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ANOTACE

Diplomova prace pojednava o bakteriich Arcobacter-like species. Jsou zde zahrnuty zékladni
informace o jejich taxonomii, vyskytu, patogenité, moznostech izolace a identifikace.
Experimenty studie jsou zaméfené na problematiku identifikace bakterii Arcobacter-like
species zruznych vzorkii. Cilem studie je zavedeni a optimalizace metody plynové
chromatografie s plamenové-ionizacnim detektorem (GC-FID) jako mozného néstroje pro
identifikaci kment Arcobacter-like species. Jednotlivé kmeny arkobakterti byly identifikovany
také pomoci nekolika protokoli molekularné-biologickych metod (mPCR, 16S rRNA
PCR-RFLP).
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Fatty acid profile in Arcobacter-like typing

ANNOTATION

The master thesis deals with Arcobacter-like species. Basic information in their taxonomy,
occierence, pathogenicity, isolation and identification possibilities are included.
The experiments of the study are focused on the problem of identification of Arcobacter-like
species from different samples. The aim of the study is the introduction and optimization of the
gas chromatography-flame ionization detector (GC-FID) method as possible tool for the
identification of Arcobacter-like species strains. Individual Arcobacter strains were also

identified using several molecular biology protocols (mPCR, 16S rRNA PCR-RFLP).
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0. UVOD

Arcobacter-like species jsou Gramnegativni spirdlovité tyCinky schopné rlstu v teplotnim
rozmezi 15-37 °C. Dosud popsanych 27 druhii je taxonomicky zatazeno do 7 rodi tfidy
Campylobacterota (Péreze-Cataluia et al., 2018). Izolace druhi Arcobacter-like species ze
vzorkdl humanniho, animalniho i environmentéalniho pivodu potvrzuje rozsahly vyskyt téchto
bakterii v rizném prostifedi. Nékteré druhy arkobakterti jsou charakterizovany jako nové se
objevujici patogeny. Mezinarodni komise pro mikrobidlni specifikace potravin (ICMSF)
zafadila v roce 2002 druh Al. butzleri na seznam mikroorganismi piedstavujici vazné riziko
pro lidské zdravi (Ramees et al., 2017). Enteritida, bakteriémie a dlouhodobé&;si vodnaté priymy
patii mezi hlavni projevy infekce zplisobené patogennimi druhy Arcobater-like species
u Cloveka. Je tedy kladen dlraz na izolaci a identifikaci Arcobacter-like species z riiznych
vzorkli. Dosud bylo popsano ne€kolik protokola pro izolaci a identifikaci arkobakterti. Nekteré
metody ale nejsou zcela ptesné pro identifikaci vSech popsanych druhli Arcobacter-like species

(Collado a Figueras, 2011).

Stanoveni profilu mastnych kyselin je jeden ze zpiisobl pro identifikaci a typizaci bakterii.
Analyza bakterialnich mastnych kyselin pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim nebo
plamenové-ioniza¢nim detektorem je metoda velmi citliva a rychla. Bylo popsano mnoho studii
zabyvajicich se identifikaci mikroorganismi na zaklad¢ urceni profilu mastnych kyselin

plynovou chromatografii (Jelinek et al., 2006).

Cilem této diplomové prace bylo zavedeni a optimalizovani protokolu plynové chromatografie
s plamenové-ionizacnim detektorem (GC-FID) jako mozného nastroje identifikace kment
Arcobacter-like species. VSechny kmeny byly zaroven identifikovany nékolika protokoly

molekularné-biologickych metod (mPCR, 16S rRNA PCR-RFLP).
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Arcobacter-like species

1.1.1. Historie a historické souvislosti

Arcobacter-like species byly poprvé izolovany v roce 1970 z abortti hospodaiskych zvirat,
mléka krav trpicich mastitidou i ze zvifecich vykalt. Tyto kmeny byly popsany jako novy taxon
rodu Campylobacter (Vandamme et al., 1992). V roce 1988 doslo k rozdéleni dosud znamych
druhtt rodu Campylobacter do tfi homologickych skupin porovnanim sekvenci 16S rRNA.
Aerobni druh C. cryaerophila zpisoboval aborty pievazné u prasat a prilezitostné byl izolovany
z klinickych vzorki. C. nitrofigilis byl izolovan z kotfent bazinnych trav Spartina alterniflora

a jedna se mikroaerofiln¢ aerobni druh (Snelling et al., 2006; Thompson ef al., 1988).

Samostatny rod Arcobacter byl popsan v roce 1991 ve studii zabyvajici se revizi taxonomie
rodit Campylobacter, Helicobacter a Wolinella profesorem P. Vandammem s jeho védeckym
tymem. Pro odliSeni samostatného rodu Arcobacter byla provedena identifikace vice nez
70 kmentt Campylobacter spp. s vyuzitim radioaktivné znacené 23S rRNA pii DNA-rRNA
hybridizaci a imunofenotypizace. Vysledky hybridizace vedly k zatazeni rodu Arcobacter do
samostatné fylogenetické vétve, kterd byla rozdélena do tii hlavnich homolognich klastrt.
V klastru I byly zafazeny termofilni enteropatogenni druhy (C. coli), komenzalni druhy ¢lovéka
a zvitata (C. fetus a C. consicus) a kmeny diive zahrnuté do Wolinella. Pivodné oznacované
bakterie jako ,aerotolerantni kampylobaktery* (4. nitrofigilis a A. cryaerophilus), byly
zafazeny do klastru II rodu Arcobacter. Do klastru III byly zafazeny druhy ctyt rodl, a to
Helicobacter, Wolinella, Flexispira a zbylé druhy Campylobacter (Vandamme et al., 1991,
Vandamme a de Ley, 1991). Z piedeslych vysledki DNA-7RNA hybridizace vyplyvala uzka
geneticka ptibuznost mezi rody Campylobacter a Arcobacter. Z tohoto diivodu byla navrZzena
nova celed” Campylobacteraceae zahrnujici rody Campylobacter a Arcobacter (Houf et al.,

2001; Vandamme a de Ley, 1991).

V dalSich letech byly studovany taxonomické vztahy nove objevenych a referencnich kmenti
metodami SDS-PAGE, hybridizaénimi metodami, analyzou FAME plynovou chromatografii
a fenotypovymi testy. Ze ziskanych vysledka byl identifikovan novy druh A. skirrowii a druh
C. butzleri byl ptesunut do rodu Arcobacter jako druh 4. butzleri. Klinicky vyznam a patogenita
vSak tehdy zistaly u obou novych druhli neprokazany (Collado a Figueras, 2011; Vandamme

et al., 1992).
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S rozvojem sekvenacénich technologii a vysokého poctu jiz osekvenovanych bakteridlnich
genomi doslo v roce 2017 k dal$im zménam v taxonomii. Srovnavaci genomickou analyzou
ttidy Epsilonproteobacteria byla navrzena reklasifikace na tfidu Campylobacterota. Byla
navrzena nova ¢eled’ Arcobacteraceae, do které byl rod Arcobacter zatazen (Chieffi et al.,
2020; Waite et al., 2017, Waite et al., 2018). V roce 2018 bylo ve studii Péreze-Catalufia ef al.
(2018) cilem piezkoumat taxonomii rodu Arcobacter. Riznymi metodami bylo identifikovano
celkem 39 kment reprezentujicich vSech 27 dosud zndmych druhii arkobaktert a dalSich
13 kmend, které predstavovaly potencionalné nové druhy. Na zakladé ziskanych vysledkt byl
rod Arcobacter rozd€len do sedmi rodi, které byly pojmenovany jako Arcobacter,
Aliarcobacter, Pseudoarcobacter, Haloarcobacter, Malacobacter, Poseidonibacter
a Arcomarinus (Chieffi et al., 2020, Péreze-Catalufia et al., 2018). Toto rozd¢leni rodu
Arcobacter bylo nasledné zpochybnéno ve studii On et al. (2020), ovSem tyto vysledky je nutno

dale ovérit v dalsich studiich.

1.1.2. Vyskyt Arcobacter-like species

Hospodaiska zvitata a driibez se fadi mezi jeden z moznych rezervoart Arcobacter-like species.
Arkobaktery mohou byt pfitomny v zaZivacim traktu, a to bez patologického piisobeni na svého
hostitele. U jednoho hostitele mize dojit ke kolonizaci vice nez jednim druhem nebo geneticky
odliSnym kmenem arkobakterii. V pribé¢hu let byl zaznamenédn nartist piipadi izolace této
bakterie ze syrovych masnych vyrobkt, a to prevazné z kufeciho masa. Kontaminaci farem
arkobaktery lze pfisoudit vyskytu patogennich druhti arkobakterii ve vzorcich piivodem
z hospodarskych zvitat ¢i dribeze (Ho et al., 2006; Lehner et al., 2005; van Driessche et al.,
2005).

Riizné typy vodnich zdrojl jsou dal$im rezervoarem Arcobacter-like species. Jedna se o vody
podzemni, povrchové, motské, ale i surové odpadni vody. Pfirozenost vyskytu ve vodnim
prostiedi a také u nékterych druhti vodnich m&kkysa byla potvrzena napt. u druhtt M. marinus,
M. halophilus a M. mytili. OvSem pfi izolaci druhl A/. butzleri, Al. cryaerophilus, Al. skirrowii
a P. defluvii ze vzorkli odpadnich vod byly vyhodnoceny zavéry, Ze se jedna o fekalni
kontaminaci. Schopnost adheze a tvorba biofilmu téchto bakterii je problémem
a potencionalnim zdrojem arkobakterii v zafizenich pro pitnou vodu (Assanta et al., 2002;

Fera et al., 2004; Mottola et al., 2016).

Zavaznym problémem vyskytu arkobakteri je rozSifeni patogennich druhli v celém

potravinovém fetézci. Rozsdhld analyza potravin béhem faze zpracovani prokéazala vyskyt
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patogennich druhd. Ke kiizové kontaminaci mize dochazet infikovanymi hospodaiskymi
zvitaty nebo stykem s kontaminovanou vodou. NejcastéjSim pienosem arkobakterti béhem
zpracovani masa na jatkach a nedodrzeni dostate¢nych hygienickych podminek. Arkobaktery
byly dale izolovany ze vzorkti mléka, mléénych vyrobkl nebo ze syrové zeleniny. Arkobaktery
maji také vysokou miru perzistence ve zpracovatelském prostiedi a pii skladovani potravin
(Ferreira et al., 2019; Pejchalova et al., 2008). Kontaminaci motského prostredi ptibyva ptipadii
izolace znamych patogennich druhti arkobakterti ze vzorkii motskych plodi. Jednd se tak
o znacné riziko infekce pro ¢lovéka vzhledem k casté konzumaci téchto vyrobkl v jejich

syrovém stavu (Laishram et al., 2016).
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Obrazek 1 Schéma Sifeni arkobaktert pti zpracovani potravin (Ferreira et al., 2019).

1.1.3. Patogenita Arcobacter-like species

Infekce vyvolané bakteriemi Arcobacter-like species mohou u zvifat probihat jak
asymptomaticky, tak s ur¢itymi klinickymi projevy. U skotu trpiciho mastitidou a enteritidou
byly nejcastéji izolovany druhy A/l. butzleri a Al. skirrowii. Poruchy reprodukce, opakujici se
potraty plodu a problémy vchovu stdda byly nejcastéji spojeny sizolaci druhu
Al. cryaerophilus. Kromé domestikovanych zvitat byly na pfitomnost arkobaktert analyzovany
také vzorky od divokych zvifat a exotickych zvifat chovanych v zoologickych zahradach.
Mechanismy patogenity arkobakterti u zvifat je nutné jeSt€ pfesnéji objasnit na rtiznych
zvitecich modelech a v klinickych experimentech zahrnujicich studie in vitro a in vivo (Higgins

et al., 1999; Houf et al., 2009; Shah et al., 2011).
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Druhy Al. butzleri a Al. cryaerophilus ptevladaji pti izolaci arkobakterti ze vzorku lidské stolice
a krve. Enteritida, bakteriémie a dlouhodobégjsi vodnaté prijmy jsou hlavnimi projevy infekce
zpiisobené arkobaktery u cloveéka. Na zakladé zavaznosti a délce ptiznakll onemocnéni je
nasazovana antibiotickd 1écba (Ferreira et al., 2016). Byly popsany ptipady pozitivni izolace
arkobaktert od pacientd hospitalizovanych v nemocnici. Prvni ptipad peritonitidy zpisobené
arkobaktery byl popsédn vroce 2013. Pacientka s katétrem pro peritonedlni dialyzu byla
pravdépodobné nakazena alimentarni cestou, avSak bez gastrointestinalnich projevii. Dal§im
piipadem byla 86leté4 pacientka hospitalizovana pro vyménu kyc¢elniho kloubu. U pacientky byl
proveden screening na kolonizaci multirezistentnimi mikroorganismy. Po aerobni inkubaci pfi
teplot¢ 37 °C a 24 hodinach byly pozorovany prasvitné, kulaté kolonie, které byly
identifikovany metodou MALDI-TOF MS jako druh Al butzleri. U pacientky vSak nebyly
zaznamenany zadné klinické ptiznaky spojené s infekci arkobaktery, a tak nebyla nasazena ani
antibiotickd 1écba. Pritomnost A/ butzleri byla nasledné€ vyhodnocena jako humanni kolonizace
(Jiménez-Guerra ef al., 2020). Prvni popsany ptipad bakteriémie u ¢loveéka zplisobené druhem
M. mytili je z roku 2019. Na urgentni ptfijem byl ptijat 65lety muz s celkovou slabosti a zimnici.
Uvedl, ze m¢l na dlanich oteklé bolestivé rany béhem manipulace se Zzivymi kraby.
Ve vysledcich laboratorniho vySetfeni byla zaznamendna leukocytdza s pifevahou neutrofilt
ana zakladé¢ téchto vysledkii byla odebrana sada hemokultur. Po provedeni kultivace
s naslednou izolaci arkobakteri byl sekvenovanim prvnich 500 bp 16S »RNA identifikovan
druh M. mytili. U tohoto pacienta tak doslo k expozici bakterii piimo do krevniho obéhu, a to

béhem manipulace s kraby (Vasiljevic et al., 2019).

K odhaleni mechanismil vyvolavajicich infekce zpusobené arkobaktery byly pouzity modely
in vitro a in vivo. Testy na lidskych a zvitecich bunécnych kulturach in vitro prokazaly, ze
nckolik druhti arkobakteri ma schopnost adherovat k hostitelskym buitkdm, nasledné je
napadat a produkovat toxiny (Ferreira et al., 2016). Prvni studie zabyvajici se objasnénim
mechanismu priijmového onemocnéni vyvolaného Al. butzleri byla provedena na lidskych
bunkach HT- 29/B6 epitelidlni monovrstvy tlustého stieva. Vysledky prokézaly, Ze arkobaktery
vyvolavaji poSkozeni epitelidlni bariérové funkce tlustého stfeva. Zplisobuji zmény
v proteinech tésnych spoji a indukuji epitelidlni apoptozu (Biicker ef al., 2009; Karadas et al.,
2016). Vzhledem ke kli¢ové roli bun€k vrozeného imunitniho systému béhem bakterialni
infekce byl dale studovan dopad A/ butzleri na lidské makrofagy. Vysledky prokazaly vyvolani
prozanétlivé odpovédi v makrofazich odvozenych od THP-1 a schopnost intracelularniho

preziti po dobu az 22 hodin. U studovanych kmenii byla zjiSténa schopnost invaze,
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intracelularniho pteziti a pohyblivosti. Z téchto vysledki a z vysledki studie schopnosti adheze
a invaze Al. butzleri k bunééné linii Caco-2 se zdaraziuje role tohoto druhu arkobakterti jako
lidského patogenu. Za klinické rozdily u infikovanych lidi a zvifat jsou pravdépodobné
zodpovédné rozdily ve fenotypu virulence jednotlivych kmenti (Bruegge et al., 2014; Ferreira

et al., 2014).

Produkce toxint je dalSim mechanismem virulence k vyvolani onemocnéni. Toxiny mohou
pfimo zvySovat epitelialni sekreci, posSkozovat epitelidlni bunky nebo funkci stievni bariéry
a aktivovat mediatory zanétu. Nejnovéjsi vysledky studii cytotoxickych u¢inkd patogennich
druhti arkobakterti naznacuji stfedni az vysokou troven cytotoxicity u AL butzleri. Kromé
sekrece enterotoxinu se predpoklada produkce vakuolizujiciho faktoru podobného toxinu.
U druhu AL lanthieri byl také hodnocen vysoky stupen cytotoxicity. U Al cryaerophilus byl

tento mechanismus prokazan pomeérné vzacné (Briickner et al., 2020).
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Obrazek 2 Schéma patogennich mechanismii pfi infekci2 f)[if;s)obené bakteriemi Arcobacter-like species (Ramees ef al.,
1.1.4. Faktory virulence
Druhy Al butzleri a Al cryaerophilus jsou povazovany za zoonotické patogeny
s vysokym rizikem nakazy pro ¢lovéka. Udaje o konkrétnich faktorech virulence jsou viak stale
omezené (Collado a Figueras, 2011). Byla zkoumana pfitomnost genti, které jsou homologické
s geny faktord virulence u C. jejuni a dalSich patogenli. Gen mviN je nezbytny pro protein

biosyntézy peptidoglykant, ale virulentni schopnost nebyla prokazana. Geny cadF a c¢j1349
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kéduji proteiny vn€j$i membrany podporujici adhezi bakterii na stfevni epitelidlni buiky.
K invazi a kolonizaci hostitelské buiiky pomoci sekrecniho systému piispiva invazivni antigen
B (ciaB). Filamentarni hemaglutinin je virulen¢ni faktor kdédovany genem hecA a zajistuje
adhezi a agregaci bakteridlnich bunék k hostitelskym bunkam. Do lyzy erytrocytd jsou
zapojovany geny pldA (koédujici fosfolipazu vnéjsi membrany), hecB (kodujici hemolysinovy
aktivacni protein) a tly4 (kodujici hemolysin). Pro vznik a zajisténi prib&hu bakterialni infekce
jsou potiebné geny systému ziskavani zeleza irgd a iroE. Gen irgA koéduje regulaci zeleza
membranovych proteinll a gen iroE zajistuje ziskadvani zeleza (Chieffi et al., 2020; Uljanovas
et al., 2021). Pii testovani izolatu Al. butzleri ze vzorkl lidské stolice, z potravinatskych
vyrobkil a filtri mléénych vyroben bylo béhem studii nejCastéji identifikovdno Sest genti
faktorti virulence (ciaB, mviN, pldA, tlyA, cj1349 a cadF). Obecné nejniz$i miru vyskytu
vykazoval gen irgA (Uljanovas et al., 2021).

