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ABSTRAKT

Bakalatska prace fesi problematiku antibiotické rezistence u vybranych grampozitivnich
kokt, které byly izolovany z vodni driibeze (kachny) a z prostfedi jejich chovu. Prace je
zamétena na antibiotickou rezistenci rodt Staphylococcus (a ptibuzného rodu Macrococcus)
a Enterococcus. V prvni casti je charakterizovana vodni driibez a rozebrén jeji chov
a produkce. Nasledné jsou vysvétleny mechanizmy antibiotické rezistence a popsany piiciny
jejiho vzniku. Poslednim tématem v Casti teoretické je vyskyt grampozitivnich kokt
v potravinach a popis pritomnych odolnych druhii. Pfi samotném experimentu byly
izolované mikroorganismy identifikovany metodou MALDI-TOF. Celkem bylo
identifikovano 106 kment, ztoho 91 kmenl bylo zafazeno mezi grampozitivni koky.
Vybrané identifikované bakterie byly podrobeny difuznim diskovym testiim pro kvalitativni
stanoveni antibiotické citlivosti/rezistence. Vysledky byly srovnavany se systémem
EUCAST. Vsechny izolované kmeny stafylokokd i makrokokii byly rezistentni vzdy
alespont k jednomu antibiotiku. U enterokokt byla prokazdna odolnost na vybrana

antibiotika jen u nékterych testovanych kment.

Kli¢ova slova: antibiotika, rezistence, vodni dribez, grampozitivni koky, Staphylococcus,

Enterococcus, diskovy difuzni test



ABSTRACT

The bachelor thesis deals with the issue of antibiotic resistance in selected Gram-positive
cocci isolated from poultry (the duck) and their breeding environment. I focused specifically
on the genera of staphylococci (and related micrococci) and enterococci. In the first part,
the waterfowl is characterized, and its breeding and production are analysed. Subsequently,
the mechanisms of antibiotic resistance are explained, and the causes of its occurrence are
described. The last topic of theoretical part is the occurrence of gram-positive cocci in food
and a description of the resistant species present. During the experiment, the isolated
microorganisms were sent to laboratories, where they were identified by the MALDI-TOF
method. A total of 106 strains were identified, of which 91 strains belonged to Gram-positive
cocci. Selected identified bacteria were subjected to diffusion disc tests for qualitative
determination of antibiotic activity. Finally, the results were compared with the system
EUCAST. All isolated strains of staphylococci and macrococci were resistant at least to one
antibiotic. In enterococci, the resistance to selected antibiotics was demonstrated only in

some of the tested strains.

Keywords: antibiotics, resistance, waterfowl, gram-positive cocci, Staphylococcus,

Enterococcus, diffusion disc test
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UvVOD

Bakterie roda Staphylococcus a Enterococcus se vyskytuji na rtiznych mistech — v pude,
vodé, nebo jsou béznou mikroflorou Cloveéka i zvirat. Nékdy mohou byt 1 prilezitostnymi
patogeny. Hlavni problematikou této prace je zkoumani antibiotické rezistence u téchto dvou
rodl grampozitivnich kok, které byly izolovany z masa kachny pizmové¢, a také z prostiedi

jejiho chovu.

Antibiotika (ATB) jsou antimikrobidlni latky, ktera ptisobi zejména na bakterie. Mohou byt
produkovany mnoha mikroorganismy, napiiklad plisnémi. Tento druh 1éCiv se zacal
vyuzivat v medicin€ v prvni poloviné minulého stoleti. Nékteré¢ kmeny si v§ak byly schopny
vytvofit postupem Casu schopnost odolnosti k témto latkdm. Hlavnimi pfi¢inami vzniku
rezistence na antibiotika je jejich casté a nespravné uzivani (napf. pii infekcich zpiisobené
viry). Casto jsou antibiotika vyuzivana i pti 16¢bé chorob hospodaiskych zvifat, u kterych se
vyskytuji patogeny. U téchto mikroorganizmti se mize také projevit rezistence k téchto
latkdm. Pozitim potravy Zivocisného plivodu je pak mozny pienos odolnych bakteridlnich
druhti na ¢love€ka. Proto je nutné dodrZovat nastavenou ochrannou lhiitu mezi poddnim ATB
zviteti a jeho manipulaci — jateCnim zpracovanim apod. Existuje mnoho rezistentnich kmeni
patogennich  mikroorganismti.  Nej€astéji  zmiflovany je  methicilin-rezistentni

Staphylococcus aureus.
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I. TEORETICKA CAST
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1 VODNIi DRUBEZ

1.1 Charakteristika vodni drubeze

Obecné dritbez fadime podle védecké klasifikace do tiidy ptaci (Aves). Pojmem dribez
oznacujeme domestikované ptaky, kteii se chovaji pro vejce, maso a pefi. Jedna se tedy
o domaci druhy ptactva. Podle definice Natizeni evropského parlamentu a rady (ES)
¢. 853/2004 je dribez d€lena na vodni, hrabavou a holuby. [1] [2] Do skupiny hrabavé
driibeze tfadime nejcastéji slepice, kohouty, kurata a krity. Maso téchto druhd driibeze je
znamo tim, Ze ma niz§i energetickou hodnotu oproti ostatnim druhiim masa, z nutri¢ni
stranky mé vhodné sloZeni, a navic je 1épe stravitelné. Mezi vodni dribez mizeme zatadit
husy, kachny, ale také pizmovky. Jejich maso je odlisné od druhti hrabavé dribeze. Ma

tmavsi zabarveni a obsahuje z vyzivového hlediska vice tuku. [3] [4] [5]

Podle zoologie vodni driibeZ ndlezi do fadu vrubozobi (4nseriformes). Hlavnim spoleénym
znakem ptakl tohoto fadu jsou vroubkované okraje jejich zobaku. Tento typ zobdku maji
proto, aby mohli pfecedit malé ¢astice z vody, nebo bahna. Pro vrubozobé jsou typické blany
na dolnich koncetindch, které¢ spojuji tfi predni prsty. Tyto blany jim pomahaji v plavani
a zéaroven potapéni. [5] T€lo vrubozobych je kryto hustym prachovym petim. Na kostr¢i maji
zlazu produkujici mazovy sekret, diky kterému se stava pefi vod€odolné. [6] Jejich kosti
jsou lehké a travici soustava je kratkd, jako je tomu i u ostatnich druh@i ptaki. [7] Radime je
do nadradu 1étavych ptakl. Dokazou Iétat rychle a daleko. Mnoho druhti z vrubozobych jsou
dokonce tazni ptaci. [1] [5]

Nejvétsi celedi fadu vrubozobych je ¢eled’ kachnovitych (Anatidae). VEtsina mé velmi dobie
vyvinuty hlasovy organ. V jejich hlasovém ustroji se nachazi prodlouzena pridusnice tvotici

kli¢ku pod hrudni kosti. [8]

1.1.1 Smyslové organy domaci vodni drubeze

Obecné u driibeze je velmi dobfe vyvinuty zrak. Driibez, podobné jako vSichni ptaci, ma
binokularni vidéni, coz znamena, Ze vidi obéma o€ima. Konkrétné kachny mohou vidét az
80 metri a husy dokonce i 120 metrii. RozliSovani barev u dribeze se pomérné lisi od
Clovéka. Reaguji na rozdilnou svételnost barev. VSichni ptaci jsou schopni vidét i v oblasti

UV zéfeni diky dal§imu typu ¢ipku na sitnici oka, a také magnetického pole.

Ptaktim, v¢etné driibeze, chybi vn&jsi ucho. Na okraji zvukovodu se nachazi jemné pefi,

které slouzi jako ochrana sluchového organu. Vodni 1 ostatni dritbez sly$i na vzdalenost
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50 metrii. Cichové a chutové tstroji neni u driibeze tolik vyvinuté. Viechny druhy rozliguji

-----

1.1.2 Opereni a pelichani

Peti u ptaki slouzi pfedevsim jako ochrana pted povétrnostnimi vlivy. Pomaha jim také pfi
1étani a v nékterych ptipadech je uzite¢né i jako maskovaci plast pred riznym nebezpecim.

[9]

Ptaci maji dva druhy pefi. Prvni je kryci neboli obrysové. To zajiStuje ochranu proti
povétrnostnim podminkam. Pod krycim pefim se nachazi pefi prachové, které tésné ptiléha

k t€lu. Jedna se o izolacni vrstvu — chrani t¢lo pfed chladem. [7]

U dospélych jedincti vodni driibeze dochdzi dvakrat roéné, v podzimnich a letnich mésicich,
k vyméné peti. Tomuto jevu se fikd pelichani. V tomto obdobi je dribez vice nachylna

k onemocnéni. [7]

1.2 Domestikace dribeze

Diive zoologové zastavali nazor, ze kazdé domaci zvite, véetn¢ driibeze, mé ptivod ve vice
divokych (plivodnich) druzich. AvSak v poslednich letech se zménil pohled na problematiku
domestikace. V novodobych modernich vyzkumech se védci piiklanéji k tomu, Ze kazdy
domaéci druh zvifete pochazi z jedné divoké formy téhoz druhu a domaci zvife netvori

samostatny druh. [10]

1.2.1 Pri¢iny domestikace

Samotnd domestikace ptfedstavuje genetickou zménu divokého zvifete, v tomto piipadé
divoké driibeze. [10] Jde o proces, kdy jsou ucelné pretvatrena zvirata divoce zijici na druhy
vhodnéjsi k doméacimu chovu. [11] Domestikovana zvitata se od téch ptivodnich divokych
li81 jak vzhledem, tak i chovanim. [12] S domestikaci izce souvisi pojem zkroceni, ktery
tomu pfedchazi. KdyZ mluvime o zkroceni, jedna se vZdy jen o drZeni ¢i ponechani divokého

zvitete v domécim prostiedi. [10]

V pocatcich, kdyz €lovek zdomaciuje zvife, mize dojit k urcitym problémim. Muze se
jednat o stresovy faktor pro dané zvite. Naptiklad zkrocend dribez klade mén¢ vajec, nez je
zvykem u divoké formy. Ve vétSin€ pfipadi byla divodem kroceni zvifat obliba dané¢ho

druhu, v jehoz pfitomnosti se ¢lovek citil dobte a zivoc¢ich mu piinasel pocit radosti. [10]
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1.2.2 Domestikace husy domaci

Husa domaci pochézi z vice druhti divokych piedki. Nejzndméjsim a hlavnim ptedkem pro
domaéci plemena hus je husa velka (4nser anser). V porovnani s domacimi husami je o néco
mensi. Husy mohou obyvat vSechny typy vod, nejcastéji vSak davaji prednost vodnim
plochdm a moktadiim s vice porostlymi biehy rakosim. [13] [14] [15] Patii mezi tazné ptaky,

coz znamena, do teplejsich krajin odlétaji za 1épe dostupnou potravou, aby ptezili zimu. [1]

Husa velka se vyskytuje ve dvou poddruzich — evropska a asijska. Existuji také smiSené
populace obou poddruhti. Husa velk4 evropskd Zije v evropskych oblastech. Mlizeme ji
rozpoznat podle jejiho hnédosedého zbarveni pefi s bilymi pruhy, a také podle Sedého
zabarveni hlavy. Pfedevsim pii letu jsou vidét jeji svétle Sedé¢ az bilé kiidelni krovky.
Ma pomérné silny a vyrazny zobédk oranzové barvy. Mezi samici a samcem tohoto poddruhu
nejsou velké rozdily, avSak jejich mlad’ata maji zelenoSedou barvu a ve spodni ¢ésti téla jsou
nazloutla. Hnizdi ve vétsiné€ ptipadech v rakosi a samice mohou snaset 4-8 vajec, na kterych
poté samy sedi az 30 dni. Asijsky poddruh tohoto druhu divoké husy se nijak zv1asté nelisi
od evropského. Hlavnim znakem, kterym je mozné tyto dva poddruhy rozeznat,
je nartizoveély zobak. Barva pefti tohoto poddruhu je ponékud svétlejsi, krk a hlava jsou Sirsi.

