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Diplomova prace je zaméfena na studium vyskytu kultivacné nenarocnych
gramnegativnich tyCinek zpiisobujici lidské nozokomidlni infekce. Pfevazna vétsina
znich je soucasti béZné mikrofléry gastrointestindlniho traktu (GIT) savcd.
Vyskytuji se také cCasto vpldé, vylevkach ¢i kontaminovanych potravinach.
U imunokompromitovanych pacientli (lidskych i zvifecich) mohou zptlisobovat
patogenni procesy koncici ¢asto fatalné. Prace je zaloZena na porovnani rozdilnych
skupin lidi v socidlnim vztahu ke zviratiim. Prvni skupinu tvoii majitelé s blizkym
kontaktem s domacimi mazlicky, druha skupina lidi je bez dlouhodobého kontaktu
se zviraty v soukromém i profesionalnim Zivoté a tireti skupinu tvori praktikujici
veterinarni 1ékari, ktefi maji kaZdodenni kontakt srlznymi zvifaty. VSem
ucastnikiim studie budou odebrany stéry z nasdalni sliznice. Po vyockovani
na selektivni kultivatni médium (Mac Conkey agar, deoxycholat-citrat agar) budou
narostlé bakterialni druhy izolovany a presnéji identifikovany standardnimi
mikrobiologickymi metodami. Po té bude proveden stér z nosni sliznice i domacimu
mazlickovi. U izolath sdilenych parem (majitel/zvife) bude difusni diskovou
metodou testovana citlivost na prislusné druhy antibiotik. Cilem diplomové prace
je zjistit frekvenci vyskytu téchto epidemiologicky vyznamnych gramnegativnich
bakterii v misté nejc¢astéjsiho kontaktu sliznic domaciho mazlicka a majitele a zjistit,
zda je vyskyt vySSi u lidi s kontaktem se zviraty ¢i bez ného. DalSim cilem je také
porovnat frekvenci a druhové spektrum vyskytu gramnegativnich tycinek u jedinct,
ktefi za posledni rok podstoupili antibiotickou (ATB) terapii a porovnat je se

skupinou jedincii bez ni.
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Seznam zKkratek

ATB antibiotika

BL B-laktamaza

CLA kyselina klavulanova
DM domaci mazlicek

EAEC enteroadherentni E.coli

EHEC enterohemoragicka E.coli

EIEC enteroinvazivni E.coli

EPEC enteropatogenni E. coli

ESBL extended spectrum (3-lactamase
ETEC enterotoxicka E. coli

GIT gastrointestinalni trakt

GNT gramnegativni ty¢inky

IBL inhibitor -laktamaz

IMC infekce mocovych cest

IS imunitni systém

KA krevni agar

KP karbapenemaza

KPC Klebsiella pneumoniae carbapenemase
M majitel

MAC McConkey agar

MBL metalo-f-laktamaza

NDM New Delhi metalo--lactamase
NN nozokomialni nakaza

NM nechovatel

OCD ornithin dekarboxylaza

OXI-/OXI+ oxidaza negativni/oxidaza pozitivni
VIM Verona imipenemase

VL veterinarni lékar



1 Uvod

Psi a kocky jako domdaci mazlicci (DM) jsou nedilnou soucasti ¢lovéka. Také
v historickém kontextu lidstvo doprovazela zvirata. V obdobi 10 000 - 8 000 pr- Kr.
se stal pes, resp. jeho predek vlk, prvnim c¢lovékem chovanym zviretem.
Domestikace probéhla pravdépodobné kvili vyuZiti spoluprace béhem lovu
(Mikulica, 1991). Kocky se socializovaly podle genetickych studii v obdobi
8 000 pfr. Kr. a pochazeji z poddruhu koc¢ky divoké plavé (Ottoni et al., 2017).

V Ceské republice bylo vroce 2019 evidovano 2,5 miliénti psti a 1,9 milionu
kocek. Uvadi se, Ze alesponn jednoho DM ma kazda druha c¢eska domacnost.
Odhadovany pocet psti na celém svété je asi 900 milionii (Hosek, 2019).

Majitelé (M) a DM jsou casto v kazdodennim uzkém kontaktu. Mnoho M povysSilo
psy a ko¢ky na ¢leny rodiny. Sdileji spolecné nejen domacnost, ale také gauc, postel
a nékteri i stejny talif. Oboustranny pienos mikroorganismt je timto usnadnén.

Zivot se zvifaty ma vliv na sloZeni mikrobioty domacnosti. DM exponuji ¢lovéka
vysSimu poctu mikroorganismi, ¢imZ ovliviiuji jeho zdravotni stav. Ukézalo se,
Ze vySSi diverzita bakterii chrani pred rozvojem alergickych reakci a astmatu u déti
z diivodu vytlaceni mikroskopickych hub (Fujimura et al., 2010). Potvrzen je také
klesajici vyskyt alergii v rodinach s nékolika DM (Hesselmar et al.,, 2018).

Psi a koCky obohacuji sloZeni stievni mikrofléry. Prirozeny vyskyt koliformnich
bakterii ve vnéjSim prostredi je vyznamny pro vytvoreni adekvatni imunitni
odpovédi. Pri prokazatelné patogennim procesu vyvolaném sledovanou skupinou
bakterii je vSak nutné zvolit takova antibiotika (ATB), na néz izolaty reaguji citlivé.
UdrZovani priznivého zdravotniho stavu zvirat je zakladem rovnovahy spravné
komunikace mikrobiot M i jeho DM (Fujimura et al,, 2010).

Diplomova prace se zaméruje na extraintestinalni kolonizaci lidské populace
gramnegativnimi  nefermentujicimi  ty¢inkami a  tyCinkami  z cCeledi
Enterobacteriaceae. Sleduje jejich prevalenci v souvislosti s chovem psti a kocek
a porovnava ji s kontrolni skupinou osob, které Ziji v domacnosti bez DM alespon
1 rok.

Gramnegativni nefermentujici tyCinky a Enterobacteriaceae jsou kultivacné
nenarocné bakterie, které se bézné vyskytuji v pidé, vodé, vylevkach, na rostlinnych
zbytcich, a nékteii zastupci tvori mikrobiotu c¢lovéka i zvirat. Kolonizuji kiiZi
astrevni sliznici a napomahaji jejich normalni funkci (Votava, 2003).
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Gramnegativni tyCinky (GNT) jsou podminénymi lidskymi a zvifecimi patogeny.
Pfinaruseni rovnovahy dochazi k patologickym procestim a rozvinuti infekci.
Zplsobuji napt. infekce pohlavnich, mocovych a dychacich cest, zanéty kiiZe
a mékkych tkani a tyto stavy mohou koncit v diisledku bakteriémie u rizikovych
skupin pacientli smrti (Bene§, 2009). Rizikovou skupinu tvofi dlouhodobé
hospitalizovani pacienti s naruSenym imunitnim systémem (IS). Sledované bakterie
jsou Casto sekundarné rezistentni na jednu ¢i celou fadu antimikrobialnich latek.
Mechanismy sekundarni rezistence jsou podminény geneticky a za jejich vznikem
je nejcastéji lidsky faktor (Hassan et Lincova, 2007).

Diplomova prace miiZe poskytnout cenné informace o vyskytu vyznamnych
oportunnich patogenli mezi chovateli a DM oproti nechovateliim a poukazat tak

na mozny vliv na zdravi.
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2 Teoreticka cast

2.1 Charakteristika kultiva¢né nenaro¢nych gramnegativnich
tyCinek

2.1.1 Gramnegativni nefermentujici ty¢inky

Nefermentujici bakterie jsou heterogenni skupina GNT bez schopnosti fermentovat
glukézu, nebot jsou striktné aerobni (Votava, 2003). Nékteré ji mohou Stépit
oxidativné svyuZitim 02 coby akceptora elektroni (Koukalova, 2005).
Dle schopnosti utilizace dalSich sacharidli lze nefermentujici tyCinky rozlisit
na sacharolytické a nesacharolytické. Jedna se o relativné $tihlé, rovné, nebo mirné
zakiivené nesporulujici tyc¢inky. Stars$i kultury mohou nabyvat tvaru kokobacili
¢i koki, které se paruji nebo tvori kratké retizky (Votava, 2003). Jsou kultivacné
nenarocné a dobfe rostou nejen na selektivnich ptidach s glukézou a laktézou
(Hajnova ptida, Mac Conkey agar), ale také na obohacenych ptidach jako krevni agar
(KA) pri 30 - 37 °C. VétSina rodli netvoii na plidach kolonie typického tvaruy,
vyjimkou jsou napt. Pseudomonas aeruginosa, Chryseobacterium meningosepticum
(Votava, 2003). U vétSiny byla prokazana cytochromoxidazova aktivita. Cytochrom-
c-oxidaza je posledni enzym dychaciho retézce (komplex V), ktery prenasi
elektrony z cytochromu c na 02, ktery ho redukuje na molekulu vody. Tento proces
je doprovazen tvorbou energie ve formé ATP a toxickych produktii Oz. Pomoci
cytochromoxidazového testu lze rozliSit bakterie pozitivni (OXI+), které vyuzivaji
cytochromoxidazu a bakterie negativni (OXI-), které vyuZivaji jiné cytochromy nebo
02 pro produkci energie nevyuZivaji viibec. (Stipek et al., 2000). Kolonie jsou hladké,
ploché, lesklé, mirné vypouklé, u nékterych mohou vriistat do kultivacniho média
(tzv. korodujici) ana KA jsou obklopené zoénou uplné hemolyzy. Vlastnosti
nefermentujicich G- tyCinek jsou zaznamenany v Tabulce 1. Pro urcité druhy
je typicka produkce pigmentl (Koukalova, 2005). Gramnegativni nefermentujici
tyCinky se casto vyskytuji v prostiedi chudém na Ziviny, jako jsou vylevky, voda,
rostliny, rostlinné zbytky a plida. Hlavnim indikatorem prostredi jejich vyskytu
je vlhkost. Maji pomérné pestrou biochemickou aktivitu, ktera napomaha jejich
identifikaci. Produkuji rizné enzymy typu protedz, lipaz, elastazy a prakticky

vSechny jsou katalaza pozitivni (Votava, 2003).
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Rada druhii téchto bakterii je oznafovana za pilivodce tzv. nozokomidlnich
(nemocni¢nich) ndkaz (Srdmova, 1995). Hojny vyskyt ve zdravotnickych zafizenich
je zapriCinén Castou odolnosti vii¢i béZzné dezinfekci (Votava, 2003) a rezistenci
na Fadu antimikrobialnich preparati, kterd je kédovana v plasmidech, takZe se Casto
pienadsi na dalsi bakterie. Nebezpeci hrozi u pacientli s narusenymi ochrannymi

bariérami a imunitni odpovédi (Votava, 2003).

Tabulka 1: Vlastnosti nefermentujicich G- ty¢inek rostoucich na KA

Primarni ATB rezistence
Rod Pohyb Oxidaza Hemolyza
Pseudomonas + + +/- Druhové specificka
Stenotrophomonas + - - Meropenem,
ureidopeniciliny
Acinetobacter - - +/- Druhové specificka
Burkholderia + + + Druhové specificka
Alcaligenes + + - Druhové specificka
- + - Kolistin

Bergeyella

Chryseobacterium + - - Polymyxin B
Shewanella +/- +/- +/- Druhové specificka
Achromobacter +/- + - Druhové specificka
Chryseomonas + - - Druhové specificka

Rod Pseudomonas

Bakterii izoloval z hnisu poprvé Gessard (1882) a podle zelenavé barvy ji nazval
Bacillus pyocyaneus, nazev Pseudomonas byl pouZivan od roku 1894 (Benes, 2009).
Rod zahrnuje vice neZ 200 druhf, z nichZ vétSina Zije saprofyticky v piidé, vodé
ave vlhkém prostredi (Greenwood et al., 1999). Pohyb umozZziuje polarni bicik.
Kromé béZné se vyskytujicich druh@i, zahrnuji pseudomonady i zastupce

vyvolavajici onemocnéni u lidi, zvirati rostlin (Bednar, 1996).

13



Klinicky nejvyznamnéj$Sim druhem je P. aeruginosa (Votava, 2003). Ploché
kolonie rostouci na béZnych plidach lze poznat podle ovocné sladké viiné
a typického zelenomodrého nebo Zlutozeleného =zbarveni. Produkovanymi
pigmenty jsou pyocyanin, Zelezo vazajici pyoveredin, Cerveny pyorubin a hnédy
pyomelanin (Obrazek 1). P. aeruginosa ziskava energii oxidaci glukdzy, je OXI+.
Na KA tvofi z6nu B-hemolyzy (Greenwood et al, 1999). Z ATB byva citliva
k aminoglykosidim, cefalosporintim III. a IV. generace, protipseudomonadovym
penicilinlm a karbapenemlim, avSak tato citlivost je uizolatl individualni
(Obrézek 2, 3, 4, 5). Multirezistence neni vzacnosti a predstavuje velkou hrozbu

v terapii (Bednar, 1996).

Obrazek 1: (A) P. aeruginosa na KA, (B) na MAC (Foto autor)
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Obrazek 2: ATB citlivost karbapenem rezistentniho kmene P. aeruginosa; 1. fada (Foto
autor)

Obrazek 3: Testovani citlivosti karbapenem rezistentntho kmene P. aeruginosa; 2. fada
(Foto autor)
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Obrazek 4: Testovani citlivosti dobre citlivého kmene P. aeuginosa (Foto autor)

Obrazek 5: Testovani citlivosti dobfte citlivého kmene P. aeruginosa (Foto autor)

Rod Stenotrophomonas

Zahrnuje OXI-, katalaza pozitivni, aerobni pohyblivé kratké tyCinky s polarnim
bi¢ikem (Votava, 2003). Prirozené se vyskytuji na mistech svazbou na rostliny,
ve vodé a v plidé. Pro rostliny maji dtleZitou roli v cyklech dusiku a siry, podporuji
rist a chrani pred napadenim patogeny. Z divodu degradace xenobiotik se ti¢astni
bioremediace (Ryan et al., 2009).

S. maltophilia je prvnim popsanym druhem v roce 1943 (Obrazek 6). Zptisobuje

infekéni onemocnéni lidi a zvirat. Uplatiiuje se jako nozokomidlni patogen
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rezistentni vii¢i vétSiné protipseudomondadovach antibiotik, naopak vétsina izolati

je citliva k fluorochinolontim a ko-trimoxazolu (Ryan et al,, 2009).

Obrazek 6: S. maltophilia na MacConkey agaru (Juliao, 2019)

Rod Burkholderia

Zastupci Ziji prevazné saprofyticky v ptidé, na rostlinach, ve vodé (Benes, 2009).
Bakterie jsou vybaveny bi¢ikem, ktery umoznuje pohyb, vyjimku tvofi nepohybliva
B. mallei, ktera se v naSich podminkach nevyskytuje. Klinicky nejvyznamné;j$im
druhem je B. cepacia, ktera byla popsana v roce 1949 Walterem Burkholderem jako

ptivodce onemocnéni u cibule (Obrazek 7). Tento nozokomialni patogen je znacné

rezistentni vii¢i dezinfekci i antibiotikiim (Votava, 2003).

