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Anotace

Prace se vztahovala k studiu rezervoari mikrobidlni antibiotické rezistence v pudnim
prostiedi. Studovanym rezervoarem byla lu¢ni pida (PK) vice jak 30 let cyklicky hnojena
kejdou z velkovykrmny vepil, oSetfovanych z terapeutickych i subterapeutickych divoda
veterinarnimi antibiotiky. Vedle pidy PK byla studovana kontrolni nekejdovana ptuda (N)
z téze lokality.

V laboratornim experimentu byla provedena inkubace obou pid s rizné€ vysokou koncentraci
antibiotika chlor-tetracyklinu (TET), aplikované¢ho ve velkovykrmné. Experiment simuloval
selekéni tlak ATB na ptidni bakteridlni spolecenstvo obou piid. Pomoci kultiva¢nich technik
bylo hodnoceno, jak se zméni pocty celkovych i1 TET-rezistentnich bakterii, jejich
druhové/rodova skladba (MIS Sherlock Sytem) a rezistence k dalSim antibiotikim (difuzni
ATB zo6novy test).

testovana davka TET (0,1 mg TET. kg™'s.p.) prikazn& stimulovala podty celkovych bakterii
na pocatku i konci inkubace v pudé PK.

Vysledky dale prokdzaly stimulacni vliv selekéniho tlaku TET na nartst TET rezistentnich
bakterii v obou puidach. Pida PK, dlouhodobé vystavovana ATB reziduim, na selekcni tlak
TET odpovidala intenzivnéji nez kontrolni pida N. Pod vlivem nejvyssi testované davky
TET (200mg TET. kg's.p) dodlo po 14 dnech inkubace vpudd PK knaristu TET-
rezistentnich bakterii z 4,1% na 13,8% a v pidé N z 3,5 % na 4,9 %. V obou pidach doslo
pod vlivem selekéniho tlaku TET k rozvoji zéastupct aktinobaketrii a r. Bacillus a jemu
ptibuznych rodii. Mezi bakterialnimi izolaty z pudy PK byl zjiStén Mycobacterium chelonae,
podminény pathogen hospodatskych zvitat i ¢lovéka. U tohoto kmene stejné jako u vétSiny
TET-rezistentnich izolatl byla zjiSténa ATB multirezistence k dal§im 5 ATB.

Vyznamné rozdily ve vyskytu ATB multirezistence u TET-rezistentnich bakteridlnich izolatt
pudy N a PK vSak zjistény nebyly.

Prace demonstrovala, Ze bakterialni spolecenstvo ptidy, ktera dlouhodobé¢ opakované
prichédzela do kontaktu s rezidui veterinarnich antibiotik, mé jiné charakteristiky, a reaguje na
vstup antibiotika do pidy zvysSenim svoji ATB rezistentni slozky, v porovnani s pidou, ktera

s antibiotiky nikdy do styku nepfisla.
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Seznam pouzitych zkratek

AMX ... Amoxicilin

ATB ... antibiotikum/antibioticky

DO ... Doxycyklin

G+ bakterie ... Gram pozitivni bakterie

G- bakterie ...Gram negativni

GM ... Gentamicin

C ... Chloramfenicol

KTJ ... kolonii tvofici jednotka

L ... Linkomycin

P ... Penicilin

PB ... Polymyxin

Piida N ... kontrolni ptida, ktera nebyla oSetfovana kejdou s rezidui antibiotik
Pida PK ...ptuda dlouhodobé¢ oSetfovana praseci kejdou z vykrmny vepii s rezidui antibiotik
S.p. ... suché ptda

S ... Streptomycin

SSS ... Sulphonamid

TET ...Tetracyklin (chlortetracyklin)

TET-r ... Tetracyklin- rezistentni

VA ... Vankomycin

WHC ... maximalni vodni kapacita
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1.  Uvod a cile

Védecko-technicky pokrok vyznamné ovliviiuje lidskou spolecnost a sni i jeji Zivotni
prostiedi. Jednim z nejvyznamnéjsich objevli minulého stoleti byl objev antibiotik (ATB). Vic
jak pil stoleti slouzila ATB témét zazracné v lidské i veterinarni medicin€. V poslednich
desetiletich se vSak stava alarmujici skuteCnosti narlstajici rezistence patogennich
mikroorganizmi vici béznym ATB, zvySuje se také vyskyt mikroorganizmi odolnych
k nékolika ATB najednou (tzv. ATB-multirezistence) a kazdy rok vzrlstd pocet umrti

wrwe

Pro¢ a jakym zpiisobem dochazi k Sifeni bakteridlni ATB multirezistence? To jsou otdzky, na
které hledaji odpoveéd’ 1€kaii i védci na celém svéte.

Jednou z pravdépodobnych pfi¢in jsou masivni vstupy ATB do prostiedi. ATB nejsou
v riznych ¢astech svéta pouzivana pouze jako 1écebny prostiedek, ale i jako preventivni ¢i
dokonce rustovy prostfedek v Zivocisné a rostlinné vyrobé. ATB jsou pfidavana do krmiva ve
velkochovech prasat, driibeze, na rybich farmach ¢i ve velkochovech vcel. Nevstiebana ATB
rezidua vstupuji do pidy a povrchovych i podpovrchovych vod. Opakované vstupy ATB
mohou vyvoldvat selekéni tlak na mikrofloru prostiedi a podporovat vyskyt ATB
rezistentnich mikroorganizmti. V prostfedi tak mohou vznikat rezervoary ATB rezistentnich
mikroorganizmi a tyto mohou pfispivat k Sifeni ATB rezistence a multirezistence mezi
mikroorganizmy navzajem.

O vlivu ATB vstupujicich do pidy s odpadnimi produkty na ptivodni ptirozené spolecenstvo
pudy je vSak stale nedostatek informaci.

Predlozena prace se snazila prispét k teSeni této problematiky v rémci pidné
mikrobiologického vyzkumu, ktery je veden v Biologickém centru AVCR v Ustavu padni
biologie v Ceskych Budg&ovicich. Prace byla zadana jako provedeni samostatného
experimentu, ktery mél prinést charakteristiku kultivovatelnych ATB-rezistentnich bakterii
v pudé, kterd byla vice nez 30 let pravidelné hnojena praseci kejdou z vykrmny vepid,
osetfovanych veterindrnimi antibiotiky z terapeutickych 1 subterapeutickych duvodi.
Pozornost byla soustfedéna na vliv chlor-tetracyklinu (TET), nejrozsifenéjSiho a nejdéle
pouzivaného ATB v zivoc¢isné vyrobé.



Hlavni cile prace a pracovni hypotézy

1) Stanoveni poctl celkovych kultivovatelnych a TET-rezistentnich bakterii v ptid¢ (PK),
do které dlouhodobé vstupovala ATB rezidua a porovnani s charakteristikou kontrolni ptidy
(N).

HI: Vpideé dlouhodobé ovliviiované ATB rezidui je vyssi zastoupeni TET-rezistentnich
bakterii nez v piidé kontrolni.

2) Popis kvantitativnich zmén celkovych kultivovatelnych a TET-rezistentnich bakterii
v pudé PK pod vlivem aktualniho selekéniho tlaku antibiotika (TET).

H2: Vlivem pridaného TET do pudy dojde k snizeni celkovych poctii bakterii v kontrolni piide
a zvySeni poctu TET-rezistentnich bakterii v pudé dlouhodobé ovliviiované ATB rezidui.

3) Popis a porovnani druhové/rodové skladby TET-rezistentniho bakterialniho
spoleCenstva pud PK a N
H3: Skiadba TET-rezistentniho bakteridlniho spolecenstva obou piid se lisi.

4) Charakteristika citlivosti TET-rezistentnich bakteridlnich izolatd pidy PK a N
k dal$im antibiotikiim a popis vyskytu ATB-multirezistentnich kmeni v piidé PK a N.
H4: Zastoupeni ATB-multirezistence je vyssi v pudeé dlouhodobé oviiviiované ATB rezidui

Prace byla feSena v pribéhu let 2007-2009 a pro splnéni cilti byl zvolen nésledujici postup:
Byla vyhledéna lokalita, na které se nachazely zeméd€lsky vyuzivané pozemky s trvale
zatravnénym lucnim porostem, z nichz jeden byl pravidelné¢ dlouhodobé, cyklicky hnojen
praseci kejdou a druhy naopak nikdy kejdou hnojen nebyl. Prasec¢i kejda pochazela z vykrmny
prasat, ktera byla oSetiovana ATB: fluorofenikolem, doxycyklinem, chlortetracyklinem a
amoxicilinem. Pidni vzorky byly z lokality jednordzové odebrany pro 1) pro zdkladni
kvantitativni a kvalitativni charakteristiku kultivovatelnych bakterii, vcetné jeji TET-
rezistentni slozky a 2) pro manipulacni laboratorni studii s pfidavky ATB do ptd, simulujici
aktualni selek¢ni tlak ATB vstupujiciho do pidy. Pro sledovani vlivu ATB na ptudni bakterie
v laboratrnich podminkdch byl vybran chlortetracyklin (TET), ktery patfil mezi ATB
aplikované ve vykrmné prasat.