[12]

U hus domacich byla schopnost 1étani postupné potlacena. Vykazuji se zvySenou citlivosti
na podminky prostiedi, ve kterém ziji, naptiklad pii nizké vlhkosti se mlize projevit svédéni
ktze. V dospélosti maji dobfe vyvinuté pefi, které vynika svymi izola¢nimi vlastnostmi. [1]
Jejich pefi se proto vyuziva jako izolacni vrstva, napt. pii vyrobé zimnich bund a spacich
pytlt. Ceska husa domaci ma v dospélosti typické bilé zbarveni, zatimco housata maji

nazloutlé jemné pefi. [16]

1.2.3 Kachna domaéci a piZmova a jejich Slechténi

Piedkem viech druhti kachen domécich je kachna divoka (Anas platyrhynchos). Zije téméf
na cel¢é severni polokouli. Je velmi ptizplisobiva na rizné biotopy. Na naSem uzemi miizeme
s nejvetsi pravdépodobnosti narazit na kachnu divokou holoarktickou. U tohoto poddruhu
muzeme vidét jasné odliSnosti mezi samcem a samici. [12] Samec ma vétSinou zelenou
barvu hlavy, bily prouzek kolem krku, dohnéda zbarvenou hrud’, doseda zbarvené t€lo a pera
na ocasu maji ¢ernou barvu. Samice jsou mensi nez samci a jsou hnéd¢ skvrnité. Jejich
mlad’ata se podobaji zpocatku zbarveni samice. [14] Kachny byvaji bud’ v hejnech, nebo

alesponi v parech. Hnizda si zakladaji na nejriznéjsich mistech —na zemi i stromech v oblasti
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vodnich ploch. Samice snési vejce v jednom cyklu. Pocet snesenych vajec se pohybuje

kolem deseti. Kachny mohou i nemusi byt st¢hovavi ptéci, ale zalezi na podminkach. [12]

Pizmovka domaci neboli kachna pizmova ma za svého piedka pizmovku velkou (Cairina
moschata), ktera pochazi z Jizni Ameriky. Tento druh se 1isi od kachny doméci svou vyssi
hmotnosti i inkubacni dobou. Je svym chovani a vzhledem spiSe podobna huse. Hnizdi az
tiikrat do roka a mohou snést az 50 vajec, nebot mimo dobu hnizdéni vejce nesnasi.
Inkubacni doba do vylihnuti mladéte je 35 dnt. Kachné ma bilé 1 Cerné pefi, oblicejova cast
je neopefena a typickd svym Cervenym zbarvenim. Pro chov téchto kachen je tfeba velky
vybeh. Velmi ¢asté je také zastiihovani letek u kiidel, aby se jim zabranilo v uniku, protoze

se jedna o skvélé letce. [1][16]

1.3 Chov vodni drubeze

K chovu driibeze dochazi za i¢elem ziskani masa, vajec a pefi, avSak nékteré druhy mohou
byt pouze na okrasu. Pro chov je zapotiebi si obstarat zvlastni zafizeni, ¢i prostory pro

zivobyti téchto druhi. [7]

1.3.1 Chov kachny domaci

Pfi chovu kachen je zdkladnim poZadavkem dostatecny vybéh s moznosti koupani ve vode
(jezirko apod.). Ve vybchu by se méla vyskytovat plocha s rostouci travou nebo s piskem.
Staj ma byt prostorna, s pravidelnym odvétravanim a se suchou podestylkou z hoblin, pilin
nebo slamy. Do podestylky samice Casto zahrabédvaji sva snesend vejce. Krmna smés pro
kachny je tvofena obilnymi Sroty (70 %), otrubami, Zivo¢iSnymi bilkovinami (pf. masova
moucka), suchymi kvasinkami, a nakonec smési mineralnich latek. Ke krmeni dochazi
dvakrat denn¢€ — rano a vecer. Krmna smés byva navlhéend, nékdy az v kasovité forme. [10]

[17]

1.3.2 Chov husy domaci

Pti chovu hus domacich jsou pozadavky na vybéh podobné ve srovnani s vybéhem pro
kachny. Chovné husy a nosnice jsou méné¢ citlivé na chlad, jelikoz maji husté pefi, které je
chrani pfed zimou. Pfesto se jako podestylka pouziva sucha slama nebo hobliny ze dfeva.
Suché podestylka je dobra jak pro snaseni vajec, tak i pro zdravi dané husy. Zatizeni ve
vnitinich prostorach se sklada z krmitek, napajecich nadob a hnizd. Husi ustajeni ma mit
také dostatecné odvétravani. Hnizda jsou umisténa na podlaze, aby byla lehce ptistupna pro

husy. Pro urychleni snaseni vajec se husam uméle pfisvétluje. Smés krmeni je srovnatelna
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se smé&si pro kachny. Na smichani krmné smési je tfeba hlavné 65 % obilného Skrobu a ve
zbylé Casti otruby, bilkovinny koncentrat, krmné kvasinky, smés minerdlnich latek pro

dritbez a rybi moucka, ktera mtize byt zaménitelna za masovou. [7] [10]

1.4 Produkce vodni drubeze

Podminky na pordZeni a porcovani dribeze musi byt schvaleny a kontrolovany Stétni
veterinarni spravou (SVS). Nesmi dojit ke zkfiZzené kontaminaci a prostory musi byt snadno
Cistitelné. V té€chto technologickych provozech na zpracovani driibeze a ndslednou produkci
masa se musi dbat na dostateCny ptivod pitné vody. Zatizeni ¢i vybaveni se musi fidit
hygienickymi piedpisy. Drubezi jatky maji navic v téchto prostorech vyhrazené misto pro
prohlidku zvifat pfed porazkou a celkove pro jejich ptijem. V porazecich prostorech se urcuji
tzv. zony — musi byt oddélené¢ misto pro omraceni a vykrvovani od napatfovani, Skubani,

a 1 kuchani. [8]

wewvr

U kachen a hus je nejvice vyuzivané maso. Husi maso se fadi mezi tu¢néjsi, ¢im starsi je
stravou. Husy se nejcastéji Zivi travou, zatimco kachny upfednostiiuji zrni. Husy 1 kachny
maji tmavsi maso a vyraznou chut’, nebot’ tuk je nositelem chuti 1 viin€é. Kachny se d€li podle
hmotnosti do tfid. K prodeji do obchodi se dostavaji bud’ barbarie, coz jsou vySlechténé

kachny pizmové, nebo mulardi, kdy se jedna o kiizence ,,normalnich* druhti kachen. [18]

1.5 Proces jateCniho zpracovani dribeze

Do procesu jatecniho zpracovani driibeze se dostavaji pouze jedinci ze zdravych chovi, kteti
prosli veterinarni prohlidkou. Je to proces, do kter¢ho vstupuje celé zvife a vyslednym

produktem jsou zpracované Casti jeho téla. [8] [19]

V téle jateCné zpracované driibeze nesmi byt rezidua kosti a opracované ¢asti nesmi byt nijak
znecistény. Do prodeje se davaji bud’ jednotlivé ¢asti dané dribeze, nebo celé vykuchané
télo bez hlavy a nohou. Driibez se mize davat do ob¢hu bez drobtli, nebo je v téle lze
ponechat. Droby jsou vnitfnosti a vychdzi vétSinou jako vedlej$i produkt pii jatecném
zpracovavani, avSak mohou mit 1 sva vyuziti. [20]

Prvnim okruhem procesu opracovani dritbeZe je poraZeni. VSe za¢ind omrac¢enim samotného
zvitete (Obrazek 1). Jinymi slovy dochazi ke ztraté védomi. Existuji tfi typy omracovani.

Prvnim je ru¢ni, které je typické pro porazky v domacim prostfedi. Nejcastéji se pouziva
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elektricky proud, hlavné ve velkych chovech a posledni je omra¢ovani plynem. Avsak nikdy

nesmi dojit k usmrceni omra¢ovaného zviiete. [8] [20]

Poté nastava vykrveni — driibez se jiz usmrti. K vykrvovani se vyuzivaji pro automatizaci
nejcastéji noze, kdy se jimi prefizne kréni tepna omraceného jedince. Tato ¢ast musi
prob&hnout co nejdiive, nejpozdéji vSak do 1 minuty, zalezi na typu omracovaciho procesu.

Rychlost vykrveni ma zna¢ny vliv na jakost masa. [19]

Usmrcena téla pak prechdzi na pafeni, a diky tomu je snadnéj$i nasledné Skubani pefi.
Zbytky peii a dalSich necistot se odstraiiuji poté z téla vodni dribeZe pomoci voskovani
a docist'ovani. [8]

Vsechny tyto operace se provadi v co nejkratsi dob¢, predevsim travici trakt dribeze musi

byt odstranén z téla v brzké dobé, aby se zabranilo pfechodu mikrobioty obyvajici travici

ustroji do téla, jinak by to mohlo vést ke kaZeni masa. [8]

Po docisténi se prechdzi k dalSimu okruhu, a tim je kuchéni. Jsou vyuzivané odlisné prostory

nez pii porazeni. Vyuzivaji se stroje tzv. kuchaci automaty, nebo se kuchéni provadi ru¢né.

wewvr

s Cerstvé opracovanym télem. Proces zahrnuje nasledujici operace (Obrazek 1):
a) Odfezani hlavy
b) Odstranéni nohou
¢) Nartiznuti kiize kolem krku a vyjmuti vole
d) Rozfiznuti dutiny bfiSni a odstranéni organt (traviciho stroji)
e) Vyfiznuti fitniho otvoru
f) Odfezani jater a vyjmuti zluci — odstranéni necistot z jater
g) Po ocisténi jater dochéazi k oddéleni Zaludku od stiev
h) Odstranéni zbylych vnitinosti — opracovani srdce, ledvin, poptipadé i plic

1) Dukladné ocisténi veskerych ¢asti (omyti pod vodou) [8] [21]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

Po vykuchani je dilezité, aby opracovana téla i vnitfnosti prosla procesem chlazeni,
nejpozdéji vSak do 2 hodin. Teplota by neméla ptesahnout 4 °C. Opracovana dribez miize

byt zavéSena v chladicich komorach s proudicim vzduchem. [22]

Jako dalsi moznost zchlazeni 1ze pouzit vodni 1azné, za vyuziti specidlnich nadrzi s vodou

a ledem. T¢la driibeze se chladi posunem proti proudu vody. [8]

Existuje také sprejové chlazeni. Jedna se o kombinaci chlazeni vzduchem a vodou. Té¢la visi
v mistnosti s proudicim vzduchem a jsou zaroven postiikovana jemnymi kapkami vody,

a diky tomu nedochazi k vysychani driibeze. [20]

Nakonec prichazi vytfidéni podle jakosti, zda jsou ¢asti téla spravné ocisténa, bez
mechanického poskozeni, barevnych zmén a také bez zapachu. Nesmi vykazovat zadné
znamky zkazeni. Pak nastava fdze porcovani, vazeni a baleni. K baleni se vétSinou pouzivaji

plastové obaly, do kterych se pozadované kusy zabali strojné. [8]
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Obrazek 1: Schéma jatecniho opracovani vodni dribeze. Upraveno podle [§]
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2 MECHANIZMY A PRICINY VZNIKU ANTIBIOTICKE
REZISTENCE

2.1 Antibiotika

Antibiotika (ATB) jsou antimikrobidlni latky. Radime je mezi produkty sekundarniho
metabolismu mikroorganismi, predev§im nekterych rodl plisni (napt. Penicillium), nebo
také bakterii (napt. Streptomyces, Bacillus). Radime je k nejvyznamnéj§im objevam
v oblasti mediciny 20. stoleti. K nejvétsimu rozvoji doslo po objeveni penicilinu zndmym

I¢katfem a bakteriologem Alexandrem Flemingem v roce 1928. [23] [24]

Antibiotika jsou vyrabéna, aby inhibovala konkrétni druh mikroorganismu, nebo mohou byt
vyvinuta proti Sirokému spektru mikroorganismii. [25] [26] Diky nim témét doslo
k vymizeni bakteridlnich nemoci anebo alesponi ke sniZzeni jejich nebezpecnosti. Jejich
ucinek totiz spociva bud’ v inhibici rstu a rozmnozovani patogennich bakterialnich bunék,
jedna se tedy o bakteriostazi, nebo mohou tpln¢ znicit dany mikroorganismus, a pak u¢inkuji
baktericidng. [24] AvSak kratce po objevu téchto antimikrobnich latek byla zjisténa

rezistence u né€kterych kment bakterii. [23]

2.2 Rozdéleni antibiotik podle mista a mechanismu tuc¢inku

Antibiotika se li§i svoji strukturou molekuly. To vede ke vzniku odliSnych vlastnosti, a také
mechanismy ucinku jsou rtizné. [27] Inhibuji funkei struktur v buiice a jsou tfidény do skupin

podle zasaZzeného mista. [25] Rozdéleni antibiotik je uvedeno v Tabulka 1.

