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SOUHRN

Cilem této bakalatské prace bylo charakterizovat druhové zastoupeni stafylokokt u domacich
zvifat a nasledné popsat jejich zmény v prevalenci a zmapovat jejich citlivosti
k antimikrobnim latkam. Celkovy souhrn byl vytvofen s pouzitim vlastnich namétenych udaja
spolu s daty uloZenych na Statnim veterinarnim ustavu v Olomouci. V prab¢hu let 20082017
bylo na Statnim veterinarnim tstavu v Olomouci vySetfeno celkem 60030 vzorki
pochazejicich z klinického materialu od koc¢ek, psu, skotu, prasat a koni. Z celkového pocétu
vysetfenych vzorkll bylo celkem izolovano 12978 kment (prevalence 21,62 %) 27 druht
Staphylococcus spp. Stafylokoky byly nejcastéji detekovany ve vzorcich ziskanych z mlécné
zlazy (7745 kment; tj. 59,68 % izolath), kiize (2174 kment; tj. 16,75 % izolat) a z usi (1815
kmeni; tj. 13,99 % izolath). Materidl byl zpracovan béZnymi kultivacnimi metodami
a nasledné byly izolaty identifikovany nejdiive pomoci biochemického testu STAPHYtest 24
a poté metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF MS. Nejcastéji izolovanymi druhy
byly Staphylococcus aureus (prevalence 9,39 %), Staphylococcus intermedius (prevalence
3,31 %), Staphylococcus chromogenes (prevalence 2,57 %) a Staphylococcus
pseudointermedius (prevalence 2,34 %). Knejvyrazngjsi zméné v prevalenci doslo
u S. pseudointermedius, kde byl v roce 2017 oproti roku 2008 zaznamenan jeji nartst o 6,32
procentni body. Nakonec byla u izolovanych kment stafylokokli stanovena citlivost
K antimikrobnim latkdm pomoci diskové diftizni metody. Nejuc¢inngj$imi antimikrobnimi
latkami byly gentamicin, enrofloxacin a kotrimoxazol s 97,30 %, 97,20 % a 94,60 % citlivych
a ampicilinu s 72,30 %, 68,20 % a 46,00 % citlivych kment. U kmend S. intermedius bylo
mozné pozorovat nizkou citlivost k tetracyklinu, oxacilinu a ampicilinu (20,80-62,10 %
citivych kment1). Relativné nizka citlivost byla také pozorovana u kmeni
S. pseudointermedius v piipadé ampicilinu, oxacilinu a chloramfenikolu (41,30-63,70 %
citivych kmenti). Naopak jako nejvice rezistentni kmeny byly zaznamenany kmeny
S. chromogenes u oxacilinu, gentamicinu a enrofloxacinu (99,50-100 % citlivych kment),
akmeny S. aureus v pfipadé gentamicinu, novobiocinu a kotrimoxazolu (96,00-98,70 %
citlivych kmenil). Hlavni pfi¢inou narlstajici antimikrobni rezistence mize byt zejména
nevhodné pouzivani antibiotik, ptedev§im slepa aplikace 1éCiv bez stanoveni citlivosti
mikroorganismi, nebo aplikace nizkych davek antimikrobik po kratkou dobu. Narustajici
rezistence bakterii na antimikrobni latky muze Vv budoucnosti vést K vyssi morbidité

a mortalit¢ a pfenosu genil rezistence z animalniho mikrobiomu do mikrobiomu humanniho.



SUMMARY

The aim of this bachelor thesis was to characterise the representation of staphylococci species
in domestic animals and their changes in prevalence and to report changes in their
susceptibility to antimicrobials. The overall summary was created using measured data
together with the data archived at the State Veterinary Institute in Olomouc. A total of 60030
samples from clinical material from cats, dogs, cattle, pigs and horses were examined in the
period 2008-2017 at the State Veterinary Institute in Olomouc. Total of 12978 strains
(prevalence 21.62 %) of 27 Staphylococcus species were isolated. Staphylococci were most
often isolated from the mammary gland (7745 of strains = 59.68 % isolates), from the skin
(2174 of strains = 16.75 % isolates) and from the ears (1815 of strains = 13.99 % isolates).
Samples were processed by standard cultivation methods. All isolated strains were identified
using the STAPHYtest 24 biochemical assay followed by molecular method MALDI-TOF.
The most prevalent isolated species were Staphylococcus aureus (prevalence 9.39 %)
Staphylococcus intermedius (prevalence 3.31 %), Staphylococcus chromogenes (prevalence
2.57 %) and Staphylococcus pseudointermedius (prevalence 2.34 %). The most significant
change in the prevalence occurred with S. pseudointermedius, whose prevalence increased by
6.32 percentage points in 2017 when compared to 2007. Susceptibility to antimicrobials was
determined by disc diffusion method. The most effective antimicrobials were gentamicin,
enrofloxacin and cotrimoxazole with 97.30 %, 97.20 % and 94.60 % of susceptible strains
respectively. The least effective antimicrobials were oxacillin, erythromycin and ampicillin
with 72.30 %, 68.20 % and 46.00 % of susceptible strains. Low sensitivity to tetracycline,
oxacillin and ampicillin (20.80-62.10 % of susceptible strains) was observed in
S. intermedius strains. Relatively low sensitivity was observed for ampicillin, oxacillin and
chloramphenicol (41.30-63.70 % of susceptible strains) in S. pseudointermedius strains. The
most resistant of staphylococci strains were S. chromogenes for oxacillin, gentamicin and
enrofloxacin (99.50-100.00 % of susceptible strains), and S. aureus for gentamicin,
novobiocin and cotrimoxazole (96.00-98.70 % of susceptible strains). The main cause of
increasing antimicrobial resistance can be inappropriate use of antibiotics, in particular blind
drug application without the susceptibility testing of microorganisms, or the application of
low doses of antimicrobials for a short time. In the future increasing resistance of bacteria to
antimicrobials could be lead to higher morbidity and mortality of animals and the transfer of

resistance genes from animal to human microbiome.
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1 UVOD
Rodovy nazev Staphylococcus poprvé pouzil v roce 1883 skotsky bakteriolog Alexander

Ogston pii pozorovani v hroznech usporadanych mikrokokl zpiisobujici zanéty. Formalni
popis rodu Staphylococcus pak zavedl o rok pozdé&ji vroce 1884 némecky mikrobiolog
Friedrich Julius Rosenbach, ktery stafylokoky rozdélil na dva druhy Staphylococcus aureus
a Staphylococcus albus (Gotz et al., 2006).

Stafylokoky jsou na svété nejrozsifenéjsi skupinou bakterii, které jsou soucasti
normalni mikrofléry pokozky kiize a sliznic jak u lidi, tak u zvifat. AvSak pfi oslabeni
imunitniho systému hostitele mohou pomoci faktori virulence, kterymi byvaji vybaveny,
zpusobovat fadu zavaznych infekci, u nichz je nezbytné nasadit antibiotickou 1é¢bu. Nicméné
ucdinnost antibiotik je ohrozena stale rostouci mikrobialni rezistenci nejen ve zdravotnickych
zafizenich, ale i ve veterinarni sféfe a zemédélstvi. Ke vzniku rezistence k antimikrobnim
latkam dochazi jejich nadmérnym uzivanim, k némuz piispivaji i 1ékafi diky zbyte¢né velkym
mnozstvim predepisovanych 1éka (Nafisah etal., 2017). Podle svétové zdravotnické
organizace je antimikrobni rezistence stale vaznéj$im ohrozenim globalniho vefejného zdravi,
které vyzaduje ptijmout opatfeni napii¢ mocenskymi strukturami a spole¢nosti. Stafylokoky
rezistentni vic¢i antimikrobnim latkam byvaji izolovany z lidi, zvitat, potravin i z Zivotniho
prostiedi (z vody, pady aovzdusi). Mohou se $ifit mezi lidmi a zvitaty, prostfednictvim
potravin Zivo&i§ného pivodu, a mezi lidmi navzajem. Spatna kontrola infekci, nedostateéné
hygienické podminky anevhodna manipulace s potravinami mohou podporovat Sifeni
rezistentnich kmend mikroorganismi (WHO, ©2019). Mezi nebezpecné rezistentni kmeny
stafylokokt patii bezpochyby meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus, ktery byl poprvé
identifikovan v roce 1961, jen jeden rok po zavedeni meticilinu, a od t¢ doby se rozsiftily
po celém svéte (Ventola, 2015). Velkym nebezpecim vzniku mikrobidlnich rezistenci je také
vyskyt Sirokého spektra antimikrobnich latek a jejich metabolith napiiklad v odpadnich
vodéach. Odtud se tato rezidua mohou dostdvat do povrchovych vod, potravin i pitné vody

(Zhang et al., 2009).



2 CILE PRACE

Teoreticka Cast:

Zpracovat literarni reSer§i zaméfenou na charakteristiku rodu Staphylococcus, zejména
na jejich taxonomické zafazeni, patogenitu, mechanismus rezistence k antimikrobnim

latkam a jejich klinicky vyznam v humanni a veterinarni sféte.

Experimentalni ¢ast:

Zpracovat klinicky material béznymi kultivacnimi metodami.

Identifikovat izolaty Staphylococcus spp. pomoci barveni dle Grama.

Biochemicky a fenotypové identifikovat izolaty Staphylococcus spp. pomoci komeréni
soupravy STAPHYtest 24 s dodatkovymi testy na detekci katalasy, plasmakoagulasy
a cytochromoxidasy, a metody hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF.

Popsat a statisticky vyhodnotit zmény v prevalenci v obdobi 2008-2017 u 4
nejfrekventovangjsich  druhtt  Staphylococcus spp. izolovanych na  Statnim
veterinarnim ustavu Olomouc z klinického materidlu pochéazejicich z domécich zvifat.
Popsat a statisticky vyhodnotit zmény v antimikrobni citlivosti v obdobi 2008—2017
u4 nejfrekventovanégjsich druhti Staphylococcus spp. izolovanych na Statnim
veterinarnim tstavu Olomouc z klinického materialu pochéazejicich z domacich zvitat.
Porovnat zmény v prevalenci a v antimikrobni citlivosti s vysledky ziskanych

na zakladé vlastniho méteni v roce 2018.



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Taxonomie stafylokokii

Stafylokoky patii mezi grampozitivni koky, které zahrnuji aeroby, fakultativni nebo
aerotolerantni anaeroby. V minulosti byly stafylokoky na zaklad¢ katalasové aktivity
a morfologického uspofadani koku déleny do dvou celedi: Staphylococcaceae
a Micrococcaceae. Rod Staphylococcus, spolu srody Stomatococcus, Planococcus
a Micrococcus, puvodné patiily do celedi Micrococcaceae. Stafylokoky byly sice dle
podobné morfologie a stejné katalasové aktivity zaménovany s mikrokoky, genetické studie
vsak ukazaly, ze stafylokoky vykazuji vetsi ptibuznost se streptokoky a bacily nez mikrokoky
(Votava et al., 2003).

Aktualni systém fadi tedy rod Staphylococcus do kmene Firmicutes, tfidy Bacilli, fadu
Bacillales a celedi Staphylococcaceae (Euzéby, 2018). Kazdy bakterialni rod celedi
Staphylococcaceae se dale ¢leni na své druhy a popiipadé podruhy. Nejvétsi zastoupeni
bakterialnich druhtt ma rod Staphylococcus. Zatimco se v roce 1974 rozliSovaly pouze
3 druhy stafylokoku, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus
saprophyticus, v soucasnosti existuje 53 druhd, z toho 10 druhti se d€li na dva poddruhy, druh
Staphylococcus petrasii se ¢leni na 3 poddruhy a Staphylococcus sciuri dokonce na 4
poddruhy, a to Staphylococcus sciuri subsp. carnaticus (subsp., z lat. subspecies),
Staphylococcus sciuri subsp. lentus, Staphylococcus sciuri subsp. rodentium a Staphylococcus

sciuri subsp. sciuri (Euzéby, 2018; Votava et al., 2003).

3.2 Morfologické a fyziologické vlastnosti stafylokoku

Stafylokoky jsou grampozitivni, nepohyblivé, nesporulujici a vétSinou neopouzdiené koky
o0 velikosti pfiblizné 0,5-1,5 um, uspotfaddané jednotlivé, po dvojicich, ve ¢tveficich nebo
nejCastéji v nepravidelnych shlucich, které pifipominaji tvar hrozni (Gotz et al., 2006).
Stafylokoky jsou az na vyjimky fakultativné anaerobni, katalasa pozitivni a oxidasa negativni
(Votava et al., 2003). Na zaklad¢ schopnosti produkce enzymu plasmakoagulasy lze tyto
bakterie délit na koagulasa pozitivni ¢i negativni (Votava et al., 2003). Pouze dva druhy
Staphylococcus aureus subsp. anaerobius a Staphylococcus saccharolyticus jsou anaerobni
a katalasa negativni, zatimco druhy Staphylococcus fleuretii, Staphylococcus lentus, S. sciuri
a Staphylococcus vitulinus jsou zastupci oxidasa pozitivnich stafylokokt (Gotz et al., 2006;
Kwok et al., 2003). Stafylokoky jsou odolné vii¢i podminkam zevniho prostiedi, jsou stabilni

vuci vyschnuti, zahtivani pii teploté 60 °C. Co se tykéa dezinfek¢nich prostiedkt, jsou odolné



vaci fenolu, slouceninam rtuti, ale v pfitomnosti 5-10% NaCl se mnozi. K lysostafinu,
nitrofuranu a furazolidinu jsou citlivé, na druhé strané¢ jsou rezistentni k lysozymu,
erytromycinu a bacitracinu (Gotz et al., 2006; Votava et al., 2003).

Stafylokoky jsou rovnéz schopny tvofit biofilm, coZ je strukturované mikrobialni
spoleCenstvi protkané vodnimi kanalky uloZzené v mezibunééné hmot¢ tvotrené polysacharidy
mikrobialniho ptuvodu pfichycené k povrchu (Kvasnickova et al., 2016). Stafylokoky jsou
v podobé biofilmu schopné adherovat na povrchy cizich téles, zejména u pacienti
se zavedenymi chirurgickymi implantaty. Biofilm chrani stafylokoky proti okolnim
nepfiznivym vlivim bakteriofaglim, vyschnuti, antibiotikiim, hostitelskym imunologickym
reakcim a dezinfekénim ¢inidlim (Benes, 2009; Votava et al., 2003). Stafylokoky mohou toto
spoleCenstvi vytvaret na mnoha povrsich, jako jsou vodni a ptidni prostfedi, zdravotnické

prostfedky, fragmenty mrtvé i zivé tkdn€ (Donlan, 2002).

3.3 SloZeni bunééné stény

Bunécénd sténa stafylokokli a obecné vSech grampozitivnich bakterii se sklada
z peptidoglykanu, kyseliny teichoové a proteinu A (Votava et al., 2003). Peptidoglykan
nachdzejici se na vngjsi stran¢ cytoplazmatické membrany je heteropolymer, jehoz zédkladem
jsou linearni glykanové fetézce zesitované kratkymi peptidy (Heijenoort, 2001). Cukernou
slozku tvofi stiidajici se zbytky N-acetylglukosaminu a kyseliny N-acetylmuramové
spojenymi ptes PB-1,4 glykosidické vazby. K N-acetylmuramové kyseliné se ptipojuji
peptidové skupiny sestavajicich se zkratkych peptidovych podjednotek sloZenych
z L-alaninu, D-alaninu, kyseliny D-glutamové a L-lysinu, které jsou napfi¢ propojené
pentaglycinovymi miustky (Obrazek 1) (Bastos et al., 2010). Peptidoglykan zabezpecuje
integritu  bun€k, udrzuje definovany tvar buiky, stimuluje u stafylokokd uvolfiovani
cytokinini z makrofagt, aktivaci komplementu a shlukovani trombocytti (Heijenoort, 2001;
Vollmer et Blanot, 2008; Votava et al., 2003).



NACGlu NACGlu -

NAcGlu

Obrazek 1 Struktura peptidoglykanu. NacGlu - N-acetylglukosamin, NacM - kyselina
N-acetylmuramova, A - L-alanin; D-Q - D-glutamin, K - L-lysin, D-A - D-alanin, G - L-glycin
(pfevzato a upraveno z Bastos et al., 2010).

