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UvVOoD

Ve vodach se vyskytuje velké mnozstvi mikroorganismi, jako jsou bakterie, kvasinky
¢iplisné. Z mikrobiologického hlediska jsou nejvice znecisténymi vodami vody odpadni.
Odpadni vody jsou po procesu cisténi vypoustény do vod povrchovych, proto je nesmirné
dalezité, aby se béhem jejich Uprav odstranilo co nejvétsi mnozstvi mikroorganismii. Uvadi
se, ze by se procesem C¢iSténi mélo odstranit vice jak 98 % vyskytujicich se bakterii.
Pro posouzeni pravdépodobné pfitomnosti patogennich a podminéné¢ patogennich

mikroorganismil ve vodach slouzi stanoveni indikatort fekalniho znecisténi.

V odpadnich vodach se vyskytuje také velké mnozstvi chemickych latek, jako jsou napf.
antibiotika, ktera nejsou pii upravé odpadnich vod Gplné odstranéna. Timto zpisobem se pak
dostavaji do povrchovych vod, kde nasledn¢ mohou mit negativni dopad na volné zijici
zivocCichy a rostliny. Zaroven jejich pfitomnost ve vodach muze vést k rozvoji antibiotické
rezistence u vyskytujicich se bakterii. Tato rezistence bakterii se ¢im dal vice rozSifuje
a predstavuje obrovské riziko pro lidstvo, jelikoz pravé antibiotika jsou lékem volby

pti bakterialnich infekcich.

Cilem této diplomové prace bylo stanovit bakterie pfitomné v riznych vzorcich vod
se zaméfenim na indikatory fekalniho zneciSténi, jako jsou termotolerantni koliformni
bakterie, E. coli a intestinalni enterokoky, dale také na patogenni a podminéné patogenni
bakterie, jako jsou salmonely, kampylobaktefi, yersinie, aecromonady a pseudomonady.
Po identifikaci izolovanych bakteridlnich kment byli vytipovani vhodni kandidati, u nichz

bylo provedeno testovani citlivosti na vybrané antimikrobialni latky.
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1. TEORETICKA CAST
1.1 Voda

vvvvvv

Clovék bez vody nepiezije déle nez tyden, zatimco bez jidla se obejde i dva mésice. Ve vodé
probihaji vSechny dulezit¢é chemické reakce. Voda se muze vyskytovat v rtiznych
skupenstvich, a to v kapalném, pevném ¢i plynném (Bryant et al., 2012; Chattopadhyay,
2009). Z chemického hlediska je voda bezbarva latka bez chuti a zapachu (Goncharuk, 2010).
Déleni vod dle pivodu je uvedeno na obrazku 1. Podle pouziti mizeme vodu délit na vodu

povrchovou, odpadni a pitnou (Hubacikova a Oppeltova, 2008).

atmosféricka

prirodni podle vyskytu povrchova

Déleni vod dle
puvodu

odpadni podzemni

Obrazek 1 — Schéma déleni vod dle ptivodu (Hubacikova a Oppeltova, 2008)

1.1.1 Povrchové vody

V zékonu o vodach ¢. 150/2010 Sb. je povrchova voda definovana jako voda piirozené
se vyskytujici na zemském povrchu, véetné té, ktera pfechodné protéka piirozenymi dutinami
V podzemnim ¢i nadzemnim vedenim. Obecné muzeme povrchové vody délit na motské
a kontinentalni, do kterych fadime vodni toky, nadrze, rybniky a jezera (Oppeltova a Novak,
2011).

V zéavislosti na proménlivosti Zivotniho prostfedi se setkdvame s riznym mnoZstvim
vyskytu mikroorganismti v povrchovych vodach. MnozZstvi mikroorganismi mize byt
ovliviiovano napfiiklad ptivalovymi desti, ¢i povodnémi. Ke kontaminaci mize dochazet také
prostfednictvim vykalli zvifat, deStovou a odpadni vodou. PfeZiti mikroorganismi
v povrchovych vodach je ovlivitovano pritokem, teplotou a ro¢nim obdobim (Tallon et al.,
2005). Pro zjiiténi jakosti povrchovych vod se vyuziva norma CSN 75 7221, pomoci niz

muZeme povrchoveé vody délit do 5 skupin dle miry zneciSténi.

1.1.2 Odpadni vody
Odpadni vody jsou v zakonu o vodach ¢. 150/2010 Sb. popsany jako vody, které jsou

vyuzity v domdacnostech, prumyslu, zdravotnictvi, zemédélstvi, ale také vody pouzité
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Vv dopravnich prostfedcich. Tyto vody jsou charakterizovany tim, ze po daném pouziti maji
zménénou kvalitu, a to ve slozeni ¢i teploté, a mohly by vést ke zméné kvality podzemnich
a povrchovych vod.

Obecné mizeme odpadni vody délit na odpadni vody méstské a pramyslové. Méstské
odpadni vody ptedstavuji hlavné¢ odpadni vody z domécnosti a destové vody, které jsou
odvadény vetejnou kanalizaci. Primyslové odpadni vody vznikaji pii vyrobnich procesech
daného primyslu, at uz chemického, potravinaiského, papirenského, hutniho, atd.
Nebezpecné jsou odpadni vody obsahujici fenoly, které vznikaji v plynarnach piipadné
koksarnach. Obzvlast nebezpecné jsou odpadni vody z nemocnic. Tyto pramyslové odpadni

vody musi byt pied vypousténim do vetejné kanalizace upraveny (Oppeltova a Novak, 2011).

Vypousténi odpadnich vod do kanalizaci a do vod povrchovych je obsahem Nafizeni
vlady ¢. 401/2015 Sb. Zaroven se zde mimo jiné fe$i i maximalni pfipustna hodnota

znecisteéni jak odpadnich, tak povrchovych vod.

1.1.3 Pitna voda

Pitnd voda je voda bez barvy a zapachu, jejiz chut’ je dana fyziologickou pfitomnosti
dualezitych soli vapniku, hoiciku, drasliku a sodiku, které jsou pro spravné fungovani lidského
metabolismu nezbytné (Goncharuk, 2010). Zakladni charakteristikou pitné vody je zdravotni
nezavadnost, kdy pitnd voda nesmi vyvoldvat onemocnéni spojené s pritomnosti
mikroorganisml ¢i latek, které zplsobuji akutni nebo chronické onemocnéni (Oppeltova
a Novak, 2011). Pitné voda je dle zdkonu €. 267/2015 Sb., kterym se méni zdkon €. 258/2000
Sh., voda, ktera je uréena pro lidské ucely, napt. pro vafeni, ptipravu jidel, voda pouzivana
V potravinaiském primyslu, i voda uréena pro péci o lidské télo.
existuji oblasti, ve kterych lidé tento pfistup nemaji. A to i pies zjisténi, ze by ekonomicky
vySlo mnohem Iépe zasobovani téchto oblasti nezavadnou vodou, nez 1éCeni nemocnych,
jejichz onemocnéni vznika v disledku zavadné vody (WHO, 2011).

Dle vyhlasky ¢. 83/2014 Sb., kterou se méni vyhlaska ¢. 252/2004 Sb., je stanovovana
jakost pitné vody, kterd vychazi z hodnoceni fyzikalnich, mikrobiologickych, biologickych,
chemickych a organoleptickych hygienickych limitd. Jednd se o vyhodnocovani

3 organoleptickych, 7 mikrobiologickych a 52 fyzikaln& — chemickych parametrt.
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1.2  Mikrobiologie vod

Mikrobiologické stanoveni vod pfedstavuje dualezitou informaci pro urCeni jakosti
povrchovych, odpadnich a pitnych vod (Vyhlaska ¢. 83/2014 Sb., Natizeni vlady ¢. 401/2015
Sb.). Nejvétsi vyznam ma kromé pitnych vod predev§im mikrobiologie tzv. koupacich vod.
Tyto vody obvykle obsahuji smés nepatogennich mikroorganismu, které se ve vodé vyskytuji
piirozen¢. Dale mohou obsahovat i patogenni mikroorganismy, napt. ptirozené se vyskytujici
patogeny jako je Aeromonas sp., nebo patogeny, které se do povrchovych vod dostavaji
vlivem nedostate¢ného ¢isténi odpadnich vod (WHO, 2003).

Obecné mizeme vyznamné mikroorganismy vyskytujici se ve vodach délit do tii tfid,
ato do tfidy indikatord organického znecisténi, tiidy indikatorti fekalniho znecisténi a tiidy

patogenti a podminénych patogent vyskytujicich se ve vodach (obr. 2).

MIKROBIOLOGIE VOD

indikatory organického indikatory fekalniho patogenni a podminéné
zneCiSténi zneliSténi patogenni bakterie
Bacillus sp ‘ | termotolerantni % rod Salmonella
: koliformni bakterie _{ rod Yersinia

Pseudomonas sp. ‘ — rod Shigella

—— Micrococcus sp. — rod Vibrio
— intestinalni enterokoky

n&které druhy — rod Campylobacter‘
enterobakterii a . .
Clostridium perfringens

vibrii — rod Pseudomonas ‘

— Escherichia coli

ﬁ rod Aeromonas

% rod Legionella ‘

% rod Staphylococcus

patogenni
Escherichia coli

Obrazek 2 — Schéma déleni mikroorganismu vyskytujicich se ve vodach (upraveno podle
Standing Committee Of Analysts, 2002; BaudiSova, 2007; BaudiSova a Benakova, 2011)

1.2.1 Indikatory organického zneciSténi
Indikatory organického znecisténi (HPC) slouzi jako ukazatelé celkové kvality vody

v distribu¢nich systémech. Byl to prvni parametr, ktery byl vyuzivan k rychlému
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monitorovani pitné vody (Bartram et al., 2003). Zvyseni jejich poctu ve vodé upozornuje
na vyznamné znecisténi vodniho zdroje, Které se miZze projevit napi. zakalem, pachem,
¢i zménénou chuti (Allen et al., 2004; Sartory, 2004; BaudiSova, 2007). Stanoveni téchto
mikroorganismil ve vodach spole¢né s koliformnimi bakteriemi se mize vyuZzivat pro urceni

ucinnosti desinfekce (Ashbolt et al., 2001).

Obecné se jednd o mikroorganismy, které pro svij rast vyzaduji pfitomnost uhliku.
Do této skupiny mizeme zafadit nejen bakterie, ale i kvasinky a plisné. Jedna se o velmi
rozmanitou skupinu, kdy jednotlivé mikroorganismy vyzaduji riznou délku inkubace, teplotu,
li§i se svou narocnosti na ziviny. Kultivaénim prikazem vSak mizeme zachytit pouze
nepatrnou ¢ast vodni populace (Bartram et al., 2003). Do skupiny indikatorti organického
znecisténi nejcastéji fadime bakterie rodu Bacillus, Pseudomonas, Micrococcus, piipadné také

zastupce z enterobakterii a vibrii (BaudiSova, 2007).

1.2.2 Indikatory fekalniho zneciSténi

Do této skupiny fadime bakterie, jejichz pfitomnost ve vod¢ je spojovana s fekalnim
zne€iSténim. Vyznam jejich stanoveni ve vodé spociva ve schopnosti urcit potencialni riziko
vyskytu patogennich mikroorganismu, aniz bychom je museli pfimo stanovovat. Indikatory
fekalniho znec€isténi se vyznacuji v idedlnim ptipad€ svou nepatogenitou, rychlou kultivaci
indikatort fekdlnitho zneciSténi je jejich wurcité spojeni s pfitomnosti patogennich
mikroorganismil ve vodach. Jiz po mnoho let se pro urceni kvality povrchovych a rekreacnich
vod vyuzivalo stanoveni poctu fekalnich koliformnich bakterii a stanoveni celkového poctu
bakterii (Sobsey et al., 1990; Desmarais et al., 2002)

Do skupiny indikatort fekalniho zneciSténi fadime termotolerantni koliformni bakterie,
Escherichia (E.) coli, intestinalni enterokoky a Clostridium (Cl.) perfringens (Standing
Committee Of Analysts, 2002). Stanoveni vSech téchto bakterii je dle vyhlasky ¢. 83/2014 Sb.
vyzadovano v pitnych vodach a v§echny kromé Cl. perfringens i v balenych pitnych vodach
a povrchovych vodach (Nafizeni vlady ¢. 401/2015 Sb.). Dale je v umélych koupalistich
vyzadovano stanoveni E. coli, spole¢né se Staphylococcus (St.) aureus a legionelami
(Vyhlaska €. 238/2011 Sb.).
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1.2.2.1 Termotolerantni koliformni bakterie

Termotolerantni koliformni bakterie, oznacované téz jako fekalni koliformni bakterie,
jsou koliformni bakterie, které zkvaSuji laktézu pii 44 — 45 °C v prostredi zlucovych soli
(WHO, 2008; Cabral, 2010). Koliformni bakterie jsou gram — negativni nesporulujici ty¢inky
pattici do ¢eledi Enterobacteriaceae, které jsou katalaza pozitivni, oxidaza negativni, a které
zkvasuji laktozu za vzniku plynu pfii teploté¢ 35 — 37 °C za pritomnosti zluCovych kyselin
(Cabral, 2010). Pro rychlé stanoveni celkovych koliformnich bakterii se vyuziva enzymaticky
test pro prikaz enzymu B — D — galaktosidazy (George et al., 2001).

NejcastéjSim zastupcem této skupiny je rod Escherichia, dale také rod Citrobacter,
Klebsiella a Enterobacter. Ve vétsiné piipadi je populace termotolerantnich koliformnich
bakterii slozena hlavné z bakterie E. coli. Jejich stanoveni se vyuziva pro hodnoceni kvality
pitné vody (WHO, 2008).

1.2.2.2  Escherichia coli

E. coli je pohybliva, gram — negativni, nesporulujici, ty¢inkovita bakterie, ktera se fadi
do celedi Enterobacteriaceae. Z hlediska biochemickych vlastnosti je tato bakterie katalaza
pozitivni, oxidaza negativni, fermentuje laktézu a glukozu, tvoti indol, neprodukuje sulfan,
nehydrolyzuje mocovinu (Votava, 2003). Pro odliSeni této bakterie od ostatnich koliformnich
bakterii mize byt vyuzivan enzymaticky test pro prikaz enzymu 3 — D — glukuronidéazy, ktery
je pro tuto bakterii charakteristicky (George et al., 2001).

Tato bakterie je pfirozenou a nedilnou soucasti ptirozené mikroflory ¢loveka a zvirat.
Valna vétsina kmentt E. coli je nepatogenni a vyskytuji se ve stfevnim traktu, presnéji
v tlustém stieveé (Scheutz a Strockbine, 2005). Pro zjisténi kvality vody se vyuziva stanoveni
této bakterie jiz od 19. stoleti (Edberg et al., 2000).

1.2.2.3 Intestinalni enterokoky

Intestinalni enterokoky neboli stievni enterokoky, jsou gram — pozitivni, nesporulujici,
fakultativné anaerobni koky. Tyto bakterie jsou schopné rust v ptitomnosti 40% zluci, 6,5%
chloridu sodného a 0,4% azidu. Enterokoky hydrolyzuji eskulin, produkuji enzym
B — glukosidazu, netvoii enzym katalazu.

Intestindlni enterokoky jsou soucasti pfirozené mikroflory stiev savcil, plazii a ptaki.

U ¢loveka nejvice prevazuje Enterococcus (En.) faecalis. Mezi nejéastéji vyskytujici se druhy
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enterokokd ve vodach patii En. durans, En. faecalis, En. faecium a En. hirae. Mén¢ casto
se pak vyskytuje En. avium, En. cecorum, En. columbae a En. gallinarum (Wilson, 2005;
Svec and Devriese, 2009). Stanoveni intestinalnich enterokoktl ve vodach ma uréité vyhody
oproti stanovovani E. coli, pfipadné termotolerantnich koliformnich bakterii. Je to z toho
divodu, ze ve vodnim prosttedi enterokoky pteziji déle, jsou odolngjsi vuci vysuSeni
a mnohem odolngjsi vi€i chloraci. Proto se také vyuzivaji pfedevSim pro urceni ucinnosti

desinfek¢nich prostiedka (WHO, 2008).

1.2.2.4  Clostridium perfringens
Cl. perfringens je anaerobni, gram — pozitivni, ty¢inkovita bakterie, ktera tvoii spory a je
nepohybliva. Tato bakterie ma schopnost redukovat sificitany na sulfidy, zkvasuje laktozu,
zkapaliluje Zelatinu a produkuje enzym kataldzu. Diky enzymu peroxiddza mohou nékteré
kmeny omezené rist i za pfitomnosti malého mnozstvi kysliku (Standing Committee
Of Analysts, 2002; Votava, 2003).

Cl. perfringens se pfirozen¢ vyskytuje ve stievnim traktu Cloveéka i zvifat. Avsak
mnozstvi této bakterie ve stolici je mnohem mensi nez mnozstvi E. coli ¢i intestinalnich
enterokokil. Vznikajici spory jsou velmi odolné vici vnéjSim podminkdm, takze
V nepiiznivém prostfedi mohou pfezivat mnohem déle neZ ostatni bakterie. Zarovei jsou také
odolné vici béznému chlorovani vody (Standing Committee Of Analysts, 2002). Tato
bakterie sice predstavuje vysoce specificky ukazatel fekalniho zneciSténi, pfesto se jeji
stanoveni nedoporucuje k béznému sledovani kvuli dlouhodobému piezivani spor ve vodach.
A jelikoz jsou tyto spory mensi nez cysty prvokd, mohly by se vyuzivat jako indikatory
ucinnosti filtra¢nich procestt (WHO, 2008).

1.2.3 Patogenni a podminéné patogenni bakterie ve vodach

Kontaminace pitnych i1 rekrea¢nich vod patogennimi a podminéné patogennimi
bakteriemi predstavuje obrovsky problém v mnoha cCastech svéta. Tyka se to predevsim
rozvojovych zemi, kde serocné z divodu kontaminované pitné vody nakazi prijmovym
onemocnénim asi miliarda lidi, a z toho 2,2 miliénd osob zemie (Montgomery and Elimelech,
2007). Prave lidské indikatory fekalniho znecisténi predstavuji vetsi ohrozeni zdravi ¢loveka
nez zvifeci, jelikoz indikuji pfitomnost lidskych enterickych patogent (Scott et al., 2003;
Haller et al., 2009).
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Mezi hygienicky nejvyznamnéj$i patogenni a podminéné patogenni bakterie fadime
kmeny pochazejici zrodu Salmonella, Yersinia, ~Campylobacter, Shigella, Vibrio,
Pseudomonas, Aeromonas, Legionella, Staphylococcus a V neposledni fadé patogenni
kmeny E. coli (Standing Committee Of Analysts, 2002; BaudiSova a Benakova, 2011).
Moznosti zpisobu nakazy ¢lovéka danymi bakteriemi je n¢kolik a jsou uvedeny na obrazku 3
(WHO, 2008).