Tabulka 1: Rozdéleni ATB podle mechanismu jejich u¢inku [27]

Mechanismus ucéinku Antimikrobialni latky

B-laktamova ATB
glykopeptidy
Inhibice syntézy bunécné stény polypeptidy
karbapenemy
monobaktamy
polyeny
Plsobeni na cytoplazmatickou membranu polymyxiny
azoly
tetracykliny
Inhibice proteosyntézy makrolidy
linkosamidy
chinolony
sulfonamidy

Naruseni syntézy nukleovych kyselin
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2.2.1 Inhibice syntézy bunéc¢né stény

Bunécna sténa (BS) je pro vétSinu mikroorganismi zivotné dualezitd. Jeji funkce spociva
v tom, ze udrzuje staly tvar buiiky a dava ji pevnost. [28] Antibiotika, ktera plisobi
nepfiznivé na syntézu BS, se navazou na dané misto, ¢imz inhibuji enzymy tvorfici
peptidoglyken. ATB ptisobi na mikroorganismy v dob¢ jejich rastu, a proto se doporucuje
je podavat a predepisovat v pocatecni fazi infekce. Jedna se o nevratny d¢j, ktery vétSinou
vede k rozpadu bunky. Mezi latky vyuzivajici tohoto typu mechanismu fadime napf.

peniciliny a cefalosporiny (B-laktamy). [29]

2.2.2 NarusSeni cytoplazmatické membrany

Cytoplazmatickd membrana plni mnoho dilezitych funkci, pfedevSim se jedna o jeji
selektivni propustnost. Diky této semipermeabilité fidi a reguluje transport latek do bunky
a ven z ni. Pfi poskozeni funkce cytoplazmatické membrany se tedy polopropustnost porusi
a dojde k uniku potiebnych latek do okoli. [28] Toto mtize vést i k naruseni rovnovahy ionti
v buiice. Piikladem antimikrobidlni latky s uvedenou funkci je amfotericin B, ktery se fadi
mezi antimykotika plisobici hlavné na kvasinky a plisn€. NejcastéjSim nasledkem jeho

pusobeni je zanik buniky. [27] [29]

2.2.3 Porucha syntézy proteini

K syntéze bilkovin dochazi na ribozomech, konkrétn¢ na jedné nebo obou jejich
podjednotkach (30S a 50S). Peptidovy fetézec se postupné prodluzuje a vznikaji nové
proteiny. N&ktera antibiotika tuto syntézu narusSuji, a to napiiklad tetracyklin nebo mupirocin
nalezici mezi makrolidy. Jedna se o Sirokospektra ATB s bakteriostatickym uc¢inkem. [27]

[30]

2.2.4 Inhibice syntézy nukleovych Kkyselin

Nukleové kyseliny (DNA, RNA) jsou dilezitou soucasti kazdé buiiky. Je v nich ulozena
geneticka informace organismu. Antibiotika inhibuji enzymy, které se ucastni transkripce
1 tvorby nukleovych kyselin. [30] [31] Do této skupiny antimikrobidlnich latek je zatfazen

napftiklad kotrimoxazol ze skupiny sulfonamidovych antibiotik. [32]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

Inhibice svatézy Inhibice proteosyntézy:

bunééné stény: aminoglykosidy
peniciliny tetracyldiny
cefalosporiny malkrolidy

NaruSeni
cytoplazmatické
membrany:

é olymyxiny
Porucha syntézy oty

nukleovych kyselin
(DNA, RNA): Inhibice
chinolony zakladnich
sulfonamidy metabolickych
procesi:
sulfonamidy

Obrazek 2: Mechanismy ucinku antibiotik [33]
2.3 Antibiotické rezistence

Rezistence je schopnost mikroorganismu piezit ucinek urcité koncentrace antimikrobialni
latky. Pro zjiSténi ucinkd antibiotik a odolnosti proti nim, se zde zavadi termin minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC). Tato koncentrace definuje nejniz§i potifebnou davku pro
usmrceni nebo zastaveni ristu daného mikroorganismu. [34] V posledni dobé se odolnost

vici antibiotikiim stala vaznym a velmi diskutovanym tématem. [23]

Antibioticka rezistence je velkou hrozbou jak pro zdravi lidi, tak i zvifat. Diky schopnosti
mikroorganismi odolavat antimikrobialni 1é¢bé, se rezistence na antibiotika stala globalnim
problémem. [35] Nejedné se pouze o oblast 1€kafstvi a naseho zdravi, ale taktéz tato krize
zasahuje do ekonomiky. DoSlo ke zvySeni nakladl za 1écbu proti nemocem zplsobenymi

rezistentnimi patogeny. [36] [37]

2.3.1 Mechanismy vzniku antibiotické rezistence

Antibioticka rezistence je obrannd reakce nékterych druhii mikroorganismli a existuje
mnoho mechanismii jejiho vzniku. Tento obranny mechanismus se mize pfenaset z generace
na generaci formou pfenosu geni zodpovédnych za tuto rezistenci. Tuto genetickou
informaci maji v sobé zakddovanou piedevsim plazmidy, proto mize dojit k prenosu téchto

genl mezi piibuznymi i neptibuznymi bakteriemi. [38]
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V bunice se mohou vytvorit enzymy, které narusi strukturu antibiotika, ¢i ho inaktivuji.
Naptiklad proti penicilinu mohou bakterie produkovat B-laktamazy, které se navazou na
B-laktamovy kruh, ktery se rozstépi. Rozstépeny kruh neni schopen se vazat na cilové misto,
takze ve vysledku nemé zadné antimikrobni u¢inky. Druhym typem mechanismu vzniku je
zména v propustnosti membrany buiikky bakterii, diky ¢emuz se zabrani priniku
antimikrobidlni latky do buiiky. Opakem tohoto mechanismu je bakteridlni eflux, jinak
feCeno vylouceni cizich toxickych latek, vcetné antibiotik, ven z buniky. Vyuzivaji se piitom
proteinové pumpy zabudované v bunéénych membranach. Tim dojde ke sniZzeni koncentrace
ATB v bunce a soucasné i jeho ucinnosti. [39] Bakterialni bunka si mlize vytvoftit odolnost
také tim, ze se pozméni cilovy receptor pro dané antibiotikum. Vytvoii se tzv. klamné misto,

na které se navaze pouzivané antibiotikum, misto ptivodniho cile. [34]

RozliSuji se dva druhy antibiotické rezistence podle jejiho vzniku. Vrozenou neboli
prirozenou rezistenci mikroorganismy maji v sobé zabudovanou jiz od jejich samotného
vzniku. Buiika je odliSnd svou strukturou. V bufice se nenachazi misto, kam by se
antibiotikum mohlo navéazat. V nékterych ptipadech bunécnd sténa, kterd pokryva povrch
bunky, miZe byt i nepropustna pro tyto antimikrobidlni latky. [27] Mikroorganismy s touto
rezistenci mohou produkovat enzymy nebo latky, které ptisobi na antibiotikum. Ptikladem
tohoto typu je nepfitomnost bunécné stény u mykoplazmat, kterd jsou odolnd vici
antibiotikim B-laktamového typu. S touto rezistenci se pocita jiz od pocatku rastu daného
rodu nebo druhu mikroorganismu. Této rezistence lze vyuZit pii ristu mikroorganismil na
kultiva¢nich ptdach in vitro. Tim miZeme kontrolované zamezit riistu nepoZadovanych

MO. [40]

Mnohem vétsi hrozbou je rezistence ziskand béhem Zivota neboli sekundéarni. Vystaveni
mikroorganismi antibiotikim, nebo celkovée i dal§im latkdm s antimikrobidlni aktivitou
muze vést ke vzniku a rozvoji rezistence. [41] Tato rezistence mize pretrvat po celou dobu
zivota nebo Casem vymizet. Mikroorganismy se ptizptisobuji a dochazi k mutacim jejich
genomu. [42]. Antibiotickd rezistence ziskand muze vzniknout jak fenotypickou, tak
genetickou zménou. Fenotypickda zména je adaptace bakterii na pozménéné metabolické
pochody. Avsak tento zplsob vzniku rezistence je méné Casty. Hlavni roli hraji genetické
zmeény, které jsou zapfi¢inény mutaci genu na chromozomu, nebo dojde k pfevzeti genu na

rezistenci od jiné bakterie. Vysledkem jsou tak rezistentni buniky. [34] [43]
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2.3.2 Priciny vzniku antibiotické rezistence

Existuje mnoho pfi¢in, diky kterym dochézi k odolnosti mikroorganismi proti
antimikrobidlnim latkach. Hlavnim divodem pro vznik rezistence je opakované a Castéjsi
predepisovani antibiotickych 1é¢iv. To souvisi s jejich nadmérnym uzivanim. Piedepisuji se
v dobg, kdy nejsou tieba, napt. pti virovych onemocnénich. V nékterych pripadech pacienti
nesplni celou ptedepsanou dobu uzivani téchto 1éka. [44] [45]

Ve velkém mnozstvi se pouzivaji ATB i ve veterinarni medicing, k 1€cbé hospodarskych
zvitat a zemé&d€lstvi, coz mlze vést také k rozvoji této schopnosti. K vyvoji pfispiva

i nedostatecna produkce novych antibiotickych latek. [44] [45]
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3 GRAMPOZITIVNI KOKY IZOLOVANE Z POTRAVIN A JEJICH
ANTIBIOTICKA REZISTENCE

Za poslednich let bylo izolovéno z potravin mnoho patogennich kmend riznych druht
mikroorganismil. Na opracovaném mase dribeze se zjistila pfitomnost hned nékolika
zastupct grampozitivnich kokt. Mezi né¢ mizeme zaradit Enterococcus faecalis, E. faecium,
E. avium, E. durans, nebo Streptococcus salivarius. Tyto druhy kolonizuji pfedevsim travici
trakt lidi, ale také zvitat. [46] Z mléCnych potravin se podafilo izolovat i nékteré zastupce

rodu stafylokokt, napt. Staphylococcus aureus anebo S. chromogenes. [47]

Driibezi maso byva ¢asto zdrojem patogend. Jedné se o jednu z nejrizikovéjSich potravin
zivocisného ptivodu. Maso se mize kontaminovat zminiovanymi bakteriemi ve vSech fazich
vyroby — p¥i poraZeni, zpracovani, skladovani i uvadéni produktu na trh. Cerstvé zpracované
maso z porazenych zvitat je idedlnim prostfedim pro riist a mnozeni mikroorganismu. Proto
je dilezité dodrzovat vSechny hygienické ptedpisy, €istotu pracovniho prostiedi a podminky
skladovani. Je zapotiebi vzdy kontrolovat hotové vyrobky, ¢imz se zabrani rozsifeni urcitych

druhtt mikroorganismil. [46]

V potravinové fetézci jsou hojné vyuZzivany antimikrobidlni latky. V prvni fad¢ slouZzi jako
prevence vzniku chorob anebo jsou wuzite¢né pii 1écbeé infekénich onemocnéni
hospodarskych zvitat. AvSak pfitomné patogenni mikroorganismy jsou schopny si vytvofit
rezistenci na tyto latky. Skrze potravu se poté rezistentni kmeny mohou pfenaset na ¢lovéka.
Neékdy postaci i pouhy kontakt s danym oSetienym zvitfetem. K prenosu mize dojit, i kdyz
s masem manipuluje infikovand osoba. Tento typ pifenosu je typicky napiiklad pro

Staphylococcus aureus. [48]

3.1 Grampozitivni koky

Bakterie miZzeme odlisit podle riznych znakt, véetné morfologickych. Zakladni rozdéleni
je podle tvaru bunék — nejcastéjsi jsou kulovité (koky) a ty€inkovité (bacily). Grampozitivni
koky jsou tedy skupina bakterii s kulovitym tvarem bunky. Od gramnegativnich se 1i$i
hlavné stavbou a sloZenim bunécné stény. Pro rozpoznani, o ktery typ bakterie se jedna, se
vyuziva Gramovo barveni. Tuto metodu obarveni vynalezl vyznamny dansky mikrobiolog

Hans Christian Gram v roce 1884. [49]

Buiky prokaryotickych grampozitivnich kokii maji na povrchu bunécnou sténu s tlustou

vrstvou peptidoglykanu tvoienou polysacharidy. Na tuto vnéjsi vrstvu se pii barveni vaze
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krystalova violet’ a roztok jodidu draselného a vytvoii se nerozpustny komplex. Buiky
grampozitivnich bakterii budou mit po obarveni modrou az fialovou barvu.
U gramnegativnich bakterii se rozpusti vnéjs$i lipopolysacharidova vrstva pusobenim
alkoholového roztoku. Diky tenké vrstveé peptidoglykanu v bunécné sténé se komplex smyje

a bunky se zbarvi do ¢ervena, poptipadé rizova. [50], [51]

Do této skupiny grampozitivnich koki fadime naptiklad rody Micrococcus, Streptococcus,

Staphylococcus a Enterococcus. [52]

3.2 Rod Staphylococcus

Bakterie rodu Staphylococcus jsou fakultativné anaerobni. B€zné jsou soucasti mikrobioty
lidi 1 zivoc¢icht. Na pevnych padach maji lesklé, bezbarvé nebo do zluta zabarvené kolonie.
Jedna se o kataldza-pozitivni bakterie, nebot’ produkuji enzym kataldzu, tedy az na par
vyjimek (napft. S. saccharolyticus). Mnoho druhi je patogennich a mohou zptsobovat rtizna

infekéni onemocnéni. [53] [54]

V nepfiznivych podminkdch netvoii spory. Do znaéné miry byvaji k téchto podminkdm
vngjsiho prostiedi rezistentni. Byvaji velmi dobfe ptizptisobivi k nepfiznivym podminkam.
Modifikuji svlij metabolismus tak, aby ptezili. [55] Jsou schopny pieckat zahtati na 55 °C
po dobu 30 minut, navic také toleruji vys$si koncentrace chloridu sodného. Této schopnosti
se vyuziva pro jejich izolaci. Kultivuji se na pevnych selektivnich ptidach s 10 % koncentraci
NaCl. Jejich optimalni teplota riistu je 35 °C. Jako vétSina bakterii, tak i stafylokoky, rostou

v prosttedi o neutralnim pH. [49]

Rod stafylokokt miizeme délit podle jejich schopnosti produkovat koagulazu. Je to enzym,
ktery se ucastni tvorby krevni sraZeniny. Za nejznaméjSiho koagulaza-pozitivniho

stafylokoka, tedy produkujiciho tento enzym, miizeme povazovat druh S. aureus. [56]

3.2.1 Vyskyt stafylokoki v potravinach

Stafylokoky jsou pomérné odolné viici zménam vné¢jSiho prostiedi. Proto je velice
pravdépodobné, ze budou schopny riist na rtiznych typech potravin. [57] Poziti téchto
potravin miZe zpiisobit onemocnéni. VéEtSinou je to zapfiinéno produkci toxind témito
patogennimi koky. Je to také diisledek nespravného zachazeni s potravinami a nedodrzovani

podminek hygieny pfi jejich zpracovani ¢i uprave a skladovani. [58]

