacter mytili (2009) - + —

Arcobacter marinus (2010) + - -

Arcobacter defluvii (2011) -

Arcobacter ellisii (2011) -

Arcobacter molluscorum (2011) +

+ |+ |+ |+

Arcobacter trophiarum (2011) +

Arcobacter bivalvorium (2012)

Arcobacter venerupis (2012)

Arcobacter anaerophilus (2013)

Arcobacter cloacae (2013)

Arcobacter suis (2013)

+ |+ |+ |z
|

Arcobacter aquimarinus (2014)

Arcobacter ebronensis (2014)

Arcobacter lanthieri (2015)

Z| 2

Arobacter pacificus (2016)

Arcobacter haliotis (2017)

Arcobacter lekithochrous (2017)

+l+ |+ |22+ |+ |+]|+]|2

Arcobacter canalis (2018)
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Tabulka 3 Biochemické testy pro Arcobacter spp. (Levican et al., 2014); (Levican et al., 2013)

Arcobacter spp. a rok

Produkce

Sulfanu

Amylazay

Gelatinazy

Kyselin

Citratu

Dusi¢nanu

Arcobacter cryaerophilus (1991)

Arcobacter nitrofigilis (1991)

Arcobacter butzleri (1991)

Arcobacter skirrowii (1992)

Arcobacter cibarius (2005)

Arcoabcter halophilus (2005)

Arcobacter thereius (2009)

+

Arcobacter mytili (2009)

Arcobacter marinus (2010)

Arcobacter defluvii (2011)

Arcobacter ellisii (2011)

Arcobacter molluscorum (2011)

+ |+ |+ |+

Arcobacter trophiarum (2011)

Arcobacter bivalvorium (2012)

Arcobacter venerupis (2012)

Z2|1Z2Z2|2

Z2|1zZ2|Z2|2

Arcobacter anaerophilus (2013)

Arcobacter cloacae (2013)

Arcobacter suis (2013)

zZ2| 2

Z2| 2

2|1 Z2|Z2|1Z2|Z2|2|2

Arcobacter aquimarinus (2014)

|+ |+ |+ ]+

Arcobacter ebronensis (2014)

2

Arcobacter lanthieri (2015)

+

Arobacter pacificus (2016)

Arcobacter haliotis (2017)

Arcobacter lekithochrous (2017)

Z| 2

Arcobacter canalis (2018)
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Tabulka 4 Biochemické testy a rezistence na antibiotika pro Arcobacter spp. (Levican et al., 2013)

Arcobacter spp. a rok

Hydrolyza

Rezistence

Kaseinu

Leutinu

Indoxylacetatu

Cefalotin Cefoperazon

Arcobacter cryaerophilus (1991)

+

Arcobacter nitrofigilis (1991)

Arcobacter butzleri (1991)

Arcobacter skirrowii (1992)

Arcobacter cibarius (2005)

Arcoabcter halophilus (2005)

Arcobacter thereius (2009)

+ |+ |+ |+ |+|2Z]| +

Arcobacter mytili (2009)

Zl+ |+ |+ |+ ]| +]|+

Arcobacter marinus (2010)

+

Arcobacter defluvii (2011)

+

Arcobacter ellisii (2011)

+

Arcobacter molluscorum (2011)

Arcobacter trophiarum (2011)

+

Arcobacter bivalvorium (2012)

pd

Arcobacter venerupis (2012)

Arcobacter anaerophilus (2013)

Arcobacter cloacae (2013)

Arcobacter suis (2013)

2|12 Z2

+ |+ | Z|+ |+ |+ +|+ ]|+

Arcobacter aquimarinus (2014)

Arcobacter ebronensis (2014)

Arcobacter lanthieri (2015)

2| Z2

Arobacter pacificus (2016)

Arcobacter haliotis (2017)

Zl+ |+ |+ |+ +|+|2Z|+]|+]|+

Arcobacter lekithochrous (2017)

Arcobacter canalis (2018)

18




1.2 Biochemické testy

Pro identifikaci kmend, které patii do rodu Arcobacter se pouzivaji biochemické testy
(viz Tabulka 3 a 4). Za typické biochemické testy se povazuje pozitivni aktivita na kataldzu
a ureazu (A. canalis, A. defluwii, A. haliotis, A. lanthieri, A. lekithochrous, A. nitrofiginilis,
A. thereius), schopnost redukovat dusi¢nany (A. butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii,
A. molluscorum, A. pacificus, A. marinus, A. lekithochrous, A. lanthieri, A. halophilus,
A. haliotis, A. defluwii, A. nitrofiginilis, A. anaerophilus) a nékteré jsou schopny hydrolyzovat
indoxylacetat (A. butzleri, A. skirrowii, A. cryaerophilus, A. thereius, A. nitrofiginilis,
A. cibarius, A. defluwii, A. halophilus, A. lanthieri, A. marinus, A. pacificus, A. tophiarum);
(Colado a Figueras, 2011). N¢které druhy také mohou vykazovat negativni aktivitu na
katalazu (A. butzleri, A. anaerophilus, A. halophilus, A. marinus) a ureazu (A. anaerophilus,
A. trophiarum, A. bilvalvorum, A. pacificus, A. cibarius, A. butzleri, A. halophilus, A.mytili,
A. marinus, A. thereius, A. skirrowii, A. molluscorum, A. cryaerophilus) a naopak mohou
projevovat pozitivni aktivitu na katalazu (A. thereius, A. cryaerophilus, A. skirrowii,
A. molluscorum, A. trophiarum, A. bilvalvorum); (Colado a Figueras, 2011).

Dukaz katalazy se provadi kvili rozliseni druhti rodu Arcobacter. Nékteré druhy arko-
bakteri mohou obsahovat enzym katalaza (rozklada peroxid vodiku na vodu a molekulu
kysliku). Principem je zjiSténi, zda testovana bakterie ma ptfitomny enzym, dochazi tak ke
vzniku bublin (HarraB3 et al., 2010)

Dtikaz ureazy se provadi na ptidé s mocovinou. Principem je produkce ureazy, ktera roz-
klada mocovinu a dochazi tak k alkalizovanému prostiedi a zrizovéni pudy za pritomnosti
indikatoru (Harraf} et al., 2010).

Redukce dusi¢nanti na dusitany spociva ve stanoveni aktivity nitratasy. Bakterie mohou
redukovat dusi¢nany nékolika zpisoby: asimilaci (dusi¢nany se redukuji a dusitany a dale
vznik4d amoniak, ktery je dilezity pro syntézu aminokyselin), disimilaci (mikroby vyuZzivaji
dusi¢nany jako kone¢nym akceptorem elektronu za nepfitomnosti kysliku: NO3 — NO, —
NH; tato reakce je iniciovana enzymem nitratreduktasou) a denitrifikaci (nékteré mikroby
mohou redukovat dusi¢nany az na dusik nebo dusitany). Stanoveni redukce dusi¢nani
obvykle probiha ristem mikrobtli za ptitomnosti KNO3z. Béhem rlstu vznikaji dusitany, které
se dokazuji kyselinou sulfanilovou a ao-naftylaminem. Dusitany s kyselinou vytvaii
diazoniovou stl, ktera s a-naftylaminem dava za vzniku ¢erveného azobarviva (HarraB3 et al.,

2010).
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Hydrolyza indoxylacetatu (LAH) je snadno citelnd, dochazi k hydrolyze uvoliujici
indoxyl ze slouceniny indoxylacetatu. Za pfitomnosti vzduchu dochazi ke zméné barvy na
indigo bily z indigo (HarraB et al., 2010).

Mezi dalsi biochemické testy vhodné k identifikaci rodu Arcobacter fadime produkci
sulfanu, gelatinazy, kyselin, citratu a také hydrolyzu leucinu, $krobu (na dikaz amylaz)
a kaseinu, kter¢ se daji zjistit za pomoci systétmu API®CAMPY (viz Tabulka 4,
Obrazek 4); (HarraB et al., 2010).

VétSina druhit arkobakterd je rezistentni na konkrétni antibiotika (napi. cefalotin,
cefoperazon); (viz Tabulka 4). Rezistence na antibiotika znamena, ze bakterie dokazou rust i

za piitomnosti antibiotik (Schindler, 2014).
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Obrazek 4 Biochemické testy pro identifikaci Arcobacter spp. (pfevzato z Bioméreiux)

1.3 Chemotaxonomie

Chemotaxonomie, nebo chemosystematika je odvétvi taxonomie, které vyuziva
kvalitativnich i kvantitativnich shod a odli$nosti ve vyskytu chemickych latek v télech nebo
skeletech organismi ke stanoveni piibuzenskych vztahti. Kmeny rodu Arcobacter obsahuji
respirani chinony, které jsou povazovany za citlivé indikatory aerobniho metabolismu a
anaerobniho metabolismu v bakterialnich populacich (Hegnauer, 2001).

Respiraénimi chinony jsou ubichinony, které lze nalézt v eukaryotech a existuji v
nékterych gramnegativnich bakteriich. Dal§imi jsou menachinony, které lze nalézt
v gramnegativnich, grampozitivnich bakteriich. Desmethylmenachinony nejsou tak Siroce
distribuovany a je mozné je nalézt v nékterych patogennich enterobakteriich a Streptococcus
faecalis (Hegnauer, 2001). Prikladem respira¢nich chinoni vrodé Arcobacter jsou
menachinon 6 a 7 (A. haliotis). U A. lekithochrous i A. pacificus je hlavnim chinonem mastna

kyselina 6.
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Chinony by mohly byt Siroce pouzivany jako taxonomické markery pro bakterie (véetné

Arcobacter spp.), obsah chinonu se méni se zménami v dostupnosti kysliku (Hegnauer, 2001).

1.4 Vyskyt zastupci Arcobacter spp.

Za hlavni zdroj pfenosu Arcobacter spp. je povazovana fekalni kontaminace. Dale se
s témito bakteriemi mizeme setkat ve vodnim prostiedi (Van Driessche a Houf, 2008).

Arcobacter spp. se nenachazi jenom ve vod¢, ale ma vyznamné zastoupeni v mase, jako
je napiiklad dribezi, vepiové apod. (Atanassova et al., 2008; Fallas-Padilla et al., 2014).
Dals$im potencialnim zdrojem arkobakteri je zelenina nebo dalsi potraviny (dokonce i mlécné
vyrobky); (Hausdorf et al., 2013; Fernandez-Cassi et al., 2016).

Arcobacter spp. je velmi rozmanity rod, jehoz druhy byly objeveny diky experimentam
(hospodarskym, farmaceutickym, nemocni¢nim atd.). Nové druhy jsou neustale popisovany
a dochazi k jejich identifikaci. Dnes se muzeme setkat S vice nez 25 druhy (Giacometti et al.,

2015a); (viz Obrazek 5).
A. cryaerophilus a A. skirrowii (Vandenberg et al., 2004).

