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ABSTRAKT

Antibioticka rezistence je problémem dnesni doby, jelikoZ ohrozuje lidské zdravi. Bakterie
mohou antibiotickou rezistenci ziskat né¢kolika mechanismy, kter¢é mohou byt ptirozené
nebo zpusobené prostfedim. Tyto bakteric se také mohou vyskytovat v potravinach.
Pfenosem z potraviny se mohou dostat do lidského téla. Jedny z vyznamnych bakterii, které

se vyskytuji v potravinach, jsou bakterie rodu Staphylococcus.

Tato diplomova prace se zabyva vyskytem rezistentnich kmend bakterii rodu
Staphylococcus v potravinach, které jsou bézné dostupné v obchodni siti. Potraviny byly
zivoci$ného 1 rostlinného plivodu v syrovém stavu i tepelné opracované. Z téchto potravin
byly izolovany bakterie rodu Staphylococcus. Pievazna vétSina izolovanych
grampozitivnich bakterii se vyskytovala v potravinach zivocisného pivodu. Antibioticka
rezistence na vybrana antibiotika byla u izolovanych bakterii rodu Staphylococcus testovana
pomoci diskové difuzni metody. Rezistence byla zjiStovana na zakladé namétenych
inhibi¢nich zo6n, které byly porovnany dle tabulky breakpointd systému EUCAST. Byly
zjistény rezistentni kmeny. U ¢ty kmeni bakterii byla zjisténd nulova inhibice danym
antibiotikem. Tyto bakterie byly rezistentni. Mezi tato antibiotika patiil tobramycin,
amikacin a ampicilin. Antibiotikum s nejvétsim inhibi¢énim ucinkem byl ceftazidin.
K tomuto antibiotiku byla rezistentni pouze jedna bakterie S. vitulinus, ktera byla izolovana

z vepifového mletého masa.

Klic¢ova slova: antibioticka rezistence, antibiotika, Staphylococcus, diskovy difuzni test,

grampozitivni bakterie, potraviny



ABSTRACT

Antibiotic resistance is a problem of our time as it threatens human health. Bacteria can
acquire antibiotic resistance by several mechanisms, which may be natural or
environmentally induced. These bacteria can also be present in food. They can enter the
human body through transmission from food. Some of the important bacteria found in food

are bacteria of the genus Staphylococcus.

This diploma thesis is concerned with the occurrence of resistant strains of Staphylococcus
bacteria in foods that are commonly available commercially. The foodstuffs were of animal
and vegetable origin in raw state and cooked. Bacteria of the genus Staphylococcus were
isolated from these foods. The vast majority of the isolated Gram-positive bacteria were
present in foods of animal origin. Antibiotic resistance to the selected antibiotics was tested
for the isolated Staphylococcus bacteria using the disc diffusion method. Resistance was
determined on the basis of measured inhibition zones, which were compared according to
the EUCAST breakpoint table. Resistant strains were detected. Four bacterial strains were
found to have zero inhibition to the antibiotic. These bacteria were resistant. These
antibiotics included tobramycin, amikacin and ampicillin. The antibiotic with the greatest
inhibitory effect was ceftazidine. Only one bacterium, S. vitulinus, isolated from pork mince,

was resistant to this antibiotic.

Keywords: antibiotic resistance, antibiotics, Staphylococcus, disc diffusion test, gram-

positive bacteria, food
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UvVOD

Antibiotika jsou latky, které zamezuji rastu mikroorganismii, zejména bakterii. Antibiotika
se ziskavaji z mikroorganismt nebo hub (zejména plisni) nebo se syntetizuji. Mezi bézna
antibiotika patii peniciliny, streptomycin a tetracykliny. PouZzivaji se k 1¢¢bé riznych infekei,
ale maji tendenci oslabovat piirozené obranné mechanismy t¢la a mohou zptsobit alergie.
Naduzivani antibiotik miiZe vést k rozvoji rezistentnich kment mikroorganisma. Alexander

Fleming byl britsky mikrobiolog, ktery v roce 1928 objevil penicilin. [1]

Antibiotickd rezistence je schopnost mikroorganismu odoldvat pusobeni antibiotika.
Rezistence muze vyplyvat z fady mechanismd, véetné snizené permeability organismu pro
1€k, modifikace 1éku nebo receptoru a produkce modifikovaného proteinu, ktery neni
ovlivnén antibiotikem. Organismy se mohou stat odolnymi bud’ tim, Ze projdou spontannimi
mutacemi, nebo ziskaji geny rezistence z jinych odolnych organismi prostiednictvim

procesti konjugace a transdukce. Grampozitivni bakterie jsou vici antibiotikim citlivéjsi.
[1]

Stafylokokové otrava jidlem je intoxikace jednim nebo vice enterotoxiny produkovanymi
primarn¢ bakterii S. aureus z potravin. Kontaminace vznika v dusledku nespravné ptipravy
nebo skladovani. Vzhledem k tomu, ze S. aureus se vyskytuje predevsim na ktzi a sliznicich
lidi primarnim zdrojem kontaminace potraviny jsou pracovnici, kteti manipuluji

s potravinami. [3]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

11

I. TEORETICKA CAST
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1 ANTIBIOTIKA

1.1 Charakteristika antibiotik

Antibiotika jsou latky, které inhibuji rust mikroorganismt. Nejéastéj$imi producenty

antibiotik jsou bakterie a plisné. [1]

Antibiotika se vyuzivaji k 1é¢b¢ bakterialnich, ptipadné¢ houbovych infekei u lidi a zvitat.
Neékteré druhy se vyrabi synteticky. Nejrozsifenéjsi antibiotika jsou peniciliny, které se
vyuzivaji k 1é¢b¢ nejriznéjsich nemoci, avsak u nékterych jedincti mohou peniciliny vyvolat
alergickou reakci. [1], [4], [5]

1.2 Historie objevu antibiotik

Objev antibiotik byl zdsadnim krokem v 1é¢b¢ infekcnich chorob, zejména téch, které byly
zpusobeny bakteriemi. Dnes se ro¢né vyrobi asi 50 000 tun antibiotik. Asi tietinu z toho tvofi

peniciliny, zatimco tetracykliny tvofi pfiblizné ¢tvrtinu trhu. [6], [7], [8]

Prvnim z antibiotik, které naglo praktické vyuZiti jako terapeutikum, byl penicilin. Uspéch
penicilinu zah4jil rozsahly screeningovy proces po celém svété, ktery vyustil v izolaci
velkého poctu antibiotickych latek z riznych zdroji. Mnoho z téchto sloucenin bylo
produkovano mikroorganismy a ukazalo se, Ze jsou smrtelné pro jiné mikroorganismy.
Velka ¢ast téchto sloucenin byla také velmi toxickych pro ¢lovéka a nemohly byt pouzity

samostatné. [7]

Prvni znamka pouziti antibiotik neni pfesné¢ doloZena. Pti badani se naSla velkd davka
tetracyklinu ulozeného v kostech Nubijské mumie (350-550 n. 1.) ze starovékého Sudanu.
Nedavno byly vzorky kosti analyzovany hmotnostni spektrometrii. Vysledky ukazaly, Ze
tetracyklin ve vzorcich kosti nebyl disledkem kontaminace ze Zivotniho prosttedi, ale spise
z potravy sudanské nubijské populace. Potrava sudanské nubijské populace se skladala
ze zkvaSeného piva nebo kaSe, které obsahovalo velké mnozstvi tetracyklinu. Tato strava

jim poskytovala soucasné ochranu proti infekénim chorobam, aniZ by znali pojem bakterie.
[9]

Za dalsi antibiotikum se povazovalo stfibro. Stiibro bylo jednim ze sedmi kovl staroveku.
Ve starovékém Recku, Rimé a Makedonii bylo stfibro pouzivano k zabranéni infekci.

Hippokrates hlasal, Zze jemny prasek stiibra bude hojit rany. Herodotos popsal, jak persky
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kral s sebou nesl ptevarenou vodu ve stiibrnych nadobach, aby se zabranilo nemoci. Pouziti

stiibra na ptipravu Cisté pitné vody z fek a potokii bylo Siroce vyuzivano v 19. stoleti. [10]

Dr. J. Marion Sims v roce 1852 pouzil stiibrné draty jako stehy. Dr. Carl Siegmund Franz
patiil mezi prikopniky v pouzivani o¢nich kapek s dusicnanem stfibrnym. Prvni hlaSené
pouziti koloidniho stfibra pro antisepsi ran bylo pfipsano Carlu Benno Credému v roce 1891.
Poté se bézn¢ vyuzivala aplikace stfibrnych soli pro 1é¢bu infekci a popalenin. [10], [11]

V prvnich letech dvacatého stoleti desitky pacientli konzumovali koloidni stfibro az

24

do objevu u¢inngjsich a bezpeénéjsich organickych antimikrobialnich slouc¢enin. [10]

V roce 1928 bylo objeveno Alexandrem Flemingem prvni antibiotikum s ndzvem penicilin.
Od té doby bylo objeveno mnoho antibiotik. Avsak ¢asté pouzivani antibiotik v medicing

vede Kk vétsi rezistenci patogennich mikroorganismi, coz ma za nasledek vétsi zdravotni

riziko. [9], [10]

Naprosta vétsina dnes pouzivanych antibiotickych slou¢enin pochézi z pidy nebo hub. Poté,
co vznikla rezistence vuci puvodnimu antibiotiku, bylo ¢asto vyvinuto antibiotikum ,,nové
generace” manipulaci s chemickou strukturou plivodni slouceniny. Nasledujici generace
byly vyvijeny obdobnym zptisobem. Jakmile se vSak vyvinula rezistence na nejnovéjsi
generaci antibiotik v dané tfid¢ antibiotik, byla rezistence obvykle udélena také vSem nizSim
generacim antibiotik ve stejné tfidé. To mize ucinit celou tfidu antibiotik neucinnou proti

urcitym bakterialnim populacim nebo bakterialnim kmentim. [5]

1.3 Vyuziti antibiotik

Antibiotika mohou byt vyvinuta proti konkrétnimu mikroorganismu nebo Sirokému spektru
mikroorganismd v humanni nebo veterinarni mediciné. Bez ohledu na jejich aktivitu jsou
antibiotika ozna¢ovédna a uvadéna na trh pro konkrétni pouziti. To miZe byt pro konkrétni
onemocnéni souvisejici s jednou bakterii, vice bakteriemi, s komplexem onemocnéni nebo
néjaké jiné pouziti. Antibiotikum po pouziti nezni¢i jen patogenni bakterie, ale i ostatni

citlivé bakterie nachazejici se v organismu nebo prostiedi. [5]

1.4 Rozdéleni antibiotik

V zavislosti na zpusobu ucinku Ize antibiotika rozdé€lit na baktericidni a bakteriostaticka.