Zastupci rodu stafylokokl byli izolovani naptiklad z masa (napf. skot, driibez, ryby), ale

také ze syrového mléka. Po ucinné pasteraci nepiedstavovaly tyto druhy nebezpeci, nebot’
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byly usmrceny vysokou teplotou. Problémy v$ak nastaly pfi konzumaci susenych mléénych
vyrobkil. V syrovém mléce doslo k nartstu stafylokokt, ktefi vyprodukovali termostabilni

toxiny. Ty nebyly naslednou pasteraci inaktivovany. [59]
Staphylococcus aureus

Pro Clovéka ma ze stafylokokl z hlediska patogenity nejvétsi vyznam Staphylococcus
aureus neboli ,,zlaty stafylokok®. Miize se vyskytovat bézné na kiizi ¢lovéka, ¢i byt soucasti
jeho nosni sliznice a dutiny Ustni. AvSak pfi snizené imunit¢ muze zacit pusobit jako

patogen. [60]

Patfi mezi nejéastéjsi pivodce pyogennich onemocnéni, hlavné onemocnéni kiize. Mezi
nejrizikovéjsi faktory vzniku infekce timto druhem spada dlouhodoba hospitalizace, napf.
kvtli operaci. Je producentem také fady latek. Dlraz by mél byt kladem ptedevSim na jeho
toxiny, které zptsobuji stafylokokovou enterotoxikdézu pozitim potravin obsahujici tyto
enterotoxiny. Plsobi jako neurotoxiny, které stimuluji zrychleni stfevni peristaltiky
a vyvolavaji prijmy anebo zvraceni. [49] Mezi nejcastéji kontaminované potraviny timto
druhem stafylokoka patii rizné druhy masa (napt. driibez), mrazené krémy (zmrzlina), kozi

1 kravské mléko apod. [60] [47]

3.2.2 Antibioticka rezistence rodu stafylokoku
Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA)

Mnohé kmeny stafylokokti vykazuji jistou rezistenci k antibiotikiim. NejcastéjSim je
Methicilin-Rezistentni Staphylococcus aureus. Je rezistentni vici oxacilinu ¢i methicilinu.

[60] [61]

Prvné byla vytvofena odolnost vi¢i mnohym [B-laktamovym antibiotiklim. Rezistence je
zaloZena na pfitomnosti geni blaZ, diky kterym dojde k produkei penicilinazy
(B-laktamdzy), coz je enzym degradujici B-laktamovy kruh. Pozdé¢ji se tak vyvinula
antibiotika na bazi penicilinu, kterd jsou rezistentni vici piisobeni enzymu B-laktamazy.
Ptikladem takovych antibiotik je napi. methicilin. AvSak postupem Casu si n¢které kmeny

byly schopny vytvofit odolnost i k tomuto antibiotiku. [49] [62]
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3.3 Rod Enterococcus

3.3.1 Charakteristika rodu a jeho vyskyt v potravinach

Rod Enterococcus je skupina nepatogennich az podminéné patogennich bakterii. Patii do
skupiny kataldza negativnich grampozitivnich kokd. Rostou i pii zasaditém pH (8,5) a i pti
nizkych teplotach, kolem 10 °C. Jsou schopné se mnozit také v hypertonickém prostiedi,
ptfikoncentraci 6,5 % NaCl. NejzndméjSimi zastupci tohoto rodu jsou Enterococcus feacalis,

E. feacium a E. durans. [49]

Prestoze osidluji vétSinou stfeva — travici trakt lidi i zvifat, mohou rast i v nesterilnich
potravinach anebo rostlinach. Enterokoky jsou povazovany za indikatory fekalniho
zneCi$téni v potravinaiském primyslu. Jsou rezistentni vici vyS$im teplotdm a celkové
velmi odolné k vnéjS§im chemickym i fyzikdlnim vlivim. Vyskytuji se nejcastéji na mase,

syrech a v mléce. [63]

3.3.2 Antibioticka rezistence enterokoku

Pro zjisténi, jaky ma dopad pouzivani antibiotik na driibez, byly pii studii [64] izolovany
enterokoky celkem z82 farem. PfevaZzovaly predevS§im izolaty druhd E. faecium
a E. faecalis. Oba druhy vykazovaly jistou multirezistenci k antimikrobidlnim latkam.
U druhu E. faecalis se vyskytovala rezistence predevsim k makrolidovym a linkosamidovym
antibiotikiim. Tyto izolaty také byly vice rezistentni k tetracyklinim. AvS§ak u izolovanych
kmeni druhu E. faecium byla nejvice vypozorovéana rezistence hlavné k penicilinu. DileZité
je také poukazat na to, ze vétsina izolovanych enterokokt z dritbeze a prostfedi jejich chovu

byva odolna k antibiotickym 1é¢iviim pouzivanych pfi humanitarnim 1ékarstvi. [64]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem bakalatské prace bylo z vodni driibeze a prostiedi jejich chovu izolovat grampozitivni
koky — konkrétn¢ rody Staphylococcus a Enterococcus, ptipadné piibuzné rody obou.
Nésledné bylo tfeba vybrané kolonie identifikovat pomoci metody MALDI-TOF.
Identifikované kmeny byly podrobeny testim na rezistenci k vybranym antibiotikiim.
Nasledné¢ bylo cilem vyhodnotit vysledky, zhodnotit kmeny citlivé/rezistentni k testovanym

antibiotikiim, vysledky zpracovat, zhodnotit a vyvodit z nich ptislusné zavéry prace.
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5 MATERIAL

5.1 Pracovni pomiicky a pristroje

5.2

Sterilni vzorkovnice, zkumavky, Petriho misky,

sklenéné hokejky, etanol pro sterilaci, kahan,

automatické pipety (20-200 pl, 100-1000 pl, 0,5-10 ml), sterilni $picky,

ockovaci klicky, pinzeta,
analytické vahy,
Densilametr,

Biohazard box,

Vortex Mixer,

termostatické skiing (teplota 37 °C, 30 °C),

autoklav a dalsi.

Vzorky

Celkem bylo odebrano 30 vzorkl v riiznych ¢asech z vice mist chovu kachny pizmové,

véetné jejiho téla. (Tabulka 2) Vzorky pochdzely z masa poraZzenych kachen a soucasné se

odebraly také z chladici vody vyuZivané pii jejich poraZce. Dale byly udélany stéry pefi

zivych zvitat z bficha, ale také v oblasti kloaky. Nakonec se vzaly vzorky vody z napajecich

bazénki i se sedimenty.

Tabulka 2: Pocet odebranych vzorkl a datum jejich odbéru

Popis vzorku

Pocet odebranych vzorki

Datum odbéru

kachni maso 10 29.06.2022

sté€ry z peti zivych kachen 10 10.07.2022
chladici voda z porazky kachen 5 29.06.2022
napajeci voda 5 10.07.2022
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5.3 Antibiotika

V mé bakalaiské praci jsem zkoumala antibiotickou aktivitu (rezistence, citlivost)

u vybranych grampozitivnich kokt. Pracovala jsem s rody Staphylococcus a Enterococcus.

Byly vyuzivany papirové disky s ndslednymi zvolenymi antibiotiky. (Obrazek 3)

Vybrana ATB pro rod Staphylococcus:

Peniciliny — benzylpenicilin, amoxicilin

Cefalosporiny — cefoxitin, cefotaxim

Karbapenemy — meropenem, imipenem

Fluorochinolony — ciprofloxacin, levofloxacin, norfloxacin
Aminoglykosidy — amikacin, gentamicin

Makrolidy — erytromycin, klindamycin

Ostatni — tetracyklin, nitrofurantoin, rifampicin

Vybrana ATB pro rod Enterococcus:

Peniciliny — amoxicilin, piperacilin/taxobactam
Karbapenemy — imipenem

Fluorochinolony — ciprofloxacin, levofloxacin, norfloxacin
Aminoglykosidy — gentamicin, streptomycin
Glykopeptidy — vankomycin, teikoplanin

Ostatni — nitrofurantoin

Obrazek 3: Davkovaci tuba s papirovymi antibiotickymi disky



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

5.4 Kaultivacni pidy

Pro izolaci enterokokt a stafylokokli byly vybrany tyto selektivné-diagnostické pudy:
e Slanetz-Bartley (SB) — pro detekci enterokokti
e Baird-Parker (BP) — k selektivni izolaci koaguldza-pozitivnich stafylokoku

Pro nasledné uchovani vybranych kolonii byla pouzita piida Brain Heart Infusion Broth
(BHI). (Obrazek 4) Tento typ pudy obsahuje vétsi mnozstvi Zivin pro lepSi rlst
mikroorganismu a je ur€ena pievazné k detekci patogennich koku. Jelikoz jde o smés na

ptipravu pidy v tekuté podobé, bylo tieba ptidat k navazce navic agar.

M210-500G 500g

Heart Infusion Broth

resalts, the medium should

g:ms [to7 ] ononog7622

T N —

Obrézek 4: Smés BHI Broth
Pti zkoumani antibiotické rezistence vybranych kmeni grampozitivnich kokt byly vyuzity

plotny s Mueller-Hinton agarem.

5.4.1 Priprava kultiva¢nich médii

Ptiprava kultiva¢nich médii byla dle navodu, ktery je uveden na obalu naddoby. Ptislusna
navazka dané smési byla smichana s destilovanou vodou a sterilovana v autoklavu pii
121 °C po dobu 15 minut. Po ¢astecném vychladnuti byly ptipravené pudy prelity do
sterilnich Petriho misek. (Obrazek 5)
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Obrazek 5: Petriho miska s Mueller-Hinton (MH) agarem
5.5 Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok byl potfeba pro ptfipravu vychozi suspenze tuhého vzorku — pro
zhomogenizovani kachniho masa. Také byl vyuZit pro dal$i nafedéni této suspenze.
Roztok byl pfipraven rozpusténim prislusného mnozstvi chloridu sodného (NaCl)

v destilované vod¢. Bylo tieba pfipravit roztok o vysledné koncentraci 0,9 %, ktery byl poté

autoklavovan pii teploté 121 °C a po dobu 15 minut.
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6 METODIKA

6.1 Mikrobiologicky rozbor vodni driibeze

6.1.1 Izolace grampozitivnich koki

Pro izolaci pozadovanych grampozitivnich kokli bylo tfeba aplikovat vychozi suspenzi

vzorkl na selektivné diagnostické zivné pudy BP a SB.

K nafedéni bylo pouzivano desitkové fedéni, coz znamena 1 dil vzorku a 9 dila
fyziologického fediciho roztoku (1:9). Pevny vzorek byl prvné rozmélnén v homogenizatoru
s fedicim roztokem, aby vznikla vychozi suspenze. S tekutymi vzorky bylo moZzné rovnou

pracovat, nebo je natedit za pomoci zmiflovaného fedéni desitkové fady.

Jednotliva fedéni pak byla roztérem vyseta na Petriho misky (PM) s pfipravenymi pidami,
pricemz na 1 misku bylo naneseno 100 pl suspenze. PM byly ulozeny do termostatické
skiiné ke kultivaci pfi teploté 37 °C po dobu 24 hod. Po kultivaci byly spocitany narostlé

kolonie.

Z vykultivovanych kultur byly vybrany suspektni kolonie, které byly nasledné pieockovany
metodou kiizového roztéru na Cerstvé piipravené agary. Pro tento UcCel byly uzivany
obohacené Zivné pidy BHI. Cilem kitiZového roztéru je ziskani samostatnych kolonii. Tyto

kolonie byly obarveny podle Grama.

6.1.2 Identifikace grampozitivnich kokii — Gramovo barveni

Gramovo barveni je metoda, jejiZ ucelem je odliSeni grampozitivnich a gramnegativnich
bakterii podle slozeni bunécéné stény. U grampozitivnich bakterii se béhem barveni vytvofi
komplex violeti s Lugolovym roztokem, ktery se dostane do struktury bunky. Aceton neni
schopen prostoupit pfes vnéjsi bariéru neboli bunécnou sténu, takze komplex se nevymyje

a buniky tohoto typu maji modrou barvu. [65]

Prvné bylo potteba piipravit fixovany preparat. Na podlozni sklicko se nanesla kapka
fyziologického roztoku, piipadné destilované vody. V ni se vzapéti rozetiela kultura
testovaného mikroorganizmu. Nakonec se pro docileni fixace preparatu sklicko protahlo

plamenem plynového kahanu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

Na ptipraveny fixovany preparat byly postupné nandSeny barvici roztoky v nésledujicim

poradi:
1. Krystalova violet — doba plisobeni barviva 1 minuta
2. Opléachnuti sklicka destilovanou vodou
3. Lugoluv roztok — ptisobeni barviva 30 sekund
4. Oplach sklicka acetonem

5. Safranin — ponofeni skli¢ka do barviva na 1 minutu a omyti destilovanou vodou

6.1.3 STAPHYtest

Pro identifikaci bakterii je k dispozici fada riznych testd. V této praci byl vyuzivan
konkrétn¢ STAPHYtest 24. Test je urcen k identifikaci bakterii rodu Staphylococcus.
Je zaloZen na zkoumani danych mikroorganizmi pomoci 24 riznych biochemickych testt,
které se pak vyhodnocuji jak vizualng, tak 1 za vypomoci pfistroje a pocitace. [66] Tento
komeréni set tedy obsahuje mikrotitracni desticku. Ta se sklada ze 4 sad (3 sloupce), kdy

kazda z nich mé 24 jamek. (Obrazek 6, Tabulka 3)

Postupovalo se podle ndvodu uvedeného u soupravy STAPHYtest 24. Pracovalo se s ptedem
pfipravenou suspenzi bakterie a fyziologického roztoku. Stupenn zdkalu této suspenze
odpovidal ¢islu 2 podle McFarlandovy stupnice. Do jamek se pipetou davkovalo 100 ul
ptipravené suspenze. Po inokulaci se do jamek s ozna¢enim H, G a F prvniho fadku ptidal
parafinovy olej (po 2 kapkach do kazdé jamky). Poté byla desticka vlozena do sterilniho
saCku a do termostatu s 37 °C. Po kultivaci se vyhodnotilo, zda testy vysly pozitivné,

¢1 negativné.

