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ABSTRAKT

Vyuzivani antibiotik nevyhnutelné vede k rozvoji bakteridlnich kmenti k nim rezistentnim,
které se mohou Sifit prostfedim a ohrozovat citlivost patogennich kment, coz vede ke
komplikacim 1é¢by i béznych infekci. Studii byl prokazan vyskyt rezistentnich izolatt rodu
Pseudomonas, Acinetobacter a Brevundimonas Vv prostfedi chovu kachen. Fenotypovymi
testy byla u téchto izolatt zjisténa vysoka mira rezistence k testovanym antibiotikim,
pficemz vysoky podil izolath vykazoval multirezistenci. Metodou PCR byla potvrzena
pfitomnost nékterych genli rezistence. Prace pfispéla k dalSimu pozndni rozSiteni
rezistentnich gramnegativnich bakteriich v prostiedi primarni produkce driibeze v Ceské

republice.

Kli¢ova slova: Acinetobacter, antibiotické rezistence, Brevundimonas, Ceska republika,

kachny, multirezistence, Pseudomonas

ABSTRACT

The use of antibiotics inevitably leads to the development of antibiotic-resistant bacterial
strains that can spread through the environment and affect the susceptibility of pathogenic
strains, leading to complications in the treatment of common infections. This study revealed
the occurrence of resistant isolates of the genera Pseudomonas, Acinetobacter and
Brevundimonas in duck rearing environment. Phenotypic tests revealed a high level of
resistance to the tested antibiotics, with a high proportion of isolates showing multidrug
resistance. The presence of some resistance genes was confirmed by PCR. The work
contributed to further understanding of the distribution of resistant Gram-negative bacteria

in the environment of primary poultry production in the Czech Republic.

Keywords: Acinetobacter, antibiotic resistance, Brevundimonas, Czech Republic, ducks,

multi-resistance, Pseudomonas
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UvVOoD

Antibioticka rezistence se stala naléhavou a znepokojivou globalni hrozbou pro zdravi lidi a
zvitrat. Nadmérné pouzivani a zneuzivani antimikrobialnich latek, je spolu s nedostate¢nym
vyvojem novych 1éCiv, zaméfenim zdravotnického primyslu na zisk a absenci

diagnostickych testu pfed pfedepsanim antibiotik, jednim z hlavnich faktort jejiho rozvoje.

o 24

protoze poskytuje nutriéni zabezpeceni zna¢nému podilu svétové populace. Produkty
driibezétského primyslu nabizeji pfijatelné prodejni ceny, vysokou kvalitu bilkovin a
relativné nizky obsah tuku. Kontaminace jate¢né upravenych tél driibeze patogennimi
bakteriemi pfenasenymi masem tudiz predstavuje jak ekonomicky, tak zdravotnicky

problém.

Pouzivani antimikrobialnich latek pfi chovu a zpracovani druibeze ptispélo ke zlepSeni
mikrobiologické kvality jate¢né upravenych tél driibeze. Antimikrobidlni latky se pouzivaji
Kk prevenci onemocnéni, profylaxi, metafylaxi a samotnou 1é¢bu, v né¢kterych zemich svéta
se antibiotika stale pouZzivaji na podporu ristu. Tyto latky se tedy v dribezatstvi pouzivaji
ve velké mife a obvykle se podavaji v krmivu nebo pitné vode€. Rozsahlé pouzivani téchto
prostfedkt v§ak vyvolava obavy vzhledem k jejich tloze pii selekci bakterii rezistentnich
vici antibiotikim. Patogeny driibeZe rezistentni vii¢i antimikrobidlnim latkdm mohou vést
k selhani 1écby, coz vede k ekonomickym ztratam, ale také mohou byt zdrojem rezistentnich

bakterii/gent (v€etné zoonotickych bakterii), které ptedstavuji riziko pro lidské zdravi.

Z tohoto diivodu je k identifikaci a monitoringu trendu Sifeni antimikrobialni rezistence
Vv zivotnim prostfedi zapotiebi komplexni pfistup ke sledovani riznych odvétvi Zivota.
Jelikoz je zivotni prostiedi vzajemné izce provazané a jeho jednotlivé slozky se vyznamné
ovlivilyji, je vhodné sledovat vyskyt rezistence k antimikrobidlnim latkam také v prostiedi

chovu méné vyznamnych druhi driibeze, ¢imz se zabyva tato prace.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

11

I. TEORETICKA CAST
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1 VODNI DRUBEZ

Driibez je obecné¢ definovana jako skupina domestikovanych ptakia chovanych pro Zivocisné
produkty (napf. maso, vejce, peti, hnojivo), zabavu (napt. zdvody, vystavy, lov) nebo préci
(napt. poStovni holubi). Vétsina druhti driibeZe je zahrnuta do nékolika ptacich fadu, mezi
které patti Galliformes (kur, krity, kiepelky, bazanti, tetfevi, perlicky), Anseriformes
(kachny, husy, labut¢) a Columbiformes (holubi a holubice) a Ratites (pstrosi, emu) (Mottet
& Tempio, 2017; Vaarst et al., 2015). Domaci dribez je tradi¢né délena na dribez hrabavou
(kur domaci, kruty) a vodni (kachny, husy). Fylogeneticky tvoii dribez (tedy fady hrabavi a
vrubozobi) monofyletickou skupinu Galloanseres, jako jednu ze dvou vyvojovych vétvi
modernich ptakt. Vodni driibez patii zoologicky do tadu Anseriformes (vrubozobi), kam

kromé bézn¢ chovanych kachen a hus patii také labuté a pizmovky (Gill et al., 2022).

1.1 Charakteristika vrubozobych

Vétsina modernich druhti fadu Anseriformes je vysoce piizptisobena zivotu na vodni hlading.
V dalSich odstavcich budou popsany typické znaky fadu vrubozobych, které jsou spole¢né

pro druhy vodni dribeze.

Spole¢nym znakem vSech vrubozobych jsou vroubkované okraje zobaku, lamely, jejichz
vyvoj puvodné umozioval filtraci drobné potravy zvody nebo bahna (Obrazek 1).
V soucasnosti se druhy vrubozobych zZivi i jinym zptisobem nez filtraci —husy a bernesky se
pasou na vegetaci a okraje jejich zobaku jsou velmi ostré a funguji jako nlizky ke stiihani
stébel trav, rybozravi morcaci maji zobak hakovity a vroubky jim slouzi k uchopeni kluzké

koftisti (Olsen, 2017; Veselovsky, 2001).

Obrazek 1 Tvar zobaku typicky pro vrubozobé
Prevzato z Veselovsky, 2001
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Dal$im znakem vrubozobych jsou kratké zadni koncetiny, jejichz tii pfedni prsty jsou
spojené plovaci blanou. Takto uzptisobené béhaky slouzi jako vykonna vesla pti plavani ¢i
potapéni a tim dé€laji z vrubozobych vykonné plavce. AvSak kvuli stavbé nohou a jejich
postaveni pomérné vzadu jsou vrubozobi na sous$i spiSe neobratni. K Zivotu ve vod¢ je
ptizptisobeno také i jejich opetfeni. Maji husté prachové peti a velkou kostréni zldzu
produkujici mastny sekret, kterym si potiraji pefi, ¢imz se pak stdva nepropustné pro vodu.
Zbarvenim peii se také projevuje vyrazny pohlavni dimorfismus, kdy samci ve svatebnim
Satu byvaji pestie a napadné zbarveni, kdezto samice jsou zpravidla hnédé. Samci poté na
zacatku hnizdéni prepetfuji do nendpadnéjsiho prostého Satu, pii cemz ztraceji také letky a
néjakou dobu nemohou létat. U mnoha domestikovanych druhli tento projev pohlavniho
dimorfismu vymizel a ob¢ pohlavi maji pefi stejné barvy (K. L. A. Marshall & Gluckman,
2015; Pyle, 2005; Veselovsky, 2001).

Oproti ostatnim ptakiim, maji samci vrubozobych pohlavni organ, ktery je spiralovité
stoCeny a v klidové fazi je umistén v kloace. K erekci dochazi plnénim topofivého télesa
lymfou. Po ztopotfeni se penis vysunuje z kloaky, po zasunuti do kloaky samice vtékaji
spermie do samic¢iho pohlavniho Ustroji pomoci zlabku na téle penisu. Po pafeni je tento
organ zvlaStnim vazem zasunut zpét do kloaky. Vrubozobi jsou vétSinou monogamni a
vytvareji pary na cely zivot. Hnizdi vétSinou na zemi, existuji vSak druhy hnizdici na
stromech, na plovoucich hnizdech ¢i dokonce v norach v zemi. Mlad’ata jsou nidifugni
(nekrmivé) a od narozeni nésleduji své rodice. Vrubozobi jsou dobfi letci, 1étajirychle a na
dlouh¢ vzdalenosti, severské druhy jsou tazné. Nékteré druhy jsou domestikované clovékem
a chovany pro maso ¢i vejce — tyto uzitkové druhy jsou oznacovany jako vodni dribez.

cey

Divoce Zzijici druhy jsou lovnou zvéfi (Johnson & Grier, 1988; Veselovsky, 2001).

1.2 Produkce dribeze

Dribez, v pfepoctu na pocet obyvatel, patii k nejrychleji produkovanym hospodatrskym
zvitatim na svété (Dibner & Richards, 2005; Elwinger et al., 2016). Vysoka poptavka je
castecné zpusobena rostouci populaci, urbanizaci a zvySovanim pfijmi v rozvojovych
zemich (Ismoyowati & Sumarmono, 2019). Produkce dribeziho masa se navic bude jesté
dale zvySovat z divodu ptrechodu zeméd¢lstvi statii od samozasobitelského k intenzivnimu,
které vSak vyzaduje rutinni pouzivani antimikrobialnich latek (Obrazek 2) (OECD, 2023).

V poslednim pulstoleti ¢inil celosvétovy roéni nartist dribeziho masa 5 %. Naproti tomu
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u hovéziho masa to bylo pouze 1,5 %, u vepiového 3,1 % a u malych ptezvykavcu 1,7 %
(Mottet & Tempio, 2017).
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Obrazek 2 Predpokladany vyvoj celosvétoveé spotfeby zivo€isSného masa na obyvatele (kg)
v letech 1990-2028.
Prevzato z Hedman et al., 2020.

1.2.1 Produkce vodni dribeZe

Chov kachen ma dlouhou historii, ale moderni kachni primysl je ve vétsing ¢asti svéta
relativné maly. Nicméné kachni primysl je velmi dynamicky a v poslednich nékolika
desetiletich prochazi obdobim rychlého rozvoje. V nékterych ¢astech svéta zacala produkce
kachen konkurovat spotfebé jinych druhii driibeze. Napiiklad Cina produkuje vice nez 2/3
vSech kachen na svété. Vétsina kachen je chovana v Asii (89,7 %), nasleduje Evropa (6,5 %),

Amerika (2,3 %), Afrika (1,4 %) a Oceanie (0,1 %) (Jalaludeen et al., 2022).

Kachni maso je konzumovéano nejen pro svou jedinecnou chut, ale také diky svému
vysokému obsahu zivin soptimalnim obsahem esencidlnich aminokyselin, vhodnému
slozeni mastnych kyselin s vysokym obsahem polynenasycenych mastnych kyselin a

vyvazenému poméru omega-6 a omega-3 kyselin (Ismoyowati & Sumarmono, 2019).

V porovnani s kufecim masem, hraje produkce kachniho a husiho masa (a vajec) mensi roli.

V nékterych zemich vychodni a jihovychodni Asie vSak kachny a husy produkuji vyznamné
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mnozstvi masa a vajec, pficemz v poslednich desetiletich doSlo k prudkému nartstu

produkce (Pingel, 2011).

Kachny maji oproti ostatnim druhtim dribeze fadu vyhod, zejména odolnost vii¢i nemocem.
Jsou odolné, snadno se pafi a pasou, zejména v moktadech, kde maji tendenci se shlukovat
do hejn. V oblastech s horkym a vihkym podnebim je chov vodniho ptactva snazsi nez chov
kufat. V takovych podminkach muze byt vodni dribez upfednostiiovana jako zdroj
potravinové bezpe¢nosti (Ismoyowati & Sumarmono, 2019; Pingel, 2011). Nevyhodou
kachen chovanych v uzavienych prostorach a krmenych vyvazenou krmnou dévkou je jejich
vysoké plytvani krmivem, které je zptisobeno lopatovitym tvarem jejich zobaktl. To snizuje
efektivitu vyuziti krmiva, coz vysvétluje, pro€ je jejich maso a vejce drazsi nez maso a vejce

kurat (Ismoyowati & Sumarmono, 2019).

1.3 Systémy chovu vodni driibeZe

Chov domestikovaného ptactva (driibeze) pro maso, vejce a peti je zakladem vyroby
potravin jiz od vzniku zeméd¢€lstvi. Domaci kachny patii do rodd Anas a Cairina. Vétsina
plemen pochazi z kachny divoké (Anas platyrhynchos), ktera byla domestikovana v jizni
Cing, a jsou obzvlasté dilezitym zdrojem potravy ve venkovskych oblastech Asie. Kachna
pizmova (Cairina moschata) byla domestikovana v Latinské Americe, Vyskytuje se také ve
vSech rovnikovych zemich Afriky a Asie. Toto plemeno kachny je mimotadné dobie zravé
a dobte se mu dafi ve volném vybehu, protoze nepotiebuje mnoho vody. Husy byly v Egypté
domestikovany pravdépodobné pied 3 000 lety a pattily mezi prvni domestikovana zvitata.
Dnes se chovajipo celém svéte, a to predevsim pro maso a pefi. Velka rozmanitost velikosti

plemen hus umoznuje jejich chov v riznych podminkach chovu (FAO, 2023).

