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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva patogennimi bakteriemi Arcobacter spp. Prace shrnuje zékladni
informace o téchto bakteriich, jejich vyskyt, moznosti izolace a identifikace. Cilem prace bylo
izolovat tyto bakterie z riznych vzorkl a nésledné je identifikovat pomoci metody multiplex-
PCR. Vybrané bakterie byly testovany z hlediska citlivost/rezistenci k antibiotiklim.
Prace je souhrnem problematiky vyskytu, izolace a identifikace bakterii Arcobacter spp.

v ruznych vzorcich.
KLICOVA SLOVA

Arcobacter spp., vyskyt, izolace, identifikace, rezistence na antibiotika, polymerazova

fetézova reakce
TITLE
Isolation of bacteria of the genus Arcobacter from various samples and their identification

ANNOTATION

The master thesis deals with pathogenic bacteria Arcobacter spp. The thesis summarizes basic
information about these bacteria, their occurrence, possibilities of isolation and identification.
The goal of this study was isolation of these bacteria from various samples and their
identification by the multiplex-PCR method. Then selected bacteria were tested
for antibiotic susceptibility/resistance. This thesis is summary about occurrence, isolation

and identification of Arcobacter spp. from various samples.
KEYWORDS

Arcobacter spp., occurrence, isolation, identification, antibiotic resistance, polymerase chain

reaction
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0. UVOD

V dnesni dob¢ je stale vetsi diraz kladen na kvalitni a zdravé potraviny. S tim souvisi
1 jejich mikrobiologickd nezdvadnost. Vlivem nespravné hygieny prostfedi nebo pracovnikli
dochazi k pfenosu patogennich mikroorganismi do potravin, proto je dulezitd jejich
mikrobiologicka kontrola. Jednim ztéchto mikroorganismti je 1 Arcobacter spp.,
na jehoZ pfitomnost v potravinach neni doposud kladena velkd pozornost. Tyto bakterie
se vyskytuji pfevazné v mase nebo ve vod€, mohou se vSak nachazet i v zeleniné. Nékaza
arkobakteridzou se projevuje onemocnénim gastrointestinalniho traktu a je velmi podobna
kampylobakteridoze nebo listerioze a miize znamenat vazné riziko pro lidské zdravi. Prabéh

onemocnéni neni prili§ vazny, ale existuji pfipady, kdy je nutné nasadit 1é¢bu antibiotiky.

Antibiotika byla poprvé objevena na pocatku 20. stoleti Alexandrem Flemingem.
Od té doby se zacala pouzivat pii 1écb¢ bakteridlnich infekci. Postupem casu si vlivem jejich
nespravného podavani zacaly bakterie tvofit rezistenci, kterd se ukazuje jako stale zvétSujici
se celosvétovy problém. Velky vliv na rezistenci méa jak hospodaistvi, kde se antibiotika
podavaji v mnoha ptipadech pfi lé€eni infekci nebo jako preventivni opatieni, tak 1 u lidi, kdy
byvaji antibiotika mnohdy naduZzivana, 1 kdyz to neni zapotiebi nebo neni dodrzovana spravna
délka uzivani. Bakterie si tak tvoii stale nové rezistence a tim se stava léceni infekEnich

vvvvvv

bakteriemi, do budoucna velmi obtizna.

Teoretickd cast této diplomové prace byla zaméfena na charakteristiku bakterii rodu
Arcobacter, jejich patogenitu, vyskyt nejen v potravindch a na moznosti jejich izolace
a identifikace. Cilem praktické Casti bylo izolovat tyto bakterie z riznych vzorkd potravin
a nasledn¢ je identifikovat za pomoci metody polymerdzové fetézové reakce. U vybranych

vyizolovanych kment bylo déle provedeno testovani jejich citlivosti na antibiotika.

13



1. TEORETICKA CAST

1.1. Arcobacter spp.

Bakterie rodu Arcobacter patii do celedi Campylobacteraceae. Tato celed kromé rodu
Arcobacter zahrnuje déale rody Campylobacter a Sulfurospirillum (Vicente-Martins et al.,

2018).

1.1.1. Historie vzniku a taxonomie rodu Arcobacter

Roku 1977 byly poprvé popsany mikroaerofilni zaktivené tyc¢inky, nachéazejici se v abortech
dobytka, prasat a ovci (Ellis et al., 1977), ale novy rod byl navrzen o nékolik let pozdé&ji
Vandammem a De Layem (1991). Tyto bakterie byly nejprve pojmenovany
jako ,,aerotolerantni kampylobaktery®, kam spadaly 2 druhy vy¢lenéné z rodu Campylobacter
— Campylobacter cryaerophila (nyni Arcobacter cryaerophilus) a Campylobacter nitrofigilis
(nyni Arcobacter nitrofigilis). Arcobacter cryaerophilus byl poprvé izolovan z aborti
hospodatskych zvitat,  Arcobacter nitrofigilis z kotenti rostliny Spartina alterniflora
(Ho et al., 2006). V roce 1992 byl rod dale rozsiten o dal$i dva druhy — Arcobacter butzleri
a Arcobacter skirrowii (Collado a Figueras, 2011). Diky zavedeni molekularni identifikace
se pocet druhti neustale zvysuje a i do budoucna se ofekava dalsi narist (Banting et al., 2018).
V soucasné dobé rod zahrnuje 26 uznanych druhd — A. cryaerophilus, A. nitrofigilis,
A. butzleri, A. skirrowii, A cibarius, A. halophilus, A. mytili, A. thereius, A. marinus,
A trophiarum, A. defluvii, A. molluscorum, A. ellisii, A. bivalviorum, A. venerupius,
A. anaerophilus, A. cloacae, A. suis, A. ebronensis, A. aquimarinus, A. lanthieri, A. pacificus,
A. faecis, A acticola, A. porcinus a A. lekithochrous (Vicente-Martins et al., 2018).
Taxonomie tohoto rodu je zaloZena na analyze 16S rRNA genii (Pérez-Cataluna et al., 2018).
Na Obrazku 1 je znazornéno fylogenetické postaveni rodu Arcobacter, které je zalozeno

na sekvenaci 16S rRNA.
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50 - eryaerophilus gv. exyaerephilus LMG 242517 (NXGK00000000)
91 (L4 eryaerophilus gv. oceulms LMG 299767 (NXGC00000000)
A ervaerophilus gv. enprcs LAIC 90657 (NN.GI00000000)
A. ervaerophilus gv. pseudoayaeophilus LMG 102297 (NXGD00000000)
A shirrowir LMG 66217 (MG195895)
A rophianan LMG 255347 MG195901)
60 A poreinus LMG 24487 (LCUHO1)
67 99 A rhereins LMG 244 86" (LLK.Q00000000)
A cibarins LMG 215967 (JABW00000000)
100 A faeeis LMG 285197 (JARS00000000)

97

95 LA lanthieri LMG 28516" (JARUQQ000000)
A. burzleri RM40187 (NCO0SE50)
A venerupi: CECT 78367 (MG155902)

79

34 4. aguimaime CECT 84427 (MG195850)
I A defluvii CECT 7697 (MG1958%4)

88

93| — A4 suis CECT 78337 (MG195900)
A ¢loacasCECT 78347 (MG193892)
ﬁ[.i. ellisii CECT 78377 (0 4G155896)
A lekithochroe CECT 89427 (MEKCO00000000)

A nirrofigili: DSM 72997 (NC_014166)

4. myrili CECT 73867 (MG195898)

99 A bivalvierion CECT 78357 (0MG155851)
93 L 4 ebromersiz: CECT 84417 (MG165895)

0.005

A anaerophiiu: DSM 246367 (MG195889)
A. halophilie DSM 180057 (MG195897)

A marime CECT 77277 (NXAQ00000000)
88 L A molluzeenenCECT 7696" (NXFY00000000)

97

Obrazek 1 Fylogenetické postaveni jednotlivych druhti Arcobacter spp. (Pérez-Cataluna et al., 2018)
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1.1.2. Morfologie a vlastnosti arkobakteru

Rod Arcobacter se svou morfologii a vlastnostmi pfiliS neli$i od rodu Campylobacter.
Arcobacter spp. jsou gram-negativni, spiralovité nebo esovité zakiivené tyCinky, které netvori
spory a jsou dlouhé 0,5-3 um a Siroké 0,2-0,9 um (Yesilmen et al., 2014). Diky polarnimu
bi¢iku na jednom nebo obou koncich ty¢inky jsou schopny vyvrtkovitého pohybu (Ho et al.,
2006; Motarjemi a Adams, 2006). Na Obrazku 2 je znazornéna morfologie bun¢k Arcobacter

faecis pomoci transmisni (A) a skenovaci elektronové mikroskopie (B).

Obrazek 2 Bunky Arcobacter faecis v elektronovém mikroskopu (Whiteduck-Léveillée et al., 2016)

Tyto bakterie jsou oxiddza—pozitivni, vétSina kmend hydrolyzuje indoxyl acetat
a nehydrolyzuji hyppurat, kasein, lecitin, zelatinu ani $krob, netvoii indol ani uredzu (Houf et
al., 2005; Arias et al., 2011; Vandamme et al., 1991; Levican et. al., 2012). VP (Voges-
Proskauer) a MR (methyl red) test maji negativni (Vandamme et al., 1991). A. cryaerophilus
je siln¢ kataldza pozitivni, A. butzleri ale projevuje jen slabou reakci (Chinivasagam et al.,
2007). Na TSI (triple-sugar iron) agaru netvoii H,S a na krevnim agaru netvoii hemolyzu
(Levican et al., 2012). Na TSA agaru (trypton sojovy agar) rostou tyto bakterie v drobnych,

vetsinou nepigmentovanych, bézovych nebo nasedivélych koloniich (Levican et al., 2016).

Arcobacter spp. roste v Sirokém rozmezi teplot od 15-42 °C (Yesilmen et al., 2014). Tyto
bakterie jsou schopné ptezit chladnickové teploty (4 °C) a mohou se pii téchto teplotach
1 mnozit (Badilla-Ramirez et al., 2016). N¢které kmeny pteziji i mraznickové teploty (-20 °C),
kdy dochazi béhem prvnich 24 hodin k prudkému poklesu poctu zivotaschopnych bunék,

s postupem c¢asu se vSak uz jejich pocet prilis neméni (Hilton et al., 2001). Optimalni teplota

16



pro rust v ptitomnosti atmosférického kysliku je 30 °C (Zenetti et al., 1996). Nékteré kmeny,
na rozdil od rodu Campylobacter, ptezivaji jak pfi anaerobnich, tak i aerobnich podminkach.
Jejich optimalni rist nastava pii mikroaerofilnich podminkach za pfitomnost 3-10 % kysliku
(Ho et al., 2006). Vyjimkou je A. anaerophilus, ktery k ristu vyzaduje striktné anaerobni
prostiedi (Banting et al., 2018). Arkobaktery rostou v 2—4 % NaCl (Houf et al., 2005),
optimalni koncentrace NaCl pro 4. cryaerophilus je 0,5-1 % do 24 hodin a po az2 %
96 hodinach. U A. butzleri je pak optimalni koncentrace NaCl 0,09-0,5 % po 96 hodinach
(D’Sa a Harrison, 2005). A. halophilus vyZzaduje k ristu az 2 % NaCl (Banting et al., 2018).
Tyto bakterie pfezivaji vrozmezi pH 5,5-8, pficemz optimalni pH pro A. butzleri

je 67 apro A. cryaerophilus 7-7,5 (D’Sa a Harrison, 2005).

1.1.3. Vyskyt arkobakteri

Prvni izolace Arcobacter spp. probéhla v roce 1977 z potracenych plodii krav, prasat a ovci
(Barboza et al., 2017). AvSak vdnesni dobé jsou tyto bakterie izolovany
1 z dalSich zdrojt. Vedle hospodaiskych zvitat se Arcobacter spp. miize vyskytovat u driibeze,
motskych Zivoc¢ichli, domacich mazlicki, ale 1 v pfirodé. K pfenosu na c¢lovéka dochazi
pfi konzumaci nebo manipulaci s kontaminovanymi potravinami nebo vodou, ale muze
k nému dochazet i pouhym kontaktem s nakazenym zvifetem (Whiteduck-Léveillée et al.,
2015). Nejcastéji izolovanymi druhy jsou 4. butzleri, A. cryaerophilus a A. skirrowii (Atabay
et al., 2006). V Tabulce 1 jsou popsany zdroje prvni izolace jednotlivych zastupcti rodu

Arcobacter.
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Tabulka 1 Piehled prvni izolace jednotlivych bakterii rodu Arcobacter (Ramees et al., 2017)

Druh Arcobacter Prvni izolace Druh Arcobacter Prvni izolace
A. nitrofigilis kofeny Spartina A. ellisii méekky3i a korysi (2011)
alterniflora (1983)
A. cryearoophilus abort hozfg?jo) dobytka A. venerupis mekkysi a korysi (2012)
A. butzleri lidské vykaly (1991) A. bivalviorum mekkysi a korysi (2012)
A. skirrowii ov¢i vykaly (1992) A. cloacae kanalizace (2013)
A. cibarius kuteci maso (2003) A. suis vepiové maso (2013)
A. halophilus sland laguna (2005) A anaerophilus sediment (2013)
A. mytili musle (2009) A. ebronensis musle (2015)
A. thereius abort veprového (2009) A. aquimarinus moiska voda (2015)
A, marinus m"fzkévé‘;j?éggzsfg)fasy A, lanthieri dobytek a hniij (2015)
A. trophiarium praseci vykaly (2011) A. pacificus moftska voda (2016)
A. defluvii odpadni voda (2011) A. acticola moiska voda (2016)

A. molluscorum

méekky3i a korysi (2011)

A. lekithochrous

htebenatky a motska voda
(2017)
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Prob¢hla studie, pti které byly bakterie Arcobacter spp. izolovany z raznych zdroju jako je
kutfeci maso, krocan, vytéry z kloaky a rekta hospodarskych zvitat, vykaly, mleté hovézi
maso, hovézi zluénik a pitnd voda. Arkobaktery byly vyizolovany z 12 % vzorka
a ve vzorcich se nejcastéji vyskytoval A. butzleri (Aydin et al., 2007). Dalsi studie prokazaly
prevalenci bakterie Arcobacter spp. v riznych vzorcich 11 % (Kabeya et al., 2004), 6,6 %
(Mohan et al., 2014) a39,4 % (Fernandez et al., 2015). Z vysledki studii provedenych
v riiznych zemich vSak nelze vyvodit definitivni zavér o prevalenci, protoze to mize ovlivnit
fada faktort, jako je velikost vzorku a izola¢ni postupy (Aydin et al., 2007). Pfi pfimé izolaci
dochazi k niz§imu zachytu, proto se Casto zatazuje krok pomnozeni. Studie porovnavajici tyto
dvé metody zjistila prevalenci 8 % pii pfimé identifikaci, pfi zatazeni pomnozovaciho kroku
byla prevalence az 68 % (Gude et al., 2005). Dalsi studie zjistila prevalenci 47 % oproti 74 %
(Levican et al., 2016). Pii studii vzorkli odebranych u koni je zjisténa prevalence 0 % oproti
15 %, z prasat 28 % oproti 44 % a ovci 5 % oproti 16 % (Ho et al., 2006). Nékteré druhy jsou
také velmi citlivé na antimikrobialni latky obsaZené v pomnozovacim médiu. Detekci
Arcobacter spp. mize ovlivnit 1 pfitomnost stievnich bakterii, proto se pii izolaci Casto

zahrnuje krok membranové filtrace, aby se jejich vyskyt eliminoval (Ho et al., 2006).
Vyskyt u zvirat

Castym rezervoarem Arcobacter spp. jsou zivoGichové. Mohou se vyskytovat
u hospodarskych zvitat (krav, prasat, ovci a koni), u dribeze (slepic, kachen, hus a krut),
u kralikti, domécich mazlickl, ale i u sladkovodnich a moiskych ryb a dalSich motskych
zivocCichi. Byl zaznamenan vyskyt arkobakterti u nemocnych, ale 1 u zdravych jedinct. Bézné
se vyskytuji ve stfevnim traktu a ve stolici zvifat (Laishram et al., 2016). Onemocnéni
se projevuje prevazné mastitidami, aborty a prijmem, u vétsiny jedinct se ale pritomnost této
bakterie neprojevuje (Ho et al., 2006). A. butzleri je spojovan s enteritidou
a prijmem u prasat, skotu a koni, 4. skirrowii s prijmem a hemoragickou kolitidou ovci
a skotu. Maso kurat, krit, kachen a hus je velmi ¢asto kontaminovano arkobaktery, 1 kdyz
zvite nejevi znamky onemocnéni, a proto je driibez povazovéna za potencidlni rezervoar
bakterii rodu Arcobacter (Collado a Figueras, 2011). Dale byly u hospodarskych zvitat
nalezeny A. cibarius, A. thereius a A. trophiarum (Douidah et al., 2012). Diky kontaminaci
vody dochézi k ptenosu Arcobacter spp. na ryby a dals$i vodni ZivoCichy (Laishram et al.,
2016). Spousta novych druhi arkobakterti bylo izolovano z moiské vody nebo z moiskych

ryb a m&kkysta (Salas-Mass6 et al., 2016). Dale byl Arcobacter spp. izolovan z domécich
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mazlickl — pst a kocek (Pejchalova et al., 2016), primati — makakt rhesus a goril (Simmons
a Gibbson, 2012; Banting et al., 2018), divoce zijicich ptaki — holubii (Giacometti et al.,
2017), myvalii, nosorozci, gazel, ptakd nandu, alpak, zelv (Collado a Figueras, 2011), hadi
a jestért (Banting et al., 2018).

