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SOUHRN

Tato diplomova prace se zabyva studiem rezistence vybranych rodu a druhd mikroorganismi
k antimikrobnim latkdm. Konkrétné se jednalo o Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella sp., Klebsiella sp., Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis a Candida sp. Cilem
teoretické casti této prace bylo popsat studované mikroorganismy z hlediska jejich prevalence
a antimikrobidlni rezistence sohledem na aktualné dostupnou védeckou literaturu. Cilem
experimentalni Casti této prace bylo zmapovat stav antimikrobialni rezistence ve veterinarni sféte
moravského a slezského regionu Ceské republiky v letech 2007—2017. Studované mikroorganismy byly
izolovany z klinickych a patologickych vzorkli doruc¢enych na Statni veterinarni tustav Olomouc
v pribéhu let 2007-2017. K vytvoteni piehledu byla pouzita vlastni naméiena data zahrnujici celkem
175 vySetfenych mikrobialnich kmeni (25 kment od kazdého ze sedmi studovanych mikroorganismit)
a soucasn¢ také data archivovana na Statnim veterinarnim ustavu Olomouc. VSechny mikroorganismy
byly nejprve kultivovany a izolovany z doru¢eného biologického materialu, nasledné identifikovany
pomoci matrix-assisted laser desorption/ionisation time of flight hmotnostni spektrometrie, a nakonec
otestovana jejich citlivost k antimikrobialnim latkam diskovou diftzni metodou. Zjisténé poklesy ¢i
naristy citlivosti k antimikrobidlnim latkam byly statisticky zhodnoceny pomoci testu dobré shody (chi
kvadrat test). V praci byly popsany zmény Vv prevalenci a zmény antimikrobialnich citlivosti
u studovanych mikrobu. Nejvice prevalentnim mikrobem byla E. coli (7,02+1,90 %) aS. aureus
(3,55+2,40 %), ostatni mikroby se vyskytovaly s prevalenci vrozmezi hodnot 0,10-1,34 %.
Nejvyraznéjsi zména Vv prevalenci ve sledovaném obdobi nastala u S. aureus, kde pokles v roce 2017
oproti roku 2007 ¢inil 5,18+2,40 %. Nejzajimavé&jSimi fakty souvisejicimi s citlivostmi K antibiotikiim
byla nizka citlivost k tetracyklinu (38,48-71,67 %) u 4 studovanych bakterii, dale pak vysoka citlivost
ke chloramfenikolu (69,11-100 %) a k amoxycilin/klavulanu (70,77-98,16 %) u 5 studovanych
bakterii. U studovaného rodu kvasinek Candida sp. byla pozorovana vysoka citlivost pouze k nystatinu,
pimaricinu a ciklopiroxolaminu (89,91-100 %). Na druhou stranu obecné nizkou citlivost vykazovaly
kmeny Candida sp. k ostatnim deseti pouzitym antimykotikiim (25,76-49,41 %). Jako posledni byly
V praci porovnany udaje antimikrobialnich citlivosti za rok 2017 pochazejici z malého (25) a velkého
(100-1000) souboru dat (testovanych mikrobialnich kmenit), diky ¢emuz se potvrdilo, Ze udaje citlivosti
k antimikrobialnim latkam spocitané na zakladé malého souboru dat jsou pomérné malo spolehlivé

(odchylka oproti velkému souboru dat vV rozmezi 4,23-16,23 %).



SUMMARY

This diploma thesis deals with the study of antimicrobial resistance in selected microbial genera
and species, namely Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp., Klebsiella sp.,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis and Candida sp. Aim of thesis’ theoretical part was to
describe studied microorganisms in relation to their prevalence and antimicrobial resistance using the
information currently available in the scientific literature. Aim of thesis’ experimental part was to map
out the state of antimicrobial resistance situation in the veterinary sphere of the Moravian and Silesian
region of the Czech Republic over the years 2007—2017. Studied microorganisms were isolated from
clinical and pathological samples delivered to the State Veterinary Institute Olomouc over the years
2007-2017. Own measured data comprising of 175 examined microbial strains (25 strains from each of
the seven studied microorganisms) along with the data archived at the State Veterinary Institute
Olomouc were used to create this overview. All microorganisms were at first cultivated and isolated
from the delivered biological material and then identified using the matrix-assisted laser
desorption/ionisation time of flight mass spectrometry. Antimicrobial susceptibility testing of these
microorganisms was carried out by the disc diffusion method in the end. Recorded decreases and
increases in susceptibility to antimicrobials were statistically evaluated using the Chi-square test.
Changes in the prevalence and changes in the antimicrobial susceptibility of the studied microbes were
described in the thesis. The most prevalent microbes were E. coli (7,02+1,90 %) and S. aureus
(3,55+2,40 %) while the other microbes were occurring with the prevalence in range of values 0,10—
1,34 %. The most significant change in the prevalence in the reference period occurred with S. aureus,
whose prevalence decreased by 5,18+2,40 % in 2017 when compared to 2007. The most interesting
facts concerning the susceptibility to antibiotic were a rather low sensitivity to tetracycline (38,48-
71,67 %) in 4 studied bacteria and a rather high sensitivity to chloramphenicol (69,11-100 %) and
amoxycilin/clavulan (70,77-98,16 %) in 5 studied bacteria. High sensitivity of the studied genera of
yeast Candida sp. was observed to nystatin, pimaricin a ciklopiroxolamin (89,91-100 %). On the other
hand, a generally low sensitivity to the other 10 used antimycotics was observed in the tested strains of
Candida sp. (25,76-49,41 %). In this thesis’s conclusion there was a comparison of 2017 antimicrobial
susceptibility data coming from a small (25) and big (100-1000) data file (tested microbial strains). It
was confirmed that the antimicrobial susceptibility data calculated from a small data file are relatively

unreliable (deviation from the big data file in range 4,23-16,23 %).
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1 UvVoD

Stale Cast&jSi vyskyt mikroorganismii rezistentnich viéi riznym antimikrobidlnim latkam
predstavuje jeden z nejvyznamnéjsich globalnich problémi, kterému lidstvo v soucasné dobé¢ celi. Lidé
i zvifata se jako evoluéné mladsi eukaryotické organismy museli vyrovnat s tim, ze z hlediska poctu
jednotlivct, rychlosti reprodukce a schopnosti adaptace viéi stale se ménicim vnéj$im podminkam na
této planeté jednoznacné dominuji prokaryotické mikroorganismy. Tyto mikroorganismy mohou mit na
lidi i zvifata pozitivni (napf. stfevni bakterie napomahajici traveni) i negativni vliv (napf. patogenni
mikroorganismy zptsobujici onemocnéni). Potfeba vysSich Zivocichti regulovat poéty a typy
mikroorganismu pfitomnych v jejich téle zfejmé vyustila v evoluci imunitniho systému jakozto i€¢inné

bariéry proti agresivnimu mikrobnimu okolnimu prostiedi.

Imunitni systém vSak neni vtomto ohledu vSemocny, protoze mikrobidlni infekce
predstavovaly a stale predstavuji velky problém zejm. u déti ¢i seniord, u lidi s imunodeficity a jinymi
podruznymi komplikacemi nebo u onkologickych pacienti po chemoterapii. Zlomovy okamzik pfiSel
v roce 1928, kdy Alexander Fleming pozoruhodnou nahodou objevil penicilin (Fleming, 1929; Wong,
2003), ktery byl po dalsim vyzkumu (Chain et Florey, 1940) aplikovan béhem druhé svétové valky jako
prvni antibiotikum. Pouziti antibiotika ovSem vyvolava stres u exponované populace mikroorganismt,
coz postupné vede k selekci a $ifeni mutantt, ktefi ziskali rezistenci proti tomuto antibiotiku. Proto se

velice brzy po druhé svétové valce zacaly vyskytovat prvni ptipady rezistenci.

Hlavnich pfi¢in vzniku rezistenci vuéi antimikrobialnim latkam je v soucasné dobé hned
nekolik. Bylo prokdzano spojeni mezi mirou uzivani daného pfipravu a rychlosti vzniku rezistence
k tomuto ptipravku (Goossens, 2009). Dale bylo prokazano, ze nespravné a nadbyteéné predepisovani
antimikrobnich ptipravka lékati také vede k rozvoji rezistence (Andreatos et al., 2018). Intenzivni
vyuzivani antimikrobialnich latek v zemédélstvi K prevenci i terapii také vede k postupné propagaci
rezistentnich kment (Bzdil et Chaloupka, 2017). Své nezastupitelné misto na poli vzniku novych
rezistenci ma také volna dostupnost a distribuce antimikrobialnich latek v nékterych zemich (Bin

Nafisah et al., 2017).

Podle svétové zdravotnické organizace (world health organisation, zkr. WHO) v souéasnosti
mezi nejvice nebezpeéné rezistentni kmeny patfi methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
(zkr. MRSA), vankomycin-rezistentni enterokoky (zkr. VRE, napt. Enterococcus faecalis nebo
Enterococcus  faecium),  karbapenem-rezistentni ~ Enterobacteriaceae  (zkr. CRE, napft.
Escherichia coli nebo Klebsiella pneumoniae), ESBL (extended spectrum betalactamase) produkujici
Enterobacteriaceae, rezistentni Streptococcus pneumoniae, rezistentni Mycobacterium tuberculosis
nebo rezistentni Pseudomonas aeruginosa. Ventola, 2015, za potencialné nebezpeénou oznacuje také

rezistentni Neisseria gonorrhoeae.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2048009/
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1068607X03000064
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1068607X03000064
http://www.thelancet.com/journals/lancet/article/PIIS0140-6736(01)08728-1/abstract
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1198743X14603852
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924857918301055
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876034116301551
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876034116301551
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4378521/

Otazkou zistava, jakym zplsobem by se lidstvo mélo snaZzit problém antimikrobialni
rezistence fesit. Je zfejmé, ze k u€innému feseni situace nebo alesponl ke zpomaleni ztraty citlivosti
k antimikrobialnim latkdm je zapotfebi vysokého stupné spoluprace a integrace povéfenych autorit
napii¢ zemémi celého svéta. Jestli se spiSe vydat ponékud ptirozengjs$i cestou a pomoci riznych
rekombinantnich aj. technologii se snazit dovést na§ imunitni systém k dokonalosti anebo pokracovat
Ve (zfejmé piedem prohrané) ,,valce ve zbrojeni® ve snaze ziskat ,,ultimatni* antimikrobialni latku, ke
které se jiz nebudou u mikroorganismut tvofit rezistence. Existuji zfejmée i jiné pristupy, ale zakladni

dogma by mélo byt nasledujici:

K mikrobiomu nasi planety je poti‘eba pristupovat s maximalnim respektem a lidstvo by
se mélo snazit zodpovédné FeSit ty dil¢i problémy, které v soucasné dobé reSit lze. Mezi feSitelné
problémy patfi napf.: ZvySeni zminéné integrace na poli antimikrobidlni politiky, zavedeni pfisné
regulace volné dostupnych antimikrobialnich latek v zemich, kde tomu tak doposud neni, zlepSovani
Cistoty chovatelskych prostor a zavadéni takovych norem a standardi pro chov, aby se zvifata
nemusely preventivné 1é¢it antibiotiky, hledani alternativnich metod 1é¢by mikrobialnich infekci,
vyuziti genového inZenyrstvi k posileni imunitniho systému zvifat a ¢lovéka anebo zkratka tlumeni
nevhodného a nepottebného predepisovani antimikrobialnich latek jak v humanni, tak ve veterinarni

sfére.



2 CIiLE PRACE

Tato diplomova prace se zabyva problematikou rezistence k antimikrobialnim latkam u téchto
sedmi mikroorganismt: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp., Klebsiella sp.,

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis a Candida sp.

Cilem teoretické ¢asti, ktera zahrnuje kapitolu LITERARNi PREHLED, bylo S pomoci aktualné
dostupné védecké literatury shrnout dosavadni poznatky o biologii vy$e uvedenych sedmi studovanych
mikroorganismu, zejm. pak o jejich klasifikaci a typizaci, jejich patogenité ve veterinarni a humanni
sféfe, jejich znamych genech rezistence, jejich mechanismech antimikrobialni rezistence, a nakonec také

0 jejich soucasné hlasené citlivosti k vybranym antimikrobialnim latkam.

Cilem experimentalni ¢asti, kterd je popsana vramci kapitol MATERIAL A METODIKA,
VYSLEDKY a DISKUZE, bylo vytvofit prehled stavu antimikrobialni rezistence ve veterinarni sféfe
moravského a slezského regionu Ceské republiky v letech 2007—2017. Tento piehled byl sestaven
s vyuzitim vlastnich naméfenych dat sestavajicich ze stanovenych citlivosti k vybrané sadé¢ antibiotik ¢i
antimykotik celkem u 175 mikrobialnich kment (25 kmend od kazdého studovaného mikroba), a dale
s vyuzitim archivovanych dat Statniho veterinarniho tstavu Olomouc (dale jen zkr. SVU Olomouc), na

kterém byla diplomova prace vypracovana. Dil¢i experimentalni cile byly nasledujici:

(1.) Popsat zmény prevalence v letech 2007-2017 u vySe uvedenych sedmi studovanych

mikrobi ve vzorcich spadové oblasti SVU Olomouc.

(2.) Popsat a statisticky zhodnotit zmény v citlivostech k vybranym antimikrobialnim latkam
v letech 2007-2017 u vySe uvedenych sedmi studovanych mikrobu ve vzorcich spadové
oblasti SVU Olomouc.

(3.) Porovnat udaje antimikrobialnich citlivosti vySe zminénych mikrobi ziskané vlastnim
méfenim (maly soubor dat) s tidaji SVU Olomouc namé&tenymi za rok 2017 (velky soubor dat).
Timto zptisobem ovéfit, jestli k ziskani divéryhodného udaje antimikrobidlni citlivosti staci

stanovit citlivost pouze u 25 kment jednoho mikroorganismu.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Charakteristika Escherichia coli

3.1.1 Klasifikace a typizace E. coli

Bakterii Escherichia coli v roce 1885 objevil a roku 1886 popsal rakousky 1ékai Theodor von
Escherich. Jedna se o gramnegativni fakultativné anaerobni nesporulujici a pohyblivé mikroorganismy,
jejichz buriky maji ty¢inkovity tvar a jsou dlouhé 2—3 pum a tlusté 0,5-0,8 um. E. coli naleZi do ¢eledi
Enterobacteriaceae. Genom E. coli je ulozen v 1 prokaryotickém cirkularnim chromozému o velikosti
asi 4,6 milioni bazi part. Je dobfe kultivovatelna na vétSiné mikrobiologickych pud. Z hlediska
biochemickych testi je E. coli katalaza-pozitivni, oxidaza-negativni, uredza-negativni a pfevazuje u ni
fermentativni typ metabolismu. Imunologicky nejzajimavéjsi strukturami jsou u E. coli ,télové*
O-antigeny (specifické c¢asti polysacharidového fetézce lipopolysacharidu vnéj§i membrany),
,bicikové“ a fimbrialni“ H-antigeny (polymerizované proteiny flageliny) anebo ,kapsularni®

polysacharidové a polypeptidické K-antigeny (Votava, 2005).

3.1.2 Patogenita a klinicky vyznam E. coli

E. coli kolonizuje stfevo obratlovcli jako soucast bézné stievni mikroflory, kde vici svému
hostiteli nejcastéji vystupuje jako komenzal, saprofyt a ¢aste¢né i symbiont, ale v uréitych ptipadech se
z ni mize stat také patogen. Mimo stfevo je E. coli patogenni vzdy a uvnitf stieva dochazi u E. coli
k patogenezi pouze pokud je piislusny kmen vybaven faktory virulence. Na zaklad¢ téchto faktort

virulence rozdélujeme patogenni E. coli do n€kolika skupin (Mirhoseini et al., 2018):

ETEC (zkr. enterotoxigenic E. coli) patii k jednomu z nejvyznamnéj$ich bakterialnich
pivodcli prijmovych onemocnéni v rozvojovych zemich. Jsou hlaSeny infekce lidi, pst, prasat
a prezvykavcu (Mainil, 2013). Témito kmeny E. coli jsou také nejcastéji infikovani ti, ktefi trpi tzv.
cestovatelskym prijmem. Prijem zpisobeny ETEC mize byt mirny az velmi zavazny s rizikem
rozsahlé dehydratace. Obvykle je ndkaza ETEC doprovazena bolestmi bficha, nevolnostmi, zvracenim
a mén¢ ziidka také horeckou a bolestmi hlavy (Qadri et al., 2005). ETEC produkuje dva hlavni typy
virulentnich faktorii — enterotoxin LT (tepeln¢ labilni) a enterotoxin ST (tepeln¢ stabilni). Oba dva maji

za nasledek zvySenou sekreci vody epitelialnimi butikami do lumen stfeva (Sanchez et Holmgren, 2005).

EIEC (zkr. enteroinvasive E. coli) kmeny jsou diky faktoriim invazivity schopny invadovat do
sliznic stfeva, ¢imz mohou zpusobit pro tento kmen typické krvavé prijmy (Mainil, 2013). Jsou hlaseny
infekce lidi a primata (Mainil, 2013).

EAEC (zkr. enteroadherent E. coli) neboli EAQQEC (zkr. enteroaggregative E. coli) kmeny
vyvolavaji prijmova onemocnéni u lidi (Mainil, 2013) a jsou specifické svym genem aggR a vysokou

schopnosti adherovat na proteiny extracelularni matrix stfevniho epitelia, konkrétné na fibronektin,
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laminin a kolagen IV (Harrington et al., 2006). Zvlastnim piipadem EAEC jsou kmeny DAEC (zkr.
diffusely adherent E. coli), které infikuji lidi i zvitata a jsou specifické produkci afimbrialnich adhezint.
DAEC zptisobuji prijmy, infekce mocovych cest a diky schopno diftizni adherence k buiikam mohou

snadno pfejit i v bakteriémii az sepsi (Mainil, 2013).