Ze vsech testovanych pid byly provedeny izolace dominantnich bakteridlnich zastupci a
determinace do rodu ¢i druhu pomoci identifika¢niho systému mikroorganizmt MIS Sherlock
System. Z bakteridlnich kmenil byla vytvofena pracovni sbirka pro dal§i vyzkumné ucely.
V ramci této prace byly provedeny u vSech TET-rezistentnich kmen obou puid zkousky
citlivosti k vybranym antibiotikim za ucelem odhadnuti vyskytu ATB-multirezistence mezi
rezistentnimi bakteridlnimi spolecenstvy obou studovanych pad.

Predkladand prace zahrnuje nejvyznamnéjsi vysledky ziskané v letech 2007-2009, z nichz
¢ast jiz byla podrobné zpracovana v roce 2008 formou SOC (Elhottova, 2008). Vysledky této
prace byly zahrnuty do vystupii vyzkumnych kol zadavatele.



2. Literarni piehled

Antibiotika

Antibiotika (ATB) jsou latky zejména mikrobidlniho piivodu, které potlacuji rust jinych
organizmu. Maji velky prakticky pfinos pro ¢lovéka v humanni a veterinarni medicing, kde se
vyuzivaji pro 1écbu infekénich onemocnéni. K rozvoji vyuzivani antibiotik doslo béhem II.
svétové valky, kdy na zdkladé objevu Alexandra Fleminga (1929) doslo k vypracovani
technologie vyroby penicilinu a jeho vyuzivani k1é¢bé. Objevy dalSich vyznamnych
antibiotik nasledovaly brzy poté (Spizek, 1999; Madigan a Martinko, 2006).

Rozdéleni antibiotik

Antibiotika maji riznorodou chemickou povahu a proto je i jejich ucinek v buiice rozmanity.
Vymezujeme antibiotika baktericidni, jejichz ucinek je usmrtujici a antibiotika
bakteriostaticka, ktera zabranuji ristu a mnozeni bakterii. Pfehled vyznamnych antibiotik a
jejich ucinku udavéa Tab. 1. (http://www.chm.bris.ac.uk/motm/tetracycline/tetracycline.htm;
Madigan a Martinko, 2006).

Tab. 1. Prehled vyznamnych antibiotik a jejich G¢inku

Antibiotikum Mechanizmus u¢inku

peniciliny inhibice biosyntézy bunééné stény
cefalosporiny inhibice biosyntézy bunécné stény
vankomycin inhibice biosyntézy bunécné stény
streptomycin inhibice proteosyntézy

neomycin inhibice proteosyntézy
tetracykliny inhibice proteosyntézy
linkosamidy inhibice proteosyntézy
fluorochinoly inhibice replikace DNA
rifampicin inhibice biosyntézy RNA
Tetracyklin

Toto antibiotikum bylo objeveno vroce 1947 a o rok pozdé¢ji izolovano ze Streptomyces
aureofaciens a poprvé uzito v roce 1950. Do skupiny tetracyklini (TET) patii oxytetracyklin,
chlortetracyklin, doxycyklin a mynocyklin; tyto latky maji shodnou aktivitu s Sirokospektrym
bakterostatickym u¢inkem na Grampozitivni (G+) i Gramnegativni (G-) bakterie, ale i na
atypické mikroorganizmy, jako chlamydie, mycoplazmy a parazitick¢é prvoky (Chopra a
Roberts, 2001). Pokud se TET dostane do bakterie, kterd je na néj citliva, brani v dalsi
vystavb¢ bilkovin, takze zastavi jeji rtist. Vaze se na ribozomalni podjednotku a blokuje
piistup aminokyselin k ribozomim, kde timto zasahem nedochazi k jejich spojovani. TET
antibiotika maji relativné nizkou toxicitu pro léCené¢ho pacienta, avSak mohou pfi
opakovaném podani v dobé ristu kosti a zubni tkdné vyvolat jejich poruchy a mohou i vyvolat
gastrointestindlni potize na zakladé poruSeni stfevni mikroflory. Pouhy bakteriostaticky
ucinek je vSak nevyhodou TET, a proto jejich vyuziti v humanni mediciné je dnes jiz
omezené¢  (http://www.chm.bris.ac.uk/motm/tetracycline/tetracycline.htm).  Pfesto TET
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zaujima nejvétsi podil v celkové spotfebé antibiotik Ceské republiky (v roce 2000 to bylo
35,8%). Divodem je vyuzivani TET k lécebnym a preventivnim ucelim ve veterindrni
medicing, a také k stimulaénim uceltim rtstu hospodatskych zvitat ve velkovykrmnach.

Obr. 1. Strukturni vzorec chlortetracyklinu.

Jedna se o zluty krystalicky prasek, bez zapachu, stabilni na vzduchu, ale na svétle se pomalu rozkladajici.

Rezistence mikroorganismii k antibiotikiim

Nékteré bakterie mohou riist i v pfitomnosti ur¢itého mnozstvi antibiotika; tento jev se nazyva
antibiotickd rezistence. Rezistenci neboli odolnost organizmi vii¢i antibiotiku rozeznavame
dvojiho typu:

(1) Primarni (prirozena) rezistence je dana druhem bakterie a jeho pfirozenymi vlastnostmi.
Bez jakychkoliv genetickych zmén je tento druh bakterii rezistentni, jelikoz nenese pro
antibiotikum zasahové misto. Kuptikladu antibiotika, ktera naruSuji syntézu bakteridlni
bunécné stény, jsou primarné neucinna vii¢i mykoplasmam, které bunécnou st€nu nemaji.

(2) Sekundarni (ziskana) rezistence je vysledkem piizpusobeni se bakterie k plisobeni
antibiotik, vznika jako disledek mutaci nebo riznych genetickych pienost. Bakterie, kterou
ptvodné antibiotikum zabijelo, najednou zacne byt odolna (Spizek, 1999).

Rezistence se §ifi prostiednictvim plasmidll a transposont; rychle exploduje a po pominuti
selek¢niho tlaku v prostfedi se snizuje a mize vymizet.

Tetracyklinova rezistence

Rezistenci k tetracyklinu mizeme popsat tiemi zdkladnimi mechanismy. Prvnim je snizena
akumulace a unik tetracyklinu z buiiky. Rezistentni bunika pomoci specifického transportniho
systétmu (bilkovinami v cytoplasmatické membran¢) aktivné vypuzuje TET z buiikky ven.
Druhym je zména zasahového mista v buiice (ribozémy jsou pied vazbou TET chranény
specifickymi bilkovinami). Tfetim zplGsobem je modifikace molekuly antibiotika, které je
pozménéno tak, ze vazba molekuly tetracyklinu na ribozom neni moZna. Rezistence
k tetracyklinu se mulze pienaSet 1 mezi nepiibuznymi druhy (Spizek, 1999;
http://en.wikipedia.org/wiki/Antibiotic_resistance). Je prokdzdn pfenos napf. mezi
Mycobacterium tuberculosis, Haemophilus influenzae a streptomycet (Bednat a kol., 1996).
TET-geny jsou umistény na plasmidu nebo transpozici na chromozomu; pienaSeji se
konjugaci a transformaci.

10



ATB multirezistence

Kmeny, které jsou rezistentni k vice nez dvéma antibiotikiim (kromé¢ ptirozené rezistence) se
oznacuji jako multirezistentni. Kombinace znakl rezistence u jednoho kmene se oznacuje
jako profil rezistence (fenotyp rezistence). Mlize byt uziteCnym znakem pro epidemiologii
nozokomindlnich nakaz.

