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1 Uvod do problematiky a cile prace

Rod Streptococcus (ze dvou feckych slov streptos = fetéz, kokhos = kulovity) nalezi do Celedi
Streptococcacae (Carroll a kol., 2013). Jedna se o fakultativné anaerobni grampozitivni
mikroorganismy, které se déli do nékolika skupin na zakladé svych rozmanitych vlastnosti. Pro
Klinick¢é mikrobiology je uZitetné déleni streptokokt dle hemolyzy. Takto jsou rozeznavany
hemolyzy alfa, beta a gama. Dalsi cCasto uzivanou klasifikaci je sérologické rozdéleni
dle Lancefieldové na zakladé specifickych antigenti do skupin A-H a K-U. Av§ak zanedbatelnymi
zpusoby rozdéleni nejsou ani pouziti biochemickych reakci, nebo rozdéleni dle antigenni specifity

kapsularnich polysacharida.

Rod Streptococcus ma Siroké rozsiteni naptfi¢ humanni i veterinarni sférou (Facklam, 2002;
Ferretti, 2016; Reglinski, 2015). Mnohé druhy jsou oportunnimi pfislusniky fyziologické mikroflory
sliznic lidi i1 zviFat, avSak vyskytuji se i obligatn¢€ patogenni druhy zplsobujici lokalizované hnisavé
infekce, invazivni az toxicka onemocnéni, ktera ¢asto zanechavaji trvalé nasledky Vv hostitelském
organismu. Dulezité je zduraznit, Ze vyskyt a pfipadnd patogenita konkrétnich druha streptokoki
se li$i v zavislosti na druhu i na hostiteli. Klicovym prostfedkem pro boj s patogennimi streptokoky
je antibioticka 1é¢ba, ktera se stava stale komplikovanéjsi diky stoupajicim rezistencim. Na vzniku
rezistentnich, popiipadé multirezistentnich mikroorganismi se z velké ¢asti podili i globalné

nadmérné uzivani Sirokospektralnich antibiotik.

Z celého rodu streptokok se tato diplomova prace zabyva pouze betahemolytickymi streptokoky,
mezi které v humanni medicing patii predev§im druhy S. pyogenes a S. agalactiae (Reglinski, 2015).
Dale jsou pro ¢lovéka patogenni S. dysgalaciae ssp. equisimilis, S. dysgalaciae ssp. dysgalactiae
a jednotlivé kmeny S. anginosus, dale S. equi spp. zooepidemicus, S. canis, S. porcinus a S. iniae,
které jsou zejména zvifecimi patogeny, ale mohou zptsobit onemocnéni i u lidi. Mezi Cist€ animalni

patogeny se fadi S. equi spp. equi, S. phoacae a S. didelphis.
Cile prace:
- Vypracovani literarni reserSe na téma betahemolytické streptokoky u zvirat a lidi

-  Zmeéna prevalence vyskytu a citlivosti na antimikrobidlni latky jednotlivych druhi

betahemolytickych streptokoki izolovanych na Statnim veterinrnim tstavu v Olomouci
- Porovnani citlivosti na antimikrobialni latky mezi malym a velkym seskupenim dat
- Zména prevalence vyskytu jednotlivych druhii betahemolytickych streptokoku izolovanych
na Ustavu mikrobiologie Lékaiské fakulty Univerzity Palackého
2 Diferenciace streptokoki

Klasifikace streptokokt je zaloZena na sérii pozorovani a experimentti V prubéhu vice nez jednoho

stoleti. Nabizi se Ctyfi hlavni zplsoby diferenciace.
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2.1  Dle typu hemolyzy

V praxi je nejvyznamné&jsim typem déleni dle hemolyzy, kterou mikroorganismy vytvaieji béhem
kultivace na krevnim agaru. Krevni agar byl poprvé predstaven v roce 1903 Hugem Schotmullerem,
kdy byly na agaru pozorovany dva typy hemolyzy (Becker, 1916; Reglinski, 2015; Schotmuller,
1903). Prvni formou byla ¢ira zona okolo kolonie, a prvni druh streptokoka tak byl pojmenovan
Streptococcus haemolyticus. Druhou formou byla zelenkava drobna zéna v okoli kolonie, ktera byla
oznac¢ena podle prvniho streptokoka, ktery tuto hemolyzu tvofil. Byl nazvan Streptococcus viridans
(dnes Aerococcus viridans). O par let pozdégji byly streptokoky rozdéleny na zakladé hemolyzy
do tfi skupin, tohle rozdéleni je pouzivano az do soucasnosti. Dnes tedy streptokoky délime

na streptokoky s hemolyzou typu alfa, beta nebo gama (Tab. 1).

Hemolyza je jev, kdy dochazi ¢innosti hemolysinu K destrukci ¢ervenych krvinek a hemoglobin
se uvolfiuje do okolniho média, nebo je metabolizovan. Rada streptokokii je schopna hemolyzovat

¢ervené krvinky in vitro v riznych formach (Obr. 1).

Tab. 1: Rozdé&leni streptokoki dle typu hemolyzy. o - alfahemolytické streptokoky; y - gamahemolytické/ nonhemolytické
streptokoky, upraveno dle (Chhatwal, 2017).

Betahemolytické streptokoky Nonbetahemolytické streptokoky

Viridujici streptokoky

S. pyogenes S. pneumoniae ¢ Mutans group Y Salivarius group 7
S. agalactiae S. suis *7 S. mutans S. salivarius

S. canis S. sobrinus S. thermophilus
S. porcinus Bovis group ¥ S. ratti S. vestibularis

S. iniae S. bovis S. cricetus

S. phocae S. equinus Mitis group *Y
S. didelphis S. gallolyticus Anginosus group »#* S oralis

S. dysgalactiae ssp. dysgalactiae ¢ S. anginosus S. mitis

S. dysgalactiae ssp. equisimilis S. constellatus S. cristatus

S. equi ssp. equi S. intermedius S. gordonii

S. equi subsp. zooepidemicus S. sanguinis

S. anginosus group (S. milleri) S. parasanguinis

S. infantis

Alfahemolytické streptokoky maji za dusledek nekompletni neboli ¢astecnou lyzi erytrocytt
s redukci hemoglobinu za tvorby zeleného pigmentu (verdoglobinu). Bakterie z této skupiny
produkuji také peroxid vodiku, ktery zptisobuje oxidaci hemoglobinu za produkce jeho hnédavého

derivatu methemoglobinu.

Betahemolytické bakterie zptisobuji destrukci erytrocytl a odbarveni agaru Vv okoli porostu
(Carroll a kol., 2013; Reglinski, 2015). Pokud dojde zaroven i k uplnému projasnéni pidy v okoli
kolonii, oznacujeme tento typ hemolyzy jako uplnou. V piipad¢, ze je pida v zoné hemolyzy
zakalena, nazyva se tato betahemolyza jako neuplna. Exotoxin Streptolysin, ktery je zodpovédny za
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lyzi membran erytrocyti a také destrukci dal$ich riznych typu bunék, se déli na dva typy.
Streptolysin O (SLO) je oxygen-labilnim typem, ktery zodpovida za viditelnou hloubkovou
hemolyzu na plotnach krevniho agaru. SLO je nejvice secernovany skupinou A streptokokti (GAS)
a také druhem S. dysgalactiae. V reakci na vznikly SLO vznika v lidském téle protilatka
anti-streptolysin O (ASO, STLS) (Wessels, 2005). Sérologické méfeni titru ASO je vhodnym
indikatorem post-infekénich syndromti akutni revmatické horeCky nebo streptokokové
glomerulonefritidy (Steer a kol., 2009). Druhym typem pfitomného exotoxinu je oxygen-stabilni
Streptolysin S (SLS) o velikosti 2,8 kDa. SLS zpusobuje vznik hemolytickych zon v okoli kolonii na
povrchu ploten s krevnim agarem a podili se na patogenezi inhibici imunitni odpovédi hostitelského

organismu b¢hem prvotni faze infekce.

Ostatni streptokoKy netvori hemolyzu, krevni agar tedy ztistava v okoli jejich kolonii beze zmény
barvy. Tyto mikroorganismy jsou oznacované jako nonhemolytické neboli gamahemolytické. V této

skupiné se vyskytuji predev§im streptokoci oralni, ktefi jsou soucasti oralni fyziologické flory

a hornich cest dychacich.

Obr. 1: Typy hemolyzy u streptokoki na krevnim agaru, foto: MVDr. Jaroslav Bzdil, Ph.D. Popis obrazku zleva:
alfahemolyza zplsobena ¢innosti S. pneaumonia, betahemolyza zpiisobena S. canis, gamahemolyza zplsobena enterokoky.

2.2 Klasifikace dle Lancefieldové

Jedna se o sérologické rozdéleni betahemolytickych streptokokli na zékladé specifickych antigent
do skupin A-H a K-U (Lancefield, 1928). V nasledujicim vy¢tu budou zminény pouze skupiny
s nejcast&jsim vyskytem (Tab. 2).

2.2.1 Streptokoky skupiny A

Identifikace této skupiny je potvrzena pfitomnosti antigenem skupiny A v bunécné sténé bakterie
(Murray a kol., 2003). Hlavnim pfedstavitelem této skupiny je Streptococcus pyogenes (GAS), jehoz
vSechny poddruhy obsahuji antigen skupiny A. Antigen A je vysoce konzervovany povrchoveé
exprimovany polysacharid, ktery je tvofen pfedevsim N-acetyl-f-D-glukosaminen, ktery je navazan
na fetézec polyrhamnosy (Reglinski, 2015). Avsak tento antigen se mize vyskytovat i napfi¢ jinymi
druhy (S. anginosus, S. dysgalactiae ssp. equisimilis). Bakterie z této skupiny vyvolavaji tzv. Group

A specific streptococcal infections. Na krevnim agaru S. pyogenes rostou jako malé, kulovité kolonie
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o velikosti 0,5 cm v praméru s typickou $irokou betahemolyzou V jejim okoli o velikosti 1 cm

V priméru.

Bacitracinovy test citlivosti se pouziva k odliSeni GAS od dalSich grampozitivnich bakterii.
Bacitracin (BA) je polypeptidové antibiotikum ovliviiujici syntézu peptidoglykanu v bunééné sténé.
Principem testu je pouziti antimikrobialnich diski BA o malé koncentraci (0,04 U2) na agarové
plotné. GAS bakterie jsou timto malym mnozstvim inhibovany, jsou citlivé, ostatni betahemolytické

streptokoky jsou ¢asto rezistentni (Ferreti, 2016).

2.2.2 Streptokoky skupiny B

Skupina B (GBS) dle Lancefieldové je také znama jako Streptococcus agalactiae (Carroll a kol.,
2013). Obdobné jako u ptedeslé skupiny je identifikace potvrzena piitomnosti antigenti skupiny B
Vv bunééné sténé streptokoka. Antigeny skupiny B jsou pfitomny pouze u vySe zminéného druhu,
S. agalactiae, a proto je toto pojmenovani synonymem pro celou skupinu. Uz vizualné jsou
streptokoky této skupiny rozliSitelné od skupiny A, jejich typicka hemolyza ptesahuje velikost
kolonie jen 0 1-2 mm v praméru. Streptokoky skupiny B maji schopnost hydrolyzovat hippurat sodny
a davaji pozitivni reakci CAMP testu. CAMP je akronymem pro Christie, Atkins, Munch-Peterson,
kteti objevili vyse zminény jev (Phillips, 1980). Tento test slouZzi k identifikaci betahemolytickych
streptokoklt skupiny B na zakladé produkce CAMP faktoru, ktery zvétSuje plochu hemolyzy
tvofenou S-hemolysinem bakterie Staphylococcus aureus. V pritomnosti S. agalactieae (GBS) dojde
k synergnimu uc¢inku CAMP faktoru a f-hemolysinu, které se projevuje projasnénim agaru ve tvaru

maslicky v misté interakce (Obr. 2).

Obr. 2: CAMP test (foto: MVDr. Jaroslav Bzdil, Phd.). Popis obrazku zleva: pozitivni reakce, 1ze vidét tvar maslicky
(motyla) v misté interakce S betatoxinem S. aureus; negativni reakce.

2.2.3 Streptokoky skupiny C (GCYS)

Pro zastupce této skupiny neni jednoznacny identifikacni test. Za typického zastupce se povazuje
Streptococcus equi a vSechny jeho poddruhy (Harrington, 2002). Jednotlivi zastupci této skupiny se
Casto zaroven fadi i do skupiny G. Jednim z divodu je, Ze zadny ze streptokokt neni identifikovan
pouze na zakladé exprimovanych antigent skupiny C nebo G (Wessels, 2020). Dalsim divodem jsou
zmeény v taxonomii organismi v prubéhu let. Na zacatku 30. let minulého stoleti byl zatazen
S. equisimilis jako betahemolyticky streptokok do skupiny C, obdobné jako S. dysgalactiae izolovany
z krav. V 80. letech byly na zakladé studii DNA homologii uréeny oba druhy. Roku 1996 byly tyto
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druhy na zakladé DNA analyzy rozdéleny do dvou poddruhti — S. dysgalactiae ssp. equisimilis
(SDSE), pattici do skupiny C a G a S. dysgalactiae ssp. dysgalactiae, ktery pfislusi do skupiny
C a L dle Lancefieldové (Vandamme, 1996).

2.2.4 Streptokoky skupiny G (GGS)

Skupina téchto organismt nema zadné specifické taxonomické oznaceni, obecné se nazyvaji
Streptokoky skupiny G dle Lancefieldové (GGS). Vzhledem k provazanosti s GCS je ve vycetnim
seznamu vlozena GGC bezprostiedné za ni. Do GGS se z ¢asti fadi S. dysgalactiae ssp. equisimilis
(viz 2.2.3 a 5.1). Jedinym zastupcem obsahujici pouze antigeny skupiny G je Streptococcus canis,
ktery se vyskytuje predevSim u pst, ale byl mapovan i u jinych vysSich organismu (skot, kocky i

lidé) jako patogen (Lacave a kol., 2016).

2.2.5 Streptokoky skupiny D (Enterokoky)

Velké mnozstvi streptokokit ztéto skupiny bylo reklasifikovano a piemisténo do rodu
Enterococcus (Kohler, 2007). Napiiklad ptavodni Streptococcus faecalis byl piejmenovan na
Enterococcus faecalis. Posledni dva druhy spadajici do skupiny D jsou Streptococcus bovis

a soucasné splynuly v jeden druh, a to Streptococcus equinus.

2.2.1 Streptokoky skupiny F

Poprvé byla tato skupina popsana roku 1934 jako ,,minute haemolytic streptococci® (Stratton,
2018). V literatuie je mozné se setkat s riznymi synonymnimi oznacenimi pro tuto skupinu napf.

Streptococcus milleri group (SMG), nebo Streptococcus anginosus group (SAG) (Baracco, 2019).

Tab. 2:Identifikace betahemolytickych streptokokii. Zatazeni kment do skupin a reakce na biochemické testy. Bac,
reakce na bacitracin, citlivy (+), rezistentni (-); NaCl, rast kolonii pfi koncentraci 6,5 % NaCl; PYR,
pyrolidonylarylmidasova reakce; CAMP, CAMP reakce; VP, Voges-Proskauerova reakce; Hip, hydrolyza hippuratu; Arg,
hydrolyza argininu; Esc, hydrolyza eskulinu; Sbl, Tre, Rib, schopnost fermentace sorbitolu, trehalosy a ribosy; Skr,
hydrolyza Skrobu. +, pozitivni reakce; - negativni reakce; v, variabilni reakce; x, neaplikovatelné. Upraveno dle: Facklam,
2002; Murray, 2003; Reglinski, 2015.

Kmen Skupinadle g, Nacl PYR CAMP VP Hip |Arg [Esc [Sbl [Tre [Rib [k
Lancefieldové
S. pyogenes A + + + - - - + v - Ix |- -
S. agalactiae B - + - + - |+ + - - Ix | x |-
S. dysgalactiae
ssp. dysgalactiae C,L - + - - - - + v v |+ |+ |-
ssp. equisimilis AC,G v + - - - - + v I I T
S. canis G - + v - - + + C v [Tx |-
S. equi
ssp. equi C - + - - - - + v - - ] x
ssp. zooepidemicus | C - + - - - - + v |+ v | x |+
Sangiosusskwpina |y o |- | - |- |- e [ [e (e [ [x ]
S. porcinus E,P,UV,- - + + + - v + + |+ + |-
S. iniae - - + + - - - + - X |+
S. phoacae C,F, - + + - - - - - - - - x |-
S. didelphis - - - - - - + - -+ | x |-
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Zastupci této skupiny jsou velmi variabilni v produkci hemolyzy, tvofi v§echny tfi typy. Jejich
kolonie jsou drobné, v priméru mensi nez 0,5 mm. Streptococcus anginosus reaguje s antigeny
skupiny A, C, F a G, avSak nejvétsi mnozstvi kmenti reaguje pouze s antigenem skupiny F. Kmeny
z této skupiny maji, jakozto jediné betahemolytické kmeny, pozitivni reakci na Voges-Proskauerav

test (VP test) (Barry, 1967). Dalsimi zastupci této skupiny jsou S. intermedius a S. constellatus.
3  Streptococcus pyogenes

3.1 Historie

Prvni identifikovana streptokokova infekce je datovana k roku 1864, kdy rakousky chirurg
Theodor Billroth popsal vyskyt drobnych organismti (Kettenkokken) u erysipelu a infikovanych ran
(Billroth, 1874; Ferreti 2016). Tyto organismy pozoroval v parovém nebo fetizkovém usporadani.
Pralomovy objev a vstup streptokoku do historie nastal v roce 1879, kdy Louis Pasteur izoloval
mikroorganismy z délohy a krve Zeny trpici poporodni horeckou (Pasteur, 1879). Nasledné dokazal,
Ze tato bakterie je zodpovédna za onemocnéni s nejveétsi mortalitou u rodic¢ek a novorozenct té doby.
O par let pozdé&ji, roku 1884, izoloval Griedrich J. Rosenbach bakterii z hnisavé 1éze a zdokonalil
pojmenovani druhu na Streptococcus pyogenes (Rosenbach, 1884). Vyzkumy nasledujicich let
nevykazovaly odchylky ve vlastnostech téchto streptokokt izolovanych z riznych chorob, tak bylo
ustanoveno jednotné druhové pojmenovani Streptococcus pyogenes, namisto individualnich

druhovych nazvi pyogenes, eryespaltis, scarlatinae, a puerperalis (Evans, 1936).

3.2 Taxonomie a identifikace

Na zaklad¢ taxonomického zafazeni, které bylo zminéno vyse, S. pyogenes spada mezi GAS
(Bessen, 2009; Reglinski, 2015). Izolaty GAS jsou dale rozdéleny na zakladé antigennich struktur
na povrchu M proteinu. M protein je hlavnim faktorem virulence S. pyogenes. K dne$ni dob¢ je
znamo pres 80 imunologicky odlisnych sérotypt. Modernizace zafizeni vyuziva k typizaci
technologie sekvenovani, kdy je sekvenovan 5 konec M proteinu (emm) genu. Dal$im pomocnikem

pfi serotypizaci jsou typy T a SOF (Serum opacity factor).

Identifikace GAS muze byt dosazeno nékolika zpuisoby. Navzdory vzristajici dostupnosti kitt
detekujicich povrchové antigeny streptokokil, zdstava zlatym standardem kultivace a zafazeni do
skupiny dle Lancefieldové. Identifikace se provadi podle hemolytickych vlastnosti na krevnim agaru

a pozitivni reakce na BA test citlivosti.

3.3 Toxiny a faktory virulence

Bunky S. pyogenes produkuji vice nez 20 exotoxinu, které se podileji na vzniku infekce a hraji
dulezitou roli predev§im v pozdnich fazich infekce, napf. pfi vzniku syndromu toxického Soku
(viz 3.4) (Carroll a kol., 2013; Reglinski, 2015). Nejvyznamnéjsi z téchto toxinl jsou nasledujici
priklady:
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M protein jakozto hlavni virulen¢ni faktor, ktery je pfitomny ve vSech GAS izolatech.
V ndvaznosti na néj, existuji v bunééné sténé GAS dalsi proteiny, které slouzi k obrané pied
protilatkovou odpovédi. Tyto streptokokové ochranné antigeny (angl. The streptococcal protective

antigenes) (SPA) se spolupodileji na blokaci likvidace infekce zptisobené GAS pomoci fagocytozy.