EPEC (zkr. enteropathogenic E. coli) napadaji vSechny savce (Mainil, 2013) a jsou také
schopny rozsahlé¢ adherence na stfevni buiiky diky genu eae, jehoz produktem je protein vné&jsi
membrany zvany intimin (Magdy et al., 2015). Stejné jako i u pfedchozich patogennich kment E. coli

jeiu EPEC hlavnim problémem zpisobeny prijem.

EHEC (zkr. enterohemorrhagic E. coli) kmeny jsou rozsifené v industrializovanych zemich
a prenaseny zejm. kontaminovanymi potravinami ¢i vodou. Napadaji ¢lovéka a skot (Mainil, 2013).
Specifikem na poli faktort virulence je u téchto kment produkce Shiga-like toxinu, diky ¢emuz se nékdy
nazyvaji STEC (zkr. shiga-like toxicogenic E. coli). Jejich ptivodni nazev EHEC vychazi z krvaceni do
stieva, které vyvolavaji. Krvavé prijmy (hemoragické kolitidy) ovSem byvaji pouze zacatkem infekce,
jelikoz v pribéhu onemocnéni dochazi k rozsifeni infekce i mimo stievo a vzniku tzv. hemolyticko-

uremického syndromu, ktery miize vyustit az v selhani ledvin (Hartland et Leong, 2013).

UPEC (zkr. uropathogenic E. coli) kmeny napadaji urogenitalni trakt ¢lovéka i zvitat (Mainil,
2013) a produkuji mnoho faktort virulence, napf. rizné adheziny a toxiny, proteazy nebo komponenty
utvarejici ochranné bakterialni pouzdro (Shakhatreh et al., 2018). Nékdy se vyclenuje jesté jedna
skupina kmenu E. coli zvana NTEC (zkr. necrotoxigenic E. coli), ktera je znama produkei cytotoxickych
nektrotizujicich faktort CNF1 a CNF2, které zpusobuji nekrozu na kizi kralika a smrt mysi (Orden et
al., 1999).

3.1.3 Citlivost E. coli k antibiotikim

Evropské centrum pro prevenci a kontrolu nemoci (zkr. ECDC, european centre for disease
prevention and control) v ramci svého programu EARS-Net (zkr. european antimicrobial resistance
surveillance network) uvadi nasledujici antimikrobni rezistence u E. coli vroce 2016 pro Ceskou
republiku: 55,1 % z 3055 testovanych izolath rezistentnich k aminopenicilinim, 27,6 % z 3061
testovanych izolatd rezistentnich k fluorochinolontim, 15,1 % z 3061 testovanych izolatd rezistentnich
k cefalosporiniim tieti generace, 12,2 % z 3061 testovanych izolati rezistentnich k aminoglykosidim
a0 % z 1483 testovanych izolati rezistentnich ke karbapenemim. Pro srovnani jsou dale uvedeny

i nasledujici zjisténé rezistence E. coli pochazejici ze stejné databaze pro Belgii a Bulharsko.

V Belgii byly u E. coli za rok 2016 naméfeny nasledujici antimikrobni rezistence: 58,0 %
z23736 testovanych izolath rezistentnich k aminopenicilinim, 24,5 % z 3854 testovanych izolatd

rezistentnich k fluorochinolonim, 10,5 % z 3737 testovanych izolath rezistentnich k cefalosporinim


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16451173
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165242712003625
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165242712003625
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1743919115002046#bib6
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165242712003625
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3639409/
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165242712003625
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165242712003625
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1018364717312648#b0035
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113599000127
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113599000127
https://ecdc.europa.eu/en/antimicrobial-resistance/surveillance-and-disease-data/data-ecdc

tfeti generace, 8,4 % z 3499 testovanych izolati rezistentnich k aminoglykosidim a 0,1 % z 3845

testovanych izolath rezistentnich ke karbapenemtim.

Naopak v Bulharsku byly u E. coli za rok 2016 naméfeny tyto antimikrobni rezistence: 78,0
% z 186 testovanych izolati rezistentnich k aminopenicilinim, 42,2 % z 237 testovanych izolati
rezistentnich k fluorochinolontim, 41,6 % z 238 testovanych izolati rezistentnich k cefalosporiniim treti
generace, 34,8 % z210 testovanych izolati rezistentnich k aminoglykosidim a 1,0 % z411

testovanych izolati rezistentnich ke karbapenemtm.

3.2  Charakteristika Pseudomonas aeruginosa

3.2.1 Klasifikace a typizace P. aeruginosa

Bakterie Pseudomonas aeruginosa jsou gramnegativni fakultativné anaerobni nesporulujici
a pohyblivé mikroorganismy, jejichz buiiky maji ty¢inkovity tvar. P. aeruginosa nalezi do ¢eledi
Pseudomonaceae. Genom P. aeruginosa je ulozen v 1 prokaryotickém cirkularnim chromozomu
o velikosti asi 5,2—7 milionu bazi part. Je dobie kultivovatelna na vétsiné mikrobiologickych pud se
specifickou tvorbou nejéastéji zelenych pigmenti (pyocyanin, pyoverdin, fluorescein). Z hlediska
biochemickych testi je P. aeruginosa katalaza-pozitivni, oxidaza-pozitivni, uredza-pozitivni
a prevazuje u ni fermentativni typ metabolismu. P. aeruginosa ma somatické, bi¢ikové i fimbrialni

antigeny (Votava, 2005).

3.2.2  Patogenita a klinicky vyznam P. aeruginosa

P. aeruginosa je oportunistickym patogenem lidi i zvifat, pfiemz specifikem u tohoto
mikroba je stfidani dvou Zivotnich stylti, z nichZ prvni pfedstavuje existenci ve formé¢ volnych bunék
zpusobujicich spise akutni infekce, kdezto druhy piedstavuje existenci ve formé usedlych bunek (nékdy
tvoticich biofilmy) zptsobujicich spiSe chronické infekce (Valentini et al., 2018). Infekce mohou byt
lokalizovany napt. na kazi, v usich a o¢ich, v srdci nebo v mocovych a dychacich cestach (Gellatly et
Hancock, 2013). Problém piestavuje P. aeruginosa zejm. v nemocni¢nim prostiedi, ve které je soucasti

tzv. nozokomialnich nakaz.

3.2.3  Citlivost P. aeruginosa k antibiotikiim

ECDC vramci svého programu EARS-Net uvadi nésledujici antimikrobni rezistence
u P. aeruginosa Vv roce 2016 pro Ceskou republiku: 25,3 % z 458 testovanych izolatl rezistentnich
k piperacilinu/tazobaktamu, 34,7 % z 464 testovanych izolati rezistentnich k fluorochinolonim,
18,8 % z 464 testovanych izolath rezistentnich k aminoglykosidim, 8,8 % z 464 testovanych izolatt
rezistentnich ke karbapenemim. Pro srovnani jsou dale uvedeny i nasledujici zjiSténé rezistence

P. aeruginosa pochazejici ze stejné databaze pro Belgii a Bulharsko.
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V Belgii byly u P. aeruginosa za rok 2016 naméfeny nasledujici antimikrobni rezistence:
9,7 % z 318 testovanych izolata rezistentnich K piperacilinu/tazobaktamu, 14,5 % z 366 testovanych
izolath rezistentnich k fluorochinoloniim, 11,0 % 2z 327 testovanych izolatl rezistentnich

k aminoglykosidum, 9,6 % z 365 testovanych izolatd rezistentnich ke karbapenemam.

Naopak v Bulharsku byly u P. aeruginosa za rok 2016 naméteny tyto antimikrobni rezistence:
40,0 % z 55 testovanych izolatd rezistentnich k piperacilinu/tazobaktamu, 35,7 % z 56 testovanych
izolatd rezistentnich k fluorochinolonim, 48,7 % 239 testovanych izolatl rezistentnich

k aminoglykosidiim a 30,4 % z 56 testovanych izolati rezistentnich ke karbapenemutim.

3.3  Charakteristika Salmonella sp.

3.3.1 Kilasifikace a typizace Salmonella sp.

Bakterii Salmonella sp. vroce 1885 objevil Theobald Smith. Jedna se o gramnegativni
fakultativné anaerobni nesporulujici a pohyblivé mikroorganismy, jejichz buiiky maji ty¢inkovity tvar
a jsou dlouhé 25 um a tlusté 0,7-1,5 um (Fabrega et Vila, 2013). Salmonella sp. nalezi do ¢eledi
Enterobacteriaceae. Genom Salmonella sp. je uloZzen v 1 prokaryotickém cirkularnim chromozému
o velikosti asi 4,5 miliont bazi para (McClelland et al., 2004). Z hlediska biochemie je Salmonella sp.
katalaza-pozitivni, oxidaza-negativni, uredza-negativni a dobie roste v pritomnosti sloucenin selenu,
¢ehoz se vyuziva pii selektivni kultivaci. Salmonella sp. produkuje ,,télni* O-antigeny a ,,bi¢ikové*
H-antigeny (Votava, 2005).

3.3.2  Patogenita a klinicky vyznam Salmonella sp.

Rod Salmonella zahrnuje dva druhy Salmonella bongori a Salmonella enterica, ktera se dale
déli do 6 poddruht (napi. Salmonella enterica ssp. enterica) a ty se dale déli do tzv. sérovara (sérotypt)
na zakladé vyse uvedené antigenniho O/H slozeni. Sérovar Salmonella enterica spp. enterica Typhi
zpusobuje primarné u lidi biisni tyfus (Wain et al., 2015), ktery se projevuje vysokymi septickymi
horec¢kami, bolesti biicha a hlavy, rizovymi skvrnami na téle a nevolnostmi, kdezto sérovary Salmonella
enterica spp. enterica Paratyphi A az C zpUsobuji paratyfus, ktery se bfiSnimu tyfu podoba, ale miva
mirn&jsi prabéh. V piipadé zoonotickych nakaz, napi. Salmonella enterica spp. enterica Typhimurium
mluvime o tzv. salmonel6zach, které se nejcastéji projevuji jako prijmova onemocnéni bez komplikaci.
Problémy mohou nastat v pfipadé¢ zapojeni faktorG virulence, které jsou lokalizovany v tzv.

»salmonelovych ostrovech patogenity* (Marcus et al., 2000).

3.3.3  Citlivost Salmonella sp. k antibiotikim

ECDC v ramci svého programu EARS-Net neuvadi zZadna ohledné antimikrobni rezistence
u Salmonella sp. v roce 2016 pro Ceskou republiku ani pro jiné zemé EU. V literatuie se nachazi riizné

zminky, napf. Luo et al., 2018, ve svém vyzkumu v ramci Ciny nésledujici antimikrobni rezistence:
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ampicilin (57,69 %), kanamycin (53,85 %) a tetracyklin (40,38 %). Dale napt. Nhung et al., 2018,
uvadi v ramci Vietnamu vysoké rezistence k chinolonim (52,2 %) a p-laktamtim (49,6 %) a na druhé
strané nizké rezistence viiéi cefalosporintim tieti generace (4,4 %) a aminoglykosidiim (0,8 %). Z Ceské
republiky popisuje stav antimikrobialni rezistence u Salmonella sp. v brnénské ¢isti¢ce odpadnich vod
Masatikova et al., 2016 takto: nejcastéjsi byla rezistence k tetracyklinu (24 %, 9 z 38 testovanych),
ampicilinu a streptomycinu (oba 21%, 8 z 38 testovanych) a K sulfonamidim (18 %, 7 z38

testovanych).

3.4  Charakteristika Klebsiella sp.

3.4.1 Klasifikace a typizace Klebsiella sp.

Bakterii Klebsiella sp. vroce 1883 objevil Carl Friedlinder. Jedna se o gramnegativni
fakultativné anaerobni nesporulujici a nepohyblivé mikroorganismy, jejichz buniky maji tyc¢inkovity
tvar. Klebsiella sp. nalezi do c¢eledi Enterobacteriaceae. Genom Klebsiella sp. je uloZen
v 1 prokaryotickém cirkularnim chromozému o velikosti asi 5,6 milioni bazi part. Z hlediska
biochemie je Klebsiella sp. katalaza-pozitivni, oxidaza-negativni, ureaza-pozitivni. Klebsiella sp.

produkuje antigeny utvarejici pouzdro a O-antigeny (\VVotava, 2005).

3.4.2  Patogenita a klinicky vyznam Klebsiella sp.

Klebsiella sp. se muze vyskytovat jako komenzal ve stievé obratlovct, vV posledni dobé se ale
mnohem vice uplatituje jako oportunni patogen i v ramci nebezpeénych nozokomialnich nakaz. Mezi
hlavni patogenni druhy patii Klebsiella pneumoniae a Klebsiella oxytoca. V posledni dobé se navic
stale zvySuje podil kmenu Klebsiella sp. produkujicich Siroké spektrum betalaktamazy, tzv. ESBL (zkr.
extended spectrum betalactamases), které jim poskytuji rezistenci k Sirokému spektru betalaktamovych
antibiotik (Podschun et Ullmann, 1998). Je u nich velké riziko vzniku infekci mocovych a dychacich
cest aZ systémovych sepsi (Bagley, 1985). Nejvice rizikové jsou infekce K. pneumoniae pro malé déti,

seniory a imunokompromitované jedince (\Wyres et Holt, 2016).

3.4.3 Citlivost Klebsiella pneumoniae k antibiotikiim

ECDC vramci svého programu EARS-Net uvadi nésledujici antimikrobni rezistence
u K. pneumoniae v roce 2016 pro Ceskou republiku: 0,0 % z 1096 testovanych izolatii rezistentnich ke
karbapenemtim, 50,5 % z 1384 testovanych izolati rezistentnich k fluorochinolontim, 51,8 % z 1384
testovanych izolatl rezistentnich k cefalosporiniim tfeti generace a 47,1 % z 1385 testovanych izolatl
rezistentnich k aminoglykosidim. Pro srovnani jsou dale uvedeny i nasledujici zjisténé rezistence

K. pneumoniae pochazejici ze stejné databaze pro Belgii a Bulharsko.

V Belgii byly u K. pneumoniae za rok 2016 naméfeny nasledujici antimikrobni rezistence:

2,4 % z 669 testovanych izolatl rezistentnich ke karbapenemtim, 23,6 % z 669 testovanych izolatt
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rezistentnich k fluorochinolontim, 22,9 % z 669 testovanych izolati rezistentnich k cefalosporintim tieti

generace a 13,8 % z 637 testovanych izolatl rezistentnich k aminoglykosidim.

Naopak v Bulharsku byly u K. pneumoniae za rok 2016 naméfeny tyto antimikrobni
rezistence: 4,4 % z 159 testovanych izolatu rezistentnich ke karbapenemiim, 55,6 % z 160 testovanych
izolath rezistentnich k fluorochinolontiim, 72,5 % 2z 160 testovanych izolatl rezistentnich

k cefalosporiniim tfeti generace a 64,4 % z 135 testovanych izolatt rezistentnich k aminoglykosidim.

3.5  Charakteristika Staphylococcus aureus

3.5.1 Kilasifikace a typizace S. aureus

Staphylococcus aureus jsou grampozitivni fakultativné anaerobni nesporulujici a nepohyblivé
ovalné koky o priméru pfiblizné 1 um vyznamny v humanni i veterinarni klinické sféfe, ve které patii
napt. mezi patogeny mlééné zlazy skotu (Bzdil et Chaloupka, 2017). S. aureus patii do celedi
Staphylococcaceae. Jedna se o oportunisticky patogen a piiblizné u tietiny lidské populace
bezpiiznakové kolonizuje nosni sliznice, podpazi, rozkrok a okoli rekta (Tong et al., 2015). Genom
S. aureus je ulozen v 1 prokaryotickém cirkularnim chromozému o velikosti asi 2,7 milionu bazi part.
Z hlediska biochemie je S. aureus katalaza-pozitivni, oxidaza-negativni, ureaza-pozitivni. S. aureus
tvoti fadu vyznamnych antigenii, napt. kyselinu teichoovou, protein A, stafylokokovy peptidoglykan

(murein) a v n¢kterych ptipadech také kapsularni antigeny (\otava, 2005).

3.5.2  Patogenita a klinicky vyznam S. aureus

Porusenim kozniho pokryvu napt. diky poranéni mize dojit k zaneseni S. aureus do rany.
Infekce se primarné rozviji ve formé celulitidy nebo folikulitidy v podkozni tkani, ale sekundarné mtze
S. aureus zpusobovat i osteomyelitidu, pneumonii, bakterialni endokarditidu, bakteriémii az sepsi.
Typicky se infekce S. aureus projevuje hnisavym zanétem a abscesem (Kobayashi et al., 2015). U zvitat
jsou obycejné hlaseny vyskyty S. aureus u domacich i uzitkovych zvitat (Aires-de-Sousa, 2017).
U zvifat se infekce rozviji podobnym zptsobem, ale nejbéznéjsimi komplikacemi jsou dermatitidy,
Zivota zvitat (Peton et Le Loir, 2014). Nejvétsi riziko ve veterinarni sféfe predstavuje S. aureus
Vv ohroZeni kvality chovného produktu jako jsou vajicka u driibeze, maso u prasat anebo mléko u skotu,

u kterého mluvime o tzv. mastitid€, coZ je onemocnéni mlécné zlazy.