Diky moznosti vyuzivat Sirokou Skalu krmnych surovin, od zeméd¢lskych a domacich
zbytkll az po vedlejsi produkty potravinaiského prumyslu, ptedstavuje chov driibeze jednu
z nejefektivnéjSich metod chovu zvitat. Zajist'uje stabilni pfisun bilkovin i potravinoveé a
nutriéni zabezpeceni pro Sirokou Skalu obyvatelstva ve venkovskych oblastech po celém
svéte, zejména v rozvojovych zemich (Vaarst et al., 2015). Krom¢ téchto malo naro¢nych
systému chovu na dvorku je vSak driibez také jednim z hlavnich druhil zvifat pouzivanych
Vv prumyslové zZivo¢isné vyrob¢. Primyslova produkce dritbeze, prevazné kurat a v mensi
mifte krit, kachen, hus a dalSich, totiz predstavuje naprostou vétSinu (az 98 % v ptipadé masa

a 92 % v piipadé vajec) celosvétové produkce drubeze (Mottet & Tempio, 2017).
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V celosvétovém métitku se dritbez chova v nejriznéjsich produkénich systémech, od téch
s velmi jednoduchymi no¢nimi piistieSky aZ po systémy pln¢ automatizované, s fizenym

prostfedim (FAO, 2023).

1.3.1 Rodinny chov driibeZe

Malé, takzvané rodinné, chovy se nachazeji po celém svété. Organizace OSN pro vyZivu a
zemédélstvi (Food and Agriculture Organisation, FAO) rozdélila rodinné dribezarské
provozy do ¢tyt hlavnich podskupin: malé extenzivni, extenzivni, polointenzivni a intenzivni
(FAO et al., 2014). Tyto ¢étyfi typy provozu se lisi podle velikosti hejna, plemen dribeze,
vstupti a vystupd, ucelu vyroby, komercializace, lokality, biologické bezpec¢nosti a

biologické ochrany, a také dopadti na Zivotni prostiedi (Aldersetal., 2018; FAO et al., 2004).

1.3.2 Intenzivni velkochovy driibeze

Vétsina prumyslové dribeze, zahrnujici brojlery (chované pro produkci masa) a nosnice
(pouzivané pro produkci vajec), je chovana v intenzivnich produkénich chovech. Takova
intenzivni produkce dribeze, s hejny ¢itajicimi od nékolika tisic do n€kolika set tisic kusi,
probiha piedev§im ve vnitinich otevienych podlahovych halach (Mottet et al., 2017) a
s velmi vysokou hustotou zvifat (33 kg-m= nebo vyssi) (EPRS, 2019). To vede ke znaéné

ekologické stopé vzhledem k intenzivnimu charakteru produkce.

Kachny chované na maso se na trh dodavaji na zaklad¢ pozadované hmotnosti a dispozice
zpracovaného jate¢ného téla (cela kachna, ¢asti nebo dale zpracované produkty). Kachny
jsou tedy zpracovavany mezi 38. a 45. dnem véku. Kachny pekingské, celosvétove
nejprodukovangjsi plemeno kachen, se chovaji v hejnech smiseného pohlavi ve tiech
rtiznych typech chovnych systému: na podestylce, na vyvysené plastové podlaze nebo na
kombinaci obou. Kachnata jsou odchovdvana v menSim prostoru produkéni haly, kde je
mozné dosahnout vyssi teploty pro odchov. Kdyz jsou kachnatiim ptiblizné 3 tydny, prostor
pro odchov se otevie a kachiiatim se poskytne vétsi plocha haly. S jejich dalSim ristem se
jim zpfistupni celd hala (Obrazek 3). KdyZz nastane ¢as odeslat kachny do zpracovatelského

zavodu, zafizeni haly se zvedne, aby se usnadnilo nakladani (Karcher & Mench, 2018).
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Obrazek 3 Chov kachnat na vyvySené plastové podlaze se stfidavé umisténymi krmitky a
napajeckami.
Prevzato z Karcher & Mench, 2018

Bez ohledu na velikost provozu vyuziva velkd vétSina podnikatelskych produkénich
jednotek spiSe komercni nez mistni genotypy. Obvykle nizkd produktivita ptivodnich
genotypu totiz znamena, Ze jejich chov v intenzivnich systémech hospodateni neni obecné

rentabilni (FAO et al., 2014).

Problém, ktery je v chovu kachen jedine¢ny, se tyka zajisténi otevienych zdroji vody, coz
je pravdépodobné nejkontroverznéjsi téma v oblasti welfare kachen (Karcher & Mench,
2018). Kachny pekingské se obvykle chovaji se savicovymi napajeckami, aby se eliminovaly
problémy souvisejici s rozlitim vody, jako je mokra podestylka. Nedostavaji vSak vodu
k ¢isténi nebo koupani, tedy k velmi ptirozenému chovani. Otevieny zdroj vody, ktery je
dostate¢né velky a hluboky, aby umoznil koupani, zptisobuje v komerénim chovu hygienické
problémy a hrozi riziko kontaminace vykaly. Byly vyhodnoceny experimentalni alternativy,
které kachnam poskytuji vodu, kterd jim umoznuje ¢isténi (a tedy udrzeni dobrého stavu oci,
nozder a pefi), i kdyz ne koupani; patéi mezi né sprchy a koryta (Jones et al., 2009; Liste et

al., 2012). I pomérné mélka koryta v§ak mohou byt kontaminovana bakteriemi a vytvaret

tak zdravotni riziko (Schenk et al., 2016).
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1.4 Kontext pouzivani antibiotik v produkci dritbeze

Objev pfiznivého u€inku antimikrobidlnich latek podavanych v subterapeutickych
koncentracich hospodaiskym zvifatliim na urychleni jejich rstu byl ndhodny. V roce 1946
bylo zdokumentovdno prvni zaznamenané pouziti antimikrobidlnich stimulatora ristu
u kutat (Moore et al., 1946). Tento objev piiSel v povale¢ném obdobi na poc¢atku 50. let 20.
stoleti, kdy se zeméd¢€lci ve Spojenych statech a Evropé snazili udrzet krok s rostouci
poptavkou po potravinach a zivocisnych bilkovinach. Pouzivani antimikrobiédlnich latek
k prevenci nemoci a podpofe ristu se brzy stalo nedilnou soucasti nového modelu
zemédélské vyroby a krmnych programt (Laxminarayan et al., 2015). Navzdory v€asnym
varovanim pred rizikem vzniku rezistence (viz napt. Starr & Reynolds, 1951) zastinil
priznivy ucinek antimikrobidlnich latek na produktivitu hospodaiskych zvitat potencialni
rizika, ktera byla zaznamenana. Antimikrobidlni latky se staly soucasti systému produkce
potravin, ktery prochazel drastickymi zménami, jako bylo zlepSeni genetickych vlastnosti
zvitat, jejich vyzivy, ustdjeni, porazky a zpracovani. V roce 2006 bylo natizenim Evropské
unie ¢. 1831/2003 o dopliikovych latkach pouzivanych ve vyzivé zvifat omezeno pouzivani
antimikrobidlnich latek ve vyziveé zvitat jinych nez kokcidiostatika a histomonostatika

(EUR-Lex, 2004; Laxminarayan et al., 2015).
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2 MECHANISMY A PRICINY VZNIKU ANTIBIOTICKE
REZISTENCE

V prvni fadé je dulezité rozlisit n€kolik zplsobi, kterymi mlzZe organismus vykazovat
rezistenci. Vnitini (pfirozend, primarni) rezistence k antibiotiktim charakterizuje rezistenci,
ktera je inherentni vlastnosti konkrétniho druhu. VSechny jednotlivé organismy daného
druhu tedy postradaji vhodny cil citlivy na 1é¢ivo nebo maji ptirozené bariéry, které brani
latce dosahnout cile. Cile vétSiny antimikrobnich latek se nachdzeji v bunééné sténé,
cytoplazmatické membrané nebo uvnitt cytoplazmy. U gramnegativnich bakterii tedy miize
vngj$i membrana piedstavovat dalsi bariéru, ktera brani 1é¢ivu v dosazeni téchto cilt (Kaye

et al., 2004).

Ziskana (sekundarni) rezistence odrazi skutecnou zménu v genetické vybavé bakterie, a
proto 1é¢ivo, které bylo dfive ucinné, jiz neni schopno ucinkovat, coz vede ke klinické
rezistenci. Nékdy mé geneticka zména za nasledek sniZeni aktivity 1é¢iva, avSak ne uplnou

ztratu jeho ucinnosti (Kaye et al., 2004).

2.1 Mechanismy antibiotické rezistence

V obecné roving je popisovano nékolik hlavnich mechanismu, kterymi mize bakterialni
rezistence k antibiotikiim vznikat. Tyto mechanismy lze rozdélit podle biochemické cesty,
ktera se na rezistenci podili (Obrazek 4): zabranéni 1é¢ivu dosahnout cilové molekuly
(snizenim intraceluldrni koncentrace 1é¢iva, a t0 omezenim penetrace nebo aktivnim
vyloucenim latky); enzymatickou modifikaci molekuly antibiotika a jeho ndslednou
inaktivaci; zménou cilové molekuly tak, aby sni 1é¢ivo jiz neinteragovalo; nebo uplné
odstranéni cilové molekuly vytvofenim novych metabolickych drah (Munita & Arias, 2016;
Neu, 1992; Nollette, 2000).

Je tieba poznamenat, Ze rezistence viuci jedné tfidé antibiotik mize byt obvykle dosazena
vice cestami a jedna bakterialni buika mlze byt schopna vyuzit celou fadu mechanismi
rezistence, aby prezilaucinek antibiotika (Munita & Arias, 2016). Jedina zména muze také
vést k rezistenci vici nékolika riznym latkdm nebo dokonce vice nesouvisejicim typim

1é¢iv soucasné (Kaye et al., 2004).
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Obrazek 4 Prehled molekularnich mechanismu antibiotické rezistence.
Prevzato z Darby et al., 2022

2.1.1 Ovlivnéni intracelularni koncentrace antibiotik

Mnoho klinicky vyuzivanych antibiotik piisobi na cilové molekuly umisténé intracelulame,
nebo, v pripadé gramnegativnich bakterii, vazané v cytoplazmatické (vnitini) membrang.
Molekula 1é¢iva proto musi proniknout vnéjsi a/nebo cytoplazmatickou membranou, aby se
projevil jeji antimikrobialni ¢inek. Bakterie proto vyvinuly mechanizmy, které brani
antibiotiku dosahnout intracelularniho nebo periplazmatického cile snizenim piijmu
antimikrobidlni molekuly. Tento mechanismus je dilezity zejména u gramnegativnich
bakterii (z vySe uveden¢ho divodu), protoZze omezuje piisun latek z vnéj$iho prostiedi.
Vné&j$i membrana totiZ funguje jako prvni obrannd linie proti priilniku mnoha toxickych

sloucenin, véetné antimikrobialnich latek (Munita & Arias, 2016).

Hydrofilni molekuly, jako jsou naptiklad betalaktamy, tetracykliny a nékteré
fluorochinolony, jsou obzvlast¢ ovlivnény zmeénami v propustnosti vné&j§i membrany,
protoze k pfekonani této bariéry casto vyuzivaji vodou naplnéné difuzni kandly znamé jako
poriny (Pagés et al., 2008). Zmén porint 1ze dosdhnout tfemi obecnymi procesy: zménou
typu exprimovanych porinli; zménou Urovné exprese porintl; a narusenim funkce porinu.

Zmény permeability prosttednictvim kteréhokoli z téchto mechanismii ¢asto vedou k nizké
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rezistenci ajsou obvykle spojeny s dalsimi mechanismy rezistence, jako je naptiklad zvysena

exprese efluxnich pump (Nikaido, 2003).

Efluxni pumpy, slozité proteinové systémy ulozené¢ v membran¢ bakterii, jsou schopny
aktivnim transportem vytlacit toxickou slouceninu z buniky. Tyto systémy mohou byt
substratoveé specifické (pro konkrétni antibiotikum, jako jsou tet determinanty pro
tetracyklin a mef geny pro makrolidy) nebo maji Sirokou substratovou specifitu, ktera se
obvykle nachazi u bakterii s mnohoc¢etnou lékovou rezistenci (multi-drug resistence, MDR)
(Munita & Arias, 2016; Poole, 2005). Tento mechanismus rezistence se tyka Siroké Skaly
tfid antimikrobidlnich latek, vcetné inhibitorii syntézy proteind, fluorochinolont,
betalaktamti, karbapenemii a polymyxini. Geny kodujici efluxni pumpy mohou byt
lokalizovany na bakteridlnim chromozomu (zpravidla pumpy s Sirokou substratovou
specifitou) nebo na plazmidech a dalSich mobilnich genetickych elementech (MGE)

(substratové specifické pumpy) (Poole, 2005).

