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ABSTRAKT

Tato diplomova préace se zabyva charakteristikou, chovem a porazkou dvou druhti vodni
driibeze, piicinami a mechanismy vzniku antibiotické rezistence a antibiotickou rezistenci u
bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae. V praktické casti bylo sledovano druhové zastoupeni
bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae (identifikace pomoci MALDI-TOF a ENTEROTestu 24
N) a profil jejich rezistence k vybranym antibiotikiim pii diskové difuzni metod€. Byla
pozorovana piitomnost rezistentnich, potazmo multirezistentnich, kment, pifestoze pii

chovu nebyla poddvana antibiotika.

Klicova slova: Enterobacteriaceae, vodni dribez, antibioticka rezistence, ziskana

rezistence, diskova difuzni metoda

ABSTRACT

This diploma thesis deals with characteristics, breeding and slaughter of two species of
waterfowl, causes and mechanisms of antibiotic resistance and antibiotic resistance in
bacteria of the Enterobacteriaceae family. In the practical part, species representation of
bacteria of the FEnterobacteriaceae family (identification using MALDI-TOF and
ENTEROTest 24 N) and their resistance profile to selected antibiotics using the disc
diffusion method were monitored. The presence of resistant, or multi-resistant, strains was

observed, even though antibiotics were not administered during breeding.

Keywords: Enterobacteriaceae, waterfowl, antibiotic resistance, acquired resistance, disc

diffusion method
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UvVOD

Objev penicilinu, ke kterému vedlo pozorovani u¢inéné v roce 1928 Alexanderem
Flemingem pfti praci v londynské nemocnici St. Mary, a nasledné objevy dalSich antibiotik
znamenaly zvrat v 1é€bé fady infek¢énich onemocnéni (Herold et al., 1957). Antibiotika jsou
definovéna jako latky s bakteriostatickym nebo baktericidnim G¢inkem. Jsou klasifikovana
do nékolika tfid dle jejich mechanismu Gc¢inku (inhibice syntézy bakterialni bunécné stény
nebo jeji poruseni, inhibice syntézy nukleovych kyselin nebo syntézy kyseliny listové),
chemické struktury a spektra uinku. (Hochvaldova, 2022). Nicméné fenomén rozvoje
antibiotické rezistence predstavuje vyznamny problém ve vztahu k vefejnému zdravi

(Galhano et al., 2021).

Tato prace navazuje na mou predchozi reSerSni praci na téma Antibiotickd rezistence u
enterobakterii izolovanych z potravin, inspiraci pro jeji sepsani bylo zjistit, zda dojde
k zdchytu rezistentnich bakterii celedi FEnterobacteriaceae v chovu bez administrace
antibiotik. Tato prace v teoretické Casti pojednavé o charakteristice a chovu kachen a hus,
jejich porazce a antibiotické rezistenci, jejich pfic¢inach a mechanismech vzniku. Dale byla
rozebrana antibioticka rezistence u bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae. V praktické casti byl
sledovan mikrobidlni profil a druhové zastoupeni bakterii Celedi Enterobacteriaceae za
vyuziti tradi€nich mikrobiologickych metod a identifikace pomoci MALDI-TOF a
ENTEROTestu 24 N. Dale byl zjistovan profil jejich rezistence ke dvaceti vybranym

antibiotikiim pfii diskové difuzni metode¢.
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I. TEORETICKA CAST
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1 VODNIi DRUBEZ

Pojem driibez se vztahuje na kufata, krity, kachny, bazanty, husy, pstrosy, kiepelky a
dalsi ptibuzné druhy ptaka, které jsou vyuzivany v masné produkci (Dikeman a Devine,
2014). Mezi vodni drtibez se fadi domestikované kachny a husy, n€kdy se mezi n¢ zatazuji
i labuté (Anonym, 2013; Song-Nichols a Konstantopoulos, 2023). Pfestoze mnoho plemen
dritbeze existuje ptirozené v piirod¢, v masné produkci jsou v soucasnosti hojné¢ vyuzivany
hybridy pro vétsi efektivitu produkce (Dikeman a Devine, 2014). Maso a vejce vodni
driibeze maji vysoké nutri¢ni hodnoty a maji vyznamny obsah aminokyselin a mastnych
kyselin (Song-Nichols a Konstantopoulos, 2023). V Ceské republice je trendem sou¢asné
doby, vzhledem ke spotfebé masa, vzristajici spotieba driibeziho masa na tkor jinych druhii
mas (Simeonovova, 1999). Narlst je pozorovan jiz od roku 2014 (Leiblova, 2021). Toto
zvySeni se tyka hlavné masa kuieciho a krttiho, zvySeni z4jmu ovSem zaznamenalo i maso
kachen nebo hus (Simeonovové, 1999). V roce 2020 produkce dribeziho masa v Ceské
republice dosdhla nejvyssi tirovné od roku 2010 (Leiblova, 2021). Dlivody pro zvySeni
poptavky po dribezim mase zahrnuji snadnou kuchynskou upravu, kratkou dobu vykrmu

nebo relativné nizkou cenu (Simeonovova, 1999).

1.1 Charakteristika a chov kachen

Kachna divoka je vSeobecné vnimana coby piedek vSech plemen domacich kachen
(Dikeman a Devine, 2014), domestikovana byla zhruba pted 2000 lety (Rodenburg et al.,
2005). V Ceské republice jsou b&Zné k produkci masa chovany dva druhy kachen: pekingské
kachna (A4nas platyrhincos) a kachna pizmova (Cairina moschata) (Pipek, 1998;
Simeonovova, 1999; Mead, 2004). Kfizenim kachny pizmové s kachnou pekingskou se
ziskava sterilni hybrid, oznacovany jako mulard (Mead, 2004). Mezi kachnou pekingskou a
kachnou pizmovou je v komer¢ni produkei Castéji vyuzivana kachna pekingska nez kachna
pizmova (Pipek, 1998; Simeonovové, 1999; Dikeman a Devine, 2014). Kachni maso je
fazeno mezi ¢ervend masa, jehoz nutri¢ni hodnoty jsou obdobné jako u ostatnich driitbezich
mas, s vyjimkou vyS§§iho obsahu tuku u kachniho masa zbaveného kiize, nez tomu je u

kuteciho nebo kratiho masa (taktéz bez klize) (Dikeman a Devine, 2014).

Kachna pekingska (Obrazek 1) ma svijj pivod v Cing, dospiva rychle a mé robustni
stavbu téla (Dikeman a Devine, 2014). Je vice naro¢nd na ptistup k vod¢€, zaroven si po
kachné divoké zachovala fadu reakci na nebezpeci, jako hlasité kvakani, Gték a vzpirani se,

pokud jsou chyceny. Kachna pekingska je plassi nez kachna pizmova (Rodenburg et al.,
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2005). Kachna pekingska roste rychleji a ma tak kratsi dobu vykrmu nez kachna pizmova
(Simeonovova, 1999). Jako vhodné osazeni chovného prostoru se u kachny pekingské uvadi
7 kusii na metr Ctverecni, vyS$i osazeni ma negativni vliv na produkci, poskozeni pefi a
kvalitu ziskané¢ho produktu (Rodenburg et al., 2005). U kachny pekingské jsou rozliSovany
dvé jate¢ni zralosti, kdy prvni zralost je ve véku 50—80 dni a maso kachen je jemné a Stavnaté
(Pipek, 1998), vaha kachny je mezi 1,6-2,25 kilogramy (Dikeman a Devine, 2014). Rozdil
vahy mezi pohlavimi je u kachny pekingské zanedbatelny (Mead, 2004). Druha jatecna
30-35 hmot. %) (Pipek, 1998). Kachny pekingské jsou v Cing cenéné pravé kvili bohatému
podkoznimu tuku (Mead, 2004).

Obrazek 1 Kachna pekingska (Pokorny, 2013)

Kachna pizmova (Obrazek 2) pochazi ze Stfedni a Jizni Ameriky, byla domestikovana
Indiany v Kolumbii a Peru a do Evropy dovezena Spanély a Portugalci v 16. stoleti
(Rodenburg et al., 2005). Je pordzena ve véku dvanacti tydnt, kdy se védha kacera pohybuje
kolem 4,5 kg, u kachen je moZznad pordzka od desatého tydne pfiblizn€ ve vaze 2,5 kg
(Simeonovova, 1999; Mead, 2004). U kachny pizmové je znacny rozdil mezi pohlavimi,
vaha kachny byvéa pouze zhruba 60 % vahy kacera (Mead, 2004). Jako vhodné osazeni
chovného prostoru se u kachny pizmové uvadi 9 kusii na metr ¢tverecni, vyssi osazeni ma
negativni vliv na produkci, poSkozeni pefi a kvalitu ziskaného produktu. U osazeni az
11 kus na metr ¢tvere¢ni mize dochéazet k oStipovani peifi a kanibalismu, vedoucimu
k vdZznym zranénim kachen (Rodenburg et al., 2005). Kachna piZzmova naklade za stejné
obdobi dvojnésobek vajec oproti kachné pekingské (Mead, 2004). Zejména samci jsou vice
agresivni neZ u kachny pekingské, zaroven jsou tissi, primarn¢ vydéavaji zvuky obdobné

syceni (Rodenburg et al., 2005).
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Obrazek 2 Kachna pizmova s kachnaty (foto autora)

Obsah tuku v mase kachny pizmové je mensi nez u kachny pekingské, je obdobny jako u
husiho masa. Toto miize byt diivod, pro¢ je maso kachny pizmové v Evropé oblibenéjsi nez

maso kachny pekingské (Simeonovova, 1999; Mead, 2004).

V Asii je chov kachen preferovan nad kutaty nebo kritami, jsou pouzivany na maso a
pro produkci vajec (Mead, 2004). Dikeman a Devine (2014) oznaéuji Cinu za nejvétsiho
producenta s produkci pfiblizné 2,6 milionu tun, dalsi jsou pak Francie, Thajsko a Vietnam
(Dikeman a Devine, 2014). Kachny mohou byt chovany v ryZovych polich v obdobich mezi
sklizni a pocatkem nového vegetaniho cyklu. Jako krmivo pro kachny se v tomto ptipadé
pouziva ryze, kterd vypadla na ryZovém poli béhem sklizné a transportu. Tato ryze €ini
ptiblizné 5 % z celkové urody. Kachny jsou v danych intervalech v hejnech ptrehanény
z jednoho ryZového pole na druhé. Dalsi moZnosti je chovani kachen v systému kachna—
ryba, kdy jsou kachny chovany na rybnicich souc¢asné¢ vyuzivanych pro produkci ryb nebo
v systému kachna-ryba—ryZze, kdy jsou v ryZovych polich béhem produkce ryZze zaroven

chovany ryby a kachny (Huang a Lin, 2011).

V ptipadé¢ velkoprodukce je vyuZzivan chov v uzavienych prostorach s li§icim se stupném
uzavienosti. Kachny jsou krmeny komerénimi krmnymi smésmi (Huang a Lin, 2011).
Pozadavky na krmivo jsou u obou druhti kachen obdobné. Vykrm lze rozd¢lit do nékolika
fazi:

e Rozkrmeni, kdy je tfeba zajistit piijem 2800 kcal/kg krmiva a obsah hrubého
proteinu v krmivu 17,7 hmot. %.

e Vykrm, kdy je tieba zajistit piijem 2800 kcal/kg krmiva a obsah hrubého proteinu
v krmivu 14 hmot. %.
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e Zavéretné dokrmovani, kdy je tieba zajistit prijem 2800 kcal/kg krmiva a obsah

hrubého proteinu v krmivu 13 hmot. % (Mead, 2004).

Naptiklad na Taiwanu jsou kachny chovéany v uzavienych prostorach s misty pro koupani
(um¢la struha) a odpocinek zvitat. Pocet chovanych kusii se na téchto farmach pohybuje od
3 000-70 000 kust. Na Filipinach je v uzavienych prostorach chovéano ptiblizné¢ 24 %
kachen, ve Vietnamu pak 20-25 % chovanych kachen (Huang a Lin, 2011).

V ostatnich ¢astech svéta je vyznam kachen omezeny, nebot’ jsou zde vyuzivany pouze
pro maso. Proto také v Evropé a Severni Americe existuji komercni plemena masnych
kachen, ale chybi zde odpovidajici nosnd plemena (Mead, 2004). Podle Dikemana a
Devineho (2014) je ve Spojenych statech americkych roéné vyprodukovano piiblizné
24 miliont kust kachen, se spotfebou na jednoho Ameri¢ana pouze 0,15 kilogramu za rok

(Dikeman a Devine, 2014).

1.2 Charakteristika a chov hus

Husy se chovaji pro maso, jako potravinafska surovina se zpracovava i sadlo nebo
driibky. Husi maso ma vyssi energetickou hodnotu nez maso kufat, hlavné kvili vy$§imu
obsahu tuku (Pipek, 1998). Je fazeno mezi Cervena masa, jehoZ nutricni hodnoty jsou
obdobné jako u ostatnich driibeZich mas, s vyjimkou vys§iho obsahu tuku a Zeleza u husiho
masa zbaveného ktize, nez tomu je u kuteciho nebo kriitiho masa (taktéz bez ktize) (Dikeman
a Devine, 2014). Hlavnimi konzumenty husiho masa jsou populace Ciny, Ruska a statt
vychodni Evropy, ve zbytku vyspélych stath je husi maso spiSe minoritou (Mead, 2004;
Dikeman a Devine, 2014). Pocet chovanych hus v Evrop¢ klesa od zavedeni modernich
technik velkochovu u dribeze od zacatku 20. stoleti. Naopak k nartstu chovanych kust
doslo v méné rozvinutych zemich, kde jsou husy chovany volné. Piekazky, které zabranuji
ve vyuziti hus v intenzivni produkci, jsou pomérné Spatna reprodukce a relativné pomaly

rist v porovnéni s ostatnimi druhy driibeze (Dikeman a Devine, 2014).

Slechténi plemen hus nenasledovalo stejnou cestu jako $lechténi kufat nebo kriit
vzhledem k mensimu objemu produkce, co se ty¢e komercnich chovii (Dikeman a Devine,
2014). V chovu jsou pouzivany dvé linie hus: vychodni plemena vychazejici z divoké husy
labuti (Anser cygnoides) a zapadni plemena vychazejici z divoké husy velké (4nser anser)
(Mead, 2004). Vzniklo jen omezené mnozstvi Slechtitelskych programii pro vyslechténi

brojlerovych plemen. Z ¢asto chovanych husich plemen lze jmenovat husu embdenskou,
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tuluskou, africkou nebo husu ¢inskou (Dikeman a Devine, 2014). Tradicnim plemenem

v Ceské republice je Seska bila husa (Obrazek 3) (Pipek, 1998).

Obrazek 3 Husy ceské bilé (foto autora)

Pfi intenzivnim vykrmu mohou byt husy pordzeny ve dvanactém tydnu véku, pokud jsou
husy chovany extenzivné, jsou porazeny mezi 5. a 6. mésicem véku. Pozadavky na krmivo
pro husy lze rozdélit do nékolika fazi:

e Rozkrmeni, kdy je tfeba zajistit pfijem 2700 kcal’kg krmiva a obsah hrubého
proteinu v krmivu 17 hmot. %.
e Vykrm, kdy je tfeba zajistit ptijem 2800 kcal/kg krmiva a obsah hrubého proteinu
v krmivu 15 hmot. %.
e Zavéretné dokrmovani, kdy je tfeba zajistit pfijem 2900 kcal/’kg krmiva a obsah
hrubého proteinu v krmivu 15 hmot. %.
Doporucuje se, aby byly husy ptfikrmovény cerstvou travou, nebo aby jim byla umoznéna

pastva (Mead, 2004).

Husy je mozné podskubavat za Gcelem zisku prachového pefi, a to od 11. tydne veku,
nasledné pak kazdych 6 tydnt. Kazdé podskubani vynese 100-140 g peti (Mead, 2004).
Prachové pefti je vnitini podsada tvofend jemnym pefim vyrustajicim z brku u vodnich ptaki
(hus, kachen). Vrstva tvofena prachovym pefim zadrzuje vzduch a ptlisobi jako izola¢ni
vrstva. Prachové pefi je typické lehkosti, mékkosti na dotek a vybornym pomérem mezi
zadrzenym teplem k pouzité vrstve pefi. Je pouzivano pro plnéni oble€eni, liZzkovin a dalSich

vyrobkl slouZicich jako ochrana pted chladem (Mao, 2019).
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1.3 Porazka drubeze

Jatecné opracovani zvifat je oznacovano za prvni vyrobni fazi v masném primyslu
(Pipek, 1998). Porazeni kust z komercnich chovi probihé na specializovanych porazkach,
které spliuji veskeré podminky piedepsané ve veterinarnich ptfedpisech pro schvalovani
potravinaiskych provozul, dribezich jatek a ptidruzenych provozii (Simeonovova, 1999).
Porazeni zvitat u chovatele probihd ojedinéle ve formé domacich nebo nutnych porazek,
porazky mohou byt v urcitych ptipadech provadény v extrémnich podminkach (polni jatky,
porazky v obtizn¢ dostupnych oblastech). Technologické postupy jsou sestavovany tak, aby
byla moznost kontaminace masa omezena na minimum (Pipek, 1998). Drubez je dodavana
na jatka s ohledem na jejich kapacitu, aby mohla probihat porazka bez ustijeni zvirat,
doporuceny interval mezi koncem piepravy a pordzkou je ptiblizn€ 15 minut, béhem kterych

dojde ke zklidnéni zvitat (Simeonovova, 1999).

Béhem pfiejimky zvifat je kontrolovan pocet kusid, jejich hmotnost a vék (dle
doprovodnych listll). Zdravotni stav zvifat je doloZen veterindrnim osvédcenim
(Simeonovova, 1999). Piepravky obsahujici dritbez jsou dopraveny k mistu uzpisobenému
pro navéSovani dribeze za béhaky, popft. za patni klouby, jedna se o podvésny lanovy nebo
tetézovy dopravnik (Pipek, 1998). NavéSovani je provadéno ru¢né v oddéleném krytém
prostoru. Rozte¢ hakl na podvésném dopravniku byva mezi 15 a 50 centimetry v zavislosti
na hmotnosti pordZené dritbeze. Od zavéSeni do omraceni by nemélo ubéhnout vice nez 60

sekund (Simeonovova, 1999).

Omracovani dribeZe je predepsano zdkonem na ochranu zvifat proti tyrani ¢. 246/1992
Sb., provadénym vyhlasSkou €. 418/2012 Sb. o ochrané zvitat pfi usmrcovani (Anonym,
2012), vyjimka je mozna u domdcich porazek dribeze (Hrab¢, 2007). Omraceni zvitete dale
umoziuje snaz$i manipulaci, snazsi vykrveni a snizuje nebezpeci urazu pracovnikl
zpisobeného zvifetem. Pfi omraceni nedojde kusmrceni =zvifete (Pipek, 1998).
K omracovani je v provozech vyuZivan elektricky proud nebo plyn, mechanické omra¢ovani
je vyuzivano ptfevazne u domdcich porazek (Simeonovova, 1999; Hrab¢, 2007). Mechanické
omracovani je nejstar§i zptisob omracovani, kdy je bezvédomi dosazeno otfesem mozku

zvitete, prekrvenim a krvacenim v mozku, popt. poSkozenim mozku (Pipek, 1998).

U elektrického proudu je vyuzivano rozdilné napéti v zavislosti na konstrukci zafizeni,

druhu driibeZe a jeji hmotnosti. Napéti se v Ceské republice obvykle pohybuje od 50 V do
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150 V, kdy doba omracovani je 2—5 sekund (Simeonovova, 1999). Pievladajicim zptisobem
provedeni elektrického omracovani je automatické kontinualni omracovani, kdy je dribezi
po fixaci ponotfena hlava do vodni lazné€ s ptivedenym elektrickym proudem o regulovaném
napéti (Hrabe, 2007). Princip elektrického omracovani spoc¢iva v prachodu elektrického
proudu mozkem zvifete. Je tak vyvolan epilepticky zachvat, pii némz zvife upadne do
bezvédomi. Na priichod elektrického proudu reaguje i kosterni svalovina, kdy se nejdiive
dostavi tonické kieCe (ztuhlost) a nasledné klonické kiece (Skubavé pohyby koncetin)

(Pipek, 1998).

Pii omraCovani plynem je jako omracujici plyn vyuzivan oxid uhlicity (jeho zvySeny
obsah v atmosférickych plynech). Nékdy je vyuzivan v kombinaci s inertnimi plyny (napf.
argonem) pro zlepseni pribchu postmortalnich procest a jakosti masa (Simeonovova, 1999).
Plisobenim oxidu uhli¢itého je dosazen narkotizaéni efekt a hypoxie (Pipek, 1998). Pii
omracovani plynem je u tél snizend Cetnost zlomenin a krevnich vyront (Simeonovova,

1999).

Po omraceni je bezprostiedné provedeno vykrveni. U mechanického omraceni je
provadéno do 60 sekund od omréaceni, u elektrického omréaceni je provadéno do 20 sekund
a u plynu do 30 sekund (Hrab¢, 2007). Velmi kratkd doba mezi omrafenim a pocatkem
vykrvovani pomahé dosahnout dobrého stupné vykrveni a zaroven zamezi rozvadéni
stresovych hormonil (adrenalin, noradrenalin) do téla zvitete (Pipek, 1998). Vykrveni se
provadi pfetnutim kréni tepny a Zily. Nesmi dojit k pfetnuti hltanu a hrtanu (Simeonovova,
1999). Pii vykrvovani dochazi k usmrceni zvifete a zaroven se prodluzuje udrZznost masa
diky odstranéni krve (Pipek, 1998). V provozech se vykrvovani provadi pomoci
automatického zatezavace, u domécich porazek je vykrvovani provadéno ru¢né. Vykrveni
kufat trva alespont 2,5 minuty, u kachen trvd minimalné¢ 3 minuty, u hus nebo krit trva
3,5 minuty, dal$i tkony nasleduji po vykrveni nejdiive 30 sekund po jeho ukonceni

(Simeonovova, 1999).

Operaci nasledujici vykrveni je pafeni, které slouzi k usnadnéni odstranovani peti diky
koagulaci pétrové pochvy. V provozech je pafeni nejcastéji provadéno v pritbéznych paticich
vanach s horkou vodou o regulované teploté (s piesnosti 1 °C) (Simeonovova, 1999). Pro
pafeni hrabavé driibeze je bézn¢ vyuzivana voda o teploté 50 az 58 °C. U vodni driibeze se

teplota vody pohybuje mezi 60 az 65 °C. Doba pafeni mize dosdhnout az 4 minut (Hrabg,

vvvvvv
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pochvam (Pipek, 1998). U vodni driibeze existuje varianta pafeni pomoci vodni pary, tato
varianta je ovSem naro¢nd na aplikaci. Béhem patfeni nesmi dojit k poSkozeni kize v
dasledku piepateni pfiliS vysokou teplotou, coz nasledn¢ zptsobuje trhani kiize, nebo

klihovaténi v diisledku nizké teploty a pfilis dlouhého pateni (Simeonovova, 1999).

Bezprostfedné po pafeni nasleduje Skubani, aby se zabranilo opétovnému zvysSeni
odolnosti pefi proti vytrhnuti. V provozech byva skubani provadéno pomoci valcovych nebo
diskovych Skubacek za piivodu teplé vody (Hrabé, 2007). Sklon a vzdalenost sekci
Skubacich elementt se 1isi pro jednotlivé druhy driibeze, kdy je tfeba je nastavit tak, aby co
nejlépe kopirovaly povrch téla. Dosahne se tak maximalniho Skubaciho efektu s minimalnim
poskozenim klize a koncetin driibeze (Simeonovova, 1999). U vodni driibeze mize dochéazet
k tani tuku, ktery pokryva pefi, a mlize tak dochazet ke klouzani Skubacich elementl po

povrchu téla a zhorSeni efektivity Skubani (Pipek, 1998).

