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Abstract

In this study, the strains of typical and untypical coagulase-negative staphylococci
isolated from muscle tissues Lepus europaeus have been tested for their sensitivity to
some antibiotics using disc-diffusion assay. Among 72 staphylococci isolates the
sensitivity of was observed to the vancomycin (30 pg, 5 pg), gentamicin (30ug, 10pg,)
streptomycin (10 pg) and oxacillin (5 pg). These isolates showed the highest sensitivity
to gentamicin 30 pg, oxacillin 5pg and the lowest sensitivity to the vancomycin 5 pg.
To the ampicillin 10 pg, 2 pg, oxacillin 1pg, tetracycline 30 pg, 10 pg, methicillin 5 pg,
penicillin 10 IU. and erythromycin 15 pg no inhibition was observed in 23
staphylococci strains. The highest resistance to erythromycin 15 pg was ascertaining in
11 isolates (31 %) of 23 staphylococci isolates. At the same time were nine isolates
resistant to above one antibiotic of them, and the highest multiresistance was detected to
penicillin-ampicillin (6 isolates, 67 %). As seen from the results, resistant coagulase-
negative staphylococci can be isolated from the game. Due to its significant increasing
of the microbial resistance to antimicrobial substances has become an alarming factor.
An important means to solve this world-wide problem of development and spread of the
microbial resistance to antibiotics is its monitoring combined with other measures (e. g.
rationalisation of antibiotic prescription and other measures).
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Uvod

Ako uvadza Trupl a kol.(2002), prevalencia infekcii vyvolavana r6znymi baktériovymi
druhmi sa meni, a v ostatnych asi 25 rokoch sa celosvetovo zaznamendva narastajuca
rola grampozitivnych baktérii. Baktériové druhy, ktoré boli hlavnou pri¢inou tejto
zmeny, zahrituju Staphylococcus aures, koagulazo-negativne stafylokoky a enterokoky.
Stcasne sa zaznamenavaju znepokojujice trendy ndarastu rezistencie tychto
baktériovych druhov na antibiotikd vol'by terapie stafylokokovych, enterokokovych
a pneumokokovych infek¢nych komplikacii. Uz davno je zname, ze selekcia
rezistentnych mutantov sa umoziiuje ariadi mnozstvom antibiotik pritomnych
v mensom aj va¢Som pocte u pacientov. K tomu vSak pristupuje d’alsi proces - transfer
génov rezistencie. Takto mozu citlivé bunky mikrobov prijat’ prenosné elementy so
subormi génov rezistencie aj na pocetné antibiotika sucasne (Blahova, J., 2002).

Kmene Staphylococcus aures st jedny znajubikvitarnejSich baktérii. Patria
k najCastejSim pri¢indm l'udskych infekcii. St pri¢inou drobnych koznych zéapalov,
alimentarnych intoxikacii, az po Zivot ohrozujuce pneumonie, osteomyelitid, syndromy
toxického Soku, bakteridlne edokarditidy a septické stavy. Nachadzame ich ako nosi¢ské
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kmene na nosovej sliznici, asi u tretiny l'udskej populacie, na kozi, v prostredi, ale aj
v potravinach.

V ostatnych rokoch sa zaznamenal nérast incidencie multirezistentnych stafylokokov
oznaCovanych ako MRSA (methicilin-resistant Staphylococcus aures). Meticilin-
rezistentny Staphylococcus aures (MRSA) je vSak popri peniciline rezistentny aj voci
oxacilinu, meticilinu a vSetkym p-laktamovym antibiotikdm. MRSA je naviac casto
nositelom mnohopocetnej rezistencie aj na iné bezne pouzivané antibiotikd vratane
erytromycinu, klindamycinu a tetracyklinu. V poslednom obdobi sa objavuju izolaty
Staphylococcus aures rezistentné voci vankomycinu (Lee, J. H., 2003, Blahova, J.
a kol., 2003, Tiemersman, E.,W., 2004, Saderi, H. a kol., 2005)

Cielom studie bolo zistit’ prevalenciu rezistencie koagulazo-negativnych stafylokokov
izolovanych zo svalového tkaniva zajaca pol'ného (Lepus europaeus ).