2.1.2 Modifikace molekuly antibiotika

vvvvvv

produkce enzymu, které inaktivuji 1éCivo pridanim specifickych chemickych skupin do
slou¢eniny, nebo které zni¢i samotnou molekulu, ¢imz znemozni interakci antibiotika s jeho

cilem.

Produkce enzymii schopnych provadét chemické zmény antimikrobialni molekuly je dobte
znamym mechanismem ziskané rezistence vuci antibiotikim u gramnegativnich
I grampozitivnich bakterii. Bylo popsano mnoho typid modifikujicich enzymt a mezi
nejcastéj$i biochemické reakce, které katalyzuji patii: acetylace (aminoglykosidy,
chloramfenikol, streptograminy); fosforylace (aminoglykosidy, chloramfenikol); a
adenylace (aminoglykosidy, linkosamidy). Bez ohledu na biochemickou reakci je vysledny
ucinek Casto spojen se sterickou prekazkou, ktera snizuje aviditu 1é€iva pro jeho cil, coz se
nasledné projevuje ve vyssich hodnotach minimalni inhibi¢ni koncentrace (Munita & Arias,

2016).

Syntéza enzymu, které selektivné cili na antibiotika, a tim zptsobena neutralizace molekuly
reverzibilni ¢i ireverzibilni inaktivaci, je dal§im, a pomérné znamym, mechanismem
rezistence. Hlavnimi chemickymi procesy, kterymi je tohoto dosazeno jsou hydrolyza;

ptenos skupin; a redoxni mechanismy (Wright, 2005).
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Mnoho antibiotik méa hydrolyticky citlivé chemické vazby, jejichZ integrita je pro
biologickou aktivitu klicova. Neni proto piekvapivé, ze existuje nékolik enzymd, které
bakterie vyvinuly tak, aby cilily pravé na tyto vazby, Stépily je, a v disledku toho zabranily
plusobeni antibiotika. Mezi né patii predevSim amidazy (betalaktamazy) Stépici
betalaktamovy kruh penicilinti a cefalosporinti (Moellering, Jr., 1998). Dalsimi ptiklady jsou
esterazy, které jsou spojovany s rezistenci vici makrolidim a epoxidazy spojované
s fosfomycinovou rezistenci. Protoze tyto enzymy vyzaduji jako ko-substrat pouze vodu,
Casto jsou bakteriemi vylucovany do extracelularniho prostoru, ¢imz zachyti antibiotika

diive, nez se dostanou do kontaktu s bakteriemi (Wright, 2005).

v

Nejrozmanitéjsi, a tedy i nejpocetnéjsi skupinou enzymu rezistence, jSou skupinové
transferazy. Tyto enzymy kovalentné modifikuji antibiotika, coz vede ke strukturnim
zménam, které zhorsuji vazbu na cilovou molekulu. VSechny tyto kovalentni modifikacni
strategie vyzaduji pro svou aktivitu ko-substrat (napt. ATP, acetyl-CoA, NAD, a dalsi), proto
jsou tyto enzymy aktivni pouze v cytosolu (Wright, 2005).

2.1.3 Modifikace cilové molekuly

Béznou strategii bakterii pro zajisténi rezistence k antibiotikiim je samotné ptedejiti G¢inku
jejich pusobeni. To je zajistovano zasahem do mista, na ktera antibiotika cili. Existuje
nékolik riznych taktik, jak toho dosahnout, mimo jiné ochrana cilové molekuly (zabranéni
piistupu antibiotika k vazebnému mistu) a modifikace cilového mista (vedouci ke snizeni
afinity k antibiotiku) (Munita & Arias, 2016; Spratt, 1994). V dusledku téchto zmén tedy
nemuze 1éCivo s cilovou molekulou interagovat a je proto neucinné (Danziger & Pendland,
1995).

Ackoli nékteré z genetickych determinant kodujicich proteiny, které zprostfedkovavaji
ochranu cile, byly nalezeny v sekvenci bakteridlniho chromozomu, vétSinu klinicky
relevantnich genil zapojenych do tohoto mechanismu rezistence je nesena MGE. Mezi 1éky
ovlivnéné timto mechanismem patii napiiklad tetracyklin (Tet[M] a Tet[O]) a
fluorochinolony (Qnr). Mechanismus U¢inku téchto proteinti spociva v kompetici
s antibiotikem o vazebné misto; zméné konformace molekuly po vazbé v blizkosti cilového
mista a nasledné zabrané vazby antibiotika; nebo cileném vytlac¢eni antibiotika z vazebného
mista cilové molekuly (Donhofer et al., 2012; W. Li et al., 2013; Rodriguez-Martinez et al.,
2011).
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Zavadéni modifikaci do cilového mista je jednim z nejcastéjSich a nejbe&znéjsich
mechanismi antibiotické rezistence u bakterialnich patogenti, které ovliviiuje témét vSechny
skupiny antimikrobidlnich slou€enin. Tyto zmény mohou spocivat v bodovych mutacich
v sekvenci genti kodujicich cilové misto; enzymatickych zménach vazebného mista (napf.
ptidani methylovych skupin); nebo nahrazeni ¢i obejiti piivodniho cile (Kaye et al., 2004;
Munita & Arias, 2016). Bez ohledu na typ zmény je vSak kone¢ny efekt vzdy stejny: snizeni

afinity antibiotika k cilovému mistu.

Pomoci Gplného nahrazeni nebo obejiti cilového mista, ptipadné eliminace cilové molekuly,
ktera neni pro preziti organismu nutna, jsou bakterie schopné vyvinout molekuly, které plni
podobné biochemické funkce jako puvodni molekula, avSak nejsou antimikrobialni
molekulou inhibovany (Munita & Arias, 2016). Toho je dosazeno vytvofenim novych
metabolickych drah, které obchazeji primarni cil (Kaye et al., 2004). Dalsi moznosti, jak se
vyhnout antimikrobidlnimu ti€inku, je nadprodukce cilové molekuly a tim zabranéni celkové

inaktivace metabolické drahy.

2.2 Priciny vzniku antibiotické rezistence

U mnoha bakterialnich druhti se vyvinula schopnost tolerovat antibiotika dlouho predtim,
nez je lidé zacali masové€ vyrabét a pouzivat k prevenci a 1é€b¢ infekénich chorob (Bhullar
et al., 2012; D’Costa et al., 2011). Dulezitym faktorem davné, a stale probihajici evoluce
mechanismi rezistence, je pravdépodobné nikdy nekoncici soupeteni o zdroje mezi
mikroorganismy, v¢etné piirozené produkce sekundarnich metaboliti podobnych mnoha
antibiotikiim, ktera se dnes pouzivajijako 1é¢iva (Allen et al., 2010; Davies & Davies, 2010;
Martinez, 2009).

Relativné nedavné zavedeni antibiotik do klinické praxe radikaln¢ zménilo predpoklady pro
rozvoj a Sifeni rezistence tim, Ze poskytlo nebyvaly selekéni tlak na vznik bakterii
rezistentnich vii¢i antibiotikim, v disledku ¢ehoz se stal vyvoj rezistence vii¢i antibiotiktim
nevyhnutelny (Spratt, 1994). Tento selekéni tlak podpofil mobilizaci a horizontalni pienos
velké skaly gent rezistence vici antibiotikim (Alcock et al., 2019) u mnoha bakterialnich

druhti, zejména u téch, které zplisobuji onemocnéni.

Vsechny dosud schvalené kategorie antibiotik, at’ uz se jedna o pfirodni, polosyntetické nebo
syntetické sloucCeniny, se setkaly s rezistenci alesponl u nékterych patogenti, na které jsou
zamé&feny (Larsson & Flach, 2022). Obvykle trva vyvoj antibiotik nejméné 10 let, nez jsou

certifikovana pro pouziti Sirokou vefejnosti (Renwick et al., 2016), naproti tomu bakterie
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mohou vyvinout rezistenci béhem nékolika hodin (Burckhardt & Zimmermann, 2011).
Mechanismy inaktivace antibiotik totiz maji mnoho spole¢ného s dobte charakterizovanymi
enzymatickymi reakcemi. Hydrolyza, pfenos skupin a redoxni enzymy se podileji na
primarnim a intermedidrnim mikrobidlnim metabolismu, a proto pravdépodobné slouzi jako

zdroj rezistence (Wright, 2005).

Organismy produkujici antibiotika jsou moznymi plivodci mnoha enzymi rezistence,
protoze u téchto druhti se biosyntéza a rezistence musi vyvijet spole¢n¢, a proto je ptisobeni
evoluéniho tlaku chronické. V pidnim prostiedi, kde se mnoho téchto organismii vyskytuje,
navic ziji sousedni druhy, které produku;ji vlastni antibiotika, coz zvySuje evolucni tlak na
vyvo] novych enzymil rezistence. Pfitomnost prvkl rezistence u bakterii produkujicich
antibiotika, které maji ortology v klinickych izolatech, tuto hypotézu podporuje (C. G.
Marshall et al., 1998).

2.3 Mechanismy Sifeni antimikrobialni rezistence

Mezi dvé zakladni biologické cesty, které usnadiiuji vyvoj a Sifeni antimikrobialni rezistence
(AMR), patii vertikalni prenos genti (VGT, z anglického vertical gene transfer) a

horizontalni ptenos genti (HGT, z anglického horizontal gene transfer) (Obrazek 5).

Rezistence se muze objevit u difive citlivé bakterialni populace. Genetickd mutace
v bakteridlnim genomu vedouci k rezistentnimu fenotypu se poté muze prenaset
z rodi¢ovskych bun¢k na dcetiné prostiednictvim VGT (Obrazek 5A). Takto se $iti napiiklad
rezistence k fluorochinoloniim a oxazolidinonim (Caniga et al., 2015; Munita & Arias,

2016; Silva et al., 2013).

Ve druhém piipadé mize dochazet k vyméné genetické informace umoznujici rezistenci
mezi bakterialnimi druhy, coZ je oznacovano jako horizontalni genovy transfer (Husnik &
McCutcheon, 2018). HGT se obvykle uskute¢iuje nasledujicimi tfemi mechanismy:
transformaci, transdukci a konjugaci (Obrazek 5B). Transformace je definovana jako pfijem
exogenni DNA z prostfedi do bunky pfes bunéfnou membranu. Transdukce probiha
prostfednictvim virového vektoru, faga, ktery prenasi genetickou informaci mezi
bakteridlnimi buiikami. Konjugaci je vyménovana genetickd informace vazana na plazmid a
uskutecniuje se prostfednictvim piimého kontaktu mezi donorovou (darcovskou) a

recipientni bunikou (Catry et al., 2003; Husnik & McCutcheon, 2018).
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K transformaci a transdukci obvykle dochdzi mezi mikroorganismy, které jsou si
fylogeneticky blizce ptibuzné. Kdezto konjugace mliZze probihat mezi riiznymi bakterialnimi
kmeny, coZ umoziuje promiskuitni pfenos AMR mezi bakteriemi. Plazmidy jsou
DNA jsou casto nositelem gent rezistence a MGE (naptiklad transpozoni, integronil a
inzertnich sekvenci), coz usnadnuje vznik multirezistentnich (MDR) bakterii (Michaelis &

Grohmann, 2023).

(A) Vertikalni pfenos (B) Horizontalni pfenos

( Gen rezistence (B1) Transformace

Obrazek 5 Primarni cesty podilejici se na vymeéné genetické informace zpiisobujici
rezistenci k antibiotiklim. (A) vertikalni ptenos, (B) horizontalni ptenos
Upraveno z Hedman et al., 2020



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

3 ANTIBIOTICKA REZISTENCE V POTRAVINACH A NAPOJICH

Dilezitym krokem k posouzeni piipadného ohroZeni vetfejného zdravi v disledku
antimikrobialni rezistence (AMR) u hospodatskych zvifat je stanoveni irovné rezistence
v téchto populacich. AMR totiz nelze ucinné fteSit bez dobife fungujicich systémi
pokryvajicich sektor zvitati lidi (European Comission, 2017; WHO, 2015). Navic je tfeba,
co se vzniku a rozvoje antibiotické rezistence tyce, vzit do uvahy také socioekonomické
faktory v jednotlivych zemich svéta, znalosti mistnich farmait k pouzivani antimikrobnich

latek a hospodaieni s nimi a samotnou dostupnost vhodnych 1é¢iv (Toghroli et al., 2023).

V soucasné dob¢ Evropské stiedisko pro prevenci a kontrolu nemoci (ECDC) koordinuje
Evropskou sit’ pro sledovani antimikrobialni rezistence (EARS-Net), ktera monitoruje AMR
u invazivnich bakterialnich izolat z lidskych infekci krevniho fecisté nebo meningitidy
(ECDC, 2019), a Evropskou sit’ pro nemoci pienasené potravinami a vodou a zoondzy
(FWD-Net), ktera monitoruje AMR u lidskych infekci salmonelami a kampylobaktery
(ECDC, 2016). V potravinaiském sektoru koordinuje Evropsky ufad pro bezpecnost
potravin (EFSA) aktivni monitorovani AMR u indikatorovych komenzélnich bakterii
(pfedevsim Escherichia coli, ale zem& mohou hlasit také Enterococcus faecalis a
Enterococcus faecium) a zoonotickych bakterii (Salmonella spp., Campylobacter coli a
Campylobacter jejuni) podle smérnice 2003/99/ES a provadéciho rozhodnuti Komise (EU)
2020/1729 (EFSA & ECDC, 2020; EUR-Lex, 2003).