Zavaznost stafylokokovych infekei spoc¢iva v mnoha faktorech virulence, kterymi S. aureus
disponuje. Mezi povrchové faktory virulence zafazujeme zejm. protein A, ktery stafylokoka chrani pred
slozkami humoralni imunity a vazanou koagulazu neboli clumping factor A, ktera prostiednictvim
pfemény fibrinogenu na fibrin vyvolava srazeni plazmy a shlukovani stafylokok. Mimo povrchové

faktory dale stafylokoky do svého okoli sekretuji extracelularni patogenni enzymy a toxiny.
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Nejzminovanéj§imi enzymy S. aureus byva volna koagulaza s obdobnou funkci jako vySe zminéna
vazana koaguléza, dale hyaluroniddza a neuraminiddza umoziujici snadnéjsi §ifeni ve tkanich vlivem
naru$ovani mezibunéénych struktur a v neposledni fadé také rizné bakterialni lipdzy, které usnadnuji
Siteni stafylokokli v podkozi a v mazovych a mléénych Zlazach. Nékteré kmeny S. aureus produkuji
toxiny, z nichz nejvyznamnéjsi jsou hemolyziny typu a, f, v i 6 a dale leukocidiny véetné Pantonova-
Valentinova leukocidinu usmrcujiciho neutrofily a makrofagy. Stafylokokové enterotoxiny jsou
vyznamné hlavné kvili jejich vysoké termostabilit¢ a odolnosti vic¢i travicimu aparatu. Spolecné
S enterotoxiny muze toxin syndromu toxického Soku 1 (TSST-1) vyvolavat otravy z potravin véetne

otravy ze stafylokokem kontaminovaného mléka (Bien et al., 2011).

3.5.3 Citlivost S. aureus k antibiotikim

ECDC v ramci svého programu EARS-Net uvadi antimikrobni rezistence u S. aureus v roce
2016 pro Ceskou republiku pouze k methicilinu (oxacilinu): 13,9 % rezistentnich z 1887 testovanych
izolatd. Pro srovnani jsou dale uvedeny i nasledujici zjisténé rezistence S. aureus pochazejici ze stejné
databaze pro Belgii a Bulharsko. V Belgii bylo u S. aureus za rok 2016 zjisténo 12,2 % rezistentnich
z 1364 testovanych izolat. V Bulharku bylo u S. aureus za rok 2016 zjisténo 14,3 % rezistentnich z 231

testovanych izolath.

Dale napt. Wang et al., 2016 uvadi alarmujici situaci testovani citlivosti kmenti S. aureus
izolovanych z celkové 327 vzorkt mléka ve své studii z Ciny. Kmeny byly v tomto p¥ipadé rezistentni
k sulfomethoxazolu (100 %6), penicilinu G (94,3 %), ampicilinu (94,3 %), erythromycinu (68,6 %0),
azithromycinu (68,6 %), klindamycinu (25,7 %), amoxicilinu (11,4 %) a k tetracyklinu (5,7 %).
Vsechny byly ale zaroven citlivé napf. k oxacilinu (100 %), cefalotinu (100 %), neomycinu (100 %)
nebo chloramfenikolu (100 %). Dalsi studie pochazi z Rumunska, ve které Bouari et al., 2016 uvadi
rezistenci mastitidnich kmenti S. aureus k penicilinu G a tetracyklinu a na druhé strané citlivost

k enrofloxacinu a amoxicilin/klavulanu.

3.6 Charakteristika Enterococcus faecalis

3.6.1 Kilasifikace a typizace E. faecalis

E. faecalis jsou gramporzitivni fakultativné anaerobni nesporulujici a nepohyblivé ovalné
koky. E. faecalis nalezi do ¢eledi Enterococcaceae. Genom E. faecalis je uloZen v 1 prokaryotickém
cirkularnim chromozému o velikosti asi 3,2 miliond bazi part. Z hlediska biochemie je E. faecalis
katalaza-negativni, oxidaza-negativni a ureaza negativni. E. faecalis produkuje spole¢ny skupinovy

antigen D, kterym je kyselina glycerol-teichoova v bunécné sténé (\Votava, 2005).
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3.6.2  Patogenita a klinicky vyznam E. faecalis

E. faecalis je béznou soucasti stievni mikroflory, ale zaroven vystupuje jako oportunisticky
patogen. U lidi mtize zptsobovat infekce mocovych cest nebo nebezpecnou endokarditidu, septické
stavy ¢i meningitidu. Nékteré kmeny E. faecalis jsou hemolytické a v ptipadé infekce tak ptinaseji dalsi
komplikace (Huycke et al., 1991). E. faecalis také ¢asto byva ptivodcem problémi spojenych s infekci
zubniho kotenového kanalku (Stuart et al., 2006).

3.6.3  Citlivost E. faecalis k antibiotikiim v Evropé

ECDC vramci svého programu EARS-Net uvadi nasledujici antimikrobni rezistence
u E. faecalis vroce 2016 pro Ceskou republiku: 1,2 % z 515 testovanych izolatl rezistentnich
k aminopenicilinim, 0 % z 514 testovanych izolati rezistentnich k vankomycinu a 37,1 % z 515
testovanych izolati rezistentnich ke gentamicinu. Pro srovnani jsou dale uvedeny i nasledujici zjisténé

rezistence E. faecalis pochazejici ze stejné databaze pro Belgii a Bulharsko.

V Belgii byly u E. faecalis za rok 2016 naméfeny nasledujici antimikrobni rezistence: 0,4 %
z 461 testovanych izolatl rezistentnich k aminopenicilintim, 0 % z 463 testovanych izolatt rezistentnich

k vankomycinu a 19,8 % z 328 testovanych izolatl rezistentnich ke gentamicinu.

Naopak v Bulharsku byly u E. faecalis za rok 2016 naméteny tyto antimikrobni rezistence:
6,1 % z 114 testovanych izolatl rezistentnich k aminopenicilinim, 1,8 % z 109 testovanych izolatt

rezistentnich k vankomycinu a 46,9 % z 98 testovanych izolatl rezistentnich ke gentamicinu.

3.7  Charakteristika Candida sp.

3.7.1  Klasifikace a typizace Candida sp.

Candida sp. je kvasinka spadajici do celedi Saccharomycetaceae a do oddéleni
vieckovytrusnych hub (Ascomycota). Podle Grama se barvi pozitivné. Genom C. albicans je ulozen
v 8 linearnich chromozémech o velikosti asi 14,4 milioni bazi part (Braunsdorf et LeibundGut-
Landmann, 2018). Je dobfte kultivovatelna na krevnim agaru a na Sabouraudové agaru, ve kterém se

vyuziva schopnosti Candida sp. piezit i za niz§iho pH (Votava, 2005).

3.7.2  Patogenita a klinicky vyznam Candida sp.

Z hlediska patogenity je nejvyznamnégj$im druhem Candida albicans, dale potom Candida
parapsilosis a Candida tropicalis. C. albicans je oportunné patogennim mikrobem, ktery za normalnich
podminek kolonizuje velkou ¢ast lidské populace. U imunokompromitovanych jedinct ¢i u jedinct,
u kterych je normalni mikroflora zménéna napf. probihajici antibiotickou 1écbou muze C. albicans
vyvolavat rozsahlé infekce, kdy je schopna se z viceméné neskodného jednobunééného stadia premeénit

vV mnohobunééné pseudohyfalni stadium. Tomuto onemocnéni se fika kandidoza (Pfaller et Diekema,
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2007), pticemz pokud se kandidoza vyskytuje na jazyku ¢i ustnich sliznicich, fika se tomuto ptiznaku
moucnivka (soor). Pfeménu metabolismu z jednobunééné formy na mnohobunéénou formu miize
ovladat zména zivin dostupnych na daném misté (Miramon et Lorenz, 2017). Ke kandidoze je citliva
i vétSina zvifat, napt. ptaci, koné, prasata i koCky. Geneticka piibuznost mezi kmeny C. albicans

izolovanymi od zvitat a od lidi avSak neni ptili§ znama (Edelmann et al., 2005).

3.7.3  Citlivost Candida sp. k antimykotikiim

Nardstajici rezistence K antimykotikim u riznych kment Candida sp. je dalSim
znepokojujicim dikazem prohlubujici se antimikrobialni krize. Napt. Morace et al., 2014 uvadi
narUstajici antimikrobni rezistence u Candida sp. k imidazolim (napf. mikonazol, ketokonazol),
triazoliim (napft. flukonazol, itrakonazol, vorikonazol), 5-fluorocytosinu a polyeniim (napt. amfotericin

B a nystatin).

Obriazek 1 — Makrofotografie kolonii E. coli narostlych na Endové agaru (vlevo) a mikrofotografie bunék
E. coli pti zvétseni 1200% barvenych podle Grama (vpravo)

Foto: Jaroslav Bzdil
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Obrazek 2 — Makrofotografie kolonii P. aeruginosa narostlych na krevnim agaru (vlevo) a mikrofotografie
bunék P. aeruginosa pti zvétSeni 1200x barvenych podle Grama (vpravo)

Foto: Jaroslav Bzdil

Obrazek 3 — Makrofotografie kolonii Salmonella Enteritidis narostlych na krevnim agaru (vlevo)
a mikrofotografie bunék S. Enteritidis pti zvétSeni 1200x barvenych podle Grama (vpravo)

Foto: Jaroslav Bzdil

Obrazek 4 — Makrofotografie kolonii K. pneumoniae narostlych na krevnim agaru (vlevo) a mikrofotografie
bunék K. oxytoca pii zvétseni 1200 barvenych podle Grama (vpravo)

Foto: Jaroslav Bzdil
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Obrazek 5 — Makrofotografie kolonii S. aureus narostlych na krevnim agaru (vlevo) a mikrofotografie bun¢k S.
aureus pii zvétseni 1200% barvenych podle Grama (vpravo)

Foto: Jaroslav Bzdil

1200x |

Obrazek 6 — Makrofotografie kolonii E. faecalis narostlych na Slanetz-Bartley agaru (vlevo) a mikrofotografie
bungk E. faecalis pti zvétseni 1200x barvenych podle Grama (vpravo)

Foto: Jaroslav Bzdil

Obrazek 7 — Makrofotografie kolonii C. albicans narostlych na Sabouraud agaru (vlevo) a mikrofotografie
bunék C. albicans pfti zvét§eni 400x barvenych podle Grama (vpravo)

Foto: Jaroslav Bzdil
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4  MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material
e terénni mikrobialni kultury E. coli, P. aeruginosa, Salmonella sp., Klebsiella sp., S. aureus,
E. faecalis a Candida sp. izolované na SVU Olomouc z veterinarniho (klinického nebo
patologického) materialu
e referenéni mikrobialni kultury S. aureus (ATCC25923), E. coli (ATCC25922), P. aeruginosa
(ATCC27853), C. albicans (ATCC90028), C. glabrata (CCY26-20-1) a C. pseudotropicalis
(CCY29-8-11) dodané z Ceské sbirky mikroorganismii, Masarykova Univerzita, Brno
4.2 Chemikalie a roztoky
e sada diskd s antibiotiky (Oxoid Czech, Brno, CZ) — viz Tabulka 1
e sada diski s antimykotiky (Itest Plus, Hradec Kralové, CZ) — viz Tabulka 2
e 0,9% NaCl fyziologicky roztok s 1 % glukozy (Trios, Praha, CZ)
o  destilovana voda nejvyssi kvality (Merck, Darmstadt, DE)
e  absolutni ethanol (Merck, Darmstadt, DE)
e acetonitril (Merck, Darmstadt, DE)
e  kyselina mravené¢i (Merck, Darmstadt, DE)
e  kyselina trifluoroctova (Merck, Darmstadt, DE)
e  zaklad matrice — kyselina skoficova (Bruker Daltoniks, Bremen, DE)
4.3 Kultivaéni pidy
e  Mueller-Hinton agar, dale jen zkr. MHA (Trios, Praha, CZ)
e  Sabouraudiv agar, dale jen zkr. SA (Trios, Praha, CZ)
e  krevni agar, dale jen zkr. KA (Trios, Praha, CZ)
e  Enduv agar, dale jen zkr. EA (Trios, Praha, CZ)
e  Edwardsuv agar, dale jen zkr. EDW (Trios, Praha, CZ)
e masopeptonovy bujon, dale jen zkr. MPB (Trios, Praha, CZ)
e pufrovana peptonova voda, dale jen zkr. PPV (Trios, Praha, CZ)
¢ modified semi-solid Rappaport Vassiliadis agar, dale jen zkr. MSRV (Trios, Praha, CZ)
e xyloza-lyzin-deoxycholatovy agar, dale jen zkr. XLD (Trios, Praha, CZ)
e diagnosticka O a H séra (SIFIN, Berlin, DE)
4.4  Pristroje

dispenzor disku s antimikrobialni latkou (Oxoid Czech, Brno, CZ)

15



o turbidimetr Densi-La-Meter Il (Erba Lachema, Brno, CZ)
e termostat BT120 (Ecom, Polna, CZ)

e centrifuga EBA 20 (Hettich, Tuttlingen, DE)
e tfepacka MS2 Minishaker (IKA, Staufen, DE)
e  mikroskop LABOPHOT 2 (Nikon, JP)

e  hmotnostni analyzator Microflex LT (Bruker Daltoniks, Bremen, DE)

+ ovladaci software MALDI Biotyper (Bruker Daltoniks, Bremen, DE)

Tabulka 1 — Sada antibiotik, které byly pouZity k testaci citlivosti vybranych bakterialnich kment

o s . Koncentrace . e @ inhibi¢ni zén ® inhibic¢ni zé6n

Antibiotikum Kéd [ug/disk] Specifita u R kmendi [mm)]’* S kmenti [mm]x
cefalotin KF 30 12 18
enrofloxacin ENR 5 16 20
amoxycilin + G- 13 18
klavulan AMC 20+ 10 G+ 19 20
chloramfenikol C 30 12 18
tetracyklin T 30 14 19
erytromycin E 15 13 23
gentamicin CN 10 12 15
klindamycin DA 2 14 21
kolistin CcT 10 9 10
cefoperazon CFP 75 15 21
kotrimoxazol SXT 25 10 16
piperacilin PRL 100 P. aeruginosa 17 18
oxacilin OX 1 19 20
vankomycin VA 30 9 12
imipenem IMI 10 16 22
meropenem MEM 10 16 22

Tabulka 2 — Sada antimykotik, které byly pouzity k testaci citlivosti vybranych kment kvasinek

. . , Koncentrace 2 inhibiéni zén @ inhibi¢ni zén

Antimykotikum Kod [ng/disk] u R kment [mm);* u S kmenii [mm)]’*
nystatin NYS 50 15 16
amfotericin B AMB 50 10 11
pimaricin PIM 50 10 11
5-fluorocytosin 5-FC 5 20 21
itrakonazol ITR 30 10 11
ketokonazol KET 30 20 21
klotrimazol KLO 30 20 21
mikonazol MIK 30 20 21
flukonazol FLU 25 15 16
ekonazol EKO 30 20 21
bifonazol BIF 30 10 11
ciklopiroxolamin CIK 30 10 11
vorikonazol VOR 1 16 17

* Vychazi z interni normy SVU Olomouc a norem EUCAST pro bakterie a houby (viz literatura).
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4.5 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

451  Kultivace a izolace mikrobialnich kmeni z klinického a patologického materialu

Pozndamka: Popis této metodiky vychazi ze standardizovaného operaéniho postupu BAK ¢&. 01/04 vyuzivaném na
SVU Olomouc, jehoz zpracovatelem je MVDr. Jaroslav Bzdil, Ph.D. Tento dokument je interni a nevefejny,
proto je niZze uveden pouze vypis postupty, které byly pouZzity v ramci vypracovavani experimentalni ¢asti této
diplomové prace.

Kazdy klinicky nebo patologicky veterinarni biomaterial doru¢eny na SVU Olomouc vyZaduje
diky své specifité rizné piistupy ke zvoleni vhodné bakteriologické kultivaéni metody. Rozhodovat se
muzeme na zaklad¢ (a) charakteru samotného materialu, (b) pozadavki veterinarniho Iékare i chovatele
na sledovanou skupinu mikroorganismd, (c) pfedpist a norem, které presné stanovuji, jakym zpisobem
dany material vySetfovat anebo (d) dle mikroorganismil, jejichz ptfitomnost u daného materidlu
o¢ekavame. Na SVU Olomouc se nejvice vysetiuji nasledujici klinické materialy: mléko, stéry (z kize,
ran, hnisu, punktati aj.), vytéry (z nosu, krku, zobaku, spojivek, tlamy, popf. dal$ich sliznic), trus, mo¢
a krev. Nejast&ji vySetfovanym patologickym materialem na SVU Olomouc jsou organy zvitat (napf-.

srdce, plice, jatra, slezina, ledviny, ¢ast tenkého stfeva, mozek, svaly atd.).

Kultivace z mléka byly provedeny ponofenim mikrobiologické klicky asi 2 cm pod hladinu
mléka doruc¢eného ve sterilni zkumavce a kapka ulpéla na kli¢ce byla rozetfena po plotnach s KA, které
nechame inkubovat pii 36-37,5 °C po dobu 42—48 hodin. Zkumavky se zbylym mlékem byly navic
samy vloZzeny do termostatu a ponechany inkubovat pii 36-37,5 °C po dobu 18-24 hodin a po uplynuti
této doby byly mléka stejnym zplisobem vyockovana na plotny s EDW, které byly opét inkubovany pii
36-37,5 °C po dobu 18-24 hodin.

Kultivace ze stérl (z kiize, ran, hnisu, punktati aj.) a vytéra (z nosu, krku, zobaku, spojivek,
tlamy, popf. dalSich sliznic) byly provedeny p¥imym pfenesenim materialu na stérovém tamponu na KA
a EA. Dale byl tampon zalomen a umistén do zkumavky s MPB, ktery byl poté peclivé protfepan. Plotny
s agary i zkumavky s MPB byly inkubovany v termostatu pti 36-37,5 °C pod dobu 18-24 hodin. Po
pomnoZzeni byly zkumavky s MPB vyockovany na KA a opét inkubovany ve stejnych podminkach
a shodné teploté po dobu 18-24 hodin.