Obrazek 7: B. cepacia na Burkholderia cepacia selective agaru (www.thermofisher.com,
2019)
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Rod Acinetobacter

Rod Acinetobacter (Obrazek 8) byl objeven holandskym mikrobiologem
Beijerinckem (1911). Zastupci maji vzhled kratkych nepohyblivych, C¢casto
opouzdienych tyCinek (Peleg et al, 2008). Bakterie je béZné rozsirena v prirodg,
zejména ve vodé, plidé a v potravindch, v nemocni¢nim prostredi je jednim

z nejcastéji izolovanych druhii z klinického materidlu (Bednar, 1996).

Obrazek 8: A. baumannii na KA (www.southampton.ac.uk, 2018)

Rod Alcaligenes

Klinicky nejvyznamnéj$im druhem je A. faecalis. Pro bezbarvé Kkolonie
je charakteristicky zapach pripominajici bortvKky ¢i zahnivajici ovoce (Obrazek 9).
Prirozené se vyskytuje ve vodé, piidé, na rostlinach a jinych organickych substratech
(Votava, 2003). Pohyblivé tycinky neprodukuji indol ani ureazu (Bednar, 1996).
Druh se uplatiiuje jako nozokomialni patogen. Jako u vétSiny je citlivostk ATB velice

variabilni a je nutné ji testovat u jednotlivych kmenti (Votava, 2003).
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Obrazek 9: A. faecalis na KA (www.vetbook.org, 2012)

Rod Bergeyella

B. zoohelcum ptivodné pattila do rodu Weksella. Byva ¢asto kultivovana ze sliznic
psti a kocek. U clovéka je izolovana z ran po pokousani, vzacné zlikvoru
pii meningitidé. Nepigmentované kolonie jsou celistvé, kruhové, polopriihledné,
lesklé, hladké a velmi lepivé, proto jsou obtiZné odstranitelné z pevnych médii
(Obrazek 10). Bakterie jsou nepohyblivé, vykazuji pozitivni test na oxidazu,
katalazu, indol a produkuji H2S. Kmeny dobfe rostou na KA bez zédny hemolyzy.

Je rezistentni ke kolistinu a citliva k penicilinu (Chen et al,, 2017).

Obrazek 10: Typické lepivé kolonie B. zoohelcum na KA (Walkowski, 2015)
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2.1.2 Gramnegativni fakultativné anaerobni tycinky (Enterobacteriaceae)
Jejich nejcastéjSim mistem vyskytu je GIT obratlovci, kde jsou soucasti prirozené
mikrofléry a prispivaji tak kjeho normalni ¢innosti (Votava, 2003). Nachazeji
seivpldé, na rostlindch a ve vodé jako kontaminant fekdlniho zneciSténi tzv.
koliformni bakterie (Benes, 2009). Jedna se predevsim o rody Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter, Serratia a Citrobacter (Baron et al, 1996). Tyto rody spoletné
s dal$imi zastupci, jako jsou Shigella, Yersinia, Proteus a Salmonella patfi mezi
klinicky nejvyznamnéjsi podminéné nozokomialni patogeny (Sramova, 1995).

Za priznivych podminek se rychle mnozi. Dobfe snaseji zmény teplot a do jisté
miry i vyschnuti, jsou producenty katalazy, ne vSak oxidazy (Votava, 2003). Jediny
OXI+ rod je Plesiomonas. Do Enterobacteriaceae byl prefazen z celedi Vibrionaceae
a je zastoupen jedinym druhem P. shigelloides (Janda et al., 2016).

Biochemicky jsou zna¢né aktivni, fermentuji gluk6zu, néktefi laktézu a nékteré
druhy mohou vytvaret plyny jako napt. H2S (Bene$, 2009). Ten vznika procesem
disimila¢ni redukce sulfatu, ktery je typicky pro tzv. sulfat reduk¢ni bakterie (SRB).
Ve strevé dochazi hnilobnym procesem k rozkladu potravy obsahujici sulfaty, ktery
je bakteriemi redukovan na H2S (Bernasconi et Brunner, 2005). Pfi metabolické
¢innosti nékterych druhli bakterii dochazi kprodukci indolu. Ten vznika
dekarboxylaci peptidii AMK tryptofanu za spolut¢asti enzymu tryptofanazy. Reakce
je podminéna nepfitomnosti glukdzy, nebot piisobi jako inhibitor (Di Martino et al,
2003). St&peni mocoviny na COz a NHz nastava u bakterii produkujici enzym ureéazu.
Jako zdroj uhliku miiZe slouZit misto cukru citrat sodny obsaZeny v diagnostické
ptidé zvané Simonsiv citrat (Edin-Liljegren et al., 1995). Kmeny se 1isi v produkci
enzymu ornithin dekarboxylazy (OCD), ktera katalyzuje dekarboxylaci z ornithinu
(produkt z cyklu mocoviny) na putrescin (Spano et al., 2010).

Pro identifikaci stfevnich bakterii se vyuZziva kratka rada biochemickych reakci,
pricemZ souhrn vysledkd je vZdy charakteristicky pro urcity rod ¢i druh (Tabulka 2)
(Bednar, 1996). Pro izolaci enterobakterii se pouZzivaji rutinné selektivné
diagnostické plidy jako je Endova, Deoxycholat-citrat a MacConkeyho (Kramar,
2007).
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Tabulka 2: Biochemické vlastnosti enterobakterii

Fermentace Produkce Simonnsiiv

Bakterialni ["yvoit6za | Laktéza Plynu HzS | Indol | Pohyb Citrat Urea | ODC
kmen
Proteus + - + + + + - + -
vulgaris
Proteus - - + + - + + + +
mirabilis
Proteus + - + - - + - + -
penneri
Morganella - - + - + + - + +
morganii
Providencia - - + - + + + + N
rettgerii
Escherichia + + + - + + - B ¥
coli
Klebsiella + + + - - - + + B
pneumoniae
Klebsiella + + + - + - + + +
oxytoca
Enterobacter + + + - - + + +/- +/-
sp.
Salmonella + - + + +/- + + - +
sp.
Serratia - - + - - + + +/- +
marcescens
Shigella sp. - - - - +/- _ - N +
Yersinia sp. - - - - - +/- - + +/-
Citrobacter + + + + - + + B +
freundii

Rod Proteus

Typickym znakem této skupiny organisml je plazivy riast kolonii na KA
tzv. Raussiiv fenomén (Obrazek 11). Tento zplisob rlistu umoZiiuje migraci
na pevném povrchu a pravdépodobné i kolonizaci organisml. Pohyb je umoZnén
pomoci nékolika bi¢ikli (Morgenstein et al, 2010). BéZné se vyskytuji v ptde,
na rostlinach, v odpadcich, v tlustém stievé a stolici lidi a zvirat (Juldk, 2015).
Produkuji ureazu, ktera $tépi mocovinu na NH3z a CO2, jejich aktivita je proto

doprovazena charakteristickym zapachem (Benes, 2009).
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Mezi klinicky nejvyznamnéjsi druhy patti jednak P. vulgaris a P. mirabilis, ktery
dekarboxyluje ornithin a netvoii indol (Votava, 2003). Zastupci jsou prirozené
rezistentni ke kolistinu diky sténovému lipidu obsahujici L-arabin6zu-4-amin

(Garrity et Lilburn, 2002). Nedavno objevenym druhem je P. penneri izolovany

z mo¢i, hnisu a stolice, ktery se od predchozich zastupcti lisi tim, Ze neprodukuje H2S

(Kishore, 2012).

Obrazek 11: Rausstv fenomén P. mirabilis na KA (Kamel, 2015)

Rod Escherichia

Vyznamnym modelovym organismem popsanym vroce 1885 rakouskym
lékarem Theodorem von Escherich je E. coli (Obrazek 12). Pohybliva tycinka Stépi
maltézu a laktézu za tvorby kyseliny i plynu, podili se na produkci nékterych
vitamint, piredevsim vit. K. Produkci kolicin{i, které jsou pro jiné bakterie toxické,
znemoZiluje vniknuti patogent, a proto se oznacuje za komenzala aZ mutualistu
stteva. Na Endové agaru vytvari charakteristické kolonie purpurové barvy
kovového lesku (Votava, 2003). Stirevni patotypy jsou rozdélovany do péti skupin.
Enterotoxicka E. coli (ETEC) produkuje dva toxiny, termolabilni (LT) a termostabilni
(ST). Vyskytuje se v oblasti tropii a subtroptli. Enteropatogenni (EPEC) neprodukuje
toxiny. V nasich podminkach se vyskytuje nékolik sérovart. Enteroinvazivni (EIEC)
napada erytrocyty v tlustém strevé, kde se neomezuje pouze na epitel, nybrz

pronika do sliznice, kde se pomnoZuje, naopak enteroadherentni (EAEC) do sliznice
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nepronika. Nejnebezpecnéjsi je enterohemoragicky patotyp (EHEC) produkujici
shiga like toxin - verotoxin (Bene$, 2009; Schindler, 2010).

Mezi lety 1969 - 1981 probéhla studie, ve které bylo objeveno 61 biochemicky
podobnych kmenf, které nespadaly do dosud popsanych druhti Enterobacteriaceae.
Jednim znich je E. vulneris. Bakterie je pohybliv4, OXI-, netvori indol, H2S,
nefermentuje laktézu ani maltézu a jako zdroj energie nevyuZziva citrat sodny.
Nejcastéji ji 1ze izolovat z otevienych ran. Bakterie je Casto rezistentni na mnoho
ATB, coZ naznacCuje nozokomialni charakter. SniZenou citlivost ma na penicilin,

klindamycin, karbenicilin a erythromycin (Brenner et al,, 1982).

Obrazek 12: E. coli na MacConkey agaru (Foto autor)

Rod Klebsiella

Bakterie rodu Klebsiella byla objevena vroce 1883 némeckym patologem
a mikrobiologem Carlem Friedlanderem, ktery ji izoloval z plic pacientii zemfielych
na respira¢ni onemocnéni. Tento jeho objev pomohl urcit ptivodce onemocnéni
zapalu plic, a to sice druh K. pneumoniae (Obrazek 13) (Austrian, 1985).

Klebsiely jsou kratS$i a silnéjsi tycinky v porovnani sE. coli, maji vyrazné
polysacharidové pouzdro a nejsou schopny pohybu, asto maji vyvinuty fimbrie.
Rostou rychle pri optimalni teploté 37 °C, prezivaji ve vysuSeném stavu i nékolik
mésicli, smrtelnym je pro né vlhké teplo kolem 55 °C. Proti vysychani a slune¢nimu
svétlu jsou chranény produkci pigmenti (Benes, 2009). Kolonie jsou napadné
Sedobilé a hlenovité. (Greenwood, et al., 1999).

K. oxytoca nedekarboxyluje ornithin, ale lysin ano (Sabullah et al, 2016).

0d K. pneumoniae se odliSuje pozitivni reakci na indol. Poprvé byla izolovana v roce
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1886 z kyselého mléka a pojmenovana Bacillus oxytocus perniciosus. Je nepohybliva,
opatfena polysacharidovym pouzdrem, které ji zabezpecCuje odolnost proti
obrannym mechanismm hostitele (Trivedi et al, 2015). Bakterie je oportunni
patogen produkujici dva cytotoxiny - tilivallin a tilimycin, které poSkozuji
intestinalni epitel. Jsou hlavnim faktorem virulence, ktery vede Kk progresi

hemoragické kolitidy souvisejici s ATB (Unterhauser et al., 2019).

Obrazek 13: K. pneumoniae na KA (Sharma et al., 2015)

Rod Enterobacter

Enterobaktery jsou svoji metabolickou aktivitou podobné klebsielam, rozdilem
je niz8i patogenita, pohyblivost a absence ureazy. Bézné se nachazeji v GIT, mohou
se vyskytovat i v ustni ¢asti hltanu a dychacich cestach (Bene$, 2009), ale také
ve vodé, ptidé, na rostlinném materidlu a potravinach. Uplatiiuji se také jako ptivodci
nozokomialnich nakaz (NN) (Vlkova et al., 2006). Fermentuji maltozu, laktozu,
produkuji HzS a vykazuji pozitivni test na OCD (Barry et Fay, 1972).

Nejcastéji se vyskytujicim druhem je E. aerogenes, ktery osidluje stfevo Clovéka
a zvirat, Casto se vyskytuje i v prirodé (Tancinova et al, 2017). DalSim druhem

je E. cloaceae a od néj pozdéji odliSeny druh E. sakazakii (Obrazek 14).
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Obrazek 14: E. sakazakii na trypton-s6jovém agaru (Hernandez, 2014)

Rod Salmonella

Bakterie byla objevena vroce 1885 americkym bakteriologem, patologem
a epidemiologem, profesorem Theodorem Smithem (Votava, 2003). Zastupci jsou
vétSinou pohyblivi diky peritrichdlnim bi¢ikiim. Faktory virulence jsou endotoxiny
a enterotoxiny. Salmonely jsou laktdza a OXI-, katalaza pozitivni. Jako zdroj energie
vétSina vyuziva citrat, produkuji H2S, dekarboxyluji lyzin, arginin a ornithin,
vyjimku tvofi napf. sérovar S. Thypi. Povrch téla kryji fimbrie adhezivniho typu,
které vyuZivaji pro uchyceni ve strevé. Idealni riistova teplota je 37 °C, bezpecné
jsou usmrceny nad 66 °C (Rosicky et Sixl, 1994). Metoda priikazu, stanoveni poctu
a sérotypizace rodu je presné stanoven normou CSN ENISO 6579-1 (560088)
platnou od kvétna 2020. Zahrnuje 4 po sobé jdouci kroky: pomnoZeni v neselektivni
tekuté ptidé (pufrovanad peptonova voda), pomnoZeni ve 2 tekutych selektivnich
ptidach (Rappaport Vassiliadis s6ja médium a Mueller-Kauffman tetrationat
novobiocin médium), vyockovani a konfirmaci. Vyockovani se provadi na dvé pevné
selektivni plidy - agar s lyzinem, deoxycholatem a xyl6zou (povinné) a kteroukoli
jinou selektivni plidu napf. Brilliant-green agar, CHROMagar nebo IRIS Salmonella
agar pro stanoveni nepohyblivych sérovarti (nonline.agentura-cas.cz, 2020).
Jsoucitlivé k ATB a dezinfekénim prostiredkiim, ale v posledni dobé roste podil
multirezistentnich kment jako je S. Thypimurum rezistentni k amplicilinu (svscr.cz,
2019).

Salmonely jsou hojné rozsifené bakterie, které maji Siroké spektrum hostiteld,
ale nalezneme je i ve vodé, kde mohou prezivat az 200 dni. Nachazi se bézné také

v GIT plazi, ptadkd, hmyzu, ¢lovéka a dalSich savcl (svscr.cz, 2019).

25


http://nonline.agentura-cas.cz
http://svscr.cz
http://svscr.cz

V soutasné dobéje rozliSovdno pfes 2500 riiznych sérotypl. VCR jsou
epidemiologicky nejvyznamnéjsi sérotypy S. Enteritidis (Obrazek 15),
S. Typhimurum a S. Infantis (Daniel et al, 2019) a soucasné jsou jedni z ptivodcl
onemocnéni ¢lovéka a zvitata (Park et al., 2009). Jsou oznacovany jako invazivni
sérovary a vsoucCasné dobé jim je pripisovan velky zdravotni vyznam. Jejich
rezervoarem jsou hospodarska zvirata, zejména pak drlbeZ Kontaminuji
predevSim potraviny, maso, vejce a jsou zdrojem infekce pro c¢lovéka. S. Infantis
je vmnoha zemich nové objevenym patogenem z diivodu Casté multirezistence

(Park et al., 2009; Mejia et al., 2020).