Vyskyt v potravinach

Velmi Castym rezervoarem Arcobacter spp. jsou potraviny zivoc¢iSného pivodu, pficemz
nejvyssi vyskyt byl hldSen u dritbeze, poté nasledné vepfového masa a hovéziho masa. Pivod
kontaminace dribeziho masa je stidle nejasny a cCasto diskutovan, ale u hovéziho
a veprového masa je povazovan za hlavni zdroj kontaminace kontakt s fekaliemi béhem
porazky (Douidah et al., 2012). V dribezim mase se nejhojnéji nachazi 4. butzleri,
A. cryaerophilus a A. skirrowii (Atabay et al., 2006). Arcobacter spp. byl nalezen
1 v kravském mléce. Ke kontaminaci dochazi nejspiS sekundarni kontaminaci, kterd mize byt
zpusobena nedostateCnou hygienou prostor a pracovnikii nebo znecisténim strukti fekaliemi
(Wesley a Baetz, 1999). Arcobacter spp. je dokonce schopny piezit i technologicky proces
pii vyrobé mozzarelly, Cerstvého syru aricotty (Banting et al., 2018). I pfes pfitomnost
Arcobacter spp. ve vejcovodu a sttevnim traktu nosnic, nebyly tyto bakterie nalezeny
ve vejcich (Banting etal., 2018). Ve studii probihajici v Indii byla zjisténa prevalence
v kufecim mase 16,6 % a v kachnim mase 10,0 % (Sekhar et al., 2017). Studie z roku 2018
zkoumala ptitomnost arkobakterii ve vzorcich kufeciho masa, kde byla zjisténa celkova
prevalence 18,3 % (Oliviera et al., 2018). V dalsi studii byly testovany vzorky masa, mléka,
stérti z povrchil a odpadni vody odchazejici z jatek. Bakterie Arcobacter spp. byly izolovany
ze 40 % vzorki stért z povrchu desek na krajeni masa a z nozti, z 29 % vzorki vody, z 24 %
vzorkd mrazeného krocaniho masa, z 24 % vzorku mléka a ze 7 % vzorkd mletého hovéziho
masa. Mezi identifikované druhy patiily 4. butzleri, A. cryaerophilus a A. skirrowii (Elmali

a Can, 2017).

ey

Bakterii Arcobacter spp. je kontaminovan velky pocet sladkovodnich mékkyst a ryb, zijicich
v blizkosti odpadnich vod a diky vypousténi této vody do mofti a oceanii jsou kontaminovany
ryby Zijici ve slanych vodach i mékkysi (Banting et al., 2018). Motské plody jsou moznym
zdrojem nakazy clovéka, a to hlavné diky tomu, Ze se Casto konzumuji syrové nebo
nedostateCné tepelné upravené. Tyto bakterie byly také nalezeny v krevetach, slavkach,

ustiicich a srdcovkach (Collado a Figueras, 2011). Nejcastéji se ve vzorcich vyskytuji

A. butzleri, A. cryaerophilus a A. skirrowii. Ze slavek byly dale izolovany druhy A. venerupis,
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A. ebronensis, A. ellisii, A. bivalviorum a A. mytili, zusttic A. marinus, A. halophilus
aA. mytili (Banting et al., 2018). Ve studii zoblasti Jadranu bylo zkoumano celkem
162 vzorki mekkyst. Celkova prevalence bakterie Arcobacter spp. byla 30 %. Bylo zjisténo,
ze A. butzleri se mnohem castéji izoluje ze vzorkli odebranych v zimnim a jarnim obdobi
(29 %) nez v letnim a podzimnim (8 %). Dale bylo popsano, ze A. butzleri se mnohem cCastéji
objevuje ve vzorcich pozitivnich na pfitomnost bakterie Escherichia coli. E. coli je tedy

moznym indikatorem vyskytu Arcobacter spp. (Leoni et al., 2017).

Arcobacter spp. se mliZze vyskytovat také v zeleniné (Mottola et al, 2016). Vzhledem k tomu,
ze se zelenina konzumuje prevazné syrova, mize dojit k pfenosu bakterii na ¢lovéka. V Indii
byly zkoumany vzorky zeleniny z maloobchodu (mrkev, fepa, zeli, rajce, koriandr a okurka)

a celkova prevalence bakterie Arcobacter spp. v zelening byla 13,7 % (Ramees et al., 2018).
Vyskyt v Zivotnim prostiedi a tvorba biofilmu

Zastupci rodu Arcobacter se vyskytuji zejména ve vodach povrchovych, podzemnich,
odpadnich, motskych 1 ve vodach pitnych (Laishram et al., 2016). A. cryaerophilus,
A. butzleri a A. skirrowii se velmi Casto nachazeji ve vodach kontaminovanych fekaliemi.
Tyto bakterie se mohou snadno dostat, jako soucast fekalni kontaminace, do riiznych vodnich
zdroji. Takto kontaminovana voda je povazovana za pravdépodobnou cestu pienosu bakterie
Arcobacter spp. na Clovéka a zvifata (Banting et al., 2018). Studie probihajici v Thajsku
zkoumala vyskyt Arcobacter spp. v ptirodnich vodéach, kde bylo 23 % vzorkl pozitivnich
na tuto bakterii a v kanalizaci, kde vSechny zkoumané vzorky vykazovaly pfitomnost této

bakterie (Snelling et al., 2006).

Z prostiedi slanych vod byly izolovany druhy 4. marinus a A. halophilus (Lastovica et al.,
2014). Dalsimi zastupci bakterie Arcobacter spp. vyskytujici se pouze ve slanych vodach jsou
A. aquimarinus, A. bivalviorum, A. ebronensis, A. ellisii, A. mytili, A. molluscorum
a A. venerupis (Levican et al, 2015; Levican et al., 2012, Carlstrom et al., 2013; Banting et al.,
2018). Tyto bakterie jsou na rozdil od rodu Campylobacter spp. schopny piezit i ve vysSich
koncentracich NaCl, za niz§ich teplotnich podminek a za pfitomnosti vzdusného kysliku
(Collado et al., 2008). V Indii probihala studie zamétend na vyskyt Arcobacter spp. v moiské
vodé, kdy celkova prevalence byla 60 %. Byl zde potvrzen vyskyt bakterii 4. butzleri
a A. mytili (Rathlavath et al., 2017).
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Bylo prokazano, ze Arcobacter spp. tvoii biofilm a diky tomu je schopny pfilnout
k vodovodnimu potrubi (Banting et al., 2018). Rada studii ukazala, Ze chlorace pitné vody
je vhodny zasah pro odstranéni Arcobacter spp. z pitné vody (Shrestha et al., 2018; Collado
et al., 2010). 4. butzleri je na chlor dokonce velmi citlivy (Cervenka, 2008). Pfestoze byla
prokédzéna citlivost 4. butzleri na chlor, neni doposud jistota, zda konvencni postupy

pro upravu pitné vody mohou tc¢inn¢ odstranit tuto bakterii (Collado a Figueras, 2011).

Arcobacter butzleri je schopny piezivat a rozmnozovat se v prostiedi jatek diky schopnosti
tvofit biofilm za nizkych teplot (Ferreira et al., 2013). Tento biofilm mize vznikat

na nerezové oceli, médi i plastu (Kjeldgaard et al., 2009).

Arcobacter spp. se vyskytuje i v pudé a to nejspiSe diky hnojeni, zalévani kontaminovanou
vodou nebo vypousténi odpadnich vody do Zzivotniho prostiedi (Banting et al., 2018).
A. nitrofigilis byl poprvé objeven na kotenech rostliny Spartina alterniflora (Ramees et al.,

2017).

1.1.4. Patogenita a projevy onemocnéni zptisobené arkobaktery

Vyznamnym zdrojem pienosu bakterie Arcobacter spp. na €lovéka je konzumace syrového
nebo tepelné nedostatecné¢ upraveného masa (Banting et al., 2018) a prostfednictvim
kontaminované¢ vody (Van Den Abeele et al.,, 2014). Arkobakteriéza u lidi je pfevazné
spojena s druhy Arcobacter butzleri, A. cryaerophilus a A. skirrowii. V roce 2014
byl ve vzorku lidské stolice poprvé popsan A. thereius (Banting et al., 2018). Mechanismus
virulence doposud neni zcela znam, z dosavadnich praci vSak vyplyva, ze Arcobacter spp.
ma schopnost adheze (napada télni bunky, véetné lidskych stfevnich epitelovych bunék),
invaze a pusobi tak cytotoxicky (Banting et al., 2018, Ramees et al., 2017). Zptsob pienosu

a mechanismy virulence jsou zobrazeny na Obrazku 3.
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Obrazek 3 Zpisob pienosu a mechanismus virulence bakterii Arcobacter spp. (Ramees et al., 2017)

Klinické projevy onemocnéni jsou velmi podobné nakaze Campylobacter jejuni (Collado
a Figueras, 2011). Ve srovnani s kampylobaktery je velmi malo informaci o genech
arkobakterit podilejicich se na virulenci. Bylo zjisténo, Ze nékteré virulentni determinanty
identifikované u C. jejuni maji homology v A. butzleri (Silha et al., 2018). Patii mezi
n¢ ciaB Campylobacter jejuniinvazni antigen B, mviN integralni membranovy protein
potfebny pro biosyntézu peptidoglykanu, pldA protein aktivujici fosfolipazu A, spojenou
s lyzou erytrocytl, t/lyA protein aktivujici hemolyzinovy gen, cadF a cjl349 koduji proteiny
vazajici fibronektin, ktery podporuje vazbu bakterii na stievni builky, hecA filamentarni
hemaglutinin, hecB, ktery koduje aktivacni protein hemolyzinu a irgd vnéj$i membranovy

protein (Sekhar et al., 2017).

A. butzleri, A. skirrowii, A. cryaerophilus a A. cibarus jsou povazovany za potencidlni lidské
patogeny (Laishram et al., 2016). Tyto bakterie byly spojeny s gastrointestinalnim
onemocnénim a bakteriemii u ¢lovéka a rovnéz s aborty, mastitidami a prijmy u zvirat (Salas-

Massoé et al., 2016). Prvni pfipady onemocnéni ¢loveka pochazeji z roku 1992, kdy bylo
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v italské skole popsano onemocnéni mnoha lidi projevujici se recidivujicimi bfisSnimi kifecemi
spojenymi s Arcobacter butzleri (Banting et al., 2018). U cloveéka byly déale pozorovany
pfipady endokarditidy a peritonitidy (Laishram et al., 2016). Onemocnéni zpisobené
A. butzleri se projevuje bolesti bficha spojené s priijmem, nauzeou, zvracenim nebo horeckou
(Vandenberg et al., 2004). A. cryaerophilus byl nalezen 1 u jedinci bez jakychkoliv projevi
onemocnéni (De Smet et al., 2011). Pfiznaky onemocnéni mohou byt pozorovany az 3 dny
po poziti kontaminované potraviny (Banting et al., 2018). Onemocnéni vyvolané rodem
Arcobacter je Casto nedostatené zaznamenavano, protoze se napadné podobd projevim
kampylobakteriozy —a  listeriozy a testy na  pfitomnost  Arcobacter  spp.
v klinickych materidlech se témét neprovadéji (Motarjemi a Adams, 2006). Pii vySetfeni
stolice se vétSina laboratofi zabyva prevazné bakteriemi Campylobacter jejuni
a Campylobacter coli a pro odhaleni rodu Arcobacter nejsou zpravidla ani pouzity vhodné
kultivaéni metody a podminky (Van Den Abeele et al., 2014). V roce 2002 byl A. butzleri
komisi ICMSF (The International Commission on Microbiological Specifications for Foods)
zafazen do seznamu mikroorganismil piedstavujici vazné riziko pro lidské zdravi (Silha et al.,

2018).
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1.2. 1zolace rodu Arcobacter

Arkobaktery jsou casto chybné identifikovany jako atypické bakterie Campylobacter spp.
a nespravné ur¢eni muze vést k podhodnoceni jejich vyskytu v potravinach (Gonzalez et al.,

2007). Moznosti, jak tyto bakterie odlisit, je pouZiti riznych rastovych podminek kultivace.

1.2.1. Kultiva¢ni média

Pro izolaci Arcobacter spp. byla pouzita fada metod, jak modifikované techniky
pro stanoveni rodu Campylobacter a Leptospira, tak i techniky specifické pro izolaci bakterii
rodu Arcobacter. Pti prvni izolaci v roce 1977 z abortl skotu bylo pouzito polotuhé médium
pro izolaci rodu Leptospira. Jednalo se o Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH)

médium doplnéné o 5-fluorouracil a krali¢i sérum (Merga et al., 2011, Driessche et al., 2003).

Pro pomnozeni se diive pouzival Prestoniiv bujon a Boltontiv bujon, které se bézné pouzivaji
pro Campylobacter spp. Pozd¢ji navrhli Atabay a Corry (1998) obohacovaci bujon
Arcobacter s CAT (cefoperazon, amphotericin B a teicoplaninem) suplementem, ktery byl
ucinnéjsi nez dva predchozi bujony. Johnson a Murano (1999) popsali JM bujon s obsahem
cefoperazonu, 5-fluorouracilu, aktivniho uhli, Zlucovych soli a Houf et al. (2001) popsali
postup pouzivajici Arcobacter médium s piidavkem 5 antibiotik (cefoperazon, amphotericin
B, 5-fluorouracil, novobiocin, trimethoprim). Tuto metodu pozdéji modifikovali
Van Driessche et al. (2003) pfidanim cykloheximidu a zvySenim koncentrace novobiocinu.
Dalsi moznosti je pouziti EMJH s polysorbatem 80, Brucella bujonu, trypton-sojového bujonu
(TSB) nebo BHI bujonu (bujon z mozko—srdcové infuze) (Houf et al., 2001; Merga et al.,
2011, Rafath a Balamurugan, 2013).

Arcobacter selektivni polotuhé médium (ASM), obsahujici cefoperazon, piperacillin,
trimethoprim a cykloheximid, se casto pouzivd pro izolaci Arcobacter spp. z potravin
(Collado a Figuertas, 2011). Pro izolaci nejen z potravin jsou vhodné i1 CAT agar, obsahujici
cefoperazon, amphotericin B a teicoplanin, Johnson a Murano agar (JM agar), ktery obsahuje
cefoperazon, 5-fluorouracil, aktivni uhli a Zlucové soli a CVA (cephalothin, vancomycin
a amphotericin B) agar (Ramees et al., 2016; Hamill et al., 2008; Collins et al., 1996).
Dale je mozné pouziti neselektivniho TSA (trypton sojovy agar), BHI (brain heart infusion)
agaru, krevniho agaru nebo Mueller-Hinton agaru (Collins et al., 1996; van den Abeele et al.,

2016; Rafath a Balamurugan, 2013; Collado a Figuertas, 2011). Mueller-Hinton agar se také
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velmi Casto pouziva k zjistovani citlivosti Arcobacter spp. na antibiotika (Van den Abeele
et al., 2016). Na krevnim agaru roste Arcobacter spp. v malych bilych az nasedlych koloniich

bez pigmentace a hemolyzy (Motarjemi a Adams, 2006).

Pro izolaci lze volit média, kterd se vyuzivaji pfedev§im pro kultivaci jinych bakteridlnich
rodi. Muze byt pouzit modifikovany CCDA (deoxycholdtovy agar s aktivnim uhlim
a cefoperazonem), agar Karmali, krevni agar Columbia a chromogenni selektivni agar CASA,
které se primarné pouzivaji pro kultivaci Campylobacter spp. (Ramees et al., 2017; Wybo
et al., 2004; Silha et al., 2015). Arcobacter spp. roste na tomto médiu (CASA) v ervend
zbarvenych koloniich (Silha et al., 2015). Arcobacter spp. se mize inokulovat na CIN
(cefsulodin, irgasan, novobiocin) agaru, ktery je primarné urcen pro izolaci rodu Yersinia

(Ramees et al., 2017). Tato média byvaji Casto dopliiovana CAT suplementem.

Nékteré arkobaktery potiebuji ke svému ristu zvlasStni podminky. A. halophilus
je striktni halofil, ktery vyzaduje, ptitomnost alespoit 2 % chloridu sodného. 4. halophilus
a A. marinus, kteti byvaji izolovany z moiské vody, se pomnozi v Arcobacter-CAT bujonu
doplnéného o 2,5 % NaCl a nésledné se kultivuji na motském agaru. Diky zavedeni tohoto
protokolu je mozné identifikovat az o 40 % vice arkobakter ve vzorcich moiskych vod

a zivocCichi, nez zajist'uje konvencni metoda bez piidavku soli (Banting et al., 2018).
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1.2.2. Postupy izolace arkobakterii ze vzorki potravin

Doposud neexistuje standardni metoda pro izolaci Arcobacter spp., plati v§ak obecny
postup. Ten zahrnuje pomnozeni v tekutém médiu za ptitomnosti antibiotik po dobu 48 hodin
anasledné vyockovani na tuhé médium a kultivaci 48 az 72 hodin (Collado a Figuertas,
2011). Jednou z moZnych technik inokulace na agarové médium je membranova filtrace.
Na povrch membranového filtru s velikosti porti 0,45 um a o priméru 47 mm, ptiloZzeného
na agarovou pudu se pipetuje 200 pl bakteridlni suspenze a necha se pasivné filtrovat po dobu
30 minut pti 37 °C. Poté se filtr odstrani a pudy se dale kultivuji za aerobnich podminek
(Levican et al., 2016). Dal§i moznou inokulaci je piimé pipetovani 100 ul bakterialni
suspenze na Petriho misky s tuhym kultivaénim médiem a roztér L-hokejkou (Van Driessche

a Houf, 2008).