POZIT] (PITI, [ INHALACE NEBO ) [ KONTAKT S KUZi |
POZRENI) ‘;\])E%C()Iély)tlj_y (KOUPANI, MYTI)
P'renos‘pres: ( o . ) Pfenos pies:

Gastrointestinalni trakt rrenos pres: Koz (odérky), sliznici,
Dychaci trakt poranéni, o¢i
Campylobacter \ 7\

— . ' Acanthamoeba s
Escherichia coli Legionella | Aeromonas
Salmonella || Netuberkulézni [ Burkholderia

mykobakteria pseudomallei
Shigella
| Pseudomonas
Vibrio cholerae aeruginosa
Yersinia || Netuberkuldzni
mykobakteria

Obrazek 3 — Cesty pienosu bakterialnich patogent v souvislosti s vodou

(upraveno podle WHO, 2008)

1.2.3.1 Rod Salmonella

Rod Salmonella (S.) patii do ¢eledi Enterobacteriaceae a ptedstavuje gram — negativni
pohyblivé tyc¢inky, které vyuzivaji citrat jako jediny zdroj energie. Tyto bakterie produkuji
enzym kataldza, vytvari sirovodik, Stépi glukdézu za tvorby plynu a maji negativni
cytochromoxidazovy test (Votava, 2003). V zdvislosti na stfevnim onemocnéni miizeme
salmonely délit na dvé skupiny, a to na tyfoidni druhy a netyfoidni druhy. Do tyfoidnich
druhd fadime sérovary S. Typhi a S. Paratyphi, které ptedstavuji lidské patogeny. Dalsi
salmonely, napt. S. Typhimurium ¢i S. Enteritidis, mohou infikovat jak ¢loveka, tak zvitata,
napft. domdci hospodarska zvitata, ptaky, plazy (WHO, 2008).

Ke kontaminaci vodnich zdroji dochazi prostiednictvim vykalii, do kterych jsou
salmonely nakaZenych jedincii uvoliiovany, a to hlavné v ptipad€ nakazy tyfoidnimi druhy.

Pozitim takto kontaminované vody dochazi k rozvoji gastroenteritidy, bakteriémie, tyfu,
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¢i po prodélani nemoci k nosicstvi. Jelikoz jsou salmonely docela citlivé vicéi desinfekcei,
je pomérné spolehlivym ukazatelem jejich vyskytu v pitnych vodach E. coli, pfipadné
termotolerantni koliformni bakterie (WHO, 2008).

1.2.3.2 Rod Yersinia

Rod Yersinia (Y.) patii do celedi Enterobacteriaceae a je =zastupovan
gram — negativnimi bakteriemi, které jsou pohyblivé jen pii nizsich teplotach okolo 25 °C.
Tyto bakterie jsou kataldaza pozitivni a oxiddza negativni se schopnosti $tépit mocCovinu
neptenasi. Mezi kmeny, které mohou byt pfenaseny vodou, patii hlavné Y. enterocolitica, dale
Y. intermedia, Y. kristensenii, Y. frederiksenii a Y. pseudotuberculosis (Standing Committee
Of Analysts, 2002).

V piipad¢ néakazy ¢lovéka dochazi vétSinou K mirnym prijmim, av$ak u nékterych
jedinc mize nastat az sepse (Standing Committee Of Analysts, 2002). Zdrojem nakazy jsou
lidské a zvifeci vykaly. Tyto bakterie mohou ve vodach prezivat dlouhodob¢, nékteré z nich

se zde mohou i mnozit (WHO, 2008).

1.2.3.3 Rod Vibrio

Rod Vibrio (V.) je ptedstavovan drobnymi, zakiivenymi, gram — negativnimi ty¢inkami
s jednim polarnim bi¢ikem. Jednd se o fakultativné anaerobni bakterie se schopnosti
fermentacniho 1 respiraéniho metabolismu. Pro sviij rlst vyzaduji pfitomnost sodiku (Farmer
and Hickam — Brenner, 2003; Farmer et al., 2005). Nejvyznamnéj$im zastupcem tohoto rodu
je V. cholerae sérotypti O1 a 0139, které vyvolavaji onemocnéni ozna¢ované jako cholera.
Neéktere dalsi sérotypy mohou vyvolavat pouze gastroenteritidy (WHO, 2008).

Vibria jsou pfedevS§im vodni mikroorganismy, jejichz vyskyt ve vodach zavisi
na teploté vody a koncentraci sodiku. BéZn¢ se vyskytuji v mofskych vodach a v Gsti fek.
Ve sladkovodnich vodach se mohou vyskytovat vibria s nizkym narokem na sodik (Farmer
and Hickam — Brenner, 2003; Farmer et al., 2005). K vypuknuti cholery mtize dochazet
Vv piipad¢ poziti kontaminované vody ¢i kontaminovanych moiskych zivoc€ichl. Typickym
projevem jsou vyrazné prujmy a zvraceni se soucasnym vylucovanim vibrii. Dehydratace
nastupuje velmi rychle, dochazi ke ztraté elektrolyt a rozviji se Sok. Vibria jsou citliva viici

desinfekci, kyselému pH a teploté nad 60 °C (Votava, 2003). A jelikoZ byly vibria prokadzany
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Vv pitnych vodach, ve kterych se nevyskytovala E. coli, neni tato bakterie vhodnym
ukazatelem vyskytu V. cholerae (WHO, 2008)

1.2.3.4 Rod Shigella

Do rodu Shigella (Sh.) fadime gram - negativni, nepohyblivé, nesporulujici,
ty¢inkovité bakterie patiici do ¢eledi Enterobacteriaceae. Mohou rast jak v pifitomnosti
tak nepiitomnosti kysliku. Tento rod obsahuje 4 druhy, a to Sh. dysenteriae, Sh. flexneri,
Sh. boydii a Sh. sonnei. Shigely jsou stfevni patogeny, které postihuji lidi a primaty (WHO,
2008).

Ke kontaminaci vodnich zdroji dochazi prostfednictvim nakazenych jedinct, ktefi
shigely vyluéuji stolici (WHO, 2008). Pozitim kontaminované vody dochazi k rozvoji
tzv. bacilarni uplavice, neboli shigelozy, kterd je charakterizovana vodnatym prijmem
s ptimési hlenu, hnisu a krve. Typickym projevem jsou také tenesmy (Votava, 2003). Jelikoz
jsou tyto bakterie ve vodach nestabilni, jejich vyskyt je ukazatelem nedavného fekalniho

znecisténi. Shigely jsou citlivé viuci desinfekénim prosttedkim (WHO, 2008).

1.2.3.5 Rod Campylobacter

Rod Campylobacter (C.) je popisovan jako gram — negativni, spiralovité zakiivené
ty¢inky, které vyzaduji mikroaerofilni a kapnofilni prostiedi. Tyto bakterie jsou pohyblivé
pomoci jediného polarniho biciku, produkuji enzym kataldza a oxidaza (Votava, 2003).
Nejcastéjsim puvodcem prijmovych onemocnéni je C. jejuni, ktery je charakterizovan
mnohem vétsi infekénosti nez jiné bakterialni patogeny, dale také v malém mnozstvi C. coli,

C. lari a C. fetus (WHO, 2008).

Kampylobaktefi se vyskytuji ve stievnim traktu ptakidi a savcl, a do prostfedi jsou
vyluovany prostfednictvim vykali. Timto zptisobem dochdzi ke kontaminaci vodnich zdroju
(Votava, 2003; WHO, 2008). V ptipadé¢ nakazy c¢lovéka je typickym projevem prijem
s ptimési krve doprovazenym bolestmi bficha a hlavy (Votava, 2003). Jelikoz kampylobakteti
nejsou nijak zviast odolni vici desinfekci, je spolehlivym ukazatelem jejich vyskytu
Vv pitnych vodach E. coli (WHO, 2008).
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1.2.3.6  Patogenni Escherichia coli

Patogenni kmeny E. coli jsou charakterizovany jako kmeny E. coli, které vyvolavaji
gastroenteritidy vlivem ptitomnosti specifickych faktort virulence (Votava, 2003). Existuje
Sest hlavnich podtypt patogenni E. coli, avSsak vodou pfenasené jsou pouze tfi,
a to enterotoxigenni E. coli (ETEC), enterohemoragicka E. coli (EHEC) a enteroinvazivni
E. coli (EIEC). V ETEC je nejvyznamnéjs$im sérotypem O148, u EHEC sérotypy O157:H7
a 0111 a u EIEC sérotyp O124 (Bettelheim, 2003; Scheutz and Strockbine, 2005; WHO,
2008).

ETEC a EIEC zpusobuji pfedev$im onemocnéni lidi, zatimco EHEC se vyskytuje
zejména u hospodaiskych zvirat. ETEC je charakterizovéana tvorbou enterotoxinu vyvolavajici
vodnaté prijmy a zvraceni. Tento typ je nejvyznamnéjS$im pivodcem prijmd v rozvojovych
zemich, ato zejména u malych déti. EHEC zplsobuje krvavé priijmy s moznosti rozvoje
hemolyticko — uremického syndromu. EIEC ptisobi podobnym mechanismem jako shigely,
dochazi k rozvoji vodnatych prajmu, obcas i s ptimési krve (WHO, 2008). Neexistuje zadny
dikaz, Ze by patogenni E. coli byly n&jakym zptsobem odolné&jsi vici desinfekci nez jiné

kmeny E. coli (WHO, 2011).

1.2.3.7 Rod Pseudomonas

Rod Pseudomonas (P.) patii do celedi Pseudomonadaceae a je popisovan jako
gram — negativni, nefermentujici tyCinky. Tyto bakterie maji obvykle schopnost tvofit
pigmenty a jsou pohyblivé. Tim nejvyznamnéj$im zastupcem tohoto rodu je P. aeruginosa
(Votava, 2003).

Pseudomonady se pfirozené vyskytuji v pidé, v moiské i1 sladké vod€, mohou
kolonizovat rostliny a zivocichy. Maji schopnost se piizpusobit téméf vSem podminkam,
coz vede K jejich stalé pfitomnosti v naSem prostiedi. P. aeruginosa je oportunni patogen
ajecastym  puvodcem  nozokomialnich  ndkaz, kdy vyvolavd  onemocnéni
U imunokompromitovanych jedinci a pacienti po traumatech, napf. po popéleninach
a operacich. V piipadé kontaktu takového jedince s kontaminovanou vodou dochazi k rozvoji
onemocnéni, nejcastéji k infekcim ucha a kize (Mena and Gerba 2009). Dle vyhlasky

¢. 83/2014 Sb. je stanoveni P. aeruginosa pozadovano pouze v ptipad¢ balenych pitnych vod.
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1.2.3.8 Rod Aeromonas

Rod Aeromonas (A.) patii do ¢eledi Aeromonodaceae a je popisovan jako nesporulujici,
gram — negativni, ty¢inkovité bakterie. Tyto bakterie jsou fakultativné anaerobni a produkuji
enzym kataldza i oxiddza. Jejich pohyblivost je dana pfitomnosti jednoho bic¢iku (Votava,
2003; Huys, 2014). Nejvyznamnéj$im zastupcem je A. hydrophila, dal§imi vyznamnymi
zastupci jsou A. caviae, oznaCovana i jako A. punctata, dale A. sobria, piesnéji oznaovana

téz jako A. veronii biovar sobria (Votava, 2003, Figueira et al., 2011).

Aeromonady se vyskytuji Vv ptdé€, mléce, mase, ale také ve sladkovodnich vodach
a Vv distribu¢nich systémech vody. Mohou vyvolavat riizné infekce s moznosti rozvoje sepse
zvlasté u imunokompromitovanych jedincti. Velmi Casté jsou infekce ran v piipad¢ kontaktu
s kontaminovanou vodou, pfipadné infekty dychaciho ustroji a prajmy (WHO, 2008).

Aeromonady jsou pomérné odolné vici chloraci (Holmes et al., 1996).

1.2.3.9 Rod Legionella

Rod Legionella (L.), ktery patii do celedi Legionellaceae, je zastupovan
nesporulujicimi, gram — negativnimi, ty¢inkovitymi bakteriemi. Nejvyznamnéj$im zéstupcem
tohoto rodu je lidsky patogen L. pneumophila (Atlas, 1999).

Legionely se vyskytuji ve vodach, napf. v odpadnich vodach, pitnych vodach
a chladicich systémech. Pfi teplotach vyssich jak 25 °C se navic i mnozi (Votava, 2003;
WHO, 2008). K nakaze c¢loveéka dochazi vdechnutim aerosolu z kontaminovanych vod.
Onemocnéni bakterii L. pneumophila se muze projevovat dvéma zpuisoby. Bud jako
tzv. pontiacka horecka, kdy se jednd o mirnou formu pfipominajici chfipku, nebo jako tzv.
legionatskad nemoc, kterd je charakterizovana z4palem plic se sou¢asnym moznym postiZenim
centrdlniho nervového sytému, ledvin a gastrointestinlniho traktu. Legionely jsou odolné;si

vuci chloraci a vy$$im teplotam (Votava, 2003).

1.2.3.10 Rod Staphylococcus

Rod Staphylococcus zahrnuje nepohyblivé, nesporulujici, gram — pozitivni bakterie
kokovitého tvaru. Mohou rist jak v aerobnim tak anaerobnim prostfedi a produkuji enzym
katalazu (WHO, 2008). Patogenni kmeny stafylokokl maji schopnost produkovat enterotoxin.
Nejvyznamnéj$im patogenem tohoto rodu je St. aureus, ktery tvoii i enzym koagulazu, diky
¢emuz jej fadime mezi tzv. koaguldza pozitivni stafylokoky (Votava, 2003; BaudiSova

a Benakova 2011).
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Stafylokoky jsou v prostfedi pomérné rozsitené, nejCastéji se vSak vyskytuji na kuzi
asliznici zvitat 1 c¢lovéka (WHO, 2008). Vyskyt koagulaza pozitivnich stafylokokl
Vv koupacich vodach ptedstavuje obrovsky problém z divodu ptimého kontaktu stafylokoku
se sliznicemi koupajicich se jedinct (BaudiSova a Benakova, 2011). Kontaktem se St. aureus
dochdzi ke koznim infekcim, viedim ¢i infekcim respiracniho traktu (WHO, 2008). Urcitou
roli maji také koagulaza negativni stafylokoky, napt. St. epidermidis, St. hominis, ktefi ptisobi
jako podminéni patogeni u pacienti s oslabenou imunitou (Petras a kol., 2009). Ptitomnost
stafylokokii ve vodach nesouvisi s fekalnim znecisténim. Stafylokoky jsou odolné&jsi vaci
chloraci, avsak jejich ptitomnost ve vodach se da snadno regulovat pomoci konvenénich

uprav a desinfekénich procest (WHO, 2008).

1.3 Laboratorni priikaz bakterii ve vodach

Obecné muzeme metody laboratorniho prikazu bakterii délit na metody fenotypové
a genotypové. Pomoci fenotypovych laboratornich metod prokazujeme pozorovatelné
vlastnosti bakterie, a to napfiklad s vyuzitim mikroskopie, kultivaénich metod
a biochemickych testil. Prostfednictvim genotypovych metod se stanovuje specificka skupina
geni dané bakterie, a to s vyuzitim molekularné¢ — biologickych metod (Votava, 2005;
Bursova a kol., 2014).

1.3.1 Mikroskopie

Mikroskopie patfi mezi ty nejzakladngj$i metody prikazu bakterii. V mikroskopii
nejcastéji vyuZivame 2 typy preparatu, a to preparat nativni, diky némuz miZeme pozorovat
pohyb bakterii, a preparat barveny (Votava, 2005). Nejvyznamnéjs$i a Siroce pouzivanou
barvici technikou je barveni dle Grama, které umoznuje rozdélit bakterie do dvou skupin,
atona gram - pozitivni a gram - negativni. Toto rozdéleni souvisi s rozdilnym sloZenim
bunééné stény bakterii. Zarovenl diky tomuto barveni miZeme v preparatu rozliSovat tvar

a usporadani bakterii (Leboffe and Pierce, 2011).

1.3.2 Kultivace

Kultivace pfedstavuje nedilnou soucast laboratorniho priikkazu bakterii, kterd spociva
Vv izolaci a rustu bakterie na riznych kultiva¢nich médiich (Votava, 2005). Kultiva¢ni média
obsahuji dilezité Ziviny pro rust bakterii, a délime je na tekuta a pevna, u kterych jsou

potfebné ziviny ztuzeny nejcastéji agarem (Leboffe and Pierce, 2011). Vyhodou pouziti
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tekutych pld je snadnd dostupnost bakterii k Zivinam, diky ¢emuz je zajistén snadné&jsi rast
I starSich a poSkozenych bakterii. Velkou nevyhodou je vsak jejich rist ve formé zakalu,
piipadné blanky ¢i sedimentu a neschopnost urcit, zdali se jedna o Cistou ¢i smésnou kulturu
(Votava, 2005). Velkou vyhodou pevnych kultivacnich médii je rtst bakterii ve forme tzv.
kolonii, kdy jedna kolonie je tvofena jednim typem bunék. Néslednou izolaci riznych kolonii,
muzeme ziskat Cistou kulturu bakterii (Votava, 2005). Celkovy pocet kolonii se uvadi
ve forme tzv. colony — forming unit (CFU), neboli kolonie tvofici jednotky (KTJ), které jsou
vztazeny na objem, coz vyuzivame pro kvantitativni zhodnoceni nardstu bakterii

na kultivaénich médiich (CSN EN ISO 8199; Leboffe and Pierce, 2011).

Obecné muzeme kultivaéni média délit na zakladni neboli neselektivni, selektivni
a selektivné — diagnosticka. Neselektivni média jsou tvofena zivinami potiebnymi pro rast
bakterii. Selektivni média navic obsahuji i inhibitory, které blokuji rtst nezadoucich
mikroorganismti. Pomoci selektivné — diagnostickych pid mizeme diky pifitomnému
substratu a indikatoru rozliSovat nékteré biochemické vlastnosti bakterii, zatimco nezadouci
mikroorganismy jsou blokovany pfitomnymi inhibitory (Votava, 2005). Postup kultiva¢niho
stanoveni bakterii, véetné inkubaci a vybéru selektivnich i neselektivnich médii, je pfesné
popisovan Ceskym normalizaénim institutem (CSN EN ISO 8199). Vy&et norem zabyvajicich

se stanovenim vySe uvedenych bakterii ve vodach je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1 — Ceské normy zabyvajici se stanovenim bakterii ve vodach

(Cesky normalizaéni institut, 2017)

BAKTERIE CESKY NORMALIZACNI INSTITUT

CSN 75 7835
CSN EN ISO 9308-1
CSN EN ISO 9308-2
CSN EN ISO 9308-3

CSN 75 7837

CSN EN 26461-1
CSN EN 26461-2
CSN EN ISO 7899-1
CSN EN ISO 7899-2

Termotolerantni koliformni
bakterie a E. coli

Clostridium perfringens

Intestinalni enterokoky

Salmonella sp. CSN ISO 19250
Pseudomonas aeruginosa CSN EN ISO 16266
Legionella s CSNISO 11731
g P- CSN ISO 11731-2
Campylobacter sp. CSN ISO 17995
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Zakladni metodou pro zjistovani mikrobiologické kvality pitné vody je membranova
filtrace. Tato metoda je pouzivana ptfedevSim pro vzorky, u nichz nefekdme pfitomnost
velkého mnozstvi bakterii a necistot. Principem membranové filtrace je prefiltrovani urcitého
mnozstvi vody s pouzitim sterilniho filtru o velikosti pért 0,45 pum. Tato velikost pora
jeidealni pro zachyceni pfitomnych bakterii filtrem. Poté je filtr sterilné pfenesen
na selektivni médium a probihd inkubace. Cilem membranové filtrace je zakoncertovani
vzorku vody (Rompré et al., 2002; CSN EN ISO 8199). Pro ostatni typy vod se mtize
vyuzivat metoda piimého vysevu do kultivacniho média, ¢i na povrch kultivacniho média.
V piipad¢ ptitomnosti velkého mnozstvi bakterii se vyuziva desitkové fedéni vzorku vody

pomoci vhodného zied'ovaciho roztoku (CSN EN ISO 8199).