Obrazek 15: S. Enteritidis na KA (www.istockphoto.com, 2016)

Rod Serratia

Bakterie se prirozené vyskytuji v ptidé, vodé, na rostlinach a v GIT teplokrevnych
ZivocCicht. Jednou z diileZitych biochemickych vlastnosti seratii je syntéza lecitinazy.
Tento toxicky enzym Stépi lecitin za vzniku lyzolecitinu s hemolytickym uc¢inkem.
Tato aktivita byla popsana také u druhu P. vulgaris (Benes, 2009).

Typovym druhem je S. marcescens produkujici typicky cerveny pigment
prodigiosin (Obrazek 16). Ma imunosupresivni, antifungalni, antiviroticky ucinek
a antimalarické a antiproliferativni vlastnosti. Indukuje apoptézu v rakovinnych

burikach (Castro, 1967; Bhagwat et Padalia, 2020).
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Obrazek 16: S. marcescens na trypton-séjovém agaru (www.microbewiki.kenyon.eduy,

2013)

2.2 Identifikace GNT

Mac Conkey agar (MAC) je selektivné diagnostické médium, které diky plisoben{
krystalové violeti a Zlu¢ovych soli inhibuje rlist vétSiny G+ bakterii a podporuje riist
GNT, predevSim pak koliformnich bakterii. MAC slouZi pro rozliSeni laktdzu
fermentujicich (L+) a nefermentujicich (L-) bakterii. L- rostou v bezbarvych
koloniich (Salmonella, Proteus). Kolonie L+ jsou typicky riZové (E. coli,
Enterobacter) (Votava, 2003).

Bakterialni kolonie se nasledné izoluji a presnéji identifikuji pomoci pristroje
MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation - Time of Flight).
Metoda je zaloZena na stanoveni molekulové hmotnosti vzorku, ktery je ionizovan
laserem za pritomnosti matrice v kombinaci s detekci doby letu (Prusik et Stanék,
2020). Matrice zajistuje kontakt analyzované latky slaserem a diky pohlceni
laserového zareni nedochazi ke Stépeni molekul (Kadlcik et al., 2002). Nejcastéji
se vyuziva kyselina skoficova. Piiprava vzorkl spociva v preneseni casti kolonie
pomoci paratka na desticku a naslednému pridani matrice, ktera vyextrahuje
jednotlivé proteiny. Po zaschnuti se desti¢ka vloZzi do hmotnostniho spektrometru.
Smés je zasazena nanosekundovym pulzem laseru a dochazi kionizaci molekul
vzorku. Vzniklé ionty proleti trubici detektoru rychlosti imérnou jejich hmotnosti
a naboji. Sleduje se doba letu ¢astic pocinaje aplikaci laseru aZ po dopad na detek¢ni

desticku. Vysledkem celého postupu je hmotové spektrum specifické pro jednotlivé
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organismy. Na zavér se namérené spektrum srovnava s profily v referen¢ni databazi
a ur¢i se konkrétni druh. Velkou vyhodou této metody je rychlost, presnost

a vyuZitelnost pro Siroké spektrum mikroorganismi (Prusik et Stanék, 2020).

2.3 Prirozena mikrofléra nosni sliznice ¢lovéka

Mikrofléru ¢i mikrobiotu tvoii soubor vSech mikroorganismt, které prirozené
osidluji kiZi a sliznice makroorganismu. Kolonizace bakteriemi stimuluje IS (Votava,
2010). Mikrobiota je rozliSovana na rezidentni a transientni. Rezidentni osidluje
makroorganismus v mutualistickém nebo komenzalistickém vztahu a nezptlisobuje
onemocnéni v pfipadé premnoZeni. Transientni zahrnuje mikroorganismy, které
za urcitych podminek kolonizuji neprirozené i jiné lokality, kde mohou vyvolavat
patogenni procesy (Klaban, 2011).

Vnosni fléfe dominuje rod Corynebacterium, typickd bakterie lidské kiZe,
Staphylococcus, typicka pro nosni prostredi, Streptococcus, Dolosigranulum,
komenlazové, ale také plivodci onemocnéni, Peptoniphilus, Bacillus, Micrococcus,
Haemophilus a Neisseria (Koskinen et al., 2018).

Pritomny jsou také zastupci GNT vyskytujici se jako transientni mikrofldra:
Moraxella, Pseudomonas, Burkholderia, Acinetobacter astrevni tyCinky
Enterobacteriaceae: Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Serratia a Citrobacter
(Koskinen et al, 2018; Zhoul et al, 2020). Prirozeny vyskyt ma v nosni sliznici
S. malthophilia (Adegoke et Okoh, 2016).

2.4 Prirozena mikrofléra nosni sliznice domacich mazlicki

Nosni sliznice predstavuji vysoce aerobni prostredi, proto se na jejich kolonizaci
podileji zastupci tridy Bacilli z kmene Firmicutes a Proteobacteria. Mezi prirozenou
mikrofloru patii Aerococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus,
Lactococcus. GNT jsou zastoupeny rody Pasteurella, Acinetobacter, Moraxella,
Escherichia a Klebsiella (Papouskova et al., 2019). Z nosnich tekutin je také bézné
izolovana B. zoohelcum (Shukla et al., 2020)

V nosni dutiné se vyskytuji koliformni bakterie jako transientni mikrofléra, cozZ
lze spojovat s etologickym chovanim zvirat (Greene, 2006). Jedna
se o projevy olfaktorické (¢ichové) komunikace, jako je vzajemné ocichavani,
znackovani moci, vykaly a sekretem z pachovych Zlaz, pomoci které spolu

28



komunikuji (Mikulica, 1991). U kocek i psii jsou ¢asto izolovany E. coli, P. aeruginosa,
Proteus spp., Enterobacter spp., Bordetella bronchiseptica, Moraxella catarrhalis.
U psti se navic vyskytuje rod Alcaligenes, u kocky Klebsiella (Greene, 2006;
Tress et al., 2017).

2.5 Klinicky vyznam GNT

Zaznamenany byly oboustranné prenosy ze zvirat na ¢lovéka, frekvence se zvySuje
pii kaZdodennim kontaktu majiteld s DM i pfi profesnim styku. Dochazi-li
ke komunikaci mikrobiot, je vy$si pravdépodobnost i prenosu ziskanych rezistenci
na antimikrobialni latky. Komplikace predstavuji nozokomialni nakazy. Nemocni¢ni
(nozokomialni) nakazou se rozumi infekce, ktera vznikla v souvislosti
s hospitalizaci osob nebo pri zdravotnickém vykonu (Benes, 2009).

NN vznikd jako vysledek plisobeni mikroorganismu na pacienta oslabeného
jednak chorobou a jednak fadou terapeutickych a diagnostickych zakroki.
Jako ptivodci NN se z GNT uplatiiuji E. coli, K. pneumoniae, P. vulgaris, P. mirabilis
a P. aeruginosa. Jsou pri¢inou u 55 - 70% nozokomidlnich ndkaz na svété.
Komplikaci 1écby jsou jejich vlastnosti ziskané dlouhodobou kolonizaci a cirkulaci
ve zdravotnickych zarizenich. Patfi k nim zejména multirezistence na pouZzivané
antimikrobidlni latky, chemoterapeutika a dezinfek¢ni prostredky (Svoboda, 2008;
Sramova, 1995).

NejcastéjSimi zvifecimi nozokomialnimi patogeny jsou Escherichia, Salmonella,
Klebsiella, Pseudomonas a Serratia (Svoboda, 2008).

Faktory virulence nesou chromozomy nebo plasmidy, pomoci kterych se prenasi
na dalSi bakterie (Votava, 2001). Zahrnuji struktury na povrchu bakterialni bunky
(lipopolysacharidy, bi¢iky, pili) a latky produkované do prostredi. Cilem je poskodit
hostitelsky organismus, zménit imunitni reakci a ochranit mikroba pred likvidaci IS
a umoznit mu reprodukci a disperzi v hostiteli. Extracelularni produkty se déli
do nékolika skupin (Kayser et al.,, 2005):

e adhesiny - umozZznuji prichyceni na tkanich ¢i umélych povrsich

e invaziny - pomahaji priiniku do bunék makroorganismu

e agresiny - poSkozuji makroorganismus

e inpediny - méni imunitni odpovéd' hostitele
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P. aeruginosa zplsobuje infekce, které maji 1ékarsky vyznam. Jedna se o paty
nejcastéjsi patogen na svété, tireti v infekcich mocovych cest (IMC) a sedmy patogen
zodpovédny za sepsi (Lister et al, 2009). Komplikuje a kolonizuje popaleniny,
dekubity, bércové viedy a vytvari hnisavé kozni 1éze. V misté septické embolizace
do kiiZze se mohou vytvorit lokalni nekrézy oznacujici se ecthyma gangenosum
(Benes, 2009). Zptsobuje infekce dychaciho a mocového systému, zanéty rohovky
oka a stredousi. Respiracni infekce vyvolava Casto u pacienti s cystickou fibrézou.
Napada také kosterni soustavu clovéka, kde vyvolava zanéty kostni drené
(osteomyelitidy) a zanéty kloubl (artritidy). Zvlasté nebezpecné jsou
endokarditidy, meningitidy a celkové sepse. Vnemocnicich kolonizuje rtizné
roztoky, 1éciva, Cistici i dezinfek¢ni prostredky, pristroje pro rizenou plicni ventilaci,
narkotiza¢n{ aparaty a inhalatory (Sramova, 1995). Infekce u zvifat probihaji jako
ulidi. Casté jsou rozsahlé pyodermie a zanéty urogenitalniho tstroji (Svoboda,
2008).

V Brazilii bylo sledovano sdileni bakterie P. aeruginosa v domacnosti
manZelského paru. Pfedmétem zajmu byl multinarodni nozokomialni karbapenem
rezistentni kmen P. aeruginosa ST233.V roce 2016 byl pes manZelského paru prijat
na veterinarni kliniku pro tézka mukopurulentni otitis. Po kultivaci odebraného
vzorku byla jako ptivodce prokazana P. aeruginosa. Tato bakterie byla také ptitomna
v odebraném vzorku stolice, takzZe vysledky potvrdily kolonizaci majiteld i DM
(Fernandes et al., 2018).

Dal8i pripad vyskytu P. aeruginosa byl zaznamenan u pacienta s cystickou
fibr6zou a jeho kocky. Potvrzen byl prenos z ¢lovéka na zvite (Mohan et al., 2008).

S. maltophilia je uzndna WHO jako jeden z prednich organismi zplsobujici
nozokomialni infekce. Kolonizuje vlhké predméty jako saci zarizeni, endoskopy,
trubice  pouzivané pri  mechanické ventilaci a mocové  Kkatétry.
U imunokompromitovanych jedincli a u pacientli s cystickou fibrézou zplisobuje
primarné chronické respiratni onemocnéni, infekce ran, IMC, endokarditidy,
meningitidy, osteomyelitidy, artritidy, bakteriémie vedouci aZ k celkové sepsi.
Komplikace piredstavuje rezistence ke karbapenemiim a aminoglykosidiim a moZny
rozvoj rezistence v priibéhu lé¢by (Mojica et al., 2019)

Ve veterinarni mediciné neni bakterie dostate¢né prozkoumana a je oznacena

za kolonizatora a ne uznany patogen jako u lidi. Pouze nékolik studii se zabyva
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pritomnosti S. maltophilia u psiti a ko¢ek. Dlivodem je obtiZna identifikace v béZnych
laboratofich. Nejcastéji je pricinou IMC, pneumonii, dermatitid, otitis, cystitid
(Goméz-Beltran et al., 2020)

Francouzska studie zkoumala genetické a fylogenetické vztahy mezi patogennimi
druhy zvitat a lidi. Ziskalo se 61 vzorkli odpovédnych za infekce u zvirat (zejména
dychaci infekce u koni). Porovnanim s lidskymi ptivodci dychaciho onemocnéni byla
potvrzena shoda ve 2 pripadech. Zvifata mohou byt rezervoarem S. maltophilia
(Jayol et al., 2018).

Priznaky infekci B. cepacia zavisi na zdravotnim stavu pacientli. OhroZeni jsou
jedinci s cystickou fibrézou, u kterych se vyvijeji zavazné infekce dychacich cest
vedouci kposkozeni plic a umrti vdisledku bakteriémie (Sreif, 2018).
Ziidka se vyskytuje = endokarditida @~ u  pacienti = sndhradou  chlopné
a u intravenoéznich uZivatelt drog (Ki et al.,, 2011).

U psi se infekce projevuje dermatitidou, celulitidou, hlubokymi koZnimi
hnisajicimi 1ézemi, které mohou vést k sepsi. Majitelé DM by si méli byt védomi
moZného prenosu na ¢lovéka nebo jina zvitrata (Cain et al., 2018)

Klinicky vyznamnym druhem je A. baumannii (Dijkshoorn et al., 2007). V letech
2006 - 2007 probéhla studie na JIP v CR. Ze ziskanych 150 izolatti pat¥ilo 108 druhu
A. baumannii (Nemec et al., 2008). U pacientii napojenych na umélou plicni ventilaci
vyvolava infekce dychacich cest a pneumonie, kdy dochazi aZbakteriémii.
Sporadicky komplikuje mocové, ranné infekce a popaleniny. Kolonizuje veno6zni
a mocCové katétry, saci zarizeni, nemocnicni povrchy, pradlo a lékarské vybaveni
(Traub, 1990). Umrtnost na bakteriémie spojené s A. baumannii je velice vysoKa.
Uvadi se aZ 60 % u imunokompromitovanych pacientt (Blanchard et al,, 2014).

U psti je plivodcem prostatitid, mocovych infekci, gastroenteritid, pneumonii,
abscest, otitid i celkovych sepsi (Benes, 2009). Belmont et al. (2014) uvadéji psy
a kocky jako nosi¢e A. baumanni s prevalenci 6,5 % na francouzském ostrové
Réunion (Belmonte et al., 2014).

A. faecalis je obvykle pri¢innou téZce 1éCitelnych oportunnich infekci z diivodu
zvySené odolnosti vii¢i nékolika ATB. Organismus je izolovan z moci, krve, vytoku
z ran, stolice, mozkomi$niho moku a respiracniho sekretu. Je pri¢inou endokarditid,
cystitid, pyelonefritid, pneumonii, meningitid, IMC, infekci kiiZze a mékkych tkani,

peritonitid a zanétu stfedniho ucha. V nemocnicich kolonizuje hemodialyzacni
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zarizeni, intravenozni roztoky a respiratory (Huang 2020). Problematika
onemocnéni u pst a ko¢ek neni dostate¢né zdokumentovana, zdznamy o potvrzené
infekci DM nejsou dostupné.

Prenos ze psa na ¢lovéka byl potvrzen u 19mési¢niho chlapce po kousnuti psem.
Rozvinula se sekundarni celulitida, u které selhala ATB 1é¢ba, coz vedlo ke zhorseni
otoku, horecce a hospitalizaci. Kultivaci byl potvrzen A. faecalis. Literatura jiz uvadi
kolonizaci ran po kousnuti koc¢kou, nakaza od psa ale predtim prokazana nebyla
(Harkness et Chu, 2017).