Po oskubani je dribez docistovana. U vodni driibeze je docisténi provadéno pomoci
voskovani, kdy se odstranuji zbytky nezralého peii (Hrab¢, 2007; Pipek, 1998). Voskovani
je provadéno bezprostiedné po Skubani ponotfenim nebo sprchovanim roztavenou smési
parafinu, ceresinu a kalafuny (Hrabé, 2007). Voskovani je provadéno bud’ jednordzové,
2 az 5 sekund pfi teploté 56 °C, nebo dvojnasobng, a to pii teplotach 70-75 °C po dobu
3 sekund a 56 °C po dobu 5 az 10 sekund. Nanesena voskova vrstva je zchlazena vodou o
teploté 5—10 °C po dobu 20 az 40 sekund, nasledné je sniména v pribézné Skubacce za

intenzivniho sprchovani studenou vodou (Simeonovova, 1999).

Jako dalsi technologicky krok nésleduje eviscerace (vyjmuti vnitfnich organt),
eviscerace se u driibeze oznacuje jako kuchani (Pipek, 1998). Kuchani driibeze je provadéno
poté, co je pln¢ zbavena pefi a osprchovana (Hrab¢, 2007). Provadi se v nejkrat§im mozném
Case, aby nedoslo k rozsifeni mikroorganismi z traviciho traktu do svaloviny (Pipek, 1998).
Kuchéni je mozné provadet strojné nebo rucné, u strojniho kuchani se mize zarazeni
technologickych operaci v provozech lisit. Obecné zahrnuje tyto kroky: nafezani ktize krku
a uvolnéni kiize od krku, odtrhnuti hlavy a vytrhnuti volete, jicnu a pradusnice. Déle je
provedeno odfezani béhakil, nafezani stény dutiny bfisni, obfezani kloaky a vyjmuti organii
traviciho traktu spolecné s plicemi. Po provedeni veterinarni prohlidky jate¢ného téla a
vnitinosti dojde k odd€leni srdce a jater od traviciho traktu a Zlu¢niku od jater (Simeonovova,
1999). Zaroven je oddé€len svalnaty zaludek od stfev a vyciStén nafiznutim, vyplachnutim

obsahu vodou a stdhnutim nebo odfiznutim zalude¢ni vystelky (Hrabé, 2007). Nasleduje
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vyjmuti neodstranénych zbytkii z dutiny bfisni, odstranéni krku drtibeze, kontrola kuchani a
docisténi, sprchovani vnitiniho a vnéjsiho povrchu jate¢ného téla studenou vodou a prani a
chlazeni drobli (Simeonovova, 1999). Vyjmuté vnitinosti se pohybuji po lince spolecné

s jate¢nymi t¢ély az do mista veterindrni prohlidky (Pipek, 1998).

Nasleduje operace chlazeni, kdy se musi dribezi maso i droby do 2 hodin zchladit na
teplotu pod 4 °C (Hrabég, 2007; Simeonovova, 1999). Ochlazenim dojde ke zpomaleni
enzymatickych, chemickych a mikrobidlnich déji v mase. Pfi nedostatecném nebo prilis
pomalém ochlazeni mize dojit naptiklad k mikrobidlnimu rozkladu bilkovin, mikrobidlni
tvorbé peroxidu vodiku (vznik zelenych derivati hemovych barviv) nebo zapateni (Pipek,
1998). Chlazeni je mozné provadét za pouziti ledu, ledové tiisté, ledové vody, vzduchu nebo
inertnim plynem (CO3). Obecnéji Ize rozlisit ti zakladni postupy chlazeni, a to vzduchové,
sprejové a ve vodni lazni. Chlazeni vzduchem je z hlediska hygieny nejlepsi, protoZe
nedochazi ke kontaktu jate¢né¢ opracovanych tél. Je nutné dosdhnout vysoké rychlosti
chlazeni, a tim docilit co nejnizsi ztraty zpisobené vysusovanim (ztraty 0,5-0,9 hmot. %).
Teplota vzduchu se pohybuje okolo 0 °C s rychlosti proudéni 2—3 m/s. Relativni vlhkost je
udrzovana na 85 % (Simeonovova, 1999; Hrab¢, 2007). Pti pouziti vysokych paficich teplot
s naslednym pouzitim chlazeni vzduchem mutize dochazet k tvorb¢ barevnych skvrn na ktizi

(Pipek, 1998).

Sprejové chlazeni je kombinaci vzduchového a vodniho chlazeni. Jate¢né opracovana téla
jsou ve visu postfikovana ledovou vodni mlhou. Zaroveini kolem nich proudi ledovy vzduch.
U tohoto zplsobu chlazeni nedochédzi k vzajemnému kontaktu tél, ani k vysychani, miZze
ovsem dojit k absorpci cizi vody (Simeonovova, 1999; Hrab¢, 2007). Mtze se vyskytnout
nebezpeci sekundarni kontaminace z chladici vody (Pipek, 1998). Maximalni celkovy obsah

absorbované vody pfi chlazeni vodou je 2 hmot. % (Anonym, 2008).

Pti chlazeni vodou se nejcastéji vyuziva dvoustupiiového chlazeni. Chlazeni se provadi
ponofenim do vody s ledem, kdy jatecné opracovana téla jsou posunovana v protiproudu
k ledové vodé&. Jedna se o hygienicky rizikovy systém, nebot’ téla jsou v kontaktu mezi sebou
a zaroven v kontaktu s chladici vodou. Po zchlazeni by téla méla byt znovu osprchovana.
Nasledné jsou jate¢né opracovana téla nechana odkapat po dobu 10—15 minut, aby obsah
zadrzené vody nepfesahnul 1 hmot. % (Simeonovova, 1999; Hrab¢é, 2007). Maximalni

celkovy obsah absorbované vody pii chlazeni vodou je 4,5 hmot. % (Anonym, 2008).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

Chlazeni drobti probiha okamzité po jejich ocisténi. Jsou chlazeny vodou, ledem, ledovou
tfiSti nebo jinym vhodnym chladivem. Jednotlivé droby se chladi zvlast maximalné

15 minut. Nasledné jsou baleny (Simeonovova, 1999).

Jatecné upravena téla jsou tfidéna dle jejich jakosti, vazena a balena. Dribezi maso a
opracovana dribez musi byt dokonale Cista a vykrvend, bez patrnych otlakii, podlitin a
pohmozdénin nebo vycénivajicich zlomenych kosti. Nesmi vykazovat zndmky dehydratace
nebo zluknuti, nesmi byt patrna zménéna chut’ nebo zapach (ani po tepelné tprave). Pefi
musi byt dokonale odstranéno, je ptipustny vyskyt ojedinélych peti¢ek nebo nezralého pefi.

Ptipustné jsou zbytky plic a vnitini plstni sadlo (Hrab¢, 2007; Simeonovova, 1999).
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2 ANTIBIOTICKA REZISTENCE

Objev antibiotik pted 2. svétovou valkou a jejich nasledné zavedeni do praxe predstavuje
meznik v 1é¢bé bakteridlnich infekei (Hudson et al., 2017). Antibiotika, jak je zname, jsou
tak pouzivana jiz vice nez 75 let (Hochvaldova et al., 2022). Nicmén¢ jiz od objevu antibiotik
byl zjistén fenomén antibiotické rezistence, Alexander Fleming pted antibiotickou rezistenci
varoval jiz v roce 1945 (Hudson et al., 2017). Zde je mozné zminit vyvoj rezistence u
Staphylococcus aureus v anglickych nemocnicich kratce po zavedeni penicilinu do klinické
praxe. Pfed rokem 1944 byly izolované kmeny rezistentni jen ziidka, v roce 1946 bylo
rezistentnich 14,1 % izolovanych kment této bakterie, v roce 1947 38 % kment a v roce

1948 se jiz jednalo o 59 % rezistentnich kment (Barber a Rozwadowska-Dowzenko, 1948).

Antibiotickd rezistence u bakterii se d4 definovat jako schopnost bakterii vzdorovat
ucinku konkrétniho antibiotika o dané koncentraci. Je tieba rozlisit, zda se jedna o rezistenci
u dané bakterie pfirozenou nebo rezistenci ziskanou, kdy dfive citliva bakterie piestava na
antibiotikum odpovidat (Hochvaldova et al., 2022). Ziskana antibiotickd rezistence je
Hryniewicz, 2020), nebot’ vznik antibiotické rezistence u klinicky vyznamnych bakterii
pokracuje a zaroveii se sniZzuje pocet noveé objevenych antibiotik (Hudson et al., 2017). Byly
objeveny rezistentni kmeny mezi vSemi bakteridlnimi druhy a proti kazdé tfid¢ antibiotik,
stale vice jsou zachycovany multirezistentni kmeny. Diisledkem této skutecnosti je vyrazné
omezeni moznosti U€inné lécby pomoci antibiotik (Mazinska a Hryniewicz, 2020). Neni
ovSem zcela zndmo, jakou mirou k tomuto problému pfispivaji jednotlivé zdroje vzniku

antibiotické rezistence (Hudson et al., 2017).

Dle Mazinské a Hryniewiczké (2020) bylo v Evropské unii v roce 2015 zaznamenéno
priblizn€ 33 000 umrti u pacientil v disledku absence efektivni terapeutické moznosti pro
1é¢bu infekei vyvolanych multirezistentnimi mikroorganismy (Mazinska a Hryniewicz,
2020). Podle odhadii autorii zpravy piipravené tymem britského ekonoma O'Neilla zemfte
celosvétové kvili infekcim vyvolanym mikroorganismy rezistentnimi k antibiotikiim
piiblizné 700 000 lidi, z nichz 200 000 piedstavuji novorozenci. Zprava predvida, ze pokud
nebudou vcas pfijata preventivni opatfeni, mtize se celosvétové pocet umrti do roku 2050
zvysit az na 10 milionii ro¢n€ v disledku absence 1écby. Nastala by tak obdobna situace jako
pted objevem antibiotik (O'Neill, 2016). Vétsina velkych farmaceutickych spole¢nosti zcela

opustila vyvoj novych antibiotik vzhledem k ekonomickym aspektiim (vyssi vynos u 1ékil
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na jind onemocnéni, ptisna pravidla pro schvalovani 1é¢iv) a k ¢asové a technické narocnosti.
Mezi nové moznosti patfi napiiklad kombinace antibiotik s antibakteridlnimi latkami
s nanostrukturou (napiiklad kovy — sttibro, zlato, selen nebo oxidy kovii — oxid zinec¢naty,

oxid titanicity nebo oxid hotecnaty) (Hochvaldova et al., 2022).

2.1 Priciny vzniku

Ke vzniku antibiotické rezistence vede nadmérné nebo nevhodné uZivani antibiotik
v humanni mediciné¢ (Mazinska a Hryniewicz, 2020). Antibiotika jsou ve velké miie
vyuzivana také béhem produkce potravin, rezistentni mikroorganismy se tak mohou k lidem
dostat skrze potravu nebo ptfirodni prostiedi (Hudson et al., 2017). Vyuzivani velkého
objemu antibiotik, hlavné v zivo¢isné produkci, jako profylaktik, terapeutik a stimulatorii
rustu je predmétem zajmu, nebot’ tato skutecnost miize vést k zvyseni vyskytu antibiotické
rezistence u zvifecich a lidskych patogenti. Miize dochéazet k pfenosu bakterii rezistentnich
na antibiotika z produk¢nich zvifat na ¢lovéka. Riziko tohoto pfenosu se zvysuje s vyssi
mirou uzivani antibiotik, vyssi intenzitou produkce a rozSitujici se globalizaci (Schrijver et
al., 2018; Galhano et al., 2021). Je odhadovano, Ze ve Spojenych stitech jsou infekce
zpusobené rezistentnimi mikroorganismy pfic¢inou 23 000 umrti ro¢né, z toho zhruba jedna
pétina infekei ma plivod u zvitat a potravin (Baquero et al., 2019). Vyznam zde ma i bézna
mikrobiota, kterd mize slouZzit jako pfenase¢ genl antibiotické rezistence (Hudson et al.,

2017).

2.1.1 Vznik antibiotické rezistence mimo potravinovy retézec

Naduzivani antibiotik pti 1é¢b¢ je jednim ze zdroju antibiotické rezistence (Hudson et al.,
2017). Béhem poslednich deseti let doslo celosvétové ke znacnému narlstu spotieby
antibiotik (Mazinska a Hryniewicz, 2020), mezi lety 2000-2015 se tato spotfeba antibiotik
zvysila o 65 %. Vroce 2015 byly jako zemé& s nejvétsi spotiebou antibiotik oznafeny
Turecko, Tunisko, Alzirsko a Rumunsko (Klein et al., 2018). Bylo prokazano, ze existuje
pfima souvislost mezi spotfebou antibiotik a vznikem antibiotické rezistence. Zemé¢, kde
jsou antibiotika vyuzivana ve velké mife, maji vy$$i procento zachytu multirezistentnich
mikroorganismili, nez tomu je u zemi s mens$i mirou uZivani antibiotik (Mazinska a
Hryniewicz, 2020), proto je Casto aplikované zbytecné nebo piilisné pouzivani antibiotik
nezédouci z hlediska zhorSovani vzniku antibiotické rezistence (Ayukekbong, Ntemgwa a
Atabe, 2017). Dle Mazinské a Hryniewiczké byl v Polsku hlasen nariist pouzivani antibiotik

v ambulantni 1é¢be, vyrazny narlst spotieby byl pozorovan v obdobich zvySeného vyskytu
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chiipky, coZ nepfimo muize naznaCovat jejich nespravné pouziti (Mazinska a Hryniewicz,
2020). V rozvojovych zemich je ¢asto pozorovana praxe piedepisovani Sirokospektrych
antibiotik bez jasné diagnozy (Ayukekbong, Ntemgwa a Atabe, 2017). Ve studii provedené
v Libanonu bylo zjisténo, Ze v 52 % zkoumanych ptipadii byla pfedepsdna nevhodna davka

antibiotika a v 63,7 % ptipadl byla pfedepsana Spatna délka 1écby (Saleh et al., 2015).

Vznik antibiotické rezistence muze také byt podporovan chovanim pacientl, at’ uz
védomim nebo nevédomim. Jednd se o pacienty, ktefi uzivaji antibiotika v nevhodnych
intervalech, pfili$ kratce nebo proti pokyntim I€kare, pripadné v ramci samolécby antibiotiky
(Mazinska a Hryniewicz, 2020; Ayukekbong, Ntemgwa a Atabe, 2017). Kratké uzivani
antibiotik muze byt vysledkem vynechanych dévek antibiotika nebo jeho kompletnim
vynechdnim pii odeznéni zjevnych projevil infekce, mize také dojit k projevu vedlejSich
ucinkt antibiotika, kdy pacient 1é¢bu pierusi bez konzultace s 1ékafem (Okeke, Lamikanra
a Edelman, 1999). Toto chovani pak vede k vystaveni mikroorganismu subterapeutickym
davkam antibiotika, coz zvySuje pravdépodobnost vzniku rezistence na toto antibiotikum

(Ayukekbong, Ntemgwa a Atabe, 2017).

K nérlstu antibiotické rezistence pfispivd umoznéni volného prodeje antimikrobidlnich
1€kt (bez 1ékatského predpisu). Piikladem je volny prodej furazidinu v Polsku na lécbu
nekomplikovanych bakterialnich infekci mocovych cest (Mazinska a Hryniewicz, 2020).
Vyrazny je tento problém v rozvojovych zemich, kde je ziskani antibiotik mozné jak volnym
prodejem, tak skrz neregulované dodavatelské fetézce. Léky jsou k dostani u pouli¢nich
prodejcii nebo v nelicencovanych Iékarnach. DalSim problémem je kvalita téchto 1€k, které
diky klimatickym podminkém a Spatnému skladovani degraduji a davka ucinné latky je tak
mensi, nez je uvadeéno (Ayukekbong, Ntemgwa a Atabe, 2017). Na trhu jsou v téchto zemich
také padélky. Studie z Kamerunu provedend na lécich od 132 prodejct odhalila, Ze 13 %

sulfadoxinu/pyrimethaminu bylo pravdépodobné padélano (Basco, 2004).

Dalsim faktorem ovliviiujicim antibiotickou rezistenci je turoven hygieny ve
zdravotnickych zatfizenich. Sifeni infekci zpiisobenych multirezistentnimi bakteriemi by
méla zabranit ucinna izolace infikovanych pacienti a funkce tymid pro kontrolu

nozokomindlnich infekci a tymt pro antibiotickou terapii (Mazinska a Hryniewicz, 2020).

Mezi faktory mimo humanni medicinu, které ptispivaji ke vzniku antibiotické rezistence,

patii pohyb obyvatelstva, cestovni ruch (v€etné zdravotni turistiky), nedodrzovani
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hygienickych pravidel v bézném Zzivoté, intenzivni obchod nebo klimatické zmény
(Mazinska a Hryniewicz, 2020). V rozvojovych zemich dale mohou byt zahrnuty Spatné
hygienické podminky, nedostatecny piistup k tekouci vodé nebo dezinfekénim prostiedktim
(Ayukekbong, Ntemgwa a Atabe, 2017; Mazinska a Hryniewicz, 2020). Hlavnim faktorem
vedoucim k nesprdvnému pouzivani antibiotik v rozvojovych zemich je chudoba

(Ayukekbong, Ntemgwa a Atabe, 2017).

2.1.2 Vznik antibiotické rezistence v ramci potravinového retézce

Pfenos mikroorganismii pomoci potravin byl pro lidské patogenni bakterie rozsahle
zmapovan, nejcastéjsi zptisob prenosu je fekalné-oralni cestou. Spoustéci alimentarnich
nemocnéni mohou byt kontaminované potraviny, oslabeny/vnimavy konzument nebo
bakteridlni patogeny schopné ptezit a mnozit se v podminkéch potraviny. V soucasnosti ma
vétSina lidskych infekci zoonoticky piivod, pfiblizné 75 % novych patogent pochazi od
zvitat (Baquero et al., 2019). Antibiotika mohou byt v potravinovém fetézci vyuzivana
v chovu zvifat, hlavné v ramci intenzivnich chovi, jako 1é¢ebny prostiedek u nemocnych
zvitat, k urychleni rastu, k 1é€bé skupiny zvifat, kdy je ¢ast z nich nemocné a ptipravek je
podavan vSem kusim (u zdravych kusii jako prevence) nebo mohou byt poddvéana

v obdobich, kdy jsou zvifata nachylna k infekci (Hudson et al., 2017; Baquero et al., 2019).

Pouzivani antibiotik jako stimulatorti ristu lze vysledovat do 50. let minulého stoleti, kdy
byla antibiotika ptfidadvana do krmiva v subterapeutickych davkach. V roce 1975 byly
provedeny prvni pokusy odhalujici vznik rezistence u antibiotik pouZzivanych v zivocisné
produkci, ve stejné dob& bylo Evropskym trhem zakazéno pouZivani tetracyklinu jako
stimulatoru ristu (Galhano et al., 2021). V Evropské unii bylo pouziti antibiotik ke stimulaci
rustu zakazano v roce 2006, zamezeni jejich pouziti k tomuto ucelu je ¢asto zminovano coby
opatieni ke stabilizaci nebo sniZeni vyskytu antibiotické rezistence (Hudson et al., 2017).
Antibiotika coby doplitkové latky v krmivech taktéz nejsou v Evropské unii povolena,
s vyjimkou kokcidiostatik a histomonostatik, dle natizeni Evropského parlamentu a Rady
(EU) ¢. 1831/2003 zroku 2003 o dopliikovych latkdch pouzivanych ve vyzivé zvitat
(Anonym, 2003).

K 1écbé produkénich zvifat jsou ovSem antibiotika nezbytna. Odhaduje se, Ze poptavka
po antibiotikach a jejich derivatech pii zivo¢isné produkci stoupne mezi lety 2010 a 2030 o
67 %, hlavné vlivem zintenzivnéni produkce. V Brazilii, Ciné a Indii je tento vzestup

odhadovan na 99 % (Hudson et al., 2017). Napiiklad v Cin& bylo v roce 2012 pouzito pii
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produkci vepifového a dribeziho masa piiblizné 38,5 milionu kilogramii antibiotik
(Krishnasamy, Otte a Silbergeld, 2015). Bylo prokézano spojeni mezi pouzivanim antibiotik
v zivocisné produkci a vyskytem antibiotické rezistence u komensalni Escherichia coli
izolované z prasat, driibeZe a skotu v 7 evropskych zemich (Norsko, Svédsko, Dansko,
Rakousko, Svycarsko, Nizozemi a Belgie) (Chantziaras et al., 2014). Antibiotika mohou byt
detekovana v prostredi, kde jsou zvifata chovana. Velka ¢ast podanych antibiotik miize byt
vyloudena zvifaty nezmetabolizovana. P¥i testovani vzorkd vyméska zvitat v Cing bylo
zji$téno, Ze procentudlni obsah nezmetabolizovaného antibiotika dosahoval az 82,1 % (Zhao,
Dong a Wang, 2010). Existuje také obava, ze pouzivani pomocnych antimikrobialnich latek
pii zpracovavani zivo¢isné produkce, konkrétné dribeze, miize hrat roli v koselekci bakterii
rezistentnich na antibiotika. Pomocné antimikrobialni latky jsou vyuzivany béhem porazky,
hlavné béhem chlazeni, ke snizeni rizika kontaminace produkce a tim snizeni rizika pro
konzumenty. Jedna se o biocidy, napiiklad acidifikovany chlorid sodny, cetylpyridinium

chlorid, ozon nebo kyselinu mlécnou ¢i peroxyoctovou (Rhouma et al., 2021).

Vyuziti antibiotik v rostlinné produkci je relativné nizké oproti produkei Zivocisné. Ve
Spojenych statech bylo v roce 2009 v sadech pouZzito 16,465 kg antibiotik, coz bylo 0,12 %
objemu pouzitych antibiotik v zivocisné produkei za stejny rok (Stockwell a Duffy, 2012).
Antibiotika mohou byt vyuZita k 1é¢bé onemocnéni vysoce cenéného ovoce a zeleniny nebo
se mohou do rostlinnych produkt dostat diky pouziti hnoje kontaminovaného antibiotiky
jako hnojiva pro zemédélskou piidu. Antibiotika se tak mohou dostat do piidy a vody,
dochazi tak k vytvoteni vétsi skdly zplsobt, jak se mohou dostat k lidem (Hudson et al.,
2017). V Cin& bylo zkouméno 18 vzorkd fi¢ni vody, kdy pouze 1 byl bez obsahu
detekovatelného mnoZstvi antibiotik (Wei et al., 2011). Antibiotika jsou vyuZivdna i
v akvakulturach, kdy se toto odvétvi Casto spojuje se Spatnou kontrolou a naduZivanim
antibiotik kvili $patnym hygienickym podminkdm v produkénich lokalitach diky zvySeni
produkce. PouZiti antibiotik se znacné lisi v riiznych produkénich lokalitach, antibiotika byla
dle Rico (2013) pouzita u 100 % produkce ryby Pangasius ve Vietnamu, zatimco u krevet a
garnatl v Bangladési bylo pouziti antibiotik fidké. V piipad€ dalSiho ristu produkce se da
oc¢ekavat narast problému s antibiotickou rezistenci, pokud by nedoslo ke zméné v pouZzivani
antibiotik (Rico et al., 2013). V Ciné byla zaznamenana ve 36,7 % sniZena citlivost
k ciprofloxacinu u Escherichia coli 1izolované z ryb chovanych v akvakultufe (Baquero et

al., 2019).
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2.2 Mechanismy vzniku

Vyvoj a Sifeni antibiotické rezistence je ptirozeny proces, kterému se neda plné piede;jit
nebo mu zabranit. VétSina mechanismi rezistence se vyvinula jesté pred pouzitim prvnich
modernich antibiotik, pravdépodobné diky skutecnosti, ze vétSina antibiotik je odvozena
z latek piirozené produkovanych mikroorganismy. Pfi feSeni otdzky antibiotické rezistence
se tedy zabyvame pouze ovlivnénim tohoto procesu — at’ pozitivnim, tak negativnim.
(Hochvaldova et al., 2022). U patogennich i nepatogennich bakterii vznikaji a pfendsi se
mechanismy antibiotické rezistence diky selektivnimu tlaku vytvafeném antibiotiky (Gallo
a Puglia, 2014). Bakterie mohou vykazovat antibiotickou rezistenci pomoci riznych
mechanisma, které jim umoziuji rychle se adaptovat na ptitomnost antibiotika v prostiedi
(Tenover, 2006). Znalost téchto mechanismti napomaha vhodnému uziti antibiotik v klinické

praxi (Kapoor, Saigal a Elongavan, 2017).