1.3.3 Metody vyuzivajici biochemické vlastnosti bakterii

Biochemické testy pfedstavuji nejvyznamnéjs$i metodu identifikace bakterii. Tyto testy
slouzi pro urceni biochemickych vlastnosti izolovaného kmene, diky ¢emuz nasledné mizeme
neznamy kmen identifikovat. NejzakladnéjSim biochemickym testem je prukaz enzymut
kataldza a oxidaza, diky kterym, v€etné¢ Gramova barveni, mizeme zafadit nezndmy kmen
zalozeny bud’ na priitkazu schopnosti bakterie §tépit urcité latky, napt. cukry, nebo na prikazu
schopnosti z téchto latek vytvaret latky jiné, které jsou snadnéji prokazatelné, napi. indol,
sulfan (Votava, 2005).

Existuji rizné moznosti stanoveni biochemickych vlastnosti bakterie. Pfikladem mohou
byt komeréné doddvané identifika¢ni soupravy v mikrotitracnich destickach, jako jsou
soupravy MIKROLATEST® od firmy Erba Lachema s. 1. 0., kde slouzi kazd4 mikrotitracni
jamka v soupravé (8, 16 nebo 24 jamek), pro prikaz jiné vlastnosti neznamé bakterie.
Po inkubaci se vznikajici barevné zmény v mikrotitracnich jamkach odecitaji pouhym okem
(Erba Lachema s. r. 0., 2017). V dne$ni dobé jsou hodné popularni automatizované
identifikatni systémy jako je systém VITEK® dod4vany vyrobcem BioMérieux a systém
BIOLOG od firmy Biolog, Inc. Zakladem systému VITEK® jsou identifikacni karty
obsahujici 30 miniaturnich jamek s riznymi biochemickymi substraty. Jednd se o plné
automatizovany systém se schopnosti ur¢it 1 minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotik.
Zakladem systému BIOLOG je dodavana mikrotitracni desticka s 96 — ti testovacimi jamkami
obsahujici rizné sacharidové substraty. Po inkubaci v termostatu je odecitana absorbance

(Bursova a kol., 2014).

30



Tou nejmodernéjsi technikou identifikace nezndmého kmene je metoda hmotnostni
spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Gcasti matrice s pruletovym analyzatorem
(MALDI — TOF MS). V tomto piipad¢ se nejedna o identifikaci mikroorganismu pomoci
biochemickych vlastnosti, ale o identifikaci pomoci specifickych ribozomalnich a jinych
proteinli s vyuzitim hmotnostni spektrometrie a laserové desorpce a ionizace. Velikou
vyhodou této techniky je velmi rychla identifikace v fadech n¢kolika minut, reprodukovatelné
vysledky a moznost stanoveni vétStho mnozstvi vzorkli najednou (Bursova a kol., 2014,

BioMérieux, 2017).

1.3.4 Molekularné — biologické metody

Molekularné¢ — biologické metody jsou zalozeny na prikazu urcitého genu bakterie.
rychlost analyzy a pfesnost identifikace bakterii predstavuje obrovsky piinos
pro mikrobiologii. Rychlost analyzy je spojovana piedevSim s moznosti identifikovat

bakterie, aniz bychom je museli vykultivovat (Castro — Escarpulli et al., 2015).

Zakladni metodou je polymerdzova fetézova reakce (PCR), diky které si mlzeme
namnozit vybrany usek DNA bakterie do takového mnozstvi kopii, které bude mozno snadno
detekovat konven¢nimi laboratornimi metodami. Velikou nevyhodou
molekularné — biologickych metod je neschopnost rozeznat Zivé a mrtvé bakterie. Tato
skutecnost je dana stabilitou DNA, kterou muizeme prokdzat i v piipad¢ ptitomnosti
nezivotaschopnych bakterii, a to po dobu az tii tydnd. Tento problém bychom mohli vyfesit
detekci RNA, ta v8ak rychle degraduje a prace s ni je velmi obtizna (Nocker and Camper,
2006). Vhodnou alternativou je pouziti fluorescen¢niho interkalaéniho barviva jako je
ethidium monoazid, ktery ma schopnost vazat se na DNA. Nezivotaschopné bakterie maji
porusenou integritu buné¢né membrany, diky ¢emuz barvivo prostupuje do bakterii a vaze
se na jejich DNA. Fotoaktivaci dochazi ke kovalentni vazbé tohoto barviva s DNA, coz vede
k blokaci DNA nezivotaschopnych bakterii, takze se nasledné¢ nemohou castnit PCR (Nogva

et al., 2003).

1.4 Chemické latky ve vodach

Obecné mizeme chemické latky vyskytujici se ve vodach délit na anorganické
a organické. V souvislosti se znecisténim vod anorganickymi latkami mluvime piedevS§im

0 zneCisténi tézkymi kovy jako je napft. stiibro, kadmium, olovo, zinek, nikl, méd” a chrom.

31



Organické zneciSténi vod muze vznikat z pfirodnich zdroji a antropogennich zdroja.
Znecisténi organickymi latkami antropogenniho ptivodu je vzdy spojovano s ¢innosti clovéka,
a tyto latky pochazeji napt. z odpadi ze zemédé€lstvi, z primyslovych a splaSkovych
odpadnich vod, ze skladek (Pitter, 2009, Vystavna et al., 2012).

Znecistujici chemické latky ve vodach jsou casto oznacovany jako polutanty, ptipadné
mikropolutanty. Charakterizaci mikropolutanti je jejich koncentrace ve vodach ve stopovém
mnozstvi, fadové v ng/l — ug/l. Do této skupiny fadime hlavné velkou skupinu farmak
a produktii osobni péce oznacované jako PPCPs (pharmaceuticals and personal care
products), dale primyslové chemikalie a pesticidy (Boyd et al., 2003; Bolong et al., 2009).
Vlivem nedostatecného ¢isténi odpadnich vod se dostdvaji mikropolutanty do Zzivotniho
prostfedi, kde mohou ohroZzovat voln¢ zijici Zivoéichy a rostliny. Nasledn¢ mohou
predstavovat velky problém pfi upravach pitnych vod, s ¢imz pozdé&ji souvisi i negativni
dopad na ¢lovéka (Boyd et al., 2003, Fent et al., 2006).

Vyznamnou skupinou chemickych latek jsou 1é¢iva. Lécivo jako takové je zakonem
¢. 378/2007 Sb. definovano jako latka, ptipadné¢ kombinace latek, kterd ma ucinky lécebné
a preventivni, s cilem ovlivnit, upravit ¢i obnovit fyziologické funkce u clovéka ¢i zvirat.
Na zdklad¢ toho jsou léciva délena na huméanni a veterindrni (Zakon ¢. 378/2007 Sb.).
Po podani 1é¢iv, nejcastéji oralni cestou, jsou nckteré metabolizované, zatimco jiné jsou
vylucovany v nezménéné podobé. Ve stale aktivni podobé je smés 1éCiv a jejich metabolitil
vyluovana nejcastéji moci a prostiednictvim kanalizace se dostava do odpadnich vod
(Kimmerer, 2004; Bound and Voulvoulis, 2005). Nejvyznamnéj$imi zdroji 1é¢iv jsou domaci,
nemocni¢ni ¢i primyslové odpadni vody. Obrovsky problém predstavuji nepouzité léky
a léky s proslou expiraci, které jsou odstranovany nevhodnym zplsobem, napt. vysypanim
do odpadu ¢i toalety. A jelikoz nejsou veskera 1é¢iva eliminovana a transformovana procesem
Cisténi odpadnich vod, mizeme néktera z nich prokazovat v povrchovych vodach (Bound
and Voulvoulis, 2005; Topp et al., 2008).

Ve vodach nejcastéji nalézame 1€ky, které jsou bézné uzivany, jako jsou antibiotika,
lé¢iva pro diabetiky, antidepresiva, beta — blokatory, hormonalni antikoncepce, cytostatika,
antipyretika, 1éky tlumici bolest ¢i zanét, apod. Jejich mnoZstvi ve vodach je izce spojeno
s jejich spotiebou (Bound and Voulvoulis, 2005). Spotieba 1éCiv je sledovana Statnim
tistavem pro kontrolu 1é¢iv (SUKL). V tabulce 2 je uvedena spotieba 1é¢ivych latek za rok
2015.
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Tabulka 2 — Spotieba 16¢ivych latek za rok 2015 (SUKL, 2016b; SUKL, 2017)

Léciva latka Vyuziti Pocet baleni (mil.)
Metformin Léciva k terapii diabetu 3,19
Atorvastatin Snizovani hladiny lipidid v krvi 2,67
Kyselma- . Antikoagulancia, antitrombotika 2,35
acetylsalicylova
Metoprolol Beta — blokatory 2,06
Ramipril Lecwa ovllynuj icf renin — 1,05

anglotensimnovy system
Alopurinol Léciva k terapii DNY 1,94
Levothyroxin, sodna sil Leczvra k'terapu onemochen Stitne 1,94
Zlazy: hormony §titné zlazy
Potraviny pro zvIaStni Celkova vyZiva 1,78
1ékarské ucely
Bisoprolol Beta — blokatory 1,72
Léciva k terapii onemocnéni
Omeprazol spojenych s poruchou acidity 1.65

1.4.1 Antibiotika

Antibiotika (ATB), neboli antimikrobialni latky, jsou vyuzivany pro 1é¢bu a prevenci
infekénich onemocnéni. Pivodné se jedna o latky prirozené se vyskytujici, které jsou
produkované plisnémi a bakteriemi. V dnes$ni dobé jsou ATB ¢asto chemicky modifikované
a synteticky vyrabéné. Jedna se o latky s antibakterialnim ucinkem, pro jejichz vyuZiti jako
1é¢iv  je dulezité jejich selektivni toxické puasobeni pouze na bakterie, nikoli
na makroorganismus. Dohromady rozliSujeme pét riznych mechanismi pisobeni ATB
od inhibice syntézy bunétné stény, nukleovych kyselin a bilkovin, pfes inhibici funkce
bun&éné stény a plisobeni antimetabolitli na principu kompetitivni inhibice. Uginky ATB
mohou byt dvojiho typu, a to bakteriostatické se schopnosti inhibovat riist a mnozeni bakterit,
a baktericidni se schopnosti usmrcovat bakterie (Votava, 2005). Mezi baktericidni ATB patii
peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy, monobaktamy a aminoglykosidy. Tetracykliny,
amfenikoly, sulfonamidy, nitrofurany a pfevazné i oxazolidinony patii mezi bakteriostaticka
ATB. Do skupiny fluorochinoloni fadime ATB s bakteriostatickymi tak baktericidnimi
uginky (Tsuji et al., 2005; Votava, 2005). Nejvice dodavanym ATB do Ceské republiky byl
za rok 2015 oxacilin obsazeny v 1é¢ivém piipravku PROSTAPHLIN, a to v mnozstvi 625 016
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baleni za rok. Poté nasleduje 1éCivy ptipravek AUGMENTIN, ktery obsahuje amoxicilin,
jehoz dodavka byla 521 101 baleni za rok (SUKL, 2016a).

V soucasné dob¢é stale stoupd rezistence Dbakterii vici ATB. Rezistence
je charakterizovana jako snizena, ¢i eliminovana citlivost bakterii na ATB. Tato skute¢nost
je dana ¢im dal Cast&jsim uzivanim ATB i v pfipadech, kdy jejich pouziti neni nutné (WHO,
2016). V zavislosti na piitomnosti ATB ve vodach muze dochazet k rozvoji antibiotické
rezistence u bakterii vyskytujicich se ve vodach. Takto vznikajici rezistentni bakterialni

kmeny nasledné predstavuji obrovské riziko pro lidskou populaci (Pruden et al., 2006).

1.4.2 Metody testovani citlivosti bakterii vi¢i antibiotikiim

Metody testovani citlivosti bakterii viici antibiotikim obecné délime na kvalitativni
a kvantitativni. NejvyznamnéjSim testem kvalitativniho stanoveni je diskova difizni metoda.
Principem tohoto testu je napusténi sterilniho filtra¢niho disku uré¢itym ATB a jeho nasledné
naneseni na plotnu s jiz naoCkovanym testovanym kmenem. Lécivo se z disku uvolfiuje
do agarové pudy apo urcité inkubacni dobé se odecitd primér inhibi¢ni zony. Velikost
inhibi¢ni zoény dané bakterie je porovnavana s velikosti inhibi¢nich zén citlivych kmeni
(Urbaskova a kol., 1985; Votava, 2005). Evropsky vybor pro testovani antimikrobidlni
citlivosti (EUCAST) stanovil pravé tuto metodu za nejvhodnéjsi pro kvalitativni stanovovani
citlivosti bakterii vici ATB. Ztestovanych bakteridlnich kment pfipravime suspenze
odpovidajici 0,5 McFarlandové zakalové stupnici. Zakladni pidou pro stanoveni citlivosti je
Mueller — Hinton agar (MH) nebo Mueller — Hinton agar s 5% konské krve a 20 mg/I
B —NAD (MH — F). Vybér piady MH, ¢i MH — F zavisi na druhu testované bakterie, ptiklady
jsou uvedeny v tabulce 3. U vétsiny bakterii je inkubac¢ni doba 16 — 20 hodin pii 35 £ 1 °C,
vyjimku ptedstavuje napt. rod Campylobacter, u kterého je inkubace 24 hodin pii 41 £ 1 °C
Vv mikroaerofilnim prostfedi. Ostatni bakterie jsou inkubovany v béZzném prostiedi
na vzduchu, nékteré mohou vyzadovat zvySenou tenzi oxidu uhli¢itého, a to 4 — 6%
(EUCAST, 2017d). Po inkubaci se odecita velikost inhibi¢nich zén (v milimetrech)
a hodnoceni citlivosti testované bakterie na danda ATB je provadéno pomoci srovnavani
s aktudlnimi klinickymi breakpointy. Breakpointy jsou popisovany jako mezni hodnoty, diky
kterym muizeme ur€it, zdali je testovany bakteridlni kmen na dané antibiotikum citlivy,
rezistentni Ci intermedidlné rezistentni. Intermedidlni rezistenci rozumime nejistotu G¢inku

terapie pii podavani daného ATB (Urbaskova a kol., 2010; EUCAST, 2017d).
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Tabulka 3 — Kultiva¢ni média pro stanoveni citlivosti vybranych bakterii (EUCAST, 2017d)

BAKTERIE KULTIVACNI MEDIUM
Enterobacteriaceae MH
Pseudomonas spp. MH

Stenotrophomonas maltophilia MH
Acinetobacter spp. MH
Staphylococcus spp. MH
Enterococcus spp. MH
Streptococcus spp. MH - F
Haemophilus influenzae MH - F
Moraxella catarrhalis MH - F
Listeria monocytogenes MH - F
Campylobacter jejuni a coli MH - F

Zakladem kvantitativnich metod je stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC),
testované bakterie. V n&kterych pfipadech se stanovuje minimdlni baktericidni koncentrace
(MBC), kterd ptedstavuje nejniz§i koncentraci ATB se schopnosti usmrtit testovany
bakterialni kmen (Urbaskova a kol.,, 1985). Dle EUCASTu je vhodnou technikou
pro stanoveni MIC bujonovd mikrodiluéni metoda. Ta je zaloZena na piipravé stoupajici
koncentraéni fady zvoleného ATB ve vhodném kultivaénim médiu, kterymi jsou naplnény
jamky mikrotitra¢ni desti¢ky. Vhodnym kultivaénim médiem je Mueller — Hinton bujon,
piipadné Mueller — Hinton bujon s 5% konské krve a 20 mg/l p — NAD. Nasledn¢ je do jamek
pfidavana suspenze testované¢ho bakteridlniho kmene. Po inkubaci se pouhym okem odecita
posledni jamka koncentracni fady daného ATB, ve které byl rlst testované bakterie
inhibovan. Rast bakterie se projevi formou zakalu ¢i sedimentu (Votava, 2005; Melter
and Malmgren, 2014; EUCAST, 2017a).
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2. CILE DIPLOMOVE PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo provést mikrobiologicky rozbor raznych
vzorkl vod (povrchové a odpadni vody, kal) se zaméfenim na indikatory fekalniho znecisténi
(termotolerantni koliformni bakterie, E. coli a intestinalni enterokoky) a dale na patogenni
a podminéné patogenni bakterie jako jsou salmonely, yersinie, kampylobaktefi, acromonady

a pseudomonady.

U bakterianich kmend, které byly pomoci soupravy MIKROLATEST® nejasné
diagnostikovany, bylo cilem porovnat jejich identifikaci s vyuzitim systému BIOLOG
a MALDI-TOF MS.

Dalsim dulezitym krokem bylo po identifikaci vSech izolovanych kment vytipovat
vhodné zéastupce, U kterych bylo néasledné provedeno testovani jejich citlivosti k vybranym
antimikrobialnim latkam diskovou difuzni metodou S naslednym kritickym zhodnoceni

ziskanych vysledku.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a laboratorni pomiicky
Piistroje:
- Analytické vahy KERN 440 — 43 (KERN, Némecko)
- Autoklav PS 20A (BMT Medical Technology s.r.o., Ceské republika)
- BACMED (ASPIAG s.r.0., Ceska republika)
- BIOLOG (Biolog, Inc., USA)
- Denzitometr Den — 1 (Biosan, Litva)
- Horkovzdusny sterilizator STERILAB® (BMT Medical Technology s.r.o., Ceska
republika)
- Chladnicka (Liebherr, Némecko)
- Identifika¢ni programy TNW® (Erba Lachema, s. r. 0., Ceska republika)
-  MALDI - TOF MS (Bruker Daltonic, Némecko)
- Mikroskop Olympus BX41 (Japonsko)
- Membranova vyvéva Diaphragm pump ME 1 (Vacuubrand, Inc., USA)
- pH metr CyberScan pH 510 (Eutech Instruments, USA)
- Sterimat 5104.2 ((BMT Medical Technology s.r.0., Ceska republika)
- Termostat Lovibond (TINTOMETER — LOVIBOND, Ceska republika)
- UV lampa
- Vodni lazen CERTOMAT® WR (Braun, USA)
- Vortex V1 (Biosan, USA)

Laboratorni pomicky

Erlenmayerovy banky, sklenéna filtratni souprava, podlozni sklicka, sklenéné zkumavky,
kovové vicka, Petriho misky, automatické pipety, plastové Spicky, L — hokejky (sklenéné,
plastové), kahan, ockovaci klicky, pinzety, nadoba pro mikroaerofilni kultivaci, frita,
membranové filtry (porovitost 0,45um), filtracni papir, ntzky, sterilni vatové tamponky,

raznice na antibiotika, cerna podlozka.
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3.2 Material
3.2.1 Kultivaéni pidy

CIN agar (Yersinia Selective Agar Base), HiMedia

Slozeni:

pepton, special
kvasni¢ny extrakt
mannitol
pyrohroznan sodny
chlorid sodny

siran hotecnaty
deoxycholan sodny
neutralni ¢erven
krystalova violet’

agar

209
29
209
24

1g
0,019
0549
0,03 g
0,001¢g
12,5

Priprava: Dle pokynt vyrobce bylo navazeno 29,0 g piipravku do 500 ml

destilované vody. Smés byla poté sterilizovana v autokldvu pii 121 °C po dobu

15 minut. Po sterilizaci a ochlazeni na 45 °C byl piidan rozpustény obsah
1 lahvicky Yersinia Selective Supplement (FD 034). Vysledné pH pii 25 °C

bylo 7,4 £0,2.