Kyselina teichoova je hlavni povrchovy antigen sloZzeny z opakujicich
se polyol-fosfatovych podjednotek, jako je ribitol-fosfat nebo glycerol-fosfat. Kyselina
teichoova zahrnuje jak sténovou Kyselinu teichoovou, ktera se ptipojuje k peptidoglykanu
pies fosfodiesterové vazby na 6-OH Kkyseliny N-acetylmuramové, tak lipoteichoovou
kyselinu, ktera je pfipojena k cytoplazmatické membrané pies glykolipidovou kotvu (Obrazek
2). Kyselina teichoova nejen chrani bunky pted stresy z okolniho prostiedi, kontroluje aktivitu
enzymu a koncentraci kationtti v bunééném obalu, ale pfedevsim se uplatituje v prvnim kroku
tvorby biofilmu (Xia et al., 2010). Vyznamnou proteinovou soucasti bunécné stény
stafylokokl tvofi protein A, ktery se vaZe na peptidoglykan piimo, nebo se vaZze
na tetrapeptidovou ¢ast peptidoglykanu. Protein A nespecificky reaguje s Fc-fragmentem
imunoglobulint, ¢imZ chrani stafylokoky pied opsonizaci neboli jejich obklopenim latkami,
které zvysuji Géinnost fagocytozy (Votava et al., 2003).

Sténové kyselina

teichoova Kyseclina

Povrchové lipoteichoova

bilkoviny

\

Membrana

Obrazek 2 Lokalizace sténové kyseliny teichoové a lipoteichoové kyseliny v bunééné sténé
stafylokoku (pfevzato a upraveno z Xia et al., 2010).



3.4 Genetika a genom stafylokoku
Genom stafylokoki se sklada z jednoho cirkularniho chromozomu o velikosti 2000-3000 kb
a souboru variabilnich dopliikovych genetickych prvkd, jako jsou bakteriofagy, plazmidy
amobilni genetické elementy. Krom¢ chromozomalni genetické informace obsahuji
stafylokoky taktéz extrachromozomalni genetickou informaci ve formé¢ nekonjugativnich
plazmidi, které se do recipientni bunky pienaSeji prostiednictvim transformace nebo
transdukce (Malachowa et DeLeo, 2010; Mlynarczyk et al., 1998).

Plazmidy jsou autoreplikujici DNA molekuly, na nichz jsou umisténé i geny rezistence
k antibiotikim (Mlynarczyk et al., 1998). VétSina pfirozené se vyskytujicich kment
stafylokokti obsahuji jeden nebo vice plazmidd, které po vstupu do bakterialniho hostitele
zlstavaji v podobé volné cirkularni DNA, nebo se linearizuji a integruji do chromozomu
(Malachowa et DelLeo, 2010; Mlynarczyk et al., 1998). V chromozomech nebo v plazmidech
se nachazeji mobilni genetické elementy neboli fragmenty DNA kodujici rizné determinanty
virulence arezistence. Mobilni genetické elementy funguji jako prostfednik pienosu
genetické informace mezi bakteriemi, a navic ovliviluji plasticitu genomu, coZ umoziuje
stafylokokiim se pfizpusobit okolnimu prostfedi. Rozmanitost a vyvoj stafylokokt nejvice
ovliviluji bakteriofagy. Nejpocetnéjsi skupinu fagh tvoii temperované bakteriofagy, které sice
zpiisobuji po infekci lyzu bakteridlnich buné¢k, ale pfedevSim tvofi s hostitelskou buikou
dlouhodoby vztah, ¢imz se DNA faga integruje do stafylokokového genomu jako profag
(Goerke et al., 2009; Malachowa et DelLeo, 2010).

3.5 Kaultivace stafylokokt

3.5.1 Kaultiva¢ni podminky

Stafylokoky jsou mikroorganismy, jeZ nevyZzaduji specidlni kultivaéni podminky. Dobie
rostou na béznych kultivac¢nich pidach v rozsahlém rozmezi teplot 7-46 °C pti pH 4,2-9,3.
Naockované kultivacéni pidy se vétSinou inkubuji za aerobnich podminek v termostatu pfi
36-37,5 °C po dobu 18-24 hodin (Votava et al., 2003). Existuji vSak kmeny stafylokokd,
které rostou i pii niz§i kultivacni teploté. Prikladem mize byt Staphylococcus equorum

preferujici kultivaéni teplotu 25 °C (Place et al., 2003).

Kultiva¢ni média

Prvotni kultivace stafylokokt se provadi na krevnim agaru (KA), masopeptonovém agaru,
trypton-sojovém agaru, brain-heart infusion agaru nebo P-agaru (Gotz et al., 2006, Kloos

etal., 1974). Pti kultivaci stafylokokl se vyuziva jejich schopnosti riist na médiich a ptidach
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s vysokym obsahem chloridu sodného, eventualné jejich rezistence ke kolistinu a kyseliné
nalidixové, proto se k jejich izolaci nejcastéji pouziva krevni agar s 5% ov¢i krve, obycejny
nebo thioglykolatovy bujon (Bzdil, 2003a; Votava et al., 2003). K zachyceni stafylokokt
Z kontaminovanych nebo fekalnich vzorkii se pouzivaji selektivni agary, naptiklad
Schleifer-Kramer agar, lipase-salt-mannitol agar, agar s fenylethylalkoholem, manitolovy
slany agar nebo Columbia CNA agar (G6tz et al., 2006). Pro detekci koagulasa-pozitivnich
stafylokokd v potravinich lze piimo pouzit Baird-Parker agar obsahujici tellurit a krali¢i
plazmovy fibrinogen, nebo Braid-Parker agar bez vaje¢ného Zloutku, ke kterému byl pfidan
temperovany agar s plazmovym fibrinogenem z vepifového masa (Boothby et al., 1979;
Hauschild et al., 1979).

3.5.2 Morfologie kolonii

Vétsina stafylokokit vytvaii na KA ploché, nepriihledné, kruhové, rizné pigmentované
kolonie rovnych okraji (Bzdil, 2003a). Pigment kolonii byvé vétSinou smetanovy, krémovy,
nazloutly az naoranzovély. VétSina koagulasa-negativnich stafylokokt (CoNS, zangl.
coagulase-negative staphylococci) nebyva pigmentovana, avsak Staphylococcus pasteuri
a Staphylococcus xylosus vytvareji kolonie jasné Zlut¢ (Votava et al., 2003). Stafylokoky
kolem kolonie produkuji rizné velikou a rizn€ vyraznou hemolyzou zpisobenou a, B nebo
d-hemolysinem, K jejimuz stanoveni se nejcastéji pouziva KA (Votava et al., 2003). Kmeny
S. aureus a Staphylococcus pseudointermedius produkuji jak a-hemolysin, tak B-hemolysin.
Mezi nehemolytické kmeny patii napiiklad Staphylococcus hyicus (Quinn et al., 2011).

3.6 Vyskyt stafylokokii

Zastupci rodu Staphylococcus jsou v dasledku celosvétového rozsifeni a své adaptability
hlavni skupinou bakterii, které jako komenzalové primarné obyvaji pokozku a koZni Zlazy
lidi, savcl a ptakd jako soucast normalni mikroflory (Gotz et al., 2006). Mohou se také
nachazet na sliznicich hornich cest dychacich a dolniho urogenitalniho traktu, v krevnim
recisti, mléénych zlazach, ale také prechodné v zazivacim traktu, kde mohou ptisobit jako
infekéni agens (Quinn et al., 2011). Stafylokoky byvaji izolovany sporadicky i z rtiznych
zdroju zivotniho prostedi, jako je piida, plazovy pisek, motfska voda, povrch rostlin, krmiva,
potraviny (maso, mlécné vyrobky), obleceni, koberce, lozni pradlo, nabytek, povrchy
kuchynského naini a dalsi (Gotz et al., 2006). Klinicky nejvyznamnéjSim druhem
stafylokoki je bezpochybné S. aureus, ktery u zvitat a lidi nejéastéji osidluje nosni sliznice

akdzi (Quinn et al, 2011). Ostatni koagulasa-pozitivni stafylokoky, naptiklad



S. pseudointermedius a Staphylococcus delphini, byly popsany jako oportunni patogeny
ukoni (Stull et al., 2014). Dilezitym zastupcem koagulasa-pozitivnich stafylokokd je

Staphylococcus chromogenes jako patogen mastitid u skotu (Pyorila et Taponen, 2009).

3.7 Patogenita stafylokoki

Bunky stafylokokd jsou vybaveny velkym mnozstvim faktort virulence, které se podili
najejich rozsifeni v tkanich a tvorbé patologickych zmén v hostiteli (Quinn et al., 2011).
Faktory virulence se d€li na faktory celularni a extracelularni. Mezi celularni faktory patii
peptidoglykan, protein A, pouzdro a vazana koagulasa (CIfA, z angl. clumping factor A).
CIfA je protein vazajici fibrinogen nachazejici se na bunééném povrchu stafylokokt. CIfA je
také receptorem pro fibrinogen, na né¢hoz se CIfA vaze apreméiuje ho na fibrin, ¢imz
vyvolava shlukovani buné¢k stafylokoka (Votava et al., 2003).

Kromé¢ celularnich faktort, stafylokoky produkuji také extracelularni toxiny a enzymy
(katalasa, hyaluronidasa, lipasy, nukleasy, fibrinolyzin, B-laktamasa), které zodpovidaji
za toxindzy. Vyznamnymi toxiny jsou cytolysiny, enterotoxiny, toxin syndromu toxického
Soku a exfoliativni toxin. Cytolysiny poskozuji povrchovou bunénou membranu a patii
k nim leukocidin a hemolysiny typu o, B, v a 6 (Votava et al., 2003). Pantontv-Valentiniiv
leukocidin je nejznamé&j$im typem leukocidinu u stafylokokt, ktery zpusobuje destrukci
monocytli, makrofaghi a polymorfonukledrnich bunék hostitelského organismu (Supersac
etal., 1993).

Enterotoxiny v lidské populaci zptisobuji otravy potravinami projevujici se zvracenim
a prijmy a mohou se také ucastnit typu infekci s nasledky Soku u lidi 1 zvifat (Marrack
et Kappler, 1990; Votava et al., 2003). Exfoliativni toxiny jsou proteasy, které rozpoustéji
mukopolysacharidovou matrix v kozni epidermis (Votava et al., 2003). Stafylokoky nejcastéji
produkuji jeden nebo dva imunologicky od sebe odlisné exfoliativni toxiny oznacené jako

exfoliativni toxin A (ETA) nebo B (ETB) (Lee et al., 1987).

3.7.1 Rezistence stafylokoku k antimikrobnim latkam

Stafylokoky prokazaly jedinecnou schopnost rychle ziskdvat rezistenci na kazdé nové
antibiotikum (ATB) pocinaje penicilinem, meticilinem a konce linezolidem a daptomycinem.
U stafylokokli se muze antibiotickd rezistence vyskytovat bud’ pfirozené (primarni
rezistence), nebo u nich vznika v pribéhu nebo nasledkem piedchozi antibiotické 1écby
(sekundarni rezistence). Tento proces je zprostfedkovan jednak procesem nadhodné mutace

a selekce vlivem antibiotického tlaku, jednak horizontalnim pfenosem genti pomoci plazmidu



nebo transpozonti (Votava, 2005). Mechanismus rezistence zahrnuje zménu cilové struktury,

metabolismu, ovlivnéni transportu ATB a produkci bakteridlnich enzym1.

Meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA)

Meticiln-rezistentni ~ Staphylococcus aureus (MRSA, zangl. methicillin-resistant
Staphylococcus aureus) maji dva mechanismy rezistence vaci B-laktamovym antibiotikiim.
Jednim z nich je produkce extracelularniho enzymu B-laktamasy schopného hydrolyzovat
B-laktamovy kruh antibiotika. Druhy mechanismus zahrnuje expresi proteinového receptoru
penicilin 2a (PBP, z angl. penicillin binding protein), coZ je pozménény druh PBP, ktery ma
snizenou afinitu ke vSem [-laktamum. B-laktamasa je kodovana blaZ genem a PBP 2a
chromozomalnim genem mecA (Brakstad et Maeland, 1997).

Kmeny MRSA se postupné staly rezistentni i na fadu dalSich ATB, kterymi jsou
pfedev§im makrolidy, aminoglykosidy, tetracykliny, chloramfenikol, fluorochinolony
a rifampicin (Votava et al., 2003). Na zaklad¢é epidemiologickych a genetickych charakteristik
1ze kmeny MRSA rozdélit do dvou skupin: nemocni¢ni MRSA, které se vyskytuji pfevazné
U pacientl, ktefi podstoupili nedavnou hospitalizaci nebo chirurgicky zékrok, dialyzu,
dlouhodoby pobyt v peCovatelském zafizeni, a komunitni MRSA (Karpiskova et al., 2009;
Millar et al., 2007).

Antibioticka [écba

Stafylokokova 1écba je prevazné spojena s aplikaci ATB. Pfi men$im rozsahu stafylokovych
infekci 1ze lokalné pouzit roztoky a antibiotické masti obsahujici mupirocin (Bactroban),
kyselinu fusidovou (Fucidin), bacitracin a neomycin (Framykoin) (Bartoniova, 2014). V 1é¢bé
akutnich stafylokokovych infekci lze pouZit celou fadu antibiotik, ale v soucasné dobé&
dochazi k stale vétSimu naristu rezistence, proto je nezbytné hledat neustale nové moznosti.
U MRSA je mozné aplikovat peniciliny (oxacilin, meticilin), makrolidy, linkomyciny,
glykopeptidy (vankomycin, teikoplanin), rifampiciny a chinolony. Nov¢&jsimi cilenymi ATB
jsou cefalosporiny IV. generace, linezolid a streptograminy. U tézkych infekci se musi

antibiotika podavat ve vysoké davce po dobu né€kolika tydnii (Vrbova, 2004).

3.8 Klinicky vyznam stafylokokii u lidi
Stafylokoky zpiisobuji infekce endogenniho nebo exogenniho ptivodu. Mnoho infekei je
oportunnich a je spojovano s traumaty, imunosupresemi, interkurentnimi parazitarnimi

a plistovymi infekcemi, alergickymi stavy a endokrinnimi a metabolickymi poruchami.



Za vétsinu téchto infekci jsou zodpovédné koagulasa-pozitivni stafylokoky, ale i nékteré
kmeny CoNS s nizkou virulenci jsou schopny zptsobovat fadu onemocnéni (Quinn et al.,

2011).

3.8.1 Klinicky vyznam koagulasa-pozitivnich stafylokokii

Pivodcem vétSiny stafylokokovych infekci je S. aureus, ktery jako nozokomidlni patogen
stale predstavuje hlavni pfi¢inu amrti (Gotz et al., 2006). S. aureus nejcastéji zptsobuje
hnisava onemocnéni kiize neboli pyodermie, mezi néz patii zejména impetigo, folikulitida,
furunkl. Dale zpisobuje osteomyelitidu, endokarditidu, bakteriémii, ktera muze vést
az Kk tézkému systémovému onemocnéni neboli sepsi (Votava et al., 2003). Epidemiologicky
vyznamny je také zanét mlécné zlazy (mastitida) u kojicich Zzen pii nedostate¢ném
vyprazdinovani prsu (Spencer, 2008; Votava et al., 2003). Stafylokoky rovnéz zpisobuji
infekce respirac¢niho traktu. Kromé béznych zanéth vedlejSich nosnich dutin a plic S. aureus
vyvolava také pneumonie (Benes, 2009).

Stafylokoky produkujici exfoliatin (ET-A, ET-B) mohou u kojencti a malych déti
vyvolat stafylokokovy syndrom opafené kize neboli Ritteriiv syndrom, ktery je provazen
poskozenim celkového stavu ditéte a hore¢natymi stavy. Pusobenim exfoliatinu dochazi
ke vzniku puchyit az rozsahlych bul (Bartoniova, 2014). Dal$im onemocnénim zpisobenym
stafylokokovymi toxiny, zejména toxinem syndromu toxického Soku a enterotoxiny, je
syndrom toxického Soku. Nejvice ohrozenou skupinou piedstavuji Zeny pouzivajici vysoce
nasaklé tampony (Bartoniova, 2014). S. aureus muze také vyvolavat enterotoxikozu neboli
otravu z potravin typu sekand, bramborovy salat, smetanové omacky, krémové zmrzliny
¢i zakusky. Stafylokoky se v jidle mnozi a za¢nou produkovat termostabilni enterotoxin,
piic¢emz stafylokok je varem zni¢en, jeho enterotoxin vSak nikoli (Benes, 2009; Votava et al.,
2003).