Kultivace z trusu byly provedeny homogenizaci trusu ve fyziologickém roztoku s 1 % glukoza
anebo v MPB a dale pienesenim vzniklé suspenze mikrobiologickou kli¢kou na plotny s KA, EA a XLD
agarem. Plotny byly inkubovany v termostatu pfi 36-37,5 °C po dobu 18-24 hodin az 5 dni podle
potieby.

Pfi kultivaci z moci byla doru¢ena mo¢ nejprve centrifugovana cca 10 minut pii 2500-3000
otackach za minutu (dale jen zkr. RPM — revolutions per minute) supernatant z vétsi ¢asti slit a z mensi

¢asti smichan se vzniklym sedimentem. Kapka této suspenze byla posléze vyockovana na KA a EA
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a inkubovana pii 36-37,5 °C po dobu 24-48 hodin. Zbytek suspenze byl piidan do 10 ml MPB
a ponechan inkubovat pti 36-37,5 °C po dobu 18-24 hodin a nasledné vyockovan na plotnu s KA, ktera
byla opét inkubovana pii 36-37,5 °C po dobu 18-24 hodin.

P1i kultivaci z krve byla nesrazena krev nejprve centrifugovana cca 10 minut pii 2500—-3000
RPM, poté bylo tsti zkumavky opaleno a pomoci sterilni pipety odsata krevni plazma. Vznikly sediment
byl ve zkumavce doplnén asi do poloviny objemu zkumavky sterilnim MPB a zkumavka uzaviena.
Takto upravena hemokultura byla inkubovana pti 36-37,5 °C po dobu 48 hodin. Poté byla pipetou
odebrana kapka pomnozené hemokultury co nejblize mistu rozhrani bujonu a sedimentu a tato kapka

byla rozetiena na plotny s KA a EA. Plotny byly inkubovany pti 36-37,5 °C po dobu 24-48 hodin.

Pro kultivace z organt zvitat bylo nejprve nutno béhem pitvy zajistit pomoci pinzety, noze ¢i
nizek samotné organy, které byly rozloZzeny na kovova plata tak, aby se vzajemné nekontaminovaly
odtékajicim tkanovym mokem. Na povrchu byly tyto organy opaleny a dale s pomoci pinzety a nlizek
bylo z hloubky organu vysttihnut blok tkané krychlového tvaru o hrané asi 1-2 ¢cm. Timto blokem bylo
provedeno rozetieni na plotny s KA, EA. V piipad¢€ velmi hustého mikrobialniho ristu bylo provedeno
vejifovité rozetfeni jednoho ,,otisku* tkanového blocku pomoc¢i mikrobiologické klicky. Posléze byly

plotny s agary inkubovany pii 36-37,5 °C po dobu 18-24 hodin.

Pro kultivaci kvasinek byl pouzit stejny zpisob jako pro vyse uvedené piislusné typy materiala
s tim rozdilem, Ze se material roztiral ¢i vyockovaval na plotny se SA, pfi¢emz plotny byly inkubovany
Vv termostatu pii 20-22 °C po dobu 24-48 hodin.

V piipadé kultivace rodu Salmonella sp. bylo potieba provést selektivni diagnostickou metodu
s pouzitim MSRV média. (1.) Nejprve bylo provedeno ptedpomnozeni v PPV piti 37+1 °C po dobu 18+2
hodin. V piipadé vysetieni trusu bylo michano 25 g trusu s 225 ml PPV nebo 50 g prachu s 200 ml
predehiaté PPV. V piipadé vySetieni podlozek ze dna lihnaiskych lisek byl material vlozen do 1 litru
ptedehiaté PPV a lehce promichan — k vzorku mensimu nez 25 g byla ptidana pfedehiata PPV v poméru
1:10 a nasledné inkubovano (inkubovana PPV se nesmi protiepavat!). Pokud dochazelo k prertistani
vzorka saprofytickou mikroflérou, byl vzorek v PPV pomnozovan krats$i dobu asi 4-6 hodin. Po
ptredpomnozeni v PPV bylo u vSech typi vzorkll pokra¢ovano selektivnim pomnozenim na MRSV, a to
dvakrat po dobu 2443 hodin pti 41,5+1 °C. (2.) Plotny s MSRV byly pted pouzitim osuseny na povrchu
v termostatu s odkrytym vickem. Pipetou byla dale odebrano 0,1 ml inkubované PPV u stény
vzorkovnice z povrchové vrstvy tekutiny a naocCkovany 3 jednotlivé kapky na povrch plotny
(@ 140 mm), nebo po 1 kapce na 2 plotny (@ 90-100 mm). Tam, kde byl jeden vzorek inkubovan ve
2 nadobach s PPV, je mozno sloucit po 1 ml tekutiny z kazdé nadoby a ze smési téchto 2 ml po
dukladném promichani odebrat po 0,1 ml na MSRV vyse uvedenym zptusobem. Plotny s MSRV byly
inkubovany vickem nahoru. Pozitivni narist se projevil zénou riistu a zakalem ptdy s jasnym okrajem.

V pripad¢, ze byla MSRV po 2443 hodinach negativni, prodlouzila se inkubace o dalsich 24+3 hodin
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ateprve pak se pokracovalo (3.) vyockovanim dvakrat po 24 hodinach z MSRV na XLD a 1 dalsi
selektivni pidu dle vlastniho vybéru. Piady byly piedehiaty na pokojovou teplotu a jejich povrch byl
vysusen. Z okraje ristové zony v MSRV byl klickou odebran (objem 10 ul) material z hloubky agaru
a nao¢kovan obvyklym zptisobem na povrch obou selektivnich pid. Pokud nebyla patrna zéna, odebral
se material pfimo z inokulovaného bodu. Agarové selektivni ptidy byly inkubovany pii 37+1 °C po dobu
24+3 hodin. Diagnostika rodu, druhu a sérovaru Salmonella sp. probihala molekularné (MALDI-TOF

nebo PCR), biochemicky pomoci testti pro Enterobacteriaceae a sérologicky s pomoci O a H sér.

Ve vSech uvedenych piipadech kultivace bylo po uplynuti doby inkubace ploten provedeno
vyhodnoceni nartstu bakterialnich kolonii a byly posouzeny rustové vlastnosti porosti (barva, pach,
lesk, tvar, prasvitnost, pigment, opalescence, hemolyza atd.). Podezielé kolonie, které narostly na
kultivaénich pudach byly nasledné izolovany a identifikovany pomoci mass assisted laser
desorption/ionisation time of flight mass spectrometry (dale jen zkr. MALDI-TOF MS). Po identifikaci
po identifikaci byl proveden test citlivosti k antimikrobnim latkam s pouzitim MHA nebo SA
a antibiotickych, resp. antimykotickych diskd.

45.2 ldentifikace a biologicka klasifikace mikroorganismi pomoci MALDI-TOF MS

Poznamka: Popis této metodiky vychazi ze standardizovanych operacnich postupi BAK €. 01/10 a BAK €. 02/10
vyuzivanych na SVU Olomouc, jejichz zpracovatelem je MVDr. Nikola Stromerova. Tyto dokumenty jsou
interni a nevefejné, proto je nize uveden pouze vytah postupu, které byly pouZity v ramci vypracovavani
experimentalni ¢asti této diplomové prace.

Pro identifikaci mikroorganismii se na SVU Olomouc pouziva metoda MALDI-TOF MS
s vyuzitim hmotnostniho analyzatoru Microflex LT, ktery (zjednoduSené feGeno) méfi dobu letu
ribozomalnich proteind uvolnénych z mikroorganismu ve vakuované trubici od doby zasahu laserem po
dobu pristani téchto castic na detektor. Doba letu jednotlivych ¢astic se pomoci kalibracnich konstant
prepocitava na hmotnostni jednotky pfislusnych proteind, ze kterych se nasledné pomoci software
MALDI Biotyper automaticky vytvoii hmotnostni spektra. Ta jsou dale pouzita k identifikaci
mikroorganismi, béhem které se nametena spektra testované mikrobialni kultury porovnavaji s databazi
znamych hmotnostnich spekter riznych mikrobli. Mira podobnosti se statisticky zpracovava a jeji

konecné vyhodnoceni usti v identifikaci testovaného mikroorganismu.

Prvnim krokem pii identifikaci mikrobti pomoci MALDI-TOF MS byla ptiprava roztoku
MALDI matrice. Byl pfipraven zasobni roztok organického rozpoustédla o slozeni: 50 % acetonitril,
47,5 % destilovana voda a 2,5 % kyselina trifluoroctova, tj. pro pfipravu 1 ml tohoto roztoku bylo
v mikrozkumavce smichéno a diikladn€ promichano 500 pl 100% acetonitrilu, 475 pl destilované vody
a 25 pl 100% kyseliny trifluoroctové. Do mikrozkumavky s komeréné pripravenym zakladem matrice

(kyselinou skoticovou) bylo pfidano 250 ul zvySe popsaného zédsobniho roztoku organického
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rozpoustédla. Vznikly roztok bylo dale tfeba dukladné promichat na tfepacce, dokud se vSechny krystaly

matrice uplné nerozpustily, coz bylo zkontrolovano pohledem proti svétlu.

Dalsim krokem byla piiprava vzorku. Cista mikrobialni kultura (idealné izolovana kolonie)
byla pomoci mikrobiologické klicky nebo dievéného paritka nanesena jako tenky film do jamky na
MALDI ocelovou desticku. Mikrobialni kultury byly ve vétSin€ ptipadi Cerstvé, tj. kultury inkubované
v ramci 24-48 hodin a v nékterych ptipadech nékolikadenni kultury ulozené pti laboratorni teploté. Po
naneseni biologického materialu na MALDI desticku byly jamky s materidlem piekryty 1 pl

ptipraveného roztoku MALDI matrice a ponechany zaschnout.

Poslednim krokem bylo méfeni hmotnostnich spekter pomoci hmotnostniho analyzatoru
Microflex LT a nasledné vyhodnoceni MALDI skore v software MALDI Biotyper. Interpretaci
naméfenych hodnot MALDI skoére popisuje Tabulka 3.

Tabulka 3 — Interpretace hodnot MALDI skore v software MALDI Biotyper

MALDI skoére Symbol Barva Popis
2,300-3,000 +++ Zelena velmi vysoce pravdépodobna identifikace druhu
. . vysoce pravdépodobné identifikace rodu,
2,000-2,299 T Zelena pravdépodobna identifikace druhu
1,700-1,999 + Zluta pravdépodobna identifikace rodu
0,000-1,699 - Cervena nespolehliva identifikace

45.3 Stanoveni citlivosti k antimikrobidalnim latkam diskovou difiizni metodou

Poznamka: Popis této metodiky vychazi ze standardizovaného opera¢niho postupu BAK ¢&. 10/03 vyuzivaném na
SVU Olomouc, jehoZ zpracovatelem je MVDr. Jaroslav Bzdil, Ph.D. Tento dokument je interni a nevefejny,
proto je nize uveden pouze vytah postupi, které byly pouzity v ramci vypracovavani experimentalni ¢asti této

diplomové prace.

Diskovou diftzni metodou stanovujeme zénu inhibice mikrobialniho rastu okolo disku
nasyceného antimikrobialni latkou na kultivacni piid€. Porovnanim zjisténé velikosti priméru inhibiéni
zony se standardizovanymi hodnotami nasledné vysSetfovany mikrobialni kmen oznacime jako citlivy
(senzitivni, obvykle znacen jako S) anebo rezistentni (obvykle znacen jako R) k danému antibiotiku ¢i
antimykotiku. V ptipadé nerozhodné hodnoty, kdy je naméfena velikost priméru inhibi¢ni zony mensi
nez hrani¢ni hodnota citlivosti a zaroven vé&tSi nez hraniéni hodnota rezistence je vySetiovany

mikrobialni kmen oznacen jako intermediarni (obvykle znacen jako I).

Po kultivaci mikroorganismil z biologického materidlu doru¢eného na SVU Olomouc a jejich
nasledné identifikaci metodou MALDI-TOF MS bylo provedeno stanoveni citlivosti
K vybranym antibiotikim (viz Tabulka 1) a antimykotikim (viz Tabulka 2) u 175 mikrobialnich
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kment, mezi kterymi bylo vzdy 25 zastupct jednoho ztéchto mikrobd: E. coli, P. aeruginosa,

Salmonella sp., Klebsiella sp., S. aureus, S. faecalis a Candida sp.

Pro stanoveni antimikrobidlni citlivosti byla pfipravena mikrobiélni kultura pteockovanim na
MHA tak, aby vznikl souvisly mikrobidlni narist po celé plose agaru. Toho bylo dosazeno pfenesenim
konkrétni mikrobialni kolonie na sterilni ty¢inku s vatovym tampdnem a jejim ponofenim do zkumavky
se 6 ml fyziologického roztoku s 1 % gluk6zy. Ve zkumavce se tak vyvinul zakal, ktery predstavoval
koncentraci mikrobialni suspenze. Zakal byl ptipraven tak, aby jeho hodnota odpovidala ¢islu 0,5 podle
McFarlandovy stupnice, pficemz tato hodnota byla kontrolovana méfenim na turbidimetru. Nasledné
byl v ptipad¢ bakterii proveden roztér na plotnu s agarem — vatovym tamponem byla plotna naockovana
ve ¢tyfech smérech (viz Obrazek 8). V ptipadé kvasinek byl proveden rozliv na plotnu s agarem —
celych 6 ml kvasinkové suspenze bylo rozlito na povrch agaru a jemnym naklanénim plotny byla
suspenze rovnomeérné rozprosttena, priCemz zhruba po 30 sekundach byla zbyvajici suspenze odsata
sterilni pipetou. Na vyockovanou mikrobidlni kulturu byly poté pomoci dispenzort ptidany disky
napusténé antimikrobialni latkou. Takto pfipravené plotny byly inkubovany pii 36-37,5 °C po dobu 16—

24 hodin a nasledné vyhodnoceny zmétenim priméru inhibi¢nich zéon pomoci posuvného métitka.

Obriazek 8 — Schéma roztéru suspenze po povrchu plotny s agarem pii stanovovani citlivosti k antibiotikiim
Poznamka: Cisla oznaduji jednotlivé kroky a sméry pii inokulaci. llustrace: Ondiej Chaloupka.

Metoda stanovovani citlivosti k antimikrobnim latkam se na SVU Olomouc pravidelng

validuje. K ovéfeni spravnosti funkce diski se 1x za 14 dni stanovi citlivost referen¢nich kment

S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, C. albicans ATCC 90028,
C. pseudotropicalis CCY26-20-1 a C. glabrata CCY29-8-11. Stejné testy se provadéji u kazdé nové

nakoupené Sarze MHA a antibiotickych ¢i antimykotickych disk.
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45.4  Statistické hodnoceni vysledkii stanovovani citlivosti k antimikrobialnim latkam

Ke stanoveni statistické vyznamnosti naméfenych vysledkt citlivosti mikroorganismi
Kk antimikrobialnim latkam v letech 2007-2017 byl pouzit test dobré shody (chi kvadrat test).
Matematicky postup odpovidal uvedené literatuie (Perla et Carifio, 2005) s tim rozdilem, ze pfi vypoctu
testové statistiky nebyla pouzita Yatesova korekce kontinuity, protoze hodnoty ¢etnosti v kontingenéni

tabulce byly v fadu stovek. Byly stanoveny dvé hypotézy, které byly pomoci tohoto testu ovéfovany.

Nulova hypotéza (Ho) tika, Ze mezi naméfenou hodnotou citlivosti daného mikrobialniho
druhu k jednomu vybranému antibiotiku za jeden vybrany rok nedoslo k vyznamnému a statisticky

prikaznému poklesu ¢i narastu citlivosti oproti priiméru za posledni tii roky.

Alternativni hypotéza (H:) naopak fika, Ze mezi namétenou hodnotou citlivosti daného
mikrobialniho druhu k jednomu vybranému antibiotiku za jeden vybrany rok doslo k vyznamnému

a statisticky prikaznému poklesu ¢i nartstu citlivosti oproti priméru za posledni tfi roky.

Byla zvolena 5% hladina vyznamnosti (¢ = 0,05) a pozorovany dvé kategorie (rezistentni
kmeny a senzitivni kmeny, n = 2), takze pocet stupniti volnosti byl roven jedné (v =n —1 = 1). Nulovou
hypotézu zamitame v pfipadé, Ze spocitana hodnota testové statistiky odpovidajici hodnoté skore chi
kvadrat (%) je vétsi nebo rovna Kritické hodnotg t1.0,0s = 3,841 (Linda et Kubanova, 2004). Plati tedy, ze

Ho zamitame a Hi pfijimame, pokud y? > ti:00s. Naopak Ho piijimame a Hi zamitame, pokud y* < t1.0s.
Hodnotu testové statistiky neboli skore chi kvadrat po¢itame pomoci standardniho vzorce:

— (Rs - Ro)z + (Ss - So)z
Ro So

2

V tomto vzorci symbolizuji ,,skute¢né“ hodnoty Rsa Ss poc¢et mikrobialnich kment (jednoho
biologického druhu) rezistentnich, resp. senzitivnich k dané antimikrobialni latce za vybrany rok
a ,,o¢ekavané* hodnoty Ro a So znaéi prumér pocti mikrobialnich kment (jednoho biologického druhu)

rezistentnich, resp. senzitivnich k dané antimikrobialni latce za predchazejici 3 roky.
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5 VYSLEDKY

5.1  Vyhodnoceni zmén v prevalencich vybranych mikrobi v letech
2007-2017

Na Statnim veterinarnim tstavu Olomouc (dale jen zkr. SVU Olomouc) se zpracovavaji
veterinarni vzorky klinického i patologického ptvodu a s vyuzitim standardizovanych operacnich
postuptl jsou z téchto biologickych materidli izolovany a kultivovany mikroorganismy, které jsou dale
taxonomicky klasifikovany pomoci matrix assisted laser desorption/ionisation — time of flight mass
spectrometry (dale jen zkr. MALDI-TOF MS). Veskera ziskana data jsou posléze archivovana
Vv internim informa¢nim systému, ze kterého byly Cerpany tdaje i pro tuto diplomovou praci. Cely
laboratorni postup prace vedouci k zachyceni a identifikaci daného mikroorganismu je podrobné popsan

v ramci metodiky (viz Kapitola 4).