Na jatkach jsou odebirany vzorky slepych stiev zdravych zvifat ur¢enych k produkci
potravin (skot do jednoho roku, kufata, kriity a prasata) a vzorky masa z nich v obchodnich
fetézcich. Vzhledem k tomu, Ze v soucasné dobé zadny evropsky systém nesleduje AMR
u klinickych izolatii z nemocnych zvitat, idaje o AMR ohniscich u konkrétnich zvitecich
infekci na evropské trovni stdle chybi, ackoli jsou nezbytné pro pfizplsobeni strategii
racionalizace pouzivani antimikrobialnich latek v zivo¢isném sektoru (Mader et al., 2021).
Narodni systémy sledovani AMR u klinickych izolati z nemocnych zvifat vSak existuji
nejméné ve 12 evropskych zemich, véetné Ceské republiky (Mader, Mufioz Madero, et al.,
2022). Krom¢ toho existuji veterinarni programy sledovani AMR i mimo Evropu (FDA,

2017).

V navaznosti na tyto programy sledovani vznikla iniciativa EARS-Vet definujici kombinace
druhii zvitat, typid produkce, v&kovych kategorii, bakteridlnich druhid, vzorkd a

antimikrobialnich latek, které maji byt sledovany (Mader et al., 2021). EARS-Vet planuje
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sledovat AMR u Sesti druhil zvitat [skot, prasata, kutata (brojlefi a nosnice), kriity, ko¢ky a
psi], a to u 11 druhd bakterii (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Mannheimia
haemolytica, Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus hyicus, Streptococcus uberis,
Streptococcus dysgalactiae a Streptococcus suis). Byly vybrany relevantni antimikrobialni
latky pro jejich 1écbu (napf. tetracykliny) a doplnény o antimikrobiélnilatky specifictéjsiho
zajmu vetejného zdravi (napf. karbapenemy). Shromazd'uji se také molekularni udaje
zjist'ujici pfitomnost ESBL, AmpC cefalosporinaz a rezistence k meticilinu (Mader, EU-
JAMRAI, et al., 2022).

3.1 Zdroj antimikrobialni rezistence v potravinach

Antimikrobialni rezistence je hrozbou pro prevenci a 1é¢bu bakterialnich infekci (WHO,
2012). Jedno z prvnich varovani pfislo jiz kolem roku 1969, kdy Swann upozornil na
problémy spojené s nevhodnym pouzivanim antibiotik a naznacil, ze obrovské mnozstvi

antibiotik bez dodrZzovani norem muze byt nebezpeéné pro lidské zdravi (Swann, 1969).

Krozvoji AMR dochazi, kdyz mikroorganismy (tj. bakterie, houby a viry) po ¢astém
kontaktu s antimikrobialnimi latkami méni svou fyziologickou nebo genetickou vybavu.
Antimikrobidlni lé¢iva se celosvétoveé vyuzivaji k 1écbé infekei u lidi a zvirat, a také
preventivné v produkénim zemédélstvi, a proto je pro zmirnéni rizikarozvoje AMR zéasadni
kontrolovat pouzivani antibiotik v priib&hu vyroby potravin, a to jak v Zivoc¢isné, tak

v rostlinné vyrobé (Hudson et al., 2017; Jian et al., 2021).

Rezistentni bakterie nebo geny antimikrobildni rezistence (vyskytujici se u patogennich
bakterii) mohou kontaminovat potraviny v jakékoli fazi vyroby, od pole (primarni produkce)
az po obchodni sit’. K Sifeni patogennich bakterii z potravin na spotiebitele mize dochazet
pfimou nebo neptimou cestou. Proto je nezbytné uplatiiovat na ndrodni i mezinarodni urovni
fadu piistupt ke kontrole $ifeni patogenil z potravin a k podpoie bezpecnosti a zabezpeceni
potravin. Organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi (FAO), Svétova organizace pro zdravi zvifat
(OIE) a Svétova zdravotnicka organizace (WHO) doporucily piistup "Jedno zdravi" (One
Health), ktery podporuje zdrava zvitata, zdravé lidi a zdravé zivotni prostiedi, jak je uvedeno
na Obrazku 6 (FAO, 2016; WHO, 2015).
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Antibiotika

Primyslova plemena
drilbefe

Rozsifeni do dalsich oblasti

Divoka zvEar Jind plemena dribefe a domacich zvifat

Konzumace
Expozice prostredi potravin

E Lidske populace

T

Obrazek 6 Koncepcni grafické znazornéni antimikrobidlni rezistence spojené s intenzivni
produkci dribeze.
Prevzato z Hedman et al., 2020.

3.1.1 Kontaminace potravin rezistentnimi bakteriemi a geny rezistence

Potraviny mohou byt kontaminovany bakteriemirezistentnimi vii¢i antimikrobialnim latkam
a/nebo geny AMR mnoha zpusoby. Jak jiz bylo vySe napsano, rezistentni bakterie Se
pfirozené vyskytuji v Zivotnim prostiedi, a to v pud¢, ve vodé a také v lidskych nebo
zvifecich vykalech. Zivo¢iiné produkty tedy mohou byt kontaminovany rezistentnimi
bakteriemi v disledku styku s vykaly v prub&hu porazky; rostlinné produkty muze béhem
vyroby kontaminovat pouzita zavlazovaci voda zneCi$téna vykaly nebo vypousSténim
odpadnich vod. Ke kontaminaci potravin mtze také dojit az po jejich primarnim zpracovani,
napiiklad vlivem vné&jSiho prosttedi, coz je ozna¢ovano jako post-kontaminace. P¥ipadné ke
kontaminaci dochazi pfi styku s jinymi potravinami, coz se nazyva kiizova (nebo také

cross-) kontaminace (Verraes et al., 2013).
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3.1.2 Zamérné pridavani mikroorganismi do potravin

Béhem vyrobniho procesu nékterych potravinarskych vyrobk jsou z technologickych
dtvodd zamérné pridavany mikroorganismy, u kterych mohou byt ptitomny geny AMR.
Podle zamysleného uc¢inku lze tyto mikroorganismy rozdélit do tfi skupin: startovaci
(starterové) kultury, probiotika a biokonzerva¢ni mikroorganismy. Starterové kultury jsou
mikrobialni kultury ptidavané do potravin za i¢elem indukce kvaseni. Nejvice jsou k tomuto
ucelu vyuzivany bakterie mlécného kvaseni (BMK), napi. Lactobacillus, Lactococcus a
Leuconostoc. Nékteré starterové kultury maji probiotické vlastnosti nebo jsou vyuZzivany pro

biokonzervaci (Garcia-Diez & Saraiva, 2021).

Probiotika jsou zivé mikroorganismy pfidavané do potravin pro svlij pozitivni vliv na
organismus hostitele. Bézné€ jsou jako probiotika vyuzivany BMK a bifidobakterie, pfipadné

také ne¢které druhy kvasinek (Ljungh & Wadstrom, 2006; Z. Zhang et al., 2018).

Biokonzervace je proces vyuziti ptfirozené¢ a kontrolované mikrobioty k prodlouzeni
trvanlivosti potravin. Tyto mikroorganismy mohou inhibovat (kompetici o Ziviny) nebo
ptimo inaktivovat (produkci antimikrobnich latek) organismy zptisobujici kazeni potravin
nebo patogeny. Kromé toho mohou mit také fermentaéni ¢i probiotické vlastnosti. Diky
produkci kyselin a bakteriocint, pisobi antibakterialné proti $kodlivym organismim a
patogennim bakteriim, jako je naptiklad Listeria monocytogenes (Favaro & Todorov, 2017;
Lahiri et al., 2022; Todorov et al., 2022).

Vzhledem k tomu, Ze startovaci kultury, probiotika a mikroorganismy pro biokonzervaci
Casto obsahuji stejné bakteridlni rody, dochazi k ptenosu AMR stejnymi mechanismy. Po
poziti potraviny se pfidané mikroorganismy dostanou do traviciho systému ¢lovéka, kde
muze dojit k pfenosu bakteridlnich genti. Ve vétsing piipadii dochézi k pfenosu konjugaci,
i kdyz teoreticky nelze vyloucit transformaci a transdukci (Verraes et al., 2013).
Mikroorganismy, kterych je v potravinach nebo v lidskych stfevech pfitomno velké
mnozstvi, pfendseji geny rezistence s vétsi pravdépodobnosti nez mikroorganismy, kterych
je pfitomno pouze malé mnozstvi. To je piipad probiotik a mikroorganismi pro
biokonzervaci, pokud se jich do potravin ptidava velké mnozstvi, a také startovacich kultur,

které rostou béhem fermenta¢niho procesu (Verraes et al., 2013).
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3.2 Prenos antimikrobialni rezistence v prostiedi zpracovani potravin

3.2.1 VIiv technik zpracovani a konzervace potravin

Pro prodlouZeni trvanlivosti potravin se pouzivaji rizné techniky zpracovani a konzervace
potravin, které mohou mit rozdilné u¢inky na piivodni bakterialni floru. Bakterie pritomné
V potravinach mohou po pouziti techniky zpracovani nebo konzervace potravin piezit, aniz
by byl jejich rast potlacen. Je také mozné, Ze jejich rust je inhibovan, coz ma za nasledek
stresované nebo subletalné poskozené bakterialni buniky. Jiné techniky mohou bakterie také
usmrtit nebo inaktivovat. Tyto mrtvé bakterialni buniky mohou zistat neporusené nebo
mohou byt lyzovany v disledku poskozeni bunééné stény. V disledku toho se bakteridlni
DNA, vcetné piipadnych ptitomnych geni AMR, uvolni do prostfedi. VétSina metod

zpracovani potravin vSak vede ke sniZeni poctu bakterii (Deak et al., 2012).

Geny AMR, kter¢ jsou pfitomny v ¢astecné inaktivovanych, stresovanych buitkach, mohou
byt pfeneseny na komenzalni a patogenni bakterie jak v potravinach, tak po jejich poziti
Vv travicim systému ¢loveka. Toho 1ze dosahnout bud’ konjugaci, pokud se rezistence nachézi
na mobilizovatelnych elementech, nebo transformaci a transdukci, avSak v niz§i mife

(Verraes et al., 2013).

K usmrceni bakterialnich bun¢k se pouziva velké mnozstvi metod zpracovani potravin.
Cilem bariérové technologie, pouzivané pti minimalnim zpracovani potravin, je vystavit
bakterie riznym prekazkam, které by nemély ptekonat. Rizné pouzité prekazky mohou mit

nejen aditivni G¢inek, ale mohou pusobit i synergicky (Leistner, 2000).

3.2.2 Vliv biofilmu

Na vétSin¢ potravinafskych zatizeni mohou mikroorganismy rist a prezivat ve formé
biofilmu. Biofilm lze definovat jako mikrobidlni spoleenstvo charakterizované bunikami,
které jsou nevratné pfipojeny k substratu nebo k sobé navzdjem; které jsou zakotveny do
matrix extracelularnich polymernich latek, jez si vytvofily; a které vykazuji zménény
fenotyp s ohledem na rychlost riistu a transkripci gent (Donlan & Costerton, 2002). Jedno-
1 vicedruhové biofilmy se vyskytuji v potravinaiském primyslu, kde mohou byt pfic¢inou
kazeni potravin a vyroby produktl s nevyhovujicimi vlastnostmi. Krom¢ toho mohou
biofilmy také ohrozovat vefejné zdravi, pokud obsahuji patogenni bakterie. Obavy
0 bezpecnost potravin vyvolavaji biofilmy v masném (Manafi et al., 2020), mlékarenském

(Gajewska et al., 2023) i obecné potravinaiském pramyslu (Mazaheri et al., 2021; Sharan et
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al.,, 2022). Dulezitym zdravotnim rizikem souvisejicim s vyskytem biofilmu
V potravinaiském primyslu je vrozena vy$$i AMR bakterii ve srovnani s planktonnimi
bunkami (Ciofu et al., 2022). Uvadi se, ze k této vlastnosti pfispiva n€kolik faktoru, jako
jsou role matrice, hustota bun¢k, rychlost ristu, heterogenita uvniti biofilmu, obecna
stresova odpovéd’ a quorum sensing (Y. Li et al., 2020). Krom¢ této vrozené rezistence
poskytuje stav biofilmu idealni situaci pro ptenos rezistence a bylo prokazano, ze k nému

dochazi jak konjugaci, tak transformaci i transdukci (Michaelis & Grohmann, 2023).

3.3 Antibioticka rezistence izolati z potravin a napoju

Z Cetnych pozorovacich studii a zprav o sledovani je znamo, ze je AMR u hospodaiskych
zvitat zna¢né rozsifend. Mimo sledovani rezistence u rtznych bakterialnich druhl Ize
dynamiku AMR hodnotit sledovanim rezistence u komenzalnich Escherichia coli, coz je
Siroce uznavany indikator AMR (EFSA & ECDC, 2017, 2020; N. Nhung et al., 2016).