Dal$im prokdzanym faktorem virulence je pohyblivost bakterii pomoci polarniho biciku.
Analyzou gena kodujicich bi¢ikové proteiny bylo objeveno 20 a 8 genti seskupenych do dvou
genomovych lokust. Mimo tyto oblasti bylo nalezeno dalSich Sest genii podilejicich se na
kodovani hlavni a vedlejsi podjednotky flagelinu (Isidro ef al., 2020). Vedle schopnosti pohybu
mayji arkobaktery prokazanou schopnost adheze k riiznym povrchiim a za ptiznivych podminek
jsou schopny tvofit biofilm. Schopnost tvorby biofilmu byla u arkobakteri zkoumana detekci
genti asociovanych stvorbou biofilmi a také fenotypovymi in vitro testy
(Martinez- Malaxetxebarria et al., 2022). Vysledky jednotlivych studii zabyvajicich se tvorbou
biofilmu naznacuji, ze schopnost pfilnout k povrchu se mize u jednotlivych druhti arkobaktert
odliSovat. Zaroven dochazi téz k ovlivnéni vnéj$imi faktory jako je teplota, pfisun zivin, povrch
pro pfilnuti a atmosféra. U studovaného kmene P. defluvii byla také pozorovana vysoka
schopnost tvorby biofilmu. Schopnost tvorby biofilmu se zvySovala exponencialné s teplotou.
U kmene Al butzleri byla naopak nejvyssi aktivita tvorby pii nizsi teploté (Silha et al., 2019).
Ve studii zabyvajici se vlivem materidlu na adhezivni schopnost byla sledovana schopnost
izolatu ptilnout k borosilikdtovym povrchiim, nerezové oceli a polystyrenu. VSechny studované
izolaty byly porovnanim vysledkii schopny pfilnout k nerezové oceli a vétSina
1 k borosilikatovym povrchlim. Schopnost tvorby biofilmu adherentnich izolath na
polystyrénové povrchy byla klasifikovana spise jako slaba (Martinez-Malaxetxebarria et al.,
2022).
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1.1.5. Rezistence k antibiotikiim

U kmenti Arcobacter-like species environmentalniho, animalniho a humanniho ptivodu byla
dokumentovana rizné vysokd mira rezistence k antibiotikim. Rezistence je nejcastéji
prisuzovano nadmérné expozici bézné¢ pouzivanych antibiotickych latek v zivoc¢isné vyrobé
a humanni mediciné. Nékteré studie uvadéji vysokou miru antimikrobidlni rezistence
arkobaktert, coz vede ke komplikacim nebo azk selhdni 1écby infekci. Pro testovani
antimikrobidlni citlivosti arkobakteri nebyly dosud vytvofeny referenéni protokoly
a standardni interpretacni kritéria. Nékolik autorti vSak v poslednich letech stanovilo citlivost
arkobakterd izolovanych vuc¢i nékolika antibiotikim pomoci difizni diskové metody
s odkazem na standardy pro Enterobacteriaceae a Campylobacter spp. Do skupiny antibiotik
pro lécbu infekce zpiisobené arkobaktery jsou zatazeny zejména fluorochinolony, kanamycin
a streptomycin. Nejrozsiten€jsi druh Al butzleri vykazoval pii testovani vysokou miru citlivosti
na tato antibiotika. Naopak byla zaznamenéna vysokd mira rezistence vuci tetracyklinu,
ciprofloxacinu, erytromycinu ¢i ampicilinu. Rezistence vii¢i nékterym antibiotickym latkam je
pfisuzovana nepropustnost zevni membrany u Gramnegativnich bakterii. U A/l butzleri byla
také popsana ptitomnost genetickych determinant rezistence (Ferreira ef al., 2019; Cheffi et al.,

2020).

1.1.5.1. VySetfeni citlivosti na antibiotika

Mezi kvalitativni metody stanoveni citlivosti na antibiotika patii diskovd difuzni metoda.
Papirové disky nasycené znamymi koncentracemi antimikrobidlnich latek jsou umistény na
Mueller-Hinton agar husté naockovany studovanym mikroorganismem. Po dobu inkubace
difunduje antimikrobialni latka z disku horizontdlné¢ do okolniho agarového média. Je-li
vysetfovany bakterialni kmen citlivy na danou antimikrobialni latku, vytvoii se kolem disku
inhibi¢ni zéna (viz obrazek 3). Odecet je provadén nejcastéji po kultivaci zméfenim praméru
inhibicni zoény kolem disk. Pro zmeéfeni inhibi¢nich zén se na nékterych laboratornich
pracovistich pouzivaji pln€é automatizované analyzatory s pouZzitim kamer pro urychleni
odecitani. Zarovenn mohou tyto pfistroje transformovat primér zény na piiblizné hodnoty

MIC a kvantifikovat vysledky (Tenover, 2009).
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Obrazek 3 Vyhodnoceni testovani citlivosti/rezistence na antibiotika diskovou difuzni metodou (Tenover, 2009).

Kvantitativnim stanovenim lze ur¢it minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) zkoumané
antimikrobialni latky, ktera inhibuje viditelny rist testované bakterie. Jako referen¢ni metoda
je povazovana agarova diluéni metoda. Na povrch Mueller-Hilton agaru obohaceného
o testovanou antimikrobialni latku jsou aplikovany mikrobialni inokula. MIC je hodnocena
jako nejnizsi koncentrace testované latky, ktera zpusobuje inhibici ristu zkoumaného
mikroorganismu po kultivaci za vhodnych podminek. Dilu¢ni mikrometoda zahrnuje ptipravu
dvojnésobného fedéni antimikrobidlni latky v tekutém rhstovém médiu davkovaném do
96 jamkové mikrotitraéni desticky. Poté je kazda jamka zaockovéana mikrobidlnim inokulem.
Po kultivaci je stanovena hodnota MIC, kterda odpovidda jamce s nejniz$i koncentraci
antimikrobidlni latky bez patrného ristu testovaného mikroorganismu. Tento fakt naznacuji

tmav¢ zbarvené jamky mikrotitracni desticky obrazku 4 (Balouiri e a/, 2016; Tenover, 2009).

23



Sterility control

B - Increasing drug concentration
000066666606 )
X @». -

R S
R R S SR S A S
?§¢¢%¢¢¢@¢¢

G ¢ g T

ﬁﬁfﬁﬁg¢¢%@¢a

@@ﬁﬁ¢;

Obrazek 4 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) diu¢ni mikrometodou (Tenover, 2009).

<

E-test je kvantitativni metoda kombinujici princip diluéni agarové metody s principem
difznich metod. Stanovuje se MIC po vytvoreni koncentratniho gradientu testované
antimikrobidlni latky. Mueller-Hilton agar je pfedem naockovany testovanym
mikroorganismem. Na povrch agaru je nasledné nanesen testovaci strip napustény s gradientem
vySetfované antimikrobidlni latky. Hodnota MIC je odectena z priseciku stripu a elipsy

inhibi¢ni zony, coz je mozné vidét na obrazku S (Balouiri ef al, 2016; Tenover, 2009).

Obrazek 5 E-test ke stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (Tenover, 2009).

1.1.6. Izolace Arcobacter-like species
K izolaci bakterii Arcobacter-like species nebyl dosud navrzen standardni protokol. Pro lepsi
izolaci je nutné zatadit krok pfedchoziho pomnozeni. To vede k ¢asové narocnosti vyZadujici

nejméné 72 az 96 hodin. Pfi izolaci na syntetickych médiich se mohou nékteré bakterie dostat
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do stavu zivotaschopnosti, ale nekultivovatelnosti (tvz. VBNC formy) v dasledku

nedostatecného zivin a rustovych faktorii (Rahman et al., 2020).

Jeden znejcastéji pouzivanych protokolli pro izolaci arkobakterti byl zaloZzen na pouziti
obohacené¢ho bujonu CAT s naslednou pasivni filtraci pfes membranovy filtr. Pozd&ji byl
navrzen novy obohacujici JM bujon a izolacni médium s obsahem cefoperazonu
a S-fluorouracilu k selekci arkobakteri a inhibici jinych bakterii. Médium slozené z bazalni
smesi zivin v kombinaci s 0,05% kyselinou thioglykolovou, 0,05 % pyruvatu sodného
a 5% ov¢i krve bylo nejucinngjsi pro rast AL butzleri, Al. cryaerophilus a A. nitrofigilis, a to pti
aerobni inkubaci pfi teploté 30 °C (Johnson a Murano, 1999; Merga et al., 2011). Houf et al.
(2001) navrhli metodu pfimé izolace s kroky pomnoZeni s maximalnim potlac¢enim doprovodné
flory. Popsali protokol k usnadnéni izolace s nové vyvinutym selektivnim doplikem, ktery
zahrnoval pét antibiotik (amfotericin, cefoperazon, S-fluorouracil, novobicin a trimethoprim).
Tento protokol byl nésledné ovéfen ve studii van Driessche et al. (2003), ve které byl
modifikovan pifiddnim cykloheximidu a zvySenim koncentrace novobiocinu. Dale byla
navrzena dal$i média, a to Arcobacter selektivni izolacni bujon (ASIB) a Arcobacter selektivni

izolacni agar (ASIA) pro izolaci arkobakterti (Houf ef al., 2001; van Driessche et al., 2003).

Izolace arkobakterti z masnych vyrobkil zahrnuje krok pomnozeni v Arcobacter selektivnim
bujonu (ASB) a naslednou izolaci na polotuhém selektivnim médiu Arcobacter (ASM) pii
24 °C za aerobnich podminek (De Boer et al, 1996). Pro izolaci arkobaktert
z environmentalnich vodnich zdrojt jsou vhodné Arcobacter bujony se selektivnim doplitkem
cefoperazon, amfotericin a teikoplanin (CAT). Pro izolaci a regeneraci ze vzork motské vody
nebo mekkysi se vyuziva Arcobacter bujon doplnény o 2,5 % NaCl s naslednou subkultivaci
na motském agaru (Celik a Unver, 2015; Salas-Masso et al., 2016). U pacientl trpicich
enteritidou byla provedena izolace ze vzorku stolice v trypton sdéjovém bujonu doplnéném
5 % korniské krve a CAT suplementem (pfi 35 °C inkubaci v mikroaerobni atmosféie po dobu
24 hodin). Nasledné byl proveden krok pasivni filtrace ptes polykarbonatovy filtr umistény na
krevni agar pfi teploté 35 °C po dobu 1 hodiny v atmosféte 5% CO,. Po odstranéni filtru byly
vzorky inkubovéany do vytvoteni suspektnich kolonii (Kerkhof ez al., 2021).

1.1.7. Fenotypové metody identifikace
Arcobacter-like species vykazuji morfologické charakteristiky podobné druhiim rodu
Campylobacter. Arkobaktery lze odliSit od kampylobaktert jejich schopnosti ristu za

aerobnich a anaerobnich podminek pii teplotnim rozmezi od 15 do 37 °C. Zatimco pro kultivaci
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Campylobacter spp. je idedlni teplota ptiblizné od 42 do 43 °C pti mikroaerobnich podminkéach
s obsahem 10 % CO> (Snelling et al., 2006). Identifikace arkobakteri pomoci klasickych
fenotypovych testl je pomérné obtiznd a casové narocnd. Vzhledem ktomu, Ze jsou
arkobaktery biochemicky inertni, nemusi byt vysledky pouzitych testi vzdy prokazatelné.
Enzymaticka aktivita a kultivacni naroky jsou zakladnimi biochemickymi testy pro rozliSeni
arkobakterii. Tyto testy se pouzivaji ve spojeni s molekularné-biologickymi metodami pro
ptesnou identifikaci a komplexni charakterizaci téchto bakterii (Collado et al., 2009; Levican

et al., 2013; Ongoér et al., 2004).

Obrazek 6 M. halophilus, snimek z transmisniho elektronového mikroskopu (Donachie ef al., 2005).

1.1.8. Genotypové metody identifikace

1.1.8.1. Polymerazova retézova reakce (PCR) a jeji modifikace

S vyvojem molekularné-biologickych metod doslo k revoluci v identifikaci a charakterizaci
mikroorganismi. Polymerazova fetézova reakce (PCR) je Siroce pouzivana technika, kterd
umoznuje amplifikaci a identifikaci specifickych sekvenci DNA ze vzorku. Zékladnim
principem PCR je plsobeni vysokych teplot, které ma vliv na rozdéleni sledované DNA na
jednotliva vldkna. Nasledné jsou pouzity syntetické verze cilové sekvence jako ,,primery*
k amplifikaci cilové DNA. B&hem prvniho kroku denaturace se vzorek zahtiva, aby se
dvoufetézcovd DNA rozdélila na jednotlivd vldkna. Primery se vézou v druhém kroku
hybridizace na jednotetézcovou DNA, kde slouZi jako vychozi bod pro krok prodluZovani.
Béhem posledniho kroku prodluzovani zvaném ,,annealling® je teplota snizena. To umoznuje
enzymu 7Taq polymerdza napojovat nukleotidy na konce primerti a syntetizovat nové
komplementarni vldkno DNA k ptivodni cilové sekvenci. Tento proces lze opakovat n€kolikrat,

pficemz v kazdém cyklu se exponencialné zvySuje mnozstvi cilové DNA (Rajalakshmi, 2017;
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Valones et al., 2009). Jako vhodna alternativa k identifikaci arkobaktert bylo navrzeno nékolik
specifickych protokoltt PCR metody a jeji modifikace (Collado a Figueras, 2011; Rajalakshmi,
2017; Valones et al., 2009).
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Obrazek 7 Schéma prub&hu polymerazové fetézové reakce (Santos et al., 2004).

Jedna z Casto pouzivanych modifikaci PCR je multiplexni PCR (mPCR), kterd umoznuje
amplifikaci vice fragmentd DNA v jedné reakci. V mikrobiologii se pouziva k druhové
identifikaci nékolika zastupcti rodu béhem jedné analyzy. Princip je podobny standardni PCR.
Béhem amplifikace je pouzito v jedné reakci vice para primert, z nichz kazdy je specificky pro
jinou cilovou ¢ast DNA. Pro uspésnost konkrétni mPCR je tfeba upravit koncentrace primerd,
reakénich ¢inidel, a teploty s €asy pritbéhu jednotlivych cyklii (Markoulatos et al., 2002). Pro
rychlou identifikaci tii druhG arkobakterti byl popsan protokol mPCR dle Houf et al.
(2000) s péti primery zaméfenymi na geny 16S a 23S rRNA. Pouzité primery amplifikuji
fragment 257 bp u AL cryaerophilus, 401 bp u Al butzleri a 641 bp u Al. skirrowii. Pro
identifikaci péti druhl arkobakterli v ramci jedné analyzy byl popsan protokol mPCR dle
Douidah et al. (2010) se sedmi pary primerQ. Primery zaméteny na gen 23S rRNA amplifikuji
fragment 2061 bp u Al butzleri, 1590 bp wu Al thereuis, 1125bp u Al.cibarius,
198 bp u A4l skirrowii a fragment 395 bp u Al cryaerophilus. Vyhodou téchto metod je jejich
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jednoduchost, rychlost a navic se jedna o specifické metody pro rozliSeni €asto se vyskytujicich

druhti arkobaktert (Celik a Otlu, 2020).

Kvantifikaci DNA ze vzorku v umoziiuje laboratorni metoda kvantitativni PCR (¢PCR), neboli
také PCR v redlném Case. Charakteristickym rysem gPCR je méfeni koncentrace sledovaného
fragmentu DNA v redlném case (Espy et al., 2006). V piipadé identifikace Arcobacter-like
species se gPCR pouziva k amplifikaci specifickych sekvenci DNA, které jsou pro cilovy druh
jedine¢né. K identifikaci nejCastéji se vyskytujicich druhli byly popsany specifické protokoly
gPCR obsahujici smés dvakrat znacenych sond TagMan (Brightwell et al, 2007). Metoda
qPCR pro identifikaci Arcobacter-like species je vysoce citliva a specificka, coz z ni ¢ini ideélni
nastroj pro detekci patogeni v nizké koncentraci ve vzorcich potravin anebo v Zivotnim

prostiedi (Abdelbaqi et al., 2007).

Metoda PCR-DGGE je molekuldrné-biologickd metoda pouZivani k analyze komplexnich
mikrobidlnich vzorkd. Po prvnim kroku extrakce DNA z bakteridlniho vzorku se metodou
PCR amplifikuje specificky fragment DNA. Produkty PCR se nanesou na polyakrylamidovy
gel obsahujici gradient denaturanti, kterymi jsou nejcastéji mocovina a formamid. Denaturanty
v gelu vytvareji gradient teplot tani, coz zpisobuje denaturaci dvoufetézcovych molekul
DNA v rtiznych polohach podél celého gradientu. Vysledkem je oddéleni produkti PCR na
zéklade¢ jejich hodnot teplot tani. Na gelu se zobrazi jako pasy, které predstavuji rizné sekvence
DNA mikroorganismt ve vzorku. Porovnanim profild DGGE z rtznych vzorkil je mozné
identifikovat zmény ve sloZzeni mikrobidlniho spoleCenstva (Ercolini, 2004) Protokol
PCR-DGGE byl popsan pro identifikaci druhti rodu Campylobacter, Helicobacter
a Arcobacter. Byly také navrzeny primery pro amplifikaci iseku genii 16S rRNA. Pfi ,,nested*
PCR (vnofené PCR) byly pouzity dva pary primerd. Produkty prvniho kola amplifikace
PCR slouzily jako templat pro druhé kolo amplifikace. Uelem pouziti vnofené PCR bylo
zvySeni citlivosti amflifikaéni metody. Denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza byla
provedena na 9% polyakrylamidovém gelu. VSechny vysledné DGGE profily byly pouzity

k vytvoreni databaze v BioNumerics (Petersen et al., 2007).

1.1.8.2. Polymorfismus délky restrik¢nich fragmenti (RFLP)

Metoda RFLP vyuzivd enzymy (tzv. restrikéni endonukleazy) ke specifickému Stépeni
testované DNA na fragmenty definované délky. Na zdklad¢é piitomnosti zaporného néaboje
arozdilné délky fragmenti je lze oddélit elektroforeticky. Vysledkem jsou pésy, které jsou

vizualizovany pomoci luminiscen¢nich barviv tak, aby se zjistil polymorfismus ve vzorcich
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(Marwal et al., 2014). Pro rychlou identifikaci vSech druhii arkobakter byla popsana metoda
PCR-RFLP geni 16S rRNA. V prvnim kroku béhem PCR jsou ziskany amplikony o stejné
velikosti pro vSechny identifikované druhy. Nasledné stépeni téchto PCR produktii restrikéni
endonukledzou Msel poskytne odlisné RFLP profily pro urcité druhy arkobakterti. Zbyvajici
druhy arkobakterti maji spole¢ny nebo podobny RFLP profil. Proto jsou podrobeny druhému
Stépeni restrikéni endonukledzou Mnll. Restrikéni endonukledza Bfal je vyuzita ve tfetim
Stépeni, pokud nedojde k vytvoreni druhové specifickych RFLP profild. Postupné restrikéni
Stépeni  endonukleazami  pii  identifikaci  arkobakterii  je = znazornéno na

obrazku 8 (Figueras et al., 2008, Figueras ef al. 2012).

A. bivalviorum, A. butzleri, A. cibarius, A. cloacae, A. cryaerophilus, A. defluvii, A. ellisii, A. halophilus, A. marinus, A. molluscorum,
A. nitrofigilis, A. thereius, A. mytili, A. marinus , A. skirrowii, A. suis, A. thereius, A. trophiarum, A. venerupis

,l, l Msel

Species-specific Similar patterns (Fig 1) for: Common patterns (Fig 1) for: Common patterns (Fig 81,
patterns (Fig 1) for: Table 52) for:
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(Fig2) for: (Fig 3) for: Atypical
A. marinus A. venerupis A. defluvii A. suis A. cryaerophilus*  A. trophiarum
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* Atypical A. cryaerophilus strains are those that show microheterogeneities in the 165 rRNA gene

Obrazek 8 Schéma navrhovaného potadi restrikénich §tépeni pii identifikaci Arcobacter-like species (Figueras et al., 2012)

1.1.8.3. Polymorfismus délky amplifikovanych fragmentii (AFLP)

Pro studium biologické rozmanitosti a taxonomie mikroorganismii poskytuje metoda
AFLP n¢kolik vyhod. Neni totiZ potfeba predeslé znalosti sekvence genomu zkoumaného
mikroorganismu a jednd se o metodu citlivou pro detekci polymorfismu. Obecny postup
analyzy AFLP je Stépeni vySetfované DNA restrikénimi endonukledzami, ligovani konct
fragmentil specidlné navrZzenymi oligonukleotidovymi adaptéry a amplifikaci PCR metodou.