Obrazek 6: STAPHYtest 24 — sada pro identifikace 1 kmene bakterie
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Tabulka 3: Biochemické testy zahrnuté ve STAPHYtest 24

A Eskulin Mannodza Xylitol
B Fosfatdza Xyloza Raffin6za
C B-Glukosidaza Maltoza Arabin6za
D B-Glukuronidaza Mannit Cellobioza
E -Galaktozidaza Trehaloza Fruktéza
F Ornithin Sachar6za Riboza
G Arginin Galaktoza Sorbitol
H Ureaza N-acetyl B-D-glykosamin Laktoza

6.1.4 MALDI-TOF

v

Pro rychlou a pfesnéjsi identifikaci nezndmych kmenl bakterii, byla vyuzila metoda
MALDI-TOF (Matrix Assisted Desorption Ionization — Time Of Flight). Je zalozena na
principu hmotnostni spektrometrie, kdy dochazi ke stanoveni molekulové hmotnosti
laserovou ionizaci. Jako vzor je k dispozici matrice se soucasnou detekci doby letu. Matrici
je kyselina skoficova, kterd slouzi jako rozpoustédlo. Tato kyselina vyextrahuje proteiny
testované bunécné kolonie. Cilem je zméfit spektra, kterd jsou vzdy specifickd pro urcity
druh mikroorganizmu. Nasledné se tato spektra porovnavaji s profilovymi vysledky

v databazi. [67]

Postup pfipravy bakteridlnich kmeni na MALDI-TOF:

Do mikrozkumavky typu Eppendorf bylo pipetou pieneseno 300 pl destilované vody,
ve kterych byla rozmichana inokula¢ni klickou husta kultura testované bakterie. K suspenzi

bylo nasledné ptidano 900 pl etanolu.

Druhové stanoveni bakteridlnich izolath bylo provedeno v laboratofi Slovenské
pol'nohospodarske univerzity v Nitie ve Vyskumném centru AgroBioTech ve spolupraci

s prof. Ing. Ka¢aniovou, PhD.
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6.2 Skrining antibiotické rezistence vybranych grampozitivnich koki

6.2.1 Diskovy difuzni test

Diskovy difuzni test je kvalitativni metodou stanoveni antimikrobialni aktivity. Zjistuje se,
jestli je testovany mikroorganizmus citlivy (rezistentni) k dané antimikrobidlni latce,

v tomto piipad¢ antibiotiku. [68]

Pti této metod¢€ byla vyuzivéana antibiotika ve formé papirovych diskl. Test byl provadén na
Petriho miskach sagarem Mueller-Hinton (MH). Pomoci sterilni klicky byla ve
fyziologickém roztoku rozmichéana kolonie bakterii. Vytvofena suspenze byla rovna zakalu
1 McFarlandovy stupnice, ktery byl zméten densilametrem. Na MH agary bylo pfeneseno
pipetou 200 pl pfipravené suspenze, kterd byla sklenénou sterilni hokejkou rozetfena.
Sterilni pinzetou byly zde pokladany disky s antibiotiky. (Obrazek 7) Hotové misky byly

nasledné inkubovany 48 hodin v termostatu pfi teploté 30 °C.

Obrazek 7: Antibiotické disky na misce s rozetfenou suspenzi pred kultivaci

Vyhodnocovala se velikost inhibi¢nich zén. Vysledky se porovnavaly se stanovenymi
velikostnimi hranicemi Evropskym vyborem pro testovani antimikrobidlni citlivosti
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing), zkracen¢ EUCAST.
(Tabulka 4, Tabulka 5) Kdyz byla naméfena velikost zony mensi, nez je dana ptfedpisy
EUCAST, tak z toho vyplyvalo, Ze mikroorganizmus je rezistentni k antibiotiku a neroste

v jeho pfitomnosti. [69]

Pro nékterd antibiotika mohou byt vysledky rizné. Zavisi to hlavné na rezistenci k ostatnim
antibiotikiim, a také na konkrétnim testovaném druhu bakterie. V nékterych piipadech

mohou byt rezistentni k danému typu ATB, a v jinych zase citlivé (R/C).
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Tabulka 4: Hodnoty velikosti inhibi¢nich z6n pro enterokoky podle EUCAST

Nazev testovaného antibiotika RECs, nvlhll’ncm.c h z6n [mm]
- urcenl rezistence

Amoxicilin R/C
Piperacilin/taxobactam R/C
Imipenem <21
Ciprofloxacin <15
Levofloxacin <15
Norfloxacin <12
Gentamicin R/C
Streptomycin R/C
Vankomycin <12
Teikoplanin <16
Nitrofurantoin <15

U penicilinovych antibiotik vétSinou plati, Ze kmeny druhu E. faecium jsou k nim rezistentni.

Naopak kmeny bakterie E. hirae byvaji €asto citlivé na piisobeni antibiotik této skupiny.

Gentamicin mize byt vyuzit pro testovani vysoké urovné rezistence k aminoglykosidim.
Vysoce rezistentni jsou ty kmeny, kterym byla naméfena velikost zony v priméru <8 mm.
Tyto kmeny jsou zaroven rezistentni k ostatnim aminoglykosidovym antibiotikim kromé
streptomycinu, ktery musi byt testovany zvIast. Izolaty rezistentni ke gentamicinu nemusi
byt rezistentni ke streptomycinu. Kmeny vykazuji vysokou rezistenci ke streptomycinu,

kdyZ je namétena velikost inhibi¢ni zony <14 mm. [69]

U nékterych antibiotik pro testovani stafylokokt také nejsou striktné prfedepsany limity pro
velikosti inhibi¢nich zon. K antibiotiku benzylpenicilin by mély byt vS§echny kmeny rodu
Staphylococcus rezistentni. Kmeny, které jsou zaroven rezistentni k cefoxitinu, byvaji
rezistentni i1 ke vSem ostatnim penicilinim. Kdyz je prokazana odolnost k cefoxitinu, tak
dany kmen byva soucasné rezistentni ke karbapenemiim (imipenem, meropenem). Také toto

pravidlo Casto plati pro cefotaxim ze skupiny cefalosporind. [69]
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Tabulka 5: Hodnoty velikosti zon pro stafylokoky podle systému EUCAST

Nazev testovaného antibiotika Velikost “vlhll,"cm.c h zon [mm]

- urceni rezistence

Benzylpenicilin R/C (S. aureus <26)
Amoxicilin R/C
Cefoxitin <22
Cefotaxim R/C
Meropenem R/C
Imipenem R/C

Ciprofloxacin <21 (8. aureus <24)

Levofloxacin <22 (S. aureus <24)
Norfloxacin <17
Amikacin <15

Gentamicin <18 (S. aureus <22)
Erytromycin <21
Klindamycin <22
Tetracyklin <22
Nitrofurantoin <13

Rifampicin <26 (S. aureus <30)
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7 VYSLEDKY

7.1 Izolace grampozitivnich koki

Na selektivné diagnostick¢ pudé Baird-Parker byly stanovovany koaguldza pozitivni
stafylokoky. Na ptdé vyrostly kolonie ¢erného a Sedého zbarveni. Pfi¢inou ¢erné barvy je
redukce teluri¢itanu obsazeného v médiu. Nékteré kolonie byly obklopeny precipitacni

zonou. Zoéna projasnéni (precipitace) je dikazem plisobeni enzymu lecitinazy.

b

Obrézek 8: Morfologie kolonii na piidach BP a SB (izolaty z napéjeci vody)

Pevna puida Slanetz-Bartley slouzila pro izolaci enterokokti. Barva jejich kolonii byla rizova

s tmavé fialovym stfedem a svétlymi okraji.

Z kazdého vzorku byly zvoleny tii kolonie z obou pevnych piid. Nésledné byly pieoCkovany

ktizovym roztérem na BHI agar, ¢imz jsem ziskala jednotlivé kolonie.

Obrazek 9: Kiizovy roztér vybrané kolonie
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7.1.1 Pocty indikatorovych mikroorganismii

Pocty bakterii se udavaji vzdy v jednotkdch CFU (Colony Forming Units) neboli KTJ
(Kolonie Tvoftici Jednotky) na jeden gram, nebo mililitr vzorku. [70] Tyto hodnoty byly
spocitany z narostlych kolonii na Petriho miskach, jak pro stanoveni poctu mikroorganismu
narostlych na kultiva¢ni ptidé BP, tak i na SB.

C

=26
V-d

Bylo vypocteno CFU/g (ml), coz odpovida N. Ve vzorci vyse je 2C oznaeni pro soucet

kolonii na jedné vybrané misce. V je pipetovand hodnota objemu suspenze na misku.

Kolikrat byla pipetovana suspenze ziedéna se zapisovalo pod symbol d.

Z vysledkii uvedenych v tabulkach 6,7 a 8 je patrné, ze vyssi narlst stafylokoktl, nez
vysledné hodnoty KTJ byly ziskdny zvody chladici. Nejvice mikroorganizmli bylo
izolovano ze vzorkli kachniho masa. Nejvyssi vypoctené hodnoty KTJ/g, jak pro
stafylokoky, tak 1 enterokoky, byly ziskdny konkrétn€ ze vzorku masa 6. U stafylokokt byla
nejvyssi hodnota 5,15 - 10° KTJ/g a u enterokokdl 1,27 - 10° KTJ/g. Naopak nejnizsi podty
enterokokil byly zjiStény ve vzorku masa 4 a stafylokokti ve vzorku masa 10.

Alespon u 7 vzorkt kachniho masa (Tabulka 6) se vysledky KTJ/g liSily minimalné o dva
rady. Nejvice se od vSech ostatnich vzorkd kachniho masa odliSoval vzorek 4. U vzorku 10

se vysledné hodnoty KTJ/g stafylokoki a enterokokt liSily nejméné, v porovnani s ostatnimi

vysledky vzorki kachniho masa.

Tabulka 6: Indikatorové mikroorganizmy (KTJ/g) u vzorkt kachniho masa

KTJ/g — Kachni maso
BP* SB* BP* SB*
1 3,34 - 10° 8,16 - 10* 6 5,15 - 10° 1,27 - 10°
2 2,48 - 10° 1,29 - 10* 7 2,44 - 10° 2,12 - 10*
3 3,89 - 10° 4,28 - 10* 8 4,59 - 10° 2,52 - 10*
4 1,13 - 10° 4,80 - 10° 9 8,34 - 10° 2,23 - 10*
5 2,97 - 10° 8,50 - 10* 10 4,18 - 10° 1,19 - 10°

*na piidé BP byl stanovovan pocet stafylokokt, na SB pocet enterokokti
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Z Tabulka 7 lze vycist, ze vysledné hodnoty KTJ/ml enterokokt a stafylokokl izolované
z povrchu pefi si jsou hodné podobné. Nejvice stafylokoktl i enterokoktl bylo izolovano ze
vzorku 15, naopak nejméné mikroorganizmii bylo detekovano ve vzorku oznaceném cislem

17. Pocty indikatorovych bakterii izolované ze vzorkl z pefi, vody chladici a napdjeci,

se pftili$ nelisi.