3.8.2 Klinicky vyznam koagulasa-negativnich stafylokoki

Vétsina infekei zptisobenych CONS jsou nozokomialniho ptivodu (Mack et al., 2005).
NejcastéjSimi infekcemi vyvolané CoNS jsou infekce spjaté s implantovanymi ¢i zavedenymi
2003). CoNS také zodpovidaji za infekce kloubnich protéz, implantovanych
kardiostimulatorti, silikonovych mamérnich implantati a penilnich protéz. Dale zpisobuji
zanéty pobfiSnice  (peritonitidy) spojenou s peritonealnimi  dialyza¢nimi  kratery
¢i osteomyelitidy v souvislosti  se zavedenymi Srouby. Mezi CoNS zpisobujici

osteomyelitidy, peritonitidy, endokarditidy, infekce operacnich ran patii S. epidermidis
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a Staphylococcus haemolyticus (Votava et al., 2003). Poslednim typem infekci, kde se
uplatituji CoNS, jsou infekce mocového méchyie, které se vyskytuji zejména u mladych
sexualné aktivnich Zen. Jejimi hlavnimi ptivodci jsou Staphylococcus saprophyticus subsp.

saprophyticus a S. sciuri (Benes, 2009; Votava et al., 2003).

3.9 Kilinicky vyznam stafylokoki u zvirat

Stafylokoky jsou taktéz dulezitymi oportunnimi patogeny u zvirat. Hlavnimi pfedstaviteli
zpusobujici u zvifat onemocnéni jsou S. aureus a S. pseudointermedius, avsak existuji dalsi
vyznamné druhy stafylokokt, které se jako patogeny uplatnuji ve veterinarni sféfe. Dulezita
onemocnéni domacich zvifat zplUsobend stafylokoky zahrnuje mastitidu, exsudativni

epidermitis, pyodermie a otitis externa (Quinn et al., 2011).

3.9.1 Mastitida skotu

Mastitidy neboli infekce mlécné zlazy jsou obvykle zplisobené S. aureus, ktery vyvolava
vSechny typy zanétl od kataralnich ptes abscedujici az po tézké gangrendzni, které mohou
konc¢it fatalné a mohou postihnout jak vyvodnou, tak i zlaznatou ¢ast mlécné zlazy (Bzdil,
2012). Mastitidy lze také klasifikovat jako Klinické a subklinické. Klinicka mastitida je
charakterizovdna nahlym néstupem, otokem a zarudnutim vemene, zménami mlécné
kompozice a vzhledu, snizenou a pozménénou sekreci mléka. U subklinické mastitidy nejsou
zadné viditelné zmény vemena ani mléka, avSak produkce mléka klesa a pocet somatickych
bunék se zvysuje (Khan et Khan, 2006).

Prevalence mastitid je na celosvétové trovni odlisna. Naptiklad brazilska studie
(2016) ve své studii uvadi prevalenci skotu 72,97 %, pii¢emz ze vSech izolovanych
mikroorganismi bylo 21,62 % klasifikovano jako S. aureus (Casanova et al., 2016). Dalsi
studie z Etiopie (2016) testovala 529 laktajicich krav nahodné vybranych z 95 stad, pticemz
celkova prevalence U skotu ¢inila 62,6 %. Cilem studie bylo také izolovat S. aureus, ktery byl
nakonec detekovan v 51,2 % kultivovanych vzork mléka (Abebe et al., 2016). Naproti tomu
Cesky autor Bzdil (2012) se ve své praci zabyval prevalenci vybranych patogent mlécné zlazy
skotu v 41 okresech Ceské republiky v obdobi let 2000-2010. Ve sledovaném obdobi zjistil,

Ze primérna prevalence u S. aureus €inila 16,41 %.

3.9.2 Exsudativni epidermitis
S. hyicus produkuje exfoliativni toxiny, ktery zptisobuje exsudativni epidermitis vyskytujici se
celosvétove prevazné u selat do 3 mésici veéku. S. hyicus, nejcastéji izolovany z vaginalni

sliznice a klize zdravych prasnic, se na kiizi selat dostavd pravdépodobné pomoci malych
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odienin, jako jsou zranéni z kousnuti. Exsudativni epidermitis se vyznacuje nadmérnou
mazovou sekreci, exfoliaci a exsudaci na povrchu kiize. Mira imrtnosti se pohybuje mezi

20-100 %, avSak u tézce postizenych vrhii mize dosahnout az 90 % (Quinn et al., 2011).

3.9.3 Onemocnéni u psi

Pyodermie ptedstavuji skupinu problematickych koznich onemocnéni u pst. Prevazné se
jedna o zanéty kize sekundarniho charakteru. Velkym problémem je potieba pst se Skrabat
Vv dtsledku svédéni, coz zna¢né komplikuje hojeni a miize dojit k rozvoji dalSich infikujicich
se koznich zmén. Mezi nejvyznamnéjs$i puvodce koznich onemocnéni u pst patii
Staphylococcus intermedius, S. aureus a S. hyicus. Z hlediska procentualniho zastoupeni je
S. intermedius ptitomen v 97 % piipadu, S. aureus v 2,5 % a S. hyicus v 0,5 % piipada
vyskytu pyodermie. K pfenosu stafylokokl dochazi zejména olizovanim vlastniho kone¢niku
a genitalii (Spruéek, 2006).

Otitis externa neboli zanét zevniho zvukovodu je dal$i onemocnéni psu, jejimiz
puvodci mohou byt mimo jiné i stafylokoky. Studie zroku 2010 testovala 65 vzorku
odebranych z nelécenych dospélych pst trpici ptiznaky otitis externa. Z celkového poctu
vzorku byly stafylokoky detekovany ve 44 odebranych vzorkd, pficemz CoNS piedstavovaly
61,3 % vsech izolatt. Z CoNS se nejéastéji vyskytoval S. epidermidis (25 %), Staphylococcus
simulans (15,9 %), S.haemolyticus (11,4 %), S. saprophyticus (9,1 %)
a z koagulasa-pozitivnich stafylokokti byl s nejvétsi frekvenci pritomen S. aureus (25 %)
a S. intermedius (13,6 %) (Lilenbaum et al., 2000).

3.10 Metody identifikace stafylokokii

3.10.1 Biochemické testy

Zakladem biochemické identifikace je série biochemickych testl, jejichz princip je zalozen
na skute¢nosti, ze kazdy druh baktérie produkuje jinou sestavu enzymu. Patii sem naptiklad
prukaz aktivity katalasy, koagulasy, oxidasy, ureasy, dekarboxylasy, lyzinu, fosfatasy,
hemolyzinti, produkce sirovodiku, indolu, redukce dusi¢nant, produkce aerobnich kyselin
z fruktosy, xylosy, arabinosy, ribosy, maltosy, laktosy, sacharosy, trehalosy, mannitolu
a xylosy, citlivost na lysostafin, lysozym, novobiocin a dalsi antimikrobni latky. Jednotlivé
reakce se provadi ve zkumavkach nebo na diagnostickych ptudach. Vysledkem je fada
pozitivnich a negativnich reakci, které nam umozni stafylokoky identifikovat (Kloos
et Schleifer, 1975).
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3.10.2 Identifikace pomoci komeré¢nich souprav

Identifikace pomoci biochemickych testl je casoveé 1 materidlové narocna, proto diagnostické
laboratoie pro identifikaci stafylokokli vyuzivaji komercni testovaci soupravy (Vytfasova
et Bilkova, 2014). Jednou z nich je STAPHY'est 24, ktery slouzi nejen k odliseni stafylokoki
od mikrokokl, ale pfedev§im pro definitivni identifikaci druht rodu Staphylococcus
izolovanych z klinickych materialt. Souprava umoziiuje pomoci 24 biochemickych testi
provést 40 vySetieni a vizualni i ptistrojové vyhodnoceni. STAPHYtest 24 vSak neumoziiuje
prukaz koagulasy a prukaz rezistence k novobiocinu. Identifikaci lze dle doporuceni
vyhodnocovaciho softwaru doplnit testy VVPtest pro detekci acetoinu, PYRAtest pro detekci
pyrrolidonylarylamidasu, pfipadné¢ OXlItest pro detekci oxidasy dodavanymi ve formé
diagnostickych prouzkti (ERBA Lachema a.s., Brno, CR).

3.10.3 Genotypové molekularné biologické metody

Molekularné-biologické metody, jejichz zakladem je DNA, se pouzivaji pro identifikaci
izolath na urovni druht a poddruhd. Poskytuji reprodukovatelné vysledky, jsou rychlé,
nevyzaduji in vitro kultivaci, tudiz umozituji identifikaci naroénych organismii (Stépan et al.,
2004). Molekularné-biologické metody lze rozdélit na metody piimé a nepiimé. Nepiimé
metody Ize potom rozdé€lit metody bez amplifikace DNA a s amplifikaci DNA.

Pfimou metodou detekujici polymorfismus DNA sekvence je sekvenovani DNA.
Jedna se o nejcitlivéj§i metodu s nejvyssi diskriminaéni silou (Stépan et al., 2004).
Pro studium evoluce a taxonomii stafylokokti se pouziva analyza nukleotidové sekvence genu
16S ribosomalni DNA (rDNA, z angl. ribosomal DNA). Je v§ak mozno vyuzit také sekvence
genti SOdA nebo hsp60. Sekvencni analyza ukazala, ze SOdA gen ma oproti 16S rDNA vyssi
divergenci, anavic gen SO0dA piedstavuje vysoce diskrimina¢ni cilovou sekvenci
pro diferenciaci blizce piibuznych bakterialnich druhd (Poyart et al., 2001).

Jednou z pouzivanych metod probihajici bez amplifikace DNA je polymorfismus
délky restrikénich fragmenti (RFLP, z angl. restriction fragment length polymorphism)
zalozenou na Stépeni izolované celkové DNA restrikénimi endonukleasami za vzniku
fragmentt s jejich naslednym odd€lenim agar6zovou gelovou elektroforézou a vizualizaci
barvenim ethidium bromidem (Haertl et Bandlow, 1990; Stépan et al., 2004). Alternativou
metody RFLP je ribotypizace, ktera slouzi k typizaci stafylokoki na zaklad€ srovnani
fragmentd gend kodujici 16S, 5S a 23S ribosomalni ribonukleova kyselina (rRNA, z angl.

ribosomal ribonucleotide acid). Ribotypizace je velmi stabilni metoda, ktera je vhodna
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pro identifikaci druhti a podruhti v rodu Staphylococcus (De Buyser et al., 1992; Stépan et al.,
2004).

Metody probihajici s amplifikaci DNA jsou zalozené na PCR, které umoznuji rychlou
diferenciaci a identifikaci kultivovanych mikroorganismu. Existuje velké mnozstvi typti PCR.
Jednou z moznosti je genové specifickd PCR umoznujici identifikaci druhd stafylokoku
a jejich genotypt (Stpan et al., 2004). S. aureus mize byt identifikovan pomoci genu nuc
kodujiciho termostabilni nukleasu, ktera degraduje jak DNA, tak RNA (Brakstad et al., 1992).
Dalsim markerem pro stanoveni S. aureus je gen kodujici 16S RNA nebo gen femA nezbytny
pro rezistenci na meticilin (Stépan et al., 2004). Dalsi modifikaci PCR je multiplexni PCR,
jejiz vyhodou je schopnost amplifikovat vice genii v jedné reakéni smési najednou.
Multiplexni PCR slouzi naptiklad Kk detekci genti kodujici adhezni proteiny, toxiny nebo
odolnost proti antibiotikim (Stépan et al., 2004). Rychlou alternativou je kvantitativni
real-time PCR, ktera poskytuje velmi piesnou a reprodukovatelnou kvantifikaci genovych
kopii (Heid et al., 1996).

3.10.4 Fenotypové molekularni metody - hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF
Hmotnostni spektrometrie je fenotypova molekularni metoda zalozena na rozdé€leni nabitych
Castic podle jejich molekulovych hmotnosti v elektrickém/magnetickém poli a jejich
kvantitativni detekci (Marvin et al., 2003). Nejrozsifenéjsi metodou pro druhovou, ptipadné
rodovou identifikaci stafylokokli je hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci
za Ucasti matrice s pruletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS, z angl. mass assisted laser
desorption/ionisation time of flight mass spectrometry), ktera byla puvodné vyvinuta
pro kvalitativni analyzu peptidi a bilkovin, avSak nyni se vyuziva i pro analyzy nukleovych
kyselin nebo nizkomolekularnich organickych 1 anorganickych latek (Havlis, 1999;
Stromerové, 2013). MALDI-TOF MS je zaloZena na ionizaci molekul ribozomélnich peptidt
pomoci kratkych laserovych impulzi. lonty jsou poté na kratkou vzdalenost urychleny silnym
elektrickym polem a vstupuji do vakua v trubici detektoru, kde se pohybuji rychlosti danou
jejich hmotnosti a nabojem (Havlis, 1999; Marvin et al., 2003). Ve vakuové trubici detektoru
se mé&ii doba letu ¢astice, kterd se poté pomoci kalibracnich konstant pifepocitd na hmotnostni
jednotky jednotlivych proteintl, ze kterych nasledné pocitaCovy software vytvoii hmotnostni
spektra, ktera jsou poté porovnavana s databazi znamych mikrobialnich hmotnostnich spekter.
Mira podobnosti se statisticky zpracovava a vyhodnoceni vyusti v identifikaci testovaného

mikroorganismu (Stromerova, 2013).
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3.11 Rezidua antimikrobnich latek ve vodnim prostiedi

Antibiotika se pouzivaji v humanni mediciné, ale také ve veterinarni mediciné
a Vv zemédelstvi, zejména jako prevence a lécba infekci zvitat, poptipad€ jako podpora ristu
hospodaftskych zvirat (Martinez, 2009). Spotieba ATB na celém svéteé se odhaduje na stovky
tisic tun ro¢né (Puckowski et al., 2016). Naptiklad v USA se pro 1é¢bu lidi ro¢né spotiebuje
priblizn¢ 22700 tun antibiotik a 11200 tun antibiotik se rocn¢ spotfebuje pro neterapeutické
ucely, predevSim pro podporu rastu skotu, prasat a dribeze (Kummerer, 2009). Toto
intenzivni pouzivani vede k jejich kontinuadlnimu uvoliiovani do Zivotniho prostfedi (Rizzo
etal., 2013).

Rezidua antibiotik v Zivotnim prostiedi mohou podporovat selekci gend rezistentnich
k antibiotikim (ARG, zangl. antibiotic resistance genes) a bakterii rezistentnich vaci
antibiotikiim, které predstavuji jeden z nejvétSich problému vefejného zdravi na svété (Rizzo
etal., 2013). ARG byly nalezeny v mikroorganismech distribuovanych v nemocni¢nich
odpadnich vodéch, Vv odpadnich vodach zivocisné vyroby, V Cistirndch odpadnich vod,
povrchovych vodach, podzemnich vodach, a dokonce i v pitné vodé, pficemz odpadni vody
Vv nemocnicich a chovu zvitat jsou hlavnimi zdroji distribuce ARG do zZivotniho prostredi
(Wellington et al., 2013; Zhang et al., 2009). Nejcastéji detekovatelnymi antibiotiky
Vv odpadnich vodach jsou tetracykliny, které se zde vyskytuji v koncentraci 0,15-0,97 pg/l,
avSak byly detekovany i koncentrace 2,37 pg/l (Daghrir et Drogui, 2013). Dal$imi antibiotiky
pfitomnymi V zivotnim prostiedi mohou byt peniciliny, makrolidy, aminoglykosidy,
fluorochinolony nebo sulfonamidy, které jsou v zivotnim prostiedi sice detekovany
ve stopovych koncentraci (ng/l nebo pg/l), ovsem i takto nizké koncentrace ptedstavuji velké
nebezpe¢i (Biatk-Bielinska et al., 2001; Puckowski et al., 2016).