B. zoohelcum je bakterie spojovana predevsim se zviraty. HlaSené pripady nakazy
jsou nejcastéji spojené s kousnutim zvifetem nebo dlouhodobym souZzitim. Pfiznaky
jsou typické - absces, celulitida, infekce kiiZe s naslednou bakteriémii. Uvadi se také
jako pri¢ina endokarditidy, meningitidy a pneumonie. Popsano je nékolik pripadi
po kousnuti kockou a psem. Presto je bakterie nedostatecné hlaSeny zoonoticky
patogen postihujici Clovéka. Zda je tato bakterie pro hostitele patogenni, neni
znamo. HlaSen je pouze jeden pripad respiratniho onemocnéni u kocky, kdy byla
bakterie izolovana z nekrotické plicni tkané (Shukla et al.,, 2020).

B. zoohelcum byla izolovana z rany muZe po kousnuti sibif'skym tygrem, u chlapce
s abscesem nohy po kousnuti psem a u Zeny s profesnim stykem se zviraty, kterou
kousla toulava kocka pri podavani 1ékt. Hlaseny jsou i dalsi pripady septikémie
a koZnich onemocnéni spojenych se souziti s kockami (Shukla et al.,, 2020).

Klinicky vyznamné druhy rodu Proteus zpiisobuji nozokomidlni pneumonie,
komplikuji ranné infekce, jako jsou dekubity a popaleniny, pfi kterych miZe
dochazet aZ k celkovému septickému stavu (Sramova, 1995). Proteus spp. vyvolava
prevazné rekurentni komplikované komunitni i nozokomialni infekce mocovych
cest vCetné urosepsi, casto spojenych s instrumentalnimi a katetriza¢nimi vykony
(Teplan, 2004). Dalsimi komplikacemi jsou peritonitida, cholecystitida
a unovorozencil priijmova onemocnéni (Sramovd, 1995). P. mirabilis je a% v 90%
pri¢innou vSech zanétl zptisobenych Proteus spp. P. vulgaris se predevsim uplatiiuje
jako pricina IMC, vzacné pak gastroenteritid (Drzewiecka, 2016). P. penneri
jeomezen na IMC a infekci ran, abscesy, prjmova onemocnéni a bakteriémie
(Engler et al., 1990)

P. mirabilis je u zvitat pricinou mocovych zanéti s ¢astou urolitidzou, mnohdy

je privodnim  pfiznakem  zména  pH moc¢i  plisobenim  bakterii.
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Mikroorganismus vyvolava infekce pohlavniho traktu: vaginitidy, metritidy u fen
a kocek, orchitidy, balanitidy, balanopostitidy ¢i prostatitidy u pst. V disledku
zlomenin a nasledné hospitalizaci miiZze dojit krozvoji posttraumatické
osteomyelitidy (Svoboda, 2001). Je izolovana také z hnisavych pustul a otitid
(Harvey, 2007). P. vulgaris a P. penneri neni u zvirat dostatetné monitorovan, uvadi
se onemocnéni v ramci rodu.

Vysledky studie zminulych let zaméfena na hodnoceni antimikrobialni
rezistence, virulence a pribuznosti bakterie P. mirabilis izolované pfi mocovych
infekci u pst, kocek a lidi potvrdily potencidlni roli spolecenskych zvirat a lidi jako
rezervoarl pri Siteni bakterie. Domdci zvirata a lidi jsou kolonizovani podobnymi
nebo stejnymi kmeny, coZ usnadnuje intercelularni komunikaci (Marques et al.,
2019).

Z hlediska humanni mediciny je nejvyznamnéjsi E. coli. Nékteré kmeny mohou
vyvolat onemocnéni také in situ, extraintestinalné je témér vzdy patogenni (Votava,
2003).

Kmeny ETEC a EAEC jsou plivodci tzv. cestovatelskych prijmt, vyskytuji
se prevazné v oblasti troptli a subtropt. EIEC a EPEC se projevuji stejnymi pfiznaky,
vodnatymi prijmy s hore¢natymi stavy s vomitem. Onemocnéni jsou problémem
rozvojovych zemi, ale bylo zachyceno i v CR. EHEC je charakterizovan krvavymi
prijmy. Nejvétsi komplikaci je rozvoj hemolyticko-uremického syndromu (HUS),
ktery je charakterizovan mikroangiopatii, hemolytickou anémii s naslednou
trombocytopenii a poSkozenim aZ selhanim ledvin. Kromé ledvin byva postiZen
mozek, tratnik a oci, patogenni procesy mohou probihat i jinde v organismu.
Onemocnéni postihuje nejcastéji kojence mezi 3. a 9. mésicem Zivota a naopak
seniory (Bene§, 2009).

Extraintestinalni uropatogenni kmeny (UPEC) plisobi aZ 90 % infekci IMC ustici
azZ v urosepsi (Bene§, 2009). Dale je pricinou cholecystitid, nozokomialnich
pneumonii, komplikuje ranné infekci a v kone¢nych piipadech miize zpilisobit
bakteriémii a smrt (Traub, 1990).

U zvirat se infekce projevuje také IMC, navic komplikovanymi infekcemi
pohlavniho ustroji (u fen a ko¢ek metritidy a mastitidy). Dale jsou ¢asté pneumonie,

endokarditidy, pyodermie a posttaumatické osteomyelitidy (Svoboda, 2001).
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Byly porovnavany izolaty E. coli v jedné sdilené i mezi riiznymi domacnostmi.
Pomoci analyz byla zjiSténa prevalence 4 % sdileni fekalni E. coli mezi psy a majiteli
v ramci jedné domacnosti. Mezi ¢leny kontrolni skupiny a psy nebyl nalezen Zadny
podobny izolat E. coli. Vysledky vypovidaji, Ze blizkost psi s majiteli ma vliv
na sdileni stejnych izolatd (Naziri et al., 2016).

Obdobna studie z roku 2008 dospéla ke stejnému zavéru. Celkem bylo pouzito
61 vzorkl ze zdravych parti majitelti a psii a 30 zdravych kontrolnich lidi. Ke sdileni
vramci stejné domacnosti doSlo s prevalenci 9,8 %, napri¢ odliSnych domacnosti
pouze 0,3 % (Stenske et al., 2009).

Pfi odbéru 103 vzorkil od 20 pari (20 majiteld, 16 psti a 4 ko¢ky) byla nalezena
spole¢na antimikrobidlni rezistence u 4 druht, z toho jeden byl E. coli (Wipler et al.,
2017).

K. pneumoniae je jednim z nejcastéjSich nozokomidlnich patogenti na svété
(Wyres et al, 2020). Jeji faktory patogenity nejsou dostatetné prozkoumany.
Klebsiella je obalena lipopolysacharidovym pouzdrem, které ji chrani pred
fagocytdzou a soucasné také sniZuje adhezi k epitelialnim bunikkam (Benes, 2009).
U pacientt je pri¢inou nozokomidlni pneumonie, rannych infekci, IMC, které mohou
vést aZ k celkové sepsi organismu. Mimo nemocni¢ni prostiedi zplisobuje rtizna
komunitni onemocnéni zdravych jedincii. Vyvolava akutni zanéty vSech nitroo¢nich
tkani a struktur, které se projevuji bolestmi, poruchami zraku a dalSimi
komplikacemi, které mohou i pres intenzivni 1é¢bu vést k oslepnuti. Pozorovan byl
vyskyt sérotypli, které zplisobuji pyogenni jaterni abscesy u alkoholikd,
a meningitidy (Wyres et al.,, 2020).

U psii a kocek vyvolava K. pneumoniae infekce mocovych a pohlavnich cest, u fen
a kocek dochazi aZ k metritidé, u psti a kocourt k prostatitidé. PostiZené jsou také
dychaci cesty (Svoboda, 2001).

Vletech 2018 - 2019 probéhla na univerzité v Tennessee studie, zabyvajici se
sdilenim bakterie K. pneumoniae mezi zdravymi lidmi a zviraty Zijicimi v jedné
domacnosti. Bylo odebrano 50 vzorki stolice, z toho 24 lidi, 18 psti a 8 kocek
z 18 domacnosti. Kolonizace byla potvrzena u 7 psi, ale u Zadné zkocek
se neprokazala. Ve dvou rtznych domécnostech byla prokazana bakterie u vice

¢lenti rodiny. V dalS$i domécnosti dva kolonizovani psi sdileli bakterii kazdy s jednim
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z partnerl. Prvni pes mél totoZnou bakterii jako muz a druhy pes sdilel bakterii
se Zzenou (Marques et al,, 2019).

Tti klinicky vyznamné druhy z rodu Enterobacter jsou E. aerogenes, E. cloaceae
a E. sakazakii, které jsou oznacovany jako oportunni patogeny ¢lovéka s moZnym
rozvojem multirezistence (Soucek, 2011). Izoluji se ze vzorkil respiracniho,
mocového, krevniho systému nebo GIT (Langley et al, 2001). VSechny druhy
obsahuji vbunéc¢né sténé endotoxin a jsou vybaveny fimbriemi nebo jinymi
adheziny. Pro E. aerogenes je také typicka produkce aerobaktinu, coZ je bakterialni
siderofor (latka umoZnujici vazat Zelezo z prostiredi s jeho nedostatkem jako jsou
mocové cesty). DalSim faktorem virulence je pouzdro, které, pokud je pritomno,
zabranuje fagocytoze (Soucek, 2011).

Jmenované druhy jsou pri¢inou endokarditidy, osteomyelitidy, infekce kiize
a mékkych tkani. Napadaji DCD, kde jsou plivodci pneumonii. Nelé¢ené nebo
nedostate¢né 1é¢ené infekce mohou koncit fatalné, pricinou je rozvoj bakteriémie
a celkové sepse. E. cloaceae a E. saakzakii jsou opakované oznacovany jako
nozokomidlni patogeny novorozencti (Davin-Reglie et Pagés, 2015).

Infekce u psti a kocek jsou klinicky podobné lidskym. Pri IMC je zastoupeni
Enterobacter spp. v nejmenSim procentualnim podilu zveSkerych infekci GNT.
E. cloaceae je ¢astou pricinou bakterialni prostatitidy pst (Svoboda, 2001).

Ve Francii probihala studie, jejimZ cilem bylo zachytit ze zvirat E. cloacae
produkujici rozsifené spektrum {-laktamaz (ESBL) a porovnat jeho klonalni
charakter sizolaty od lidi. Bylo shroméazdéno 635 Kklinickych vzorkl od koni, pst
a kocek. Difuzni diskovou metodou bylo stanoveno 36 izolati rezistentnich
na ceftiofur (14 komskych, 11 psich a 11 kocic¢ich) a vSechny produkovaly ESBL.
Nejbéznéjsi lidsky izolat byl zastoupen u 16 zvirat (Keck et al,, 2016).

Casto subklinicky je priib&h salmonelézy u psti a kotek. Propuknuti klinické
formy se projevuje predevsim enterokolitidou a je podminéno zdravotni indispozici
zvirete. Zakutni enterokolitidy se miiZe rozvinout septikémie provazena
systémovym onemocnénim. Infekce se lokalizuje v plicich, ledvinach, jatrech,
meningach, sleziné, srdci, kloubech a déloze. Poté onemocnéni probiha jako
pneumonie, pyelonefritida, nekrotizujici hepatitida nebo dochazi k potratiim.
U zdravych psii a kotek se zvykalfi salmonely izoluji jen ziidka. Sifeni je ‘asté

v preplnénych chovnych zarizeni, vutulcich i u hospitalizovanych zvirat.
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V téchto mistech se salmonely snadno prenas$eji prostrednictvim spole¢nych misek
s krmivem, vodou a povrchy predmétli, které mohou byt ¢asto kontaminovany
vykaly jako napft. hracky, pelechy a podlahy kotctli (Svoboda, 2001).

Vyskyt salmoneldzy u lidi je spojen predevsim s konzumaci nedostatec¢né tepelné
upravenych potravin Zivocisného ptivodu. Krajska veterinarni sprava (KVS) proto
kazdoro¢né kontroluje chovy hospodarskych zvirat. Posledni dostupna data

ze stranek KVS jsou z roku 2019 (Tabulka 3).

Tabulka 3: Monitoring vyskytu Salmonella spp. v chovech v roce 2019 (www.svscr.cz,
2019)

Pocet Pocet Pocet Procentualni
odebranych pozitivnich pozitivnich zastoupeni
Druh zvirete vzorki porazkovych nalezi pozitivnich
SarZzi Salmonella nalezii
spp.

Skot 2882 10 18 0,35
Prasata 4787 11 15 0,31
Brojler 1071 37 89 8,31
Kriita 340 4 5 1,47

Do potravin se salmonely dostavaji nej¢astéji druhotnou kontaminaci z prostiedi
se Spatnymi hygienickymi podminkami a nevhodnym uchovavanim a prepravou
(Votava, 2003).

Clovék se od zvifete nakazi pfi krmeni, odetfovani nebo vy$etfovani v pripadé
veterinarnich 1ékaiti. Nakaza se nejcastéji prenese zneciStényma rukama do ust
nebo pronikne nosni sliznici ¢i ranou na kiZzi. Kocky vylucuji salmonely také
sekretem. DlleZitou podminkou pro zamezeni pifenosu na ¢lovéka je dodrZovani
hygienickych navyki a kontroly zdravotniho stavu zvitete (Svoboda, 2001).

Klinicky vyznamna S. mascescens zplsobuje Fadu onemocnéni u jedinci
s poruchou IS. Drive byla povazovana za pouhy kontaminant ve zdravotnickych
zarizenich, ale pozdéji byl prokazan jeji klinicky vyznam. Izolované kmeny
se vyznacuji vysokou rezistenci k celé fadé ATB i dezinfekénim prostiedkiim, coZ

komplikuje zabranéni $iFeni (Sramova, 1995).
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S. marcescens je pricinou rady infek¢nich onemocnéni jako je nozokomialni
pneumonie, meningitida, endokarditida, osteomyelitida, artritida, endoftalmitida.
Zptsobuje také IMC aZ celkovou sepsi organismu z diivodu bakteriémie (Benes,
2009).

U psti a kocek zplisobuje kromé IMC i onemocnéni dychacich cest a kiiZe. Studie
ve francouzské veterindrni nemocnici potvrdila Sifeni rezistentni bakterie
S. marcescens u hospitalizovanych psii a koc¢ek (Keck et al.,, 2020).

Spojitost a moznost pfenosu mezi lidmi a zvifaty potvrzuje screening bakterie
u antarktickych tu¢nakl na tizemi poloostrova Graham Land a souostrovi Wilhelm.
Byly odebrany vzorky vykali z hnizdist tuciidka krouzkového (Pygoscelis adeliae)
a tucnaka osliho (Pygoscelis papua), ktera se nachazeji pobliZ ukrajinské stanice
Vernasky. Drive se predpokladalo, Ze jsou druhy bezpecné izolovany od stanice, ale
tato studie dokazala, Ze tu¢naci nesou lidsky kmen, ktery u nich nebyl drive sledovan

(Mykhailenko et al.,, 2020).

2.6 Terapie infekci vyvolanych GNT
K terapii infek¢nich onemocnéni se pouZivaji ATB, kterd maji piirodni ptlivod,
a chemoterapeutika (CHMP) pripravena synteticky. (Votava, 2003).