Baktericidni antibiotika se b&ézné zaméiuji na kliCové bunécné struktury a pochody
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v mikroorganismu, jako je biosyntéza buné¢né stény a DNA. Bakteriostaticka antibiotika se
bézné spojuji se syntézou proteind a inhibuji proliferaci bakteridlnich bunék.

vvvvvv

e Laktamova antibiotika
e Aminoglykosidy
e Chinolony
Mezi nejcastéjsi typy antibiotik s bakteriostatickym ucinkem fadime:
e Makrolidy
e Telithromycin
e Sulfonamidy
e Tetracykliny

Nejrozsitengjsi skupina antibiotik jsou antibiotika laktamova (vCetné penicilinti a

cefalosporint). [4], [12]

1.4.1 Laktamova antibiotika

Laktamova antibiotika se nej¢astéji pouzivaji v klinické 1é€be infekci. Laktamova antibiotika
zasahuji do biosyntézy peptidoglykanové vrstvy v bakteridlnich bunéénych sténdch tim, Ze
nevratné blokuji penicilin vézajici proteiny, vcetné karboxypeptidaz, endopeptidaz a
transpeptidaz. Proteiny vazajici penicilin jsou skupinou proteind, které usnadnuji zesiténi
nové syntetizovaného peptidoglykanu se stavajici strukturou bunécéné stény. Pii 1é€bé
laktamovymi antibiotiky se vytvoii slabd bunétnd sténa, kterd nasledné podléha bunécné
lyze. Do skupiny laktamovych antibiotik patii peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy a
monobaktamy. [12], [13]

1.4.2  Aminoglykosidy

Aminoglykosidy jsou dal§im typem baktericidniho antibiotika. Aminoglykosidy zahrnuji
ve struktufe aminocyklitolovy kruh s riznymi glykosidickymi vazbami a postrannimi
fetézci. Aminoglykosidy ovliviiuji bakterialni buiiky vytésiiovanim kationtii, jako jsou Mg?*
a Ca?* na vngjsi bakterialni membrang, ¢imZ narusuji permeabilitu membrany. Kromé toho
mohou byt aminoglykosidy také bakteriostatickym typem, protoZze narusuji rast

bakterialnich bunék vazbou na 30S podjednotku bakteridlniho ribozomu, ¢imz inhibuji
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syntézu proteini.  Vnimavé bakterie na toto antibiotikum jsou primarn¢ aerobni
gramnegativni bakterie, jako je Klebsiella spp. a Pseudomonas aeruginosa, zatimco vétsina
grampozitivnich bakterii neni vici této tfidé antibiotik citliva. Mezi zastupce této skupiny
patii gentamicin, kanamycin, neomycin a streptomycin. Tato skupina antibiotik se primarn¢

pouziva k 1é¢b¢ infekci na povrchu kiize a v dychacim systému. [12], [14]

1.4.3 Chinolony

Chinolony se fadi mezi chemoterapeutika. Chinolony inhibuji syntézu DNA v bakteridlnich
bunikach vazbou na DNA gyrazu a DNA topoizomerazu, které se obé podileji na replikaci,
transkripci a opravnych systémech DNA. Chinolony jsou G¢inné proti mnoha typim
gramnegativnich bakterii, v¢etné¢ Klebsiella spp., Escherichia coli, Salmonella spp. a
Shigella spp. Mezi chinolony patii antibiotika ciprofloxacin, gemifloxacin, moxifloxacin a
trovafloxacin. [12], [15]

1.4.4  Sulfonamidy

Sulfonamidy jsou kompetitivnimi inhibitory enzymu, ktery hraje kliCovou roli v syntéze
kyseliny listové. Nedostatek kyseliny listové nakonec vede k ukon¢eni syntézy nukleotidi a
pferuSeni bunééného mnozeni. Byly definovany ¢tyii skupiny sulfonamidl na zakladé jejich
zpusobl absorpce a vylucovani. Patii mezi né kratkodobé az stiednédobé pisobici
sulfonamidy, dlouhodobé pusobici sulfonamidy, sulfonamidy gastrointestinalniho traktu a
topicke sulfonamidy. Mezi béZné pouzivané sulfonamidy patii sulfamethoxazol, sulfadoxin,

sulfasalazin a sulfadiazin st¥ibrny. [12], [16]

1.45 Tetracykliny

Tetracykliny se 1isi od sulfonamidtl v tom, ze inhibuji rast bakterii naruSovanim syntézy
proteint. Tento typ antibiotik blokuje aminoacyl tRNA vazbou na 30S podjednotku
bakterialnich ribozomii. Tetracykliny mohou inhibovat Siroké spektrum bakterii, vcetné
vétSiny grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, aerobll a anaerobil. Tetracykliny jsou
rozdéleny do tii skupin podle jejich farmakokinetickych vlastnosti. Patii mezi n€ kratkodobé
pusobici tetracykliny (oxytetracyklin a tetracyklin), stfednédobé pisobici tetracykliny
(demeclocyklin) a dlouhodobé puisobici tetracykliny (doxycyklin a minocyklin). [12], [17]
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1.4.6 Makrolidy

Makrolidy neboli ketolidy jsou dalsim typem bakteriostatickych antibiotik a jsou schopné
vazat se na podjednotky ribozomu 50S, ¢imz inhibuji transpeptidaci a translokaci béhem
syntézy proteinti. Makrolidy maji pomérné Siroké antibakterialni spektrum, zejména proti
grampozitivnim bakteriim. Mezi zastupce makrolidi patii erythromycin, klarithromycin,

dirithromycin a telithromycin a ¢asto se pouzivaji k 16¢b¢ infekci dychacich cest. [12]
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2 MECHANIZMY A PRiCINY VZNIKU ANTIBIOTICKE
REZISTENCE

2.1 Charakteristika antibiotické rezistence

Antibioticka rezistence je odolnost daného mikroorganismu na dané antibiotikum.
Rezistence na antibiotika je nové vznikajicim problémem moderni mediciny: 70 % kment

bakterii je rezistentni na alespon jedno antibiotikum, takze 1é¢ba bé&znych bakterialnich

vvvvvv

Antibioticka rezistence je pfirozeny jev, ktery bakterie pouzivaji k zajisténi svého preziti
proti n¢kolika faktorim v ménicim se prostiedi. Rezistenci na antibiotika se zabyva Svétova

zdravotnicka organizace (WHO). Tento problém je povazovan za globalni. [9], [18]

Rezistenci miizeme rozd¢€lit na pfirozenou a ziskanou. Pfirozena neboli vrozend, je dana

strukturou a vlastnostmi bakterie. Ziskana rezistence se piijme z jiné bakterie. [19]

2.2 Vznik antibiotické rezistence

V bakteriich jsou obsazeny geny, které zptsobuji rezistenci vici antibiotikiim. Tyto geny se
Vv pfirod¢ vyskytuji ve velmi malé koncentraci. Vlivem antibiotik se vyselektuje populace,
které tyto geny rezistence obsahuje. K rezistenci napomaha Casté pouzivani antibiotik
v nizkych davkach. Diky tomu nedojde k likvidaci vSech bakterii a dochazi k preziti
rezistentnich kment. [21], [20]

Dikazem vniku rezistentnich kmend mikroorganismu, které se podileji na mikroklimatu ryb,
je vypousténi odpadnich vod se zbytky antibiotik. Motské prostiedi je rezervoarem
antibiotické rezistence, jelikoz byly bakterie rezistentni na antibiotika detekovany
v moiskych organismech, jako jsou ryby, sépie, chobotnice, dokonce i U motskych ptaki a
savcll. Moisti ptaci a savcei jsou dal$im kandlem pro prenos antibiotické rezistence z pobiezi
do suchozemi. Mezinarodni obchod s produkty moiskych organismii mize usnadnit
celosvétové Sifeni gend rezistence, jelikoz multirezistentni bakterie byly izolovany

z komerén¢ dostupnych zdroja. [18]
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2.3 Mechanismy a p¥ic¢iny vzniku antibiotické rezistence

Bakterie se mohou stat odolnymi vaéi specifickym typam antibiotik mnoha riznymi

zpusoby, které 1ze shrnout jako:
e vrozena rezistence,
e snizeni intracelularni koncentrace odpovidajicich antibiotik,
e inaktivaci odpovidajicich antibiotik,
e mutace ve vazebnych mistech odpovidajicich antibiotik,

e tvorba dalSich metabolickych drah, které kompenzuji ztratu kli¢ovych enzymii nebo

substratti (zpisobenou odpovidajicimi antibiotiky).

Bakterialni buniky s vrozenou rezistenci vic¢i ur€itému antibiotiku pfirozené postradaji
molekulu nebo drédhu, na kterou je 1é¢ivo zacileno, proto 1ék nemd zadny vliv na pteziti
mikrobt. Bakterie se také mohou stat rezistentnimi vii¢i antibiotikiim sniZzenim intracelularni
koncentrace antibiotika, cehoz 1ze dosahnout snizenim permeability membrany a zavedenim

efluxnich pump. [12], [21]

Gramnegativni bakterie maji obecné lepsi kontrolu nad importovanymi molekulami, protoze
jejich vnéj$i membrany maji mensi vylu¢ovaci limit velikosti nez peptidoglykanova vrstva
obklopujici  grampozitivni  bakterie. =~ Hydrofilni  rozpusténé latky  pronikaji

do gramnegativnich bakterii primarné prostfednictvim porind na vnéj$i membrang. [4], [12]

U grampozitivnich Staphylococcus epidermidis mutize glykopeptidova rezistence vyplyvat

z nadprodukce vazebnych mist pro glykopeptidy v peptidoglykanu bunééné stény. [12]

Odolnost na antibiotikum se vyviji jako genova sit’ v patogenu, ktery se §ifi spolu s pfenosem
infekce. Neékteré bakterie jsou kompetentni pro zaclenéni rezistentni DNA ze Zivych a
mrtvych bungk z jinych druht bakterii. Nej¢astéji bakterie pfijme rezistentni gen z prostiedi,

jako je travici trakt nebo biofilm na povrchu. [22]

Antibioticka rezistence miize vyplyvat z fady mechanismi, vCetné snizené propustnosti
organismu na lék, modifikace 1éku, nebo na zvySené produkci modifikovaného proteinu,
ktery nasledn€ neni ovlivnén antibiotikem. K antibiotické rezistenci mize dojit i v ptipade¢,

zZe je bakterie vystavena nizkym koncentracim antimikrobnich latek [4], [18]
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Dany mikroorganismus se nasledné miZze stat rezistentni tim, ze projde spontdnnimi
mutacemi, nebo ziskd geny, které nesou rezistenci, z jinych odolnych mikroorganismt

prostiednictvim procesu konjugace a transdukce. [4]

Nejbéznéjsim zpusobem vzniku rezistence je rozklad plazmidu za pomoci enzymu.
V plazmidech byvaji zakodovany geny nesouci rezistenci. Po rozpadu mohou byt tyto geny
konjugativné pfeneseny do genomu bunék stejného nebo rizného kmenu, druhu a rodu,

véetné potencialnich lidskych a zvitecich patogent. [23], [24], [25]

Jak jiz bylo zminéno, rezistence na antimikrobidlni latky mtze byt zptisobena genetickymi
a strukturdlnimi zmeénami nebo docasnou upravou metabolického aparatu. Antibioticka
resistence v disledku genetickych zmén se muze prenaset vertikalnim pirenosem

na potomstvo nebo horizontalnim pfenosem na jiné vnimavé bakterie. [12]

2.4 Antibioticka rezistence v potravinach

Pouzivani antibiotik v produkci potravin a zvifat vyvoldva mezi védci velkou debatu.
Bez ohledu na diskusi jsou antibiotika, ktera se pouzivaji nezbytna v humanni a veterinarni
medicing, vcetné potravindiské a zivociSné vyroby. V oboru lékatrskych a veterindrnich
profesich byly vytvofeny smérnice, které zduraznuji potfebu informovat pacienty

0 spravném pouzivani antibiotik. [5]

Vetejnost zvysila poptavku po zvifecim mase, kdy v krmivu nebyla pouzita antibiotika.
V zemich Evropské unie se antibiotika nesméji ptidavat do krmnych smési hospodaiskych

zvirat [5]

Antibiotika byla poprvé vyvinuta pro pouZiti v humanni medicing€. Souvisejici aplikace nebo
slouceniny byly vyvinuty pozdé&ji pro pouziti ve veterinarni medicin€. Jako ptiklad byl
V humanni mediciné poprvé pouzit tetracyklin. V soucasné dobé se ve veterinarni mediciné
nejcastéji pouzivaji oxytetracyklin a chlortetracyklin, v humanni mediciné doxycyklin a
minocyklin. Ceftriaxon, cefalosporin tieti generace, byl vyvinut pro pouziti v huméanni

medicing a veterinarni medicing. [5], [26]