¥'Campylobaaeraceae family Sewage-
¥ Epsilon division of Proteobacteria A. molluscorum sp.nov., A, anoerophilus sp. 3

¥ Motile, Grar negative organism A. el¥sii sp. nov. and A,
nov. A. suls sp_ov. Seawater-
1 A. pacificus , A. octicola
3 $p. nov.
sepric u

dheffuvil sp. nov

Before 1991- Compylobacter
aerotolerart butzied renamed 3« Rrailer carcass-

Sreat scalop

§
58
' £ e
g 1 Duck- A. thereius 3 . _nov. A ebrnensis sp. nov,, A. ‘g m
.‘ and A. bivalviorum aguimarinus sp. nov. %
Mussels- A. mytiV sp. nov 3P, N0V, =
v A. nitrofigilis- type specizs of the genus ? W % =
¥ A, butzleri—named in honor of Jean-Paul Butzler

Seawater Mussels
Pig and cattle manure- A.
lanthieri sp. nov

¥ Currently- 25 species Shell fish
¥’ A, butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii and A.
cibarius - emerging foodborne pathogens

Obrazek 5 Vyskyt druhii rodu Arcobacter (Ramees et al., 2017)

Arcobacter butzleri

A. butzleri je ¢tvrtym nejcastéji Se vyskytujicim druhem v masnych vyrobcich, mléce,
syrech a v korysich (vyskytuje se v 85 % piipadu). To vedlo Kk jeho zafazeni na seznam
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mikroorganismu, pfedstavujici vazné riziko pro lidské zdravi (Vandenberg et al., 2004).
A. Dbutzleri je klasifikovan jako potencialni lidsky enteropatogen. Pfi nepfiznivych
podminkach ztraci svoji kultivovatelnost, ale pfesto je schopny Zivota a rastu v tzv. VBNC
formach (Vandame et al., 1992). Tento druh byl poprvé izolovan z pohlavnich tekutin byka
a skotu. Dale byl izolovan ze vzorkl studnicnich, pitnych vod a dutiny ustni koc¢ky (Houf et
al., 2002, Fera et al., 2010). Tento druh byl ¢asto izolovan i z potravin (Bangkok), kde se
prokazala vyssi prevalence, nez u béznych enteropatogent (Salmonella ¢i Campylobacter). Je
spojen s enteritidou a bakterémii. Mezi pfiznaky arkobakteridzy patii bolest biicha, nauzea,

zvraceni, horecka nebo vodnaté prijmy. (Vandenberg et al., 2004; Vandamme et al., 1992).

Arcobacter cryaerophilus

Tento druh je spojen senteritidou a pfilezitostné bakterémii. Vyskytuje se ve
zneCisténych pitnych vodach. Také byl izolovan z astni dutiny zvifat, vykalt kocek i pst.

(Neill et al., 1985; Vandamme et al., 1991).

Arcobacter skirrowii

Tento druh byl nalezen ve vykalech hospodaiskych zvitat, v odpadnich a fekalné
kontaminovanych vodach. Zplsobuje chronické prijmy. Je nejcastéjSim izolovanym
a identifikovanym druhem spolu s A. cryaerophilus a A. butzleri (Lehnera et al., 2005;
Vandamme et al., 1992).

Arcobacter thereius

Hlavnim zdrojem A. thereius jsou zvitata (v jatrech, ledvinach, kloakach). Na krevnim
agaru za mikroaerofilnich podminek po 72 h pti 28 °C tvoii bélavé a hladce zaoblené kolonie
o pruméru 2 mm. Prusvitné az neprihledné kolonie s hladkym zaoblenim o priméru 1-2 mm

jsou patrné na ,,Arcobacter-selektivnim agaru* (Houf et al., 2009).

Arcobacter defluvii

Dulezitym rezervoarem pro A. defluwii je odpadni voda a kanalizace. Tyka se to hlavné
odpadnich vod ve Milwaukee, Reus (Spanélsko). Na krevnim agaru za aerobnich podminek
pti 30 °C po 48 h vyrustaji bézové az bilé kolonie s kruhovym okrajem (Collado et al., 2011).
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Arcobacter halophilus a Arcobacter marinus

Vyznamnym zdrojem pro tyto bakteric je moiska voda a zneCisténa sladka voda.
A. marinus se vyskytuje v mofskych fasach a hvézdicich. A. marinus vyrusta na moiském
agaru po 3 dnech pii 37 °C v krémov¢ bilych koloniii. Za vhodnych podminek inkubace na
SBA (Sheep Blood Agar) vyrustaly kolonie nepravidelné a Sedé (Kim et al., 2010).

Co se ty¢e A. halophilus tak na krevnim agaru obsahujici 5 % ov¢i krev a 3,5 % NaCl,
ktery byl inkubovan 72 hodin pfi 18-22 °C, ma vzhled hladkych bilych kolonii (Donachie et
al., 2005).

Arcobacter nitrofigilis

A. nitrofigilis je méné vyskytujicim se druhem. Naléza se v kofenech nebo kolem
kofent Spartina alternativa, coz je vytrvala listnata trava, ktera se nachazi v mokiadech
a zejména v Gsti fek. Muze se také nalézat v motich, mase a meékkySich. Ma podobné

vlastnosti jako C. nitrofiginilis, jak kultiva¢né, tak biochemicky (Vandamme et al., 1991).

Arcobacter mytili

A. mytili patii také k méné Casto izolovanym druhim. Za hlavni rezervoar A. mytili jsou
povazovany musle. Protoze moiské plody jsou velmi oblibenou pochoutkou, je velmi dalezité
dodrzovat hygienické ptedpisy pfi jejich zpracovani a zajistit kvalitu a cerstvost téchto

potravin s diirazem na zajisténi vetejného zdravi (Collado et al., 2009).

Arcobacter molluscorum

Zdrojem vyskytu této bakterie jsou stejné¢ jako u A. mytili musle, ale cast&ji byla
izolovana z me¢kkysu. Na krevnim agaru inkubovaném za aerobnich podminek pfi teploté

30 °C po dobu 48 h jsou vyrustajici kolonie bézové az témér bilé (Figueras et al., 2011).

Arcobacter cibarius

v

Nejvétsim vyskytem pro A. cibarius je potrava (nejéastéji dribez). Za nejcastéjsi izolaci
této bakterie je kize zdechliny (kuteci) z Belgie (2002). Na krevnim agaru za mikroaerobnich
podminek, inkubace pii 30 °C po dobu 72 h, vyrista v bélavych hladce zaoblenych koloniich.
Na ,,selektivnim-Arcobacter agaru tvofi pruhledné, matné a hladce kolonie 0 praméru

1-2 mm (Houf et al., 2005).

23


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/aerobic-conditions

Arcobacter trophiarum

A. trophiarum byl izolovan z vykali selat (Belgie). Na krevnim agaru za mikroaerofilnich
podminek, inkubace 48 h pii 30 °C, vyrusta v bélavych, hladkych koloniich. Na ,,selektivnim-
Arcobacter« agaru jsou kolonie prusvitné az nepruhledné s hladkym zaoblenim (De Smet et
al., 2011).

Arcobacter suis

Hlavni udaje 0 vyskytu této bakterie pochazi z oblasti Spanélska. Konkrétné byly
nalezeny ve vepiovém mase, hnoji, a i v buvolim mléce. Dokonce byla tato bakterie objevena
pii zpracovani $penatu. A. suis je bakterie, ktera mize vyvolat potrat u prasat. Kultivace je
moznd pii 30 °C po dobu 48 h za aerobnich podminek na anaerobnim bazalnim agaru, ktery

obsahuje 5 % konské krve (Giacometti et al., 2015b; Levican et al., 2013).

Arcobacter bilvalvorum

Tento druh ma Sirokou $kalu hostitelt, mtize byt izolovan i z vodniho prostredi, kde ziji
korysi. Hlavné byl izolovan z musli, které se vyskytovaly v okoli Spanélska. Preziva
v aerobnim prostfedi pii 30 °C. Kultivace se provadi na anaerobnim bazalnim agaru

obsahujici 5 % konskou krev (Levican et al., 2012).

Arcobacter anaerophilus

Tato bakterie byla izolovana v Usti a sedimentu fek v Bengalsku a Indii. A. anaerophilus
patii mezi nepohyblivé zastupce rodu Arcobacter. Na nitratovém agaru za anaerobnich
podminek vyriista v koloniich svétle ZIuté barvy. MlZe rlst na médiich, které maji omezenou

piitomnost zdroje uhliku. (Sassi et al., 2013).

Arcobacter canalis

A. canalis byl izolovan z musli, ustfic a neosetfené méstské kanalizace z riznych Casti
Spanélska (Pobleno, Katalansko). A. canalis vyriista na motském agaru ve svétle Zlutych az

bled¢ oranzovych koloniich (Perez-Cataluna et al., 2018).

Arcobacter haliotis

Tento kmen byl nalezen v usnich Haliotis gigantia. Jeho bilé kolonie lze spatfit na

moiském agaru inkubovaném 3 dny pii 25 °C (Tanaka et al., 2017).
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Arcobacter lanthieri

Hlavni vyskyt této bakterie byl v mistech chovu prasat a skotu v Kanadé. Na
modifikovaném agaru Arcobacter po inkubaci 3 dny pii 30 °C tvoii malé, prasvitné bélavé az
bézové kolonie. Nefermentuje sacharidy (Whiteduck-Léveillée et al., 2015).

Arcobacter lekithochrous

Tento kmen se nachazi v mlzi hiebenatky (Pecten maimus) a moiské vod¢ v Norsku. Na

moiském agaru vyrustaji kolonie malé a lehce nahnédlé (Dieguez et al., 2017).

Arcobacter pacificus

A. pacificus se vyskyuje v povrchové moiské vodé v Jiznim Pacifiku, proto se tak i
nazyva. Na motském agaru za aerobnich podminek, inkubovany 48 h pii 37 °C vyrista ve

svétle zluté, kruhové kolonie (Zhang et al., 2016).

Arcobacter aquimarinus

A. aquimarinus je endemit na pobiezi Spanélska (oblast Kataldnska). Zjeho ndzvi
»aqua“ je patrné, ze ke svému zivotu potiebuje vodu, hlavné v oblasti Stfedozemniho mofe.
Na krevnim agaru za aerobnich podminek, inkubovany 48 h pti 30 °C, vyrusta v béZzovou az

témér bilou kolonii (Levican et al., 2015).

Arcobacter cloacae

Tento druh byl izolovan z mé&kkyst, ropnych zasobniki v Cing, primyslového digestote
v Mexiku a z ¢istirny odpadnich vod v Reusu, Katalansku ve Spanélsku. Na krevnim agaru za
aerobnich podminek, inkubovany 48 h pti 30 °C, vyrista kolonie stejna jako A. aquamarinus
(Levican et al., 2013).

Arcobacter ebronensis

A. ebronensis je ptitomny v muslich odebranych z delty feky Ebro v Katalansku, ktera je
jedna z nejdelsich a nejvyznamnéjsich fek na Pyrenejském ostrové. Jedna se o taxonomickou
bakterii. Na krevnim agaru za aerobnich podminek inkubovany 48 h pii 30 °C, se tvofi

bézové az bilé hladké kolonie (Levican et al., 2015).
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Arcobacter venerupis

Nazev A. venerupis pochazi z mlze, konkrétné se jedna o druh Skeble zvané Venerupsis
pullastra. Tento druh $keble se hlavné vyskytuje ve Spanélsku (v oblasti Ferrolu, Galicie),
Portugalsku, Francii a Italii. Na krevnim agaru za aerobnich podminek, inkubovany 48-78 h

pii 30 °C, tvoii bilou a kruhovou kolonii (Levican et al., 2012).

Arcobacter ellisii

Nazev A. ellissi pochazi od objevitele a zkoumatele Ellise. Nachazi se v muslich, které
mbzeme ziskat ziek Voblasti Spanélska. Na krevnim agaru za aerobnich podminek,
inkubovany pii teploté 48 h pii 30 °C, vytvaii téméf bilé a kruhové kolonie (Figueras et al.,
2011).
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2. Molekularné-biologické metody

Molekularni biologie je védnim oborem, ktery se zabyva bunéénymi procesy na jejich
molekularni Grovni. Jde 0 studie zkoumajici fungovani biologickych jevu, dale studuje
strukturu makromolekul DNA, RNA a proteint, jejich vzajemnou interakci a regulaci funkce.
Molekularni biologie integruje s biologickymi, chemickymi a fyzikalnimi obory (Albert et al.,
2002; Bresler, 1966).

2.1 Metody molekularni biologie

Metody molekularni biologie umoznuji analyzu biologicky vyznamnych molekul, které
nesou genetickou informaci (nukleové kyseliny, bilkoviny). Za poslednich dvacet let se
rozvoj metod zlepsil, velmi rychle se rozvijely genotypové metody. Ty se zaméfuji na
polymorfizmu molekul DNA a RNA (Albert et al., 2002). Poskytuji tedy velmi piesné,
objektivni a reprodukovatelné vysledky a mohu identifikovat nekultivovatelné
mikroorganismy. Genotypové metody se zaméfuji na celkovou DNA, ur¢ity usek DNA, RNA
anebo analyzu plazmidové DNA. Diky tomu se dnes vyuzivaji v klinické diagnostice, 1é¢bé
a profylaxich lidskych nemoci (Smarda, 2010).