Jednim z dil¢ich cili experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo popsat zmény prevalence
v letech 2007-2017 u mikroorganismt E. coli, P. aeruginosa, Salmonella sp., Klebsiella sp., S. aureus,
E. faecalis a Candida sp. ve vzorcich spadové oblasti SVU Olomouc, ktera zahrnuje oblast Moravy
a Slezska Ceské republiky.

Na SVU Olomouc byly v obdobi 20072017 vysetfeny nasledujici poéty vzorki: 13 377
(2007), 18 743 (2008), 15 790 (2009), 16 903 (2010), 14 792 (2011), 15 779 (2012), 17 874 (2013),
19 234 (2014), 23 072 (2015), 23098 (2016) a 23 322 (2017). Prostiednictvim vySe zminénych
celkovych poctl vysetienych vzorkil a poctu zachycenych kmenii daného mikrobialniho druhu byly pro
kazdy rok stanoveny prevalence. Strucny ptehled veskerych dat souvisejicich S prevalenci vybranych
mikrob v letech 2007-2017 souhrnné dokumentuje PFiloha 1, naopak podrobny popis vyvoje
prevalenci jednotlivych mikroorganismt v obdobi 2007-2017 prezentuji Graf 1-Graf 7 dale.

U téchto grafii je na 0se X vzdy barevnym sloupcem znazornén podil poctu pozitivnich vzorka
(pro vyskyt daného mikroorganismu) a celkového poctu vSech vzorku, tedy udaj prevalence tohoto
mikroorganismu za konkrétni rok. Osa y piedstavuje stupnici popisujici velikost této prevalence za dany
rok a je na ni také vynesena ¢erna piimka znazornujici vaZzeny pramér prevalence studovaného mikroba
za celé obdobi 2007-2017, jehoz hodnota je uvedena ve zZlutém poli vpravo. Chybové usecky predstavuji
smérodatnou odchylku prevalence mikroba za dany rok a svym rozpétim urcuji, zdali udaj prevalence
mikroba v daném roce i s pfihlédnutim na smérodatnou odchylku jednoznaéné piesahl ¢i viibec nedosahl

na hodnotu vazeného priméru prevalence tohoto mikroba. Hodnoty prevalence jsou uvedeny v %.

Zmény v prevalenci E. coli ve vzorcich SVU Olomouc v obdobi let 2007-2017 nejlépe
popisuje Graf 1. Vazeny pramér prevalence E. coli ve vzorcich na SVU Olomouc za obdobi 20072017
¢ini 7,02 %. Tento vazeny pramér prevalence E. coli byl pfi zohlednéni smérodatné odchylky (£1,9 %)
presahnut v letech 2011 (8,76 %, tj. max. zji$téna prevalence), 2007 (8,03 %) a 2012 (8,56 %). Vazeného
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pruméru prevalence E. coli naopak nebylo dosaZeno ani pii zohlednéni smérodatné odchylky (+1,9 %)
v letech 2015 (5,11 %, tj. min. zji$téna prevalence) a 2016 (5,49 %). Prevalence E. coli od roku 2007 do
roku 2009 pozvolna klesala, ale od roku 2010 zacala nahle nartstat. V roce 2011 dosahla prevalence
E. coli svého maxima a od té doby do roku 2015 opét mirné klesala. Od roku 2016 prevalence E. coli

op¢t pozvolna nardstala.

Zmény v prevalenci P. aeruginosa ve vzorcich SVU Olomouc v obdobi let 2007-2017 nejlépe
popisuje Graf 2. VaZzeny pramér prevalence P. aeruginosa ve vzorcich na SVU Olomouc za obdobi
2007-2017 ¢ini 0,67 %. Tento vazeny pramér prevalence P. aeruginosa byl pti zohlednéni smérodatné
odchylky (+0,14 %) ptesahnut v letech 2007 (0,89 %, tj. max. zji§téna prevalence) a 2011 (0,87 %).
Vazeného praméru prevalence P. aeruginosa naopak nebylo dosazeno ani pti zohlednéni smérodatné
odchylky (+0,14 %) v roce 2015 (0,42 %, tj. min. zjisténa prevalence). Prevalence P. aeruginosa do
roku 2015 s vyjimkou roku 2011 pozvolna klesala. V roce 2016 byl u P. aeruginosa zaznamenan narist

prevalence, ale v roce 2017 prevalence opét mirné klesla.

Zmény v prevalenci Salmonella sp. ve vzorcich SVU Olomouc v obdobi let 20072017
nejlépe popisuje Graf 3. Vazeny primér prevalence Salmonella sp. ve vzorcich na SVU Olomouc za
obdobi 2007-2017 ¢ini 0,88 %. Tento vazeny pramér prevalence Salmonella sp. byl pfi zohlednéni
smérodatné odchylky (+0,46 %) ptesahnut v letech 2011 (1,69 %, tj. max. zjiSténd prevalence), 2007
(1,50 %) a 2009 (1,44 %). Vazeného praméru prevalence Salmonella sp. naopak nebylo dosazeno ani
pfi zohlednéni smérodatné odchylky (+0,46 %) v roce 2015 (0,36 %, tj. min. zjist€éna prevalence).
Prevalence Salmonella sp. vykazovala mezi lety 2007 az 2010 sttidavy narust a pokles az do roku 2011,
kdy dosahla svého maxima. Od roku 2011 prevalence Salmonella sp. prudce klesala az do roku 2016,

kdy se prevalence opét mirné€ zvysila.

Zmény v prevalenci Klebsiella sp. ve vzorcich SVU Olomouc v obdobi let 20072017 nejlépe
popisuje Graf 4. Vazeny primér prevalence Klebsiella sp. ve vzorcich na SVU Olomouc za obdobi
2007-2017 €ini 0,57 %. Tento vazeny pramér prevalence Klebsiella sp. byl pii zohlednéni smérodatné
odchylky (£0,14 %) ptesahnut v letech 2007 (0,90 %, tj. max. zjisténa prevalence), 2011 (0,76 %) a 2012
(0,75 %). Ve vsech ostatnich letech bylo vaZzeného priméru prevalence Klebsiella sp. pfi zohlednéni
smérodatné odchylky (0,14 %) dosazeno. V roce 2017 ¢inila prevalence Klebsiella sp. 0,36 %, tj. min.
zjisténa prevalence. Prevalence Klebsiella sp. dosahla svého maxima v roce 2007, ale v roce 2008
prudce poklesla. Od roku 2009 az do roku 2011 prevalence Klebsiella sp. mirné nartstala, avSak od roku

2012 opét pozvolna klesala s vyjimkou mirného naristu v roce 2016.

Zmény v prevalenci S. aureus ve vzorcich SVU Olomouc v obdobi let 20072017 nejlépe
popisuje Graf 5. Vazeny pramér prevalence S. aureus ve vzorcich na SVU Olomouc za obdobi 2007—
2017 ¢ini 3,55 %. Tento vaZeny prumér prevalence S. aureus byl pii zohlednéni smérodatné odchylky
(2,40 %) presahnut v letech 2008 (8,41 %, tj. max. zjisténa prevalence) a 2007 (7,38 %). Ve vsech
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ostatnich letech bylo vazeného priméru prevalence S. aureus pfi zohlednéni smérodatné odchylky
(£2,40 %) dosazeno. V roce 2016 ¢inila prevalence S. aureus 1,62 %, tj. min. zji§téna prevalence.

Prevalence S. aureus byla do roku 2008 pomérné vysoka, ale od roku 2009 postupné klesala.

Zmény v prevalenci E. faecalis ve vzorcich SVU Olomouc v obdobi let 2007-2017 nejlépe
popisuje Graf 6. Vazeny pramér prevalence E. faecalis ve vzorcich na SVU Olomouc za obdobi 2007—
2017 ¢ini 0,71 %. Tento vazeny praumér prevalence E. faecalis byl pii zohlednéni smérodatné odchylky
(+0,28 %) ptesahnut v letech 2008 (1,22 %, tj. max. zjisténa prevalence), 2007 (0,99 %) a 2011 (1,07 %)
a 2012 (0,75 %). Vazeného praméru prevalence E. faecalis naopak nebylo dosaZeno ani pfi zohlednéni
smérodatné odchylky (£0,28 %) vroce 2015 (0,33 %, tj. min. zji§téna prevalence). Prevalence
E. faecalis byla do roku 2008 pomérné vysoka, ale v roce 2009 mezirocné vyznamné klesla. Od roku
2010 do roku 2011 prevalence E. faecalis opét nartstala, ale od roku 2012 opét pozvolna klesala. V roce
2016 a 2017 zaznamenala prevalence E. faecalis mirny narust.

Zmény V prevalenci Candida sp. ve vzorcich SVU Olomouc v obdobi let 20072017 nejlépe
popisuje Graf 7. Vazeny pramér prevalence Candida sp. ve vzorcich na SVU Olomouc za obdobi 2007—
2017 ¢&ini 0,24 %. Tento vazeny pramér prevalence Candida sp. byl pti zohlednéni smérodatné odchylky
(0,14 %) piesahnut v letech 2010 (0,46 %, tj. max. zjisténa prevalence) a 2012 (0,40 %). Ve vSech
ostatnich letech bylo vazeného praméru prevalence Candida sp. pfi zohlednéni smérodatné odchylky
(0,14 %) dosazeno. V roce 2008 ¢inila prevalence Candida sp. 0,10 %, tj. min. zji§téna prevalence.
Prevalence Candida sp. byla v letech 2007 a 2008 viceméné stejné nizka, ale od roku 2009 do roku 2010
doslo k razantnimu narustu prevalence. Od roku 2011 do roku 2016 prevalence Candida sp. pozvolna
Klesala s vyjimkou roku 2012. V roce 2017 byla prevalence Candida sp. oproti roku 2016 0 néco vyssi.
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Graf 1 — Zmény v prevalenci zachycenych kmend E. coli ve vzorcich SVU Olomouc oproti vaZzenému praméru
prevalence E. coli v letech 2007-2017 (v %)
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Graf 3 — Zmény v prevalenci zachycenych kmeni Salmonella sp. ve vzorcich na SVU Olomouc oproti vaZzenému
praméru prevalence Salmonella sp. v letech 20072017 (v %)
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Graf 4 — Zmény v prevalenci zachycenych kmenti Klebsiella sp. ve vzorcich na SVU Olomouc oproti vazenému
pruméru prevalence Klebsiella sp. v letech 2007-2017 (v %)
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Graf 6 — Zmény v prevalenci zachycenych kment E. faecalis ve vzorcich na SVU Olomouc oproti vaZzenému
pruméru prevalence E. faecalis v letech 2007-2017 (v %)
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Z vySe uvedenych grafii plyne zavér, ze v letech 2007-2017 byly ve vzorcich spadové oblasti
SVU Olomouc na zakladé svého vazeného priméru prevalence nejvice zastoupenymi mikroorganismy
Escherichia coli (7,02+£1,19 %) a Staphylococcus aureus (3,55+2,40 %). U ostatnich mikroorganismii
dosahovaly vazené praméry prevalence v letech 2007—2017 hodnot do 1,34 % konkrétné v tomto
sestupném poradi: Salmonella sp. (0,88+0,46 %), Enterococcus faecalis (0,71+0,28 %),
Pseudomonas aeruginosa (0,67+0,14 %), Klebsiella sp. (0,57+0,14 %), Candida sp. (0,24+0,14 %).

Nejvyraznéjsi zména prevalence nastala v letech 2007-2017 u S. aureus, jehoz prevalence
mezi léty 2007 a 2017 klesla 0 5,18+2,40 %. Dalsi vyrazny pokles témét o dvé tietiny nastal v prevalenci
Salmonella sp., kde rozdil v roce 2017 oproti roku 2007 ¢ini 1,06+0,46 %. Naopak vysoce prevalentni
zastava E. coli, u které je prevalence z roku 2017 oproti roku 2007 mensi pouze o pouhych 1,62+1,19 %.
U ostatnich mikroorganismi (E. faecalis, P. aeruginosa, Klebsiella sp. a Candida sp.) se prevalence
drzi veelku stabilné okolo 0,50 % a byly zaznamenany spiSe mirné odchylky od pfislusnych vazenych

praméru prevalence t€chto mikrobui.

5.2 Vyhodnoceni zmén v antimikrobialnich citlivostech vybranych
mikrobii v letech 2007-2017

Na SVU Olomouc se u zachycenych mikroorganismil stanovuji mimo prevalence také
citlivosti k antimikrobialnim latkam (antimicrobial susceptibility testing, zkr. AST). Data popisujici
antimikrobialné-citlivostni profil daného mikroba jsou nasledné predana zpét zadavateliim laboratorniho
vySetieni (napf. ambulantni veterinafi, soukromi zeméd¢€lci a farmafi atd.), ktefi by je méli vyuzit pro
zvoleni vhodného antibiotika ¢i antimykotika uréenému k prevenci ¢i terapii. Stejné jako tdaje
0 prevalencich se data antimikrobialnich citlivosti na SVU Olomouc peélivé archivuji a pii vhodnych
ptilezitostech anonymné publikuji a statisticky vyhodnocuji, ¢imz je zajisténa informovanost odborné

spole¢nosti 0 zménach v citlivostech k antimikrobialnim latkdm ve spadové oblasti SVU Olomouc.

Antimikrobialni citlivost se u zachycenych mikrobti na SVU Olomouc stanovuje v n&kterych
ptipadech kvantitativné jako minimalni inhibi¢ni koncentrace antimikrobialni latky diluéni metodou
(minimal inhibitory concentration, zkr. MIC), zejména pak pii monitoringu citlivosti, ktery je nafizen
organtm statni veterinarni spravy ze zakona (Zakon 166/99 Sb. ve znéni pozdéjsich predpisti). Jinak se
plosné vyuziva semikvantitativni piistup ve formé¢ diskové diftzni metody, kdy je antimikrobialni
citlivost stanovena jako prumér inhibi¢ni zény antimikrobialni latky. Laboratorni postup prace
zaméefeny na testovani pomoci diskové difuzni metody je opét detailné charakterizovan v ramci

metodiky (viz Kapitola 4).

Dalsim z dil¢ich cila experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo popsat a statisticky
zhodnotit zmény v citlivostech k vybranym antimikrobialnim latkam v letech 2007-2017 u mikrobu E.
coli, P. aeruginosa, Salmonella sp., Klebsiella sp., S. aureus, E. faecalis a Candida sp. ve vzorcich

spadové oblasti SVU Olomouc, ktera zahrnuje oblast Moravy a Slezska Ceské republiky.
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Stejné jako u tdaji o prevalencich vychazeji data 0 antimikrobialnich citlivostech ze vzorki
klinického a patologického veterinarniho biomateridlu, které byly na SVU Olomouc vysetieny vV obdobi
2007-2017. Celkové poéty vysettenych vzorkll v kazdém roce byly nasledujici: 13 377 (2007), 18 743
(2008), 15 790 (2009), 16 903 (2010), 14 792 (2011), 15 779 (2012), 17 874 (2013), 19 234 (2014),
23072 (2015), 23 098 (2016) a 23 322 (2017). Poéty pozitivnich vzorka (pro vyskyt studovaného
mikroba) prehledné shrnuje P¥iloha 1. Z pozitivnich vzorkl byly izolovany konkrétni bakterialni ¢i
kvasinkové kmeny, u kterych byla posléze otestovana citlivost k vybrané sadé antimikrobialnich latek.
O antimikrobialni citlivosti nebo naopak rezistenci v pripadé diskové difizni metody rozhoduje primér
rustové inhibicni zony, ktera se objevi na kultivacni plotné okolo disku napusténého antimikrobialni
latkou. Timto zplsobem byly pro kazdy rok stanoveny antimikrobialni citlivosti jednotlivych
mikrobialnich druhti, které jsou shrnuty ve formé pirehlednych grafti a tabulek (tzv. antibiogramy)

uvedenych dale — viz Graf 8-Graf 15, resp. Tabulka 4-Tabulka 11.

U teéchto grafti jsou na ose X vyneseny jednotlivé antimikrobialni latky véetné syceni disku
(koncentrace antibiotika ¢i antimykotika v ug), pficemz u kazdé antimikrobialni latky je uvedeno
11 sloupcti rtzné intenzity jedné barvy (napf. ¢ervena u E. coli), které ptedstavuji antimikrobialni
citlivost za obdobi 2007-2017 a 1 Sedy ¢erné ohrani¢eny sloupec, ktery predstavuje antimikrobialni
citlivost pouze za rok 2017 spocitanou na zaklad€ 25 vzorki (tedy podstatné mensiho souboru dat nez
u,,regulérniho® sloupce za rok 2017, viz Kapitola 5.3). Osa y vyjadiuje rozsah antimikrobialni citlivosti
(0 az 100 %) v jednotlivych letech spocitanou jako % citlivych kment z celkového poctu vysetienych
kmenti studovaného mikrobialniho druhu. Hodnoty antimikrobialnich citlivosti jsou uvedeny v %
a nékteré¢ z nich jsou zbarveny Cervené, coz znaéi, ze tento konkrétni udaj antimikrobialni citlivosti
neprosel testem hodnoticim statistickou pritkaznost poklesu ¢i nartistu antimikrobialni citlivosti za dany

rok oproti priméru antimikrobialni citlivosti za ptedchazejici tii roky (viz Kapitola 4.5.4).