Ellis et al. (1977), vytvofili metodu pro stanoveni Arcobacter spp. ve vzorku abortu
ov¢iho plodu. Bylo pouzito EMJH médium s obsahem 5-fluoracilu, které bylo inkubovano
pii 30 °C za mikroaerofilnich podminek po dobu 48-72 hodin. Po inkubaci tekutého média
byla provedena pasivni filtrace pfes membranovy filtr pfilozeny na krevnim agaru. Kultivaéni
médium bylo déale inkubovéano za mikroaerofilnich podminek pti 30 °C po dobu 48-72 hodin
(Collado a Figueras, 2011). Jedna z nejvice pouzivanych metod izolace je metoda podle
Atabaye a Corryho (1997), ktera zahrnuje pouZiti obohacovaciho Arcobacter bujonu s CAT
suplementem. Bujon se vzorkem se kultivuje za mikroaerofilnich podminek pii 30 °C po dobu
48 hodin. Po uplynuti inkubac¢ni doby se provede pasivni filtrace na krevni agar
pies membranovy filtr s péry o velikosti 0,45 um na krevni agar. Kultivaéni médium se dale
inkubuje za aerobnich podminek pii 30 °C po dobu az 7 dni. Johnson a Murano (1999)
popsali nové obohacovaci médium JM bujon, které se inkubuje za aerobnich podminek
pii 30 °C po dobu 48 hodin. Po inkubaci se vzorek inokuluje na JM agar a probiha inkubace
za aerobnich podminek pti 30 °C po dobu 48 hodin. Diky tomuto navrzenému bujonu doslo
k silné inhibici doprovodné mikroflory (Collado a Figueras, 2011). Metoda podle Houf et al.
(2001) zahrnuje pomnoZeni v selektivnim Arcobacter bujonu s ptidavkem antibiotik.
PomnoZzeni probihd pii mikroaerofilnich podminkéach za teploty 28 °C po dobu 48 hodin.
Po pomnoZeni se provede pasivni filtrace pifes membranovy filtr na Arcobacter medium
s ptidavkem  stejnych antibiotik jako v pfipadé bujonu. Inkubace se provadi
pti mikroaerofilnich podminkach za teploty 30 °C po dobu 24 az 72 hodin. Problémem této

metody je mozné paradoxni potlaceni piitomnosti bakterii Arcobacter spp. (Houf et al., 2001).
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V nasledujicich podkapitolach jsou uvedeny piiklady konkrétnich postupti izolace

arkobakterti z riznych typu vzorkt.
Vzorky masa, ryb a morskych plodi

Vzorky masa nebo moiskych ploda (10 g) jsou homogenizovany se 100 ml obohacovaciho
média Arcobacter bujon se suplementy CAT. Po aerobni kultivaci pii 30 °C po dobu 48 hodin

se 200 ul vzorku pasivné filtruje na krevni agar a znovu inkubuje (Collado et al., 2009).
Vzorky mléka a mléénych vyrobki

Vzorky mléka se casto inokuluji pfimo na krevni agar s 10 % defibrinované berani krve nebo
na MacConkey agar. Tyto pudy se nechaji kultivovat aerobné¢ pii 30 °C po dobu
24-48 hodin. Po inkubaci se provedou potvrzujici testy. Dale je mozné inokulovat 1 ml mléka
do 9 ml EMJH bujonu a inkubovat ho pti 25-30 °C az 6 dni za aerobnich podminek. Poté
se nanese 1 kapka zaockovaného EMJH bujonu na membranovy filtr s velikosti p6rt 0,45 pm,
ktery je ptilozen na krevni agar s 10 % defibrinované berani krve. Pasivni filtrace probiha
30 minut. Po odstranéni filtru se agar inkubuje pfi 30 °C po dobu 2 dni za aerobnich
podminek a po ukonceni se provedou potvrzujici testy (Pianta et al., 2007). Jako dalsi
obohacovaci médium je mozné pouzit i Arcobacter bujon se suplementy - s 5 % konskeé krve,
cefoperazonem, amphotericinem B, 5-fluorouracilem, novobiocinem a trimethoprimem
(Giacometti et al., 2015). Pfi izolaci Arcobacter spp. z Cerstvych syrt se 25 g vzorku vlozi
do homogeniza¢niho sacku, smichd s225 ml Arcobacter bujonu s CAT suplementy
a homogenizuje v peristaltickém homogenizatoru po dobu 5 minut. Poté se 1 ml homogenitu
inokuluje do zkumavky s 9 ml Arcobacter bujonu a nechd inkubovat pii 30 °C po dobu
48 hodin za mikroaerofilnich podminek. Po inkubaci se 200 pl vzorku filtruje
pfes membranovy filtr o velikosti 47 mm a pory 0,45 pm na krevni agar s 5 % defibrinované
berani krve. Membranova filtrace probihd 1 hodinu a po odstranéni filtri se vzorek inkubuje

pii 30 °C po dobu 5-7 dnil za mikroaerofilnich podminek (Yesilmen et al., 2014).
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Vzorky vajec

U vajec se odebere 1 ml vajeCné suspenze a smicha se s9 ml obohacovaciho média.
Obohacovacim médiem miize byt Arcobacter bujon s CAT suplementy. Po inkubaci pii 30 °C
po dobu 48 hodin za mikroaerofilnich podminek nasleduje pasivni filtrace na krevni agar
s 5 % konské krve a CAT suplementy. Filtrace probiha 1 hodinu pii 30 °C na vzduchu
a nasleduje inkubace pii 30 °Cpo dobu 48 hodin za mikroaerofilnich podminek (Lipman et al.,

2008).
Vzorky zeleniny

Ze vzorkd zeleniny se odeberou 2 g a smichaji se s 10 ml fyziologického roztoku
s fosfatovym pufrem. Dale se 1 ml homogenizatu inokuluje do 9 ml obohacovaciho média
se 7% berani krve a CAT suplementy. Probihd inkubace za mikroaerofilnich podminek
pii 30 °C po dobu 48 hodin. Poté se obohaceny vzorek prefiltruje pies filtr s pory o velikosti
0,45 um na krevni agar se 7 % berani krve. Inkubace probihd za mikroaerobnich podminek

pii 30 °C po dobu 48—72 hodin (Ramees et al., 2018).
Vzorky vody

U vzorki vody se nejcastéji voli metoda membranové filtrace, kdy se 200 ml vody piefiltruje
pfes membranovy filtr o velikosti pérd 0,45 pm. Po ukonceni filtrace se filtr vlozi
do zkumavky s 9 ml Arcobacter bujonu se CAT suplementy a probihd inkubace za aerobnich
podminek pii 30 °C po dobu 48 hodin. Po obohaceni se provede pasivni filtrace na krevni
agar. Po 30 minutach se filtr odstrani a agar se aerobné inkubuje pti 30 °C po dobu

48-72 hodin (Collado et al., 2010).
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1.3. Moznosti identifikace bakterii rodu Arcobacter

1.3.1. Fenotypova identifikace

Mezi Arcobacter spp. a rodem Campylobacter existuje mnoho morfologickych podobnosti,
proto mtize dochazet k jejich snadné zaméné. Nicméné je mozné tyto dva rody odlisit diky
schopnosti rastu v rtiznych atmosférickych podminkéch a za rznych teplot. Arcobacter spp.
roste za aerobnich a anaerobnich podminek v Sirokém teplotnim rozmezi (15-37 °C), ale
optimalni rlst nastdva za mikroaerobnich podminek (3-10 % O, ). Campylobacter spp. roste
pouze pii mikroarofilnich podminkach za pfitomnosti 5% O, a 10 % CO, a za optimalni
teploty 42 °C (Hilbert et al., 2010). Arcobacter spp. neni schopny ristu pti 42 °C (Batt
a Tortorello, 2014). Je mozné pouziti i biochemickych testi, které jsou ovSem casto
s negativnim nebo variabilnim vysledkem (Nachamkin etal., 2008). Tabulka 2 ukazuje
nekteré vhodné testy pro rozliSeni druhu Arcobacter spp. Tyto testy slouzi pouze k predbézné

identifikaci arkobaktert (Collado a Figueras, 2011).

Tabulka 2 Biochemické testy pro odliseni Arcobacter spp. (Collado a Figueras, 2011)

Charakteristika | A. nitrofigilis | A. cryaerophilus | A. butzleri | A. skirrowii | A. cibarius | A. halophilus

Enzymaticka aktivita

Kataldza + + \ + \% -
Ureaza + - - - - -
Re-du,kce 4 i 4 4 ) n
nitratu
_ Hydrolyza + + + + + +
indoxyl-acetatu
Podminky ristu
Aerobné pri
+ + -
37°C M M
Mikroaerofilné
o - v + + + +
pri 37 °C
Prostiedi 1 % ) ) ) ) ) .
glycerinu
Prostiedi
+ - - + _ +
4 %NaCl
Riist na
MacConkey - \% + - + -
agaru
Rezistence ) " " " n )
na cefoperazon
+...pozitivni vysledek; -... negativni vysledek; V...variabilni vysledek
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Tabulka 2 - pokracovani Biochemické testy pro odliSeni Arcobacter spp. (Collado a Figueras, 2011)

na cefoperazon

Charakteristika | A. mitili | A. thereius | A. marinus | A. trophiarum A. defluvii A. molluscorum
Enzymaticka aktivita
[1Katalaza + + - + + +
Ureaza - - - - + -
R(?du’kce n n n ) n i
nitratu
' Hydrolyza' ) " n n n )
indoxyl-acetatu
Podminky ristu
Aerobné pii
+ - + - + +
37°C
Mikroaerofilné
+ - + - + +
pri 37 °C
Prostred} 1% n n n v ) )
glycerinu
Prostredi
+ - + - - +
4 %NaCl
Riist na
MacConkey + A% - A% + +
agaru
Rezistence ) i ) i v i

+...pozitivni vysledek; -...negativni vysledek; V...variabilni vysledek
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1.3.2. Genotypova identifikace

Identifikace rodu Arcobacter spp. béznymi kultivatnimi metodami v kombinaci
s biochemickou identifikaci je velmi ¢asoveé naro¢na. Tento postup vyzaduje 3-4 dny a nemusi
byt zcela spolehlivy, protoze nékteré kmeny jsou biochemicky inertni a morfologicky jsou
velice podobné kampylobakteriim (Ongor et al., 2004). Vhodnou alternativou k biochemickeé
identifikaci se stala metoda polymerazové fetézové reakce (PCR) diky svym rychlym
vysledkim a citlivosti (Houf et al., 2000). Zakladem této metody je replikace DNA
a mnohonasobnd amplifikace specifického useku DNA vin vitro podminkach. Metoda
zredukovala pocet falesn¢ pozitivnich vysledki zpisobenych zaménou s jinymi bakteriemi
celedi Campylobacteraceae. Multiplex-PCR kombinuje primery specifické pro jednotlivé
druhy arkobakterii a probihd identifikace napt. 4. cryaerophilus, A. butzleri a A. skirrowii
pfi jediné analyze. Diky tomu se stala mozna identifikace arkobakterii jesté rychlejsi (Ongor
et al., 2004). Moznou komplikaci pfi uziti PCR mize byt pfitomnost DNA mrtvych bunék,
coz vede k faleSné¢ pozitivnimu vysledku (Moreno et al., 2003). Falesné negativni reakci
mohou zplsobovat inhibicni latky pfitomné ve vzorku nebo v pomnozovacich mediich

(Rahimi et al., 2012).

Dalsi vyuzivanou metodou je FISH (fluorescencni in situ hybridizace) se specifickou
fluorescenéné znacenou oligonukleotidovou sondou. Tato metoda je rychla, citliva
a specifickd a umoziuje urcit morfologii mikroorganismu, velikost bun¢k a obsah bunécné
rRNA (Moreno et al., 2003; Fera et al., 2009). Vyhodou metody FISH je vétsi stabilita proti
inhibitorim pfitomnych ve vzorku. Metoda funguje nezavisle na jakychkoliv enzymatickych
reakcich. Pro analyzu neni nutné ziskdni DNA z bakterie, a proto mohou byt pozitivni
vysledky ziskédny rovnou pfi analyze vzorkd potravin (Fera et al., 2009). Rovnéz umozinuje
detekci zivotaschopnych bungk, které vSak nejsou schopné kultivace. Metoda FISH nedava
faleSn¢ pozitivni vysledky za piitomnosti mrtvych bunék (Moreno et al., 2003) na rozdil

od PCR.

Dal§imi pouzivanymi molekularnimi metodami jsou pulsni gelova elektroforéza (PFGE),
denaturaéni  gradientovd  gelovd elektroforéza (DGGE), polymorfismus délky
amplifikovanych fragmentii (AFLP), polymorfismus délky restrikénich fragmentti (RFLP),
dot blot hybridizace, Western blot, aj. (Gobbi et al., 2018; Douidah et al., 2012; Collado et al.
2011; Bagalakote et al., 2014). Tyto metody jsou ¢asto kombinovany s metodou PCR.
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1.3.3. Analyticka identifikace

MALDI-TOF-MS (hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Gc¢asti matrice
s pruletovym analyzatorem) je analytickd metoda, kterd je vysoce pfesnd a ma Siroké
spektrum aplikaci napt. pro identifikace mikroorganismil a ve srovnani s ostatnimi metodami
je mnohem rychlejsi. Metoda je schopna rozlisit bakterie 1 jiné mikroorganismy na rodove,
druhové a velmi Casto i kmenové uUrovni (Huong et al., 2014). Pfiprava vzorku spociva
v naneseni bakteridlni kultury na ter¢ik MALDI desticky a pfidani matrice. Po zaschnuti
je vzorek analyzovan pomoci laserového paprsku a vznikaji protonované ionty. Tyto ionty
jsou urychleny a déli se v poméru hmotnosti k ndboji a jsou detekovany pomoci analyzatoru
doby letu (Singhal et al., 2015). Princip této metody je znazornén na Obrazku 4. Vytvoreni
knihovny spekter ucinilo tuto metodu spolehlivou pro rozliSeni rodu Arcobacter
a Helicobacter od fenotypové podobného rodu Campylobacter (Alispahic et al., 2010).
Vysledkem identifikace je mozna shoda nebo neshoda spektra z knihovny se spektrem
zkoumaného mikroorganismu. Moznymi pfi¢inami neshody muze byt kontaminace vzorku

jinymi mikroorganismy nebo nespravna kultivace (Huong et al., 2014).

Laser

b 4

Charged grid

@ | @ TOF
—= DD — @ ® e — Detector [ —

W |

MALDI target Acceleration of lons separated on W I J.LLL A o,
plate (sample +vely charged the basis of their g
mixed with matrix) ions through high miz+ ratio PMF matching
voltage

Obrazek 4 Princip metody MALDI-TOF-MS (Singhal et al., 2015)

Metody HPLC-MS a GC-MS se pouzivaji pro analyzu fosfolipidii a mastnych kyselin
ziskanych z bakterii Arcobacter. Pti HPLC-MS jsou porovnavany rozdily fosfolipidi, GC-MS
poskytuje kompletni sloZzeni mastnych kyselin. Tyto informace umozni taxonomickou

identifikaci kazdého druhu (Jelinek et al., 2006).
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1.4. Citlivost arkobakteru k antibiotikiim

Antibiotika (ATB) jsou chemoterapeutické latky vyuzivané k 1é€bé a prevenci infek¢nich
onemocnéni. Tyto latky vznikaji pievazn€¢ mikrobiologickou produkci bakteriemi
a plisnémi. V dnesni dobé¢ se ale setkavame i s antibiotiky chemicky modifikovanymi nebo se
synteticky vyrdbénymi (Sengupta et al., 2013). Maji bakteriocidni nebo bakteriostatické
ucinky na rust bakterii, nesmi vSak pisobit toxicky na organismus. Mezi bakteriocidni ATB
patii aminoglykosidy, cefalosporiny, karbapenemy, monobaktamy a peniciliny. Tato skupina
plsobi ireverzibilné a maji letalni ucinek na bakterie. Mezi bakteriostaticka antibiotika se fadi
amfenikoly, nitrofurany, oxazolidinony, sulfonamidy a tetracykliny. Tyto latky zastavuji rast
a mnozeni cilovych bakterii. Do skupiny antibiotik majici jak bakteriostatické
tak 1 bakteriocidni ucinky patii skupina fluorochinolonti. Antibiotika mtizeme dale rozdé¢lit
podle spektra plisobeni na Sirokospektra, ktera piisobi proti vice kmentim, nebo uzkospektra,
pusobici pouze proti omezenému mnozstvi kmenti. Dale se ATB mohou d€lit dle mechanismu
jejich ptusobeni, mezi které patii inhibice syntézy bunécné stény, inhibice syntézy bilkovin,
inhibice syntézy nukleovych kyselin, inhibice metabolismu a poruSeni funkce

cytoplazmatické membrany.

Existuje cela fada antibiotik, které se 1i$i svou strukturou, proto se déli do nékolika skupin.
Mezi skupinu B-laktamovych antibiotik jsou zafazeny peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy
a monobaktamy. Peniciliny (produkty plisn€ Penicillium chrysogenum) patii mezi prvni
objevend antibiotika, které maji antimikrobidlni U¢inek va¢i  gram-pozitivnim
i gram-negativnim bakteriim (Martin et al., 2011). DalS§imi skupinami antibiotik
jsou tetracykliny, aminoglykosidy, makrolidy, cyklické peptidy a streptograminy (Guimaraes
et al., 2010).

1.4.1. Testovani citlivosti na antibiotika

Metody zkoumani citlivosti bakterii na antibiotika lze délit do dvou skupin. Prvni skupinou
jsou kvalitativni metody, do kterych patfi difuzni diskova metoda. Pii této metodé
se na pudu Mueller-Hilton, husté zaoCkovanou zkoumanym mikroorganismem, ptilozi disky
naimpregnované znamou koncentraci antibiotika. B¢hem inkubace dochdzi k difuzi
antibiotika do agaru. Pokud je mikroorganismus citlivy na antibiotikum, vytvofi se inhibi¢ni
zona. Po vhodné inkubacéni dobé¢ se zméii velikost inhibi¢ni zény od stfedu po jeji okraj
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a mikroorganismus se ozna¢i bud za citlivy, intermediatni nebo rezistentni na dané

antibiotikum (Urbaskova, 1998). Vysledny antibiogram je znazornén na Obrazku 5.