Bakterie mohou byt pfirozené¢ rezistentni k jednomu a vice antibiotikiim, kdy jsou
k antibiotiku rezistentni vSechny kmeny bakteridlniho druhu, nebo miiZze byt tato rezistence
ziskana (Tenover, 2006). Bakterie mohou ziskat antibiotickou rezistenci dvéma zplisoby, a
to novou mutaci a horizontdlnim pfenosem, kdy je rezistence ziskana pfenosem z jinych

mikroorganisml (Martinez, 2014; Gallo a Puglia, 2014).

2.2.1 Vertikalni pFenos genii

K vertikdlnimu pfenosu genli dochéazi diky selekci kmenli bakterii nesoucich mutace
vedouci k antibiotické rezistenci. K selekci dochazi béhem pouzivani antibiotik, kdy jsou
likvidovany citlivé kmeny, zatimco nové rezistentni diky mutaci ptisobeni antibiotika pteziji
a nasledné se mnozi (Tenover, 2006; Gallo a Puglia, 2014). Casto se jedna o spontinni
mutace bakteridlniho chromozomu (Kapoor, Saigal a Elongavan, 2017). Mutani
mechanismy antibiotické rezistence 1ze rozd€lit na mechanismy modifikujici cil piisobeni
antibiotika nebo modifikujici koncentraci antibiotika/antibiotikum jakou takové (Martinez,

2014).

Bézné nastavaji Ctyfi mutace piispivajici k antibiotické rezistenci, pfi¢emz se nejedna o
mutaci genll piimo zplsobujicich rezistenci. MiiZe nastat mutace gent kodujicich cile
pusobeni antibiotika, mutace genti kddujicich pienaSece antibiotik, mutace genti kddujicich

regulatory potlacujici expresi pienasect nebo mutace genli kodujicich elementy odstranujici
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antibiotikum z bunky (enzymy modifikujici antibiotikum, efluxni pumpy) (Martinez, 2014;
Wright, 2010).

Modifikace cile piisobeni muze nastat diky mutaci cile ptsobeni jako takového, napf.
rezistence k fluorochinolonim diky mutaci bakterialnich topoizomerdz (DNA gyrazy a
topoizomerazy 1V) (Wright, 2010; Kapoor, Saigal a Elongavan, 2017), nahrad¢ cile
pusobeni, napf. rezistence k beta-laktamiim zpiisobend modifikaci proteinli vazajicich
penicilin (penicillin binding proteins) u grampozitivnich bakterii jako Enterococcus faecium
nebo Streptococcus pneumoniae (Martinez, 2014; Kapoor, Saigal a Elongavan, 2017),
enzymatické modifikaci cile, napf. ribosomalni metylace nebo rezistence na vankomycin
diky reorganizaci bunééné stény (Wright, 2010), nebo ochrané cile, kdy jsou produkovany
proteiny vazici se na cil piisobeni a zabrafujici tak navazani antibiotika, napf. protein QnrA
chrénici bakteridlni topoizomerazy pted inhibi¢ni aktivitou chinoloni (Martinez, 2014;

Wright, 2010).

Snizeni koncentrace antibiotika lze dosédhnout ztizenim priniku antibiotika do bunky
nebo vylucovanim antibiotika pies efluxni pumpy (Martinez, 2014). Ztizeni priniku
antibiotika do bunky mize nastat u vnéj$i membrany gramnegativnich bakterii, kdy dochazi
se snizeni poctu porinti v membrané, coz vede k nizSimu pruniku malych hydrofilnich
molekul beta-laktamovych antibiotik a fluorochinolont (Kapoor, Saigal a Elongavan, 2017).
Efluxni pumpy se nachazeji v cytoplazmatické membranég. Jsou tvofeny velkou skupinou
proteinovych pump vylucujicich antibiotikum z vnitiniho prostiedi buiiky dfiv, nez se
antibiotikum dostane k cili svého plsobeni a udrzujicich jeho nizkou nitrobunécnou
koncentraci (Wright, 2010; Tenover, 2006; Kapoor, Saigal a Elongavan, 2017). Efluxni
pumpy mohou byt substratové specifické nebo mohou prenaset fadu chemicky neptibuznych
latek. U multirezistentnich bakterii pfedstavuji efluxni pumpy vyznamnou ¢ast mechanismu
jejich rezistence, Cast piisobi v synergii s dal§Simi mechanismy rezistence (Gallo a Puglia,
2014). Jako ptiklad mohou byt uvedeny efluxni pumpy u Staphylococcus aureus, které
zpusobuji rezistenci k fluorochinolonim (Tenover, 2006), k plisobeni efluxnich pump jsou
citliva antibiotika vSech tfid s vyjimkou polymyxinu (Kapoor, Saigal a Elongavan, 2017). U
snizovani koncentrace antibiotika nedochazi ke zméné struktury antibiotika (Martinez,

2014).

Ke zméné struktury antibiotika dochazi pifi pfitomnosti enzymd inaktivujicich

antibiotikum nebo pii mutaci enzymu aktivujiciho pre-antibiotikum (Martinez, 2014).
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Celistvost chemické struktury antibiotika je nezbytna pro jeho aktivitu, proto jsou enzymy
inaktivujici antibiotikum specializované na S$tépeni chemickych vazeb jeho struktury.
Enzymy pro svou aktivitu vyzaduji vodu, jsou bakterii vyluCovany do prostiedi, kde
inaktivuji antibiotikum (Gallo a Puglia, 2014). Naptiklad, beta-laktamazy hydrolyticky $tépi
jadro beta-laktamového kruhu, ktery je nezbytny pro pisobeni antibiotika, antibiotikum je
tedy jeho rozstépenim inaktivovano (Wright, 2010; Tenover, 2006). Beta-laktamazy ptisobi
na peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a karbapenemy, v soucasnosti je znamo
piiblizn¢ 300 beta-laktamaz. Dalsim ptikladem mohou byt enzymy modifikujici
aminoglykosidy (fosforyltranferazy, nukleotidyltransferdzy a adenylyltransferazy) nebo
chloramfenikoltransacetyldza acetylujici hydroxylové skupiny chloramfenikolu (Kapoor,

Saigal a Elongavan, 2017).

Nedavné studie poukézaly na to, Ze na antibiotickou rezistenci maji vliv také prvky, které
jsou soucasti zakladniho bakterialniho metabolismu. Prvky jsou schopné zpiisobovat drobné

zmény v souvislosti s minimalni inhibi¢ni koncentraci (Martinez, 2014).

2.2.2 Horizontalni pfenos genii

Geny vramci horizontdlntho pfenosu pochazeji z komenzélnich  bakterii
gastrointestinalniho traktu a bakterii z prostfedi, které vykazuji rezistenci a slouzi tak jako
rezervoar gentll antibiotické rezistence (Martinez, 2014; Hudson et al., 2017). Pro rezervoar
genu antibiotické rezistence byva pouzivano oznaceni rezistom, kdy se navic pod toto
oznaceni zafazuji protorezistentni geny, které maji potencial vyvinout se v geny rezistence
(Gallo a Puglia, 2014). Horizontalni pfenos genli mize probihat mezi kmeny stejnych druhit
nebo mezi riznymi (neptfibuznymi) bakterialnim kmeny a druhy. Bakterie timto zpisobem
mohou ziskat rezistenci k vicero tfidam antibiotik (Tenover, 2006; Schrijver et al., 2018).
Naptiklad, bylo zjiSténo, ze gen QnrA, ktery je zodpovédny za rezistenci k chinolonlim,
pochazi ze Shewanella algae (Poirel et al., 2005), ktera je rozsifena v prostiedi, jeji vyskyt
je nejbéznéji spojovan se sladkovodnimi nebo moiskymi vodnimi plochami (Srinivas et al.,

2015).

K horizontalnimu pfenosu genti mize dochdzet pomoci transformace, konjugace nebo
transdukce nebo jejich kombinaci. Pienos a zaclenéni genii do genomu nebo plazmidii
hostitele mize byt ve vSech procesech zprosttedkovdn transpozony coby pienosnymi
elementy (Tenover, 2006; Gallo a Puglia, 2014). Pii konjugaci gramnegativni bakterie je

pfesunut plazmid obsahujici geny kodujici antibiotickou rezistenci do recipientni burnky
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prosttednictvim pilu, ktery ji spojuje s donorovou bunkou (Tenover, 2006). U
grampozitivnich bakterii je vyména DNA béhem konjugace zapocata shlukovanim donorové
a recipientni buiiky vyvolanym sex feromony (Gallo a Puglia, 2014). U transdukce jsou geny
kodujici antibiotickou rezistenci prenaseny pomoci bakteriofagt. Jedna se o pomérné vzacny
ukaz. Transformace je proces, kdy bakterie ziska a zacleni do své genetické informace DNA
segmenty, které byly uvolnény do prostiedi po 1yzi jiné bakterie (Tenover, 2006; Gallo a
Puglia, 2014).

Bylo popsano nékolik piekazek, které ztézuji horizontalni pienos genti k lidskym
patogenim. Prvni z téchto prekazek je ekologicka konektivita, kdy gen kodujici rezistenci
muze byt prenesen pouze pokud existuje kontakt mezi ptijemcem a ddrcem nebo jeho DNA.
Neni zde tfeba pfimy kontakt, je ovSem nutnd pfitomnost ptfenosového fetézce a elementu
ptenaSejictho gen. Druhou ptekazkou je zakladajici efekt, kdy, pokud je jiz pfitomen
determinant rezistence, je nepravdépodobné, ze by byl ziskan jiny determinant zajiSt'ujici
podobny fenotyp. Piekazky dale mohou ovlivitovat rozsifeni, pravdépodobnost mutace a jeji

fixaci (Martinez, 2014).
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3 ANTIBIOTICKA REZISTENCE U ENTEROBAKTERII{

Velky pocet infekci ma za ptivodce mikroorganismy patfici do celedi Enterobacteriaceae
(Kaushik et al., 2018). Jednd se o gramnegativni, nesporulujici fakultativni anaeroby
fermentujici glukoézu a dalsi cukry, redukujici dusi¢nan na dusitan, produkujici katalazu
(vyjma Plesiomonas) a neprodukujici oxidazu (Donnenberg, 2015). Bakterie patiici do této
Celedi se pfirozen¢ nachazeji v intestinalnim traktu lidi a zvirat (Kaushik et al., 2018), daji
se ovSem najit v témef jakémkoliv prostiedi. Ziskaly si povést nejcastéji zpracovavanych
mikroorganismt v mikrobiologii (Corry, Curtis a Baird, 2012), patfi mezi né¢ napiiklad
Escherichia, Shigella, Salmonella, Citrobacter a Klebsiella. N&které Enterobacteriaceae
jsou ptuvodci onemocnéni v ojedin€lych piipadech, jiné jsou Castymi lidskymi patogeny
zpisobujicimi intestindlni, urogenitdlni a cévni infekce (Kaushik et al., 2018, Rock a
Donnenberg, 2014). Tyto infekce mohou postihnout jinak zdravé hostitele nebo hostitele
s jiz existujicim jinym onemocnénim. Laboratorni izolaty této celedi tvofi vétSinu u izolath
ziskanych z mocovych cest, krve, dutiny bfiSni a dychacich cest. Byly izolovany také

z mozkomi$niho moku, synovidlni tekutiny nebo abscesti (Donnenberg, 2015).

Lidska a veterinarni medicina spoléha na intenzivni aplikaci antibiotik k 1écbé infekci
zpisobenych bakteriemi ¢eledi Enterobacteriaceae, coz mélo za nasledek rychly rozvoj
multirezistentnich mikroorganismti, hlavné mezi stfevnimi bakteriemi (Kaushik et al.,
2018). Procento multirezistentnich izolatl, véetné izolath produkujicich beta-laktamézy s
roz$ifenou puisobnosti, karbapenemazy a rezistentnich k fluorochinolontim, vzrostlo do té
miry, ze vétSina izolatl ziskanych z nemocnic a bézné populace je rezistentni k nékolika
tfidam antibiotik (Donnenberg, 2015). Vyvoj rezistence pro rizné tiidy antibiotik u
Enterobaceriaceae, zejména u Klebsiella, vyznamné zt¢Zuje 1é€bu infekci jimi zplisobenych
(napt. priyjmova onemocnéni déti v rozvojovych zemich) (Rock a Donnenberg, 2014).
Enterobacteriaceae produkujici beta-laktamazy s rozSitenou plsobnosti jsou rezistentni
k téméf vSem beta-laktamovym antibiotiklim, coZ je nejcastéji piedepisovana tiida
antibiotik. Jsou ¢asto také rezistentni k antibiotiklim pfedepisovanym jako alternativa k beta-
laktamovym antibiotikiim (fluorochinolony, aminoglykosidy nebo tetracyklin). U vaznych
infekci zpsobenych Enterobacteriaceae jsou vyuzivany karbapenemy, se vzrastem jejich
spotteby béhem poslednich 10 let se objevila rezistence k nim vlivem karbapenemaz. To
zanechdva jen omezené mnoZzstvi antibiotik vhodnych k 1écbé jako kolistin a tigecyklin,
bylo ovSem zjiSténo, Ze mechanismus rezistence by mohl byt v rdmci Enterobacteriaceae

uzpusoben ke kolistinu (Armand-Lefévre, Andremont a Ruppé, 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/colistin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tigecycline
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3.1 Antibioticka rezistence u enterobakterii izolovanych z klinickych

vzorku

Infekce zpusobené bakteriemi Celedi Enterobacteriaceae se mohou vyskytovat
pivodce infekci moovych cest a bakteriemie. Casto vykazuje rezistenci
k aminopenicilinim (napf. amoxicilin nebo ampicilin) a uzkospektrym cefalosporinim
v dtsledku zisku plazmidové kédovanych beta-laktamaz. Nékteré kmeny jsou rezistentni
k tfeti generaci cefalosporinti a monobaktamtim (napft. aztreonamu) diky pfitomnosti beta-
laktamaz s roz$ifenou pisobnosti. Tyto beta-laktamédzy nemaji piisobnost k cefamyciniim
(napft. cefoxitinu, cefotetanu), rezistence na n¢ muze byt zpisobena v disledku zmén porinti
vnéj§i membrany (Tenover, 2006). U Zen pouzivajicich membranovou nebo spermicidni
antikoncepci a Zen po menopauze byla pozorovéana vyssi nachylnost k vaginalni kolonizaci
Escherichia coli a dal§imi bakteriemi ¢eledi Enterobacteriaceae. Je to vyznamny faktor pro
nasledny rozvoj extraintestindlni infekce. Urcita skupina lidi, v€etn€ alkoholikl a pacientt
trpicich cukrovkou, je vysoce nachylna ke kolonizaci Ustni Casti hltanu (oropharynx)
bakteriemi celedi Enterobacteriaceae. Kolonizace ustni ¢asti hltanu hrozi 1 u
hospitalizovanych pacientl bez ohledu na to, zda jsou jim podavana antibiotika
(Donnenberg, 2015). Sherwani zminuje studii multirezistentnich Enterobacetriaceae u
pacienti po transplantaci solidnich organti, kdy byly tyto bakterie rezistentni
k cefalosporiniim u téméf poloviny pacientll v disledku nadmérné exprese chromozomalni
beta-laktamazy (Sherwani et al., 2013). Rezistence ke karbapenemim u pediatrickych
pacientl v poslednich letech vyrazné roste, u hospitalizovanych pacientli s cévni infekci
zpusobenou Enterobacteriaceae rezistentnimi ke karbapenemiim dosahla umrtnost az 50 %.
Nartst rezistence ke karbapenemim byl zdiraznén u Enterobacter spp., kdy mezi lety 2000

a 2012 dosahl z 0 % na 4,5 % (Romandini et al., 2021).

Mechanismus rezistence je mozno ilustrovat na piipadu Ctytleté divky hospitalizované
v Atlant€ s aplastickou anémii a bakteriemii. 1zolaty Eschericha coli ziskané z krve byly
rezistentni k ampicilinu a uzkospektrym cefalosporinim, byly citlivé k cefalosporintim
3. generace. Béhem 3 tydnti byla divce poddvana antibiotika Gi¢inna na Escherichia coli a
dalsi mozné ptivodce onemocnéni, jednalo se o peniciliny (tikarcilin, oxacilin, a mezlocilin),
aminoglykosidy (gentamicin), cefalosporiny 3. generace (cefotaxim a ceftazidim),

vankomycin a klindamycin. Béhem 4. tydne (vyvoj celkem trval 2 mésice) hospitalizace
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vykazovaly izolaty Escherichia coli vzristajici rezistenci k cefalosporinim 3. generace
(zejména ceftazidimu) a aztreonamu, nékteré izolaty zaCaly vykazovat rezistenci k
cefamyciniim (cefoxitin a cefotetan), pravdépodobné diky ziskani dalsiho mechanismu
rezistence vyjma beta-laktamaz (sniZzeni poc¢tu porinti bunécné stény). Ze studie typizace
pfitomného kmene bylo zjisténo, ze byl pfitomen pouze 1 kmen Escherichia coli, ktery

ziskal novou rezistenci béhem priubéhu 1€¢by infekce (Tenover, 2006).

V ramci rozsahlé studie provedené v Pakistdnu mezi lety 2001 a 2006 ze vzorka krve
odebranych ve velkych méstech byla zjistovana rezistence u Salmonella Typhi a Salmonella
Paratyphi A. VétSina izolati byla ziskana od déti mladsich 15 let, u S. Typhi se jednalo o
79,3 %, u S. Paratyphi A pak o 59,9 %. Béhem sledovaného obdobi stoupla rezistence na
kotrimoxazol, chloramfenikol a ampicilin (multirezistence) u S. Typhi z 34,2 % na 48,5 %.
U S. Paratyphi A se hodnota sniZila z 44,5 % na 8,6 %. U obou bylo zaznamenano zvySeni
rezistence na fluorochinolony (Hasan et al., 2008). Ve studii provadéné u pacienti v Dhace
(Bangladés) bylo 67 % izolovanych kmentt S. Typhi multirezistentnich, konkrétné
k chloramfenikolu, ampicilinu, trimethoprimu, streptomycinu, sulfamethoxazolu a

tetracyklinu (Sherwani et al., 2013).

U studie provedené v Nepalu mezi lety 2002 a 2004 zamétené na izolaci Shigella spp. a
jeji antibiotickou rezistenci u pacientll s akutni gastroenteritidou v zadpadnim Nepalu byla
u 80,7 % izolatd zjiSténa rezistence a u 74,7 % byla zjisténa rezistence ke 2 a vice
antibiotikim. Nejvys§i rezistence byla zjiSténa u kotrimoxazolu (80,7 %), dale pak
nasledovali tetracyklin (74,7 %), gentamicin (55,4 %), ampicilin (53 %), chloramfenikol
(39,7 %) a kyselina nalidixova (31,3 %) (Wilson et al., 2006). Studie provedend v centralnim
Izraeli zaméfend na rezistenci u izolatd Shigella spp. ziskanych z lidské stolice zjistila
vyznamné zvySeni vyskytu rezistence k tetracyklinu, a to z23 % na 87 %, a vysokou

rezistenci na trimethoprim—sulfamethoxazol (94 %) a ampicilin (85 %) (Ashkenazi, 2003).

Znacny rozvoj mezinarodniho cestovani také prispél k pfenosu multirezistentnich
Enterobacteriaceae do zemi s jejich nizkym vyskytem. Nekolik studii uvedlo, ze 21-51 %
zdravych cestovatelli se nakazilo multirezistentnimi kmeny Enterobacteriaceae béhem cest
v zavislosti na regionu, do které¢ho cestovali. V jizni ¢asti Asie byl risk nejvétsi (az 85 %),
v Africe a na Blizkém vychodé¢ se risk pohyboval mezi 13-44 %. Hlavni druhy
multirezistentnich Enterobacteriaceae byly Escherichia coli (88—100 %) a Klebsiella

pneumoniae (0-8 %) (Armand-Lefévre, Andremont a Ruppé, 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/klebsiella-pneumoniae
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/klebsiella-pneumoniae
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3.2 Antibioticka rezistence u enterobakterii izolovanych z potravin a
napoji

Dalo by se ocekavat, ze rozsifeni mikroorganismii rezistentnich k antibiotikiim bude
klesat s postupujicimi kroky potravinového fetézce spolecné se zlepSenim standard
v hygien¢ potravin, piesto jsou znamy piipady onemocnéni z potravin zpuisobené patogeny
rezistentnimi k antibiotikim (Hudson et al., 2017). Jako ptiklad je mozno uvést 25
kultivaéné potvrzenych piipadi onemocnéni v Dansku roku 1998 zpisobeném
multirezistentni Sal/monella Typhimurium DT 104 (rezistence ke kyselin¢ nalidixové a
snizen4 citlivost k fluorochinoloniim), pti¢emz do roku 1997 S. Typhimurium DT 104 byla
puvodcem méné nez 1 % vsech lidskych infekci salmonelou. Jako zdroj této nédkazy bylo
uvedeno danské stddo prasat (Melbak et al., 1999). V Italii byla zkoumana pfitomnost
rezistentnich Enterobacteriaceae v rektélnich vytérech prasat a v mletém vepfovém mase.
Zatimco u vytéra byly rezistentni Enterobacteriaceae ptitomné v 52,2 %, u mletého masa

byly pfitomny u 3 % izolati (Hudson et al., 2017).

V Jizni Koreji a Ciné byly provedeny studie dokumentujici vysoky vyskyt Salmonella
spp. v dribezim mase rezistentnich k fluorochinoloniim (22,5 % a vice k ciprofloxacinu) a
cefalosporiniim (12,5-23,4 % a vice k ceftriaxonu a 26,6 % k ceftazidimu) (Baquero et al.,
2019). Studie provadéna ve Velké Britanii mezi lety 2006 a 2009 na vzorcich brojlerovych
kurat a krat dosla k zavéru, ze Escherichia coli s rozsitenym spektrem beta-laktamaz se lisila
od izolath zpusobujicich onemocnéni lidi, ovS§em nebyl vylouCen pifenos antibiotické
rezistence mezi nimi (Randall et al., 2010). V roce 2016 Evropska agentura pro bezpecnost
potravin uvedla béZnou schopnost detekce Salmonella spp. rezistentnich k béZnym
antibiotikiim u izolat od lidi a dritbeze. U sérotypt, jejichz vyskyt je spojovan s driibezi (S.
Enteritidis, S. Infantis, a S. enterica sérovar Kentucky), byla rezistence na ciprofloxacin
vyrazné vyS$si. Byl zaroven popsan vysoky vyskyt multirezistentnich izolatd Salmonella
v dribezim mase, u kufeciho masa se jednalo o 24,8 % multirezistentnich, u kritiho masa

pak 30,5 % (Baquero et al., 2019).

V USA bylo provedeno srovnani vegetarianii s Cerstvé hospitalizovanymi pacienty se
zaméfenim na kolonizaci Escherichia coli rezistentni k antibiotikiim. Kontakt a konzumace
driibeziho masa se v této studii nedal vyvodit jako prediktivni, u vegetariant byl ¢asty zachyt
Escherichia coli rezistentni k antibiotikim, kdy jako rizikovy faktor bylo vyhodnoceno

cestovani (Hudson et al., 2017). V zemich s nizkymi a sttednimi pfijmy je mira antibiotické
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rezistence vysS$i nez u zemi s vysokymi piijmy, kdy produkce potraviny je uvadéna jako
potencidlni zdroj, hlavné v disledku neregulovaného pouziti antibiotik a vétsi mite jejich
aplikace. Tyto zemé jsou vyznamnymi exportéry potravin do jinych casti svéta, je
zvazovano, ze mezinarodni obchod s chovnymi zvifaty, krmivem a masem/masnymi
vyrobky kontaminovanymi patogeny rezistentnimi k antibiotikim ptispivad k rychlému

Sifeni téchto patogeni (Baquero et al., 2019).