Antimikrobialni citlivost kmenti E. coli ve vzorcich SVU Olomouc a jeji promény Vv obdobi
2007-2017 vystihuje Graf 8. Vysokou primérnou antimikrobialni citlivost v letech 2007-2017
vykazovaly kmeny E. coli kenrofloxacinu (80,43 %), chloramfenikolu (86,78 %), gentamicinu
(93,27 %) a kolistinu (92,62 %). Naopak nizkou primérnou antimikrobialni citlivost v letech 2007—
2017 vykazovaly kmeny E. coli k cefalotinu (33,49 %). K erytromycinu (0,59 %) a klindamycinu
(0,15 %) je E. coli prirozené rezistentni. U vSech antibiotik vyjma chloramfenikolu byl u kment E. coli
v obdobi 2007-2017 zaznamenan pozvolné klesajici vyvoj antimikrobialni citlivosti. Alarmujici je
zejm. pokles v citlivosti E. coli k tetracyklinu z 94,10 % (2007) na 49,00 % (2017), av8ak zajimavy je
také narust v citlivosti E. coli k chloramfenikolu z 76,50 % (2007) na 89,10 % (2017). Statisticky
neprikaznych udaji bylo 9 (tj. 11,11 %) z celkovych 81 statisticky hodnocenych tdaj.

Antimikrobialni citlivost kmend P. aeruginosa ve vzorcich SVU Olomouc a jeji promény
v obdobi 2007-2017 vystihuje Graf 9. Vysokou primérnou antimikrobialni citlivost v letech 2007—
2017 vykazovaly kmeny P. aeruginosa k piperacilinu (96,17 %), gentamicinu (85,20 %), cefoperazonu
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(87,43 %) a kolistinu (92,92 %). Naopak nizkou pramérnou antimikrobialni citlivost v letech 2007—
2017 vykazovaly kmeny P. aeruginosa k enrofloxacinu (41,21 %). Ke kotrimoxazolu (1,46 %) je
P. aeruginosa piirozené rezistentni. Citlivost k imipenemu a meropenemu nebyla v letech 2007-2017
na SVU Olomouc plodné testovana, aviak v ramci této diplomové prace byla stanovena citlivost
u 25 kmenu P. aeruginosa k obéma zminénym antibiotikiim, pfi¢emz vSechny kmeny byly citlivé.
U gentamicinu, cefoperazonu, kolistinu i enrofloxacinu byla u kment P. aeruginosa v obdobi 2007—
P. aeruginosa ke gentamicinu z 54,10 % (2007) na 91,90 % (2016) a k enrofloxacinu z 20,90 % (2007)
na 47,80 % (2016). Statisticky neprikaznych udaju bylo 32 (tj. 59,26 %.) z celkovych 54 statisticky

hodnocenych udajt.

Antimikrobiélni citlivost kmenti Salmonella sp. ve vzorcich SVU Olomouc a jeji promény
v obdobi 2007-2017 vystihuje Graf 10. Vysokou prumérnou antimikrobialni citlivost v letech 2007—
2017 vykazovaly kmeny Salmonella sp. k enrofloxacinu (88,42 %), amoxycylin/klavulanu (85,51 %),
chloramfenikolu (100,00 %), gentamicinu (97,04 %) a kolistinu (99,40 %). Pomérné nizkou primérnou
antimikrobialni citlivost vykazovaly kmeny Salmonella sp. k tetracyklinu (66,07 %). K erytromycinu
(0,00 %) a klindamycinu (0,00 %) je Salmonella sp. ptirozené rezistentni. Citlivost k cefalotinu byla
u kment Salmonella sp. testovana jen v letech 2008, 2009, 2012 a 2017, ve kterych dosahovala 100 %
narust nastal v citlivosti Salmonella sp. k amoxycilin/klavulanu z 67,40 % (2007) na 93,30 % (2016),
naopak. Zajimavy je také kolisavy nartst a pokles u enrofloxacinu, napt. 100,00 % (2008) a 75,00 %
(2015). Jako problematicky se také jevi vyvoj citlivosti Salmonella sp. k tetracyklinu, napt. v roce 2013
pouze 42,90 %. Statisticky neprtikaznych udaju bylo 6 (tj. 13,33 %.) z celkovych 45 statisticky

hodnocenych udaja.

Antimikrobialni citlivost kmend Klebsiella sp. ve vzorcich SVU Olomouc a jeji promény
v obdobi 2007-2017 vystihuje Graf 11. Vysokou prumérnou antimikrobialni citlivost v letech 2007—
2017 vykazovaly kmeny Klebsiella sp. kcefalotinu (71,85 %), enrofloxacinu (92,97 %),
amoxycilin/klavulanu (79,80 %), chloramfenikolu (92,01 %), tetracyklinu (85,40 %), gentamicinu
(96,75 %) a kolistinu (98,04 %). Nizka pramérna antimikrobialni citlivost v letech 2007-2017 u kment
Klebsiella sp. pozorovana nebyla s vyjimkou erytromycinu (0,00 %) a klindamycinu (0,00 %), ke kterym
k amoxycilin/klavulanu z 58,30 % (2008) na 89,90 % (2017), naopak spise kolisavy charakter ma vyvoj
citlivosti k tetracyklinu a cefalotinu. Zajimavy je také pokles z 90,00 % (2011) na 55,80 % (2016)
u citlivosti k cefalotinu. Statisticky neprikaznych tdaji bylo 23 (tj. 31,94 %.) z celkovych 72 statisticky

hodnocenych udaja.

Antimikrobialni citlivost kment S. aureus ve vzorcich SVU Olomouc a jeji promény v obdobi
2007-2017 vystihuje Graf 12. Vysokou prumérnou antimikrobidlni citlivost v letech 2007-2017
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vykazovaly kmeny S. aureus k cefalotinu (95,27 %), enrofloxacinu (94,41 %), amoxycilin/klavulanu
(90,38 %), chloramfenikolu (85,57 %), gentamicinu (96,26 %), klindamycinu (83,25 %) a oxacilinu
(89,65 %). Oproti tomu pomérné nizkou pramérnou antimikrobialni citlivost v letech 2007-2017
vykazovaly kmeny S. aureus k tetracyklinu (71,67 %) a erytromycinu (74,45 %). Nepiijemnym je ale
fakt, ze u vSech antibiotik vyjma chloramfenikolu a klindamycinu postupné dochazi k pozvolnému
poklesu citlivosti. Alarmujici je zejm. pokles v citlivosti S. aureus k oxacilinu z 97,20 % (2007) na 72,90
% (2016). U citlivosti S. aureus byl zaznamenan také narust v citlivosti ke chloramfenikolu z 65,00 %
(2007) na 94,70 % (2017), a také narast citlivosti ke klindamycinu z 73,70 % (2007) na 91,60 % (2017).
Statisticky neprikaznych tidajii bylo O (tj. 0,00 %.) z celkovych 81 statisticky hodnocenych udaju.

Antimikrobialni citlivost kmenti E. faecalis ve vzorcich SVU Olomouc a jeji promény
v obdobi 20072017 vystihuje Graf 13. Vysokou prumérnou antimikrobialni citlivost v letech 2007—
2017 vykazovaly kmeny E. faecalis pouze kamoxycilin/klavulanu (98,16 %), chloramfenikolu
(69,11 %) a vankomycinu (97,33 %). Naopak nizkou pramérnou antimikrobialni citlivost v letech 2007—
2017 vykazovaly kmeny E. faecalis k enrofloxacinu (44,66 %), tetracyklinu (38,48 %), erytromycinu
(12,50 %) a gentamicinu (51,98 %). K cefalotinu (5,83 %) a klindamycinu (1,54 %) je E. faecalis
pfirozené rezistentni. Témét u vSech antibiotik byl zaznamenan pokles v citlivosti kment E. faecalis,
nejvyraznéji potom napt. u gentamicinu ze 100,00 % (2007) na 29,10 % (2017). Zajimavym je také
narust, ktery nastal v citlivosti E. faecalis ke chloramfenikolu z 57,10 % (2007) na 74,20 % (2017).
Statisticky neprukaznych udaji bylo 20 (tj. 26,67 %.) z celkovych 75 statisticky hodnocenych udaj.

Antimikrobidlni citlivost kment Candida sp. ve vzorcich SVU Olomouc a jeji promény
v obdobi 2007-2017 vystihuje Graf 14 a Graf 15. Vysokou primérnou antimikrobialni citlivost
v letech 2007-2017 vykazovaly kmeny Candida sp. k nystatinu (89,95 %), amfotericinu B (78,61 %),
pimaricinu (89,91 %) a ciklopiroxolaminu (100,00 %). Pfiblizné stfedni primérnou antimikrobialni
citlivost v letech 2007-2017 vykazovaly kmeny Candida sp. k 5-fluorocytosinu (40,51 %), itrakonazolu
(46,95 %), ketokonazolu (50,11 %), klotrimazolu (55,04 %), mikonazolu (49,41 %), ekonazolu
(60,54 %) a vorikonazolu (47,08 %). Naopak pomérné nizkou primérnou antimikrobialni citlivost
v letech 2007-2017 vykazovaly kmeny Candida sp. k flukonazolu (37,18 %) a bifonazolu (25,76 %).
U nystatinu, pimaricinu, flukonazolu a bifonazolu byl ukment Candida sp. v obdobi 2007-2017
pozorovan spiSe kolisavy vyvoj antimikrobialni citlivosti a v ptipadé ketokonazolu byl od roku 2008
zaznamendm dokonce nartist antimikrobialni citlivosti. AvSak mnohem vice zneklidnujici je fakt, ze
U ostatnich antimykotik pozorujeme pozvolny pokles citlivosti, napi. u 5-fluorocytosinu z 72,70 %
(2009) na 29,60 % (2016), u klotrimazolu z 83,30 % (2007) na 41,40 % (2016) nebo u ekonazolu
297,70 % (2007) na 29,60 % (2016). Statisticky neprtikaznych udaji bylo 42 (tj. 40,00 %.) z celkovych
105 statisticky hodnocenych tdaja.
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Graf 8 — Citlivost testovanych kment E. coli (v %) k antimikrobialnim latkam v obdobi 2007-2017
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Tabulka 4 — Citlivost testovanych kmend E. coli (v %) k antimikrobialnim latkam v obdobi 2007-2017
Antibiotikum % citlivych kmenu z celkového poétu vysetfenych kment v jednotlivych letech sledovaného obdobi
2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2017 (*)
Cefalotin 25,40 35,70 48,80 42,90 49,20 27,80 23,20 26,30 31,70 27,90* 29,50 32,00
Enrofloxacin 85,60 85,40 84,40 85,00 85,80 79,70 77,50 67,40 78,20 78,70 77,00 84,00
Amoxycilin/Klavulan 68,70 52,40 73,00 76,90 87,90 71,50 73,10 66,60 69,60 69,90* 68,90 72,00
Chloramfenikol 76,50 86,00 90,50 84,10 93,40 90,00 88,90* 86,00 85,70 84,40 89,10 92,00
Tetracyklin 94,10 53,10 52,80 55,90 51,30 50,50 47,90 51,80 49,30 52,00 49,00 76,00
Erytromycin 0,00 0,00 0,00 2,20 1,00* 0,80 0,90* 0,00 0,90 0,70* 0,00 4,00
Gentamicin 97,80 92,50 95,40 92,50 93,90* 92,80 91,60 90,70 92,70 93,40 92,70 100,00
Klindamycin 0,20 0,20 0,00 0,40 0,20* 0,10 0,00 0,10 0,00 0,30 0,10 4,00
Kolistin 90,80 94,90 94,90 98,00 98,30 95,90 92,10 88,50 88,30 89,00* 88,10 96,00

Legenda:  * ... nedoslo ke statisticky prtikazné zméné citlivosti oproti praiméru citlivosti za pfedchazejici 3 roky pii 5% miie spolehlivosti; ¢islo ... statisticky nehodnotitelné;
2017 (*) ... udaje spocitané na zakladé 25 vzork; 0,00 ... viechny kmeny byly rezistentni; N/T ... citlivost netestovana; ¢islo ... vyznamny meziro¢ni pokles citlivosti
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Graf 9 — Citlivost testovanych kmeni P. aeruginosa (v %) Kk antimikrobialnim latkam v obdobi 2007-2017
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Tabulka 5 — Citlivost testovanych kment P. aeruginosa (v %) k antimikrobialnim latkam v obdobi 2007-2017

Antibiotikum % citlivych kmenu z celkového poétu vysetfenych kment v jednotlivych letech sledovaného obdobi
2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2017 (*)

Piperacilin 94,40 97,10 97,00 100,00 93,60 96,40* 93,70* 95,90* 94,20* 98,50 97,10* 100,00
Gentamicin 54,10 73,70 76,50 92,20 91,30 88,30* 90,70* 90,70* 94,30* 91,90 93,50* 92,00
Cefoperazon 84,40 82,80 83,80 91,10 88,30* 85,10* 87,60* 86,30* 88,90* 90,90 92,50* 76,00
Kolistin 90,40 88,90 93,90 99,00 98,10 97,90* 94,60 95,90* 95,30* 94,80 95,30* 100,00
Enrofloxacin 20,90 42,50 29,40 56,90 51,00* 39,10 41,20* 37,40* 42,70* 47,80 44,40* 72,00

Kotrimoxazol 1,20 5,00 3,70 1,90* 0,00 2,20* 0,00* 0,00* 1,10* 0,00 1,00* 0,00
Imipenem N/T N/T N/T N/T N/T N/T N/T N/T N/T N/T N/T 100,00
Meropenem N/T N/T N/T N/T N/T N/T N/T N/T N/T N/T N/T 100,00

Legenda: * ... nedoslo ke statisticky prukazné zméné citlivosti oproti pruméru citlivosti za predchazejici 3 roky pfi 5% mife spolehlivosti; €islo ... statisticky nehodnotitelné;

2017 (*) ... udaje spocitané na zakladé 25 vzork®; 0,00 ... viechny kmeny byly rezistentni; N/T ... citlivost netestovana; ¢islo ... vyznamny meziro¢ni pokles citlivosti
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Graf 10 — Citlivost testovanych kmend Salmonella sp. (v %) k antimikrobialnim latkam v obdobi 2007-2017
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Tabulka 6 — Citlivost testovanych kmend Salmonella sp. (v %) k antimikrobialnim latkam v obdobi 2007-2017
Antibiotikum % citlivych kmenu z celkového poétu vysetfenych kmenti v jednotlivych letech sledovaného obdobi
2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2017 (*)
Cefalotin N/T 100,00 100,00 N/T N/T 0,00 N/T N/T N/T N/T 100,00 72,00
Enrofloxacin 94,00 100,00 90,30 85,00 95,20 84,80 76,70 87,80 75,00 95,20 88,60* 72,00
Amoxycilin/Klavulan 67,40 68,00 79,20 81,80 92,90 92,90 90,00 91,90 88,20 93,30 95,00* 68,00
Chloramfenikol 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 80,00
Tetracyklin 59,60 65,60 67,70 70,00* 80,50 61,70 42,90 75,00 61,90 71,40 70,50* 56,00
Erytromycin N/T 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 N/T N/T 0,00 0,00
Gentamicin 100,00 97,00 97,00 94,10 100,00 97,90 93,10 95,10 100,00 93,20 100,00 76,00
Klindamycin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Kolistin 100,00 96,00 100,00 100,00* 100,00 100,00 100,00 97,40 100,00 100,00 100,00* 84,00
Legenda: * ... nedoslo ke statisticky prukazné zméné citlivosti oproti pruméru citlivosti za predchazejici 3 roky pfi 5% mife spolehlivosti; €islo ... statisticky nehodnotitelné;

2017 (*) ... udaje spocitané na zakladé 25 vzork®; 0,00 ... viechny kmeny byly rezistentni; N/T ... citlivost netestovana; ¢islo ... vyznamny meziro¢ni pokles citlivosti
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Graf 11 — Citlivost testovanych kment Klebsiella sp. (v %) k antimikrobialnim latkdm v obdobi 2007-2017
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Tabulka 7 — Citlivost testovanych kmena Klebsiella sp. (v %) k antimikrobialnim latkam v obdobi 2007-2017

Antibiotikum % citlivych kmenu z celkového poétu vysetfenych kment v jednotlivych letech sledovaného obdobi
2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2017 (*)

Cefalotin 64,30 68,00 71,80 77,30 90,00 72,70 68,00 77,80* 75,00* 55,80 69,60* 92,00
Enrofloxacin 97,40 88,90 94,11 86,50 91,50 92,00 100,00 92,30* 94,40* 90,50 95,10* 92,00
Amoxycilin/Klavulan 73,90 58,30 88,00 78,90* 87,50 84,00* 85,70 75,00 75,00* 82,60 88,90 88,00
Chloramfenikol 85,70 91,70 84,20 88,90* 100,00 100,00 100,00 83,30 93,30* 94,10 90,90* 92,00
Tetracyklin 76,60 85,00 91,10 86,90* 94,40 83,30 94,10 84,20 82,40* 78,60 82,80* 76,00
Erytromycin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Gentamicin 100,00 97,20 96,20 93,50 95,80* 95,80* 100,00 85,70 100,00 100,00 100,00 100,00
Klindamycin 2,10 0,00 0,00 1,80* 1,90 0,00 0,00 0,00* 0,00* 0,00 0,00* 0,00
Kolistin 95,10 97,40 97,80 100,00 100,00 100,00 100,00 92,30 100,00* 100,00 95,80* 92,00

Legenda: * ... nedoslo ke statisticky prukazné zméné citlivosti oproti pruméru citlivosti za predchazejici 3 roky pfi 5% mife spolehlivosti; €islo ... statisticky nehodnotitelné;