Obrazek 5 Testovani citlivosti na antibiotika — diskova difuzni metoda (Espinel-Ingroff, 2006)

Druhou skupinu jsou kvantitativni stanoveni, kterym lze urCit minimalni inhibi¢ni
koncentraci (MIC). Hodnota MIC udéava nejniz§i mnoZstvi, které viditelné inhibuje rist
mikroorganismt. V nékterych piipadech lze stanovovat i minimalni baktericidni
usmrtit (Urbaskova et al., 1985). Mezi kvantitativni stanoveni patii agarova dilu¢ni metoda,
kterd je povazovana za referenéni metodu. Na kazdou misku s Mueller—Hilton agarem
a danou koncentraci antibiotika se zaoCkuje testovany kmen. Po inkubaci se odecte

koncentrace odpovidajici MIC (Urbaskova, 1998).

Dalsi kvantitativni metodou je bujonova diluéni metoda, kterd se provadi
ve zkumavkdach nebo jamkach mikrotitraéni desticky naplnénych Mueller-Hilton bujonem.
Kazdd zkumavka/jamka obsahuje jinou koncentraci antibiotika. Do bujonu se inokuluje
testovany kmen a necha se inkubovat. Po inkubaci se odecte hodnota MIC, kterd odpovida

zkumavce/jamce s nejnizs$i koncentraci antibiotika, kde nebyl patrny rist MO (Urbaskova,

1998).
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Mezi kvantitativni metody se fadi i E—test, ktery kombinuje diskovou difuzni metodu
s dilu¢ni metodou. Na Mueller-Hilton agar, ktery je naoCkovany zkoumanym bakterialnim
kmenem, se pfilozi plastovy prouzek, ktery obsahuje exponencialni gradient koncentraci
antimikrobidlni latky. Po inkubaci se odec¢ita MIC (Letournel-Glomaud et al., 2003).

Vysledny antibiogram je znazornén na Obrazku 6.

Obriazek 6 Testovani citlivosti na antibiotika - metoda — E—test (Brook et al., 2013)

1.4.2. Rezistence bakterii Arcobacter spp. na antibiotika

Rezistence je schopnost mikroorganismu odolavat u¢inkiim ptsobeni antimikrobidlnich latek.
Pro bakterie je tato vlastnost pfirozend, nebo si ji mize vybudovat béhem svého vyvoije.
Sekundarni rezistence vznikd mutaci genomu, kdy se vytvoii genetickd informace kodujici
rezistenci a antibiotikum pfestane na bakterii pasobit obvyklym zptisobem. Takto vznikla
mutace se pak prendsi na dcefiné buiiky pomoci plasmidi, transpozonti nebo genovych kazet
(Cohen et al., 1972). Mezi mechanismy rezistence patii zména cilového mista ptisobeni ATB,
zhorSeni mozZnosti priniku ATB do buiiky, odCerpani antibiotika pry¢ z bunky a vytvofeni

enzymil, které mohou ATB v buiice rozlozit.
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Pti zkoumani citlivosti byla zjiSténa celd tfada antibiotik, bézn¢ se vyskytujicich v Iékarské
nebo veterinarni praxi, na kterd byly bakterie Arcobacter spp. odolné. Pii 1écbe
gastrointestinalniho onemocnéni zpisobenych arkobaktery se bézné pouzivaji chinolony,
tetracykliny, maktolidy nebo beta—laktamy (Ferreira et al., 2019). Mezi antibiotika, na ktera
se potvrdila u arkobakterii rezistence, patii fluorochinony, makrolidy, aminoglykosidy,
amfenikoly, peniciliny a tetracykliny (Houf et al., 2001; Kabeya et al., 2004; Son et al, 2007).
Vysoka prevalence antimikrobidlni rezistence muize byt zpisobena nedodrzenim zasad
uzivani antibiotik jak u zivocicht, tak i u lidi (Ferreira et al., 2019). Byla rovnéZ potvrzena
rozdilna rezistence na odlisné druhy antibiotik v rdmci né¢kolika kment téhoz druhu (Atabay
a Aydin, 2001). V mnoha studiich se objevuje i multirezistence vuc¢i vice nez tiem
antibiotikiim (Rathlavath et al., 2017; Silha et al., 2017; Vicente—Martins et al., 2018). Malou
vyhodou rezistence muze byt jeji vyuziti pii izolovani arkobakterti, kdy se dané antibiotikum

pouzije pro potlaceni doprovodné mikroflory (Snelling et al., 2006).

V soucasné¢ dobé stoupad uroven rezistence bakterii na antibiotika ve vSech Céastech svéta.
Objevuji se nové mechanismy rezistence a tim se zvySuje problém léceni béznych infekénich
nemoci. Rezistence je navic urychlena zneuzivanim a naduzivanim antibiotik. (World Health

Organisation, 2018).
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. Pouzité chemikalie, Zivné pudy, pristroje a pomtcky

2.1.1. Chemikalie a standardni latky

Agarosa (Serva, Némecko)

EDTA (0,5 mol/I; pH 8,0) (Sigma—Aldrich, Némecko)
Ethidium bromid (10 mg/ml) (Top-Bio, CR)

Chlorid sodny p.a. (Penta Chrudim, CR)
Kyselina borita p.a. (Sigma—Aldrich, Némecko)
Kyselina chlorovodikova (Penta Chrudim, CR)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma—Aldrich, Némecko)

2.1.2. Reagencie a potieby pro PCR

25 mmol/l MgCl, (TaKaRa Biomedicals, Japonsko)
10x PCR pufr (TaKaRa Biomedicals, Japonsko)
dNTP mix (TaKaRa Biomedicals, Japonsko)
DNA taq polymeraza™ (TaKaRa Biomedicals, Japonsko)
Vkladaci pufr™ (Top-Bio, CR)
DNA marker 155-970 coloured (Top-Bio, CR)

38



Primery pro PCR (Generi Biotech, CR)

ARCO (*672 D8) 5'-CGT-ATT-CAC-CGT-AGC-ATA-GC-3’
BUTZ (*672 D7) 5-CCT-GGA-CCT-GAC-ATA-AGA-ATG-3’
CRY1 (*672 E1) 5'-TGC-TGG-AGC-GGA-TAG-AGG-TA-3’
CRY2 (*672 E0) 5'-AAC-AAC—CTA-CGT-CCT-TCG-AC-3’
SKIR (*672 D9) 5'-GGC-GAT-TTA-CTG-GAA-CAC-A-3’

1 M TRIS-HCI

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (H,NC(CH,OH);) byl rozpustén v 958 ml destilované
vody a nasledné byla pifidina 36 % HCIL. Po vychladnuti bylo wupraveno pH
na hodnotu 8,0 pomoci NaOH (5 mol/l). Vzniklad smés byla autoklavovana pii 121 °C po dobu

15 minut.
10x Tris—EDTA pufr (TE pufr)

Veskeré chemikalie byly smichany s 880 ml destilované vody.

Slozeni: EDTA 0,5 mol/l (pH 8,0) 100 ml

Tris—HCI1 1 mol/1 (pH 8,0) 20 ml

10x Tris—Borat—-EDTA pufr (TBE pufr)

Veskeré chemikalie byly smichany s 960 ml destilované vody.

Slozeni: H,NC(CH,0H)s 108,0 g
Kyselina borita 550¢g
EDTA 5,84 ¢

1x Tris—Borat-EDTA pufr (TBE pufr)

100 ml 10x TBE pufru bylo smichéno s 900 ml destilované vody.
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1,5% agarosovy gel s ethidium bromidem

Agarosa byla smisena s 1x TBE pufrem a pfivedena k varu. Po ochlazeni byly pfidany 4 pl

ethidium bromidu.

Slozeni: agarosa 1,2¢g
1x TBE pufr 80 ml
Ethidium bromid 4,0 ul
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2.1.3. Pouzivana antibiotika

Amikacin 30 ug (OXOID, UK)
Amoxycillin/klavulanova kyselina 30 ug (OXOID, UK)
Ampicillin 10 ng (OXOID, UK)
Aztreonam 30 ug (OXOID, UK)
Cephalotin 30 ug (OXOID, UK)
Chloramphenicol 30 ug (OXOID, UK)
Ciprofloxacin 5ug (OXOID, UK)
Clindamycin 2 ug (OXOID, UK)
Doxycyklin 30 ug (OXOID, UK)
Enrofloxacin 5ug (OXOID, UK)
Erytromycin 15 pug (OXOID, UK)
Gentamycin 10 ng (OXOID, UK)
Kyselina nalidixova 30 ug (OXOID, UK)
Oxacilin 1 pg (OXOID, UK)
Penicillin G 10 UI (OXOID, UK)
Streptomycin 10 ng (OXOID, UK)
Tetracyklin 30 ug (OXOID, UK)
Tobramycin 10 ng (OXOID, UK)
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2.1.4. Mikrobiologicka média a roztoky

Arcobacter bujon (OXOID, Spojené kralovstvi)

Pro ptipravu Arcobacter bujonu bylo navazeno 24 g komeréné dostupné praSkové smési
zivného média. Toto mnozstvi bylo smichano s 1000 ml destilované vody a sterilizovano

v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

SloZeni: pepton 18,0 g/l
kvasni¢ny extrakt 1,0 g/l
chlorid sodny 5,0 g/1

pH pfi 25 °C: 7,2 £ 0,2

BHI bujon — Brain Heart Infusion (HIMEDIA, Indie)

Pro ptipravu BHI bujonu bylo navazeno 37 g komeréné dodavané praSkové smési zivného
média. Toto mnozstvi bylo smichano s 1000 ml destilované vody a sterilizovano v autoklavu

pii 121 °C po dobu 15 minut.

Slozeni: infuze z teleciho mozku 12,5 g/l
infuze z hovéziho srdce 5,0 g/l
protedzovy pepton 10,0 g/1
dextrosa 2,0 g/1
chlorid sodny 5,0 g/l
fosfore¢nan disodny 2,5 g/l

pH pii 25 °C: 7,4 £0,2
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Fyziologicky roztok

Pro ptipravu fyziologického roztoku bylo navazeno 8,5 g chloridu sodného. Toto mnozstvi
bylo smichdno s1000 ml vody a sterilizovano v autoklavu pifi 121 °C po dobu

15 minut.

Krevni agar - Blood agar base No. 2 (Himedia, Indie)

Pro ptipravu baze krevniho agaru bylo navazeno 21,25 g komeréné dodévané praskové smeési
zivného média. Toto mnozstvi bylo smichdno s 500 ml destilované vody a sterilizovano
v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut. Po vychladnuti baze na 40 — 50 °C bylo asepticky

pridano 5 % v/v sterilni defibrinované berani krve.

Slozeni: proteazovy pepton 15,0 g/l
jaterni extrakt 15,0 g/l
kvasni¢ny extrakt 2,5¢/1
chlorid sodny 5,0 g/l
agar 15,0 g/l

pH pfi 25 °C: 7,4 + 0,2

LB médium — Luria—Bertani bujon (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)

Pro pfipravu LB média bylo navdzeno 20 g komeréné dodavané praskové smési Zivného
média. Toto mnozstvi bylo smichano s 1000 ml destilované vody a sterilizovano v autoklavu

pii 121 °C po dobu 15 minut.

Slozeni: trypton 10,0 g/l
kvasni¢ny extrakt 5,0 g/l
chlorid sodny 5,0 g/l

pH pfi 25 °C: 7,2+ 0,2
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TSA agar — Tripton Soya Agar (HIMEDIA, Indie)

Pro ptipravu TSA agaru bylo navazeno 40 g komer¢n¢ dodavané praskové smeési zivného

média. Toto mnozstvi bylo smichano s 1000 ml destilované vody a sterilizovano v autoklavu

pii 121 °C po dobu 15 minut.

Slozeni

pH pfi 25 °C: 7,3+ 0,2

trypton
sojovy pepton
chlorid sodny

agar

2.1.5. Sbirkové bakterialni kmeny

15,0 g/l
5,0 g/l
5,0 g/l

15,0 g/1

Jako pozitivni kontroly v PCR bylo pouzito né€kolik kmenti bakterii rodu Arcobacter. Jako

negativni kontrola byl pouzit sbirkovy kmen Escherichia coli. Tyto kmeny pochazely z Ceské

sbirky mikroorganismii Masarykovy univerzity v Brné (CCM), ze Sbirky mikroorganismi

univerzity Goteborg ve Svédsku (CCUG), z Belgické sbirky mikroorganismii pii Univerzité

v Ghenu (LMG) a z interni sbirky mikroorganismii Univerzity Pardubice (UPa).

Arcobacter butzleri
Arcobacter butzleri
Arcobacter cryaerophilus
Arcobacter cryaerophilus
Arcobacter cryaerophilus
Arcobacter skirrowii

Escherichia coli

CCUG 30484
UPa 2012 /3 (COV)
CCM 7050

CCM 3933

UPa 2013/13

LMG 6621

CCM 3954
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2.1.6. Pristroje, zarizeni, pomiicky

Autoklav PS 20A

Biologicky termostat BT120M
Centrifuga MPW-15 mini
Denzitometr McFarland DEN-1

Diskovy davkovac na antibiotika

Elektroforeticka vana OWL EASYCAST
BIA

Elektroforeticky zdroj MP-300V

Homogenizacni sacky s bo¢nim filtrem

BBAG-03

Horkovzdusny sterilizator STERIMAT 5104
Chladnicka Zanussi ZRA40100WA
Chladnicka Gorenje RK6201BW
Laminarni box Hotte MSC 9 Standatd
Membréanovy filtr 0,45 pm (o 47 mm)
Mikropipety automatické
Mikropipety automatické

Mikrovlnna trouba LG

Mraznicka Whirpool

Petristalticky homogenizator

pH metr Cyber Scan oH/ion 51
Predvéazky laboratorni ES1001

Termoblok SBH130DC

(BMT, CR)

(Lab. pfistroje Praha, CR)
(Stuart®, UK)

(Biosan, CR)

(OXOID, Indie)
(Sigma, USA)

(Major Science, USA)
(BRAG, USA)

(BMT, CR)

(Zanussi, Italie)
(Gorenje, Slovinsko)
(Jouan, Francie)
(Millipore, USA)
(BioHit Proline, Finsko)
(Discovery, Némecko)
(LG, Korea)

(Whirpool, USA)

(IUL Instr., Spanélsko)
(Eutech Instr., Singapur)
(Bel Engeneering, Italie)

(Stuart®, UK)
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Termocykler Biometra TProfessional (Biometra, Némecko)

Gradient

UV dekontamina¢ni box (UVC/T-AR) (Biosan, Litva)

UV transluminator Vilber Lourmot (Chemos, CR)
Vortex MS 1 (IKA Works, USA)

Bézné laboratorni sklenéné, plastové, kovové a pryZové pomiicky

2.2. Vzorky

Pro ucely této diplomové prace bylo shromazdéno celkem 235 vzorka zivocisného ptivodu
pochazejicich z Ceské republiky. Vzorky byly ziskany z maloobchodni i velkoobchodni sité
a z domaciho chovu. Ziskané vzorky byly ihned zpracovany v laboratofi, piipadné byly
uchovany pii chladnickoveé (4 °C) ¢1 mraznickové (-20 °C) teploté a nasledné byly podrobeny
mikrobiologické analyze. Vzorky uchovdvané pii mraznickové teplot¢ byly postupné
rozmrazovany Vv lednici pfi 4 °C. Vzorky byly rozdéleny do né¢kolika skupin na vzorky
driibeze, ryb a motskych zivocichli a vzorky ostatni (vepfové maso, hovézi maso, kralici

maso). VSechny shromdzdéné vzorky jsou uvedeny v Priloze A, B a C.
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2.3. Pracovni postupy

2.3.1. lIzolace Arcobacter spp. ze vzorki ZivociSného piivodu

Pro izolaci Arcobacter spp. ze vzorkll zivocisného ptivodu byla pouzita metoda podle Houf
et al. (2001), ktera je popsana v kapitole 1.2.2. Tato metoda byla pro ucely laboratorni praxe

¢astecné modifikovana.

Nejprve byl optimalizovan pracovni postup pro izolaci arkobakterii ze vzorku. Optimalizace
byla provedena z diivodu zvySeni zachytnosti arkobakterti pti pomnozovacim kroku. Vzorky
byly pomnozovany v pomnozovacim médiu Arcobacter bujon po dobu 24, 48 a 72 hodin.
Jako idealni doba pro pomozeni bylo vybrano 48 hodin, kdy jiz dochazi k obnoveni subletalné
poskozenych bunék a jejich rozmnozeni a doprovodna mikroflora je stile na urovni, ktera
zcela nepotlacuje rist arkobakterti. Vysledny optimalizovany postup je popsan v nasledujicim

odstaveci.

Do homogenizaéniho sacku bylo navazeno 25 g reprezentativniho vzorku masa
a smichano s 225 ml Arcobacter bujonu. Obsah homogeniza¢niho sacku byl homogenizovan
pomoci peristaltického homogenizatoru po dobu 2 minut. Pomnozeni probé&hlo pfi teploté
30 °C po dobu 48 hodin a nasledné¢ byl proveden krok pasivni filtrace. Objem 100 nl
pomnozené bakteridlni suspenze byl nanesen v nékolika kapkach na membranovy filtr
o velikosti port 0,45 um (¢ 47 mm, Millipore, Billerica, MA, USA) pfiloZzeny na povrch
kultivacniho média TSA. Pasivni filtrace probihala pii 30 °C po dobu 30 minut, poté byl filtr
odstranén. Nasledna kultivace Petriho misek probihala pfi 30 °C po dobu 24-48 hodin,
v pfipad€ negativniho narlistu az po dobu 7 dni. Suspektni kolonie (bezbarvé az nazloutlé)
byly pfeockovany izolaci ¢arkovanim na TSA médium a konfirmovany pomoci barveni podle
Grama. Ziskané suspektni izolaty byly dale podrobeny molekularné—biologické identifikaci

pomoci PCR.
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2.3.2. Identifikace Arcobacter spp. pomoci multiplex—-PCR

Pro ucel identifikace Arcobacter spp. byla pfevzata metoda multiplex-PCR podle studie Houf
etal. (2001).