Mikroorganismy piitomné ve fermentovanych potravinach mohou byt nositeli gend, které
jsou zodpoveédné za vznik antibiotické rezistence. Geny pro rezistenci k antibiotikiim mohou
byt z gastrointestindlniho traktu pfeneseny na jiné bakterie, vcetné patogent,
prostiednictvim potravniho fetézce. Ve skutecnosti mize plvodni mikroflora, kterd je

pfitomna ve fermentovanych potravinach, pfedstavovat riziko, protoze v kultivovatelnych



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

bakteriich mtize byt pfitomno mnoho genti, které nesou antibiotickou rezistenci, avSak

nejsou jednoduse zjistitelné. [9]

V zemich s nizkymi a stfednimi piijmy se pouzivaji antibiotika Castéji. Z tohoto divodu
muze byt v potravinach produkovanych v téchto zemich zjiSténa vysSi mira bakterii
nesoucich rezistenci k antibiotikiim. Do zna¢né miry neregulované pouzivani antibiotik
V zivoCisné vyrobé naznacuje, Ze mezinarodni obchod s chovnymi zvifaty, krmivy a
masnymi vyrobky s potravinovymi patogeny odolnymi vic¢i antibiotikiim, miize pfispét

k rychlému celosvétovému Sifeni té€chto bakterii. [27]
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3 ANTIBIOTICKA REZISTENCE VYBRANYCH
GRAMPOZITIVNICH KOKU IZOLOVANYCH Z POTRAVIN A
NAPOJU

V poslednim desetileti byla izolovéana a charakterizovana cela fada potravinovych patogent,
které nalezi k rezistentnim bakteriim, coz naznacuje, Ze potravni fetézec mize slouzit jako
cesta pro pienos antibioticky rezistentnich bakterii na lidi. Rezistence na antibiotika se
postupem cCasu vyskytuji cCastéji. Rezistentni kmeny se vyskytuji u bakterii roda
Staphylococcus, Enterococcus, Klebsiella, Bacteroides, Mycobacterium a Salmonella. [12],
[22]

3.1 Charakteristika bakterii rodu Staphylococcus

Bakterie rodu Staphlococcus jsou grampozitivni, nesporotvorné, fakultativné anaerobni,
nepohyblivé, koaguldaza pozitivni nebo negativni bakterie. MuZeme je najit v rizném
usporadani, at’ uz jednotlive, v parech nebo v tetradach. Mezi jejich nejcastéjsi uspoiadani
patii hrozen (odkud pochazi nazev stafylokok; staphyle, coz znamena hrozen a coccus, coz
znamena bobule.) Bakterie rodu Staphylococcus jsou pfitomny v potravinach, ve vodg¢,
na povrchu a na sliznicich u zvifat i lidi. Roste v rozmezi teplot 7-41°C s optimem p#i 35 °C.
Staphylococcus roste pii pH 7,0-7,5, av$ak nékteré kmeny mohou rist i pfi pH 4,5. Radi se
mezi halotolerantni bakterie. Je vysoce tolerantni vici solim a cukru a nizké koncentraci
vody. [28], [29], [30]

3.2 Onemocnéni zpusobena bakteriemi rodu Staphylococcus

Z hlediska onemocnéni jsou neékteré druhy bakterii rodu Staphylococcus, zejména S. aureus
nebezpecné, jelikoZz produkuji tepelné stabilni enterotoxiny. Tyto toxiny zplsobuji
gastroenteritidu u lidi (nevolnost, zvraceni, btisni kiece a prijem). Inkubacni doba tohoto
onemocnéni se pohybuje od 30 minut po 8 hodin. Néstup pfiznakd zavisi na odolnosti
jednotlivce k toxinu a na mnozstvi pozieného kontaminovaného jidla. Pacienti se obvykle
uzdravi do 2 dni, ale v zavaznych ptipadech mize tato nemoc trvat déle a pacient mize

vyzadovat hospitalizaci. Umrti na stafylokokovou otravu jidlem jsou vzacna. [29]

Staphylococcus aureus a S. epidermidis, jsou patogenni, respektive podminén¢ patogenni
bakterie. Pii proniknuti do feznych ran a odérek vytvari hnis v ran€ a u ¢lovéka vyvolavaji
horecku. Pyogenni bakterie tvofici hore¢ku a hnis jsou pfitomny na povrchu kize. Diky tomu

se miizou u Clovéka objevit viedy a kozni 1éze, které mohou vést az k toxickému Soku.
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Staphylococcus saprophyticus, je bakterie, ktera u ¢lovéka vyvolava onemocnéni mocovych
cest. [31]

3.3 Staphylococcus v potravinach

Stafylokokovéa otrava jidlem je intoxikace jednim nebo vice enterotoxiny produkovanymi
primarn¢ S. aureus z potravin kontaminovanych v duasledku nespravné ptipravy nebo
skladovani. Vzhledem k tomu, ze S. aureus se vyskytuje pfedevsim na kiizi a sliznicich
teplokrevnych Zzivocichti, neni divu, ze primarnim zdrojem kontaminace potravy jsou

pracovnici manipulujici s potravinami. [31]

Stafylokoky byly izolovany z fady odrad syrd a tvofi vyznamnou ¢ast povrchové flory

nékterych syru, kde pfispivaji k vyvoji chuti. [32]

Stafylokoky se vyskytuji u masa driibeze, skotu, ryb a jiného syrového masa. Podobné muize
byt Staphylococcus izolovan ze syrového mléka, kde mohou byt pocty nékdy zvysené
v disledku mastitidy. Obvykle neptedstavuje zadné problémy, jelikoz je usmrcen pasteraci
nebo sterilaci. Objevila se vSak ohniska nemoci zpiisobena mléénymi vyrobky, jako je
susené mléko, suSena syrovatka a cokoladové mléko. Doslo k rustu stafylokokt a produkci
enterotoxinil v syrovém mléce a enterotoxin, nikoli vSak organismus, nebyl inaktivovan

naslednou pasterizaci. [30]

Jidla formou bufetu jsou Casto mistem propuknuti epidemie, protoze jidlo je pfipraveno
néjaky Cas predem a pfili$ Casto skladovano pii okolni teploté nebo nedostateéné zchlazeno.
Dalsimi ohnisky mohou byt tvrdé syry, pudinky a pekaiské vyrobky plnéné smetanou.
V Japonsku jsou castym ohniskem ryzové kulicky, které se formuji ruc¢né, zatimco

v Mad’arsku je nejbéznéjsim ohniskem zmrzlina. [30]

3.4 Patogenni stafylokoky

Vyznam nékterych druht stafylokok jako lidskych patogent podnitil zna¢né studium téchto
bakterii, zejména bakterie Staphylococcus aureus (zlaty stafylokok). V dusledku toho je nyni
jasné, ze geneticka vyména hraje vyznamnou roli v evoluci stafylokokt a vzniku antibioticky
rezistentnich a patogennich variant. Naptiklad lysogenni stafylokokovy bakteriofag muze
pfedat svym hostitelim schopnost produkovat toxiny. Kromé toho jsou plazmidy
u stafylokokti spojovany se vznikem kmenil rezistentnich na antibiotika ve zdravotnickych

zatizenich. Zastupci tfidy plazmidi RCR objevenych stafylokokt, jsou schopné replikace
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v Siroké skale grampozitivnich bakterii, a proto byly vyvinuty jako néstroje pro genetickou

manipulaci u mnoha dalsich druht. [33]

Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) byl poprvé popsan v roce 1961 a od
té doby se stal dalezitou pfi¢inou primarnich infekci u lidi. Zpoc¢atku to byly primarné
nemocniéni infekce, ale v posledni dobé se vyskyt komunitnich infekci zvy$uje. Rada studii

uvadi vyskyt MRSA na zvifatech a potravinach. [5], [34]

3.5 Rezistence stafylokoki Kk antibiotikiim

Pro 1é¢bu infekci zpisobenych stafylokoky jsou dilezita B-laktamova antibiotika. Kromé
klinického vyznamu se u bakterii rodu Staphylococus vyskytuji urc¢ité kmeny, které nesou
geny kodujici rezistenci k antibiotikim. Mezi nejcastéji nachdzeny rezistentni kmen patii
methicilin rezistentni Staphylococcus aureus. Jeho mechanismus spociva v produkci
penicilin vazajiciho proteinu, ktery je produktem genu mecA. MRSA je rezistentni kromé

methicilinu i na oxacilin. [22]

Nekteré kmeny Staphylococcus sciuri obsahuji ve svém genomu taktéz rezistentni gen mecA,
avSak rezistentni jsou pouze kmeny s vyssi tirovni transkripce. Rezistence K tetracyklinovym
antibiotikiim je zpiisobena ptitomnosti genu tetK a tetL. Tyto geny kdéduji proteiny, které
maji za nasledek vylucovani tetracyklinovych antibiotik ven z bakterialni buniky. Rezistence
vici aminoglykosidiim je zplisobena piitomnosti gent aacA a phD, které koduji enzym
umoziujici rezistenci vicéi kanamycinu, gentamicinu a tobramycinu. Proti makrolidim byla

zajisténa rezistence specifickou metylazou kédovanou geny skupiny erm. [35], [36]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo:

e vypracovat resersi tykajici se mechanismu a pficin antibiotické rezistence a popsat
antibiotickou rezistenci vybranych grampozitivnich kokl izolovanych z potravin a
napoju,

e izolovat grampozitivni koky z potravin a napojui, které jsou bé&zné€ dostupné

V obchodni siti,

e identifikovat tyto mikroorganismy za pomoci selektivné diagnostickych pid a

nasledné za pomoci metody MALDI-TOF,
e vybrané koky rodu Staphylococcus podrobit testiim na antibiotickou rezistenci,
e rozpoznat rezistentni kmeny,

e vyhodnotit vysledky a formulovat zavéry této prace.
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5 MATERIAL

5.1 Potraviny

V této diplomové préci byly pouzity potraviny bézné dostupné v obchodni siti, ze kterych
byly izolovany grampozitivni bakterie rodu Staphylococcus. Potraviny byly Zivoé¢isného i

rostlinného piivodu v syrovém i tepeln¢ upraveném stavu.

Celkem bylo testovano vice nez 40 vzorkl potravin. Potraviny, ve kterych byly
identifikovany grampozitivni koky, byly: chlazeny pstruh, chlazené krevety, fermentované
mastné vyrobky (lovecky saldm, poli¢an), kufeci maso prsni chlazené, kufeci kiidla
chlazena, vepiové a hovézi maso mleté, plec z hovéziho masa, kombucha, balkansky syr,
hellman’s ¢esnekovy a BBQ dip, susené a lyofilizované mango, lyofilizované kiwi,

paprikové kofeni a plnéna Spicka.

5.2 Antibiotika

Diplomova prace byla zaméfena na skrining antibiotické rezistence bakterii rodu
Staphylococcus. Pro tento ucel byla pouzita nasledna antibiotika, ktera byly aplikovana

V podobé papirovych diski:

e Peniciliny — benzylpenicilin (P), ampicilin (AMP), amoxicilin (AMX) a penicilin

rezistentni vUci stafylokokové penicilinaze — methicilin (MET)
e Cefalosporiny 3. generace — cefotaxim (CX) a ceftazidin (CAZ)
e Karbapenemy — meropenem (MRP)
e Fluorochinolony — ciprofloxacin (CIP), kyselina nalidixova (NA) a ofloxacin (OF)
e Aminoglykosidy — amikacin (AK) a tobramycin (TOB)
e Makrolidové ATB — erytromycin (E)
e Tetracykliny — tetracyklin (TE)

e Sirokospektré ATB chloramfenikol (C)
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5.3 Chemikalie, roztoky, kultivacni pidy

5.3.1 Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok byl pouzit za ucelem nafedéni bakteridlni suspenze a pro rozmélnéni

vzorku potraviny.