Dosud neexistuje zadna mezindrodni dohoda o hodnoceni bakterialni rezistence a citlivosti.
Pravidla amerického Narodniho komitétu standardizace v klinickych laboratotich (NCCLS) se
pozivaji v USA av dalSich zemich. Tyto standardy vyzaduji pfesné dodrzovani ur¢ité metody
véetné predepsan¢ho média, obsahu ATB v disku a hustoty inokula.

Prostiedi, antibiotika a rezistentni mikroorganismy

Masivni vyuZivani antibiotik, at uZ ve veterindrni nebo humanni medicing, vedlo
k zdvaznému dnes wuz celosvétovému problému nartstu rezistence patogennich
mikroorganizmil k vétSiné bézné uZivanych antibiotik. Situace, tykajici se vyskytu a Sifeni
pathogennich mikroorganismi v lidské populaci i u hospodaisky vyznamnych zvitat je v CR
detailn¢ sledovana. Nedostatecné je vSak zndma situace Sifeni ATB rezistence v prostredi.
Ackoliv hlavnim rezervoarem ATB rezistentnich mikroorganizmi jsou lidsti i zvifeci pacienti
a jejich bezprostedni okoli, nové rezervoary ATB rezistentnich mikroorganismi se mohou
vytvaret ve volné pfirod€, kam rezistentni mikroorganizmy, ale i nevstfebana antibiotika
vstupuji prostifednictvim odpadnich produkti. Jak ukazuje Obr. 2, ATB rezistentni
mikroorganizmy se mohou S§ifit smérem od ¢loveka a clovékem vyuzivanych zvitat do vody,
pudy a zase zpét z prostiedi k cloveéku (podle Alcock et. al., 1999; Nwosu, 2001; Ghosh et al.,
2007; Sarmabh et al., 2006).

Obr. 2. Zakladni schéma vazeb mezi ¢lovékem a prostiedim v disledku antropogenniho uZivani
antibiotik

Produkty Zivoc¢i$né vyroby

Produkty rostlinné vyroby h
Povrchové

vody o7 Rezidua antibiotik\

>
Pudni mikrofléra Vnesena mikrofléra
o o .
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Pidni prostiedi a veterinarni antibiotika

V zivocisné vyrob¢, jak uz bylo zminéno, jsou antibiotika pouzivana k potlaceni infekci
v chovech, k zabranéni Sifeni infekce pfi vyméné chovii a také k podpofe ristu. Tato praxe
muze prispivat k Siteni ATB rezistence nékolika zpusoby: konzumaci produktii zivocisné
vyroby obsahujicich rezidua antibiotik; vystaveni oSetfovatelii vlivu antibiotik 1 rezistentnich
mikroorganizmi béhem oSetfovani zvifat v zivocisné vyrob¢; kontaminaci pidy, vody a
plodin odpadnimi produkty z Zivo¢isné vyroby (formou aplikace organickych hnojiv) (Jindal
et al., 2006). Puda je vyznamnym rezervoarem mikroorganizmii obecné; horni 10 cm vrstva
urodné pudy mize obsahovat az 2 tuny mikroorganizmii na 1 akr (Alexander, 1977). Pada je
velmi slozité prostiedi, které poskytuje Siroké spektrum odlisSnych mikroprostredi
podporujicich rozvoj odlisnych typl mikroorganizmi. Velmi struéné lze charakterizovat roli
hlavnich skupin ptidnich mikroorganizmti nasledovné: Paddni houby jsou vyznamné pro
rozklad slozitych organickych sloufenin a zadrzovdni zivin v padé. Bakterie jsou
nejpodetnéjsi skupinou padnich mikroorganizmii; v 1 gramu pidy se nachazi 10°'° bakterii.
Piidni bakterie hraji nepostradatelnou ulohu v procesu dokonceni rozkladu organické hmoty —
mineralizaci; spolu se skupinou ptdnich archei jsou schopny udrzet kolob&h latek i
v extrémnich podminkéach (Alexander, 1977; Madigan a Martinko, 2006). Mikroorganizmy a
zvlasté pak bakterie jsou velmi adaptabilni na nové podminky prostfedi. O vlivu ATB a ATB
rezistentnich mikroorganizmech vstupujicich do pidy s odpadnimi produkty z ZivociSné
vyroby na ptivodni pfirozené spolecenstvo pudy je vSak stale nedostatek informaci.

Zéavaznost problematiky vstupu antibiotik do prostiedi a potravniho fetézce vyustila v zemich
Evropské unie k pfijmuti opatieni, které veslo v platnost od 1. ledna 2006, jedna se o Nafizeni
Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 1831/2003  zakazujici pouzivani antibiotickych
stimulatort rGstu pii vyrobé a zkrmovani krmnych smési (Fisherova, 2006).
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3. Material a metody

Pro sledovani vlivu ATB na plidni bakterialni spolecenstvo byla vyhledana lokalita v Jiznich
Cechach, na které se nachazely ve vzdalenosti cca 600 m zemé&délsky vyuZivané pozemky
s trvale zatravnénym luénim porostem, z nichz jeden byl pravidelné (2 x ro¢ng) oSetfovan
praseci kejdou a druhy naopak nikdy kejdou oSetfovan nebyl. Prase¢i kejda pochazela
zvykrmny prasat, kterd byla oSetfovana ATB fluorofenikolem, doxycyklinem,
chlortetracyklinem a amoxycylinem.

3.1. Odbér a zpracovani piidnich vzorki

V cervenci 2007 byly z hloubky 5 az 20 cm odebrany pidni vzorky, ddle oznacované PK
(ptida oSetfovana kejdou) a N (pida kontrolni, kterd nepfisla do styku s prasec¢i kejdou).
Vzorky o celkové hmotnosti cca 3 kg byly odebrany ve tiech opakovanich, z nichz kazdé se
skladalo ze 7 podvzorkl. Po odebrani byly vzorky odvezeny do laboratofe a homogenizovany
pres sito s velikosti ok 2 mm a uskladnény pfi teploté 4°C.

3.2. Stanoveni suché hmotnosti (suSiny) pudy

Toto stanoveni bylo dulezité pro prepocet vSech méfenych parametrii na jednotku suché
hmotnosti pliidy, coz umoznilo vzijemné porovnani parametri mezi pudami, které se
vzajemné liSily aktualni vlhkosti.

Do hlinikové vazenky o znamé hmotnosti se vlozilo asi 5 g vlhké pady. Véazenka s vlhkou
pudou se zvazila a nechala se susit 4 h pii 105 °C v susarné. Vzorek s vazenkou se po
vychladnuti opét zvazil. Susina pliidy byla udana jako hmotnostni % suché pidy z vlhké ptdy
(Tab. 2).

. B-C
Vypocet: susina [%] = 100 — ﬂ -100

A hmotnost vazenky [g]
B hmotnost vazenky s vlhkou pdou [g]
C hmotnost vazenky se suchou pudou [g]

3.3. Stanoveni WHC

WHC (maximalni vodni kapacita) je tzv. tficetiminutova vlhkost, ktera slouzi ke klasifikaci
pudnich pért. Udava vlhkost pidy po odtoku vody gravitaci, kdy voda zlstava v kapilarnich a
semikapilarnich pérech. Tato charakteristika byla nutnd pro udrzovani konstantni vlhkosti
v inkubovanych vzorcich v laboratornich podminkach, kdy se vzorky dovlhcovaly na 60%
WHC (viz ¢ast 2.5). WHC se stanovila tak, Ze se prazdny umélohmotny vale¢ek opatieny na
konci nylonovou sitkou zvazil, naplnil se do tfi Ctvrtin prosatou pidou a opét zvazil. Poté se
vlozil do nadoby s vodou tak, aby vodni hladina dosahovala asi 1 cm pod okraj vzorku a celé
nadoba se piekryla hodinovym sklem. Po tfech hodinach se véale¢ek vyjmul z vody, polozil se
na Ctytikrat prelozeny filtraéni papir, nechal se tficet minut odsat a opé€t se zvazil.

WHC se pocita podle rovnice:

WHC=(c-b)/(b-a)

a hmotnost prazdného valecku [g]

b hmotnost valecku s pidou pfirozené vlihkou [g]
¢ hmotnost valecku s nasaklou ptdou [g]
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Po stanoveni hodnot WHC v jednotlivych ptdnich vzorcich, udanych v Tabulce 2, bylo
dopocteno jakym objemem sterilni destilované vody budou vzorky dovlhéeny na 60% WHC.
3.4. Vybrané pudni charakteristiky pidy N a PK

U obou pidnich vzorkl byly stanoveny doprovodné charakteristiky, které udava Tablka 2.