V prvni preamplifikaéni PCR se pouZivaji AFLP primery s jednim selektivnim nukleotidem.
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Vzniklé produkty vstupuji po nafedéni jako templat pro selektivni amplifikaci s pouZzitim dvou

AFLP primert se tfemi selektivnimi nukleotidy (Bertani ef al., 2019; Marwal et al., 2014).

Pro charakterizaci druhtt Arcobater-like species se zacalo vychazet z AFLP metody, ktera byla
poprvé vyvinuta pro typizaci Campylobacter jejuni a Campylobacter coli. Celobunécna
DNA byla extrahovana z bakteridlnich bunck a nésledné $tépena restrikénimi endonukldzami
Bglll a ¢SP6I (Kokotovic a On, 1999; On et al., 2003). Ve studii Gobbi et al. (2018), zabyvajici
se molekularni charakterizaci A/l. butzleri a Al. cryaerophilus, byla pouzita jednoenzymova
AFLP. Pro Stépeni extrahované DNA byla pouzita restrikéni endonukledza HindlIll.
Ke vzniklym fragmentlim byly po inkubaci pfidany adaptérové oligonukleotidy. Po provedeni
PCR byly kmeny identifikovany elektroforézou na zakladé vytvoreni specifickych
AFLP profilti (Gobbi et al., 2018).

1.1.8.4. Multilokusova sekvenéni analyza (MLST)

Princip této metody je zalozeny na analyze nukleotidové odlisnosti v sekvencich housekeeping
gentl kodujicich zakladni metabolické funkce v riznych ¢astech genomu. Nejcastéji je zvoleno
7 genq, jejichz sekvence jsou amplifikovany pomoci PCR a nasledné jsou podrobeny
sekvenacnim metoddm. Celogenomova MLST se pouziva pro analyzu genomu mikroorganimii,
ke studiu mikrobidlni diverzity nebo pro ptesnéjsi diagnostiku infekénich chorob. Presnéjsi
analyzu mikrobialni populace umozituje cgMLST, ktera vyuziva geny konzervovanych oblasti

genomu (Maiden et al., 2013).

Prvni schéma MLST pro identifikaci druhti arkobaktert (A4l. butzleri, Al. cryaerophilus,
Al. skirrowii, Al. cibarius, Al. thereius) bylo navrzeno ve studii Miller et al. (2009). Vychazelo
se z MLST metody prvotné vyvinuté pro kampylobaktery. Navrh MLST pro optimalizaci
k mezidruhovému a mezirodovému srovnani byl zaméfen na Ctyfi geny (atp(unca), ginA,
glyA a tkt). Pro identifikaci ziskanych alel kazdého druhu byla vytvofena on-line databaze
pubMLST. Ve studii Alonso et al. (2014) bylo vyhodnoceno, Ze izolaty Al. butzleri tvori
rozmanitéjsi populaci, nez byla dosud popsana. U MLST analyzy kmeni arkobakteri ve studii
Peréz-Cataluna et al. (2017) byly prokdzany obdobné vysledky. Pouze jeden z identifikovanych
typll sekvence byl pfitomen v databazi a dalSich 27 ptedstavovalo typy sekvenci. Vysokou
rozmanitosti novych alel nebo novou kombinaci znamych alel je dok4dzana vysoka rozmanitost

mezi kmeny. Proto je zapotiebi dalsi studie k objasnéni téchto vztahti (Pérez-Cataluna et al.,

2017).
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1.1.9. Dalsi metody identifikace
1.1.9.1. MALDI-TOF MS

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za G¢asti matrice je technika, ktera se
dnes tadi mezi uznavanou a nedilnou soucast pracovnich postupl v laboratofich klinické
a prumyslové mikrobiologie. Umoznuje rychlou a ptesnou identifikaci na zaklad¢

charakteristického proteinového profilu, ktery je porovnan s rozsahlou a aktualizovanou

databazi (Hou et al., 2019; Welker ef al., 2019).

Princip je zalozen na jedine¢ném proteinovém profilu jednotlivych mikrobialnich druhti a jejich
detekci pouzitim mékké desorpce a ionizace UV laserem bakterialniho vzorku smichaného
s organickou matrici. Energie laseru pfeméni smés na plynnou fazi bez ptilisné fragmentace.
Lze tak detekovat i ribozomalni proteiny. Sekvence a velikost ribozomdlnich proteinti jsou
vysoce specifické pro bakterialni druhy (Oviafio a Rodriguez-Sanchez, 2021). U nékterych
bakteridlnich druht se provadi extrakce proteint pfed zahdjenim MALDI-TOF MS analyzy.
Pro rozruSeni bunécéné stény se nejCastéji pouziva 70 % kyselina mraven¢i a acetonitril
k nasledné extrakci protein. Takto pfipraveny vzorek se spoleéné s matrici
(a-kyano-4-hydroxyskotficové v 50% acetonitrilu) umisti na bodovy ter¢ 96mistné desticky

z lesténé oceli (Giacometti et al., 2018).
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Obrazek 9 Schéma MALDI-TOF MS procesu a vyuziti v mikrobiologii (Hou et al., 2019).

Pro identifikaci na irovni druhu je obecné€ pouzivany rozsah velikosti mezi 2 a 20 kDa. Je velmi
stabilni a ma silny pomér signalu k Sumu. Zaroven v tomto velikostnim rozmezi ribozomalni
proteiny dobie ionizuji a poskytuji piesna spektra. Vysledek je pocitaovym softwarem
automaticky porovnéavan s referencni databazi. Kromé porovnani software generuje hodnotu
skore na zakladé podobnosti mezi identifikovanym a studovanym kmenem (Wieser et al.,

2012). Referencni databaze MALDI Biotyper byla vytvofena pro rychlou identifikaci druhti
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rodu Arcobacter a Helicobacter a k jejich odliSeni od fenotypové podobnych kampylobakterti.
Pro identifikaci potencionalnich izolati arkobakterti zpravidla nebyla nutné predesla extrakce

kyselinou mravenc¢i (Alispahic et al., 2010; Silha et al., 2015)
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1.2. Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je analyticka separacni metoda, ktera vyuziva déleni slozek smeési
mezi stacionarni a mobilni fazi za neustalé¢ obnovy rovnovahy. Mobilni fazi je nosny plyn
inertni vaci stacionarni fazi a analytu. Stacionarni fazi je bud’ aktivni pevna latka (GSC) nebo
kapalina (GLC). Z divodu schopnosti vysokého rozliSeni, selektivity a citlivosti se plynova
chromatografie rutinn€ vyuziva ve vyzkumnych a primyslovych laboratotich (Robards a Ryan,

2022).

Ptistrojové vybaveni plynové chromatografie ma pfesné definované sou¢asti. Mezi hlavni ¢asti
plynového chromatografu patii zdroj plynu, injektor, chromatografickd kolona, termostat,
detektor a vyhodnocovaci PC zafizeni. Pro analyzu jsou vhodné zejména organické tékaveé
latky. U analyzy netékavych slou¢enin se musi pfedem provést Gprava vzorku pro zvySeni
tékavosti a moznosti jejich zachyceni touto metodou. Davkovani vzorki je jeden ze zdsadnich
krok celé analyzy. Vstupni systém musi pfijmout spravné mnozstvi vzorku a nesmi dojit
k prekroceni kapacity kolony nebo rozsahu detektoru. K davkovani se vyuziva automaticka
injek¢éni mikrosttikacka. Vzorek je nadavkovan u odparovaciho typu davkovace do vyhtivané
sklenéné vlozky na jednom konci opatiené silikonovym septem. Zde je nastavena teplota od
25 do 50 °C nad maximem teploty v teplotnim programu, a tak dochazi k okamzitému odpareni.
Testovana latka je unasena nosnym plynem na kolonu se stacionarni fazi (Robards a Ryan,

2022).

Pro analyzu plynovou chromatografii se diive pouzivaly napliové kolony z médi, hliniku nebo
ze skla plnéné stacionarni fazi. Pozd¢ji byly zavedeny ucinngjsi kapilarni kolony vyrobené
z taven¢ho oxidu kiemicCitého s polyimidovou vrstvou. Kapilarni kolony (o délce 10 az
100 metra a priméru 0,05 az 0,5 mm) jsou navinuty do tvaru civky a umistény v termostatu.
Pro ucinnou eluci latek je béhem analyzy fizena teplota kolony teplotnim programem. Zménou
teploty lze ovlivnit, aby se ze stacionarni faze postupné eluovaly siln€ji zadrZzované latky.
Detektory generuji signal analyzovanych latek eluovanych z kolony. Nadéle dochézi k dalSimu
zdokonalovani v oblasti manipulace se vzorky, detektori nebo vyvoji miniaturnich

a pfenosnych chromatografickych ptistroji (Kenkel, 2003; Sparkman ef al., 2011).
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Obrazek 10 Schéma hlavnich soucasti plynového chromatografu (Stauffer ef al., 2008).

1.2.1. Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii se vyuziva jako vykonna
analyticka metoda k identifikaci a kvantifikaci slozek komplexnich vzorki. Jednotlivé slozky
vzorku jsou separovany plynovou chromatografii. Hmotnostni spektrometrie (MS) se pouziva
pro naslednou identifikaci a kvantifikaci sloucenin. Latky eluované z chromatografické kolony
jsou v hmotnostnim spektrometru ionizovany a vzniklé ionty déale separovany. Nasledné jsou
zaznamenany detektorem jako pomér hmotnosti a naboje iontd. Vysledné hmotnostni spektrum
poskytuje jedine¢ny ,,otisk* kazdé slozky analyzované latky (Skoog et al., 2007).
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Obrazek 11 Schéma plynového chromatografu s hmotnostni spektrometrii (Sparkman et al., 2011).
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1.2.2. Plynova chromatografie s plamenové-ioniza¢nim detektorem

Plamenové-ionizacni detektor je vhodny pro stanoveni latek s relativné nizkou koncentraci.
Eluovana latka je z kolony ptivadéna do plamene, kde dochazi k jejimu spaleni za vzniku kladné
nabitych iont. Ty jsou nésledné pfitahovany k zaporné nabité sbérné elektrodé¢ umisténé nad
plamenem a elektrony proudi ke kladné nabité elektrod€. Zaporné nabitd sbérna elektroda
a kladné nabita elektroda jsou soucasti elektrického obvodu. Pti spalovani eluované latky
dochazi ke zméné velikosti proudu, coz je zaznamenano jako pik na chromatogramu (Kenkel,

2003).

1.2.3. Vyuziti plynové chromatografie v mikrobiologii

Plynova chromatografie je Siroce vyuziva v mikrobiologii k separaci, identifikaci a kvantifikaci
tékavych metabolith a dalSich sloucenin produkovanych mikroorganismy. Déle se tato metoda
pouziva v kombinaci s dal§imi analytickymi metodami pro ziskani podrobnéjSich informaci

o chemickém slozeni mikroorganismu (Larsson, 1994).

Jednou ze specifickych aplikaci plynové chromatografie v mikrobiologii je identifikace
mikroorganismil profilem mastnych kyselin. Mastné kyseliny se v buinikach vyskytuji jako
volné nebo jako soucast lipidi pochazejicich z exogennich zdroji a de novo syntézy. Mastné
kyseliny jsou slozkou fosfolipida, které jsou soucasti bunéénych membran. Dale hraji klicovou
ulohu v metabolismu a rlstu mikroorganismi. Asi 5-10 % suSiny bakterii jsou lipidy
s vazanymi mastnymi kyselinami o velikosti fetézce 9-20 atomt uhliku. Profil mastnych
kyselin bakteridlnich bunék je unikatni, protoze jejich zastoupeni se u jednotlivych
bakteridlnich druhti 1isi (v délce uhlovodikového fetézce, pozici dvojné vazby, substituované
skuping, atp.). Specifické zastoupeni mastnych kyselin mtize byt ovlivnéno také kultivaénimi
podminkami. Pokud jsou ale podminky pro rist bun¢k standardizovany (sloZeni kultivaéniho
média, teplota a doba kultivace, faze ristu, atp.), jsou profily mastnych kyselin
reprodukovatelné a zvySuje se 1 presnost mozné identifikace mikroorganismt (De Carvalho

a Caramujo, 2018).

Ptiprava vzorku je pii stanoveni mastnych kyselin plynovou chromatografii zcela zasadni.
Vysetfovany materidl je odebiran a skladovan za vhodnych podminek tak, aby se zachovala
jeho kvalita a zabranilo se ptipadné kontaminaci. Mastné kyseliny v burikach bakterii jsou ¢asto
soucasti slozitych lipidovych struktur, které mohou ovlivnit uréeni profilu mastnych kyselin

plynovou chromatografii. Extrakce mastnych kyselin z bun&k bakterii vede k ¢astecné
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hydrolyze lipidd, izolaci volnych mastnych kyselin a odstranéni kontaminujicich latek

(De Carvalho a Caramujo, 2018).

1.2.3.1. Extrakce mastnych kyselin

Mastné kyseliny se extrahuji z bun¢k bakterii vhodnou extrakéni metodou. Zvolena metoda by
méla byt co nejvice ucinna a zaroven Setrnd. Folchova metoda extrakce je jednou z nejstarSich
metod pouzivanych pro extrakci lipidi a mastnych kyselin z biologickych vzorkd, véetné bunck
bakterii. Metoda vyuziva k extrakci smés organickych rozpoustédel chloroformu a methanolu
v poméru 2:1 (v/v). Extrahované lipidy a mastné kyseliny jsou obsaZeny v organické fazi
(Folch, 1957). Extrakéni metoda podle Bligha a Dyera je také Siroce pouzivanou a ucinnou
metodou pro extrakci mastnych kyselin z bunék bakterii. Postup je podobny metodé podle
Folche, jen pomér chloroformu a methanolu je 1:2 (v/v) s ptfidavkem vody. Modifikaci této
metody lze zvysit rychlost a u€innost extrakce (Bligh a Dyer, 1959; Haira, 1974; Jensen, 2008;
Politz et al, 2013). Pro nékteré kmeny bakterii se pouZivaji extrakéni protokoly
s ptedchozim krokem mechanické homogenizace bunck bakterii. Prvnim takovym piikladem
jsou kovové kulicky pfidané do zkumavek s extrakénim cCinidlem a vzorkem. Déle byly
testovany a popsany dalsi metody mechanické homogenizace, napt. ultrazvukem (Maddi,
2019). Jako nahrada toxického chloroformu byly testovany dalsi extrak¢ni Cinidla, naptiklad
smés hexanu a 2-propanolu, heptanu a ethanolu (Undeland ez al., 1998). Extrakce konvencnimi
metodami jsou Casto pracné a ¢asoveé narocné, a to zejména v piipad¢ analyzy vétsiho poctu
vzorkl. Z tohoto ditvodu byly popsany protokoly rychlé jednokrokové extrakce, k dispozici
jsou komercéné dostupné soupravy (Axelsson a Gentill, 2014). Lze pouzit také Soxhletiv
extraktor, ptipadné superkritickou fluidni extrakci (SFE) (Manirakiza et al., 2001; Perretti
et al., 20006).

1.2.3.2. Priprava methylesterii mastnych kyselin

Detekce mastnych kyselin plynovou chromatografii mize byt obtiznd z diivodu jejich nizké
t€kavosti. Z tohoto divodu jsou mastné kyseliny pfevedeny na vhodné derivaty. Jednou
z béznych derivatiza¢nich metod je esterifikace mastnych kyselin. Mastné kyseliny reaguji
s derivatizacnim cinidlem za vzniku methylesteri mastnych kyselin (FAME). Esterifikace
zahrnuje kondenzaci karboxylové skupiny kyseliny a hydroxylové skupiny alkoholu
v pfitomnosti katalyzatoru (Jelinek et al., 2006). Kysele katalyzovana esterifikaci probiha
nejCastéji za piitomnosti katalyzatoru fluoridu boritého nebo kyseliny chlorovodikové
v methanolu. Mezi dal$i mozné katalyzatory pro kysele katalyzovanou esterifikaci patii

acetylchlorid, chlorid bority a kyselina sirovd v methanolu. Pro zamezeni oxidace
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polynenasycenych mastnych kyselin je pfidavano antioxidac¢ni cCinidlo, napt. butylovany
hydroxytoulen. Bazicky katalyzovana esterifikace probihd za pfitomnosti katalyzatoru
methanolatu sodného, hydroxidu draselného nebo hydroxidu sodného. V tomto ptfipadé neni
nutné piidavat antioxidacni ¢inidlo, protoze prakticky nedochazi k oxidaci polynenasycenych
mastnych kyselin. Pfitomnost vody v reakéni smési snizuje vytéznost esterifikace (Ichihara
a Fukubayashi, 2010; Wei a Zeng, 2011). FAME jsou z reak¢ni smési extrahovany a organické
rozpoustédlo je odpatfeno v atmosfére dusiku. Odparek je pred nastiikem do plynového

chromatografu rozpustén ve vhodném organickém rozpoustédle (Wei a Zeng, 2011).
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. Pouzité chemikalie a standardni latky
Acetylchlorid, CH3COCI (78.49 g/mol)

Agarosa

Butylovany hydroxytoluen, CisH240 (220,35 g/mol)
Dihydrogen fosfore¢nan draselny p.a.,

KH2PO4 (136,086 g/mol)

Dichlormethan, CH2Cl» (84,93 g/mol)

EDTA (0,5 mol/l; pH 8,0), C10H16N20s (292,2438 g/mol)
Hexan, CsHi4 (86,18 g/mol)

Hydrogenfosforecnan disodny dodekahydrat p.a.,
Na;HPO4 - 12 H20 (358,14 g/mol)

Chlorid draselny p.a., KCI (74,5513 g/mol)

Chlorid sodny p.a., NaCl (58,44 g/mol)

Chloroform stabilizovany ethanolem p.a.,

CHCI (119,38 g/mol)

Kyselina borita p.a., H;BO3 (61,83 g/mol)

Methanol hypergrade pro LC-MS, CH30H (32,04 g/mol)
Methanol p.a., CH30H (32,04 g/mol)

Supelco 37 FAME Mix v dichlormethanu
Tris(hydroxymethyl)aminomethan,

C4H11NOs (121,14 g/mol)

Uhli¢itan draselny, K2COs (138,205 g/mol)

2.2. Pristrojové vybaveni a pomicky
BéZné laboratorni kovové, sklenéné a plastové pomiicky
Kahan

Blok zahtivaci s michanim Reacti-Therm

Centrifuga LMC—4200R

Denzitometr McFarland DEN-1

Elektroforetickd vana OWL EASYCAST B1A
Elektroforeticky zdroj PowerPRO 300
Homogenizacni sacek s bocnim filtrem
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(Sigma-Aldrich, Némecko)
(VWR Chemicals, Spanélsko)
(Penta Chrudim, Ceské republika)

(LACHEMA, Ceska republika)
(Honeywell, USA)
(Sigma-Aldrich, Némecko)
(Penta Chrudim, Cesk4 republika)

(Penta Chrudim, Ceska republika)
(Penta Chrudim, Ceska republika)
(Lach-Ner, Cesk4 republika)

(Penta Chrudim, Ceska republika)
(Penta Chrudim, Ceska republika)
(Sigma-Aldrich, Némecko)
(Penta Chrudim, Ceska republika)
(Sigma-Aldrich, Némecko)

(Serva, Némecko)

(Penta Chrudim, Cesk4 republika)

(Thermo Fisher Scientific, USA)
(Biosan, Lotyssko)

(Biosan, CR)

(Sigma, USA)

(Cleaver Scientific, UK)

(VWR, USA)



Horkovzdusny sterilizator STERIMAT 5104
Chladnicka s mrazakem AEG Santo 70
Chladnicka Gorenje RK6201BW
Chladnicka Zanussi ZRA40100WA

Inkubétor ELITE Dry Bath
Koncentrator vzorkii Termovap TV 10
Laboratorni digestof

Laminarni box Hotte MSC 9 Standart
Membranovy filtr 0,45 um (o 47 mm)
Mikropipety automatické

Mikropipety automatické

Mikrovlnna trouba LG

Mrazni¢ka Bosch GSN33VWEP
Plynovy chromatograf GC-2010 Plus
Plynovy chromatograf GCMS-QP2010
Ptredvazky laboratorni ES1001
Termoblok SBH130DC

Termocycler Biometra TAdvanced Twin 48 G
Termocycler Biometra TProfessional Gradient
Termostat ST 3 COMF/S

Tiepacka PTR-35

Tiepacka Reax Multi

Ultrazvukova lazen K3L

Véhy piesné AV212C, 210 g/10 mg
UV dekontaminacni box (UVC/T—AR)
UV transluminator Vilber Lourmot
Vortex MS 1

Zatizeni na upravu vody Smart2pure
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(BMT, CR)
(AEG, Svédsko)
(Gorenje, Slovinsko)

(Zanussi, Italie)

(Major Science, Thajsko)
(ECOM, CR)
(MERCI®, CR)

(Jouan, Francie)
(Millipore, USA)
(BioHit Proline, Finsko)
(Discovery, Némecko)
(LG, Korea)

(Bosch, Némecko)
(Shimadzu, Japonsko)
(Shimadzu, Japonsko)
(Bel Engeneering, Italie)
(Stuart®, UK)
(Biometra, Némecko)
(Biometra, Némecko)
(POL-ECO, Polsko)
(Grant Instruments, UK)
(Heidolph, Némecko)
(Kraintek, CR)

(Ohaus, CR)

(Biosan, Litva)
(Chemos, CR)

(IKA Works, USA)

(TKA, Niederelbert, Némecko)



2.3. Kultiva¢ni média a pracovni roztoky

Arcobacter bujon (OXOID, Anglie)

Slozeni: pepton 18,0 g/l
kvasnicovy extrakt 1,0 g/l
chlorid sodny 5,0 g/l

Konecné pH (25 °C): 7,2+ 0,2

Navazka 24 g byla rozpuSténa ve 1000 ml destilované vody. Kultivaéni médium bylo

sterilizovano v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min.