Postup pfipravy:

Fyziologicky roztok byl piipraven rozpusténim daného mmnozstvi chloridu sodného

Vv destilované vodé¢ za ti¢elem piipravy 0,9% roztoku chloridu sodného.
5.3.2 Kultiva¢ni média

5.3.2.1 Plate count agar (PCA)

Toto kultiva¢ni médium bylo piipraveno dle pokynii vyrobee, které jsou uvedeny na obalu.
Tato kultivacni piida byla vyuzita pro zachyt dalSich bakterii.

5.3.2.2 Baird-Parker agar (BP)

Kultivaéni médium bylo pfipraveno dle pokyni vyrobce. Tato piida byla vyuzita jako
selektivné diagnosticka pro kultivaci grampozitivnich bakterii rodu Staphylococcus.

5.3.2.3 Mannitol salt agar

Toto kultivaéni médium bylo ptipraveno dle pokynti vyrobce uvedenych na obalu. Pida byla
vyuZita pro kultivaci grampozitivnich bakterii tolerantnich vii¢i soli, pfedev§im rodu
Staphylococcus.

5.3.2.4 Mueller Hinton agar

Toto kultivaéni médium bylo rovnéz pripraveno dle pokynii vyrobce. Tato piida byla pouzita
pro stanoveni rezistence izolovanych kmend na dana antibiotika.

5.3.3 Sterilace materialu

Fyziologicky roztok a kultivacni média byly sterilovany pfi teploté 125 °C po dobu 15 minut.

5.4 Pomiicky a vybaveni
Analytické vahy

Autoklav
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Biohazard box
Vortex
Densilametr
Mikropipety

Sterilni klicky, sterilni hokejky, sterilni jehly na aplikaci antibiotik, sterilni zkumavky,

sterilni Spicky na mikropipety a dalsi spotiebni laboratorni material
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6 METODIKA

6.1 Izolace grampozitivnich koki

Nejprve byla provedena homogenizace vzorku potraviny za pomoci fyziologického roztoku.
Nasledn¢ byl vzorek roziedén pomoci desitkového fedéni a 0,2ml vzorku byly sterilni
pipetou preneseny na kultivacni ptidu a rozetfen po povrchu kultivacni ptidy. Nasledovala

kultivace pfi teploté 30 °C po dobu 48 hodin.

Pro izolaci ¢isté kultury byl pouzit kiizovy roztér. K¥izovy roztér se pouziva pro zisk kolonii
jednoho druhu. Principem je postupné fedéni vzorku za pomoci sterilni klicky, aby ziistaly
uniformni (bakterie jednoho kmene). Pro spravné hodnoceni se sleduje velikost, barva, tvar,

okraje, povrch, konzistence kolonie. [37]

6.2 Identifikace grampozitivnich koki

Pro identifikaci mikroorganismu bylo pouZito né€kolik metod, jako je naockovani
mikroorganismu na selektivné diagnostickou ptdu, pouziti biochemické identifikacni fady

(Staphytest) a v neposledni fad¢ pouziti spektrofotometrické metody MALDI-TOF.

6.2.1 Selektivné-diagnostické piidy

Kultiva¢ni plidy zajiStuji vhodné zivotni podminky pro rist mikroorganismu. Daji se pouZit
pro urceni vlastnosti nckterych mikroorganismi. Selektivné diagnostické pldy slouzi
k izolaci daného druhu mikroorganismu, ktery chceme izolovat. Obsahuji inhibitory a
indikatory ristu konkrétniho druhu. [38] Pro stanoveni stafylokoki byly pouzity pidy Baird-

Parker agar a Mannitol salt agar.

6.2.2 Mikroskopicky preparat — Gramovo barveni

Pro rozliseni bakterii na grampozitivni a gramnegativni se pouziva Gramovo barveni.
Zkoumana kultura se nanese na podlozni sklicko. Néasledn€ jsou nanaSeny barvici roztoky
(krystalova violet’, Lugoliv roztok, alkohol, safranin). Toto déleni je zalozeno na rozdilné

struktufe bakterialni stény. [38]

Bakterialni sténa grampozitivnich bakterii je tvofena peptidoglykanem a oligosacharidy,
kterymi prochdzi kyselina teichoova. Béhem barveni se krystalova violet' dostava

do struktury bunék a spole¢né s Lugolovym roztokem tvoii modrou barvu. Alkohol neni
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schopny prostoupit bunéénou sténu a odbarvit komplex. Diky tomu se sténa zbarvi na tmaveé

fialovou. [39]

6.2.3 STAPHYTEST

STAPHYTEST se vyuziva k identifikaci bakterii rodu Staphylococcus. Jedna se o komer¢ni
systém, ktery obsahuje Sestnact jamek ve dvou fadcich. V kazdé jamce je obsazen jiny test.
Nejprve byla desti¢ka s testy vyjmuta z aluminiového obalu. Poté byla sejmuta ochranna
folie, ktera kryje jamky s pfisluSnymi testy. Kulturu byla zhomogenizovana a nasledné
v objemu 0,1ml oc¢kovana do kazdé jamky. Pfi inokulaci je potieba dbat na to, aby nedoslo
ke kontaminaci mezi jednotlivymi jamkami a destickami. Do jamek H, G a F byly pfidany
2 kapky sterilniho parafinového oleje. Do homogenizované smési o denzité¢ 2. stupné
McFarlanda byl vlozen prouzek VP testu. Kultivace probihala po dobu 24 hodin pii teploté
37 °C. Po odecteni vysledkt bylo vyhodnoceni provedeno za pomoci pocitatového software.

[39]

6.24 MALDI-TOF

Identifikace mikroorganismi pomoci metody MALDI-TOF je velmi rychla. Jedna se
0 spektrofotometrickou metodu, kterd vyuziva proteiny pfitomné v butice. Vzorek se nanese
na ocelové spoty, poté je piekryt kyselou organickou matrici a nasledné ozaren laserem.
Dojde k lyze bun€k a tim k uvolnéni intracelularnich proteind. Tyto proteiny jsou poté
porovnany s ostatnimi referen¢nimi vzorky a podle porovnani s knihovnou spekter je urcen
dany mikroorganismus. [40] MALDI-TOF analyza byla provedena ve spolupraci s Ing.

Marikou Lhotskou v laboratofi mikrobiologie ve VaSe laboratofe s.r.o.

6.3 Diskovy difuzni test

Diskovy difuzni test je metoda stanovujici citlivost daného bakterialniho kmene na dané
antibiotikum. Vysledkem je zjisténi, jestli je dany kmen citlivy nebo rezistentni na dané
antibiotikum podle velikosti inhibi¢ni zony. Pokud byla inhibi¢ni zéna mensi, nez je
stanovena hranice, znamena to, Ze antibiotikum nebylo G¢inné (kmen byl rezistentni). Pokud
byla vétsi, dany kmen byl citlivy na dané antibiotikum. V této praci jsme se zaméfili
na bakterie rodu Staphylococcus. Pracovni postup byl v souladu s metodikou EUCAST
(Evropsky vybor pro testovani antimikrobialni citlivosti; European Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing). [41]
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Sterilni klickou byla v bujonu resuspendovana kolonie bakterii. Vzniklad suspenze byla
zméfena za pomoci piistroje densilametr tak, aby vysledny zakal odpovidal 1° McFarland.
Nasledné bylo 0,2ml suspenze pfeneseno na Mueller-Hintontuiv agar a hokejkou rozetfeno
rovnomeérné po povrchu. Sterilni jehlou byla nakladena antibiotika. Poté se vzorek nechal
inkubovat pii teploté 30 °C po dobu 48 hodin. Po inkubaci byla zméfena velikost inhibi¢ni
z6ny. Vysledky byly vyhodnoceny dle tabulek uvadéjicich inhibi¢ni zény pro jednotliva
antibiotika v metodice EUCAST.
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7 VYSLEDKY

7.1 ldentifikace mikroorganismu
Celkem bylo izolovano 57 kmenti grampozitivnich bakterii (tabulka 1), z toho:
e 37 kment Staphylococcus spp.:

o Koagulaza negativni: S. pasteuri, S. sciuri, S. carnosus, S. xylosus, S.

epidermis, S. vitulinus, S. warneri — celkem 35 kment
o Koagulaza pozitivni: S. aureus — celkem 2 kmeny
e 3 kmeny rodu Enterococcus
22 kment ostatnich grampozitivnich bakterii:

Rothia kristinae, Macrococcus caseolyticus, Lactococcus garvieae, Carnobacterium
maltaromaticum, Carnobacterium divergens, Corynebacterium xerosis, Corynebacterium

testudinoris

Tabulka 1: Izolované mikroorganismy

Zdroj (Potravina) Izolat | Identifikace podle MALDI-TOF
R1 Staphylococcus pasteuri
rn rium divergen
Pstruh chlazeny R2 Carnobacterium divergens

R2 | Carnobacterium maltaromaticum

R4 | Carnobacterium maltaromaticum

M1 Staphylococcus sciuri
M2 Lactococcus garvieae
M3 Enterococcus faecalis

Krevety chl S i inori
cvety chlazene M4 | Corynebacterium testudinoris

M5 Corynebacterium testudinoris

M6 Enterococcus faecalis
F1 Staphylococcus carnosus
F2 Staphylococcus xylosus
Fermentovany masny vyrobek - lovecky salam F3 Staphylococcus xylosus
F4 Staphylococcus carnosus
F5 Staphylococcus xylosus

F6 Staphylococcus xylosus
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Tabulka 2: Izolované mikroorganismy - pokracovani

Zdroj (Potravina) Izolat | Identifikace podle MALDI-TOF
P1 Staphylococcus carnosus
P2 Staphylococcus carnosus
Fermentovany masny vyrobek - poli¢an P3 Staphylococeus Vltullr_1us
P4 Macrococcus caseolyticus
P5 Macrococcus caseolyticus
P6 Macrococcus caseolyticus
D1 Staphylococcus sciuri
Kufeci maso prsni chlazené D2 Corynenacterium testudinoris
D3 Corynenacterium testudinoris
R1 Staphylococcus pasteuri
R2 Staphylococcus pasteuri
R3 Staphylococcus epidemis
Kufeci kiidla chlazena 1:{4 Staphylococeus paSteur?
RS Staphylococcus pasteuri
R6 Staphylococcus pasteuri
R7 Staphylococcus pasteuri
RS Staphylococcus pasteuri
V1 Staphylococcus vitulinus
V2 Staphylococcus aureus
Vepiové maso mleté V3 Staphylococcus sciuri
V4 Corynebacterium testudinoris
V5 Carnobacterium divergens
Hovézi maso mleté H1 Corynebacterium xerosis
Hovézi maso - plec El Enterococcus faecalis
K1 Staphylococcus warneri
Kombucha K2 Staphylococcus warneri
K3 | Carnobacterium maltaromaticum
Bl Staphylococcus xylosus
Balkansky syr B2 Staphylococcus carnosus
B3 Staphylococcus carnosus
Cesnekovy dip hellmanss Gl Staphylococeus W_arner!
G2 Staphylococcus epidermis
BBQ dip hellmans S1 Staphqucoccus warneri_
S2 | Carnobacterium maltaromaticum
Al Rothia kristinae

Mango susené

A2

Rothia kristinae
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Tabulka 3: 1zolované mikroorganismy - pokracovani

Zdroj (Potravina) Izolat | Identifikace podle MALDI-TOF
Staphyl [
Mango lyofilizované Cl aphylococcus warneri
C2 Staphylococcus xylosus
Kiwi lyofilizované W1 Staphylococcus Warner!
W2 Staphylococcus warneri
Paprikové koieni Chi Staphylococcus carnosus
PInéna $picka S1 Staphylococcus aureus

7.2 VIiv penicilinovych antibiotik na testované bakterie

Bakterie rodu Staphylococcus izolované z potravin byly testovany na citlivost k nasledujicim

penicilinovym antibiotikim: benzylpenicilin, ampicilin, amoxicilin a methicilin. Pro

bakterie rodu Staphylococcus byla diskova difuze spolehlivéjsi nez stanoveni minimalni

inhibi¢ni koncentrace (MIC). VétSina S. aureus patii mezi producenty penicilinazy a néktefi

jsou rezistentni na methicilin. Oba mechanismy je ¢ini odolnymi vic¢i benzylpenicilinu,

fenoxymethylpenicilinu, ampicilinu, amoxicilinu, piperacilinu a tikarcilinu. [42]

7.2.1 Benzylpenicilin

Pti pouziti benzylpenicilin neboli penicilinu G byla zjisténa rezistence U kmena bakterii,

které mély inhibi¢ni zénu > 26mm. Pokud byla inhibi¢ni zéna < 26mm, je mozné

konstatovat, Ze izolaty bakterii byly vii¢i tomuto antibiotiku citlivé.