Stanoveni byla provedena v referencni laboratofi Agro-La, spol. s.r.o. Jindfichliv Hradec.

Tab. 2. Fyzikalné-chemické parametry pildy dlouhodobé ovliviiované ATB rezdui (PK) a
v kontrolni lu¢ni padé (N)

pH Cox N P K Mg Ca WHC  SuSina
Pada [%] %]  [mg/kg] [mgkg] [mgkgl [mgkgl [%]  [%]
PK 5,90 5,35 0,24 63 61 179 1881 24,5 84,0
N 5,71 3,83 0,14 89 99 60 1494 29,7 83,0

3.5. Stanoveni po¢ti kultivovatelnych bakterii v pidnich vzorcich

Pro zjiSténi, zda bakterialni spolecenstvo piidy, do které dlouhodob¢ vstupovala ATB rezidua,
je charakteristické odliSnym zastoupenim TET-rezistentnich bakterii v porovnani s kontrolni
pudou byly stanovovany pocty kultivovatelnych bakterii pomoci kultivacni plotnové metody.
Celkové pocty bakterii byly stanoveny na komplexnim kultivacnim médiu a pocéty TET-
rezistentnich bakterii na TET-selektivnim médiu (komplexni médium s piidavkem TET). Ze
ziskanych stanoveni bylo vypocteno procentudlni zastoupeni TET-rezistentnich bakterii
v celkovém spolecenstvu kultivovatelnych bakteridlnich pocti.

Tato stanoveni byla provedena u obou ¢erstvé odebranych ptid (N a PK).

Plotnova metoda spocivala v nao¢kovani inokula¢ni pidni suspenze o vhodném fedéni na
komplexni Zivné agarové médium (TSBA, Becton Dickinson, USA). Na sterilni Petriho
misky se ztuhlym zivnym agarem (primér 100 mm, 20 ml média) bylo sterilni pipetou
naneseno 0,2 ml pidni suspenze o fedéni 10°. Tento objem byl sterilni sklenénou hokejkou
rozetten rovnomérné po povrchu celé Petriho misky. Oc¢kovani bylo provadéno ve sterilnich
podminkach mikrobiologického lamindrniho boxu (Biohazard, Holten LaminarAir, Déansko).
Naockované misky byly inkubovany v termoboxu 7 dni pti 28°C.

Kazdy den kultivace byly zaznamenavany nové narostlé bakteridlni kolonie (tzv. kolonie
tvorici jednotky — KTJ), po sedmi dnech byla kultivace ukoncena. Celkovy pocet KTJ po 7
dennim ristu na Petriho misce byl pfepocten na 1 gram suché pady podle vzorce:

Vypocet poctu kultivovatelnych bakterii v piidnim vzorku

[(KTIpm . 10"/ Vi) m] = KTI. 10°. g sp
KTJpm pocet KTJ na Petriho misce

n pouzité fedéni inokulaéni suspenze (v tomto piipade 5)
Vin inokulaéni objem [mL]
m navazka pudy piepoctena na hmotnost vzorku suché pudy [g sp]
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SloZeni komplexniho kultivacniho média (TSBA, Becton Dickinson, USA)

kasein (St€peno pankreatinem) 17 ¢
sojova mouka (St€peno papainem) 3¢
dextréza 25¢g
NaCl 5¢
KzHPO4 2,5 g
BBL Brand Agar 15¢g
Destilovana voda 1000 mL
pH=174

Do sterilniho média bylo pfidano fungistatikum cykloheximid (actidion, Sigma Aldrich) o
koncentraci 25 pug . mL ™! pro zamezeni rozvoje piidnich hub na komplexnim médiu.

Piiprava iedici Fady inokulacni piidni suspenze

Pro kazdy analyzovany vzorek byla piipravena inokulacni suspenze:

Do sterilni 100 mL Erlenmayerovy baiiky bylo navdZzeno 5 gramii pudy a pfiddano 45 mL
sterilniho 0,1% roztoku kalgonu (hexametafosfrecnan sodny); vznikla suspenze byla
homogenizovana v ultrazvukové lazni (50 kHz, 4 minuty) a naslednym desetindsobnym
fedénim ve sterilni vodovodni vodé piipravena tfedici fada piidni suspenze (vzdy 1 mL
suspenze o predchozim niz§im fedéni do 9 mL sterilni H,O). 200 pL suspenze o
vytypovaném fedéni bylo pouzito k inokulaci kultiva¢nich misek, vzdy ve tfech opakovanich.
Pfi rozboru prvni inkuba&ni fady byly pouZity suspenze o fedéni 10, 107 a 10 tak, aby bylo
zjisténo optimalni fedéni vzorkid studovanych pad. Jako optimalni fedéni pro celkové pocty
bylo zvoleno fedéni 10~

Stanoveni poctu kultivovatelnych TET-rezistentnich pudnich bakterii

Ke stanoveni poctu kultivovatelnych piidnich bakterii rezistentnich k antibiotiku chlor-
tetracyklinu (TET) byla pouzita plotnova metoda zalozena na selektivni kultivaci TET-
rezistentnich bakterii na TSBA médiu (Becton Dickinson, USA) obohaceném o antibiotikum
chlor-tetracyklin (o koncentraci 25 pug . mL™' ). Po otestovani n&kolika fedéni inokula&ni
suspenze bylo zvoleno feddni 10™.

3.6. Inkubace piid s pfidavkem TET-antibiotika

Pro zjisténi, zda se lisi odpovéd’ bakteridlnich spolecenstev obou pud po vystaveni aktudlnimu
selekénimu tlaku antibiotika (TET) byl uspofadan inkubaéni pokus, ve kterém byla piida N a
PK inkubovana s rtizn¢ vysokou davkou TET rtznou dobu. Byly opét zjistovany pocty
celkovych a TET-rezistentnich bakterii v obou ptidach v pribéhu experimentu.

Celkem byly zalozeny tfi inkubaéni fady vzorki (lisici se délkou inkubace: 12 hodin, 7 dnti a
14 dnit), kazda tada se skladala ze Ctyt variant podle mnozstvi aplikovaného antibiotika (0 —
0,1 — 1,0 — 100 mg TET . kg™ suché pidy), kazd4 varianta méla tii nezavisla opakovani. Toto
uspotadani bylo provedeno pro kazdou z pid.

Vzorky byly inkubovany za stabilnich kultiva¢nich podminek pfi teploté¢ 20°C a vlhkosti
(60% WHC) v klimatiza¢ni komote (Binder KBWF72, BINDER GmbH, Némecko).

Kazdy vzorek o hmotnosti 100 g pidy byl navdzen do 250 ml Erlenmayerovych ban¢k
s Sirokym hrdlem opatienych alobalovou folii.
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Na zéklad¢ vypocti WHC, bylo zjisténo kolika ml destilované vody ma byt vzorek dovlhcen.
Na zékladé tohoto udaje byly pfipraveny roztoky TET o pfislusnych koncentracich. Po
aplikaci TET byly vzorky dilkladné promichany a ulozeny do klimatiza¢ni komory.

Pouzité antibiotikum

Vzorky byly inkubovany s tetracyklin-hydro-chloridem (C,,H24N,Og HCI, Sigma Aldrich) o
koncentracich: 0 — 0,1 — 1,0 — 100 mg TET . kg™ suché pady.

Inkubace prvni fady vzorkil byla ukoncena 2. den po zalozeni celého pokusu (po 12 hodinach
od zahdjeni prace), druhé fady po 7 dnech a tfeti fady po 14 dnech. Po ukonceni inkubace
nasledoval mikrobiologicky rozbor kultivovatelné ¢asti spolecenstva. Veskera pida,
inkubovana s antibiotiky byla po ukonéeni pokusu vysterilizovana (autoklav, 120°C, 60 min).