Jedna z recentnich studii provedena ve Svycarsku zjistila, ze p¥iblizné 50 % testovanych
vzorkll potravin z masa a moiskych plodi bylo kontaminovano bakteriemi jako jsou
Campylobacter, Enterococcus, Salmonella, Escherichia coli, Listeria a Vibrio spp.
Gramnegativni bakterie se vyznacovaly rezistenci viici aminoglykosidiim, cefalosporintim,
fluorochinoloniim, peniciliniim, sulfonamidim a tetracyklinim. Grampozitivni izolaty
vykazovaly rezistenci vii€i glykoproteinim, linkosamidim, makrolidiim a nitrofurantim
u stafylokokt a enterokokll izolovanych z masa a masnych vyrobkil, stafylokokl
izolovanych z motskych ploda, jakozZ i u enterokokt a technologicky vyznamnych bakterii
(v€etné zakysovych) ve fermentovanych nebo zpracovanych mlé¢nych vyrobeich (Jans et

al., 2018).

Jind studie zkoumala, zda se vyskytuji rozdily v AMR u klinickych a neklinickych izolat
E. coli z hospodaiskych zvitat. V souladu s hypotézou bylo zjisténo vyssi riziko rezistence
na v§echny ¢tyfi zahrnuté antimikrobialni latky (ampicilin, gentamicin, kyselinu nalidixovou
a tetracyklin) u klinickych izolati z telat v Némecku a Francii. U izolatt z brojlera bylo toto
zjiSténo pouze u gentamicinu u brojlerti ve Francii. Naopak v rozporu s hypotézou byla
zjisténa vyssi pravdépodobnost rezistence u neklinickych izolattiu ampicilinu a tetracyklinu
u brojlertt ve Francii, Némecku a Spojeném kralovstvi; kriit ve Francii a Némecku; a
u gentamicinu u krit v Némecku. To naznacuje, ze vyssi vyskyt rezistence u jednoho typu

izolati nez u druhého (tj. klinickych nebo neklinickych izolatit) souvisi se vztahem mezi
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kategoriemi zvifat a antimikrobialni latkou, ktery mize souviset se zpiisobem 1écby zvitat

(Mesa-Varona et al., 2021).

Jak bylo vySe popsdno, vysokym rizikem pro konecného spotiebitele je rezistence
kontaminujicich bakterii, které mohou rezistenci ziskat naptiklad od patogennich bakterii
hostitelského organismu. Dale popsana studie se zabyvala AMR u patogent dritbeze, jako
jsou naptiiklad Escherichia coli, Salmonella Pullorum/Gallinarum, Pasteurella multocida,
Ornitobacterium rhinotracheale, Bordetella avium, Clostridium perfringens, Mycoplasma
spp., Erysipelothrix rhusiopathiae a dalsi. Mezi gramnegativnimi patogeny, které nejsou
z ¢eledi Enterobacteriaceae, mély izolaty Ornitobacterium rhinotracheale nejvyssi uroven
fenotypové rezistence vuci ko-trimoxazolu, enrofloxacinu, gentamicinu, amoxicilinu a
ceftiofuru, ktera presahovala 50 % (Nhung et al., 2017).

Jiz diive byl popsan stav AMR u zoonotickych bakterii Salmonella, Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli a E. coli zkufat a krut. U salmonel se ¢etnost a vzorce AMR 1isi
Vv zavislosti na obdobi, regionu, sérovaru, konkrétni farme, vyuziti zvitete (nosnice/brojler)
a antimikrobidlnim ptipravku. U salmonel izolovanych z kriit je obvykle vyssi frekvence
AMR nez u salmonel izolovanych z kufat. Dochézi také ke klonalnimu a horizontalnimu
pfenosu AMR a existuji obavy z §ifeni pfenosnych plazmidi, které koduji cefalosporinazy
s rozSifenym spektrem. Rezistence k fluorochinoloniim je obecné nizka. U kampylobakteril
je rezistence k tetracyklinu obvykle stfedné¢ Castda az Castad, rezistence
k chinolonim/fluorochinolontim kolisa od nizké po vysokou a rezistence k makrolidim je
obvykle nizkd. V nékterych zemich se vyskytuje vysokd mira rezistence vici
fluorochinolonim. Pta¢i patogenni E. coli jsou casto vysoce rezistentni, zejména
K tetracyklinu, streptomycinu a sulfonamidim. BéZna je plazmidem zprostfedkovana
rezistence. Komenzalni E. coli z dribeze maji podobny vzorec rezistence, ale s nizsi
frekvenci. Sou€asné bylo zjiSténo, ze prevalence AMR je obvykle niz§i u nosnic nez
ubrojlerii, coz je pravdépodobné Castecné zplisobeno omezenim pouzivani
antimikrobidlnich latek v hejnech nosnic, aby se zabranilo vyskytu rezidui antimikrobialnich
latek ve vejcich (Gyles, 2008).
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo shrnout poznatky o mechanismu vzniku a pfenosu bakterialni
antibiotické rezistence. Ddéle bylo cilem prozkoumat vyskyt této rezistence

V potravinaiskych provozech a jejich produktech.

Cilem laboratorni ¢asti prace bylo selektivni kultivaci izolovat gramnegativni bakterie
ty¢inkovité morfologie mimo enterobakterie ze vzorkt z prostiedi malochovu pizmovky
domaci. Tyto izolaty charakterizovat z hlediska fenotypu rezistence vici antimikrobidlnim

latkam a u vybranych izolatl potvrdit ptitomnost genti tuto rezistenci kodujici.
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5 MATERIAL

5.1 Testované bakterialni izolaty

Celkem bylo testovano 30 primarnich vzorkt z prostfedi chovu vodni driibeze, konkrétné
pizmovky domaci z malochovuna Pardubicku. Jednalo se o vzorky ¢erstvého masa (n = 10),
stéry z bficha a okoli kloaky (n = 10), vzorky chladici vody z riiznych ¢ésti vany s chladici
vodou pfi porazce (n = 5) a vzorky napajeci vody z napéjecich bazénkl véetné sedimentu

(n =5). Vice o metodice odbéru a zpracovani primarnich vzorku je napsano v kapitole 6.1.

5.2 Kaultivacni a kryoprotektivni média

Média pouzitéd pro selektivni kultivaci vzorkl byla komeréné€ dostupné a byla ptipravena dle
instrukci vyrobce. Soubor vsech pouzitych kultivacnich médii je uveden v Tabulce 1, v¢etné

vyrobce a puvodu.

Tabulka 1 Seznam pouzitych kultivaénich médii

Nazev Zkratka Vyrobce Zemé puvodu Vyuziti
Plate Count Agar PCA HIMEDIA Indie kultivace
Brain Heart Infusion | g, HIMEDIA Indie kultivace
Broth
Pseudflmonas Agar PA HIMEDIA Indie se1e1_<t1vn1
Base kultivace
Leeds Acinetobacter : selektivni
Agar Base *? AA HIMEDIA Indie kultivace
Vibrio agar VA HIMEDIA Indie selektivni
kultivace
. . , ., . | diskova difuzni
Mueller-Hinton agar MHA Oxoid Velka Britanie metoda
Fosfatovy pufr PBS Sigma-Aldrich USA

* do techto médii byly pridany antibiotické suplementy, které jsou uvedeny v Tabulce 2
1 Cetrinix Supplement (FD029), 2 AC Selective Supplement (FD271)

Piiprava kryoprotektivniho média pro dlouhodobé uchovavani bakteridlnich izolatu pti
teplotach —80 °C probihala nasledovné: dle navodu vyrobce byl ptipraven BHI bujon, 85 ml
bujénu bylo odlito do samostatné baiikky do které bylo nasledovné ptidano 12 ml (15 g)
glycerolu, pficemz odmérny valec byl smési nékolikrat proplachnut. Pripravené médium
bylo vysterilizovano v autoklavu (121 °C/15 min) a rozplnéno po 0,5 ml do sterilnich

Eppendorf zkumavek. Pro zajisténi uplné sterility byly kryozkumavky opétovné sterilovany.
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5.3 Antimikrobialni latky

Pro selektivni kultivaci a testovani citlivosti k antibiotikim byly pouzity antimikrobidlni

latky ve formé komercné vyrabénych suplementi k agarovym zakladtim (do objemu 500 ml

agaru byla pouzita jedna lahvicka, dle ndvodu vyrobce) a v podobé komeréné vyrabénych

antibiotickych diski. Seznam pouzitych suplement je uveden v Tabulce 2, seznam

antimikrobnich diskt je uveden v Tabulce 3.

Tabulka 2 Seznam pouzitych suplementi do selektivnich médii

Supplement Obsazené ATB v 1 lahvicce [mQ] Vyrobce | Pivod
. ampicilin sodna sul 50,0
AC Selective P _ HIMEDIA | Indie
Supplement (FD271) ceftazidim 50,0
. cetrimid 100,0
Cetrinix Supplement HIMEDIA | Indie
(FD029) kyselina nalidixova 15,0
Tabulka 3 Seznam pouzitych antimikrobialnich diska
Skupina Antibiotikum Zkratka | Obsah ATB | Vyrobce | Pivod
(ATB) Vv disku [ng]
Peniciliny piperacillin- PIT 100/10 HIMEDIA | Indie
tazobactam
tikarcilin TI 75 HIMEDIA | Indie
Cefalosporiny cefepim CAZ 30 HIMEDIA | Indie
ceftazidim CPM 10 HIMEDIA | Indie
Karbapenemy imipenem IPM 10 HIMEDIA | Indie
doripenem DOR 10 HIMEDIA | Indie
Fluorochinolony | ciprofloxacin CIP 5 HIMEDIA | Indie
levofloxacin LE 5 HIMEDIA | Indie
Aminoglykosidy | amikacin AK 30 HIMEDIA | Indie
tobramycin TOB 10 HIMEDIA | Indie

5.4 Chemikalie a roztoky

Chemikalie pro polymerazovou ietézovou reakci (PCR) a gelovou elektroforézu

e Agar6za (Sigma-Aldrich, USA)

e Destilovana voda
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e DNA Gel Loading Dye (6X) (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Ethidiumbromid (EtBr) (Sigma-Aldrich, USA)

e Hmotnostni standard (100 bp, New England Biolabs, USA)

e Oligonukleotidové primery (viz Tabulka 7) (Metabion GmbH, Némecko)

e PCR Ultra H,0 (Top-Bio CR)

e Q5 Hot Start High-Fidelity 2x Master mix (New England Biolabs, USA)

e TBE puft: pufr byl pfipraven smichanim Tris—Base (Sigma-Aldrich, USA), kyseliny
borité (Penta, CR) a EDTA (Penta, CR) a rozpusténim v 1 1 destilované vody. pH
bylo upraveno pomoci fedéné HCl na hodnotu 8. Néasledné byl tento roztok
autoklavovan pii 121 °C po dobu 20 minut. IM pufr byl pfipraven fedénim z 20M

zasobniho roztoku.

Chemikalie pouzité na Gramovo barveni

e Krystalova violet’ (Carl Roth GmbH, Némecko)

e Lugoltiv roztok — 1% vodny roztok elementarniho jodu a jodidu draselného (Carl
Roth GmbH, Némecko)

e Safranin roztok (Carl Roth GmbH, Némecko)

5.5 Pristroje a software

e Centrifuga MiniSpin® (Eppendorf, Némecko), univerzalni chlazena centrifuga
Universal 32 R (Hettich, Némecko), kombinovana centrifuga/vortex Combi-Spin
FVL-2400N (Biosan, Lotyssko)

e Denzitometr Den-1 McFarland Densitometer (Biosan, Loty$sko)

e DNA/RNA UV-box UVT-S-AR (Biosan, Loty$sko)

e Elektroforeticka vana (VWR, USA)

¢ Elektronickd multikanalova pipeta E1 ClipTip (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Fotodokumentaéni a analyzaéni systém Azure c600 Gel Imaging System (Azure
Biosystems, USA)

e Inkubator MIR-162 (Sanyo, Japonsko)

e Laboratorni mrazak (—20 °C) (Gorenje, Slovinsko), laboratorni mrazak (—80 °C)
New Brunswick Innova U-101 (Eppendorf, Némecko)

e Laboratorni vadha EW-N (Kern, Némecko)
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e Laminarni box Airstream® Gen 3 Class I BSC-S Series (ESCO Lifesciences Group,
Singapur)

e Lednice (Liebherr, Némecko)

e Mikrovinna trouba (Beko, Turecko)

e Parni sterilizator (autoklav) 2840EL (Tuttnauer, USA)

e PCR termocycler — Mastercycler nexus (Eppendorf, Némecko)

e Sada automatickych pipet Research plus (Eppendorf, Némecko)

e Spektrofotometr Ultrospec 10 (Biochrom, USA)

e Stolni tfepany inkubator ThermoMixer Comfort (Eppendorf, Némecko)

5.6 Laboratorni pomucky

e Chladici stojan na mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

e Laboratorni sklo (Simax, CR)

e Latexové¢ a nitrilové rukavice (Hartmann; OneMed)

e Mikrozkumavky 1,5 ml a 2,0 ml (Eppendorf, Némecko)

e Nuzky

e Parafilm(Sigma-Aldrich, USA)

e PCR desticky (Eppendorf, Némecko), PCR stripy (Eppendorf, Némecko)
e Pinzety, skalpely (Medin, CR)

e Plastové Petriho misky o priméru 90 mm (Boettger, Némecko)

e Plastové stojany na zkumavky a mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)
e Polystyrenova krabice pro chlazeni vzorkl ledem

e Pravitko

e Piislusenstvi (formy, hiebeny) na piipravu gelti (VWR, USA)

e Semi-mikro jednorazové spektroskopické kyvety (VWR, USA)

e Sterilni Densi-La zkumavky 15 ml (Gama Group, CR)

e Sterilni jednorazové plastové klicky 1 ul (VWR, USA)

e Sterilni plastové $picky k automatickym pipetam (Eppendorf, Némecko)
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6 METODIKA

6.1 Mikrobiologicky rozbor vodni dribeze

6.1.1 Odbér a zpracovani vzorki z vodni drubeze

Odbér vzorku probihal v obdobi 06/2022-07/2022. Celkem bylo vySetieno 30 vzorka
z prostiedi malochovu pizmovky domaci z oblasti Pardubického kraje Ceské republiky.
Jednalo se 0 vzorky masa z porazenych zvitat (n = 10), stéry z biicha a okoli kloaky (n = 10),
vzorky chladici vody z riznych ¢asti vany s chladici vodou pii porazce (n =5) a vzorky

napajeci vody z napajecich bazénki vcetné sedimentu (n = 5).