TSA agar — Tripton Soya Agar (HIMEDIA, Indie)

SloZeni: trypton 10,0 g/1
sOjovy pepton 5,0 g/l
chlorid sodny 5,0 g/l
agar 15,0 g/l

Konecné pH (25 °C): 7,3+ 0,2

Navazka 40 g byla rozpusténa ve 1000 ml destilované vody. Kultivacni médium bylo

sterilizovano v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 min.
Fosfatovy pufr

Navazka 8 g chloridu sodného, 0,2 g chloridu draselného, 0,2 g dihydrogenfosfore¢nanu
draselného a 2,9 g dodekahydratu hydrogenfosforecnanu disodného byla rozpusténa

ve 1000 ml destilované vody. Roztok byl sterilizovan v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min.
Fyziologicky roztok

Navazka 8,5 g chloridu sodného byla rozpusténa ve 1000 ml destilované vody. Roztok byl

sterilizovan v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 min.

2.4. Reagencie pro mPCR

25 mmol/l MgCl» (Top-Bio, Ceska republika)
10x PCR pufr (Top-Bio, Ceska republika)
dNTP mix (TaKaRa Biomedicals, Japonsko)
DNA Tagq polymeraza (Top-Bio, Ceska republika)
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Ethidium bromid (10 mg/ml) (Top-Bio, Ceska republika)

DNA Marker 155-970 bp (Top-Bio, Ceska republika)

DNA Marker 100 bp (Biotechrabbit, Némecko)

PCR voda (Top-Bio, Ceska republika)

PCR vkladaci pufr (Biotechrabbit, Némecko)

PCR primery o sekvencich viz tabulky 2, 4 (Generi biotech, Ceska republika)

10x Tris-Borat-EDTA pufr (TBE pufr)

Slozeni: H>NC(CH20H); 108,0 g
kyselina borita 55,0¢g
EDTA 5,84 ¢

Veskeré chemikalie byly smichany s 1000 ml destilované vody.
1x Tris-Borat-EDTA pufr (TBE pufr)
100 ml 10x TBE pufru bylo smichano s 900 ml destilované vody.

1,5% agaro6zovy gel s ethidium bromidem

Slozeni: agardza 12¢g
1x TBE pufr 80 ml
ethidium bromid 4 ul

Agardza byla po navazeni a smichani s 1x TBE pufrem piivedena k varu. Po ochlazeni byly

pridany 4 pl ethidium bromidu.

2% agarozovy gel s ethidium bromidem

Slozeni: agaroza 1,6 g
1x TBE pufr 80 ml
ethidium bromid 4 ul

Agar6za byla po navaZeni a smichani s 1x TBE pufrem piivedena k varu. Po ochlazeni bylo

pfidano 4 pl ethidium bromidu.

2.5. Reagencie pro 16S rRNA-RFLP
PCR primery o sekvencich viz tabulka 6 (Generi biotech, Ceska republika)
Restrikéni pufr (BioLabs, Nova Anglie)
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Restrikéni endonukleaza Msel (10 U/ul) (BioLabs, Nova Anglie)

Restrik¢éni endonukleaza Mnll (10 U/pl) (BioLabs, Nova Anglie)
Restrikéni endonukledza Bfal (10 U/pul) (BioLabs, Nova Anglie)
DNA marker 50 bp (Biotechrabbits, Némecko)

3% agarozovy gel s ethidium bromidem

SloZeni: agaroza 24¢g
1x TBE pufr 80 ml
ethidium bromid 4 pul

Agarodza byla po navaZeni a smichani s 1x TBE pufrem pfivedena k varu. Po ochlazeni bylo

pfidano 4 pl ethidium bromidu.

2.6. Mikrobialni kmeny

Pro jednotlivé experimenty popsané v experimentalni ¢asti této diplomové ¢asti bylo pouZito
31 kmenl bakterii rodu Arcobacter. Tyto kmeny pochazely ze Sbirky mikroorganismi
Univerzity Gent v Belgii (LMG), ze Sbirky mikroorganismti Univerzity Géteborg ve Svédsku
(CCUG), Ceské sbirky mikroorganismi Masarykovy univerzity v Brné (CCM). Cast
sbirkovych kmenii pochézela z predeslého vyzkumu na Univerzité¢ Pardubice (UPa). Piehled

vSech pouzitych sbirkovych bakteridlnich kment je uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1 Piehled bakterialnich kment zafazenych do studie.

Oznaceni

sbirkového Sbirkové kmeny

kmene

LMG Ab LMG 10828; 4/ LMG 28517; As LMG 6621; At LMG 24488
CCM Ac CMM 3933; Ac CCM 7050

CCUG Ab CCUG 30484

UPa Ab KK; UPa 2022/1a; UPa 2022/1b; UPa 2022/1c; UPa 2022/1d; UPa 2022/3a;
UPa 2022/3b; UPa 2022/3c; UPa 2022/3d; UPa 2022/3e; UPa 2022/3f, UPa 2013/30;
UPa UPa 2013/13; UPa 2021/1; UPa 2021/3; UPa 2021/4; UPa 2021/5; UPa 2021/7; UPa 2021/9;
UPa 2021/10; UPa 2021/11; UPa 2021/12; UPa 2021/13; UPa 2021/15; UPa 2023/1;
UPa 2023/2; UPa 2023/4; UPa 2023/6; UPa 2023/7; UPa 2023/10; UPa 2023/11; UPa 2023/12

Pozn.: Ab — Al. butzleri; Al — Al. lanthieri; As val. skirrowii; At — Al. thereius; Ac — Al. cryaerophilus;, LMG — Sbirka
mikroorganismi Univerzity Gent v Belgii; CCM — Ceska sbirka mikroorganismii Masarykovy univerzity Brno; CCUG — Sbirka
mikroorganismii Univerzity Goteborg ve Svédsku; UPa — Univerzita Pardubice;
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2.7. Pracovni postup

2.7.1. lIzolace Arcobacter-like species z ruznych vzorki

Pro tucely experimentalni ¢asti diplomové prace bylo shromézdéno 21 vzorkid potravin
zivociSného piivodu. Vzorky byly ziskany z velkoobchodnich fetézcti a maloobchodniho

prodeje v obdobi listopadu 2022 — inora 2023. Seznam vsech do studie zarazenych vzork je

uveden v Tabulce 2.

Tabulka 2 Seznam vsech vzorki pro izolaci Arcobacter-like species v obdobi listopadu 2022 — inora 2023.

Oznaceni Datum

vzorku odbéru Popis vzorku Prodejce

UPa 2023/1 20.11.2022 Kufeci prsni fizek (vakuoveé baleno)  Albert, Na Pankraci, Praha

UPa 2023/2 20.11.2022 Kufeci prsni fizek (vakuove baleno)  Tesco, nam. Hrdint, Praha

UPa 2023/3 20.11.2022 Kufteci prsni fizek (vakuoveé baleno)  Lidl, Olbrachtova, Praha

UPa 2023/4 28.02.2023 Kufteci krky (volny prodej) Maso uzeniny Pankrac, Praha

UPa 2023/5 28.02.2023 Kufeci prsni filet (volny prode;j) Reznictvi, uzenafstvi Jas, Praha

UPa 2023/6 28.02.2023 Kufeci prsni fizek (vakuové baleno)  Vodnanské kute

Kufeci horni stehna (vakuové
UPa 2023/7 28.02.2023 baleno) Tesco, Novodvorska, Praha
UPa 2023/8 28.02.2023 Kufeci dolni stehna (vakuové baleno) Tesco, Novodvorska, Praha
Kufeci horni stehna (vakuové

UPa 2023/9 28.02.2023 baleno) Albert, Na Pankraci, Praha

UPa 2023/10 28.02.2023 Kufeci dolni stehna (vakuové baleno) Albert, Na Pankraci, Praha

UPa 2023/11 28.02.2023 Kufteci krky (volny prodej) Masojiko, Nuselska, Praha

UPa 2023/12 28.02.2023 Kufteci skelety (volny prodej) Muj feznik, Nadrazni, Praha

UPa 2023/13 28.02.2023 Kufteci palicky (volny prodej) Muj feznik, Nadrazni, Praha

UPa 2023/14 28.02.2023 Kufeci krky (vakuové baleno) Albert, Na Pankraci, Praha

UPa 2023/15 28.02.2023 Kufeci pali¢ky (vakuové baleno) Tesco, Novodvorska, Praha

UPa 2023/16 28.02.2023 Kufeci pali¢ky (vakuové baleno) Globus, Sarska, Praha

UPa 2023/17 28.02.2023 Kufeci prsni fizek (volny prodej) Globus, Sarska, Praha

UPa 2023/18 28.02.2023 Selska kufteci stehna (volny prodej)  Globus, Sarska, Praha
Reznictvi MUUU, NadraZni,

UPa 2023/19 28.02.2023 Kufeci prsni fizek (volny prodej) Praha

UPa 2023/20 28.02.2023 Kufeci medailonky (vakuové baleno) Albert, Na Pankraci, Praha

UPa 2023/21 28.02.2023 Kufeci palicky (vakuové baleno) Albert, Na Pankraci, Praha

Pozn.: UPa — Univerzita Pardubice.

Vzorky byly odebrany do sterilnich plastovych zkumavek a skladovany pii teploté
4 °C (max. 24 h). Nasledné bylo odebrano pfiblizn€ 25 g vzorku a asepticky pieneseno do
homogeniza¢niho sacku s membranou s ptidavkem 100 ml Arcobacter bujonu. Smés v sacku
byla mechanicky homogenizovana po dobu 2 min. Po pomnozeni (30 °C, 24 h) byla provedena
tvz. pasivni filtrace, a to nadavkovanim 100 pl pomnoZené bakteridlni suspenze v nékolika
kapkéach na membranovy filtr o velikosti port 0,45 um pfiloZzeny na TSA agar. Pasivni filtrace
probihala pfi 30 °C po dobu 30 min. Po odstranéni filtru z agaru probihala kultivace pfii

30 °C po dobu 24-48 h. Suspektni kolonie (drobné, bezbarvé az nazloutlé) byly preockovany
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na TSA agar a kultivovany po dobu 2448 h (Silha et al, 2015). Ziskané izolaty byly podrobeny
identifikaci pomoci n¢kterého protokoli mPCR dle Houf et al. (2000) a Douidah et al. (2010)
a 16S r/RNA-RFLP dle Figueras et al. (2008) a Figueras et al. (2012).

2.7.2. ldentifikace arkobakteri metodou mPCR dle Houf et al. (2000)

Izolované suspektni kolonie byly zaockovany do 100 pl destilované vody. Nasledné byly
podrobeny lyze a izolaci DNA pii 110 °C po dobu 10 min. Reakéni smés byla slozena
z 2 ul lyzatu; 3 pl 25 mM MgCly; 2,5 pl 10x PCR pufru; 2 pl ANTP mixu; 0,5 pl primeru
ARCO; 0,5 pl primeru BUTZ; 0,5 pl primeru CRY'1; 0,5 pl primeru CRY2; 0,25 pl primeru
SKIR; 0,15 pl Tagq polymerazy. Sekvence pouzitych primert jsou uvedeny v Tabulce 3. Smés
byla doplnéna PCR vodou na kone¢ny objem 25 pl. Podminky pribéhu mPCR dle Houf ef al.
(2000) jsou uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 3 Primery pouzité pro identifikaci pomoci
mPCR dle Houf et al. (2000).

Primer Sekvence primeru

ARCO 5'-CGTATTCACCGTAGCATAGC-3'

SKIR 5'-GGCGATTTACTGGAACACA-3'

BUTZ 5'-CCTGGACTTGACATAGTAAGAATGA-3'
CRY1 5'-TGCTGGAGCGGATAGAAGTA-3'

CRY2 5'-AACAACCTACGTCCTTCGAC-3'

Tabulka 4 Optimalni podminky pribéhu mPCR
dle Houf et al. (2000).

Teplota [°C] Cas [min)|

Pocatecni denaturace 94 2

Denaturace 94 45s

Annealing 65 45s 32x
Syntéza 72 30s

Zavérefna syntéza 72 4

Po skonceni PCR reakce byla provedena separace a identifikace PCR produkti. Byl piipraven
1,5% agardzovy gel z 1x TBE pufru, a do gelu byl pfidan ethidium bromid (10 mg/ml).
PCR produkt byl ddvkovén do gelu spolecné s vkladacim pufrem. Soucasné byl v rdmci kazdé
elektroforetické separace zatfazen 1 velikostni standard (DNA marker 155-970 bp).
Elektroforeticka separace probihala vZdy 50 min v prostiedi 1% TBE pufru a pfi 100 V.
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2.7.3. Identifikace kmenii metodou mPCR dle Douidah e al. (2010)

Izolované suspektni kolonie byly zaockovany do 100 pl destilované vody. Nésledn¢ byly
podrobeny lyze a izolaci DNA pii 110 °C po dobu 10 min. Reakéni smés byla slozena
z 2 wl lyzatu; 2 pl 25 mM MgCls; 2,5 pl 10x PCR pufru; 2 ul ANTP mixu; 0,5 pl primeru ButR;
0,5 pl primeru SkiR; 0,5 pl primeru TherR; 0,5 pl primeru CibR; 0,5 pl primeru ArcoF;
0,5 pl primeru GyrasF; 0,5 pl primeru GyrasR; 0,25 pl Tag polymerazy. Sekvence pouzitych
primert jsou uvedeny v Tabulce 5. Smés byla doplnéna PCR vodou na kone¢ny objem 25 pl.

Podminky priibéhu mPCR dle Douidah ef al. (2010) jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 5 Primery pouzité pro identifikaci pomoci mPCR
dle Douidah et al. (2010).

Primer Sekvence primeru

ButR 5-TCCTGATACAAGATAATTGTACG-3"'
TheR 5-GCAACCTCTTTGGCTTACGAA-3'

CibR 5'-CGAACAGGATTCTCACCTGT-3"

SkiR 5'-TCAGGATACCATTAAAGTTATTGATG-3 "’
ArcoF 5'-GCYAGAGGAAGAGAAATCAA-3'
GyrasF 5-AGAACATCACTAAATGAGTTCTCT-3"
GyrasR 5'-CCAACAATATTTCCAGTYTTTGGT-3"'

Tabulka 6 Optimalni podminky pribé¢hu mPCR
dle Douidah et al. (2010).

Teplota [°C] Cas [min)|

Pocatecni denaturace 94 3

Denaturace 94 45s

Annealing 58 45s 30x
Syntéza 72 2

Zavérefna syntéza 72 5

Po skonceni PCR reakce byla provedena separace a identifikace PCR produktii. Byl pfipraven
2% agarazovy gel z 0,5x TBE pufru a do gelu byl pfidan ethidium bromid (10 mg/ml).
PCR produkt byl ddvkovan do gelu spolecné s vkladacim pufrem. Soucasné byl v rdmci kazdé
elektroforetické separace zarazen i velikostni standard (DNA marker 100 bp). Elektroforeticka

separace probihala vzdy 120 min v prostfedi 0,5% TBE pufru a pti 120 V.
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2.7.4. Identifikace metodou 16S rRNA PCR-RFLP

Identifikace Arcobacter-like species metodou 16S rRNA PCR-RFLP dle Figueras et al. (2008)
a Figueras et al. (2012) se sklada ze dvou hlavnich krokl. V prvnim kroku je PCR metodou
vytvotfen amplikon o velikosti 1026 bp, a to v ptipadé vSech identifikovanych druhii. Tento
amplikon je v nésledujicim kroku $tépen restrikénimi endonukledzami a vzniklé produkty jsou

elektroforeticky separovany.

Reakéni smés PCR metody byla slozena z2,5 pl lyzatu; 1,5 pul 25 mM MgCly;
2,5 ul 10x PCR pufru; 2 pul ANTP mixu; 0,125 pl primeru CAH 16S 1a; 0,125 pl primeru CAH
16S 1b; 0,25 pl Tag polymerazy. Sekvence pouzitych primert jsou uvedeny v Tabulce 7. Smés
byla doplnéna PCR vodou na konec¢ny objem 25 ul. Podminky pribéhu PCR jsou uvedeny
v Tabulce 8.

Tabulka 7 Primery pouzité pro identifikaci pomoci 16S r/RNA PCR-RFLP
dle Figueras et al. (2008) a Figueras et al. (2012).

Primer Sekvence primeru
CAH 16S 1a 5'-AATACATGCAAGTCGAAGTCGAACGA-3’
CAH 16S 1b 5'-TTAACCCAACATCTCACGAC-3'

Tabulka 8 Optimalni podminky pribéhul6S rRNA PCR-RFLP
dle Figueras et al. (2008) a Figueras et al. (2012).

Teplota [°C] Cas [min)|

Pocatecni denaturace 95 120

Denaturace 94 45s

Annealing 52 45 s 30x
Syntéza 72 2

Zavérefna syntéza 72 10 min

Po skonceni PCR reakce byla provedena separace a identifikace PCR produktii. Byl pfipraven
1,5% agarazovy gel z 1x TBE pufru a do gelu byl pfidan ethidium bromid (10 mg/ml).
PCR produkt byl davkovan do gelu spole¢né s vkladacim pufrem. Soucasné byl v rdmci kazdé
elektroforetické separace zatazen 1 velikostni standard (DNA marker 155-970 bp).
Elektroforeticka separace probihala vzdy 60 min v prostiedi 1x TBE pufru a pfi 100 V.