3.7. Identifikace TET-rezistentnich izolatd metodou MIS Sherlock

Kolonie TET rezistentnich bakterii narostlych na selektivnim médiu (viz 2.5) byly jednotlivé
izolovany z narostlé smésné kultury na novou Petriho misku s zZivnym médiem, zde byla
kultura pfe¢isténa. Cistd kultura byla pouZita kdruhové identifikaci pomoci
chemotaxonomické metody MIS Sherlock System (MIDI, Inc. Dalaware, USA). Principem
této metody je ziskdni profilu mastnych kyselin (MK) z Cisté kultury nezndmého izolatu,
nasledné porovnani profilu MK izolatu s databazi Systému MIS Sherlock (ktery obsahuje
tadove 10 znamych druht) a na zaklads podobnosti s databazi p¥ifazeni k druhu. Profil MK
z kazdého izolatu byl ziskan zbiomasy narostlé po 24 hodinové kultivaci (28°C) na
komplexnim Zivném agarovém médium (TSBA, Becton Dickinson, USA). Ctyfi
mikrobiologické klicky biomasy byly pfeneseny do zkumavky, zality 1 ml  4M roztoku
NaOH v methanolu; 5 minut inkubovany pti 100°C; po zchlazeni pfidany 2 ml 6M roztoku
HCI v methanolu; 10 minut inkubovany pii 80°C; po ochlazeni byl vzorek obohacen 1,25 ml
smesi hexanu a methyl tetra-butyl etheru (1:1, V/V). Na zavér byly pfiddny 3 ml 0,3M
roztoku NaOH v destilované vodé. Odd¢lila se tak vrchni vrstva, ktera byla pfenesena do
specialnich vialek pro plynovou chromatografii (GC). Za ptedepsanych podminek byl na GC
piistroji (Agilent 6850, Agilent Technologies, USA) ziskan profil mastnych kyselin
neznamého izolatu, ktery software systému porovnal s databazi (Aerobe Bacteria TSBAOG).
Vysledkem tohoto porovnani byl protokol (Obr. 3), udavajici zastoupeni identifikovanych
mastnych kyselin a druhova identifikace, doprovazena tzv. indexem podobnosti Sim Index
(SI). Pokud je hodnota SI vétsi nez 0,5 je druhova identifikace povazovdna za pozitivni,
pokud je SI mensi nez 0,5 1ze nezndmy izolat zatadit pouze do navrzeného rodu.

3.8. Uchovavani TET rezistentnich bakterialnich izolati pomoci glycerolovych konzerv

Jednotlivé bakteridlni izolaty byly pfevedeny do glycerolovych konzerv a uchovany pfi

-75°C.

Ptiprava glycerolové konzervy: Do sterilni plastové mikrozkumavky se ptida 700 uL tekuté
kultury (24 hodinové inkubace na TSB médiu) a 300 pL 50% glycerolu, po jemném
promichani se ulozi do -75°C.
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Obr. 3. Protokol o identifikaci neznamého izolitu metodou MIS Sherlock System (MIDI Inc.
Dalaware, USA)

E082294 46A [3454] VeterAntib2007-7BA-III-1r Page 1
Volume: DATA File: E082294.46A Samp Ctr: 3 ID Number: 3454
Type: Samp Bottle: 2 Method: TSBAG6

Created: 2/29/2008 11:29:00 AM
Sample ID: VeterAntib2007-7BA-III-1r
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3.9. Diskovy difuzni test citlivosti bakterialnich kmenii k ATB

U vSech TET-rezistentnich bakteridlnich kmeni obou piid byly provedeny zkousky citlivosti
k vybranym antibiotiklim, pomoci ATB- diskovych testii.

Diskovy test byl proveden podle striktnich standardnich podminek: Miller-Hinton agar
(pH=7,2-7,4) nality na Petritho misce (prumér 9 mm) do vysky 5 mm byl rovnomérné
inokulovan testovanou bakterialni kulturou ve fyziologickém roztoku o standardni hustoté
0,5 McF (Mc Farland denzitometr, 565 nm + 15 nm,). Na naoCkovanou kulturu byly
dispensorem naneseny antibiotické disky (BIO-RAR, testovany podle NCCLS normy). Po
24-hodinové inkubaci (28 °C) byl proveden odecet primért inhibi¢nich zén kolem diska
s jednotlivymi ATB. Hodnoty byly interpretovany podle NCCLS normy. Zoéony o priméru
vétSim neZ udavala norma indikovaly citlivy kmen vici testovanému ATB, zoény mensi nez
udavala mezni hodnota indikovaly intermedialni ATB rezistenci. Velmi slaba inhibi¢ni z6na
(<3 mm) nebo jeji absence indikovala silnou ATB rezistenci. Byla pouzita klasifikace citlivy
kmen, intermedialné rezistentni a rezistentni.

Pro G+ izolaty byly pouzity disky s nasledujicim obsahem antibiotika (pg/disk): tetracyklin
(30), doxycyclin (30), streptomycin (10), gentamycin (10), penicilin (6), chloramfenicol (30),
vankomycin (30), linkomycin (200).

Pro G- izolaty byly pouzity disky s nasledujicim obsahem antibiotika (pg/disk): tetracyklin
(30), doxycyklin (30), streptomycin (10), gentamycin (10), amoxicilin (25), chloramphenicol
(30), polymyxin (300).

3.10. Statistické pristupy

Vsechna méfend data byla podrobena jednoduchému statistickému vyhodnoceni pomoci
vypoctu aritmetického priméru a smérodatné odchylky (Microsoft - Excel). Uvadéné
pramérné hodnoty byly ziskdny zdeviti nezdvislych méfeni. Pro zjiSténi statistické
prukaznosti rozdili mezi porovndvanymi variantami byly vSechny naméfené hodnoty
ptislusného parametru a varianty zpracovany metodou ANOVA a naslednym Tukey post-hoc
testem. Statisticky prikazné rozdily byly uréeny podle hladiny vyznamnosti p (p<0,05).
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4. Vysledky
4.1. Celkové pocty kultivovatelnych a TET-rezistentnich bakterii v piidé N a PK

Celkové pocty kultivovatelnych a TET-rezistentnich bakterii v piidé dlouhodobé ovliviiované
ATB rezidui (PK) a kontrolni piidé (N) udéava Tabulka 3.

Pocty TET rezistentnich bakterii vykazovaly o fad niz$i hodnoty nez celkové kultivovatelné
bakterie v obou ptudach .

Mezi obéma piidami nebyl zjistén na Grovni celkovych ani TET-rezistentnich bakteridlnich
pocta prukazny rozdil. TET-rezistentni slozka v rdmci celkového bakteridlniho spolecenstva
predstavovala v pide PK 2,5% a v kontrolni pidé N 2,6%.

Tab. 3. Celkové poéty kultivovatelnych (C) a TET-rezistentnich (TET-r) bakterii (KTJ . 10°. g
suché pudy) v pudé dlouhodobé ovliviiované ATB rezdui (PK) a v kontrolni lu¢ni piadé (N)
hodnoty udavaji aritmeticky primeér a smérodatnou odchylku; n=9)

Piada PK Piada N
Celkové pocty kultivovatelnych 55,2+ 14,7 50,7+ 12,6
bakterii
Pocty TET-rezistentnich 1,4+0,3 1,3+0,2
bakterii

Predpokiad vyssiho zastoupeni TET-rezistentnich bakterii v pudeé dlouhodobé oviiviiované
ATB rezidui ve srovnani s kontrolou se nepotvrdil.

4.2. Odpovéd’ bakterialniho spolecenstva piidy PK a N na aktualni selekéni tlak TET
antibiotika

Do této prace byly zahrnuty vysledky z pocatku inkubace (po 12 hodinéach) a z konci inkubace
(po 14 dnech). Vysledky 7 denni inkubace neukdzaly vyznamné rozdily mezi testovanymi
variantami, podrobn¢ jsou uvedeny v praci Elhottova (2008).

Odpovéd celkového bakteridlniho spoleCenstva kontrolni piidy na rtizné vysoké davky TET
po 14 denni inkubaci znazoriiuje Obr. 4A. Vysledky naznacily negativni vliv antibiotika na
celkové pocty bakterii. Po aplikaci vSech davek antibiotika do ptidy doslo po 14 dnech
k poklesu poctu bakteridlnich KTJ oproti pocatku inkubace. Statisticky priikazny rozdil byl
zjistén pouze u nejvyssi davky antibiotika (100 mg TET . kg™'s.p.) pii porovnani poéti KTJ na
pocatku a konci inkubace pudy s antibiotikem.

Odpovéd’ celkového bakteridlniho spolecenstva kejdované pudy PK na rtizné vysoké davky
s.p.) pocty v PK padé byly signifikantné¢ vyssi ve srovnani s plidou N 1 s pidou PK
neinkubovanou s antibiotikem; podobné také pii aplikaci stfedni davky antibiotika (1 mg
TET. kg s.p.) byly vys§i poéty bakterii zaznamenany v PK pudé oproti pidé N, aviak
rozdily nebyly prikkazné. P¥i aplikaci nejvyssi davky (100 mg TET. kg™’ s.p.) byly piadé PK
zjistény stejné pocty bakterii jako v pidé N a shodné také zaznamenan prikazny pokles
bakterialnich poctli na konci 14-denni inkubace.
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Lze shrnout, ze piida PK se lisila v reakci na pridavek TET ve srovnani s piidou N, nebot’

nejnizsi davka TET (0,1 mg TET. kg''s.p.) pritkazné stimulovala pocty celkovych bakterii na
pocatku i konci inkubace.