Kachni maso z 1 kusu (100 g), prsni sval a stehno v celém priifezu, bylo po odbéru ulozeno
do plastového zamrazovaciho sacku a zamrazeno na teplotu -18 °C. Po transportu do
laboratofe byly vzorky rozmrazeny (24 hod, lednice) a nasledné bylo 5 g vzorku

homogenizovano ve 45 g fyziologického roztoku po dobu 5 minut.

Stér z biicha a okoli kloaky jedné zivé kachny byl proveden sterilni gdzou namocenou
Vv destilované vod¢, ktera byla poté ulozena do plastového zamrazovaciho sac¢ku a zchlazena
na teplotu 8 °C. Po transportu do laboratofe byl vzorek ponechan 2 hodiny v termostatu pti
55 °C, poté bylo ke gaze ptidano 5 ml fyziologického roztoku a homogenizovano po dobu

5 min.

Chladici voda z riznych ¢ésti vany s chladici vodou pfti porazce (250 g) byla ulozena do
plastového zamrazovaciho sacku a zamrazena na teplotu —18 °C. Napajeci voda z napajecich
bazénku, véetné sedimentu (250 g), byla uloZena do plastového zamrazovaciho sacku a
zchlazena na 8 °C. Po pievozu do laboratofe byly vzorky rozmrazeny v lednici (48 hod) a
poté bylo 0,5 ml promichaného vzorku piepipetovano do zkumavky obsahujici 4,5 ml

fyziologického roztoku.

Takto ptfipravené vzorky byly poté ve vhodném fedéni vyockovany na PCA agar a dale na

selektivni pady.

6.1.2 Selektivni kultivace

Selektivni kultivace byla provedena na tfech selektivnich agarovych pidach (Pseudomonas
agar, PA; Leeds Acinetobacter agar, AA a Vibrio agar, VA). Pro selektivni kultivaci bylo
100 pl suspenze hokejkou vyockovano na selektivni pudy (PA, AA, VA) a kultivovano

Vv termostatu pii 37 °C po dobu 48 hodin. Poté byly vybrané kolonie metodou kiizového
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roztéru pieneseny a roziedény na Cerstvou pudu tak, aby bylo mozné ziskat a popsat
samostatné kolonie. V ptipadé nartstu vice variant morfologii kolonii v ramci jednotlivého
vzorku, byly jednotlivé kolonie inokulovany a kultivovany na oddélené misce. Postup byl

opakovan nejméné tiikrat za ucelem ziskani Cisté bakterialni kultury.

Narostlé kultury byly barveny dle Grama (kapitola 6.1.3) a podrobeny mikroskopické
analyze, aby bylo mozné pro dalSi postupy vybrat pouze gramnegativni bakterie
s ty¢inkovitou morfologii. Gramnegativni bakterie se jevi v zorném poli mikroskopu jako
svétle rizové a lze je snadno odlisit od temné fialovych grampozitivnich bakterii. Vzhledem
k malé velikosti bakterii je tfeba je pozorovat imerznim objektivem s pouzitim imerzniho
oleje. Vybrané gramnegativni izolaty byly podrobeny druhové identifikaci (MALDI-TOF,
kapitola 6.1.4), zamrazeny do kryoprotektivniho média a uchovany pii teploté —80 °C.
Soucasné byla izolovana bakterialni DNA pomoci teplotni lyze (kapitola 6.2.2), ktera byla
vyuzita pii konfirmaéni PCR reakci pro detekci genti kddujicich rezistenci na antibiotika

(kapitola 6.2.3).

6.1.3 Gramovo barveni

Teplem fixovany roztér na podloznim sklicku byl pievrstven roztokem krystalové violeti a
ponechan plisobit 60 s, poté byla barva bez oplachovani slita a preparat byl prevrstven
Lugolovym roztokem (60 s). Roztok byl slit, opatrné oplachnut destilovanou vodou a
v S§ikmé poloze odbarvovan smési etanol:aceton (80:20) dokud neodtékalo barvivo (20-255).
Preparat byl dokonale oplachnut destilovanou vodou a dobarven safraninem (60 s). Nasledné
byl preparat diikladné oplachnut destilovanou vodou, ponechan oschnout a mikroskopovéan

pomoci imerzniho objektivu.

6.1.4 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Druhové stanoveni bakterialnich izolatl bylo provedena Vv partnerské laboratotfi Slovenské
pol'mohospodarske univerzity v Nitte ve Vyskumném centru AgroBioTech ve spolupraci
s prof. Ing. Kac¢aniovou, PhD. Princip metody spo¢iva Vv ozafeni smési vzorku a matrice
pulsnim laserem, kdy matrice absorbuje dodanou energii a svym rozkladem ionizuje
molekuly vzorku, které jsou ndsledné separovany na zéklad¢é poméru molekulové hmotnosti
a naboje. Ziskand hmotnostni spektra bilkovin jsou analyzovéana a porovnavana s databazi
spekter jednotlivych bakteridlnich druhti. Pro dals$i analyzy byly vybrany izolaty

identifikované jako Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. a Brevundimonas spp.
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6.2 Skrining AMR izolovanych gramnegativnich ty¢inek

6.2.1 Fenotypové testy rezistence

V ramci fenotypovych testii rezistence bylo provedeno stanoveni citlivosti bakterialnich

izolatl k 10 vyznamnym antibiotikiim diskovou difuzni metodou s hodnocenim dle CLSI
(CLSI, 2023) a EUCAST (EUCAST, 2023).

Testované izolaty byly vyoc¢kovany na Petriho misky (priimér 90 mm) s PCA a kultivovany
ptes noc pti 37 °C. Soucasné bylo ptipraveno dostate¢né mnozstvi Petriho misek s MH
agarem o velikosti 90 mm (2 pro kazdy vzorek). Misky obsahovaly 25 ml média, coz

odpovida vysce agaru 4 mm.

Z kazdého vzorku byla v 15 ml zkumavce ptipravena bakteridlni suspenze ve fosfatovém
pufru (PBS; pfi¢emz pro kazdou z vyuzitych Petriho misek bylo pfipraveno minimalné 2 ml
suspenze). Obsah zkumavky byl dikladné zhomogenizovan a nasledné byl zméten zakal
bakteridlni suspenze pomoci spektrofotometru. Hodnota zédkalu by méla odpovidat hodnoté
0,5 McFarlandovy stupnice (tj. =1-2 108 CFU/mI), tedy ODggo = 0,08-0,12. Pfipravena
suspenze byla do 15 minut od ptipravy po kratkém promichdni na vortexu steriln¢ nanesena
na cely povrch plotny s MH agarem a piebyte¢né inokulum bylo odpipetovano. Po dobu
zhruba 10-20 minut byly plotny s inokulem ponechany ve sterilnim boxu, aby dostatecné
zaschly. Po zaschnuti byly na misky pomoci sterilni pinzety umistény jednotlivé antibiotické
disky dle seznamu v Tabulce 3. Po dalSich 10-20 minutach, po pfilnuti diskti na povrch
agaru, byly misky umistény do termostatu dnem vzhiru a inkubovany pii 35 °C po dobu
18-20 hodin.

Pro vyhodnoceni citlivosti k antibiotikiim byly po inkubaci zméteny primeéry inhibi¢nich
zon vytvotfenych okolo antibiotickych disk. Vysledky byly srovnany s referen¢nimi
hodnotami podle metodiky CLSI 2023 (CLSI, 2023), EUCAST 2022 (EUCAST, 2022) a
EUCAST 2023 (EUCAST, 2023), které jsou uvedeny v Tabulkach 4 a 5.
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Tabulka 4 Hrani¢ni hodnoty zén inhibice antibiotik pro bakterie Pseudomonas spp.

dle (CLSI, 2023)

Hrani¢ni hodnoty pro primér zény

(AAr‘Eé’)iOtik“m Zkratka \?gffl?uA[I; i inhibic? [mm]° a

f;gggélt!m PIT 100/10 >21 15-20 <14
tikarcilin® TI 75 > 50 <18
ceftazidim® CAZ 10 >50 <17
cefepim CPM 30 >18 15-17 <14
imipenem IPM 10 >19 16-18 <I5
doripenem DOR 10 >19 16-18 <15
ciprofloxacin CIP 5 >25 19-24 <18
levofloxacin LE 5 >22 15-21 <14
amikacin AK 30 >17 15-16 <14
tobramycin TOB 10 >15 13-14 <12

S — citlivy; I — intermedidrni; R — rezistentni; ® zény vyhodnoceny dle metodiky (EUCAST,

2022); ¢zony vyhodnoceny dle metodiky (EUCAST, 2023)

Tabulka 5 Hrani¢ni hodnoty zo6n inhibice antibiotik pro bakterie Acinetobacter spp.

dle (CLSI, 2023)

Hrani¢ni hodnoty pro primér zény

(AAr‘Eé’)iO“k“m Zkratka \?gis:‘l?uA[IgB] i inhibicelz [mm]? _

piperacillin- PIT 100/10 >21 18-20 <17
tazobactam

tikarcilin® Tl 75 > 50 <18
ceftazidim® CAZ 10 > 50 <17
cefepim CPM 30 >18 15-17 <14
imipenem IPM 10 >22 19-21 <18
doripenem DOR 10 >18 15-17 <14
ciprofloxacin CIP 5 >21 16-20 <15
levofloxacin LE 5 >17 14-16 <13
amikacin AK 30 >17 15-16 <14
tobramycin TOB 10 >15 13-14 <12

8 S — citlivy; I — intermedidrni; R — rezistentni; ® zény byly vyhodnoceny dle hranicnich
hodnot pro Pseudomonas spp. dle metodiky (EUCAST, 2022); ¢ zény byly vyhodnoceny dle
hranicnich hodnot pro Pseudomonas spp. dle metodiky (EUCAST, 2023)
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6.2.2 1Izolace bakterialni DNA

PreciSténé pfes noc narostené bakterialni kultury byly resuspendovany v 500 ul sterilni
destilované vody v 1,5 ml mikrozkumavkach (Eppendorf) a dilkladné¢ zhomogenizovany
vortexem. Izolace DNA byla provedena teplotni 1yzou bun¢k vlozenim mikrozkumavek do
termobloku vyhiatého na teplotu 100 °C a inkubaci po dobu 10 minut. Po Sokovém ochlazeni
vlozenim na led (5 min) byly mikrozkumavky centrifugovany (35 060 g/2 min). Vznikly
supernatant obsahujici genomovou DNA byl odebran do novych sterilnich mikrozkumavek

a uchovan pti —20 °C.

6.2.3 Detekce genii rezistence pomoci PCR

Detekce vybranych genti kddujicich rezistenci k antimikrobidlnim latkam byla provedena
pomoci PCR z izolované DNA (viz kapitola 6.2.2). Sekvence pouzitych primerd je uvedena
v Tabulce 7 (Baghal Asghari et al., 2021). Primery byly pfipraveny z lyofilizatl ptidanim
daného objemu PCR H>0 do finalni koncentrace 100 uM. Tento zasobni roztok byl ziedén

na pracovni koncentraci 10 uM.

Reakéni smés byla ve sterilnim PCR boxu pfipravena dle postupu uvedeném v Tabulce 6.
V 1,5 ml zkumavce byly smichany v§echny komponenty mimo testovanou DNA (voda +
Master-Mix + primery) pro vSechny testované vzorky dohromady, pfi¢emz mnozstvi
chemikalii bylo upraveno dle jejich poctu. Reakéni smés byla dikladné homogenizovana
pomoci vortexu, odstfedéna, a po 24 pul rozplnéna do PCR desticky. Do ptislusnych jamek
bylo ptidéno 2 pul bakterialni DNA. Jako negativni kontrola byla pouzita reakéni smés bez
pfidané DNA. Pfipravena destiCka byla zakryta kryci folii a umisténa do termocycleru.
Parametry pro jednotlivé PCR programy jsou uvedeny v Tabulce 7 (Baghal Asghari et al.,
2021).