Li et al. (2016) detekovali pocetnost arozmanitost antibiotik (tetracykliny,
sulfonamidy, chinolony) a ARG ve vzorcich odpadnich vod z 5 nemocnic v Xinjiang v Cing
a zjistili, Ze celkova koncentrace testovanych antibiotik se pohybovala v rozmezi
363,4-753,3 ng/l pro tetracykliny, 285,5-634,9 ng/l pro sulfonamidy a 1355,8-1922,4 ng/l
pro chinolony. Dalsi studie z roku 2004 zjistovala pfitomnost ciprofloxacinu, ofloxacinu,
sulfametoxazolu a trimetoprimu ve vzorcich odpadnich vod odebranych ve 3 americkych
statech. Pfislusné koncentrace c¢inily 100-160 ng/l pro ciprofloxacin, 205-305 ng/l pro
ofloxacin, 395-575 ng/l pro sulfametoxazol a 40705 ng/l pro trimetoprim (Renew et Huang,
2004).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Mikrobialni kultury druhtt Staphylococcus spp. izolovanych na SVU Olomouc
Z klinického materialu doméacich zvitat s ptiznaky onemocnéni
Referenéni kmeny S. aureus (ATCC 25923) a Escherichia coli (ATCC 25922) (Ceska

sbirka mikroorganismii, Masarykova Univerzita, Brno, CR)

4.2 Pouzité chemikalie, roztoky a soupravy

Pouzité chemikalie a roztoky

Acetonitril (kat. ¢islo 75-05-08; Merck, Darmstadt, Némecko)

Absolutni etanol (kat. ¢islo 64-17-5; Merck, Darmstadt, Némecko)

Destilovana voda nejvyssi kvality (Merck, Darmstadt, Némecko)

Fyziologicky roztok s 1 % glukosy pro testaci citlivosti k ATB (Trios, Praha, CR)
0,9% NaCl fyziologicky roztok s 1 % glukosy (Trios, Praha, CR)

Kyselina mravenci (kat. ¢islo 64-18-6; Merck, Darmstadt, Némecko)

Kyselina trifluoroctova (kat. ¢islo 76-05-1; Merck, Darmstadt, Némecko)

Matrix HCCA, portioned (kat. ¢islo 8255344; Bruker Daltonics, Bremen, Némecko)

Pouzité soupravy

OXltest (ERBA-Lachema Diagnostika s.r.o., Brno, CR)
PYRAtest (ERBA-Lachema Diagnostika s.r.o., Brno, CR)

Sada diskd s antimikrobnimi latkami (Oxoid Czech, Brno, CR)
STAPH VYtest 24 (ERBA-Lachema Diagnostika s.r.0., Brno, CR)
VPtest (ERBA-Lachema Diagnostika s.r.o., Brno, CR)

Kultivaéni pady

Edwardstiv agar pro detekci streptokok (Trios, Praha, CR)

Endtiv agar pro detekci gramnegativnich mikrobi (Trios, Praha, CR)
Krevni agar pro izolaci a kultivaci mikroba (Trios, Praha, CR)
Masopeptonovy bujon k pomnozeni mikroorganismi (Trios, Praha, CR)
Mueller-Hinton agar k testaci antimikrobni citlivosti (Trios, Praha, CR)

Sabourauduv agar pro detekci kvasinek, plisni a fas (Trios, Praha, CR)
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e Xylosa-lyzin-deoxycholatovy agar pro detekci celedi Enterobacteriaceae (Trios,
Praha, CR)

4.3 Seznam pouZitych pristroji a zarizeni
e Centrifuga EBA 20 (Hettich, Tuttlingen, Némecko)
e Dispenzor diskt s antimikrobni latkou (Oxoid Czech, Brno, CR)
e Hmotnostni analyzator Microflex LT (Bruker Daltoniks, Bremen, Némecko)
e Ovladaci software MALDI-TOF MS Biotyper (Bruker Daltoniks, Bremen, Némecko)
e Termostat BT120 (Ecom, Polna, CR)
e Tiepacka MS2 Minishaker (IKA, Staufen, Némecko)
e Turbidimetr Densi-La-Meter Il (Erba Lachema, Brno, CR)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4,41 Klinicky material

Laboratorni diagnostika zastupct rodu Staphylococcus byla provedena v mikrobiologické
laboratofi na Statnim veterinarnim tstavu Olomouc (dale jen zkr. SVU Olomouc). Pro studii
této bakalaiské prace byl pouzit soubor stafylokoktl, ktery byl izolovan na SVU Olomouc
z klinického materidlu domacich zvifat s pfiznaky onemocnéni. Vzorky byly odebirany
Vv prub¢hu tfi mésict (bfezen-kvéten 2018) a jednalo se zejména o stéry z kiize a ran, vytéry

Z nosu, ucha, krku, spojivek, tlamy, dale o vzorky mléka, trusu, moce a krve.

4.4.2 Kultivace klinického materialu

Kultivace mléka

Kultivace mléka byla provedena ponofenim bakteriologické klicky o objemu 0,02 ml asi 2 cm
pod hladinu mléka. Kapka mléka, ktera se zachytila na klice, byla pfenesena a nasledné
rozetfena po plotné¢ s krevnim agarem (KA). Naockované plotny byly inkubovany
v termostatu  pii 36-37,5 °C po dobu 42-48 hodin. Soucasné¢ byly vzorky mléka
po inokulaci na KA inkubovany v kultiva¢nich sterilnich zkumavkach pii 36-37,5 °C po dobu
18-24 hodin. Po uplynuti doby inkubace byly vzorky mléka vyockovany na plotny
s Edwardsovym agarem (EDWA) a nasledné inkubovany pii 36-37,5 °C po dobu dalSich
18-24 hodin (Bzdil, 2003a).

Kultivace stéra a vytéru

Vzorky stéri a vytéra byly kultivovany sterilnim tampénem na plotny s KA a Endovym
agarem (EA). Tampon byl nasledné vytfepan do zkumavky s masopeptonovym bujonem
(MPB) sjejim naslednym protfepanim. Plotny a zkumavky s MPB byly inkubovany pii
36-37,5 °C po dobu 18-24 hodin. Inkubovany MPB byl pak vyockovan na plotnu s KA
a opét za stejnych podminek inkubovan dalSich 24 hodin (Bzdil, 2003a).

Kultivace trusu

Trus byl nejprve homogenizovan v homogenizatoru nebo rozpustén ve fyziologickém roztoku
s 1% glukosou ¢i v MPB. Vznikla suspenze byla bakteriologickou klickou nakultivovana
na plotny s KA, EA a xylosa-lyzin-deoxycholatovym agarem (XLD). Naockované plotny
byly nasledné inkubovany v termostatu pii 36-37,5 °C po dobu 48 hodin az 5 dnii v piipadé
potieby (Bzdil, 2003a).
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Kultivace modi

Vzorek moc¢i byl nejprve centrifugovan 10 minut pii 2500-3000 otackach za minutu.
Supernatant byl z vétsi ¢asti slit a kapka sedimentu odebrana pipetou byla nakultivovana
na povrch ploten s KA, EA a Sabouraudovym agarem (SA). Plotny s KA a EA byly
inkubovéany 18-24 hodin pii teploté 36-37,5 °C a plotny s SA pti 20-22 °C po dobu 24-48
hodin. Zbyly sediment byl pfidan do zkumavky s MPB a inkubovan 18-24 hodin pfi
36-37,5 °C. Po uplynulé dobé byl inkubovany MPB nasledné vyockovan na plotnu s KA
a opét inkubovan pii teploté 36-37,5 °C dalSich 18-24 hodin (Bzdil, 2003a).

Kultivace krve

Vzorek nesrazené krve byl centrifugovan 10 minut pii 2500-3000 otackach za minutu
a po opaleni tsti zkumavky byla sterilni pipetou odsata krevni plazma. Zkumavka s erytrocyty
byla do 2, nebo ¥ doplnéna sterilnim MPB a uzaviena. Hemokultura byla inkubovéna 48
hodin pfi teploté¢ 36-37,5 °C. Po uplynuti doby inkubace byla z pomnozené hemokultury
pipetou odebréna jeji kapka, ktera byla poté nakultivovana na povrch ploten s KA, EA a SA.
Naockované plotny s KA a EA byly inkubovany 24—48 hodin pfi teploté 36-37,5 °C a plotny
s SA pii 20-22 °C po dobu 48-120 hodin (Bzdil, 2003a).

4.4.3 Mikroskopie

Mikroskopicky vzhled bakterialni kultury byl pozorovan po obarveni preparatu dle Grama.
Na cisté podlozni sklicko byla v kapce fyziologického roztoku suspendovana ¢ast bakterialni
kolonie odebrana z cisté bakterialni kultury inkubované 24 hodin pii teploté 36-37,5 °C.
Po =zaschnuti byl pfipraveny preparat zafixovan plamenem a prevrstven Cerstveé
prefiltrovanym roztokem krystalové violeti po dobu 15-30 sekund. Po uplynulé dobé bylo
barvivo slito a oplachnuto destilovanou vodou. Preparat byl poté ponoien do Lugolova
roztoku na dobu 15-30 sekund, nasledovalo opét sliti barviva a kratky oplach destilovanou
vodou. Dale byl preparat odbarven etanolem po dobu 15 sekund, dokud preparat poustél
barvivo, a poté byl opét oplachnuty destilovanou vodou. Nakonec byl preparat dobarven
safraninem po dobu 60 sekund, oplachnuty destilovanou vodou a osusen mezi filtraénimi
papiry. Obarveny preparat byl pozorovan imerzim objektivem v mikroskopu pii zvétSeni
1000x (Vytrasova et Bilkova, 2014).
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4.4.4 Biochemické testy

Kmeny stafylokokti izolované na pevnych padach byly kromé morfologickych,
mikroskopickych a makroskopickych znakl identifikovany pomoci biochemickych test. Byl
pouzit test k detekci katalasy, plasmakoagulasy a cytochromoxidasy.

Detekce katalasy

Katalasovy test vyuziva pfitomnost enzymu katalasy, ktery redukuje peroxid vodiku
na molekularni kyslik a vodu. Detekce tvorby katalasy byla provedena pridanim 3% roztoku

peroxidu vodiku k bakteridlni kolonii rozetiené na podloznim sklicku (Vyttasova et Bilkova,

2014).

Detekce plasmakoagulasy

Pritomnost plasmakoagulasy byla testovana ve zkumavce s 0,3-0,5 ml krali¢i plazmy,
ke které¢ byla pfidana zkoumana bakterialni kolonie. Vznikla smés byla dikladné promichana
a inkubovana Vv termostatu pfi teploté pii 371 °C po dobu 4-24 hodin v piipadé potieby
(Quinn et al., 2011; Votava et al. 2003; Vytiasova et Bilkova, 2014).

Detekce cytochromoxidasy

Pro detekci oxidasy se pouziva OXIltest dodavany ve formé diagnostickych prouzki
naimpregnované tetramethyl-p-fenylendiamino-dihydrochloridem, ktery je oxidovan zelezem.
Oxidasovy test slouzi ke zjisténi pfitomnosti cytochromu ¢, a tim 1 produkci enzymu oxidasy
vySetfovaného mikroorganismu. Test na pfitomnost oxidasy byl proveden pomoci
bakteriologické kli¢ky, kterou byly z Cisté bakterialni kultury, kultivované 24 hodin pfi
teploté 36-37,5 °C, odebrany 1-2 bakterialni kolonie a naneseny do impregnované zony
diagnostického prouzku. Barevna reakce byla odectena ihned po provedeni reakce (Vytiasova

et Bilkova, 2014).

STAPHYtest 24

Pro cilenou identifikaci druht rodu Staphylococcus izolovanych z klinického materialu byla
pouzita souprava STAPHYtest 24, ktera byla jest¢ doplnéna testy k detekci acetoinu
a pyrrolidonylarylamidasy. Z ¢isté 24 hodinové kultury byla ve fyziologickém roztoku
pfipravena suspenze, kterd byla diikladné homogenizovana. Zikal suspenze odpovidal 2.
stupni McFarlandovy zékalové stupnice. Do jamek trojstipu délené mikrotitraéni desticky
bylo piidano 100 ul pfipravené suspenze a k jamkam H (test pro ureasu), G (test pro arginin)
a F (test pro ornitin) prvniho tadku bylo ptfidano po dvou kapkach parafinového oleje.

Rémecek panelu s naockovanymi fadami byl vlozen do inkuba¢niho sacku a inkubovéan
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Vv termostatu pii teplot¢ 37 °C+1 °C po dobu 20-24 hodin. ldentifikace byla vyhodnocena
pomoci identifika¢niho programu TNW. Pfi identifikaci bylo nutné kulturu posuzovat
komplexng, bylo potieba brat v uvahu puvod izolatu, charakter kolonii, pigmentaci, hemolyzu
a dalsi znaky. Interpretaci vyslednych reakcich uvadi Tabulka 1 (ERBA Lachema a.s., Brno,
CR).

Tabulka 1 Interpretace vyslednych reakcich komeréni soupravy STAPHYtest 24 (pfevzato
a upraveno z ERBA-Lachema a.s., Brno, CR).

Sloupec Test Zkratka testu  Pozitivni reakce Negativni reakce
Radek 1
H Ureasa URE Cervenofialova, oranzodervena  Zlutd, svétle oranzova
G Arginin ARG Cervenofialova, Gervena Zluta, svétle oranzova
F Ornitin ORN Cervenofialova, Gervena Zluta, svétle oranzova
E B-Galaktosidasa bGA Zluta, svétle zluta Bezbarva, zakal suspenze
D B-Glukoronidasa GLR Zluta, svétle zluta Bezbarva, zakal suspenze
C B-Glukosidasa bGL Zluta, svétle Zluta Bezbarva, zakal suspenze
B Fosfatasa PHS Zluta, svétle Zluta Bezbarva, zakal suspenze
A Eskulin ESL Cerna, tmavé hnéda Bezbarva, svétle hnéda
Radek 2
H N-acetyl B-D-glukosamin ~ NAG Zluta, Zlutohnéda Fialova, hnédofialova
G Galaktosa GAL Zluté, Zlutohndda Fialova, hnédofialova
F Sacharosa SUC Zluté, Zlutohndda Fialova, hnédofialova
E Trehalosa TRE Zluté, Zlutohndda Fialova, hnédofialova
D Mannit MAN Zlutd, zlutohnéda Fialov4, hnédofialova
C Maltosa MLT Zluté, Zlutohndda Fialova, hnédofialova
B Xylosa XYL Zluté, Zlutohndda Fialova, hnédofialova
A Mannosa MNS Zluté, Zlutohndda Fialova, hnédofialova
Ridek 3
H Laktosa LAC Zluté, Zlutohndda Fialova, hnédofialova
G Sorbitol SOR Zluté, Zlutohndda Fialov4, hnédofialova
F Ribosa RIB Zluté, Zlutohndda Fialova, hnédofialova
E Fruktosa FRU Zluta, zlutohnéda Fialova, hnédofialova
D Cellobiosa CEL Zluta, zlutohnéda Fialova, hnédofialova
(e} Arabinosa ARA Zluta, zlutohnéda Fialova, hnédofialova
B Raffinosa RAF Zluta, zlutohnéda Fialova, hnédofialova
A Xylitol XOL Zluta, zlutohnéda Fialova, hnédofialova
Acetoin VPT Cervena, rizova Bezbarva, mirné nartuzovéla
Dodatkové testy  Pyrrolidonylarylamidasa ~ PYR CervenooranZové Zluta
Oxidasa OXIl Modra Bezbarva
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445 MALDI-TOF MS
Pro druhovou identifikaci stafylokokd byla pouzita metoda MALDI-TOF MS za vyuziti
hmotnostniho analyzatoru Microflex LT fizeném softwarem MALDI-TOF MS Biotyper.

Ptiprava vzorku

Na tercik ocelové MALDI desticky bylo pomoci difevéného paratka nebo inokulacni klicky
rozetien0 pomérné malé mnozstvi ¢isté bakterialni kultury (idealné ¢ast jednotlivé kolonie).
Po naneseni vzorku na MALDI desticku byl kazdy tercik se vzorkem ptevrstven 1 pl roztoku
HCCA matrice. Desticka byla ponechana k zaschnuti pfi laboratorni teploté. Dale byl vzorek

pripraven k identifikaci (Stromerova, 2013).

Vlastni analyza a interpretace vysledka

Po zaschnuti byla MALDI desticka vlozena do hmotnostniho analyzatoru Microflex LT, ktery
zmé&fil hmotnostni spektra. Takto naméfena hmotnostni spektra byla nasledné zpracovana
prostfednictvim softwaru MALDI-TOF MS Biotyper, ktery identifikoval mikroorganismy

na trovni rodu a druhu pomoci skore, jehoz vyznam popisuje Tabulka 2 (Stromerova, 2013).

Tabulka 2 Vyznam hodnot MALDI skére vysledku MALDI-TOF MS (Stromerova, 2013).

Rozsah hodnoty skére  Popis Symbol  Barva
2,300-3,000 Vysoka pravdépodobnost druhové identifikace +++ Zelena
2,000-2,299 S jistotou identifikovan rod, pravdépodobné druh ++ Zelena
1,700-1,999 Pravdépodobni identifikace na urovni rodu + Zluta
0,000-1,699 Nespolehliva identifikace - Cervena

4.4.6 Stanoveni citlivosti k antimikrobnim latkam

U 102 izolovanych kment stafylokokt byla citlivost k antimikrobnim latkam stanovena
diskovou difuzni metodou s pouzitim pevné pudy Mueller-Hinton agar (MHA)
a antibiotickych diskli obsahujici ampicilin (10 pg), oxacilin (1 pg), chloramfenikol (30 pg),
tetracyklin (30 pg), erytromycin (15 pg), klindamycin (30 pg), gentamicin (10 pg),
novobiocin (30 ug), enrofloxacin (5 pg) a kotrimoxazol (25 pg).