Tabulka 7: Indikatorové mikroorganizmy (KTJ/g) — stéry z povrchu pefi

KTJ/ml - Stéry z pefi Zivych kachen
BP* SB* BP* SB*
11 7,20 - 10° 3,54 - 10° 16 7,00 - 10° 1,27 - 10°
12 6,17- 10° 3,66 - 10° 17 3,96 - 10* 2,12 - 10*
13 3,14- 10° 5,16 - 10° 18 2,54 -10° 2,52 - 10*
14 7,80 - 10° 6,90 - 10° 19 8,98 - 10* 2,23 -10*
15 3,89 - 10° 8,25-10° 20 3,93 - 10° 1,19 - 10°

*na pude BP byl stanovovan pocet stafylokoktl, na SB pocet enterokokti

U izolati z vody napdjeci a chladici (Tabulka 8) je patrné, ze vétsi narast stafylokoki
1 enterokokll byl zjist€én ve vody napdjeci. V piipad¢ izolath z napdjeci vody byly vyssi
hodnoty enterokokl az u tfi odebranych vzorka z péti. U vody chladici byly vy$si hodnoty

detekovany ve vsech pripadech. Rozdil mezi poctem enterokokt a stafylokokl byl mnohdy

az o 2 fady.
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Tabulka 8: Indikatorové mikroorganizmy (KTJ/g) — voda napajeci a chladici pti porazce

KTJ/ml

Napajeci voda Chladici voda

BP* SB* BP* SB*
21 8,90 - 10* 2,03 -10° 26 5,87 - 10* 8,00 - 10°
22 4,57-10° 3,35-10° 27 2,83 - 10° 5,30 - 103
23 1,54 - 10 3,01 - 10° 28 1,01 - 10° 1,90 - 10°
24 1,72 - 10° 1,86 - 10° 29 8,50 - 10° 7,00 - 10°
25 | 5,50 - 10* 1,51 -10° 30 9,57 - 10* 1,80 - 10°

*na pud¢ BP byl stanovovan pocet stafylokoktl, na SB pocet enterokoki

7.1.2 Gramovo barveni

Po obarveni fixovaného preparatu byly vidény v mikroskopu butiky kulovitého tvaru tmavé

modrého zbarveni (Obrazek 10). Byl to dikaz vyskytu grampozitivnich kokti. Bunky se

shlukovaly, v n¢kterych ptipadech se vyskytovaly v parech (diplokoky) anebo tvofily kratké

fetizky.
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Obrazek 10: Grampozitivni koky (izolované z masa) — pod mikroskopem
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7.2 Identifikace vybranych grampozitivnich koki

Celkem bylo identifikovano 106 kmend grampozitivnich bakterii. Z tohoto poctu bylo

celkem 64 kment zatazenych do rodu Enterococcus:
e FE. hirae —49 kment
e FE. faecium — 15 kment
Také byly izolovany a identifikovany kmeny pattici do Staphylococcus spp.:

e S. equorum — 3 kmeny

S. nepalensis — 1 kmen
e S sciuri —2 kmeny
o S. aureus — 1 kmen
o S lentus — 4 kment

Do celedi Staphylococcaceae se navic fadi rod Macrococcus, ktery je piibuzny

stafylokokim. Z tohoto rodu bylo izolovano 16 kment druhu M. caseolyticus.
Zbylych 15 kment bylo identifikovano jako nasledujici grampozitivni bakterie:
o Corynebacterium ammoniagenes
o (. callunae
o (. stationis
o (. casei
e Rothia terrae

Z chladici vody po poraZce byly izolovany pouze dva druhy bakterii, konkrétné z rodu
enterokokt (E. faecium a E. hirae). Tyto dva druhy rodu Enterococcus byly izolovany také
z ostatnich vzorkidl. V napajeci vodé se vyskytovaly navic jiné druhy grampozitivnich
bakterii, vcetné stafylokokl (Staphylococcus lentus). Nejvice raznych druhd bylo
identifikovano ve vzorcich stérti z povrchu pefi. Mimo jiz vyjmenované se zde nachéazely
druhy Staphylococcus sciuri, S. lentus a S. aureus. Z masa byly izolovany kmeny druhu

Macrococcus caseolyticus. (Tabulka 9)
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Tabulka 9: Bakterie izolované z odebranych vzorkt

Izolaty
Vzorek
Enterococcus Staphylococcus Ostatni
E. hirae
Chladici voda
E. faecium
E. hirae S. lentus C. stationis
Napéjeci voda
E. faecium R. terrae
E. hirae M. caseolyticus
Maso
E. faecium
E. hirae S. equorum C. ammoniagenes
E. faecium S. sciuri C. nepalensis
Stéry z pefi S. lentus C. casei
S. aureus C. callunae
R. terrae

7.3 Skrining antibiotické rezistence

Skrining antibiotické rezistence byl proveden pomoci diskové difuzni metody. Vysledky
byly porovnavany s hodnotami (limity) zapsanymi v systému EUCAST, kter¢ jsou uvedeny

v ¢asti metodiky (kapitola 6.2.1).

V nésledujicich tabulkach jsou zapsany hodnoty velikosti inhibi¢nich zon, které byly méteny
v priméru celé zony. Zvyraznéné velikosti zon udavaji rezistenci kmeni k jednotlivym
antibiotikim. Tmavé Zlutd pole znaci jistou rezistenci podle hrani¢nich zén zapsanych
v EUCAST. Svétla barva pole udava pravdépodobnou rezistenci — u téchto mikroorganismu

se muze, ale nemusi rezistence k danym antibiotikim vzdy potvrdit.
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7.3.1 Vliv testovanych antibiotik na enterokoky

1zolaty z kachniho masa

Tabulka 10: Zony ptsobeni antibiotik (@ v mm) — kmeny E. faecium izolované z masa

Izolaty E. faecium — velikost zon (mm)
Antibiotikum 2EC 3EA S5EC 7EB S8EB

Amoxicilin 20 24 14 20 20
Piperacilin/taxobactam 12 20 6 14 16
Imipenem 24 35 18 22 23
Ciprofloxacin 12 16 12 10 10
Levofloxacin 6 16 14 10 10
Norfloxacin 32 20 16 0 8
Gentamicin 28 18 14 16 16
Streptomycin 29 14 17 14 16
Vankomycin 20 20 16 16 20
Teikoplanin 18 18 16 17 17
Nitrofurantoin 18 14 14 14 17

V Tabulka 10 jsou uvedeny velikosti priméru zén v milimetrech pro bakterie druhu
Enterococcus faecium, které¢ byly izolovany ze vzorka kachniho masa. Podle systému
EUCAST, kmeny tohoto druhu byvaji asto rezistentni k penicilinim (kapitola 6.2.1). VSech
5 testovanych kmenid E. faecium bylo rezistentnich alespoil k jednomu testovanému
antibiotiku. Dokonce byly izolovany 1 dva multirezistentni kmeny (5EC, 7EB), které byly
rezistentni minimaln¢ k jednomu antibiotiku ze tfi a/nebo vice antibiotickych skupin.
Z naméfenych velikosti zon Ize usoudit, Ze antibiotika vankomycin a teikoplanin nejvice
zamezuji rastu testovanych kmenl druhu E. faecium. Naopak u antibiotik na bazi
fluorochinolonti (ciprofloxacin, levofloxacin) byla dokdzana rezistence u vétSiny kmend,
vyjma izolatu oznaeného 3EA. Jako nejvice rezistentni izolat byl oznaen kmen 7EB,
u kterého se nevyskytla zddné zéna po plisobeni norfloxacinu. Ze vsech testovanych izolati
E. faecium byl nejvice citlivym kmen 3EA, u kterého byla prokazéana rezistence jen ke dvéma

antibiotikum.
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Obrazek 11: Diskovy difuzni test enterokokl (izolat 2EC) — inhibi¢ni zony
Tabulka 11: Zény plsobeni antibiotik (@ v mm) — kmeny E. hirae izolované z masa
Izolaty Enterococcus hirae — velikosti z6n (mm)

Antibiotikum 1EA | 3EB | 4EA | 6EA | 7TEA | 8EC | 9EA | 10EB
Amoxicilin 34 26 25 24 15 12 26 27
Piperacilin/taxobactam 29 27 22 18 21 15 20 21
Imipenem 40 37 32 25 40 25 29 29
Ciprofloxacin 23 21 22 18 12 18 22 20
Levofloxacin 20 18 18 20 15 16 8 12
Norfloxacin 24 18 20 19 17 22 15 22
Gentamicin 18 16 12 13 18 16 17 18
Streptomycin 15 14 15 16 15 16 16 17
Vankomycin 22 17 20 18 22 21 25 29
Teikoplanin 20 16 20 18 17 21 19 20
Nitrofurantoin 18 11 14 16 13 18 20 20

Pro druh E. hirae plati, ze ve vétSin¢ pfipadech jsou kmeny citlivé na penicilinova

antibiotika. Pouze u jediného kmene byla naméfena mensi zona, coZ mlze znamenat, Ze

tento izolat se prokazuje jistou odolnosti k amoxicilinu. Podle EUCAST systému miize byt

rezistence ke gentamicinu a streptomycinu odliSna u rdznych kmenti. Pokud je prokdzana

vysokd odolnost ke gentamicinu, tak je dany kmen zaroven pravdépodobné odolny

1 k ostatnim aminoglykosidim. Vyjimkou je miZe byt antibiotikum streptomycin. U néj je

tteba provadét testy na antibiotickou aktivitu zvlast. Z vySe uvedenych izolatd byly

identifikovany pouze dva kmeny s pravdépodobnou nizkou rezistenci ke gentamicinu.

Pti testovani u¢inku streptomycinu byly naméfené velikosti inhibi¢nich zo6n velice podobné.

Avsak konkrétné€ izolovany kmen 3EB by mohl byt vysoce odolny ke streptomycinu.
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Kvalitativnim diskovym difuznim testem byla zjiSténa rezistence k antibiotiku
nitrofurantoinu u tfech testovanych kmenti. Vankomycin a teikoplanin, na které byly citlivé

kmeny E. faecium, inhibovaly rust 1 bakterie E. hirae.

Také u antibiotik piperacilin/taxobaktamu, imipenemu a norfloxacinu byla prokazana

inhibice rustu u vsech testovanych kment.

Z izolovanych kmenti E. hirae nebyla ani u jednoho z nich zjisténa multirezistence. VSechny
izolaty byly rezistentni minimalné k jednomu antibiotiku, kromé kmene 1EA. Nejvetsi miru
rezistence vykazoval kmen 9EA, a to k levofloxacinu, u kterého byla namétena v priméru

nejmensi inhibi¢ni zéna. (Tabulka 11)

Izoléty z peti

Tabulka 12: Zény ptsobeni antibiotik (@ v mm) — kmeny E. hirae — stéry z pefi

Izolaty E. hirae — velikosti zon (mm)

Antibiotikum 11EC | 12EB | 13EA | 13EC | 14EA | 14EB | 15EB
Amoxicilin 24 20 29 24 20 22 22
Piperacilin/taxobactam 18 17 22 25 17 17 17
Imipenem 20 27 30 32 28 26 27
Ciprofloxacin 18 17 22 16 21 20 22
Levofloxacin 23 17 20 18 18 20 17
Norfloxacin 20 17 20 13 18 12 16
Gentamicin 16 17 21 19 18 19 17
Streptomycin 16 15 18 17 16 16 17
Vankomycin 21 22 22 23 21 19 20
Teikoplanin 20 20 22 21 19 20 20
Nitrofurantoin 18 16 20 20 21 20 20

V Tabulka 12 jsou uvedeny vysledné hodnoty inhibi¢nich zon testovanych kment E. hirae

izolovanych z povrchu pefi vodni dribeze (kachny pizmové).

Pti srovnavani vysledki se syst¢tmem EUCAST bylo zjisténo, Ze vSechny testované kmeny

jsou citlivé na vybrand ATB.
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Tabulka 13: Zény plisobeni antibiotik (@ v mm) — enterokoky ze stért z pefi
Izolaty E. hirae, E. faecium* — velikost z6n (mm)

Antibiotikum |16EA |17TEA | 17EB | 18EA | 18EC | 19EC |20EB | 16EB* | 20EA*

Amoxicilin 28 20 20 22 29 26 26 27 22
Piperacilin/

taxobactam 26 16 14 12 18 26 22 21 18
Imipenem 31 29 26 24 25 32 30 32 24
Ciprofloxacin 16 20 17 23 24 20 21 14 16
Levofloxacin 20 14 16 25 20 18 22 20 15
Norfloxacin 19 20 20 24 18 12 20 14 17
Gentamicin 17 14 19 16 18 14 18 16 16
Streptomycin 15 15 15 15 12 16 15 18 16
Vankomycin 27 20 19 22 22 23 22 22 22
Teikoplanin 20 18 18 18 20 20 20 18 20
Nitrofurantoin | 20 14 18 20 17 17 19 17 15

* kmeny identifikované jako E. faecium, ostatni kmeny identifikovany jako E. hirae

V ptilozené Tabulka 13 je pokracovani namétenych velikosti zon pro kmeny enterokokti

— E. hirae a E. faecium. Kmeny E. faecium jsou oznaceny jako 16EB a 20EA.

Z vyslednych hodnot Ize usuzovat na to, Ze vétSina testovanych kmeni izolovanych z pefi

je citlivd na vybrand antibiotika. Ani u jednoho ztestovanych kmenl nebyla zji$téna

multirezistence. Pouze u tfech kmenti 16EB, 17EA a 18EC byly naméfeny mensi velikosti

zon, nez je stanoveno limity dle syst¢tmu EUCAST. Kmen 16EB vykazoval rezistenci

k ciprofloxacinu, zatimco 20EA byl inhibovan vSemi antibiotiky. Izolat 17EA, zastupce

druhu E. hirae, byl nejvice rezistentni v porovnani s ostatnimi izolaty, na rozdil od jinych

izolath ze sté€rd byl odolny jak k levofloxacinu, tak i k nitrofurantoinu. Ke streptomycinu byl

v mens$i mife rezistentni kmen 18EC.
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Izolaty z vody chladici a napéjeci

Tabulka 14: Z6ny ptsobeni antibiotik (@ v mm) — enterokoky izolované z vody napajeci
a vody chladici po pordzce

Izolaty E. hirae, E. faecium™ — velikosti z6n (mm)

Antibiotikum 21EB* | 27EA* | 28EA* | 29EB* | 29EC* | 21EA | 27EB
Amoxicilin 18 20 18 18 14 23 28
Piperacilin/taxobactam | 15 17 16 13 10 21 26
Imipenem 22 22 23 19 20 30 22
Ciprofloxacin 13 13 12 12 8 25 18
Levofloxacin 12 12 11 12 8 24 19
Norfloxacin 16 12 16 18 0 25 17
Gentamicin 20 16 16 17 14 16 16
Streptomycin 13 16 16 15 16 15 16
Vankomycin 21 20 19 18 14 24 17
Teikoplanin 21 19 19 18 15 16 18
Nitrofurantoin 14 14 17 14 11 14 17

* kmeny identifikované jako E. faecium, ostatni kmeny identifikovany jako E. hirae

Z chladici vody byly ziskany a identifikovany pouze dva kmeny. Izolat oznaceny 21EA patii

mezi druh Enterococcus hirae a 21EB je E. faecium.