Amplifikované produkty o velikosti 1026 bp byly v dal§im kroku metody 16S rRNA
PCR-RFLP podrobeny Stépeni restrikéni endonukleazou Msel, popt. Mnull. Reakéni smés
o celkovém objemu 25 pl byla slozena z 21,5 pul PCR vody; 2,5 pl 10x restrikéniho pufiu;
0,5 ul PCR produktu a 0,5 pl resktrikéniho enzymu Msel. Ptipravena smés byla 15 min

46



inkubovéna pfi teploté 37 °C. Nasledné¢ byla provedena inaktivace restrikéniho enzymu pfii
teploté¢ 65 °C po dobu 20 min. V piipadé provedeni tietiho restrikéniho Stépeni restrikéni
endonukldzou Bfal pro rozliSeni shodnych RFLP profild byla reakéni smés piipravena
obdobnym zptisobem. Po ptidani enzymu Bfal byla reakéni smés inkubovana 60 min pfi teploté

37 °C. Nasledna inaktivace probihala po dobu 20 min pfi teploté 80 °C.

Po kazdém restrik¢nim Sté€peni byla provedena separace a identifikace restrikénich produkti,
ato v pfipraveném 3% agarazovém gelu pfipravém z 1x TBE pufru a do gelu byl pfidan
ethidium bromid. Restrikéni produkt byl davkovan do gelu spole¢né s vkladacim pufrem.
Soucasné¢ byl vramci kazdé -elektroforetické separace zatazen 1 velikostni standard
(DNA marker 50 bp). Elektroforetickd separace probihala vzdy 120 min v prostredi
1x TBE pufru a pti 100 V.

2.7.5. Typizace arkobakteri na zakladé stanoveni mastnych Kkyselin

2.7.5.1. Optimalizace pripravy methylesteri mastnych kyselin

Nejprve bylo optimalizovano mnozstvi bunécéné kultury k analyze mastnych kyselin. Nejprve
byla pfipravena suspenze bakterii zaockovanim 1, 2 nebo 3 kalibrovanych ockovacich klicek
o objemu 1 pl do 4 ml PBS pufru. Dale byla piipravena suspenze bakterii o piesné hustoté
bunék odpovidajici 3. stupni McFarlandovy zékalové stupnice (9x10% CFU/ml). Studované

kmeny Arcobacter-like species byli zaockovany do 4 ml PBS pufru.

V ramci optimalizace byl také testovan postup extrakce matnych kyselin z bun¢k arkobaktera.
Nejprve byly mastné kyseliny extrahovany 4 ml smési chloroformu a methanolu v poméru
2:1 (v/v) a poté 4 ml smesi chloroformu a methanolu v poméru 9:1 (v/v). Dal§im testovanym
postupem byla extrakce 4 ml smési hexanu a methanolu v poméru 2:1 (v/v) a poté 4 ml smési

hexanu a methanolu v poméru 9:1 (v/v).

Pfedmétem optimalizace byl i vliv pfidaného antioxidacniho cinidla (butylovany
hydroxytoulen). Pfidavek antioxida¢niho ¢inidla rozpusténého v methanolu byl ptiddvan do

extrak¢ni smeési v koncentraci 0,1 % a 1 %.

Pti ptipravé FAME byl pfi extrakci a derivatizaci obsah zkumavky po kazdém piidani reagencie

5 minut michan.

2.7.5.2. Priprava methylesteri mastnych kyselin
Studované kmeny Arcobacter-like species byly zaockovany do 4 ml PBS pufru po ptedchozi

48 h kultivaci pfi teploté 30 °C na TSA agaru. Nasledné byla pfipravena bakterialni suspenze
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odpovidajici 3. stupni McFarlandovy zakalové stupnice (odpovidd hustoté bunéck
9x10® CFU/ml). Pted extrakci mastnych kyselin byly buiiky bakterii homogenizovany sonikaci
po dobu 5 minut. Mastné kyseliny extrahovany smeési chloroformu a methanolu obsahujici
0,1 % butylovaného hydroxytoulenu (antioxidacni ¢inidlo). K suspenzi bakterialnich bun¢k
byly ptfidany 4 ml smési chloroformu a methanolu (2:1, v/v), obsah zkumavky 5 minut
intenzivné tfepan a organickd vrstva pievedena do Cisté zkumavky. Krok extrakce byl
opakovan, jen pomér chloroformu k methanolu byl 9:1 (v/v). Organické rozpoustédlo bylo

odpateno v atmosféte dusiku.

Mastné kyseliny byly derivatizovany na odpovidajici FAME. K odparku bylo pfidano
500 pl methanolu a 40 pl acetylchloridu a smés inkubovana pii teplot¢ 100 °C po dobu
60 minut. Po ochlazeni na okolni teplotu byl obsah zkumavky neutralizovan
500 pl 6% K>COs (oteviené zkumavky tfepany po dobu 5 minut). Methylestery mastnych
kyselin byly extrahovany hexanem. Ke smési byl pfidan 1 ml hexanu, obsah zkumavky tfepan
po dobu 5 minut, organicka vrstva prenesena do Cisté zkumavky, k smési ptfidan opét 1 ml
hexanu, obsah zkumavky tfepan po dobu 5 minut a organickd vrstva pfenesena do Cisté
zkumavky. Hexan byl odpafen v atmosféfe dusiku a odparek uchovavan pied analyzou
GC-FID pii 4 °C. Proces odpatovani organického rozpoustédla v atmosfére dusiku je zobrazen

v Priloze A.

2.7.5.3. Urceni profilu mastnych kyselin plynovou chromatografii
Nejprve byly ureny retencni Casy standarditi 37 mastnych kyselin (Supelco 37 FAME Mix)
metodou GC-MS v médu SCAN.

Objem davkovaného vzorku: 1 pl

Split mod: 10:1
Teplota nasttiku: 250 °C
Kolona: HP-88, J&W, 100 m x 250 um x 0,25 um, stacionarni faze 88 %

kyanopropylen a 12 % arylpolysiloxan

Teplotni gradient: viz Tabulka 9

Doba analyzy: 58 min
Pritok MF (helium): 1,56 ml/min
Teplota MS: 200 °C iontovy zdroj

250 °C teplota rozhrani
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Tabulka 9 Teplotni gradient GC-MS.

Zmena hodnoty

[°C/min] Teplota [°C] Cas [min]
_ 75 3
10 200 0
0,8 230 5

Pro urceni profilu mastnych kyselin u jednotlivych bakteridlnich kmeni, byl odparek pied

analyzou GC-FID rozpustén v 200 pl dichlormethanu a smés prenesena do insertu vialky.

Objem davkovaného vzorku: 1 pl

Split mod: 10:1
Teplota nasttiku: 250 °C
Kolona: HP-88, J&W, 100 m x 250 um x 0,25 um, staciondrni faze 88 %

kyanopropylen a 12 % arylpolysiloxan
Teplotni gradient: viz Tabulka 10

Doba analyzy: 58 min
Pritok MF (helium): 1,56 ml/min
Teplota detektoru: 250 °C iontovy zdroj

Priitok plynii v detektoru:

Vodik: 30 ml/min
Vzduch: 400 ml/min
Make-up (helium): 25 ml/min

Tabulka 10 Teplotni gradient GC-FID.

Zména hodnoty

[°C/min] Teplota [°C] Cas [min]
_ 75 3
10 200 0
0,8 230 5
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Plynovy chromatograf GC-2010 Plus s plamenové-ioniza¢nim detektorem, ktery byl pouzit pro

analyzu vzorki, je zobrazen v PFiloze B.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1. Izolace Arcobacter-like species z riiznych vzorki

Pro izolaci Arcobacter-like species z riaznych vzorki byla v této diplomové praci pouzita diive
popsana metoda se zafazenym krokem pasivni filtrace (Silha ef al.,2015). Pasivni filtrace pies
membranovy filtr totiz vyznamné zlepsi zachyt arkobakterii a odseparuje je od doprovodné
mikrofléry vzorku. Drobné buniky arkobakterti jsou schopny projit pies pory filtru o priméru
0,45 um a doprovodna mikroflora je tim vétSinou odseparovéana. Tato metoda byla popsana ve
studii pro izolaci kampylobakterti a arkobakteri z kufeciho masa (Atabay a Corry, 1997).
Ve studii Silha et al. (2015) byla navrzena modifikace této metody. Z rtiznych vzorkd
odebranych z Zivotniho prostfedi a potravin zivoc¢iSného pivodu byla provedena izolace
s krokem pasivni filtrace na chromogenni selektivni agar CASA priméarné uréeny pro izolaci
Campylobacter spp. Pti pouziti tohoto riistového média doslo k vyrazné inhibici doprovodné
mikroflory. Zaroven tak byly arkobaktery prokazatelné na zaklad¢ charakteristiky riistovych

projevi (Silha et al., 2015).

Suspektni kolonie Arcobacter-like species byly izolovany v ptipadé 8 (38 %) vzorki potravin
zivo¢iSného puavodu. Identifikace izolovanych suspektnich kolonii byla provedena
molekularné-biologickymi metodami, a to pomoci mPCR dle Houf et al. (2000), mPCR dle
Douidah ef al. (2010) a 16S rRNA PCR-RFLP dle Figueras et al. (2008) a Figueras
et al. (2012). Vsechny kmeny byly identifikovany jako druh Al. butzleri. Ve studii Rivas
et al. (2004) byl ze vzorkli mletého masa izolovan také pouze Al. butzleri. Ve studii Houf
et al. (2001) byly arkobaktery izolovany z 65 % vzorkil kufeciho masa. Ve vétSiné ptipadi se
také jednalo o druh A/. butzleri (Houf et al. 2001).

Druhy Arcobacter-like species jsou izolovany pfevazné ze vzorkli huméanniho, animélniho
a také environmentalniho plvodu. Druhy Al. butzleri, Al. cryaerophilus a Al. skirrowii jsou
druhy pievazujici ve vzorcich huméanniho ptivodu (Ferreira et al., 2019). K infikovani lidi
dochézi nejpravdépodobnéji po poziti fekalné kontaminovanych potravin nebo vody. Pacienti
nasledné trpi enteritidou a akutnimi vodnatymi prijmy. Pro izolaci arkobakterii nebyl ale
popsén standardizovany izola¢ni postup. Tato skuteCnost znamena, zZe mnoho infekei
vyvolanych arkobaktery neni odhalena (Collado a Figueras, 2011; Silha et al., 2019). Zavedeni
standardni metodiky pro izolaci arkobakteri zhumdannich vzorkid by tak pifedstavovalo

presnéjsi a rychlejsi moznost hlaSeni téchto infekci. Absence standardni metodiky pro izolaci
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arkobakterii zaroven ptedstavuje jisté rozdily v jednotlivych studiich, které se vénovaly této

problematice (Merga et al., 2011).

3.2. Identifikace izolovanych kmenti metodou mPCR dle Houf et al. (2000)

Molekularné-biologickd metoda mPCR dle Houf et al. (2000) byla vyvinuta pro identifikaci tfi
nejcastéji se vyskytujicich druhti arkobaktert (4/. butzleri, Al. cryaerophilus a Al. skirrowii).
Elektroforeticky zaznam identifikace tfi druhti sbirkovych kmenti, pro které byla tato metoda

popsana, je zobrazen na Obrazku 12.

257 bp

401 bp

641 bp

Obrazek 12 Elektroforeticky zaznam separace produkti mPCR dle Houf ez al. (2000).
Pozn.: M — DNA marker; Ab1 — Al. butzleri LMG 10828; Ab2— Al. butzleri UPa Ab KK; Ac1 — Al. cryaerophilus CCM 7050;

Ac2 — Al eryaerophilus CCM 3933; As — AL skirrowii LMG 6621; NK — negativni kontrola.

Metodou mPCR dle Houf et al. (2000) byly identifikovany vSechny sbirkové kmeny a kmeny
izolované z rizného prostredi. Identifikace byla provedena zcela spravné u kmeni, pro které
byla tato metoda popsana. Kmeny izolované zriznych vzorkd byly ve vétSin¢ piipada
identifikovany jako Al butzleri. AvSak kmen UPa 2013/13 byl identifikovan jako
Al. cryaerophilus. U kmene Al. lanthieri LMG 28517 byl generovan PCR produkt o velikosti
400 bp, ktery tak nebylo mozné rozliSit od Al butzleri. Pti identifikaci druhi A/l thereius
LMG 24488 a P. defluvii LMG 25694 byly zaznamenany stejné PCR amplikony jako pro
Al. cryaerophilus. Elektroforeticky zdznam této identifikace je zndzornén na Obrazku 13.
Vysledky identifikace vSech sbirkovych kmend a kmeni izolovanych z riznych prostiedi

pomoci protokolu dle Houf et al. (2000) je zaznamendna v Tabulce 9.
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Tabulka 11 Vysledky identifikace sbirkovych kment a kmenti izolovanych z riznych prostredi
metodikou mPCR dle Houf et al. (2000)

Oznaceni kmene Identifikovany druh
Arcobacter butzleri LMG 10828 Al butzleri
Arcobacter cryaerophilus CCM 3933 Al cryaerophilus
Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 Al cryaerophilus

Arcobacter lanthieri LMG 28517
Arcobacter skirrowii LMG 6621
Arcobacter butzleri CCUG 30484
Arcobacter thereius LMG 24488
Arcobacter defluvii LMG 25694
UPa KK

UPa 2022/1a

UPa 2022/1b

UPa 2022/1¢

UPa 2022/1d

UPa 2022/3a

UPa 2022/3b

UPa 2022/3¢

UPa 2022/3d

UPa 2022/3e

UPa 2022/3f

UPa 2013/30

UPa 2013/13

UPa 2021/1

UPa 2021/3

UPa 2021/4

UPa 2021/5

UPa 2021/7

UPa 2021/9

UPa 2021/10

UPa 2021/11

UPa 2021/12

UPa 2021/13

UPa 2021/15

UPa 2023/1

UPa 2023/2

UPa 2023/4

UPa 2023/6

UPa 2023/7

UPa 2023/10

UPa 2023/11

UPa 2023/12

Al butzleri
Al skirrowii
Al butzleri

Al cryaerophilus
Al cryaerophilus

Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri

Al cryaerophilus

Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri
Al butzleri

Pozn.: CCUG - Sbirka mikroorganismil Univerzity Gdteborg ve Svédsku; LMG — Sbirka mikroorganismt Univerzity Gent
v Belgii; CCM — Ceska sbirka mikroorganismti Masarykovy univerzity v Bm¢; UPa — sbirka mikroorganismd Univerzity

Pardubice; KK — kuieci krk; AL — Aliarcobacter.
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257 bp
401 bp

641 bp

M Abl Ab2 Ac1 As Al Ad NK

Obrazek 13 Elektroforeticky zdznam separace produkti sbirkovych kment Arcobacter spp. mPCR dle Houf et al. (2000).
Pozn.: M — DNA marker; 4b1— Al. butzleri LMG 10828; Ab2— Al. butzleri UPa Ab KK; Ac1— Al. cryaerophilus CCM 7050;

Ac2— Al cryaerophilus CCM 3933; As — Al. skirrowii LMG 6621; At — AL thereius LMG 24488; Al — Al. lanthieri LMG 28517;
Ad — P. defluvii LMG 25694; NK — negativni kontrola.

Tato metoda byla ve studii Houf et al. (2000) popsana jako metoda pro rychlou identifikaci
arkobakterii ze vzork pivodem z dribeziho masa. V provincii Kayseri byla tato metoda
pouzita také pro identifikaci suspektnich kolonii izolovanych z Cerstvé zeleniny. VétSina izolath
byla identifikovana jako druh Al butzleri a pouze v piipad¢ nékolika kment se jednalo o druh
Al. cryaerophilus (Abay et al., 2022). Ve studii Scarano et al. (2014) byla metoda mPCR dle
Houf et al. (2000) pouzita pro ovéteni vysledkli identifikace arkobaktert izolovanych

z mlékarenskych vyrobku a také z prostiedi vyrobniho podniku. Izolaty byly touto metodou
identifikovany jako Al. butzleri.

Metoda dle Houf ez al. (2000) je vyuzivana pro identifikaci kmenti v celé fad¢ studii (Uljanovas
et al., 2021), avSak i pfes znacné vyuziti t€to metody se jedna o mén¢ spolehlivou metodu pro
identifikaci Arcobacter-like species. Jak bylo popsano vyse, metoda je primarné¢ urena pro
identifikaci tfech nejcastéji se vyskytujicich druht arkobaktert (4L butzleri, Al, cryaerophilus,
Al. skirrowii). V téchto piipadech je identifikace spolehlivd a nedochdzi k zdmén¢ s jinymi
druhy. AvSak u nové popsanych druhi miize dochazet k chybné identifikaci arkobaktert
(Levican a Figueras, 2013). Napt. druh M. mytili izolovany z musli byl chybné identifikovan
jako Al. skirrowii (Collado et al., 2009). Stejny problém nastal pfi identifikaci Arcobacter-like
species izolovanych z masa a kory$ti. Druh Al thereius byl chybné identifikovan jako
Al. cryaerophilus, a to na zdkladé generovani amplikonu o shodné velikosti (Collado et al.,
2009). Ve studii Kerkhof ef al. (2021) byly izolovany a identifikovany arkobaktery ze vzorkl
humanniho pivodu. Pti pouziti metody mPCR Houf ef al. (2000) byly vytvotfeny amplikony
velikostné odpovidajici druhu A/. butzleri. AvSak pii pouziti sekvenacnich metod byly kmeny

nakonec identifikovany jako druh A/. lanthieri (Kerkhof et al., 2021). Je tedy diskutabilni, zda
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jsou dfive publikované vysledky identifikace arkobakterti s pouzitim této metody zcela
spolehlivé. Tato uvaha vyplyva z vyse popsanych vysledkl a také vysledka dalSich studii, ve

kterych bylo navrzeno vyuziti vice molekuldrné-biologickych metod pro presnéjsi identifikaci

arkobakterid (Levican a Figueras, 2013).

3.3. Identifikace izolovanych kmenii metodou mPCR dle Douidah et al.
(2010)

Pro identifikaci kmenii arkobakterti byl dale vyuzit také mPCR protokol dle Douidah
et al. (2010). Tato metoda byla navrzena pro identifikaci péti druhti arkobakterti (4/. butzleri,
Al. cryaerophilus, Al. skirrowii, Al. thereuis a Al. cibarius). Identifikace byla spravna u kmend,
pro které byla tato metoda popsana. Elektroforeticky zaznam identifikace téchto kment je
zobrazen na Obrazku 14. Kmeny izolované z riznych vzorkl byly touto metodou ve vétSing
pfipadd identifikovany jako druh Al butzleri. Kromé kmene UPa 2013/13, ktery byl
identifikovan jako Al. cryaerophilus. Jediny problém nastal pfi identifikaci kmene P. defluvii
LMG 25694 ze sbirkovych kmena. U tohoto druhu byl pozorovan PCR produkt o stejné
velikosti jako u druhu Al butzleri. Tudiz ze vzorki neznamého plivodu by nedoslo touto
metodou k identifikaci tohoto druhu. Vysledky identifikace vSech sbirkovych kment a kment
izolovanych z raznych prostiedi mPCR metodikou dle Douidah et al. (2010) je zaznamenana

v Tabulce 10.