Kurc¢eni vhodného terapeutika je primarné dllezité zjiSténi citlivosti
izolovaného kmene pomoci difuzni diskové metody s naslednym zjiSténim
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Rezistenci 1ze predpokladat u ptivodcti NN
nebo komunitnich infekci, kdy je 1é¢ba komplikovana produkci (3-laktamaz (BL),
jejichZ inhibice spociva v kombinaci ATB s inhibitory B-laktamaz (IBL) (Votava,
2003).

Kyselina klavulanova (CLA) byla izolovana poprvé zbakterie Streptomyces
clavuligerus. Hlavnim uc¢inkem CLA je inaktivace BL vazbou na serinové zbytky.
BL plisobi na peniciliny, méné na cefalosporiny. Sulbactam je strukturalné podobny
CLA. Jako jediny ze soucasnych inhibitorti ma klinicky vyznamnou antibakterialn{
aktivitu na nékteré druhy rodu Acinetobacter. Tazobactam je derivatem kyseliny
penicilanové a ma vysoky ucinek na mnohé Sirokospektralni plasmidicky vazané BL.
Jednim znové vyuZivanych ATB je avibactam kombinovany s ceftazidimem

vyuzivany na K. pneumoniae (Hassan et Lincova, 2007).
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CLA se kombinuje samoxicilinem (co-amoxicilin) nebo ticarcilinem (co-
ticarcilin), sulbactam s ampicilinem (co-ampicilin /sultamicin) nebo cefoperazonem
(sulperazon) a tazobactam s piperacilinem (co-piperacilin). Co-amoxicilin pilisob{
na enterobakterie rezistentni na amoxicilin pti 1é¢bé infekci mékkych tkani, kiize
a kosti. Co-ticarcilin je u¢inny na druhy E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis
a P. vulgaris. Co-piperacilin ma mimoradné Siroky ucinek na aerobni i anaerobni
gramnegativni bakterie, které zptlisobuji stiedné tézké a tézké polymikrobialn{
systémové a organové infekce v nemocnicich (Hassan et Lincova, 2007).

K 1é¢tbé pseudomonadovych infekci se vyuZivaji protipseudomonadové
aminoglykosidy (netilmicin, amikacin) a u IMC fluorchinolony (ciprofloxacin,
levofloxacin). Dale lze vybirat z protipseudomonadovych penicilinii (napf. co-
piperacilin), cefalosporini III. (ceftazidim) a IV. generace (cefepim) a karbapenemii
(imipenem, meropenem), které se vyuZivaji u multirezistentnich kmeni (Votava,
2003).

Podle studii je u¢innym léc¢ivem S. maltophilia trimethoprim-sulfamethoxazol,
ktery ma jako jediny nejlépe dokumentovany klinicky ucinek. Komplikaci
predstavuje vyvoj rezistence. Lze pouzit nékteré chinolony (levofloxacin,
gatifloxacin, moxifloxacin a Kklinifloxacin), tigecyklin, polymyxiny (kolistin
a polymyxin-B) a rifampicin (Al-Jasser, 2006).

Dosud nejaktivnéj§Si ATB terapeutiky B. cepacia je trimethoprim-
sulfamethoxazol, meropenem, doripenem, doxycyklin, minocyklin a ceftazidim
(Sreif, 2018).

V terapii infekci zplisobenych acinetobaktery se pouzivaji také v pripadé
multirezistentnich kmen@ karbapenemy, aminoglykosidy (amikacin, isepamycin)
a nékdy fluorované chinolony. Na non ESBL kmeny lze pouZit cefalosporiny III. a IV.
generace (Votava, 2003).

NejlepSi mira citlivosti na A. faecalis je u tii antibiotik - meropenem, imipenem,
ceftazidim. Méné neZ 50% uspésnost v 1é¢bé ma ciprofloxacin a piperacilin (Huang,
2020).

B. zoohelcum Cita omezené mnozstvi studif ke stanoveni ATB citlivosti. UZivaji se
B-laktamy, makrolidy a tetracykliny, gatifloxacin. Nejsou ale stanoveny prijatelné

normy pro testovani citlivosti na ATB ani hrani¢ni normy (Shukla et al,, 2020).
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P. mirabilis je primarné rezistentni k furantoiniim, a proto byva lécen
cefalosporiny. Naopak tomu je u P. vulgaris, ktery ma primarni rezistenci
k cefalosporintim L. a II. generace a citlivost k nitrofurantoinu (Votava, 2003).

E. coli je tispésné lé¢ena pomoci cefalosporini I. a II. generace, co-amoxicilinu,
fluorovanych chinolonti a kotrimoxazolu. P¥i IMC se uplatiiuji chinolony
(kys. oxolinova) a nitrofurantoin (Votava, 2003).

Zastupci rodu Klebsiella jsou primarné rezistentni pouze k ampicilinu, reaguji
nalécbu cefalosporiny, chinolony, kotrimaxozolem, pripadné tetracykliny.
Nozokomidlni kmeny produkujici ESBL jsou citlivé pouze ke karbapenemtm,
cefalosporinlim IV. generace, méné pak kaminoglykosidlim, nitrofurantoinu
a kolistinu (Votava, 2003).

Enterobacter je rezistentni na fadu antibiotik napf. zahrnuje
cefalosporiny I. a II. generace a aZ na vyjimky také ampicilin a amoxicilin (Votava,
2003). K 1é¢bé se pouZzivaji karbapenemy, gentamicin, ciprofloxacin (Juldk, 2015).

Gastroenteritické salmoneldzy mivaji priznivy priibéh, ktery netrva déle nez
tyden, proto vétSinou lé¢ba probiha ve formé hydratace a podavani probiotik.
Pfi salmoneldze se pristupuje k ATB terapii pouze pri extraintestinalnich
komplikacich. ATB lé¢ba miiZe zkratit dobu trvani klinickych ptiznakd, ale prodlouZi
dobu vylu¢ovani salmonel aZ o nékolik mésici (svscr.cz, 2020).

Lécba infekci zplisobenych S. marcescens je obtizna vzhledem kjeji primarni
rezistenci na peniciliny a cefalosporiny I. a II. generace. U této bakterie je vhodné
zjistit ATB citlivost nebo pouZit kombinaci vice druhi. V pripadé izolace tohoto
druhu je nezbytné prijmout preventivni hygienickd opatfeni, aby nedoSlo

k nozokomialnimu $itfeni (Hrabak et al., 2009a).

2.7 Rezistence GNT

Rezistence je schopnost prezivani bakteridlnich bunék navzdory plisobeni prislusné
antimikrobidlni latky. Rezistence je bud primarni, kdy se jedna o prirozenou
odolnost mikroorganismu k ATB, anebo sekundarné ziskana prostiednictvim
riznych faktort (Jedlickova, 2004).

Pri¢inou primarni rezistence mliZze byt zména permeability bakterialni stény, kdy
dochazi ke znemoZnéni priniku lé¢iva do buiiky k cilovému mistu ptisobeni. Casto

spojované s gramnegativnimi  ty¢inkami  jsou enzymy = [-laktamazy
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a karbapenemazy vyvolavajici necitlivost k vétSiné (-laktamovych ATB. Mezi dalsi
priCiny patfi zména struktury cilového mista a jeho schopnost vylucovat ATB
z buniky a modifikace bakterialniho metabolismu (Jedlickova, 2004; Votava, 2003).
Cilova struktura pro ATB plisobeni také miiZe zcela chybét (mykoplasmata nemaji
bunécnou sténu) (Medkova et TorSova, 2001).
populace se stava béhem 1é¢by k preparatu odolna. Vznika nejcastéji pri dlouhodobé
1é¢bé, nevhodné zvolené profylaxi (Lochmann, 1990), nepravidelném uZivani
anadmérném nebo zbytetném pozivani (Jedlickova, 2004). ATB jsou nejcastéji
predepisované 1éky a aZ v 50% k tomu vede urceni nespravné diagnézy. BohuZel
neni ani sporadické predepsani 1éc¢iva pfi virovych nakazach (Votava, 2003).
Problematika nozokomidlnich bakteridlnich kmeni spociva vjejich casté
multirezistenci aZ panrezistenci. Multirezistenci se rozumi necitlivost vii¢i vice
antimikrobidlnim lé¢iviim a pfi panrezistenci dochazi k absolutni ztraté vnimavosti
ke vSem ATB (Hrabak et al.,, 2010). Genetickou podminkou vzniku je bud mutace
nebo preneseni genu pro rezistenci pomoci plasmidu nebo transpozénu.
V nemocni¢nim prostredi se takto snadno prenasi na dalSi bakterie, a tedy i pacienty
(Votava, 2010). Dilsledkem rozsifeni dochazi k prodlouZeni 1é¢by, komplikacim
azvySeni ndakladi na zdravotni péc¢i. Vmnoha zemich dochazi k Siteni
multirezistentnich Enterobacteriaceae a zastupcli nefermentujicich tycinek,
P. aeruginosa a A. baumannii (Hrabék et al,, 2010). Cast4 je jejich rezistence vii&i p-
laktamovym ATB zplisobena BL a karbapenemazami (KP). Jedna se ESBL a BL typu
AmpC (Hrabak et al., 2009).

2.7.1 Karbapenemazy
KP zptisobuji hydrolyzu karbapenem. Mezi nejrozsirenéjsi typy patii enzymy KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase) u enterobakterii a metalo-f-laktamazy
(napft. VIM, NDM-1) u enterobakterii i pseudomonad (Hrabak et al,, 2010).

KP byly objeveny v USA v roce 1996, odkud se rozsitily do Izraele, Recka, Italie
a cestovanim se $iif do dalSich zemi (Hrabak et al., 2014). Jejich substratova specifita
zahrnuje vSechna (-laktamova ATB (peniciliny, cefalosporiny I. - IV. generace,
aztreonam a karbapenemy). Tento ucinek je slabé inhibovan CLA, coz je v klinické

praxi nevyuZzitelné (Hrabak et al,, 2010).
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Geny rezistence blaw.jsou lokalizovany na transpozénu Tn4401, pomoci kterého
se piedavaji na dalsi buiiky. V CR byl prvni KPC pozitivni izolat K. pneumoniae
zaznamenan u pacienta vseveromoravské nemocnici vroce 2009 a naleZel

k mezinarodné sificimu se klonu ST258 (Hrabak et al,, 2010).

2.7.2 Metalo-B-laktamazy

Prvni metalo-f-laktamaza (MBL) byla objevena u bakterie P. aeruginosa v Japonsku
vroce 1990. Nejcastéji se nachazi u pseudomonad a acinetobaktert, ale vyskytuje
se také u enterobakterii. Popsanymi MBL u enterobakterii a pseudomonad je typ
Verona imipenemase (VIM) a New Delhi metalo-f3-lactamase (NDM-1) kédovan
genem blanpm-1. Poprvé byl NDM-1 popsan roku 2007 u K. pneumoniae u pacienta
po chirurgickém zakroku v Novém Dilli (Hrabak et al., 2010). Producenti MBL jsou
rezistentni ke viem B-laktamovym ATB kromé aztreonamu, ktery neni pro CR

dostupnym léc¢ivem (Hrabak et al.,, 2009).

2.7.3 ESBL

Bakterie produkujici ESBL (Tabulka 4) hydrolyzuji peniciliny, cefalosporiny vSech
generaci kromé cefamycinu a monobaktami. Nejcastéji jsou produkovany druhy
E. coli a K. pneumoniae, ale byly popsany také u dalSich GNT (Torok et al., 2009).
Komplikaci je fakt, Ze rezistence k [3-laktamovym ATB podminénda produkci ESBL
je Casto spojena s dal$i rezistenci (napf. k fluorchinolonim, aminoglykosidiim,

tetracyklinlim a kotrimoxazolu) (Schwaber et al., 2005).

Tabulka 4: Typy ESBL

Nazev Hydrolyzuje Produkce
TEM BL peniciliny, E. coli, K. pneumoniae, + dal8i koliformni
(TEM-1) cefalosporiny bakterie
SHV BL K. pneumoniae
(SHV-1) -
CTX-M BL Cefotaxim S. enterica, E. coli
OXA BL Oxacilin P. aeruginosa, + dalsi G- tyCinky

41



2.7.4 Ampc p-laktamazy

Jsou to chromozomalni BL a nejsou inhibovany CLA. Prvnim bakterialnim enzymem
hydrolyzujicim (-laktamovy kruh penicilinu, byla AmpC BL, nebo také
cefalosporinaza, izolovana z E. coli v roce 1940. Spektrum hydrolyzy maji podobné
jako ESBL, ptlisobi na peniciliny, cefalosporiny III. generace a monobaktamy.
Nejcastéji jsou produkovany kmeny koliformnich tyCinek ESCAPPM
(Enterobacter spp., Serratia spp. Citrobacter freundii, Acinetobacter spp.,

Proteus vulgaris, Providencia spp., Morganella morganii) (Jacoby, 2009).
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3 Cile prace
1. Prevalence extraintestindlniho vyskytu GNT s prokazanou zoopatogenitou u tff

skupin tcastniki studie.

2. Pritkaz moZné souvislosti vyskytu GNT v nasalni sliznici u ¢lovéka s vyskytem

GNT v nasalni sliznici u DM.

3. Vliv ptedchozi ATB terapie na extraintestindlni vyskyt GNT na nosni sliznici

¢lovéka.
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4 Experimentalni cast

4.1 Metodika
4.1.1 Materialy
Transportni média

- Amiesovo transportni médium; MEDIPOS P + P, s.r.o.; Ceska republika

Kultiva¢ni média

- MacConkey agar (MCA); Lab Media Servis s.r.o. (LMS); Ceska republika
- Krevni agar s 5 % berani krve (KA); LMS s.r.o.; Ceské republika

- Hueller-Hitonové agar (MHA); LMS s.r.o.; Ceska republika

Standardni vybaveni laboratore
- kahan

- bakterialni kovové klicky

4.1.2 Pristrojova technika

- Termostat (Memmert, Némecko)

MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation - Time of Flight,
Bruker Daltonics GmbH, Némecko)
Mikroskop (Olympus BX 50, Japonsko)

Lednice (Liebherr Profi line, Nemécko)

4.1.3 Pouzité programy

- MSWord

- MS Excel

- NCSS statisticky software

4.1.4 Odbér vzorki
Odbér vzorkl probihal v obdobi od cervence 2018 do fijna 2020. Celkem bylo
odebrano 132 vzorkilli z nasalni sliznice dobrovolnikii a DM pomoci odbérovych

ty¢inek s transportnim médiem. Jednalo se o vzorky souboru nechovatelt (NM),
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ktefi nesdili s Zddnym DM domdacnost nejméné rok, souboru majiteldi zvirat (M),
jejich DM a souboru praktikujicich veterinarnich 1ékart (VL).

Pro zachovani anonymity testované osoby byly zkumavky popsany zkratkou
vy$etfované skupiny a ¢islem. Utastnici experimentalni ¢asti vyplnili pod timto

¢islem dotaznik s informovanym souhlasem pro zatrazeni do studie.

4.1.5 Dotaznik
Dotaznik poskytoval rozsifené informace o dobrovolnikovi. Sestaval ze dvou ¢asti.
Prvni ¢ast se zaméruje na informace o majiteli - pohlavi, profesiondalni styk
se zviraty, jak dlouho Zije s DM ve spoletné domacnosti, jaka je charakteristika
kontaktu, zda bral v poslednich 12mésicich ATB, pripadné jaka, zda je v domacnosti
vice zvirat.
Druha ¢ast zjiStuje udaje o chovaném zvireti, pokud je dobrovolnik vlastni - druh,
rasa, vék, ptivod, styk s ostatnimi zvitraty, kde je zvife chovano a ¢im je krmeno, zda

bylo 1éceno v poslednich mésicich ATB a jakou u¢innou latkou (Tabulka 5).