Z vody napéajeci bylo izolovano celkem 5 kment a z toho pouze 1 E. hirae (kmen 27EB).
Z namétenych hodnot uvedenych v Tabulka 14 je patrné, ze kmeny druhu E. faecium jsou
vice odolné k antibiotikim. Nejvice rezistentni byl kmen 29EC. Pii zjiStovani Gc¢inku
norfloxacinu u tohoto kmene nebyla zjiSténa Z4dna inhibi¢ni zéna. U vSech izolath
E. faecium se prokéazala rezistence k antibiotiku ciprofloxacinu a levofloxacinu. Z vyse
uvedenych vysledki je patrné, Ze kmen 27EB byl inhibovan vSemi testovanymi antibiotiky.

Tento kmen tedy nebyl rezistentni ani k jednomu antibiotiku.

Jistou multirezistenci vykazovaly celkem 3 kmeny, z toho 2 byly izolované z vody napdjeci
(29EB, 29EC) a jeden pochézel z vody chladici (21EB). VSechny multirezistentni kmeny
byly odolné alesponi vii¢i jednomu ATB z tfech rliznych antibiotickych skupin. Jednalo se

vzdy o izolaty druhu E. faecium.
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7.3.2 Vliv testovanych antibiotik na stafylokoky a makrokoky

1zolaty z kachniho masa

Tabulka 15: Zény plsobeni antibiotik (@ v mm) na kmeny M. caseolyticus izolovanych

Z masa
Izolaty Macrococcus caseolyticus — velikost zony (mm)

Antibiotikum | 1SB 4SA 5SA 6SB 7SA 9SA 10SA
Benzylpenicilin| 18 16 20 19 20 0 17
Amoxicilin 32 25 25 24 29 14 30
Cefoxitin 25 20 20 20 24 12 20
Cefotaxim 30 22 22 27 27 10 26
Meropenem 40 28 28 28 34 27 38
Imipenem 28 34 34 32 36 42 36
Ciprofloxacin 22 20 26 22 23 8 27
Levofloxacin 20 20 35 20 24 10 25
Norfloxacin 24 20 22 20 24 13 28
Amikacin 20 22 34 20 24 28 20
Gentamicin 38 32 38 24 26 33 27
Erytromycin 22 28 25 24 25 25 27
Clindamycin 24 20 21 25 22 24 27
Tetracyklin 24 32 26 12 27 10 24
Nitrofurantoin 25 24 26 25 26 24 25
Rifampicin 22 23 26 26 25 26 28

Vyse uvedené namétené hodnoty inhibi¢nich zon (Tabulka 15) patii izolatim Macrococcus
caseolyticus z masa kachny pizmové. Na antibiotickou rezistenci bylo testovano 7 kment
této bakterie. Jedna se o grampozitivni koky, ktery je ptibuzné rodu Staphylococcus. Proto
vysledné hodnoty byly porovnavany se stanovenymi limity systétmem EUCAST pro
stafylokoky.

Vsechny vybrané testované¢ kmeny byly rezistentni k rifampicinu. K antibiotiku
benzylpenicilinu by méla byt rezistentni vétSina stafylokokid. Konkrétné u kmene 9SA
nebyla patrna Zadné zona inhibice. Tento kmen byl zaroven nejvice rezistentnim v porovnani
s kmeny ostatnimi. VSechny kmeny byly pravdépodobné multirezistentni. Vyjimkou byl
izolat 7SA, ktery byl rezistentni jen ke dvéma ATB z dvou riiznych antibiotickych skupin.
Pét testovanych kment M. caseolyticus bylo odolnych na cefoxitin a zaroven byla tedy
pravdépodobna u nich rezistence k amoxicilinu, cefotaximu, imipenemu a meropenemu.
K antibiotikiim amikacinu, gentamicinu, erytromycinu a nitrofurantoinu naopak nebyl zadny

kmen rezistentni.
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Obrazek 12: Diskovy difuzni test stafylokokt po kultivaci — izolaty z masa

Izolaty z povrchu peri

Tabulka 16: Zény ptisobeni antibiotik (@ v mm) — kmeny stafylokokt izolované z pefi

Izolaty stafylokokii* — velikosti z6n (mm)
Antibiotikum | 11SA |12SA | 12SB | 16SB | 15SA | 19SC | 20SA | 19SA
Benzylpenicilin| 19 11 14 16 10 12 10 9
Amoxicilin 32 32 33 31 28 30 27 32
Cefoxitin 21 23 22 | 22 18 26 20 18
Cefotaxim 35 24 28 26 22 25 24 20
Meropenem 35 39 35 32 35 30 34 26
Imipenem 48 47 48 46 27 30 34 24
Ciprofloxacin | 31 25 30 30 12 18 20 28
Levofloxacin | 26 22 27 23 23 22 20 27
Norfloxacin 24 23 22 26 15 25 20 30
Amikacin 20 24 23 22 23 26 26 26
Gentamicin 26 26 30 | 25 28 28 28 28
Erytromycin 25 10 22 26 25 20 24 16
Clindamycin | 26 20 24 | 25 25 22 23 23
Tetracyklin 23 23 23 26 24 25 24 22
Nitrofurantoin | 23 22 22 20 21 20 18 19

Rifampicin 25 25 28 | 26 | 21 26 | 22 23
* identifikace testovanych kmenti: 11SA S. aureus; 12SA S. lentus; 12SB a 16SB S. sciuri;

15SA, 19SC a 20SA S. equorum a 19SA S. nepalensis

Stejn¢ jako u bakterii izolovanych z masa kachny pizmové, tak 1 u izolati odebranych
z povrchu kachniho pefi byly vSechny kmeny rezistentni k antibiotiku rifampicinu. Kmen
oznaceny 11SA byl jediny izolovany identifikovany jako Staphylococcus aureus. Podle
hodnot EUCAST (Tabulka 5) je kmen tohoto druhu rezistentni k benzylpenicilinu, protoze

byla naméiena zona mensi nez 26 mm.
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U ostatnich druht stafylokokli je rezistence k benzylpenicilinu také pravdépodobna.
Testované kmeny rezistentni na cefoxitin by mély byt odolné i ke karbapenemtiim. Mezi né
patii izolaty znaCené 11SA (S. aureus), 15SA a 20SA (S. equorum) a 19SA (S. nepalensis).
Nejvice citlivé byly kmeny 12SB a 16SB, které byly identifikovany jako S. sciuri. Kmen
12SA (S. lentus) byl navic rezistentni k antibiotiku levofloxacinu a erytromycinu
v porovndni s izoldtem 12SB. Posledni kmen 19SC, patfici mezi S. equorum, byl
naméfenymi hodnotami mirné odlisny. Pii piisobeni antibiotika cefoxitinu vznikla inhibi¢ni

zo6na vEtsi nez 22 mm — v tomto ptipad€ se jednalo o citlivy kmen.

Z izolati uvedenych v Tabulka 16 bylo pravdépodobné 7 multirezistentnich, coz znamena,
ze byla dokazana rezistence vzdy alespon k jednomu antibiotiku ze tiech a vice riznych
antibiotickych skupin. Z vysledkt je zfetelné, Ze ani jeden testovany kmen nebyl citlivy
ke vSem antibiotikiim, coZ znamend, Ze vSechny kmeny byly rezistentni minimalné
k 1 antibiotiku. Za nejvice rezistentni kmen, u kterého byla naméfena nejmensi velikost

zony, 1ze povazovat kmen 19SA (S. nepalensis).

Izolaty z vody napajeci

Tabulka 17: Zény plisobeni antibiotik (@ v mm) — izolaty S. lentus z vody napéjeci

S. lentus — velikost z6n (mm)

Antibiotikum | 26SA 27SA 27SB
Benzylpenicilin 19 12 18
Amoxicilin 17 34 36
Cefoxitin 22 34 26
Cefotaxim 24 26 28
Meropenem 40 40 41
Imipenem 42 45 42
Ciprofloxacin 32 20 26
Levofloxacin 25 22 22
Norfloxacin 32 23 28
Amikacin 20 20 21
Gentamicin 23 22 23
Erytromycin 8 10 10
Clindamycin 18 22 20
Tetracyklin 22 22 25
Nitrofurantoin 21 20 22
Rifampicin 22 22 22
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V Tabulka 17 jsou uvedeny velikosti inhibi¢nich zoén u kmenti druhu S. lentus, které byly
izolovany z napéjeci vody. VSechny 3 kmeny byly rezistentni k erytromycinu a zaroven
k rifampicinu. Lze predpokladat i pravdépodobnou rezistenci na benzylpenicilin, nebot’
k tomuto antibiotiku je vétSina stafylokokii odolna. VsSechny kmeny byly rezistentni
k antibiotikiim az ze 4 riznych antibiotickych skupin, coz pravdépodobné poukazuje na
jistou multirezistenci. K nejvét§Simu poctu testovanych antibiotik (ke 4 plus u dvou
predpokladana rezistence) byl rezistentni kmen 26SA, u kterého byla navic zjiSténa

velikostné nejmensi inhibi¢ni zoéna po plisobeni erytromycinu.

U kmene 26SA byla namétena velikost zony v priméru u cefoxitinu mensi, nez je zapsana
v systému EUCAST. V tomto ptipad¢ plati také pravidlo, Ze soucasn¢ je mozna odolnost

k ostatnim cefalosporiniim a penicilintim.
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8 DISKUZE

Tato bakalafskd prace se zabyvala vyskytem antibioticky rezistentnich kment roda
Staphylococcus, Macrococcus a Enterococcus izolovanych z kachny pizmové a prostiedi

jejiho chovu.

Jak bylo popsano v kapitole 2.1, antibiotika byla vynalezena uz v roce 1928 Iékafem
Alexandrem Flemingem. Prvnim antibiotikem byl penicilin, izolovany z plisn¢ Penicillium
notatum, ktery brani rastu bakteriim Staphylococcus aureus. Béhem nasledujicich let se
vyvijela nova antibiotika. To, Ze si nékteré kmeny bakterii, v€etné patogennich, pozdéji byly

schopny vytvofit schopnost rezistence k témto latkach, se diive nevédelo. [24]

Podle ¢lanku z ¢asopisu Vesmir [24] bylo jiZz v roce 1999 rezistentnich az 40 % klinickych
kment zmifiovaného patogena S. aureus. Moznou nahradou penicilinovych antibiotik, ktera

by mohla piispét k 1é¢b¢ stafylokokovych infekci, bylo antibiotikum vankomycin.

Prvné doslo v disledku pouzivani antibiotik (Casto nadmérné¢ho) k vytvoreni rezistence
k penicilinovym ATB. Na =zakladé¢ toho byla vyvijena nova antibiotika, podobna
peniciliniim, c¢asto chemickou syntézou. Piikladem takového penicilinového ATB,
tzv. polysyntetické varianty penicilinu, je methicilin, ktery byl za¢lenén do klinické praxe
vroce 1960. Avsak postupem c¢asu si byly urCité kmeny stafylokokti schopny vytvofit
rezistenci i na toto antibiotikum. Souhrnné se tyto kmeny zacaly oznacovat jako methicilin-

rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA). [62]

V soucasnosti se vyskytuje Sirokd Skala grampozitivnich kokt, které jsou pivodci mnoha
onemocnéni a soucasné mohou byt rezistentni k jednomu nebo nékolika antibiotiklim.
Z rodu stafylokokt jde pfedev§sim o vySe zminovany S. aureus. Velky diraz by mél byt
kladen i na koaguldza-negativni stafylokoky, které se obecné¢ povazuji za podminéné

patogenni. [71]

V ramci vyzkumu této bakalaiské prace byl izolovan pouze jeden kmen identifikovany jako
S. aureus, 1 kdyz dle literarnich zdrojl byla ocekavana vyssi Cetnost vyskytu tohoto druhu.
Kmen, ktery byl izolovan, byl ziroven multirezistentnim kmenem. Multirezistence
znamend, 7e¢ dany kmen je rezistentni minimalné k jednomu antibiotiku ze tfi nebo vice

antibiotickych skupin. [72]

V ¢lanku [72], o nebezpecnych multirezistentnich bakterii zvanych ,,superbugs®, je popsano

zaroven nékolik skupin s timto typem rezistence, které mohou byt nebezpecné pro klinickou
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medicinu. Pfikladem jsou vankomycin-rezistentni enterokoky (VRE) a methicilin-

rezistentni stafylokoky.