Vuci benzylpenicilinu byly rezistentni nasledujici kmeny (Obrazek 1):

e S.warneri Glizolovany z ¢esnekového dipu

dva kmeny S. warneri K1, K2 izolované z kombuchy
S. pasteuri R1, ktery byl izolovan z chlazeného pstruha
pét kment S. pasteuri R1, R2, R4, RS, R8 izolovanych z kufecich kiidel

S. aureus a S. vitulinus V1, V2, které byly izolovany z mletého veprového masa

e S.carnosus Chl, ktery byl izolovan z mleté papriky.

Nejvetsi inhibiéni uéinek byl pozorovan u kmene S. warneri K2 (41mm), ktery byl izolovan

z kombuchy a S. pasteuri R1(41mm), ktery byl izolovany z kufecich kiidel.
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Na toto antibiotikum neméla rezistenci bakterie S. aureus S1, ktera byla izolovana z plnéné
$picky. Nejmensi inhibi¢ni zona byla pozorovana u kmene S. xylosus F5 (9mm), ktery byl

izolovan z loveckého salamu.
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Obrazek 1: Vliv benzylpenicilinu na testované bakterie rodu Staphylococcus
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7.2.2  Ampicilin

Pfi pouziti ampicilinu byla zjisténa rezistence u kmenu bakterii rodu Staphylococcus, které
mély inhibi¢ni zonu > 18mm. Pokud byla inhibi¢ni zona < 18mm, mizeme testované kmeny

bakterii povazovat za citlivé k tomuto antibiotiku.
Vuci ampicilinu byly rezistentni vSechny testované bakterie (Obrazek 2). Nejvétsi inhibi¢ni
G¢inek byl zaznamenan u bakterie S. pasteuri R1 (50mm) izolované z kufecich k¥idel.

Nejmensi inhibiéni zéna byla zaznamenana u kmene S. aureus S1 (20mm) izolovaného

ze Spicky.
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Obrazek 2: Vliv ampicilinu na testované bakterie rodu Staphylococcus



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

7.2.3 Amoxicilin

U antibiotika amoxicilinu byla zvolena stejna zona inhibice jako u benzylpenicilinu (26mm).
Avsak vétSina koagulaza negativnich stafylokokti tvofi penicildzu a nékteré jsou rezistentni
na methicilin. Oba mechanismy je ¢ini odolnymi vici benzylpenicilinu,

fenoxymethylpenicilinu, ampicilinu, amoxicilinu, piperacilinu a tikarcilinu. [13]

Vétsina testovanych bakterii vykazovala rezistentni ucinky na amoxicilin. Bakterie, které

nevykazovaly rezistenci, byly (Obrazek 3):
e S.carnosus F1, ktery byl izolovany z loveckého salamu
e S. epidermis G2 izolovany z ¢esnekového dipu
e S. epidermis R3 z kufecich kiidel
e S.aureus S1, ktery byl izolovéan z plnéné $picky

Nejvétsi inhibiéni zéna byla naméfena u dvou kment S. pasteuri R1, R4 (50mm),
izolovanych z kufecich kiidel a nejmensi inhibi¢ni zéna byla naméfena u S. aureus S1

(21mm), ktery byl izolovany z plnéné Spicky.
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Obrazek 3: Vliv amoxicilinu na testované bakterie rodu Staphylococcus
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7.2.4 Methicilin

Vétsina koagulaza-negativnich stafylokoki byla producenty penicilindzy a nékteré byly
rezistentni na methicilin. Zadna v sougasnosti dostupna metoda nemiize spolehlivé detekovat
produkci penicilinazy u vSech druhi stafylokoki, ale pomoci cefoxitinu Ize detekovat

rezistenci na methicilin.
Vétsina bakterii vykazovala inhibi¢ni zonu, ktera métila £30mm (Obrazek 4).

Nejmensi inhibi¢ni zoéna (12mm), byla naméfena u bakterie S. xylosus B1, kterd byla
izolovana z kombuchy. Bakterie S. pasteuri R1 izolovana ze pstruha nesla nejvétsi rezistenci,

inhibi¢ni zéna byla o priméru 41mm.
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Obrazek 4: Vliv methicilinu na testované bakterie rodu Staphylococcus
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7.3 Vliv cefalosporinii na testované bakterie

Testovana antibiotika ceftazidin a cefotaxim jsou zafazena do skupiny cefalosporini
3. generace.

7.3.1 Cefotaxim

Pti pouziti cefalosporinu 3. generace cefotaximu byla zjiSténa rezistence u testovanych
kmeni bakterii rodu Staphylococcus, které mély inhibi¢ni zonu > 25mm. Pokud byla zjisténa

inhibi¢ni zéna < 25mm, byly testované stafylokoky k tomuto kmenu citlivé.

Vétsina testovanych bakterii méla velikost inhibi¢ni zoény +25mm. (Obrazek 5) Mezi

bakterie, které byly citlivé viuci cefotaximu patfily:
e S.carnosus F1 izolovany z loveckého salamu
e dva kmeny S. carnosus B2, B3, které byly izolovany z balkanského syru
e S.warneri C1 izolovany z lyofilizovaného manga
e S.aureus V2, ktery byl izolovén z veptového masa mletého

Nejvétsi inhibi¢ni zéna (63mm) byla zaznamenana u kmene S. pasteuri RS, ktery byl
izolovan z kuiecich kiidel. Naopak nejmensi inhibi¢ni zoéna (17mm) byla naméfena

u bakterie S. warneri C1 izolované z lyofilizovaného manga.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

Inhibi¢ni zéna (mm)

60

50

40

30

20

1

o

Obrazek 5: Vliv cefotaximu na testované bakterie rodu Staphylococcus
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7.3.2 Ceftazidin

Po pouziti ceftazidinu, ktery je rovnéz fazen do skupiny cefalosporinti 3. generace, byla
zjiSténa rezistenci u bakterii, jejichZ inhibi¢ni zéna byla > 25mm. Pfi velikosti zony <25mm,
nebyla u testovanych bakterii pozorovana rezistence na toto antibiotikum.

Rezistence na toto antibiotikum bylo zaznamenano pouze u bakterie S. vitulinus V1, ktera

byla izolovana z vepiového mletého masa. (Obrazek 6)

Na toto antibiotikum byla nejvice citliva bakterie S. aureus S1, ktera byla izolovéana z plnéné

Spicky.
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Obrazek 6: Vliv ceftazidinu na testované bakterie rodu Staphylococcus
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7.4 VIliv karbapenemii na testované bakterie

Z karbapenemi bylo pouzito antibiotikum meropenem.

Pfi pouziti meropenemu byla zjisténa rezistence u testovanych bakterii rodu Staphylococcus
s inhibi¢ni z6nou > 25mm. V piipad€, Zze byla inhibi¢ni zéna < 25mm, byly testované
bakterie viici meropenemu citlivé.

Bakterie, které byly na toto antibiotikum rezistentni, tvofily vétSinu (Obrazek 7). Mezi

izolaty stafylokokti, které nebyly rezistentni k meropenemu, pattily:
e S. pasteuri R1 izolovany ze pstruha
e S.warneri W1, ktery byl izolovany lyofilizovaného kiwi

Bakterie S. warneri C1 izolovana z lyofilizovaného manga nesla nejvétsi rezistenci, inhibi¢ni
z6na byla o priméru 56mm. Nejmensi inhibi¢ni zona byla naméfena u bakterie S. warneri

W1 izolované z lyofilizovaného kiwi.
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Obrazek 7: Vliv meropenemu na testované bakterie rodu Staphylococcus



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

7.5 Vliv chinolonii na testované bakterie
Z chinolonil byla pouzita antibiotika ciprofloxacin, ofloxacin a kyselina nalidixova.
7.5.1 Ciprofloxacin

Po pouziti ciprofloxacinu byla zjisténa rezistence u bakterii, jejichz inhibi¢ni zona byla
> 21mm. V piipad¢, kdy byla inhibi¢ni zéna < 2Imm, dany mikroorganismus nemél

rezistenci vuci ciprofloxacinu. VétSina bakterii vykazovala rezistenci vii¢i ciprofloxacinu.

Bakterie, které inhibovalo toto antibiotikum, to znamena, ze byly citlivé viaci nému, byly

nasledujici: (Obrazek 8)

e S. xylosus F6 izolovany z loveckého salamu

S. warneri K1, ktery byl izolovan z kombuchy

S. pasteuri R1 z chlazeného pstruha

S. carnosus P1, ktery byl izolovan z fermentovaného mastného vyrobku typu poli¢an

S. aureus S1 z pInéné $picky

Nejvetsi inhibi¢ni zona (40mm) byla zjisténa u bakterie S. warneri C1, ktera byla izolovana
z lyofilizovaného manga. Bakterie S. xylosus F6 izolovana z fermentovaného masného

vyrobku typu lovecky salam nesla nejvétsi rezistenci, inhibi¢ni zéna byla o priméru 14mm.
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Obrazek 8: Vliv ciprofloxacinu na testované bakterie rodu Staphylococcus



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

7.5.2 Kyselina nalidixova

U kyseliny nalidixové byla zvolena stejna zéna inhibice jako u ciprofloxacinu. Pfi pouziti
kyseliny nalidixové byla zjiSténa rezistence u testovanych kment bakterii rodu
Staphylococcus, které mély inhibi¢ni zoénu > 21mm. Pokud byla zjisténa inhibi¢ni zéna
< 21mm, byly testované stafylokoky k tomuto antibiotiku citlivé.
Z obrazku 9 je patrné, ze k tomuto antibiotiku bylo rezistentnich pouze 5 kment. Mezi
izolaty, které byly rezistentni viici kyselin€ nalidixové, patiily:

e S.warneri K2 izolovany z kombuchy

e S.warneri C1 izolovany z lyofilizovaného manga

e tfi kmeny S. pasteuri R1, R2, R4, které byly izolovany z kufecich kiidel

Nejvetsi inhibiéni zoéna byla naméfena u kmene S. warneri K2 (25mm), izolovaného
z kombuchy a nejmensi inhibi¢ni zona byla zjisténa u S. xylosus F6 (4mm), ktery byl

izolovan z loveckého salamu.
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Obrazek 9: Vliv kyseliny nalidixové na testované bakterie rodu Staphylococcus
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7.5.4 Ofloxacin

Po aplikaci ofloxacinu byla zjisténa rezistence u bakterii S. aureus, jejichz inhibi¢ni zéna
byla > 20mm. V piipadé, kdy byla inhibi¢ni zéna, u bakterie S. aureus < 20mm, dany
mikroorganismus nem¢l rezistenci vi¢i ofloxacinu. Koagulaza negativni stafylokoky jsou

vici tomuto antibiotiku rezistentni v piipadé, ze inhibi¢ni zona je > 24mm.