Streptokinasa (fibrolysin) je produkovan vicero zastupci skupiny A betahemolytickych
streptokokii. Diisledkem ¢innosti téchto bakterii dochazi k transformaci plasminogenu na plasmin.
Plasmin, jakozto aktivni proteolyticky enzym, zpracovava fibrin a jiné proteiny a dovoluje bakterii
rozpustit krevni sraZeninu. Pisobi na komplementovy systém, uvoliiuje chemotaktické faktory a

aktivuje kininové systémy, které napomahaji Sifeni streptokokové infekce ve tkani.

Deoxyribonukleasa degraduje deoxyribonukleovou kyselinu z rozpadajicich se bunék. Jsou
znamy Ctyfi jeji typy A, B, C a D. Smés streptokinasy a deoxyribonukleasy slouzi k enzymatickému

odstranéni infikované tkané€, diky ¢emuz je vyrazné zlepSen mimo jiné i G¢inek antibiotické 1é¢by.

Hyaluronidasy jsou antigenni a specifické enzymy, které §tépi kyselinu hyaluronovou
a usnadniuji prostup streptokokti tkani. Bezprostfedné po infekci jsou tyto antigeny detekovatelné

V séru.

Pyrogenni exotoxiny jsou produkovany S. pyogenes. Jedna se o tii antigenné odlisné
streptokokové pyrogenni exotoxiny (Spe) A, B a C (Papageorgiou, 1999). Streptokokové pyrogenni
toxiny jsou spojovany se syndromem toxického Soku a spalou. Nejvice prostudovanym exotoxinem
je superantigen SpeA, ktery vyvolava zanét nespecifickou aktivaci imunitni odpovédi (predevsim
T lymfocyty) a zajistuje produkci zanétlivych cytokind. SpecB je silna proteaza zasahujici
do procesu fagocytdzy. SpeC je kddovan fagem a podili se také na syndromu toxického Soku. Funkce

hemolysint byla zminéna uz vyse (viz 2.1)

3.4  Fyziologie a patogenita

GAS organismy jsou schopny pietrvavat ex vivo pouze limitovanou dobu (Bessen, 2009;
Reglinski, 2015). Streptococcus pyogenes je sice zivoucim organismem, avsak jeho ekologicka nika
nebo piimym kontaktem s hostitelem (Spickler, 2005). Piedev§im u malych déti je typické
bezpiiznakové nosicstvi. K bakterialnimu pfenosu mezi ¢lovékem a zvitetem dochazi velmi ziidka.

Zoonoticka nakaza je témét vyloucena.

Z téchto diivodu je znam predevsim jako patogen ¢loveka, avsak byly pozorovany piipady jeho
patogenity u animalnich hostiteld: skotu, ovci, kraliki, pst a ko¢ek (Falck, 1997; Spickler, 2005;
Sprot, 2012; Vela a kol., 2017). Ptipad u ovce byl ojedinély, patogen byl izolovan z kozniho abscesu.
Patogenni GAS byly u kralikti izolovany napt. z pneumonii, koznich onemocnéni, abscest i metritid.

U psi a kocek se vzdy jednalo o zanéty spojivek, v téchto piipadech se vyskytoval patogen obvykle
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i umajitel zvifat. S. pyogenes muize byt do téla skotu zavlecen diky Spatnym hygienickym navyktm
doji¢a pii dojeni, mohou tak byt i pii¢inou vzniku mastitid.

U c¢loveka S. pyogenes zpusobuje obvykle zanéty hrtanu a kozni onemocnéni (Chhatwal, 2017).
Povrchové streptokokové infekce jsou nepfili§ zdvazna onemocnéni, obdobné jako zanét hrtanu.
které se v porovnani s povrchovymi infekcemi, vyskytuji u lidi ve zna¢né mensi mife. Invazivni
onemocnéni byvaji disledkem poskozeni hlubokych tkani hostitele a mohou zptsobovat zavazné

dusledky, jako je napt. syndrom toxického Soku (Obr. 3).

_{ zanét hrtanu ’— spala

Impetigo
_‘ pyoderma —
Ecthyma

Bakteriemie

Povichové infekce |

Cellulitis

A Nektrotizujici fascitida
Invazivni infekce

Syndrom toxického
Poporodnisepse $oku zphisobeny
streptokoky
EE— Myositis
Pneumonie

| Post-streptokokalni

\ o glomemlonefritida
Autoimunitni -
nasledky

Altni rematicka horecka)

Obr. 3: Rozdéleni onemocnéni zptisobenych GAS, upraveno dle (Reglinski, 2015).

35 Antibioticka citlivost a rezistence

Prvni volbou pfi 1é¢eni respiraénich onemocnéni zptisobenych GAS jsou S-laktamova antibiotika,
zejména peniciliny (Bessen, 2009; Horn a kol, 1998 Lu a kol, 2017). Rezistence k -laktamtim neni
u S. pyogenes casta, ziejmé kviili neptitomnosti plasmidu obsahujici gen S-laktamasu, nebo diky
mutacim proteind V bunééné sténé, které zpusobuji mensi afinitu bakterialni bunky k penicilinu.
V piipadé hypersensitivity pacienta na pg-laktamy, opakujiciho se onemocnéni nebo selhani
ptedchozi 1éCby byvaji alternativné pro 1écbu pouzity makrolidy a linkosamidy, avsak i rezistence
kK témto antibiotikim v priab&éhu let rapidné vzrista (Ayer a kol., 2007; Silva-Costa, 2015).
Celosvétové je prokazana korelace mezi konzumaci makrolidi a rezistenci S. pyogenes.
Exemplarnim ptipadem je tiileta studie z Pittsburgu, kde 100% izolatt S.pyogenes bylo citlivych na
makrolidy, avsak po 3 letech stoupla i rezistence k makrolidiim na 48%, vzdy se jednalo o M6 izolaty

(Facklam, 2002). Nékteré z téchto izolati byly také rezistentni k fluorochinolonim.

Po dobu sedmi let probihala v Cin& rozsahld studie zabyvajici se antibiotickou rezistenci

S. pyogenes. Ve vétsiné pripadd byly kmeny citlivé k penicilinu, ampicilinu, cefotaximu
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a vankomycinu, avsak z velké ¢asti byly rezistentni k erytromycinu, klindamycinu a tetracyklinu (Lu,
2017).

4 Streptococcus agalactiae

4.1 Historie

Jak uz bylo zminéno vySe, Streptococcus agalactiae je jako jedingym zastupcem GBS (Dermer,
2004; Nocard, 1887). Tato grampozitivni bakterie byla poprvé popsana v roce 1887 pii izolaci
z mastitidy skotu. Az do roku 1938 nebyly povazovany tyto mikroby za lidské patogeny, nez bylo
zjisténo, ze zpusobuji onemocnéni novorozencu (Fry, 1938). V historii byl rozdélen na zakladé¢
kapsuldrnich polysacharidii do deviti sérotypu (lIa, Ib, II, IIL, IV, V, VI, VII, VIII), desaty sérotyp
(IX) byl ptidan v roce 2007 (Edwards, 2015; Slotved 2007). Prevalence a distribuce sérotypt se 1isi
dle geografickych regiond, etnického obyvatelstva a klinickych projevi (Kapatai a kol., 2017).
Jednotlivé sérotypy se li§i virulentnim potencialem. Naptiklad sérotyp III je silné spojeny prave

S onemocnénimi novorozencu.

4.2  Fyziologie a patogenita

V prubéhu poslednich desetileti se staly patogenem, ktery zplsobuje zavazné zdravotni potize
predev§im u novorozenct (Brochet, 2006; Raabe, 2019). Mimo to je komenzalnim organismem
rozsitenym v lidském organismu, byva izolovan z koncové ¢asti gastrointestinalniho traktu (GIT),

z mocopohlavniho ustroji a vyjimeéné i z horni ¢asti respiraéniho traktu.

Nejbéznéjsi invazivni onemocnéni zptisobené BGS u dospélych jsou nespecificky lokalizované
bakteriemie, které mohou vést u vaznéjsich ptipadt k endokarditidam (Eskandarian, 2013; Jacson,
2005). Ve 26-45 % ptipadi je mapovana tzv. polymikrobidlni bakteremie ve spole¢nosti
Staphylococcus aureus (Edwards, 2015; Sendi, 2008). Mimo jiné tato bakterie zptsobuje také zanéty
kize a mékkych tkani, které se mohou projevit jako cellulitis, absces, infekce nohou nebo dekubity.

Ojedingle byly popsany nekrotizujici fasciitida a pyomyositida zpisobené S. agalactiae.

BGS kolonizuji vaginu a rektum u 25 % zdravych zen v porodnim véku, u t€hotnych Zen mohou
zpusobit asymtomatickou bakteriurii, zanéty mocového traktu, chorioamnionitidu, poporodni
endometriézu a bakteriemii (Cho, 2019). Riziko pienosu na dité vznika pti porodu, kdy muze mit za
nasledek zavazné infekce jako zanét plic, meningitidu a sepse novorozenci. V dnesni dob¢ 1ze témto
komplikacim ptedejit prenatalnim vySetienim vytéru z pochvy. V ptipadé ptitomnosti GBS se pied
porodem aplikuji rodi¢ce infuzi antibiotika, nej¢astéji ampicilin nebo gentamicin. V soucasnosti je
prevalence invazivnich onemocnéni zptisobenych GBS po porodu piiblizné 1 z 1000, tedy 0,1 %.
V 80. letech minulého stoleti umiralo na nasledky novorozenecké sepse 55 % pacientii, avsak

vzhledem k dodrZovani protokolu o prevenci se procento snizilo az na 5 %.
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Antigenn¢ odlisny S. agalactiae je ve zviteci fisi nejvice rozsitenym patogenem u skotu (Lyhs,
2016). Vyskytuje na vemenech dojnych krav, kterd jsou soucasné rezervoarem pro tento kmen
a zpusobuje mastitidy. Témto nakazam lze ptedejit duslednosti pfi dodrzovani bezpec¢nostnich
a desinfekénich protokolt. Ojedinélé piipady vyskytu byly zaznamenany i u koéek, pst, velbloudd,
ryb, Zab a kiecku (Tab. 3) (Ambroski, 1983; Dow 1987; Kornblatt, 1983; Kummeneje, 1975; Lyhs,
2016; Pang, 2017; Robinson, 1966; Younan, 2007).

Tab. 3: Druhy zvifat, u kterych byla prokazina patogenni p¥itomnost Streptococcus agalactiae. Historicky byl
celosvétove popsan patogenni vyskyt u vice animalnich druhti: skot (1 — Pang, 2017; 2 — Lyhs, 2016;), kocka (3 — Dow,
1987), pes (4 - Kornblatt, 1983), velbloud (5 — Younan, 2007), ryby — Jelecek zlaty (Notemigonus crysoleucas)
(6- Robinson, 1966), zaby — Skokan volsky (Rana catesbeina) (7 — Amroski, 1983) a kiecci (8 — Kummeneje, 1975). U
kazdého z vyjmenovanych pacientii zpisobovala bakterie odlisna onemocnéni.

Drubh zvifete Onemocnéni Lokalita Citace
Skot mastitida celosvétoveé 1,2
Kocka zanét pobfisnice, sepse, placentitida Colorado, USA 3

Pes septikémie - 4
Velbloud nekroza kuze Somalsko 5
JeleCek zlaty 1éze na dorso-lateralni strané téla Arkansas, USA 6
Skokan volsky nekrotizujici zanét sleziny, hepatitida, renalni krvaceni Brazilie 7
Kiecek septikémie, pleuropneumonie Kalifornie, USA 8

4.3  Regulacni faktory patogeneze

4.3.1 Faktory virulence

GBS obsahuji nescetné mnozstvi faktorii virulence, které jsou klicové pro vznik onemocnéni
(Rajagopal, 2009; Tettelin a kol., 2005). Nejvice prozkoumanymi virulentnimi faktory jsou toxiny
formujici pory (B-hemolysin a CAMP faktor) a kapsularni polysacharidy bohaté na sialovou kyselinu
(CPS). Deset riiznych sérotypl bylo zminéno uz vySe, avSak na zakladé genomové analyzy bylo

zjisténo, ze sérotypy la, Ib, II, IIl a V jsou nejvice angazovanymi v procesu vzniku onemocnéni.

Jednou z kli¢ovych vlastnosti GBS je rychla adaptace na zmény prostiedi hostitele, ktera je
zabezpecena dostate¢nou expresi faktoru virulence (Tettelin a kol., 2005). Tato exprese je regulovana
signalnim transduk¢énim systémem (STS) a je soucasné i cilem 1é€by. Nejbéznéjsim STS u bakterii
je dvoukomponentovy systém (TCS), ktery se sklada z histidin kindzového (HK) membranového
receptoru, ktery rozpoznava externi signaly a fosforyluje regulator odpovédi (RR) v konzervovaném
aktivnim misté aspartatového residua. V genomu GBS byla zjisténa pritomnost 17-20 TCS, které

byly schopny adaptace na vnéjsi podminky.

GBS koduji také faktory, které zabranuji jejich rozpoznani imunitnim systémem (IS) hostitele.
V této roli se GiCastni prave CPS, které zabraiuji fagocytoze GBS hostitelskym imunitnim systémem.
Rezistenci k reaktivnim slouceninam kysliku (ROS) si vyvinula superoxid dismutasa za cilem obrany
proti IS. C5a peptidasa je serinova proteaza, ktera usnadiuje unik IS. Serinova proteasa je schopna

rozstipnout extracelularni matrix fibrinogenu (Harris, 2003).
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4.3.2 Rezistence k antimikrobialnim peptidim hostitele

Kationové antimikrobialni peptidy (AMP) jsou komponenty vrozené nespecifické imunity
bojujici proti bakterialnim infekcim (Hancock, 2000). AMP jsou exprimovany epitelialnimi
bunikami, Keratinocyty a leukocyty. Béhem infekce se pfirozené zvedne hladina AMP v téle hostitele

(Peschel, 2002). Nejbéznéjsim mechanismem rezistence K AMP je sniZeni naboje na povrchu buriky.

Penicilin vazebné proteiny (PBP) jsou zapojeny Vv biosyntéze peptidoglykanu a jsou mistem, kde
ucinkuji p-laktamova antibiotika (Zapun, 2008). Pili jsou malé ptivésky na povrchu bunky, které se
ucastni na rezistenci K AMP a podileji se na adherenci, tedy uchyceni patogenu na hostitelské burce
(Dramesi a kol., 2006).

4.4 Antibioticka citlivost a rezistence

Streptococcus agalactiae je povazovan za citlivy in vitro kpenicilinu. Snizena citlivost
k penicilinové 1é€bé byla detekovana u izolatd v Japonsku, ackoliv penicilin G je nadale pouzivan

jako 1€k prvni volby pii 16€bé invazivnich onemocnéni (Seki, 2015).

Obecné jsou GBS citlivé k f-laktamovym antibiotikim (ampicilin, karbapenemy a cefalosporiny
prvni, druhé a tfeti generace), samoziejmée ucinnost jednotlivych antimikrobialnich latek se lisi
v zavislosti na sérotypu (Hawkins, 2017; Hays, 2016; Kimura, 2005; Park, 2014; Piccinelli, 2015;
Wehbeh, 2005). V ptipad¢ alergie na S-laktamovou antibiotickou fadu jsou alternativné pouzivana
antibiotika — klindamycin, erytromycin, fluorochinolony a vankomycin. VV mnoha studiich v prib&éhu
let bylo zjisténo, ze rezistence ke klindamycinu, erytromycinu a fluorochinolontim narustaji, dokonce

i rezistence k vankomycinu byla uz klinicky potvrzena.

Obdobna odezva na antibiotickou 1é¢bu se uvadi u zvitat (Gao, 2012). Prvni volbou antimikrobni
1é¢by jsou analogicky vyuzity peniciliny. V ptipad¢ alergické reakce, nebo toxického Soku jsou dalsi
volbou antibiotika erytromycin, tetracyklin, gentamicin a amikacin. Uginnost t&chto antibiotik pfi

1é¢bé mastitid byla detailné prozkoumana v roce 2012 (Obr. 4).
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Obr. 4: Graf dcinnosti péti antibiotik na 51 izolata Streptococcus agalactiae ziskanych ze skotu, upraveno dle (Gao
aspol., 2012). PNC (penicilin), ERY (erytromycin), TET (tetracyklin), GEN (gentamicin), AMI (amikacin). C (citlivy), |
(intermedialni), R (rezistentni).
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5 Streptococcus dysgalactiae

Pojmenovani Streptococcus dysgalacieae bylo prvné pouzito vroce 1932 pii popisovani
veterinarniho patogenu, ktery zptusoboval mastitidy u hovéziho dobytka (Dienhofer, 1932; Jensen,
2012). V roce 1936 byl objeven lidsky patogen Streptococcus equisimilis (Frost, 1940), ktery také
patii mezi GCS. BohuZel z nejasnych diivodi nebyly oba nazvy zafazeny do Seznamu schvalenych
bakterialnich nazvi (The Approved List of Bacterial Names) v roce 1980 (Skerman, 1980).
K napravé doslo o tfi roky pozdéji, kdy byla provedena revize doprovazena druhovym zafazenim
DNA-DNA hybridizaci a studiem laktat dehydrogenasy. Nejvétsi zména v nomenklatufe byla
provedena roku 1996, kdy byl kmen S. dysgalactiae na zakladé chemotaxonomickych
a fenotypickych vlastnosti rozdélen do dvou podkmenti: Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis,
uzivany pro humanni izolaty, druhym podkmenem byl potom Streptococcus dysgalatiae ssp.
dysgalactiae pro animalni izolaty (Garvie, 1983; Vandame, 1996).

5.1  Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis (SDSE)

SDSE je jednim podkmenem Streptococcus dysgalactiae, obsahuje antigeny skupiny C, G, L
a vyjimeéné A (Rantala, 2014; Takahashi, 2011). V minulosti byl povazovan za nepatogenni
mikroorganismus kolonizujici horni cesty dychaci, gastrointestinalni trakt a Zenské pohlavni cesty
(Brandt, 2009). Ackoliv novéjsi studie objasnily fylogenetickou podobnost se S. pygenes, sdileni
stejnych gent virulence a produkci obdobného spektra infekei jako jsou tonsilitidy, povrchové kozni
infekce a invazivni infekce (Jensen, 2012). Dle americké studie, kdy byly u pacientd mapovany
invazivni onemocnéni SDSE se nejvice projevovalo pravé jako cellulitis (41 %), dale jako
bakteriemie (26 %), osteomyelitida a syndrom toxického Soku (9 %), pneumonie (7 %) artritida (6
%) a dalsi. Bakteriemie zpusobené BGS jsou typické pro starsi jedince nad 65 let, naopak u déti se
vyskytuji jen ztidka (Obr. 5) (Ekelund, 2005).

S. dysgalactiae ssp. equisimilis je citlivy na penicilin a dalsi B-laktamova antibiotika (Rantala,
2014). Prvni volbou 1écby je Penicilin G, v ptipad¢ alergie na penicilin je mozné pouzit cefalosporiny
druhé a tieti generace, vankomycin a klindamycin. Naopak byla prokazana rezistence na makrolidy
v mnoha statech, stejné jako rezistence na erytromycin v 29 % piipadii v USA. Vyskytovala se také
4 % rezistence na klindamycin a téméf 1 % rezistentnich kmenti k fluorochinolontim (Broyles a kol.,
2009). V ptipadé vyskytu zivot ohrozujicich infekcich se aplikuje synergni kombinace

aminoglykosidi a penicilinu.