Cetrimid agar, HiMedia

Slozeni:

zelatinovy pepton
chlorid hotec¢naty
siran draselny
cetrimid

agar

209
149
109
03¢
159

Priprava: Dle pokynl vyrobce bylo navazeno 46,7 g ptipravku do 1000 ml

destilované¢ vody obsahujici 10 ml glycerolu. Nasledn¢ byla provedena

sterilizace v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut. Vysledné pH pii 25 °C

bylo 7,2 £ 0,2.
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- Colubia agar, HiMedia

Slozeni: enzymaticky hydrolyzat kaseinu 109
masovy pepton 59
enzymaticky hydrolyzat srdce 39
kvasni¢ny extrakt 59
kukuti¢ny skrob 19
chlorid sodny 59
agar 159

Priprava: Dle pokynd vyrobce bylo navazeno 44,0 g piipravku do 1000 ml
destilované vody. Nasledné¢ probéhla sterilizace v autoklavu pii 121 °C
po dobu 15 minut. Po ochlazeni na 40 — 50 °C bylo asepticky ptidano 7 %
sterilni defibrinované krve. Vysledné pH pfti 25 °C bylo 7,3 +0,2.

- Chromocult® Coliform agar, Merck KGaA

Slozeni: enzymaticky hydrolyzat kaseinu 19
kvasni¢ny extrakt 29
chlorid sodny 59
dihydrogenfosfore¢nan sodny *2H20 2,29
hydrogenfosfore¢nan sodny 2,79
pyrohroznan sodny 19
sorbitol 1lg
tryptofan 1g
tergitol 7 0,159
6-chlor-3-indoxyl-p-D-galaktopyranosid 0,2¢g
kys. 5-brom-4-chlor-3-indoxyl-p-D-glukuronova 0,1 g
isopropyl- B-D-thiogalaktopyranosid 01g
agar 10g

Priprava: Dle pokyni vyrobce bylo navazeno 26,5 g do 1000 ml destilované
vody. Vzniklé médium se sterilizuje ve vodni lazni pti 100 °C po dobu

10 minut. Vysledné pH pfi 25 °C bylo 6,8 + 0,2.
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- Karmali agar, HiMedia

Slozeni:

pepton, special
Skrob

chlorid sodny
aktivni uhli

agar

23 ¢
1g
5¢
49
129

Priprava: Dle pokynu vyrobce bylo navazeno 22,5 g piipravku do 490 ml

destilované vody. Sterilizace probéhla v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min.

Po ochlazeni na 50 °C byl asepticky ptfidan obsah 1 lahvicky Campylobacter
Selective Supplement w/Hemin, Modified (FD 167). Vysledné pH pii 25 °C

bylo 7,4 + 0,2.

- Krevni agar (KA), HiMedia

Slozeni:

proteosovy pepton
jatrovy extrakt
kvasni¢ny extrakt
chlorid sodny

agar

15¢
2,59
5¢
5¢
159

Priprava: Dle pokynd vyrobce bylo navazeno 21,25 g ptipravku do 500 ml

destilované vody. Sterilizace prob¢hla v autoklavu pii 121 °C po dobu

15 minut. Po ochlazeni na 40 — 50 °C bylo asepticky pfidano 7 % sterilni
defibrinované krve. Vysledné pH pfi 25 °C bylo 7,4 + 0,2.

- M- Aeromonas Selective Agar Base (Havelaar), HiMedia

Slozeni:

tryptoza
kvasnicny extrakt
dextrin

chlorid sodny
chlorid draselny
siran hotfecnaty

chlorid Zelezity

40

5¢
29
11,4 ¢
39
24
01g
0,06 g



deoxycholat sodny 01g

bromthymolova modf 0,08 g

agar 139
Priprava: Dle pokynu vyrobce bylo navazeno 36,74 g piipravku do 1000 ml
destilované vody. Nasledné¢ probéhla sterilizace v autoklavu pii 121 °C
po dobu 15 minut. Po ochlazeni na 45 — 50 °C byl asepticky ptidan ampicilin
suplement (FD082). Vysledné pH pii 25 °C bylo 7,5 £ 0,2.

- Masopeptonovy agar ¢. 2 (MPA), HiMedia

Slozeni: masovy pepton 10¢g
hovézi extrakt 109
chlorid sodny 509
agar 15 g

Priprava: Dle pokyni vyrobce bylo navateno 40,0 g piipravku do 1000 ml
destilované vody. Nésledné byla smés sterilizovana v autoklavu pii 121 °C

po dobu 15 minut. Vysledné pH pfi 25 °C bylo 7,2 + 0,2.

- M- FC agar, HiMedia

Slozeni: tryptosa 109
proteosovy pepton 59
kvasni¢ny extrakt 39
laktosa 1259
zlucové soli 159
chlorid sodny 50
anilinova modf 0,1¢g
agar 15¢g

Priprava: Dle pokynu vyrobce bylo navazeno 52,1 g ptipravku do 1000 ml
destilované vody obsahujici 10 ml 1% roztoku kyseliny rosolové (FD 058
Rosolic Acid). Smés byla nasledné zahtivana ve vodni lazni az do uplného

rozpusténi. Vysledné pH pti 25 °C bylo 7,4 £ 0,2.
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- Mueller Hinton agar, HiMedia

Slozeni: hovézi masova infuse (susina) 24
kysely hydrolyzat kaseinu 1759
skrob 159
agar 17 g

Priprava: Dle pokynt vyrobce bylo navazeno 38,0 g pfipravku do 1000 ml
destilované vody. Sterilizace prob¢hla v autoklavu pii 121 °C po dobu
15 minut. Vysledné pH pti 25 °C bylo 7,3 + 0,1.

- Slanetz — Bartely agar, HiMedia

Slozeni: tryptosa 209
kvasni¢ny extrakt 509
dextrosa 29

hydrogenfosfore¢nan (di)draselny 4 g

azid sodny 0,449
trifenyltetrazolium chlorid 0,1g
agar 15¢g

Priprava: Dle pokynu vyrobce bylo navazeno 46,5 g piipravku do 1000ml
destilované vody. Vzniklé médium se sterilizuje na vodni lazni pii 100 °C

po dobu 10 minut. Vysledné pH pti 25 °C bylo 7,2 £ 0,2.

- Trypton séjovy agar (TSA), HiMedia

Slozeni: enzymaticky hydrolyzat kaseinu 159
sojovy pepton 59
chlorid sodny 50
agar 15 ¢

Priprava: Dle pokyni vyrobce bylo navazeno 40,0 g piipravku do 1000 ml
destilované vody. Sterilizace probé&hla v autoklavu pii 121 °C po dobu

15 minut. Vysledné pH pti 25 °C bylo 7,3 £0,2.
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- Xyléza - lyzin — deoxycholatovy agar (XLD agar), HiMedia

Slozent. kvasnicny extrakt 39
L-lysin 59
laktosa 750
sacharosa 759
xylosa 3540
chlorid sodny 59
citran zelezito-amonny 08¢
deoxycholan sodny 254
thiosiran sodny 6,89
fenolova ¢erven 0,08 g
agar 159

Priprava: Dle pokynt vyrobce bylo navdzeno 56,68 g ptipravku do 1000 ml
destilované vody. Vzniklé médium se sterilizuje na vodni lazni pii 100 °C

po dobu 10 minut. Vysledné pH pii 25 °C bylo 7,4 £0,2.

3.2.2 Reagencie, pracovni roztoky a soupravy (Kkity)

Cinidlo na oxidazu: Biomérieux, Francie

- Peroxid vodiku: pro test katalaza

- Cinidlo pro zaji§téni mikroaerofilniho prostiedi: CampyGen, AGS (Oxoid, USA)

- MIKROLATEST® a potiebna &inidla dodavana vyrobcem (Erba Lachema, s. 1. 0.,
Ceska republika)
o ENTERO - Rapid 24
o NEFERMtest 24
o STREPTOtest 24
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- Fyziologicky roztok
Slozeni: chlorid sodny 8540
destilovana voda 1000 ml
Priprava: Chlorid sodny byl rozpustén v 1000 ml destilované vody a poté byl

sterilizovan pii 121 °C po dobu 15 min.

- McFarlandova zakalova stupnice
Priprava: Smichanim chloridu barnatého (BaCly) a kyseliny sirové (H2SOy)
vznik4 sraZenina siranu barnatého. Urcitym pomérem mezi chemikaliemi je

mozné piipravit rizné stupné McFarlandovy zakalové stupnice (tabulka 4).

Tabulka 4 — Ptiprava McFarlandovy zakalové stupnice

Cislo stupné Chemikilie (ml) PFibliZzny pocet
zakalu 1,175% BaCl, 1% H,SO, bakterii (x 108/ml)
0,5 0,05 9,95 15
1 0,1 9,9 3
2 0,2 9,8 6
3 0,3 9,7 9
4 0,4 9,6 12

- Erlichovo ¢inidlo

Slozeni: p — dimethylaminobenzaldehyd 5¢
96% etanol 75 ml
koncentrovana HCI 25 ml

Pozn.: Cinidlo je nutné uchovavat v chladu.

- Karbolfuchsin

Slozeni: Roztok A: bazicky fuchsin lg
96% etanol 10 ml
Roztok B: 5% vodny roztok fenolu 100 ml

Priprava: Smisenim roztokli A a B vznikla suspenze, kterd byla po filtraci

ziedéna destilovanou vodou v poméru 1:10.
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- Krystalova violet’
Slozeni: Roztok A: krystalova violet 5¢9
96% etanol 200 ml
Roztok B: 1% oxalat amonny
Priprava: Smisenim 20 ml roztoku A a 80 ml roztoku B vznikla suspenze,

ktera byla nasledné¢ filtrovéana.

- Lugoliv roztok

Slozenti: jod 19
Jodid draselny 290
Destilovana voda 300 ml

Priprava: Jod a jodid draselny byl rozpustén v destilované vodg.

3.2.3 Vzorky vod

Pro izolaci bakterii z vod bylo dohromady odebrano 8 vzorkd vod (tab. 5). Z toho tfi
vzorky predstavovaly odpadni vodu pied COV, tii vzorky odpadni vodu po COV, jeden
vzorek byl kal a jeden vzorek piedstavoval povrchovou vodu odebranou z Labe. VSechny

vzorky byly odebirany v podzimnim obdobi.

Tabulka 5 — Vzorky vod

Cislo vzorku Typ vzorku Odkud Datum odbéru
1 natok do COV COV Pardubice 10. 10. 2016
2 odtok z COV COV Pardubice 10. 10. 2016
3 povrchova voda Labe 24.10. 2016
4 natok do COV COV Ragin 31.10. 2016
5 odtok z COV COV Ragin 31. 10. 2016
6 natok do COV COV Hradec Kralové 7.11.2016
7 odtok z COV COV Hradec Kralové 7.11.2016
8 kal Synthesia a. s., Pardubice 7.11. 2016
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3.2.4 Chemické latky

K testovani citlivosti bakterii bylo dohromady vybrano 22 antibiotik, které jsou uvedeny

v tabulce 6. VSechny antibiotika byly zakoupeny od firmy OXOID CZ, s.r. o.

Tabulka 6 — Testovana antibiotika

Antibiotikum Obsah v disku (ug) | Zkratka Sarze Expirace
Amikacin 30 AMK 30 1985258 | 2020/01/05
Amoxycillin — Klavulat 20-10 AMC 20-10 | 1996605 | 2020/01/24
Ampicillin 2 AMP 2 1995667 2020/02
Ampicillin 10 AMP 10 1984004 2019/12/28
Aztreonam 30 ATM 30 1969562 2019/12/01
Cefadroxil 30 CFR 30 1984009 2020/01
Cefepim 30 FEP 30 1992829 | 2020/01/19
Cefotaxim 5 CTX5 1969538 2018/12
Cefoxitin 30 FOX 30 1984557 2020/01/03
Ceftazidim 10 CAZ 10 2105243 2018/02
Cefuroxim 30 CXM 30 1976855 | 2019/12/12
Ciprofloxacin 5 CIP5 1992429 2020/01/16
Doxycyclin 30 DOX 30 1977868 | 2019/12/15
Gentamicin 10 GEN 10 1985244 | 2020/01/04
Chloramphenicol 30 CHL 30 1966478 2019/11/25
Imipenem 10 IPM 10 1984001 2017/12/28
Linezolid 10 LZD 10 1972376 2018/12
Nitrofurantoin 100 FUR 100 2108267 2020/02
Piperacillin 30 PPC 30 1958983 2019/12
Piperacilin — Tazobaktam 30-6 TZP 30-6 2107472 2020/02
Tetracyclin 30 TET 30 1985323 2020/01/06
Tigecyclin 15 TGC 15 1969533 | 2017/11/30
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3.3 Pracovni postup

3.3.1 Redéni vzorki vod

Vzorky vod byly po odbéru co nejrychleji zpracovany (obvykle do 4 hodin) a to dle
normy CSN EN ISO 8199. Jelikoz byly odebirany vzorky odpadnich a povrchovych vod, bylo
je tieba pfed nanesenim na kultivacni pudy ziedit desitkovym fedénim, a to 107, 102 a 10°.

U nékterych vzorka bylo pouzito 1 fedéni 10,

3.3.2 Metody stanoveni bakterii ve vodach

V této diplomové praci jsem Se zameéfila na stanoveni indikatorovych mikroorganismii,
a to na termotolerantni koliformni bakterie, E. coli a enterokoky. Dale jsem stanovovala také
salmonely, yersinie, kampylobaktery, aeromonady a pseudomonady.

U vSech vzorku s predpokladem nizsiho vyskytu bakterii byla provedena membranova
filtrace s prefiltrovanim 100 ml, pfipadné 10 ml vzorku vody ptes filtr (velikosti pord
0,45 pm). Poté byl filtr sterilné pienesen na selektivni médium. Dale byly vzorky vody
zpracovany i pomoci metody piimého vysevu na selektivni kultivaéni médium. V tomto
ptipadé byly vzorky zfedény a na selektivni kultivaéni médium bylo aplikovano po 100 pl

a inokulum bylo rozetfeno L — hokejkou. Stanoveni bylo vzdy provadéno v dubletu.

3.3.2.1 Stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii a E. coli

Stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii a E. coli ve vodach bylo provedeno
kombinaci dvou norem, a to normy CSN EN ISO 9308-1 a CSN 75 7835. Selektivnim
médiem dle normy CSN EN ISO 9308-1 je Chromocult® Coliform agar, na kterém vyrtsta
E. coli vtmavé modrych az fialovych koloniich a ostatni koliformni bakterie v rizovych
az Gervenych koloniich. Selektivnim médiem dle normy CSN 75 7835 je M—FC agar,
na kterém rostou termotolerantni koliformni bakterie v modie zbarvenych koloniich (obr. 4).
Inkubace naockovanych kultiva¢nich médii probihala v aerobnim prostiedi 24 hodin pfi
42 °C. Suspektni kolonie byly izolovany na MPA. Po 24 — hodinové inkubaci pii 37 °C bylo
provedeno Gramovo barveni a test na pfitomnost katalazy a oxidazy. Ke konecné identifikaci
bakterii byla pouita identifikaéni souprava MIKROLATEST®, piesn&ji ENTERO-Rapid
24 test. V piipadech nejednozna¢ného vysledku byl pro identifikaci vyuzit systém BIOLOG
a MALDI-TOF MS.
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Obrazek 4 — Suspektni kolonie na Chromocult® Coliform agaru (vlevo) a M—FC
agaru (vpravo), (foto autor)
suspektni E. coli — ¢ervené oznaceni,

suspektni termotolerantni koliformni bakterie — zluté oznaceni

Obrazek 5 — Suspektni kolonie na Slanetz—Bartley agaru (¢ervené oznaceni), (foto autor)

vlevo: piimy vysev na povrch kultiva¢niho média, vpravo: membranova filtrace

3.3.2.2 Stanoveni intestinalnich enterokoku

Vychozim materialem pro stanoveni intestinalnich enterokokt ve vodach byla norma
CSN EN ISO 7899-2. Selektivnim médiem pro enterokoky je Slanetz—Bartley agar. Kultivace
probihala v aerobnim prostiedi 24 — 48 hodin pii 37 °C. Suspektni kolonie (Cervené
az kaStanové kolonie, obr. 5) byly izolovany na MPA. Po 24 — hodinové inkubaci pii 37 °C
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bylo provedeno Gramovo barveni a test na ptitomnost katalazy, oxidazy a test na schopnost
hydrolyzovat eskulin. Ke kone¢né identifikaci bakterii byla pouzita identifika¢ni souprava
MIKROLATEST®, piesnéji STREPTOtest 24.

3.3.2.3 Stanoveni salmonel

Pii stanoveni rodu Salmonella se vychazelo z normy CSN ISO 19250. Selektivnim
médiem pro rod Salmonella je XLD agar. Kultivace probihala v acrobnim prostfedi 24 hodin
pti 37 °C. Suspektni kolonie (prisvitné kolonie s ¢ernym stiedem, obr. 6) byly izolovany
na MPA. Po 24 — hodinové inkubaci pii 37 °C bylo provedeno Gramovo barveni a test
na ptitomnost kataldzy a oxidazy. Ke konecné identifikaci bakterii byla pouzita identifika¢ni
souprava MIKROLATEST®, ptresné&ji ENTERO—-Rapid 24 test. V piipadech nejednoznaéného
vysledku byl pro identifikaci vyuzit syst¢ém BIOLOG a MALDI-TOF MS.

Obrazek 6 — Suspektni kolonie na XLLD agaru (Cervené oznaceni), (foto autor)

3.3.2.4 Stanoveni yersinii

Pii stanoveni rodu Yersinia ve vodach se vychazelo z normy CSN EN ISO 10273,
pfestoZze je touto normou popisovdno stanoveni yersinii v potravindch a krmivech.
Selektivnim médiem pro yersinie je CIN agar (Yersinia Selective Agar Base). Inkubace
probihala v aerobnim prostiedi 24 — 48 hodin pii 30 °C. Suspektni kolonie (prihledné kolonie
S vyraznym tmavé razovym sttedem, obr. 7) byly izolovany na TSA. Po 24 — hodinové
inkubaci pii 37 °C bylo provedeno Gramovo barveni a test na pfitomnost katalazy a oxidazy.

Ke kone¢né identifikaci bakterii byla pouita identifikaéni souprava MIKROLATEST®,
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presnéji ENTERO—-Rapid 24 test. V ptipadech nejednozna¢ného vysledku byl pro identifikaci
vyuzit syst¢ém BIOLOG a MALDI-TOF MS.