Potencidlni  izolované kmeny  arkobakter  byly zaockovany do 200 pul
10x Tris— EDTA pufru a podrobeny lyze bunék a izolaci DNA pii 110 °C po dobu 15 minut.
Multiplex-PCR (Houf et al., 2000) byla provedena ve 25 ml reakéni smési obsahujici 2 pl
lyzatu DNA; 3 mM MgCI2; 2,5 pl 10x PCR pufru; 0,2 mM dNTP mixu; 0,75 U DNA
Taq polymerazy'™ (TaKaRa Biomedicals, Japonsko) a PCR primery (Generi Biotech, Ceska
Republika): 2 uM ARCO (5'-CGT-ATT-CAC-CGT-AGC-ATA-GC-3"), 2 uM BUTZ
(5 -CCT-GGA-CCT-GAC-ATA-AGA-ATG-3"), 2 uM CRYI1(5-TGC-TGG-AGC-
GGA-TAG-AGG-TA-3"), 2 uM CRY2 (5-AAC-AAC-CTA-CGT-CCT-TCG-AC-3")
a 2 uM SKIR (5-GGC-GAT-TTA-CTG-GAA-CAC-A-3"). Tyto primery amplifikuji
401-bp fragmenty 16S rRNA A. butzleri, 257-bp fragmenty 23S rRNA A. cryaerophilus
a 641-bp fragmenty 16STRNA 4. skirrowii. Reakce byla provedena v termocykleru Biometra
TProfessional Gradient (Biometra, Némecko) a zahrnovala nésledujici kroky — pocatecni
denaturaci (94 °C, 2 min); 32 cykla denaturace (94 °C, 45 s), annealing primert (65 °C, 45 s)
a extenzi fetézce (72 °C, 30 s); zavéreCnou DNA extenzi (72 °C, 4 min). Stejnym postupem

byly pfipraveny i pozitivni a negativni kontroly.

Takto ziskany produkt (10 pl) byl smichan s vkladacim pufrem a néasledné separovan gelovou
elektroforézou (100 V, 40 min) na 1,5% agarosovém gelu s 10 mg/l ethidium bromidu
(Top Bio, Japonsko) v prostiedi 1x TBE pufru. Jako standard byl pouzit 155 — 970 DNA
marker (Top Bio, Japonsko) a vizualizace probéhla pomoci Vilber Lourmat

UV transluminatoru (Chemos, Ceska republika)

2.3.3. Priprava bakterialni suspenze

Vyizolované kmeny byly nejprve vyockovany na TSA agaru a kultivovéany pfi teploté 30 °C
po dobu 48 hodin. Po uplynuti doby kultivace byla piipravena bakteridlni suspenze
o denzit¢ bun€k odpovidajici stupni 0,5 McFrlandovy zékalové stupnice (méfeno
na denzitometru) smichanim narostlych kolonii s fyziologickym roztokem. Takto vznikla
suspenze bunck byla nafedéna desitkovym fedénim a nasledné bylo skute¢né mnozstvi bunék

ovéteno kultivacné vyockovanim na TSA agar.
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2.3.4. Vliv antibiotik na Arcobacter spp.

Vliv antibiotik na arkobaktery byl testovan pomoci difuzni diskové metody. Ptipravena
bakterialni suspenze o denzité odpovidajici stupni 0,5 Mc Fralandovy zakalové stupnice byla
nanesena za pomoci sterilniho vatového tamponu na cely povrch krevniho agaru s 5 % berani
krve. Nasledn¢ byly na naoCkouvané pudy aplikovdny pomoci raznice s disky celkem
osmnacti vybranych antibiotik (amikacin, amoxycillin/klavulanova kyselina, ampicillin,
aztreonam, cephalotin, chloramphenicol, ciprofloxacin, clindamycin, doxycylin, enrofloxacin,
erythromycin, gentamycin, kyselina nalidixova, oxacillin, penicillin G, streptomycin,
tetracyklin a tobramycin). Petriho misky byly spolu s disky inkubovany za aerobnich
podminek pii 30 °C po dobu 48 hodin. Po uplynuti doby inkubace byly pomoci métitka
zméfeny pramery vzniklych inhibi¢nich zén. Cely tento postup byl dvakrat opakovan
a z vysledkl byl vypocten aritmeticky primér. Hodnoty aritmetickych priméri byly srovnany
s hodnotami breakpointii antibiotik a zkoumané kmeny byly oznaceny jako citlivé,
intermediatni nebo rezistentni k vybranym antibiotikim. Pro bakterie Arcobacter spp.
doposud neexistuji breakpointy, proto byly v této praci prevzaty breakpointy popsané pro rod

Campylobacter a pro Celed’ Enterobacteriacea.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

V réamci praktické casti diplomové prace probéhla nejprve izolace bakterii rodu Arcobacter
spp. zriznych vzorkll. Nasledné¢ prob¢hla identifikace ziskanych izolatd pomoci metody
multiplex-PCR a vybrané identifikované kmeny byly testovany z hlediska citlivosti/rezistence
k antibiotikiim. V této casti jsou popsany konkrétni vysledky vyskytu arkobaktert
ve zkoumanych vzorcich, které jsou porovndvany s ostatnimi vyzkumy. Dale je zde popséna
citlivost/rezistence bakterii Arcobacter spp. v piipadé¢ 18 antibiotik, které se vyuzivaji

pii 1écbé bakterialnich onemocnéni.
3.1. 1Izolace Arcobacter spp. ze vzorki

Vramci diplomové prace byla optimalizovana doba pomnoZeni v pomnozovacim médiu
Arcobacter bujon. Pfi pouziti doby pomnozeni 24 hodin a néasledné pasivni filtraci
a kultivaci (48 hodin) nejevily Petriho misky Zadny ndrtst arkobakterd, pii pouziti doby
pomnoZzeni 48 hodin byl jiz na agaru znatelny rist té€chto bakterii. V ptipad¢ pouziti doby
nad 72 hodin, byly misky nadmérné porostlé doprovodnou mikroflorou, kterd spolu
s arkobaktery prostoupila pfes membranovy filtr. Jako optimalni se tedy jevila doba
pomnoZeni 48 hodin. Tato doba byla dale aplikovana na vSechny vzorky testované v této

diplomové praci.

Pro prokazovani ptfitomnosti Arcobacter spp. ve vzorcich potravin zivocisného ptivodu byla
pouzita metoda popsana v kapitole 2.3.1., ktera zahrnovala stupei pomnozeni, pasivni filtraci
a naslednou kultivaci na neselektivnim médiu. Jako neselektivni médium bylo pouzito TSA
(Trypton Soya agar), na némz rostly bakterie rodu Arcobacter ve velice drobnych bezbarvych
az nazloutlych koloniich. Rast Arcobacter spp. na neselektivnim TSA agaru je znazornén

na Obrazku 7.
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Obrazek 7 Rist bakterii Arcobacter cryaerophilus (vlevo) a Arcobacter butzleri (vpravo) na
neselektivnim TSA agaru (foto autor)

3.2. Identifikace izolovanych kmenii

Izolované kmeny suspektnich arkobakteri z235 vzorkGi byly nejprve zkoumény
dle makroskopickych vlastnosti a pomoci Gramova barveni. Z tohoto poc¢tu bylo vybréno
54 Arcobacter—presumptivnich vzorkid. Pro jejich identifikaci a zafazeni do druhu byla
pouzita metoda multiplex—PCR s primery k identifikaci tii nejcastéji se vyskytujicich druht,
(A. butzleri, A. cryaerophilus a A. skirrowii). Ze vSech 54 Arcobacter—presumptivnich vzorkd,
bylo identifikovano 24 vzorkd pozitivni na piitomnost bakterie A. butzleri a/nebo
A. cryaerophilus. V zadném vzorku nebyl zaznamenan vyskyt druhu 4. skirrowii. Vycet
vzorkl, u kterych byla pozitivni izolace Arcobacter spp., je znazornén v Tabulce 3. Nelze
vSak vyloucit vyskyt nékterého z dalSich arkobaktert v nékterych vzorcich, jelikoz pouzita

metoda byla zamétena na nejCastéji se vyskytujici druhy arkobaktert.
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Tabulka 3 Piehled vzorkl pozitivnich na pfitomnost Arcobacter spp. (m—PCR identifikace)

vf(iill(()u OVZZI::;E:"’ Datum odbéru si)::li{i;ilkace :));;tg::ll)lutor/misto Arcobacter spp.
Kufeci maso
8 V30 21.10.2018 | Prsni Fizek ?fegl?(l)i/tl\:Kolin A. butzleri
15 V43 26.10. 2018 Zadni ctvrtky Vodnanské kuie A. butzleri
16 V44 26.10.2018 | Zadni étvrtky Vodiianské kufe ﬁ: IZZZZ::OZp i
18 V46 26.10.2018 | Zadni ¢tvrtky Vodnanské kuie A. butzleri
20 V48 27.10.2018 Stehno Krasno Dubnany | A. butzleri
21 V49 27.10. 2018 Prsni fizek Krasno Dubnany | A. butzleri
30 V65 8.11.2018 Prsni fizek TescoUnicov A. butzleri
38 V83 19.11. 2018 Prsni tizek Globus Olomouc | 4. cryaerophilus
44 V89 16.11. 2018 Prsni fizek Vodnanské kute A. butzleri
48 V93 16.11. 2018 Prsni fizek Vodnanské kute A. butzleri
49 Vo4 16.11. 2018 Prsni fizek Vodnanské kute A. butzleri
59 V107 25.11.2018 Prsni fizek Tesco Unicov A. butzleri
Kachni maso
5 V69 11.11.2018 | Trtol ?fezéléffl‘g Kolin | A4 buleri
6 V70 11.11.2018 | Trtol $f§§;iﬁ? Kolin | A butzteri
Husi maso
1 V26 21.10.2018 | Srdce pomaciehov: | 4. butcleri
Sladkovodni ryby
1 V24 21.10. 2018 Pstruh Rybnik Zalsi A. butzleri
21 V132 30.11.2018 Sumecek Globus, Pardubice | 4. butzleri
28 V160 10.12. 2018 Pstruh Globus, Pardubice | A. butzleri
29 V16l 10.12. 2018 Pstruh Globus, Pardubice | A. butzleri
Plody mofe
V130 30.11.2018 Kreveta Globus, Pardubice | 4. cryaerophilus
V134 30.11.2018 Slavka Globus, Pardubice | A. butzleri
Moi'ské ryby
7 V138 4.12.2018 Makrela Globus, Pardubice | A. butzleri
8 V141 5.12.2018 | Losos g;r‘fl%?gé A. butzleri
Vepi'ové maso
10 V37 20.10.2018 | Kyta Domici chov, A.butzleri

Z4lsi
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Vzorovy zaznam identifikace Arcobacter spp. pomoci metody m—PCR je znazornén

na Obrazku 8.

M AB AC AS NK

Obrazek 8 Vzorovy zaznam identifikace bakterii Arcobacter spp.

M... DNA marker (155-970 bp), AB... pozitivni kontrola Arcobacter butzleri CCUG 30484, AC... pozitivni
kontrola Arcobacter cryaerophilus CCM 7050, AS... pozitivni kontrola Arcobacter skirrowii LMG 6621,
N... negativni kontrola Escherichia coli CCM 3954 . 1-10... vzorky. 1 A4. butzleri, 2... negativni vzorek,
3... A butzleri, 4... A. butzleri, 5... A. butzleri, 6... A. butzleri, 7... negativni vzorek, 8... A. butzleri,
9... A. cryaerophilus, 10... A. butzleri, 11... A. butzleri (foto autor)
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3.3. Prevalence Arcobacter spp. ve vzorcich ZivocisSného pivodu

Potraviny zivocisného ptivodu jsou povazovany za nejCastéjsi rezervoar bakterii Arcobacter
spp. Nejcastéjsi  vyskyt téchto bakterii je vmase a masnych vyrobcich,
kdy je nejvyssi prevalence popsana u driitbeziho masa, masnych vyrobkll a vnitinostech
dritbeze. DalSim hojnym rezervodrem téchto bakterii je vepfové a hovézi maso, dale ryby

a mortské plody.

V ramci této diplomové prace bylo zpracovano celkem 235 vzorkt, které zahrnovaly hlavné
vzorky dribeziho masa, ryb a moiskych plodi a v menSim poctu také vzorky veprového,
hovéziho a kralicitho masa. Tabulky se vSemi vzorky vcetné doby a mista odbéru jsou
umistény v Piiloze A, B a C. Tyto vzorky byly zpracovany a identifikovany na zakladé
postupt uvedenych v kapitolach 2.3.1 a 0. Z celkového poctu 235 zpracovanych vzorkl byla
zjisténa pritomnost bakterie Arcobacter spp. u 24 vzorku, tj. 10,2 %. Celkova prevalence
A. butzleri byla 9,4 % a A. cryaerophilus 1,2 %. V jednom ze vzorkll se nachéazely oba tyto
kmeny (vzorek V44, kufeci maso, Vodnanské kute). Prevalence bakterii A. butzleri

a A. cryerophilus ve zpracovanych vzorcich je popsana v Tabulce 4.

Tabulka 4 Prevalence Arcobacter spp. ve vzorcich Zivoé¢isného ptivodu

Vzorky Pocet vzorku Arcobacter spp. A. butzleri A. cryaerophilus
Dribezi 98 16 (16,3 %) 14 (14,3 %) 2 (2,0 %)
Ryby a motské plody 104 8 (7,7 %) 7 (6,7 %) 1 (1,0 %)

Ostatni (hovézi,

0 ) 0
vepFové, kedlik) 33 1 (3,0 %) 13,0 %) 0 (0,0 %)

Celkem 235 25 (10,6 %) 22 (9,4 %) 3(1,2 %)

Obecné plati, ze nejvétsim rezervodrem bakterie Arcobacter spp. je dribezi maso.
Kontaminace tohoto druhu masa je doposud nejasnd. Jednim moznym zdrojem vyskytu
arkobakterti v dribezich vnitfnostech je jejich ptfitomnost v gastrointestinalnim traktu. Nelze
vSak ani vyloucit sekundarni kontaminaci zplisobenou nedostate€nou hygienou. V menSim
poctu se pak tyto bakterie nachédzeji v hovézim a vepfovém mase. Ke kontaminaci masa
dochéazi nejspiSe nedostateCnou hygienou pracovnikli a pracovnich prostor nebo kontaktu
masa s fekaliemi. Velkou miru prevalence Arcobacter spp. (40 %) popisuje studie, ktera
zkoumala vzorky odebrané z povrchi desek na krajeni masa a z nozii (Elmali a Can, 2017).

Dal8im stale zvétSujicim se rezervoarem téchto bakterii jsou ryby a moiské plody. Velmi
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casto byvaji kontaminovany sladkovodni ryby Zijici v blizkosti vypusti znecisténé vody. Tato
voda byva vypousténa i do mote a tim dochdzi k prenosu bakterii na moiské ryby a motské
plody. Diky konzumaci syrovych nebo nedostatecné tepelné upravenych ryb mohou byt

Arcobacter spp. preneseny na ¢loveka.
Prevalence v driubeZim mase

Pro ucely diplomové prace bylo odebrano celkem 98 vzorkl driibeziho masa. Nejvétsi podil
tvofilo maso kufeci (n=89), dale kachni (n=7), krti (n=5) a husi (n=1). Ze vzorku byly
vyizolovany druhy A. butzleri (n=14) a A. cryaerophilus (n=2). Jeden vzorek obsahoval oba
tyto druhy (vzorek V44, kufeci maso, Vodnanské kute). Celkova prevalence v driitbezim mase
byla 16,3 %, v kufecim mase pak 15,3 %, v kachnim mase 28,6 %, jediny zpracovany husi
vzorek byl pozitivni a v kritim mase nebyl Arcobacter spp. nalezen vibec, avSak nutno
podotknout, ze vzorkl z téchto kategorii nebylo zpracovano mnoho. Vyskyt druhl 4. butzleri
a A. cryaerophilus v driibezim mase je zndzornén v Grafu 1, ktery rovnéz poukazuje

na zastoupeni pozitivnich i negativnich vzorkt v jednotlivych podskupinéch.