22



R

= Cellulitis = Bakteriemie Osteomyelitida
= Syndrom toxického Soku = Pneumonie Acrtritida

= Endokarditida = Peritonitida = Abces

= Dalsi

Obr. 5: Graf rozloZeni invazivnich onemocnéni zpisobenych kmenem Streptococcus dysgalactiae spp. equisimilis u
lidi, upraveno dle (Broyles 2009). Studie byla provedena na 212 pacientech, u nékterych zptisoboval SDSE vice typil
onemocnéni. Procentualni zastoupeni jednotlivych onemocnéni: cellulitis (41 %), bakteriemie (26 %), osteomyelitida (9
%), syndrom toxického Soku (9 %), pneumonie (7 %), artritida (6 %), endokarditida (3 %), peritonitida (3 %), abscesy (3
%) a dalsi onemocnéni (empyema, nekroza fascii, meningitida, apendicitida) (2 %).

5.2  Streptococcus dysgalactiae ssp. dysgalactiae (SDSD)

SDSD je jednim z poddruhti Streptococcus dysgalactiae, ktery obsahuje antigeny skupiny C
(Alves-Barroco, 2019). Jejich pfirodnim rezervoarem jsou zvifata jako skot a ovce. Prevazné

zpusobuji mastitidu skotu a hnisavou artritidu u jehnat, vyjimecné€ zptisobuji onemocnéni u ¢loveéka.
6 Streptococcus canis

6.1 Historie

Pojmenovani streptokokovych kmenti spadajicich do skupiny G bylo vzdy obtizné a zmatecné.
Pojem Streptococcus canis bylo poprvé pouzito v roce 1937 pfi izolaci kmene ze psiho klinického
vzorku a ten byl zafazen do skupiny C dle Lancefieldové, ackoliv tento kmen vykazoval
charakteristickou schopnost fermentace uhlohydratu, ktera je typicka pro animalni kmeny skupiny G
(Stafseth, 1937). Od té doby oznacovali v bézné veterinarni praxi izolaty ze psu jako Streptococcus

canis a zatrazovali je mezi GGS (Buxton, 1977).

6.2  Fyziologie a patogenita

Tento kmen se vyskytuje ptedevsim na kizi, hornich cestach dychacich a na pohlavni soustavé
pst a v mensi mife i U ko¢ek (Morrow 2016; Pinho, 2019). Streptococcus canis je také znaimym
patogenem téchto zvitecich druhi, ktery zptisobuje kozni a urogenitalni infekce, zanéty zvukovodu,
pneumonii, endokarditidu, septickou artritidu, septikémii, nekrézu fascii a syndrom toxického Soku.
Pritomnost S. canis byla pozorovana i u hospodaiskych zvirat, napt. ve form¢ mastitid skotu, dale

u divokych kocek, norkli, mysi, krys a liSek, a také u vodnich savct jako ploutvonozcl a vyder.
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S. canis je také dobte znamé zoonotické agens, které u lidi zptsobuje infekce kiize a meékkych tkani,

bakteriemie a endokarditidy.

6.3  Virulenéni faktory

Genotypické charakterizace dokazaly ptfibuznost s dal$imi betahemolytickymi streptokoky:
Streptococcus pyogenes (GAS) a Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis (SDSE), které spolu
sdili mnoho virulenénich faktorii odpovidajicich za patogenitu u lidi (Pinho, 2019; Richards, 2012).
M protein kodovany emm genem, ktery se vyskytuje u GAS a SDSE, nebyl u S. canis identifikovan
nicméné v jeho genomu byla potvrzena pfitomnost proteinu podobného M-proteinu, kédovaného
scm genem, ktery je pro tento kmen charakteristickym virulenénim faktorem (Yang, 2010). Tento
protein byl poprvé popsan v roce 2010 a pojmenovan SPASc (angl. Streptococcal protective antigen

of Streptococcus canis).

Testy citlivosti v Ceské republice v roce 2007 prokazaly, ze S. canis je citlivy na penicilin G
a ampicilin (Lyskova, 2007). Nizsi citlivost k vankomycinu, klindamycinu, chloramfenikolu
a erytromycinu vykazovalo 86 - 90,7 % vSech izolatt. Nejvyss§i mira rezistence byla pozorovana
k tetracyklinu (29,8 %). V ramci prizkumu bylo vySetfeno 394 izolatd. Studie provedena ve Francii
ve stejném roce vykazovala senzitivitu K penicilinu G, kromé 7 % izolatd s intermedialni odezvou.
Vsechny izolaty byly citlivé K pristinamycinu a glykopeptidim (Galpérine, 2007). Jeden z kment
byl rezistentni na gentamicin, taktéz jeden izolat byl rezistentni k rifampinu. AvSak nejvétsi miru
rezistence (40,7 %) vykazovaly izolaty u tetracyklinu. Studie z roku 2012 provadéna na 30 izolatech
prokazala rezistenci ke streptomycinu v 58,6 % piipadech, tetracyklinu (44,8 %), sulfamethoxazol-
trimethoprimu (41,4 %) a spiramycinu (31 %) (Javed, 2016; Milani, 2012).

7 Streptococcus equi

Jiz z ndzvu vyplyva, Ze tento bakterialni kmen se nejcastéji vyskytuje u koni. Osidluje prevazné
horni cesty dychaci a zpasobuje respiracni onemocnéni. Tento kmen se b&ézné piendsi mezi zvitaty,

ale je mozny i zoonoticky pienos na ¢lovéka.

7.1  Streptococcus equi ssp. zooepidemicus (S. zooepidemicus)

Streptococcus equii ssp. zooepidemicus je povazovan na zakladé DNA hybridiza¢nich studii za
predka Streptococus equii ssp. equii (Javed, 2016). Jakozto pfedchtidce je spojovan s rozmanitym
spektrem infekci napfi¢ riznymi animalnimi druhy v¢etné koni, skotu, prasat, ovci a psu (Pelkonen
a kol.,, 2013). OvSem snejvétsi frekvenci tento oportunni patogen zplsobuje pneumonii,
pleuropneumonii koni a endometriézu u klisen (Rasmussen, 2013). Zaroven je zoonotickym
patogenem pro osoby, které jsou v kontaktu s kofimi, nebo jinym dobytkem. Zptsobenymi infekcemi
jsou pravé glomerulonefritida, revmaticka horecka, ktera je predevs§im typicka pro S. pyogenes, dale

meningitida a hnisava artritida (Eyre, 2010; Friedrichs, 2010).
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S. zooepidemicus sdili vice nez 98 % DNA sekvence homologni s S. equi a z vice nez 80 % je
homologni DNA i se S. pyogenes, nejvét§im humannim patogenem ze skupiny streptokokt (Holden
a kol., 2009). I ptesto, ze je povazovan za oportunniho patogena, sdili dalezité faktory virulence
s obéma vySe zminénymi druhy, napt. M-protein, superantigeny a kapsuli hyaluronové kyseliny
u ur¢itych kmenti. U druhu S. zooepidemicus je 1ékem prvni volby standardné penicilin, u kterého
prozatim nebylo dosazeno alarmujicich hodnot rezistence (Boyle a kol., 2018). Déle je prokazana

citlivost na amoxycilin, rifampicin a streptomycin (Javed, 2016).

7.2 Streptococcus equi ssp. equi (S. equi)

Druhym podkmenem je S. equi ssp. equi. Tento podkmen je oportunni komenzal hornich cest
dychacich koni, ktery podobné jako jeho pfedchtdce sdili vice nez 80 % homologni sekvence DNA
se Streptococcus pyogenes (Holden, 2009). Streptococcus equi ssp. equi je zodpovédny za
onemocnéni hiib&ci nakazou (lat. adenitis equorum, angl. strangles), akutni nakazlivé onemocnéni
hornich cest dychacich hiibat, které je charakterizovano pyrexii, hlenohnisavou nasorrheou
a vznikem abscesti v mandibularnich a retrofaryngeéalnich miznich uzlinach (White, 2006). S. equi je
Sifen kapénkami nosem, usty nebo kontaminovanou vodou uZitou peroralné. Zajimavosti je, ze
S. equi nepietrvava pouze na mandlich koni, ale ve vyjimeénych pfipadech napada i jiné zvifeci
druhy (Ladlow, 2006).

Tak jako mnoho jinych bakterii si i S. equii vyvinul velmi sofistikovany systém pro ochranu pied
imunitni odpovédi svého hostitele. Vytvaii fadu antifagocytarnich faktort, které jsou tvoreny vétsi
vrstvou kyseliny hyaluronové na povrchu bakterie a tim se zacnou podobat tkanim svého hostitele.

Vyprodukovana vrstva je v porovnani se S. zooepidemicus podstatné siln&jsi.

Citlivost k antimikrobikiim je u S. equi analogicka jako u vyse zminéného piedchidce. Citlivost
byla prokazana vic¢i amoxycilinu, rifampicinu a streptomycinu (Javed, 2016). Avsak antibiotiky

prvni volby jsou peniciliny (Boyle, 2018).

8 Streptococcus anginosus skupina

Skupina Streptococcus anginosus (téZ znama jako S. milleri skupina) je velmi riznoroda skupina
prevazné viridujicich streptokokt, do které spadaji tii druhy: S. anginosus, S. intermedius
a S. constellatus. Druh S. anginosus je rozdélen na dva poddruhy: S. anginosus ssp anginosus
a S. anginosus ssp whileyi. Druh S. constellatus se dale déli na tfi poddruhy: S. constellatus ssp.
constellatus, S. constellatus ssp. viborgensis a S. constellatus ssp. pharyngis (Ruoff, 1988). Tito
streptokoci byli poprvé popsani v roce 1956 pfi izolaci z dentalniho abscesu a byli pojmenovani
Streptococcus milleri (Guthof, 1956). Obecné maji velmi variabilni produkci hemolyzy (alfa, beta
a gamma) i riznorodou pfitomnost riznych antigent dle Lancefieldové. Oznaceni betahemolytické
streptokoky 1ze pouzit téméf pro 40 % zastupci S. constellatus, a 12 % S. anginosus zatimco

v piipadé S. intermedius vykazuje betahemolytické vlastnosti pouze 7 % izolatd (Whiley, 1990).
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Betahemolytické kmeny S. constellatus typicky reaguji s protilatkami serologické skupiny F dle
Lancefieldové. Pro zbylé kmeny jsou typické protilatky tfidy A, C, F a G, avSak kmeny obsahujici

antigeny skupiny G mohou vykazovat reakci i s jinymi aglutina¢nimi séry.

Streptococcus anginosus group (SAG) jsou u ¢lovéka nejcastéjsi patogenni druhy zptsobujici
pyogenni infekce (PI) s riznymi klinickymi projevy jako napft. abscesy, empyémem (nahromadéni
hnisu v dutinach) nebo infekce v misté chirurgického zakroku (Kobo, 2017). Ve veterinarni sféte
byla reportovana pyodermie (hnis v hlubokych vrstvach ktze) u psa zplsobena bakterii
S. constellatus (De Martino, 2012). Mimo tento ojedinély vyskyt nebyl v dostupné literatufe nalezen
jiny zaznam. Citlivost na antibiotika v ramci SAG skupiny nevykazuje zadnych vyznamnych rozdila
u riznych izolatd. Byla prokazana citlivost na vankomycin (100 % kment), cefepim (100 %),
ceftriaxon (100 %) ampicilin (93 %), penicilin (90 %), klindamycin (87 %) a azitromycin (60 %
kmentl).

9 Streptococcus porcinus

Streptococcus porcinus byl zafazen do skupiny betahemolytickych streptokokt v roce 1984
(Collins, 1984; Duarte, 2005). Tento druh spada do sérologickych skupin E, P, U a V dle
Lancefieldové. Jakozto patogenni kmen je s nejcastéji izolovany z prasat, u kterych zpusobuje
endokarditidy, sepse, lymfadentidy a spontdnni potraty. Asymptomatickd zvifata mohou pienaset
organismy na nosni sliznici a na mandlich az po dobu 21 mésicti od po¢ate¢ni expozice patogenem.
S. porcinus neni striktné animalnim patogenem, zpuisobuje onemocnéni i u lidi. V nejvétsi mite

zpusobuje infekce urogenitalniho traktu Zen, ale byl izolovan i z povrchovych ran a krve.

Na zaklad¢ 16 S ribosomalniho RNA genového sekvenovani byly prokazany rozdily mezi izolaty
S. porcinus ziskanymi z lidského a animalniho zdroje, ackoliv dle biochemickych testii byly
identické (Bekal, 2006). Humanni izolaty byly geneticky unikatni a z toho divodu se zac¢alo pouzivat

pojmenovani S. pseudoporcinus.

Vétsina izolatt S. porcinus je citliva na bézné dostupna antibiotika, kromé tetracyklinu, ktery se

ukazal byt jako rezistentnim v 62 % ptipadt (Duarte, 2005).

10 Streptococcus iniae

S. iniae byl prvné zaznamenan v roce 1976 u sladkovodniho delfina (Inia geoffrensis), kde
zpusoboval podkozni abscesy (Pier, 1976). Od té doby byl tento druh zaznamenan jako ptivodce
epizootickych onemocnéni nejen u sladkovodnich delfint, ale i u riznych druht ryb v jezirkach,
sadkach a akvariich (Facklam, 2002; Weinstein, 1997). Tento kmen zpisobuje také zoonotické
nakazy pfenosné z ryb na ¢lovéka, které se projevuji ve formée koznich zanéti, predevsim na hornich
koncetinach. Prvnim 1ékem volby je penicilin, avSak lze pouzit i erytromycin, kloxacilin nebo

cefalexin.
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11 Streptococcus phoacae

S. phoacae je jednim ze tfi kmeni betahemolytickych streptokoki, které byly izolované pouze
z animalnich zdroju (Avendano-Hererra, 2011). Ackoliv byl S. phoacae z pocéatku zafazen mezi
ptislusniky skupiny bakterii zptisobujici streptokokozy v teplych vodach, pozdéji bylo toto tvrzeni
vyvraceno diky izolaci S. phoacae z Lososa obecného (Salmo salar) pfi teploté¢ vody niz§i nez
10 °C, coz zajistilo geografické rozsiteni tohoto patogena (Yafiez, 2013). Obvykle zptsobuje
pneumonie a respiracni infekce napfi¢ vSemi druhy tulent, predevsim u Tulené obecného (Phoaca
vitulina). Infikované ryby trpi exoftalmem a akumulaci hnisu a hemoragické tekutiny v okoli o¢i

a také koznimi abscesy.

Ve starsi studii bylo pro omezeni mortality zptisobené S. phoacae vyuzito oralnich antibiotik
oxytetracyklinu, erytromycinu a florfenikolu (Romalde, 2008). Tato antibiotika v prub&hu in vitro
testi byla uCinnd, avSak pfiaplikaci na rybich sadkach meéla ucinnost pouze omezenou.
V soucasnosti je pro léébu u ryb pouzivano Sest antibiotik a to erytromycin, oxytetracyklin,

florfenikol, amoxycilin, flumequin a kyselina oxolinova.

12 Streptococcus didelphis

S. didelphis je dalsim ze zastupct epizootickych streptokokl, u clovéka se nevyskytuje (Facklam,
virginiana). S. didelphis je velmi citlivy na antibiotickou 1é¢bu standartné pouzivanymi antibiotiky

véetné amikacinu, ampicilinu, klindamycinu, erytromycinu, tetracyklinu a dalich antibiotik.

13 Antibiotika

Antibiotika jsou latky pfirodniho, syntetického nebo semisyntetického pavodu
s bakteriostatickymi nebo baktericidnimi ucinky. V §ir§im slova smyslu se k nim fadi i dalsi
antimikrobialni latky (chemoterapeutika) (Eades, 2017). Mnozstvi téchto latek je pouzivano k 1é¢bé
klinickych infekci asociovanych s grampozitivnimi streptokoky. Avsak alarmujicim problémem
dnes$ni doby se stava antimikrobidlni rezistence (AMR) a vyvstava potfeba novych antimikrobialnich
latek s $irSimi spektry G¢innosti a farmakokinetickymi profily. V posledni dobé vzbuzuji globalné
obavy také multirezistentni bakterie. Obecné ve skupiné grampozitivnich bakterii je mnohdy
detekovan naptiklad meticilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA), ktery stoji za mnozstvim

komunitnich i nemocni¢nich infekci (Johnson, 2005).

Strategii pro zamezeni vzniku dalSich multirezistentnich kment, $ifeni infekci a zvySeni G¢innosti
antimikrobialnich latek je mnoho. Z jejich vyctu lze jmenovat napiiklad zamezeni naduzivani
antibiotik, vyvinuti novych Ié¢iv, ambulantni antimikrobialni terapie (angl. Outpatient Antimicrobial

Therapy, OPAT) nebo jen obycejné zefektivnéni testovani antimikrobidlnich citlivosti (Barr, 2013).
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13.1 Historie, soucasnost a budoucnost vyvoje antibiotik

Objev prvniho antibiotika penicilinu byla vlastné ndhoda (Brown, 2016; Fleming, 1929). V roce
1929 se podafilo Alexandru Flemingovi vykultivovat tzv. modrou pliseni, které méla baktericidni
ucinky vici grampozitivnim bakteriim. Teprve v roce 1935 se podatilo vyrobit prvni vzorek ¢istého

penicilinu a k provedeni experimenti za cilem prokazani jeho t¢inku (Obr. 6).

Zlata éra Era medicinalni chemie Era resistence Era s izkym speKtrem
Prirodni produkty Synteticka produkce Moderni objevy Nekonvencni objevy
Vysoky Gspech Siroké spektrum Siroké spektrum In vivo cilena lécba
Celobunécny screening Vysoky tispéch Cilena lécba Kombinované pfistupy
Celobunéény screening Nizky tGspéch Diagnosticky vyvoj
Predpokladany tispéch
1925 1950 1975 2000 2025

Obr. 6: Model objevu a vyvoje antibiotickych 1é¢iv, upraveno dle (Brown, 2016). Casova osa vyvoje antibiotik a
zdznam klidovych obdobi. Zagatek Zlaté éry ke konci 30. let 20. stoleti je nasledovan Erou medicinalni chemie, kterou
vystiidala Era bakterialni rezistence typickd pro soucasnou dobu. Vyhledové je oéekavana Era antimikrobik s azkym
spektrem uc¢inku.

Bezprostfedné po penicilinu nasledovala izolace streptomycinu v roce 1943 (Brown, 2016).
Témito objevy byla nastartovana revolu¢ni Zlata éra antibiotik. V poloving 60. let doslo ke vzniku
nové éry, Ery medicinalni chemie. Vyvoj se soustiedil na syntézu analogii ptirodnich antibiotik, ktera
vedla ke zlepSeni aplikace antibiotik, snizeni jejich davek, a tim i k zamezeni rezistence bakterii
Kk témto latkam. Tato éra byla z tehdejsiho pohledu plna zazraku, které v dnesni dobé povazujeme za
samoziejmost. Aviak tato samoziejmost se zadala vytracet s nastupem Ery bakterialni rezistence.
Resenim problému tohoto obdobi by mohl byt nastup Ery antibiotik s uzkym spektrem u&inku. Pro
toto obdobi bude klicové pracovat na principu personalizované mediciny (Ié¢ba pacienta tzv. na
miru) a vyuziti antimikrobik s uz§im spektrem ucinnosti a omezenim necilené¢ho vlivu na pfirozeny

mikrobiom hostitele, coz by mohlo vést k zastaveni stale se zvySujici antimikrobni rezistence.

Zacatkem roku 2020 pfisla skupina americkych védct s dalSim moznym feSenim problému
naristajici rezistence (Stokes a kol., 2020). Byla vytvoiena uméla inteligence, ktera je schopna
definovat algoritmus predikce molekul s antibakterialni aktivitou na zakladé syntézy informaci
z databaze 1é¢iv a chemickych knihoven. V ramci této predikce byla studovana kolekce vice nez 107
miliond sloucenin a byla identifikovana sloucenina Halicin jako Sirokospektralni baktericidni
antibiotikum s vyjimeénou ucinnosti in vivo. Dal§im moznym smérem védeckého vyzkumu je

zaméfeni se praveé na jiz vySe zmin€nou personalizovanou 1é¢bu.

13.2  Antibiotika vyuZivana pro lé¢bu streptokokovych infekei

Jak uz bylo v pfedeslych kapitolach zminéno, prvni volbou 1é¢by streptokokovych onemocnéni

jsou penicilinova antibiotika (Ferreti, 2016). AvSak v ptipadé alergie, nebo rezistence k této radé
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p-laktamovych antibiotik Ize k 1écbé pouzit jina antibiotika (Tab. 1), v zavislosti na vyskytu kmene

Streptococcus.