Obrazek 7 — Suspektni kolonie na CIN agaru (Cervené oznaceni), (foto autor)

3.3.2.5 Stanoveni kampylobakteri

Vychozim materialem pro stanoveni bakterii z rodu Campylobacter byla norma CSN
ISO 17995. Selektivnim médiem pro kampylobaktery je Karmali agar. Kultivace probihala
v mikroaerofilnim prostfedi, a to 48 hodin pti 42 °C. Suspektni kolonie (drobné sedé kolonie,
obr. 8) byly izolovany na neselektivni médium, kterym je Columbia agar, a to vzdy v dubletu,
kdy cast byla kultivovana v aerobnim prostiedi a dalsi ¢ast v mikroaerofilnim prostiedi. Timto
zpusobem byla provedena zkouska neschopnosti ristu kampylobaktert v aerobnim prostiedi.
Poté bylo provedeno Gramovo barveni a test na piitomnost kataldzy a oxidazy. Pro prikaz

specifického pohybu kampylobakterii byla pouzita mikroskopie v zastinu.

Obrazek 8 — Suspektni kolonie na Karmali agaru (Cervené oznaceni), (foto autor)
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3.3.2.6  Stanoveni pseudomonad

Pii stanoveni bakterii z rodu Pseudomonas se vychazelo z normy CSN EN ISO 16266.
Selektivnim médiem pro rod Pseudomonas je Cetrimidovy agar. Kultivace probihala
Vv aerobnim prostiedi 24 — 48 hodin pti 37 °C. Suspektni kolonie (zluto — zelené, pripadné
Zluto — hnédé kolonie) byly izolovany na MPA. Po 24 — hodinové inkubaci pii 37 °C bylo
provedeno Gramovo barveni a test na pfitomnost kataldzy a oxidazy. Ke konec¢né identifikaci
bakterii byla pouzita identifikatni souprava MIKROLATEST®, presn&ji NEFERMtest 24.
V ptipadech nejednoznacného vysledku byl pro identifikaci vyuzit systém BIOLOG
a MALDI-TOF MS.

3.3.2.7 Stanoveni aeromonad

Selektivnim médiem pro rod Aeromonas je M-Aeromonas selektivni agar (M-
Aeromonas Selective Agar Base). Inkubace probihala v aerobnim prostfedi 24 — 48 hodin pfi
30 °C.  Suspektni kolonie (velké zluté kolonie, obr. 9) byly izolovany na KA.
Po 24 — hodinové inkubaci pii 37 °C bylo provedeno Gramovo barveni a test na pfitomnost
katalazy aoxidazy. Ke kone¢né identifikaci bakterii byla pouzita identifikacni souprava
MIKROLATEST®, piesngji NEFERMtest 24. V piipadech nejednoznacného vysledku byl
pro identifikaci vyuzit systém BIOLOG a MALDI-TOF MS.

Obrazek 9 — Suspektni kolonie na M—Aeromonas selektivnim agaru (¢ervené oznaceni), (foto

autor), vlevo: ptimy vysev na povrch kultiva¢niho média, vpravo: membranova filtrace
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3.3.2.8 Kvantitativni hodnoceni narustu bakterii

Vysledkem kvantitativniho hodnoceni narGstu bakterii je pocet KTJ/ml. Toto
hodnoceni vychazi znormy CSN EN ISO 8199. Zakladem je poéitani narostlych kolonii
na kultivacnich médiich. V zavislosti na jejich poctu byl pouzit jeden ze dvou uvedenych

vzorcu. Pokud byl pocet kolonii na kultiva¢nich médiich od 15 — 300, vyuzival se kK vypocétu

VZOrec:
N = 2C [l]
V+(ni+ 0,1 ny)*d
ZC...... soucet vSech kolonii spoc¢itanych na vybranych miskéach
Ny...... pocet misek pouzitych pro vypocet z prvniho pouzitého fedéni
Ny...... pocet misek pouzitych pro vypocet z druhého pouzitého fedéni
d....... faktor pro vypocet prvniho pouzitého fedéni
V... objem inokula ockovaného na kazdou z ploten

Pokud byl pocet kolonii nizs$i nez 15, vyuzila se metoda tzv. odhadu nizkych pocti,
tedy vzorec:
N=mxd? [2]
m...... aritmeticky primér narostlych kolonii

d....... pouzité fedéni

3.3.2.9 Identifikace pomoci systétmu BIOLOG a MALDI-TOF MS

Nedourcené bakteridlni kmeny byly identifikovany pomoci dvou systémi, a to systému

BIOLOG a systtmu MALDI TOF MS.

Identifikace syst¢émem BIOLOG byla provedena nasledujicim zptisobem. Pro vSechny
vzorky byl zvolen protokol A. Pro testovani byly pouzity 24 — hodinové kultury izolované
na MPA. Pomoci sterilniho vatového tamponu byl z bakterialniho kmene vytvoren zakal
v suspenznim médiu A s cilem dosahnout transmitance 97 — 98 %. Takto pfipravené médium
bylo multikanalovou automatickou pipetou davkovano po 100 ul do mikrotitraéni desticky
S jiz pfitomnymi substraty. Poté probihala inkubace pii 35 °C a vysledky byly odecitany
po 10, 24 a 48 hodinidch. K odectu absorbanci byl pouZzit poloautomaticky systém
MicroStation a identifikace kmene probéhla na zakladé porovnavani odeCtenych vysledku
s GEN I11 databazi.
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Identifikace pomoci systétmu MALDI-TOF MS, od firmy Bruker s. r. o., byla

provedena ve Vyzkumném ustavu veterinarniho lékafstvi v Brng.

3.3.3 Testovani citlivosti bakterii vii¢i antibiotikiim

Testovani citlivosti bakterii na antibiotika bylo provedeno dle pokynti EUCASTuU.
Z testovanych bakteridlnich kmenid byly pfipraveny suspenze ve fyziologickém roztoku
odpovidajici 0,5 stupni McFarlandovy zdkalové stupnici. Sterilnim bavinénym tamponem,
ktery byl ponotfen do bakteridlni suspenze a piebytecny roztok odstranén otiranim o sténu
zkumavky, byl vzorek nanesen ve tfech smérech na MH agar. Poté¢ byly prostiednictvim
raznice, naneseny piislusné antibiotické disky s naslednou inkubaci, ktera probihala
18 — 20 hodin pii 35 °C. Testovani bylo opakovano 3x, a to vzdy v dubletu pro kazdy
bakterialni kmen. Inhibi¢ni zoény byly odecitany dle doporuc¢eni EUCASTu, a to ze spodni
strany Petriho misky proti tmavému pozadi a ve vzdélenosti 30 cm od oka. Ptipadné byly
inhibi¢ni zoény odecitiny pomoci systtmu BACMED. Hodnoty inhibi¢nich zoén byly

porovnavany s klinickymi breakpointy.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Izolace bakterii z vod

Prvni cast diplomové prace spocivala v izolaci bakterii zvod. K tomuto tGéelu bylo
dohromady odebrano 8 vzorkl, ze kterych bylo ke konecné identifikaci vybrano 81
bakteridlnich kmend. U téchto bakteridlnich kmenti byly provedeny testy na kataldzu,
oxidazu, dale byly obarveny dle Grama. Na zakladé této predbézné identifikace byly pouzity
identifika¢ni soupravy MIKROLATEST®. V ptipadé nejednoznaéné identifikace byl
ke stanoveni vyuzit systém BIOLOG a MALDI-TOF MS.

V zacatcich experimentalni prace byla snaha stanovit celkové mnozstvi vyskytujicich
se bakterii ve vzorcich vod, a to pomoci pfimého vysevu ziedéného vzorku vody na MPA.
Toto stanoveni vSak nebylo mozné z divodu pfitomnosti vysoké koncentrace doprovodné
flory, kdy jednotlivé kolonie byly pterostlé bakteriemi z rodu Bacillus, ¢i plisnémi. Proto byly
ke stanoveni a vyjadieni poctl vyuzivany pouze selektivné — diagnostické pudy. V souvislosti
s ptitomnosti velkého mnozstvi bakterii nebylo mozné u vétSiny vzorkd vyuzit ke stanoveni
metodu membranovych filtril, ale pouze metodu piimého vysevu ziedéného vzorku na povrch

kultiva¢niho média.

Tabulka 7 — Kvantitativni hodnoceni vyskytu bakterii ve vodach

Bakterie ve vodach (KTJ/ml)
Vzorky [ Koliformni | Escherichia Intestinalni Aeromonidy | Pseudomonsd
bakterie coli enterokoky y " y
1 53*10* 3.4*10% 1,9*10° 2.2 *10* 1,6 * 10°
2 3,1*10° 4,9 * 10? 45~* 10! 1,5*10° N < 10*
3 5,5 * 10! 1,0 * 10* 2,5* 10! 2.5* 10! N < 10*
4 1,0 * 10° 4.4 * 10 41~*10° 2.1*10 9.0 * 10°
5 6,5 * 10* 3,5*10* 1,0 * 10* 4,0* 10" N < 10*
6 51*10* 3,8*10* 5,9 *10° 7.5*10° 45*10°
7 2.8 *10? 1,5 * 10° 3,5* 10! 1,6 * 10* N < 10!
8 N < 10! N < 10* N < 10* 1,0 * 10t N < 10*

Pouzité zkratky: 1 — natok do COV Pardubice, 2 — odtok z COV Pardubice,
3 — povrchovd voda z Labe, 4 — natok do COV Hradec Kralové,
5 — odtok z COV Hradec Kralové, 6 — natok do COV Racin, 7 — odtok z
COV Ragcin, 8 — kal ze Synthesia a. s., Pardubice
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Pii kvantitativnim hodnoceni nartistu bakterii se vychazelo z normy CSN EN ISO 8199.
Timto zpisobem byly u vSech vzorkli vyjadfeny pocty v KTJ/ml u termotolerantnich
koliformnich bakterii, E. coli, intestinalnich enterokokd, aeromonad a pseudomonad.
Vysledné pocty jsou uvedeny vtabulce 7. Pfi vypoCtu mnozstvi termotolerantnich
koliformnich bakterii a E. coli se bral v uvahu pouze narist na Chromocult® Coliform agaru,
nikoli na M-FC agaru. Baudisova (2014) totiz uvadi, ze vlivem vysoké teploty pii kultivaci
jsou vysledné pocty termotolerantnich koliformnich bakterii Casto podhodnocené. Tato
skutecnost byla potvrzena i pii této praci, kdy pocty na M—FC agaru byly nizsi 0 22 — 76 %

(praméms o 46 %) ve srovnani s nariistem na Chromocult® Coliform agaru.

Pro zajidténi zdchytu pouze termotolerantnich koliformnich bakterii byl Chromocult®
Coliform agar inkubovan pfi teploté¢ 42 °C. Pro zajimavost byl vyzkouSen nartist bakterii
na tomto agaru i pii 37 °C. Porovnanim vyslednych poctl bakterii bylo zjisténo, Ze kultivaci
pti vyssi teploté byl pocet koliformnich bakterii snizen o vice nez 50 %. BaudiSova (2016)
uvadi, ze Chromocult® Coliform agar neni vhodny pro nedesinfikované vzorky vod z divodu
vysokého zachytu doprovodné mikroflory. V ramei této prace vSak byly vSechny izolované
suspektni kolonie, krom jedné (A. sobria), identifikovany jako bakterie pattici do skupiny

termotolerantnich koliformnich bakterii, ptipadné E. coli.

Patogenni bakterie, jako jsou salmonely, yersinie a kampylobakteti, byly hodnoceny
pouze kvalitativné. Jedinym prokazanym patogenem byla Y. intermedia, ktera byla
identifikovana v povrchové vodé z Labe (vzorek €. 3). V ostatnich vzorcich nebyly Zadné
patogeny pfitomny. Tato absence patogeni, kterd je zaraZejici obzvlast' v odpadnich vodach,
je pravdépodobné zplisobena vlivem aplikace vzorkd na selektivni kultivaéni pudy
bez pifedchoziho pomnozeni bakterii v selektivnich bujonech. Tento chybéjici krok nebude
opomenuty vramci nasledujici diplomové prace na toto téma. Pifikladem miliZze byt
modifikované Rappaport—Vassiliadisovo médium pro salmonely, které pouzily BaudiSova
a Bendkova (2011) a ve 33 % vzorkli odpadnich vod prokdzaly salmonely, pfedevSim
sérovary Salmonella enterica. V odtocich z 5 Cistiren v Moravskoslezském kraji stanovovala
salmonely také Badurova (2011), kterd je prokdzala pouze u 4 % vzorki, nésledujici rok
nebyly salmonely prokdzany v zadném odbéru (Badurova, 2011). Dalsi vyzkum provadéla
Masarikova et al. (2016), ktera se zaméfila na stanoveni bakterii rodu Salmonella v odpadnich

vodach v Brn¢ vroce 2012. K prikazu salmonel vyuzila pufrovanou peptonovou vodu
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pro revitalizaci a pomnoZzeni bakterii s naslednou kultivaci v modifikovaném polotuhém
Rappaport — Vassiliadisovu agaru. Salmonely byly zjistény ve vSech 37 vzorcich. V ramci
tohoto vyzkumu byl zjistén vyssi vyskyt salmonel rezistentnich vua¢i antibiotikiim
V odpadnich vodach, odkud se $ifi do Zivotniho prostiedi a predstavuji riziko pro volné zijici

zivocichy a st¢hovavé vodni ptaky, napt. racky (Masarikova et al., 2016).

DalSim zardzejicim faktem je nepfitomnost kampylobakterii. BaudiSovd a Bendkova
(2011) prokazala kampylobaktery ve vSech testovanych vzorcich surovych odpadnich vod,
ato ve stovkach KTJ/ml. V odpadnich vodach po ¢isténi byly hodnoty kampylobaktert
vyrazné snizeny, a to 0 98,1 — 99,9 % (BaudiSova a Benakova, 2011). Hokajarvi et al. (2013)
uvadi, Ze béhem testovani finskych odpadnich vod byl rod Campylobacter prokazan u 59 %
vzorkd a nejéastéji se vyskytujicim druhem byl C. jejuni. Alexandrino et al. (2004)
stanovovali v odpadnich vodach patogeny C. jejuni, C. coli a Y. enterocolitica sérovar 0:3
pomoci metod zaloZenych na PCR. Pomoci takovych metod mohou byt patogeny ve vodach
identifikovany do 12 hodin. Velkou vyhodou je moznost stanoveni zivotaschopnych,

ale nekultivovatelnych bakterii (Alexandrino et al., 2004).

Bakterie z rodu Aeromonas byly prokazany ve vsech testovanych vzorcich vod, kdy
nejcastéji vyskytujicimi se druhy byly A. sobria, A. caviae a A. media. Pomoci MALDI-TOF
MS byl identifikovan jeden kmen jako A. hydrophila. Figueira et al. (2011) se zaméfil
naizolaci oxiddza — pozitivnich kmenti z riznych vzorkli vod v severnim Portugalsku.
Dohromady ze 741 izolath bylo pomoci analyzy genové sekvence 16S rRNA identifikovano
121 kmend. 80 kmenl bylo ziskdno zrGznych upraven pitnych vod, kdy 51 kment
ze surovych povrchovych vod a 29 kment zvod po ozonizaci. Z odpadnich vod bylo
dohromady izolovano 32 kment, z toho 17 ze surovych odpadnich vod a 15 z jiz ptecisténych
odpadnich vod. V podzemnich vodach ani ve vodach zkohoutku nebyly aeromonady
prokazany. V surovych povrchovych vodach byla nejvice zastoupena A. sobria, ve vodach
po ozonizaci A. hydropila, v surovych vzorcich odpadnich vod A. media a A. caviae
a v odpadnich vodach po vycisténi A. media (Figueira et al., 2011). Khajanchi et al. (2010)
stanovil, Ze nejvice zastoupenymi aeromonddami v ruznych vzorcich vod z USA je skupina
A. hydrophila, do které autor fadi A. hydrophila, A. bestiarum a A. salmonicida. Prave tato
skupina ptfedstavovala 87 kmeni (59,5 %) z celkovych 146 izolovanych kment aeromonad.

Nejveétsi vyskyt bakterii z této skupiny byl v povrchovych vodach a poté ve vodach
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podzemnich. Dalsi nejvice zastoupenou skupinou ve vodach je skupina A. veronii — A. sobria
(bakterie A. veronii biovar sobria, A. jandaei, A. schubertii a A. trota). Vyskyt této skupiny
Vv testovanych vodach je 15,7 %, ztoho nejvice v povrchovych vodach. Skupina
A. caviae — A. media (bakterie A. caviae, A. media a A. eucrenophila) byla zastoupena
v 14,3 %, z toho nejvice v podzemnich vodach. Posledni skupinou byly atypické aecromonady,

které byly ve vodach zastoupeny v 10,2 % (Khajanchi et al., 2010).

BaudiSova a kol. (2011) poukazuje na skute¢nost, ze E. coli ¢im dal vice nahrazuje
stanovovani termotolerantnich fekalnich koliformnich bakterii. E. coli totiz pfedstavuje
nejvyznamnéj$iho zastupce této skupiny, jejiz zastoupeni je prumémé 60 — 70 %. Autorka
také uvadi, ze se vyskyt fekalnich koliformnich bakterii v surovych odpadnich vodéch
pohybuje fadové v mnozstvi 10> KTJ/ml, piicemz vyskyt E. coli je 10 — 10° KTJ/ml
(BaudiSova a kol., 2011). V odtocich z COV je mnozstvi vyskytujicich se bakterii niZsi,
ato 10 KTJ/ml pro termotolerantni koliformni bakterie a 10* — 10* KTJ/ml pro E. coli
(Baudisova a Benakova, 2011). Udaje uvedené pro surové odpadni vody jsou totozné
s vysledky ziskanymi v rdmci této prace. Po upravé odpadnich vod byly hodnoty vyskytu
bakterii ve vzorku & 2 (COV Pardubice) vyssi, a to 10° KTJ/ml termotolerantnich
koliformnich bakterii. Ostatni vzorky odpadnich vod po tGpravé odpovidaly vySe uvedenym
hodnotam. BaudiSova a kol. (2011) testovala v letech 2005 — 2011 odtoky z vice nez 100
malych i velkych COV, u kterych bylo zji§téno, ze hodnoty vyskytu indikatorti fekalniho
zne€isténi byly primémé desetindsobné vyssi, neZ udava ceska legislativa, a to v té dobé
platné Natizeni vlady ¢. 23/2011 Sb. Dnes je aktudlni Natizeni vlady ¢. 401/2015 Sb., jejichz
maximalni pfipustné hodnoty znecisténi jsou totozné s predchozim nafizenim, tedy pro E. coli
2500 KTJ/100ml a pro termotolerantni fekalni koliformni bakterie 4000 KTJ/100ml (Natizeni
vlady & 401/2015 Sb.). Vtomto ohledu Zidny testovany vzorek odtoku z COV

(vzorek €. 2, 5 a 7) nespliiuje zadané limity.