Material a metodika

Bolo odobratych a vysetrenych 17 vzoriek (1 vzorka = 10 g) svalového tkaniva z oblasti
dutiny brusnej zajaca polného. Zo zikladného riedenia 10" (10 g vzorky sme
zhomogenizovali s 90 ml fyziologického roztoku) sme pripravili d’alSie desatnasobné
riedenie vzorky (107?), ktoré sme pouzili na stanovenie poétu baktérii Sthaphylococcus
aureus podla pokynov STN ISO 6888. Ako selektivnu diagnostickll pddu sme pouZili
Baird-Parkerov agar (HiMedia, India). Na izolaciu vhodnych kmenov stafylokokov sa
pouzili tie Petriho misky, na ktorych porastlo 15 — 150 typickych alebo netypickych
kolonii. Koagulazovy test sa vykonal Staphylo PK testom (Imuna S. Michalany). Na
pripravu suspenzii bakteridlnych buniek sme pouzili BHI bujon (Oxoid, England), do
ktorého sme preockovavali kolonie vyizolovanych kmenov stafylokokov.
Vyizolovanych 72 koaguldzo-negativnych stafylokokov bolo otestovanych na
antibiotiko-rezistenciu mikrobiologickou difuznou metédou. Po inokulacii povrchu
Mueller-Hinton agaru (Oxoid) pripravenymi suspenziami jednotlivych testovanych
stafylokokovych kmenov (0,1 ml), sme na povrch agaru umiestnili antibiotické disky.
Pre stanovenie citlivosti a rezistencie koaguldzonegativnych stafylokokov k vybranym
antibiotikam, sme pouzili komeréne vyrabane antibiotické disky (Oxoid, England):
vankomycin 30ug, Spug (VA), ampicilin 10pg, 2ug (AMP), gentamycin 30pg, 10ug
(CN), oxacilin 5ug, 1ug (0OX), tetracyklin 30ug, 10ug (TE), streptomycin 10ug (S),
erytromycinlSug (E), meticilin S5pg (MET), penicilin 10 m. j. (P). Po dvadsat’styri
hodinovej inkubécii pri 37 °C sme zmerali od okraja disku vel'kosti inhibi¢nych zon.
Na Statistické spracovanie ziskanych vysledkov sme pouzili program Graph Pad Prism,
1995.

Vysledky

Zo 17 wvzoriek svalového tkaniva bolo izolovanych 72 koaguldzo-negativnych
stafylokokov. Citlivost' tychto izolatov k jednotlivym antibiotikd je uvedena
v Tabulkach ¢. 1-2. Ako vyplyva ztychto vysledkov u vSetkych koaguldzo-
negativnych stafylokokov bola zaznamenand citlivost’ k vankomycinu, gentamycinu,
streptomycinu a oxacilinu (5ug). Najvyssia citlivost podla priemernych velkosti
inhibi¢nych zén (Tab. €.2), bola zaznamenana k gentamycinu (30pg) a oxacilinu (5pg).
Naopak najmensia citlivost’ bola zistena k vankomycinu (5pg).
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Vysledkom naSej Stidie bolo zistenie, ze 23 koagulazo-negativnych stafylokokov
nevytvarali zony inhibicie k niektorym z uvedenych antibiotik: ampicilin 10 pg, 2 pg,
oxacilin 1 pg, tetracyklin 30 pg, 10 pg, meticilin 5 pg, penicilin 10 IU. a erytromycin 15
pg. PriCom najvicsiu rezistenciu vykazovalo 11 izolatov (31%) na erytromycinu (15
ng). Devit stafylokokovych izolatov bolo stGcasne rezistentnych k viacerym
antibiotikdm. Pri¢om najvdcsia multirezistencia bola zistend na penicilin- ampicilin (6

kmetiov, 67 %).