Tab. 4: Obecné rozdéleni antibiotik pouZivanym pro 1é¢bu streptokokovych infekei. Tato antibiotika se primarné déli
na dvé skupiny — baktericidni a bakteriostatické. Oznadeni (*) - chemoterapeutika

Baktericidni

Bakteriostatické

Aminoglykosidy (amikacin, gentamicin)
p-laktamy (penicilin, cefalosporiny, karbapenemy)
Glykopeptidy (vankomycin, teikoplanin)

Amfenikoly (chloramfenikol)
Linkosamidy (klindamycin, linkomycin)
Makrolidy (erytromycin, azithromycin)

Polypeptidy (bacitracin) Tetracykliny
Chinolony* Trimethoprim*
Rifampicin

13.2.1 Peniciliny

Peniciliny se fadi mezi f-laktamova antibiotika s baktericidnim u¢inkem. Nazev této skupiny
antibiotik je odvozen od plisné Stétickovee zlutavého (Penicillium notatum) (Lobanovska, 2017).
Z chemického pohledu se jedna o organickou bicyklickou molekulu, ktera se na zakladé postranniho

fetézce déli na peniciliny jednotlivych generaci (Obr. 7).
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Obr. 7: Chemické struktury jednotlivych generaci penicilinu, upraveno dle (Lobanovska, 2017). Napravo struktura
bicyklické molekuly penicilinu, znak (R) oznacuje jednotlivé postranni fetézce. R1 — Penicilin G, prvni generace;
R2 — Meticilin, druha generace, R3 — Ampicilin, tfeti generace; R4 — Karbenicilin, ¢tvrta generace; R5 — Azlocilin, ¢tvrta
generace.

Mechanismus uc¢inku penicilinovych antibiotik cili na esencidlni strukturu bunécné stény
grampozitivnich bakterii tvofenou peptidoglykanem, ktera zajistuje tvar, integritu a ochranu
bakterialni buiiky pfed vnéjSimi vlivy (Lobanovska, 2017). Peptidoglykan je neustale syntetizovan
a remodelovan do formy peptidové dvojvrstvy za aktivity enzymi transpeptidas, téZ znamych jako
Penicillin-Binding Proteins (PBP). Penicilinova antibiotika zpsobuji inhibici syntézy bunécéné stény
ireverzibilnim navazanim penicilinu do aktivniho mista transpeptidas. Buitka bez sebeobnovy
peptidoglykanu tak podléha 1yzi, které navic zajistuje neschopnost vzniku rezistence streptokokut

k tomuto antibiotiku.
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V dnesni dobé je 80-90 % lidské populace povazovano za alergické na peniciliny, ptesto vSak
vétSina pacientd je schopna 1é¢bu témito antibiotiky tolerovat (Patterson, 2020). Nasledkem této
skute¢nosti je akcentovano sniZzeni naduzivani Sirokospektralnich antibiotik a omezeni rezistence
mikroorganismu vi¢i antimikrobikiim. Pouhych 10 % pacientii ma alergii na peniciliny v pravém

slova smyslu.

13.2.2 Cefalosporiny

Cefalosporiny jsou antibiotika, kterd se na zékladé svych vlastnosti deéli do péti generaci
(Harrison, 2008). Jejich spektrum vyuziti je velmi Siroké, cili proti grampozitivnim i gramnegativnim
bakteriim. Pfi 1écbé streptokokovych infekci jsou pouzivany nejcastéji cefalosporiny prvni
(cefalotin, cefalexin), druhé (cefuroxim), téeti (ceftibuten, cefotaxim) a &tvrté (cefepim) generace
(Obr. 8).

Vzhledem k tomu, ze obdobné jako peniciliny spadaji cefalosporiny do skupiny f-laktamovych
antibiotik, je princip jejich u€inku analogicky jako u penicilind (viz 13.2.1). AvSak mechanismi
destrukce struktury S-laktamového kruhu enzymem pS-laktamasou, dile zména vazebného mista pro

antibiotikum, eflux antibiotika z buiniky nebo snizena permeabilita membrany.
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Obr. 8: Chemicka struktura jadra cefalosporini. V pozicich R1 a R2 jsou nasledné ptipojovany postranni fetézce, které
jsou typické pro jednotlivé generace cefalosporinti.

13.2.3 Karbapenemy

Dals§im zastupcem f-laktamovych antibiotik jsou karbapenemy (Hawkey, 2012). Karbapenemy
jsou oproti jinym 1é¢iviim z této skupiny odolné&jsi vici S-laktamasam a z toho divodu maji i Sirsi
spektrum uCinku. Tato mimotadné ucinnd antibiotika se pouzivaji predevSim pro [éCbu

multirezistentnich bakterialnich infekci u lidi (Obr. 9).
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Obr. 9: Chemicka struktura karbapenemu.
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13.2.4 Aminoglykosidy

Aminoglykosidy jsou pfirodni nebo semisynteticka antibiotika odvozena od aktinobakterii
(Krause, 2016). Mezi zastupce aminoglykosidi patii streptomycin, amikacin, neomycin, gentamicin
atd. (Obr. 10). V dobé¢ jejich objevu byly Casto uzivany pii antibakterialnich 1é¢bach, avsak
v 80. letech byly nahrazeny cefalosporiny, karbapenemy nebo fluorochinolony, ptedevsim z divodu
stoupajici rezistence. Bylo zjisténo, Ze aminoglykosidy maji synergni ucinek s jinymi antibiotiky,
¢emuz je pripisovan jisty potencial pro budouci zlepseni davkovani a uzivani téchto antibiotik vici
multirezistentnim bakteriim. Tohoto G¢inku se béZné vyuZziva ve veterinarni praxi pravé v kombinaci
s peniciliny. Mechanismus jejich 0¢inku spocivd v inhibici syntézy proteinu navazanim se

do A-mista 16 S ribosomalni RNA 30 S ribosomu (Kotra, 2000).
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Obr. 10: Struktura streptomycinu, zastupce skupiny aminoglykosidi.

13.2.5 Glykopeptidy

Glykopeptidy jsou ptfirodni nebo semisyntetickd antibiotika, ktera jsou az posledni volbou 1écby
pti Zivot ohrozujicich infekcei ¢loveka (Binda, 2014). Pii 1é€bé streptokokovych infekei se v humanni
medicin€ vyuziva predevS§im vankomycin a teikoplanin. Ve veterinarni medicin€ neni tento typ
antibiotik vyuzivan (Pyorild, 2009). Antimikrobialni spektra ucinnosti vaci grampozitivnim
bakteriim u téchto dvou latek jsou porovnatelnd, avSak teikoplanin ukazuje vétsi antimikrobni

potencial predevs§im viici izolatim rodu Streptococcus.

13.2.6 Chinolony

Chinolony a fluorochinolony (FQ) reprezentuji skupinu syntetickych antibiotik,
tzv. chemoterapeutika (Kurtboke, 2017). Tyto latky lze rozdé€lit do ¢ty generaci, z nichz prvni
generace je oznaCovana jako nefluorované chinolony (I. kyselina nalidixova, kyselina oxolinova),
zbylé tfi generace jsou oznacovany jako fluorochinony (II. ciprofloxacin; III. enrofloxacin, ofloxacin,
IV. sparfloxacin). Obecné tyto latky zptsobuji zablokovani DNA gyrasy u grampozitivnich bakterii.
Na zéklad¢ svych vlastnosti jsou povazovany za latky se Sirokym spektrem uc¢inku, které jsou
atraktivni alternativou pti 1é€b¢ pacientti hypersenzitivnich na f-laktamova antibiotika. Avsak diky
tomuto naduzivani byl zaznamenan celosvétovy narust snizené citlivost k témto antibiotikim,

predevsim u kmenu S. pyogenes a S. agalactiae (Hays, 2016; Neemuchwala, 2016; Shen 2018).
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Ve veterinarni medicin€ je obecné znama skutecnost vzniku rezistence chinolont a jinych skupin

antibiotik, pii jejich plo§né a opakované aplikaci (Sarkozy, 2001).

13.2.7 Polypeptidy

Bacitracin je zastupcem polypeptidii pouzivanych pro 1écbu streptokokovych infekci (Bennett,
2015). Tohle antibiotikum je produkovano mikroorganismem Bacillus subtilis, obdobné jako
polymyxinov4 antibiotika jinymi bacily (polymyxin E, kolistin). Posledni dvé jmenované latky vSak
maji Géinnost jen vu¢i gramnegativnim bakteriim. Bacitracin je Casto pouZivan v kombinaci
s polymyxiny k rozSifeni spektra ucinku. V pribéhu poslednich let byl zaznamenan i nardst

rezistentnich kment vii¢i bacitracinu (Pires a kol. 2009).

13.2.8 Amfenikoly

Amfenikoly jsou skupina antibiotik s fenylpropanoidni strukturou. Jejich bakteriostaticky G¢inek
spoc¢iva v blokaci enzymu peptidyl transferasy na 50 S ribosomu patogenu (Ficai, 2017). Zastupcem
této skupiny antibiotik je chloramfenikol a florfenikol, které maji Siroké spektrum ucinku napii¢
grampozitivnimi, gramnegativnimi i multiresitentnimi bakteriemi. Casto je vyuZivan pii 16¢bé oénich

infekci u lidi @ u malych zvitat (Maddison, 2008).

13.2.9 Linkosamidy

Pivodni linkosamidové antibiotikum linkomycin, byl v pribéhu let nahrazen svym Iépe
vstiebatelnym derivatem klindamycinem (Greenwood, 2012). Linkosamidy svym ucinkem putisobi
na 50 S ribozomalni podjednotku, obdobné jako amfenikoly a makrolidy a jsou pouzivany pro 1é€bu
infekci zpusobenych grampozitivnimi bakteriemi. Hojné jsou vyuzivany jako alternativa

k p-laktamovym antibiotikiim v ptipadé hypersensitivity pacienta (Dowd, 2017).

13.2.10 Makrolidy

Makrolidy zastupuji obsahlou skupinu antibiotik produkovanou nékterymi zastupci rodu
Streptomyces a piibuznymi druhy. Jsou slozeny z makrocyklického laktonového kruhu s cukernymi
substituenty (Greenwood a kol., 2012). Jejich ucinku se vyuziva piedevS§im pii 16¢bé
streptokokovych, stafylokokovych a dalsich infekci zpisobenych grampozitivnimi bakteriemi. Z fad

makrolidi stoji za zminku pfedevs§im erytromycin, klaritromycin a azitromycin (Obr. 11).

Prvni pfipad rezistence k erytromycinu byl publikovan vroce 1955, od té doby rezistence
celosvétove roste (Ilakkiya, 2015). Dnes se procenta rezistentnich GAS pohybuji v rozmezi 5-40 %,
S nejvetsim vyskytem v Asii, o néco niz§i rezistence jsou zaznamenavdna v Evropé a USA

(Abraham, 2018).
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Obr. 11: Struktura erytromycinu, zastupce makrolidi.

13.2.11Tetracykliny

Tetracykliny byly jednim z prvnich pouzivanych Sirokospektrych antibiotik (Kurtboke, 2017).
Prvni objevenou latkou byl chlortetracyklin v roce 1948. Tato antibiotika hrala vyznamnou roli
v 1é¢be intracelularnich patogenti i pii 1€¢bé Lymeské borelidzy. V dusledku zvySujici se rezistence,
zpisobené efluxem antibiotika, byla pfipravena druha generace semisyntetickych tetracyklint
(minocyklin a doxycyklin). Tato rezistence vuci tetracyklinu a dimethylchlortetracyklinu byla
pozorovana uz v roce 1960 (Roberts a kol., 1960). AvSak bakterie si prozieteln¢ vyvinuly novy
mechanismus rezistence, a to rezistenci zaloZzenou na ribosomalni protekci. Tato skute¢nost vedla

v roce 2005 k produkci tieti generace tetracyklint (tigecyklinu).

I pfes omezené pouzivani tetracyklinti pii 1€cbé GAS infekci jsou celosvétove reportovany zvysujici
se pocty piipada rezistence (Abraham, 2018). Pravdépodobnou pfi¢inou by mohlo byt intenzivni
pouzivani tetracyklinu pro 1é¢bu riiznych huménnich a veterinarnich infekei, jeho pfitomnosti
V potravé zvitat a naslednym pienosem genii ze zvifat na ¢lovéka. Nejnovéjsi studie z roku 2018
ukazuje rezistenci GAS az v 58 %, ktera je na prvni pohled alarmujici v porovnanim se starsi studii
z roku 2007, kdy rezistence vykazovala hodnotu 38 % (Ayer a kol., 2007).
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14 Material a metody

141 Biologicky material

V priibéhu zpracovani experimentalni Casti této prace byly vyuzity terénni mikrobialni kultury
S-hemolytickych streptokokt izolovanych na SVU Olomouc z klinického a patologického
veterinarniho materialu. Dale bylo vyuZito zdznamii o zachytu S-hemolytickych streptokokti ze SVU

Olomouc a Ustavu mikrobiologie Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

14.2  Chemikalie a roztoky

V experimentalni ¢asti této prace byl vyuzit nasledujici material: sada disku s antibiotiky (Oxoid
Czech, Brno, CZ) (Tab. 5), 0,9% fyziologicky roztok s 1 % gluko6zy (Trios, Praha, CZ), destilovana
voda nejvyssi kvality (Merck, Darmstadt, DE), absolutni etanol (Merck, Darmstadt, DE), kyselina
trifluoroctova (Merck, Darmstadt, DE), kyselina mraven¢i (Merck, Darmstadt, DE) a zakladni

matrice kyselina skoficova (Bruker Daltoniks, Bremen, DE).

Tab. 5: Sada pouzitych antibiotik pouZzitych pro testovani citlivost vybranych bakterialnich kmenu. Hodnoty
inhibi¢nich zon vychazi z norem EUCAST a SOP BAK 10/03 pro bakterie. R — rezistentni, S — citlivé.

o Koncentrace = inhibi¢ni zény u R kmeni = inhibi¢ni z6ny u S kmenu
Antibiotikum Kod

[ng/disk] [mm] [mm]
chloramfenikol CHF 30 19 19
tetracyklin TTC 30 20 23
erytromycin ERY 15 18 21
gentamicin GEN 10 12 15
klindamycin DA 2 17 17
cefalotin CLT 30 18 18
enrofloxacin ENR 5 16 20
amoxycillin klavulanat AMC 30 18 18
ampicilin AMP 10 18 18
bacitracin BA 10 16 20

14.3  Kaultivacni pady

Pro kultivaci mikroorganismu byly pouZity nasledujici ptdy: Edwardstv agar (EDW), krevni agar
(MPKA), masopeptonovy bujon (MPB), Mueller-Hinton agar s5 % ov¢i krve (KMHA), pro

kultivaci kvasinek a plisni byl paraleln¢ pouzit Sabouraudiv agar (vse Trios, Praha, CZ).

14.4  Pfistroje a dalSi material

Izolace a identifikace jednotlivych kmenti a zjisténi jejich citlivosti k antibiotikim byly
zprosttedkovany s pomoci nésledujicich piistrojt: termostat BT120 (Ecom, Polna, CZ), mikroskop
LABOPHOT 2 (Nikon, JP), hmotnostni analyzator Microflex LT a ovladaci software MALDI-TOF
MS Biotyper (Bruker Daltoniks, Bremen, DE), vatové tampony, centrifuga EBA 20 (Hettich,
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Tuttlingen, DE), turbidimetr Densi-La-Meter 1l (Erbba, Lachema, Brno, CZ), dispenzor diskt

s antimikrobialnimi latkami (Oxoid Czech, Brno, CZ).
145 Metody vyhodnocovani

14.5.1 Kultivace a identifikace bakterii z rodu Streptococcus

Popsana metodika vychazi ze standardnich operac¢nich postupi SOB BAK 8/03, SOP BAK 1/04
pouzivanych na SVU Olomouc, dle zpracovani MVDr. Jaroslava Bzdila, Ph.D.

Vsechen veterinarni biologicky material, ktery je doru¢en na SVU Olomouc vyzaduje spravné
zvoleni bakteriologické kultivaéni metody, kterd je vybirana na zadklad¢ charakteru materialu,
pozadavki 1ékate ¢i chovatele, pfedpisil a norem pro vySetfeni materidlu a dle o¢ekdvaného vyskytu
bakterii. Na SVU Olomouc jsou vysetiovany nasledujici klinické materialy: stéry (kiize, ran a hnisu),

vytéry (hornich cest dychacich, gastrointestinalniho traktu, spojivek, tlamy), trus, mo¢ a mléko.

Kultivace streptokokti byla provadéna Vv aerobnich, nebo mikroaerofilnich podminkach ptimo
z klinického ¢i patologického materialu s vyuzitim MPKA a Edwardsové agaru (EDW). Suché
materidly byly o¢kovany pifimo nebo homogenizovany S malym mnozstvim fyziologického roztoku
Vv homogenizatoru, nebo ve tfeci misce a nasledné vyockovany na pevné pady. Plotny S pevnou
pudou se nasledné inkubovaly pii teploté 37 °C po dobu 18-48 hodin. V ptipadé cileného vysetfeni
se zamé&fenim na streptokoky bylo pouZito pomnozeni v tekutych médiich (Toddd-Hewitovav bujon,
nebo selektivni bujon (SBM)) s inkubaci pfi 37 °C po dobu 18-24 hodin s naslednym vyockovanim
na MPKA a dalsi pevnou selektivni pidu. Pevné pudy byly inkubovany pii teploté
37 °C po dobu 18-48 hodin.

Kultivace tamponovych stért a tekutin byla provedena piimo tamponem smoéenym v klinickém
materialu na pevnou pidu a rozklickovanim po plotné (MPKA, EDW) 3-4 klickami. V ptipadé
pomnozovani materialu byl tampon zalomen do 10 ml bujonu a dikladné protiepan. Inkubace
probéhla aerobné pfi teploté 37 °C po dobu 24-48 hodin. Po 24 hodinach bylo provedeno vyockovani
z tekutého bujonu na plotny MPKA a EDW. Nasledovala dalsi inkubace pii 37 °C po dobu 18-48
hodin.

Kultivace patologického materialu, bioptati, incisi a dal§iho materialu byla provadéna ve forme
roztéru, nebo oOtisku tohoto materialu a jeho rozklickovani na povrchu krevniho a Edwardsova agaru,
popiipadé i do tekutého bujonu. Pti pomnozeni bylo vlozeno do pomnozovaci pudy (10 ml) cca 1 g,
nebo 1 ml materialu a dikladné protfepano. Inkubace byla provadéna ve stejnych podminkach jako

kultivace tamponovych stéru.

Kultivace zmléka byla provadéna z dukladné protfepaného vzorku mléka ve zkumavce
vyockovanim na MPKA s pomoci klicky, nebo sklenéné tyCinky a jeho rozetfenim po agaru.
Inkubace probihala anaerobné pfi teploté 37 °C po dobu 42-48 hodin. Vzorek mléka byl soucasné

uloZen do termostatu a inkubovan pfi stejné teploté po dobu 18-24 hodin. Po uplynuti inkubace byla
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zkumavka s mlékem znovu protiepana a vzorek byl vyockovan na EDW a inkubovan aerobné pti

37 °C po dobu 18-24 hodin. MPKA a EA pak byly posuzovany soucasné.

Na krevnim agaru rostly f-hemolytické streptokoky ve formé ¢irych, nebo nasedlych kolonii
o0 velikosti 0,25 — 2 mm s typickou hemolyzou. Na Edwardsové agaru rostly podobné s rozdilem
tvorby nebo absence eskulinu v podobé Sedavého, hnédavého az Cerného zbarveni agaru. Soucasné

dochazelo k potlaceni ristu jinych bakterii na tomto agaru.