2017 (*) ... udaje spocitané na zakladé 25 vzork®; 0,00 ... viechny kmeny byly rezistentni; N/T ... citlivost netestovana; ¢islo ... vyznamny meziro¢ni pokles citlivosti
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Graf 12 — Citlivost testovanych kment S. aureus (v %) k antimikrobialnim latkam v obdobi 2007-2017
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Tabulka 8 — Citlivost testovanych kmend S. aureus (v %) k antimikrobialnim latkam v obdobi 2007-2017
Antibiotikum % citlivych kmenu z celkového poétu vysetfenych kmenti v jednotlivych letech sledovaného obdobi
2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2017 (*)
Cefalotin 98,60 98,00 96,80 97,60 99,20 97,30 94,90 94,40 92,20 88,00 91,00 96,00
Enrofloxacin 98,10 98,10 96,20 92,80 97,50 95,70 93,80 93,00 91,00 89,90 92,40 100,00
Amoxycilin/Klavulan 97,70 87,10 96,00 97,00 97,10 94,30 82,00 90,80 82,80 82,90 86,50 92,00
Chloramfenikol 65,00 68,40 67,10 91,90 89,70 97,60 91,90 93,30 84,20 97,50 94,70 96,00
Tetracyklin 62,50 65,00 64,50 83,00 76,10 82,40 69,70 72,10 65,70 67,50 79,90 76,00
Erytromycin 65,30 64,10 62,90 87,10 77,40 92,50 80,90 50,60 66,70 92,50 79,00 68,00
Gentamicin 97,10 98,20 97,90 96,90 100,00 100,00 95,10 96,90 96,80 89,70 90,30 96,00
Klindamycin 73,70 77,40 73,40 90,90 84,60 87,10 84,50 86,90 76,30 89,40 91,60 92,00
Oxacilin 97,20 97,80 98,00 94,80 95,50 97,00 90,00 87,90 71,10 72,90 84,00 64,00
Legenda: * ... nedoslo ke statisticky prukazné zméné¢ citlivosti oproti praméru citlivosti za pfedchazejici 3 roky pfi 5% mife spolehlivosti; €islo ... statisticky nehodnotitelné;

2017 (*) ... udaje spocitané na zakladé 25 vzork®; 0,00 ... viechny kmeny byly rezistentni; N/T ... citlivost netestovana; ¢islo ... vyznamny meziro¢ni pokles citlivosti
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Graf 13 — Citlivost testovanych kment E. faecalis (v %) k antimikrobialnim latkam v obdobi 2007-2017
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Tabulka 9 — Citlivost testovanych kmenda E. faecalis (v %) k antimikrobialnim latkam v obdobi 2007-2017

Antibiotikum % citlivych kmenu z celkového poétu vysetfenych kment v jednotlivych letech sledovaného obdobi
2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2017 (*)

Cefalotin 13,50 8,90 5,90 4,30 4,30 4,30* 3,60 9,80 5,60 0,00 3,90* 0,00
Enrofloxacin 40,00 57,10 22,20 67,70 65,50 46,70 22,00 48,40* 46,80 35,40* 39,50* 44,00
Amoxycilin/Klavulan 96,20 100,00 97,30 100,00 98,60 100,00* 97,60 100,00* 98,10 93,20 98,80* 100,00
Chloramfenikol N/T N/T 57,10 73,30 70,80 66,70* 76,20 66,70* 85,00 52,00 74,20 92,00
Tetracyklin 43,40 43,10 39,50 40,30 38,20 51,80 27,60 42,50* 33,90 29,30* 33,70* 68,00
Erytromycin 25,00 15,80 16,70 26,70 8,70 4,80 8,70 6,10* 13,00 3,40 8,60* 16,00

Gentamicin 100,00 100,00 84,40 84,40 27,60 28,90 51,60 24,20 17,40 24,20 29,10 0,00

Klindamycin 0,00 6,90 0,00 1,70 0,00 1,80* 0,00 0,00* 3,70 2,80 0,00 0,00
Vankomycin N/T N/T N/T N/T 100,00 100,00 93,30 96,90* 96,30 96,30* 98,50* 100,00

Legenda: * ... nedoslo ke statisticky prukazné zméné citlivosti oproti pruméru citlivosti za predchazejici 3 roky pfi 5% mife spolehlivosti; €islo ... statisticky nehodnotitelné;

2017 (*) ... udaje spocitané na zakladé 25 vzork®; 0,00 ... viechny kmeny byly rezistentni; N/T ... citlivost netestovana; ¢islo ... vyznamny meziro¢ni pokles citlivosti
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Graf 14 — Citlivost testovanych kmenid Candida sp. k antimikrobialnim latkam v obdobi 2007-2017
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Tabulka 10 — Citlivost testovanych kment Candida sp. k antimikrobialnim latkam v obdobi 2007-2017

Antibiotikum % citlivych kmenu z celkového poétu vysetfenych kmenti v jednotlivych letech sledovaného obdobi
2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2017 (*)
Nystatin 100,00 78,90 95,50 91,50 83,30 100,00 90,30* 82,10 92,10* 85,20 90,60* 84,00
Amfotericin B 100,00 77,80 90,90 89,40 83,30 61,40 76,30* 73,00* 71,40* 70,40 70,80* 76,00
Pimaricin 100,00 88,90 100,00 93,50 95,20* 100,00 85,70 69,20 92,70* 85,20 78,60* 100,00
5-fluorocytosin 66,70 33,30 72,70 46,60 40,50 36,40 38,50* 23,10 34,10* 29,60 24,10* 20,00
Itrakonazol 50,00 28,60 63,60 50,00 66,70 47,70 43,60 41,00* 47,70* 37,50 40,00* 80,00
Ketokonazol 66,70 33,30 72,70 47,40 57,10* 38,60 41,00* 43,60* 48,80* 44,40 57,60* 60,00
Klotrimazol 83,30 66,70 68,20 56,90 50,00 45,50 51,30* 43,60* 56,10* 41,40 42,40* 72,00
Legenda: * ... nedoslo ke statisticky prukazné zméné citlivosti oproti pruméru citlivosti za predchazejici 3 roky pti 5% mife spolehlivosti; €islo ... statisticky nehodnotitelné;

2017 (*) ... udaje spocitané na zakladé 25 vzork®; 0,00 ... viechny kmeny byly rezistentni; N/T ... citlivost netestovana; ¢islo ... vyznamny meziro¢ni pokles citlivosti
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Graf 15 — Citlivost testovanych kment Candida sp. k antimikrobialnim latkam v obdobi 2007-2017 (pokracovani)
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Tabulka 11 — Citlivost testovanych kmenti Candida sp. k antimikrobialnim latkam v obdobi 2007-2017 (pokracovani)

Antibiotikum % citlivych kmenu z celkového poétu vysetfenych kment v jednotlivych letech sledovaného obdobi
2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2017 (*)
Mikonazol 66,70 55,60 63,60 51,70 54,80* 40,90 46,60* 41,00* 56,10* 24,10 42,40* 68,00
Flukonazol 50,00 16,70 59,10 36,20 52,40 29,50 41,00* 33,30* 39,00* 18,50 33,30* 60,00
Ekonazol 91,70 72,20 77,30 93,10 54,80 36,40 48,70 53,80* 65,90 29,60 42,40* 68,00
Bifonazol 33,30 16,70 22,70 37,90 33,30* 25,00* 15,40 23,10* 36,60 33,30 6,10 32,00
Ciklopiroxolamin 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Vorikonazol N/T N/T N/T 59,60 54,80 47,70 43,60 53,80* 48,80* 25,90 42,40* 72,00
Legenda: * ... nedoslo ke statisticky prukazné zméné citlivosti oproti pruméru citlivosti za predchazejici 3 roky pti 5% mife spolehlivosti; €islo ... statisticky nehodnotitelné;

2017 (*) ... udaje spocitané na zakladé 25 vzork®; 0,00 ... viechny kmeny byly rezistentni; N/T ... citlivost netestovana; ¢islo ... vyznamny meziro¢ni pokles citlivosti
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5.3  Vyhodnoceni spolehlivosti idaji antimikrobialni citlivosti
stanovenych na ziakladé malého a velkého souboru dat

Poslednim z dil¢ich cili experimentalni ¢asti této prace bylo stanovit s jakou chybou neboli
odchylkou namétfeného udaje antimikrobidlni citlivosti musime pocitat v piipadé, ze ke stanoveni

antimikrobidlni citlivosti pouzijeme nizky pocet otestovanych mikrobidlnich kment, tj. maly soubor dat.

V ramci této diplomové prace byla v roce 2017 pfimo stanovena antimikrobialni citlivost
u 25 kmenu od kazdého studovaného mikroba (E. coli, P. aeruginosa, Salmonella sp., Klebsiella sp.,
S.aureus, E. faecalis, Candida sp., tj. celkové 175 kmeni) pomoci diskové difuzni metody
(viz Kapitola 4.5.3). Tato stanoveni citlivosti provadél pfimo autor prace nezavisle na bézném provozu
SVU Olomouc, béhem kterého byla k témto kmentim (a ke viem ostatnim zachycenym kmeniim v roce
2017) také stanovena antimikrobidlni citlivost. Na zaklad¢ vysledkt téchto stanoveni byly spocitany dvé
sady obecnych antimikrobidlnich citlivosti za rok 2017 — jedna sada zaloZena na 25 kmenech a druha
sada zaloZena na podstatné vét$im souboru dat (v fadech sto az tisic kmenil). O¢ekavame, Ze obecna
antimikrobialni citlivost pro dany druh spocitana na zakladé vétsiho souboru dat je divéryhodnéjsim
udajem. Porovnanim téchto dvou sad obecnych antimikrobialnich citlivosti za rok 2017 mizeme ziskat

urcité povédomi o chybé méteni, se kterou musime pocitat v piipad¢ pouziti malého souboru dat.

S ohledem na primérny rozdil mezi udajem antimikrobidlni citlivosti za rok 2017 spocitané
na zaklad¢ 25 kmeni a idajem antimikrobialni citlivosti za rok 2017 spo¢itané na zaklad¢ velkého poctu
kmenti byly sefazeny studované mikroorganismy nasledovné: Salmonella sp. (16,23 %), Candida sp.
(12,87 %), E. faecalis (11,08 %), P. aeruginosa (9,03 %), E. coli (7,29 %), S. aureus (6,71 %)
a Klebsiella sp. (4,23 %). Z vyse uvedeného plyne, Ze nejpiesnéji byla zjisténa antimikrobialni citlivost
na zakladé 25 kmenu u Salmonella sp., kdy se oproti 0daji z velkého souboru lisila pouze o 4,23 %.
Naopak nejméné piesné bylo stanoveni antimikrobialni citlivosti na zakladé 25 kment u Salmonella sp.,
kde se oproti udaji z velkého souboru dat lisila 0 16,23 %. OvSem nutno podotknout, Ze v jednotlivych
nezprimérovanych rozdilech v antimikrobialnich citlivostech za rok 2017 se objevovaly i vétsi rozdily,
napt. 34,30 % u itrakonazolu (Candida sp.) nebo 27,60 % u enrofloxacinu (P. aeruginosa). Veskeré

udaje spojené s rozdily v antimikrobialnich citlivostech za rok 2017 shrnuje P¥iloha 2 a P#iloha 3.
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6 DISKUZE

V ramci experimentalni ¢asti  této diplomové prace bylo s vyuzitim uvedenych
experimentalnich a statistickych postupt (viz Kapitola 4) dosazeno vysledku (viz Kapitola 5), které
poslouzily k vytvoteni uceleného piehledu informaci o stavu prevalence a antimikrobialni rezistence za
obdobi 2007-2017 ve veterinarni sféfe moravského a slezského regionu Ceské republiky u sedmi
vybranych mikroorganismu, jmenovité E. coli, P. aeruginosa, Salmonella sp., Klebsiella sp., S. aureus,
E. faecalis a Candida sp. Experimentalni ¢ast zahrnovala tfi diléi cile, z nichz prvnim cilem bylo popsat
zmény prevalence vyse uvedenych mikrobt v letech 2007-2017, druhym cilem bylo popsat a statisticky
zhodnotit zmény v antimikrobialnich citlivostech uvedenych mikrobu v letech 2007-2017 a poslednim
cilem bylo zhodnotit spolehlivost udaji mikrobialni citlivosti pfi porovnani dat z malych a velkych

souborl vstupnich dat.

Prevalence je zakladni epidemiologickd a epizootologicka veli¢ina, ktera ve specialni
mikrobiologii pfedstavuje podil poctu jedinci S pozitivnim nalezem daného mikroorganismu
a celkového poctu vsech jedinct ve sledované populaci, vztazeny na urcité ¢asové obdobi. Vyznamné
a statisticky prokazané zmény v prevalencich ur¢itych mikroorganismti v piislusné populaci mohou
napf. iniciovat preventivni ¢i terapeutické programy pro nemocna zvifata anebo naopak poskytnout
duvod pro ukonéeni nékterych terapeutickych programii, aby nedochazelo napi. ke zbyte¢nému
naduzivani antibiotik, coz by mohlo vést pravé k rychlej$imu a Castéjsimu vyskytu rezistence vici
antibiotikiim. Zjisténé zmény v prevalencich mikroorganismt studovanych v této praci popisuji Graf
1-Graf 7. Z téchto grafii vyplynula primérna prevalence studovanych mikrobt za obdobi 2007-2017,
ktera byla nejvyssi u E. coli (7,02+1,19 %), vysoka u S. aureus (3,55+2,40 %) a naopak pomérné nizka
(do 1,5 %) u ostatnich studovanych mikrobi: Salmonella sp. (0,88+0,46 %), E. faecalis (0,71+0,28 %),
P. aeruginosa (0,67+0,14 %), Klebsiella sp. (0,57+0,14 %) a Candida sp. (0,24+0,14 %). Kromé téchto
udaji byly zaznamenany také dva zajimavé klesajici trendy prevalence u S. aureus a Salmonella sp.,
které s nejveétsi pravdépodobnosti souviseji s postupnym zlepSovanim hygieny ve veterinarni sféie
Ceské republiky a s nasazenim eradikacnich programi. U ostatnich mikrobt zfistavaji prevalence
viceméné stabiln¢ nizké a nebyly pozorovany vyrazné vykyvy oproti dlouhodobému priméru

prevalence, coz také miZzeme piipisovat vysokému standardu vyroby zivocisnych produkti.

Antimikrobialni citlivost je neptimo imérna antimikrobialni rezistenci a obvykle se uvadi jako
absolutni Cislo (pocet) nebo procento kmenid citlivych, resp. rezistentnich vii¢i néjaké antimikrobialni
latce. Jak jiz bylo podrobné rozebrano v uvodu (viz Kapitola 1), problém s naristajici rezistenci
patogennich mikroorganismit k antimikrobidlnim latkam ptedstavuje jedno z nejvétSich rizik pro
budoucnost lidstva v budoucnosti, nebot’ mikroekosystém zvitat je provazany s mikroekosystémem
lidské populace. Podobné jako u zmén v prevalencich mohou vyznamné a statisticky prokazané naristy

anebo poklesy antimikrobialnich citlivosti vést k tipravé preventivnich ¢i terapeutickych programd.
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Konkrétné lze napf. pfimo vyfadit antibiotikum, u kterého pozorujeme vyznamny pokles v citlivosti
a nahradit jej né¢jakym jinym antibiotikem a doufat, Ze postupem ¢asu dojde v ramci pfirozené obmény
mikrobiomu k vymizeni nebo alespon vyznamnému sniZeni vyskytu rezistentnich kmend. Z praktického
hlediska se ale na tento pfistup k boji santimikrobialni rezistenci spolehnout nemiZeme. Data
0 antimikrobialni rezistenci nam ale rozhodn€¢ mohou pomoci nevyuzivat antimikrobidlni latky
v pfipadech, ve kterych pfedem vime, ze citlivost k dané antimikrobidlni latce je u daného
mikroorganismu jiz na hran¢ ucinnosti. Vyuziti neucinné antimikrobialni latky (nedosahnuti
terapeutické davky, vysoka rezistence patogena) je vysoce rizikové, protoze dale podporuje vznik
novych rezistenci a vede k zatizeni léCeného Clovéka Ci zvifete antimikrobialni 1é¢bou, ktera ma
vyznamné vedlej$i ucinky zejm. na zazivaci trakt a pfirozeny mikrobiom, kdy dochazi k likvidaci
saprofytickych, komenzalnich nebo symbiotickych mikroorganismii atim padem i kuvolnéni
»Zivotniho prostoru“ pro oportunistické patogenni mikroorganismy. V posledni dob¢ se také objevuje
stajova diagnostika, kdy si chovatel mize sam s vyuzitim volné¢ prodejnych produktl stanovovat
antimikrobialni citlivosti a na zakladé toho aplikovat nebo ménit 1é€bu. Je evidentni, ze tyto pfipady
skytaji mnoha rizika dana cCasto zejm. neprofesionalnim provedenim stajového orientacniho
antimikrobniho testu aj. Zjisténé zmény antimikrobialnich citlivosti u mikroorganismu studovanych
Vv této praci za obdobi 2007-2017 popisuji Graf 8—-Graf 15. Z téchto grafti vyplynuly nasledujici obecné
Zavery:

U E. coli byl pozorovan postupny pokles citlivosti u 6 testovanych antibiotik (cefalotin,
enrofloxacin, amoxycilin/klavulan, tetracyklin, gentamicin a kolistin), pfi¢emz nejvyraznéjsi byl pokles
citlivosti k tetracyklinu. Zaroven byl u E. coli pozorovan 1 nartst citlivosti (ke chloramfenikolu).
U P. aeruginosa byl pozorovan postupny narust citlivosti u 4 testovanych antibiotik (gentamicin,
cefoperazon, kolistin, enrofloxacin), pfi¢emz nejvyraznéjsi byl narust citlivosti ke gentamicinu. Zaroven
u P. aeruginosa nebyl pozorovan zadny vyrazny pokles citlivosti u ostatnich testovanych antibiotik.
U Salmonella sp. byl pozorovan v jednom piipadé pokles citlivosti (k enrofloxacinu) a zaroven v dal§im
ptipadé nartst citlivosti (k amoxycilin/klavulanu). U Klebsiella sp. byl pozorovan postupny narist
citlivosti u 2 testovanych antibiotik (amoxycilin/klavulan, chloramfenikol) a zaroven pokles citlivosti
u 2 dalsich testovanych antibiotik (cefalotin, tetracyklin). U S. aureus byl pozorovan postupny nariist
u 2 antibiotik (chloramfenikol, klindamycin) a zaroven pokles u zbyvajicich 7 testovanych antibiotik
(cefalotin, enrofloxacin, amoxycilin/klavulan, tetracyklin, erytromycin, gentamicin, oxacilin).
U E. faecalis byl pozorovan postupny pokles citlivosti u vSech testovanych antibiotik kromé
chloramfenikolu, u kterého citlivost pozvolna nardstala. U Candida sp. bylo pozorovano celkové
7 poklesu citlivosti (mikonazol, ekonazol, vorikonazol, amfotericin B, S-flurocytosin, klotrimazol)

a pouze 1 narust citlivosti (ketokonazol).