V USA bylo také pii sledovani E. coli a Salmonella enterica rezistentnich k antibiotikiim
zjisStovano, zda jsou pfitomny v produkénim prostiedi skotu a zda se mohou dostat do
finalniho produktu (hovéziho masa). Salmonella byla detekovana na urovni 7,6 % na kiizich
(z toho pouze v 1 vzorku byla pfitomna rezistentni S. enterica), nebyla zjiSténa na jatecné
upravenych télech, ani na nizkém roSténci. E. coli byla zjisténa u 100 % zpracovavanych
kazi, na jate¢né upravenych télech byl zachyt 0,5 % a na nizkém rosténci nebyla E. coli

zachycena viibec (Schmidt et al., 2015).

Hudson et al. (2017) zminuje finskou studii, kde se enterobakterie izolované ze zeleniny
lisily svymi profily antibiotické rezistence od téch, které se nachéazely v lidské stifevni
mikrobioté. Studie shledala, ze tyto mikroorganismy podstatn¢ nepfispivaji k vysokym
hodnotam antibiotické rezistence lidské sttevni mikroflory. Ze studie, ktera se zabyvala
hromadénim antibiotik v zeleniné, bylo zji§téno, Ze antibiotika se nejvice hromadi v listech
rostlin. Bylo také zjiSténo, Ze zdrojem analyzovanych antibiotik bylo s nejvyssi

pravdépodobnosti pouzité organické hnojivo (Hudson et al., 2017).

Povrchy, které se dostavaji do kontaktu s potravinami, mohou byt také kontaminované
rezistentnimi mikroorganismy (Hudson et al., 2017). V Selangoru (Malajsie) byla provedena
studie zaméfend na maloobchod s dribezim masem. Bylo zji§téno, Ze 38,8 % povrchl
dribezatskych provozii bylo kontaminovano Escherichia coli s rozSitenou pusobnosti beta-
laktamaz, u masa byl jeji zachyt 53,8 %. Byly identifikovany rizikové faktory, dle kterych
se dala pfedvidat kontaminace mikroorganismy u dritbeze, konkrétné sanitace prodejniho
mista a material pultu, zdroj vody k ¢is$téni a material prkének pro porcovani masa. (Aliyu

etal., 2016)

Nekteré kmeny S. enterica, které byly vystaveny ptlisobeni niz§im nez inhibi¢nim
koncentracim pomocnych antimikrobidlnich latek pii zpracovéani dribeze, vykazovaly
snizenou citlivost k antibiotikim (napf. streptomycinu, neomycinu, rifampicinu,

erythromycinu a kyseliné nalidixové). Kmen Salmonella Heidelberg adaptovany na chlor
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vykazoval snizeni citlivosti k fluorochinolonlim, aminoglykosidim, penicilinu a
tetracyklinu (Rhouma et al., 2021). Ve studii od Ferndndez Marquezové et al. (2017) byla
popsana korelace mezi antibiotickou rezistenci kmenti Salmonella izolovanych ze skotapek
slepi¢ich vajec a jejich fenotypickou toleranci k biocidiim, vzijemné mezi antibiotiky a
biocidy. Ve studii bylo navrzeno, Ze zobecnéné pouzivani biocidii mize pusobit koselektivné
na antibiotickou rezistenci mikroorganismt (Ferndndez Marquez et al., 2017). SniZeni
citlivosti Salmonella enterica bylo zdivodinovano nespecifickymi mechanismy rezistence.
U Escherichia coli ATCC 12806 byla popséana adaptace na chlornan sodny v souvislosti se
zvysujici se tvorbou biofilmu, zaroven byla pozorovana snizena citlivost na spektinomycin,

kyselina nalidixovou a ampicilin-sulbaktam (Rhouma et al., 2021).
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4 TEORETICKE PODKLADY PRO METODIKU PRACE

V této kapitole jsou popsany teoretické tvody a principy metod pouzitych v praktické
¢ast k ziskani a prepravé vzorka, kultivaci a izolaci bakterii Celedi Enterobacteriaceae a

skriningu antibiotické rezistence za pouziti diskové difuzni metody.

Postupy se tadi do tradi¢nich metod detekce antibiotické rezistence. Tradi¢ni metody se
zamétuji na identifikaci a kvantifikaci bakterii, jsou zalozeny na zkoumani morfologickych
a biochemickych vlastnosti kolonii, je vyuzivana analyza fenotypu, mikroskopie,
enzymatickd charakterizace a testy citlivosti k antibiotikiim v podobé uréeni minimalni

inhibi¢ni koncentrace nebo vyuziti diskové difuzni metody (Galhano et al., 2021).

4.1 Odbér vzorku

Obecny postup odbéru vzorka dany normou je popsan takto: do oznac¢ené vzorkovnice se
vhodnym néstrojem odebere vzorek (vyrobek, jeho ¢ast). Jako vzorkovnici je mozno vyuZit
sacek nebo krabici pro pevné vzorky, lahev nebo zkumavku pro kapalny vzorek. V zavislosti
na ucelu zkouSeni mohou byt vzorkovnice sterilni ¢i nesterilni, vzorkovnice musi byt suché
Cisté a nepropustné. Vzorkovnice se bezpecné uzavie a umisti se do chladiciho boxu,

chladnicky nebo izolovaného boxu (Anonym, 2017).

Vzorky jsou baleny tak, aby nedoslo ke kiizové kontaminaci, iniku nebo ztraté vlhkosti
(Anonym2, 2013). Techniky odbéru nesmi ménit vlastni mikrobiotu odebrané¢ho vzorku

(Anonym, 2017).

Vzorky musi byt oznaCeny minimalné informacemi o povaze matrice, jeji identifikaci,
jménem osoby zodpovédné za odbér vzorki, datem, Casem a mistem odbéru vzorkl. Déle se
zaznamenavaji informace o povaze, poctu a identité vzork, teplota vzorku a jeho uchovani,
ucel odbéru vzorkli a mikroorganismy, které se maji zjistovat (Anonym?2, 2013). Musi byt
zaznamenany vSechny informace dostate¢né pro uplnou sledovatelnost vzorkii a pro

umoznéni interpretace vysledki analyzy (Anonym, 2017).

Vybaveni a pomucky k odbéru vzorkli musi byt Cisté, v zavislosti na cili zkouSeni je
vyZzadovana jejich sterilita (Anonym, 2017). Dezinfekéni prostfedek pouZity
k dekontaminaci obalii, nastroji a povrchti je ethanol (70 obj. %) (Anonym2, 2013). Dale je
mozno pouzit kousky tkaniny/polstatky smocené v etanolu (70 obj. %). Jako alternativa
k etanolu je mozné vyuzit jiné baktericidni ¢inidlo (Anonym, 2017). Pro odbér vzorkl

prvovyroby je vhodné pouzit plastové pomicky na jedno pouziti uchované v uzavienych
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obalech. Pro kazdy ptipad odbéru vzorkli by se mélo pouzit nové baleni pomucek, béhem

odbéru vzork je tieba zabranit kontaminaci pomticek zbylych v baleni (Anonym?2, 2013).

4.2 Preprava vzorki

Dle norem je pteprava vzorkl do laboratofe popséana takto: doba mezi odbérem vzorkl a
zkouSenim ma byt co nejkratsi (Anonym2, 2013), nemé piesahnout 24 hodin. Pfeprava musi
probihat za fizenych teplotnich podminek. Chlazené vyrobky se piepravuji pii teploté pod
8 °C, zmrazené vyrobky pii teploté pod -15 °C (Anonym, 2017). Vzorky maji byt umistény
do izolovanych transportnich nadob, chladiciho zafizeni nebo boxu s chladicimi vlozkami
(Anonym?2, 2013). Chladici jednotka musi byt uvedena do provozu dostate¢né dlouho pied
jejim pouzitim, aby v dobé jejiho pouziti bylo dosazeno pozadované teploty (Anonym,
2017). Vzorky ptfepravované pii okolni teplot€¢ maji byt vySetteny do 24 hodin. Vzorky
zchlazené v prubéhu piepravy maji byt vysetfeny do 72 hodin. Vzorky, které nelze zkouset
v den jejich dodéni, se musi uchovavat az do zkousSeni v chladu (Anonym?2, 2013). Tampony
se stéry a vzorky uzitkové vody mohou byt nepiiznivé ovlivnény prodlouzenymi dobami
ptepravy (vic nez 24 hodin). Vzorky, které nebyly pfed odbérem zmrazené, by se nemély po
odbéru zmrazit. Je-li zmrazeni vzorkli nezbytné kvili vysokym okolnim teplotam nebo

prodlouZenym ¢aslim piepravy, musi to byt zaznamenano (Anonym, 2017).

Chlazené vyrobky se prepravuji pfi teploté pod 8 °C, pfi¢emz vzorkovnice by nemély byt
v pfimém kontaktu se zmrazenymi plochami (chladicimi vlozkami), aby nedoslo k ovlivnéni
mikrobioty vzorku. Zmrazené vyrobky se piepravuji pii teploté pod -15 °C. Pro zdznam
teploty je vyuzivan teplomér nebo teplotni sonda schopny meéteni teplot od -20 °C do 10 °C
s nejistotou méfeni £1 °C. KdyZ neni vyuZit zdznamnik teplot, je teplota zaznamenavana
tésné pred uzavienim, znovu je zaznamenana tésné po piijezdu do laboratofe. Zaznamena se
Cas pirepravy. Pti piekroceni poZzadované teploty/doby piepravy musi byt maximalni teplota
a doba pfepravy zaznamenana v protokolu o zkouSeni. Pfed zkouSenim se vzorky oznaci

Stitky a uchovavaji se za vhodnych podminek (Anonym, 2017).

V protokolu o prepravé by mélo byt uvedeno trvani ptepravy, povaha vzorkd, teplota a
zpisob zdznamu teplot, obal vzorku a sekundarni ochrana integrity vzorku a uspotfadani

v ptepravnich boxech (Anonym, 2017).
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4.3 Mikrobiologicky rozbor

Metoda pocitani kolonii je pouzivana ke kvantifikaci bakterialni populace vétsi nez 250
CFU/ml (kolonie tvofici jednotka/ml vzorku) u kapalnych vzorka a vétsi nez 2 500 CFU/ml
u fedénych homogenizovanych pevnych vzorkd. Redéni vzorki jsou nasledné nanesena na
agarové médium (Matthews, Kniel a Montville, 2017), inokulaci je mozné provadét
prelivem nebo rozetfenim na zatuhl¢ médium (Corry, Curtis a Baird, 2012) Nasleduje
kultivace pfizpltisobend mikroorganismim, jejichz pocet se stanovuje. Po kultivaci je
spocitan primérny pocet kolonii a dle pfislusného fedéni je dopocitan pocet mikroorganismi
(vyjadien jako CFU) v ptivodnim vzorku (Matthews, Kniel a Montville, 2017). Pro metodu
pocitani kolonii je vyuzivan Plate count agar, ktery je relativné bohaty na Ziviny. Obsahuje

trypton, kvasni¢ny extrakt, glukozu, agar a destilovanou vodu (Corry, Curtis a Baird, 2012)

Selektivni médium obsahuje ingredience podporujici rust cilovych mikroorganismu
(napf. vhodny sacharid), mize také obsahovat ingredience inhibujici rist kompetitivnich
mikroorganisml (napf. antibiotika, soli, povrchové aktivni latky) (Matthews, Kniel a
Montville, 2017). V¢tsina selektivnich médii pro Enterobacteriaceae se sklada
z fermentovatelného sacharidu a pH indikatoru, zlu¢ové soli, sifi¢itanu sodného, barviva
nebo jejich kombinaci, tyto latky jsou obsazené¢ v mnoha selektivnich médiich jako
prostifedky k inhibici grampozitivnich bakterii (de Boer, 2000). Byly ov§em popsany ptipady
toxicity téchto selektivnich médii k nestresovanym Enterobacteriaceae. Tomu se lze
vyhnout vhodnym vybérem pouzivané krystalové violeti a zZlucovych soli (Corry, Curtis a
Baird, 2012). Prvni médium vhodné pro koliformni bakterie nalezici k enterobakteriim
ptipravil MacConkey, toto médium obsahovalo laktéozu a smés kyseliny glykolové a
kyseliny taurocholové (de Boer, 2000; Smith, 2019). Jako ptiklad bézné vyuzivaného
agarového média pro koliformy, véetné E. coli, je mozné uvést agar s krystalovou violeti a
zluCovymi solemi (VRBA, Violet Red Bile Agar). Jednd se o modifikaci ptivodniho
MacConkeyho média pfidavkem krystalové violeti ke zlucovym solim jako inhibi¢niho
prostiedku a ptidavkem neutralni cervené jako indikatoru (de Boer, 2000; Aryal, 2022). U
agaru s krystalovou violeti, Zlucovymi solemi a laktozou (VRBL, Violet Red Bile Lactose
Agar) inhibuji krystalova violet’ a Zlu€ové soli rlst grampozitivnich bakterii, fermentace
laktozy mé za nasledek sniZeni pH a tim barevnou zménu média v disledku okyseleni a
zmény zbarveni pH indikdtoru, pfipadné precipitaci Zlucovych soli v okoli kolonii.
Laktézapozitivni bakterie na této kultivacni pud¢ jsou popisovany ve formé rtizovotialovych

kolonii, kter¢ mohou byt obklopeny precipitacni zonou. Laktdézanegativni bakterie rostou



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

jako svétlé kolonie (Corry, Curtis a Baird, 2012). Jako alternativa je pouzivan agar
s krystalovou violeti, zZlucovymi solemi a gluk6zou (VRBG, Violet Red Bile Glucose Agar),
ktery se od VRBL lisi nahrazenim laktozy glukozou (de Boer, 2000).

U Endova agaru je jako indikator pouzit fuchsin, diky kterému jsou kolonie laktdza
pozitivnich bakterii zbarveny cervené. Kvuli obsahu fuchsinu, coby potencidlniho
karcinogenu, se toto médium vyuziva omezen¢ (de Boer, 2000). U E.coli dochazi v dasledku
rustu ke krystalizaci fuchsinu, coz ma za nasledek charakteristicky nazelenaly kovovy lesk
kolonii (Corry, Curtis a Baird, 2012). Pro konecnou identifikaci suspektnich kolonii, které
narostly na selektivnim médiu, jsou vyuzivany biochemické nebo genetické metody
v disledku mozného naristu jinych bakterii nez Enterobacteriaceae (Matthews, Kniel a
Montville, 2017). Suspektni kolonie musi u Enterobacteriaceae vykazovat negativni reakci

u oxidazy a zaroven fermentovat glukozu (de Boer, 2000).

4.4 Ziskani Cisté kultury kfiZzovym roztérem

vewr

izolace (Goodfellow, 2010). Slouzi k ziskani dostatku bunécného materialu k provedeni
biochemickych a molekularné biologickych analyz potfebnych k identifikaci a jejich
dalSimu studiu (Wolfaardt, Korber a Lawrence, 2007). Kolonie na agarovych plotnach
mohou byt vybrany ndhodné nebo na zakladé zvolenych kritérii (Goodfellow, 2010).
Teoreticky jsou Cisté kultury ziskany izolaci jednotlivych bakteridlnich bun&k v fedicich
zkumavkach nebo na agarovych plotnach (Wolfaardt, Korber a Lawrence, 2007). Prvni
ztuzené plotny zacal k tomuto tcelu vyuzivat Robert Koch z divodu obtiznosti izolace
mikroorganismi za pouziti bujonu. Koch pouzil masovy extrakt s pfidanou Zelatinou
(Sandle, 2016). K izolaci €isté kultury je vhodné pouzit neselektivni médium, na kterém by
mél byt patrny nardst kontaminantl (jinych nez izolovanych mikroorganismii), a je tak

mozno odhalit jejich pfitomnost v kulture (Teske et al., 2007).

izolovanych kolonii. Za pouziti sterilni kli€¢ky je na agarovou plotu nanesena kultura
mikroorganismu v jednotlivych tazich slouzicich k postupnému ziedéni kultury k zisku
jednotlivych izolovanych kolonii (Bhattacharyya a Banerjee, 2007). Je mozné pouzit metodu
prelivu nebo sérii fedéni na hlubokém agaru (Teske et al., 2007). Casto dochézi k situaci,

kdy je za pouziti postupu izolace jednotlivych kolonii smésna kultura zaménéna za kulturu
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Cistou. Tato situace miize nastat v ptipad¢, kdy kolonie nevznikla z jediné bakterialni buiiky,
ale byla vytvofena zagregatu bun€k. Napiiklad u slizotvornych bakterii jsou
mikroorganismy navzajem tak Uzce spojeny slizovou vrstvou, ze je obtizné docilit jejich

pomnozeni jako Cistych kolonii (Wolfaardt, Korber a Lawrence, 2007; Teske et al., 2007).

Je mozno uvést dva predbézné postupy vyuzivané k urceni, zda byla ziskana ¢ista kultura.
Jednou z nich je, ze je z agarovych ploten ziskan jeden typ kolonie (kolonie se jevi pfi
pozorovani stejné), druhy postup spoc¢iva v pouziti mikroskopie za vyuziti Gramova barveni,
kdy je mozno pozorovat, zda se jedna o grampozitivni nebo gramnegativni bakterii a zda
jsou pritomné bakterialni buiikky vzhledové a velikostné obdobné (Wolfaardt, Korber a
Lawrence, 2007; Beveridge, Lawrence a Murray, 2007). Pii pouziti selektivniho média, 1ze
pfedbézné identifikovat cilové mikroorganismy na zakladé morfologie kolonie. Pomocnou
roli hraji chromogenni/fluorogenni latky obsazené v selektivnim médiu indikujici

ptitomnost ur¢itych enzymu produkovanych mikroorganismem (Goodfellow, 2010).

Gramovo barveni pivodné pouzil Christian Gram v roce 1884, jeho soucasna podoba
byla zavedena v roce 1921 spolu s dal§imi modifikacemi (Garcia, 2010). Jednd se o jednu
Pti vyuziti Gramova barveni dochézi k rozliSeni bakterii na zakladé jejich rozdilné stavby
bunééné stény (Garcia, 2010). U grampozitivnich bakterii je buné¢na sténa slozend ze silné
vrstvy peptidoglykanu a teikoovych kyselin, po navdzani prvniho barviva (komplex
krystalova violet’ a jod) nedochazi k jeho vymyti alkoholem, bakterie tak ziistavaji zbarvené
tmaveé fialové (Galperin, 2016; Garcia, 2010; Beveridge, Lawrence a Murray, 2007).
Gramnegativni bakterie maji slab$i peptidoglykanovou vrstvu s asymetricky pfipojenou
liposacharidovo-fosfolipidovou dvojvrstvou tvofici vn€j§i membranu. Po navdzani prvniho
barviva dochazi k jeho vymyti alkoholem v dusledku poSkozeni vnéj$i membrany, je tak
umoznéno navazani druhého barviva (karbolfuchsin, safranin). Bakterie jsou tak zbarveny
riZovocervené (Beveridge, Lawrence a Murray, 2007; Garcia, 2010). Teoreticky by se mély
vyskytovat pouze tyto dvé skupiny, v praxi se lze setkat 1 s gramvariabilnimi bakteriemi
(Beveridge, Lawrence a Murray, 2007). Gramvariabilni bakterie se po obarveni vyznacuji
smésnou barevnou reakci, kdy jsou pfitomné bunky zbarvené jak tmavé fialove, tak
riZzovocervené. Jako gramvariabilni se mohou projevit nékteré grampozitivni bakterie
(naptiklad Propionibacterium, Corynebacterium nebo Arthobacter), které maji bunécnou
st¢énu nachylnou k poSkozeni. Poskozené buniky se jevi jako gramnegativni. Dal§im

diivodem pro gramvariabilni reakci u grampozitivnich bakterii miize byt zeslabeni vrstvy
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peptidoglykanu béhem ristu (napiiklad u bakterii Bacillus nebo Clostridium) (Sandle,
2016).

4.5 Uskladnéni izolatii a jejich identifikace

Ziskani cisté bakteridlni nebo bunécné kultury ptredstavuje velkou casovou a finanéni
investici, je tak tieba zabranit ztrate téchto kultur vhodnymi technikami uchovani. Neexistuje
univerzalni metoda uchovani pouzitelna pro vSechny mikroorganismy, ispésnost uchovani
zavisi na pouzitém rastovém médiu, zpisobu kultivace a staii kultury v dobé uchovani
(Gherna, 2010). Kratkodobé mohou byt ¢isté kultury po jejich izolaci a subkultivaci na
agarovych plotnach nebo na Sikmych agarech uchovany v lednici pfi teploté¢ 4—12 °C. Pevna
média jsou upiednostiiovana pied tekutymi v disledku snaz$iho odhaleni kontaminace. Je
tteba, aby kultura byla pravidelné subkultivovana na cerstvém médiu (Bhattacharyya a
Banerjee, 2007; Boekhout a Robert, 2003). Doba mezi subkultivaci se 1isi dle
mikroorganismu a pouzit¢ho média, u velké ¢asti bakterii se jedna o 3—5 mésict. Vzhledem
k nutnosti pravidelné subkultivace je tento zptsob uchovéni ¢asové a finan¢né narocny,
kultury jsou nachylné kontaminaci, chybé pii oznacovani nebo selekci variant kmene

(Gherna, 2010).

Pti zamrazovani kultur se nedoporucuje rozmezi teplot 0° C az -20 °C, kdy mize dojit
k poskozeni buné€k kultury tvorbou ledovych krystalti (Gherna, 2010). Kultury mohou byt
dlouhodobé uchovany po rychlém zmrazeni v glycerolu pfi teploté -40 °C (Bhattacharyya a
Banerjee, 2007). Kultura také mize byt hluboce zamrazena pfi teplotich mezi -80 °C a
-135 °C, k uloZeni kultury je moZné pouZzit kapalny dusik pfi teploté -196 °C nebo lyofilizaci
(nasledné mozZné skladovat pii teplotach 2—8 °C) (Bhattacharyya a Banerjee, 2007; Boekhout
a Robert, 2003; Gherna, 2010). Aby se zabranilo poSkozeni kultury tvorbou ledovych
krystali béhem procesu zamrazovéni, jsou vyuzivany kryoprotektivni latky (glycerol,
dimethylsulfoxid, ptipadné dalsi), které jsou ptidavany k suspenzi bun€k (Bhattacharyya a
Banerjee, 2007). Kryoprotektivni latky jsou pro buiiky netoxické, mize se jednat o latky
dobfte pronikajici do bunky vaZzici bud’ elektrolyty, nebo molekuly vody, a tim zpomalujici
mrznuti (glycerol, dimethylsulfoxid), chranici buiiky jak extracelularnég, tak intracelularné.
Dale je mozné pouzit kryoprotektanty pusobici extracelularné (naptiklad dextran, glukozu

nebo polyglykol), jsou ov§em méné t€inné nez prvni skupina (Gherna, 2010).
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K charakterizaci novych izolatl je mozno vyuzit komercné dostupnych souprav,
zamétenych predevs§im na klinicky vyznamné mikroorganismy. Tyto soupravy maji vyhodu
oproti bézné mikrobidlni identifikaci v pomérné dlouhé skladovaci dob¢ a malym narokiim
na skladovaci prostory. Neni u nich tieba ptiprava velkého mnozstvi Cerstvého média a
chemikalii urcenych k testovani. Soupravy maji snadné pouziti a velké databaze, jejich
pouziti zajist'uje velkou piesnost a reprodukovatelnost. Nevyhodou je obtizna identifikace
kultivacné nadro¢nych a pomalu rostoucich mikroorganismu, chybna identifikace miize nastat
u mikroorganismi, které nejsou zavedeny v databazi (Evangelista, Truant a Bourbeau,

2002).