Graf 1 Pomérové zastoupeni pozitivnich a negativnich vzorkl na pritomnost Arcobacter spp. — vzorky

drubeziho masa
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Ve studii z roku 2004, kde bylo pouzito pomnozovaci médium Arcobacter bujon s CAT
suplementem bylo dosazeno celkové prevalence v kufecim mase 73 % (Rivas et al., 2004).
Nicméné v jiné studii z roku 2018, kde bylo pouzito stejné pomnozovaci médium s CAT
suplementy, byla zaznamenana prevalence arkobakterti u 14,3 % testovanych vzorkt (Di Noto
et al., 2018). Ve studii probihajici v Indii, kde byl pouzit Arcobacter bujon bez suplementu
(stejné jako v této studii), byla zjiSténa prevalence v kufecim mase 16,6 % a v kachnim mase
10,0 % (Sekhar et al., 2017). Dalsi studie zroku 2018 uvadi prevalenci Arcobacter spp.
v 18,3 % kuteciho masa (Oliveira et al., 2018). Z porovnani téchto studii tedy vyplyva,
ze by nemélo mit pouziti CAT suplementu pii pomnozovacim kroku pfili§ velky vliv
na izolaci

a identifikaci arkobaktert.
Prevalence v rybach a morskych plodech

V ptipadé ryb a motskych plodd bylo odebrano celkem 104 vzorkii. Nejvice vzorka tvoftily
sladkovodni ryby (n=77), nasledné¢ moiské ryby (n=20) a moiské plody (n=9).
Ve vzorcich byly nalezeny a identifikovany kmeny A4. butzleri (n=7) a A. cryaerophilus (n=1).
Celkova prevalence u ryb a moiskych plodi byla 7,7 %, u sladkovodnich ryb
se Arcobacter spp. vyskytoval pouze u 5,2 % vzorkl, u motskych ryb byla prevalence 10,0 %
a u moiskych plodi 22,2 %. Jediny kmen A. cryaerophilus byl izolovan z motskych plodd,
konkrétn¢ ze vzorku krevety. Studie se také zamérovala na vyskyt arkobaktert u kapri
v ramci ,,pfedvanoéniho screeningu® této komodity. Zadny ze vzorkl kaprii (n=48) nebyl
zkoumanymi bakteriemi kontaminovan. Vyskyt bakterii A. butzleri a A. cryaerophilus
ve vzorcich ryb a moiskych plodi je zndzornén v Grafu 2, ktery rovnéZz poukazuje

na zastoupeni pozitivnich i negativnich vzorkt v jednotlivych podskupinéch.
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Graf 2 Pomérové zastoupeni pozitivnich a negativnich vzorkd na pritomnost Arcobacter spp. — vzorky ryb

a mofiskych plodu
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Nejcastéji  vyskytujici se arkobaktery vrybach a vjinych moiskych ZivociSich jsou
1 A. butzleri, A. cryaerophilus a A. skirrowii. V poslednich letech ale ptibyvaji dalsi nove,
napiiklad A. venerupis, A. ebromensis, A. ellisii, A. bivalviorum a A. mytili, A. marinus,

A. halophilus, atd.

V této studii bylo mozné ve vzorcich sladkovodnich a motskych ryb a motskych plodech
identifikovat pouze druhy A. butzleri a A. cryaerophilus a jejich celkova prevalence byla
7,7 %. Prevalence u sladkovodnich ryb miiZze byt zpiisobena trusem ptakt Zijicich v blizkosti
téchto vod. To se vSak u vzorkl kaprl (zjisténa prevalence 0 %), Zijicich v rybnicich, kde
se bézné vyskytuje divoké ptactvo, nepotvrdilo. Nizka prevalence ve vzorcich motskych ryb
a zivocichli se ale nepotvrdila ve studii zJordanska a Némecka, které se také zabyvaly
vyskytem tfi nejCastéji vyskytujicich se druhii. Studie zJordanska popisuje prevalenci
arkobakterit ve 30 % vzorkd (Leoni et al., 2017), v Némecku pak byla prevalence u rybiho
masa 34 % (Lehmann et al., 2015). Jelikoz neni Ceska republika pfimofsky stat, dochazi
k vybéru testovanych vzorkd ndhodné, zatimco u piimoiskych statd mohly vyzkumné tymy

zamérné volit lokalitu, kde se dala pfedpokladat vyssi pravdépodobnost vyskytu arkobakteri.

Proto mohla byt prevalence v jejich studiich daleko vyssi, nez je v této studii.
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Prevalence v ostatnich vzorcich

Mezi skupinu vzorkli oznaCenou jako Ostatni bylo zafazeno 33 zpracovanych vzorkl
veprového (n=19), hovéziho (n=10) a krali¢iho (n=4) masa. Jedinym izolovanym kmenem byl
A. butzleri, ktery se nachdzel ve vepfovém mase. Celkova prevalence téchto vzorkli byla
pouze 3 %, u vepirového pak 5,3 %. Vyskyt bakterii A. butzleri a A. cryaerophilus ve vzorcich
hovéziho, vepfového a kralicitho masa je znazornén v Grafu 3, ktery rovnéz poukazuje

na zastoupeni pozitivnich 1 negativnich vzorki v jednotlivych skupinach.

Graf 3 Pomé&rové zastoupeni pozitivnich a negativnich vzorkt na pfitomnost Arcobacter spp. — ostatni vzorky
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Tyto vysledky se neshoduji s vysledky studie zroku 2006, kdy byla zjiSténa prevalence
v hovézim mase 35 % a ve vepfovém 34 % (Scullion et al, 2006). Podobné vysledky ma
i studie z roku 2012, kde byla celkova prevalence Arcobacter spp. 30,2 % (Shah et al., 2012).
Jelikoz dochazi ke kontaminaci hovéziho a vepfového masa hlavné sekundarné, je tedy mozné
uvazovat, ze pil zpracovani vétSiny vzorku vepifového a hovéziho masa, pouzitych v této
praci, doslo k lepsimu dodrzeni hygienickych podminek, poptipadé bylo lépe zabranéno
kifizové kontaminaci s jinymi druhy masa. Nizky vyskyt arkobakterti v krali¢im mase

potvrdila studie z roku 2009, kdy byla celkova prevalence 10 % (Collado et al., 2009).
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Z vysledkti raznych provedenych studii vSak nelze vyvodit zcela definitivni zavér
o prevalenci arkobakterli, protoze to muze ovlivnit fada faktorti, jako jsou velikost vzorku,
metodika izolacnich postupii a naslednd rozdilna metoda identifikace. Ziskané izolaty byly

podrobeny testovani z hlediska citlivosti/rezistence k antibiotiktim.
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3.4. Citlivost na antibiotika

Rezistence na antibiotika se stava stale vétSim celosvétovym problémem. Pro zkoumani
citlivosti bakterii Arcobacter spp. bylo vybrano 18 antibiotik, které se pouzivaji v humanni
¢i veterindrni medicing. Konkrétné se jednalo o amikacin (30 mg), amoxycillin/klavulanovou
kyselinu (30 mg), ampicilin (10 mg), aztreonam (30 mg), cephalotin (30 mg),
chloramphenicol (30 mg), ciprofloxacin (5 mg), clindamycin (2 mg), doxycylin (30 mg),
enrofloxacin (5 mg), erythromycin (15 mg), gentamycin (10 mg), kyselinu
nalidixovou(30 mg), oxacillin (1 mg), penicillin G (10 UI), streptomycin (10 mg), tetracyklin

(30 mg) a tobramycin (10 mg). Veskera pouzita antibiotika jsou zatfazena do skupin
v Tabulce 5.

Tabulka 5 Zatazeni vybranych antibiotik do pfislusnych skupin

Skupina antibiotik Jednotliva antibiotika

Ampicillin
Amoxicillin/klavulanova kyselina

p-laktamy Penicillin

Oxacillin
Cephalosporin
Aztreonam

Linkosamidy Clindamycin

Makrolidy Erythromycin

Ciprofloxacin
Chinolony a fluorochinolony Kyselina nalidixova

Enrofloxacin

Amikacin
Gentamycin
Aminoglykosidy Streptomycin

Tobramycin

Doxycyklin
Tetracykliny Tetracyklin

Amfenikoly Chloramphenikol
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Pro ucely diplomové prace bylo testovano 20 izolovanych kment bakterii Arcobacter
z potravin (18 A. butzleri a 2 A. cryaerophilus). Tyto kmeny zastupovaly izolaty z dribeziho

masa (n=11), ryb a motskych plodi (n=8) a ze skupiny ostatnich vzorkl byl vybran izolat

z vepirového masa (n=1). VSechny pouzité kmeny jsou zndzornény v Tabulce 6.

Tabulka 6 Vybrané izolované kmeny arkobaktert pro testovani rezistence/citlivosti k antibiotikiim

Cislo Oznaceni | Datum odbéru Specifikace | Distributor, misto Arcobacter spp.
vzorku | vzorku vzorku odbéru
Kufteci maso
8 V30 21.10.2018 Prsni fizek | Reznictvi Tiebovle Kolin | A. butzleri
18 V46 26.10. 2018 ?&‘ﬁlﬁy Vodnanské kufe A. butzleri
20 V48 27.10.2018 Stehno Krasno Dubnany A. butzleri
21 V49 27.10. 2018 Prsni fizek | Krasno Dubnany A. butzleri
30 V65 8.11.2018 Prsni fizek | Tesco Uniov A. butzleri
38 V83 19.11. 2018 Prsni fizek | Globus Olomouc A. cryaerophilus
44 V89 16.11. 2018 Prsni fizek | Vodianské kute A. butzleri
49 Vo4 16. 11.2018 Prsni fizek | Vodianské kute A. butzleri
59 V107 25.11.2018 Prsni fizek | Tesco UniCov A. butzleri
Kachni maso
5 V69 11.11.2018 Trtol Reznictvi Tiebovle, Kolin | A. butzleri
Husi maso
1 V26 21.10.2018 Srdce Domaci chov, Zalsi A. butzleri
Sladkovodni ryby
| V24 21.10. 2018 Pstruh Rybnik Zalsi A. butzleri
21 V132 30.11.2018 Sumecek Globus, Pardubice A. butzleri
28 V160 10.12. 2018 Pstruh Globus, Pardubice A. butzleri
29 V16l 10.12. 2018 Pstruh Globus, Pardubice A. butzleri
Plody mofte
V130 30.11.2018 Kreveta Globus, Pardubice A. cryaerophilus
4 V134 30. 11. 2018 Slavka Globus, Pardubice A. butzleri
Moi'ské ryby
7 V138 4.12.2018 Makrela Globus, Pardubice A. butzleri
V141 5.12.2018 Losos Kaufland, Pardubice A. butzleri
Vepiové maso
10 V37 20.10. 2018 Kyta Domaci chov, Zalsi A.butzleri
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Testovani probehlo podle metodiky popsané v kapitole 2.3.4. I piesto, ze byl rod Arcobacter
spp. popsan jiz v roce 1977, neexistuje doposud zadny standardizovany postup pro zjisténi
citlivosti arkobakterti na antibiotika. Nejsou pro né dostupna ani zadné kritéria pro oznaceni
testovanych kment za citlivé, intermediatni nebo rezistentni, proto byly v této praci pievzaty
breakpointy popsané pro rod Campylobacter (pro erytromycin a ciprofloxacin)
a pro Celed” Enterobacteriaceae (pro ostatni antibiotika kromé penicillinu G a oxacillinu).
Utinek penicillinu G a oxacillinu nelze u arkobakteri hodnotit, jelikoz se nejedna
o antibiotika, kterd se pouzivaji k 1écbé infekci zplsobenych gram—negativnimi bakteriemi.
Hodnoty pouzitych breakpointll jsou zaznamenany v Tabulce 7. Ukazka antibiogramu jsou

znazornény na Obrazku 9.

Obrazek 9 Antibiogram —A. butzleri, vzorek V69 (foto autor)

AMP... ampicilin, AMC... amoxycilin/klavulanovad kyselina, DA... clindamycin, TE... tetracyklin,
E... erythromycin, CIP... ciprofloxacin
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Tabulka 7 Breakpointy vybranych antibiotik

ATB S> R<
Amikacin 15 13
Amoxycillin/klavulanova

kyselina 18 13
Aztreonam 22 15
Ampicillin 17 16
Cephalotin 18 14
Ciprofloxacin 26 25
Clindamycin 31 25
Doxycyklin 14 10
Enrofloxacin 23 16
Erythromycin 19 20
Gentamycin 15 12
Chloramphenicol 18 12
Kyselina nalidixova 19 13
Oxacillin - -
Penicillin G - -
Streptomycin 15 11
Tetracyklin 30 29
Tobramycin 15 12

ATB... antibiotikum, S... citlivy, R... rezistentni, -... hodnoty nelze hodnotit. Hodnoty vyjadiuji pramér

inhibi¢ni zony a jsou vyjadieny v mm.

Vysledky testovani mikrobialni citlivosti Arcobacter butzleri a Arcobacter cryaerophilus jsou
uvedeny v Tabulce 7. VSechny testované vzorky byly rezistentni alesponi k jednomu
antibiotiku. Nejvyssi pocet Arcobacter—rezistentnich kment byl zaznamenan ke clindamycinu
(100,0 %). Vysoka rezistence na toto antibiotikum byla popsana jiz ve studii z roku 2007, kdy
byla zjisténa rezistence u 88,5 % testovanych kment arkobakter (Son et al., 2007). V roce
2016 pak byla zjisténa rezistence u 92,6 % kmenta (Shirzad Aski et al., 2016). Podobné
vysoka rezistence byla zaznamendna u antibiotika aztreonamu (95,0 %). Tento vysledek
koresponduje s vysledky zroku 2001, kdy bylo prokdzano 100 % rezistentnich kmeni
arkobakteri (Atabay a Aydin, 2001). Dalsi antibiotikum, ke kterému byly arkobaktery
rezistentni ve velké mife byla kyselina nalidixova (90,0 %). Vyzkum z roku 2007 (Son et al.,

2007) vsak popisuje daleko niz8i vyskyt rezistence, kterd byla zaznamenana pouze u 23,6 %
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kment. Studie vroce 2014 popisuje rezistenci jiz u 77,8 % (Collado et al.,, 2014).
Je tedy patrné, ze se rezistence na antibiotika s postupem casu zvysSuje. Vysokou miru

rezistence vykazovaly arkobaktery i k tetracyklinu (85,0 %).

Cephalotin se bézné€ pouziva pfi izolaci arkobakterii ze vzorkl pro potlaceni riistu doprovodné
mikroflory. Existuji ovSem studie, které poukazuji na citlivost arkobakteri na toto
antibiotikum. Je tedy moznost, ze mize dojit k potlaceni arkobakterti pii pomnozovacim
kroku. Kabeya et al. (2004) popsali 81,1 % citlivych kmeni, Rathlavath et al. (2017) dokonce
100 %. Tyto vysledky se ale v této praci nepotvrdily. Citlivost na cephalotin byla potvrzena
pouze u dvou kmenl (10 %) z25 testovanych a u dvou kmend byl pak vysledek

intermediatni.

Jen dva testované¢ kmeny (10 %) byly rezistentni na ciprofloxacin. VétSina testovanych
kment byla citliva k erythromycinu (95 %), pouze jediny kmen byl intermediatni. Ob¢ tato
antibiotika se hojné pouzivaji pii 1écbé kampylobakteriézy a arkobakteriézy. Proto
je rezistence na tato antibiotika Castym predmétem vyzkumii (Whiteduck-Léveillée et al.,
2016; Ferreira et al., 2017; Sousa et al., 2019). Tyto studie ukazuji stale zvySujici se rezistenci
arkobaktert k antibiotikim. Avsak infekce zpisobené rodem Arcobacter nema tolik zavazné
klinické projevy jako u kampylobakteriéz a Casto nejsou antibiotika pii 1é€bé vyZzadovana

(Shirzad Aski et al., 2016).

DalSimi alternativnimi antibiotiky k potencialni 1é€b€é jsou tetracyklin, doxycyklin
a gentamycin (Houf et al., 2004). V této praci bylo mezi testovanymi kmeny arkobakterti
celkem 15 % citlivych ktetracyklinu, 70 9% citlivych k doxyciklinu a 65 %
ke gentamycinu.Vysokou miru citlivosti vykazovaly testované kmeny k antibiotikiim
tobramycin (100 %), amikacin (100 %) a streptomycin (100 %). Tyto vysledky jsou
srovnatelné s vysledky publikovanymi jiz diive (Atabay a Aydin, 2001; Silha et al., 2017).
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Tabulka 8 Mikrobialni citlivost Arcobacter butzleri a Arcobacter cryaerophilus

A. butzleri A. cryaerophilus

ATB D;i‘ll’gﬁ prll())ffy “(‘I‘l’gl)‘e Ostatni (n=1) | Drabezi (n=1) prll(’)fl} “(‘I‘:fll)‘e

R 1 S R I S R | S R | S R I S
AMP 6 01| 4 6 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1
AMC 1 3 6 1 4 2 0 1 0 0 0 1 0 0 1
DA 10 | O 0 7 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0
TE 9 0 1 6 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1
E 0 1 9 0 0 7 0 0 1 0 0 1 0 0 1
CIP 1 0 9 1 0 6 0 0 1 0 0 1 0 0 1
CN 0 0| 10 7 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1
C 5 3 2 5 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1
NA 9 1 0 7 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1
ENR 0 6 | 4 0 4 3 0 1 0 0 0 1 0 0 1
P 10 | O 0 7 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0
ST 0 0| 10 0 0 7 0 0 1 0 0 1 0 0 1
DO 0 2 8 0 3 4 0 1 0 0 0 1 0 0 1
AK 0 0| 10 0 0 7 0 0 1 0 0 1 0 0 1
ATM 9 0 1 7 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0
KF 9 0 1 5 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0
(0):¢ 10 | O 0 7 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0
TOB 0 0| 10 0 0 7 0 0 1 0 0 1 0 0 1

ATB... antibiotikum, R... rezistentni, [... intermediatni, S...citlivy, AMP...  ampicilin,

AMC... amoxycilin/klavulanova kyselina, DA... clindamycin, TE... tetracyklin, E... erythromycin,
CIP... ciprofloxacin, CN... gentamycin, C... chloramphenicol, NA... kyselina nalidixova, ENR... enrofloxacin,
P... penicillin G, ST... streptomycin, DO... doxycyklin, AK... amikacin, ATM... aztreonam, KF... cephalotin,
OX... oxacillin, TOB... tobramycin

Nejvice kment bylo rezistentnich na lynkosamidy, konkrétné se jednalo o clindamycin
(100 %). Dalsi skupinou, na kterou byla zjiSténa vysokd rezistence u arkobakterii jsou
B-laktamové antibiotika, kdy byla zjisténa jejich rezistence k aztreonamu (95,0 %),
cephalotinu (80,0 %), ampicillinu (65,0 %) a amoxycillin/klavulanové kyseling¢ (10,0 %).
Aminoglykosidy, tj. amikacin, tobramycin a streptomycin se ukdzaly jako nejefektivnéjsi.
U tetracyklini bylo k tetracyklinu rezistentnich 85 % kmend. Oproti tomu bylo 60 %
testovanych kmeni citlivych na doxycyklin. Na amfenikoly, konkrétné na chloramphenicol,
bylo rezistentnich 55 % kment. 95 % kment bylo citlivych k makrolidim (erythromycin).
Jako 0¢inna antibiotika z fady chinolonli a florochonolonti se daji povazovat ciprofloxacin
a enrofloxacin. Naopak na kyselinu nalidixovou bylo rezistentnich 90 % kmeni arkobakterd.