Pii stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii a E. coli byly pouzity selektivné
diagnostické pudy, které obsahuji substraty pro enzym B — D — galaktosiddzu (koliformni
bakterie) a pro enzym B — D — glukuronidazu (E. coli). Poté probihala 24 hodinova inkubace.
Vhodnou a rychlejsi alternativu tohoto stanoveni popisuje Fiksdal et al. (1994) a George et al.
(2001) s vyuzitim enzymatickych testi, které jsou zalozeny na prikazu vyse uvedenych

enzymi. Principem testu je filtrace malého mnozstvi vzorku vody (1 — 20 ml) ptes filtr
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0 velikosti portt 0,2 um. Dal§im krokem je pieneseni filtru do banky s fosfatovym pufrem
(a dalsimi roztoky) a pfislusnym specifickym substratem pro dany stanovovany enzym.
Po inkubaci Vv tiepaci vodni lazni pii 37 °C se méfi fluorescence pomoci spektrofluorometru.
Diky tomu mohou byt koliformni bakteric a E. coli stanoveny jiz béhem 20 — ti minut.
Uplatnéni této metody se nabizi napf. pro rychlé stanoveni ucinnosti ¢isténi odpadnich vod

(Fiksdal et al., 1994; George et al., 2001).

V odpadnich a povrchovych vodach je vyskyt enterokokti ofekavany. Da Silva et al.
(2006) vyizoloval ze surovych a vycisténych odpadnich vod ze severniho Portugalska béhem
roku dohromady 148 kmeni enterokokti. Nejvice zastoupenym druhem v surovych odpadnich
vodach byl En. hirae, poté nasleduje En. faecium a En. faecalis. Ve vy¢isténych odpadnich
vodach pievazoval En. faecium, coz prokazuje vys$si odolnost oproti En. hirae. Kiihn et al.
(2003) uvadi, ze vyskyt druhti enterokokti v povrchovych vodach je srovnatelny s vyskytem
ve vyéisténych odpadnich vodach. Odpadni vody po COV ve Spanélsku a Velké Britanii
obsahovaly enterokoky v mnozstvi 10° — 10° KTJ/ml a nejvice zastoupenym druhem byl
En. faecium. Ve Svédsku byl vyskyt enterokokt nizsi, a to 10* KTJ/ml, kdy En. faecalis
byl nejvice zastoupenym druhem (Kiihn et al. 2003). Podobné vysledky uvadi i Blanch et al.
(2003). Uvededné pocty enterokokl ve vycisténych odpadnich vodach jsou srovnatelné
s vysledky ziskanymi v ramci této prace, kdy nejvice zastoupenym druhem byl En. hirae

a En. faecalis. Dale byl ve vodach prokazan i En. gallinarum a En. mundtii.

4.1.1 COV Pardubice

Prvni odbér byl z COV Pardubice, kde vzorek &. 1 piedstavoval natok do COV a vzorek
&. 2 odtok zCOV. Vzorek &. 1 obsahoval z testovanych bakterii 69 % termotolerantnich
koliformnich bakterii, z toho 45 % E. coli (obr. 10). Dale byly ve 3 % pfitomny intestinalni
enterokoky, 28 % aeromonad a 0,2 % pseudomonad. Z rodu Pseudomonas byl pfitomen ten
nejvyznamngéj$i zastupce, a to P. aeruginosa (obr. 11). Schwartz et al. (2006) provedl vyzkum
vyskytu P. aeruginosa Vv ruznych vzorcich némeckych odpadnich vod a zaroven testoval
jejich citlivost vuéi ciprofloxacinu. Dohromady stanovil 127 kmena P. aeruginosa, pii¢emz
u 119 kment byla prokazéana rezistence viici ciprofloxacinu, tedy u 93,7 % kment. Vice nez
dvé tietiny ciprofloxacin — rezistentnich kmenti P. aeruginosa byly izolovany z odpadnich
vod z nemocnic (Schwartz et al., 2006). Cernohorska a Slavikova (2009) vyizolovaly 118

kment P. aeruginosa od pacientl s infekci mocovych cest a prokazaly, ze 86 kmenu, tedy
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72,9 %, je rezistentni vuci ciprofloxacinu. P. aeruginosa izolovana v ramci této prace byla
na ciprofloxacin citlivd. Dale byly v testovaném vzorku pfitomny na XLD agaru suspektni
kolonie rodu Salmonella (obr. 12), avSak biochemickymi testy byla jejich pFitomnost

vyvracena. Stejné tak nebyly ve vzorku prokazany ani yersinie a kampylobaktefi.

Obrazek 10 — Vzorek &. 1 na Chromocult® Coliform agaru v fedéni 10 (foto autor)

Obrazek 11 — Pseudomonas aeruginosa ze vzorku ¢. 1 na neselektivnim médiu MPA

(¢erné pozadi), (foto autor)
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Obrazek 12 — Suspektni kolonie rodu Salmonella ve vzorku &. 1 na XLD agaru v fedéni 10

(¢ervené oznaceni), (foto autor)

Zastoupeni bakterii ve vzorku ¢. 2 bylo obdobné jako ve vzorku ¢. 1, a to 67 %
termotolerantnich koliformnich bakterii, ztoho 11 % E. coli (obr. 13). Porovnanim
obrazku 13 a obrazku 10 ziskdme docela jasnou pfedstavu o mnozstvi vyskytujicich
se bakterii, které je vyrazné niz$i oproti vzorku €. 1. Zastoupeni enterokokl bylo v tomto
vzorku vody velice nizké, a to pouhé 1 %, zatimco aeromonady byly zastoupeny z 32 %.

Pseudomonady nebyly vevzorku prokazany, stejné tak ani salmonely, yersinie
a kampylobaktefi.

Obrazek 13 — Vzorek ¢&. 2 na Chromocult® Coliform agaru v fedéni 10 (foto autor)
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4.1.2 Povrchova voda z Labe

Dalsi odbér predstavoval povrchovou vodu z Labe (vzorek €. 3), kde bylo z testovanych
bakterii prokazano 52 % termotolerantnich koliformnich bakterii, z toho 10 % E. coli, dale
24 % intestindlnich enterokokd a 24 9% aeromonad. Bakterie zrodu Pseudomonas,
Campylobacter ani z rodu Salmonella nebyly ve vzorku prokazany. Na obrazku 14 jsou
zobrazeny dv¢ izolace suspektnich kolonii rodu Salmonella z primarni kultury. Po izolaci
se vSak ukazalo, Ze pouze jedna z izolaci roste v typickych prisvitnych koloniich s ¢ernym
sttedem. Neznamy kmen ale nebyl identifikovan jako zastupce rodu Salmonella, nybrz
Citrobacter. Zaroven je z obrazku ziejmé, ze vlevo se jedna o smésnou kulturu. Jedinou
patogenni bakterii, ktera byla prokazana ve vodé¢ z Labe, je Yersinia intermedia, ktera je
zobrazena na obrazku 15. Sinha et al. (2000) izoloval tuto bakterii z odpadnich vod v Dilli
v Indii, kdy z 50 vzorkt byla Y. intermedia prokazana v 11 vzorcich odpadnich vod. Stock
and Wiedemann (2003) ve své studii vyuzili k testovani citlivosti na antibiotika bakterialni

kmeny Y. intermedia, které byly izolovany z vod ve Svédsku a Némecku.

Obrazek 14 — Izolaty suspektnich kolonii z primarni kultury ze vzorku ¢. 3 na XLD agaru

(foto autor), vlevo: charakteristické suspektni kolonie, vpravo: vylouceni rodu Salmonella
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Obrazek 15 — Yersinia intermedia ze vzorku ¢. 3 na neselektivnim médiu TSA (Cerné

pozadi), (foto autor)

4.1.3 COV Raéin

COV Ra¢in (okr. Zdar nad Sazavou) poskytla k testovani dva vzorky vod, a to natok
do COV (vzorek ¢. 4) a odtok z COV (vzorek ¢. 5). Vzorek ¢&. 4 obsahoval nejvétsi mnozstvi
bakterii ve srovnani s ostatnimi vzorky, coz je také viditelné na obrazku 16. Pisafova a kol.
(2003) uvadi, ze mira znecisténi odpadnich vod €asto nezavisi jen na velikosti mésta ¢i obce.
Charakter odpadnich vod vyznamné ovliviiuji zeméd€lské a primyslové odpadni vody
(Pisarova a kol., 2003). Na zakladé¢ této skutecnosti si mizeme vysvétlit zarazejici skute¢nost
vyssiho vyskytu bakterii v natoku COV zobce nez v natoku COV z mést. Z testovanych
bakterii bylo prokazano 79 % termotolerantnich koliformnich bakterii, z toho 34 % E. coli,
déle 3 % intestinalnich enterokokt, 19 % aeromonad a 1 % pseudomonad. Patogenni bakterie

jako jsou salmonely, yersinie a kampylobaktefi nebyly ve vzorku vody prokazany.
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Obrazek 16 — Vzorek ¢&. 4 v feddni 107 (foto autor),

vlevo Chromocult® Coliform agar, vpravo M—Aeromonas selektivni agar

Vzorek odtoku odpadni vody z COV (vzorek & 5) obsahoval nejmen$i mnozstvi
bakterii ve srovnani s ostatnimi vzorky, s vyjimkou vzorku ¢. 8 (kal z firmy Synthesia a. s.),
coz je patrné z obrazku 17. Z celkového mnozstvi bakterii bylo ve vzorku pfitomno 57 %
termotolerantnich koliformnich bakterii, ztoho 30 % E. coli, dale 9 % intestindlnich
enterokokii, 35 % aeromonad. Pseudomonady nebyly ve vzorku prokazany, stejné

tak kampylobaktefi, salmonely a yersinie.

Obrazek 17 — Vzorek &. 5 v fedéni 10™ (foto autor),

vlevo M — FC agar, vpravo M — Aeromonas selektivni agar
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4.1.4 COV Hradec Krilové

Dalii COV, ze které byly odebrané dva vzorky, byla COV Hradec Kralové. Prvni
predstavoval natok do COV (vzorek &. 6), druhy zase odtok z COV (vzorek &. 7). Vzorek &. 6
obsahoval z testovanych bakterii 79 % termotolerantnich koliformnich bakterii, z toho 59 %
E. coli (obr. 18). Vzorek dale obsahoval 9 % intestinalnich enterokokt (obr. 19), 11 %
aeromonad a 1% pseudomonad. Suspektni kolonie rodu Salmonella byly izolovany na XLD
agar (obr. 20), avSak testem ENTERO — Rapid 24 byl kmen identifikovan jako Citrobacter
youngae. Yersinie ani kampylobaktefi nebyly ve vzorku vody prokazany.

Obrazek 18 — Vzorek &. 6 v fedéni 10 na Chromocult® Coliform agaru (vlevo) aM — FC

agaru (vpravo), (foto autor)

Obrazek 19 — Vzorek &. 6 na Slanetz — Bartely agaru v fedéni 102 (foto autor)
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Obrazek 20 — Izolace suspektni kolonie z primarni kultury vzorku €. 6 na XLD agaru

(Citrobacter youngae), (foto autor)

Zastoupeni bakterii ve vzorku ¢. 7 bylo 59 % termotolerantnich koliformnich bakterii,
z toho 32 % E. coli, dale 7 % intestinalnich enterokokti a 34% aeromonad (obr. 21). Suspektni
kolonie rodu Aeromonas byly izolovany na M—Aeromonas selektivni agar (obr. 22), a poté
ina KA, odkud byly kmeny identifikovany jako Aeromonas sobria (obr. 23) a Aeromonas
media. A. sobria byla dle Figueira et al. (2011) nejvice prokazana v surovych povrchovych
vodach (49 %), dale ve vodach po ozonizaci (24,1 %) a v surovych odpadnich vodach
(4,5 %), zatimco v odpadnich vodach po COV prokazana nebyla. Vyskyt A. media byl
nejvyssi v odpadnich vodach po COV (36,8 %), déle v surovych odpadnich vodach (36,4 %)
a Vv surovych povrchovych vodach (19,6 %). Ve vodach po ozonizaci se A. media
nevyskytovala (Figueira et al., 2011). Pseudomonady, salmonely, yersinie ani kampylobakteti

nebyli ve vzorku vody prokazani.

Obrazek 21 — Vzorek &. 7 na M—Aeromonas selektivnim agaru v fedéni 107 (foto autor)
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Obrazek 22 — 1zolace suspektnich kolonii z primérni kultury vzorku €. 7 na M—Aeromonas

selektivni agar (foto autor), vlevo: Aeromonas sobria, vpravo: Aeromonas media

Obrazek 23 — Aeromonas sobria ze vzorku ¢. 7 na KA (foto autor)

415 Kal - Synthesia a. s.

Poslednim odebranym vzorkem byl kal z pardubické firmy Synthesia a. s. (vzorek ¢. 8).
JelikoZ se jednalo o kal z chemické cisticky, bylo pro jistotu zméfené 1 pH, které bylo 8.
V tomto vzorku byly pfitomny pouze aeromonady, piesn&ji A. caviae (obr. 24),
ato v mnozstvi 1,0 * 10* KTJ/ml. Dle Figueira et al. (2011) byla A. caviae nejvice zastoupena
v surovych odpadnich vodach (36,4 %), dale v odpadnich vodich po COV (31,6 %)
a v surovych povrchovych vodach (7,8%).
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Obrazek 24 — Aeromonas caviae ze vzorku ¢. 8 na KA (foto autor)

4.2  Celkové zhodnoceni testovanych vzorki vod a u¢innost COV

Celkové zhodnoceni vyskytu bakterii v testovanych vzorcich vod je uvedeno na grafu 1,
ze kterého je zfejmé, Ze nejvice zastoupenymi bakteriemi ve vodach jsou termotolerantni
koliformni bakterie, z nichz vice neZz polovinu ptedstavuje E. coli. Dalsi skupinou nejvice
zastoupenych bakterii jsou aeromonady. Pianetti et al. (2004) uvadi, ze vyskyt acromonad
ve voddch nijak nesouvisi s fekdlnim zneciSténim. Zarovenn byly provedeny testy
na molekuldrni Grovni, diky kterym bylo zjiSt€éno, Ze aeromonady vyvolavajici
gastroenteritidy nejsou totozné s témi, které byvaji prokazany v pitnych vodach (WHO,
2011). Intestinalni enterokoky jsou zastoupeny v pomérné malém mnozstvi. Z toho mizeme
usuzovat, Zze zdrojem zneCiSténi vod je Clovék. Sinton et al. (1998) totiz uvadi,
ze prostiednictvim vypoctu poméru termotolerantnich koliformnich bakterii a intestindlnich
enterokokti, dfive tzv. fekdlnich streptokokd, mulzeme uréit zdroj kontaminace.
Tato skute¢nost je dana mnohem nizS§im vyskytem intestinalnich enterokokti u ¢lovéka
ve srovnani s termotolerantnimi koliformnimi bakteriemi, zatimco u zvifat zase pievladaji
intestindlni enterokoky. Pokud je tento pomér vétsi nez 4, jednd se o znecisténi lidského
puvodu. Tato metoda je ale pro charakterizaci ptivodu znec€isténi nespolehliva, a to z davodu
variabilniho pfeZzivani riznych druhti intestindlnich enterokoki, riizné odolnosti vii¢i vodnimu
prostiedi, zménam v detekénich metodach apod. (Clesceri et al., 1998; Sinton et al., 1998).
V nejmensim mnozstvi jsou pak ve vodach zastoupeny pseudomonady. Relai and Rosati
(1994) uvadi, ze kmeny P. aeruginosa izolované z environmentalniho prostfedi mohou byt

méng¢ rezistentni viici antibiotikiim nez ty, které jsou izolovany z klinickych vzorka.
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Graf 1 — Zastoupeni bakterii v testovanych vzorcich vod
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Vyskyt bakterii ve vodach vyznamné koreluje se schopnosti bakterii pfezit v tomto
prostfedi. Schopnost pfezivani bakterii je ovliviiovdna teplotou, koncentraci rozpuSténého
organického uhliku, intenzitou slunecniho =zafeni. Dulezity je 1 jejich ptechod
do Zivotaschopného, ale nekultivovatelného stavu (Medema et al., 2003). Baudisova (1997)
testovala schopnost pteziti celkovych koliformnich bakterii, termotolerantnich koliformnich
bakterii a E. coli ve sterilnich a nesterilnich vodach. Ve sterilnich vodach vSechny bakterie
prezily po dobu né€kolika mésicti, avSak ve vodach nesterilnich, které¢ vice odpovidaly
skute¢nému prostiedi, se jejich schopnost pieziti vyrazné snizila. V takovémto prostiedi
nejdéle prezily celkové koliformni bakterie, zatimco E. coli vymizela nejrychleji (Baudisova,
1997).

Diky odbéru vzorki pied COV a po COV bylo mozné zhodnotit Giinnost &isténi odpadni
vody V jednotlivych ¢istickach, a to v Pardubicich (vzorky ¢. 1 a 2), obci Racin (vzorky ¢. 4
a 5) a Hradci Kralové (vzorky €. 6 a 7). Vysledky nartstu bakterii uvadi graf 2, ze kterého je
ziejmé snizené mnozstvi vyskytujicich se bakterii v odpadnich vodach po COV (vzorek &. 2,
5 a 7). V Pardubicich byl vyskyt bakterii po COV snizen o 93,9 %, Vv obci Rac¢in o0 99,9 %
a v Hradci Kralové o 99,3 %. Baudisova (2011) uvadi, ze by se procesem cisténi odpadnich
vod mélo snizit mnozstvi fekalnich bakterii o 2 — 3 fady, tedy o vice nez 98 %. Z této
skute¢nosti Ize vyvodit, ze nejhiife si stoji COV Pardubice (94,2 %), zatimco COV Racin
(99,9 %) a COV Hradec Kralové (99,5%) témto podminkam vyhovuji.
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Graf 2 — Srovnani poétu bakterii v odpadnich vodach pied COV a po COV.
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4.3 Konfirmace vybranych bakterianich kmeni

Zjiz zminénych 81 bakterialnich kment bylo pomoci identifikaéni soupravy
MIKROLATEST® dobie identifikovano 63 kment, aviak 18 kmeni bylo identifikovano
nejasné. Proto byla konecnd identifikace u téchto kmenl zprostiedkovana pomoci systému
BIOLOG a MALDI-TOF MS. Vysledky stanoveni jsou uvedeny v tabulce 8 spole¢né
s posouzenim kvality identifikace. Kvalita identifikace soupravou MIKROLATEST® je
uvadéna v tzv. identifikacnich % (0 — 100 %) a v T — indexu (0 — 1). Identifika¢ni % vyjadiuji
miru pravdépodobnosti a T — indexy zase miru typi¢nosti testovaného kmene. T — index
> 0,75 vypovida o typickém kmenu, > 0,50 o malo typickém kmenu a hodnoty T — indexu
< 0,50 ptedstavuji kmen atypicky (Erba Lachema s. r. 0., 2016). U systému BIOLOG je
kvalita identifikace uvadéna jako hodnota tzv. similarity neboli podobnosti, a to v rozmezi
0d0 — 1. Pokud je hodnota podobnosti vyssi jak 0,75, muzeme vysledek identifikace
povazovat za vysoce pravdépodobny. Pokud je od 0,75 — 0,50, je vysledek identifikace
pfijatelny a bakterie shodnotou similarity pod 0,50 nejsou identifikovany (Miller
and Rhoden, 1991). V ptipadé¢ MALDI-TOF MS je mira spolehlivosti identifikace uvadéna
ve form¢ tzv. skore od1l — 3. Skore od 2,3 — 3,0 vypovida o identifikaci s vysokou
pravdépodobnosti na urovni druhu, 2,0 — 2,3 o identifikaci s vysokou pravdépodobnosti
na urovni rodu as pravdépodobnosti na trovni druhu a skére od 1,7 — 2,0 vypovida
0 pravdépodobné identifikaci na tUrovni rodu. V piipadé, Ze je vysledné skore nizsi

jak 1,7, bakterie neni identifikovana (Bursova a kol., 2014).