Obr. 4. Vliv rizné vysokych davek TET na celkové pocty kultivovatelnych bakterii v kontrolni
pudé N (4A) a v piudé PK ( 4B) (hodnoty udavaji aritmeticky priumér a smérodatnou odchylku; n=9)
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Odpovéd’ TET-rezistentniho bakteridlniho spolecenstva kontrolni piidy N a kejdované pudy
PK na razné vysoké davky TET po 14 denni inkubaci znazoriiuje Obr. 5A, respektive 5B.

Ob¢ pudy reagovaly po 14 dnech na ptitomnost TET o vSech koncentracich prikaznym nartistem
pocti TET-rezistentnich bakterii (Tabulka 5). Tento narGst byl vyznamné vyssi vpudé PK
v porovnani kontrolni ptidou N.
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V pudé PK se pocty TET- rezistentnich bakterii zvySily po 14 dnech inkubace piidy dokonce i ve
variant¢ bez pfidavku TET. Tato zména by mohla indikovat, Ze optimalni teplota a vlhkost pidy by
mohla stimulovat §ifeni TET-rezistence mezi ptidnimi bakteriemi.

Varianta s nejvyssi davkou antibiotika v obou ptidach vykazovala po 14. dnech inkubace
pritkazné vyss$i pocty oproti kontrolni ptidé bez TET.

Obr. 5. Vliv riuzné vysokych davek TET na po¢ty kultivovatelnych TET-rezitentnich bakterii
v kontrolni ptidé N (5A) a v pudé PK (5B) (hodnoty udavaji aritmeticky prumeér a smérodatnou
odchylku, n=9)
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Tab. 5. udava procentualni zastoupeni TET rezistentnich bakterii v ramci celkovych pocti
bakterii. Na pocatku inkubace se procentuelni zastoupeni TET rezistentnich bakterii v pidé N
ani v pade PK prikazné neliSilo v zaddné varianté oSetfeni antibiotikem. Na konci inkubace se
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procentuelni zastoupeni TET rezistentnich bakterii zvysilo. V porovnani s pudou
inkubovanou bez ptidavku TET byl maximdlni nartist zaznamenan v piipad€ inkubace se
nejvyssi davkou TET, ato v pidé N z 3,5 % na 4,9 % a v pidé PK z 4,1% na 13,8%.

Tab. S. Relativni zastoupeni (%) TET rezistentnich bakterii v celkovém poctu kultivovatelnych
bakterii v luéni pudé oSetiované praseci kejdou (PK) a v pidé neoSetiované (N) inkubované 12
hodin a 14 dni s rizné vysokou davkou antibiotika chlortetracyklinu (TET); (hodnoty udavaji
aritmeticky primer a smérodatnou odchylku, n=9)

Davka TET Pocatek inkubace (12 hod) Konec inkubace (14 dni)

[mg TET . kg"'s.p.] Pida N Pida PK Pida N Pida PK
0 2,605 2,5+0,6 3,5+0,7 4,1£1,0
0,1 1,9+0,3 1,6+0,2 4,6+0,7° 5,1+0,9°
1,0 2,9+0,7 2,3+0,5 5,7+0,8° 6,8+1,1°
100 2,604 3,3£0,6 4,9+0,9° 13,842,8%*

*statisticky rozdil (ANOVA,; p<0,05) mezi hodnotami piidy PK a N na konci inkubace
8 statisticky rozdil (ANOVA; p<0,05) mezi hodnotami prislusné varianty na pocatku a konci inkubace

Vysledky ukazaly pritkazné stimulacni viiv selekcniho tlaku TET na narust TET rezistentnich
bakterii v obou piidach.

Piida PK, dlouhodobé vystavovana ATB reziduim, na selekcni tlak TET odpovidala
intenzivnéji nez kontrolni puda N.

4.3. Druhova/rodova skladba TET rezistentnich bakterii

V pidé N bylo charakterizovano celkem 21 izolati, z ¢ehoz se podatilo do druhu identifikovat
9. Nejfrekventovanéjsi byl druh Lechevalieria flava,  Streptoverticillium reticulum a
Virgibacillus pantothenticus. Dale byl identifikovan  Chryseobacterium balustinum,
Stenotrophomonas maltophilia. Rodova prislusnost byla pfifazena 7 izolatim: r. Bacillus,
Paenibacillus, Staphylococcus. U péti izolati se podafilo zjistit pfisluSnost ke G+ nebo G-
skuping. Jelikoz toto bakteridlni spolecenstvo nebylo v minulosti ani béhem pokusu vystaveno
pusobeni antibiotika, 1ze ptfedpokladat, Ze tyto druhy jsou nositeli ptirozené TET rezistence.
Ptehled vyskytu druhii/rodt v ptidé N udava Tab. 6.

V pid¢ PK bylo charakterizovano celkem 18 izolatl, z ¢ehoz se podafilo do druhu
identifikovat 11. Nejfrekventovangj$i byl druh Streptoverticillium reticulum a Rhodococcus
erythropolis. Déle byl identifikovan Chryseobacterium indologenes, Kocuria erythromyxa a
Staphylococcus hominis hominis. Rodova pfislusnost byla pfifazena 7 izolatim: r. Bacillus,
Corynebacterium, Variovorax, Lechevalieria,, Microbiospora a Xanthobacter. Piehled
vyskytu druhii/rodt v ptidé PK udava Tab. 6.

cvwr

TET stoupla rodova pestrost; byl zaznamenan novy vyskyt zastupci r. Brevibacillus,
Kocuria, Microbiospora, Microbacterium a Mycobacterium. Pti stfedni davce TET byla
a dale zastuci r. Streptomyces, a Variovorax, kteti byli dale nalezeni jiZ jen v pfitomnosti
nejvyssi davky TET. Specifikem nejvyssi davky TET byl ve srovnani s ostatnimi variantami
pudy N relativné vysoky vyskyt G- zastupctl. Presto zéstupci skupiny G+ dominovali ve
vSech variantach. Prehled vyskytu druhti/roda v piidé N udava Tab. 6.
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Skladba TET rezistentnich bakterii v pidé PK byla ovlivnéna inkubaéni davkou TET; pfi
nejniz§i davce TET se v pudé PK vyskytly druhy, které v ostatnich variantaich PK puady
nebyly nalezeny, jednalo se o  Kocuria rhizophila, Chryseobacterium balustinum,
Microbacterium saperdae a Mycobacterium chelonae a také rod Nocardia a Micromonospora.
Nejvyssi davka TET méla stimulac¢ni vliv na vyskyt zastupct rodt Bacillus, Brevibacillus a
Paenibacillus. Vliv sttedni davky na skladbu TET rezistentnich bakterii nebyl nic¢im
specificky. Piehled vyskytu druht/rodi v padé PK udava Tab. 6.

Tab. 6. Druhové/rodové zastoupeni chlortetracyklin-rezistentnich bakterii v kejdované (PK) a kontrolni
(N) puidé.