198 bp

395 bp

1590 bp
2061 bp

M As At Ac Ab1 Ab2 NK

Obrazek 14 Elektroforeticky zaznam separace produkti sbirkovych kment Arcobacter spp. mPCR dle Douidah ef al. (2010).

Pozn.: M — DNA marker; As — Al skirrowii LMG 6621; At — Al. thereius LMG 24488; Ac — Al. cryaerophilus CCM 7050;
Abl— Al butzleri LMG 10828; Ab2— Al. butzleri CCUG 30484; NK — negativni kontrola.
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Tabulka 12 Vysledky identifikace sbirkovych kment a kmenti izolovanych z riznych prostredi

metodikou mPCR dle Douidah et al. (2010).

Oznaceni kmene Identifikovany druh
Arcobacter butzleri LMG 10828 Al butzleri
Arcobacter cryaerophilus CCM 3933 Al cryaerophilus
Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 Al cryaerophilus
Arcobater lanthieri LMG 28517 Neuspésna identifikace
Arcobacter defluvii LMG 25694 Al butzleri
Arcobacter skirrowii LMG 6621 Al. skirrowii
Aarcobacter burzleri CCUG 30484 Al butzleri
Arcobacter thereius LMG 24488 Al thereius

UPa KK Al butzleri

UPa 2022/1a Al butzleri

UPa 2022/1b Al butzleri

UPa 2022/1¢ Al butzleri

UPa 2022/1d Al butzleri

UPa 2022/3a Al butzleri

UPa 2022/3b Al butzleri

UPa 2022/3¢ Al butzleri

UPa 2022/3d Al butzleri

UPa 2022/3e Al butzleri

UPa 2022/3f Al butzleri

UPa 2013/30 Al butzleri

UPa 2013/13 Al cryaerophilus
UPa 2021/1 Al butzleri

UPa 2021/3 Al butzleri

UPa 2021/4 Al butzleri

UPa 2021/5 Al butzleri

UPa 2021/7 Al butzleri

UPa 2021/9 Al butzleri

UPa 2021/10 Al butzleri

UPa 2021/11 Al butzleri

UPa 2021/12 AL butzleri

UPa 2021/13 AL butzleri

UPa 2021/15 AL butzleri

UPa 2023/1 AL butzleri

UPa 2023/2 AL butzleri

UPa 2023/4 AL butzleri

UPa 2023/6 AL butzleri

UPa 2023/7 AL butzleri

UPa 2023/10 AL butzleri

UPa 2023/11 AL butzleri

UPa 2023/12 AL butzleri

Pozn.: CCUG - Sbirka mikroorganismil Univerzity Gdteborg ve Svédsku; LMG — Sbirka mikroorganismt Univerzity Gent
v Belgii; CCM — Ceska sbirka mikroorganismti Masarykovy univerzity v Bm¢; UPa — sbirka mikroorganismd Univerzity
Pardubice; KK — kuieci krk; Al. — Aliarcobacter.
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Ve studii Douidah et al. (2010) je uvedeno, Ze se jedna o presn€jsi metodu pro identifikaci
arkobaktert ze vzorkiti humanniho a animalniho ptivodu. Touto metodou bylo mozné odlisit
druh Al. thereius od druhu Al. butzleri. Tento protokol také umoznuje identifikovat druh
Al. cibarius, coz jsou hlavni pfednosti metody oproti diive popsané mPCR (Douidah
et al.,2010; Levican a Figueras, 2013). Ve studii Barboza et al. (2017) byl studovan prvni ptipad
izolace druhu Al. cryaerophilus ze vzorku huméanniho pivodu na Kostarice. Metodou mPCR
dle Douidah et al. (2010) byl tento druh prokazatelné identifikovan (Barboza et al., 2017).
Ve studii Giacometti et al. (2013) byla touto metodou provedena identifikace druhu A/l butzleri
ze vzorkl environmentdlniho pivodu a mlékarenskych vyrobkl v Italii. Ve studii Oliveira
et al. (2017) byla provedena izolace a identifikace arkobakterti z fekalnich vzorkl kajmant
v Brazilii. Metoda mPCR dle metodiky Douidah ef al. (2010) byla pouZita k potvrzeni
identifikace druhu Al butzleri a Al. cryaerophilus v izolovanych suspektnich koloniich

(Oliveira et al., 2017).

Metoda mPCR dle Douidah et al. (2010) je velmi vyuzivana molekularné-biologickd metoda
pii identifikaci Arcobacter-like species izolovanych ze vzork(i humanniho 1 animdalniho
puvodu. Zaroven je tato metoda vyuzivana pro identifikaci dvou druhii arkobaktert, které nelze
identifikovat vySe popsanou mPCR (Collado a Figueras, 2011). Vzhledem k postupnému
narGstu nov¢ popsanych druhii arkobakterii se pfesto jednd o méné spolehlivou
molekularné-biologickou metodou pro identifikaci Arcobacter-like species. Jak bylo popsano
vySe, metoda je primarné uréena pro identifikaci péti druhti arkobakterG (AL butzleri,
Al. cryaerophilus, Al. skirrowii, Al. thereuis a Al. cibarius). V téchto piipadech je identifikace
spolehlivd a nedochazi k zdméné s jinymi druhy. AvSak u nové popsanych druhii muze
dochazet k chybné identifikaci arkobakterti (Collado a Figueras, 2011). Napft. pii identifikaci
druhu Al trophiarum izolovaného ze vzorkid animélniho plivodu nebyly na vysledném
elektroforetickém zdznamu generovany zadné amplikony (De Smet et al., 2011). Podobné
vysledky byly popsany ve studii zabyvajici se izolaci nové popsanych druhli Arcobacter-like
species z m&kkysh. Druhy P.venerupis a H. bivalviorium byly chybné identifikovany
s pouzitim mPCR dle Douidah et al. (2010). Ve vysledném elektroforetickém zaznamu byly
generovany amplikony shodné velikosti s druhem A/. butzleri nebo dokonce nebyly generovany
zadné amplikony (Levican et al., 2012). Proto, stejné€ jako u pfedchozi metody mPCR dle Houf
et al. (2000), je diskutabilni, zda jsou vysledky starSich studii identifikace arkobakteri

s pouzitim této metody zcela spravné. Tato ivaha vyplyva z vySe popsanych vysledkl a také
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vysledka dalsich studii, ve kterych bylo navrzeno vyuziti vice molekularné-biologickych metod

v

pro piesnéjsi identifikaci arkobakterti (Levican a Figueras, 2013).

3.4. Identifikace kmeni metodou 16S FRNA PCR-RFLP

Pro identifikaci kmenti Arcobacter-like species byla také pouzita molekularné-biologicka
metoda 16S YRNA PCR-RFLP dle Figueras et al. (2008) a Figueras et al. (2012). V prvnim
kroku této metody byly vytvoreny amplikony shodné velikosti 1026 bp pro nésledné restrikéni
Stépeni restrikénimi enzymy. Elektroforeticky zdznam vzniklych PCR produktt je zobrazen na

Obrazku 15.

1026 bp Phﬂﬁ-ﬁ

M AT AT Ad ABT 'Acl AP A=~ ATY™ Ab3 Abd NK

Obrazek 15 Elektroforeticky zdznam PCR produktii o velikosti 1026 bp.

Pozn.: M — DNA marker; Al — Al lanthieri LMG 28517; At — Al. thereius LMG 24488; Ad — P. defluvii LMG 25694,
AbI — Al. butzleri UPa 2013/30; Acl — Al. cryaerophilus UPa 2013/13; Ab2 — Al. butzleri UPa Ab KK; As — Al. skirrowii LMG
6621; Ac2 — Al. cryaerophilus CCM 7050; Ab3 — Al butzleri LMG 10828; Ab4 — Al. butzleri CCUG 30484; NK — negativni
kontrola.

Béhem prvniho restrikéniho Stépeni byla pouzita restrikéni endonukledza Msel. Vzniklé
RFLP profily jsou zobrazeny na Obrazku 16. Z téchto vysledkl je patrné, Ze nelze rozlisit
druhy Al lanthieri, Al. thereius a Al butzleri na zékladé¢ shodnych RFLP profili po
Msel Stépeni. Proto bylo provedeno druhé restrikéni Stépeni restrikéni endonuklazou Mnmll.
Vzniklé RFLP profily po druhém restrikénim §tépeni jsou zobrazeny na Obrazku 17. Zde je
Jiz patrny rozdil v RFLP profilech mezi jednotlivymi druhy Arcobacter-like species. Vzhledem
k tomu, Ze byly druhy Arcobakter-like species identifikovany po pouZiti restrikéni endonuklazy
Msel nebo Mnll, nebylo zapotiebi provadét restrikéni St€peni enzymem Bfal, které je nutné
pouzit pro odliSeni P. defluvii, P. suis, Al cryaerophilus a Al.trophiarum (Figueras et al., 2012).
Vysledky identifikace vSech sbirkovych kment a vzorkil izolace z rliznych prostiedi metodou

16S rRNA PCR-RFLP je zaznamendny v Tabulce 11.
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400 bp

500 bp
400 bp

250 bp
200 bp

150 bp

M Al At Ad Abl Acl Ab2 As Ac2 Ab3 Ab4 NK

Obrazek 16 Elektroforeticky zaznam RFLP profilt
po Stépeni restrikéni endonukleazou Msel.

Pozn.: M — DNA marker; Al — Al. lanthieri LMG 28517; At — Al. thereius LMG 24488; Ad — P. defluvii LMG 25694;
Abl — Al butzleri UPa 2013/30; Acl — Al. cryaerophilus UPa 2013/13; Ab2 — Al. butzleri UPa Ab KK; As — Al. skirrowii LMG
6621; Ac2 — Al. cryaerophilus CCM 7050; Ab3 — Al. butzleri LMG 10828; Ab4 — Al. butzleri CCUG 30484; NK — negativni

kontrola.

450 bp

250 bp

200 bp

150 bp

100 bp

Ad Abl  Acl Ab2 As  Ac2?2 Ab3 Ab4 NK

Obrazek 17 Elektroforeticky zaznam RFLP profila
po Stépeni restrikéni endonukleazou Mnll.

Pozn.: M — DNA marker; Al — Al. lanthieri LMG 28517; At — Al thereius LMG 24488; Ad — P. defluvii LMG 25694;
Abl — Al butzleri UPa 2013/30; Acl — Al. cryaerophilus UPa 2013/13; Ab2 — Al. butzleri UPa Ab KK; As — Al. skirrowii LMG
6621; Ac2 — Al. cryaerophilus CCM 7050; Ab3 — Al butzleri LMG 10828; Ab4 — Al. butzleri CCUG 30484; NK — negativni

kontrola.
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Tabulka 13 Vysledky identifikace sbirkovych kment a kmenti izolovanych z riznych prostredi
metodikou 16S YRNA PCR-RFLP.

Oznaceni kmene Identifikovany druh
Arcobacter butzleri LMG 10828 Al butzleri
Arcobacter cryaerophilus CCM 3933 Al cryaerophilus
Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 Al cryaerophilus
Arcobacter lanthieri LMG 28517 Al lanthieri
Aarcobacter defluvii LMG 25694 P. defluvii
Arcobacter skirrowii LMG 6621 Al skirrowii
Arcobacter butzleri CCUG 30484 Al butzleri
Arcobacter thereius LMG 24488 Al thereius
UPa KK Al butzleri
UPa 2022/1a Al butzleri
UPa 2022/1b Al butzleri
UPa 2022/1¢ Al butzleri
UPa 2022/1d AL butzleri
UPa 2022/3a AL butzleri
UPa 2022/3b AL butzleri
UPa 2022/3¢ AL butzleri
UPa 2022/3d AL butzleri
UPa 2022/3e Al butzleri
UPa 2022/3f Al butzleri
UPa 2013/30 Al butzleri
UPa 2013/13 Al cryaerophilus
UPa 2021/1 Al butzleri
UPa 2021/3 Al butzleri
UPa 2021/4 Al butzleri
UPa 2021/5 Al butzleri
UPa 2021/7 Al butzleri
UPa 2021/9 Al butzleri
UPa 2021/10 Al butzleri
UPa 2021/11 Al butzleri
UPa 2021/12 AL butzleri
UPa 2021/13 AL butzleri
UPa 2021/15 AL butzleri
UPa 2023/1 AL butzleri
UPa 2023/2 AL butzleri
UPa 2023/4 AL butzleri
UPa 2023/6 AL butzleri
UPa 2023/7 AL butzleri
UPa 2023/10 AL butzleri
UPa 2023/11 AL butzleri
UPa 2023/12 AL butzleri

Pozn.: CCUG - Sbirka mikroorganismil Univerzity Gdteborg ve Svédsku; LMG — Sbirka mikroorganismt Univerzity Gent
v Belgii; CCM — Ceska sbirka mikroorganismti Masarykovy univerzity v Bmé; UPa — sbirka mikroorganismd Univerzity

Pardubice; KK — kuieci krk; Al. — Aliarcobacter.
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Tato metoda byla poprvé popsana ve studii Figueras et al. (2008) pro identifikaci Sesti druhti
Arcobacter-like species. Zaroven jak bylo popsano vyse, protokoly mPCR dle Houf
et al. (2000) a Douidah et al. (2010) neposkytovaly piesné vysledky pfi identifikaci téchto
novych druhii arkobakterti (Figueras et al., 2008). Jelikoz ale nebylo mozné identifikovat
vSechny nové druhy Arcobacter-like species pii pouziti pouze restrikéni endonuklazy Msel,
byla tato metoda aktualizovdna. Pfidani restrik¢éniho Sté€peni enzymy Mnll a Bfal tak zajistilo
identifikaci vSech popsanych druhti arkobakteri (Figueras ef al., 2010). Ve vétSing studii pro
identifikaci arkobakteri je pouzita jedna zvySe uvedenych mPCR s metodou
16S rRNA PCR-RFLP. Ve studii Collado et al. (2009) byla provedena identifikaci izolovanych
suspektnich kolonii arkobakterti ze vzorkli masa a mékkysi metodou mPCR dle Houf
et al. (2000). Vysledky identifikace metodou mPCR ale byly vcelku nepfesné u nckterych
kmenii. Az pravé identifikace metodou 16S YRNA PCR-RFLP byla vyhodnocena jako pfesna
na zéklad€ rozdilnych RFLP profili mezi jednotlivymi izolovanymi druhy arkobakterii
(Collado et al., 2009). Podobné schéma bylo aplikovano ve studii Cruzado-Bravo et al. (2020)
pti identifikaci Arcobacter-like species ze vzorki mléka v Brazilii. [zolované suspektni kolonie
arkobakterii byly napted identifikovany mPCR. Nacez neprikazné vysledky byly nésledné
identifikovany pravé metodou 16S YRNA PCR-RFLP (Cruzado-Bravo ef al., 2020). Na zékladé
studii, a ze ziskanych vysledkt tak vyplyva, ze se jedna o spolehlivou, jednoduchou a rychlou
molekularné-biologickou metodu ze tii vyse popsanych metod pro identifikaci Arcobacter-like

species (Collado a Figueras, 2011; Levican a Figueras, 2013).

61



3.5. Typizace arkobakteri na zakladé profilu mastnych kyselin

3.5.1. Optimalizace metody stanoveni profilu mastnych kyselin

Nejprve byla optimalizovana metoda pripravy FAME pro analyzu mastnych kyselin metodou
GC-FID. Pfedmétem optimalizace bylo testovani mnozstvi bakteridlni kultury pro pfipravu
bunécné suspenze. V prvni fazi byla ptipravena bunééna suspenze pouze orientaéni bunééné
density, a to na zékladé vneseni urcitého poctu kalibrovanych oc¢kovacich kli¢ek s mikrobidlni
kulturou (1, 2 nebo 3 klicky). Timto postupem vSak nebyl znam pocet bakteridlnich bunék
v pripravené bunééné suspenzi. Z tohoto diivodu byla pfipravena presnéji definovana bunécna
suspenze kmenti Arcobacter-like species, ktera odpovidala 3. stupni McFarlandovy zakalové
stupnice (odpovidajici hustoté bunék 9x10% CFU/ml). Timto postupem bylo zndmo mnoZstvi
bunék u vSech analyzovanych arkobakterti pro analyzu, které bylo kontrolovano 1 kultiva¢nim

postupem (vyockovanim prislusného fedéni na kultivaéni médium).

Pro dvojnasobnou extrakci mastnych kyselin ze suspenze bunék byly testovany smési
chloroformu a methanolu a hexanu a chloroformu. K suspenzi bunck byly pifidavany
4 ml smési, prvné v poméru 2:1 (v/v), a poté 9:1 (v/v). Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 14.
Z vysledk je patrné, ze lepsi extrakce bylo dosazeno se smési chloroformu a methanolu, proto

byla tato smés vybrana pro nasledné analyzy v této studii.

Pti pripravé methylesterti bylo testovano, zda ptidavek antioxida¢niho ¢inidla, BHT, zabrani
oxidaci PUFA. Pfi pouziti 1 % roztoku bylo pozorovano rozmyvani ¢ela piku BHT (pfesyceni
kolony), proto musela byt koncentrace snizena na 0,1 %. Vysledky naznacuji, ze pridavek

BHT vede ke snizeni oxidace PUFA (Tabulka 15).
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Tabulka 14 Porovnani profilu mastnych kyselin u vybranych sbirkovych kment Arcobacter-like species pfi extrakci smési
chlorofomu s methanolem a hexanu s methanolem, n=3.

Ac Ab Ac Ab

Methylester mastné kyseliny tr [min] Zastoupeni MK [% =+ SD]

Extrakce chloroform-methanol Extrakce hexan-methanol
Hexanova - - - - -
Oktanova - - - - -
Dekanova 15,31 - 0,03+0,01 — -
Undekanova - - - - -
Dodekanova 17,26 0,17+0,01 - 0,27+0,12 0,35+0,29
Tridekanova 18,03 0,05+0,04 0,96+0,56 1,85+0,92 -
Tetradekanova 19,1 1,18+0,05 0,11+0,12 - 5,02+1,38
(Z)-9-tetradecenova 19,87 0,04+0,01 5,57£2,66 — —
Pentadekanova 20,04 0,22+0,02 0,04+0,02 0,28+0,15 0,40+0,11
(Z)-10-pentadecenova 20,74 0,06+2,83 0,06+2,83 0,05+0,08 0,04+0,06
Hexadekanova 21,05 53,12+0,13 37,80+26,74 45,85+7,03 16,47+23,29
(Z)-9-hexadecenova 21,76 7,76+£0,49 12,75+5,45 1,42+1,02 1,23+0,32
Heptadekanova 22,09 0,33+0 0,38+0,15 0,06+2,83 0,06+2,83
(Z)-10-heptadecenova 22,87 0,06+0,04 40,19+13,37 - 63,08+17,81
Oktadekanova 23,29 35,67+0,65 0,46+0,22 33,27+10,94 0,16+0,11
(E)-9-oktadecenova 23,87 0,17+0,02 0,40+0,15 - 1,00+10,38
(Z)-9-oktadecenova 24,09 0,29+0,02 0,05+0,02 12,87+15,82 0,64+0,28
(E,E)-9,12-oktadekadienova - - - - -
(ZZ)-oktadeka-9,12-dienova 25,37 0,05+0,02 — 2,56+3,15 1,13+0,29
Ikosanova 26,11 0,42+0,01 - 0,64+0,07 0,02+0,01
(Z2,2,7)-6,9,12-oktadekatrienova - - — — —
(2,2,7)-9,12,15-oktadekatrienova 27,06 0,010 0,06+0,02 0,10+0,13 0,10+0,07
(Z)-11-ikosanova - - - - -
Heneikosanova 27,83 0,03+0,02 0,23+0,07 0,02+0,02 0,45+0,19
(Z)-11,14-ikosadienova - - - - -
Dokosanova 29,8 0,21+0,01 0,13+0,07 0,24+0,03 0,20+0,06
(Z,Z,Z)-8,11,14-ikosatrienova - - - - -
11,14,17-ikosatrienova - - - - -
(Z)-13-dokosanova 31,17 0,15+0,01 0,11+0,08 0,19+0,06
(all-Z)-5,8,11,14-ikosatetraenova - - - - -
Trikosanova - - - - -
(Z)-13,16-docosadienova - - - - -
(all-Z)-5,8,11,14,17-ikosapentaenova - - - - -
Tetrakosanova 34,57 0,08+3,77 - 0,11+0,03 -
(Z)-15-tetrakosanova 36,44 0,03+0,01 - - -
(all-Z)-4,7,10,13,16,19- B B N B N
dokosahexaenova

Pozn.: tr — retencni Cas; Ab — Al. butzleri LMG 10828; Ac — Al. cryaerophilus CCM 3933.
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Tabulka 15 Porovnani vysledkt stanoveni profilu mastnych kyselin s pridanim piidavkem a bez pridavku butylovaného
hydroxytoluenu do extrakéniho ¢inidla smési, n=3.