Shoda v identifikaci rodu i druhu syst¢tmem BIOLOG a MALDI-TOF MS byla v Sesti
ptipadech. Ostatni vysledky byly jiZ mirn€ odli$né, avSak identifikace bakterie na trovni rodu
byla vétSinou totozna v obou piipadech. Jak je z tabulky patrné, velké rozdily jsou v ptipadé
bakterii z rodu Klebsiella a Raoultella. Obecné se jedna o bakterie, které jsou si velice blizké.
Rod Raoultella byl od rodu Klebsiella oddélen teprve v roce 2001. Raoultella ornithinolytica
byla do nedavna nazyvana jako ornitin — pozitivni Klebsiella oxytoca (Drancourt et al., 2001;
Walckenaer et al., 2004). Na tuto podobnost rodti upozornuje i systém MALDI-TOF MS pii
vyhodnocovani identifikace. Vyznamné neshody v identifikaci jsou i v ptipadé¢ druhd rodu
Aeromonas. Systémem BIOLOG nebyly identifikovany 2 kmeny aromononad, coz by se dalo
vyteSit pouzitim protokolu B, misto protokolu A. Protokol B se vyuziva pro identifikaci
rychle redukujicich a opouzdienych druht bakterii (BIOLOG, 2017). Dal§im piipadem je

Yokenella regensburgei a Hafnia alvei. Rozdilna identifikace je pravdépodobné zplsobena
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tim, ze bakterie Yokenella regensburgei je jak biochemicky, tak geneticky velmi podobna
bakterii Hafnia alvei (Niedziela et al., 2010).

Tabulka 8 — Porovnani identifikace bakterii pomoci MIKROLATEST®, systému BIOLOG

a MALDI-TOF MS

MIKROLATEST®

BIOLOG

MALDI TOF MS

Burkholderia cepacia komplex (0,658)

Raoultella ornithinolytica

Klebsiella pneumoniae

0,66 2,19
Burkholderia cepacia komplex (0,630) Klebsie(;la oxytoca Klebsiella oxytoca
,58 2,40
. : Yokenella regensburgei Hafnia alvei
Hafnia alvei (1,000) 0,65 221
Burkholderia cepacia komplex (0,508) RaoultelIa8r7n?jthinolytica Klebsielzlal\éariicola
Serractia ficaria (0,156) Yersinia intermetida Yersinia intermedia
Yersinia enterocolitica (0,048) 0,73 2,28
Klebsiella oxytoca (0,638) Raoultella ornithinolytica Raoultella ornithinolytica
Klebsiella pneumoniae (0,653) 0,66 2,34
Citrobacter youngae (0,758) Citrobacter youngae Citrobacter youngae
Yersinia kristensenii (0,747) 0,70 2,29
Pseudomonas monteilli (0,476) Pseudomonas nitroreducens | Pseudomonas nitroreducens
netypicky kmen 0,72 2,31
Klebsiella oxytoca (0,638) Klebsiella oxytoca Raoultella ornithinolytica
Klebsiella pneumoniae (0,653) 0,65 2,47
Aeromonas caviae (0,416) Neidentifikovano Aeromonas media
Aeromonas hydrophila (0,517) 2,21
Klebsiella oxytoca (0,668) Klebsiella mobilis Raoultella ornithinolytica
Klebsiella pneumoniae (0,653) 0,52 2,36
Aeromonas caviae (0,621) Aeromonas hydrophila Aeromonas bestiarum
Aeromonas hydrophila (0,597) 0,58 2,18
Aeromonas caviae (0,247) Aeromonas eucrenophila Aeromonas caviae
Burkholderia cepacia complex (0,471) 0,58 2,26
Aeromonas caviae (0,476) Aeromonas bestiarum Aeromonas media
Aeromonas sobria (0,594) 0,56 2,14
Vibrio hollisae (0,806) Aeromonas eucrenophila Aeromonas bestiatum
Chryseobacterium indologenes (0,721) 0,55 2,16
Citrobacter freundi (0,491) Citrobacter braakii Citrobacter freundi
Yersinia rhodei (0,442) 0,62 2,39
Chryseobacterium indologenes (0,369) Aeromonas media Aeromonas media
Stenotrophomonas maltophilia (0,223) 0,54 2,35
Aeromonas caviae (0,399 L , Aeromonas hydrophila
Burkholderia cepacia corgplex ()0,533) Neidentifikovéno 2,21y P
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Z tabulky 8 je patrné, e identifikace pomoci soupravy MIKROLATEST® byla v ramci
rodu ve vétSin€ piipadech totozna jako identifikace pomoci modernich systémui. Vyznamnou
vyjimku piedstavuji bakterie z komplexu Burkholderia cepacia, které byly systémem
BIOLOG a MALDI-TOF MS identifikovany jako bakterie rodu Klebsiella, piipadné
Raoultella.

Bessede et al. (2011) uvadi, ze identifikace prostiednictvim MALDI-TOF MS je mnohem
spolehlivéjsi nez vyuziti ruznych fenotypovych metod. Markerem kvality identifikace
je skore, kdy MALDI-TOF MS falesn¢ identifikovalo v ramci rodu pouze 4 kmeny
(s hodnotou skore >2,00) z dohromady 1013 izolaci z klinickych vzorkd. Sedm kmend
nebylo identifikovano vibec. Spravnost identifikace pomoci MALDI-TOF MS byla

posuzovana pomoci sekvenace 16S rRNA gent (Bessede et al., 2011).

Wragg et al. (2014) porovnaval kvalitu identifikace pomoci syst¢ému BIOLOG,
MALDI-TOF MS a sekvenace 16S rRNA gent. Nejlepsi identifikaci v ramci druhu
poskytovala metoda sekvenace 16S rRNA gent. AvSak tato metoda je velmi naroc¢na
a nakladna. Presnost identifikace VvV ramci rodu byla syst¢tmem BIOLOG a MALDI-TOF
srovnatelna. Systémem BIOLOG bylo spravné identifikovano v ramci druhu 56 % a v ramci
rodu 29 % testovanych kment. Zbyvajici kmeny (15 %) nebyly identifikovany vibec.
MALDI-TOF MS identifikoval v ramci druhu 53 %, a v ramci rodu 35 % testovanych kmenti
a 12 % kment nebylo identifikovano viibec. Bakteridlni kmeny testované v této studii byly

izolovany z veterinarnich vzorka (Wragg et al., 2014).

Velkou vyhodou syst¢ému BIOLOG oproti MALDI-TOF MS je schopnost rozeznat rod
Shigella od E. coli. Oba tyto rody jsou si velmi podobné (Bizzini et al., 2010; BIOLOG,
2014). Dalsi vyhodou je lepsi identifikace rodu Bacillus a ¢eledi Pasteurellaceae (BIOLOG,
2014).

Systém MALDI-TOF MS je tou nejlepsi moznou volbou pro identifikaci mikroorganismi
v lidskych vzorcich (Urwyler and Glaubitz, 2016). Pouziti systtmu BIOLOG vsak neni
povoleno v diagnostickych laboratofich, ale je hojné¢ vyuzivan ve veterinarnich
a farmaceutickych laboratotich (BIOLOG, 2014).
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4.4  Testovani citlivosti bakterii na antibiotika

Druhd cast diplomové prace spocivala v testovani citlivosti vybranych bakterii
na antimikrobidlni latky. K testovani bylo vybrano dohromady 11 bakteridlnich kment,
a to 7 kmenu z ¢eledi Enterobacteriaceae (E. coli, Y. intermedia, Hafnia alvei, Enterobacter
aerogenes, Raoultella ornithinolytica, Citrobacter freundii a Klebsiella pneumoniae), dale

dva kmeny z rodu Aeromonas (A. sobria a A. caviae) a bakterie P. aeruginosa a En. faecalis.

Tabulka 9 — Zafazeni vybranych antibiotik do piislusnych skupin
(Votava, 2005; EUCAST, 2017b).

SKUPINA ANTIBIOTIK JEDNOTLIVA ANTIBIOTIKA
Amoxicilin — Klavulat
L Ampicilin
Peniciliny X -
Piperacilin
Piperacilin — Tazobaktam
Cefadroxil
Cefepim
Cefalosporiny Cefota?q.m
Cefoxitin
Ceftazidim
Cefuroxim
Karbapenemy Imipenem
Monobaktamy Aztreonam
Fluorochinolony Ciprofloxacin
Aminoglykosidy Amlka(_:"_]
Gentamicin
Doxycyklin
Tetracykliny Tetracyklin
Tigecyklin
Oxazolidinony Linezolid
Amfenikoly Chloramfenikol
Nitrofurany Nitrofurantoin

K testovani bylo vybrano dohromady 22 antimikrobidlnich latek ze skupiny penicilini,

cefalosporintl, karbapementi, monobaktaml, fluorochinolonli, aminoglykosidi, tetracyklini,
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oxazolidinonli, amfenikold a nitrofuranti. Zarazeni vybranych ATB do urcitych skupin je

uvedeno v tabulce 9.

Odecet velikosti inhibi¢nich z6n byl proveden dvéma zplisoby, a to ru¢né pomoci pravitka
a dale pomoci pristroje Bacmed. Kazda z téchto metod méla své vyhody a nevyhody. Velkou
vyhodou ru¢niho odeétu je dle mého ndzoru rychlost, avSak k vyhodnoceni vysledku je
nezbytné si dohledat breakpointy kazdé¢ho antibiotika pro dany kmen. Rucni méteni je také
zatizeno urcitou chybou odecitajiciho. Vyhodou pfistroje Bacmed je soucasné vyhodnoceni
vysledku diky breakpointim, které jsou jiz zadané v paméti piistroje. K odectu zén je vSak
nutné do systému piedem pfipravit danou testovanou antibiotickou fadu. Nevyhodou vyuziti
tohoto systému je dle mého nazoru Casova narocnost oproti ruénimu mefeni. To navic
prodluzuje iskute¢nost nezméfeni inhibi¢nich zo6n, které se vzajemné piekryvaji.
V takovychto ptipadech je pak nutné vlastni nastaveni velikosti zon. Prikladem je obrazek 25,
na kterém je zobrazeno testovani citlivosti u bakterie Klebsiella pneumoniae. Z obrazku vlevo
je patrné, ze u ttech ATB nejsou zméfeny skute¢né inhibi¢ni zoény z diivodu jejich prekryti.

Obrazek vpravo predstavuje jiz ruéni upraveni.

Obrazek 25 — Vyhodnoceni citlivosti pomoci systému BACMED, (foto autor)

vlevo: pted Gpravou; vpravo: po tpraveé
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Tabulka 10 — Kontrolni kmeny a jejich meze pro dané antibiotikum dle EUCASTu

(EUCAST, 2017h).

Kontrolni bakterialni

Testovana antibiotika

Rozmezi dle

kmeny EUCASTuU

Ampicilin 2 15-21

Ciprofloxaxcin 19-25

Enterococcus faecalis Imipenem 10 24— 30
ATCC 29212 - -

(CCM 4224) Linezolid 10 19-25

Nutrofurantoin 100 18-24

Tigecyklin 15 20 - 26

Amikacin 30 19-26

Amoxicilin — Klavulat 20-10 18-24

Ampicilin 10 15-22

Aztreonam 30 28 — 36

Cefadroxil 30 14 -20

Cefepim 30 31-37

Cefotaxim 5 25-31

Escherichia coli Cefoxitin 30 23_ 29

ATCC 25022 Cefaziiim 10 s

Cefuroxom 30 20 - 26

Ciprofloxaxcin 5 29 - 37

Gentamicin 10 19-26

Chloramfenikol 30 21 - 27

Imipenem 10 26 — 32

Piperacilin — Tazobactam 30-6 21 - 27

Piperacilin 30 21 - 27

Klebsiella pneumoniae Aztreonam 30 9-17

ATCC 700603 Cefotaxim 5 12-18

(CCM 4985) Ceftazidim 10 6—12

Amikacin 30 18 - 26

Aztreonam 30 23-29

Pseudomonas Cefepim 30 25-31

aeruginosa Ceftazidim 10 21 - 27

ATCC 27853 Ciprofloxacin 5 2533

(CCM 3955) Gentamicin 10 1723

Imipenem 10 20 - 28

Piperacilin — Tazobactam 30-6 23-29
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Pro kontrolu kvality byly pouzity 4 bakteridlni kontrolni kmeny dané EUCASTem.
Tyto kontrolni kmeny byly testovany na takova antibiotika, u nichz bylo EUCASTem dané
rozmezi velikosti inhibi¢nich zdn. Principem testovani je to, aby se velikosti inhibi¢nich z6n
vyskytovaly v daném rozmezi. Testovani bylo provedeno 3x a to vzdy v dubletu pro kazdy
kontrolni kmen. Testované kontrolni kmeny spole¢né s rozmezim pro dand ATB jsou uvedena
Vv tabulce 10. Testovanim bylo zjisténo, ze se vSechny zmétené inhibicni zény vyskytovaly
v danych mezich. Ztoho lze usuzovat, Ze zjisténé antimikrobialni citlivosti testovanych

bakterialnich kmenti izolovanych z vod miizeme povazovat za spolehlivé.

Testovani bylo rozdéleno na dvé casti. V prvni ¢asti byly antibiotické fady pro
jednotlivé skupiny bakterii zvoleny dle dostupnych breakpointti vydanych EUCASTem. Rod
Enterococcus byl testovan na ampicilin (2 pg), ciprofloxacin (5 ug), imipenem (10 pg),
linezolid (10 pg), nitrofurantoin (100 pg) a tigecyklin (15 pg). Pro ¢eled’ Enterobacteriaceae
byly k testovani vybrany antibiotika amoxicilin — klavulat (20-10 pg), amikacin (30 ug),
ampicilin (10 pg), aztreonam (30 ug), cefepim (30 pg), cefotaxim (5 ug), ceftazidim (10 pg),
ciprofloxacin (5 pg), gentamicin (10 pg), chloramfenikol (30 pg), imipenem (10 nQ)
a piperacilin (30 pg). Rod Pseudomonas byl testovan na amikacin (30 pg), aztreonam
(30 png), ceftazidim (10 pg), gentamicin (10 pg), imipenem (10 ng) a piperacilin (30 pg).
Jelikoz nejsou pro rod Aeromonas dostupné breakpointy, byla K testovani vybrana takova
ATB, u kterych jsou dostupné breakpointy jak pro c¢eled’” Enterobacteriaceae, tak pro rod
Pseudomonas. EUCAST (2016) uvadi, ze aeromonady jsou vlastnostmi nékde mezi Celedi
Enterobacteriaceae a rodem Pseudomonas. V idealnim ptipadé by se méla stanovit MIC
testovanych ATB, ktera by se nasledné porovnavala s breakpointy MIC nevztazenych k druhu
(EUCAST, 2017c). EUCAST (2016) také uvadi, Ze v piipad¢é neuvedené MIC pro dané ATB
se ma ziskana MIC aeromonad porovnavat s MIC pro enterobakterie. Avsak v ramci této
prace byla citlivost na ATB stanovovana pouze pomoci diskové difizni metody. Z tohoto
divodu byly velikosti inhibi¢nich zén u aeromonad porovnavany s breakpointy pro

enterobakterie.

V druhé casti testovani se pii vybéru ATB pro enterobakterie, pseudomonady
a enterokoky vychazelo z antibiotickych fad pouzivanych v mikrobiologické laboratofi
Vv Litomysli. Jedinou vyjimkou bylo nepouziti trimetoprim — sulfometoxazolu a zaména

tikarcilin — klavulatu (75-10 pg) za piperacilin — tazobaktam (30-6 pg). Firma
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OXOID CZ s.r. o. totiz tikarcilin — klavulat (75-10 pg) jiz nedodava z divodu jeho
nestability.  Enterobakterie a pseudomonady byly testovany na amoxicilin — klavulat
(20-10 pg), ampicilin (10 ng), aztreonam (30 pg), cefadroxil (30 ng), cefepim (30 ug),
cefotaxim (5 pg), cefoxitin (30 pg), cefuroxim (30 pg), ciprofloxacin (5 pg), doxycyklin
(30 ng) a piperacilin — tazobaktam (30-6 ug). Enterokoky byly testovany na amoxicilin —
klavulat (20-10 pg), ampicilin (2 pg), ciprofloxacin (5 ng), doxycyklin (30 ug) a tetracyklin
(30 ug). Vybér ATB pro rod Aeromonas vychazel z ¢lanku od Lamy et al. (2012), ktery
K testovani pouzil ampicilin — klavulat (20-10 pg), amikacin (30 pg), cefepim (30 ng),
cefotaxim (30 pg), cefoxitin (30 pg), ciprofloxacin (5 pg), gentamicin (15 pg), imipenem
(10 ng), piperacilin (75 ug), piperacilin — tazobaktam (30-6 pg) a tigecyklin (15 ng).
Breakpointy pouzité ve studii od Lamy et al. (2012) byly odvozeny od celedi
Enterobacteriaceae, které byly dany antimikrobialnim vyborem francouzské mikrobiologické
spole¢nosti (CA-SFM). Avsak utiech ATB byly dostupné jiné koncentrace, nez byly
uvedené v ¢lanku, a to cefotaxim (5 pg), gentamicin (10 ug) a piperacilin (30 ug). Jelikoz je
tteba pfi vyhodnocovani citlivosti brat zietel na odliSné obsahy ATB v disku, vyhazelo
se v téchto piipadech zbreakpointd pro celed” Enterobacteriaceae, které byly dany
EUCASTem (Urbaskova a kol., 2010).