Tabulka 5: Dotaznik
A. MAJITEL

1. Pohlavi:

Zena / Muz

2. Zijete s vy$etifovanym zvifetem?

Ano (M) / Ne (NM) / Veterinarni 1ékar (VL)

3. Jak dlouho sdilite domacnost s testovanym zviietem?
4. Jste majitelem vySetifovaného zvirete?

Ano / Ne

5. Kontakt se zvifetem - zakrouzkujte v§echny moZnosti:
a) spani ve spolecné posteli

b) gaug, kreslo

c) Casté mazleni, chovani v naruci apod.

d) olizovani rukou, obliCeje

e) kousky jidla na vidlicce apod., spole¢ny jogurt na 1Zi¢ce
f) dalsi (prosim uved'te):

6. Chovate vice zvitat v domécnosti?

Ano / Ne

Pokud ano, uved'te, prosim, druh a mnoZstvi:

7. UZival/a jste v poslednich 12meésicich antibiotika?
Ano / Ne

8. Jaka?

B. ZVIRE

1. Koc¢ka / Pes
2. Rasa:

3. Vék:

45



4. Pohlavi:

5. Plivod zvirete:

a) chovna stanice

b) bez PP

c) atulek

d) jiné (prosim, uved'te):

6. Cim je zvife krmeno?

a) syrova strava

b) varena strava

c) granule

d) kombinace vySe uvedeného

e) jiné (prosim, uved'te):

f) oblibené pochoutky zvitete:

g) konzumuje venku travu apod.?

7. Zvite je chovano:

a) trvale v domacnosti - neopousti ji

b) v domacnosti - mimo pravidelné vychazky
c) vali se rado v trave?

d) venku, v chladném pocasi v doméacnosti

e) trvale venku

f) jiné (prosim, uved'te):

8. Je vySetiované zvire v kontaktu s jinymi zviraty?
Ano / Ne

9. Antibioticka terapie v poslednich 12mésicich:

4.1.6 Kultivace a identifikace vzorki

Odbéry byly do 12h dopraveny na Ustav klinické mikrobiologie Lékatské fakulty

Univerzity Karlovy ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové, kde probihala kultivace

a identifikace bakterii. Kultivace probihala kiiZovym roztérem na MAC agar.

Naockované plidy byly inkubovany pii 30°C po dobu 48h v termostatu.

P¥i pozitivnim rlistu byly kolonie izolovany na KA a po dalSich 48 h identifikovany

kultiva¢né diagnostickymi metodami s konfirmaci pristrojem MALDI TOF.

4.1.7 Testovani citlivosti

Pro stanoveni citlivosti mikroorganism@ na ATB byl pouZzit Mueller-Hinton agar

(MHA). Nejprve byla vytvorena bakterialni suspenze ve sterilnim fyziologickém

roztoku o zékalu 0,5 dle McFarlanda a rozlita na povrch MHA. Do 15 min se nakladly

prislusné ATB disky dle doporuceni EUCAST pro GNT. Takto naockované plotny

se inkubovaly 18 - 24 h v termostatu pri teploté 37 °C. Po inkubaci byly odecteny

citlivosti kmenti dle $ifky inhibi¢nich z6n kolem ATB diski.
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4.1.8 Hypotézy

Hypotéza 1

HO: Vyskyt GNT v lidské populaci nema souvislost s kazdodennim kontaktem
s domacimi mazli¢ky.

H1: U lidské populace s kazdodennim kontaktem s domacimi mazli¢ky existuje vySsi

vyskyt GNT.

Hypotéza 2

HO: Vyskyt GNT v nasalni sliznici majitele nema vliv na vyskyt GNT v nasalni sliznici
chovaného zvirete.

H1: Vyskyt GNT v nasalni sliznici majitele ma vliv na vyskyt GNT v nasalni sliznici

chovaného zvitete.
Hypotéza 3

HO: Vyskyt GNT v nosni sliznici nesouvisi s ATB terapii v poslednich 12mésicich.

H1: Vyskyt GNT v nosni sliznici souvisi s ATB terapii v poslednich 12mésicich.
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4.2 Vysledky

4.2.1 Data z dotaznikii

Celkem se studie zucastnilo 92 osob, jejichZ odpovédi byly zaznamenany zcela
anonymné v dotazniku. Z celkového poctu osob se podilelo 46 Zen a 46 muZii.

Mezi respondenty bylo 37 nechovatelii (NM=37), ktefi neZili s Zddnym DM déle
neZ rok. Spoletnou domacnost s DM sdili 40 dotazovanych (M=40).
Studie se zucastnilo také 15 veterinarnich 1ékait (VL=15).

Dilezitym faktorem pro vzajemny prenos bakterii je mira a charakter
kazdodenniho kontaktu. Majitelé bodovali miru intimity kontaktu z 6 odpovédi.
Jednalo se o spani ve spoletné posteli, odpocinek na gauci Ci kresle, ¢asté mazleni
a chovani v naruci, olizovani rukou a obliceje, spoletné jidlo na vidlicce, jogurt
na lzi¢ce. Bylo moZzné uvést i jiny druh kontaktu.

Nejméné zvolena odpovéd bylo spani ve spoletné posteli, tu sdili
se svym zvifetem 27,5 % M (n=11), leZzet DM na kfesle ¢i gauci nechava 57,5 % M
(n=23). Mazleni a chovani v naruci se ukazalo nej¢astéjsi formou kontaktu, vybralo
ji 77,5 % M (n=31). Olizovani obliceje a rukou uvedlo 62,5 % (n= 25) jedincii
a 32,5 % (n=13) sdili vidlicku s jidlem se svym zvifetem. Jako dal$i kontakt bylo
uvadéno venceni, spole¢na hra, koupani, ¢esani, ¢isténi zubli a jind péce o psa

¢i kocku 47,5% (n=19) chovateli (Graf 1).

Spani ve spolec¢né posteli
D S Pl e 27,5 0,
Gaug, kreslo
57,5 %
Casté mazleni, chovani
7,5 %
Olizovani rukou a obliceje
62,5 %

KousKky jidla na vidlic¢ce, spole¢ny

jogurt na lZicce B 32,5 %
Jiné

47,5 %

Graf 1: Kontakt se zvifetem
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Celkem 52,5 % (n= 21) osob Zije vdomdacnosti pouze sjednim DM a 47,5 %

(n=19) osob vlastni vice neZ jednoho zvite. Mezi dal$i chovana zvirata patii kocky,

psi, morcata, plazi, kralici, koné, slepice a korela.

Dal$im zjiStovanym udajem bylo uZivani ATB v poslednich 12meésicich.

Z celkového poctu se podrobilo 8,7 % (n=8) nechovatelti a 9,8 % (n=9) chovatelti

a3,3 % (n=3) veterinairti antibiotické 1é¢bé (Tabulka 6). Mezi antimikrobnimi

latkami byly aplikovany penicilin, co-trimoxazol, co-amoxicillin, nitrofurantoin,

erythromycin a cefuroxim.

Tabulka 6:UZivani ATB v poslednich 12mésicich

Pocet ATB uzivatelu

Procentualni zastoupeni

Chovatelé 8 8,7
Nechovatelé 9 9,8
Veterinari 3 3,3

Z celkového poctu M sdili domécnost s kockou 15 % (n=6) a se psem 85 % (n=34)

osob (Graf 2).

H Pes HEKocka

Graf 2: Zastoupeni DM v chovu
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Priimérny vék zvirat ¢ital 7,3 let, nejmladsi bylo ro¢ni $téné némeckého ovcaka
a nejstarsi 16lety labrador. Rasy byly riizné, opakoval se jezevcik, ¢ivava a jorksir.
U 3 kocek byla rasa neurcena, jednalo se o ko¢ky darované nebo nalezené, u 3 kocek

bylo moZno urcit rasu (Tabulka 7).

Tabulka 7: Druh, rasa, vék a pohlavi zvirat

ID Domaci Rasa Vék Pohlavi
majitele mazlicek (roky) zvirete
1 Pes Jezeviik 12 Q
2 Pes Zlaty retrivr 9 3
3 Pes Jezeviik 12 Q
4 Kocka Britska kratkosrsta 7 Q
5 Pes BiSonek 10 3
6 Pes Francouzsky 2 3

buldocek
7 Pes Jorksir 9 Q
8 Kotka Neznama 5 3
9 Pes Civava 4 3
10 Pes Francouzsky 2 9
buldocek
11 Pes Labrador 12 3
12 Kocka Nezndma 4 Q
13 Pes Jorksir 7 Q
14 Pes Labrador 16 3
15 Pes Francouzsky 6 3
buldocek
16 Pes Neznama 11 3
17 Pes Knira¢ stredni 10 Q
18 Pes Knira¢ maly 10 3
19 Pes Civava 3 Q
20 Pes Civava 5 Q
21 Pes Pudl 2 3
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22 Kocka Britska kratkosrsta 7 Q
23 Pes Biegel 12 3
24 Pes Jezeveik 10 3
25 Pes Rotvajler 11 Q
26 Pes KiiZenec 8 Q
27 Pes Bernsky salasnicky 6 3
28 Kotka Neznama 8 3
29 Pes K¥izenec 3 3
30 Pes Pitbull 4 Q
31 Pes Jezeviik 9 Q
32 Pes Jorksir 2 Q
33 Pes Jezeviik 11 3
34 Pes K¥izenec 13 3
35 Kocka Bengalska 3 ¢
36 Pes Labrador 8 3
37 Pes Maltézsky psik 5 ¢
38 Pes Prazsky krysaiik 10 ¢
30 Pes Némecky oveak 1 3
40 Pes Border kolie 4 Q

Nejvice chovanych zvirat, 55 % (n=22), je bez prtikazu ptivodu (PP). Z chovné
stanice pochazi 25 % (n=10) zvirat. Z Gtulku mélo psa 5 % (n=2) majitelti. MoZnost
»jiné“ uvedlo 15 % (n=6) majiteld. Jednalo se o nalezence ¢i dédictvi po zndmych.

(Graf 3).

.y i Chovna stanice
- PP
@l\ u Bez PP

u Utulek

MJiné

Graf 3: Puvod zvirete
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Zakladni vyzivou zvifat jsou granule, varena strava, syrova strava nebo
kombinace zminénych typt. 57,5 % (n=23) majiteltt krmi granulemi, 10 % (n=4)
znich syrovou stravou a 12,5 % (n=5) varenou stravou. 20 % (n=8) majitelli
kombinuje tyto tii typy. Navic 32,5 % (n=13) chovateli umozZnuje obcasnou
konzumaci jiného krmiva, jako jsou kapsic¢ky, konzervy, suSené maso a dalSi

pamlsky. 30 % (n=12) DM konzumuje také travu (Graf 4).

|
Konzumace travy R 30 %

Oblibené pochoutky 32,5%

Jiné M 3%

Kombinace vise uvedeného [ 20 %

Granule 57,5 %

Varena strava Rl 12,5 %

Syrova strava ﬁ 10 %

Graf 4: Zptisob krmeni

Dal$im sledovanym faktorem, ktery se podili na formovani a komunikaci
mikrobioty, je prostiedi, ve kterém se zvife pohybuje. VétSina majiteld 77,5 %
(n=31) sdili domacnost s DM. Za chladného pocasi v domacnosti je chovano 15 %
(n=6) zvirat, tato moZnost zahrnuje také zvirata, ktera jsou pres den venku a v noci
spi v predsini. Doma, bez moZnosti venceni a pobytu venku, je chovano pouze 5 %
(n=2) DM a trvale venku 2,5 % (n=1) DM. Celkem 35 % (n=14) majiteld uvedlo,
7e se jejich pes vali v travé (Graf 5). Z celkového poctu 40domacich mazlicki je 65 %
(n=26) v kontaktu s dal$im zvifetem a 35 % (n=14) je od dalSich zvirat izolovano

nebo jim neni k dal$im zviratim umoZnén pristup (napf. pes a slepice).
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Trvale v domacnosti - neopousti ji h 5%

V domacnosti mimo pravidelné

vychazky 7,5 %

Valeni v traveé 35%

Venku, v chladném pocasi doma i 15%

Trvale venku F 2,5%

Graf 5: Kontakt DM s vnéj$im prostfedim

Dotaznikovym Setienim bylo prokazano, Ze 22,5 % (n=9) M uzivalo v poslednich
12mésicich antibiotika. Pouze 5 % (n=2) DM uZivalo v poslednich 12mésicich ATB
(Graf 6).

100 %
920 % 22,5 %
80 %
70 % -
60% -
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Graf 6: Uzivani ATBu M a DM
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4.2.2 Analyza odebranych vzorki

Ze 132 odebranych vzorki bylo 10,6 % (n=14) pozitivnich na vyskyt GNT.
Pozitivni ndlez GNT na nasalni sliznici byl u 10 % majitelt DM (n=4) (Tabulka 8).

Byly izolovany 4 druhy GNT. Celkem se podrobilo ATB 1é¢bé 22,5 % (n=9) ti¢astnikd,

z nichZ 2,5 % (n=1) mélo pozitivni vysledek na pritomnost GNT.

Tabulka 8: Vyskyt GNT u chovatell

ID Druhy GNT ATB/ DM Druhy GNT u DM ATB/
Majitele Rok Rok
1 0 COT Pes 0 Ne
2 0 Ne Pes 0 Ne
3 0 PNC Pes 0 Ne
4 0 Ne Kocka 0 Ne
5 0 Ne Pes 0 Ne
6 Pseudomonas Pes Pantonea GEN
oryzihabitans Ne agglomerans,
Aeromonas
salmonicida,
Pseudomonas
koreensis
7 0 Ne Pes 0 Ne
8 0 Ne Kocka 0 Ne
9 Raoultella ERY Pes 0 Ne
ornithinolytica
10 0 Ne Pes 0 Ne
11 0 Ne Pes 0 Ne
12 0 Ne Kocka 0 Ne
13 0 AIN Pes 0 Ne
14 Pantoea Ne Pes 0 Ne
agglomerans
15 0 Ne Pes 0 Ne
16 Escherichia coli Ne Pes 0 Ne
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17 0 FUR Pes 0 Ne
18 0 Ne Pes 0 DOX
19 0 Ne Pes 0 Ne
20 0 Ne Pes 0 Ne
21 0 Ne Pes 0 Ne
22 0 AIN Kocka 0 Ne
23 0 AIN Pes 0 Ne
24 0 CRX Pes 0 Ne
25 0 Ne Pes 0 Ne
26 0 Ne Pes 0 Ne
27 0 Ne Pes 0 Ne
28 0 Ne Kocka 0 Ne
29 0 Ne Pes 0 Ne
30 0 Ne Pes 0 Ne
31 0 Ne Pes 0 Ne
32 0 AIN Pes 0 Ne
33 0 Ne Pes 0 Ne
34 0 Ne Pes 0 Ne
35 0 Ne Kocka 0 Ne
36 0 Ne Pes 0 Ne
37 0 Ne Pes 0 Ne
38 0 Ne Pes 0 Ne
39 0 Ne Pes 0 Ne
40 0 Ne Pes 0 Ne

COT - co-trimoxazol, PNC - Penicilin, ERY - Erythromycin, AIN - Amoxicilin/Kyselina klavulanova, FUR -
Nitrofurantoin, CRX - Cefuroxim, GEN - Gentamic, DOX - Doxycyklin
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Na nasdlnich sliznicich 8,1 % nechovatelti (n=3) byl pozitivni nalez GNT

(Tabulka 9). Byly izolovany 4 druhy bakterii. ATB 1é¢bu podstoupilo 21,6 % (n=8)

nechovateld.