Pti konfirmaci streptokoki byly sledovany rastové vlastnosti kmene, negativni produkce katalasy
a cytochromooxidasy. Preparat byl obarveny dle Gramma a pod mikroskopem byly pozorovany
grampozitivni koky, uspotadané do dvojic nebo fetizk. K zatazeni streptokokt do sérologické
skupiny doslo na zaklad¢ reakci se skupinovymi séry, nebo latexovymi testy (ITEST STREPTO
GROUP, Itest plus, Hradec Kralové, CR). Druhové byly streptokoky typizovany s pomoci
komer&nich souprav testi (Streptotest 16, API Strepto f. LACHEMA Brno, CR, BIO-Mérieux Marcy
1" Etoile, Francie apod.). Pro upfesnéni typizace bylo mozno provést CAMP test se S. aureus,
bacitracinovy a optochinovy test, nebo prikaz termorezistence kmene. DileZitym krokem je odliseni
streptokokil od enterokoki na zakladé vyse zminénych testd a rastu v bujonu s obsahem 6,5 % NaCl
(Trios s.r.o. Praha, CR). Druhové rozdily jsou zobrazeny v tabulce (Tab. 6). V piipadé SVU
Olomouc vsak byly typizace provadény pouze s pomoci molekularni biologické metody MALDI-

TOF MS. Tato metoda je na SVU Olomouc zavedena od roku 2010.

Tab. 6: Orientaéni odliSeni streptokokii od enterokokd, upraveno standardnich opera¢nich postupi SOB BAK 8/03,
SOP BAK 1/04 pouzivanych na SVU Olomouc, dle zpracovani MVDr. Jaroslava Bzdila, PhD. MPB — masopeptonovy
bujon.

Test Streptococcus sp. Enterococcus sp.
rust pii 45 °C v +
rust v MPB s 6,5 % NaCl - +
rust na zlu¢-eskulinovém agaru - +
rlst na padach s penicilinem (2mg/l) - +
rust v bujonu s pH 9,6 - +
produkce pyrolidonylarylamidasy v +
rust pii 10 °C v +

Po ukonceni kultivace ploten bylo provedeno vyhodnoceni nartistu bakterialnich kolonii a byly
posouzeny rustové vlastnosti jednotlivych porostd. Suspektni kolonie byly nasledné izolovany
a identifikovany pomoci hmotnostniho analyzatoru MALDI-TOF MS (Mass Assisted Laser
Desorption/ lonisation Time of Flight Mass Spectrometry). Po identifikaci byly provedeny testy

citlivosti k jednotlivym antimikrobialnim latkam za pouziti antibiotickych diski (Tab. 5).

Analogicky zpiisob kultivace a izolace jednotlivych druhii streptokokii byl aplikovén i na Ustavu
mikrobiologie Lékarské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Pro zafazeni streptokoki
do skupin byly vyuzivany sérologické, latexové testy: ITEST STREPTO GROUP (ltest plus, Hradec
Kralové, CR) a také CAMP test, pro konfirmaci S. agalactiae. V piipadé nutnosti byly typizace
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oveéfeny také pomoci molekularni biologické metody MALDI-TOF MS, analogicky, jako ve
veterinarni sféie dle SOP BAK 1/10 (viz 14.5.2).

14.5.2 Druhova identifikace bakterii metodou MALDI-TOF MS

Popsana metodika vychazi ze standardizovaného protokolu SOP BAK 1/10 vyuZivaného na SVU

Olomouc, dle zpracovani MVDr. Nikoly Stromerové.

Pro identifikaci sledovanych mikroorganismu bylo pouzito metody MALDI-TOF MS za pouziti
hmotnostniho spektrometru Microflex LT a software MALDI TOF Biotyper. MALDI-TOF MS je
metoda hmotnostni spektrometrie zaloZena na laserové desorpci a ionizaci vzorku za ucasti matrice,
S naslednym méfeni doby letu excitovanych ¢&astic priletovym analyzatorem. Doba letu je
piepocitana pomoci kalibracnich konstant na hmotnostni jednotky jednotlivych proteind. Naméfena
hmotnostni spektra jsou nasledné pouzita pro porovnani s databdzi zndmych kalibrovanych
mikrobialnich hmotnostnich spekter referenénich kment v programu MALDI TOF Biotyper.
Na zaklad¢ shody hmotnostnich spekter a miry podobnosti je odvozena identifikace testovaného

mikroorganismu.

Pracovni postup pfi identifikaci jednotlivych kment pomoci MALDI-TOF MS byl nasledujici.
Prvnim krokem byla pfiprava roztoku MALDI matrice. Byl pfipraven zasobni roztok o sloZeni:
acetonitril, destilovana voda, kyselina trifluoroctova v poméru 50:47,5:2,5. Do mikrozkumavky
s komer¢né ptipravenym zakladem matrice a-kyano-4-hydroxyskoficova (CHCA) bylo pifidano 250
ul zasobniho roztoku. Vznikly roztok byl zvortexovan do tplného rozpusténi. Nasledujicim krokem
byla piiprava vzorku z ¢isté mikrobialni kultury, kdy byla odebrana izolovana kolonie a nanesena
v podobé tenkého filmu na teréik MALDI ocelové desticky. Biologicky material byl nasledné
prevrstven 1 pl 70% kyseliny mraven¢i a po zaschnuti znova prevrstven 1 pl pfipraveného roztoku
CHCA. Po zaschnuti matrice bylo provedeno vlastni samotné méfeni hmotnostnich spekter pomoci

MALDI-TOF MS.

14.5.3 Stanoveni citlivosti bakterii k antimikrobialnim latkam diskovou difuzni

metodou

Popsana metodika vychazi ze standardizovaného protokolu SOP BAK 10/03 vyuZzivaného na
SVU Olomouc, dle zpracovani MVDr. Jaroslava Bzdila, Ph.D.

Diskova difuzni metoda se vyuziva pro stanoveni zony inhibice rtustu kolem disku napusténého
piesné stanovenym mnozstvim antimikrobni latky. Dle priméru vzniklé zony inhibice je provedeno
vyhodnoceni citlivosti dle tabulek hodnot stanovenych experimentalné (EUCAST, CLSI, SOP BAK
10/03 SVU Olomouc). Dle priméru zény je kmen oznaéen jako citlivy (S), rezistentni (R) nebo
intermediarni (I). Pramér zony inhibice se 1isi u jednotlivych testovanych antibiotik v zavislosti na
jejich koncentraci, na typu pouzitého agaru a na citlivosti testovaného bakterialniho kmene. Kvalita

vysledkd zavisi na prfesném dodrzeni metodiky postupu.
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Pro stanoveni antimikrobialni citlivosti bylo nutné testovany mikrobialni kmen izolovat na plotnu
s KMHA. Cista mikrobialni kultura byla suspendovana ve zkumavce s 6 ml fyziologického roztoku
s ptidavkem 1% glukosy, do které byla pfenesena pomoci sterilni ty¢inky s vatovym tamponem.
Vznikly zakal ve zkumavce byl zméfen na turbidimetru a hodnota byla ustanovena mezi
0,5 — 1° McFarlandovy stupnice. Nasledné byl proveden roztér na plotnu pomoci vatového tamponu
(Obr. 12). Na vyockovanou pudu zbavenou Vvlhkosti byly poté kladeny pomoci dispenzort disky
naplnéné antiminikrobialni latkou. Inkubace ploten v termostatu probihala aerobné pfi 37 °C po dobu
16-24 hodin.

Obr. 12: Schéma roztéru mikrobialni suspenze na plotnu KMHA pomoci vatového tamponu.
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15 Vysledky

15.1 Zmény prevalenci vyskytu betahemolytickych streptokokii u animélnich

hostitela

Jednim z dil¢ich vysledki experimentalni ¢asti této prace bylo vyhodnoceni prevalenci vyskytu
betahemolytickych streptokoktl béhem let 2013-2018 ze vzorki spadové oblasti SVU Olomouc,
ktera zahrnuje oblasti Moravy, Slezska a vychodni &asti Cech. Béhem let 2013-2018 bylo na SVU
Olomouc zpracovano a vysetieno celkem 123 488 vzorku. V jednotlivych letech sledovaného obdobi
byly pocty vzorkd nasledujici: 17 267 (2013), 18 556 (2014), 22 438 (2015), 22 459 (2016), 22 637
(2017), 20 131 (2018). Z vyse uvedenych vzorkd bylo celkem izolovano 1927 kment
betahemolytickych streptokoktl. Z celkového poctu vzorki tak byly betahemolytické streptokoky
primérng izolovany pouze v 1,56 % piipadl. Zmény prevalenci v tomto obdobi jsou znazornény
Vv nasledujicim grafu (Obr. 13). Vazeny primér prevalence betahemolytickych streptokokt byl pfi
zohlednéni smérodatné odchylky (£0,41 %) nadprimérny v roce 2013 (2,48 %), kdy také dosahoval
maximalni hodnoty zjisténé prevalence v pozorovaném obdobi, a také vroce 2014 (1,61 %).
V nésledujicich letech byly vSechny hodnoty podprimémé 2015 (1,27 %), 2016 (1,48 %),
2017 (1,36 %) a 2018 (1,37 %). Nejvyrazngjsi zmény je mozné pozorovat mezi lety 2013 a 2014,
kdy se prevalence snizila 0 0,87 %. V nasledujicich letech hodnoty spise kolisaly tésné pod hodnotou

priameéru prevalenci.
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Obr. 13: Meziro¢ni prevalence vyskytu betahemolytickych streptokokii u animalnich hostitelii béhem sledovaného
obdobi v letech 2013-2018, hodnoty prevalenci uvedeny v procentech (%). Vzorky byly izolovany a identifikovany na
SVU Olomouc. Cervena linie znazortiuje primérnou hodnotu prevalence (1,56 %) sledovaného obdobi.

Na SVU Olomouc bylo béhem sledovaného obdobi izolovano a identifikovano sedm druhti
streptokokil, které nas zajimaji (celkové pocty izolati uvedeny v zavorce): S. agalactiae (313),
S. dysgalactiae (617), S. equi (128), S. canis (857), S. porcinus (2), S. pyogenes (6) a S. anginosus
(4). Nasledujici graf (Obr. 14) zobrazuje celkovou prevalenci vyskytu vSech izolovanych druht
betahemolytickych streptokokii z animalnich pacienti béhem sledovaného obdobi v letech
2013-2018. Primérna hodnota prevalence vyskytu téchto druhti z celkového poétu izolovanych

a identifikovanych vzorka byla stanovena na 0,22 %. Nadpramérné hodnoty prevalence celkového
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vyskytu byly zaznamenany u tfech pozorovanych druhu: S. canis (0,69 %), S. dysgalactiae (0,5 %)
a S. agalactiae (0,25 %). Ostatni ¢tyfi druhy se vyskytovaly v podstatné mensim zastoupeni: S. equi
(0,1 %), S. porcinus (0,002 %), S. pyogenes (0,005 %) a S. anginosus (0,003 %).
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Obr. 14: Celkové prevalence vyskytu jednotlivych druhi betahemolytickych streptokoki z animalnich hostitela
béhem sledovaného obdobi v letech 2013-2018, hodnoty uvedeny v procentech (%). Vzorky byly izolovany a
identifikovany na SVU Olomouc. Sledované druhy a celkové mnoZstvi jejich izolati S. agalactiae (313), S. dysgalactiae
(oba poddruhy) (617), S. equi (128), S. canis (857), S. porcinus (2), S. pyogenes (6) a S. anginosus (4).

Prevalence vyskytu téchto druhdi v jednotlivych letech jsou zobrazeny v grafu (Obr. 15).
Primérna hodnota prevalence téchto druhii byla stanovena na 0,22 %, v grafu ji predstavuje ¢ervena
linie. Jiz na prvni pohled je patrny nadprimérny vyskyt tii ze sledovanych druht:
S. dysgalactiae, S. canis a v nékterych letech i S. agalactiae. Bezkonkuren¢né nejvyssi hodnoty
vyskytu ve v8ech sledovanych letech byly zaznamenany u druhu S. canis. V roce 2013 bylo dosazeno
maximalni hodnoty prevalence 0,8 %, nasledujici dva roky hodnoty mirn¢ klesly. V roce 2014 byla
prevalence 0,68 %, v roce 2015 pak 0,56 % a poté byl opét pozorovan mirny nartst v letech
nasledujicich. V roce 2016 byla hodnota prevalence 0,69 %, v roce 2017 pak 0,74 % a v poslednim
roce pozorovani 2018 pak 0,73 %. Dal§im druhem S nadprimérnymi hodnotami vyskytu byl
S. dysgalactiae, u kterého byl pozorovan pozvolny pokles vyskytu po celou dobu pozorovani. V roce
2013 bylo dosazeno hodnoty maximalniho vyskytu (0,85 %), a od té doby hodnoty prevalence
Klesaly: 2014 (0,56 %), 2015 (0,57 %), 2016 (0,48 %), 2017 (0,34 %) a 2018 (0,27 %). Béhem Sesti
let pozorovani doslo az k vice nez trojnasobnému poklesu prevalence u tohoto druhu. Zastupce GBS
vykazoval nadprimérné hodnoty v prvnim roce pozorovani (0,72 %), av$ak poté hodnoty rapidné
klesly az pod stanovenou hodnotu celkového primeér: 2014 (0,2 %), 2015 (0,08 %), 2016 (0,19 %),
2017 (0,2 %). V poslednim roce pozorovani se hodnota prevalence vyskytu rovnala priméru, tedy
0,22 %. Prevalence druhu S. equi, do kterého spadaji poddruhy S. equi ssp. zooepidemicus a S. equi
spp. equi, meziroéné kolisaly v rozmezi 0,05 — 0,14 %. VSechny jejich hodnoty byly tedy
podprumérné v ramci vyskytu vSech betahemolytickych streptokokd béhem sledovaného obdobi.
Zbylé druhy S. porcinus, S. pyogenes a S. anginosus, byly izolovany pouze v jednotkach piipadu.
Hodnoty prevalence druhu S. porcinus se v letech 2013, 2014, 2016 a 2017 rovnaly 0 %, avsak v roce
2014 byla hodnota prevalence u tohoto druhu rovna 0,004 % a v roce 2018 0,005 %. U druhu

S. pyogenes bylo béhem tohoto obdobi mozné pozorovat nasledujici prevalence: 2013 (0,006 %),
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2014 (0,016 %), 2016 (0,004 %), 2018 (0,005 %), naopak v letech 2015 a 2017 byly hodnoty nulové.
S. anginosus byl pozorovan s nasledujicimi hodnotami prevalenci: 2013 (0,006 %) a 2016 (0,013 %),
ve zbylych letech (2014, 2015, 2017 a 2018) byly pak hodnoty prevalence nulové.

1,0
Y
> 3
08 i~
__ 06
S5
3
g 04
[}
3 S
o )
0.2 z. 0,22
< Te)
- 888888 383338 3gs8838S
i SSSS6S S95SSS  SSo°SS
0,0 - - = - =- - =
S. agalactiae S. dysgalactiae S. equi S. canis S.porcinus  S.pyogenes  S. anginosus
m2013 2014 w2015 m 2016 m2017 m2018

Obr. 15: Meziro¢ni prevalence vyskytu jednotlivych druhii betahemolytickych streptokokii z animalnich hostitela
béhem sledovaného obdobi v letech 2013-2018, hodnoty uvedeny v procentech (%). Vzorky byly izolovany a
identifikovany na SVU Olomouc. Cervena linie znazorfiuje primémou hodnotu prevalence viech betahemolytickych
streptokoktl u zvifat (0,22 %) sledovaného obdobi. Sledované druhy a celkové mnozstvi jejich izolatt S. agalactiae,
S. dysgalactiae (oba poddruhy), S. equi (oba poddruhy), S. canis, S. porcinus, S. pyogenes a S. anginosus.

Jiz v teoretické casti bylo zminéno, ze betahemolytické streptokoky lze izolovat z riznych
organovych soustav. Nasledujici graf (Obr. 16) zobrazuje celkové prevalence vyskytu (%)
betahemolytickych streptokokli v jednotlivych organech a organovych soustavach béhem

sledovaného obdobi let 2013-2018. Organova soustava s nejvyssi hodnotou zachytu byla
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Obr. 16: Celkové prevalence vyskytu skupiny betahemolytickych streptokokii V jednotlivych organovych
soustavach. Izolaty pochazeji z animalnich hostiteli béhem sledovaného obdobi v letech 2013-2018, hodnoty jsou
uvedeny v procentech (%). Vzorky byly izolovany a identifikovany na SVU Olomouc. Sledované druhy S. agalactiae
(GBS), S. dysgalactiae, S. equi, S. canis, S. porcinus, S. pyogenes (GAS) a S. anginosus) byly izolovany z nasledujicich
soustav — Ucho, oko, klize, respiracni trakt (RS), gastrointestinalni trakt (GIT), mlécna zlaza, urogenitalni trakt (UGS),
pohybovy aparat (PA), lymfaticky systém (LS), kardiovaskularni systém (KVS) a nervova soustava (NS).

nepochybné mlécna zlaza (0,64 %), dalsi v potadi byla trojice soustav s prevalenénimi hodnotami

v obdobném rozmezi hodnot: GIT (0,26 %), kize (0,21 %) a ucho (0,2 %). V mensi miie byly
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izolovany kmeny z respira¢niho traktu (RS) (0,13 %), oka (0,1 %) a také urogentitalniho (UGS)
a lymfatického systému (LS), obé s identickymi hodnotami (0,01 %).

Nasledujici dva grafy jsou nadstavbou predchoziho grafu. Tyto dva grafy zobrazuji detailné
celkové prevalence vyskytu jednotlivych sledovanych druhii v orgdnovych soustavach v pribéhu
celého sledovaného obdobi 2013-2018. Vysledky byly rozdéleny do dvou grafii z divodu velké
variability hodnot prevalenci vyskytu. Prvni graf (Obr. 17) zobrazuje prevalence majoritniho vyskytu
streptokoki od hodnoty 0,05 % vyse. Zatimco druhy graf (Obr. 18) zobrazuje méné Casté prevalence
vyskytu streptokokti do hodnoty 0,049 %.

V prvnim grafu (Obr. 17) je mozné pozorovat ¢asty vyskyt dominujiciho druhu S. canis napfic
nékolika organovymi soustavami: ucho (0,17 %), oko (0,07 %), kuze (0,13 %), RS (0,05 %) a GIT
(0,25 %). Jiz z ptedchoziho grafu vyplynulo, Ze nejcastéji osidlovanou organovou soustavou byla
mlécna zlaza. V tomto grafu si je mozné vSimnout, ze z velké miry je to dano pfitomnosti

S. dysgalactiae (0,42 %) a S. agalactiae (0,22 %).
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Obr. 17: Celkové prevalence vyskytu jednotlivych majoritnich druht betahemolytickych streptokoki
V jednotlivych organovych soustavach. Izolaty pochazeji z animalnich hostiteli béhem sledovaného obdobi v letech
2013-2018, hodnoty uvedeny v procentech (%). Zobrazeny jsou pouze izolaty s hodnotami prevalence >0,05 %.
Vzorky byly izolovany a identifikovany na SVU Olomouc. Sledované druhy S. agalactiae, S. agalactiae, S. equi, S. canis,
S. porcinus, S. pyogenes a S. anginosus byly izolovany z nasledujicich soustav — Ucho, oko, kuize, respiraéni trakt (RS),
gastrointestinalni trakt (GIT), mlééna zlaza, urogenitalni trakt (UGS), pohybovy aparat, lymfaticky systém (LS),
kardiovaskularni systém (KVS) a nervova soustava (NS).

V nasledujicim grafu (Obr. 18) si lze vSimnout, Ze v uchu se nejcastéji vyskytovaly kromé
S. canis i druhy S. dysgalactiae (0,015 %), S. agalactiae (0,005 %), S. equi (0,004 %) a minoritné
S. pyogenes (0,001 %). Velmi podobné druhové slozeni bylo shledano i v oku: S. equi (0,011 %),
S. dysgalactiae (0,07 %) a S. agalactiae (0,007 %). Kzi mimo ¢astého vyskytu S. canis, patrného
v pfedchozim grafu, osidlovaly také druhy S. dysgalactiae (0,034 %), S. equi (0,024 %)
a S. agalactiae (0,016 %). Minoritné se vyskytovaly také druhy S. porcinus, S. pyogenes a také
S. anginosus (0,001 %). Respira¢ni soustava je nejcastéji atakovana kmeny S. canis (Obr. 17), S. equi
(0,049 %), S. dysgalactiae 0,011 %), S. agalactiae (0,006 %) a v malé mife i zbylymi druhy
v rozmezi (0,001-0,003 %). V gastrointestinalnim traktu byvaji detekovany druhy S. equi,

43



S. dysgalactiae a S. agalactiae v rozmezi (0,002 — 0,006 %). Ve mlécné zlaze byly minoritné
detekovany druhy S. canis a S. equi (0,004 %).