Vétsina bakterii vykazovala rezistenci viéi ofloxacinu. (Obrazek 10) Bakterie, které

inhibovalo toto antibiotikum, to znamena, Ze byly citlivé vii¢i nému, byly nasledujici:

S. xylosus F6 izolovany z loveckého salamu

S. warneri K2, ktery byl izolovan z kombuchy

S. pasteuri R1 z chlazeného pstruha

S. carnosus P1, ktery byl izolovén z fermentovaného masného vyrobku typu poli¢an

S. vitulinus V1 z vepfového masa mletého

Nejvétsi inhibiéni zona (40mm) byla zjisténa u 3 kment, S. warneri C1, ktery byl izolovan
z lyofilizovaného manga a u dvou kmenti S. pasteuri R7, R8 izolovanych z kuteciho kiidla.
Bakterie S. warneri K2 izolovana z kombuchy byla vii¢i ofloxacinu nejvice citliva, inhibiéni

zo6na byla o priméru 13mm.
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Obrazek 10: Vliv ofloxacinu na testované bakterie rodu Staphylococcus
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7.6 Vliv aminoglykosida na testované bakterie

Z aminoglykosidovych antibiotik byly pouzity amikacin a tobramycin.

7.6.1 Amikacin

Rezistence na amikacin u testovanych kmena bakterii rodu Staphylococcus byla prokazana
Vv piipadg, ze velikost inhibi¢ni zoény byla > 15mm. Pokud zéna méla velikost < 15mm,

u daného kmenu nebyla prokazana rezistence na amikacin.

U amikacinu byly v§echny kmeny rezistentni (Obrazek 11). Nejvétsi mira rezistence (44mm)
byla zaznamenana u S. warneri C1 izolovaného z lyofilizovaného manga. Nejmensi
inhibi¢ni zona (16mm) byla u bakterie S. pasteuri R1, ktera byla izolovana z chlazeného

pstruha.
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Obrazek 11: Vliv amikacinu na testované bakterie rodu Staphylococcus
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7.6.2 Tobramycin

Mezi aminoglykosidova antibiotika je fazen také tobramycin. Rezistence u testovanych
bakterii rodu Staphylococcus byla prokazana v piipadé, ze velikost inhibi¢ni zony byla
> 18mm. Pokud zéna méla velikost < 18mm, u daného kmene nebyla prokazana rezistence

na dané ATB.

Rezistence na antibiotikum tobramycin byla zjisténa u vSech testovanych kment
stafylokoktl. (Obrazek 12) Nejvétsi mira rezistence byla zaznamenana u S. pasteuri R5

izolovaného z kuteciho kiidla, u kterého byla zjisténa inhibi¢ni z6na o velikosti 38 mm.
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Obrazek 12: Vliv tobramycinu na testované bakterie rodu Staphylococcus
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7.7 Vliv makrolidi na testované bakterie
Ze skupiny makrolidii bylo pouzito antibiotikum erytromycin.

Po pouziti erytromycinu byla zjisténa rezistence u bakterii, jejiz inhibi¢ni zéna byla > 18mm.
V piipadé¢, kdy byla zjisténa inhibi¢ni zéna < 18mm, dany mikroorganismus nem¢l rezistenci
vuci erytromycinu.

Z obrazku 13 je patrné, Ze testované kmeny bakterii, které vykazovaly rezistentni ucinek

na erytromycin, byly:

e S.warneri G1, ktery byl izolovan z ¢esnekového dipu

dva kmeny S. warneri K1, K2 izolované z kombuchy

S. warneri W2 izolované z lyofilizovaného kiwi

S. sciuri D1, ktery byl izolovan z kufeciho prsa

S. epidermidis R3 izolovaného z kufeciho kiidla

Nejvétsi mira rezistence (27mm) byla pozorovana u kmenu S. warneri G1, ktery byl izolovan
z ¢esnekového dipu a S. sciuri D1, ktery byl izolovan z kufeciho prsa. Nejmensi zona

inhibice byla u bakterie S. warneri W1, ktera byla izolovana z lyofilizovaného kiwi.
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Obrazek 13: Vliv erytromycinu na testované bakterie rodu Staphylococcus
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7.8 Vliv tetracyklinu na testované bakterie

Tetracyklin vykazoval rezistentni U¢inek v piipadé, Ze inhibi¢ni zéna byla > 22mm.
V piipadé, kdy byla inhibi¢ni zéna < 22mm, dany mikroorganismus nevykazoval rezistenci

vuci tetracyklinu.

Vétsina testovanych kment bakterii rodu Staphylococcus vykazovala rezistentni ucinek vuci

tetracyklinu. (Obrazek 14) Mezi bakterie, které tento u¢inek nevykazovaly, patfily:
e dva kmeny S. carnosus F1, F4 izolované z loveckého salamu
e dvakmeny S. warneri W1, W2 izolované z lyofilizovaného Kiwi

Nejvétsi inhibiéni zéna (50mm) byla zjisténa u kmene S. pasteuri R2, ktery byl izolovan
Z chlazeného kuteciho kiidla. Naopak nejmensi inhibi¢ni zona (15mm) byla u kmene S.

warneri W2 izolovaného z lyofilizovaného kiwi.
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Obrazek 14: Vliv tetracyklinu na testované bakterie rodu Staphylococcus
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7.9 Vliv chloramfenikolu na testované bakterie

Testované bakterie byly viac¢i chloramfenikolu rezistentni v piipadé, Ze se kolem
antibiotického disku vytvofila inhibi¢ni zéna 0 velikosti > 18mm. V piipadé, kdy byla
inhibi¢ni zéna < 18mm, testovana bakterie rodu Staphylococcus nevykazovala rezistenci

vuci chloramfenikolu.

VétsSina testovanych kmenu bakterii rodu Staphylococcus vykazovala rezistenci na
chloramfenikol. Jediny kmen, ktery nevykazoval rezistentni u¢inek, byl S. sciuri, ktery byl

izolovan z krevety. (Obrazek 15)

Nejvetsi mira rezistence byla zaznamenana u kmene S. warneri C1, ktery byl izolovan

Z lyofilizovaného manga.
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Obrazek 15: Vliv chloramfenikolu na testované bakterie rodu Staphylococcus
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8 DISKUZE

V roce 1928, Alexander Fleming popsal antibakterialni ucinek plisné rodu Penicillium

na kmen Staphylococcus aureus, a tim zahajil pouzivani antibiotik k 1é¢b¢é onemocnéni.[9]

Antibioticka rezistence je v dnesni dob¢ velikym problémem a je pfedmétem velkého pocétu
studii. Antibioticka rezistence mize byt pfirozend nebo ziskana. [12] Hlavni ptic¢inou vzniku
bakterialni rezistence je selek¢ni tlak antibiotik. Nadmérna spotieba antibiotik ma negativni
vliv na vyvoj rezistence bakterii, ale souc¢asn¢ vede ke vzniku dalSich bakteridlnich druht

odolnych vici pouzivanym antibiotiktim. [43], [44], [45]

V soucasné dobé patii grampozitivni bakterie mezi vyznamné puvodce infekci.
K nejvyznamngj$im ptivodctim patii kmeny koagulaza-pozitivniho Staphylococcus aureus.
V dnesni dob¢ je také kladen veliky diraz na narist koagulaza-negativnich stafylokok.

[46], [47]

Koagulaza-negativni stafylokoky jsou soucasti ptirozené mikroflory ¢loveéka. Vyskytuji se
pfevazné na kizi. Tak jako néalez koaguldza-negativnich stafylokoki, tak i nalez druhu
Staphylococcus aureus neznamena, ze musi byt patogenni, nebot’ miize pomérné Casto
kolonizovat nosni sliznici a kiizi zdravého ¢loveka. Pri jejich izolaci z jinych lokalit je nutné

odlisit pouhou kolonizaci nebo kontaminaci bez klinického vyznamu. [48]

Ptipady bakteridlni rezistence byly do nedavna sousttfedény spise do zdravotnickych instituci
s negativnim dopadem u nozokomidlnich nékaz. Tyto infekce lze definovat jako nakazy
exogenniho 1 endogenniho pivodu vznikajici pfi pobytu osob ve zdravotnickém zafizeni.
V soucasnosti dochdzi k Siteni bakteridlnich kmeni s nebezpe¢nym rozsahem rezistence viici

antibiotiktim i mezi ptivodci komunitnich infekei. [49], [50]

Vankomycin je nejcastéji uzivanym antibiotikem k 16¢b¢ infekci vyvolanych rezistentnimi
grampozitivnimi bakteriemi. AvSak jeho pouZiti nese urc€ita rizika. Jeho hlavni nevyhodou
je znacna toxicita, potfeba neustalého monitorovani, nutnost intraven6zniho podavani a

hrozbu narustajici rezistence. Proto v dnesni dobé jeho pouzivani ustava. [51]

Nejcast¢jSimi bakteridlnimi plivodci nemoci krevniho fecisté¢ jsou koaguldza-negativni
stafylokoky (36 %), enterokoky (16 %) a kmeny Staphylococcus aureus (13 %). Ve fakultni
nemocnici Olomouc je onemocnéni podminéno zavedenymi uméelymi materialy, predevsim

katétry, stenty, srdecnimi chlopnémi, kloubnimi nadhradami. [52]
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Diplomova prace byla zaméfena na izolaci grampozitivnich kokt z potravin, které jsou
bézné dostupné v obchodnich fetézcich. Pii mikrobiologickém rozboru byl kladen diraz
na izolaci bakterii rodu Staphylococcus. Kazda bakterie byla podrobena diskovym difaznim
testim. Byla pouzita fada antibiotik nalezicich do ruznych skupin — peniciliny,
cefalosporiny, karbapenemy, fluorochinolony, aminoglykosidy, makrolidova antibiotika,

tetracykliny a Sirokospektré antibiotikum chloramfenikol.

Z potravin bylo celkem izolovano 57 kmenti grampozitivnich bakterii, z toho 37 kment
patfilo rodu Staphylococcus., 3 kmeny rodu Enterococcus, 22 kmenu patfilo ostatnim
grampozitivnim koklim. Potraviny byly jak Zivoc¢isného, tak rostlinného ptivodu. Nékteré

byly v syrovém stavu, jiné po tepelném opracovani.

Z chlazenych kufecich k¥idel bylo izolovano osm kment bakterii rodu Staphylococcus
Nésledné dal$im vyrobkem s nejvét§sim poctem izolovanych kment byl lovecky salam se

Sesti kmeny.

Z potravin rostlinného ptivodu bylo izolovano méné kment. Napt. z lyofilizovaného kiwi
byly izolovany dva kmeny bakterii rodu Staphylococcus, z kombuchy 3 kmeny a z pInéné
Spi¢ky, ktera spada mezi cukraiské vyrobky, pouze jeden kmen bakterie rodu

Staphylococcus.