Veskeré testované kmeny A. butzleri byly citlivé na streptomycin, amikacin a tobramycin.
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Oba testované kmeny A. cryaerophilus byly citlivé k ampicilinu, amoxycillin/klavulanové
kyselin€, erythromycinu, ciprofloxacinu, gentamycinu, chloramphenicolu, enrofloxacinu,

streptomycinu, doxycyklinu, amikacinu a tobramycinu.

U vétsiny testovanych kment arkobakter byla zjiSténa rezistence na vice nez 3 antibiotika
(bez penicilinu a oxacilinu). Pocet multirezistentnich kmend je shrnut v Tabulce 9.
Multirezistence byla zjisténa u 94 % kmenQ A. butzleri a u 100 % kmenQ A. cryaerophilus.
Nejvice kment arkobaktert (30 %) bylo rezistentnich na 7 antibiotik (ampicilin, clindamycin,
tetracyklin, chloramphenicol, kyselina nalidixova, aztreonam a cefalotin). Kmeny, které byly
rezistentni na nejvice antibiotik (n=8) pochézely zkufeciho masa. Silha et al. (2017)
ve své studii zkoumal stejné spektrum antibiotik. V jeho studii byla popsana multirezistence
u 93,8 % A. butzleri a 70 % A. cryaerophilus. Nejvice kment arkobakterd (15 %) bylo
rezistentnich na 6 antibiotik (ampicilin, clyndamycin, chloramphenicol, kyselina nalidixova,
aztreonam a cefalotin). Kmeny, které byly rezistentni na nejvice antibiotik (n=9) pochazely
z dribeziho masa (n=3) a odpadnich vod (n=1). Vicente—Martins et al. (2018) popisuji
rezistenci na vice nez 3 antibiotiku u 85,7 % vzorkli. Podobné vysledky méli ve své studii
Rathlavath et al. (2017), kde se multirezistence objevila u 81,4 % kment izolovanych z ryb

au 65,3 % kment izolovanych z plodi mofe.
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Tabulka 9 Multirezistence arkobakteru k antibiotikt

A. butzleri A. cryaerophilus

Pocet | Antibiotika Dribezi Ryby, moi'ské | Ostatni | Dribezi Ryby,
(n=10) plody (n=7) (n=1) moiské
plody

DA, ATM, KF 1
DA, NA, ATM 1
DA, TE, ATM, KF 1

DA, TE, NA, ATM,
KF

AMP, DA, TE, NA,
ATM

AMP, DA, TE, C,
NA, ATM

AMP, DA, TE, NA,
ATM, KF

DA, TE, C, NA,
ATM, KF

AMP, DA, TE, C,
NA, ATM, KF
AMP, AMC, DA,

8 TE, C, NA, ATM, 1 1
KF

AMP , DA, TE,
8 CIP, C,NA, ATM, 1 1
KF
AMP... ampicilin, AMC... amoxycilin/klavulanova kyselina, DA... clindamycin, TE... tetracyklin,
CIP... ciprofloxacin, C... chloramphenicol, NA... kyselina nalidixovd, ATM... aztreonam, KF... cephalotin,

wn kW W
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4. ZAVER

Tato diplomova prace pojednavd o bakteriich Arcobacter spp. a jejich vyskytu
ve velkoobchodni a maloobchodni siti a domécich chovech. Dal§i cast prace

je dale zamétena na vliv antibiotik na tyto bakterie.

V ramci diplomové prace bylo testovano 235 vzorkil na pifitomnost tii nejbéznéjSich druhi
arkobakterii ve vzorcich zivoc¢isného ptivodu, které byly rozdéleny do skupin podle piivodu na
vzorky dribeziho masa, ryb a motskych plodi a skupinu, do které byly zatazeny vzorky
veprového, hovéziho a krali¢tho masa. Nejprve probéhla optimalizace doby pomnozeni
v pomnozovacim médiu Arcobacter bujon. Ukazalo se, ze nejvhodnéjsi doba pomnozeni
je 48 hodin, protoze za tuto dobu jiz dochazi k obnoveni subletalné¢ poskozenych bunék
a jejich rozmnozovani a doprovodnd mikrofléra je stale na urovni, ktera zcela nepotlacuje

arkobaktery.

Vsechny Arcobacter—suspektni izolaty byly identifikovany pomoci metody multiplex—PCR.
Celkové byly nalezeny 2 druhy v pfipadé¢ 24 pozitivnich vzorkli na Arcobacter spp.
(prevalence 10,6 %), konkrétn¢ Arcobacter butzleri (n=22) a Arcobacter cryaerophilus (n=3).
V jednou vzorku se vyskytovaly oba tyto druhy. Nejvyssi vyskyt (prevalence 16,3 %, n=16)
téchto bakterii byl potvrzen v driibezim mase, coZ se potvrdilo 1 v jinych studiich. Nové studie
ukazuji na stale se zvySujici prevalenci ve vzorcich ryb a moiskych plodd. V ramci této
diplomové prace byla prevalence potvrzena u 7,7 % (n=8). Velmi maly zichyt byl
zaznamenan ve veprovém mase (n=1), v hovézim mase nebyl zaznamenan vyskyt arkobakterti
vubec. Tento vysledek se s ostatnimi studiemi pftili§ neshoduje, coz vSak mize naznacovat
dodrzeni hygienickych podminek pii bourdni a nasledném zpracovani masa. Srovnavani
vysledkll s ostatnimi pracemi je vSak velmi obtizné, jelikoZ neni pro arkobaktery

standardizovand metoda izolace a identifikace a kazda ze studii pouzila rozdilné postupy.

Dalsi casti diplomové prace bylo testovani vybranych kment arkobakterd (n=20)
z hlediska citlivost/rezistence k antibiotikim. Pro testovani bylo vybrdno 18 antibiotik
pouzivajicich se v humanni ¢i veterinarni mediciné. Ukazalo se, Ze vSechny testované kmeny
byly rezistentni alesponn k jednomu antibiotiku. NejvySsi rezistence byla zaznamenana
na antibiotikum clindamycin (100 9%). Podobn¢ vysokd rezistence byla popséna
1 u aztreonamu (95 %) a kyseliny nalidixové (90 %). Obecné byla nejvyssi rezistence
na linkosamidy a p-laktamova antibiotika, coz potvrdila i celd fada jinych studii.

68



Naopak nejvice citlivych kmenti bylo na antibiotika z fady makrolidd (95 %). Dale byla

zjisténa multirezistence alespon na 3 antibiotika u 19 testovanych kment (95 %).

Z vysledkl diplomové prace vyplyva, ze jsou arkobaktery ptfitomny v Siroké Skale potravin
zivoc¢isného plvodu. I ptesto, ze byl Arcobacter spp. poprvé objeven jiz vroce 1977,
je zkoumani pfitomnosti tohoto patogena v potravinach v praxi stile zanedbavano. Existuje
mnoho nejasnosti, napiiklad prenos bakterii na maso nebo mechanismy virulence, které by
mohly byt pfedmétem dalSiho zkoumani. Do budoucna je tedy vhodné pokracovat ve studiich
zkoumani vlastnosti arkobakterti a jejich vyskytu, pokusit se sjednotit metodiky odbéru
a zpracovani vzorki, navrhnout jednotna kultivaéni média a takovou metodu identifikace,
ktera by identifikovala vS§echny kmeny a byla by dostupna pro vSechny laboratote. Tyto kroky
by vedly k zptesnéni vysledki vyzkumiti a nasledné¢ by mohly vést k zptisnéni legislativy

a kontroly potravin.
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Priloha A Kompletni seznam vzorki driibeziho masa zatazenych do studie

cislo Ozna¢ni Datljm Specifikace Dists‘ibutor/misto Arcobacter spp.
vzorku vzorku | odbéru vzorku odbéru
Kureci maso
1 \%/ 7.102018 | Prsni fizky gﬁltt:ffy‘ zévody -
2 V12 9.10.2018 | Prsni fizky Kaufland, Pardubice -
3 V13 9.10.2018 | Prsni fizky Kaufland, Pardubice -
4 V17 13.10. 2018 | Jatra Krasno Dubnany -
5 V18 13.10. 2018 | Prsni tizky Krasno Dubnany -
6 V27 | 20.10.2018 |Prsni fizek g{:tl:)evz; zévody -
7 V29 | 21.10.2018 |Stehenni fizek feznictvi Trebovle -
Kolin
8 V30 | 21.10.2018 |prsni fizek fgﬁfwi Trebovle A. butzleri
9 V31 23.10. 2018 | Prsni fizek Vodnanské kufe -
10 V32 23.10. 2018 | prsni fizek Vodnanské kute -
11 V33 23.10. 2018 | Stehenni tizek Vodnanské kute -
12 V34 23.10. 2018 | Stehenni fizek Vodnanské kute -
13 V35 27.10. 2018 | Prsni tizek Lidl hodonin -
14 V36 27.10. 2018 | Prsni fizek Lidl Hodonin -
15 V43 26.10. 2018 | Zadni &tvrtky Vodianské kuie A. butzleri
16 V44 | 26.10.2018 | Zadni &tvrtky Vodiianské kufe N fry’;";fé;;l’l s
17 V45 26.10. 2018 | Zadni ctvrtky Vodnanské kute -
18 V46 26.10. 2018 | Zadni &tvrtky Vodianské kuie A. butzleri
19 V47 26.10. 2018 | Zadni ¢tvrtky Vodnanské kute -
20 V48 27.10.2018 | Stehno Krasno Dubnany A. butzleri
21 V49 27.10. 2018 | Prsni fizky Krasno Dubnany A. butzleri
2 V54 | 5.11.2018 | Stehno spodni iﬁpﬁfg z?ovy ;
23 V55 5.11.2018 | Prsni fizek Globus Olomouc -
24 V56 5.11.2018 | Prsni fizek Lidl Olomouc -
25 V57 5.11.2018 | Prsni fizek Lidl Olomouc -
26 V59 5.11.2018 | Prsni tizek Globus Pardubice neg.
27 V6l 5.11.2018 | Prsni fizek Globus Pardubice neg.
28 V62 5.11.2018 | Prsni tizek Globus Pardubice neg.
29 V63 8. 11.2018 | Prsni fizek Tesco UniCov neg.
30 V65 8. 11.2018 | Prsni fizek Tesco Unicov A. butzleri
31 Ve67 8. 11.2018 | Stehenni fizek Klatovy neg.
32 V72 11.11. 2018 | Prsni tizek Tesco Unicov -
33 V73 11. 11. 2018 | Prsni fizek Tesco Unicov -
34 V74 18.11. 2018 | Stehno Krasno Dubnany -
35 V75 18.11. 2018 | Stehno Krasno Dubnany -

neg... negativni vysledek PCR, - ...

negativni vzorek
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Priloha A - pokracovani Kompletni seznam vzorki driibeziho masa zarazenych do studie

¢islo Oznacéni Datilm Specifikace Dist:‘ibutor/misto Arcobacter spp.
vzorku | vzorku odbéru vzorku odbéru
Kufeci maso
36 V76 18.11.2018 | Stehno Krasno Dubnany -
37 V77 18.11. 2018 | Stehno Krasno Dubnany -
38 V83 19. 11. 2018 | Prsni fizek Globus Olomouc A. cryaerophilus
39 V84 19. 11. 2018 | Prsni fizek Globus Olomouc -
40 V85 16. 11. 2018 | Prsni fizek Vodnanské kuie -
41 V86 16. 11. 2018 | Prsni fizek Vodnanské kute -
42 V87 16. 11. 2018 | Prsni tizek Vodnanské kute neg.
43 V88 16.11. 2018 | Prsni fizek Vodnanské kute -
44 V89 16. 11. 2018 | Prsni tizek Vodnanské kute A. butzleri
45 Voo 16. 11. 2018 | Prsni tizek Vodnanské kuie neg.
46 Vo1 16. 11. 2018 | Prsni fizek Vodnanské kute neg.
47 Vo2 16. 11. 2018 | Prsni tizek Vodnanské kuie -
48 V93 16. 11. 2018 | Prsni fizek Vodnanské kute A. butzleri
49 Vo4 16. 11. 2018 | Prsni tizek Vodnanské kuie A. butzleri
50 Vo5 17.11.2018 | Jatra Domaci chov, Zalsi -
51 VI8 17.11. 2018 | Prsni fizek Domaci chov, Zalsi -
52 V99 24.11.2018 | Prsni fizek Domaci chov, Zalsi -
53 V100 | 24.11.2018 |Prsnifizek Vodnanské kuie neg.
54 V102 25.11.2018 | Prsni fizek Tesco Unicov -
55 V103 25.11.2018 | Prsni fizek Tesco Unicov
56 V104 25.11.2018 | Prsni fizek Tesco Unicov -
57 V105 25.11.2018 | Prsni fizek Tesco Unicov -
58 V106 | 25.11.2018 | Prsnifizek Tesco Unicov -
59 V107 25.11.2018 | Prsni fizek Tesco Unicov A. butzleri
60 V108 25.11.2018 | Prsni fizek Tesco Unicov -
61 V110 25.11.2018 |Zaludek Vodnanské kute -
62 V135 4.12.2018 | Prsni fizek Lidl, Brno -
63 V136 4.12.2018 | Prsni fizek Tesco, Pardubice -
64 V139 4.12.2018 | Prsni fizek Lidl, Brno neg.
65 V190 6.2.2019 | Prsni fizek Tesco, Unicov neg.
66 V191 6.2.2019 | Prsni fizek Globus, Olomouc neg.
67 V192 6.2.2019 | Prsni fizek Tesco, UniCov -
68 V195 6.2.2019 | Stehenni fizek Albert, Unic¢ov -
69 V196 6.2.2019 | Prsni fizek Albert, Unic¢ov -
70 V197 6.2.2019 | Prsni fizek Albert, UniCov -
71 V198 6.2.2019 | Stehenni fizek Albert, Unicov -
72 V199 6.2.2019 | Prsni fizek Albert, UniCov -
73 V200 6.2.2019 | Prsni fizek Albert, Unicov -
neg... negativni vysledek PCR, - ... negativni vzorek
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Priloha A - pokracovani Kompletni seznam vzorkt dribeziho masa zafazenych do studie

¢islo Ozna¢éni Dati.lm Specifikace Distfibutor/misto Arcobacter spp.
vzorku | vzorku odbéru vzorku odbéru

Kufeci maso

74 V201 6.2.2019 | Prsni fizek Albert, Unicov neg.

75 V202 6.2.2019 | Prsni fizek Albert, Unicov neg.

76 V203 6.2.2019 | Prsni fizek Albert, Unicov neg.

77 V204 6.2.2019 | Prsni fizek Albert, Unicov neg.

78 V205 6.2.2019 | Prsni fizek Albert, Unicov neg.

79 V206 6.2.2019 | Prsni fizek Albert, Unicov neg.

80 V207 6.2.2019 | Prsni fizek Albert, Unicov neg.

81 V208 6.2.2019 | Prsni fizek Albert, Unicov -

82 V209 6.2.2019 | Prsni fizek Albert, Uniov -

83 V210 6.2.2019 | Stehenni fizek Albert, Unicov -

84 V232 6.2.2019 | Stehno Albert, Pardubice -

85 V235 6.2.2019 | Slepice Domaci chov, Zalsi -
Kriiti maso

1 V14 13.10.2018 | Krk Krasno Dubnany -

2 V52 27.10.2018 | Maso Kréasno Dubnany -

3 V66 8.11.2018 |Mleté Klatovy -

4 V68 8.11.2018 |Mleté Tesco Pardubice -

5 Vo6 17.11.2018 | Stehno Domaci chov, Zalsi -
Kachni maso

1 V15 13.10. 2018 | Kaze Kaufland/Hodonin -

2 V22 13.10. 2018 | Kuze Kaufland/Hodonin neg.

3 V23 13.10. 2018 | Jatra Krasno Dubnany -

4 V25 21.10.2018 | Maso Domaci chov, Zalsi -

5 V69 | 11.11.2018 |Trtol feznictvi Trebovle, A. butzleri

Kolin
6 V70 | 11.11.2018 |Trtol feznictvi Trebovle, A. butzleri
Kolin
7 V193 6.1.2019 |Maso (Zmr.) Kaufland, Zabteh -
Husi maso
1 V26 21.10.2018 |Srdce Domaci chov, Zalsi A. butzleri
neg. ... negativni vysledek PCR, - ...negativni vzorek
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Piiloha B Kompletni seznam vzorkt ryb a motskych ploda zatazenych do studie

cislo Oznaéni Dati.lm Specifikace Distf'ibutor/misto Arcobacter spp.
vzorku | vzorku odbéru vzorku odbéru
Sladkovodni ryby