Nejdiive bylo sterilnim vatovym tampénem nabrano dostatené mnozstvi
bakterialnich kolonii, které byly nasledné suspendovany a dikladné¢ promichany
ve fyziologickém roztoku s 1% glukosou. Zakal roztoku byl porovnan s McFarlandovou
stupnici, pfiéemz poZadovany rozsah byl v rozmezi 0,6—1,0 McFarlanda. Nasledné byla
suspenze bakterii vatovym tamponem naockovana na plothu s MHA pomoci kiiZzového

roztéru ve 3 smérech svirajici thel 60° ainokulace byla ukoncena obtaZenim suspenze
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po okrajich plotny. Poté bylo na plotny pomoci dispenzoru a sterilni jehly umisténo 10

papirovych diskdi nasycenymi testovanymi antibiotiky tak, aby jejich stfedy byly od sebe

vzdaleny zhruba 25 mm. Takto pfipravené plotny byly inkubovéany v termostatu pii 361 °C

po dobu 16-24 hodin. Po uplynuti doby inkubace byly pomoci posuvného métitka zméteny

v mm priméry inhibi¢nich zén kolem antibiotickych diskil, a tyto priméry byly poté

srovnany s praméry minimalnich inhibi¢nich zén dle doporu¢eni EUCASTU (Tabulka 3).

K ovéteni kvality pud a diskid byly pouzity referen¢ni kmeny S. aureus (ATCC 25923)

a E. coli (ATCC 25922) (Bzdil, 2003b).

Tabulka 3 Charakteristika antimikrobnich latek pouzitych ktestaci citlivosti bakterii rodu

Staphylococcus (EUCAST, 2018).

Primér inhibi¢ni zony pro kategorii [mm]

Antibiotikum Zkratka Syceni disku [ng]
Ampicilin AMP 10
Enrofloxacin ENR 5
Erytromycin E 15
e o
Gentamicin (CoNS) CN 10
Chloramfenikol C 30
Klindamycin DA 30
kotrimoxazol SXT 25
Novobiocin NV 30
Oxacilin OoX 10

Rezistentni < Intermediarni Citlivy >

28 - 29
16 17-20 21
18 19-20 21
17 - 18
21 20 22
17 - 18
19 20-21 22
14 15-16 17
15 16-20 21
10 11-12 13
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5 VYSLEDKY

5.1 Pocty vySetienych klinickych vzorkii

V pribhu let 2008-2017 bylo na SVU Olomouc vysetieno celkem 60030 vzorki
pochazejicich z klinického materiali vyskytujicich se u kocek, psi, skotu, prasat a koni. Pocty
vySetienych vzorki v jednotlivych letech jsou nasledujici: 11409 (2008), 5601 (2009), 6499
(2010), 5291 (2011), 5249 (2012), 6556 (2013), 4983 (2014), 4881 (2015), 4165 (2016)
a 5396 (2017). Podrobny ptehled poctu kment Staphylococcus spp. dokumentuje Ptiloha 1,
naopak vyvoj poctu vySetienych vzorki znazoriuje Obrazek 3.

Z celkového poctu vySetfenych vzorkli pochazelo 2638 vzorkl z kocek, ze pst 12310,
ze skotu 41603, z prasat 2676 a z koni 803. Z té€chto vzorkd bylo zachyceno dohromady
12978 kmenti 27 druht Staphylococcus spp., pficemz z kocek jich bylo izolovano celkem 498
(t. 3,83 % kment), ze pst 4300 (tj. 33,14 % kment), ze skotu 7864 (tj. 60,60 % kment),
z prasat 36 (tj. 0,28 % kmeni) a z koni 278 (tj. 2,14 % kment). Podrobny piehled poctu
kment stafylokokt izolovanych z kocek, pst, skotu, prasat a koni ukazuje Ptiloha 2.

Ptiloha 3 dokumentuje podrobny piehled druhového zastoupeni Staphylococcus spp.
Vv jednotlivych organech a organovych systémech domacich zvitat. Nejvice pozitivnich nélezt
bylo zaznamenano ve vzorcich ziskanych z mlééné zlazy (7745 kment; tj. 59,68 % izolatd),
kaze (2174 kmenu; tj. 16,75 % izolath), usi (1815 kmend; tj. 13,99 % izolath), respira¢niho
systému (554 kmend; tj. 4,27 % izolatd), o¢i (399 kment; tj. 3,07 % izolath) a traviciho
systému (210 kmend; tj. 1,62 % izolatt). Stafylokoky byly naopak nejméné zachyceny
ve vzorcich ziskanych z urogenitalniho (49 kmenu; tj. 0,38 % izolatt), pohybového
(19 kmenu; tj. 0,15 % izolatd), lymfatického (11 kmend, tj. 0,08 % izolatd), cirkula¢niho
(1 kmen; tj. 0,01 % izolath) a nervového systému (1 kmen; tj. 0,01 % izolatd).
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Obrazek 3 Pocty vySetfenych vzorkl pochézejicich z klinického materialu z kocek, pst, skotu, prasat
a koni na SVU Olomouc ve sledovaném obdobi 2008—2017.
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5.2 Vyhodnoceni morfologie bakterialnich kolonii

Po 24 hodinové inkubaci byla hodnocena makroskopicka morfologie vyrostlych bakterialnich
kolonii, jejichz morfologie odpovidala kmentim rodu Staphylococcus. Kolonie stafylokokt
byly na krevnim agaru 3-4 mm velké, vétsinou vypouklé, kulaté, lesklé s mirné zvinénym
nebo celistvym okrajem. VétSina kment také tvofila rizné zbarveny pigment, ktery byl
prevazné bélavy, zluty az naoranzovély. Na krevnim agaru bylo mozné pozorovat hemolyzu.
Po obarveni dle Grama byl hodnocen mikroskopicky vzhled kment rodu Staphylococcus.
Stafylokoky bylo mozné v mikroskopu pozorovat jako modrofialové zbarvené koky

uspotadané jednotlivé, po dvojicich nebo v nepravidelnych shlucich (Obrazek 4—Obrazek 6).
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Obriazek 4 Morfologie bakteridlnich kolonii. A - rast S. aureus na KA, B - mikroskopicky preparat
S. aureus (vpravo) barveny dle Grama pfi zvétSeni 1000x (Foto: J. Bzdil).

Obrazek 5 Morfologie bakterialnich kolonii. A - rast S. chromogenes na KA, B - mikroskopicky
preparat S. chromogenes barveny dle Grama pii zvétSeni 1000x (Foto: J. Bzdil).

Obrazek 6 Morfologie bakterialnich kolonii. A - rist S. equorum na KA, B - mikroskopicky preparat
S. equorum barveny dle Grama pti zvétSeni 1000x (Foto: J. Bzdil).
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5.3 Vyhodnoceni biochemickych testi

Druhy rodu Staphylococcus byly identifikovany pomoci komeréni soupravy STAPHYtest 24
S dopliujicimi biochemickymi testy detekujici produkci katalasy, plasmakoagulasy
a cytochromoxidasy. Pozitivni test na tvorbu katalasy byl prokazan uvolnovanim bublinek
kysliku a tvorba srazeniny ve zkumavce indikovala pfitomnost plasmakoagulasy. Pozitivni
test na detekci cytochromoxidasy by byl prokdzan tvorbou modrého i1 svétle modrého
zbarveni zony diagnostického prouzku, av§ak v naSem ptipad¢ byl test negativni, jelikoZ zona
diagnostického prouzku byla bezbarva (Obrazek 7). Na zaklad¢ téchto biochemickych testli
byly stafylokoky hodnoceny jako katalasa pozitivni a az na vyjimky oxidasa negativni. Podle
pfitomnosti  plasmakoagulasy se stafylokoky pak déli na koagulasa-pozitivni
a koagulasa-negativni. Celkova identifikace druht rodu Staphylococcus pomoci STAPHY'test
24 byla vyhodnocena pomoci identifikacniho programu TNW. Vysledek identifikace 3
nejfrekventovanéjsich druhti stafylokokti izolovanych z klinickych vzorki vySetfenych
v obdobi 2008-2017 dokumentuje Tabulka 4.

A C

Obrazek 7 Vysledek biochemickych testi. A -pozitivni katalasovy test, B - pozitivni
cytochromoxidasovy test, C - negativni cytochromoxidasovy test (Foto: J. Bzdil).

Tabulka 4 Biochemicka identifikace vybranych druhti Staphylococcus spp. pomoci komeréni
soupravy STAPHYtest 24 (Pfevzato a upraveno z ERBA Lachema a.s., Brno, CR).

w w w
Staphylococcus 2 £ Staphylococcus 2 £ Staphylococcus 38 £
o . E E W 2 E g 2 g F
e 5 9 e g5 ¢ S g =
T £ 5 T £ 5 2 £ 5
Diferencialni znak ] ] oy Diferencialni znak %] %] o Diferencialni znak %) %) %)
URE + +) + NAG + + D LAC + + &)
ARG + D (+) GAL + + (+) SOR - - -
ORN - - - SucC + + + RIB D +
bGA D + D TRE + () (#) FRU + o+ o+
GLR - - - MAN + D D CEL - -
bGL D () () MLT + D D ARA
PHS + + + XYL - - - RAF
ESL - - - MNS + + + XOL
+ = pozitivni reakce, - = negativni reakce, (-) = vétSinou negativni reakce, (+) = vétSinou pozitivni reakce,

D = variabilni reakce.
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5.4 Prevalence Staphylococcus spp. v letech 2008-2017
Z celkového poctu vysetfenych vzorki Vv prabéhu let 2008-2017 byly pro kazdy rok
stanoveny prevalence. Prevalence byly vypocitany jako podil poctu Staphylococcus spp.
izolovanych ze vzorki v obdobi 1 roku a poctu vysetienych vzorki za stejné obdobi.
Vysledky jsou vyjadieny v %. U 4 nejfrekventovanéjsich Staphylococcus spp. byla stanovena
statistickd vyznamnost zmeén prevalenci V jednotlivych letech 2008-2017 Vv porovnani
s hodnotami za celé sledované obdobi s pouzitim Z-testu pro porovnani dvou proporci s 5%
zvolenou hladinou vyznamnosti (o = 0,05). Vlastni vypocty byly zpracovany pomoci
programu STATISTICA v13. Vysledky dokumentuje Pfiloha 1. Mezi nejfrekventovanéji
izolované druhy Staphylococcus spp. patiil S. aureus (5638 izolati) s prevalenci 9,39 %,
S. intermedius (1987 izolatl) s prevalenci 3,31 %, S. chromogenes (1543 izolatd) s prevalenci
2,57 %, S. pseudointermedius (1403 izolatd) s prevalenci 2,34 %. Podrobny piehled
prevalenci jednotlivych druhii stafylokoki v obdobi 2008—2017 souhrnné ukazuje Ptiloha 1,
naopak podrobny popis vyvoje prevalenci nejfrekventovangjSich druhii stafylokoki
Staphylococcus spp. ve vzorcich SVU Olomouc dokumentuje Obrazek 8-Obrazek 11, v nichz
je taktéz vynesena piimka linearni regrese znazoriwujici trend vyvoje stafylokoki béhem
sledovanych 10 let.

U kment S. aureus byly zaznamenany nasledujici prevalence: 13,51 % (2008), 16,26
% (2009), 7,71 % (2010), 8,39 % (2011), 7,98 % (2012), 5,16 % (2013), 6,24 % (2014), 10,08
% (2015), 5,47 % (2016), 8,40 % (2017). Z piimky linearni regrese byl vyhodnocen klesajici
trend vyvoje stafylokokid béhem sledovanych 10 let. Zmény v prevalenci kment S. aureus
popisuje Obrazek 8.

U kment S. intermedius byly zaznamenany nasledujici prevalence: 1,17 % (2008),
3,64 % (2009), 6,95 % (2010), 8,15 % (2011), 7,47 % (2012), 2,07 % (2013), 1,79 % (2014),
1,37 % (2015), 1,30 % (2016), 0,52 % (2017). Z ptimky linearni regrese byl vyhodnocen
klesajici trend vyvoje stafylokokd béhem sledovanych 10 let. Zmény v prevalenci kment
S. intermedius popisuje Obrazek 9.

U kmenu S. chromogenes byly zaznamenany nasledujici prevalence: 0,01 % (2008),
0,46 % (2009), 2,02 % (2010), 3,63 % (2011), 3,79 % (2012), 4,59 % (2013), 3,85 % (2014),
4,43 % (2015), 3,72 % (2016), 2,41 % (2017). Z piimky linearni regrese byl vyhodnocen
rostouci trend vyvoje prevalence stafylokokti béhem sledovanych 10 let. Zmény v prevalenci

kmena S. chromogenes popisuje Obrazek 10.
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U kmentd S. pseudointermedius byly zaznamenany nasledujici prevalence: 0,00 %
(2008), 0,00 % (2009), 0,00 % (2010), 0,04 % (2011), 0,04 % (2012), 3,34 % (2013), 5,26 %
(2014), 5,39 % (2015), 7,54 % (2016), 6,32 % (2017). Z piimky linearni regrese byl
vyhodnocen rostouci trend vyvoje prevalence stafylokokii béhem sledovanych 10 let. Zmény
v prevalenci kment S. pseudointermedius popisuje Obrazek 11.
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Obrazek 8 Zmény v prevalenci S. aureus ve vzorcich na SVU Olomouc v obdobi 2008—-2017.
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Obrazek 9 Zmény v prevalenci S. intermedius ve vzorcich na SVU Olomouc v obdobi 2008-2017.
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Obrizek 10 Zmény v prevalenci S. chromogenes ve vzorcich na SVU Olomouc v obdobi 2008-2017.
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Obrizek 11 Zmény v prevalenci S. pseudointermedius ve vzorcich na SVU Olomouc Vv obdobi
2008-2017.

5.5 Citlivosti k antimikrobnim latkam

Ze sledovaného souboru kment stafylokokii pochézejicich z domadcich zvifat byla u 4
nejfrekventovanéjSich druhti stafylokokti charakterizovana citlivost ke zvolené skale
antimikrobnich latek (Tabulka 3). Antimikrobni citlivosti byly vypocitany jako procento
citlivych kmenti z celkového poctu vySetfenych kmenu stafylokokt. U nejfrekventovanéjsich
Staphylococcus spp. byla stanovena statisticka vyznamnost zmén antimikrobni citlivosti
Vv jednotlivych letech sledovaného obdobi 2008-2017 v porovnani s primérnymi hodnotami
antimikrobni citlivosti za predeslé 3 roky pomoci metody Chi kvadrat test dobré shody s 5%
zvolenou hladinou vyznamnosti (a = 0,05). Vlastni vypocty byly provedeny pomoci vzorce:

— 2 _ 2
(Rs —Ro) +(Cs Co)

2
X R, Co

kde Rs a Cs jsou skute¢né hodnoty kmenu stafylokokid rezistentnich, eventualné citlivych
K testovanému antibiotiku v obdobi 1 roku a Ry a Co jsou primérné hodnoty poc¢tu kment
stafylokokt rezistentnich, eventualné citlivych k testovanému antibiotiku za predeslé 3 roky
(Chaloupka, 2018). Matematicky postup byl proveden pomoci literatury (Perla et Carifio,
2005).

Jako nejvice citlivé kmeny stafylokokti byly zaznamenany kmeny S. chromogenes,
unichz byla 100,00% citlivost urena u 2 z 10 testovanych antibiotik. U kmeni
S. pseudointermedius byla 100,00% citlivost stanovena u 1 z 10 testovanych antibiotik.
Naproti tomu u kmenti S. aureus a S. intermedius nebyla 100,00% citlivost zaznamenana
U zadné testované antimikrobni latky. Z testovanych kment stafylokokt bylo nejvice citlivych

v ptipadé gentamicinu s 97,30 % citlivych kment, enrofloxacinu s 97,20 % citlivych kment
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a kotrimoxazolu s 94,60 % citlivych kment. Nejnizsi antimikrobni citlivost byla stanovena
k ampicilinu s46,00 % citlivych kment, erytromycinu s68,20 % citlivych kment
a tetracyklinu se 73,00 % citlivych kmend. Podrobné udaje ukazuje Tabulka 5. Pro vSechny
vybrané druhy stafylokokt byly pro kazdy rok v prabéhu let 2008-2017 v podobé tabulek
zaznamenany prubéhy citlivosti k antimikrobnim latkam (Tabulka 6-Tabulka 9).

U kment S. aureus byla nejvyssi primérnd citlivost zaznamenana V piipadé
kotrimoxazolu (98,70 %), novobiocinu (96,70 %), gentamicinu (96,00 %) a enrofloxacinu
(95,50 %). Pomérn¢ vysokd priamérna citlivost byla zaznamenana u chloramfenikolu
(87,30 %), oxacilinu (86,80 %), klindamycinu (86,60 %), erytromycinu (77,00 %)
(40,00 %). Statisticky bylo hodnoceno celkem 80 tdaji antimikrobni citlivosti, pficemz
z nich nebylo mozné statisticky prokazat 22 udaju (tj. 27,50 %). Zmény v antimikrobni
citlivosti kmenu S. aureus vyjadiuje Tabulka 6.