Pida N Puda PK
Inkubaéni davka tetracyklinu (mg kg”' sp) | 0 0.1 1 100 0 0.1 1 100
Bacillus cereus 0,23 0,15 0,16
Bacillus megaterium 0,48 0,74 0,76
Brevibacillus parabrevis 0,63
Brevibacillus reuszeri 0,55
Chryseobacterium balustinum 0,78 0,96 0,79 0,95
Chryseobacterium indologenes 0,61 0,89 0,55
Corynebacterium sp. 0,24 0,23 0,22
G+ NI'* 3 7 4 1 2 4 4
G- NI'* 1 1 2 1
Kocuria erythromyxa 0,67
Kocuria rhizophila 0,68 0,66
Kocuria varians 0,7
Lechevalieria flava 0,55 0,12 0,25 0,19 0,20 0,53
Microbacterium flavescens 0,12
Microbacterium laevaniformans 0,14
Microbacterium neoaurum 0,31
Microbacterium saperdae 0,52
Microbiospora diastatica 0,27 0,25 0,31
Micromonospora carbonacea 0,13 0,15
Mycobacterium chelonae 0,72
Mpycobacterium mucogenicum 0,45 0,16
Mycobacterium triviale 0,41
Mycobacterium vaccae 0,41
Nocardia brasiliensis 0,25 0,13
Paenibacillus macerans 0,27 0,18 0,26 0,24 0,12
Paenibacillus polymyxa 0,15 0,70
Paenibacillus validus 0,75
Rhodococcus erythropolis 069 0,69 0,68
Staphylococcus hominis hominis 0,26 0,57 0,84
Stenotrophomonas maltophilia 0,53 0,86 0,66 0,29 0,59
Streptomyces cinnamoneus cinnamoneus 0,29 0,75
Streptoverticillium reticulum 0,63 0,16 0,45 0,73 0,55 0,78 0,38
Variovorax paradoxus 0,59 0,62 0,22 0,64 0,89
Virgibacillus pantothenticus 0,72 0,27
Xanthobacter agilis 0,12
Pocet riznych druhii (druhova pestrost) 5 5 3 5 5 6 4 6
Pocet riznych rodii (rodovd pestrost) 7 11 6 8 10 9 8 8

Ciselné udaje poskytuji hodnotu indexu podobnosti (SI) s identifikacni databadzi Sytému MIS Sherlock. Hodnoty
> 0,5 udavaji prislusnost k druhu; hodnoty < 0,5 udavaji prislusnost k rodu.

G+ NI = neznamy izolat, (na zaklade profilu mastnych kyselin potvrzena prislusnost do skupiny Gram+ bakterii)
G- NI =-neznamy izolat, (na zdkladé profilu mastnych kyselin potvrzena prislusnost do skupiny Gram- bakterii)

* Ciselny udaj znamend pocet prirazenych izolati

Porovnéni druhové/rodové skladby TET-rezistentnich bakterii v piidé N a PK ukazalo, Ze

v pudé N se narozdil od pidy PK specificky vyskytovali Brevibacillus reuszeri, Kocuria
varians, Paenibacillus validus, Streptomyces cinnamoneus cinnamoneus.
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V pid¢ PK narozdil od pidy N se specificky vyskytovali Rhodococcus erythropolis,
Corynebacterium sp., Kocuria erythromyxa, Microbacterium saperdae, Mycobacterium
chelonae a Xanthobacter sp.

Ackoliv udaje o druhové/rodové skladbé nebyly podrobeny statistickému porovnani, lze
konstatovat, ze rizn€ vysokd davka TET ma vliv na druhovou/ rodovou skladbu TET
rezistentnich bakterii pudy N i pudy PK, a Ze obé pudy se skladbou TET rezistentnich
bakterii li$i.

Praktickym vystupem této casti prace je 208 izolati TET rezistentnich bakterii ulozenych

v pracovni sbirce laboratofe 242 BC AV CR UPB, které jsou predmétem dal$iho vyzkumu.

4.4. Odolnost TET-rezistentnich bakterialnich kmena k dalsim ATB

Celkem bylo testovano 147 G' bakterialnich TET-rezistentnich izolath (80 z ptdy PK, 67
zpidy N) a 61 G bakteridlnich izolati (15 zpidy PK a 46 zpidy N). Byla pouzita
klasifikace citlivy kmen, intermedidlné rezistentni a rezistentni podle normy NCCLS.

Tti G  izolaty z kontrolni ptidy N byly citlivé na amoxicilin, u vSech ostatnich byla zjisténa
intermedialni nebo silna rezistence. Zastoupeni. a rozdé€leni testovanych kment podle typu
rezistence uvadi Tabulka 7. Nejéast&jsim typem ATB rezistence u G izolatli v ptdé PK i N
byla rezistence viac¢i 1 ATB (jednalo se o linkomycin), nejfrekventovanéjSim typem
multirezistence byla rezistence viici 2 a 6 ATB, jednalo se o linkomycin, chloramfenikol,
tetracyklin, streptomycin, penicilin a gentamycin. NejcastéjSim typem ATB rezistence u G
izolath v pidé PK byla intermedialni rezistence a silna rezistence vii¢i 1 ATB (jednalo s o
polymyxin). NejcastéjSim typem multirezistence byla odolnost vii¢i 5 a 6 ATB. Jednalo se o
polymyxin, streptomycin, amoxicilin, gentamycin, chloramfenikol, tetracyklin. Nejmén¢ Casta
byla rezistence k doxycyklinu. Pro G™ izolaty kontrolni ptidy byla typicka multirezistence k 6,
5 a 4 ATB. Nejcastéji zaznacenou ATB rezistenci byla odolnost vii¢i chloramfenikolu,
streptomycinu, gentamycinu, a nejméné Casta byla odolnost vii¢i doxycyklinu. Na rozdil od
kejdované pudy PK byla v kontrolni ptidé N mélo frekventovana rezistence vici polymyxinu
a tetracyklinu.

Tab. 7. Poéty a rozdéleni bakterialnich kment podle ATB rezistence na zakladé semikvantitativniho
z6nového testu

Pocet G+ izolatd podle typu ATB rezistence

Typ ATB rezistence
It-r 1ATB 2ATB 3ATB 4ATB SATB 6ATB 7ATB 8ATB 9ATB

Piida N (67 kment) 8 29 9 8 3 6 9 3 3 0
Pida PK (80 kmeni) 7 18 16 5 2 4 6 1 3 0

Pocet G- izolatt podle typu ATB rezistence

Typ ATB rezistence
It-r 1ATB 2ATB 3ATB 4ATB S5ATB 6ATB 7ATB 8ATB 9ATB

Piada N (46 kment) 2 1 1 2 4 4 5 0 nt nt

Pida PK (15 kmend) 13 9 3 2 2 9 7 1 nt nt

It-r =intermedialni rezistence (zéna<hrani¢ni hodnota, podle NCCLS normy)
1ATB-9ATB= silna rezistence (zona<3 mm), ¢islice znaci pocet ATB rezistenci/kmen
nt= netestovano

Predbézny semikvantitativni test citlivosti k ATB neukadzal vyznamné rozdily ve vyskytu
multirezistence mezi pudou N a PK.
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5. Diskuse a zavéry

Porovnani pocta celkovych kultivovatelnych a TET-rezistentnich bakterii v pidé (PK),
do které dlouhodobé vstupovala ATB rezidua s pocty kontrolni piidy nepotvrdilo
predpoklad o vy$$im zastoupeni TET-rezistentnich bakterii v této pudé.

Celkové podty kultivovatelnych bakterii v obou piidach se neliily; fadové dosahly hodnot 10°
KTJ . g suché pady, coZ je typicka hodnota pro zemédélsky vyuzivané pudy (Alexander,
1977). Podobné i zastoupeni TET-rezistentnich bakterii se nelisilo; v pidé PK reprezentovaly
TET-r bakterie 2,5% a v kontrolni ptidé N 2,6% v ramci celkovych bakteridlnich pocti

Vysledky, ale prokazaly, Ze pod aktualnim selekénim tlakem piidaného TET reaguji
bakteridlni spolecenstva obou piid odlisSné. Kontrolni ptida reagovala na ptidavek TET
snizenim celkovych pocti bakterii, na rozdil od pidy PK. V kejdované pidé PK pisobil
pridavek TET na celkové bakterie v zavislosti na pouzité koncentraci. Zasadni rozdil byl
pozorovan pii aplikaci nejnizsi davky TET (0,1 mg TET. kg's.p), ktera celkové bakterialni
spoleCenstvo neredukovala, ale naopak prikazné stimulovala, a to okamzité¢ po 12 hodinach i
po 14 dnech. Tato skutecnost indikovala, Ze bakterie kejdované pidy byly na nizké davky
antibiotika vstupujiciho do ptidy dobie adaptované a vyuzivaly ho k svému rastu. Nejvyssi
davka TET celkové bakteridlni spolecenstvo kejdované plidy ve shodé s kontrolni ptidou
redukovala.