Za nejvyuzivanéjsi metodu dnes fadime polymerazovou fetézovou reakci (PCR). K
dalsim metodam molekularni biologie miizeme zafadit separa¢ni a charakteriza¢ni metody
napt. chromatografie, elektroforéza, elektronovd mikroskopie a spektroskopie. V dnesni dobé
se pro identifikaci bakterii vyvinula cela fada metod (Albert et al., 2002). Za klasické
neamplifika¢ni metody fadime hybridizace jako je Southern blot a Nothern blot, kdy vzorek
obsahuje velké mnozstvi DNA ¢i RNA a nedochazi k amplifikaci (zmnoZeni) (Pavlik, 1999c).
Oproti tomu amplifikaéni metody jsou zalozeny na polymerazové fetézové reakci (PCR)
znacené vysokou specifitou a senzitivitou. Jsou funkéni 1 pfi malém mnozZstvi cilovych
nukleovych kyselin ve vzorku. Pro v§echny molekularné-biologické techniky je dilezity prvni
krok — izolace (Pavlik, 1999¢; Smarda, 2010).

2.2 1zolace

Izolace je prvnim krokem pfii provadéni genotypovych metod, jde o extrakci nukleovych
kyselin (chromosomalni ¢i plasmidova DNA, virova DNA ¢i RNA) a oddéleni od ostatnich
slozek bunky (Bursova et al., 2014). Izolace se provadi ze vzorku, pomnozovaciho média

nebo z kolonii mikroorganismu. O uspés$nosti vysledkli rozhoduje spravné zvoleny vybér
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techniky na zakladé mnozstvi a kvality nukleovych kyselin (viz Obrazek 6). Mtizeme izolovat

dva typy nukleovych kyselin z prokaryot a virt.. (Bursova et al., 2014; Smarda, 2010).

EXTRAKCE PROTEINU Z ROZTOKU DNA

Homogenizace tkané Priprava bunééného lyzatu
v tekutém dusiku v extrakénim pufru Pfidani fenol/chloroformu

Extrakce proteint inkubaci
s fenol/chloroformem

- N

Precipitace DNA Roztok DNA
pomoci etanolu a octanu sodného precisténé od proteinl Separace proteinl centrifugaci

Obrazek 6 lzolace genomové DNA (ptevzato z LabGuide)

Izolace DNA prokaryot dochazi k naruseni bunéénych membran a uvolnéni bunétného
obsahu a také zahrnuje odstranéni RNA od DNA. K oddéleni se vyuZzivaji jak detergenty
iontové povahy (soli Zlu€ovych kyselin), neiogenni detergenty (Triton X100), nebo ultrazvuk
(Smarda, 2010). K uvolnéni a oddéleni bun&éného obsahu se vyuziva ohiev, sraZeni
organickymi  rozpousStédly, vysolovani, fenol-chloroformovd extrakce, chelatacni
iontoméniCové pryskytice atd. Degradace molekuly RNA je moZné za pouziti enzymu RNasy

(ribonukleasy), nebo proteinasy (Bursova et al., 2014).

Izolace genomové DNA virit se provadi pfimo z bunék ze vzorku. Zahrnuje navic krok,
kdy je nutné oddélit obsahujici nizkomolekuldrni DNA (viru) od vysokomolekdrni DNA
(hostitele) za pouziti vysraZzenim chloridem lithnym. Zbyvajici nizkomolekuldrni DNA se

extrahuje vysrazenim ethanolem, nebo isopropanolem (Bursova et al., 2014).

Izolace genomové RNA viru je slozitéjsi, kdy zahrnuje dalsi krok pro ochranu RNA pted
rozkladem RNasou. RNasa je protein, ktery odolavd mnohym chemickym ¢inidlim a je téz

termorezistentni (Smarda, 2010). Za inhibitor RNasy se pouziva guanidin thiokyanatu (GTC).

28



Piiklady genotypyizac¢nich metod k analyze genomi viri: pro adenoviry se pouziva RFLP-
analyza, pro Flavviviry (Virus horecky Dengue) se vyuziva sekvenovani genomu a pro
Paramyxoviry (Virus spalni¢ek) se pouziva RT-PCR-RFLP-analyza (Brusova et al., 2014;
Smarda, 2010).

2.3 Amplifika¢ni metody

2.3.1PCR

PCR (angl. polymerase chain reaction neboli polymerazova fetézova reakce) je
pouzivana metoda k mnozeni specifického useku DNA in vitro. Jeho princip je podobny jako
replikace DNA in vivo (Pavlik, 1999a). Zkopirovany tsek DNA je syntetizovan dle templatu,
tzv. jednofetézové DNA za pomoci DNA-polymerdzy na principu komplementarity bazi
(Smarda, 2010). Komplementarita bazi je zptisob, kdy dochézi ke spojovani nukleovych bazi,
jak v DNA ¢i RNA, za pomoci vodikovych mustkt (White et al., 1992). K parovani bazi
dochazi mezi adeninem athyminem (pi#i RNA s uracilem) a guaninem s cysteinem (Pavlik,
1999a).

V prubéhu PCR se stfidaji opakované 3 kroky:

1) Denaturace — kdy pti 95 °C dochazi k uvolnéni vodikovych mustkt a z dvoufetézové
DNA (dsDNA) vznikne jednoietézova DNA (sSDNA).

2) Annealing — pfipojeni (hybridizace) primert k templatu, probiha pii 50 az 65 °C.
Dochazi tak k ohraniceni cilové sekvence. Tento krok zavisi jak na teploté tani
primert, tak i na nukleotidovych sekvencich.

3) Elongace — posledni krok, kdy dochazi ke vzniku nového vlakna DNA pti 72 °C a za
pomoci DNA-polymerasy, 2’-deoxyribonukleosid-5"-trifosfaty.

ProtoZe je nutné znat ptesné hodnoty teplot a dobu trvani jednotlivych krokd. Tak cely
proces amplifikace probihd v pfistroji termocykler, kde se teplota méni v Casovych
intervalech, které jsou naprogramovany (Pavlik, 1999a). Pro spravny prubéh PCR se
pfipravuji reakéni smési. Reakéni smési se pouZzivaji k zabranéni kontaminace vzorku, jsou to
takzvané slepé kontroly (Mullis et al., 1994; Pavlik, 1999a). Jeji slozeni obsahuje
templatovou DNA (ze vzorku), primery, smési nukleotid ve formé trifosfati (AINTP, dATP)
a termostabilni enzym polymerazu (Tag) a pufr obsahujici Mg?* ionty (pro aktivitu enzymu),

dnes se pouziva systém AmpEraseTM (Uracil-N-glykosylasa). Pro detekci mohou byt nékteré
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smési znaceny, napiiklad nukleotidy se znaci digoxigeninem, primery na 5’konci byvaji

znageny biotinem (Smarda, 2010).

Vysledny produkt (novy usek DNA) lze stanovit gelovou elektroforézou, Stépenim
restrikénich enzymi, RFLP (vznikaji restrikéni fragmenty), hybridizaci ¢i sekvenovanim
(Pavlik, 1999a). Pro syntézu cDNA podle RNA se vyuziva reverzni PCR (RT-PCR), ktera
potiebuje reverzni transkriptazu (Mullis et al., 1994; Smarda, 2010).

Nested PCR

Jedna se o oblibenou metodu pouzivanou K védeckym 1 diagnostickym ucelim v
laboratofich. Vyuziva jak wvnéjsi, tak vnitini primery. Amplifikace probihd dvoufazové
(Pavlik, 1999a). V prvnim kroku dochazi k amplifikaci za pfitomnosti prvni, vn&jsi dvojice
primert. Poté nasleduje druhy krok, kdy vznikly produkt PCR tzv. matrice, se amplifikuje

S druhou, vnitini dvojici primera (Pavlik, 1999a).

Reverzni PCR (RT-PCR)

Tato metoda in vitro amplifikuje molekulu RNA. Dochazi k detekci RNA prepsanim na
c¢DNA (komplementarni DNA) za pomoci enzymu reverzni transkriptazy (viz Obrazek 7).
Tento enzym je termolabilni (nesnasenlivy teploty nad 40 °C) (Pavlik, 1999a). Retézce RNA
tvoti ¢asto svoje stabilni sekundarni struktury, a tak nemusi byt transkripce dokonala. Proto se
vyuziva enzymu Tth DNA-polymerasa (RNA-dependentni DNA-polymerasa), ktera
umoznuje nejen prepis RNA do DNA pfi teploté 72 °C, ale 1 vlastni amplifikaci a tvorbu PCR
produktu (Pavlik, 1999a).

RT and real-time PCR

' Single tube '

RNA PCR products
Gene-specific primers
One-step real-time RT-PCR mix

Obrazek 7 Reakce reverzni PCR (ptevzato z Bioline)
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In situ-PCR

Jedna se o specialni metodu, kdy probiha amplifikace specifické sekvence piimo v bunce
nebo tkani. (Bursova et al., 2014) Pfi postupu je nutné zahrnuti fixace bun¢k k podloznimu
sklicku a nastaveni podminek pro permeabilitu nezbytnych reagencii (v PCR) do buiky. In
situ detekce probiha bud’ hybridizaci nebo imunochemicky (Smarda, 2010).

Repetitivni PCR (REP-PCR)

Je to metoda, pii niz dochazi k oddéleni opakujici se sekvenci takzvané repetici.
Prokaryotické i eukaryotické genomy obsahuji repetici a mezi repetitivni elementy se
Vv prokaryotnim genomu nachdzeji i kratké nekodujici sekvence. Vyhodou je, ze se da diky
této metodé ziskat charakteristicky amplikon pro dany mikroorganismus (Smarda, 2010).
Jednotlivy profil jejich genomu je zobrazeny spektrem PCR produktli nazyvany fingerprint. A
pak jsou jednotlivé amplikony porovnavany s typovymi kmeny v poc¢itatovém systému, ktery
vytvoii dendogram a identifikuje izolaty. (Bursova et al., 2014) K nejcastéji pouzivanym
primerim pii REP-PCR u prokayrot nalezi naptiklad (GTG)s, Rep-elementy, BOX-elementy
atd. Na druhou stranu pii REP-PCR u eukaryot nalezi dle amplifikujicich markert, které jsou
naptiklad: komplementarni markery (ISTR), (GATA)s;, nebo reakce sjednim primerem
(Smarda, 2010).

Néhodné PCR (RAPD)

Za rychlou, jednoduchou a fingerprintovou metodu, pro zobrazeni profilu DNA
konkrétniho mikroorganismu, fadime nahodnou PCR (Bursova et al., 2014) .Pouziva se pro
identifikaci a typizaci druht bakterii. Podobné& jako u REP-PCR vznika soubor amplikonti na
zdkladé vézanosti primeru (oligonukleotidového) k templatové DNA (Smarda, 2010).
Amplikony se mohou detekovat za pomoci agarézové gelové eleketroforézy, kdy jsou
detekovany amplifikované fragmenty o rtizné velikosti a tim vznika specificky fingerprint pro

testujici mikroorganismus (Smarda, 2010).