Kmeny bakterie rodu Staphylococcus byly identifikovany v riznych typech potravin
v Africe ve velmi rozdilném procentualnim zastoupeni. Mira vyskytu zjisténd v syrovém
mase, masnych vyrobcich a vafeném mase se pohybovala od 3 % do 81,8 %. V jedné studii
provedené v Libyi byly analyzovany vafené a nevafené vzorky potravin a prevalence byla
vyssi u syrového kufeciho masa (29,6 %) neZ u vafeného masa (3,12 %). V tomto ptripadé
bylo prokézano, Ze proces vatreni snizil pfitomnost tohoto mikroorganismu. Nejvyssi
prevalence (81,8 %) ve vzorcich masa vSak byla zjiSténa v jedné studii provedené
v Kamerunu, v niz byly analyzovany vzorky vafeného vepfového masa. [53], [54], [55],
[56], [57]

Studie provedend v Ugand¢ analyzovala pfitomnost riiznych mikroorganisml ve vzorcich
vajec a zjistila vyssi prevalenci S. aureus na povrchu skotapky (18 %) nez uvniti vajec (4 %).
Mezi dal$i druhy potravin, které byly analyzovany, patii fazole, kukufi¢na mouka, kobliha,
rybi rolada, solena ryba, kase z kukufi¢éné mouky, mango, masovy kolac, salat, pawpaw a

maniok. [58]
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Kmeny MRSA byly identifikovany ve vzorcich masa, ryb a mléka zdravych zvifat v Africe.
Kmeny MRSA byly nalezeny v syrovém mase, v masnych vyrobcich a ve vafeném mase
Vv Pobftezi slonoviny, v Nigérii a Tunisku. V Egypt¢ byly analyzovany vzorky solenych ryb.
[59], [60]

Izolaty MRSA obecné vykazovaly kromé rezistence k methicilinu rezistenci i k dal§im
latkam, zatimco izolaty ostatnich bakterii rodu Staphylococcus vykazovaly citlivost
k vétSiné testovanych antimikrobialnich latek. Ve studiich, v nichz byly ziskany izolaty
MRSA, byla zjisténa rezistence k tetracyklinu (5-84 %), erytromycinu (1,7-100 %),
klindamycinu (9-97 %), trimethoprim-sulfametoxazolu (1,7-97 %), tobramycinu (0-36 %),
ciprofloxacinu (0-42 %) nebo vankomycinu (9-46 %). Pokud jde o izolaty ostatnich bakterii
rodu Staphylococcus, ve vétsing studii byly tyto izolaty citlivé k jinym neZ beta-laktamovym
antimikrobidlnim latkam. Pouze nékteré z téchto izolath vykazovaly rezistenci k penicilinu,

tetracyklinu, erytromycinu nebo klindamycinu. [61], [62], [63]

S témito studiemi se nase vysledky shodovaly u benzylpenicilinu, kdy z 37 testovanych

bakterii vykazovalo rezistenci 13 bakterii. U tetracyklinu z 37 bakterii vykazovalo rezistenci

31.

Dalsi studie [64] byla zaméfena nejen na produkty Zivocisného puivodu, ale také na jiné
kategorie potravin s vysokou spotfebou na Tchaj-wanu, v¢etné Cerstvé krajen¢ho ovoce a
zeleniny, ledovych dezertd, ryzovych vyrobkl a potravin s nizkou aktivitou vody. Celkem
bylo izolovano 111 kment Staphylococcus aureus a 709 koagulaza-negativnich stafylokoka,
které zahrnovaly 23 druht. Celkova kontaminace stafylokoky byla nejvyssi u cerstvé

krajené¢ho ovoce a zeleniny (62,2 %), u kterého bylo ¢asto zjisténo vice izolatd.

Ze 111 izolatd S. aureus bylo 65 (58,6 %) rezistentnich alespon k jednomu antibiotiku, z toho
15 (13,5 %) bylo multirezistentnich (rezistentnich k 3 a vice tfidam antibiotik). U S. aureus
byla Casta rezistence na penicilin (55,0 %), ndsledovana rezistenci na tetracyklin (31,5 %).
Rezistence k erytromycinu (10,8 %), gentamycinu (9,0 %), oxacilinu (3,6 %), kyseliné

fusidové (1,8 %) a trimethoprimu a sulfametoxazolu (0,9 %) byla relativné nizka. [64]

V této diplomové praci byly identifikovany dva izolaty bakterie S. aureus a to ve vepiovém
mase mletém a plnéné Spi¢ce. Oba tyto kmeny byly rezistentni alespoil k jednomu
z testovanych antibiotik. S. aureus V2 izolovany z vepiového masa byl rezistentni vici

benzylpenicilinu a tetracyklinu, S. aureus S1 (izolovany z plnéné $picky) k tetracyklinu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 68

V dalsi studii bylo izolovano celkem 1 150 izolatd z 27 000 maloobchodnich potravin
odebranych v roce 2015 z maloobchodnich trhii z 203 mést 24 provincii v Cing. Vzorky
zahrnovaly nebalené syrové maso (5 000 kusti masa hospodatskych zvitat a 4 500 kust
dribeziho masa), vyrobky z ryze a mouky (3 000), zeleninové salaty (3 000), sendvice
(3 000), maso a masné vyrobky (2 500), vejce a vajecné vyrobky (2 500), mlécné vyrobky
(2 000), koteni (500), fazolové vyrobky (500) a ovocné dezerty (500). [65]

Z 27 000 vzorkt maloobchodnich potravin z rtiznych oblasti Ciny bylo ziskéno piiblizné
1 150 izolata S. aureus. Z téchto 1 150 izolati bylo 803 (69,8 %) izolovano ze syrového
masa, véetné 445 izolatd z dribeziho masa (302 z kufeciho masa a 143 kachniho masa) a
358 z masa hospodatskych zvitat (195 veptové, 83 skopové a 80 hovézi). 90 kment bylo
izolovano z produktli z ryze a mouky, 85 ze zeleninovych salatd, 69 ze sendvicu, 46 bylo
izolovano z masa a masnych vyrobku, 43 z vajec a vajeénych vyrobki, 14 z 6 riznych
mlécnych vyrobku, 3 z kofeni, 3 z ovocnych dezertl a 2 z fazolovych produktd. Soucasné
bylo 69,4 % kment izolovano z produkti nabizenych na farmdiskych trzich nebo
od pouli¢nich prodejct, zatimco 30,6 % kment bylo izolovano z vyrobki prodavanych
v obchodech. Kromé toho mira prevalence S. aureus v syrovém mase byla vyssi nez
U ostatnich maloobchodnich potravin a mira prevalence S. aureus mezi syrovym kufecim a

vepfovym masem byla vy$$i neZ mezi ostatnimi druhy syrového masa. [66]

Vysledky publikované ve vySe uvedené studii ukazuji, ze celkové 97,6 % izolati S. aureus
vykazovalo rezistenci na alesponi jedno z testovanych antibiotik. Nejvys$si tirovné rezistence
byly pozorovany u penicilinu (83,7 %), nasledoval linezolid (67,7 %) a erytromycin
(52,1 %), tetracyklin (38,2 %) a klindamycin (31,0 %). Né&které izolaty vykazovaly rezistenci
na trimethoprim-sulfamethoxazol, oxacilin, cefoxitin, chloramfenikol, gentamycin a
ciprofloxacin. VSechny testované izolaty byly citlivé na vankomycin a na daptomycin bylo
citlivych 93,8 %. Izolaty kultivované ze syrového masa navic vykazovaly vyznamné vyssi
odolnost vici tetracyklinu (42,8 %), ciprofloxacinu (17,4 %) a chloramfenikolu (12,0 %)
nez izolaty z vajec a vajecnych vyrobku, ryze a mou¢nych vyrobki, zeleninovych salati a

sendvicu. [67]

V této diplomové praci byly identifikovany dva izolaty bakterie S. aureus, a to ve vepfovém
mase mletém a plnéné Spi¢ce. Oba tyto kmeny byly rezistentni alespont k jednomu
z testovanych antibiotik. S. aureus V2 izolovany z vepiového masa byl rezistentni vici
benzylpenicilinu a tetracyklinu, S. aureus S1 (izolovany z plnéné $picky) k tetracyklinu. Oba

tyto kmeny byly mimo jiné rezistentni vii¢i chloramfenikolu.
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"Krvava klobasa" neboli "¢erny pudink” je druh klobasy, ktera se vyrabi z krve, tuku a klize
skotu nebo prasete, plnéné do piirodnich nebo syntetickych oballi. Tento druh klobasy je
velmi oblibeny v zemich Jizni Ameriky, v Brazilii, Argentin¢ a Uruguayi. Z dvaceti vzorku

krvavé klobasy zakoupenych v jizni Brazilii bylo izolovano 82 kmenu stafylokokii. [68]

V této a dalsich studiich vykazovalo cca 60 % koagulaza-negativnich a koagulaza-
pozitivnich kment stafylokoku rezistenci k antibiotikiim. Rezistence k erytromycinu (cca
25 %) a tetracyklinu (cca 23 %) byly nejéastéji zjisténymi profily. VSechny kmeny byly
citlivé vaci vankomycinu, cca 94 % bylo citlivych vuaci chloramfenikolu a ~91%
ke gentamycinu. Mnohé kmeny (cca 16 %) vykazovaly multirezistenci. [68], [69], [69]
V porovnani s vysledky uvedenymi v této diplomové praci vykazovalo 31 kment (83,8 %)

rezistenci na tetracyklin a 36 kmenti (97,3%) rezistenci na chloramfenikol.

Vsechny kmeny bakterie Staphylococcus izolované v ramci této diplomové prace

vykazovaly rezistenci alespon k jednomu z testovanych antibiotik.

V této diplomové praci byla stanovena rezistence na sedm antibiotik pouze u kmene
S. carnosus F1, ktery byl izolovan z loveckého salamu. S. carnosus F1 byl rezistentni viéi
ampicilinu, meropenemu, ciprofloxacinu, ofloxacinu, amikacinu, tobramycinu a

chloramfenikolu.

Rezistence k osmi antibiotikiim byla stanovena u osmi izolata bakterii rodu Staphylococcus.
S. pasteuri R1 byl rezistentni na vSechna penicilinova antibiotika, cefotaxim, amikacin,
tobramycin, tetracyklin a chloramfenikol. Rezistence k osmi antibiotikim byla zji$téna
u kmene S. carnosus F4 izolovaného z loveckého salamu, ktery byl rezistentni na ampicilin,
amoxicilin, meropenemu ciprofloxacin, ofloxacinu, amikacin, tobramycin a chloramfenikol.
Z loveckého salamu byla rezistentni vu¢i osmi antibiotikim (ampicilin, amoxicilin,
cefotaxim, meropenem, amikacin, tobramycin, tetracyklin a chloramfenikol) bakterie
S. xylosus F6. Dva kmeny rodu S. carnosus B2, B3 izolované z balkanského syru vykazovaly
taktéz rezistenci vuci osmi antibiotikim. S. carnosus B2 byl rezistentni vac¢i ampicilinu,
meropenemu, ciprofloxacinu, ofloxacinu, amikacinu, tobramycinu, tetracyklinu a
chloramfenikolu. S. carnosus B3 nevykazoval oproti S. carnosus B2 rezistenci vuci
tetracyklinu, avSak vykazoval rezistenci vii¢i amoxicilinu. Bakterie S. warneri W1 izolovana
z lyofilizovaného kiwi vykazovala rezistenci vii¢i 0Smi antibiotikiim (ampicilin, amoxicilin,
cefotaxim, ciprofloxacin, amikacin, ofloxacin, tobramycin a chloramfenikol). S. carnosus
P1 izolovany z poli¢anu vykazoval rezistenci vici ampicilinu, amoxicilinu, cefotaximu,

meropenemu, amikacinu, tobramycinu, tetracyklinu a chloramfenikolu. Rezistence k osmi
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antibiotikiim byla také detekovana u mikroorganismi S. aureus S1 (ampicilin, amoxicilin,
meropenem, ofloxacinu, amikacin, tobramycin, tetracyklin, chloramfenikol) izolovaného

Z pInéné Spicky.