Z nasledujicich organovych soustav byly betahemohlytické streptokoky izolovany pouze
ojedinéle. V urogenitalnim traktu byly detekovany druhy S. canis (0,008 %), S. dysgalactiae,
S. agalactiae a S. anginosus v rozmezi (0,001-0,002 %). Z pohybového aparatu byly izolovany druhy
S. dysgalactiae, S. equi a S. canis v rozmezi (0,001-0,002 %). V lymfatickém systému se vykytovaly
S. dysgalactiae, S, equi a S. canis shodnotami prevalence vyskytu (0,001-0,003 %).

Z kardiovaskularniho a nervového systému nebyly izolovany zadné druhy betahemolytickych

streptokokd.
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Obr. 18: Celkové prevalence vyskytu jednotlivych minoritnich druhi betahemolytickych streptokoki
Vv jednotlivych organovych soustavach. Izolaty pochazeji z animalnich hostiteli béhem sledovaného obdobi v letech
2013-2018, hodnoty uvedeny v procentech (%6). Zobrazeny jsou pouze izolity s hodnotami prevalence <0,049 %.
Vzorky byly izolovany a identifikovany na SVU Olomouc. Sledované druhy (S. agalactiae (GBS), S. dysgalactiae, S. equi,
S. canis, S. porcinus, S. pyogenes (GAS) a S. anginosus) byly izolovany z nasledujicich soustav — Ucho, oko, kuze,
respiracni trakt (RS), gastrointestinalni trakt (GIT), mlécna zlaza, urogenitalni trakt (UGS), pohybovy aparat, lymfaticky
systém (LS), kardiovaskularni systém (KVS) a nervova soustava (NS).

V grafu (Obr. 19) je zobrazeno procentualni zastoupeni betahemolytickych streptokoku
z celkového poctu izolatd u jednotlivych skupin zvifat béhem pozorovaného obdobi v letech
2013-2018. V nejvetsim zastoupeni se tato skupina mikroorganismi vyskytovala u masozravci
(49,66 %), prezvykavci (41,83 %) a lichokopytnikd (6,95 %). V podstatné mensim procentualnim
zastoupeni se betahemolytické streptokoky vyskytovaly u prasat (0,31 %), exotickych zvifat
v rozmezi (0,05-0,99 %) a hlodavci (0,05 %).
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Obr. 19: Procentualni zastoupeni betahemolytickych streptokokii u jednotlivych skupin zvifat béhem let 2013-2018,
izolovanych a identifikovanych na SVU Olomouc, uvedeno v procentech (%6). Levé &ast grafu zobrazuje masoZravce,
prezvykavce a lichokopytniky, zatimco v pravé ¢asti grafu jsou zobrazeny skupiny zvifat s niz§imi hodnotami prevalenci
jako jsou exoticti savci, ptaci, plazi, hlodavci a prasata.

15.2 Zmény antimikrobialnich citlivosti betahemolytickych streptokokii u
animalnich pacienti v letech 2013-2018

Nasledujici skupina grafa (Obr. 20 - Obr. 23) zobrazuje vysledky citlivosti k antimikrobnim
latkam u konkrétnich druhi betahemolytickych streptokokt v letech 2013-2018, izolovanych ze
zvifat na SVU Olomouc. Ve viech piipadech se jedna o vyjadieni citlivosti (%) jednotlivych
testovanych kmenu k témto antibiotikim: chloramfenikol (CHL), tetracyklin (TET), erytromycin
(ERY), gentamicin (GEN), klindamycin (CLI), cefalotin (CEF), enrofloxacin (ENR), ampicilin
(AMP), amoxycilin klavulanat (AMC), bacitracin (BA) a kotrimoxazol (COT).

V prvnim grafu (Obr. 20) je zobrazena citlivost (%) z celkového poctu testovanych kment druhu
S. agalactiae k jednotlivym antibiotikiim v pozorovaném obdobi 2013-2018. V tomto obdobi bylo
zachyceno celkem 627 izolati S. agalactiae, ze kterych 445 vykazovalo citlivost k nasledujicim
antibiotickym latkam. Celkové tedy bylo 70,9 % izolatu citlivych k antimikrobikiim. VSechny izolaty
byly citlivé k ampicilinu a amoxycilin klavulanatu. Izolaty S. agalactiae vykazovaly také
stoprocentni citlivost k cefalotinu, s vyjimkou roku 2013, kdy byla hodnota citlivosti 94 %. Nejnizsi
citlivost vykazovaly izolaty S. agalactiae k bacitracinu, béhem let 2013-2016 byly vSechny testované
izolaty rezistentni. AvSak v nasledujicich dvou letech byla prokazana citlivost k tomuto antibiotiku,
40% v roce 2017 a 20% v roce 2018.
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Obr. 20: Citlivost S. agalactiae k antibiotickym latkam v letech 2013-2018, izolovanych a identifikovanych na SVU
Olomouc, zobrazeno v procentech (%). Chloramfenikol (CHL), tetracyklin (TET), erytromycin (ERY), gentamicin

(GEN), klindamycin (CLI), cefalotin (CEF), enrofloxacin (ENR), ampicilin (AMP), amoxycilin klavulanat (AMC),
bacitracin (BA), kotrimoxazol (COT).

Citlivost (%) S. dysgalactiae k jednotlivym antibiotiktim je zobrazena v nasledujicim grafu (Obr.
21). Celkem bylo testovano 2191 izolath tohoto druhu, ze kterych bylo 1749 citlivych k antibiotiktim,
coz znaci 82,5 % Gcinnost. Stejné jako u predchoziho druhu byly vSechny izolaty citlivé k ampicilinu
a amoxycilin klavulanatu. Citlivost ke klindamycinu se mezirocné zvySovala z pocatecnich 60 % az

na 85 % citlivych izolati za rok. Citlivosti ke gentamicinu a kotrimoxazolu kolisaly v rozmezi

kdy bylo pouze 11-16 % izolati citlivych ve sledovaném obdobi.
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Obr. 21: Citlivost S. dysgalactiae k antibiotickym latkam v letech 2013-2018, izolovanych a identifikovanych na SVU
Olomouc, zobrazeno v procentech (%). Chloramfenikol (CHL), tetracyklin (TET), erytromycin (ERY), gentamicin

(GEN), klindamycin (CLI), cefalotin (CEF), enrofloxacin (ENR), ampicilin (AMP), amoxycilin klavulanat (AMC),
bacitracin (BA), kotrimoxazol (COT).

V nasledujicim grafu (Obr. 22) je vyobrazena citlivost (%) izolatt druhu S. equi k jednotlivym
antibiotikim Vv pozorovaném obdobi let 2013-2018. V tomto obdobi bylo zachyceno 801 izolatd
S. equi, ze kterych byla v 698 piipadech testovana citlivost k antibiotikiim (87,1 % kmenti). VSechny
izolaty byly citlivé k cefalotinu, ampicilinu a amoxycilin klavulanatu v celém obdobi pozorovani.

V ptipad¢ gentamicinu se jednalo o citlivosti v rozmezi 94-100 %. U chloramfenikolu byla citlivost
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100 % s vyjimkou roku 2017, kdy byla jen 83 %. Nejnizsi citlivost byla zaznamenana opét
u tetracyklinu (7-77 %).
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Obr. 22: Citlivost S. equi k antibiotickym litkim v letech 2013-2018, izolovanych a identifikovanych na SVU
Olomouc, zobrazeno v procentech (%). Chloramfenikol (CHL), tetracyklin (TET), erytromycin (ERY), gentamicin

(GEN), klindamycin (CLI), cefalotin (CEF), enrofloxacin (ENR), ampicilin (AMP), amoxycilin klavulanat (AMC),
bacitracin (BA), kotrimoxazol (COT).

V nasledujicim grafu (Obr. 23) z této skupiny je vyobrazena citlivost (%) izolatd u izolatt druhu
S. canis k jednotlivym antibiotikim v pozorovaném obdobi 2013-2018. V tomto obdobi bylo
zachyceno 6274 izolatd S. canis, ze kterych 5468 bylo testovano v testech citlivosti k nasledujicim
antibiotikiim. Celkové bylo tedy citlivost k antimikrobnim latkam testovana u 87,2 % izolatt tohoto
druhu. Vsechny izolaty byly citlivé k ampicilinu a amoxycilin klavulanatu. Vysoké hodnoty citlivosti
v rozmezi 95-100 % byly zjistény v pripadé chloramfenikolu, gentamicinu a cefalotinu. Nejmensi

citlivost k antibiotiku byla pozorovana u tetracyklinu, kdy se meziro¢ni citlivosti pohybovaly
V rozmezi 16-33 %.
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Obr. 23: Citlivost S. canis k antibiotickym latkam v letech 2013-2018, izolovanych a identifikovanych na SVU
Olomouc, zobrazeno v procentech (%). Chloramfenikol (CHL), tetracyklin (TET), erytromycin (ERY), gentamicin

(GEN), klindamycin (CLI), cefalotin (CEF), enrofloxacin (ENR), ampicilin (AMP), amoxycilin klavulanat (AMC),
bacitracin (BA), kotrimoxazol (COT).
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15.3  Porovnani spolehlivosti antimikrobialnich citlivosti stanovenych na zakladé

velkého a malého seskupeni dat

Tato kapitola je soucasné posledni ¢asti zabyvajici izolaty z animalnich pacienti. V ramci této
¢asti bylo izolovano a identifikovano 105 vzorkli betahemolytickych streptokokii z animalnich
pacientl v obdobi 10/2018-02/2019. Stanoveni citlivosti téchto izolatt bylo provedeno samostatné
a nezavisle na rutinnim provozu laboratofe mikrobiologie na SVU Olomouc. Vyhodnocena data byla
nasledné pouzita pro porovnani ditvéryhodnosti a spravnosti na zaklad¢ velkého a malého seskupeni

dat.

V grafu nize (Obr. 24) je zobrazeno procentudlni zastoupeni izolovanych kmenti v obdobi
10/2018-02/2019. V nejvétsim zastoupeni se vyskytoval druh S. canis (67,6 %), ktery byl nasledovan
druhy S. dysgalactiae (16,2 %) a S. equi (12,4 %). V mensi mife se vyskytovaly izolaty druhi
S. agalactiae (2,9 %) a S. porcinus (1 %).

= S. canis (67,6 %) = S. dysgalactiae (16,2 %) = S. equi (12,4 %) = S. porcinus (1 %) = S. agalactiae (2,9 %)

Obr. 24: Graf zobrazujici procentualni zastoupeni betahemolytickych streptokokii izolovanych a identifikovanych
z animalnich hostitelii v obdobi 10/2018-02/2019 na SVU Olomouc, hodnoty procentualniho zastoupeni jsou
vyobrazeny v procentech (%). V levé &asti grafu: S. canis (67,6 %), S. dysgalactiae (16,2 %), S. equi (12,4 %), S. agalactiae
(2,9 %) a S. porcinus (1 %).

U vsech izolati byly provedeny testy citlivosti k antibiotikim a vyhodnoceny dle hodnot
uvedenych v tabulce (Tab. 5). Graficky zpracované vysledky pro jednotlivé druhy lze vidét v grafech

nize (Obr.25-29).

V prvnim grafu (Obr. 25) je zobrazena citlivost S. agalactiae k antibiotikim. V pozorovaném
obdobi byly zaznamenany 3 izolaty tohoto druhu, z nichZ v§echny byly citlivé k chloramfenikolu,
erytromycinu, klindamycinu, cefalotinu, ampicilinu a amoxycilin klavulanatu. Rezistence u vSech
izolatd byla prokazana u tetracyklinu. Citlivost, rezistence i intermediarita byla ve stejnych pomérech

zaznamenana u zbylych dvou antibiotik gentamicinu a bacitracinu.
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Obr. 25: Citlivost S. agalactiae k antibiotickym litkam, izolovanych a identifikovanych na SVU Olomouc, zobrazeno
v procentech (%0). Chloramfenikol (CHL), tetracyklin (TET), erytromycin (ERY), gentamicin (GEN), klindamycin (CL1),
cefalotin (CEF), enrofloxacin (ENR), ampicilin (AMP), amoxycilin klavulanat (AMC), bacitracin (BA).

Ve druhém grafu (Obr. 26) je zobrazena citlivost S. dysgalactiae k antibiotiktim. V pozorovaném
obdobi bylo zaznamenano 17 izolatd tohoto druhu, z nichz vSechny byly citlivé k chloramfenikolu,
gentamicinu, ampicilinu a amoxycilin klavulanatu. K enrofloxacinu bylo citlivych pouze 41,2 %
izolatl, stejné mnozstvi vykazovalo intermedialni reakci a 17,6 % bylo rezistentnich. K bacitracinu

bylo citlivych pouze 58,8 % izolatd, zbytek vykazoval intermediaritu (17,7 %) nebo rezistenci

(23,5 %).
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Obr. 26: Citlivost S. dysgalactiae k antibiotickym latkam, izolovanych a identifikovanych na SVU Olomouc,
zobrazeno v procentech (%). Chloramfenikol (CHL), tetracyklin (TET), erytromycin (ERY), gentamicin (GEN),
klindamycin (CLI), cefalotin (CEF), enrofloxacin (ENR), ampicilin (AMP), amoxycilin klavulanat (AMC), bacitracin
(BA).

Nasledujici graf (Obr. 27) zobrazuje citlivosti S. equi K antibiotikim. Ve sledovaném obdobi bylo
zaznamenano 13 izolatl, znichz vSechny byly citlivé k cefalotinu, ampicilinu a amoxycilin
klavulanatu. Naopak rezistence k tetracyklinu se projevila u vsech izolatu. V ptipadé bacitracinu bylo

69,2 % izolath rezistentnich, 23 % intermedialnich a pouze 7,7 % izolatu citlivych.
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Obr. 27: Citlivost S. equi k antibiotickym latkam, izolovanych a identifikovanych na SVU Olomouc, zobrazeno v
procentech (%). Chloramfenikol (CHL), tetracyklin (TET), erytromycin (ERY), gentamicin (GEN), klindamycin (CLI),
cefalotin (CEF), enrofloxacin (ENR), ampicilin (AMP), amoxycilin klavulanat (AMC), bacitracin (BA).

V nasledujicim grafu (Obr. 28) je zobrazena citlivost S. canis k antibiotikiim. V pozorovaném
obdobi bylo zaznamenano 71 izolatt tohoto druhu, z nichz vSechny byly citlivé k ampicilinu a
amoxyecilin klavulanatu (100 %). TéméF stoprocentni citlivost byla zaznamenana i k chloramfenikolu
(98,6 %) a cefalotinu (98,6 %). Velké mnozstvi izolath melo nizkou citlivost ke gentamicinu
(4,2 %), tetracyklinu (7,04 %) a erytromycinu (16,9 %). Ne¢kolik izolati bylo vykazovalo
intermediaritu u antibiotika, coz znamena, ze se rozméry zon pohybovaly mezi hodnotami citlivosti

a rezistence.
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Obr. 28: Citlivost S. canis k antibiotickym litkam, izolovanych a identifikovanych na SVU Olomouc, zobrazeno v
procentech (%). Chloramfenikol (CHL), tetracyklin (TET), erytromycin (ERY), gentamicin (GEN), klindamycin (CLI),
cefalotin (CEF), enrofloxacin (ENR), ampicilin (AMP), amoxycilin klavulanat (AMC), bacitracin (BA).

Poslednim izolovanym druhem v ramci tohoto obdobi byl S. porcinus (Obr, 29), ktery byl
zachycen pouze jako jediny izolat. Citlivost vykazoval k erytromycinu, klidnamyinu, cefalotinu,
ampicilinu a amoxycilin klavulanatu (v§e 100 %). Intermediarni zony byly zjistény u gentamicinu,
enrofloxacinu a bacitracinu (vSe 100 %). Rezistence byla prokazana u chloramfenikolu a tetracyklinu
(v8¢ 100 %). Tento graf nebyl zahrnut do porovnavani s velkym souborem vzhledem

k nedostacujicimu mnozstvi dat z velkého datového souboru.
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Obr. 29: Citlivost S. porcinus k antibiotickym latkam, izolovanych a identifikovanych na SVU Olomouc, zobrazeno
v procentech (%0). Chloramfenikol (CHL), tetracyklin (TET), erytromycin (ERY), gentamicin (GEN), klindamycin (CLI),
cefalotin (CEF), enrofloxacin (ENR), ampicilin (AMP), amoxycilin klavulanat (AMC), bacitracin (BA).
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154 Vyhodnoceni zmén prevalenci betahemolytickych streptokokii z humannich

hostitela

V této podkapitole jsou zobrazeny prevalence vyskytu betahemolytickych streptokokti béhem let
2013-2018 z huménnich hostiteli. Data a vzorky byly ziskany z Ustavu mikrobiologie Lékaiské
fakulty Univerzity Palackého s laskavym svolenim RNDr. Lucie Janovské, Ph.D.

Béhem let 2013-2018 bylo na Ustavu mikrobiologie Lékaiské fakulty Univerzity Palackého
zpracovano a vySetfeno celkem 405 696 klinickych vzorkd. V jednotlivych letech sledovaného
obdobi byly poéty vzorkl nasledujici: 63 186 (rok 2013), 65 243 (rok 2014), 68 347 (rok 2015),
79 367 (rok 2016), 68 392 (rok 2017), 70 151 (rok 2018). Z vyse uvedenych vzorku bylo celkem
izolovano 8895 kment betahemolytickych streptokokd. Zmény prevalenci jejich vyskytu v tomto
obdobi jsou znazornény v nasledujicim grafu (Obr. 30). Z celkového poétu vySetfenych vzorkl se
betahemolytické streptokoky v meziro¢nim priméru vyskytovaly ve 2,19 % piipadd. Vazeny prumér
prevalence betahemolytickych streptokokd byl pfi zohlednéni smérodatné odchylky (+0,3 %)
nadpramérny v letech 2015 (2,22 %), 2016 (2,57 %), 2017 (2,35 %) a 2018 (2,4 %), kdy maximalni
hodnoty prevalence bylo dosazeno pravé v roce 2016. V prvnich dvou letech pozorovani byly
hodnoty prevalence vyskytu podprimérné 2013 (1,77 %) a 2014 (1,79 %). Nejvyrazngj§i zmény je
mozné pozorovat mezi lety 2014 a 2015, kdy se prevalence zvysila o 0,43 %. V nésledujicich letech

hodnoty spise kolisaly tésné¢ pod hodnotou praméru prevalenci.
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Obr. 30: Meziro¢ni prevalence vyskytu betahemolytickych streptokokt u humannich pacienti béhem sledovaného
obdobi v letech 2013-2018, hodnoty prevalenci jsou uvedeny v procentech (%). Kmeny byly izolovany a
identifikovany na Ustavu mikrobiologie Lékaiské fakulty Univerzity Palackého. Cervena linie znazorfiuje primérnou
hodnotu prevalence (2,19 %) ve sledovaném obdobi.