V prezentovaném piehledu citlivosti K antibiotikim jsou nejpatrnéjsi vysoké citlivosti

k chloramfenikolu a amoxycilin/klavulanu, a naopak nizké citlivosti k tetracyklinu. V pfipadé
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chloramfenikolu je vysoka citlivost dana ziejmé tim, ze chloramfenikol patii k antibiotikiim
s indika¢nim omezenim, coZ znamena, ze se v humanni sféfe pouziva jen pti 1écbé obzvlast zavaznych
infekci a ve veterinarni sféfe je jeho pouzivani zcela zakazdno u potravinovych zvitat. Nepiijemnou
zpravou je ale rozsifujici se rezistence k chloramfenikolovému homologu florfenikolu, ktery ve
veterinarni sféfe zakdzan neni. V pfipadé amoxycilin/klavulanu jakoZzto zastupci penicilinovych
antibiotik byla citlivost prekvapivé vysoka i u E. faecalis, ktery z hlediska poctu poklest ,,dopadl
v ptehledu nejhtife. Tato vysoka citlivost je pfisuzovana ptidavku kyseliny klavulanové, ktera po
ireverzibilni vazbé na betalaktamazy brani v inaktivaci betalaktamového kruhu penicilinovych

antibiotik a je tak u¢innym nastrojem pro ptekonani tohoto typu antimikrobialni rezistence.

Prehled citlivosti k antimykotikiim u kvasinky Candida sp. pfinesl spise negativni zavéry,

protoze u 10 z 13 studovanych antimykotik byla naméfena podstatné nizka citlivost.

V souborech dat statistického hodnoceni zmén v antimikrobialnich citlivostech se témét vzdy
vyskytlo urcité procento statisticky neprukaznych udaji, ato 11,11 % (E. coli), 52,26 % (P. aeruginosa),
13,33 % (Salmonella sp.), 31,94 % (Klebsiella sp.), 26,67 % (E. faecalis) a 40 % (Candida sp.).
Statisticky neprikazné udaje se mohly objevit v dasledku tzv. sampling error anebo chance variation
(Perla & Carifio, 2005). U sampling error se jedna o ,,chybu zptisobenou vzorkovanim®, kdy statistické
parametry stanovujeme pouze na zakladé urcittho vzorku (poctu jedincll) namisto analyzy celé
populace, ktera je samoziejmé v piipadé tohoto typu prace neproveditelna, jelikoz nelze otestovat
antimikrobidlni citlivost u vSech existujicich mikroorganismti spadajicich do veterinarni sféry dané¢ho
regionu. U chance variation hovofime o ,,nahodné chyb&®, ktera predstavuje rozdil mezi nahodnou
proménnou a jeji o¢ekavanou hodnotou, coz v naSem piipadé znamena, Ze hodnoty (které ,,neprosly*
statistickym testem) mohly byt zvySeny anebo snizeny pravé o hodnotu nahodné chyby. Jedinym

mikroorganismem, jehoZ soubor dat neobsahoval zadné statisticky nepriikazné tidaje byl S. aureus.

Jednim ze zékladnich problémi stanovovéani obecné antimikrobidlni citlivosti u libovolného
mikroorganismu je vybér velikosti souboru dat, ze kterého citlivosti pocitame. Samoziejmé plati, ze ¢im
veétsi soubor dat (mikrobialnich kment, u kterych je otestovana antimikrobialni citlivost) pouzijeme, tim
vEtsi je Sance, Ze naSe vysledky reprezentuji skute¢ny stav vyvoje dané veliCiny ve zkoumané populaci
(v ptipadé této diplomové prace se jedna o mikrobiom veterinarni sféry Moravy a Slezska Ceské
republiky). Timto se ¥idi i SVU Olomouc, a proto do svych ro&nich vypoét antimikrobialnich citlivosti
zahrnuje veskeré mikrobialni kmeny daného biologického druhu, které za tento rok zachyti. V realném
svété mohou vSak nastat situace, ve kterych mame k dispozici pouze omezeny soubor, ze kterého
musime udélat zavér. Proto je vhodné védeét, s jakou chybou zavér spocitany na zakladé malého souboru
dat pocitame. V naSem méfeni se tidaje antimikrobialnich citlivosti za rok 2017 spo¢itané na zaklade¢
malého a velkého souboru dat lisily o nasledujici hodnoty: Salmonella sp. (16,23 %), Candida sp. (12,87
%), E. faecalis (11,08 %), P. aeruginosa (9,03 %), E. coli (7,29 %), S. aureus (6,71 %) a Klebsiella sp.

(4,23 %). Z téchto vysokych rozdill plyne zaveér, ze antimikrobialni citlivost spocitana pouze na zakladé
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25 kmend jednoho mikroorganismu neni pfili§ spolehlivym a divéryhodnym tdajem oproti udaji

antimikrobidlni citlivosti, ktery je spocitany na zadkladé€ vétsiho souboru dat.
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7 ZAVER

Diplomova prace se vénovala zpracovani piehledu informaci o prevalenci a antimikrobialni
citlivosti u E. coli, P. aeruginosa, Salmonella sp., Klebsiella sp., S. aureus, E. faecalis a u kvasinek
Candida sp. v pribéhu let 2007-2017 v ramci veterinarni sféry moravského a slezského regionu Ceské

republiky.

V teoretické Casti této prace byl splnén cil popsat souCasné poznatky o vSech sedmi
studovanych mikrobem s ohledem na antimikrobialni rezistenci. V experimentalni ¢asti této prace byly
také splnény vSechny stanovené dilci cile: Byla stanovena antimikrobialni citlivost u 175 mikrobialnich
kment izolovanych z klinického a patologického veterinarniho biologického materialu doru¢eného na
SVU Olomouc. Tyto kmeny byly dale klasifikovany (typizovany) prostfednictvim moderni metody
MALDI-TOF MS. S vyuzitim archivovanych dat SVU Olomouc byly posléze vytvoieny piehledné
grafy a tabulky popisujici zmény v prevalencich a antimikrobialnich citlivostech u studovanych
mikroorganismtl véetné statistického hodnoceni zmén antimikrobialnich citlivosti pomoci testu dobré
shody (chi kvadrat). Vysledky vlastnich pozorovani v oblasti antimikrobialnich rezistenci byly navic
nakonec porovnany s dlouhodobé ziskavanymi daty z databaze SVU Olomouc. Z této prace nakonec

vyplynuly nasledujici zavéry:

(1) Ze sedmi studovanych mikroorganismii se ve vzorcich SVU Olomouc za obdobi
2007-2017 nejvice vyskytovala bakterie E. coli sprevalenci 7,02+1,90 % a dale S. aureus
s prevalenci 3,55+2,40 %. Ostatnich pét studovanych mikroorganismi se ve vzorcich
SVU Olomouc za obdobi 2007-2017 vyskytovalo s podstatné niZimi prevalencemi,
jejichZ rozmezi se i p¥i zohlednéni smérodatnych odchylek pohybovalo mezi 0,10-1,34 %.
Nejvyraznéjsi zména Vv prevalenci za obdobi 2007-2017 nastala u S. aureus, kde byl v roce 2017
oproti roku 2007 zaznamenan pokles o 5,18+2,40 %. Méné vyrazny pokles v prevalenci o velikosti
1,06+0,46 % nastal v roce 2017 oproti roku 2007 také u Salmonella sp. U ostatnich studovanych

mikrobi k vyraznéj$im zménam v prevalenci i pi‘es mirné oscilace spiSe nedochazelo.

(2.) Vysledky Setfeni stavu citlivosti k antibiotikiim u Sesti studovanych bakterii ve
vzorcich SVU Olomouc za obdobi 2007—2017 potvrdily tii zajimavé fakty. Prvnim z nich je
znepokojujici stav citlivosti k tetracyklinu, coZ je jedno z nejhojnéji vyuZivanych antibiotik ve
veterinarni sféire. U CtyFech z péti studovanych bakterii byla citlivost k tetracyklinu pomérné
nizka, tj. v rozmezi od 38,48-71,67 %. Druhym z nich je naopak uspokejivy stav citlivosti
k chloramfenikolu, pFi¢emzZ pouZivani tohoto antibiotika je veterinarni sféfe jiZ dlouhou dobu
zakazano. U péti studovanych bakterii byla citlivost k chloramfenikolu pomérné vysoka, tj.
vrozmezi od 69,11-100 %. Tretim zajimavym faktem byl taktéZ uspokojivy stav citlivosti

k amoxycilin/klavulanu, ktery piedstavoval v nasem souboru vybranych antibiotik zastupce
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penicilint. U péti studovanych bakterii byla citlivost k amoxycilin/klavulanu pomérné vysoka, tj.

V rozmezi od 70,77-98,16 %b.

(3.) Stav citlivosti k antimykotikim se u studované kvasinky Candida sp. ve vzorcich
SVU Olomouc za obdobi 2007-2017 ukazal byt velice alarmujici, protoZe pouze u 3 (nystatin,
pimaricin, ciklopiroxolamin) z 13 testovanych antimykotik se objevovaly velmi dobré citlivosti v
rozmezi 0d 89,91-100 %. Nizkou ucinnost ostatnich antimykotik (zejm. itrakonazol, mikonazol,
flukonazol, bifonazol a vorikonazol, v¢etné 5-fluorocytosinu, ktery se pouziva spiSe pro 1é¢bu

plisiiovych chorob) dokazovaly naméi‘ené citlivosti v rozmezi od 25,76-49,41 %.

(4.) Vzhledem kvysokym rozdilim (v rozmezi od 4,23-16,23 %) mezi udaji
0 antimikrobialnich citlivostech spocitanych na zakladé malého (25 kmeni) a velkého (100-1000
kmeni) souboru dat bylo potvrzeno, ze stanoveni antimikrobialni citlivesti v mikrobiomu pouze
na zakladé 25 kmeni poskytuje velice nepiesné idaje v porovnani se soubory stovek az tisici
podobnych dat za poslednich 11 let, které nelze brat v potaz pii rozhodovani napi. o plosné

aplikaci a vyuZiti dané antimikrobni latky jak ve veterinarni, tak i v humanni praxi.
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Piiloha 1 — Prevalence vybranych mikroorganismil (v %) ve vysetfovanych vzorcich na SVU Olomouc v letech 2007-2017 véetné smérodatné odchylky

Studovany Rok
. . Parametr
mikroorganismus 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
- Celkovy pocet vysetrenych vzork( 13377 18743 15790 16903 14792 15779 17874 19234 23072 23098 23322
Pocet pozitivnich vzork( 1074 1401 1012 1309 1296 1350 1357 1432 1178 1268 1495
E. coli Prevalence [%] 8,03 7,47 6,41 7,74 8,76 8,56 7,59 7,45 511 5,49 6,41
Smérodatna odchylka prevalence [%] +1,90
Pocet pozitivnich vzork( 119 153 124 117 129 105 107 115 98 163 124
P. aeruginosa Prevalence [%] 0,89 0,82 0,79 0,69 0,87 0,67 0,60 0,60 0,42 0,71 0,53
Smérodatna odchylka prevalence [%] 10,14
Pocet pozitivnich vzork( 201 152 227 193 250 165 164 139 84 99 102
Salmonella sp. Prevalence [%] 1,50 0,81 1,44 1,14 1,69 1,05 0,92 0,72 0,36 0,43 0,44
Smérodatna odchylka prevalence [%] 10,46
Pocet pozitivnich vzork(l 121 97 80 106 113 118 85 92 104 139 99
Klebsiella sp. Prevalence [%] 0,90 0,52 0,51 0,63 0,76 0,75 0,48 0,48 0,45 0,60 0,42
Smérodatna odchylka prevalence [%] 10,14
Pocet pozitivnich vzork(l 987 1577 972 564 482 450 373 341 537 374 514
S. aureus Prevalence [%] 7,38 8,41 6,16 3,34 3,26 2,85 2,09 1,77 2,33 1,62 2,20
Smérodatna odchylka prevalence [%] +2,40
Pocet pozitivnich vzork(l 132 228 76 107 158 106 160 136 77 129 126
E. faecalis Prevalence [%] 0,99 1,22 0,48 0,63 1,07 0,67 09 0,71 0,33 0,56 0,54
Smérodatna odchylka prevalence [%] +0,28
Pocet pozitivnich vzork( 15 18 34 77 53 63 50 47 50 31 38
Candida sp. Prevalence [%] 0,11 0,10 0,22 0,46 0,36 0,40 0,28 0,24 0,22 0,13 0,16

Smérodatna odchylka prevalence [%] 10,14




Piiloha 2 — Rozdily antimikrobialnich citlivosti (v %) zjisténych v roce 2017 na zaklade€ velkého a malého poctu testovanych kmenti uvedenych bakterii

E. coli P. aeruginosa Salmonella sp. Klebsiella sp. S. aureus E. faecalis
ATB 12017 2017 A 2017 2017 42017 2017, 2017 2017 5 | 2017 2017 | 2017 2017 p
(1495) (*) (124) (*) (102) (*) (99) (*) (514) (*) (126) (*)

KF 29,50 32,00 250 - - - 1000 72,00 28,00 | 6960 92,00 2240 | 91,00 96,00 5,00 3,90 0,00 3,90
ENR 7700 84,00 700 | 4440 7200 27,6 |8860 7200 16,60 | 9510 9200 3,10 | 9240 1000 7,60 | 3950 4400 4,50
AMC 6890 72,00 3,10 - - - 9500 6800 27,00 | 8390 8800 090 | 8650 9200 550 |9880 1000 1,20

C 89,10 92,00 290 - - - 1000 80,00 20,00 | 9090 92,00 1,10 | 94,70 96,00 130 | 7420 92,00 17,80

T 49,00 76,00 27,00 - - - 70,50 56,00 14,50 | 82,80 76,00 6,80 | 7990 76,00 390 | 33,70 6800 34,30

E 0,00 4,00 4,00 - - - 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 7900 6800 11,00 | 860 1600 7,40

CN 92,70 1000 7,30 | 93,50 92,00 1,5 1000 76,00 24,00 | 1000 100,0 000 | 9030 9600 570 |2910 000 2910

DA 0,10 4,00 3,90 - - - 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 91,60 92,00 040 0,00 0,00 0,00

CT | 8810 9600 790 | 9530 1000 47 |1000 8400 1600 | 9580 9200 380 | - - - - - -
CFP - - - | 9250 7600 165 | - - - - - - - - - - - -
SXT - - - | 100 o000 @1 - - - - - - - - - - - -
PRL - - - 9710 1000 29 - - - - - - - - - - - -
OXA - - - - - - - - - - - - | 8400 6400 2000 | - - -
VAN - - - - - - - - - - - - - - - | 9850 1000 1,50

IMI - - - - 1000 - - - - - - - - - - - - -
MEM - - - - 1000 - - - - - - - - - - - - -
(AN 7,29 9,03 16,23 4,23 6,71 11,08

Legenda: (@) A ... (pramérny) rozdil v antimikrobialnich citlivostech za rok 2017 spocitanych na zakladé velkého a malého souboru dat;

2017 (x) ... antimikrobialni citlivost (v %) na zakladé X testovanych kment; 2017 (*) ... antimikrobialni citlivost (v %) na zakladé 25 kment

ATB ... antibiotikum; KF ... cefalotin; ENR ... enrofloxacin; AMC ... amoxycilin/klavulan; C ... chloramfenikol; T ... tetracyklin;
E ... erytromycin; CN ... gentamicin; DA ... klindamycin; CT ... kolistin; CFP ... cefoperazon; SXT ... kotrimoxazol; PRL ... piperacilin;
OXA ... oxacilin; VAN ... vankomycin; IMI ... imipenem; MEM ... meropenem



Piiloha 3 — Rozdily antimikrobialnich citlivosti (v %) zjisténych v roce 2017 na zakladé velkého a malého poctu
testovanych kmenii kvasinky Candida sp.

Candida sp.
AT™M 2017 2017 A
(38) *)
Nystatin 3,90 0,00 3,90
Amfotericin B 39,50 44,00 4,50
Pimaricin 98,80 100,00 1,20
5-fluorocytosin 74,20 92,00 17,80
Itrakonazol 33,70 68,00 34,30
Ketokonazol 8,60 16,00 7,40
Klotrimazol 29,10 0,00 29,10
Mikonazol 3,90 0,00 3,90
Flukonazol 39,50 44,00 4,50
Ekonazol 98,80 100,00 1,20
Bifonazol 74,20 92,00 17,80
Ciklopiroxolamin 33,70 68,00 34,30
Vorikonazol 8,60 16,00 7,40
QA 12,87

Legenda: (®) A ... (primérny) rozdil v antimikrobialnich citlivostech za rok 2017 spoc¢itanych na
zéakladé velkého a malého souboru dat;

2017 (X) ... antimikrobialni citlivost (v %) na zakladé X testovanych kment;
2017 (*) ... antimikrobialni citlivost (v %) na zakladé 25 kment

ATM ... antimykotikum