K charakterizaci novych izolati miize byt také vyuzita metoda MALDI-TOF (Chovanec,
Basu a Stolz, 2011). Vyuziti hmotnostni spektrometrie k charakterizaci a identifikaci je
studovano jiz vice nez 3 desetileti, véetné¢ metod jako plynova chromatografie/hmotnostni
spektrometrie, pyrolyzni hmotnostni spektrometrie nebo kapalinova chromatografie/
hmotnostni spektrometrie (Allen, Emery a Sider, 2002). MALDI je zkratka pro matrici
asistovanou laserovou desorpci/ionizaci (matrix-assisted laser desorption/ionization), TOF
je zkratka pro detektor doby letu (time-of-flight detector), ktery je fazen po MALDI (Dealy,
Read a Larson, 2018). Pfi MALDI-TOF je vyhodnocovano hmotnostni spektrum, které je
odvislé od profilu proteini builky. Tyto profily jsou unikdtni pro kazdy druh
mikroorganismu. Pro identifikaci touto metodou je tieba minimalné 10°~10° buné&k (Siegrist
et al., 2015), MALDI-TOF je moZzné pouzit jako prostiedek pro rychlou identifikaci
mikroorganismi, véetn€ pomalu rostoucich a anaerobnich mikroorganismu (Allen, Emery a
Sider, 2002). Po kultivaci na agarové plotné je odebrana kolonie (buiiky) nebo proteiny
z nich extrahované. Extrakce je provedena suspendovanim kolonie v 80% (obj. %) ethanolu
a naslednou dvouminutovou centrifugaci. Pelet je nasledné resuspendovan v 70% (obj. %)
kyseliné mravenci a stejném objemu acetonitrilu a je znovu provedena centrifugace po dobu
2 minut. 1 pl supernatantu je nanesen na specialni sklicko a prekryt nasycenym roztokem
a-kyano-4-hydroxyskoficovou kyselinou (matrix) a ponechany zaschnout. Sklicko je
nasledné vlozeno do MALDI pfistroje, kde jsou zaschlé kapky ostfelovany laserem (impulzy
1-5 nanosekund). Matrix pohlcuje zéafeni laseru, dochazi tak k desorpci a ionizaci molekul
vzorku, nesmi dojit k poniceni proteinu (Dealy, Read a Larson, 2018). To ma za nasledek
odlet pozitivné nabitych proteinti k elektrod¢é. Od sily naboje a vahy molekuly se odviji
rychlost letu molekul, ta je métfena detektorem doby letu a pfepocitdna na hmotu. Ziskany

profil je porovnan s databazi referen¢nich spekter (Siegrist et al., 2015). Jako databazi je
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mozné uvést Systém integrovaného mikrobidlniho genomu a mikrobiomu od Joint Genome
Institute, ktery obsahuje informace o genomu 116439 bakterii, 3190 archaei a
1069 eukaryot (Chen et al., 2023). Pokud nejsou znadmy informace o genomu, muze byt
hmotnostni spektrometrie vyuzita v proteomice k identifikaci proteinti, kdy jsou ziskavany
informace o enzymech zapojenych v metabolickych drahdch (Chovanec, Basu a Stolz,

2011).

4.6 Diskova difuzni metoda

Diskova difuzni metoda je jednou z klasickych mikrobiologickych technik, ktera je stale
rozSitené vyuzivana pii stanovovani antibiotické rezistence vzhledem k jejimu
jednoduchému provedeni, G¢innosti a nizkym nékladiim, jelikoz diskova difuzni metoda
nevyZzaduje specialni vybaveni (Sandle, 2016). Diskovéa difiizni metoda zacina ptipravou
suspenze z Cerstvé kultury (18—24 hodin) kultivované na neselektivnim médiu a bujonu nebo
0,9 hmot. % roztoku NaCl. Kultura je bud’ ponechana nartust po dobu 2—8 hodin do dan¢
standartni hodnoty jednotky McFarlanda (zpravidla 0,5 McFarlanda), nebo je piimo
pfipravena suspenze o dané hodnoté (Garcia, 2010). Nasledné¢ je tato suspenze do 15 minut
od ziskani jeji dané standartni hodnoty jednotky McFarlanda rozetfena na agarovou plotnu
(z vhodného média o pokojové teplote), je jim naptiklad MH agar (Miiller-Hinton agar)
(Sandle, 2016; Garcia, 2010).

Pii diskové difuzni metodé jsou pouZity 6-ti milimetrové disky z filtraniho papiru
napusténé antibiotiky o pfedem stanovenych koncentracich. Tyto disky jsou nasledné
pokladeny na povrch agaru vrozmezi 3—-15 minut od inokulace agaru (Garcia, 2010;
O’Bryan et al., 2015). Pro spravnou difuzi antibiotika béhem diskové difuzni metody je
dilezité pouzivané médium, sila agarové vrstvy a jeji vlhkost, podminky inkubace, hustota
suspenze a umisténi diskll do kontaktu s agarem. Mély by byt vyuZivany disky pochazejici
od wvyrobce schopného =zarucit plnou kontrolu jejich kvality, aby byla zajisténa
reprodukovatelnost a spolehlivost (Sandle, 2016). Antibiotikum difunduje z disku do agaru,
koncentrace antibiotika je nejvyssi v t€sném okoli disku, s nartistajici vzdalenosti od disku
se koncentrace antibiotika sniZzuje. Je-li bakterie citlivd k jisté koncentraci antibiotika,
nedojde k narlstu v oblastech s touto a vyssi koncentraci antibiotika. Dojde tak k vytvofeni
inhibi¢ni zony (O’Bryan et al., 2015). Po inkubaci jsou zméfeny inhibi¢ni zony kolem diski
k nejbliz§imu milimetru (Sandle, 2016). Dle velikosti inhibi¢ni zo6n je vyhodnocena

efektivita plisobeni antibiotika na zaklad¢ referencnich tabulek, zda se jednd o
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mikroorganismus k antibiotiku citlivy, pfechodné citlivy nebo rezistentni. (Garcia, 2010;

O’Bryan et al., 2015).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Hlavnim cilem diplomové prace bylo provést skrining vyskytu antibiotické rezistence u
bakterii Celedi Enterobacteriaceae, které byly izolovany z vodni dribeze (kachniho masa,
chladici vody z pordzky a peti zivych zvitat) a z prostiedi jejich chovu, konkrétné napajeci
vody. Pro splnéni tohoto hlavniho cile bylo tieba splnit tyto dil¢i cile: v rdmei teoretické
¢asti prace provést literarni resersi tykajici se charakteristiky a chovu kachen a hus, jejich
porazky, dale pak antibiotické rezistence, jejich pfi¢in a mechanismti vzniku a antibiotické
rezistence u bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae. V ramci praktické ¢asti prace byly plnény
tyto dil¢i cile: odebrani a pievoz vzorkl, jejich mikrobiologicky rozbor, izolace
enterobakterii, ziskani jejich Cisté kultury a jejich identifikace pomoci MALDI-TOF a
ENTEROTestu 24 N. Dale byl zjiStovan profil rezistence izolatl ke dvaceti vybranym

antibiotikiim pfi diskové difuzni metode¢.
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6 METODIKA

V této kapitole jsou popsany jednotlivé postupy praktické casti diplomové prace,
konkrétné ziskani a preprava vzorki, kultivace a izolace bakterii Celedi Enterobacteriaceae

a skrining antibiotické rezistence za pouziti diskové difuzni metody.

6.1 Puvod vzorki, jejich odbér a preprava

Zdrojem vzorku byl rodinny malochov na Pardubicku s po¢tem chované vodni dribeze
ptiblizné 80-ti kust. Vzorky byly odebirany z kachny pizmové, v hospodaistvi jsou dale

chovany husy domaci, indicti bézci, kachny ruanské a kur domaci.

Vzorky byly odebrany z poraZenych zvifat, chladici vody z porazky, napajeci vody, ktera

je zvitatim k dispozici, a z peti zivych zvifat.
6.1.1 Chov v hospodaistvi poskytujicim vzorky

Kachna pizmova je chovana v hejnech o poctu 10-20 kusii. Jsou chovany ve volném
vybchu s pfistupem k pastvé. Kachny jsou zarovent krmeny pSenici (suchou ¢i vatenou,
popiipade€ pseni¢nym Srotem), kukufi¢nym Srotem, vafenymi bramborami nebo namo¢enym

pecivem.

Ptistup k vodé je feSen v podob& napéjecich bazénki, ve kterych je voda pravidelné
obménovana z vodovodniho fadu. Bazénky jsou ¢istény pouze mechanicky vydrhnutim a
oplachem vodou zvodovodniho fadu kazdy den, popiipadé¢ kazdy druhy den, dle
momentéalniho znec€isténi. Na noc jsou kachny zahanény do hospodaiské budovy, kde je jako

podestylka vyuzivana fezand slama.

K vzorkovani byla pouzita zvifata 10 mésici stard, nebyla nikdy oSetfovana antibiotiky
nebo piipravky, které by antibiotika obsahovaly. Antibiotika byla v chovu naposledy pouZita
v kvétnu roku 2019 k 1é€eni respiratorniho onemocnéni v chovu v ramci rodicovské linie,
bylo pouzit ptipravek Doxygal. LéCivou latkou piipravu je 50 mg Doxycylini hylas, coz
odpovida 43,35 mg antibiotika doxycyklinu.

6.1.2 Porazka v hospodarstvi poskytujicim vzorky

Kachna pizmova urcena k porazce je naposledy krmena 24 hodin pted porazkou, ptistup
k vod¢ je jim zachovan. Kachny jsou na porazku pievazeny v ptepravkach ur¢enych pro
pfepravu dribeze, pordzka neprobihd v malochovu, opracovand a zchlazena téla jsou

nasledné pfepravena zpét.
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Po piijezdu na porazku jsou kachny mechanicky omraceny, jsou vlozeny so trychtyie na
vykrvovani a zafiznuty fezem na temeni tak, aby doslo k pferuseni tepen v krku. Kachny se

nechaji vykrvit, nasledn¢ je odd¢lena hlava.

T¢la jsou vloZena do kotle s pitnou vodou o teploté v rozmezi 63-65 °C na 2 minuty, kde
se spafi. Nasledné jsou vlozena do bubnové Skubacky, kde jsou zbavena horni vrstvy pefi.
Spateni a Skubéni se nasledné znovu opakuje, aby doslo k odstranéni i vrstvy prachového
pefi.

Ocisteéna téla jsou vykuchédna. Provede se fez od hrudni kosti smérem ke kloace, kterym
se otevie dutina bfi$ni. Jsou vyjmuty vnitinosti a vyfiznuta kloaka. Krk je roziiznut, fezem
je vytazeno vole, jicen a hrtan. Z jater je vytiznut zlu¢nik a zlu¢ovody, zaludek je roztiznut,
vycCistén a zbaven vnitini sliznice, je vyfiznuto srdce. Jatra, srdce a zaludek jsou zchlazeny
v studené pitné vodé&. Jsou odiiznuty béhaky a vykuchané kachny jsou diikladné oplachnuty
proudem studené pitné vody. Opracovana téla jsou nasledné ulozena do vany naplnéné

studenou vodou pro dikladné zchlazeni na 2—4 hodiny, nasledn¢ jsou zamrazena.

6.1.3 Odbér vzorkii v hospodarstvi

Vzorky masa poraZenych zvirat

Vzorky byly odebrany z 10 opracovanych kust kachen tésn¢ pied jejich ulozenim do
mraznicky. Z kazdého kusu byl odebran jeden vzorek. Vzorek byl odebiran z prsniho svalu
kachny v celém prufezu od kiize az po dutinu hrudni, dale pak ze stehna kachny v prufezu
od kiize po stehenni kost. U kazdého vzorku bylo celkem odebrano 100 g materidlu (masa)
asepticky v rukavicich u lihového kahanu za pouziti nerezového noZze a vidli¢ky, které byly
po umyti namoceny v etanolu a tésn¢ pred pouzitim opaleny nad plamenem. Vzorky byly

ukladany do plastovych sackt ur¢enych k zamrazeni. Kazdy vzorek byl fadn€ oznacen.

Vzorky chladici vody pfi poraZce zvirat

Vzorky byly odebrany z riznych ¢asti vany s chladici vodou pfi porazce, celkem bylo
asepticky odebrano 5 vzorkil chladici vody v rukavicich za pouziti lihového kahanu a
nerezové nabéracky, ktera byla po umyti namocena v etanolu a tésn¢ pied odbérem opalena
nad plamenem. U kazdého vzorku bylo celkem odebrano 250 g materidlu (chladici vody),
vzorky byly ukladany do plastovych sacka urcenych k zamrazeni. Kazdy vzorek byl fadné

oznacen.
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Vzorky napajeci vody

Vzorky byly odebrany z napajecich bazénki, celkem byl odebrano 5 vzorki, kazdy
z jiného bazénku. Vzorek byl nabran z riznych ¢asti bazénku vcetné sedimentu v rukavicich
za pouziti lihového kahanu a nerezové nabéracky, ktera byla po umyti namocena v etanolu
a tésné pred odbérem opalena nad plamenem. U kazdého vzorku bylo celkem odebrano
250 g materialu (napajeci vody a sedimentu), vzorky byly ukladany do plastovych sacki

urcenych k zamrazeni. Kazdy vzorek byl fadn¢ oznacen.

Stéry z peri

Vzorky byly odebrany z 10 kust zivych kachen, vzorky byly odebrany v rukavicich
pomoci sterilni gazy. Jeden stér byl proveden vzdy z jednoho zvitete. Sterilni gaza byla
navlh¢ena destilovanou vodou, znehybnéné kachné byl proveden stér z bticha a okoli
kloaky. Géza byla nasledn¢ uloZena do plastovych sackl urcenych k zamraZeni. Kazdy

vzorek byl fadn€ oznacen.

6.1.4 Zaiznam prubéhu piepravy vzorku

Vzorky masa porazenych zvifat a vzorky chladici vody pfi pordzce zvitat byly odebrany
29.7.2022. Vzorky byly nasledné€ zamraZeny a uchovany pfi teploté -18 °C po dobu jedenacti
dni, z divodu nemoznosti okamzité prepravy do laboratofe. V den piepravy byly vzorky
uloZzeny do mraziciho boxu s chladicimi vloZzkami a ptepraveny do laboratote. Teplota
vzorkll pfi uzavieni boxu byla -18 °C, po dodani do laboratofe byla teplota 2 °C. Doba
pfepravy byla 5 hodin. Vzorky byly nésledné uloZeny do mrazédku o teploté -18 °C
na 24 hodin, nasledné byly vzorky masa pfeneseny do lednice (11 °C) k rozmrazeni na dobu
24 hodin, nasledné byly zpracovany. Chladici voda byla ponechdna k rozmrazeni v lednici

(11 °C) po dobu 48 hodin, nasledné byla zpracovéna.

Vzorky napdjeci vody a stéry pefi byly odebrany 10.7.2022. Vzorky byly nasledné
zchlazeny na teplotu 8 °C po dobu 9 hodin, ulozeny do chladiciho boxu s chladicimi
vloZzkami a ptepraveny do laboratote. Teplota vzorki pfi uzavieni boxu byla 8 °C, po dodani
do laboratofe byla teplota 12 °C. Doba ptepravy byla 5 hodin. Vzorky byly nasledné ulozeny
do mrazaku o teploté -18 °C na 24 hodin, nésledné byly vzorky napéjeci vody pteneseny do
lednice (11 °C) k rozmrazeni na dobu 48 hodin, nasledné byly zpracovany. Stéry peti byly

prelozeny do termostatu o teploté 55 °C na 2 hodiny, nasledné byly zpracovany.
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6.2 Mikrobiologicky rozbor

Provadény mikrobiologicky rozbor byl zaméien na zjisténi celkového poctu fakultativné
anaerobnich mezofilnich mikroorganismu, pfitomnost bakterii Celedi Enterobacteriaceae a
koliformnich bakterii v jednotlivych vzorcich. NarGst byl vypocten dle vzorce:

CFU/ = 2C
gml™ v.-(n, +01-n,)d

Kde:

Y C je soucet kolonii vSech agarovych ploten vybranych pro vypocet ze dvou po sobé
nasledujicich fedéni,

V je objem ockovaného inokula na plotnu v ml,

n1 je pocet ploten vybranych k niz§iho zvoleného fedéni,

n2 je pocet ploten vybranych k vypoctu z vyssiho zvoleného fedéni,

d je fedici faktor niz§iho pro vypocet zvoleného fedéni (TylSova, Haskové a Bursova, 2017).

6.2.1 Celkovy pocet fakultativné anaerobnich mezofilnich mikroorganismi

Urceni celkového poctu fakultativné anaerobnich mezofilnich mikroorganismt bylo
provedeno na Plate count agaru. Plate count agar byl pfipraven z praSkového média od
spole¢nosti HiMedia Laboratories (Plate Count Agar M091), kdy ve 400 ml destilované
vody bylo rozpusténo 7 g praskového média. Suspenze byla protfepdna a sterilizovana
v autoklavu 15 minut pfi 121 °C. Po vychladnuti na manipulovatelnou teplotu (45-50 °C)
bylo médium rozlito do pfipravenych plastovych Petriho misek o priméru 90 mm od
spolecnosti GAMA. Rozliti bylo provedeno v mikrobiologickém laminarnim boxu od

spole¢nosti MERCI.

U vzork® masa bylo pifipraveno fedéni 10" odvaZenim 5 g vzorku a 45 g fyziologického
roztoku, smés byla 5 minut homogenizovana. Pro uréeni celkového poctu mikroorganismil
byla pfipravena fedéni 103, 10*. Byla fedéna vzdy tak, e bylo z pedchézejiciho fedéni
pipetovano 500 pl do uzaviratelné zkumavky se 4,5 ml fyziologického roztoku. Na Petriho
misky s Plate count agarem bylo ockovdno 100 pl pfislusného tedéni, suspenze byla
rozetfena vyzihanou sklenénou hokejkou. Misky byly dany inkubovat do termostatu o
teploté 30 °C po dobu 24 hodin. Nasledn¢ byly pfendany do lednice a uchovany o teploté
11 °C.
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U stérli pefi bylo piipraveno fedéni 107! pipetovanim 5 ml fyziologického roztoku do
sacku obsahujiciho gazu, kterou byl stér proveden, smés byla 5 minut homogenizovana. Pro
uréeni celkového poétu mikroorganismi byla pfipravena fedéni 102, 1073, 10™*. Byla fedéna
vzdy tak, ze bylo z predchazejiciho fedéni pipetovano 500 pl do uzaviratelné zkumavky se
4,5 ml fyziologického roztoku. Na Petriho misky s Plate count agarem bylo inokulovano
100 pl prislusného tedéni, suspenze byla rozetfena vyzihanou sklenénou hokejkou. Misky
byly dény inkubovat do termostatu o teplot¢ 30 °C po dobu 24 hodin. Nésledné byly

prendany do lednice a uchovany o teploté 11 °C.

U chladici vody bylo pfipraveno fedéni 10! pipetovanim 500 pl promichaného vzorku
do uzaviratelné zkumavky se 4,5 ml fyziologického roztoku. Nasledujici fedéni (102, 107%)
byla pfipravena vzdy tak, Ze bylo z ptfedchéazejiciho fedéni pipetovano 500 pl do uzaviratelné
zkumavky se 4,5 ml fyziologického roztoku. Na Petriho misky s Plate count agarem bylo
ockovano 100 pl ptislusného fedéni, suspenze byla rozetfena vyzihanou sklenénou
hokejkou. Misky byly dany inkubovat do termostatu o teploté 30 °C po dobu 24 hodin.
Nasledné byly pfendany do lednice a uchovany o teploté 11 °C.

U napéjeci vody bylo pfipraveno fedéni 107! pipetovanim 500 pl promichaného vzorku
do uzaviratelné zkumavky se 4,5 ml fyziologického roztoku. Pro urceni celkového poctu
mikroorganism@i byla pfipravena fedéni 102, 10, 10 Byla fedéna vzdy tak, Ze bylo
z predchazejiciho fedéni pipetovano 500 pl do uzaviratelné zkumavky se 4,5 ml
fyziologického roztoku. Na Petriho misky s Plate count agarem bylo ofkovano 100 pl
pfislusného fedéni, suspenze byla rozetiena vyzihanou sklenénou hokejkou. Misky byly
dany inkubovat do termostatu o teploté 30 °C po dobu 24 hodin. Nésledné& byly pifendany do

lednice a uchovany o teploté 11 °C.
6.2.2 Celed Enterobacteriaceae

Izolace bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae byla provedena na Endo agaru. Endo agar byl
ptipraven z praskového média od spolecnosti HiMedia Laboratories (Endo Agar M029), kdy
ve 400 ml destilované vody bylo rozpusténo 16,6 g praSkového média. Suspense byla
protfepana a sterilizovana v autoklavu 15 minut pfi 121 °C. Po vychladnuti na
manipulovatelnou teplotu (45-50 °C) bylo médium rozlito do pfipravenych plastovych
Petriho misek o priméru 90 mm od spole¢nosti GAMA. Rozliti bylo provedeno v

mikrobiologickém laminarnim boxu od spole¢nosti MERCI.
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U vzork® masa bylo pifipraveno fedéni 10" odvaZenim 5 g vzorku a 45 g fyziologického
roztoku, smés byla 5 minut homogenizovana. Nasledujici fedéni (102, 10-%) byla pfipravena
vzdy tak, ze bylo z predchazejiciho fedéni pipetovano 500 pl do uzaviratelné zkumavky se
4,5 ml fyziologického roztoku. Na Petriho misky s Endo agarem bylo inokulovano 100 pl
ptislusného tedéni, suspenze byla rozetfena vyzihanou sklenénou hokejkou. Misky byly
dany inkubovat do termostatu o teplot¢ 37 °C po dobu 24 hodin. Nasledn¢ byly pfendany do

lednice a uchovany o teploté¢ 11 °C.

U stért peii bylo pfipraveno fedéni 107! pipetovanim 5 ml fyziologického roztoku do
saCku obsahujiciho gazu, kterou byl stér proveden, smes byla 5 minut homogenizovana.
Nasledujici fedéni (102, 107%) byla piipravena vzdy tak, Ze bylo z predchazejiciho fedéni
pipetovano 500 pl do uzaviratelné zkumavky se 4,5 ml fyziologického roztoku. Na Petriho
misky s Endo agarem bylo o¢kovano 100 pl ptislusného fedéni, suspenze byla rozetfena
vyzihanou sklenénou hokejkou. Misky byly dany inkubovat do termostatu o teploté 37 °C
po dobu 24 hodin. Nasledn¢ byly pfendany do lednice a uchovany o teploté 11 °C.

U chladici vody bylo pfipraveno fedéni 107! pipetovanim 500 ul promichaného vzorku
do uzaviratelné zkumavky se 4,5 ml fyziologického roztoku. Nésledujici fedéni (102, 1073)
byla pfipravena vZdy tak, Ze bylo z pfedchazejiciho fedéni pipetovano 500 ul do uzaviratelné
zkumavky se 4,5 ml fyziologického roztoku. Na Petritho misky s Endo agarem bylo
inokulovano 100 pl pfislusného fedeéni, suspenze byla rozetiena vyZzihanou sklenénou
hokejkou. Misky byly dany inkubovat do termostatu o teploté¢ 37 °C po dobu 24 hodin.
Nasledné byly prendany do lednice a uchovany o teploté 11 °C.