U kmenu S. intermedius byla nejvyssi primérna citlivost zaznamenana v piipadé
enrofloxacinu (97,00 %), gentamicinu (96,90 %) a kotrimoxazolu (89,00 %)
a chloramfenikolu (73,60 %). Niz§i primérna citlivost byla stanovena k novobiocinu
(66,70 %), erytromycinu (64,60 %), klindamycinu (64,60 %) a tetracyklinu (62,10 %).
(20,80 %). Statisticky bylo hodnoceno celkem 62 wdaji antimikrobni citlivosti, ptficemz
znich nebylo mozné statisticky prokazat 7 udaji (tj. 11,29 %). Zmény v antimikrobni
citlivosti kmenti S. intermedius vyjadiuje Tabulka 7.

Kmeny S. chromogenes vykazovaly pomé&rmné vysokou prumérnou citlivost ke vSem
testovanym antibiotikiim, nicméné nejvyssi primeérna citlivost byla zaznamenana V ptipadé
enrofloxacinu (100,00 %), gentamicinu (100,00 %), oxacilinu (99,50 %) a kotrimoxazolu
(99,30 %). Vysoka primérna citlivost byla zaznamenana také u klindamycinu (92,70 %),
citlivost byla naopak stanovena k erytromycinu (74,10 %). Statisticky bylo hodnoceno celkem
53 udaji antimikrobni citlivosti, pficemz z nich nebylo mozné statisticky prokazat 20 daja
(tj. 37,74 %). Zmény v antimikrobni citlivosti kmenti S. chromogenes vyjadiuje Tabulka 8.

U kmena S. pseudointermedius byla nejvyssi primérna citlivost zaznamenana
k novobiocinu (100,00 %), ptestoze jeho citlivost byla testovana pouze v letech 2014, 2016
a2017. Dalsi nejvyssi primérna citlivost byla zaznamenana Vv piipadé gentamicinu (96,30 %),
enrofloxacinu (96,20 %) a kotrimoxazolu (91,40 %). Nizsi pramérna citlivost byla stanovena
k tetracyklinu (66,00 %), chloramfenikolu (63,70 %), klindamycinu (57,80 %) a erytromycinu
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(57,20 %). Statisticky bylo hodnoceno celkem 40 udajii antimikrobni citlivosti, pficemz

z nich nebylo mozné statisticky prokazat 4 tdaje (tj. 10,00 %). Zmény v antimikrobni

citlivosti kmenu S. pseudointermedius vyjadiuje Tabulka 9.

Tabulka 5 Citlivost vybranych Staphylococcus spp. izolovanych z domacich zvitat k antimikrobnim
latkam v obdobi let 2008-2017.

Antibiotikum
T AMP OX E DA CN NV ENR SXT
Staphylococcus spp.
S. aureus 87,30 72,30 40,00 86,80 77,00 86,60 96,00 96,70 9550 98,70
S. intermedius 73,60 62,10 20,80 52,10 64,60 64,60 9690 66,70 97,00 89,00
S. chromogenes 89,60 91,40 81,70 9950 74,10 92,70 100,00 96,30 100,00 99,30
S. pseudointermedius 63,70 66,00 41,30 50,90 57,20 57,80 96,30 100,00 96,20 91,40
Celkem citlivost [%] 78,60 73,00 46,00 72,30 68,20 7540 97,30 89,90 97,20 94,60
100,00 - vSechny kmeny byly citlivé; NT - antimikrobni citlivost nebyla testovana.
Tabulka 6 Citlivost vySetfenych kment S. aureus k antimikrobnim latkam v obdobi 2008—-2018.
% citlivych kmeni
za rok 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Antibiotikum
C 68,20 67,20 9090 8750 9680 91,70 92,10 8520 100,00 93,00 100,00
T 6520 63,40 8540 7390 8260 67,00 71,00 6570 6360 8500 71,43
AMP 4250 46,80 51,10 45,10 46,20 34,30 4430 28,20 22,00 39,10 47,62
OX 98,50 98,00 94,70 9540 94,10 8000 87,70 6750 69,60 8240 8571
E 64,60 6260 87,10 7880 8000 8000 7860 6360 9440 80,70 8571
DA 79,00 7400 9230 8570 8990 8890 90,00 8210 9220 9150 66,67
CN 98,50 98,00 95,80 100,00 100,00 93,80 95,50 97,10 87,80 93,10 100,00
NV 98,50 91,90 98,70 95,40 95,50 100,00 94,80 97,00 95,00 100,00 100,00
ENR 98,60 96,30 97,10 98,30 97,90 94,40 98,00 89,50 90,50 94,20 95,24
SXT 99,30 100,00 97,60 100,00 100,00 98,40 9500 97,10 100,00 100,00 100,00

Statisticky vyznamny meziro¢ni pokles antimikrobni citlivosti; statisticky nehodnotitelny tdaj; statisticky
neprikazna zména antimikrobni citlivosti v porovnani s primérem citlivosti za predeslé 3 roky pii 5% zvolené
mite spolehlivosti; NT - antimikrobni citlivost nebyla testovana; 2018 - udaje antimikrobni citlivosti spocitané

na zakladé vysetienych 21 vzorku.

Tabulka 7 Citlivost vySetienych kment S. intermedius k antimikrobnim latkam v obdobi 2008-2018.

% citlivych kmenu

za rok 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Antibiotikum

C 7460 7400 67,80 70,20 6750 64,70 66,30 79,30 76,20 9580 50,00
T 56,80 64,90 5930 6140 6250 5750 6590 6510 72,00 5560 100,00
AMP 4550 5420 16,70 14,30 1500 1250 0,00 0,00 0,00 50,00 0,00
OoX NT 100,00 NT NT 0,00 1250 NT 100,00 100,00 0,00 83,33
E 6550 64,60 63,60 6380 6520 57,30 6100 66,10 5830 80,80 33,33
DA 67,70 69,60 66,00 6350 63,10 5320 5480 7380 6040 74,10 33,33
CN 9850 97,40 97,10 96,20 96,20 96,20 9890 9550 96,10 96,40 83,33
NV NT 100,00 NT NT 0,00 NT NT NT NT 100,00 100,00
ENR 98,50 98,40 99,00 98,20 97,80 96,90 97,70 9840 96,00 89,30 83,33
SXT 100,00 100,00 95,00 9460 79,16 87,50 100,00 100,00 100,00 33,30 83,33

Statisticky vyznamny meziro¢ni pokles antimikrobni citlivosti; statisticky neohodnotitelny udaj; statisticky
neprikaznd zména antimikrobni citlivosti v porovnani s primérem citlivosti za ptedeslé 3 roky pti 5% zvolené
mife spolehlivosti; NT - antimikrobni citlivost nebyla testovana; 2018 - udaje antimikrobni citlivosti spocitané
na zaklad¢ vysettenych 6 vzorkda.
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Tabulka 8 Citlivost vySetienych kment S. chromogenes Kk antimikrobnim latkdm v obdobi
2008-2018.

% citlivych

kmenii za rok 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Antibiotikum

C NT NT 100,00 50,00 66,70 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
T 100,00 100,00 97,40 8480 91,80 8390 90,00 9290 8530 88,10 100,00
AMP 100,00 8570 84,20 9090 71,70 7830 80,00 80,00 7190 7440 77,78

OX 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 10000 97,80 97,40 100,00 100,00 100,00
E NT NT 100,00 50,00 25,00 50,00 7500 100,00 100,00 92,60 100,00
DA 100,00 100,00 97,40 91,30 87,80 9510 84,00 9290 97,10 81,00 88,89

CN NT NT 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 88,89

NV 100,00 100,00 97,40 97,70 97,80 9490 91,30 9500 9350 9500 100,00
ENR NT NT 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
SXT 100,00 100,00 100,00 97,70 100,00 100,00 97,90 97,50 100,00 100,00 100,00

Statisticky vyznamny meziro¢ni pokles antimikrobni citlivosti; statisticky neohodnotitelny tdaj; statisticky
neprikazna zména antimikrobni citlivosti v porovnani s primérem citlivosti za pfedeslé 3 roky pii 5% zvolené
mite spolehlivosti; NT - antimikrobni citlivost nebyla testovana; 2018 - udaje antimikrobni citlivosti spocitané
na zaklade¢ vysettenych 9 vzorkd.

Tabulka 9 Citlivost vySetfenych kmend S. pseudointermedius k antimikrobnim latkam v obdobi
2008-2018.

% citlivych
kmenii za rok 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Antibiotikum

C NT NT NT 100,00 0,00 63,00 72,90 69,20 71,00 70,00 66,70
T NT NT NT 50,00 100,00 69,30 62,90 59,40 58,90 61,80 63,90
AMP NT NT NT 14,30 NT 68,80 41,70 46,70 4290 33,30 5,60

OX NT NT NT NT NT 50,00 20,00 91,80 61,50 31,30 86,10
E NT NT NT 100,00 0,00 57,10 62,60 58,80 63,20 58,70 63,90
DA NT NT NT 100,00 0,00 58,10 62,10 62,10 61,80 60,70 63,90
CN NT NT NT 100,00 100,00 96,60 94,00 94,90 94,70 93,60 83,30
NV NT NT NT NT NT NT 100,00 NT 100,00 100,00 97,20
ENR NT NT NT 100,00 100,00 96,10 95,20 95,10 9430 92,60 86,10
SXT NT NT NT NT 100,00 90,00 82,60 100,00 88,00 87,50 91,70

Statisticky vyznamny meziro¢ni pokles antimikrobni citlivosti; statisticky neohodnotitelny udaj; statisticky
neprikazna zména antimikrobni citlivosti v porovnani s primérem citlivosti za predeslé 3 roky pii 5% zvolené
mite spolehlivosti; NT - antimikrobni citlivost nebyla testovana; 2018 - udaje antimikrobni citlivosti spocitané
na zaklad¢ vysetfenych 36 vzorku.

5.6 Vyhodnoceni ziskanych udaji ziskanych v pribéhu roku 2018

V ramci této bakalaiské prace byly v pribé¢hu 3 mésict (bfezen-kvéten) v roce 2018 testovany
kmeny stafylokokil izolované na SVU Olomouc z klinického materialu kocek, psid, skotu,
prasat a koni. Celkem bylo vySetteno 727 vzorkd, z nichz 45 vzorki bylo ziskano z kocek,
197 ze psu, ze skotu 455, z prasat 8 a z koni 22. Z téchto vzorki bylo zachyceno dohromady
102 kment 14 druht Staphylococcus spp., pficemz z kocek jich bylo izolovano 10 (tj. 10 %
kment), ze psi 50 (tj. 49,02 % kment), ze skotu 38 (tj. 37,25 % kmentd), z koni 4
(tj. 3,92 % kmeni), z prasat nebyl izolovan zadny druh stafylokoka. Podrobny pichled poctu
kment stafylokokti v roce 2018 ukazuje Piiloha 4. Testované stafylokoky byly nejcastéji
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detekovany ve vzorcich ziskanych z mlééné zlazy (37 kmendt; tj. 36,27 % izolatt), kiize (28
kment; tj. 27,45 % izolatd), usi (20 kmend; tj. 19,61 % izolati). Naopak nejméné
zachycenych stafylokokti bylo ve vzorcich ziskanych z o¢i (6 kment; tj. 5,88 % izolatu),
respira¢niho systému (6 kment; tj. 5,88 % izolatl), urogenitalniho (3 kmeny; tj. 2,94 %
izolat)) a pohybového (1 kmen; tj. 0,98 % izolat). Podrobny ptehled druhového zastoupeni
druht stafylokoku v jednotlivych organech a organovych systémech v roce 2018 dokumentuje
Ptiloha 5.

Z celkového poctu vysetifenych vzorku v roce 2018 byly opét stanoveny prevalence,
pticemz mezi nejfrekventovanéji  izolované druhy Staphylococcus spp. patiil
S. pseudointermedius (36 izolati) s prevalenci 4,95 %, S. aureus (21 izolatd) s prevalenci
2,89 %, S. chromogenes (9 izolatl) s prevalenci 1,24 % a S. haemolyticus (8 izolath)
s prevalenci 1,10 %. Podrobny piehled poétu kment a prevalenci Staphylococcus spp. v roce
2018 ukazuje Ptiloha 4.

U 4 nejfrekventovangjSich druhii stafylokokd byla opét charakterizovana citlivost
Kk antimikrobnim latkam. Jako nejvice citlivé kmeny stafylokokll byly zaznamenany kmeny
S. haemolyticus, u nichz byla 100,00% citlivost uréena u 8 z 10 testovanych antibiotik. Mezi
citlivé kmeny byly zatazeny také S. chromogenes se 100,00% citlivosti u 7 z 10 testovanych
antibiotik a kmeny S. aureus se 100,00% citlivosti u 4 z 10 testovanych antibiotik. Naopak
kmeny S. pseudointermedius nevykazovaly 100,00% citlivost k zadnému testovanému
antibiotiku. Nejvyssi antimikrobni citlivost byla zaznamenana v pfipadé novobiocinu
599,30 % citlivych kmenti, kotrimoxazolu s97,90 % citlivych kmend, enrofloxacinu
s 95,30 % citlivych kmenti. Nejniz§i antimikrobni citlivost byla stanovena k ampicilinu
s45,30 % citlivych kment stafylokokd. Podrobné udaje ukazuje Tabulka 10. Prab&hy
citlivosti k antimikrobnim latkam pro vybrané Staphylococcus spp. v roce 2018 dokumentuje
Tabulka 6-Tabulka 9.

Tabulka 10 Citlivost vybranych druhtt Staphylococcus spp. izolovanych zdomacich zvifat
k antimikrobnim latkam na zakladé vlastniho pozorovani v roce 2018.

Antibiotikum

T AMP OoX E DA CN NV ENR SXT
Staphylococcus spp.
S. aureus 100,00 71,43 4762 85,71 85,71 66,67 100,00 100,00 95,24 100,00
S. chromogenes 100,00 100,00 77,78 100,00 100,00 88,89 88,89 100,00 100,00 100,00
S. pseudointermedius 66,70 63,90 5,60 86,10 63,90 63,90 83,30 97,20 86,10 91,70
S. haemolyticus 100,00 100,00 50,00 100,00 100,00 87,50 100,00 100,00 100,00 100,00

Celkem citlivost [%] 91,70 83,80 4530 9300 8740 76,70 9300 99,30 9530 97,90

100,00 - vSechny kmeny byly citlivé; NT - antimikrobni citlivost nebyla testovana.
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6 DISKUZE

Béhem 10 let mizeme sledovat relativné vyrazné zmény ve vyvoji poctu vySetfenych
klinickych vzorki. Na Obrazku 3 lze vidét pokles poctu vysetienych klinickych vzorka
v tomto obdobi. V roce 2008 bylo vysetieno 11409 vzorkl, nicméné v roce 2009 doslo
k vyraznému poklesu na 5601 vzorki. V roce 2010 byl zaznamenan opét narust na 6499
vzorkll, na druhou stranu rok 2011 a 2012 jsou ve znameni poklesu na 5291 (2011) a 5249
(2012) wvySetienych vzorkt. Za rok 2013 bylo jiz vySetfeno 6556 vzorkd. Nicméné
Vv nasledujicich letech 2014, 2015 a 2016 doslo opét k poklesu na 4983 (2014), 4881 (2015),
4165 (2016), zatimco v roce 2017 byl zaznamenan nariist na 5396 vzorkl. Diivodem poklesu
poc¢tu vysetfenych klinickych vzorki miize byt pokles poctu hospodatskych zvitat, lepsi
zoohygienické podminky, vyziva a veterinarni péce v chovech, coz ma za nésledek zlepSeni
zdravotniho stavu zvifat a snizeni jejich morbidity. Zajimavé je také druhové zastoupeni
Staphylococcus spp. V jednotlivych organech a organovych systémech domacich zvitat.
Z Ptilohy 3 vyplyva, Ze stafylokoky byly nejvice izolovany ve vzorcich ziskanych z mlécné
zlazy, usi, kize, respiracniho a tréviciho traktu, coz muze byt ddno vétsi expozici téchto
organti infekénimu agens. Naopak ve vzorcich ziskanych z urogenitalniho, pohybového,
cirkula¢niho, lymfatického a nervového aparatu byly zaznamenany mnohem nizsi nalezy.
Jednim zcili experimentdlni casti této bakalaiské prace bylo popsat zmény
v prevalenci u Staphylococcus spp. Vv priubéhu let 2008-2017 a ziskané tudaje porovnat
s vysledky ziskanych na zékladé vlastniho méfeni béhem 3 mésict (bfezen-kvéten) v roce
2018. Pti porovnani obou sad vyslednych prevalenci musime vzit na védomi, ze prevalence
vroce 2018 byly ziskdny z mnohem menSiho poctu vySetfenych vzorkli neZz v obdobi
2008-2017. Nejvyssi prumérna prevalence béhem 2008-2017 byla zaznamenana v piipadé
S.aureus (9,39 %), vysoka primérna prevalence byla také u S. intermedius (3,31 %),
S. chromogenes (2,57 %) aS. pseudointermedius (2,34 %). V roce 2018 byla na zakladé
vlastniho méfeni stanovena nejvyssi pramérna prevalence u S. pseudointermedius (4,95 %),
vysoka primérna prevalence byla také v ptipadé S. aureus (2,89 %), S. chromogenes (1,24 %)
a S. haemolyticus (1,10 %). Pomoci Z-testu pro porovnani dvou proporci byla statisticka
vyznamnost zmén prevalenci v jednotlivych letech sledovaného obdobi 2008-2017
V porovnani s hodnotami za celé sledované obdobi potvrzena v ptipadé S. aureus (rok 2008,
2009, 2013, 2016), S. intermedius (rok 2010, 2011, 2012) a S. pseudointermedius (rok 2014,
2015, 2016, 2017). Nejvyssi pramérna prevalence béhem 2008-2017 byla zaznamenana
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v piipadé S. aureus (9,39 %), vysoka primérna prevalence byla také u S.intermedius
(3,31 %), S. chromogenes (2,57 %) a S. pseudointermedius (2,34 %).