Ac Al Ac Al

Methylester mastné kyseliny tr [min] Zastoupeni MK [% = SD]

Bez BHT Piidavek BHT

Hexanova - - - - -
Oktanova - - - - -
Dekanova 15,96 - - 0,64+0,32 0,69+0,35
Undekanova - - - - -
Dodekanova 17,96 - - 0,63+0,32 0,47+0,24
Tridekanova - - - — -
Tetradekanova - - - — -
(Z)-9-tetradecenova - - - - -
Pentadekanova 20,8 4,49+2,25 3,51+0,11 3,28+2,25 3,73+0,11
(Z)-10-pentadecenova - - - - -
Hexadekanova 21,73 56,45+1,05 54,67+0,28 54,3+1,05 54,11+0,28
(Z)-9-hexadecenova 22,5 2,81£1,76 2,37+0,33 6,33£1,76 3,03+0,33
Heptadekanova 22,8 - — 0,16+0,08 —
(Z)-10-heptadecenova - - - - -
Oktadekanova 24,00 36,3+0,86 39,45+1,11 34,59+0,86 37,23+1,11

(E)-9-oktadecenova 24,61 - — — ,74+0,37

(=]

(Z)-9-oktadecenova — — — _ _
(E,E)-9,12-oktadekadienova _ _ _ B B
(Z,Z)-oktadeka-9,12-dienova — — _ _ _

Ikosanova - - — — —

(Z2,2,7)-6,9,12-oktadekatrienova - - — — —

(Z,2,7)-9,12,15-0ktadekatrienova - - - — -

(Z)-11-ikosanova 27,97 - - 0,27+0,14 -
Heneikosanova - — - — _
(Z)-11,14-ikosadienova — — — _ _
Dokosanova - — - — _
(2,Z2.,Z)-8,11,14-ikosatrienova — — — _ _
11,14,17-ikosatrienova — — — _ _
(Z)-13-dokosanova — — — _ _
(all-Z)-5,8,11,14-ikosatetraenova — — — _ _

Trikosanova - - - - -

(Z)-13,16-docosadienova — — — _ _
(all-Z)-5,8,11,14,17-ikosapentaenova — — _ _ _

Tetrakosanova — - - — _

(Z)-15-tetrakosanova — - — — _

(all-Z))-4,7,10,13,16,19-dokosahexaenova - - - - -

Pozn.: tr —retencni Cas; Ac — Al. cryaerophilus CCM 7050; Al — Al lanthieri LMG 28517.
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3.5.2. Ur¢eni profilu mastnych kyselin Arcobacter-like species

Analyzou GC-FID byl urcen profil mastnych kyselin sbirkovych kmenti a kmenii izolovanych
zrizného prostiedi. Vysledné profily mastnych kyselin (Sesti sbirkovych kment
Arcobater-like species Al. cryaerophilus, Al. lanthieri, P. defluvii, Al. thereius, Al. skirrowii
a Al. butzleri) jsou uvedeny v Tabulce 16. U vSech sbirkovych kment arkobakterd byly
identifikovany tfi hlavni mastné kyseliny (pentadekanova, palmitova, stearova). Nejvyssi
zastoupeni bylo pozorovano v piipadé kyseliny palmitové, a to zpravidla prevySujici
50 % z celkového obsahu mastnych kyselin. U vSech sbirkovych kment bylo také zjisténo
vyznamné zastoupeni kyseliny stearové (30 % z celkového obsahu mastnych kyselin).

Zastoupeni kyseliny pentadekanové bylo pozorovéano pod 10 %.

U kmene A/. butzleri LMG 10828 byla identifikovana kyselina palmitoolejova v koncentraci
prevySujici 7 %. Tato kyselina byla identifikovana také u dalSich ¢tyt sbirkovych kment
arkobakterti, avSak u téchto kmenl bylo zastoupeni niz$i 6 %. Pouze u kmene P. defluvii

LMG 25695 nebyla kyselina palmitoolejova identifikovana.

U kmene Al butzleri LMG 10828 nebyly detekovany kyselina kaprinova, undekanova
a laurova. Oproti tomu u kmene A/. thereius LMG 24488 byla detekovana kyselina undekanova
témet ve 2 %. Tyto mastné kyseliny byly u dalSich sbirkovych kmeni arkobakterti detekovany,
avSak nepievySovaly 1 %. U kmene A/ cryaerophilus CCM 7050 byla jako u jediného kmene
detekovana kyselina heptadekanova (0,16 %) a (Z)-11-eikosenova (0,27 %).

Vysledky urceni profilu mastnych kyselin kment Arcobacter-like species izolovanych
z rizného prostiedi (UPa) jsou uvedeny v Tabulce 17-21. Na zaklad¢ piedchozi identifikace
kmentii molekularné-biologickymi metodami lze konstatovat, Ze se téméf ve vSech piipadech
jednalo o Al butzleri a pouze jeden kmen byl identifikovadn jako Al cryaerophilus
(Al. cryaerophilus UPa 2013/13). U téchto izolovanych kment arkobaktert bylo detekovano
13 mastnych kyselin, coz je vice nez u ptfedchozich Sesti sbirkovych kmenti arkobaktert. AvSak
1 u té&chto kmenti bylo detekovdno dominantni zastoupeni dvou mastnych kyselin (kyseliny
palmitové a stearové) u vSech kment arkobaktert. Zastoupeni kyseliny pentadekanové bylo
nizsi nez 7 %. U kment identifikovanych molekularné-biologickymi metodami jako druh
Al. butzleri dominovala kyselina palmitoolejova. Také u téchto kment identifikovanych jako
druh Al butzleri bylo pozorovano zastoupeni kyseliny kaprinové, undekanové a laurové.

U kmene Al cryaerophilus UPa 2013/13 nebylo pozorovano zastoupeni kyseliny
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(Z)-11-eikosenové. U obou kment bylo pozorovano zastoupeni kyseliny dokosanové. U kmene

Al. butzleri UPa 2021/3 bylo detekovano zastoupeni kyseliny dokosanové vyssi nez 5 %.

Z vysledkii analyzy zastoupeni mastnych kyselin u arkobakterd jsou kyselina palmitova
a stearova dominantni u v§ech kment. Moznou identifikaci kmene P. defluvii 1ze ptredpokladat
na zaklad¢ kyseliny palmitoolejové, kterd u tohoto kmene nebyla detekovana. Lze také
predpokladat moznou identifikaci kmene A/. butzleri na zakladé detekce kyseliny dokosanové.
MozZnost identifikovat kmen Al cryaerophilus  detekci kyseliny heptadekanové
a (Z)-11-eikosenové je ovsem diskutabilni. Na zakladé vysledkl z analyzy sbirkovych kmeni
arkobakterii z rizného prostredi byla kyselina heptadekanova detekovana u kmene A/. butzleri.
Kyselina (Z)-11-eikosenova nebyla detekovana u kmene Al. cryaerophilus, takze pro moznost
identifikace na zéklad¢ zastoupeni této kyseliny je dulezité provést dalsi analyzy a potvrdit tuto
uvahu. Pro ovéfeni vSech ziskanych vysledka je vSak dualezité provést dalsi analyzy ve vice
opakovani pro porovnani s vysledky sbirkovych kmenii Arcobacter-like species a dalSimi druhy

arkobaktert.
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Tabulka 16 Vysledky urceni profilu mastnych kyselin sbirkovych kmenti Arcobacter-like species metodou GC-FID, n=3.

Ac Al Ad At As Ab

Methylester mastné kyseliny tr [min] Zastoupeni MK [% = SD]

Hexanova - - - - — — _
Oktanova - - - - — — _
Dekanova 15,96 0,64+0,32 0,69+0,35 0,82+0,41 0,62+0,31 0,45+0,23 -
Undekanova 16,99 - - - 1,81+0,91 0,76+0,38 -
Dodekanova 17,95 0,63+0,32 0,47+0,24 0,54+0,27 0,4+0,03 - -
Tridekanova - - - - — - _
Tetradekanova - - - - - — _
(Z)-9-tetradecenova - - - - — _ _
Pentadekanova 20,77 3,2840,61 3,7340,11 423+026 6,79£1,50  4,26+0,23 4,742,35
(Z)-10-pentadecenova - - — - — _ _
Hexadekanova 21,73 54,3+1,05 54,11£0,28 56,61+2,24  53,35£1,66 50,39+1,70  56,17+0,21
(Z)-9-hexadecenova 22,47 6,33+1,76 3,03+0,33 — 4,16£2,08 6,2+1,42 7,5242,02
Heptadekanova 22,80 0,16+0,08 - — — — -
(Z)-10-heptadecenova - - — - _ _ _
Oktadekanova 23,99 34,59+0,86  37,23+1,11  37,79+0,81  31,6+7,05 36,74+0,69  31,61£15,37
(E)-9-oktadecenova 24,60 - 0,74+0,37 - 1,27+0,64 1,16+58 -
(Z)-9-oktadecenova - - - - _ _ _

(E, E)-9,12-oktadekadienova - — — — — _ _

(Z, Z) -oktadeka-9,12-dienova - — — — — _ _

Ikosanova — - — — — _ _

(Z, 7.,7)-6,9,12-oktadekatrienova - — — — — _ _

(Z2,2,7)-9,12,15-0ktadekatrienova - — — — — _ _

(Z)-11-ikosenova 27,97 0,27+0,14 - - - - -
Heneikosanova - - — - - - _
(Z)-11,14-ikosadienova - — — — _ _ _
Dokosanova - - — - - - _
(2,2.,Z)-8,11,14-ikosatrienova - — — — _ _ _
11,14,17-ikosatrienova — — — — _ _ _

(Z)-13-dokosanova — - — _ _ _ _
(all-Z)-5,8,11,14-ikosatetraenova - — — — _ _ _

Trikosanova - - - — — _ _

(Z)-13,16-dokosadienova — — — _ _ _ _

(all-Z)-5,8,11,14,17-
ikosapentaenova

Tetrakosanova - — - - — — _
(Z)-15-tetrakosanova — - _ — _ _ _

(all-Z)-4,7,10,13,16,19-
dokosahexaenova

Pozn.: tr —retencni Cas; Ac — Al. cryaerophilus CCM 7050, Al — Al lanthieri Al LMG 28517, Ad — P. defluvii Ad LMG
25695; At — Al. thereius At LMG 24488; As — Al. skirrowii As LMG 6621; Ab — Al. butzleri Ab LMG 10828.
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Tabulka 17 Vysledky urceni profilu mastnych kyselin kmenti Arcobacter-like species z riznych vzorkt
(UPa 2022/1 — UPa 2022/3b) metodou GC-FID, n=3.

UPa 2022/1a

UPa 2022/1b UPa 2022/Ic UPa 2022/1d UPa 2022/3a

UPa 2022/3b

Methylester mastné kyseliny

tr [min]

Zastoupeni MK [% = SD]

Hexanova

Oktanova

Dekanova
Undekanova
Dodekanova
Tridekanova
Tetradekanova
(Z)-9-tetradecenova
Pentadekanova
(Z)-10-pentadecenova
Hexadekanova
(Z)-9-hexadecenova
Heptadekanova
(Z)-10-heptadecenova
Oktadekanova
(E)-9-oktadecenova
(Z)-9-oktadecenova

(E, E)-9,12-oktadekadienova
(Z, Z) -oktadeka-9,12-
dienova

Ikosanova

(Z,7.,7)-6,9,12-
oktadekatrienova
(2,2.,7)-9,12,15-
oktadekatrienova

(Z)-11-ikosenova
Heneikosanova
(Z)-11,14-ikosadienova

Dokosanova
(2,2.,2)-8,11,14-ikosatrienova

11,14,17-ikosatrienova

(Z)-13-dokosanova

(all-Z)-5,8,11,14-
ikosatetraenova

Trikosanova

(Z)-13,16-docosadienova

(all-Z)-5,8,11,14,17-
ikosapentaenova

Tetrakosanova
(Z)-15-tetrakosanova

(all-Z)-4,7,10,13,16,19-
dokosahexaenova

18,88 |-

2,70+0,17
2,41+0,12
48,28+0,29
4,55+0,04
3,0240,45
2398 | 36,83+0,92
2454 | 0,55+0,28

1,94+0,25

0,73£0,05

2,71+0,70

2,23+0,27

48,38+0,58

5,87+1,24
2,15+0,15

36,88+1,11

1,07+0,49

0,8+0,01

2,8740,24

1,3340,20

48,69+0,76
7,02+0,26

1,26+0,05

37,2+£1,23

0,84+0,23

0,815+0,01
0,45+0,02
2,5120,16

1,5240,76
45,67+2,75
4,56+2,17
1,5240,15
41,0240,86
4,1842,09

0,63+0,10

1,52+0,01
0,54+0,06
1,30+0,05

2,77+0,56
49,96+0,19
6,44+0,38
1,59+0,23
34,69+0,43
0,55+0,12

0,52+0,1
0,36+0,07
2,02+0,65

0,89+0,05
49,1542,01
4,08+1,21
0,90+0,04
41,50+0,17
0,28+0,14

0,47+0,35

Pozn.: tr —retencni ¢as; UPa — Univerzita Pardubice.
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Tabulka 18 Vysledky urceni profilu mastnych kyselin kmenti Arcobacter-like species z riiznych vzorki
(UPa 2022/3¢ — UPa 2022/3f, UPa 2013/13, UPa 201/13) metodou GC-FID, n=3.

UPa 2022/3¢ UPa 2022/3d UPa 2022/3e UPa 2022/3f UPa 2013/13

UPa 2013/30

Methylester mastné kyseliny

tr [min]

Zastoupeni MK [% = SD]

Hexanova

Oktanova

Dekanova
Undekanova
Dodekanova
Tridekanova
Tetradekanova
(Z)-9-tetradekanova
Pentadekanova
(Z)-10-pentadecenova
Hexadekanova
(Z)-9-hexadecenova
Heptadekanova
(Z)-10-heptadecenova
Oktadekanova
(E)-9-oktadecenova
(Z)-9-oktadecenova

(E, E)-9,12-oktadekadienova

(Z, Z) -oktadeka-9,12-dienova
Ikosanova

(Z,7.,7)-6,9,12-
oktadekatrienova
(2,2.,7)-9,12,15-
oktadekatrienova

(Z)-11-ikosenova
Heneikosanova
(Z)-11,14-ikosadienova

Dokosanova
(2,2,Z)-8,11,14-ikosatrienova

11,14,17-ikosatrienova

(Z)-13-dokosanova

(all-Z)-5,8,11,14-
ikosatetraenova

Trikosanova

(Z)-13,16-docosadienova

(all-Z2)-5,8,11,14,17-
ikosapentaenova

Tetrakosanova
(Z)-15-tetrakosanova

(all-Z)-4,7,10,13,16,19-
dokosahexaenova

0,7440,38
0,240,10
2,2040,36
0,42+0,02
1,49+0,59
44,1543,58
3,4941 31
1,49+0,31
44,78+5,91
0,21+0,06

0,97+0,03

0,72+0,05

2,99+0,41
0,31+0,16
1,4340,07

48,99+1,09
5,48+1,27
1,90+0,19

37,18+2,37

0,90+0,08

0,85+0,02

0,380,19
2,49+0,14
0,390,20
1,73£0,06
49,26+0,14
5,95+1,10
2,10+0,29
36,50+1,52
0,47+0,24

1,00+0,17

1,08+0,06
1,79+0,09
0,47+0,20
1,76+0,72
46,72+3,00
5,62+0,51
1,57+0,13
34,1743,16
0,35+0,03

1,26+0,08

0,55+0,06
2,3240,51
0,99+0,61
1,3+0,65
49,78+1,78
3,83+1,29
1,5120,04
37,9042,53
0,84+0,25

0,8+0,40

1,02+0,38

0,46+0,23
2,68+0,64
0,59+0,05
1,24+0,03
48,04+1,97
3,59+0,33
2,06+0,01
38,84+0,66

1,73£1,57

Pozn.: tr —retencni ¢as; UPa — Univerzita Pardubice.
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Tabulka 19 Vysledky urceni profilu mastnych kyselin kmenti Arcobacter-like species z riznych vzorkt
(UPa KK, UPa 2021/1 — UPa 2021/9) metodou GC-FID, n=3.

UPa KK UPa 2021/1 UPa2021/3 UPa2021/5 UPa2021/7 UPa2021/9
Methylester mastné kyseliny tr [min] Zastoupeni MK [% = SD]
Hexanova - - - - - - -
Oktanova - - - - - - -
Dekanova 15,95 0,94+0,02 0,34+0,19 0,13£0,01 0,18+0,06 0,16+0,01 0,15+0,01
Undekanova 16,92 - 1,7740,13 1,46+0,04 1,76+0,45 1,62+0,05 1,58+0,11
Dodekanova 17,89 - 0,23+0,12 0,16+0,09 0,44+0,17 0,39+0,07 0,26+0,13
Tridekanova - - - - - - -
Tetradekanova 19,76 2,14+0,30 1,84+0,21 1,954+0,43 2,95+0,99 2,06+0,03 1,45+0,25
(Z)-9-tetradecenova 20,54 0,5+0,25 0,72+0,12 0,68+0,10 0,64+0,27 0,77+0,05 0,85+0,02
Pentadekanova 20,74 0,67+0,33 1,47+0,98 1,04+0,09 1,90+1,76 0,2140,11 0,17+0,09
(Z)-10-pentadecenova 21,48 - - 0,87+0,44 — — 0,58+0,06
Hexadekanova 21,72 48,64+1,19  46,81+0,92  42,78+2,33 57,40+13,88  49,43+0,04  46,08+1,07
(Z)-9-hexadecenova 22,46 5,02+0,09 8,05+0,35 3,75+0,69 9,74+4,87 9,35+0,29 6,0+0,67
Heptadekanova 22,84 1,57+0,50 0,87+0,44 0,9940,21 0,66+0,15 0,68+0,06 0,76+0,01
(Z)-10-heptadecenova - - - - - - -
Oktadekanova 23,98 39,92+0,76  33,71+0,71 39,94+0,02 18,87£18,06  34,39+0,21 39,26+0,71
(E)-9-oktadecenova
(Z)-9-oktadecenova 24,87 - 4,22+0,32 0,60+0,29 0,35+0,01 0,25+0,04 0,67+0,05
(E, E)-9,12-oktadekadienova - - - - - - -
(Z, Z)-oktadeka-9,12-dienova 26,08 - - — — — 1,07+0,54
Ikosanova - - - - - - -
(Z,72,7)-6,9,12- B B B B _ _ B
oktadekatrienova
(2,2,2)-9,12,15- B _ _ B _ _ _
oktadekatrienova
(Z)-11-ikosenova - - - - - - -
Heneikosanova - - - - - - -
(Z)-11,14-ikosadienova - - - - - - -
Dokosanova 30,93 0,88+0,09 - 5,9542,76 2,76+1,63 0,37+0,19 1,67+1,32

(2,2.,2)-8,11,14-ikosatrienova

11,14,17-ikosatrienova

(Z)-13-dokosanova

(all-Z)-5,8,11,14-
ikosatetraenova

Trikosanova

(Z)-13,16-docosadienova

(all-Z)-5,8,11,14,17-
ikosapentaenova

Tetrakosanova

(Z)-15-tetrakosanova

(all-Z)-4,7,10,13,16,19-
dokosahexaenova

Pozn.: tr —retencni ¢as; UPa — Univerzita Pardubice.
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Tabulka 20 Vysledky urceni profilu mastnych kyselin kmenti Arcobacter-like species z riznych vzorkt
(UPa 2021/10 — UPa 2021/15, UPa 2023/1) metodou GC-FID, n=3.