U napéjeci vody bylo pfipraveno fedéni 107! pipetovanim 500 pl promichaného vzorku
do uzaviratelné zkumavky se 4,5 ml fyziologického roztoku. Pro izolaci celedi
Enterobacteriaceae byla pripravena fedéni 102, 107, 10™*. Byla fedéna vzdy tak, Ze bylo
z pfedchdzejiciho tedéni pipetovano 500 pl do uzaviratelné zkumavky se 4,5 ml
fyziologického roztoku. Na Petriho misky s Endo agarem bylo pipetovano 100 pl
ptislusného fedéni, suspenze byla rozetiena vyzihanou sklenénou hokejkou. Misky byly
dany inkubovat do termostatu o teploté¢ 37 °C po dobu 24 hodin. Nasledn¢ byly pfendany do

lednice a uchovany o teploté 11 °C.
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6.3 Skrining antibiotické rezistence izolovanych enterobakterii

Pro provedeni skriningu antibiotické rezistence bylo nutné ziskat ¢isté kultury bakterit,
které narostly na Endo agaru. Toho bylo docileno pomoci kiiZzovych roztéri s naslednou

mikroskopickou kontrolou Cistoty pii Gramové barveni.

6.3.1 Ziskani Cisté kultury kfiZovym roztérem

Z kazdého vzorku bylo vybrano jedno fedéni ockované na Endo agar (o¢ekavana celed’
Enterobacteriaceae, Obrazek 4), z tohoto fedéni bylo kiiZovym roztérem ptfeockovéano 5

ruznych kolonii. Celkem tak bylo ziskano 150 izolata.

Obrazek 4 Priklad Endo agaru s naristem kolonii pfed jejich odebranim (foto autora)

KfiZzovy roztér byl provadén v mikrobiologickém lamindrnim boxu od spolec¢nosti
MERCI za pomoci kovovych kli¢ek vyzihanych nad kahanem. Pro roztér byla pouzita pida
Plate count agar (HiMedia Laboratories, Plate Count Agar M091). Misky s kiizovymi
roztéry byly inkubovany v termostatu pti 37 °C po dobu 24—72 hodin v zavislosti na narastu
na jednotlivych miskach. Misky byly nasledné uloZeny do lednice a skladovany pfi teploté
11°C.

Kontrola ¢istoty provedeného kiiZzového roztéru byla uskute¢néna mikroskopicky za
pouziti Gramova barveni. Gramovo barveni bylo provedeno tak, Ze na Cisté podlozni sklicko
byla asepticky vyzihanou klickou pfenesena kolonie bakterie z daného kiizového roztéru do
30 pl sterilniho fyziologického roztoku. Kolonie byla klickou rozetfena po sklicku a
ponechdna uschnout, nasledn¢ byl preparat fixovan plamenem. Preparat byl ptrevrstven
krystalovou violeti, ktera byla ponechana ptsobit 60 sekund a nésledn¢ slita a prevrstvena

Lugolovym roztokem, opét po dobu 60 sekund. Preparit byl nasledné oplachnut
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destilovanou vodou, omyt acetonem (s maximalni délkou omyvani 20 sekund) a znovu
oplachnut destilovanou vodou. Preparat byl nésledné¢ ptevrstven safraninem po dobu 60
sekund a opét oplachnut destilovanou vodou. Preparat byl ponechan uschnout. Nasledné
bylo provedeno mikroskopovéani imerznim objektivem (celkové zvétSeni mikroskopu 1000x
— zvétSeni objektivu 100x, zvétSeni okularu 10x) a pofizen snimek preparatu pomoci

digitalniho fotoaparatu a pocitacového programu QuickPHOTO MICRO (Obrazek 5).

Obrazek 5 Priklad preparatu pti kontrole Cistoty za pouZziti Gramova barveni (foto autora)

U kultur, které nebyly Cisté, nebyly jednoznaéné nebo vykazovaly odchylky od o¢ekavani
byly provedeny nové kiizové roztéry. Opét byla pouzita piida Plate count agar (HiMedia
Laboratories, Plate Count Agar M091). KtiZzovy roztér byl provadén v mikrobiologickém
laminarnim boxu od spolecnosti MERCI za pomoci kovovych klicek vyZihanych na
kahanem. Misky s kiizovymi roztéry byly inkubovany v termostatu pii 37 °C po dobu
24-48 hodin v zavislosti na nardstu na jednotlivych miskach. Misky byly nasledné ulozeny
do lednice a skladovany pfi teploté¢ 11 °C. Nasledné byla opét provedena kontrola Cistoty

(mikroskopicky, Gramovo barveni).

U kultur, které stale nebyly Cisté, byl proveden kfizovy roztér znovu. Ke tfetimu roztéru
byla pouzity pidy Endo agar (HiMedia Laboratories, Endo Agar M029) a VRBA (Violet
Red Bile Agar) v zavislosti na momentalné dostupnych plotnach s ptidou v laboratofi.
VRBA byl ptipraven z praSkového média od spolec¢nosti HiMedia Laboratories (Violet Red
Bile Agar M049-500G), kdy ve 400 ml destilované vody bylo rozpusténo 16,6 g praSkového
média. Suspenze byla protfepana a zahtivana do rozpusténi média za obcasného michani. Po
vychladnuti na manipulovatelnou teplotu (45-50 °C) bylo médium rozlito do pfipravenych
plastovych Petriho misek o priméru 90 mm od spole¢nosti GAMA. Rozliti bylo provedeno
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v mikrobiologickém laminarnim boxu od spole¢nosti MERCI. Ktizovy roztér byl provadén
v mikrobiologickém laminarnim boxu od spole¢nosti MERCI za pomoci kovovych klicek
vyzihanych na kahanem. Misky s kiizovymi roztéry byly inkubovéany v termostatu pii 37 °C
po dobu 24-48 hodin v zavislosti na nartistu na jednotlivych miskach. Misky byly nasledné
ulozeny do lednice a skladovany pfi teploté 11 °C. Néasledn¢ byla opét provedena kontrola

Cistoty (mikroskopicky, Gramovo barvent).

Vzhledem k rozsitenému vyskytu dlouhych vlaknitych ty¢inek v nékterych roztérech
bylo tieba tyto roztéry vytadit a provést novy roztér z ptivodnich misek ockovanych na Endo
agar (fedéni vzorku). Postup roztéru a izolace byl stejny jako u prvniho odbéru. Pokud byl
obsah dlouhych vlaknitych ty¢inek maly, byl proveden ¢tvrty roztér, kdy byla pouzita pida
VRBA (HiMedia Laboratories, Violet Red Bile Agar M049-500G). KfiZovy roztér byl
provadén v mikrobiologickém laminarnim boxu od spolec¢nosti MERCI za pomoci kovovych
klicek vyzihanych na kahanem. Misky s kfizovymi roztéry byly inkubovany v termostatu pti
37 °C po dobu 24—72 hodin v zavislosti na nartistu na jednotlivych miskach. Misky byly
nasledné ulozeny do lednice a skladovény pfi teploté 11 °C. Nasledné byla opét provedena

kontrola ¢istoty (mikroskopicky, Gramovo barveni).

6.3.2 Identifikace izolovanych kultur bakterii

Po ziskani Cisté kultury byly vSechny vzorky znovu pfeoCkovéany na plastové Petriho
misky o pruméru 60 mm od spole¢nosti GAMA obsahujici Plate count agar (HiMedia
Laboratories, Plate Count Agar M091). O¢kovani bylo provedeno pomoci kiiZzového roztéru,
ktery byl provadén v mikrobiologickém laminarnim boxu od spole¢nosti MERCI za pomoci
kovovych klicek vyZihanych na kahanem. Misky s kfiZovymi roztéry byly inkubovany
v termostatu pii 37 °C po dobu 2472 hodin v z&vislosti na nartstu na jednotlivych miskach.
Od kazdé cisté kultury byly pfipraveny 2 misky. Jedna miska od kazdého izolatu byla po
inkubaci uloZena do lednice a skladovana pfi teplot¢ 11 °C. Od kazdého izolatu byly
pfipraveny 3 mikrozkumavky Eppendorf obsahujici hustou suspenzi bakterialnich bunék ve
100% (obj %) glycerolu (urceny k uskladnéni zamrazenim) a 2 mikrozkumavky Eppendorf
obsahujici suspenzi bakteridlnich bunek v 450 ul 96% (obj. %) etanolu a 150 pl sterilni
destilované vody (urCeny po identifikaci pomoci MALDI-TOF). Mikrozkumavky uréené
k uskladnéni zamraZenim byly uloZzeny do mrazaku pii teploté¢ -80 °C. Mikrozkumavky
urcené identifikaci pomoci MALDI-TOF byly zamrazeny a uchovany pfi teploté -18 °C.
Mikrozkumavky ur¢ené pro identifikaci pomoci MALDI-TOF byly nésledné odeslany na
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Slovenskou pol'nohospodarskou univerzitu v Nitfe, kde samotna identifikace probé&hla ve
Vyskumném centru AgroBioTech ve spolupraci s prof. Ing. Kac¢aniovou, PhD. Data byla
nasledn¢ odeslana zpét ke zpracovani, kdy byly vyclenény identifikované izolaty celedi

Enterobacteriaceae.

U vybranych nejednoznacné identifikovanych izolat byla provedena dalsi identifikace
pomoci ENTEROTestu 24 N od vyrobce Erba Lachema s.r.0., kdy byla pfipravena Cerstva
kultura kiizovym roztérem na Plate count agaru (HiMedia Laboratories, Plate Count Agar
MO091), ktera se nechala 24 hodin kultivovat pii 37 °C. Nasledn€ byla v mikrobiologickém
laminarnim boxu od spolecnosti MERCI pfipravena suspenze bunék ve fyziologickém
roztoku o hustot¢ 1 stupné McFarlanda, hustota byla kontrolovdna na pfistroji
Densi-La-Meter od spolecnosti Erba Lachema s.r.o. Suspenze byla homogenizovdna na
pfistroji Vortex mixer od spolecnosti Labnet International. V mikrobiologickém laminarnim
boxu od spole¢nosti MERCI byla souprava na ENTEROTest 24 N vyjmuta z hlinikového
obalu, byla sejmuta kryci hlinikova folie a do pfislusnych jamek (celkem 24) inokulovano
100 pl homogenizované suspenze. Jamky D az H v 1. fad¢ byly zakapnuty 2 kapkami
sterilniho parafinového oleje, po ukonceni inokulace byla desticka vlozena do sacku, aby se
zabranilo vyschnuti a byla inkubovana pii 37 °C po dobu 24 hodin. Poté¢ byly odecteny
vysledky dle pfiloZeného barevného schématu a nasledné identifikovany v programu TNW
ProAuto 7.0. Zaroven byla na Slovenské pol'nohospodérské univerzité v Nitfe provedena
dalsi identifikace pomoci MALDI-TOF, pii zpracovani dat byly vy€lenény identifikované

izolaty Celedi Enterobacteriaceae.

6.3.3 Zjisténi antibiotické rezistence diskovou difuzni metodou

Byla pfipravena Cerstva kultura izolatl kiizovym roztérem na Plate count agaru (HiMedia
Laboratories, Plate Count Agar M091), kterd se nechala 24 hodin kultivovat pti 37 °C.
Nasledné byla v mikrobiologickém laminarnim boxu od spole¢nosti MERCI pfipravena
suspenze bunék ve fyziologickém roztoku o hustoté 0,5 dle McFarlandovy stupnice, hustota
byla kontrolovéna na pfistroji Densi-La-Meter od spolecnosti Erba Lachema s.r.o. Suspenze

byla homogenizovana na pfistroji Vortex mixer od spolecnosti Labnet International.

Byla pfipravena ptida MH agar, a to za pouZiti praSkovych Miiller-Hinton Broth (M391-
500G) a Agar Agar, Type [ (GRM666-500G) od spole¢nosti HiMedia Laboratories, kdy bylo
odvazeno a v 500 ml destilované vody rozpusténo 10,5 g praskového média HM Broth a

7,5 g agaru. Suspenze byla protfepana a sterilizovdna v autoklavu 15 minut pii 121 °C. Po
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vychladnuti na manipulovatelnou teplotu (45-50 °C) bylo médium rozlito do pfipravenych
plastovych Petriho misek o priméru 90 mm od spole¢nosti GAMA. Rozliti bylo taktéz

provedeno v mikrobiologickém laminarnim boxu od spole¢nosti MERCI.

V' mikrobiologickém laminarnim boxu od spole¢nosti MERCI bylo vzdy 1 ml
homogenizované suspenze bakterii ockovano na 1 misku s MH agarem, suspenze byla
pohybem misky rozvrstvena po celé plose MH agaru a ponechana zaschnout. Nasledné byly
na misku polozeny papirové disky napusténé antibiotiky (HiMedia Laboratories), u 1 izolatu
byla vzdy zjiStovana rezistence k 20 antibiotikiim nalezicich do 10 tfid (Tabulka 1).
V izolatech ziskanych z masa bylo pouzito antibiotikum ampicilin (s vyjimkou izolatd
z druhé identifikace MALDI-TOF, u nich pouzit piperacilin-tazobaktam), u izolatld u
ostatnich vzorkll bylo pouzito antibiotikum piperacilin-tazobaktam. Po umisténi diski byly
misky kultivovany dnem vzhtru pii 37 °C po dobu 24 hodin. Nésledné byly proti cernému
pozadi (Obrazek 6) pomoci pravitka odeéteny priiméry inhibi¢nich zon kolem diskd, byly-li

pfitomny.

Obrazek 6 Ptiklad narastu pfi diskové difuzni metodé (foto autora)
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Tabulka 1 Antibiotika pouzité pii diskové difuzni metodé

Nézev antibiotika Kég :;:i(:)l:(c):ika Obsal‘t ?l?stli(l:li()ﬁka HOdn(z)?;l 5?:11 irlrlllllibiéni
Ttida: Peniciliny
Ampicilin SD002 10 ng S>17,R<13!
Piperacilin-tazobaktam SD210 100 pg /10 pg S>21,R<17!
Ampicilin/sulbaktam SDI112 10 pg /10 pg S>15R<11!
Amoxicilin SD001 10 pg S>18,R<13%2
Ttida: Cefalosporiny
Cefuroxim SD061 30 ug S>18 R<14!
Cefazolin SD047 30 pug S>23,R<19!
Cefoxitin SD041 30 ug S>18, R<14!
Ceftriaxon SD065 30 ug S>23,R<19!
Cefalotin SD050 30 ug S>18, R<14°
Ceftazidim SD062 30 ug S>21,R< 17!
Ttida: Aminoglykosidy
Amikacin SD035 30 ug S>17,R< 14!
Gentamicin SD195 120 ng S>15R<12!
Ttida: Chinolony
Ciprofloxacin SD060 Sug S>26,R<21!
Levofloxacin SD216 Sug S>21,R<16!
Ttida: Karbapenemy
Imipenem SD073 10 pug S>23,R<19!
Ttida: Tetracykliny
Tetracyklin SD133 10 pg S>15R<11!
Doxycyclinehydrochlorid SDO012 30 pug S>14,R<10!
Ttida: Linkosamidy
Klindamycin SDO051 2 ug S>17*
Ttida: Makrolidy
Azithromycin SD204 15 ng S>13,R<12!
Ttida: Amfenikoly
Chloramfenikol SD006 30 pg S>18 R<12!
Ttida: Polypepidova antibiotika
Kolistin SD009 10 ug S>11°

Pozn: S — citlivost, R — rezistence
Horni index (zdroje hodnot): 1 — (Anonym, 2019), 2 — (Reynolds, 2021),
3 — (Anonym, 2022), 4 — (Card et al., 2015; Callihan a Nolte, 1985),
5 — (Uwizeyimana et al., 2020)
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7 VYHODNOCENI VYSLEDKU A DISKUZE

V této kapitole jsou okomentovany vysledky ziskané pifi mikrobiologickém rozboru
vzorkd, izolaci a identifikaci bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae a skriningu antibiotické

rezistence za pouziti diskové difuzni metody.

7.1 Mikrobiologicky rozbor

Mikrobiologicky rozbor byl zaméfen na zjisténi celkového poctu fakultativné
anaerobnich mezofilnich mikroorganismii v jednotlivych vzorcich a pfitomnost bakterii

celedi Enterobacteriaceae, potazmo koliformnich bakterii.

7.1.1 Celkovy pocet fakultativné anaerobnich mezofilnich mikroorganismi

V ramci mikrobiologického rozboru bylo provedeno stanoveni celkového poctu
fakultativné anaerobnich mezofilnich mikroorganismi z jednotlivych vzorkd aerobni

kultivaci na Plate count agaru.
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Obrazek 7 Celkovy pocet mikroorganismt u vzorkl kachniho masa

v

a 8, kdy se pohyboval mezi (5,34+0,21) a (5,86+0,26) log CFU/g vzorku. U vzorku 6 byl
nariist nejvyssi a predstavoval (7,37+0,52) log CFU/g vzorku. U zbylych 6 vzorki se nartst
pohyboval mezi (6,01+0,28) a (6,65+0,43) log CFU/g vzorku.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

8,00
7,00
6,00
o0 5,00
=)
&5 4,00
on
<= 3,00
2,00
1,00
0,00
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Vzorek

Obrazek 8 Celkovy pocet mikroorganismi u stérd z peti

Celkovy pocet mikroorganismi ziskany ze stérti pefi (Obrazek 8) byl nejnizsi u vzorkt
3,7,9 a 10, kdy se pohyboval mezi (5,21+0,19) a (5,50+0,16) log CFU/g vzorku. U vzorku
5 byl narist nejvyssi a ptedstavoval (7,30+0,37) log CFU/g vzorku. U zbylych 5 vzorka se
nartist pohyboval mezi (6,19+0,22) a (6,80+0,32) log CFU/g vzorku.
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Obrazek 9 Celkovy pocet mikroorganismi u vzorku chladici vody

Celkovy pocet mikroorganismil stanoveny u vzorkll chladici vody (Obrazek 9) byl
vyrovnany, a to mezi (5,75%0,23) a (5,89+0,36) log CFU/ml vzorku. Narust byl nejnizsi u
vzorku 4 ((5,75+0,23) log CFU/ml) a nejvyssi pak u vzorku 2 ((5,89+0,36) log CFU/ml).
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Obrazek 10 Celkovy pocet mikroorganismil u vzorkii napajeci vody

Celkovy pocet mikroorganismt stanoveny u vzorkll napajeci vody (Obrazek 10) byl
vyrovnany u vzorki 3-5, a to mezi (5,48+0,28) a (5,55+0,21) log CFU/ml vzorku. Nartst
byl vys$si u vzorki 1 a 2, u vzorku 1 se jednalo o (6,70+0,36) log CFU/ml a u vzorku 2 o
(6,41+0,24) log CFU/ml.

Celkovy pocet mikroorganismtl neni u masa (vyjma mletych mas, u kterych je povolena
piitomnost nejvyse 510° CFU/g (6,7 log CFU/g) u 2 z 5 vzorkd, jinak je povoleno 5:10°
CFU/g (5,7 log CFU/g)) uveden ani v jedné z norem: CSN 56 9609 a naiizeni Komise (ES)
¢. 2073/2005 (Anonym?2, 2008; Anonym, 2005). Z vysledkt stanoveni celkovych poctil
fakultativné anaerobnich mezofilnich mikroorganismi u vzorki kachniho masa a stérti z pefti
stanovenych v ramci této prace byla patrna spojitost mezi touto hodnotou a hodnotou poctu
kolonii ziskanych pfi kultivaci na Endo agaru. Limitace metody pocitani kolonie spociva
v predpokladu, Ze jedna bakterialni bunka vytvoii jednu kolonii. Schopnost bunky vytvorit

kolonii makroskopickych rozméri zavisi na mnoha faktorech (fyziologicky stav burky,

médium pouzité ke kultivaci nebo teplota inkubace) (Matthews, Kniel a Montville, 2017).

7.1.2 Celed Enterobacteriaceae

Byla zjiStovana piitomnost bakterii celedi Enterobacteriaceae ve vzorcich, ovSem
vzhledem k moznosti nartistu jinych gramnegativnich bakterii na Endo agaru (za
predpokladu hodnoceni pouze nartstu), byly vysledky vyhodnocovény jako celkovy narast
kolonii na Endo agaru. Z této hodnoty byly vyclenény kolonie vykazujici barevnou reakci

typickou pro koliformni bakterie (riZzovofialové kolonie, u E. coli s metalickym leskem).
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Obrazek 11 Narist vSech mikroorganismt a koliformti na Endo agaru u vzorkt kachniho
masa

Celkovy narust na Endo agaru ze vzorkt kachniho masa (Obrazek 11) se u 8 z 10 vzorkt
pohyboval mezi (4,04+0,32) a (4,53+0,21) log CFU/g vzorku. U vzorki 6 a 10 byly zjisténé
vysledky vys$$i, u vzorku 6 se jednalo o (5,51%0,28) log CFU/g a u vzorku 10
0 (5,38+0,20) log CFU/g. Zastoupeni koliformnich bakterii bylo nejnizsi u vzorku 1, kdy se
jednalo o 79,3 % z celkového nariistu na Endo agaru. Nejvyssi zastoupeni koliformnich

bakterii z celkového nariistu bylo zaznamenano u vzorkt 4 (96,4 %) a 9 (96,3 %).
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Obrazek 12 Narist vSech mikroorganismu a koliformti na Endo agaru u stéra z pefi

Celkovy nartst na Endo agaru ze stéri z pefi (Obrazek 12) byl stejny u vzorki 7 a 9

(vzorek 7 (3,4940,13) a vzorek 9 (3,49+0,19) log CFU/g vzorku). U vzorku 5 byl nartst
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nejvyssi a predstavoval (5,10+0,25) log CFU/g vzorku. U zbylych 7 vzorkli se nartst
pohyboval mezi (4,25+0,16) a (4,58+0,23) log CFU/g vzorku. Zastoupeni koliformnich
bakterii z celkového narlstu na Endo agaru bylo nejnizsi u vzorku 2 (89,9 %). Nejvyssi

zastoupeni koliformnich bakterii z celkového nartstu bylo zaznamendno u vzorku 10

(97,7 %).
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Obrazek 13 Narast vSech mikroorganismt a koliformti na Endo agaru u vzorkt chladici
vody

Celkovy nartst na Endo agaru ze vzorkit chladici vody (Obrazek 13) byl u vzorki 1, 2 a
4 mezi (4,01£0,25) a (4,08+0,18) log CFU/ml vzorku. Narist byl vyssi u vzorkl 3
((4,45+0,29) log CFU/ml) a 5 ((4,43+0,20) log CFU/ml). Zastoupeni koliformnich bakterii
z celkového nardstu na Endo agaru bylo nejnizsi ve vzorku 3 (73,2 %), nejvyssi pak bylo u

vzorku 4 (91,0 %).
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Obrazek 14 Narist vSech mikroorganismi a koliformli na Endo agaru u vzorkl napajeci
vody
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Celkovy narast na Endo agaru ze vzorkl napajeci vody (Obrazek 14) byl u vzorki 1, 3 a
4 mezi (5,17+0,19) a (5,24+0,20) log CFU/ml vzorku. Narist byl vyssi u vzorku 5
((5,30+0,26) log CFU/ml), nejvyssi pak u vzorku 2 ((5,59+0,25) log CFU/ml). Zastoupeni
koliformnich bakterii z celkového narastu na Endo agaru bylo nejnizsi ve vzorku 2 (92,7 %),

nejvyssi pak bylo u vzorku 4 (98,9 %).

Pro hodnoceni mikrobiologické jakosti potravin jsou b&zné v Ceské republice vyuzivany
CSN 56 9609 a natizeni Komise (ES) &. 2073/2005. U CSN 56 9609 je u masa v ramci eledi
Enterobacteriaceae stanovovana piitomnost Escherichia coli a Salmonella spp., kdy u
Escherichia coli je povolena pfitomnost nejvyse 510> CFU/g (2,7 log CFU/g) u 2 z 5 vzorkd,
jinak by neméla byt prokazatelna pfi roztéru 0,2 ml fedéni 10! vzorku. U Salmonella spp.
neni povolen zadny vyskyt v 10 g vzorku (Anonym2, 2008). U nafizeni Komise (ES) ¢.
2073/2005 je u masa dritbeze urcovana pouze Salmonella spp., kdy neni povolen zadny

vyskyt v 25 g vzorku (Anonym, 2005).