Tabulka 6 Slozeni PCR reakéni smési pro jednu reakci

Komponent Objem komponent [ul]
Master Mix 12,5

PCR H.0 9,5

Primer Fw (10 uM) 1

Primer Rv (10 uM) 1

DNA 2

Celkovy objem 26
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Tabulka 7 Sekvence primert a teplotni podminky pouzité pti PCR amplifikaci
(Baghal Asghari et al., 2021)

Gen Sekvence (5¢-3¢) V [bp] PCR program
blaSHY |  GGTGACGAACAGCTGGAGCG 108 | 94°C 5min — 40_[94 °C 60 sec, 62 °C
GAGTTCGCCGACCGTCATGC 30sec, 72°C 10 sec] — 72 °C'5 min
blarey | GCKGCCAACTTACTTCTGACAACG | 247 | 94°C 5 min — 40_[94 °C 60 sec, 62 °C
CTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTA 30 sec, 72 °C 10 sec] — 72 °C 5 min
blacrx TGGTGAYVTGGMTBAARGGCA 175 | 94°C 5min — 35 _[94 °C 45 sec, 53 °C
TGGGTRAARTARGTVACCAGAA 45 sec, 72 °C 1 min] — 72 °C 5 min
blavi GTTTGGTCGCATATCGCAAC 382 | 94°C 5 min — 35 _[94 °C 60 sec, 60 °C
AATGCGCAGCACCAGGATAG 30 sec, 72 °C 10 sec] — 72 °C 5 min
onrs GACGTGCTAACTTGCGTGAT 118 | 94°C 5min — 35 _[94 °C 60 sec, 60 °C
TGGCATTGTTGGAAACTTGC 30 sec, 72 °C 10 sec] — 72 °C 5 min

V — velikost amplikonu

Vizualni detekce byla nasledné provedena pomoci gelové elektroforézy. Elektroforéza byla
provedena v 1,5% (w/v) agaréozovém gelu 50 minut pfi 90 V/400 mA. Pfiprava

elektroforetického gelu je popséna v nasledujici kapitole 6.2.3.1.

6.2.3.1 Gelova elektroforéza

Vizualizace jednotlivych produktd PCR byla provedena gelovou elektroforézou. Byl
ptipraven 1,5% agar6zovy gel rozpusténim 1,5 g agar6zy ve 100 ml 1M TBE pufru. Agar6za
byla diikladné povatena v mikrovlnné troubé pii maximalnim vykonu do vzniku homogenni
smési. Ziskana smés byla ochlazena na teplotu pfiblizné 60 °C a bylo do ni pfidano 5 pl
interkala¢niho barviva ethidiumbromidu (10 mg/ml). Promichana smés byla vlita do
pfipravené formy s pfisluSnym poctem hiebinkt a ptipadné bubliny byly odstranény sterilni
$pickou. Po zatuhnuti gelu (20-30 minut) byl gen umistén do elektroforetické vany s 1M
TBE pufrem a byly opatrné vyjmuty hiebinky. Do jednotlivych jamek bylo pipetovéano 3 pl
PCR produktu smichaného se 2 pl loadovaci barvicky, pticemz do prvni jamky na zacatek
kazdé tady bylo pridano 3 pl hmotnostniho standardu (100 bp) a na konec vzdy pozitivnia
negativni kontrola pro spravnou detekci dané¢ho genu. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
produkt reakce s potvrzenou ptitomnosti daného genu, jako negativni kontrola byla pouzita
reakeni smeés bez pridané DNA. Samotna elektroforéza probihala pii napéti 90 V/400 mA
po dobu 50 minut. Po dokonc¢eni byl gel vloZzen do fotodokumentaéniho zafizeni Azure c600

Gel Imaging System, zdokumentovan a vyhodnocen.
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7 VYSLEDKY

7.1 Selektivni kultivace mikroorganismu

Kultivaci na tfech selektivné diagnostickych pidach (Pseudomonas agar, PA; Leeds
Acinetobacter agar, AA a Vibrio agar, VA) bylo ze 30 primarnich vzorka ziskano celkem
126 izolatd rostoucich na pouzitych pudach (PA n=62, AA n=34, VA n=30). Po provedeni
Gramova barveni byly gramnegativni vzorky odeslany k druhové identifikaci pomoci
MALDI-TOF. Po ziskani vysledkt byly pro dal$i zpracovani vybrany pouze gramnegativni
bakterie tycinkovité morfologiec mimo enterobakterie. K takto ziskanym izolatim byly
pfidany izolaty studentky Pavliny PiSové izolované v ramci jeji diplomové prace zabyvajici
se enterobakteriemi. Celkem bylo tedy zpracovdno 75 izolatl gramnegativnich tyCinek
(mimo enterobakterie), konkrétné¢ Pseudomonas spp. (n=48), Acinetobacter spp. (n=11),
Brevundimonas sp. (n=16). Pocet izolatt rozdélenych dle bakterialniho rodu a ptvodu

izolatu je uveden v Tabulce 8. Pocet izolatu dle pivodu vzorku pro jednotlivé bakterialni

rody je uveden v Tabulce 9.

Tabulka 8 Pocet izolatl rozdéleny podle bakterialniho rodu a piivodu izolatu

Bakterialni rod |Pivod Vzl::,élfl; a if(;)lééettﬁ ?ZF;)IE,‘TQ
Pseudomonas Cerstvé maso 7 (70 %) 16
Stér z biicha a okoli kloaky 4 (40 %) 6 48
Chladici voda pfti porazce 5 (100 %) 16
Napajeci voda v¢. sedimentu 4 (80 %) 10
Acinetobacter Cerstvé maso 2 (20 %) 2
Stér z biicha a okoli kloaky 5 (50 %) 7 1
Chladici voda pfi porazce 1 (20 %) 2
Napajeci voda v¢. sedimentu 0 0
Brevundimonas |Cerstvé maso 1 (10 %) 1
Stér z biicha a okoli kloaky 3 (30 %) 3 16
Chladici voda pti porazce 5 (100 %) 9
Napajeci voda v¢. sedimentu 2 (40 %) 3
Celkem 75

a — pocet vzorki, ze kterych byl izolovéan alespon jeden izolat
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Pocet izolati ziskanych z jednotlivych vzorkd byl rozdilny vzhledem k jejich pivodu.
Bakterii rodu Pseudomonas se podatilo vyizolovat ze sedmi riiznych vzorkt cerstvého masa
(7110, 70 %) celkem 16 izolatt, pricemz ze vzorku byl ziskan jeden az Ctyfiizolaty. Z deseti
vzorku stérti z biicha a okoli kloaky kachen bylo ziskano 6 izolatt ze 4 vzorki (4/10, 40 %).
Ze vzorku chladici vody byl ziskan alespon jeden izolat Pseudomonas spp. z kazdého vzorku
(100 %), celkem 16. Z péti vzorki napajeci vody veetné sedimentu byl ziskan alespon jeden

izolat ze Ctyt vzorkl (4/5, 80 %), celkem jich bylo ziskano 10.

Izolaty rodu Acinetobacter byly ziskany ze dvou vzorku ¢erstvého masa (2/10, 20 %) po
jednom izolatu. Pét vzork stérti peti poskytlo celkem sedm izolat (5/10, 50 %), odebrana
chladici voda pii porazce obsahovala dva izolaty pouze v jednom vzorku (1/5, 20 %) a izolat
rodu Acinetobacter se nepodafilo ziskat ani z jednoho vzorku napajeci vody.

Po jednom izolatu Brevundimonas spp. bylo ziskano z jednoho vzorku ¢erstvého masa (1/10,
10 %) a tti riznych vzorkl stéri z peti (3/10, 3 %). Izolaty byly ziskany z kazdého vzorku
chladici vody pfti pordzce (5/5, 100 %), celkem jich bylo ziskano 9. Ve vzorcich napdjeci
vody byly nalezeny tfi izolaty ze dvou vzorka (2/5, 40 %).

Tabulka 9 Pocet izolata dle druhu vzorku pro jednotlivé bakterialni rody

Pivod vzorkii Bakterialni rod Pocet vzorkii 2 | Podet izolati (.Zelk,erp

(jejich pocet) izolatu

Cerstvé maso Pseudomonas 7 (70 %) 16

(n=10) Acinetobacter 2 (20 %) 2 19
Brevundimonas 1 (10 %) 1

Stér z bficha a okoli |Pseudomonas 4 (40 %) 6

E:gig Acinetobacter 5 (50 %) 7 16
Brevundimonas 3 (30 %) 3

Chladici voda pfi Pseudomonas 5 (100 %) 16

?ﬁg‘gce Acinetobacter 1 (20 %) 2 27
Brevundimonas 5 (100 %) 9

Napdjeci voda vcetné | Pseudomonas 4 (80 %) 10

?ﬁig?entu Acinetobacter 0 0 13
Brevundimonas 2 (40 %)

Celkem 75

a — pocet vzorki, ze kterych byl izolovén alespoii jeden izolat
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Izolované druhy rodu Pseudomonas byly identifikovany pomoci metody MALDI-TOF.

Ze 48 izolatt bylo do druhu zatazeno 25, ostatni byly uréeny pouze do rodu.

Z identifikovanych druhi pseudomonad patfila vétsina do skupiny P. fluorescens —
P. synxantha (n=5), P.koreensis (n=3), P. fluorescens (n=2), P. libanensis (n=2),
P.rhodesiae (n=2) a P. orientalis (n=1). Dalsi pocetnou skupinou byla skupina
P. chlororaphis — P. lundensis (n=6) a P. taetrolens (n=1). Posledni vice zastoupenou
skupinou byla skupina P. putida — P. putida a P. fulva (po jednom izolatu). Posledni izolat

byl identifikovan jako P. extremorientalis.

Izolaty rodu Acinetobacter byly identifikovany pomoci metody MALDI-TOF, pficemz dva
izolaty nebyly zafazeny na urovenl druhu. Ostatni izolaty byly identifikovany jako

A. calcoaceticus (n=1), A. guillouiae (n=2), A. junii (n=3), A. lwoffii (n=2) a A. pittii (n=1).

Z 16 izolati Brevundimonas spp. byly do druhu identifikovany pouze dva, a to jako

B. diminuta, zbylé izolaty byly zafazeny pouze do rodu.

7.2 Stanoveni fenotypového profilu antibiotické rezistence

Ke stanoveni fenotypového profilu rezistence na antibiotika byla pouzita diskova difuzni
Mmetoda pro zjisténi rezistence k 10 antibiotiktim. Jednotliva antibiotika byla vybrana podle
vyznamu vzniku rezistence, dulezitosti jejich vyuziti v huméanni a veterinarni mediciné a
podle dostupnych hrani¢nich hodnot ke stanoveni rezistence, zejména pro bakterie rodu
Pseudomonas. Seznam antibiotik pouzitych ke stanoveni profilu antibiotické rezistence je
uveden v Tabulce 3. Vysledky byly vyhodnoceny dle standardi CLSI a EUCAST; pro
izolaty rodu Pseudomonas spp. jsou hrani¢ni zony inhibice uvedeny v Tabulce 4, pro izolaty
Acinetobacter v Tabulce 5, izolaty Brevundimonas byly vyhodnoceny, na zakladé¢ jejich
fylogenetické piibuznosti, dle hrani¢nich zon pro Acinetobacter (Tabulka 5).

7.2.1 Fenotypova rezistence u Pseudomonas spp.

Vsechny bakterialni izolaty, které byly identifikovany jako rod Pseudomonas, byly citlivé
na kombinovanou antibiotickou latku piperacillin-tazobactam (100 %, n=48), ktera patti do
skupiny penicilini. Naopak vétSina izolatt byla rezistentni (94 %, n=45) k antibiotiku
tikarcilin, pficemz zbyl¢é izolaty (6 %, n=3) mély zonu v intermedidrni oblasti, kterou

EUCAST definuje jako ,.citlivy, zvy$ena expozice* (EUCAST, 2023).
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U velkého procenta bakterialnich izolati rodu Pseudomonas byla zjiSténa rezistence na
cefalosporiny, a to ceftazidim (rezistentni 79 %, n=38; intermediarni 21 %, n=10) a cefepim
(rezistentni 98 %, n=47; intermediarni 2 %, n=1). Pro karbapenemova antibiotika se
vysledky mezi kmeny liSily. K imipenemu bylo rezistentnich 8 % izolat (n=4) a citlivych
79 % (n=38). Naopak k doripenemu byla vétsina (98 %, n=47) izolati citlivych, jeden izolat
byl rezistentni (2 %). Fluorochinolonova antibiotika poskytla u vétSiny izolati citlivou
fenotypovou odpovéd’, vSechny izolaty byly citlivé k ciprofloxacinu (n=48) a 94 % z nich
bylo citlivé k levofloxacinu (n=45). Vsechny izolaty byly citlivé k antibiotikiim patficimdo

skupiny aminoglykosidi — k amikacinu a tobramycinu (100 %, n=48).

Souhrn vysledkd diskové difuzni metody pro izolaty rodu Pseudomonas je zobrazen

v Tabulce 10. Procentudlni zastoupeni fenotypl testovanych izolatd je uvedeno na
Obrazku 7.

Tabulka 10 Profil antibiotické rezistence u izolata Pseudomonas spp.
Hodnota v buiice udava primér zény inhibice [mm]. Cervend barva znaci rezistentni

izolaty, modra barva intermediarni, pole bez barvy citlive. Zkratky jednotlivych antibiotik
a hranicni hodnoty pro primér zony inhibice [mm] jsou uvedeny v Tabulce 4.