,,Real-time“ PCR (qPCR)

Jedna se o metodu poskytujici velmi presnou, reprodukovatelnou kvantifikaci
genomovych kopii. Akumulaci produktu PCR se méfi za pomoci fluorescencnich barviv,
fluorescenéné znacenych sond s dvojitou znackou (TagMan) nebo znacenych primera (LUX,

AmpliFlourTM). Nejdiive se pouzivaji barviva pt. SYBR® Green I, které fluoreskuji po
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vazb¢ na dvouretézcova DNA (Bursova et al., 2014). ZvySenim mnozstvi PCR produktu se
zvysi 1 fluorescenéni signal. Nevyhodou je nerozliseni PCR produktu od nespecifickych
naamplifikovanych sekvenci. (Smarda, 2010) Dalii zptisob detekce je za vyuziti sond, které
se komplementarn¢ vazi na wvnitini ¢ast amplikonu. Piikladem fluorescenéné znacenych
hybridiza¢nich sond jsou fluorofory (FAM), zhdse¢ (TAMRA), nebo sonda TagMAN TM,
kdy lze snimat fluorescenci az po rozlozeni sondy za pomoci enzymu Taq DNA-polymerasy

pii elongaci ((Bursova et al., 2014; Smarda, 2010).

Dalsim typem sond mohou byt takzvané molekularni majaky. Molekularni majaky jsou
speicifické oligonukleotidy obklopené kratkymi repeticemi, kdy vznika vlasenka se smyckou
(Li J. a McDonald J., 2014). Pokud je F (Fluorofor) a Q (Quencher — zhasedlo) blizko sebe
nedochazi ke vzniku fluorescence. Po 100 % hybridizaci na templat se F a Q dostanou od

sebe a dochazi ke fluorescenci (viz Obrazek 8); (Li J. a McDonald J., 2014; Smarda, 2010).

Molecular Beacon

RNA Amplicon

F Q ’ Binding

K .

Obrazek 8 Molekularni majak (Li J. a McDonald J., 2014)

Metoda qPCR zaznamenava vznik amplikond v prubéhu celé reakce, a pravé proto se
nejvice vyuziva pii kvantifika¢nich metodach (Smarda, 2010).

Existuje cela fada dalsich PCR metod jako napfiklad Alelové specifikca PCR (AS-PCR),
Amplifika¢ni refrakéni mutacni systém (ARMS), rychla amplifikace cDNA (RACE),
Asymetrickd PCR, Multiplexova reakce, CMC (Chemical mismatch cleavage) a spousta

dalsich (Smarda, 2010).

2.3.2 Ligazova tfetézcova reakce (LCR)

Tato metoda slouzi k detekci stopovych mnozstvi DNA o zndmé sekvenci. Jedné se o

dvoufazovou cyklickou reakci, kdy pfi prvni fazi za tepla (95 °C) se cilova dvouvldknova
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DNA rozvine na jednovldknovou. V druhé fazi pii 70 °C se dvé komplementarni
oligonukletidy hybridizuji na cilové jednovldknové molekuly za pomoci termostabilni ligasy

(Tth DNA ligasa, Pfu DNA ligasa) (Smarda, 2010).

2.3.3 Amplifikace replikazou QP (QBR)

RNA bakteriofag replikuje sviij genom za vyuziti QB RNA polymerasy. Nejprve se sonda
navaze na QP templat a po hybridizace nasleduje amplifikace. Vhodny templat pro
QP replikasu je jednofetézcova molekula RNA. Ke snadné amplifikaci vede jakékoliv
hybridiza¢ni pozadi a také pro aplikaci metody, je nutna absolutni specifita hybridizace sondy

(Pavlik, 19994d).

2.3.4 3SR Amplifikac¢ni reakce (self-sustained sequence replication)

Tato reakce vyuziva ucinku reverzni transkriptdzy, RNasy H a T7 RNA polymerasy na
syntézu komplementarni DNA (cDNA). Na ni se pouzivd hybridni primer, ktery ma v sobé
cilovou oblast a konec s promotorem pro T7 RNA polymerasu, ktery s ni nehybridizuje
(Smarda, 2010). Kopie cDNA ma promotor na jednom konci. RNasa H degraduje RNA na
RNA/RNA hybridu, ale T7 RNA polymeraza syntetizuje mnoho kopii RNA (dle DNA). Ty
kopie jsou cilem pro reversni transkriptasu a ta syntetizuje dalsi cDNA (Bursova et al., 2014).
Vse probiha za stejné teploty a pouZzivaji se reak¢ni Cinidla, ktera jsou v koncentracich pro

akumulaci produktu (Smarda, 2010)

2.4 Neamplifika¢ni metody

Do neamplifika¢nich metod fadime hybridizace, ktera vytvaii dvoufetezcové (dd, angl.
double stranded) molekuly z jednofetezcovych (ss, angl. single stranded) molekul
nukleovych kyselin. Hybridizovat tedy lze sSDNA tak sSRNA, pokud se vyznacuji tplnou ¢i
¢astecnou komplementaritou bazi. Podle typu molekul 1ze parovat, jako napiiklad DNA/DNA
hybridizace, DNA/RNA hybridizace a RNA/RNA hybridizace (Smarda, 2010).

Pied hybridizaci se musi denaturovat molekuly (dvouietezcové) nukleovych kyselin bud’
teplotné, enzymaticky, ¢i chemicky (pf. NaOH). Hybridizace se provadi na pevnych nosicich.

Na né se navaze polynukleotid schopny hybridizace. Pfi vlastni hybridizaci se smicha
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vySetiovana nukleova kyselina s hybridiza¢ni sondou a zajisti se pro ni vhodné podminky
(koncentrace iontl, teplota). Poté se nenavdzand sonda vymyje a detekuje se hybridizacni
produkt. Nastaveni hybridizacnich podminek umoziiuje vytvorit hybridizacni produkty
s nesparovanymi useky. Cim jsou podminky vy$si (vys§i teplota tani sondy), tim vzniké
dokonalejsi vazba a hybridy jsou stabilnéjsi (Bursova et al., 2014). Opakem, kdy nedochazi
k dokonalé vazbé mohou castéji vznikat nestabilni hybridy. Stabilitu hybridd neovliviiuje
jenom teplota, ale také délka a zastoupeni GC a AT part, pH, koncentrace soli v roztoku

a piitomnost latek destabilizujici vodikové mustky mezi fetézci (Bresler, 1966).

Pted hybridizaci se pripravi sondy. Sonda je jednoietézcova radioaktivné ¢i chemicky
znacena nukleotidova sekvence DNA nebo RNA, kterd se vaze komplementarné na cilovou
sekvenci. Pro pozadovanou sekvenci muze byt hybridizaéni sonda, uméle vytvofena
(pf. PCR). Nejdiive byly znafené sondy radioaktivné, kdy do sekvence se zaclenily
radioaktivni izotopy (32P, 33P, 35S, 3H). Radioaktivni zafeni je signdlem sondy, kterou
muzeme detekovat autodiograficky na vrstvé fotografického papiru, filmu nebo emulze. Tento
zpusob je velmi citlivy, a tak dnes pfevazuje chemicky znacena sonda (Pavlik, 1999b;
Smarda, 2010). Tato sonda obsahuje v sekvenci chemicky modifikované nukleotidy dUTP,
které nesou molekulu digoxigeninu (DIG) nebo biotinu. Tyto molekuly ptisobi jako antigen,
ktery je rozpoznavan protilatkou. U sondy s DIG je detekce provadéna se specifickou
protilatkou anti-DIG. U sondy s biotinem Ize pouzit protilatky jako avidin, nebo streptavidin
(Smarda, 2010). Na specifickych protilatkach je navazan enzym (peroxidasa, luciferasa) nebo
fluorescenéni barvivo (fluorescein, thodamin). Po piidani substratu k sond¢, je katalyzovana
reakce enzymem a dochézi tak ke zméné barvy a rozpustnosti, emisi svétla ¢i fluorescence
substratu (Bresler, 1966; Smarda, 2010). Pokud jsou sondy fluorescenéné znageny, provadi se
technika fluorescenéni hybridizace in situ (FISH). FISH metoda se vyuziva k detekei ¢i
konfirmaci bakterii. Navazané sondy muizeme vidét pies fluorescencni mikroskop. Diky
tomu, Ze jsou sondy fluorescen¢né znafené, umoziuji identifikaci polohy nékolika gent

soucasn¢ (Bursova et al., 2014).

Za hybridiza¢ni experimenty, které jsou variabilni se provadi naptiklad v roztoku, gelu,
na filtrech, Cipech, v elektronovém mikroskopu nebo in situ (Bresler, 1966; Pavlik, 1999b;
Smarda, 2010).
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Hybridizace v roztoku

Jedna se 0 nejcitlivéjsi techniku, kterd vyuziva reakéni smési pro rychlejsi vytvoreni
hybridiza¢niho produktu (Bresler, 1966). Pro tuto metodu sta¢i malé mnozstvi vzorku. Vzorek
se pfidd na konci hybridizace do roztoku obsahujici Sl-nukleasu, kterd rozklada
jednofetézovou DNA, ale hybridy zistanou nedotéeny (Pavlik, 1999b). Hybridy jsou pak
vysrazeny trichloroctovou kyselinou, nebo jsou navazany na hydroxyapatit (Bursova et al.,

2014; Smarda, 2010).

Hybridization protection Assay (HPA)

Metoda umoziiuje semikvantitativni hodnoceni. Zakladni sloZzkou je sonda znacena
akridinesterem navdzanym s kovovym jadrem. Tato sonda je komplementarni se specifickych
isekem 16S ribosomalni RNA u hledaného infekéniho agens (Smarda, 2010). Hybridizace
probiha hodinu ve vodni lazni pfi 60 °C. Za pomoci diferencialni alkalické hydrolyzy
nasleduje separace hybridu v roztoku (Pavlik, 1999b). Dojde k degradaci nenavazané sondy
a K hydrolyze akridinesteru. Jelikoz hybridy obsahuji kovové jadro, daji se separovat za
pouziti magnetického stojanku. Na zavér se piida induktor luminiscence. Intenzita
indukovaného svétla je méfena v luminometru (Bursova et al., 2014; Pavlik, 1999b; Smarda,
2010).

Hybridizace na pevnych podkladech (SSHA)

NejcCastéji pouzivand metoda, pifi niz denaturovand molekula DNA nebo RNA, je
prenesena na pevny podklad (nitrocelulazovy filtr, nylonova membrana). RozliSujeme tii typy

hybridizace podle pfenosu nukleovych kyselin (Bursova et al., 2014):

e hybridizace kolonii nebo plaku — pfenos nukleovych kyselin na membranu
z bakterialni kolonie nebo plaku bakteriofagh (na Zivnych médiich)

e teckova hybridizace — pfenos nanasen na membranu ve forme kapek (roztoku

e zpétna (reverzni) hybridizace — soubor neznacenych sond pfenesen na pevny podklad,
na kterém hybridizuje vzorek s testovanou znac¢enou DNA

e pienos po elektroforetické separaci v agarozovych nebo polyakrylamidovych gelech —
kapilarni pienos (nukleové kyseliny pienesené pufrem prostupujicim gelem),
elektroforeticky pienos (prenos ovlivnény elektrickym polem) a vakuovy pienos

(rychly pienos, kdy je gel polozen na membranu, na kterou je ptelit roztok)
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Také rozliSujeme podle typu:

e Southernav pfenos — pfenos DNA
e Notherntv pfenos — pienos RNA

e  Westrernliv pienos — prenos proteinti (napf. stafylokokové enetrotoxiny)

Southerniiv a Notherntiv pienos nukleovych kyselin na membranu je zvlastni v tom, ze
nasledna hybridizace ptedchazi elektroforetickému rozdéleni (Bursova et al., 2014; Pavlik,

1999b; Smarda, 2010).

Hybridizace in situ

Metoda je zalozena na detekci (hybridizaci) nukleovych kyselin na pevném nosici. Také
zajistuje morfologii tkan¢ a posuzuje jeji abnormality, rozliSuje aktivni a latentni infekci.
Umoznuje detekcei nukleovych kyselin z cytologickych preparati (chromosomil, bunék, tkani)

a stanoveni jejich prostorové lokalizaci (Pavlik, 1999Db).