Ve sledovaném obdobi 2013-2018 bylo izolovano celkem 8895 izolath ze skupiny
betahemolytickych streptokoka (Obr. 31). Vzhledem k tomu, Zze v humanni mediciné je preferovano
fazeni dle skupin Lancefieldové, byly kmeny zajmu roziazeny do nasledujicich skupin s uvedenymi
prevalencemi (%): skupina A — S. pyogenes (0,439 %), skupina B — S. agalactiae (0,849 %), skupina
C (0,247 %) S. dysgalactiae (0,096 %) a blize nespecifikované kmeny (0,151 %), skupina G (0,073
%) — S. canis (0,001 %) a ostatni kmeny skupiny G (0,072 %), skupina F (0,496 %) — S. anginosus
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(0,279 %), S. constellatus (0,087 %), forma minuta (0,106 %) a blize neurcené izolaty skupiny F
(0,024 %). Dale bylo izolovano 360 izolatt (0,089 %) betahemolytickych streptokok, které nebyly
blize uréeny ani zatazeny do skupin dle Lancefieldové. Avsak vzhledem k zastoupenému mnozstvi
byly zahrnuty do statistiky. Tmavé zvyraznéné sloupce jsou celkové soucty izolatu jednotlivych

skupin dle Lancefieldové, se kterymi bude pracovano déle do detaild.

o
1 =
0,8
3
o
® <~
< 06 <
5% o
@ L N
Q 04 N — -
s > © xe} P ~ N~ «Q o
® S = ~ - ~ s < = x
E,O,Z S i Q. S Q. - g 3 =
= T B T & 2 F R m
0 T
g g § 8 ¢ § 2 ¢9 § 2z 2 Y5 £ s
& = = = e < © < 4 38 © c c N
=] S [} I = [} © = ] £ 3 =1 = S
g —_ O < =1 (@) wn g‘ O D k > é
= © > = = c 2 &~ 1] N
(=] 172) [%) %) [ wn e Q
s oo g v 3 5| ©
%) g ; 2
& %)
A C G F

Obr. 31: Prevalence zastoupeni betahemolytickych streptokokii v obdobi let 2013-2018, izolovanych z humannich
pacientii. Vzorky byly izolovany a identifikovany na Ustavu mikrobiologie Lékatské fakulty Univerzity Palackého.
Vsechny vzorky byly rozdéleny a zafazeny do skupin dle Lancefieldové nasledovné, v zavorce jsou uvedeny hodnoty
prevalenci v procentech (%): skupina A — S. pyogenes (0,439 %), skupina B — S. agalactiae (0,849 %), skupina C (0,247
%) S. dysgalactiae (0,096 %) a blize nespecifikované kmeny (0,151 %), skupina G (0,073 %) — S. canis (0,001 %) a
ostatni kmeny skupiny G (0,072 %), skupina F (0,496 %) — S. anginosus (0,279 %), S. constellatus (0,087 %), forma minuta
(0,106 %) a bliZe neuréené kmeny (0,024 %). Déle bylo izolovano 360 izolati (0,089 %). Tmavé jsou zvyraznéné sloupce
jednotlivych skupin, které odpovidaji celkové prevalenci dané skupiny.

Prevalence vyskytu téchto druhli, potazmo skupin betahemolytickych streptokokt
Vv jednotlivych letech jsou zobrazeny v grafu nize (Obr. 32). Primérna hodnota vyskytu prevalence
téchto druht byla stanovena na 0,31 %, kterou v grafu piedstavuje Cervena linie. Nadprimérny
vyskyt ve vSech letech vyzkumu byl zaznamenan u dvou skupin sledovanych streptokokiit — GAS
a GBS. S nejvyssimi hodnotami prevalence se vyskytovaly izolaty GBS, u kterych bylo mozné
pozorovat trend pozvolného nartstu prevalenci s mirnou odchylkou v roce 2017. Béhem Sesti let
pozorovani se prevalence BGS zvysila z hodnoty 0,763 % na hodnotu 0,942 %, kdy hodnota
maximalni prevalence patfila pravé roku 2018. Pro GAS se meziro¢ni hodnoty pohybovaly v rozmezi

0,372 % az 0,601 %, kdy maximalni hodnoty prevalence byly zaznamenany v roce 2016 (0,601 %).

S vysokymi hodnotami prevalence se také vyskytovaly izolaty spadajici do skupiny F, avsak
béhem sledovaného obdobi se pocet izolath zveEtsil o vice nez Ctyinasobek. Od roku 2013 (0,174 %)
byl pozorovan prudky narast az do roku 2017 (0,757 %), hodnota prevalence vyskytu v poslednim

roce pozorovani byla pouze o tisiciny nizsi (0,753 %).

Ostatni izolaty spadajici do skupin C, G a dal$i nezafazené betahemolytické streptokoky se

vyskytovaly v podprimérném mnozstvi. I1zolaty skupiny C se pohybovaly s hodnotami vyskytu
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v rozmezi 0,215 - 0,285 %, s maximem v roce 2015. U skupiny G a nezatazenych betahemolytickych

streptokoki byl pozorovan pozvolny meziro¢ni pokles.
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Obr. 32: Meziro¢ni prevalence vyskytu jednotlivych druhi betahemolytickych streptokokii z humannich pacienti
béhem sledovaného obdobi v letech 2013-2018, hodnoty uvedeny v procentech (%). Vzorky byly izolovany a
identifikovany na Ustavu mikrobiologie Lékatské fakulty Univerzity Palackého. Cervena linie znazoriiuje primérnou
hodnotu prevalence (0,31 %) sledovaného obdobi. Sledované druhy a celkové mnozstvi jejich izolati GAS, GBS, Skupina
C, Skupina G, Skupina F a nezafazené betahemolytické streptokoky.

% o

Humaénni streptokoky se vyskytuji napfi¢ riznymi organovymi soustavami, stejn¢ jako jejich
animalni analogy (Obr. 33). Jejich spektrum vyskytu je $iroké, co se ty¢e rozsahu hodnot prevalence
i mist vyskytu. Na rozdil od animalnich vysledktl byla v animalni statistice skupina urogenitalnich

izolatd rozdélena na dvé samostatné skupiny urologické a genitalni soustavy.

V ramci zafazovani izolatl bylo nutné generalizovat mista vyskytu do jednotlivych skupin,
nasledujici piehled je zobrazuje: Ucho; Oko - spojivky; Kiize -tvaf, nehet, ¢elo, impetigo, pitva
ktize; RS (respiracni soustava) - stér a vytér dutiny nosni, tkan, nosohltan, pitva nosohltanu, sekret
dutin, stér a vytér krku, bronchoalveolarni lavaz, punkce hrudniku, tracheotomicka kanyla; GIT
(gastroinstestinalni soustava) — dutina ustni, jazyk, jicen, zlu¢, dutina bfisni (punktat, hnis a steér
sliznice), peritoneum, apendix, konecnik, stolice; Mlééna Zlaza; URO (urologicka soustava) —
moc¢, uretra; GEN (genitalni soustava) — skrotum, vulva, pochva, penis, ejakulat a plodova voda;
Pohybovy aparat — punktaty dolni a horni koncetiny, kloubni nadhrady, rany, pahyl, bércovy vied;
LS (lymfaticka soustava) — mandle, punktat mandli; sekret dutin; KVS (kardiovaskularni soustava)
— hemokultura; NS (nervova soustava) — pitva mozku, likvor, punktat hlava; Dalsi — hnis, absces,

jehla, pitva bez udani lokace, punktat, tkan, biopsie, endosekret.

V grafu (Obr. 33) Ize vidét, ze nejveétsi zachyty betahemolytickych streptokoki byly z respiracni
soustavy (0,887 %). Nasledovaly soustavy urologicka (0,322 %) a genitalni (0,33 %), které
dohromady jako urogenitilni soustava dosahovaly prevalence (0,652 %). Dalsi v pofadi byly
nezafazené izolaty (0,162 %), gastrointestinalni trakt (0,14 %), kize (0,097 %) a ucho (0,042 %).
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Obr. 33: Celkové prevalence vyskytu skupiny betahemolytickych streptokokii V jednotlivych organovych
soustavach. Izolaty humannich pacienti béhem sledovaného obdobi v letech 2013-2018, hodnoty uvedeny
v procentech (%). Vzorky byly izolovany a identifikovany na Ustavu mikrobiologie Lékaiské fakulty Univerzity
Palackého. Orgénové soustavy — Ucho, oko, kiize, respiracni trakt (RS), gastrointestinalni trakt (GIT), mlécna Zlaza,
urologickd soustava (URO), genitalni trakt (UGS), pohybovy aparat (Pohybova ap.), lymfaticky systém (LS),
kardiovaskularni systém (KVS), nervova soustava (NS) a dalsi blize nelokalizované izolaty.

Nasledujici dva grafy jsou detailnim zpracovanim ptedchoziho grafu. Vysledky byly rozd€leny
do dvou grafu z diivodu velké variability hodnot prevalenci vyskytu. Prvni graf (Obr. 34) zobrazuje
prevalence dominantnich druhti s vyskytem od hodnoty 0,05 % vySe. Zatimco druhy graf
(Obr. 35) zobrazuje prevalence vyskytu méné ¢astych druht do hodnoty 0,049 %.

V prvnim grafu (Obr. 34) je mozné pozorovat Casty vyskyt hned péti skupin v respira¢nim traktu:
GAS (0,325 %), GBS (0,098 %), GCS (0,131 %), skupina F (0,232 %) a ostatnich betahemolytickych
streptokoki (0,065 %).
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Obr. 34: Celkové prevalence vyskytu jednotlivych druhii betahemolytickych streptokokii v jednotlivych
organovych soustavach. Izolaty humannich pacienti béhem sledovaného obdobi v letech 2013-2018, hodnoty
uvedeny v procentech (%). Zobrazeny jsou pouze izolaty s hodnotami prevalence >0,05 %. Vzorky byly izolovany a
identifikovany na Ustavu mikrobiologie Lékaiské fakulty Univerzity Palackého. Organové soustavy — Ucho, oko, kiize,
respiracni trakt (RS), gastrointestinalni trakt (GIT), mlécna Zlaza, urologicka soustava (URO), genitélni trakt (UGS),
pohybovy aparat (Pohybova ap.), lymfaticky systém (LS), kardiovaskularni systém (KVS), nervova soustava (NS) a dalsi
blize nelokalizované izolaty.
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V gastrointestinalni soustavé se vyskytovaly ve vétsim mnozstvi pouze izolaty patiici do skupiny
F (0,057 %). V urologické soustavé se ve velkém mnozstvi vyskytovaly izolaty GBS (0,233 %)
a skupiny F (0,072 %), obdobné zéznamy byly i u genitdlni soustavy: izolaty GBS (0,287 %).
V urogenitalni soustavé se dohromady vyskytovaly izolaty GBS o celkové prevalenci 0,52 %. Izolaty
skupiny F (0,07 %) se dale vyskytovaly ve vy$§im mnozstvi také v dalSich bliZe nespecifikovanych

organovych soustavach.

Ve druhém z téchto detailnich grafi (Obr. 35) jsou vyobrazeny izolaty s hodnotami prevalence
<0,049 %. Nejvyssich hodnot dosahuje opét GBS a to hned v n€kolika organovych soustavach: ktize
(0,046 %), gastrointestinalni trakt (0,042 %) a také v blize neuréenych materialech (sloupec dalsi)
(0,046 %). Za zminku také stoji ptitomnost GGS v respiraéni soustavé (0,036 %), GAS v uchu (0,026
%), nebo pritomnost GCS v pohybovém aparatu (0,036 %). Zbylé hodnoty prevalence vyskytu byly

mensi nez 0,023 %.
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Obr. 35: soustavach. Izolaty humannich pacienti béhem sledovaného obdobi v letech 2013-2018, hodnoty uvedeny
v procentech (%). Zobrazeny jsou pouze izolaty shodnotami prevalence <0,049 %. Vzorky byly izolovany a
identifikovany na Ustavu mikrobiologie Lékaiské fakulty Univerzity Palackého. Organové soustavy — Ucho, oko, kiize,
respiracni trakt (RS), gastrointestinalni trakt (GIT), mlé¢na zlaza, urologicka soustava (URO), genitalni trakt (UGS),
pohybovy aparat (Pohybova ap.), lymfaticky systém (LS), kardiovaskularni systém (KVS), nervova soustava (NS) a dalsi
blize nelokalizované izolaty.

Nasledujici graf (Obr. 36) zobrazuje procentualni zastoupeni (%) jednotlivych skupin
betahemolytickych streptokokti napti¢ pohlavimi u humannich pacientli. Procenta byla ve vSech
ptipadech vypocitana vzdy v ramci jedné skupiny, tj. pocet izolatl ziskanych u muze/zeny, vydéleny
jednou setinou celkového poctu izolatl jedné skupiny. U nasledujicich skupin bylo zastoupeni mezi
pohlavimi vyrovnané +2,5 %: GAS, CGS, skupina F a ostatni betahemolytické streptokoky. Naopak
znaény rozdil ve vyskytu bylo mozné pozorovat u S. agalactiae (GBS), kdy u Zen se vyskytoval

V procentudlnim zastoupeni 68,4 %, zatimco u muzi s hodnotami 31,6 %.
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Obr. 36: Procentualni zastoupeni betahemolytickych streptokokii u muZi a Zen. Izolaty humannich pacientii béhem
sledovaného obdobi v letech 2013-2018, hodnoty uvedeny v procentech (%). Vzorky byly izolovany a identifikovany
na Ustavu mikrobiologie Lékatské fakulty Univerzity Palackého. GAS (S. pyogenes), GBS (S. agalactiae), GCS (Skupina
C streptokoci), GGS (Skupina G streptokoci), £ (ostatni, blize nezafazené betahemolytické streptokoky).

Posledni graf (Obr. 37) zobrazuje prevalence zastoupeni (%) jednotlivych skupin
betahemolytickych streptokokti napiic veékovymi skupinami humannich pacient. Pacienti byli
rozdéleny do péti skupin dle véku: 0-14 let, 15-24 let, 25-44 let, 45-64 let, 65+ let. S. pyogenes
(GAS) byl nejcastéji izolovan u déti ve veéku 0-14 let (0,168 %) a také u vékové skupiny 25-44 let
(0,106 %). S. agalactiae (GBS) se nejcastéji vyskytovaly v izolatech v€kové skupiny 25-44 let
(0,296 %). Tato vékova skupina byla také nejc¢astéj§im mistem vyskytu pro GCS (0,074 %). Nejvetsi
mnozstvi izolati skupiny F spadalo do veékové skupiny 45-64 let, stejné jako u ostatnich

betahemolytickych streptokoki (0,022 %) a GGS (0,02 %).
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Obr. 37: Prevalence vékového zastoupeni pacienti betahemolytickych streptokokii u humannich pacienti béhem
sledovaného obdobi v letech 2013-2018, hodnoty uvedeny v procentech (%). Vzorky byly izolovany a identifikovany
na Ustavu mikrobiologie Lékaiské fakulty Univerzity Palackého. Pacienti byli rozd&leni do péti skupin dle véku: 0-14 let,
15-24 let, 25-44 let, 45-64 let, 65+ let
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16 Diskuse

V ramci experimentalni casti této diplomové prace byly na zakladé experimentalnich
a statistickych postupt ziskany vysledky, dle kterych bylo mozné vytvofit uceleny piehled informaci
tykajici se problematiky betahemolytickych streptokokli vyskytujicich se u zvifat a lidi.
Experimentalni ¢ast byla slozena ze Ctyt ¢asti, kdy prvni ¢ast méla za cil zjistit zmény prevalence
betahemolytickych streptokoku v letech 2013-2018 u animalnich pacientti. Druhou ¢asti bylo popsat
a zhodnotit zmény antimikrobialni citlivosti vyse uvedenych mikrobti u animalnich pacientt v letech
2013-2018 a tretim cilem bylo zhodnotit spolehlivost udajli mikrobidlni citlivosti porovnanim
velkého a malého seskupeni dat. Posledni ctvrtda Cast se zabyvala zménami prevalence
betahemolytickych streptokokd u humannich pacientd v letech 2013-2018. Vysledky ziskané

z veterinarni a humanni sféry byly porovnany.

Prevalence je zakladni epidemiologicka veli¢ina, ktera v mikrobiologii predstavuje podil poctu
jedinct s pozitivnim nalezem konkrétniho mikroorganismu z celkového poctu vSech jedincd
sledované populace, vztazené kurittmu casovému obdobi. Vyznamné zmeény prevalenci
mikroorganismu v populaci mohou vést k preventivnim a terapeutickym opatienim a také k volbé

spravné 1é€cby animalnich i huménnich pacienti.

Zjisténé hodnoty prevalence vyskytu betahemolytickych streptokokli u animalnich pacientt
béhem let 2013-2018 v této praci jsou zobrazeny v grafech (Obr. 13-15). Nalezy vSech
betahomolytickych streptokoki u zvifat vykazovaly prumérnou hodnotu 1,56+0,41 %, kdy
maximalni hodnoty prevalence bylo dosazeno v roce 2013 (2,48 %). Dale byly ur¢eny prevalence
vyskytu zastoupeni sedmi pozorovanych druhi betahemolytickych streptokoki (S. agalactiae,
S. dysgalactiae, S. canis, S. equi, S. porcinus, S. pyogenes a S. anginosus), jejichz pramérna hodnota
prevalence byla 0,22 %. V nejvétsi mite se vyskytoval dle ocekavani druh S. canis (0,694 %), jakozto
mikrob ¢asto kolonizujici kiaZzi, respira¢ni i urogenitalni trakt (Pinho, 2019) a také druh
S. dysgalactiae (0,5 %), veterinarni patogen zpusobujici mastitidy nejen u hovéziho dobytka
(Jensen, 2012). Meziro¢ni hodnoty prevalence u vSech sedmi druhti byly nésledujici: u druhu S.
dysgalactiae byl pozorovan klesajici trend vyskytu béhem celého sledovaného obdobi 2013 (0,85
%), 2014 (0,56 %), 2015 (0,57 %), 2016 (0,48 %), 2017 (0,34 %) a 2018 (0,27 %), coz s nejvetsi
pravdépodobnosti souvisi se zlepSenim hygieny ve veterinarni sféte, predevsim v oblasti ziskavani
mléka. Hodnoty prevalence vyskytu S. agalactie meziro¢né také rapidné klesly, lze tedy stanovit
stejny zavér jako v ptipadé S. dysgalaciae. U druhu S. canis hodnoty oscilovaly v rozmezi
0,56-0,8 %, obdobné jako u S. equi (0,1-0,5 %), 1ze tedy povazovat vyskyt téchto druhti u zvifat za

ustaleny.

V ramci vyskytu betahemolytickych streptokokil v organovych soustavach zvitat bylo na zéklade
literarni reSerse predpokladano, Ze nejvétsi prevalence bude prave u izolati z ktize (Reglinski, 2015),
av8ak na zaklad¢ naSich vysledka v grafech (Obr. 16-18), jasné dominuje vyskyt izolatlh v mlécné

zlaze (0,645 %), ze které byly majoritn€ izolovany dva druhy S. dysgalactiae (0,42 %) a S. agalactiae
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(0,22 %). Dalsimi ¢asto napadanymi organovymi soustavami byly gastrointestinalni (0,258 %), ktize
(0,21 %), ucho (0,198 %) a respiracni trakt (0,126 %) a oko (0,1 %), ve kterych mél majoritni
zastoupeni také S. canis s nasledujicimi hodnotami prevalence: gastrointestinalni trakt (0,245 %),
ktze (0,133 %), ucho (0,173 %), respiracni trakt (0,053 %) a oko (0,075 %). Zajimavym faktem bylo
spektrum betahemolytickych streptokoki u jednotlivych skupin zvitat. Témét poloviéni procentualni
zastoupeni betahemolytickych streptokokt (49,66 % kment) méli masozravci, dale piezvykavci
(41,83 %) a lichokopytnici (6,95 %), v minoritnim zastoupeni se vyskytovaly u exotickych druht
savcu, ptaki i plazi, popiipadé u hlodavcet (0,05-0,90 %).

Druhym cilem bylo zjistit zmény v citlivosti k antimikrobiadlnim latkdm u konkrétnich druhii
streptokokii v letech 2013-2018 (Obr. 20-23). V ramci experimentalni ¢asti byla testovana citlivost
k 11 antibiotikim: chloramfenikolu, tetracyklinu, erytromycinu, gentamicinu, klindamycinu,
cefalotinu, enrofloxacinu, ampicilinu, amoxycilin klavulanatu, bacitracinu a u velkého seskupeni dat
i kotrimoxazolu u étyt nejcastéji vyskytujicich se druha (S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. equi a
S. canis). Antimikrobialni citlivost je nepfimo umérna antimikrobialni rezistenci. Pro porovnavani

téchto hodnot bylo v experimentalni ¢asti prace pouzito procentualni vyjadieni.