U jedenacti kmenu byla zaznamenana rezistence na devét antibiotik. S. carnosus Chl, ktery
byl izolovany z paprikového koteni, vykazoval rezistenci na benzylpenicilin, ampicilin,
meropenem, ofloxacinu, amikacin, tobramycin, tetracyklin, chloramfenikol. Dva kmeny S.
xylosus F3 a F5 byly izolované z loveckého salamu vykazovaly rezistenci vici ampicilinu,
amoxicilinu, cefotaximu, meropenemu, ciprofloxacinu, amikacinu, tobramycinu,
tetracyklinu a chloramfenikolu. Vici deviti antibiotikim vykazovala rezistenci bakterie S.
epidermis G2, ktera byla izolovana z ¢esnekového dipu (ampicilin, cefotaxim, meropenem,
ciprofloxacin, ofloxacinu, amikacin, tobramycin, tetracyklin, chloramfenikol). Jediny
stafylokok izolovany z krevety (S. sciuri M1) vykazoval rovnéz rezistenci vici deviti
antibiotikim  (ampicilinu, amoxicilinu, cefotaximu, meropenemu, ciprofloxacinu,
ofloxacinu, amikacinu, tobramycinu a tetracyklinu). S. warneri W2 izolovany
z lyofilizovaného kiwi vykazoval taktéZ rezistenci vuéi osmi antibiotikim (ampicilin,
amoxicilin, cefotaxim, meropenem, ciprofloxacin, ofloxacin, amikacin, tobramycin a
chloramfenikol). K deviti antibiotikiim byla rezistentni bakterie S. vitulinus P3, ktera byla
izolovana z fermentovaného masného vyrobku typu polican. S. sciuri D1, ktery byl
rezistentni vii¢i deviti antibiotikiim, byl izolovan z chlazenych kufecich prsou. Ob¢ tyto
bakterie, i kdyz kazda pochazela z jiné potraviny, byly rezistentni vici stejnym antibiotikim.
(ampicilin, amoxicilin, cefotaxim, meropenem, ciprofloxacin, amikacin, tobramycin,
tetracyklin a chloramfenikol). Dva kmeny izolované z kufecich k¥idel (S. epidermidis R3, S.
pasteuri R6) vykazovaly rezistenci va¢i ampicilinu, cefotaximu, meropenemu,
ciprofloxacinu, ofloxacinu, amikacinu, tobramycinu, a chloramfenikolu. Rozdil u nich byl
ten, Ze bakterie S. epidermidis R3 byla rezistentni viiéi tetracyklinu a bakterie S. pasteuri R6
byla rezistentni vi¢i amoxicilinu. Bakterie S. sciuri V3 izolovana z mletého vepfového masa
vykazovala rezistenci vaéi ampicilinu, amoxicilinu, meropenemu, ciprofloxacinu,
amikacinu, tobramycinu, tetracyklinu a chloramfenikolu. Bakterie S. carnosus izolovana
z paprikového koteni byla rezistentni vaci benzylpenicilinu, ampicilinu, meropenemu,

ciprofloxacinu, ofloxacinu, amikacinu, tobramycinu, tetracyklinu a chloramfenikolu.

Rezistence vici deseti antibiotikiim byla stanovena u osmi bakterii. Z loveckého salamu to
byl S. xylosus F2, ktery byl rezistentni k ampicilinu, amoxicilinu, cefotaximu, meropenemu,

ciprofloxacinu, ofloxacinu, amikacinu tobramycinu, tetracyklinu a chloramfenikolu.
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K deseti antibiotikim (ampicilin, amoxicilin, cefotaxim, meropenem, ciprofloxacin,
ofloxacinu, amikacin, tobramycin, tetracyklin, chloramfenikol) méla rezistenci i bakterie S.
warneri S1 z BBQ dipu. Z kombuchy byla rezistentni k deseti antibiotikiim bakterie S.
warneri K1. Bakterie S. warneri vykazovala rezistenci vi¢i vSem penicilinum, cefotaximu,
meropenemu, ofloxacinu, amikacinu, tobramycinu tetracyklinu a chloramfenikolu.
Rezistenci na deset antibiotik vykazovala bakterie S. xylosus B1 izolovana z balkanského
syru. Tato bakterie vykazovala rezistenci vac¢i ampicilinu, amoxicilinu, cefotaximu,
meropenemu, ciprofloxacinu, ofloxacinu, amikacinu, tobramycinu, tetracyklinu a
chloramfenikolu. Rezistenci vu¢i deseti antibiotikim vykazovaly obé& izolované
z lyofilizovaného manga bakterie (S. warneri C1 a S. xylosus C2). Tyto bakterie byly
rezistentni na ampicilin amoxicilin, meropenem ciprofloxacin, ofloxacin, amikacin,
tobramycin, tetracyklin a chloramfenikol. Bakterie S. warneri C1 vykazovala navic
rezistenci ke kyselin¢ nalidixové a bakterie S. xylosus C2 vykazovala rezistenci
k cefotaximu. K deseti antibiotikim vykazovaly rezistenci je$té dalsi dvé bakterie. S.
pasteuri R7 izolovany z kufecich kiidel nevykazoval rezistenci k benzylpenicilinu,
ceftazidinu a kyseliné nalidixové. Bakterie izolovana z mletého vepfového masa S. aureus
V2 vykazovala jako jedna z mala inhibici na benzylpenicilin. Tato bakterie byla citliva na

cefotaxim, ceftazidin a kyselinu nalidixovou.

U 5 bakterii byla zaznamenana rezistence na jedenact testovanych antibiotik. Kmen S.
carnosus P2 izolovany z fermentovaného masného vyrobku typu polican, vykazoval taktéz
rezistenci vici jedendcti antibiotikim. Tato bakterie pouze nevykazovala rezistenci vici
ceftazidinu a kyseliné nalidixové. Rezistenci vici jedenacti antibiotikiim vykazovaly dva
kmeny S. pasteuri RS, RS, tyto dva kmeny vykazovaly rezistenci viéi peniciliniim,
cefotaximu, meropenemu, ciprofloxacinu ofloxacinu, amikacinu, tobramycinu, tetracyklinu
a chloramfenikolu. K jedenacti antibiotikiim vykazovala rezistenci bakterie S. vitulinus V1,
ktera byla izolovana z mletého veprového masa. Tato bakterie byla citliva na ofloxacin a
kyselinu nalidixovou. K jedenacti antibiotikim méla rezistenci i bakterie S. warneri G1
izolovana z ¢esnekového dipu, kterd nevykazovala rezistenci pouze u ceftazidinu a kyseliné

nalidixové.

Zbylé 4 kmeny vykazovaly rezistenci k dvanacti antibiotikim. Kmen S. warneri K2
izolovany z kombuchy a t¥i kmeny S. pasteuri R1, R2, R4 izolované z kufeciho kfidla.
Bakterie S. warneri K2 byla rezistentni na benzylpenicilin, ampicilin, amoxicilin, cefotaxim,

meropenem, ciprofloxacin, kyselinu nalidixovou, ofloxacin, amikacin, tobramycin,
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tetracyklin a chloramfenikol. Zbylé tfi kmeny R1, R2, R4, vykazovaly citlivost vii¢i

ceftazidinu. VUci ostatnim testovanym antibiotikim vykazovaly rezistenci.

Nejlépe ucinné antibiotikum, ze skupiny penicilini, byl benzylpenicilin. Na toto
antibiotikum bylo rezistentnich pouze 13 testovanych bakterii, na rozdil od ampicilinu, kde
bylo rezistentnich 37 kmenti a amoxicilinu, kdy bylo vii¢i tomuto antibiotiku rezistentnich

32 baktertii.

Pii porovnani chinolonovych antibiotik ciprofloxacinu a ofloxacinu byly vysledky téméf
podobné. Proti ciprofloxacinu bylo rezistentnich 32 bakterii a proti ofloxacinu 29 bakterii.
U antibiotik tobramycinu a amikacinu, které¢ patii do skupiny aminoglykosidii, vykazovaly

rezistenci vSechny bakterie.

Tti antibiotika vykazovala nejmensi inhibi¢ni ¢inek vici testovanym stafylokoktim. Tato
antibiotika nebyla u¢inna proti 37 bakteriim. Mezi tato antibiotika patiily tobramycin,

amikacin a ampicilin.

Antibiotikum s nejvétsim inhibi¢nim ucinkem proti stanovovanym stafylokoktum byl
ceftazidin. Vaci tomuto antibiotiku byla rezistentni pouze bakterie S. vitulinus V1, ktera byla
izolovana z mletého vepfového masa. Jako druhé nejvice G€inné antibiotikum byla urcena
kyselina nalidixova, u které bylo zaznamenano pouze pét rezistentnich bakterii, pficemz tii

z téchto bakterii byly izolovany z kutecich kiidel.
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ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva sledovanim antibiotické rezistence u vybranych

grampozitivnich kok, a to bakterii rodu Staphylococcus, izolovanych z potravin a napoju.

Vybrané koky rodu Staphylococcus byly podrobeny diskové difizni metodé¢ na antibiotickou

fadu, do které byly zatazeny peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy, fluorochinolony,

aminoglykosidy, makrolidova antibiotika, tetracykliny a Sirokospektré antibiotikum

chloramfenikol. Diivodem bylo najit a rozpoznat rezistentni kmeny.

Potraviny, které byly v této diplomové praci zkoumany, byly rostlinného (kombucha,
mango, kiwi, paprikové koteni, plnéna Spicka, ¢esnekovy a BBQ dip) i zivoc¢isného

puvodu (kuteci, vepfové, hovezi i rybi maso, krevety, syr)

Vétsina testovanych grampozitivnich bakterii byla izolovana z potravin Zivocisného
puvodu. Nejvétsi pocet kmenti rodu Staphylococcus bylo izolovano z loveckého

salamu.

Vsechny izolované kmeny bakterie Staphylococcus spp. vykazovaly rezistenci
alespon k jednomu antibiotiku. U ¢tyi izolatl byla zjisténa nejvétsi mira rezistence,
a to ke 12 antibiotikiim. Tuto rezistenci vykazovaly kmeny: S. warneri K2 izolovany

z kombuchy a tii kmeny S. pasteuri R1, R2, R4 izolované z kuteciho kiidla

Tfi antibiotika méla nejmensi Ginek vO¢i testovanym bakteriim rodu
Staphylococcus. Mezi tato antibiotika pattily tobramycin, amikacin a ampicilin.
Antibiotikum s nejvétsim inhibi¢nim Géinkem bylo ceftazidin, viaci kterému byla
rezistentni pouze jedna bakterie S. vitulinus V1 izolovana z vepifového mletého masa.
Druhé nejvice U¢inné antibiotikum byla kyselina nalidixovd, u které bylo
zaznamenano pouze pét rezistentnich bakterii. Tii z té€chto bakterii byly izolovany

Z kuftecich ktidel.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AK amikacin
AMP ampicilin
AMX amoxicilin
ATB antibiotikum

C chloramfenikol
CAZ ceftazidin

CIP ciprofloxacin
CX cefotaxim

E erytromycin

EUCAST evropsky vybor pro testovani antimikrobidlni citlivosti
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)

MET methicilin

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MRP meropenem

MRSA methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
NA kyselina nalidixova

OF ofloxacinu

P benzylpenicilin

TE tetracyklin

TOB tobramycin

WHO svétova zdravotnické organizace
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