2.5 Klasické metody sekvenovani

Cilem sekvenovani je stanovit poradi nukleotidii v molekulach DNA. Metody jsou rychlé
a spolehlivé, vhodné pro stanoveni nukleotidii pfi analyze genomu, ¢i molekularni podstat
zakladnich biologickych procesi (Albert et al., 2002). Znalost sekvence nam umoziuje
informovat o aminokyselinové sekvenci proteintl, regulaci jejich tvorby a také lze detailné
stanovit charakter mutace (projev z vzniklych genetickych chorob); (Sanger and Coulson,
1975; Smarda, 2010).

Maxam-Gilbertova metoda

Jedné se o chemickou metodu, kterd pouZiva chemické Stépeni jednotlivych typu bazi.
Pracuje se souborem ¢tyi stejnych jednovldknovych DNA radioaktivné znacenych na svém
konci (Maxam, and Gilbert, 1977). Z kazdych ¢tyfech typu, vlozenych do zkumavek, lze
Stépit jen v misté uréitych bazi (Smith, 1986). Tim pak dochazi ke vzniku smési dlouhych
fragmentli, které kon¢i v misté urCité baze a urCime rozdily délky fragmentl za pouziti
elektroforézy v hustém polyakrylamidovém gelu. Odectenim poloh jednotlivych bazi na
vzniklém autoradiogramu lze stanovit sekvenci DNA (Maxam, and Gilbert, 1977; Smith,
1986; Smarda, 2010).
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Sangerovo sekvencovani

Nejbéznéjsi metoda vyuzivajici enzymovou reakci sekvencovani. Pro sekvenci DNA se
musi pouzit matrice tedy DNA, ktera slouzi pro syntézu fetézct rizné délky za pomoci
enzymu DNA-polymerasy. Reakce je provadéna ve ¢tyfech oddélenych zkumavkach podobné
jako u chemické metody (Sanger and Coulson, 1975). Na zacatek se pfipravi reakéni smési
obsahujici purifikovanou molekulu DNA, primer (pro pfipojeni na ¢ast nebo mistu na
molekule DNA, muize se jednat napt.. kratké restrik¢éni fragmenty, uméle vytvorené
oligonukleotidy o délce 18 bazi), smes obsahujici 4 nukleotidy ze ¢ty ddANTP a v neposledni
fadé DNA-polymerasu (T7 DNA-polymerasu tzv. Segeuenase TM, Tag DNA-polymerasu).
Po detekci nasyntetizovanych fetézct je oznacen primer, ddNTP nebo jeden ze étyfech ANTP
radioaktivné nebo neradioaktivné. Poté dojde k polymerazové reakci, ktera vytvoii produkty,
které se denaturuji a separuji elektroforézou s polyakrylamidovém gelem. Odecita se na

autoradiogramu (Sanger and Coulson, 1975; Smarda, 2010).

Automatické sekvenovani DNA

Je vyznamnym pokrokem pro stanovovani sekvenci DNA enzymatickou metodou.
Dochazi k syntéze DNA v PCR reakci, kdy je kazdy ddNTP znacen jinou fluorescen¢ni
znaCkou. Vznikajici dlouhé useky jednovldknové DNA jsou oznaceny tou fluorescenéni
znackou (Raclavsky, 2003). Pro stanoveni sekvence DNA se pouziva pfistroj, geneticky
analyzator zvany ,,sekvenator”. Detekce vzniklého useku probihd kapilarni elektroforézou
(tenkou kapilarou naplnénou gelem) a za pomoci laserového detektoru, ktery je napojen na

pocita¢ a vyhodnocuje samotnou sekvenci (Smarda, 2010).

Sekvenovani genomu

Metoda pro stanoveni sekvenci fragmentu DNA, ktera obsahuje 500-1000 bazi, které
Vjedné reakci lze analyzovat. Metoda se muze provadét dvojim typem, ktery zavisi na

velikosti stanovované sekvence (Raclavsky, 2003).
1) Nahodné sekvenovani

Pfipravené nastiihané genomy z DNA fragmentd o velikosti 1300-2000 bp se po tpravé
klonuji do vhodného vektoru za vzniku velkého poctu klont. Na §tépeni DNA se vyuziva
sonikace, nebo pankreatickd DNéza za pfitomnosti Mn?* (Raclavsky, 2003). Pro ptipojeni

k vektoru v blizkosti klonovaciho mista se pouzivaji primery, kdy jsou stanoveny sekvence
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kratkych tsekd na konci klonovaci molekuly. Primery musi znat sekvenci pro prodlouzeni

fetézce DNA-polymerazou (Smarda, 2010).
2) Usporadané sekvenovani sousednich useki
Metoda je pomalejSi a drazsi kvili nutnosti navrhovat a syntetizovat nové primery.

Pouzivaji se exonukleazy (Raclavsky, 2003; Smarda, 2010).

Pyrosekvenovani

Jednd se o velmi pfesnou metodu, kterd je zalozend na uvolnéni pyrofosfatu pfi
enzymatické syntéze DNA. V kone¢ném kroku reakce se emituje viditelné svétlo. Mira emise

svétla je tmérna mnozstvi nukleotidt (Smarda, 2010).

Sekvenovani pomoci hybridizace

Uginna a perspektivni varianta této metody je prostfednictvim DNA &ipti neboli DNA
microarray. Jeji kliCovy faktor je miniaturizace pro spole¢né mnozstvi detekci hybridizujicich

molekul (Smarda, 2010).

Minisekvenovani

Metoda, ktera slouzi k prodlouzeni 3" konce primeru o jeden znaceny nukleotid. Také
slouzi k ovéfeni jednonukleotidovych polymorfizmii a k odliSeni jednotlivych alel genta

(Smarda, 2010).
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3. Metody vyuzitelné pro zjistovani identifikace arkobakterti

Nejvice rozsitenou molekularné-biologickou metodou pro identifikaci Arcobacter spp. je
polymerazova fetézova reakce (PCR). Aby se mohla pouzit tato metoda, tak nejdiive se
musely navrhnout a vytvofit primery a sondy potiebné k detekci kment arkobakterd. PCR
metoda se pouziva hlavné diky své vyuzitelnosti: zmnozeni DNA, detekce DNA o urcité
sekvenci (pouzivané ve forenzni genetice a molekularni diagnostice) a kvantifikaci.

Pro detekcei a identifikaci druhti rodu Arcobacter se pouzivala jak klasickda PCR metoda
(specificka, kvantifikacni, ,real-time*, multiplexni atd.), ale i kombinovana s metodami
ELISA, RFLP a dalsimi. Jednotlivé typy se po Case upravovaly, ¢i ménily a nasledn¢ zlepsily,
tak aby poskytovaly mnohem lepsi vysledky.

3.1 Klasické PCR metody

Polymerdazovd retézova reakce (PCR)

Poprvé se setkavame s PCR metodou v roce 1995 za pouziti primeri zamétenych na
amplifikaci 16S rRNA gent, které detekovaly jeden fragment nukleové kyseliny ze tfi roda —
Campylobacter, Helicobacter a Arcobacter (Wesley et al., 1995). Dale byly navrzeny
piislusné druhové specifické 16S a 23S rRNA sondy pro detekci arkobaktera (Wesley et al.,
1995). Vten samy rok byl vyvinut genové specificky test (pro detekci vSech druhi
Arcobacter spp.) a specificka PCR amplifikace (pro detekci tii druhti arkobakter) pro
rozliSeni kmenu arkobaktert (Bastyns et al., 1995). Tyto testy byly zalozeny na cilové
sekvenci, ktera obsahuje nejvice variabilni oblasti 23S rDNA. Testy slouzily hlavné pro
detekci a pro rozliseni tfi zakladnich druhu tj. A. butzleri, A. crayerophilus a A. skirrowii.
Specificnost této metody byla rozséhle testovana s vyuzitim 54 arkobaktert a 71 piibuznych
referenénich kmenti (Bastyns et al., 1995).

Rok na to se vyvinula PCR metoda zaméfena na 16S rRNA pro identifikaci A. butzleri,
A. cryaerophilus a A. skirrowii. Kdy tato metoda pouzivala primery (BUTZ, Arco I, Arco Il
a Arco Il) cilené na geny kodujici 16S rRNA. Pro detekci A. butzleri PCR metodou byly
vybrany primery BUTZ a Arco Il a po syntéze doslo ke vzniku fragmentu o velikosti 463 bp.
Pro detekci vSech trech druhi (A. butzleri, A. cryaerophilus a A. skirrowii) se nakonec pouzil
primer Arco Ill. Jednalo se o identifikaci u klinicky nemocnych lidi a u hospodaiskych zvitat
(Harmon a Wesley, 1996).
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Roku 2008 byla opét provadéna metoda PCR, tentokrat na extrahovanych DNA
z jednotlivych kolonii u patogennich druhti Vibrio, Aeromonas a Arcobacter spp. v prilivu
Messina (Italie). Pro fenotypovou identifikaci (A. butzleri, A. cryaerophilus a A. skirrowii) se
provadéla multiplexni PCR, kdy test zahrnul vyuziti pét primeri BUTZ, ARCO, CRY1
a CRY2, SKIR na zéklad¢ amplifikace 16S rRNA a 26S rRNA. Molekularni metoda zlepsila
detekci bakterii v mofském prostfedi ¢asto z nekultivovatelného stavu (Gugliandolo et al.,
2008).

V roce 2009 se vyvinula vylepSena PCR, ve které se pouzily druhové specifické primery,
pro detekci A. butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii a A. cibarius v kufecim mase Pro
A. cryaerophilus, A. skirrowii a A. cibarius byly navrzeny primery na zakladé genu gyrA.
Tyto specifické primery slouzily pro amplifikaci fragmentti nukleové kyseliny o velikostech
212, 257 a 145 bp. Pro A. butzleri byly navrzeny specifické primery tak, aby amplifikovaly
DNA fragment o velikosti 203bp v 16S rRNA genu. Po selektivnim kroku (18 h) nasledovala
PCR amplifikace se ¢tyfmi sadami primert a jeji specifi¢nost byla hodnocena panelem druht
Arcobacter a ostatnich potravinovych bakterii. Amplifikace odhalila pfitomnost 87,5 %
Acrobacter spp. (ze vzorku drubez), z toho 50 % A.butzleri a 35,7 % byl pozitivni nalez
A. butzleri i A. cryaerophilus, ale neprokazali se druhy A. skirrowii a A. cibarius. Mizeme
fici, ze PCR je specifickou a rychlou alternativou pro prizkum kontaminace arkobaktert

v mase (Pentimali et al., 2009).

Jednostupinovda PCR

vvvvvv

druhové specificky PCR test (jednostuptiova PCR). U né se pouzily primery, které
amplifikuji v oblasti 23S rRNA genu a také byly navrzeny tak aby provadély specifickou
identifikaci jednostuptiovou PCR. Pro jednostupnovou PCR metodu se pouzily smiSené
primery (N.butz, N.c1.A, Nc1B a N.ski), které byly vytvoteny z referen¢nich kmeni. Primery
pouzité pies tuto metodu byly jeSté¢ hodnoceny na 10 japonskych izolatech a byly takto
detekovany vsechny druhy rodu Arcobacter (Kabeya et al., 2003).

Multiplexni PCR

Roku 1997 byla testovana metoda detekce multiplexni PCR, ktera slouzila k identifikaci
izolatt arkobakterd a také pro odliSeni A. butzleri od ostatnich druhti. Test vyuzival dvé sady
primerd. Specifi¢nost sad primer byla hodnocena s pouzitim referencnich kmena (A.

butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii, Bacteroides spp., Campylobacter spp., Helicobacter

40



spp. a Wolinella succinogenes). Prvni sada primerd amplifikuje ¢ast 16S rRNA gent
Arcobacter spp. a druha sada amplifikuje ¢ast gent 23S rRNA pro A. butzleri. Po amplifikaci
poskytla PCR metoda amplikon o velikosti 1223 bp pro vSechny izolaty, ale pro A. butzleri
poskytla jak 1223 bp amplikon tak i druhové specificky amplikon o velikosti 686 bp. Dale
doslo k analyze kment arkobakterti (n=108), které byly dfive charakterizovany DNA-DNA
hybridizaci, ribotypizaci nebo sérologii. Multiplexni PCR test je velmi rychly, specificky
a snadno interpretovatelny, a proto muze objasnit prevalenci, epidemiologii a zoonoticky
potencial Arcobacter spp. (Harmon a Wesley, 1997).