Ve vzorcich klinického materialu pochazejicich z kocek, pst, skotu, prasat a koni byl
nejcastéji izolovanym stafylokokem S. aureus (5638 izolatd), jehoz pozitivni ndlezy byly
nejvice zaznamenany ve vzorcich ziskanych z mlééné zlazy (4650 kment, tj. 82,48 %
izolatt). S. aureus je jednim z hlavnich ptvodct bovinnich mastitid, jejichZz ptfi¢inou byva
predevsim Spatna uroven hygieny dojeni zptisobena zejména lajdackym piistupem samotnych
oSetrovatell, ktefi nepouzivaji pii praci ochranné pomtcky, jako jsou gumové rukavice,
neprovadi spravné sanitaci vemene pied a po dojeni (Zootechnika, ©2019). Mnou zji§téna
primérna prevalence S. aureus nekoreluje stdaji uvadénymi v literatufe. Napiiklad
ve srovnani s Brazilii, ktera uvadi prevalenci S. aureus 21,62 %, je mnou zjisténa pramérna
prevalence (9,39 %) téméf o vice neZ polovinu niz§i (Casanova et al., 2016). V porovnani
1999). Pozoruhodného kolisani prevalence S. aureus si muzeme taktéz vSimnout
ve sledovaném obdobi 2008-2017 v ramci této bakalaiské prace. Zatimco prevalence mezi
lety 2008-2013 vykazovala setrvaly pokles, v roce 2014 doslo k naristu prevalence o 1,08
procentni body (déale jen zkr. p. b.) a Vv nasledujicim roce 2015 k jejimu dal§imu vzristu
az o 3,84 p. b. Vroce 2016 opét nastal pokles, nicméné v nasledujicim roce 2017 byl
zaznamenan opét nardst (Obrazek 8). Jestlize porovname primérnou prevalenci S. aureus
v obdobi 2008-2017 (9,39 %) s prevalenci zjisténou na zakladé vlastniho méteni v roce 2018
(2,89 %), mizeme shledavat pokles dokonce 0 6,50 p. b, coz miize byt dano zlepSenim trovné
hygieny ve veterinarni sféte a pouzitim modernich technologii pro kontrolu mlécné zlazy pti
dojeni, nicméné je také tfeba pocitat s niz§im poctem vzorki mléka v mnou sledovaném
obdobi 3 mé&sichi v roce 2018, coz ukazuje na jisty sezonni vyskyt mastitid skotu zptsobenych
S. aureus (Bzdil et al., 2017). Velmi zajimavé jsou udaje o zménach prevalenci kment
S.intermedius a  S. pseudointermedius v obdobi  2008-2017. S. intermedius
a S. pseudointermedius jsou nej¢astéjSimi patogeny psu, jejichz pozitivni nalezy byly
zaznamenany piedevsim ve vzorcich ziskanych z kize (846 kment, tj. 42,58 % izolath a 564
kmen, tj. 40,20 % izolat). Bzdil et al. (2019) ve své studii zjistil, ze S. pseudointermedius
a S. intermedius se u psi vyskytuji s prevalenci 22,30 % a 5,90 %, ja vsak pro
S. pseudointermedius zaznamenala niz§i hodnotu prevalence (11,50 %), ale v piipadé
S. intermedius jsem detekovala téméf tfikrat vyssi hodnotu prevalence (15,65 %). Na Obrazku
9 1ze u kmenu S. intermedius pozorovat od roku 2008 vyrazny narust prevalence az do roku
2011, kdy dosahla svého maxima 8,15 %. Mezi lety 2011-2013 nastal jeji prudky pokles
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az 0 6,08 p. b. a od nasledujiciho roku 2014 pozvolna klesala az do roku 2017. Naopak
prevalence kment S. pseudointermedius vykazovala mezi lety 2008-2012 podstaté
zanedbatelnou hodnotu, v letech 2013-2016 doslo opét kK velmi razantnimu narastu az o 7,50
p. b., nicméné v nasledujicim roce 2017 nastal jeji opétovny pokles (Obrazek 11). V piipadé
porovnani Obrazku 9 a Obrazku 11 muzeme konstatovat, ze prevalence S. intermedius
do roku 2013 nartstala, pak nastal jeji prudky pokles, a prevalence S. pseudointermedius byla
do roku 2012 téméf nulova, nicméné od nasledujiciho roku 2013 doslo k jejimu prudkému
narustu. Na zakladé porovnani primérné prevalence S. intermedius a S. pseudointermedius
v obdobi 2008-2017 (3,31 % a 2,43 %) s udaji zjisténymi v roce 2018 (0,83 % a 4,95 %)
muzeme taktéz konstatovat pokles 0 2,48 p. b v pfipad¢ S. intermedius a nartst o 2,52 p. b.
v ptipadé S. pseudointermedius. Tyto nahlé zmény v prevalenci mohou byt s nejvetsi
pravdépodobnosti dany zménou v taxonomii obou druhd stafylokokt. Rok 2010-2011 lze
oznacit jako hrani¢ni rok, kdy fylogenetickéd analyza pomoci molekuldrné-biologickych studii
dokazala genetickou variabilitu kmena S. intermedius, coz vedlo k novému taxonomickému
ptehodnoceni S. intermedius. Tento druh se tak rozdélil do dvou novych druht, a to
S. intermedius a S. pseudointermedius (Sasaki et al., 2007).

Dalsim z cil experimentalni ¢asti této bakalaiské prace bylo popsat a statisticky
zhodnotit zmény v citlivostech k vybranym antimikrobnim latkam u Staphylococcus spp.
vV obdobi 2008-2017 a ziskané udaje porovnat s vysledky ziskanych na zakladé vlastniho
méfeni v roce 2018. Jako v piipadé vyhodnoceni zmén prevalenci, i zde bychom méli brat
v uvahu, ze vysledky antimikrobni citlivosti v roce 2018 byly ziskdny z mnohem mensiho
poctu vysettenych vzorkti nez v obdobi 2008—-2017. Nejvyssi pramérna citlivost K testovanym
antimikrobnim latkdm v obdobi 2008-2017 byla zaznamenana v pfipadé gentamicinu
(97,30 %) a enrofloxacinu (97,20 %), dalsi vysoka pramérna citlivost byla u kotrimoxazolu
a ampicilinu (46,00 %). Nicméng, ja na zakladé vlastniho méteni v roce 2018 zjistila nejvyssi
prumérnou citlivost Vv pfipadé novobiocinu (99,30 %) a kotrimoxazolu (97,90 %), avsak
enrofloxacin byl s 95,30 % citlivych kmend tfetim antibiotikem s nejvyssi primérnou
citlivosti. Naopak ke gentamicinu jsem zaznamenala o 4,3 % mén¢ citlivych kmeni nez
vV obdobi 2008-2017. Zatimco v obdobi 2008-2017 byly k antimikrobnim latkam nejvice
senzitivni kmeny S. chromogenes se 100,00% citlivosti u 2 z 10 testovanych antibiotik
(gentamicin, enrofloxacin), S. pseudointermedius se 100,00% citlivosti u 1 z 10 testovanych

antibiotik (novobiocin) (Tabulka 5). Ja jsem v roce 2018 mezi nejvice citlivé kmeny zatadila
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S. haemolyticus S. chromogenes aS. aureus se 100,00% citlivosti minimaln¢ u 4 z 10
testovanych antibiotik (Tabulka 10).

Rozdily s literarnimi udaji muZzeme také sledovat v antimikrobni rezistenci
pro S. aureus. Piestoze Wang et al. (2016) ve své studii uvadi vyssi rezistenci k ampicilinu
(94,30 %), klindamycinu (25,70 %) a erytromycinu (68,60 %), ja pro stejné antimikrobni
latky zaznamenala niz8i primérné hodnoty rezistence (60,00 %, 13,40 % a 23,00 %). Stejni
autofi také detekovali 100,00% citlivost v ptipad¢ chloramfenikolu, oxacilinu a gentamicinu,
ja ov8em zjistila pro chloramfenikol 12,70%, pro oxacilin 13,20% a pro gentamicin 4,00%
rezistenci. M¢ udaje se také lisi od udaju ze studie z roku 2017, ktera detekovala dokonce
31,70% rezistenci k oxacilinu, avSak rezistence ke kotrimoxazolu (0,00 %) a novobiocinu
(7,10 %) byla téméf stejna s mymi zjisténymi udaji (1,30 % a 3,30 %) (Bzdil et al., 2017).
Pokud se podivame na zmény v citlivosti S. aureus béhem 2008-2017, 1ze konstatovat, ze
k vyraznym zménam nedoslo, jen v ptipadé chloramfenikolu byl pozorovan pozoruhodny
narust, kdy v roce 2017 bylo zachyceno dokonce o 24,8 % vice citlivych kment neZ v roce
2008 (Tabulka 6). Také u kmend S. pseudointermedius si muZeme vSimnout rozdild
v antimikrobni rezistenci, pokud porovnadme mé zjisténé udaje s daty uvadénymi v literature.
Naptiklad studie zroku 2010 uvadi pro kmeny S. pseudointermedius vyssi rezistenci
v piipadé tetracyklinu (66,70 %), klindamycinu (98,60 %), erytromycinu (98,60 %)
a gentamicinu (99,30 %), ja vsak pro stejna testovana antibiotika zjistila mnohem nizsi
procento rezistence (34,00 %, 42,20 %, 42,80 % a 3,7 %) (Ruscher et al., 2010). Zmény
v antimikrobni citlivosti pro S. pseudointermedius muizeme taktéz pozorovat v letech
2008-2017, kdy velmi znepokujici narast rezistence nastal u chloramfenikolu a klindamycinu,
u erytromycinu bylo vSak vroce 2017 zachyceno dokonce o 41,30 % vice rezistentnich
kmend nez vroce 2011 (Tabulka 9). I u ostatnich testovanych stafylokokd si miizeme
vS§imnout zmén v antimikrobni rezistenci. Napiiklad u kment S. intermedius bylo proti
chloramfenikolu v roce 2017 zachyceno 0 21,20 % citlivych nez v roce 2008, nicméné velmi
zneklidiiujici nartst rezistence byl zaznamenan u kotrimoxazolu z 100,00 % (2008)
na 33,30 % (2017) a oxacilinu z 0,00 % (2009) na 100,00 % (2017) (Tabulka 7). Narust
rezistence byl taktéz zaznamenan u S. chromogenes Vv piipadé ampicilinu z 100,00 % (2008)
na 74,40 % (2017) (Tabulka 8).

Antimikrobni rezistence pro sviij narust predstavuje celosvétovy problém. Jeji neustaly
nartist miize byt pravdépodobné zplisoben nespravnym pouzivanim antibiotik, a to zejména
jejich nadmérnym uzivani jak v zdravotni péci, tak ve veterindrni medicing a v zemédélstvi,

a vyskytem jejich rezidui v prostfedi, potravinach, vodé a krmivech (Nafisah et al., 2017).
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7 ZAVER
V teoretické cCasti této bakalaiské prace byl charakterizovan rod Staphylococcus. Byla
popsana jejich patogenita, mechanismus rezistence K antimikrobnim latkam, a ptfedevsim
jejich klinicky vyznam v humanni a veterinarni sféfe. V experimentalni ¢asti byly popsany
zmény v prevalenci a Vv antimikrobni citlivosti u 4 nejfrekventovangjsich druhi
Staphylococcus spp. izolovanych na SVU Olomouc z klinického materidlu pochézejicich
Z domécich zvitat v obdobi 2008-2017. Ziskané udaje byly nasledn¢ vyhodnoceny a nasledn¢
porovnany s vysledky ziskanych na zaklad¢ vlastniho pozorovani v pribéhu 3 mésict
(bfezen-kvéten) v roce 2018. Z dosazenych vysledkd vyplyva, ze ze 4 nejfrekventovanéjsich
druht stafylokokti byly nejcastéji izolovany S. aureus a S. intermedius. V piipadé
antimikrobni citlivosti byly testované kmeny stafylokoki nejméné citlivé k ampicilinu,
naopak nejvyssi citlivost byla zaznamenana v ptipadé enrofloxacinu. Naristajici odolnost
bakterii na antimikrobni latky muize v budoucnosti vést k tomu, Ze nemoci zavislé
na antibiotické 1é¢bé se mohou stat nevylécitelnymi, coz povede k vyssi morbidité a mortalité
lidi 1 zvifat. Domnivam se, ze problém s antimikrobni rezistenci bude dlouhodobé pietrvavat
a bude nadale ptfedstavovat globalni problém, ktery se tézko podafi eliminovat. Sice se mohou
stale vyvijet novEjsi antibiotika, ale pfedpokldddm, Ze i na né si mikroorganismy postupné
vytvoii rezistenci. Moznosti, jak zmirnit miru antimikrobni rezistence muze byt zlepSeni
prevence proti infekcim, které mohou byt pfiCinou Sifeni mikroorganismii rezistentnich
na antibiotika, nebo naslouchat raddm a pokyniim svétové zdravotnické organizace snaZici se
zlepsit celkovou kvalitu zdravi a Zivota lidské populace. Za velmi dulezité povazuji piijeti
novych legislativnich norem tykajicich se vyskytu jejich rezidui v prostfedi, potravinach,

krmivech, odpadnich, uzitkovych i pitnych vodach.
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Piiloha 1 Prevalence Staphylococcus spp. ve vysetfovanych vzorcich na SVU Olomouc
ve sledovaném obdobi 2008—2018 (%).

Rok
2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Staphylococcus spp.

S. aureuss 1541 911 501 444 419 338 311 492 228 453
Prevalence [%6] 13551 16,26 7,71 839 798 516 6,24 10,08 5,47 8,40
S. felis 26 18 14 18 19 31 20 31 39 34
Prevalence [%0] 023 032 022 034 036 047 040 064 094 0,63
S. pseudointermediuss 0 0 0 2 2 219 262 263 314 341
Prevalence [%0] 0,00 000 000 004 004 334 526 53 754 6,32
S. intermediuss 134 204 452 431 392 136 89 67 54 28
Prevalence [%6] 1,17 3,64 6,95 8,15 747 2,07 1,79 1,37 1,30 0,52
S. lutrae« 0 0 2 2 4 2 9 1 1 3
Prevalence [%0] 0,00 o000 003 004 008 003 018 0,02 002 0,06
S. delphinix 0 0 0 0 0 0 2 2 8 6
Prevalence [%0] 0,00 000 000 000 000 000 004 004 019 011
S. epidermidis 5 7 16 47 29 26 33 7 38 44
Prevalence [%0] 004 012 025 089 055 040 066 014 091 082
S. schleiferi spp. coagulansx 0 0 2 2 7 10 6 11 16 18
Prevalence [%0] 000 o000 003 004 013 015 012 0,23 038 0,33
S. schleiferi spp. schleiferi 0 0 0 6 5 11 5 4 9 5
Prevalence [%0] 0,00 000 o000 011 o010 0,17 0,10 0,08 022 0,09
S. sciuri 0 2 10 37 16 25 31 38 22 37
Prevalence [%0] 000 004 015 o070 030 038 062 079 053 069
S. succinus 0 0 0 0 1 2 1 1 2 3
Prevalence [%0] 0,00 000 000 000 002 003 002 002 005 006
S. warneri 0 1 0 5 5 2 3 2 1 6
Prevalence [%0] 0,00 002 o000 009 010 003 006 004 002 011
S. xylosus 0 5 25 25 39 99 64 29 89 32
Prevalence [%0] 000 009 038 047 0,74 151 128 059 214 059
S. haemolyticus 0 11 34 98 90 121 76 88 100 92
Prevalence [%0] 0,00 020 052 18 1,71 185 153 180 240 1,70
S. lugdunensisx 0 0 0 2 0 1 0 0 4 2
Prevalence [%0] 0,00 000 000 004 000 002 000 000 010 0,04
S. simulans 0 0 6 9 3 10 15 26 8 6
Prevalence [%0] 0,00 o000 009 017 006 015 030 053 019 011

% druhy Staphylococcus spp. produkujici plasmakoagulasu; statisticky vyznamny pokles prevalence; statisticky
neohodnotitelny udaj; statisticky nepritkazna zména prevalence v porovnani s hodnotami prevalenci za celé
sledované obdobi ptedeslé pii 5% zvolené mife spolehlivosti.