Breakpointy ATB pouzité k vyhodnoceni citlivosti testovanych bakterialnich kment
byly u vétsiny dany EUCASTem. Avsak u nékterych ATB (doxycyklin a tetracyklin) nebyly
breakpointy dostupné, ztoho divodu se vychazelo z breakpointli, které byly vydany
Institutem pro standardy v klinickych laboratotich v USA (CLSI). VSechny pouzité
breakpointy jsou uvedeny v tabulce 11 a 12.
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Tabulka 11 — Breakpointy testovanych antibiotik u danych bakterii dle EUCASTu,
ptipadné CLSI (CLSI, 2016; EUCAST, 2017c)

Breakpointy priméru inhibi¢nich zén (mm)

Antibiotika (ng) Enterobacteriaceae Pseudomonas Enterococcus
C2 R< Cc> R< Cc> R<
Amikacin 30 18 15 18 15 - -
Amoxicilin — Klavulat 20-10 19 19 - - * *
Ampicilin 10 14 14 - - - -
Ampicilin 2 - - - - 10 8
Aztreonam 30 26 21 50 16 - -
Cefadroxil 30 12 12 - - - -
Cefepim 30 27 21 19 19 - -
Cefotaxim 5 20 17 - - - -
Cefoxitin 30 19 19 / / - -
Ceftazidim 10 22 19 17 17 - -
Cefuroxim 30 19 19 - - - -
Ciprofloxacin 5 26 24 26 26 15 15
Doxycyklin 30 14 10 - - 16 12
Gentamicin 10 17 14 15 15 - -
Chloramfenikol 30 17 17 - -
Imipenem 10 22 16 20 17 21 18
Linezolid 10 - - - - 19 19
Nitrofurantoin 100 - - - - 15 15
Piperacilin 30 20 17 18 18 - -
Piperacilin — Tazobaktam 30-6 18 23 19 18 - -
Tetracyklin 30 - - - - 19 14
Tigecyklin 15 - - - - 18 15
Pouzité zkratky a znaky: C citlivy
R rezistentni
— nebylo testovano
/ neni pouzitelné

*

citlivost se urcuje podle citlivosti ampicilinu (2 ug)
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Tabulka 12 — Breakpointy vybranych antibiotik u rodu Aeromonas (Lamy et al., 2012;
EUCAST, 2017c)

ANTIBIOTIKA Breakpointy priiméru inhibi¢nich zén (mm)
Cc> R<
Amikacin 30 17 15
Amoxicilin — klavulat 20-10 21 16
Cefepim 30 26 19
Cefotaxim 5 20 17
Cefoxitin 30 22 15
Ciprofloxacin 5 25 22
Gentamicin 10 17 14
Imipenem 10 24 17
Piperacilin 30 20 17
Piperacilin - Tazobaktam 30-6 20 17
Tigecyklin 15 21 19

Z tabulky 13, ve které jsou shrnuty vysledky testovani citlivosti pro celed
Enterobacteriaceae, je patrné, ze E. coli je citliva na vSechna testovana ATB s vyjimkou
ampicilinu a piperacilinu (obr. 26). Rezistenci vié¢i ampicilinu potvrzuje i Chmelafova a kol.
(2001), ktera ji prokazala téméf u 50 % izolovananych E. coli z mo¢i pacientii se zanétem
mocovych cest. Reinthaler et al. (2003) testoval rezistenci E. coli izolovanou z odpadnich vod
v Rakousku a zjistil, ze rezistence vuc¢i ampicilinu byla az u 18 % a vaci piperacilinu
azu 12 % izolath. Izolaty zodpadnich nemocni¢nich vod byly odolnéj$i neZz ostatni.
Rezistenci k piperacilinu potvrzuje i Lockhart et al. (2007), ktery ji stanovil u 36 % kment

E. coli, které byly izolovany od pacienti z nemocnic.

Izolovany kmen Y. intermedia je rezistentni pouze k ampicilinu, K ostatnim
testovanym ATB je citlivy (obr. 27). Tzelepi et al. (1999) izoloval z riznych vzorki vod 30
kment Y. intermedia, z nichz bylo vuci ampicilinu 60 % kment intermedialné rezistentnich
a 37 % rezistentnich. Dalsi rezistence byla vii¢i karbenicilinu (83 %), cefalotinu (67 %)

a tikarcilinu (37 %) (Tzelepi et al., 1999).
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Stock et al. (2005) uvadi, ze bakterie Hafnia alvei je pfirozené rezistentni, pfipadné
intermedialné rezistentni, na amoxicilin — klavulat a ceftazidim. Vysledky testovani byly

v souladu s timto tvrzenim. Navic byla tato bakterie rezistentni i vii¢i cefadroxilu.

Tabulka 13 — Vysledky testovani citlivosti na antibiotika pro bakterie z ¢eledi

Enterobacteriaceae

ANTIBIOTIKA
Amoxicilin — Klavulat 20-10
Ampicilin 10
Piperacilin 30 C I C C
Piperacilin — Tazobaktam 30-6 C C C C C C
Cefadroxil 30 C C C C C C
Cefepim 30 C C C C C C
Cefotaxim 5 C C C C C C
Cefoxitin 30 C C c c RN c
Ceftazidim 10 C C C C C C
Cefuroxim 30 C C C C C C
Imipenem 10 C C C C C C
Aztreonam 30 C C C C C C
Ciprofloxacin 5 C C C - I . C
Amikacin 30 C C C C C C
Gentamicin 10 C C C C C C
Doxycyklin 30 C C C C C C
Chloramfenikol 30 C C C C C C
Pouzité zkratky: Escherichia coli (1), Yersinia intermedia (2), Hafnia alvei (3),

Enterobacter aerogenes (4), Raoultella ornithinolytica (5), Citrobacter
freundii (6), Klebsiella pneumoniae (7)

C Citlivy

R Rezistentni (¢ervené oznacent)

I Intermedidlné rezistentni (zluté oznaceni)

C| 1 Hrani¢ni hodnota mezi citlivym a intermedialné rezistentnim

(zelené a Zluté oznacent)
| | R Hrani¢ni hodnota mezi intermedialné rezistentnim a rezistentnim
(zluté a ¢ervené oznaceni)
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Obrazek 27 — Testovani cistlivosti Yersinia intermedia (foto autor)

rezistentni (Cervené oznaceni)

Jedinou prokazanou rezistenci z testovanych ATB u kmene Enterobacter aerogenes je
rezistence Kk ampicilinu a intermedialni rezistence k piperacilinu. Karlowsky et al. (2003)
izoloval tuto bakterii od pacient znemocnic, pficemZz nejvySSi rezistence byla pravé
uampicilin - — sulbaktamu. Lockhart et al. (2007) také uvadi rezistenci
k ampicilin — sulbaktamu (39 %), pficemz 11,3 % kment bylo intermedialné rezistentni. Dale

byla prokazana rezistence na piperacilin u 10,8 % kmend.

Chun et al. (2015) ve své studii uvadi, ze 94 % kment Raoultella ornithinolytica

izolovanych z krve pacientll bylo rezistentni na ampicilin a 11 % na ciprofloxacin. Dalsi
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vyznamnou rezistenci je rezistence na cefoxitin (23 %). Rezistence na ampicilin
a ciprofloxacin byla u bakterie Raoultella ornithinolytica izolované z vody prokazana, avSak

k cefoxitinu byla bakterie citliva.

Obrazek 28 — Testovani citlivosti Citrobacter freundii, vyhodnocené pomoci systému

BACMED (foto autor); citlivé (zelené oznaceni)

hrani¢ni intermedialné rezistentni/rezistentni (zluté oznaceni); rezistentni (¢ervené oznaceni),

U bakterie Citrobacter freundii byla zjisténa rezistence na amoxicilin — klavulat
a cefoxitin (obr. 28). Citlivost této bakterie na ciprofloxacin je hrani¢ni, a to mezi
intermedialné rezistentnim a rezistentnim. Pfi opakovaném testovani citlivosti se velikosti
inhibi¢nich z6n lisily byt jen o milimetr, avSak i tento maly rozdil ma velky vyznam.
Karlowsky et al. (2003) uvadi, Zze 14 % kment Citrobacter freundii bylo rezistentnich vici
ciprofloxacinu. Lockhart et al. (2007) prokazal na toto ATB u 5 % kment intermedialni

rezistenci a u 21 % kmenu rezistenci.

Zhanel et al. (2000) uvadi, ze 66 % kment Klebsiella pneumoniae, které byly
izolovany od pacientt s infekci mocovych cest, byly rezistentni na ampicilin. Tato rezistence
byla v ramci naseho testovani potvrzena. Vysledky citlivosti této bakterie na piperacilin byly
hrani¢ni, a to mezi citlivym a intermedialné rezistentnim (obr. 29). Lockhart et al. (2007)
stanovil, ze 17 % kment Klebsiella pneumoniae byly k piperacilinu intermedalné rezistentni

a 29 % kmeni bylo rezistentni.
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Obrazek 29 — Testovani cistlivosti Klebsiella pneumoniae (foto autor);

hrani¢ni citlivé/intermedialné rezistentni (zluté¢ oznaceni); rezistentni (Cervené oznaceni),

Obrazek 30 — Testovani citlivosti Aeromonas sobria, vyhodnocené pomoci systému
BACMED (foto autor); citlivé (zelené oznaceni), intermedialné rezistentni (zluté oznaceni),

rezistentni (Cervené oznaceni)

Testovanim citlivosti rodu Aeromonas bylo zjisténo, ze kmen A. sobria je odolngjsi
nez A. caviae. A. sobria je rezistentni na amoxicilin — klavulat, gentamicin, piperacilin
(obr. 30), dale byla prokazana intermedialni rezistence na amikacin, cefotaxim, ciprofloxacin
a piperacilin — tazobaktam. Rezistenci této bakterie na amoxicilin — klavulat (84 %) stanovil
I Turnidge et al. (2003). Dale stanovil i rezistenci na piperacilin — tazobaktam (38 %),
gentamicin (5 %) a rezistence A. sobria vici ciprofloxacinu nebyla prokazana. U kmene

A. caviae byla stanovena rezistence na aztreonam a ceftazidim (obr. 31) a intermedialni
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rezistence na cefotaxim a ciprofloxacin. Turnidge et al. (2003) prokazal u 10 % izolovanych
kment A. caviae rezistenci na ceftazidim a u 5 % na aztreonam a ciprofloxacin. Lamy et al.
(2012) prokazal u rodu Aeromonas nejvyznamnéjsi rezistenci na amoxicilin (98 %)
a amoxicilin — klavulat (96 %). Ghenghesh et al. (2001) uvadi 0% rezistenci vué¢i gentamicinu
a ciprofloxacinu a 100% rezistenci na ampicilin. Pokhrel and Thapa (2004) se zamefili
na stanoveni aeromonad v klinickych vzorcich a ve vzorcich vody z nemocnic. Ve své studii
prokazali vétsi odolnost aeromonad izolovanych z klinickych vzorki. U aeromonad z vodniho
prostiedi nebyla prokdzana zadnd rezistence na gentamicin a ciprofloxacin (Pokhrel
and Thapa, 2004).

Obrazek 31 — Testovani citlivosti Aeromonas caviae, vyhodnocené pomoci systému

BACMED (foto autor); citlivé (zelené oznaceni), rezistentni (¢ervené oznaceni)

Dalsi testovanou bakterii byla Pseudomonas aeruginosa. PiestoZze pro polovinu
antibiotik v antibiotickych fadach z mikrobiologické laboratofe v Litomysli nebyly dostupné
breakpointy, daji se ziskané citlivosti s jistotou vyhodnotit z divodu velmi tizkych inhibi¢nich
z6n, vétSinou 6 mm, piipadné az 10 mm. Tyto velikosti zén vypovidaji o rezistenci
Pseudomonas aeruginosa na dané ATB. Jedna se o amoxicilin — klavulat, ampicilin,
cefotaxim, cefuroxim, cefadroxil a doxycyklin. Dal§im rezistentnim antibiotikem je cefoxitin,
avSak u tohoto ATB pfimo EUCAST zminuje jeho nemoznost pouziti (EUCAST, 2017c).
Posledni rezistenci Pseusomonas aeruginosa je rezistence na aztreonam, kterou zaznamenal
I Lockhart et al. (2007) u 18 % izolovanych kmeni. Rezistence této bakterie na aztreonam je
znazornéna na obrazku 32 (Cervené oznaceni), a prestoze je patrnd Sikord inhibi¢ni zdna,
k tomu, aby byl kmen citlivy, je tieba velikosti inhibi¢ni zony > 50 mm (EUCAST, 2017c).
Jak jiz bylo zminéno dfive (v Casti izolace bakterii z vod), je Casta rezistence této bakterie

vuci ciprofloxacinu. Lockhart et al. (2007) uvadi rezistenci na toto ATB u 29 % testovanych
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kmentl, avSak Pseudomonas aeruginosa izolovana v ramci této prace byla vaci ciprofloxacinu
citliva. Cernohorska a Slavikova (2009) dale také uvadi rezistenci Pseudomonas aeruginosa
na gentamicin (59 %), ceftazidin (35 %), imipenem (34 %), piperacilin — tazobaktam (30 %)
a amikacin (12 %). Pseudomonas aruginosa izolovana v ramci této prace byla na v§echna tato
ATB citliva.

Obrazek 32 — Testovani citlivosti Pseudomonas aerugionosa (foto autor)

rezistentni (Cervené oznaceni)

Posledni testovanou bakterii byl En. faecalis. Tato bakterie byla citliva na vSechna
testovand ATB, tedy na amoxicilin — klavulat, ampicilin, ciprofloxacin, doxycyklin,
imipenem, linezolid, nitrofurantoin, tetracyklin a tigecyklin. Zhanel et al. (2000) uvadi,
7¢ 20 % testovanych kmenti Enterococcus spp. bylo rezistentni na ciprofloxacin a 5 %
na ampicilin. Na tetracyklin nebyla zaznamenana rezistence. Luczkiewicz et al. (2010)
stanovil uizolovanych kmend En. faecalis rezistenci na tetracyklin (30 %), nitrofurantoin
(30 %) ciprofloxacin (23 %) a linezolid (5 %).

Porovnanim citlivosti vSech testovanych kment je ziejmé, Ze nejvétsi rezistence byla
zaznamenana k ampicilinu, na ktery bylo rezistentni 6 kmend (67 %) z deviti testovanych.
Dalsi vyznamna rezistence je vuci amoxicilin — klavulatu (36 %), cefoxitinu (20 %),
aztreonamu (20 %). Za zminku stoji 1 vysledky testovani vici ciprofloxacinu, na ktery byly

zaznamenany sklony k rezistenci u 36 % kmeni.
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ZAVER

K mikrobiologickému rozboru bylo vybrano 8 vzorkd vod, z toho 6 vzorkd odpadnich
vod, a po jednom vzorku povrchové vody a kalu. U téchto vzorku se stanovovaly indikatory
fekalniho znecisténi (termotolerantni koliformni bakterie, E. coli a intestinalni enterokoky),
dale patogenni a podminéné patogenni bakteric jako jsou salmonely, Yyersinie,
kampylobaktefi, acromonady a pseudomonady. Ke stanoveni se vyuzivaly selektivni pudy dle
platnych norem. Zjiz zminénych 8 vzorkli bylo ke kone¢né identifikaci vybrano
81 bakteridlnich kmeni. U téchto bakteridlnich kment byly provedeny testy na katalazu,
oxidazu, dale byly obarveny dle Grama. Na zaklad¢ této pfedb&ézné identifikace byly pouZity
identifikaéni soupravy MIKROLATEST®. Z 81 bakterialnich kmeni bylo pomoci
této soupravy dobie identifikovano 63 kmend, avSak 18 kment bylo identifikovano nejasné.
Nejvetsi ¢ast predstavovaly kmeny vyhodnocené jako malo typické (52 %) a kmeny atypické
(39 %). Proto byla konec¢na identifikace v téchto ptipadech zprostiedkovana pomoci systému
BIOLOG a MALDI-TOF MS.

Nejvice zastoupenymi bakteriemi v testovanych vzorcich vod, s vyjimkou kalu, byly
termotolerantni koliformni bakterie, z nichz vice nez polovinu pfedstavovala E. coli. Dalsi
skupinou nejvice zastoupenych bakterii byly aeromonady. NejvyznamnéjSim prokazanym
zastupcem je A. hydrophila izolovana vodtoku COV Hradec Kralové, ktera byla
identifikovana pomoci MALDI-TOF MS. Nejvice zastoupenymi druhy ve vodach
byla A.sobria, A. caviae a A. media. Intestinalni enterokoky byly ve vodach pfitomny
pomérné v malém mnozstvi, pfiCemz nejcastéji se vyskytujicimi druhy byly En. hirae
a En. faecalis. V natoku odpadni vody do COV Pardubice byl prokazin nejvyznamngjsi
zastupce rodu Pseudomonas, a to P. aeruginosa. Dalsimi identifikovanymi pseudomonadami
Vv testovanych vzorcich vod byla P. putida a P. nitroreducens. Patogeny z rodu Salmonella
a Campylobacter nebyly prokazany v zadném vzorku vody. Z rodu Yersinia byla prokazana

Y. intermedia, a to v povrchové vodé z Labe.

V ramci této diplomové prace byla porovnavana kvalita identifikace neznamych
bakterialnich kmend pomoci systému BIOLOG a MALDI-TOF MS. Kvalita identifikace je
u systému BIOLOG uvadéna jako hodnota tzv. similarity, kdy 100 % kment mélo similaritu
v rozmezi 0,50 — 0,75, kterd vypovida o pfijatelné identifikaci. V ptipadé MALDI-TOF MS
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je mira spolehlivosti identifikace uvadéna ve formé tzv. skore, kdy 39 % kmenti mélo skére
v rozmezi 2,3 — 3,0 (identifikace s vysokou pravdépodobnosti na trovni druhu) a 61 % kment
mélo skore v rozmezi 2,0 — 2,3 (identifikace s vysokou pravdépodobnosti na urovni rodu
a s pravdépodobnosti na trovni druhu). Ztéchto vysledki lze usuzovat, Ze identifikace
pomoci MALDI-TOF MS poskytuje lepsi vysledky.

Po identifikaci izolovanych bakterii z vod bylo vybrano k testovani citlivosti
na antimikrobialni latky diskovou difuzni metodou 11 bakteridlnich kment, a to 7 kment
z ¢eledi Enterobacteriaceae (E. coli, Y. intermedia, Hafnia alvei, Enterobacter aerogenes,
Raoultella ornithinolytica, Citrobacter freundii a Klebsiella pneumoniae), dale dva kmeny
z rodu Aeromonas (A. sobria a A. caviae) a bakterie P. aeruginosa a En. faecalis.

Testovanim byla zjisténa nejvyssi mira rezistence k ampicilinu, na ktery bylo
rezistentnich 6 kment (67 %) z deviti testovanych, a to E. coli, Y. intermedia, Enterobacter
aerogenes, Raoultella ornithinolytica, Klebsiella pneumoniae a P. aeruginosa. Dalsi
vyznamna rezizistence byla vic¢i amoxicilin — klavulatu (36 %) u Hafnia alvei, Citrobacter
freundi, A. sobria a P. aeruginosa. Kmeny A. caviae a P. aeruginosa byly rezistentni
na aztreonam. Dale byly obé testované aeromonddy rezistentni vici cefoxitinu. Za zminku
stoji 1 vysledky testovani vi¢i ciprofloxacinu, na ktery byly zaznamenany sklony k rezistenci
u 36 % kmend, kdy kmen Raoultella ornithinolytica byl vii¢i nému rezistentni a u A. sobria
a A. caviae byla prokazana intermedialni rezistence. U kmene Citrobacter freundi byla

citlivost na ciprofloxacin hrani¢ni, a to mezi intermedialn¢ citlivym a rezistentnim.

Se zvySenou rezistenci bakterii vii¢i antimikrobidlnim latkdm se setkdvame ¢im dal
Castéji. Na této zvysujici se rezistenci se také podili fakt, Ze procesem ¢iSténi odpadnich vod
nejsou antibiotika pln¢ odstranéna a dostavaji se tak do povrchovych vod, kde ovliviiuji celou
fadu makro i mikroorganismu a rostlin. Nejidealn&j$im feSenim tohoto problému by bylo najit
ucinngjsi metody uUpravy odpadnich vod, které by odstraniovaly veskeré mikroorganismy

a chemické latky pfitomné v surovych odpadnich vodach.
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