Po tfech letech se multiplexni metoda vyvinula za soucasné detekce a identifikace tii
druhti Arcobacter spp. (A. butzleri, A. cryaerophilus a A. skirrowii). Tato metoda vyuzivala
test s péti primery, které amplifikovaly geny 16S a 23S rRNA. Nakonec se vybraly primery
téi: 257-bp fragment z A. cryaerophilus, 401-bp fragment z A. butzleri a 641-bp fragment z
A. skirrowii. Detekce slouzila pro identifikaci kultur in vitro z Zivné pudy ,,Arcobacter“-CAT
a také k jejich identifikaci (Houf et al., 2000).

O Sest let pozdéji se multiplexni PCR vyvinula natolik, ze se pouzila pro detekci
a rozliSeni alimentarnich patogenti v jednokrokovém postupu. Cilem bylo vymyslet takovou
metodu, kterda by identifikovala nejvyznamnéjsi patogeny vyskytujici se v potraveé
a v drubezich produktech. Pro test se navrhly primery spole¢né reverzni a specifické, které
byly navrzeny hybridizaci na 16S rRNA. PCR zaloZzend na 16S rRNA genu roda
Campylobacter, Helicobacter a Arcobacter amplifikovala 1216 bp fragment. Amplikony byly
Stépeny restrik¢nimi enzymy Rsa | a ECORV. Nejdfive se izolovala DNA (ve fosfatovém
pufru), poté nasledovala extrakce za pomoci Qiagen technologie dle instrukci vyrobce. Dale
bylo provedeno klonovéni a sekvenovani 16S rRNA, ktera byla amplifikovdna za pomoci
primert (reverse: 5'-GGA GTC TGG ACC GTG TCT CA-3 ' a forward: 5-CTA CAC ACG
TGC TAC AAT GG-3 ). Pro analyzu vzorki na sekvenovani se pouzil automaticky
sekvenator ABI 3774. Pro PCR postup se pouzili primery nukleotidové sekvence gend 16S
rRNA publikované v databankach. Béhem testu se pro identifikaci izolatd zkoumala metoda
polymorfismu délky restrikénich fragmenti v kombinaci s polymerazovou fetézovou reakci
(PCR-RFLP). Za dalsi velmi uzite¢ny test pro rozliseni druhii Arocbacter poslouzila PCR
metoda zaloZena na hippurikdzovém genu. Vysledkem bylo, ze primery vytvofené pro
amplifikace ¢asti 16S rRNA genu vSech druhti. Ziskané produkty m¢ly velikost 822 bp pro
Arcobacter spp., 946 bp pro termofilni Campylobacter a 1107 bp pro Helicobacter. I kdyz
touto metodou nelze ziskat druhovou identifikaci, je uzitecnd pro zjisténi téchto patogenii ve

vzorcich (Neubauer a Hess, 2006).
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,Real-time“ PCR

Rychla a piesna detekce Arcobacter spp. probéhla roku 2010. Pro detekci arkobaktert
vzorkd potravin (kufata, jatra) a odpadnich vod byl vyvinut test Vv redlném case PCR
s barvivem vazajicim DNA (SYBR Green). Izolaty byly identifikovany multiplexni PCR
a analyzou polymorfismu délky restrikéniho fragmentu PCR-amplifikovaného DNA
fragmentu a typovany nahodné amplifikovanou polymorfni DNA. Arcobacter spp. byly
zjistény za pomoci ,,real-time*“ PCR (96 % z kufat, 40% jatra a 100% odpadni voda a bez
obohaceni) a konven¢ni PCR (kurata, ale az po 48 h pomnozeni). Multiplexni PCR byly
detekovany A. butzleri a A. cryaerophilus a polymorfismem délky restrikéniho fragmentu
PCR (PCR-RFLP) byly detekovany A. butzleri, A. cryaerophilus a A. skirrowii. Nahodnou
PCR-RFLP byla pozorovana velka genetickd heterogenita. Test PCR v redlném case se ukazal
jako lepsi detekéni metoda nez konvencni PCR, spolu s kratSimi ¢asy testovani vzorkd,
a proto se jevi za rychlé a pfesné monitorovani kontaminované arkobaktery v potravé a vodé

(Gonzales et al., 2010).

3.2 Kombinované PCR metody

Kombinace PCR-RFLP

V roce 1999 byla provedena rychld identifikace izolovanych bakterii roda
Campylobacter, Arcobacter a Helicobacter analyzou polymorfismu délky restrikénich
fragmentt (PCR-RFLP) gent 16S rRNA. Jedna se o rychly dvoufdzovy systém zalozeny na
analyze polymorfismu délky restrikéniho fragmentu (PCR-RFLP). Pro tuto metodu byla
pripravena purifikovana DNA nebo bakterialni bunéény lyzat a vyuzivala jenom jednu sadu
primerd. Pro identifikaci mikroorganismi (hlavné rodu Arcobacter) se pouzil restrikéni
enzym (enzym Taq I). DNA se extrahovala metodou fenol-chloroformovou, byla piecisténa
a detekovana spektrofotometricky. Bunécny lyzat izolatd byl pfipraven z resuspendovanych
buné¢k, vafenim a odstfedénim centrifugaci. Sekvence primert (CAH 16s 1a a CAH 16S 1b)
se navrhly tak, aby amplifikovaly 1004 bp fragment kodujici oblast 16S rRNA genu
izolovanych rodi. Cile pro primery slouzily oblasti, kde doslo k vyrovnani sekvenci Uplnych
16S rRNA z izolata (C. jejuni, A. butzleri a H. pylori). Oligonukleotidy byly syntetizovany
zatizenim DNA jadra Bureau of Microbiology of Health Canada. PCR amplifikace byla
provedena za pomoci DNA polymerazy AmpliTaq na termocykleru PC-200. RFLP slouzil
k odliSeni druhd A. butzleri, A. cryaerophilus a A. skirrowii enzymem Taq I, ale neodlisil je

42



fenotypicky. Proto se pouzilo dopliikové testovani hippurikazové aktivity, kdy pro odliSeni
novych druhti se pouzila sekvence genti hippurikazy. Lze fici, ze PCR-RFLP metoda slouzila
pro genetickou identifikaci mnoha druhi — Campylobacter, Arcobacter a Helicobacter
(Marshall et al., 1999).

V roce 2008 byla pro rozlisSeni druht arkobakterti vyvinuta metoda 16S rDNA-RFLP, ve
které byly pouzité dvé skupiny hybridiza¢nich skupin. Metoda byla zaloZena hlavné na
pouziti primeri a endonukledzy I. Ty byly vyuzity pro odliSeni referencnich kmenti od
izolati. Metoda byla rychla, snadno proveditelna a umoznovala rychlé a spolehlivé
rozpoznani rodu Arcobacter (Figueras et al., 2008). V roce 2012 se diive popsana metoda 16S
rRNA-RFLP aktualizovala pro charakterizaci arkobakterti. Dfive metoda pouzivala jednu
endonukleazu (Mse 1) pro Sest druhti a od té doby se pocet zvysil na 17 druht. Cilem bylo
aktualizovat metodu tak, aby charakterizovala vSechny druhy rodu Arcobacter. Proto se
zavedly nové enzymy: endonukleaza Mnl | a Bfa I, které generovali specifické RFLP vzory.
16S rRNA-RFLP analyza identifikovala 17 arkobakterti elektroforézou (na polyakrylamidu
nebo agardzovém gelu). Poprvé byla zdokumentovdna mikroheterogenita rodu (zejména
A. cryaerophilus) v 16S rRNA genu, ktera interferovala s identifikaci RFLP (Figueras et al.,
2012).

Rok poté se provedl rychly piistup k identifikaci gentt z vyznamnych enterickych
bakteridlnich patogend. Zahrnoval casteCnou amplifikaci genu 16S rRNA pomoci PCR,
pouzili se kolonie ze selektivniho média a nasledné doslo ke $tépeni restrikénim enzymem
jako naptiklad EcoRI, Hindlll a Sall. Na zakladé rozkladu enzymu se rozliSovali rizné rody
(Escherichia, Salmonella, Shigella, Vibrio, Campylobacter, Arcobacter, Yesinia a Listeria),
(Vergis et al., 2013).

Kombinace PCR-ELISA

Pro rychlé stanoveni poctu Arcobacter spp. se roku 2001 vyvinula kombinovana technika
testu PCR-ELISA. Test se provadél pro vySetieni kufeciho masa za pomoci polymerazové
fetézové reakci spojené s metodou ELISA. Vzorek dribeze byl pomnozZen selektivné. DNA
byla extrahovéana a amplifikovana za pouziti specifického primeru pro digoxigenin specificky
pro 16S rNA sekvenci arkobakterl. Amplifikované fragmenty byly tepelné denaturovany
a poté kvantifikovany testem ELISA. U ni se pouzila biotinylovana sonda imobilizovana na
streptavidinem potazenych mikrodestickach a slouzila pro zachyceni produkti digoxigeninu —
PCR. Na desticku byl pfidan konjugét peroxidazy antidigoxigeninu a za pfitomnosti substratu
byly PCR produkty kvantifikovany (Antolin et al., 2001).
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Kombinace PCR a hybridizace

V roce 2007 se k metodé PCR v redlném case pridala hybridizace sond pro identifikace
druhu Arcobacter a analyza kiivek tani. RozliSovani druhi arkobakterti bylo pfimé, protoze
odpovidajici teploty tani vykazovaly vyznamné rozdily s charakteristickymi teplotami tani
63,5 °C, 58,4 °C, 60,6 °C a 51,8 °C pro A. butzleri, A. cryaerophilus, A. cibarius
a A. nitrofigilis. Specifi¢nost testu byla potvrzena na lidskych klinickych a veterinarnich
izolatech identifikovanych fenotypové a sekvenovanim genu 16S rRNA. Poté byl pouzit
screening ze vzorkd stolice ziskanych od pacientll s prijmem a test detekoval nejvice
zastoupeny A. butzleri. Potvrzeni vysledki bylo prokazano metodou konvenéni PCR, ktera
umoziuje cilit na 16S rRNA gen s naslednym sekvenovanim PCR produktu. PCR v realném
Case detekuje a odliSuje druhy Arcobacter v ¢isté kultute, ale i v komplexnim vzorku. Tento
test je ekonomicky kvuli vyuziti kazdé jedné oznacené sondy pii testu a lze tedy v jednom
testu identifikovat nékolik druhii arkobakteru (Abdelbagi et al., 2007).

Kombinace PCR a nukleotidové sekvence (QRDR)

Vroce 2007 byla navrzena nukleotidovd sekvence genu gyrA zA. butzleri,
A. cryaerophilus, A. cibarius a A. skirrowii. Protein gyrA je tUzce spjaty s proteiny
W. succinogenes a H. pullorum, ale u Campylobacter vykazoval mensi sekvencni identitu.
Z fylogenetické analyzy sekevence genu gyrA doslo k vysledné podobnosti s genovou
sekvenci 16S rRNA a umoznuje tedy rozlisit druhy (A. cryaerophilus, A. skirrowii,
A. cibarius) mezi A. butzleri. Gen gyrA kodujici podjednotku DNA-gyrazu, je oznacen za
dialezitou slozku pro bakteridlni fylogenetické vlastnosti a také pro identifikace riznych
mikroorganismi (stfevni bakterie, Mycobacterium, druhy Bacillus, Legionella, Klebsiella).
Nejenom tento gen je taxonomickou slozkou, ale i geny gyrB a rpoB, rpoC. Sekvenovani
genu gyrA by mohlo byt uzite¢né do budoucna pro novy vyvoj PCR v realném ¢ase. Kromé
tohoto také doSlo k mutaci, v poloze 254 gyrA genu ve tfech rezistentnich arkobakterech.
Doslo k aminokyselinové substituci threoninu na izoleucin v poloze 86 proteinu gyrA v
kmenech rezistentnich na ciprofloxacin (C. coli). Substituce Threoninu-85 z kment
Arcobacter (A. butzleri a A cryaerophilus) muze byt pfi¢inou rezistence vuc¢i chinolonu
(Abdelbagi et al., 2007).