Piiloha 1 Prevalence Staphylococcus spp. ve vysetfovanych vzorcich na SVU Olomouc
ve sledovaném obdobi 2008-2017 (%) (pokracovani).

ok 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Staphylococcus spp.

S. equorum 2 1 1 6 40 11 12 7 7 4
Prevalence [%0] 0,02 002 002 o011 0,76 017 024 014 017 0,07
S. hominis 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0
Prevalence [%0] 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00
S. cohnii spp. urealyticus 0 0 1 0 0 2 0 1 1 1
Prevalence [%0] 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,03 0,00 0,02 0,02 0,02
S. chromogenes 1 26 131 192 199 301 192 216 155 130
Prevalence [%6] 0,01 0,46 2,02 3,63 3,79 4,59 3,85 443 3,72 2,41
S. hyicusx 17 12 11 10 4 4 2 8 1 14
Prevalence [%0] 045 021 017 019 0,08 006 004 016 002 0,26
S. kloosiix 0 0 0 1 0 0 2 0 2 1
Prevalence [%6] 000 000 000 002 o000 000 004 000 005 002
S. lentus 1 1 0 0 0 0 3 0 0 0
Prevalence [%6] 001 002 000 000 000 000 006 000 000 000
S. pasteuri 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1
Prevalence [%0] 001 000 002 o000 000 000 o000 002 002 002
S. auricularis 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1
Prevalence [%0] 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,02 0,02
S. capitis spp. capitis 0 1 1 6 1 9 4 0 3 0
Prevalence [%6] 000 002 002 011 002 014 008 000 007 0,00
S. vitulinus 1 0 0 13 3 1 9 9 3 3
Prevalence [%6] 001 000 000 025 006 002 018 018 007 0,06
S. arlettae 2 0 0 3 2 1 0 2 4 1
Prevalence [%0] 0,02 0,00 0,00 0,06 0,04 0,02 0,00 0,04 0,10 0,02

Celkovy pocet vySetfenych
i 11409 5601 6499 5291 5249 6556 4983 4881 4165 5396
vzorki

Pocdet pozitivnich vzorki 1731 1200 1209 1360 1280 1362 1153 1306 1111 1266

= druhy Staphylococcus spp. produkujici plasmakoagulasu; statisticky vyznamny pokles prevalence; statisticky
neohodnotitelny udaj; statisticky neprikazna zména prevalence v porovnani s hodnotami prevalenci za celé
sledované obdobi ptedeslé pii 5% zvolené mife spolehlivosti.



Piiloha 2 Pocéty kmenii a prevalence Staphylococcus spp. ve vysetiovanych vzorcich na SVU
Olomouc ve sledovaném obdobi 2008-2017.

Kocka Pes Skot Prase Kiif Zvitata celkem
Staphylococcus spp. é § é § é § é § é § é §
EER £ R g ER EER E ER OE KX
S. aureuss 111 421 752 6,11 4656 11,19 13 0,49 106 1372 5638 9,39
S. felis 242 917 8 006 O 000 O 0,00 0 0,00 250 0,42
S. pseudointermediuss 24 091 1373 11,15 5 001 O 000 1 0,12 1403 2,34
S. intermediusx 46 1,74 1927 1565 4 001 O 0,00 10 1,25 1987 331
S. lutraex 1 0,04 16 013 6 001 O 000 1 0,12 24 0,04
S. delphini 1 004 2 002 O 000 O 0,00 15 187 18 0,03
S. epidermidis 9 034 41 033 200 048 O 0,00 2 0,25 252 0,42
foagularfgr'e”e” P9 034 63 051 0 000 0O 000 O 000 72 012
S. schleiferi spp. schleiferi 6 0,23 38 031 1 000 O 0,00 0 0,00 45 0,07
S. sciuri 7 0,27 13 011 180 043 O 0,00 18 224 218 0,36
S. succinus 2 0,08 2 002 4 001 O 0,00 2 0,25 10 0,02
S. warneri 5 019 8 0,06 9 002 O 0,00 3 0,37 25 0,04
S. xylosus 3 011 5 0,04 38 093 0 0,00 14 1,74 407 0,68
S. haemolyticus 15 057 24 0,19 661 159 3 011 7 0,87 710 1,18
S. lugdunensisx 2 0,08 2 002 2 000 O 0,00 3 037 9 0,01
S. simulans 8 030 6 0,05 68 016 O 0,00 1 0,12 83 0,14
S. equorum 3 011 2 0,02 55 0,13 0 0,00 31 386 91 0,15
S. hominis 2 008 O 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 2 0,00
S. cohnii spp. urealyticus 1 0,04 1 0,01 2 0,00 0 0,00 2 0,25 6 0,01
S. chromogenes 1 0,04 4 0,03 1519 365 4 0,15 15 1,87 1543 2,57
S. hyicus« 0 0,00 1 0,01 59 0,14 15 056 8 1,00 83 0,14
S. kloosiix 0 0,00 3 002 2 000 O 0,00 1 012 6 0,01
S. lentus 0 0,00 2 0,02 3 0,01 0 0,00 O 0,00 5 0,01
S. pasteuri 0 0,00 1 001 4 0,01 0 0,00 O 0,00 5 0,01
S. auricularis 0 0,00 2 0,02 0 0,00 O 0,00 2 025 4 0,01
S. capitis spp. capitis 0 0,00 4 0,03 19 005 1 004 1 0,12 25 0,04
S. vitulinus 0 0,00 O 0,00 17 002 O 0,00 35 436 42 0,07
S. arlettae 0 0,00 O 0,00 13 003 O 0,00 0 0,00 15 0,02

Celkem kmenii/prevalence 498 18,88 4300 34,93 7864 1890 36 1,35 278 34,62 12978 21,62

Pocet vys. vzorki 2638 12310 41603 2676 803 60030

x druhy Staphylococcus spp. produkujici plasmakoagulasu.



Piiloha 3 Druhové zastoupeni Staphylococcus spp. v jednotlivych organech a organovych systémech

U domacich zvirat ve sledovaném obdobi 2008—2017.

o=
Orgin 8 k= | =
E =z g § & & iz : g
Staphylococcus e . o~ B~ 2 2~ ¥~ . B~ E~ Ea L~ = =
spp. S8 S8 28 & & =& 58 £ 232 58 28 &8
S aureus 280 69 450 144 26 4650 7 4 7 1 0 5638
- Areuss @97) (122 (1.98) (255 (046) (8248) (012) (0,07) (012) (002) (100,00)
: 81 49 48 62 9 1 250
S. felis (3240) (1960) (19.20) (2480 (360) ° 0 040) ° 0 0 (100,00)
S doimermedius 561 108 564 85 59 7 77 0 0 0 1403
: (39,99) (734) (4020) (606) (421) (050) (1,21) (0,50) (100,00)
S inermedius, | 759 137 846 127 93 4 1“5 2 o . 1087
: * 0 (3820) (689) (4258) (639) (468) (020) (070) (0.25) (0,10) (100,00)
3 4 6 3 2 6 24
S. lutraex (1250) (1667) (2500) (1250) (8.33) (25000 ° 0 0 0 0 (100,00)
. 1 2 5 8 1 1 18
S el (556) (1L11) (7.78) (4444) (556) ° 0 0 (556) ° 0 (100,00)
. enidermidis 1 4 26 3 1 203 1 1 1 0 1 252
P 437) (159 (1032) (1,19) (0,40) (8056) (0,40) (0,40) (0,40) (0,40) (100,00)
S. schleiferi spp. 54 4 10 3 1 0 0 0 0 0 0 72
coagulanss (75000 (556) (1389) (417)  (L39) (100,00)
S. schleiferi spp. 22 4 14 3 0 1 1 0 0 0 0 ?foo 00)
schleiferi (48,89) (889 (3L11) (6,67) 22) (222 '
. 3 26 15 3 171 218
S. sciuri 3 ° (1193) (688) (138 (849 ° 0 0 0 0 (100,00)
: 2 2 2 2 10
. succinus (2000) (2000) (2000) (2000 ° 2 o 0o o0 0 0 (100,00)
. 4 1 10 5 5 25
S. warneri (1600) (4000 (4000) (20000 ° o0 ° 0 0 0 0 (100,00)
3 15 6 1 8 1 407
S. xylosus 0 074 (369 (147) (0,25 (9361) (025) ° 0 0 0 (100,00)
: 10 6 27 9 4 649 5 710
S-haemolyticus 1 41)  (0,85) (380) (127) (056) (9L41) (0,70) © 0 0 0 (100,00)
. 3 1 4 1 9
S.lugdunensiss — (3333) (1111) (4444) (1111) ° 0 0 0 0 0 0 (100,00)
: 9 3 4 67 83
S. simulans (1084 ° (61 (482 ° @072 ° ° ° ° ° (100,00)
<. equorum 3 2 58 18 7 2 1 . . 0 0 01
s (330) (220) (6374) (1978( (7.69) (220) (1,10) (100,00)
S. hominis 0 p ! 0 0 0 0 0 0 0 0 2
' (50,00)  (50,00) (100,00)

* druhy Staphylococcus spp. produkujici plasmakoagulasu.



Piiloha 3 Druhové zastoupeni Staphylococcus spp. v jednotlivych organech a organovych systémech

u domacich zvitat ve sledovaném obdobi 2008—2017 (pokracovani).

oz
Orga g E . =
rean = 3 5 - z 2 g
T g 3 0§ F & o2 s F
_— St <9 (-] L—]
Staphylococcus oS o~ B~ B . £ B_ :;*,\ g . E_ z S _
spp. S8 88 E& 28 £8& 58 58 g8 8 &8 28 S
S. cohnii spp. 5 1 6
urealyticus 0 0 0 (83,33) 0 (16,67) 0 0 0 0 0 (100,00)
3 4 24 17 1493 2 1543
S.chromogenes 19y (026) (1,56) (1,10) ° 9676) (013 ° 0 0 0 (100,00)
. 1 21 2 2 56 83
TS 0 (120)  (2530) (241) (241) (67.45) © 0 0 0 0 (100,00)
y 2 1 2 6
S. kloosiix (33.33) 1 (16,67) 0 0 (33.33) 0 0 0 0 0 (100)
1 1 3 5
S: lentus @ow °  @oy % e ° % 0 0 0 (100,00)
. 1 1 3 5
S. pasteuri (2000 ° @o) ° % oy ° 0 0 0 0 (100,00)
S.auricularis 0 0 ! 3 0 0 0 0 0 0 0 4
' (25,00)  (75,00) (100,00)
S. capitis spp. 2 4 1 18 25
capitis ©800) ° (16,00 (4,000 © 7200 ° 0 0 0 0 (100,00)
. 1 6 28 1 6 42
S. vitulinus 0 (238) (1429 (6667) (238) (1429) ° 0 0 0 0 (100,00)
15 15
S. arlettae 0 0 0 0 0 (100) 0 0 0 0 0 (100,00)
Celkem 1815 399 2174 554 210 7745 49 19 1 1 1 12978
(1399) (307) (1675) (4.27) (162) (59.68) (038) (0,15) (0,08) (0,01) (0,01) (100,00)

« druhy Staphylococcus spp. produkujici plasmakoagulasu.



Piiloha 4 Poéty kmen a prevalence Staphylococcus spp. ve vysetienych vzorcich na SVU Olomouc u jednotlivych skupin zvifat v roce 2018.

Kocka Pes Skot Prase Kin Zvitata celkem
(5] (5] D D D (5]
Staphylococcus spp. = = = = = c
o= — o= — o= —_ o= —_ o= —_ o= —_
5% So % So 2F So %E S¢ B2 So B: ig
£ &8 28 &8 £E 8 £f £8 2E &8 2E &8
S. aureuss 4 8,89 2 1,02 12 2,64 0 0,00 3 1364 21 2,89
S. condimenti 0 0,00 1 0,51 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,14
S. epidermidis 0 0,00 0 0,00 5 1,10 0 0,00 0 0,00 5 0,69
S. felis« 6 1333 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 6 0,83
S. haemolyticus 0 0,00 0 0,00 8 1,76 0 0,00 0 0,00 8 1,10
S. chromogenes 0 0,00 1 0,51 7 1,54 0 0,00 1 4,55 9 1,24
S. intermediusx 0 0,00 6 3,05 0 0,00 0 0,00 0 0,00 6 0,83
S. kloosiix 0 0,00 2 1,02 0 0,00 0 0,00 0 0,00 2 0,28
S. pseudointermediusx 0 0,00 34 17,26 2 0,44 0 0,00 0 0,00 36 4,95
S. sciuri spp. sciuri 0 0,00 1 0,51 2 0,44 0 0,00 0 0,00 3 0,41
S schleiferi ssp
coagulans: 0 0,00 2 1,02 0 0,00 0 0,00 0 0,00 2 0,28
S. schleiferi spp. schleiferi 0 0,00 1 0,51 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,14
S. warneri 0 0,00 0 0,00 1 0,22 0 0,00 0 0,00 1 0,14
S. xylosus 0 0,00 0 0,00 1 0,22 0 0,00 0 0,00 1 0,14
Celkem kmeni/prevalence 10 2222 50 25,38 38 8,35 0 0,00 4 18,18 102 14,03
Pocet vys. vzorki 45 197 455 8 22 727

= druhy Staphylococcus spp. produkujici plasmakoagulasu.



Piiloha 5 Druhové zastoupeni Staphylococcus spp. v jednotlivych organech a organovych systémech
u domadcich zvifat v roce 2018.

; - E o
Organ = = S = =
)g = N~ E g é ‘; ‘C; E
= < = @ = S = e s E
Staphylococcus % 9 (,E % E 2 S %ﬂ _E i = E % %
Spp. -) ) N & = > N =) = - O Z OS5
2 4 3 12 21
S ELGIE 0 952) (1905) (1429) ° 714 ©° 0 0 0 0 (0
S. condimenti 0 0 ! 0 0 0 0 0 o o o I
: (100,00) (100)
S. epidermidis 0 0 0 0 0 5 0 0 o o o >
-ep (100,00) (100)
. 2 2 1 1 6
= ek 3333) © (3333) (1667) ° 0 1667) ° 0 0 0 o
S. haemolyticus 0 0 0 0 0 8 0 0 o o o 8
: (100,00) (100)
2 1 6 9
S. chromogenes 0 2222)  (11.11) 0 0 (66,67) 0 0 0 0 0 (100)
. . 3 1 1 1 6
S. intermediuss (50,00) 0 (16,67) 0 0 0 (1667)  (16,67) 0 0 0 (100)
S. Kloosiix 1 0 0 0 0 0 1 0 o o o 2
: (50,00) (50,00) (100)
3 13 2 17 2 0 2 . 0 o o o 36
pseudointermediusx  (36,11)  (5,56) (47,22) (5,56) (5,56) (100)
S. sciuri spp. sciuri 0 0 0 0 ! 2 0 0 o o o 3
: pp- (33,33)  (66,67) (100)
S. schleiferi ssp 1 1 2
coagulanss (50,00) 0 (50,00) 0 0 0 0 0 0 0 0 (100)
S. schleiferi spp. 1 1
schleiferi 0 0 100,00) ° 0 0 0 0 0 0 0
S. warneri 0 0 0 0 0 ! 0 0 o o o 1}
' (100,00) (100)
S. xylosus 0 0 0 0 0 ! 0 0 o o o 1}
: (100,00) (100)
20 6 28 6 1 37 3 1 102
Celkem (19,61) (5,88) (27.45) (588) (0,98)  (36,27) (2,94) (0,98) 0 0 0 (100)

% druhy Staphylococcus spp. produkujici plasmakoagulasu.