U vzorkd nebylo provadéno stanoveni vylucné na tyto dvé bakterie, ovSem vzhledem
k vysokym nartstim koliformnich bakterii se dal ptedpokladat vyskyt Escherichia coli (byl
nasledné potvrzen pfi identifikaci izolatll) a bylo by vhodné provést stanoveni zamétené
ptimo na ni. Salmonella spp. se mezi identifikovanymi izolaty nevyskytovala, dala by se

tedy predpokladat jeji absence.

Pro porovnani ziskanych hodnot je mozné uvést studii Hascika et al. (2008) zaméfenou
na kontrolu mikrobiologické kvality béhem zrani masa kachny divoké (Anas platyrhynchos)
a lysky ¢erné (Fulica atra). U celkového poctu mikroorganismi u kachny divokeé tésné€ po
porazce nebyl zjistén zadny naridst, u lysky cCerné se celkovy pocet mikroorganismi
pohyboval mezi 5,18 a 6,25 log CFU/g. Po poraZeni nebyla zjisténa ptitomnost koliformnich
bakterii (Has¢ik et al., 2008). Studie, kterou provedli Berrang, Meinersmann a Knapp (2020)
na kachnim mase, uvadi hodnoty poctl celkovych aerobnich bakterii, koliformnich bakterii
a E. coli. Tyto hodnoty byly nejvyssi ve vzorcich jatecné upravenych kachnich tél pred
chlazenim, a to u poctu celkovych aerobnich bakterii (4,140,1) log CFU/ml, koliformnich
bakterii (2,3+0,2) log CFU/ml a E. coli (2,0+0,2) log CFU/ml. Salmonella spp. byla
detekovana pouze ziidka, nebyla tak v této studii podrobnéji zkoumdana (Berrang,
Meinersmann a Knapp, 2020). Studie zamé&tena na Enterobacteriaceae v mase kutat a krit

z roku 2008 uvadéla primérné hodnoty 3,81 log CFU/g u kufeciho masa z bioprodukce,
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2,66 log CFU/g u kufeciho masa z konvenc¢nich chovti a 1,44 log CFU/g u krttiho masa

z konvencnich chovii (Miranda et al., 2008).

U vSech téchto studii byly dosazené vysledky nizsi (vyjma celkového poctu
mikroorganismil u lysky ¢erné ve studii Hascika et al.) nez vysledky, které byly ziskany
v ramci této prace. To by se dalo vysvétlit povahou vzorku, 3 ze 4 druhli (vzorky pefi,
chladici a napéjeci vody) byly vzorky prostiedi, kde byl vysoky nartist predpokladan. U
vzorkli masa je pak vys$si hodnoty mozné zdivodnit kontaminaci béhem procesu porazky

nebo prevozu zpét po porazce do hospodaistvi.

7.2 Skrining antibiotické rezistence izolovanych enterobakterii

Vramci kapitoly skrining antibiotické rezistence izolovanych enterobakterii byl
vyhodnocen zisk a identifikace Cistych kultur izolatd ze skupin jednotlivych vzorki (maso,
pefi, chladici a napajeci voda). Nasledné byla provedena a vyhodnocena diskova difuzni

metoda.

7 7 we

7.2.1 Ziskani ¢isté kultury kiiZovym a identifikace izolati

Po provedeni rozboru byly z Endo agaru odebrany kolonie za ucelem ziskani ¢isté kultury
bakterii Celedi Enterobactericeae. Byly odebrany jak suspektni kolonie koliformnich
bakterii, tak i ostatni kolonie pfitomné na agaru ve snaze podchytit co nejveétsi spektrum

pfitomnych enterobakterii.

_—

= Escherichia coli = Proteus mirabilis
Serratia marcescens Enterobacter cloacae subsp. cloacae

= Enterobacter cloacae subsp. dissolvens

Obrazek 15 Zastoupeni izolovanych bakterii ze vzorkli masa
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U vzorki masa se podafilo identifikovat 23 izolati (Obrazek 15), znichz 16 Cinila
Escherichia coli, 3 Serratia marcescens, 2 Proteus mirabillis a po 1 Enterobacter cloacae

subsp. cloacae a Enterobacter cloacae subsp. dissolvens.

= Escherichia coli = Enterobacter kobei

= Klebsiella pneumoniae Pantoea citrea

= Raoultella ornithinolytica = Enterobacter cloacae subsp. dissolvens
m Klebsiella oxytoca = Enterobacter ludwigii

Obrazek 16 Zastoupeni izolovanych bakterii ze stérh pefi

U stéri pefi se podafilo identifikovat 21 izolatd (Obrazek 16), znichz 11 tvoftila
Escherichia coli, 3 Raoultella ornithinolytica, 2 Klebsiella pneumoniae a po 1 Enterobacter
kobei, Enterobacter cloacae subsp. dissolvens, Enterobacter ludwigii, Klebsiella oxytoca a

Pantoea citrea.

= Raoultella ornithinolytica » Leclercia adecarboxylata

= Escherichia coli Enterobacter cloacae

Obrazek 17 Zastoupeni izolovanych bakterii ze vzorkl napajeci vody
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U vzorki chladici vody se podatilo identifikovat 6 izolati (Obrazek 17), z nichz 3 Cinila

Escherichia coli a po 1 Enterobacter cloacae, Leclercia adecarboxylata a Raoultella

ornithinolytica.
4
7
= Citrobacter gillenii Enterobacter ludwigii Enterobacter cloacae
Escherichia coli = Klebsiella oxytoca = Raoultella ornithinolytica

Obrazek 18 Zastoupeni izolovanych bakterii ze vzorkl napajeci vody

U vzorkt napajeci vody se podatilo identifikovat 16 izolatti (Obrazek 18), z nichz 7 ¢inila
Escherichia coli, 4 Enterobacter cloacae, 2 Citrobacter gillenii a po 1 Enterobacter

ludwigii, Klebsiella oxytoca a Raoultella ornithinolytica.

Identifikace byla provedena u 150 izolatd, celkem se podafilo identifikovat 66 izolatl za
vyuziti metod MALDI-TOF a ENTEROTestu 24 N. Pomérné nizké procento UspéSné
identifikace je moZné vysvétlit ziskem smésné kultury dvou gramnegativnich bakterii, kdy
je nebylo mozné dostupnymi metodami morfologicky rozlisit pfi naristu na agarové plotné
i mikroskopicky, pravdépodobné v dasledku tésné provazanosti obou bakterii v ramci
kultury a jejich neoddéleni v rdmci kiiZového roztéru. Dalsi moZzné vysvétleni spociva v tom,
ze knihovny pro identifikaci mikroorganismii metodou MALDI-TOF jsou primarné
konstruovany pro klinické izolaty, a i kdyZ jsou dopliiovany i o dal$i mikroorganizmy
1zolované z prostiedi, tak nami izolovany mikroorganismus nemusi byt sou¢asti knihovny a

izolat je tak vyhodnocen jako neidentifikovany.

Druhové zastoupeni ziskanych enterobakterii pfiblizné odpovida profilim zjisténym u
studii od Miranda et al., Ojer-Usoz et al. a Uzeh, Adewumi a Odumosu. Miranda et al. ve
své studii uvadi izolaci zastupci ¢eledi Enterobacteriaceae z kazdé testované skupiny takto:
Serratia spp., Enterobacter spp. a Klebsiella spp. (Miranda et al., 2008). U Span¢lské studie
pritomnosti enterobakterii produkujicich beta-laktamdazy s rozSifenou piisobnosti u masnych

vyrobki byla zaznamenéna vysoka ptitomnost Escherichia coli (71,3 %) a Serratia fonticola
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(13,9 %). Dale byla zjisténa ptitomnost Proteus vulgaris, Citrobacter koseri, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae, Proteus penneri, Proteus mirabilis, Hafnia alvei a
Rahnella aquatilis (Ojer-Usoz et al., 2013). U posledni jmenované studie bylo ze vzorku
masa ziskano celkem 110 izolatd zastupcl celedi Enterobacteriaceae, jednalo se o
Enterobacter aerogenes, E. cloacae, Citrobacter freundii, Proteus mirabilis, Klebsiella
pneumonia, K. planticola, Salmonella spp., E. coli a Serratia odorifera (Uzeh, Adewumi a

Odumosu, 2021).

7.2.2 Citlivost k antibiotikim

Antibioticka rezistence byla vyhodnocena na zaklad¢ hodnot uvedenych v Tabulce 1,

izolaty byly rozdéleny na rezistentni (R), intermediarni (I) a citlivé (S).
7.2.2.1 Izolaty ze vzorkii kachniho masa

U Escherichia coli (Obrazek 19) bylo ziskdno 16 izolati. U ceftazidimu, chinolont
(ciprofloxacinu, levofloxacinu) a tetracyklinti (tetracyklin, doxycyklin hydrochlorid) byl
rezistentni 1 izolat. U penicilini byla rezistence znacné rtiznoroda: u ampicilinu 7
rezistentnich, u ampicilinu/sulbaktamu 2 rezistentni a u amoxicilinu 1 rezistentni kmen. U

zbylych antibiotik byly ziskany pouze intermediarni a citlivé izolaty.
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Obrazek 19 Citlivost k testovanym antibiotikiim u Escherichia coli izolovanych ze vzorka
kachniho masa
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Dale byly ziskany 3 izolaty Serratia marcescens (Obrazek 20). Izolaty vykazovaly
rezistence k penicilinovym antibiotikiim ampicilin/sulbaktam, amoxicilin, 2
cefalosporinovym antibiotikiim — cefuroximu a cefazolinu. U cefoxitinu a colistinu byl 1

rezistentni izolat.
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Obrazek 20 Citlivost k testovanym antibiotikim u Serratia marcescens izolovanych ze
vzorkid kachniho masa

Tabulka 2 Citlivost k testovanym antibiotikim u Proteus mirabilis izolovanych ze vzorka
kachniho masa

Citlivost k Pouzité Citlivost k

Pouzité antibiotikum antibiotiku* antibiotikum antibiotiku*
R I S R I S
Piperacilin-tazobaktam | 1 1 0 Levofloxacin 1 1 0
Ampicilin/sulbaktam 2 0 0 Amikacin 0 0 2
Amoxicilin 2 0 0 Gentamicin 0 0 2
Cefuroxim 2 0 0 Tetracyklin 2 0 0

. Doxycyklin

Cefazolin 2 0 0 hydrochlorid 2 0 0
Cefoxitin 1 1 0 Imipenem 0 0 2
Ceftriaxon 0 0 2 Klindamycin 2 0 0
Cefalotin 0 0 2 Azithromycin 1 0 1
Ceftazidim 0 1 1 Kolistin 2 0 0
Ciprofloxacin 2 0 0 Chloramfenikol 0 1 1

Pozn: * — Uveden pocet izolatl s odpovidajici citlivosti k antibiotiku
Ze vzorki kachniho masa byly také ziskany 2 izolaty Proteus mirabilis (Tabulka 2). Oba

izolaty vykazovaly rezistence k penicilinovym antibiotikim ampicilin/sulbaktam,
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amoxicilin, 2 cefalosporinovym antibiotikiim — cefuroximu a cefazolinu, tetracyklinim
(tetracyklin, doxycyklie hydrochlorid), k ciprofloxacinu a kolistinu. U piperacilin-
tazobaktamu, cefoxitinu, levofloxacinu a azithromycinu byl rezistentni jeden izolat. Ze
vzorkl kachniho masa bylo dale ziskano po 1 izolatu Enterobacter cloacae subsp. cloacae
a Enterobacter cloacae subsp. dissolvens. Oba vyhazovaly stejny profil rezistence, a to ke
vSem zkouSenym penicilinovym antibiotikim (ampicilin, ampicilin/sulbaktam, amoxicilin),
2 cefalosporinovym antibiotiklim — cefazolinu a cefoxitinu (Tabulka 3). VSechny izolaty

ziskané z kachniho masa byly rezistentni ke klindamycinu.

Tabulka 3 Citlivost k testovanym antibiotikim u Enterobacter cloacae subsp. cloacae a
Enterobacter cloacae subsp. dissolvens izolovanych ze vzorki kachniho masa

Bakteriilni Citlivost k Bakterialni Citlivost k
Pouzité antibiotikum 1alnt o L tibiotiku* ialni | e
druh R I S druh R :

Ampicilin
Ampicilin/sulbaktam
Amoxicilin
Cefuroxim
Cefazolin
Cefoxitin
Ceftriaxon
Cefalotin

Ceftazidim Enterobacter
Ciprofloxacin cloacae
Levofloxacin subsp.

Amikacin cloacae

Gentamicin

Tetracyklin

Doxycyklin hydrochlorid

Imipenem
Klindamycin
Azithromycin

Kolistin
Chloramfenikol 010
Pozn: * — Uveden pocet izolatl s odpovidajici citlivosti k antibiotiku

Enterobacter
cloacae
subsp.
dissolvens
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7.2.2.2 Izolaty ze stéri peii

Ze vzorkl stéri z pefi bylo ziskdno 11 izolath Escherichia coli (Obrazek 21). U
amoxicilinu, levofloxacinu, tetracyklinti (tetracyklin, doxycyklin hydrochlorid),
azithromycinu byl vZzdy zjiStén pouze 1 rezistentni izolat. U ceftazidimu byly 2 izolaty
rezistentni. U zbylych antibiotik byly ziskany pouze intermediarni a citlivé izolaty. Ze

vzorkl stérit z pefi byly také ziskany 3 izolaty Raoultella ornithinolytica (Obrazek 22).
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Vsechny izolaty vykazovaly rezistenci k amoxicilinu. U ceftazidimu byl rezistentni jeden

izolat.
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Obrazek 21 Citlivost k testovanym antibiotikiim u Escherichia coli izolovanych ze vzorkl

pefii
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Obrazek 22 Citlivost k testovanym antibiotikiim u Raoultella ornithinolytica izolovanych
ze vzorkl pefti
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Tabulka 4 Citlivost k testovanym antibiotikim u Enterobacter ludwigii, Enterobacter
cloacae subsp. dissolvens a Enterobacter kobei izolovanych ze vzorki pefi

Bakteriadlni druh: Enterobacter ludwigii

Citlivost k Pouité Citlivost k
Pouzité antibiotikum antibiotiku* e e antibiotiku*
R I S antibiotikum R I S
Piperacilin-tazobaktam 0 1 0 Levofloxacin 0 0 1
Ampicilin/sulbaktam 1 0 0 Amikacin 0 0 1
Amoxicilin | 0 0 Gentamicin 0 0 |
Cefuroxim 0 0 1 Tetracyklin 0 1 0
. Doxycyklin
Cefazolin 1 0 0 hydrochlorid 0 1 0
Cefoxitin | 0 0 Imipenem 0 0 1
Ceftriaxon 0 0 1 Klindamycin 1 0 0
Cefalotin 0 0 1 Azithromycin 0 0 1
Ceftazidim | 0 0 Kolistin 0 0 |
Ciprofloxacin 0 0 1 Chloramfenikol 0 0 1
Bakterialni druh: Enterobacter cloacae subsp. dissolvens
Citlivost k Pousité Citlivost k
Pouzité antibiotikum antibiotiku* e . antibiotiku*
R I S antibiotikum R I S
Piperacilin-tazobaktam 0 0 1 Levofloxacin 0 0 1
Ampicilin/sulbaktam 0 1 0 Amikacin 0 0 1
Amoxicilin 1 0 0 Gentamicin 0 0 1
Cefuroxim 0 0 1 Tetracyklin 0 0 1
. Doxycyklin
Cefazolin 1 o] o hy drzczlori | 001
Cefoxitin 1 0 0 Imipenem 0 0 1
Ceftriaxon 0 0 1 Klindamycin 1 0 0
Cefalotin 0 0 1 Azithromycin 0 0 1
Ceftazidim 0 1 0 Kolistin 0 0 1
Ciprofloxacin 0 0 1 Chloramfenikol 0 0 1
Bakterialni druh: Enterobacter kobei
Citlivost k Pouzité Citlivost k
Pouzité antibiotikum antibiotiku* o antibiotiku*
R I S antibiotikum R I S
Piperacilin-tazobaktam 0 0 1 Levofloxacin 0 0 1
Ampicilin/sulbaktam 0 0 1 Amikacin 0 0 |
Amoxicilin 1 0 0 Gentamicin 0 0 1
Cefuroxim 0 0 1 Tetracyklin 0 0 1
. Doxycyklin
Cefazolin 0 1 0 hydrochlorid 0 0 1
Cefoxitin 0 0 1 Imipenem 0 0 1
Ceftriaxon 0 0 1 Klindamycin 1 0 0
Cefalotin 0 0 1 Azithromycin 0 0 1
Ceftazidim 0 1 0 Kolistin 0 0 1
Ciprofloxacin 0 0 1 Chloramfenikol 0 0 |

Pozn: * — Uveden pocet izolatl s odpovidajici citlivosti k antibiotiku
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Ze vzorkt stérti z peti byl ziskan 1 izolat Enterobacter ludwigii, ktery vykazoval rezistenci
k ampicilin/sulbaktamu, amoxicilinu, 3 cefalosporinovym antibiotikim — cefazolinu,
cefoxitinu a ceftazidimu. Bylo také ziskano po 1 izolatu Enterobacter cloacae subsp.
dissolvens, ktery vykazoval rezistenci k amoxicilinu a 2 cefalosporinovym antibiotikiim —

cefazolinu a cefoxitinu a Enterobacter kobei, ktery vykazoval rezistenci k amoxicilinu

(Tabulka 4).

Tabulka 5 Citlivost k testovanym antibiotikiim u Klebsiella pneumoniae a Klebsiella
oxytoca izolovanych ze vzorki pefi

Pouzité antibiotikum

Bakterialni
druh

Citlivost k
antibiotiku*

=~
e
wn

Bakterialni
druh

Citlivost k
antibiotiku*

]

Piperacilin-tazobaktam

Ampicilin/sulbaktam

Amoxicilin

Cefuroxim

Cefazolin

Cefoxitin

Ceftriaxon

Cefalotin

Ceftazidim

Ciprofloxacin

Levofloxacin

Amikacin

Gentamicin

Tetracyklin

Doxycyklin hydrochlorid

Imipenem

Klindamycin

Azithromycin

Kolistin

Chloramfenikol

Klebsiella
pneumoniae
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Pozn: * — Uveden pocet izolatl s odpovidajici citlivosti k antibiotiku

Déle byl ziskan 1 izolat Klebsiella oxytoca, ktery vykazoval rezistenci k amoxicilinu, 2
izolaty Klebsiella pneumoniae, které vykazovaly rezistenci k amoxicilinu a cefuroximu
(Tabulka 5), a také 1 izolat Pantoea citera (Tabulka 6), ktery vykazoval rezistenci
k ceftazidimu. Ve vSech piipadech byly izolaty ziskané ze stéri pefi rezistentni na

klindamycin.
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Tabulka 6 Citlivost k testovanym antibiotikim u Pantoea citrea izolovanych ze vzorkt

perti
Citlivost k Pouzité Citlivost k

Pouzité antibiotikum antibiotiku* s e antibiotiku*
R I S antibiotikum R I S
f;f(f;:lc{‘tl;‘r‘n 0 | 0| 1 Levofloxacin 0 1
Ampicilin/sulbaktam 0 0 1 Amikacin 0 0 1
Amoxicilin 0 1 0 Gentamicin 0 0 1
Cefuroxim 0 0 1 Tetracyklin 0 0 1
Cefazolin 0 1 0 hggigsl{:::‘? d 0 0 1
Cefoxitin 0 0 1 Imipenem 0 0 1
Ceftriaxon 0 0 1 Klindamycin 1 0 0
Cefalotin 0 0 1 Azithromycin 0 0 1
Ceftazidim 1 0 0 Kolistin 0 0 1
Ciprofloxacin 0 0 1 Chloramfenikol 0 0 |

Pozn: * — Uveden pocet izolatd s odpovidajici citlivosti k antibiotiku

7.2.2.3 Izolaty ze vzorkii chladici vody
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Obrazek 23 Citlivost k testovanym antibiotikiim u Escherichia coli izolovanych ze vzorkl
chladici vody

Ze vzorktl chladici vody byly ziskany 3 izolaty Escherichia coli (Obrazek 23). VSechny
3 vykazovaly rezistenci k ceftazidimu, 1 rezistentni izolat byl u ampicilin/sulbaktamu,
amoxicilinu, cefoxitinu a tetracyklinim (tetracyklinu, doxycyklin hydrochloridu). Byl také

ziskdn 1 1izoldt FEnterobacter cloacae (Tabulka 7), ktery vykazoval rezistenci
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k ampicilin/sulbaktamu, amoxicilinu, 3 cefalosporinovym antibiotikim — cefazolinu,

cefoxitinu a ceftazidimu.

Tabulka 7 Citlivost k testovanym antibiotiklim u Enterobacter cloacae izolovanych ze
vzorki chladici vody

Citlivost k Pougité Citlivost k

Pouzité antibiotikum antibiotiku* antibiotikum antibiotiku*
R I S R I S
Fz:;)oell)‘:lc(ltl:rlr; 0 0 1 Levofloxacin 0 1
Ampicilin/sulbaktam 1 0 0 Amikacin 0 0 1
Amoxicilin | 0 0 Gentamicin 0 0 1
Cefuroxim 0 0 1 Tetracyklin 0 0 1

. Doxycyklin

Cefazolin 1 0 0 hydrochlorid 0 0 1
Cefoxitin 1 0 0 Imipenem 0 0 |
Ceftriaxon 0 0 1 Klindamycin 1 0 0
Cefalotin 0 0 1 Azithromycin 0 0 1
Ceftazidim | 0 0 Kolistin 0 0 1
Ciprofloxacin 0 0 1 Chloramfenikol 0 0 1

Pozn: * — Uveden pocet izolatl s odpovidajici citlivosti k antibiotiku

Tabulka 8 Citlivost k testovanym antibiotikiim u Leclercia adecarboxylata izolovanych ze
vzorki chladici vody

Citlivost k Pouzité Citlivost k

Pouzité antibiotikum antibiotiku* antibiotikum antibiotiku*
R I S R I S
gf(fs:lc:tl:; 0 1 0 Levofloxacin 0 1
Ampicilin/sulbaktam 0 1 0 Amikacin 0 0 |
Amoxicilin 0 1 0 Gentamicin 0 0 1
Cefuroxim 0 0 1 Tetracyklin 0 0 1

. Doxycyklin

Cefazolin 0 1 0 hydrochlorid 0 0 1
Cefoxitin 0 1 0 Imipenem 0 0 |
Ceftriaxon 0 0 1 Klindamycin 1 0 0
Cefalotin 0 0 1 Azithromycin 0 0 1
Ceftazidim 0 1 0 Kolistin 0 0 1
Ciprofloxacin 0 0 1 Chloramfenikol 0 0 1

Pozn: * — Uveden pocet izolatl s odpovidajici citlivosti k antibiotiku

Ze vzorkl chladici vody bylo dale ziskdno po 1 izolatu Leclercia adecarboxylata
(Tabulka 8) a Raoultella ornithinolytica (Tabulka 9). U Leclercia adecarboxylata nebyla
zjisténa jina rezistence nez ke klindamycinu. U izolatu Raoultella ornithinolytica byla

zjiSténa rezistence u penicilinovych antibiotik ampicilin/sulbatam a amoxicilinu a u 3
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cefalosporinovych antibiotik cefuroximu, cefazolinu a ceftazidimu. VSechny izolaty ziskané

ze vzorkt chladici vody byly rezistentni ke klindamycinu.