UPa 2021/10 UPa 2021/11 UPa2021/12 UPa2021/13 UPa 2021/15 UPa 2023/1

Methylester mastné kyseliny tr [min] Zastoupeni MK [% = SD]

Hexanova - - - - - - -
Oktanova - - - - - - -
Dekanova 15,94 0,13+0,02 0,13+0,07 0,13+0,07 0,12+0,01 0,11+0,02 0,09+0,02
Undekanova 16,93 1,18+0,06 1,43+0,72 1,3340,03 0,78+0,64 1,10+0,10 0,38+0,05
Dodekanova 17,89 0,41+0,03 0,41+0,07 0,27+0,02 - 0,39+0,20 0,41+0,01
Tridekanova - - - - - - -
Tetradekanova 19,76 2,64+0,39 2,32+0,06 1,91+0,96 1,52+0,03 3,35+0,72 2,56+0,41
(Z)-9-tetradekanova 20,56 0,60+0,10 0,59+0,09 0,54+0,27 0,59+0,01 0,45+0,04 0,27+0,02
Pentadekanova 20,71 1,51+0,94 0,17+0,05 0,50+0,23 0,16+0,08 2,15+0,29 1,16+0,07
(Z)-10-pentadekanova 21,47 0,47+0,01 0,50+0,07 0,36+0,11 0,35+0,18 0,40+0,06 0,37+0,02
Hexadekanova 21,72 45,31+0,01 47,42+0,03 47,86+0,01 47,38+0,50  45,62+1,43 43,57+1,54
(Z)-9-hexadecenova 22,46 10,42+0,19 7,66+0,09 9,70+0,02 13,61£1,11 4,64+0,71 8,55+0,68
Heptadekanova 22,84 0,51+0,07 0,6240,12 1,66+0,17 1,22+0,45 1,5940,20 1,36+0,34
(Z)-10-heptadecenova - - - - - - -
Oktadekanova 23,98 34,76+1,80 35,14+0,06 31,01+0,34 31,46+1,17  37,06+0,03 36,06+1,14
(E)-9-oktadecenova 24,51 - - - - - -
(Z)-9-oktadecenova 24,80 0,60+0,07 2,7440,16 3,62+0,83 3,06+0,15 2,13+0,41 3,59+1,35

(E, E)-9,12-oktadekadienova — — — _ _ _ _

(Z, Z) -oktadeka-9,12-dienova | 26,08 - - 1,12+0,07 - 0,81+0,09 -
Ikosanova - - - - - - -
(Z,7.,7)-6,9,12-
oktadekatrienova
(2,2.,7)-9,12,15-
oktadekatrienova

(Z)-11-ikosenova — - - _ _ _ _
Heneikosanova - - - - - - _
(Z)-11,14-ikosadienova — — — _ _ _ _
Dokosanova 30,94 1,50+0,04 0,78+0,07 - - 0,83+0,42 0,56+0,40

(2,2,7)-8,11,14-ikosatrienova | — - - - — - -

11,14,17-ikosatrienova - - - - — - —

(Z)-13-dokosanova — — — _ _ _ _

(all-Z)-5,8,11,14-
ikosatetraenova

Trikosanova - — — - — _ _
(Z)-13,16-docosadienova — — — _ _ _ _

(all-Z)-5,8,11,14,17-
ikosapentaenova

Tetrakosanova - — - - — — _
(Z)-15-tetrakosanova — - - — _ _ _

(all-Z)-4,7,10,13,16,19-
dokosahexaenova

Pozn.: tr —retencni ¢as; UPa — Univerzita Pardubice.
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Tabulka 21 Vysledky urceni profilu mastnych kyselin kmenti Arcobacter-like species z riznych vzorkt
(UPa 2023/2 — UPa 2023/11) metodou GC-FID, n=3.

UPa 2023/2 UPa 2023/4 UPa 2023/6 UPa 2023/7 UPa 2023/10 UPa 2023/11
Methylester mastné kyseliny tr [min] Zastoupeni MK [% = SD]
Hexanova - - - - - - -
Oktanova - - - - - - -
Dekanova 15,99 0,42+0,30 0,60+0,05 0,76+0,24  0,68+0,18 0,89+0,06 0,59+0,05
Undekanova 16,95 1,70+0,34 1,31+0,17 1,67+0,01 1,67+0,78 0,87+0,03 0,62+0,31
Dodekanova 17,90 0,43£0,06  0,36+0,18 0,21+0,11 0,21+0,11 0,42+0,21 0,31 +£0,04
Tridekanova 18,89 2,33+1,17 — — — — -
Tetradekanova 19,76 1,85+0,05 1,98+0,50 1,4140,01 3,34+0,66 2,59+0,75 1,64+0,31
(Z)-9-tetradecenova - 0,37+0,19 - - - 0,42+0,21 0,35+0,18
Pentadekanova 20,76 1,99+0,07  2,5+1,25 1,67+0,17 1,00+088 1,20+0,90 2,11%1,06
(Z)-10-pentadecenova 21,47 0,33+0,17 0,41+0,21 0,57+0,29 3,474+3,09 0,47+0,24 0,55+0,28
Hexadekanova 21,71 44,17+1,24  4527+0,56 43,83+2,01 42,89+2,08 46,38+0,96  44,82+1,97
(Z)-9-hexadecenova 22,45 8,76+3,29 9,42+0,89 8,26+1,67 9,00+1,81 7,26+1,46 6,87+0,87
Heptadekanova 22,78 1,30£0,06  3,03+0,41 2,04+0,25 1,42+0,19 2,8+0,21 3,18+0,06
(Z)-10-heptadecenova - - - - - - -
Oktadekanova 23,97 34,4743,04  32,43+287  35,8243,20 34,51+524  34,34+1,67 38,29+2,60
(E)-9-oktadecenova 24,56 - - - - - 0,61+0,31
(Z)-9-oktadecenova 24,80 2,6340,15 3,97+1,19 3,67+0,24 1,28+0,64 1,7840,25 1,57+0,15
(E, E)-9,12-oktadekadienova - - - - - - -
(Z, Z) -oktadeka-9,12-dienova 26,11 0,70 £0,35  0,72+0,36 — — — 0,61+0,31
Ikosanova - - - - - - -
(Z, 7.,7)-6,9,12-oktadekatrienova - - - — — — -
(Z2,2,7)-9,12,15-0ktadekatrienova - - - — — — -
(Z)-11-ikosenova - - - - - - -
Heneikosanova - - - - - - -
(Z)-11,14-ikosadienova - - - - - - -
Dokosanova 30,93 0,87+0,44  — 0,71+0,36  0,83%0,42 1,61+0,81 -

(2,2.,Z2)-8,11,14-ikosatrienova
11,14,17-ikosatrienova
(Z)-13-dokosanova
(all-Z)-5,8,11,14-ikosatetraenova
Trikosanova

(Z)-13,16-docosadienova
(all-Z)-5,8,11,14,17-ikosapentaenova

Tetrakosanova
(Z)-15-tetrakosanova

(all-Z)-4,7,10,13,16,19-
dokosahexaenova

Pozn.: tr —retencni ¢as; UPa — Univerzita Pardubice.
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Jedna z prvnich analyz methylesterii mastnych kyselin arkobakter byla provedena ve studii
Vandamme et al. (1992). Hlavnimi mastnymi kyselinami byly ureny kyselina laurova,
myristova, palmitova, palmitoolejova a olejova (Vandamme et al., 1992). Ve studii Jelinek et
al. (2006) byl urcen profil mastnych kyselin metodou GC-MS pro ¢tyti druhy Arcobacter-like
species (Al. cryarophilus, Al. butzleri, Al. skirrowii a A. nitrofigilis). Jako hlavni mastné kyselin
byly urCeny kyselina myristova, palmitova, palmitoolejova, stearova a olejova. Avsak v nasi
studii nebyla kyselina myristova, palmitoolejova a olejova uréena jako dominantni mastné
kyseliny. Navic kyselina palmitoolejova byla nejvice zastoupena u kmene A/. butzleri. Ve studii
Jelinek et al. (2006) bylo identifikovano celkem 21 mastnych kyselin u kmenl A/. butzleri.
Jednalo se o nasycené mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (kyselina dokosanova, trikosanova
a tetrakosanova), které vsak nebyly identifikovany u zbylych arkobakterti. V porovnani
s vysledky této diplomové prace, tak z nasycenych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem byla
urcena jen kyselina dokosanova u kmenti arkobakterti izolovanych z rtizného prostiedi. I kdyz
byla tato kyselina detekovana 1 u kmene Al cryaerophilus UPa 2013/13, koncetrance této
mastné kyseliny byla nizs$i nez 1 %. AvSak vysledky zastoupeni kyseliny dokosanové u kmene

Al. butzleri jsou shodné s vysledy studie Jelinek et al. (2006).

U druhu M. marinus izolovaného z motského prostredi byl urcen profil mastnych kyselin pro
identifikaci Sesti druhii arkobaktertG (Al. butzleri. Al skirrowii, Al. cryaerophilus,
M. halophilus, A. nitrofigilis a M. marinus). V profilu mastnych kyselin tohoto druhu byly jako
hlavni mastné kyseliny urCeny kyselina palmitova, palmitoolejova a olejova. Zastoupeni
kyseliny palmitoolejové bylo detekovano v nejvyssi koncentraci u druhu A/ butzleri a kyselina
olejova byla pozorovana v nejvyssi koncentraci u druhu M. marinus (Kim et al., 2010). Je ale
diskutabilni, zda zastoupeni kyseliny olejové u druhu M. marinus 1ze pouzit pro naslednou
identifikaci tohoto druhu. Je nutné ovéfit tyto Uivahy dalSimi analyzami profilu mastnych
kyselin Arcobacter-like species. Zaroven ale v porovnani vysledku této studie a vySe popsanych
vysledkd diplomové prace vyplyva, Ze urceni kyseliny palmitoolejové by mohlo byt pouZzito

pro identifikaci druhu Al butzleri.

Rozdil ve vysledcich riznych studii je ovlivnén postupem piipravy methylester mastnych
kyselin a také vlastni metody GC spojené s konkrétnim typem detektoru. Jak bylo popsano
v pfedchozich kapitolach, na stanoveni mastnych kyselin v buné¢nych extraktech ma vliv
mnoho faktorl (teplota kultivace, doba kultivace, kultivaéni médium, extrakéni ¢inidlo, atp.).

studiich je uveden pouze vysledek ur¢eného profilu mastnych kyselin. Na zdklad¢ téchto
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vysledkl nejsou zifejmé veskeré podminky a pracovni postupy pripravy methylestert mastnych

kyselin a stanoveni profilu mastnych kyselin Arcobacter-like species.

U Campylobacter spp. byl také pozorovano vyskyt kyseliny palmitové a olejové. Avsak mezi
hlavnimi mastnymi kyselinami byla urcena kyselina tridekanovéa s koncentraci vyssi nez
13 % a pentadekanova s koncentraci vys$si nez 33 % z celkového obsahu mastnych kyselin
(Hughes et al., 2009). Druh C. jejuni a C. coli bylo mozné identifikovat na zékladé stanoveni
kyseliny 3-hydroxytetradekanové v koncentraci vyS§i nez 5% a cyklické nonadecylové
v koncentraci vyss§inez 10 %. Druhy C. lari a C. fetus byly identifikovany stanovenim vysokého
zastoupeni kyseliny palmitové v koncetraci vyssi nez 35 % a olejové v koncentraci vyssi nez
30 %. Zaroven ale nebyla stanovena cyklicka nonadecylova kyselina, jako je popsano
u tedchozich dvou druhlt kampylobaktert (Lambert et al., 1987). AvSak u vySe popsanych
vysledki analyzy kmenti Arcobacter-like species nebyla u zadného kmene detekovana kyselina
tridekanova. Zaroven u vysledk profilu mastnych kyselin kment Arcobacter-like species neni
urcena kyselina pentadekanovéa v koncetraci vySs$i nez 33 %. Z vySe popsanych vysledka
stanoveni profilu mastnych kyselin kampylobakteri je tak mozné odliSit kmeny

Arcobacter-like species od tohoto ptibuzného rodu.

U rodu Helicobacter bylo urCeno zastoupeni dvou hlavnich mastnych kyselin, a to
tetradekanové a palmitové (Haque ef al., 1996). Ve studii Melito et al. (2000) byla provedena
identifikace klinickych izolati druht rodu Helicobacter. Druh H. pullorum byl identifikovan
na zédklad¢ stanoveni kyseliny myristové v nejnizsi koncetraci ze vSech sledovanych kment
helikobakter. Oproti tomu druh H. cinaedi byl zas identifikovan stanovenim kyseliny
myristové v nejvyssi koncentraci mezi vSemi sledovanymi kmeny helikobaktert. Pri
identifikaci druhu H. muridarum byla zjiSténa kyselina laurovd v koncetraci vys§i nez
18 % (Melito et al., 2000). Z t&ch vysledkt je ziejmé, Ze kmeny Arcobacter-like species 1ze
odlisit od bakterii rodu Helicobacter, a to na zaklad¢é rozdilu v obsahu kyseliny laurové
a myristové. Tyto mastné kyseliny nejsou urCeny ve vysledcich profilu mastnych kyselin

sbirkovych kment arkobakterdi a kmenti arkobakterti z riznych prostiedi.

U rodu Bacteroides byly mezi hlavnimi mastnymi kyselinami urceny kyselina pentadekanova,
3-hydroxyhexadekanova a 3-hydroxyheptadekanova (Lan et al., 2006). Ve studii Brondz
a Olsen (1991) byl identifikovan druh B. gracilis stanovenim kyseliny laurové v koncentraci
vys$si nez 22 % a stanovenim kyseliny myristové v koncetraci vy$si nez 28 % z celkového

obsahu mastnych kyselin. Druh B. fragilis byl identifikovan urcenim kyseliny
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3-hydroxyheptadecenové v koncentraci 38 % z celkového obsahu mastnych kyselin (Brondz
a Olsen, 1991). Ve studii Logar ef al. (2001) byly mezi hlavnimi mastnymi kyselinami druhti
rodu Prevotella detekovany kyselina pentadekanové a palmitova. Identifkace téchto druhti byla
moznéa na zéklad¢ pozorovani zastoupeni unikatnich mastnych kyselin (kyselina kaprinova

a olejova) (Logar et al., 2001).

Z vysledki studii a vyse popsanych vysledkti u kment Arcobacter-like species jsou ziejmé
rozdily mezi jednotlivymi rody bakterii pfi identifikaci stanovenim profilu mastnych kyselin.
Proto by tak pouziti CG-FID nebo GC-MS pro analyzu bakteridlnich methylesterii mastnych
kyselin mohlo poskytnout vysoce citlivou a presnou metodu pro typizaci bakterii (Jelinek et al.,

2006).
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4. ZAVER

Teoreticka ¢ast diplomové prace pojednava o vyskytu a patogenité bakterii Arcobater-like
species v ruznych vzorcich ataké o metodach pro izolaci a identifikaci téchto bakterii.
Vyzkumna ¢ast prace je zamétena na aplikovani protokoltt molekularné-biologickych metod
pro identifikaci arkobaktert z riznych vzorkl. Stézejni Casti studie je optimalizace metody
typizace a identifikace Arcobacter-like species urCenim profilu mastnych kyselin pomoci
GC-FID. Nasledné byla tato optimalizovana metoda pouzita pro typizaci mnohych kmeni

arkobaktert.

V rédmci diplomové prace byly pouzity protokoly mPCR dle metodiky Houf ef al. (2000) a dle
Douidah et al. (2010) a 16S rRNA PCR-RFLP (Douidah et al., 2010; Figueras et al., 2008;
Figueras et al. 2012; Houf et al., 2000) pro identifikaci arkobakteri izolovanych z riznych
vzorki. V pfipad¢ identifikace s pouZitim protokolit mPCR dle Houf ef al. (2000) a Douidah
et al. (2010) byly spravné identifikovany pouze druhy pro které byly metody popsany.
Na zdklad¢ toho nezajistovaly tyto metody spolehlivé vysledky pii identifikaci vSech
popsanych druhit Arcobacter-like species. Pti identifikaci s pouzitim protokolu 16S »rRNA
PCR-RFLP bylo zvyslednych restrikénich profili mozné identifikovat vSechny druhy
Arcobacter-like species. Ze ziskanych vysledkli tak vyplyvalo, ze metoda 16S rRNA
PCR-RFLP poskytovala spolehlivé vysledky pro identifikaci arkobaktera.

V dalsi casti diplomové prace byla provedena optimalizace piipravy methylesteri mastnych
kyselin pro analyzu GC-FID. Pfipravené methylestery mastnych kyseliny Sesti sbirkovych
kmenti a kment izolovanych zriaznych prostfedi byly analyzovéany s pouzitim GC-FID.
U vSech kmena Arcobacter-like species byly detekovany 2 dominantni mastné kyseliny, a to
kyselina palmitovad a kyselina stearova. Arkobaktery bylo mozné identifikovat od dalSich
bakterii na zaklad¢ vysledkl diivéjsich studii, ve kterych byly detekovany dominantni mastné
kyseliny téchto bakterii. U kmene P. defluvii LMG 25695 nebyla detekovéana kyselina
palmitoolejovd, coz by mohlo byt uritym znakem tohoto druhu. Jelikoz bylo ukmene
Al. butzleri UPa 2021/3 pozorovana kyselina dokosanova v relativné vysoké koncentraci, tento
druh by mohl byt identifikovatelny na zdklad€ obsahu prave této mastné kyseliny. Pro potvrzeni
téchto vysledki je ale dilezité provést dalsi analyzy, a to se zahrnutim vétsitho poctu kment

Arcobacter-like species.

Zavaznym rizikem u bakterii Arcobacter-like species jako potencionalnich patogent je jejich

rozsahly vyskyt v riznych prostiedich. Z vysledki této diplomové prace vyplyva, Ze protokoly
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molekularné-biologickych metod popsané pro identifikaci téchto bakterii mohou poskytovat
nepiesné vysledky. Do budoucna je tedy vhodné pokraCovat ve studii urovani profilu
mastnych kyselin pro typizaci Arcobacter-like species. Kromé& optimalizace pfipravy
methylesteri mastnych kyselin je zddouci provést urceni profilu mastnych kyselin u vSech
popsanych druhti Arcobacter-like species. Na zaklad¢ takto ziskanych vysledkli by bylo mozné
rychle ajednoduse identifikovat vSechny popsané druhy Arcobacter-like species z riiznych

vzorku.
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