Tabulka 9: Vyskyt GNT u nechovateld

ID nechovatele Druh GNT Doba bez ATB/rok
souziti s DM
(roky)
1 0 nevlastnil Ne
2 0 nevlastnil Ne
3 0 3 Ne
4 0 1,5 Ne
5 0 nevlastnil AIN
6 0 4 Ne
7 Rhizobium
radiobacter,
Enterobacter nevlastnil Ne
sakazakii
8 Pantonea nevlastnil
agglomerans Ne
9 0 nevlastnil Ne
10 0 1 Ne
11 0 23 Ne
12 0 nevlastnil Ne
13 0 nevlastnil Ne
14 0 nevlastnil Ne
15 0 3 Ne
16 Acinetobacter pittii 2 Ne
17 0 nevlastnil CRX
18 0 nevlastnil PNC
19 0 nevlastnil Ne
20 0 nevlastnil Ne

56




21 0 nevlastnil Ne
22 0 nevlastnil Ne
23 0 nevlastnil Ne
24 0 nevlastnil Ne
25 0 nevlastnil Ne
26 0 nevlastnil PNCG
27 0 1 FUR
28 0 nevlastnil Ne
29 0 nevlastnil Ne
30 0 nevlastnil Ne
31 0 nevlastnil AIN
32 0 2 Ne
33 0 nevlastnil AIN
34 0 nevlastnil AIN
35 0 nevlastnil Ne
36 0 nevlastnil Ne
37 0 nevlastnil Ne

CRX - Cefuroxim, PNC - Penicilin, FUR - Nitrofurantoin, AIN - Amoxicilin/Kys. klavulanova

NM byli rozdéleni na dvé skupiny; v 1. skupiné DM nevlastnili nikdy (n=28)
a v 2. skupiné (n=9) v minulosti DM vlastnili. 1. skupina NM ma 7, 1 % (n=2) stéry
pozitivni na vyskyt GNT v nasalni sliznici a 2. skupina 11,1 % (n=1) (Graf 7).
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U veterinarnich 1ékar byl pozitivni ndlez u 40% (n=6) testovanych (Tabulka 10).
Celkem bylo izolovano 9 druhii. ATB terapii podstoupilo 20 % (n=3) a u vSech byl

pozitivni nalez GNT.

Tabulka 10: Vyskyt GNT u veterinaii

ID veterinare Druh GNT ATB/rok
1 0 Ne
2 0 Ne
3 Escherichia coli, Acinetobacter baumanii Ne
4 0 Ne
5 0 Ne
6 0 Ne
7 Enterobacter cloaceae COT
8 Escherichia coli COT
9 0 Ne
10 Stenotrophomonas maltophilia, Proteus mirabilis Ne
11 0 Ne
12 Acinetobacter baumanii, Pasteurella multocida AIN
13 Klebsiella pneumoniae Ne
14 0 Ne
15 0 Ne

COT - Co-trimoxazol, AIN - Amoxicilin/kys. klavulanova
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Pocet pozitivnich nalezii GNT nasélnich sliznic veterinarnich 1ékafl je vyrazné

vyssi neZ u chovatelli a nechovatelli (Graf 8).
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Graf 8: Prevalence GNT u testovanych skupin

U chovatelli a veterinarnich 1ékaiti prevazoval vyskyt koliformnich bakterii,

na rozdil od nechovatel{, kde byl pomér vyrovnany (Graf 9).
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Graf 9: Pomér frekvence zachytu nefermentujicich a koliformnich ty¢inek
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Nasledné byl proveden vytér z nasalni sliznice DM. Pozitivni byl pouze jeden
vzorek (2,5 %).

V zavislosti na kaZzdodennim kontaktu nebyly nalezeny Zadné sdilené druhy
bakterii majitelem a jeho mazlickem. Pritomnost GNT u obou z paru byla
zaznamenana pouze u jednoho majitele psa. U kazdého byl vSak identifikovan jiny

druh mikroorganismu.

4.2.3 Testovani hypotéz
U kaZdé z hypotéz byla testovana nezavislost (HO) viici alternativé zavislosti (H1).
Pro prehlednost byly u datovych analyz zaznamenany cetnosti, relativni ¢etnosti

a prispévek chi-kvadratu, aby pfipadna zavislost mohla byt vysvétlena.

Hypotéza 1
HO: ,Vyskyt GNT v lidské populaci nema souvislost s kazdodennim

kontaktem s DM.“ byla testovana Fisherovym presnym testem. Na zakladé p-
hodnoty (p=0,01029) byla na 5% hladiné vyznamnosti zamitnuta. Alternativa
zavislosti vyskytu GNT v lidské populaci na blizkém kontaktu s DM tudiZ neni

vyloucena.

Chi-Square Contributions Table

sku
nalezGNT
chov  nechov vet Total
0 0.0795 0.1563 1.1690 1.4048
1 0.0019 0.7247 1.6007 2.3273
2 1.7391 0.2303 8.4522 10.4216
Total 1.8205 11113 11.2219 14.1537

Tests for Row-Column Independence
(nalezGNT by sku)

HO: "nalezGNT" and "sku" are independent.

H1: "nalezGNT" and "sku" are associated (not independent).

Chi-Square Prob Reject HO
Test Type Value DF Level at a=0.05?
Pearson's Chi-Squaret 2-Sided 14.1537 4 0.00682 Yes
Yates' Cont. Correction*
Likelihood Ratio 2-Sided 11.8384 4 0.01859 Yes
Fisher's Exact* 0.01029
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Hypotéza 2

Také HO: ,Vyskyt GNT v nasalni sliznici majitele nema vliv na vyskyt GNT
vnasalni sliznici chovaného zvirete.” byla testovdana Fisherovym presnym
testem. Na zakladé p-hodnoty (p=0,10000) se na 5% hladiné vyznamnosti nezamita.
Zavislost vyskytu GNT na nasalnich sliznicich majitele a jeho DM tudiZ nebyla

prokazana.

Chi-Square Contributions Table

nalez_chov

nalez_DM

0 1 Total
0 0.0231 0.2077 0.2308
3 0.9000 8.1000 9.0000
Total 0.9231 8.3077 9.2308

Tests for Row-Column Independence
(nalez_DM by nalez_chov)

HO: "nalez_DM" and "nalez_chov" are independent.

H1: "nalez_DM" and "nalez_chov" are associated (not independent).

Chi-Square Prob Reject HO

Test Type Value DF Level at a= 0.05?
Pearson’'s Chi-Squaret 2-Sided 9.2308 1 0.00238 Yes

Yates' Cont. Correction 2-Sided 1.8234 1 0.17691 No
Likelihood Ratio 2-Sided 4.8539 1 0.02758 Yes
Fisher's Exact 2-Sided 0.10000 No

Fisher's Exact (Lower) 1-Sided 1.00000 No

Fisher's Exact (Upper) 1-Sided 0.10000 No
Hypotéza 3

HO: ,Vyskyt GNT v nosni sliznici nesouvisi s ATB terapii v poslednich
12mésicich.” byla rovnéZ testovana Fisherovym piresnym testem. Na zakladé
p=0,02333 byla na 5% hladiné vyznamnosti zamitnuta. Alternativa zavislosti proto
nevyluCuje, Ze by vyskyt GNT v nosni sliznici mohl souviset s ATB terapii

v poslednich 12mésicich.
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Chi-Square Contributions Table

ATB_celkem

nalezGNTcelkem

0 1 Total
0 00723 0.3616 0.4339
1 0.8333 41667 5.0000
2 01333 06667 0.8000
3 08333 41667 5.0000
Total 18722 93617 11.2339

Tests for Row-Column Independence
(nalezGNTcelkem by ATB celkem)
HO: "nalezGMNTcelkem” and "ATB_celkem” are independent.

H1: "nalezGMNTcelkem” and "ATB_celkem” are associated (not independent).

Chi-Square Prob Reject HO
Test Type Value DF Level at a = 0.05?
Pearson's Chi-Squaret 2-Sided 11.2339 3 0.01053 Yes
Yates' Cont. Comrection™
Likelihood Ratio 2-Sided 9.2849 3 0.02573 Yes
Fisher's Exact* 0.02333

Pro kazdy soubor dat (3 skupiny vySetrovanych lidi) byla pro presnéjsi analyzu
testovana Ho zvlast. Rozdilny zavér byl u nechovatell a chovateli, kdy nulovou
hypotézu na 5% hladiné nezamitame, a tudiZ vliv ATB terapie na pfitomnost GNT
na nasalni sliznici v nasi studii nebyl prokazan. Pro veterinarni lékate zlistala HO
zamitnuta a alternativa zavislosti nevyloucena.

Pro nechovatele byla Fisherovym presnym testem vypoltena p-hodnota

p=1,00000.

Chi-Square Contributions Table

ATB_nechov
nalezGNTnechov

0 1 Total
0 0.0158 0.0572 0.0730
1 0.1193 04324 0.5517
2 0.0596 0.2162 0.2758
Total 0.1947 0.7058 0.9005

Tests for Row-Column Independence
(nalezGNTnechov by ATB_nechov)
HO: "nalezGNTnechov" and "ATB_nechov" are independent.

H1: "nalezGNTnechov" and "ATB_nechov" are associated (not independent).

Chi-Square Prob Reject HO
Test Type Value DF Level at a=0.05?
Pearson's Chi-Squaret 2-Sided 0.9006 2 0.63743 No
Yates' Cont. Correction®
Likelihood Ratio 2-Sided 1.5333 2 0.46457 No
Fisher's Exact* 1.00000
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Pro chovatele byla Fisherovym presnym testem urcena stejna hodnota

p=1,00000.

Chi-Square Contributions Table

ATB chov
nalezGNTchov
0 1 Total
0 0.0004 0.0012 0.0016
1 0.0032 0.0111 0.0143
Total 0.0036 0.0123 0.0159

Tests for Row-Column Independence
(nalezGNTchov by ATB_chov)

HO: "nalezGNTchov" and "ATB_chov" are independent.

H1: "nalezGNTchov" and "ATB_chov" are associated (not independent).

Chi-Square Prob Reject HO
Test Type Value DF Level at a= 0.05?
Pearson's Chi-Squaret 2-Sided 0.0159 1 0.89956 No
Yates' Cont. Correction 2-Sided 0.0000 1 1.00000 No
Likelihood Ratio 2-Sided 0.0156 1 0.90067 No
Fisher's Exact 2-Sided 1.00000 No
Fisher's Exact (Lower) 1-Sided 0.78696 No
Fisher's Exact (Upper) 1-Sided 0.65571 No

Pro veterinare byla Fisherovym presnym testem urcena hodnota p=0,00440.

Chi-Square Contributions Table

ATB_vet
nalezGNTvet
0 1 Total
0 0.4500 1.8000 2.2500
1 2.4000 9.6000 12.0000
2 0.1500 0.6000 0.7500
Total 3.0000 12.0000 15.0000

Tests for Row-Column Independence
(nalezGNTvet by ATB vet)

HO: "nalezGNTvet" and "ATB_vet" are independent.

H1: "nalezGNTvet" and "ATB_vet" are associated (not independent).

Chi-Square Prob Reject HO
Test Type Value DF Level at a=0.05?
Pearson's Chi-Squaret 2-Sided 15.0000 2 0.00055 Yes
Yates' Cont. Correction®
Likelihood Ratio 2-Sided 15.0121 2 0.00055 Yes
Fisher's Exact* 0.00440
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5 Diskuze

Agentura Focus (2018) se zamérila na Cetnosti DM ve vzorku 992 respondentil.
Z celkového poctu vlastni 37 % psa a 23 % kocku, zbytek pfipadal na ostatni zvirata,
jako jsou zakrsli kralici, ptaci a rybicky. Z dat naSi studie rovnéz vyplyva, Ze pes
je nejvice oblibenym DM a to u 85% respondentd. Ceské republika patii v Evropé
mezi predni chovatele DM, vétSina rodin je také povazuje za ¢leny rodiny. Alespori
jednoho DM vlastni polovina domacnosti. NejCastéji chovanym zvifetem
v domacnostech je pes, druhé misto patii kockam (www.focus-agency.cz, 2018).
Dlivodem je vy$Si mira socialni interakce mezi psem a majitelem a moZnost traven{
spoletného ¢asu i mimo domacnost, napf. vychazky, sportovni aktivity. DalSim
dlivodem Ize uvést ochotu a chut spoluprace s ¢lovékem jako naptiklad canisterapie
¢i asistence.

Chomel et Sun (2011) uvadéji, Ze ve Velké Britanii z 260 domacnosti chovajici psi,
sdili postel 14 % z nich a 19 % spi na podlaze v téZe mistnosti. Studie v Nizozemsku
se zamérila také na charakter kontaktu mezi majiteli a jejich DM. Z celkového poctu
159 ucastnikii uvedlo 50 %, Ze si nechéavaji od zvirat olizovat obli¢ej a 60 % umoZni
pobyt DM ve svych loZnicich. Na postel smi 45 % pst a 62 % kocek, ale jen 30%
je umozZnéno spat v posteli (Chomel et Sun, 2011). Obdobné vysledky uvadi i nase
studie. V posteli majitelt spi 27,5 % DM a olizovat oblicej a ruce si necha 62, 5 %
majiteld.

Talan et al. (1999) identifikovali GNT z ran po kousnuti psem a kockou.
Podminkou zapojeni pacientli do studie byl zanétlivy proces v misté kousnuti.
Byly vybrany 2 skupiny pacientli; 50 po kousnuti psem a 57 po poranéni kockou.
Nejcastéjsi vyskyt méla GNT Pasteurella spp. Byla izolovana u 50% ran od psaa 75%
od kocek. Nachazela se P. canis u pst a P. multocida a P. septica u kocKy. Z ostatnich
GNT byly izolovany Moraxella spp., E. coli, Bergeyella zoohelcum, Klebsiella spp.
Acinetobacter spp. Citrobacter spp., P. mirabilis, S. maltophilia a P. oryzihabitans.
Rany byly vice kolonizovany Enterobacteriaceae. Ty se nachazely u 74% (n=37)
kousnuti od psii a 43,9% (n=25) od kocek. Nefermentujici ty¢inky u 10% (n=5) ran
od psti a 14% (n=8) od koclek (Talan et al,, 1999). Na tuto studii pozdéji reagovali
Zambori et al. (2013). Cilem jejich vyzkumu bylo prokazat, Ze normalni mikrofléra

v dutiné ustni psa koresponduje s druhy, které byly izolovany z ran po kousnuti.
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Jejich analyza mikrobioty se shodovala svysledky Talana et al, vySe zminéné
bakterie jsou soucasti béZné mikrofléry dutiny ustni psa (Zambori et al., 2013).