V roce 2014 se zlepsila pouzita metoda PCR amplifikace se sekvenovanim tentokrat genu
atpA pro identifikaci ¢leni Campylobacteraceae a Helicobacteraceae. Byl pouzit jenom

jeden par primera pro amplifikaci DNA ze vSech soucasnych popsanych taxont. Tato metoda
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jednozna¢né identifikovala vSechny testované taxony, také po testovani enviromentalnich
kampylobakteri bylo zpozorovani pét novych taxonll. Rozsah a rozliSeni z metody C¢ini

dilezity doplnék ve studii epidemiologie a vyvoje epsilonproteobakterii (Miller et al., 2014).

Kombinace multiplexni a , real-time“ PCR

Dale se muZzeme setkat Stestovym vyvojem multiplexni a ,real-time* PCR pro
identifikaci A. butzleri a A. cryaerophilus, spolu se dvéma specifickymi testy TagMan
pouzivané cilen¢ na nové¢ vznikajici patogeny. Testy zahrnuly vnitini kontrolu pro ovéteni
pfitomnosti bakteridlni cilové DNA a integrity amplifikace. Pro multiplexni test se pouzili
publikované primery CRY1 a CRY2 (Houf et al., 2000) a novy primer pro A. butzleri
navrzeny pro cileni na rpoB/C a 23S rRNA genové sekvence. Identita generovanych
amplikont byla potvrzena sekvenovanim DNA. Dva testy TagMan poskytly lepsi detekéni
citlivost nezli multiplexni PCR. Pro vyhodnoceni u¢inku TagMan testu byla pouzita pro
screening vzorkit DNA (pfipravené ze stolice, kiize a opracovani masa) TagMan testy
prokazaly, ze 1,3 % izolatu je pozitivni na A. butzleri a 7,3 % je pozitivni na A. cryaerophilus
(Brightwell et al., 2007).

Také se setkavame v roce 2012 s detekci rodu Campylobacter a A. butzleri (izolovanych
ze stolice) pomoci multiplexni a ,,real-time* PCR. Pro detekci izolath se pouzily primery
napiiklad gen hsp60 (A. butzleri), gen ceuk (C. coli), mapA (C. jejuni), C16S Lund test
(5 potvrzenych patogennich C. jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis, C. hyointestinalis)
a C16S_Luvl test (pro Campylobacter test). Pii Campylobacter testu na DNA kampylobaktery
byl pozitivni vysledek 71,4 % a u testu C16S Lund ¢inil pozitivni nalez 4,7 %. Poté
nasledovala identifikace vzorkli detekéni frekvenci, kterda poskytla kladné vysledky: 4,1 %
C. jejuni, 0,4 % C. coli 0,4 % C. upsaliensis i u A. butzleri. Pfi sekvenovani vzorka
podskupiny doslo k pozitivnimu vysledku na C16S_Lvl testu a zaroven byl pozitivni na
C. consisus, coz bylo sjednoceno se vzacnymi klinickymi symptomy, které byly spojené
s prijmem a krvi. Hodnoty prahového cyklu (Ct) u C. jejuni/ C. coli PCR-pozitivnich vzorka
byly srovnatelné s hodnotami C16S_Lund PCR. U obou testa vykazoval prahovy cyklus
mensi hodnotu nez u testu C16S_Lvl. Z toho vyplyva, ze kombinované testy jsou specifické
a jsou uzitecné pro rutinni ucely screeningu. A také, ze detek¢ni frekvence vznikajiciho

patogenu (C. concisus) byl podobny C. jejuni (Boer et al., 2012).
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3.3 ldentifikace Arcobacter spp. pomoci MALDI-TOF MS

Jako dalsi rychla a citliva metoda pro charakterizaci mikroorganismii se ukazala metoda
laserové desorpéni/ionizaéni spektrometrie spojené s ioniza¢ni dobou (MALDI-TOF MS). Pro
tuto metodu se pouzila referencni databaze (obsahujici patogenni ptivode potravin, né€kolik
zastupcu rodu Arcobacter, Helicobacter a Campylobacter) kvuli stanoveni druhové specifity
v navrzenych referen¢nich databazich (MALDI Biotyper). Po kultivaci na Columbia agaru
poskytly kmeny reprodukovatelné a jedine¢né profily hmotnostnich spekter, které lze
porovnavat se standardy v databazi Bruker Biotyper verze 2 (tato databaze je pouzita pro
identifikaci klinickych izolatd). MALDI-TOF MS metoda hodnotila pied testovanim
reprodukovatelnost vysledka s ohledem na stafi a skladovani bakterii (jak pokojova teplota,
tak 4 °C). Identifikace bakterii byla tspésna na agaru Campylosel, ale nebyla Gspésna po
kultivaci na modifikovaném agaru s deoxycholatem s aktivnim uhlim. Vysledky tedy ukazuji,
ze MALDI-TOF MS metoda je rychld a spolehliva pro identifikaci mikroorganisma
Arcobacter spp. a pro jejich odliSeni od fenotypové podobnych druhti Campylobacter
(Alispahic et al., 2010).

Nejenom v amplifikaci doslo ke znaénému vyvoji, ale také se navrhla nova genomova
sekvence tii druhti arkobakterti. Tento navrh byl vytvofen z kultivovanych vzorkti z chovu
skotu. Vzorky byly izolovany z nadrZe na praseci hnlij (AF1430 a AF1440) a z nadrZe na
mléko (AF1581). Sekvenovani genomu bylo provedeno nejdiive na zakladé vicenasobného
parového uspotfadani 16S rRNA genu, poté purifikace se provadéla na Illumina HiSeq 2500
s chemii TruSeq verze 3. Navrhové genomy byly anotovany pro predikci genu za pomoci
anota¢niho serveru RAST. Navazné genomové sekvence AF1430, AF1440 a AF1581 byly
ulozeny jako celo genomové projekty na DDBJ/EMBL/GenBank pod pfistupovym cislem
(Adam et al., 2014).

V poslednich letech dochazi ke zjistovani gent spojenych s virulenci Arcobacter spp.
Bakterie rodu Arcobacter pochazeji z potravin a vody a jsou pro ¢loveéka a zvitata obavanymi
bakteriemi. Dosud nebyla zcela objasnéna jejich virulence, a proto je sledovano hlavné osm
faktorti spojenych s virulenci (ciaB, ¢j1349, pldA, irgA, hecA, tlyA, mviN, hecB). Izolaty byly
ziskany z potravin, vody a klinickych vzorki (pacientt s enteritiou). Detekce téchto gent
spojenych s virulenci byla pouzita multiplexni PCR a matrice asistované laserovou desorp¢ni
ionizaci s hmotnosti spektrometrii (MALDI-TOF MS). Tyto metody sice omezuji vysledky
pro nov¢ popsané arkobaktery, ale pro A. butzleri a A. cryaerophilus jsou spolehlivé. Nejdiive

doslo ke stanoveni genti spojenych s viruelnci-DNA izolatd se izolovala, poté byla
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homogenizovéana anebo skladovéana pti -20 °C. Stanoveni genll prob¢hlo multiplexni PCR za
pouziti primerti vyuzivanych z ptedelSych studii zroku 2012. Pro reakci nesméla chybét
Tag polymerdza a extrahovany DNA templat. Reakce PCR amplifikace probehla
v termocyklu. Amplifikované produkty byly elektroforeticky odd€lenyna agar6zovém gelu
barveném ethidiumbromidem. Nakonec pro anaylyzu osmi genl spojenych s virulenci se
pouzila staticka analyza (chvi-kvadrat test). Vznikla hodnota P<0,05 byla povazovana za
staticky vyznamnou. Vysledky test na virulenci ukazaly, Ze za nejCastéjsi detekované geny u
A. butzleri byly: ciaB (98,8 %), pldA (98,8 %), tlyA (95,0 %) a cj1349 (95,0 %). Nejcast&jsi
gen u A. butzleri, ktery se vsykstoval u vSech izolatech byl cj1349. Naopak za nejcastéji
detekované geny virulence u izolatd (vzorky masa a voda) A. cryaerophilus byly ciaB
(95,5 %), mviN (90,9 %) a tlyA (31,8 %). Campylobacter-invazivni antigen (ciaB), gen tlyA
hemolysinu a faktor mviN patii mezi nejbéznéjsi faktory virulence v arkobakterech. Vysoka
prevalence n¢kterych geni virulence dokazuje, Ze tyto domnélé patogenni determinanty jsou
bézné u vznikajicich druhi ze zdroji. No pro objasnéni ulohy viruelnce v patogenenzi infekci

zplisobencych Arocbacter spp. je zapotiebi dali studie (Silha et al., 2019).

3.4 Porovnani metod pro identifikaci Arcobacter spp.

Vroce 2010 doslo k porovnani metod izolace arkobakteri Vv Cheshire (Spojené
Kralovstvi). P&t publikovanych metod pro izolaci ze zvitecich vykali se porovnavalo, aby se
urcila ta nejcitlivéjsi a nejspecifictéjsi metoda. Pro porovnani metod bylo odebrano 77 vzorkd
stolice od skottl, ovci a jezevcl. Vzorkovani probéhlo jednou a z ného bylo odberano 6 az 12
vzorkl stolice. Jeden gram fekdlniho materidlu byl pfenesen do 9 ml obohaceného bujonu.
Byl michan tfepanim a inkubovan bud’ aerobné, nebo mikroaerobné, v zavislosti na bujonu,
po dobu 24h. Byly pozity nasledujici bujony: bujon H (Houf), ktery je specificky pro
Arcobacter (s pfidavky antibiotik), AC bujon (specificky pro Arcoabcter obsahujici
Arcobacter bujon), C bujon (specificky pro Campylobacter). Po prvni inkubaci byly
obohacené bujony naneseny na pevné médium a znovu inkubovany. Pevnymi médiemi byly:
H médium (obsahujici H bujon se stejnymi antibiotiky), CC médium (obsahujici
modifikovany agar s aktivnim uhlim s ptidavkem CAT), C médium (specifické pro izolaci
Campylobacter obsahujcici mCCDA). Byla vytvofena kombinace péti médii S prislusnymi
podminkami (viz Tabulka 6). Téchto pét vytvotenych izola¢nich metod bylo pojmenovano
jako: HH (Houf bujon a Houf plotny), HCC (Houf bujon s mCCDA-CAT desti¢kami), ACH
(Arcobacter bujon-CAT bujon s Houf plotnami), ACCC (Arcobacter broth-CAT bujon
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s MCCDA-CAT destickami) a CC (Campylobacter-specificky bujon a Campylobacter-
specifické desticky). Obohacené vzorky byly naneseny na pevné médium v duplikatu a kazdy
vzorek byl podroben péti izola¢nimi metodami. Rozdil ve specificité kazdé izola¢ni metody
byl testovan za pomoci takzvaného Fisherova exaktniho testu s vyuzitim bezplatného online
kalkulatoru (GraphPad QuickCalcs). Z bunééné suspenze se pripravil supernatant, ktery
slouzil jako templat pro PCR. Vsechny izolaty se testovaly pies PCR za pouziti ReddyMix
PCR Master Mix, pro identifikaci vice druhti Arcobacter. Pro identifikaci Campylobacter se
pouzila multiplexni PCR. Pro vyhodnoceni rozliseni druhid bylo pomoci multilokusové
sekvencni typizaci (MLST) ziskano 11 sekvencnich typu: ST-1 (A. butzleri), ST-206
(A. cryaerophilus) a ST-243 (A. skirrowii) z 39 izolati. Sekvencni typy se uspotadaly do
stromu pro refern¢ni ucely za pomocé piistroje ClustalW. Cilem této studie bylo porovnat
citlivost a specificnost metod pro izolaci druhti arkobakterd. Pét testovanych metod izolovalo
rizné rozdily Arcobacter spp. Tyto rozdily byly s nejvétsi pravdépodobnosti zptisobeny
ruznou citlivosti antibiotickych doplilkkii pouzivanych v médiich. Nejcastéji izolovanym
druhem byl A. skirrowi, poté nasledoval A. butzleri a pak A. cryaerophilus. Jako nejvice
reprezentativni metoda ze vSech péti je HCC metoda. Dalsi nejspecifi¢téjsi je metoda HH.
Vzhledem ke skutecnosti, Ze zmrazeni vzorka stolice vedlo ke snizeni regenerace Arcobacter
spp. se doporucuje pro optimalni izolaci tototo rodu nutnost pouzit vzorky CcCerstvé
a nemrazené. ProtoZze nékteré druhy arkobakteri mizou byt vice ¢i méné ndchylné
K zamrznuti, je mozné provést Setfeni ucinku zmrazeni. Zavéfem lze fici, ze tato studie
stanovila citlivou a specifickou metodu izolace arkobakteri ze zvifecich vykalt — doporucuje
se jako standardni metoda izolace Arcobacter spp. MLST analyza ukazala, Ze mezi izolaty ze

skotu existuje velké mnozstvi diverzity (Merga et al., 2011).
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Tabulka 5 P&t metod pro izolaci a podminky jejich inkubace? (Merga et al., 2011)