Druh S. agalactiae vykazoval ze vSech ¢tyf blize zkoumanych druht nejvice rtiznorodé vysledky
testt citlivosti. U 3 antibiotik byla vyhodnocena citlivost v rozmezi 97-100 % (cefalotin, ampicilin,
amoxycilin klavulanat). S vyjimkou roku 2017 byla velmi dobra citlivost pozorovana
i u chloramfenikol (75-100 %). Pozvolny pokles citlivosti byl zaznamenan u enrofloxacinu (55-67
%). Velmi nevyrovnané meziro¢ni vysledky citlivosti vykazovaly dalsi 4 antibiotika (tetracyklin,
erytromycin, gentamicin a bacitracin). U nasledujiciho sledovaného druhu S. dysgalactiae byl
pozorovan pokles citlivosti ke 3 testovanym antibiotikim (tetracyklin, enrofloxacin, bacitracin),
by mohla byt vzhledem k vysokym hodnotam rezistence z medicinského hlediska u vyse uvedeného
druhu povaZzovana za nevhodnou k1é¢bé. Narust citlivosti byl pozorovan u 2 antibiotik,
u klindamycinu (60,67-85,29 %) a kotrimoxazolu (88,13-100 %). Velmi dobra citlivost 90-100 %
byla pozorovana u gentamicinu, cefalotinu, ampicilinu a amoxycilin klavulanatu. Izolaty S. equi
vykazovaly ve sledovaném obdobi pokles citlivosti ke 3 antibiotikim (erytromycinu (88,2-91,6 %),
gentamicinu (94,4-100 %) a klindamycinu (82,3-85,7 %). Velmi dobrou citlivost (90-100 %)
po celou dobu testovani vykazovaly izolaty tohoto druhu ke 4 antibiotikiim (gentamicin, cefalotin,
ampicilin a amoxycilin klavulanat). Hodnoty citlivosti u zbylych antibiotik kolisaly. Nutno zminit,
7e nejvySsi hodnoty rezistence byly pozorovany opét u tetracyklinu (27-93 %). U izolatd druhu
S. canis byly velmi vyrovnané citlivosti pro jednotliva antibiotika v ramci let 2013-2018. Meziro¢ni
zmény citlivosti kolisaly u testovanych antibiotik v rozmezi 0-16 %. S. canis byl v 96-100 % ptipadi
citlivy k nasledujicim 5 antibiotikim: chloramfenikolu, gentamicinu, cefalotinu, ampicilinu
a amoxycilin klavulanatu. Nejniz§i hodnoty citlivosti byly opét pozorovany u tetracyklinu

(17,11-33,33 %) a bacitracinu (72,46-89,13 %). Statisticky vyznamné narsty a poklesy
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antimikrobialni citlivosti mohou vést k tipraveé terapeutickych programt, i zavedeni optimalnich
preventivnich opatieni. Antibiotika s vyraznym poklesem citlivosti byvaji v praxi vyfazovana
a nahrazovéana jinymi antibiotiky s cilem snizeni vyskytu Castych rezistentnich kmenti. Vyuziti
neucinného antibiotika je rizikové z divodu zatizeni organismu pacienta a vzniku novych rezistenci

u jinych druhti mikroorganismd.

Tretim cilem této diplomové prace bylo zhodnoceni spolehlivosti tidajti mikrobialni citlivosti
porovnanim velkého a malého seskupeni dat. Pro analyzu malého poctu dat bylo izolovano v obdobi
10/2018-02/2019 celkem 105 izolatt betahemolytickych streptokoki s pfevazujicim procentualnim
zastoupenim S. canis (67,6 %), S. dysgalactiae (16,2 %), S. equi (12,4 %), S. agalactiae (2,9 %)
a S. porcinus (1 %). U izolatd S. agalactiae byla prokazana 100% citlivost k 6 antibiotikiim
(chlormafenikol, erytromycin, klindamycin, cefalotin, ampicilin a amoxycilin klavulanat), naopak
tetracyklin vykazoval vysokou rezistenci (100 %). U dvou antibiotik (bacitracin, gentamicin) byla
zaznamenana citlivost (33,3 %), rezistence (33,3 %) a intermediarita (33,3 %) ve stejnych pomérech.
Tetracyklin, gentamicin i bacitracin jsou tedy pro potencialni 1é¢bu infekci zptsobenych témito
streptokoky z medicinského hlediska nepfili§ vhodna. U S. dysgalactiae byla prokazana 100%
citlivost k 5 antibiotikiim (chlormafenikol, erytromycin, cefalotin, ampicilin, amoxycilin klavulanat).
Prekvapivym zjisténim bylo, ze 88 % izolatd tohoto druhu bylo citlivych na tetracyklin.
Z medicinského hlediska byly jako nevhodna 1é¢iva v piipad€ tohoto druhu streptokoka oznacena
enrofloxacin (citlivost 41,18 %) a bacitracin (citlivost 58,82 %). U izolatti S. equi byla zaznamenana
stoprocentni citlivost ke 4 antibiotiklim (erytromycin, cefalotin, ampicilin, amoxycilin klavulanat).
Zcela nevhodné pro 1lécbu onemocnéni zpiisobenych timto druhem jsou antimikrobni latky
tetracyklin (rezistence 100 %), enrofloxacin (rezistence 69,23 %, intermediarita 30,77 %) a bacitracin
(citlivost pouze v 7,69 %). Izolaty druhu S. canis vykazovaly ze 100 % citlivost ke 2 antibiotikim
(ampicilin, amoxycilin klavulanat), velmi dobra citlivost byla pozorovana také u chloramfenikolu
(98,59 %), klidamycinu (84.51 %) a cefalotinu (98,59 %). Vzhledem k vysokym hodnotam
rezistence, ¢i intermediarity by z medicinského hlediska mohla byt oznafena 4 antibiotika jako
nevhodna pro potencialni 1é¢bu (tetracyklin (rezistence 92,96 %, intermediarita 4,23 %), erytromycin
(rezistence 83,1 %, intermediarita 1,41 %), gentamicin (rezistence 95,7 %) a enrofloxacin (rezistence
59,3 %, intermediarita 9,86 %).

Obecné plati pravidlo, Ze ¢im vétsi soubor dat (podet vzorkn, podet izolovanych kment, pocet
mikrobialnich kmenti testovanych na antimikrobni citlivost) je pouzit pro danou statistiku, tim vétsi
pravdépodobnost, ze vysledky reprezentuji skuteny stav ve zkoumané populaci. Na zakladé
ziskanych vysledkid malého a velkého souboru dat bylo mozné porovnat vysledky mikrobialni
citlivosti k danym antibiotikim. V naSem meéfeni se udaje antimikrobialnich citlivosti spoc¢itané
z malého souboru dat (105 izolatt) liSily u jednotlivych testovanych druhd o nasledujici hodnoty:

S. dysgalaciae (6,44 %), S. agalactiae (4,49 %), S. equi (26,89 %), S. canis (25,71 %). Na zakladé
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téchto rozdilt lze tvrdit, Ze antimikrobidlni citlivost spoc€itana pouze na zékladé malého poctu

mikroorganismu neni spolehlivym udajem v porovnani s velkou skupinou dat (Chaloupka, 2019).

V humanni sféfe byl analyzovan datovy soubor ze stejného obdobi (Obr. 30-32), ovsem pocet
zpracovanych vzorkii byl trojnasobny na pracovisti Ustavu mikrobiologie Lékaiské fakulty
Univerzity Palackého oproti Statnimu veterinarnimu ustavu Olomouc. Primérna hodnota prevalence
vyskytu vSech betahemolytickych streptokoki (2,19+0,3 %) byla o 0,63 % vy$8i neZ u animalnich
pacientll. Maximalni hodnoty prevalence bylo dosazeno v roce 2016 (2,57 %). V humanni sféte je
preferovano zafazovani streptokokii do skupin dle Lancefieldové (Skupina A - S. pyogenes; skupina
B - S. agalactiae; C - S. dysgalactiae; skupina G - S. canis; skupina F — S. anginosus, S. constellatus,
forma minuta). Na zakladé tohoto rozifazeni bylo mozné pozorovat v grafu nasledujici vysledky.
Dominantni hodnotu ptedstavovala prevalence vyskytu S. agalactiae (0,849 %), ktera byla témé&f
dvojnasobna v porovnanim s hodnotami vyskytu ostatnich druhii. Vysoké hodnoty prevalence byly
u tohoto druhu océekavany piedevsim kvili jeho Castému vyskytu v porodnich cestach Zen
a neonatalnich infekcich (Brochet, 2006; Raabe, 2019). Pro porovnani se tento druh v animalni sféie
vyskytoval shodnotami prevalence 3x niz§imi (0,253 %). Druh S. pyogenes se vyskytoval
V podstatn¢ vys$si mite (0,439 %) u humannich pacienti v porovnani s animalnimi (0,005 %). Bylo
tak potvrzeno, Ze tento druh je pfevazné humannim patogenem, avSak neni vyloucen zoonoticky
ptenos (Spickler, 2005). Naopak izolaty skupiny G dle Lancefieldové, do které spada S. canis, se
vV humanni sféte vyskytovaly v minoritnim mnozstvi (0,073 %) oproti animalni sféte (0,694 %).
Streptokoky skupiny F se u huménnich pacientti vyskytovaly také hojné (0,496 %), naopak
u animalnich pacientd nebyl po dobu Sesti let potvrzen ani jeden izolat z této skupiny. Toto zjisténi
koreluje s informacemi shrnutymi v teoretické Casti této prace, doposud byl v odborné literatuie
prokazan pouze ojedinély vyskyt S. constellatus u zvitete (pes) (De Martino, 2012). U skupiny C
byly prokazany nizsi hodnoty prevalence vyskytu (0,096 %), do které patii i S. dysgalactiae. Naopak
u zvifat byl tento druh zastoupen castéji (0,5 %) nez v huménni sféfe. Posledni z vySe zminénych
grafll zobrazuje meziro¢ni hodnoty prevalence vyskytu jednotlivych druhti u humannich pacientt, u
kterych si lze v§imnout vzristajiciho trendu u dvou skupin betahemolytickych streptokokd — GBS
(S. agalactiae) 2013 (0,763 %) az 2018 (0,942 %), a skupiny F 2013 (0,174 %) az 2018 (0,753 %).
Naopak klesajici trend hodnot byl zaznamenan v humanni sféfe u skupiny G (0,108-0,004 %)
a skupiny blize nezafazenych betahemolytickych streptokokt (0,139-0,04 %) U skupiny blize
nezafazenych streptokokti mize pokles znacit zdokonaleni identifikacnich postupti béhem daného
¢asového useku. Vyskyt vice méné konstantnich hodnot si 1ze v§imnout u izolata skupiny A (2013
(0,372 %), 2014 (0,36 %), 2015 (0,449 %), 2016 (0,601 %), 2017 (0,406 %), 2018 (0,429 %)), a také
u skupiny C (2013 (0,215 %), 2014 (0,253 %), 2015 (0,285 %), 2016 (0,281 %), 2017 (0,216 %),
2018 (0,23 %)). Jediny vykyv prevalence byl zaznamenan v roce 2016 u S. pyogenes (GAS), ktery
se promitl i v hodnotach prevalence vyskytu betahemolytickych pacientti jako celku, kdy prave

v roce 2016 bylo dosaZzeno maximalnich hodnot (2,57 %).
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V ramci vyskytu betahemolytickych streptokokl v organovych soustavach lidi (Obr.33-35) byl
na zaklad¢ literarni reSerSe ptredpokladan majoritni vyskyt v urologické soustavé, genitalnim
a respiratnim traktu (Dermer, 2004; Chhatwal, 2017). Tato hypotéza byla potvrzena majoritnim
vyskytem betahemolytickych streptokokii v respiracnim traktu (0,887 %), urologické soustavé
(0,322 %) a genitalnim traktu (0,33 %). Coz ukazuje diametralni rozdil mezi misty lokalizace
u humannich a animalnich izolati. VySe zminéné organové soustavy byly snejvétsi mérou

osidlovany pravé izolaty GBS a skupinou F.

Zajimavym pozorovanim bylo také procentudlni zastoupeni jednotlivych druht
betahemolytickych streptokokti u muzii a zen (Obr. 36). Nejvétsi rozdil byl pozorovatelny u
S. agalactiae (muzi 31,6 %, Zeny 68,4 %), coz je dano ¢astym vyskytem tohoto druhu u Zen, rodicek
(Raabe, 2019). Tento fakt byl ovéien i pii zobrazeni prevalence vékového zastoupeni pacientd (Obr.
37), kdy nejvétsi zastoupeni GBS byl pozorovan u zen produktivniho véku z vékové skupiny 25-44
let (0,296 %), z celkové hodnoty prevalence 0,849 % tohoto druhu. Naopak mirna pfevaha vyskytu
téchto mikroorganismti u muzii byla pozorovana u skupiny C (52,6 %) a skupiny G (55,6 %). Pii
detailnim zaméfeni se na vékové zastoupeni pacientd si Ize v§imnout, ze 0,168 % z celkového poctu
izolovanych GAS (0,439 %) pochazela z pacient ve véku 0-14 let (Raabe, 2019; Spickler, 2005).
Naopak kmeny skupiny F s celkovou hodnotou prevalence (0,496 %) napadaly spiSe star§i vékové
skupiny 25-44 let (0,13 %), 45-64 let (0,131 %) a 65+ let (0,123 %).
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17 Zavér

Diplomova prace se zabyvala betahemolytickymi streptokoky vyskytujicimi se u zvirat a lidi.
V teoretické Casti této prace byla zpracovéana literarni reSerSe zabyvajici se jednotlivymi druhy
betahemolytickych streptokoki, jejich vyskytem napfi¢ zivoéiSnymi druhy, lidmi a jejich
organovymi soustavami. V teoretické ¢asti byla zpracovana také problematika globalné stoupajicich

rezistenci K antibiotikiim u této skupiny mikroorganismu.

V experimentalni ¢asti byla zpracovana data hodnotici dynamiku zmén prevalence vyskytu
a zmén v citlivosti K antimikrobialnim latkdm u betahemolytickych streptokokii v obdobi let
2013-2018 u animalnich pacientt, izolovanych a identifikovanych na Statnim veterinarnim ustavu
Olomouc. Dale byla analyzovana stejna skupina streptokokti z humannich hostitelt v letech
2013-2018, izolovanych a identifikovanych na Ustavu mikrobiologie Lékatské fakulty Univerzity
Palackého.

U humannich pacientd bylo ve sledovaném obdobi vySetfeno 3,29x vice klinickych vzork a byl
zde zaznamenan 4,64x vyssi zachyt kment betahemolytickych streptokoktl nez u zvirat. Maximalni
hodnoty vyskytu betahemolytickych streptokokti bylo u zvifat dosazeno v roce 2013, zatimco u lidi
v roce 2016. Mezi nejvice zastoupené druhy betahemolytickych streptokokt se v animalni tisi fadily
druhy S. canis, S. dysgalactiae a S. agalactiae. Sou¢asné u druhu S. dysgalactiae doslo k nejvétsim
zménadm v mezirocnich hodnotach prevalence, kdy se hodnoty prevalence vyskytu snizely az
o tretinu ptvodni hodnoty. U humannich pacienti byla skladba nejhojnéji izolovanych
betahemolytickych druhi odlisna, nejvice zastoupenymi druhy byly S. agalactiae, kmeny skupiny F

a S. pyogenes.

Mira vyskytu betahemolytickych streptokokti v organovych soustavach huménnich a animalnich
pacientt nekorelovala. U animalnich pacientl byly s nejvétsimi hodnotami prevalence osidlovany
mlécnd 7zlaza, gastrointestinalni trakt a ktze. Naopak u humannich pacientd byly izolaty
betahemolytickych streptokokid nejéastéji ziskavany z respira¢niho, urogenitalniho a genitalniho
traktu. Betahemolytické streptokoky byly castéji izolovany u pacientli zenského pohlavi. VEék
pacient napadnutych betahemolytickymi streptokoky se 1i8il v zavislosti na skupiné daného kmene.
Izolaty druhu S. pyogenes byly nejcastéji izolovany z pacientd ve véku 0-14 let, S. agalactiae
dominoval u pacientli ve véku 25-44 let, zatimco skupina F byla ve velké mife izolovana u pacientt

ve véku 25+ let.

Vysledky antimikrobidlni citlivosti betahemolytickych streptokokil ve vzorcich SVU Olomouc
v obdobi 2013-2018 poukazaly na nasledujici fakta. Prvnim a zna¢né znepokojujicim zavérem byla
rezistence bakterii k tetracyklinu, ktery je jednim z nejcastéji vyuzivanych antibiotik nejen ve
veterinarni medicing, a také bacitracinu, predevsim u druhti S. agalactiae a S. equi. Na druhou stranu,
velmi uspokojivy vysledek byl pozorovan pii studiu citlivosti betahemolytickych streptokokii

k ampicilinu, amoxycilin klavulanatu a chloramfenikolu.
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Na zaklad¢ velkého rozmezi rozdila (4,49-26,89 %) mezi Udaji o antimikrobialnich citlivostech
mezi malym a velkym souborem dat bylo i zde potvrzeno, Ze stanovovani zavért na zakladé dat
pouze v malém poctu vzorki je neptesné. Na zaklade téchto vysledki Ize souhlasit s ndzorem kolegy
Mgr. Ondfeje Chaloupky, které zvetejnil ve své diplomové praci v roce 2018. Pro rozhodovani o
plosnych aplikacich antimikrobnich latek v humanni i veterinarni praxi by tedy mélo byt preferovano

hodnoceni velkych soubori dat.
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19 Piilohy

Obr. 1: Streptococcus agalactiae. Popis zleva: makrofotografie krevniho agaru, makrofotografie
kolonii na krevnim agaru, mikrofotografie pii zvétSeni 1200x. Foto: MVDr. Jaroslav Bzdil,
Ph.D.

Obr. 2: Streptococcus canis. Popis zleva: makrofotografie krevniho agaru, makrofotografie kolonii
na krevnim agaru, mikrofotografie pti zvétSeni 1200X. Foto: MVDr. Jaroslav Bzdil, Ph.D.
Obr. 3: Streptococcus dysgalactiae. Popis zleva: makrofotografie krevniho agaru, makrofotografie
kolonii na krevnim agaru, mikrofotografie pti zvétSeni 1200x. Foto: MVDr. Jaroslav Bzdil,

Ph.D.

Obr. 4: Streptococcus equi. Popis zleva: makrofotografie krevniho agaru, makrofotografie kolonii
na krevnim agaru, mikrofotografie pti zvétseni 1200x. Foto: MVDr. Jaroslav Bzdil, Ph.D.
Obr. 5: Streptococcus porcinus. Popis zleva: makrofotografie krevniho agaru, makrofotografie
kolonii na krevnim agaru, mikrofotografie pfi zvétSeni 1200x. Foto: MVDr. Jaroslav Bzdil,

Ph.D.

Obr. 6: Streptococcus pyogenes. Popis zleva: makrofotografie krevniho agaru, makrofotografie

kolonii, mikrofotografie pii zvétSeni 1200x. Foto: MVDr. Jaroslav Bzdil, Ph.D.
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Obr. 1: Streptococcus agalactiae. Popis zleva: makrofotografie krevniho agaru, makrofotografie kolonii na krevnim agaru, mikrofotografie pii zvétseni
1200x. Foto: MVDr. Jaroslav Bzdil, Ph.D.

1200x. Foto: MVDr. Jaroslav Bzdil, Ph.D.
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Obr. 3: Streptococcus dysgalactiae. Popis zleva: makrofotografie krevniho agaru, makrofotografie kolonii na krevnim agaru, mikrofotografie pti zvétseni
1200x. Foto: MVDr. Jaroslav Bzdil, Ph.D.
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Obr. 4: Streptococcus equi. Popis zleva: makrofotografie krevniho agaru, makrofotografie kolonii na krevnim agaru, mikrofotografie pii zvétSeni 1200X.
Foto: MVDr. Jaroslav Bzdil, Ph.D.



Obr. 5: Streptococcus porcinus. Popis zleva: makrofotografie krevniho agaru, makrofotografie kolonii na krevnim agaru, mikrofotografie pti zvétSeni

1200x. Foto: MVDr. Jaroslav Bzdil, Ph.D.
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Obr. 6: Streptococcus pyogenes. Popis zleva: makrofotografie krevniho agaru, makrofotografie kolonii, mikrofotografie pti zvétSeni 1200x. Foto: MVDr.

Jaroslav Bzdil, Ph.D.