1 V24 21.10.2018 | Pstruh Rybnik Zalsi A. butzleri
2 V39 26.10. 2018 | Kapr rybnik Sumvald -

3 V40 26.10. 2018 | Kapr rybnik Sumvald -

4 V41 26.10. 2018 | Kapr rybnik Sumvald -

5 V42 26.10.2018 | Kapr rybnik Sumvald -

6 V111 25.11. 2018 | pstruh, ocas Lidl, Pardubice -

7 V112 25.11. 2018 | pstruh, ocas Lidl, Pardubice neg

8 V113 25.11. 2018 | pstruh, ocas Lidl, Pardubice neg.

9 V114 25.11. 2018 | pstruh, ocas Lidl, Pardubice -

10 V115 | 25.11.2018 |pstruh, ocas Lidl, Pardubice -

11 V116 | 25.11.2018 |pstruh, hlava Lidl, Pardubice neg.

12 V117 25.11. 2018 | pstruh, hlava Lidl, Pardubice -

13 V118 | 25.11.2018 |pstruh, hlava Lidl, Pardubice -

14 V119 25.11.2018 | pstruh, hlava Lidl, Pardubice -

15 V120 25.11. 2018 | pstruh, hlava Lidl, Pardubice -

16 V121 30. 11. 2018 | Kapr, vnitinosti Globus, Pardubice -

17 V122 | 30.11.2018 |Kapr, vnitinosti Globus, Pardubice -

18 V125 30.11. 2018 | Okoun Globus, Pardubice -

19 V126 | 30.11.2018 |Candat Globus, Pardubice -
20 V127 | 30.11.2018 | Tilapie Globus, Pardubice -
21 V132 30. 11. 2018 | Sumecek Globus, Pardubice A. butzleri
22 V133 30.11. 2018 | Sumecek Globus, Pardubice -
23 V140 5.12.2018 |Kapr Globus, Pardubice -
24 V156 10. 12. 2018 | Kapr Globus, Pardubice -
25 V157 10. 12. 2018 | Kapr Globus, Pardubice -
26 V158 10. 12. 2018 | Kapr Globus, Pardubice -
27 V159 10. 12. 2018 | Kapr Globus, Pardubice -
28 V160 10. 12. 2018 | Pstruh Globus, Pardubice A. butzleri
29 Viel 10. 12. 2018 | Pstruh Globus, Pardubice A. butzleri
30 | Vie2 | 5.2.2019 |Kapr oohorelice, Globus, ]

31 V163 | 5.2.2019 |Kapr g‘;ﬁggﬂfe Globus, ]

32 Vie4 | 5.2.2019 |Kapr g‘l’gﬁfsgge Globus, ]

33| VI6S | 5.2.2019 | Kapr oohorelice, Globus, ]

34| V166 | 5.2.2019 | Kapr Lohorelice, Tesco. ]

neg. ... negativni vysledek PCR, - ...negativni vzorek
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Piiloha B — pokrac¢ovani Kompletni seznam vzorkt ryb a motskych plodl zatazenych do studie

Cislo Oznaéni Datum Specifikace Distributor/misto Arcobacter s
vzorku | vzorku odbéru vzorku odbéru Pp-
Sladkovodni ryby

35 V167 | 5.2.2019 |Kapr Pohofelice, Globus,

Olomouc -
36 V168 | 5.2.2019 |Kapr Pohofelice, Globus,

Olomouc -
37 V169 | 5.2.2019 |Kapr Pohofelice, Globus,

Olomouc -
38 VI70 | 5.2.2019 |Kapr Pohofelice, Globus,

Olomouc -
39 VI71 | 5.2.2019 |Kapr Pohofelice, Globus,

Olomouc -
40 V172 | 5.2.2019 |Kapr Pohofelice, Globus,

Olomouc -
41 V173 | 5.2.2019 |Kapr Pohofelice, Globus,

Olomouc -
42 V174 | 5.2.2019 |Kapr Pohotelice, Globus,

Olomouc -
43 V175 5.2.2019 |Kapr Tovacov -
44 V176 | 5.2.2019 |Kapr Pohofelice, Tesco,

Unicov -
45 V177 5.2.2019 |Kapr Tovacov -
46 V178 5.2.2019 |Kapr Tovacov -
47 V179 5.2.2019 |Kapr Tovacov -
48 V180 | 5.2.2019 |Kapr Pohofelice, Globus,

Olomouc -
49 V181 5.2.2019 |Kapr Tovacov -
50 VI82 | 5.2.2019 |Kapr Pohofelice, Tesco,

Unicov -
51 VI83 | 5.2.2019 |Kapr Pohofelice, Tesco,

Unicov -
52 V184 5.2.2019 |Kapr Tovacov -
53 VI8S | 5.2.2019 |Kapr Pohofelice, Globus,

Olomouc -
54 VIS6 | 5.2.2019 |Kapr Pohofelice, Globus,

Olomouc -
55 VI87 | 5.2.2019 |Kapr Pohofelice, Tesco,

Unicov -
56 V188 5.2.2019 |Kapr Tovacov -
57 V189 5.2.2019 |Kapr Tovacov -
58 V211 6.2.2019 |Kapr Tovacov -
59 V212 6.2.2019 |Kapr Tovacov -
60 V213 6.2.2019 |Kapr Tovacov -
61 V214 6.2.2019 |Kapr Tovacov -
62 V215 6.2.2019 |Kapr Tovacov -
63 V216 6.2.2019 |Kapr Pise¢né, Hodonin -
64 V217 6.2.2019 |Kapr Pise¢né, Hodonin -

neg. ... negativni vysledek PCR, - ...negativni vzorek
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Priloha B — pokracovani Kompletni seznam vzorkd ryb a moiskych plodt zafazenych do studie

Cislo Oznaéni Dattlm Specifikace Distfibutor/ml'sto Arcobacter spp.
vzorku vzorku odbéru vzorku odbéru
Sladkovodni ryby
65 V218 6.2.2019 |Kapr Sumvald _
66 V219 6.2.2019 |Kapr Sumvald i
67 V220 6.2.2019 |Kapr Sumvald -
68 V221 6.2.2019 |Kapr Sumvald i
69 V222 6.2.2019 |Kapr Sumvald -
70 V223 6.2.2019 |Kapr Sumvald _
71 V224 6.2.2019 |Kapr Sumvald -
72 V225 6.2.2019 |Kapr Sumvald -
73 V226 6.2.2019 |Kapr Sumvald -
74 V227 6.2.2019 |Kapr Sumvald .
75 V228 6.2.2019 |Kapr Sumvald -
76 V229 6.2.2019 |Kapr Sumvald -
77 V231 6.2.2019 |Kapr Litomysl -
Plody moie

1 V50 22.10. 2018 |Kreveta Makro/Olomouc -

2 V130 | 30.11.2018 |Kreveta Globus, Pardubice A. cryaerophilus
3 V131 30.11. 2018 | Kreveta Globus, Pardubice neg.

4 V134 | 30.11.2018 |Slavka Globus, Pardubice A. butzleri
5 V142 10. 12. 2018 | Hiebenatka Globus, Pardubice -

6 V154 10. 12. 2018 | Kreveta Globus, Pardubice neg.

7 V155 10.12. 2018 | Kreveta Globus, Pardubice -

Moi'ské ryby

1 V53 24.10. 2018 | Treska Kaufland/Pardubice -

2 V123 30.11.2018 | Losos Globus, Pardubice -

3 V124 30. 11. 2018 | Treska obecna Globus, Pardubice -

4 V128 30.11. 2018 | Treska tmava Globus, Pardubice -

5 V129 30. 11. 2018 | Tunak Globus, Pardubice -

6 V137 4.12.2018 | Makrela obecna Globus, Pardubice neg.

7 V138 4.12.2018 | Makrela obecna Globus, Pardubice A. butzleri
8 V141 5.12.2018 |Losos Kaufland, Pardubice A. butzleri
9 V143 10. 12. 2018 | Makrela obecna Globus, Pardubice -

10 V144 10. 12. 2018 | Makrela obecna Globus, Pardubice -

11 V145 10. 12. 2018 | Makrela obecna Globus, Pardubice -

12 V146 10. 12. 2018 | Makrela obecna Globus, Pardubice -

13 V147 10. 12. 2018 | Makrela obecna Globus, Pardubice -

14 V148 10. 12. 2018 | Losos Globus, Pardubice -

15 V149 10.12. 2018 | Losos Globus, Pardubice -

neg. ... negativni vysledek PCR, - ...negativni vzorek
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Priloha B — pokracovani Kompletni seznam vzorkt ryb a motskych plodl zafazenych do studie

Cislo Oznaéni Dati.lm Specifikace Distf‘ibutor/misto Arcobacter spp.
vzorku | vzorku odbéru vzorku odbéru
Moi'ské ryby
16 V150 10. 12. 2018 | Losos Globus, Pardubice -
17 V151 10.12. 2018 | Losos Globus, Pardubice -
18 V152 10.12. 2018 | Treska Globus, Pardubice -
19 V153 10. 12. 2018 | Treska Globus, Pardubice neg
20 V234 6.2.2018 | Treska Nowaco, Zalsi -
neg. ... negativni vysledek PCR, - ...negativni vzorek
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Priloha C Kompletni seznam ostatnich vzorkl zafazenych do studie

cislo Ozna¢éni + Specifikace Distributor/misto Arcobacter
vzorku vzorku Datum odbéru vzorku odbéru spp.
Vepiové maso
1 V2 7.10.2018 | Krkovice Jatka Janovice -
2 V5 7.10.2018 | Kotleta Jatka Janovice -
3 V6 7.10.2018 |Bok jatka Janovice -
4 V8 7.10.2018 | Krkovice Jatka Janovice -
5 V9 7.10.2018 |Kyta Jatka Janovice -
6 V10 7.10.2018 | Plec Jatka Janovice -
7 A28 7.10.2018 | Krkovice Jatka Janovice -
8 V16 13.10.2018 | Jatra Krasno Dubnany neg.
9 V19 13.10.2018 |Plec Krasno Dubnany -
10 V37 20.10.2018 |Kyta Domaci chov, Zalsi A.butzleri
11 V51 20.10.2018 | Krkovice Kaufland, Zabieh -
12 V64 8.11.2018 | Pecené Tesco, Pardubice -
13 V71 11.11.2018 | Plec feznictvi Trebovle, -
Kolin
14 V80 18.11.2018 |Plec Krasno Dubnany -
15 V82 18.11.2018 |Plec Krasno Dubnany -
16 V101 24.11.2018 | Bucek Domaci chov, Zalsi -
17 V109 24.11.2018 |Kyta Tesco, Unicov -
18 V194 6.2.2019 Peceng Albert, Unic¢ov neg.
19 V233 6.2.2019 Krkovice Albert, Unicov -
Hovézi maso
1 Vi 7.10.2018 | Piedni Jatka Janovice -
2 V3 7.10.2018 | Klizka Jatka Janovice -
3 V4 7.10.2018 | Zadni Jatka Janovice -
4 V20 13.10. 2018 | Teleci kyta Krasno Dubnany -
5 V21 13.10.2018 | Hrudi Krasno Dubnany -
6 V28 20.10.2018 | Zadni Eﬁg“ﬁ Trebovle, -
7 V58 4.11.2018 Klizka Domaci chov, Zalsi -
8 V78 18.11.2018 |Zadni Krasno Dubnany -
9 V79 18.11.2018 |Kyta Krasno Dubnany -
10 V81 18.11.2018 | Teleci kyta Krasno Dubnany neg.
Krali¢i maso
1 V38 28.10.2018 |Plice Domaci chov, Zalsi -
2 V60 4.11.2018 Stehno Domaci chov, Unicov -
3 Vo7 18.11.2018 | Noha Domaci chov, Zalsi -
4 V230 6.2.2018 Stehno Domaci chov, Uni¢ov -
neg. ... negativni vysledek PCR, - ...negativni vzorek
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Priloha D Citlivost/rezistence izolovanych bakterii = Arcobacter spp. na antibiotika ampicilin,
amoxycilin/klavulanovou kyselinu, clindamycin, tetracyklin, erythromycin a ciprofloxacin

Vzorek AMP AMC DA TE E CIP
VZ30 50 S 50 S 6,3 R 33,5 S 28 S 45 S
VZ65 6,3 R 15 I 6,3 R 17,5 R 21,5 S 38 S
VZ26 36 S 41,5 S 6,3 R 23,5 R 30 S 40 S
VZ49 35 S 41 S 6,3 R 26 R 28,5 S 42 S
VZ83 30,5 S 37 S 6,3 R 26,5 R 30,5 S 38 S
VZ24 6,3 R 13,5 I 6,3 R 20,5 R 25 S 38,5 S
VZ130 36 S 43 S 6,3 R 36,5 S 31 S 45 S
VZ132 6,3 R 11 R 6,3 R 18,5 R 25 S 38 S
VZ138 26,5 S 42 S 6,3 R 32 S 28 S 37 S
VZ141 13 R 21,5 S 6,3 R 21,5 R 24 S 36 S
VZ160 6,3 R 13,5 I 6,3 R 14,5 R 21,5 S 37 S
VZ134 10,5 R 17,5 I 6,3 R 27 R 31 S 18 R
VZ161 6,3 R 14,5 I 6,3 R 16,5 R 26 S 34,5 S
VZ94 13 R 22 S 6,3 R 28 R 29 S 41,5 S
VZ69 6,3 R 10 R 6,3 R 16 R 19,5 1 34 S
VZ389 6,3 R 14,5 I 6,3 R 18,5 R 31,5 S 34 S
V107 13 R 20,5 S 6,3 R 26,6 R 33,5 S 19 R
VZ48 6,3 R 13,5 I 6,3 R 25 R 28 S 37,5 S
VZ37 6,3 R 13,5 I 6,3 R 16 R 23 S 34,5 S
VZ46 27,5 S 38 S 6,3 R 19,5 R 28 S 37 S

S... citlivy, I... intermediatni, R... rezistentni, AMP... ampicilin, AMC... amoxycilin/klavulanova kyselina,
DA... clindamycin, TE... tetracyklin, E... erythromycin, CIP... ciprofloxacin. Hodnoty vyjadifuji pramér
inhibi¢ni zony a jsou vyjadieny v mm.
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Priloha E Citlivost/rezistence izolovanych bakterii Arcobacter spp. na antibiotika gentamycin, chloramphenicol,
kyselinu nalidixovou, enrofloxacin, penicillin G a streptomycin

Vzorek CN C NA ENR P ST
VZ30 33,5 S 19,5 S 17 I 36,5 S 32 R 31,5 S
VZ65 33,5 S 6,3 R 6,3 R 20 I 6,3 R 32 S
VZ26 34 S 19 S 6,3 R 30,5 S 17 R 31 S
VZ49 33 S 12 I 6,3 R 29,5 S 19,5 R 28,5 S
VZ83 27,5 S 23 S 12 R 29,5 S 6,3 R 24,5 S
VZ24 29,5 S 11 R 6,3 R 22,5 I 6,3 R 29 S

VZ130 32,5 S 30 S 20 S 41 S 6,3 R 28,5 S

VZ132 30 S 6,3 R 6,3 R 20 I 6,3 R 25,5 S

VZ138 32 S 20,5 S 10,5 R 28 S 20 R 23 S

VZ141 29 S 12 I 6,3 R 23 S 6,3 R 25,5 S

VZ160 29,5 S 6,3 R 6,3 R 16,5 I 6,3 R 30 S

VZ134 36,5 S 6,3 R 6,3 R 33,5 S 6,3 R 28,5 S

VZ161 32 S 6,3 R 6,3 R 17 I 6,3 R 27 S
VZ94 31,5 S 12,5 I 6,3 R 29,5 S 6,3 R 27,5 S
VZ69 27,5 S 6,3 R 6,3 R 19,5 I 6,3 R 24 S
VZ89 30 S 6,3 R 6,3 R 17,5 I 6,3 R 24,5 S
V107 35 S 6,3 R 6,3 R 29 S 6,3 R 29 S
VZ48 35 S 11 R 6,3 R 24 S 6,3 R 26 S
VZ37 27 S 6,3 R 6,3 R 18 I 6,3 R 29 S
VZ46 30 S 6,3 R 6,3 R 24 I 6,3 R 23,5 S

S... citlivy, I... intermediatni, R... rezistentni, CN... gentamycin, C... chloramphenicol, NA... kyselina
nalidixova, ENR... enrofloxacin, P... penicillin G, ST... streptomycin. Hodnoty vyjadiuji primér inhibi¢ni zéony
a jsou vyjadfeny v mm.
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Priloha F Citlivost/rezistence izolovanych bakterii Arcobacter spp. na antibiotika doxycyklin, amikacin,
aztreonam, cephalotin, oxacillin a tobramycin

Vzorek DO AK ATM KF O0X TOB
VZ30 28,5 S 34,5 S 26,5 S 33 S 6,3 R 32 S
VZ65 12,5 I 37,5 S 6,3 R 6,3 R 6,3 R 34,5 S
VZ26 19 S 32 S 6,3 R 6,3 R 6,3 R 32,5 S
VZ49 16,5 S 35,5 S 6,3 R 6,3 R 6,3 R 31,5 S
VZ83 20 S 29,5 S 10 R 15,6 I 6,3 R 28,5 S
VZ24 14 S 31 S 6,3 R 6,3 R 6,3 R 29 S

VZ130 28,5 S 39,5 S 12 R 13 R 6,3 R 35,5 S

VZ132 12,5 I 32,5 S 6,3 R 6,3 R 6,3 R 30 S

VZ138 25 S 31 S 6,3 R 22 S 6,3 R 28,5 S

VZ141 18,5 S 29,5 S 6,3 R 14,5 I 6,3 R 28,5 S

VZ160 11,5 I 30 S 6,3 R 6,3 R 6,3 R 29,5 S

VZ134 21,5 S 34 S 6,3 R 6,3 R 6,3 R 32,5 S

VZ161 13 I 35 S 6,3 R 6,3 R 6,3 R 32 S
VZ94 22,5 S 33,5 S 6,3 R 6,3 R 6,3 R 30,5 S
VZ69 13 I 29 S 6,3 R 6,3 R 6,3 R 26,5 S
VZ89 15,5 S 33,5 S 6,3 R 6,3 R 6,3 R 31 S
V107 24 S 37,5 S 6,3 R 11 R 6,3 R 33 S
VZ48 18,5 S 32,5 S 6,3 R 6,3 R 6,3 R 27 S
VZ37 12,5 I 31,5 S 6,3 R 6,3 R 6,3 R 26,5 S
VZ46 18,5 S 29 S 6,3 R 12,5 R 6,3 R 28 S

S... citlivy, I... intermediatni, R... rezistentni, DO... doxycyklin, AK... amikacin, ATM... aztreonam,
KF... cephalotin, OX... oxacillin, TOB... tobramycin. Hodnoty vyjadiuji primér inhibi¢ni zény a jsou
vyjadfeny v mm.
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