Tabulka 1.
Minimalne, stredné a maximalne velkosti inhibiénych z6n pre jednotlivé antibiotika
S, Pocet .. 259 . 75 ¢ .
Antibiotika (ng) Kmetiov Minimum Percelﬁile Median Percelﬁile Maximum
VA 30 72 3 4 5 5 13
AMP 2 72 0 2 9 12 23
CN 30 72 5 8 10 12,5 21
0X1 72 0 6 8 9 13
TE 30 72 0 7 8 10 17
MET 5 72 0 8 9 10 18
TE 10 72 0 5 7 8 11
CN 10 72 3 7 8 10,25 17
S 10 72 2 4 4,5 8 15
AMP 10 72 0 3 10 14 21
VAN 5 72 2 2 3 3 9
0X5 72 2,5 9 10 11,5 18
P10 72 0 2 10 14 19
E 15 72 0 4 7 10 14
Tabulka 2.
Priemerné velkosti inhibi¢nych zon pre jednotlivé antibiotika
Antibiotika (png) Priemer Standardna odchylka Standardna chyba
VA 30 5,172 1,724 0,2107
AMP 2 7,784 5,774 0,7054
CN 30 10,78 3,434 0,4195
0X1 7,239 2,665 0,3256
TE 30 7,896 3,279 0,4006
MET 5 8,843 3,217 0,393
TE 10 6,254 2,771 0,3385
CN 10 8,985 2,973 0,3632
S 10 5,799 2,688 0,3284
AMP 10 9,179 5,967 0,729
VA'S 3,015 1,077 0,1315
0X5 10 2,867 0,3503
P10 8,724 6,267 0,7656
E 15 6,56 4,074 0,4977
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Diskusia

Vseobecne sa uznava, Ze narast rezistencie mikrobov je pri niektorych antibiotikach
explozivny a alarmujtci. Klinickéd G¢innost’ urcitych antibiotik sa zda byt stale vicSmi
ohrozena Baktérie nadobudaju rezistenciu, ktord sa §iri lokalne, regionalne, ale aj
medzinarodne. Prdve potravinovy retazec sa povazuje za jednu zforiem prenosu
antibioticko-rezistentnych baktérii medzi zivoc¢iSnou a I'udskou populaciou (Kozarova
a kol, 2001, Lee, J. H., 2003). Antibioticko-rezistentné kmene sa potravou moézu dostat’
do zazivacieho traktu konzumenta, ktoré sa stavaji zdrojom génov rezistencie pre
baktérie pritomné v ¢revnom obsahu c¢loveka.. Mnohi autori prezentuju vo svojich
pracach vyskyt rezistentnych kmenov Staphyloccoccus aureus a koagulazo-
negativnych stafylokokov izolovanych z potravin, akymi st mlieko, méso, hydina.
Shitandi, A a Mwangi, M., (20004) testovali 216 kmenov Staphyloccoccus aureus
izolovanych zo vzoriek mlieka odobratych zroznych oblasti v Keni. Najvicsia
rezistencia bola potvrdend na penicilin (72,2 %) potom na trimethoprim+sulfametazin
(59,2 %), tetracyklin (57,9 %), erytromycin (21,3%), chloramfenicol (46,8 %)
a meticilin (7,8%). Ombui J. N. akol. (2000) testovali 96 izolatov Staphyloccoccus
aureus (75 z mlieka a 21 z mletého mésa). Najvyssia frekvencia rezistencie bola zistena
na linkomycin (67,7 %), penicilin (66,7 %) a cotrimoxazol (51 %).

Ako vyplyva zvysledkov nasSej prace rezistentné koagulazo-negativne stafylokoky
moézeme izolovat’ aj zo zveriny. Z 72 koaguldzo-negativne stafylokokov izolovanych zo
svalového tkaniva zajaca pol'ného, 23 vykazovalo rezistenciu k niektorym z uvedenych
antibiotik: ampicilin 10 pg, 2 pg, oxacilin 1 pg, tetracyklin 30 pg, 10 pg, methicilin 5
pg, penicilin 10 IU. aerytromycin 15 pg. Tieto vysledky dokazujii Ze rezistentné
baktérie sa moézu vyskytovat v celom eko-systéme. Pred nami stoji otdzka “Aky
sposobom sa dostali rezistentné koagulazo-negativne stafylokoky do tela zajaca
polI'ného vol'ne zijuceho v prirode?*
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