Rezistence k methicilinu, pfedeviim v Ceské republice, je omezujicim faktorem pii 1é¢bé
mnoha stafylokokovych onemocnéni. Kdyz byla prokdzana infekce zplsobena kmeny
MRSA, tak umrtnost na dané onemocnéni byla vyssi, v porovnani s kmeny citlivymi
k methicilinu/oxacilinu. Pokud pfi infekci hraje etiologickou roli MRSA, tak je terapie
onemocnéni slozitd. Casto se pouzivaji antibiotika na bazi glykopeptidd, jako jsou
vankomycin a teikoplanin. ZvySenym uzivanim téchto ATB to vSak miZe souviset
se vznikem VRE. [72] Kmeny rezistentni k methicilinu jsou ve vétSiné ptipadech rezistentni
i k ostatnim antibiotikim ze skupiny p-laktamid. Do této skupiny fadime naptiklad

cefalosporiny nebo peniciliny. [73]

Pacet MESA
vCR

Rok

Obrazek 13: Poet izolovanych rezistentnich stafylokokt k methicilinu v Ceské republice
(ptevzato z [74])

Z grafu uvedeném na Obrazek 13 je patrné, ze v poslednich letech pocet identifikovanych

MRSA v CR kolisa. Nejvice zachycenych rezistentnich izolatli bylo zaznamenano v roce
2018 [74].

Enterokoky bézné osidluji travici trakt lidi i zvitat. [63] Enterokoky jsou velice odolné viici
podminkam vnéjsiho prostfedi. Uz od pocatku minulého stoleti je rod Enterococcus
povazovan za hlavni pfi¢inu endokarditidy, dlouho jsou také uznavany jako etiologické
agens infekci moCového traktu, ¢i bficha. To souviselo s rostoucim uzivanim antibiotik

skupiny cefalosporini (tfeti generace), vii€i kterym ptirozené vykazuji odolnost. [75]

V soucasnosti byvaji Casto povazovany za puvodce nozokomidlnich infekei. Mezi dva
nejvyznamnéjsi puvodce patti Enterococcus faecalis a E. faecium. Zastupci E. faecium
byvaji Casto rezistentni k aminopenicilinovym antibiotikiim, a proto je nutné lécba pomoci
glykopeptidovych antibiotik. V posledni dobé se zvySuje vyskyt infekci vyvolanych kmeny
VRE, takze 1é¢ba nemoci je ponékud komplikovangjsi. [76]
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Béhem studie [76] byly poprvé zachyceny kmeny VRE v Ceské republice v roce 1997 na
Hematoonkologické klinice Fakultni nemocnice Olomouc. Celkem bylo izolovano
z biologickych materialii 121 kment rezistentnich k vankomycinu. Vyskyt téchto kmenti byl
spojovan s nadmérnym uzivanim vankomycinu, teikoplaninu a jinych Sirokospektrych

antibiotik.

V experimentu této bakalafské prace bylo identifikovano celkem 106 kment, z toho 91
nalezelo do skupiny grampozitivnich kokt. Do ¢eledi Staphylococcaceae (Staphylococcus,
Macrococcus spp.) bylo zatazeno 27 izolovanych kment. V rdmci rodu Enterococcus bylo
identifikovano 64 kmenti. Vybrané kmeny byly nasledné¢ podrobeny diskovym difuznim

testum.

Nejvétsi pocet izolovanych bakterii pochazel ze stéri z peti. Z povrchu pefi bylo izolovéano
celkem 11 rtiznych druht bakterii. Z grampozitivnich kokt se jednalo o izolaty E. faecium
a E. hirae. Z rodu stafylokokt byly izolovany 4 rtizné druhy (S. equorum, S. sciuri, S, lentus
a S. aureus). Krom¢ grampozitivnich kokl byly ziskany také jiné grampozitivni bakterie,

napiiklad rod Corynebacterium.

Ze vzorkid kachniho masa byly ziskdny izolaty enterokokitl (E. faecium, E. hirae)

a makrokoku (M. caseolyticus).

Z napéjeci vody bylo ziskano 5 odliSnych druht grampozitivnich bakterii. Dva druhy
nalezely k rodu enterokokul. Jednalo se o jediné dva izolované druhy, a to E. faecium
a E. hirae. Z vody napédjeci byl izolovan i druh S. lentus. Z ostatnich grampozitivnich

bakterii byly izolovany druhy Rothia terrae a Corynebacterium stationis.

Pro testovani stafylokokli a makrokokl byla vybrana antibiotika z nasledujicich skupin:
peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy, fluorochinolony, aminoglykosidy a makrolidy.
Na izolaty rodu Staphylococcus byla navic testovana antimikrobialni aktivita tetracyklinu,

nitrofurantoinu a rifampicinu.

Pfi nasledném sledovani antibiotické rezistence nebyl pii difuznich diskovych testech
nalezen ani jeden VRE. Nejméné citlivy na vankomycin byl kmen 29EC, identifikovany
jako E. faecium, ktery byl izolovan z napdjeci vody. U tohoto kmene byla namé&fena velikost
zony pouhych 14 mm. Podle syst¢tmu EUCAST vSak nepatii mezi rezistentni kmeny.
U kmene 29EC byla ale prokdzana rezistence k teikoplaninu, ktery patii také do skupiny
glykopeptidovych antibiotik.
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Stafylokoky jsou jednou z nej€astéjsich piicin vzniku infekci 1 u ptaka (vetné dribeze).
Celosvétove je sledovan zejména druh S. aureus, diky rychlému nérlstu rezistentnich
izolatl. Velka pozornost je vénovana piedevSim multirezistentnim kmenim, na které

nepusobi mnoho antibiotik, a tak 1écba nimi zptisobena je velice obtizna. [77]

Proto byla pii studii [77] v Irdnu ve mésté Karaj v roce 2015 charakterizovana distribuce
MRSA izolovanych z farem. Bylo izolovano celkem 55 kment stafylokokti rezistentnich na
methicilin. Pomoci diskové difuzni metody byla stanovena citlivost/rezistence téchto
izolatd. Zjistilo se, ze vSechny izolované kmeny byly rezistentni alespoii k penicilinu. Dale
58 % kmenii vykazovalo rezistenci k erytromycinu a u 55 % byla dokdzana rezistence
k ciprofloxacinu. Naopak vSechny kmeny byly citlivé k antibiotikiim vankomycinu

a nitrofurantoinu. [77]

V ramci diskovych difuznich test provedenych béhem této bakalaiské prace se ukazalo, ze
z ¢eledi Staphylococcaceae byly vSechny testované kmeny rezistentni alespon k jednomu
antibiotiku. Nejvice odolné vic¢i ptisobeni antibiotik byly kmeny M. caseolyticus. Mnohé
tohoto rodu nejsou pfili§ izolovani z klinického materidlu. Z tohoto ditvodu se nepovazuji za
patogeny, pouze nekteré izolaty byvaji pfi¢inou infekci, a proto nejsou udavany limitni
hodnoty v ramci tabulek EUCAST. V této praci byly hodnoty antibiotické rezistence
makrokokt, z divodu ptibuznosti, posuzovany dle limit pro stafylokoky. Z izolath rodu
Staphylococcus bylo celkem 10 kmenG multirezistentnich. Tyto kmeny vykazovaly
rezistenci minimalné k jednomu ATB ze tii a vice antibiotickych skupin. Z uvedenych
10 kmeni bylo 7 izolovéno z pefi. Zbylé tf1 kmeny, naleZici druhu S. lentus, byly izolovany

z vody napajeci.

VSechny kmeny makrokokii by mély byt rezistentni k benzylpenicilinu a rifampicinu.
Z druhé strany u antibiotika nitrofurantoinu nebyla dokazéna rezistence — vSechny kmeny

byly inhibovany, podobné jako tomu bylo ve studii [77].

Enterokoky byly testovdny na vybrand antibiotika ze skupin penicilinti, karbapenemi,

fluorochinolont, aminoglykosidi, glykopeptidd, a také na antibiotikum nitrofurantoin.

U enterokokd byla dok4zana rezistence alesponn k jednomu antibiotiku celkem

u 21 testovanych kment. Pfevladaly rezistentni kmeny druhu E. faecium.

Vramci studie [78] byla hodnocena citlivost stafylokokii i enterokokl izolovanych

z prostiedi chovu driibeze. Jednalo se o izolaty z 24 farem situovanych po celé Gruzii.
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Z 90 izolovanych kment rodu Enterococcus se nejCastéji vyskytoval E. hirae (46 %).
Druhym nejvyskytovanéjsim druhem byl E. faecium (27 %). Mezi izolovanymi kmeny byly
identifikovany také E. gallinarum a E. faecalis. U izolovanych kment byla prokazana
rezistence predevsim k antibiotiku tetracyklin (z 96 %). Dédle byla vypozorovana odolnost
ke klindamycinu (z 90 %). Nékteré kmeny byly rezistentni rovnéz k penicilinu (53 %),
erytromycinu (50 %) a nitrofurantoinu (49 %).

Ve studii [ 78] bylo izolovano celkem 110 kmenti patticich do rodu Staphylococcus. VSechny
byly identifikovany jako koaguldza-negativni. Nejcastéji se vyskytoval S. sciuri (38 %)
a S. lentus (21 %). Také byly identifikovany ne¢které kmeny jako S. xylosus a S. simulans.

Vys$§i mira rezistence byla pozorovdna u zastupcti enterokokd nez u stafylokokd.
U testovanych stafylokokl se primarné vyskytovala rezistence na erytromycin (ze 71 %),
klindamycin (z48 %) a tetracyklin (z38 %). U zastupci obou rodi byly casto

identifikovany kmeny s multirezistentni schopnosti. [78]

Pti porovnavani s vysledky experimentt provedenymi v této bakalarské praci bylo zjisténo,
ze ptevladajicim druhem enterokok byl také E. hirae. Druhym a poslednim izolovanym
zastupcem tohoto rodu byl E. faecium. Tyto druhy byly nejvice rezistentni k ciprofloxacinu,

levofloxacinu, a také nitrofurantoinu.

U izolovanych kment rodu Staphylococcus byl zachycen pitedev§im druh S. lentus
(z napajeci vody). Nasledovaly druhy S. equorum a S. sciuri. Tyto kmeny byly izolovany
z pefi. Dal$im druhem byl S. nepalensis. U vSech 3 kmeni druhu S. lentus byla prokdzana
rezistence k erytromycinu. K tomuto antibiotiku byly také odolné kmeny S. nepalensis

(19SA) a 1 zéastupce druhu S. equorum (19SC).
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ZAVER

V bakalatské praci jsem se zabyvala zkoumanim antibiotické rezistence u grampozitivnich
kokti izolovanych z kachny pizmové a z prosttedi, kde zije. Pro diskové difuzni testy byly
vybrany kmeny rodu stafylokokti a enterokokti. Kmeny rodu Staphylococcus a Macrococcus
byly podrobeny testim na celkem 16 antibiotik — benzylpenicilin, amoxicilin, cefoxitin,
cefotaxim, meropenem, imipenem, ciprofloxacin, levofloxacin, norfloxacin, amikacin,
gentamicin, erytromycin, clindamycin, tetracyklin, nitrofurantoin a rifampicin. Vybrané
izolaty nalezici k rodu enterokoki byly testovany na 11 rtiznych antibiotik — amoxicilin,
piperacilin/taxobactam, imipenem, ciprofloxacin, levofloxacin, norfloxacin, gentamicin,

streptomycin, vankomycin, teikoplanin a nitrofurantoin. Cilem bylo vyhodnotit rezistentni

kmeny.

Nejvice druhi bakterii bylo izolovano z povrchu pefi kachny. Z rodu Enterococcus se
jednalo o 2 druhy (E. hirae a E. faecium). Mezi druhy stafylokoktl izolované z pefi pattily

S. equorum, S. sciuri, S. lentus a S. aureus.

Pii testovani antimikrobialni aktivity vybranych antibiotik na enterokoky byla dokézana
rezistence celkem u 21 kment. Zjistilo se, Ze vice rezistentni byly kmeny Enterococcus
faecium, nez izolaty E. hirae. U enterokokd byla prokdzdna odolnost hlavné
k ciprofloxacinu, levofloxacinu a nitrofurantoinu. Naopak zcela inhibi¢né pusobila

antibiotika vankomycin a teikoplanin.

Pt1 skriningu antibiotické rezistence stafylokokli a makrokokl bylo dokazano, ze vSechny
izolované kmeny byly rezistentni k rifampicinu. K amikacinu, gentamicinu a nitrofurantoinu
byly zase citlivé vSechny testované izolaty. VSechny kmeny patfici do celedi

Staphylococcaceae byly rezistentni alespon k jednomu antibiotiku.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
ATB antibiotikum

BHI Brain Heart Infusion

BP  Baird-Parker agar

BS  bunécna sténa

CFU Colony forming units

DNA deoxyribonukleova kyselina

E. Enterococcus

JOT jatecné opracované télo

KTJ Kolonie tvofici jednotky

M. Macrococcus

MH  Mueller-Hinton

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace (minimum inhibitory concentration)
MRSA methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus

PM  Petriho misky

RNA ribonukleové kyselina

SB  Slanetz-Bartley agar

S. Staphylococcus

SVS  Statni veterinarni sprava
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