Metoda Typ bujonu Pevné médium Podminky inkubace
HH H H 30 °C, aerobni
HCC H CC 30 °C, aerobni
ACH AC H 30 °C, aerobni
ACCC AC CC 30 °C, aerobni

CcC C C 30 °C, mikroaerobni

V roce 2013 se porovnavali popsané vysledky péti metod na bazi PCR zaméfenych na
geny 16S rRNA, 23S rRNA, nebo gyrA pro identifikaci arkobakteri. Vybér metod pro
identifikaci arkobakterti se pouzila multiplexni PCR se tfemi primery: prvni primer (pro
detekci A. skirrowii, A. butzleri a A. cryaerophilus), druhy primer (je zaméfeny na
A. skirrowii, A. butzleri, A. crayaerophilus a A. cibarius) a tfeti primer (je zamefeny na
A. butzleri., A. cryaerophilus, A. skirrowii, A. cibarius a A. thereius) a 16S rRNA-RFLP
zamétend na A nitrofigilis a A. halophilus. Vyhodnoceni vykonnosti vysledki metod bylo
zalozené na procentudlnim podilu kment cilovych druht (spravné vysledky) a na poctu
necilenych druhli (nespravné vysledky). VSech pét metod davalo nespolehlivé vysledky.
Doslo k mylné identifikaci sledovanych kment, které byli zéavislé na cilové oblasti
testovanych geni. Nejhor$i vysledek byl pii pouziti genu 23S rRNA u A. butzleri
a A. cryaerophilus, kde dolo i k zaméné s necilenymi druhy. Zadna ze srovnavacich metod
nebyla zcela spolehliva a vykazovala rizné miry chybné identifikace jak pro cilené, tak

necilené druhy a zdiraznila omezeni porovnavanych metod. Proto se musela rozsifit diverzita

2 1)Metody: HH (Houf bujon a Houf plotny), HCC (Houf bujén s mCCDA-CAT destickami), ACH
(Arcobacter bujon-CAT bujon s Houf plotnami), ACCC (Arcobacter broth-CAT bujon s mCCDA-CAT
destickami) a CC (Campylobacter-specificky bujon a Campylobacter-specifické desticky)

2)Bujony: bujon H (Houf), ktery je specificky pro Arcobacter (s pfidavky antibiotik), AC bujon (specificky
pro Arcoabcter obsahujici Arcobacter bujon), C bujon (specificky pro Campylobacter)

3)Media: H médium (obsahujici H bujon se stejnymi antibiotiky), CC médium (obsahujici modifikovany
agar saktivnim uhlim s piidavkem CAT), C médium (specifické pro izolaci Campylobacter obsahujcici
mCCDA).
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v

a Vv budoucich studiich se musela pouzit spolehlivéjsi metoda identifikace (Levican a
Figueras, 2013).

Po roce nasledovalo porovnani konvenc¢ni, multiplexni PCR a izotermni amplifikacni
testy pro rychlou detekci druhu Arcobacter. Cilem bylo vyvinout metodu izotermni
amplifikace (LAMP) pro rychlou detekci Acrobacter. Pro porovnani bylo pouzito 42 druhd
Arcobacter spp. a 27 patogennich puvodci potravin. Vzorky druhti arkobakteri byly
kultivovany bud’ s pouzitim kultivaéniho média, nebo ptidaného technického agaru. Vzorky
patogentl byly kultivovany infuznim bujénu mozkového srdce. Pro detekci druhti arkobakterti
byla pouzita multiplexni PCR s vyvinutymi primerry (ARCO, BUTZ, SKYR, CRY1
a CRY2). Pro detekci genu 23S bakterie A. butzleri se navrhly online softwarem
(PrimerExplorer V4) LAMP primery a byly nésledujici: F3, B3, FIP a BIP. Pro pfesné
srovnani byly citlivosti multiplexni PCR a LAMP porovnany s citlivosti béZné metody
konvec¢ni PCR. Pro konven¢ni PCR byly pouzity primery Arcl a Arc2, které generovali
181 bp DNA produkt pro A. butzleri, A. cryaerophilus a A. skirrowii. Pro analyzu vSech tfech
metod byl pouzit FisherGv exaktni test pomoci softwaru SAS 9.2. Hodnoty P<0,05 byly
povazovany za statisticky vyznamné. Pro vyhodnoceni specifity sady primert byly pouzity
multiplexni PCR a LAMP pro detekci DNA. Multiplexni PCR detekovala a diferenciovala
A. butzleri, A. skirrowii a A. cryaerophilus a také 1 kmen C. coli a 5 kment C. jejuni.
Metodou LAMP se detekovalo 37 kment A. butzleri, 4 A. skirrowii a 1 A. cryaerophilus a bez
detekce druht rodu Campylobacter. Analyza prokazala, ze LAMP detekce vykazovala
10-1000krat vyssi citlivost nez multiplexni a konven¢ni PCR. Proto je metoda LAMP
citlivéj$i a spolehlivéjsi pro detekci rodu Arcobacter, protoze u ni nedochazelo k miseni
S ostatnimi patogennimi druhy neZ pti multiplexni PCR a konvenéni (Wang et al., 2014).

V roce 2016 doslo ke srovnani detekce a kvantifikace pro A. butzleri nalezeného ve
stolici u lidi s ¢i/bez prijmu v oblasti Kanady. Pro testovani enterického patogenu
(A. butzleri) se pouzila komparativni analyza celé genomové sekvence pro piimy vyvoj
primert, dale citlivost a specifi¢nost jednotlivych primert a posledni kvantitativni PCR pro
srovnani DNA. Nejdtive se vyvinuly PCR primery (IAC-f a IAC-r, IAC, které cili sekvenci
0 velikosti 285 bp) pomoci komparativni analyzy genomu, a poté se pouzili pro piimou
detekci A. butzleri a enterickych patogenti. Kvantifikace DNA byla provadéna v komplexnich
matricich. Tyto primery byly pouzity hlavné pro detekci A. butzleri spolu s molekularnimi
a kulturnimi metodami v Kanadé. Kvantitativni PCR metodou doslo k ¢astéjSimu vyskytu této
bakterie (59,6 %) u lidi s prijmem nez naopak. Nejvice spolehliva kulivaéni detekce

a kvantifikace probihala membranovou filtraci na CBA (46 %). Kvili nevhodné pouZitym
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detekénim podminkdm neni doposud pochopena u A. butzleri jeho patogenita
a epidemiologie. Kvantifikace DNA byla vyssi u lidi s prijmem nez bez. Patogenita
A. butzleri je specifickd a mlze zaviset na jinych faktorech, naptiklad jak je rezistentni
hostitel (Webb et al., 2016).

Bakterie rodu Arcobacter jsou také spojeny s faktory virulence, které byly porovnany a
optimalizovany tfemi testy S multiplexni PCR. Tato metoda miize detekovat vice genil
spojenych s virulenci (VAG) u Arcobacter spp. Uznavanym cilovym faktorem pro testy byly
proteiny vazajici fibronektin (Cj1349), vlaknity hemaglutinin (hecA), aktiva¢ni protein
hemolysinu (hecB), hemolysin (tlyA), integralni membranovy protein (mviN), invazin (ciaB),
vné¢jsi membranovy protein (irgA) a fosfolipazy (pldA). Vysledky byly ziskany z jednotlivych
testi PCR, tak i multiplexni PCR a nedochazelo k Zzadné kiizové reakce béhem testovani
blizce pfibuznych bakterialnich druhti. Citlivost testti se pohybovala od 1ng do 100 ng DNA.
Vyvinuté testy s kombinaci dvojic duplexnich nebo triplexovych PCR primerdt VAG byly
dale hodnoceny a validovany na izolaty A. butzleri, A. cryaerophilus a A. skirrowii
(z fekalnich vzorku lidského a zviteciho ptivodu). Distribuce genti ciaB (90 %), mviN (70 %),
tlyA (50 %) a pldA (45 %) u téchto cilovych druhii byla vyznamné vyssi nez hecA (16 %),
hecB (10 %) a kazdy z gent irgA a cj1349 (6 %). Proto tedy nové vyvinuté testy multiplexni
PCR mohou byt pouzity jako rychla technika pro detekci, prevalenci a profilovani virulence v
Arcobacter spp. Navic mohou byt tyto testy snadno provadény s vysokou prichodnosti, aby
se dostihlo domnélé identifikace patogenu v epidemiologickém vySetfeni lidskych infekci

(White-Léveillée et al., 2016).
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4. Zaver

Bakterie rodu Arcobacter jsou povazovany za lidské patogeny, které jsou nebezpecné pro
lidské zdravi, protoze zpisobuji gastroenteritidu nebo bakterémii. Klinické znaky infekce
téchto druhii zahrnuji vodnaty prijem a priijem spojeny z bolesti bficha. Za lidské patogeny
jsou téz povazovany rody Campylobacter a Helicobacter.

Pro zjisténi identifikace a vlastnosti jednotlivych druhti rodu Arcobacter se pro jejich
detekci pouzily rizné molekularné-biologické metody. Detekce rodu arkobakterii je dilezita
kvali tomu, aby se zamezilo jejich Sifeni a také se stanovil jejich vyskyt, patogenita a
virulence.

K identifikaci rodu Arcobacter se nejcastéji vyuzivaji metody: multiplexni PCR, ,real-
time“ PCR, PCR-RFLP, MALDI-TOF MS a LAMP.

Dal$im neméné vyznamnym zptisobem zjistovani rodu Arcobacter je kombinace metod
multiplexni PCR s MALDI-TOF MS. Je to velmi rychla a Setrna metoda, kterd se také
vyuziva pro charakterizaci jednotlivych druht arkobakterti. Tato kombinace vedla k lepSim
vysledktim pfi detekci Arcobacter spp.

Dalsi neméné dulezitou metodou k detekci je kombinace metody PCR stesty na
virulenci, které prokdzala velmi dobré vysledky, hlavné pro identifikaci patogent pii
vysetfeni lidskych onemocnéni.

Zavérem je mozné konstatovat, Ze doposud neexistuje standardizovana metodika pro
sledovani vyskytu arkobakteri a je 1 tézké identifikovat vSechny izolaty vzhledem

k rozmanitosti celého rodu.
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