GNT tvorici biofilmy maji 1ékarsky vyznam, protoZe odolavaji antibiotickému
ucinku. Patfi mezi né GNT, které se podileji na vzniku onemocnéni organovych
soustav - E. coli, Klebsiella spp. (K. pneumoniae), Pseudomonas spp. (P. aeruginosa),
Enterobacter spp. (E. aerogenes), Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas
maltophilia, Proteus spp. (P. mirabilis), Seratia spp., a Moraxella catharrhalis.
Naproti tomu jsou nékteré z vysSe zmiiovanych druhi komenzaly v nosni i Ustni
duting, na kiiZi nebo GIT a jsou proto bézné kultivované (Hola, 2012; Papouskova
etal, 2019).

Ve své studii uvadéji Coates et al, (2019) E. coli, K. pneumoniae, Proteus spp.
a Pseudomonas spp. soucasti prirozené mikrobioty strev podilejici se na vyznamu
specifické vrozené imunity. Na mandlich v hrtanu a tstech se nachazi rovnéz E. coli
a K. pneumoniae (Coates et al., 2019).

Adegoke et Okoh (2016) uvadéji S. maltophilia jako komenzala, protoze
jeizolovana z neporuSené pokozky a z nosni dutiny zdravého Cclovéka
a hospodarskych zvirat (Adegoke et Okoh, 2016).

Jakjiz bylo zminéno Zambori et al. (2013) sledovali normalni mikofléru dutiny ustni
psa. Z GNT tvorici biofilmy se nachazi Klebsiella spp, P. mirabilis, S. maltophilia
a P. oryzihabitans (Zambori et al., 2013).

Naziri et al. (2016) provedli vyzkum na vzorku 25part chovatelii a 16kontrolnich
osob. Vysledky potvrdily, Ze existuje pfimy kontakt sdileni GNT mezi M a DM.
Vezme-li se vuvahu jeden mazlicek na jednoho ¢lena domacnosti, byl vyskyt
u domacnosti 4 % (n=1). Z dotaznikové analyzy byla navic urena souvislost mezi
chovanim majitele a vyskytem bakterii. Jedinci, ktefi uvadéli rizikovéj$i kontakt
se zviretem (napft. olizovani ust, spolecné spani), byli vice kolonizovani, neZ ti, ktefi
dodrzuji hygienické navyky (¢asté myti rukou po mazleni) anebo zvitre chovaji napf.
trvale venku (Naziri et al. 2016).

Stenske et al. (2009) dospéli ke stejnému zavéru. Porovnavali skupinu se psy
a kontrolnich bez psiti. Vramci testovani 61domdacnosti dosSlo ke sdileni E. coli

s prevalenci 9,8 % (n=6) v domacnostech se zviraty (Stenske, et al. 2009).
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B. zoohelcum byla prokazana u Zeny s profesnim stykem se zviraty, kterou kousla
toulava kocka pii podavani 1éki. Jedna se o potvrzeni pifenosu ze zvitat na clovéka
(Shukla et al., 2020).

3 ucastnici z nasi studie, ktefi nechovaji v domacnosti zvife ani s nimi nepfichazi
do kaZzdodenniho styku, byli kolonizovani druhy GNT. V prvnim pftipadé se jedna
omuZe, u néhoz byly izolovany GNT: Rhizobium radiobacter a Enterobacter
sakazakii. R. radiobacter se prevaziné vyskytuje v plidé a zpiisobuje infekce rostlin.
MoZnou pfi¢innou tohoto ndlezu je pravé autoinokulace zpidy. Vzhledem
ke skutecnosti, Ze respondent nebyl hospitalizovan, se nozokomiadlni pfenos
nepredpokladd. Kandhai et al. (2004) uvadéji, Ze E.sakazakii zplsobuje
novorozenecké meningitidy a pfevazné je izolovan v tovarnach na vyrobu suSeného
kojeneckého mléka, téstovin nebo ¢okolady. Ve své studii také sledovali vyskyt této
GNT v doméacnostech. Z 16odebranych vzorkii bylo 31 % (n=5) pozitivnich (Kandhai
et al, 2004). Dle Farmera et al.,, (1980) je druh izolovan z klinického materialu jako
je sputum, vykaly a rany, kde je pravdépodobné pouze kontaminantou. Nalez
E. sakazakii na nosni sliznici naSeho respondenta ziejmé souvisi pravé
s kontaminaci (Farmer et al., 1980).

DalS$im kolonizovanym NM je Zena, ktera prichazi do obc¢asného kontaktu
s bratrovym psem pfi nepravidelnych navStévach. Z klinického vzorku byla
izolovana Pantonea agglomerans, kterd se nachazi bézné v prirodé a zplsobuje
nakazy Rosaceae (Lim et al, 2014). Plsobi nozokomidlné infekce
u imunokompromitovanych pacientli (Cruz et al., 2007).

Dal$im NM je zdravotni sestra, z jejiZ nasalni sliznice byl izolovan Acinetobacter
pitii. Je pravdépodobné, Ze k prenosu doslo profesionalné kontaminaci z klinického
materialu (krev, sputum, hnis), z néhoZ je tato nefermentujici tyc¢inka casto
izolovana (Visca et al., 2011).

U Zadné ze 40dvojic se neprokazaly stejné GNT v nasalnim vytéru. Pozitivni nalez
u majitele i DM byl sice u jednoho paru zjistén, ale u kazdého z nich se nachazely jiné
druhy. Tato neprokazana souvislost vede k hypotéze, Ze nasalni mikroflora z rad
GNT je pouze transientni.

Vyzkum Fernandese et al. (2018), ktefi potvrdili prenos rezistentniho kmene
P. aeruginosa ST233 mezi DM a M, dale uvadéji nositelstvi bakterie majitelem, i pres

predeslou 1é¢bu vankomycinem. Po rozvinuti infekce u psa byl proveden kontrolni
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stér, ktery byl pozitivni (Fernandese et al., 2018). Dle studie Ahmadi et al. (2016),
ktefi se zabyvali studiem vankomycin rezistentni P. aeruginosa, bylo
z 2500debranych vzorkl pacientli 43 izolatu praveé tento druh. Rezistenci viici ATB
vykazovalo 74,14 % izolati. Vankomycin je ATB namifené proti fadé NN
zplisobenych grampozitivnimi bakteriemi. Neni primarni volbou pro 1écbu
P. aeruginosa, ale jeho nadmérné uzivani zplisobuje vyskyt rezistence, ktera se pak
pirenasi mezidruhové, predevsim transformaci z enterokoki (Ahmadi et al.,, 2016).

V na$i studii 1 pozitivni majitel uzival erythromycin, ktery se k terapii infekci
vyvolanych GNT nepouziva, tudiz vysledek o ziskané bakteridlni rezistenci
nic nevypovidd. 1 pozitivni pes prodélal v poslednim roce lokalni terapii
gentamycinem, avSak pied vice neZ pil rokem, a ke kontaminaci nasalni sliznice
GNT z ptdy ¢i vody mohlo dojit aZ v nasledujicim ¢asovém horizontu. U NM s ATB
terapil nebyla nalezena ani v jednom pripadé GNT. Nejvétsi predpoklad sekundarni
rezistence izolovanych GNT od uZivatelii ATB je vSak u veterinarnich 1ékait, ktefi
s lé¢ivy a nemocnymi DM prichazeji do kontaktu rutinné kazdodenné.

Tuto mySlenku podporuje i studie Htoutou Sedldkové et al. (2012), ktefi
se zabyvali vznikem rezistence k vybranym ATB v souvislosti s jejich spotfebou
E. coli, E. cloaceae, K. pneumoniae a P. mirabilis. Vletech 2000 - 2010 bylo
z klinického materialu (krev, stolice, mo¢, punktaty, material z DDC a dalsi télnich
tekutin) izolovdno celkem 104356 izolatl. Zjistili Ze se rezistence zvySuje
v zavislosti na spotfebé piperacilin/tazobaktamu. Zarovén byla prokazana
stoupajici tendence nejen rezistence bakterii b€hem let, ale také stoupal jejich pocCet.
Na konci studie bylo z 31627izolatli K. pneumoniae 43 % (n=13600) rezistentnich,
z 55727 E. coli 12 % (n=6687), z3251 E. cloaceae 35 % (n=4813) az 13751
P. mirabilis 1 % (n=137). Z celkového poctu bylo 24, 2 % (n=25237) rezistentnich
(Htoutou Sedlakova et al,, 2012)

NaSe studie ukazala pozitivitu vyskytu GNT u vSech 3 VL, ktefi prodélali
v poslednim roce ATB terapii (Graf 10).
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Graf 10: Procentualni zastoupeni pozitivnich osob s ATB terapii

Na nosnich sliznicich jsme zjistili castéji nalezy enterobakterii nez
nefermentujicich tycinek (Graf 9).

Vysledky na$i prace jsou shodné se studii Schaumann et al. (2013). Ziskal
219 izolatu z hnisu ran, moci, stolice a dychacich cest. 21,5 % (n=47) ptipadalo pro
vyskyt A. baumanii a P. aeruginosa. Entrobacteriaceae byly zastoupeny 14druhy
ve zbylych 172 izolatech (Schaumann et al, 2013). Také Livermore et al. (2017)
izolovali ve své studii, zaméfené na bakteridlni rezistenci, vy$Si mnozstvi
enterobakterii. BEhem prvniho roku studie shromazdili ze 40irskych a britskych
laboratoii 3240 izolatu Enterobacteriaceae, 1414 P. aeruginosa a 810 dalSich
nefermentujicich tyCinek, vcéetné 419 Acinetobacter spp. (Livermore et al., 2017).
Clovék je prirozenéji a Cast&ji Kkolonizovan koliformnimi ty¢inkami
neZ nefermentujicimi ty¢inkami, nebot koliformni ty¢inky kolonizuji stievo a tvori
aZz 10* - 10™® mikrobioty tlustého stfeva (Jurdnkova et Lata, 2011). Kolonizace
nefermentujicimi tyC¢inkami jako P. aeruginosa je zaznamenavana spiSe jako

rizikovy faktor napft. u cystické fibrozy.
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6 Zavér

Z dotaznikl naSi studie lze vycist celkem jasna fakta. Pes je nejoblibenéjSim DM
v souboru majitelt. Nejoblibené&jSim kontaktem mezi DM a M je mazleni, chovani,
hlazeni, nasleduje olizovani rukou a obliceje. Z toho je ziejmé, Ze k pfenosu bakterii
musi dochazet. Komunikaci mikrobiot DM a ¢lovéka, ktery je s nim v kontaktu, jiZ
prokazalo mnoho studii. Také z nasi prace lze vyvodit, Ze dochazi k tomuto prenosu
v pripadé GNT. Dokazuje to stoupajici tendence pozitivnich ndlezii u skupin
NM (8,1 %), M (10 %) a VL (40 %). PrestoZe sdileni druhtt GNT v nasalni dutiné
prokazano nebylo, je vysoce pravdépodobné, Ze k oboustranné kontaminaci mtiZze
dojit z jinych ¢asti téla (meziprsti, zvukovod, kiiZe). Také vliv uzivani ATB na vyskyt
GNT nebyl prokdzan u M a NM. U veterinarnich 1ékart byl vysledek signifikantné;jsi,
kde u vSech uzivateli ATB byl ndalez nasalni sliznice pozitivni. Je v§ak pravdou,
Ze soubor dat pro VL byl velmi maly a nelze ztoho vyvozovat jednoznacna
stanovisko. Bylo by vSak zajimavé podobnou studii zopakovat na vétSim poctu
vzorki.

Ve stérech znosnich sliznic bylo kultivovano vice enterobakterii
neZ nefermentujicich tyc¢inek. Divodem je nejen prirozeny vyskyt v GIT, ale i ¢asty
styk s ptidou, kde lze nalézt také velké mnoZstvi GNT. Nicméné pro lidsky
organismus je prirozenéjSi kolonizace koliformnimi tyC¢inkami nez témi
nefermentujicimi na rozdil od plazd.

Vzhledem ktomu, Ze sledované GNT mohou byt podminénymi patogeny
a dochazi unich k ¢asté ATB rezistenci aZ multirezistenci, by bylo vhodné cilené
provést dalsi studie prevalence v domacnostech u vys$siho poctu vzorkil a zahrnout
i genotypizaci sdilenych izolati se zjiSténou shodnou ATB rezistenci. Vyrazné chybi
dostacujici studie o prevalenci GNT u veterinarnich 1ékaii, ktefi mohou byt kvili
vysokému riziku Casto infikovani. Vhodny by byl zadchyt mikroorganismi i z jinych
oblasti téla. U lidi napt. Acinetobacter spp. osidluje vlhka mista jako je podpaZi,
loketni jamky a inguiny. USi, kliZe, ustni dutina, zubni plak je pak dal$im mistem
vyskytu GNT u psi. Diky rozsifeni mist, kde by byl stér proveden, by bylo vétsi
mnoZstvi izolatdi, druhti a vysledky hypotéz by poté mohly mit jiny zavér. Zajimavé
by také bylo srovnat studii v ¢ase u zapojenych jedinc. GNT se vyskytuji jako

transientni mikrofldra, tudiZ jiZ kolonizace nemusela byt prokazatelna.
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9 Prilohy

AT N

Dotaznik
A)MAIITEL

Anonymizujfcf identifikace majitele se zvifetem (spole&né oznaleni — napf.
protokoldrni ¢islo uzivané veterinarnfmi lékari):
Pohlavi:(ZENR/MUZ
Zijete s vySetfovanym zviietem ve spole&né domécnosti?/ NE
Jak dlouho sdilite domacnost s testovanym zvifetem? (l kv%
]Jste majitel vy$etfovaného zvif‘ete?@ / NE
Kontakt se zvifetem - zakrouzkujte prosim vSechny platné moznosti a pokud
mozno pridejte dalsi.
a) spanf ve spole¢né posteli

gaug, kieslo
c)) ¢&asté mazlenf, chovani v naruéf apod.

olizovani rukou, olizovanf{ obliteje.......

e) kousky jidla na vidli¢ce apod., spole¢ny jogurt na lZicce...........
f) dalsi (prosim uved'te)
6. Chovite vice zvifat v domécnosti?@/ NE

Pokud ANO, uved'te prosim druh a mnoZstv{: ~
7. Uzival/a jste v poslednich 12-cti mésicich antibiotika?(ANO/NE

8. Jaka: éy#mmaq}\/

YL ok N [

B) ZVIRE

1. KotkafPes)

Rasa: Jlveva

vek: 4 ro

Pohlavi: /2¢€

Pivod zvitete:

a) Chovna stanice s PP
(6) BezPP

c) Utulek

d) Jiné (prosim uved’te)
6. Cfim je zvife krmeno

a) Syrova strava

b) Vaiena strava

c) Granule
@2) Kombinace vy$e uvedeného

e) Jiné (prosim uved’te)
% Oblibené pochoutky zviFatk

g

nhwnN

N ’ 4 3
a —pittoty ; Suseat maso UnasoLT bapsre )?

Konzumuje venku travu apod. ?

Obrazek 17: Ukazka prvni strany vyplnéného dotazniku

7. Zvife je chovano
a) trvale vdomacnosti - neopousti ji
Q) v domécnosti - mimo pravidelné vychazky
e’ valf se zvife rado v travé?
d) venku, v chladném poéasi v domacnosti
e) trvale venku

f) jiné (prosim, uved'te)

8. Je vySetfované zvite v kontaktu s jinymi zvﬁ"aty NE a s jakymi:
. / . .
J P ptepiee
9. Antibioticka terapie v poslednich 12mésfc1’ch:/

Obrazek 18: Ukazka druhé strany vyplnéného dotazniku
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