V obou pudach byl prokazan stimulacni selekéni vliv TET na po¢ty TET rezistentnich
bakterii. Pida PK, dlouhodob¢ vystavovand ATB reziduim, na selekéni tlak TET odpovidala
intenzivnéji nez kontrolni piida N. Na rozdil od kontrolni pidy N byl stimulac¢ni efekt TET
v piidé PK zaznamenan nejen u nejvyssi (200mg TET. kg''s.p), ale u viech aplikovanych
davek TET. Pod vlivem nejvyssi testované davky TET doslo po 14 dnech inkubace v ptidé PK
k narGstu TET-rezistentnich bakterii z 4,1% na 13,8% a v piidé N pouze z 3,5 % na 4,9 %.
Kejdovana puda reagovala na ptidavek antibiotika silnéji, vysoky nartist TET rezistentnich
bakterii po aplikaci TET sv&dc¢i o intenzivnich interakcich uvnitt bakteridlniho spolecenstva
kejdované¢ plidy. Na jedné strané ve spoleCenstvu vystavenému tetracyklinu dochdzi
k odumirani TET senzitivnich mikroorganizmi, které se stavaji lukrativnim zdrojem
substratu, zivin a energie, pro rozvoj TET rezistentnich organizmti na strané¢ druhé. Ve
spoleCenstvu patrné dochazi také k intenzivni vyméné genetické informace zajistujici TET
rezistenci.

Druhova/rodova skladba TET-rezistentniho bakterialniho spolecenstva pud PK a N
indikovala rozdily mezi obéma ptudami.

Druhové skladba TET rezistentnich bakterii ukazala, Ze pfevdzna cast izolati obou pud
shodné patfila do skupiny G bakterii. Nejéast&ji se vyskytujicim druhem u obou pid byl
Streptoverticillium reticulum. Jedna se o typického piidniho zastupce G bakterii ze skupiny
streptomycetti a piibuznych rodli; charakteristickou vlastnosti rodu Streptoverticillium je
produkce Sirokého spektra latek s antifungélni, antibakteridlni, antiprotozodalni a antitumoralni
aktivitou. Znama je rezistence k lysozymu a neomycinu (Holt et al., 1994).

Rozdily byly i v druhové skladbé mezi obéma piidami. SpoleCenstvo TET rezistentnich
bakterii v kejdované pidé bylo charakteristick¢é nékterymi druhy, které se z kontrolni ptdy
nepodafilo izolovat. Jednalo se o Rhodococcus erythropolis, Kocuria erythromyxa,
Microbacterium saperdae, Mycobacterium chelonae, Corynebacterium sp. a Xanthobacter sp.
Ackoliv nebyly vyizolovany klinicky vyznamné pathogeny, za zminéni stoji vyskyt
podminéného pathogena hospodaiskych zvitfat 1 clov€ka Mycobacterium chelonae,

v
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bakterie zplisobuje zejména u prasat infekce v miznich uzlinach traviciho ustroji. Zdrojem
atypickych mykobaktérii je nejCastéji vnéjsi prostiedi, kterym mulize byt raselina, substraty
z listi a dalSich tlejicich organickych zbytkil v listnatych a jehli¢natych porostech, bahno
kalist a dal$i. Za ,transportni médium* mykobaktérii je povazovéana piedevSim voda.
Podminéné patogenni mykobaktérie byly izolovany prakticky ze vSech rtznych vod
(povrchova sladka, motska, brakickd, studni¢ni, fi¢ni, poto¢ni a dalsi) kromé& vody pochazejici
z Artézskych studni, tedy vody ziskané z vrtd nckolik set metrii hlubokych. Problémem je
také jejich rezistence vici bézné dezinfekei pitné vody a schopnost piezivat uvniti prvoka
(Pavlik, 2006). Pfi poranéni mize vyvolavat komplikace i u ¢lovéka. Odborna literatura udava
Mycobacterium chelonae jako pivodce castych koznich komplikaci po nespravném
akupunkturnim oSetfeni (Ara et al., 2003).

Naopak vyskyt Brevibacillus reuszeri, Kocuria varians, Paenibacillus validus, Streptomyces
cinnamoneus cinnamoneus byl potvrzen pouze v kontrolni nekejdované pude¢.

Vysledky studia druhové skladby bakterii v obou pudach ukazaly, ze mezi TET rezistentnimi
bakteriemi prevladali zastupci aktinobakterii a r. Bacillus a jemu blizce ptibuznych rodt. Tyto
mikroorganizmy patii mezi vyznamné producenty antibiotik a nesou si zarovén i vybavu
zajistujici jim odolnost vii¢i antibiotikiim. Pravé tyto skupiny jsou také povazovany za
vyznamné pro zprostiedkovani pfenosu ATB rezistence mezi pathogennimi bakteriemi
zazivaciho traktu Clovéka 1 zvirat a ptirozenou mikroflorou prostredi (Nwosu, 2001).

V reakci na ptfidavek TET do media se v obou pidach shodné¢ objevili zastupci rodt Kocuria,
Nocardia, Mycobacterium a Microbacterium. Pfi¢emz v kontrolni pidé to byl jesté navic r.
Brevibacillus, Microbiospora, Streptomyces, Variovorax a v kejdované padé .
Chryseobacterium a Micromonospora. Vlivem nejnizs$i davky TET v kontrolni pid¢ stoupla
druhova 1 rodovéa pestrost TET rezistentniho spolecenstva. V kejdované piidé méla nejvyssi
davka TET stimulacni vliv na vyskyt zastupcii rodt Bacillus, Brevibacillus a Paenibacillus.
Vétsina identifikovanych bakterii opét patiila mezi G™ rody vyznamné v pienosu ATB
rezistence. Mezi G~ bakteriemi se vyskytl r. Chryseobacterium a Variovorax. V kontrolni
pudé se ve vSech variantach vyskytl Stenotrophomonas maltophilia nositel multirezistence,
charakteristicky vysokou schopnosti ziskat ATB rezistenci je-li vystaven selekénimu tlaku.
Vsechny tyto bakterie patii do skupiny G~ aerobnich a mikroarefilnich ty¢ek (Holt et al.,
1994). Stenotrophomonas maltophilia a zéastupci r. Chryseobacterium patii mezi znamé
potencialni pathogeny zpisobujici obtize pacientim se snizenou imunitou (Bednaf et al.,
1996). Variovorax paradoxus patii mezi bézné bakterie vyskytujici se v prostfedi. Informace
o rezistenci zastupct rodu Variovorax k antibiotikim neni dostupna.

Je otdzkou, jak dlouho G™ kmeny se ziskanou rezistenci v prostiedi ziistdvaji a zda si tuto
vlastnost udrzi nebot’ udrzovani ziskanych gent je pro bunku energeticka zatéz. Vysledky této
prace ukazaly, ze vyskyt Stenotrophomonas maltophilia i Chryseobacterium balustinum se
praveé zvySoval pod selekénim tlakem antibiotika v piipad€ obou studovanych ptid.

Vysledky semikvantitativni testu ATB citlivosti u kment Stenotrophomonas maltophilia 1
Chryseobacterium balustinum, jakoZ 1 vétSiny aktinobakterii a zastupcii r. Bacillus potvrdily,
ze se jednalo o ATB multirezistentni kmeny.

Vysledky téchto testi v§ak nepotvrdily vyssi zastoupeni ATB-multirezistentnich kmenu
v ptidé PK ve srovnani s ptiidou N.

Na Sifeni rezistentnich mikroorganizmt v lidské populaci 1 prostiedi muze podilet prave

pfirozena mikroflora prostiedi, ktera pouziva nejriznéjsi ATB rezisten¢ni mechanismy jako
svoji pfirozenou obranu (Thomashow et al., 1997). Zejména pldni bakteridlni producenti
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antibiotik jsou v posledni dobé& povazovany za vyznamné kandidaty pfi Sifeni ATB rezistence
mezi prirozenou mikroflérou a patogennimi mikroorganizmy (Nwosu, 2001). Pro ovéfovani
této hypotézy i samotné ekologie ATB rezistentnich mikroorganizmi, je zapotiebi studovat
prostfedi ovlivilovana antropogennimi vstupy ATB, ale i prostfedi vzdéalena civilizatnim
vlivim. Studie Mindlina et al. (2008) zabyvajici se analyzou ATB resistence bakterii
izolovanych z arktickych pid permafrostu ukazala, ze ATB rezistence existovala v pfirozené
mikroflofe davno pred zahdjenim antibiotické éry, tj. obdobim zahajeni masivni aplikace
ATB.

V objasnéni a poznani, jak tyto pfirozené rezistentni mikroorganizmy mohou ovliviiovat
prenos a Sifeni ATB-rezistence je zatim stale velmi mnoho nezndmého

Tato prace je malym ptispévkem, ktery upozoriiuje na problematiku Siteni ATB rezistence
v nasem pfirozeném prostiedi.
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