Tabulka 9 Citlivost k testovanym antibiotiklim u Raoultella ornithinolytica izolovanych ze
vzorki chladici vody

Citlivost k Pougité Citlivost k

Pouzité antibiotikum antibiotiku* antibiotikum antibiotiku*
R I S R I S
fz:;)oell)‘:lc(ltl:rlr; 0 1 0 Levofloxacin 0 1
Ampicilin/sulbaktam 1 0 0 Amikacin 0 0 1
Amoxicilin | 0 0 Gentamicin 0 0 1
Cefuroxim | 0 0 Tetracyklin 0 0 1

. Doxycyklin

Cefazolin 1 0 0 hydrochlorid 0 0 1
Cefoxitin 0 1 0 Imipenem 0 0 |
Ceftriaxon 0 0 1 Klindamycin 1 0 0
Cefalotin 0 0 1 Azithromycin 0 0 1
Ceftazidim | 0 0 Kolistin 0 0 1
Ciprofloxacin 0 0 1 Chloramfenikol 0 0 1

Pozn: * — Uveden pocet izolatl s odpovidajici citlivosti k antibiotiku

7.2.2.4 Izolaty ze vzorkit napdjeci vody

Ze vzorkl napdjeci vody bylo ziskano 7 izolath Escherichia coli (Obrazek 24), ze kterych

byly 3 rezistentni k cefazolinu a po 1 izolatu rezistentnim k amoxicilinu, ceftazidimu a

chloramfenikolu.
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Obrazek 24 Citlivost k testovanym antibiotikiim u Escherichia coli izolovanych ze vzorkl

napdjeci vody
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Ze vzorkl napdjeci vody byly ziskany 2 izolaty Citrobacter gillenii (Tabulka 10), oba

vykazovaly rezistenci k cefuroximu, 1 izolat byl rezistentni k amoxicilinu.

Tabulka 10 Citlivost k testovanym antibiotikim u Citrobacter gillenii izolovanych ze
vzorki napdjeci vody

Citlivost k Pougité Citlivost k

Pouzité antibiotikum antibiotiku* antibiotikum antibiotiku*
R I S R I S
Fz:;)oell)‘:lc(ltl:rlr; 0 2 0 Levofloxacin 0 2
Ampicilin/sulbaktam 0 0 2 Amikacin 0 0 2
Amoxicilin | | 0 Gentamicin 0 0 2
Cefuroxim 2 0 0 Tetracyklin 0 0 2

. Doxycyklin

Cefazolin 0 2 0 hydrochlorid 0 0 2
Cefoxitin 0 0 2 Imipenem 0 0 2
Ceftriaxon 0 0 2 Klindamycin 2 0 0
Cefalotin 0 0 2 Azithromycin 0 0 2
Ceftazidim 0 2 0 Kolistin 0 0 2
Ciprofloxacin 0 0 2 Chloramfenikol 0 0 2

Pozn: * — Uveden pocet izolatl s odpovidajici citlivosti k antibiotiku

Tabulka 11 Citlivost k testovanym antibiotikiim u Enterobacter cloacae a Enterobacter
ludwigii izolovanych ze vzorkl napéjeci vody

Pouzité antibiotikum

Bakterialni
druh

Citlivost k
antibiotiku*

~
e

Citlivost k

Bakterialni antibiotiku*

druh |

W

Piperacilin-tazobaktam

Ampicilin/sulbaktam

Amoxicilin

Cefuroxim

Cefazolin

Cefoxitin

Ceftriaxon

Cefalotin

Ceftazidim

Ciprofloxacin

Levofloxacin

Amikacin

Gentamicin

Tetracyklin

Doxycyklin hydrochlorid

Imipenem

Klindamycin

Azithromycin

Kolistin

Chloramfenikol

Enterobacter
cloacae
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Pozn: * — Uveden pocet izolath s odpovidajici citlivosti k antibiotiku
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Byly také ziskany 4 izolaty Enterobacter cloacae a 1 izolat Enterobacter ludwigii
(Tabulka 11). VSechny izolaty Enterobacter cloacae vykazovaly rezistenci k cefazolinu a
cefoxitinu. 3 ze 4 izolatd byly rezistentni k amoxicilinu a ceftazidimu a 2 rezistentni izolaty
byly zjistény u ampicilin/sulbaktamu. Enterobacter Iludwigii vykazoval rezistenci
k ampicilin/sulbaktamu, amoxicilinu, 3 cefalosporinovym antibiotikim — cefroximu,

cefazolinu a cefoxitinu.

Tabulka 12 Citlivost k testovanym antibiotikim u Klebsiella oxytoca izolovanych ze
vzorki napdjeci vody

Citlivost k Pouzité Citlivost k

Pouzité antibiotikum antibiotiku* o antibiotiku*
R I S antibiotikum R I S
25:5:;11:1;1; 0 0 1 Levofloxacin 0 1
Ampicilin/sulbaktam 0 0 1 Amikacin 0 0 |
Amoxicilin | 0 0 Gentamicin 0 0 1
Cefuroxim 0 0 1 Tetracyklin 0 0 1

. Doxycyklin

Cefazolin 1 0 0 hydrochlorid 0 0 1
Cefoxitin 0 0 1 Imipenem 0 0 |
Ceftriaxon 0 0 1 Klindamycin 0 0 1
Cefalotin 0 0 1 Azithromycin 1 0 0
Ceftazidim 0 0 1 Kolistin 0 0 1
Ciprofloxacin 0 0 1 Chloramfenikol 0 0 1

Pozn: * — Uveden pocet izolatl s odpovidajici citlivosti k antibiotiku

Tabulka 13 Citlivost k testovanym antibiotikiim u Raoultella ornithinolytica izolovanych
ze vzorkl napéjeci vody

Citlivost k Pouzité Citlivost k

Pouzité antibiotikum antibiotiku* antibiotikum antibiotiku*
R | S R I S
gf(fll)‘:lc(ltl:; 0 1 0 Levofloxacin 0 1
Ampicilin/sulbaktam 0 0 Amikacin 0 0 |
Amoxicilin 1 0 0 Gentamicin 0 0 1
Cefuroxim 0 0 1 Tetracyklin 0 0 1

. Doxycyklin

Cefazolin 0 1 0 hydrochlorid 0 0 1
Cefoxitin 0 0 | Imipenem 0 0 1
Ceftriaxon 0 0 1 Klindamycin 1 0 0
Cefalotin 0 0 | Azithromycin 0 0 1
Ceftazidim 0 0 1 Kolistin 0 0 1
Ciprofloxacin 0 0 1 Chloramfenikol 0 0 1

Pozn: * — Uveden pocet izolatl s odpovidajici citlivosti k antibiotiku
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Ze vzorkl napajeci vody bylo také ziskano po 1 izolatu Klebsiella oxytoca (Tabulka 12),
ktery vykazoval rezistenci k amoxicilinu a cefazolinu a Raoultella ornithinolytica (Tabulka
13), ktery vykazoval rezistenci k amoxicilinu. VSechny izolaty ziskané ze vzorki napajeci

vody byly rezistentni ke klindamycinu.

Vysledky ziskané u Escherichia coli zmasa naznacuji moznou piitomnost 1
multirezistentniho kmene (rezistentniho k penicilinim, cefalosporinim (ceftazidim),
chinoloniim a tetracyklinim), stejné tak tomu bylo i izolatd ziskanych z pefi (1 izolat,
rezistentni  k penicilinim (amoxicilin), cefalosporinim (ceftazidim), chinoloniim
(levofloxacin), tetracyklinim a makrolidovému antibiotiku azithromycinu), chladici (1
izolat, rezistentni k penicilinim (ampicilin/sulbaktam, amoxicilin), cefalosporintiim
(cefoxitin, ceftazidim) a tetracyklinim) a napéjeci vody (1 izolat, rezistentni k penicilinim
(amoxicilin), cefalosporinim (cefazolin, ceftazidim) a amfenikolovému antibiotiku
chloramfenikolu). Pro porovnani, zachyceni multirezistentnich izolatd u Escherichia coli
uvedla také studie od Mazurek et al. (2013), kdy u vzorkt stolice prasat bylo zachyceno
81,0 % multirezistentnich izolatl (rezistentnich k 3 a vice antibiotiklim) a u vzorki stolice

dobytka se pak jednalo o 14,6 % (Mazurek et al., 2013).

Stejné tak vykazovaly multirezistenci oba zachycené kmeny Proteus mirabilis izolované
zkachniho masa (rezistentnich k penicilinim (ampicilin/sulbaktam, amoxicilin),
cefalosporinim (cefuroxim, cefazolin, cefoxitin (I kmen)), chinolonim (ciprofloxacin),
tetracyklinim, makrolidovému antibiotiku azithromycinu (1 kmen) a polypepidovému
antibiotiku kolistinu). U Serratia marcescens izolované z kachniho masa byla potencialni
pritomnost 1 multirezistentniho kmene (rezistentniho k penicilinim (ampicilin/sulbaktam,
amoxicilin), cefalosporiniim (cefuroxim, cefazolin, cefoxitin) a polypepidovému antibiotiku
kolistinu). Téméf u vSech izolatl byla zjiSténa rezistence k jednomu nebo vice antibiotikiim
patficim mezi peniciliny (Enterobacter kobei, Klebsiella oxytoca izolovanych ze vzork pefi
a Raoultella ornithinolytica 1zolovanych z napéjeci vody) nebo cefalosporiny (Pantoea
citera izolovanych ze vzorkl pefi), ptipadné kombinace obou tiid (Enterobacter cloacae
subsp. cloacae, Enterobacter cloacae subsp. dissolvens, Escherichia coli, Proteus mirabilis
a Serratia marcescens izolovanych ze vzorkt kachniho masa, Escherichia coli, Enterobacter
cloacae subsp. dissolvens, Enterobacter ludwigii, Klebsiella pneumoniae a Raoultella
ornithinolytica i1zolovanych ze vzorkl peti, Enterobacter cloacae, Escherichia coli a

Raoultella ornithinolytica izolovanych z chladici vody a Citrobacter gillenii, Enterobacter



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 80

cloacae, Enterobacter ludwigii, Escherichia coli a Klebsiella oxytoca izolovanych

z napajeci vody).

Vsechny izolaty byly rezistentni ke klindamycinu, ktery byl pouzit jako kontrola,
vzhledem ke skutecnosti, Ze bakterie Celedi Enterobacteriaceae jsou k nému piirozené
rezistentni diky neschopnosti klindamycinu proniknout do jejich butiky. Klindamycin ptisobi
na mnozstvi aerobnich grampozitivnich kokti a anaerobni grampozitivni a gramnegativni
bakterie. Rezistence k nému muize byt vyvolana mutaci genu 23S rRNA, zménou efluxu

nebo geny kodujicimi metylazy zpusobujici rezistenci k erythromycinu (Card et al., 2015).

Rezistentni, pfipadné¢ multirezistentni, izolaty byly zachyceny i ptesto, Zze pii chovu
nebyla podévana antibiotika. To by naznacovalo, Ze se tyto rezistentni bakterie nachéazely v
prostfedi chovu bez ohledu na aktivni pouziti antibiotik. Tento vysledek by odpovidal
pozorovani studie provedené ve 2 chovech v Australii publikované v roce 2020. Ani jeden
zchovli nevyuzival antibiotika, vysledky tedy poskytly informace o vyskytu geni
antibiotické rezistence bez existence pirimého selek¢éniho tlaku antibiotik. V ramci studie
byly zachyceny geny nesouci antibiotickou rezistenci, zejména k tetracyklinim (tetM),
streptomycinu (strB) a sulfonamidim (sul2). Tato skutecnost byla vysvétlovana bud’ jejich
pfenosem bakteridlnimi druhy pfirozené ptitomnymi v kuteci fekalni mikrobioté, nebo jako
vysledek jejich Sirokého rozsiteni v prostiedi (Liu et al., 2020). K obdobnému vysledku
dosla studie provedena v Indii (zapadni Bengélsko) zabyvajici se antibiotickou rezistenci u
Escherichia coli, Salmonella spp. a Klebsiella pneumoniae v chovech kachen plemen Deshi
a Khaki Campbell a pifipadnymi rozdily v zjiSténé antibiotické rezistenci vzhledem
k odlisSnym podminkdm chovu téchto 2 plemen. Kachny plemena Deshi jsou zpravidla
chovany v menSich domécich chovech semiintenzivng, zatimco Khaki Campbell jsou
chovany ve vétsi mife v uzavienych prostorach. 79,81 % Escherichia coli, 69,23 %
Salmonella spp. a 50 % Klebsiella pneumoniae byly identifikovany jako producenti beta-
latamdz. Celkové byla vyssi prevalence izolatl produkujicich beta-laktamazy s rozsifenou
plsobnosti zjiSténa u kachen Deshi ve srovnani s Khaki Campbell, pfestoze u kachen Deshi
nebyla znama Z4dna historie uzivani antibiotik. Studie uvedla pfedpoklad, Ze se kachny
Deshi dostaly do kontaktu s rezistentnimi bakteriemi nebo zbytkovymi koncentracemi
antibiotik pouzivanych v akvakultufe a zeméd¢lstvi diky volnéjSimu zptsobu jejich chovu
(Banerjee a Acharyya, 2021). Uvahu, zda ma omezeni pouZivani antibiotik v chovu dribeze
o¢ekavany vliv na sniZeni rezistence, také uvedla studie provedend v centralni Italii (region

Abruzzi). V rdmci této studie byla zkoumana pfitomnost genid rezistence k antibiotikiim
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bézné pouzivanym ve veterinarni praxi (tetracykliny, aminoglykosidy, linkomycin) a
nékterym antibiotikim ur¢enym vyhradné pro lidskou spotfebu (chloramfenikol, kolistin,
vankomycin, karbapenemy), a to u vzorkt steliva z konvenc¢nich hejn (antibiotika povolena
pro terapeutické ucely) a farem zcela nevyuzivajicich antibiotika. Byla zjisténa piitomnost
nékolika gentl rezistence v obou typech chovu (u vSech vzorkli minimaln¢ jeden typ genil
antibiotické rezistence), ovSem pozornost vzbudil zachyt genl zpUsobujicich rezistenci
k tetracyklinim, ktery byl vyssi u farem zcela nevyuzivajicich antibiotika (Farooq et al.,

2022).

Dalo by se ptredpokladat, ze pti pouziti antibiotik v chovu by byl zachyt rezistentnich a
multirezistentnich izolatd vyssi, nebot’ absence pouzivani antibiotik v chovu je jednim
z hypotetickych zpisobi, jak omezit Sifeni antibiotické rezistence diky absenci selek¢niho
tlaku antibiotik (Salerno et al., 2022). Narast zachytu antibiotické rezistence naznacuji studie
od Dohmena et al. nebo Ghoshe a LaPara. Ve studii od Dohmena et al. se béhem trvani
studie (2011-2013) na nizozemskych prasecich farmach s podanim cefalosporinii vyrazné
zvysila pravdépodobnost vyskytu Escherichia coli produkujici beta-laktamazy s rozsifenou
pusobnosti (Dohmen et al., 2017). U studie Ghoshe a LaPara byla zkoumana rezistence u
pudnich bakterii na farmach pouzivajicich antibiotika pro neterapeutické a veterinarni ucely
s cilem rozpoznat dopad uzivani antibiotik. ZvySené urovné rezistence na chlortetracyklin
byly kvantifikovany v pldach na nékterych z farem, které pouZzivaly antibiotika pro
neveterinarni ucely. Byly zde také pozorovany vyznamné posuny v typech bakterii
rezistentnich na chlortetracyklin a také v typech gend, které koéduji rezistenci v téchto
organismech (Ghosh a LaPara, 2007). Tyto ptiklady se daji uvést jako kauzalni dikazy, ze
pouziti antibiotik vede k vyskytu rezistence k nim (Dohmen et al., 2017). Vyznamnou
pozitivni korelaci mezi vyuZitim antibiotik a Cetnosti zachytu genl antibiotické rezistence
zminuje také Peng et al. a zabyva se zjiSténim pfitomnosti rezidui antibiotik u vzorki hnoje
produkovaného potravinovymi zvifaty vregionu Ningxia. U chovll brojlerti zminuje
nejvyssi zachyt fluorochinolont ze vSech zkoumanych druhti potravinovych zvirat, celkove
byly nejvyssi hodnoty rezidui zjiStény u tetracyklini. U gena antibiotické rezistence byl
jejich vyssi zachyt v hnoji z chovii prasat a brojleri nez u dobytka a ovci, studie uvadéla, ze
pouziti hnoje od prasat a brojlerti jako hnojiva nese vétsi riziko rozSifovani gent antibiotické
rezistence do prosttedi (Peng et al., 2022). Ve studiich zabyvajicich se antibiotickou
rezistenci je problém s nedostatkem souvislych dat a pouzivanim raznych kritérii pro

definovani rezistence izolatd. V¢EtSina hlaSeni pfitomnosti  bakterii  rezistentnich
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k antibiotikiim v potravinach neuvadi rozSifeni nebo koncentraci konkrétnich typi
rezistentnich bakterii, bézn¢ je uveden pomér izolatl rezistentnich k panelu zvolenych

antibiotik. (Hudson et al., 2017).

Obecné je tfeba brat v potaz, ze kachny sdili prostor a vodu slidmi a dalSimi
zvitaty/ptaky. Diky tomuto spole¢nému pfistupu k pidé a vodnim plochdm jsou kachny
Casto vystaveny riznym mikroorganismiim, které mohou nést rezistenci k antibiotikiim.
Exponovani ptaci mohou tyto mikroorganismy ptechovavat ve svém stievnim traktu, aniz
by sami méli klinické pfiznaky nakazy, a vylucovat tyto organismy do Zivotniho prostiedi.
Mohou tedy ptisobit jako potencialni prenaseci téchto mikroorganismii na ¢lovéka a ostatni
zvirata (Banerjee a Acharyya, 2021). Nejvétsi problém predstavuji producenti beta-laktamaz
s rozSifenou pusobnosti rezistentni k cefalosporinim 3. generace (Fashae et al., 2021).
Komenzalni izolaty Escherichia coli z kachen jsou dilezitym rezervoarem genli pro
produkci beta-laktamaz s rozsifenou ptisobnosti. Napiiklad v Cing v roce 2006 byla ve vice
nez 50 % vzorkl kachniho trusu ptitomna Escherichia coli produkujici beta-laktamazy s
rozsifenou pusobnosti. Roli rezervoaru a vektoru pfenosu mtize hrat také divoké ptactvo. To
je antibiotikim vystaveno nepiimo prostfednictvim kontaminovaného zivotniho prostredi
(Fashae et al., 2021). Wang et al. (2017) zmifiuje prvni hlaSeni antibiotické rezistence u
japonského divokého ptactva z roku 1978, které odhalilo rezistenci na chloramfenikol u
Escherichia coli. Do roku 2017 bylo zjisténo, ze minimaln¢ 80 druhti divoké zvére, z nichz
vétSina byla divoké ptactvo, bylo nosic¢i bakterii Celedi Enterobacteriaceae produkujicich
beta-laktaméazy s rozsifenou pisobnosti (nejcastéji se jednalo o E. coli a Klebsiella
pneumoniae) (Wang et al., 2017). Rezistentni bakterie nebo geny antibiotické rezistence
mohou byt pfenaSeny na Clovéka prostiednictvim potravinového fetézce a posilovat lidskou

klinickou rezistenci (Ma et al., 2012; Fashae et al., 2021).

Fenomén antibiotické rezistence je vyzvou zahrnujici zdravi lidi, zvifat (divokych,
hospodarskych i domacich mazlicki) a zivotniho prostfedi (Fashae et al., 2021). Salerno
zminuje zpravu vydanou ESVAC (European Surveillance of Veterinary Antimicrobial
Consumption) v listopadu 2021, ktera uvadi, Ze objem prodeje antimikrobidlnich latek
uréenych pro potravinova zvitata klesl v Evrop€ mezi lety 2011 a 2020 o vice nez 43 %
(Salerno et al., 2022). Presto je tfeba do budoucna vytvoftit jesté efektivnéjsi komunikaci
s producenty potravin a zaméfit se na chybéjici znalosti v oblasti plisobeni antibiotik
spole¢né s motivy k preventivnimu uzivani antibiotik (Hudson et al., 2017). Toto je

vyznacné z velké miry pro rozvojové zemé, pro ilustraci Ize uvést studii uzivani antibiotik
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pti produkei z Kambodzi z roku 2016 pokryvajici 16 farem, 9 veterindit a 4 prodejce krmiv.
Rozsahlé pouzivani antibiotik bylo zjisténo na vSech farméch, a to na zdklad¢ 4 faktort:
piesvédCeni, ze pouziti antibiotik je nezbytné pro chov, omezenych védomosti o
antibiotikach (omezenych na pouhou znalost nazvu), neomezeny pfistup k nim a slabé
systémy monitoringu a kontroly. Zji§téna pouzivana antibiotika pattila do Siroké skaly tiid
vcetné beta-laktamovych antibiotik, fluorochinoloni, tetracyklind, kolistinu a linkosamidii
(Om a McLaws, 2016). Efektivni komunikaci a doplnéni znalosti je tieba propojit s welfare
zvitat v chovu, zejména v oblasti pfedchazeni Sifeni onemocnéni, a spolecenskym tlakem
predstavujicim hnaci silu na pouzivani a ptredepisovani antibiotik (Hudson et al., 2017).
Zaroven je potieba brat v potaz, ze antibioticka rezistence je soucasti ptirozené bakterialni
evoluce. Tato bakteridlni evoluce je ovSem zna¢né zrychlend rozsifenym, ¢asto nespravnym,
pouzivanim antibiotik a usnadnéna mezinarodnim obchodem a cestovanim (Wang et al.,

2017).
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ZAVER

Tato prace se zabyvala skriningem vyskytu antibiotické rezistence u bakterii Celedi
Enterobacteriaceae, které byly izolovany z vodni dritbeze (kachniho masa, chladici vody z
porazky a pefi zivych zvitat) a z prostiedi jejich chovu, konkrétné napéjeci vody. Skrining
byl provadén diskovou difuzni metodou, kdy byla testovana citlivost na dvacet vybranych
antibiotik: ampicilin nebo piperacilin-tazobaktam, dale ampicilin/sulbaktam, amoxicilin,
cefuroxim, cefazolin, cefoxitin, ceftriaxon, cefalotin, ceftazidim, ciprofloxacin,
levofloxacin, amikacin, gentamicin, tetracyklin, doxycyklin hydrochlorid, imipenem,

klindamycin, azithromycin, kolistin a chloramfenikol.

V ramci této prace byla zjiSténa pfitomnost rezistentnich, pfipadné multirezistentnich,
izolath bakterii Celedi Enterobacteriaceae. Jednalo se o rezistentni kmeny Citrobacter
gillenii, Enterobacter cloacae, Enterobacter kobei, Enterobacter ludwigii, Escherichia coli,
Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Pantoea citera, Proteus mirabilis, Raoultella
ornithinolytica a Serratia marcescens. Vysledky ziskané u Escherichia coli z masa
naznacuji moznou ptitomnost multirezistentnich kment, stejn¢ tak jako zachycené kmeny
Proteus mirabilis a Serratia marcescens. Rezistentni kmeny byly zachyceny i pfesto, ze pii
chovu nebyla poddvana antibiotika, coZ by naznacovalo pfitomnost rezistentnich bakterii v
prostiedi chovu bez ohledu na aktivni pouZiti antibiotik. Nej€ast&ji byla zachycena

rezistence k beta-laktamovym antibiotikiim, konkrétné peniciliniim a cefalosporiniim.

Bylo by vhodné, aby v praci bylo pokracovédno a byla provedena sekvenace bakterialni
DNA ke zjisténi pritomnych genii nesoucich antibiotickou rezistenci pro ziskani
ucelenéjsiho obrazu rezistence u ziskaného souboru izolatl a jejich pfi€in. Zaroven byl bylo
zajimavé provést rozsahlejsi studii tykajici se porovnani zachytu antibiotické rezistence
mezi konvenénimi chovy dribeze a chovy nevyuzivajicimi antibiotika, vzhledem

k omezenym datim, ktera jsou v tomto ohledu prozatim k dispozici.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CFU Kolonie tvofici jednotka
ESVAC European Surveillance of Veterinary Antimicrobial Consumption
I Intermedidrni

MALDI-TOF Matrici asistovana laserova desorpce/ionizace s detektorem doby letu

MH agar Miiller-Hinton agar

R Rezistentni

S Citlivé

VRBA Violet Red Bile Agar

VRBG Violet Red Bile Glucose Agar

VRBL Violet Red Bile Lactose Agar
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