Oznaceni Profil antibiotické rezistence

ldentifikace MALDI

Zdroj

izolatu DOR| CIP| LE | AK |[TOB

44 | 42 _ 20 | 48

PA M1 P. libanensis

PA M3A |Pseudomonas sp. 30 | 33| 26 | 34 | 33

PA_M3B |Pseudomonas sp. 33 | 37|29 | 33| 32

PA_M3C |Pseudomonas sp. 31 | 31|26 | 35| 33

PA_MS5A |[P. rhodesiae 31 13| 28| 32| 31

PA_M5B |P. lundensis 34 | 26 | 22 | 32 | 30

PA_MG6A |[P. synxantha 31 | 33|26 | 33| 33

2

E PA _M6B |Pseudomonas sp. 26 | 36 | 26 | 26 | 26

é PA M6C |P. extremorientalis 32 | 38| 31| 17 | 31

S PA_M7B |P. lundensis 29 32 | 32
PA M7C |P. taetrolens 42 | 31 30 | 29

PA _MB8A |Pseudomonas sp. 31 | 31|26 | 34 | 32

PA_M8B |Pseudomonas sp. 38 | 40 | 31 | 40 | 38

PA_M10A |Pseudomonas sp. 32 | 34| 27 | 34 | 32

PA_3.A P. lundensis 29 | 33| 28 | 31 | 29

PA_10.E |P. lundensis 28 | 33| 28 | 29 | 29
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Pokracovani Tabulky 10

¢r z pefi

St

PA_S3A

P. fluorescens

PA_S3C

P. synxantha

PA_S4A

P. synxantha

PA_S4D

P. ludensis

PA_S6A

Pseudomonas sp.

PA_S8B

Pseudomonas sp.

1 porazce

ve

Chladici voda p

PA_Vch1A

Pseudomonas sp.

PA_VchiB

P. fluorescens

PA_Vch2A

P. libanensis

PA_Vch2B

P. synxantha

PA_Vch2C

Pseudomonas sp.

PA_Vch4B

Pseudomonas sp.

PA_Vch5A

Pseudomonas sp.

PA_Vch5B

Pseudomonas sp.

PA_21.B

P. fulva

PA_22.A

P. koreensis

PA_22.B

Pseudomonas sp.

PA_22.C

P. synxantha

PA_22.D

Pseudomonas sp.

PA_22.E

Pseudomonas sp.

PA_23.B

P. orientalis

PA_24.A

Pseudomonas sp.

Napajeci voda

PA_VnlA

Pseudomonas sp.

PA_Vn1B

Pseudomonas sp.

PA_VnlC

P. lundensis

PA_Vn1D

Pseudomonas sp.

PA_Vn2A

Pseudomonas sp.

PA_Vn2B

P. koreensis

PA_Vn3A

P. putida

PA_Vn3B

P. rhodesiae

PA_Vn5A

P. koreensis

PA_26.B

Pseudomonas sp.

35| 29 | 35 | 32
38 | 31| 34| 31
34 | 24 | 35 | 31
33 | 24 | 43 | 40
45 | 38 | 36 | 38
28 | 24 | 30 | 39
35 | 31 | 40 | 40
37 | 35 | 40 | 38
27 | 42 | 34 | 37
40 | 34 | 43 | 37
37 | 31 |38 35
36 | 25 | 24 | 33
38 | 34 | 43 | 39
35|30 | 39 | 35
40 | 30 | 35 | 33
40 | 31 | 32 | 30
38 | 30 | 38 | 37
46 | 38 | 38 | 38
42 | 34 | 37| 38
37 | 33 | 39 | 37
33132 |39 35
33|28 | 30| 28
44 | 34 | 35 | 34
47 | 46 | 46 | 40
33| 27 | 30 | 30
30 | 39 | 38 | 42
39 | 28 | 48 | 45
45 | 40 | 40 | 38
36 | 25 | 27 | 26
45 | 40 | 42 | 37
33 | 28 | 33 | 29
39 | 32 | 34| 30
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100%

75%

50%

25%

(0] 45 38 47 4 1 0 (0] 0 (0]
PIT Tl CAZ CPM IPM DOR CIP LE AK TOB

0%

B citive [ intermediarmni [ rezistentni

Obrazek 7 Podil citlivych, intermediarnich a rezistentnich kmend k jednotlivym
antibiotikiim, Pseudomonas spp.
Cislo udava poéet izolati rezistentnich k danému antibiotiku.
PIT — piperacillin-tazobactam, TI — tikarcilin, CAZ — ceftazidim, CPM — cefepim, IPM — imipenem,
DOR - doripenem, CIP — ciprofloxacin, LE — levofloxacin, AK — amikacin, TOB — tobramycin

Nejcastéji byla tedy detekovana rezistence k cefepimu (98 %, n=47), tikarcilinu (94 %,
n=45) a ceftazidimu (79 %, n=38). Vsechna tato antibiotika patii k betalaktamtim.

Rezistence ke tfem a vice antibiotikiim byla prokazana u 77 % izolatd Pseudomonas spp,

(n=36). Velmi nizka nebo zadna rezistence byla prokazana u vSech ostatnich antibiotik.

7.2.2 Fenotypova rezistence u Acinetobacter spp.

Pro penicilinova antibiotika vykazovaly bakterialni izolaty rodu Acinetobacter mirnou
rezistenci na kombinaci piperacillin-tazobactam (18 %, n=2), kde byl zbytek izolati
fenotypové citlivy (82 %, n=9). AvSak vyssi podil rezistence byl pro tikarcilin (27 %, n=3),

kde ostatni izolaty vykazovaly fenotypovou odezvu v intermediarni oblasti (73 %, n=8).

K testovanym cefalosporinovym antibiotikiim (ceftazidim a cefepim) vykazovaly vSechny
izolaty rezistenci (100 %, n=11). Pro vSechny ostatni testované antimikrobialni latky kmeny
vykazovaly 100% citlivost. Rezistence ke tiem a vice antibiotiktim byla prokazana u 27 %

izolati Acinetobacter spp, (n=3).

Souhrn vysledkt diskové difuzni metody pro izolaty rodu Acinetobacter je zobrazen

v Tabulce 11. Procentualni zastoupeni fenotypl testovanych izolati je uvedeno na
Obrazku 8.
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Tabulka 11 Profil antibiotické rezistence u izolatti Acinetobacter spp.

Hodnota v buiice uddava priimér zény inhibice [mm]. Cervend barva znaci rezistentni
izolaty, modra barva intermediarni, pole bez barvy citlive. Zkratky jednotlivych antibiotik
a hranicni hodnoty pro primér zony inhibice [mm] jsou uvedeny v Tabulce 5.

Zdroj Oznaceni | Identifikace Profil antibiotické rezistence
izolatu |izolatu | MALDI PIT | TI |CAZ|CPM|IPM |DOR| CIP | LE | AK | TOB
M AA 6.C |A. calcoaceticus | 23 32 1 29| 27| 26| 25| 24
aso
AA_10.D |A. guillouiae 30 36 | 36 | 37| 31 | 32| 32
AA_S5A |A. lwoffii 33 | 34| 33| 31| 27| 26
AA_SBA |A. lwoffii 37 | 24| 30| 27| 23| 23
AA _11.D |A. pittii 25 38 | 33| 28| 27| 22| 24
ft;;ﬁ AA_16.D |A. junii 26 36 | 28| 29| 26| 23| 22
AA_17.E |Acinetobacter sp. | 25 35| 23| 29| 26 | 23 | 22
AA _19.C |Acinetobacter sp. | 26 31 | 30 | 28 | 26 | 22 | 21
AA_19.E |A. junii 27 35 | 30| 28| 26 | 24 | 22
Chladici| AA_21.D |A. guillouiae 26 32 | 35| 33|30 | 29| 32
voda | AA 21.E |A. junii 22 34 | 33| 28| 26| 24 | 22
100%
75%
50%
25%
0% p 3 11 11 0 0 0 0 (0) 0
° PIT TI CAZ CPM IPM DOR CIP LE AK TOB

B citive [ intermediarni [ rezstentni

Obrazek 8 Podil citlivych, intermediarnich a rezistentnich kment k jednotlivym
antibiotikiim, Acinetobacter spp.
Cislo udava pocet izolati rezistentnich k danému antibiotiku.
PIT — piperacillin-tazobactam, TI — tikarcilin, CAZ — ceftazidim, CPM — cefepim, IPM — imipenem,
DOR - doripenem, CIP — ciprofloxacin, LE — levofloxacin, AK — amikacin, TOB — tobramycin
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7.2.3 Fenotypova rezistence u Brevundimonas spp.

Vsechny izolaty rodu Brevundimonas vykazovaly citlivost ke kombinaci piperacillin-
tazobactam (100 %, n=16), a rezistenci k tikarcilinu (100 %, n=16). Stejné tak byly v§echny

rezistentni k cefalosporinovym antibiotiktim ceftazidim a cefepim (100 %, n=16).

Dale byla detekovana rezistence k ciprofloxacinu (56 %, n=9), ke druhému testovanému
fluorochinolonovému antibiotiku byly vSechny izolaty citlivé (100 %). Stejnou citlivost
vykazovaly vSechny izolaty také k testovanym karbapenemiim (imipenem, doripenem) a
aminoglykosidiim (amikacin, tobramycin). Rezistence ke tfem a vice antibiotikiim byla

prokazana u vSech izolatta Brevundimonas spp. (100 %, n=16).

Souhrn vysledki diskové difuzni metody pro izolaty rodu Brevundimonas je zobrazen

v Tabulce 12. Procentudlni zastoupeni fenotypl testovanych izolatd je uvedeno na

Obrazku 9.
Tabulka 12 Profil antibiotické rezistence u izolata Brevundimonas spp.
Hodnota v buiice udava primér zény inhibice [mm]. Cervend barva znaci rezistentni

izolaty, modra barva intermediarni, pole bez barvy citlivé. Zkratky jednotlivych antibiotik
a hranicni hodnoty pro priumér zony inhibice [mm] jsou uvedeny v Tabulce 5.

S |Oznaceni Identifikace Profil antibiotické rezistence
N |izolatu MALDI DOR| CIP | LE | AK | TOB
Maso |AA 4.D Brevundimonas sp. 26 22 | 28 | 26
AA S1A Brevundimonas sp. 24 23 | 32 | 26
g AA_S6B Brevundimonas sp. 23 21 | 33 | 27
AA_S10A |B. diminuta 20 21 | 29 | 29
AA_VchlA |Brevundimonas sp. 24 22 | 29 | 26
AA Vch2B |Brevundimonas sp. 31 24 | 31| 30
AA_Vch2C |Brevundimonas sp. 30 21 | 32 | 30
g AA_Vch3A |Brevundimonas sp. 25 21 | 35| 27
E AA Vch3B |Brevundimonas sp. 29 21 | 34 | 26
% AA_Vch3C |B. diminuta 28 24 | 34| 31
AA _Vch4A | Brevundimonas sp. 29 22 | 27 | 29
AA _Vch5A | Brevundimonas sp. 31 19 | 29 | 32
AA_Vch5B | Brevundimonas sp. 32 21 | 31| 31
5 AA _Vn4B | Brevundimonas sp. 20 20 | 29 | 24
"Q:ig AA_Vn5A | Brevundimonas sp. 27 24 | 33| 26
Z AA _Vn5B | Brevundimonas sp. 28 21 | 32 | 28
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Obrazek 9 Podil citlivych, intermediarnich a rezistentnich kment k jednotlivym
antibiotiktim, Brevundimonas spp.
Cislo udava pocet izolatd rezistentnich k danému antibiotiku.
PIT — piperacillin-tazobactam, TI — tikarcilin, CAZ — ceftazidim, CPM — cefepim, IPM — imipenem,
DOR - doripenem, CIP — ciprofloxacin, LE — levofloxacin, AK —amikacin, TOB — tobramycin

7.2.4 Souhrn fenotypového profilu antibiotické rezistence

V Tabulce 13 je procentudlni shrnuti rezistentnich izolati ke zkoumanym antibiotikiim.
Nejcastéji se u vSech tii bakterialnich roda vyskytla rezistence na tikarcilin, ceftazidim a
cefepim. U izolati Acinetobacter spp. a Brevundimonas spp. byl rezistentni fenotyp
k ceftazidimu nalezen u 100 % izolatt z divodu pfitomnosti tohoto antibiotika v selektivnim
kultivaénim médiu pfi izolaci ze vzorkd. U Acinetobacter spp. se lisil podil rezistentnich
izolata k tikarcilinu (27 % oproti 94 % a 100 % u Pseudomonas spp. a Brevundimonas spp.
v tomto pofadi). U téchto izolati se také vyskytla rezistence ke kombinované latce
piperacillin-tazobactam (18 %), ktera u ostatnich rodi pfitomna nebyla. Izolaty

Brevundimonas sp. vykazovaly rezistenci k ciprofloxacinu v 56 % ptipadu.

Tabulka 13 Procento rezistence u vSech testovanych izolatl

Procento rezistentnich [%]
ciy s Pocet
Bakterialni rod coqzee | - | — [ N[ S| s | X|a|wl|y|®
izolatu = = 6 8|z 8 G - < 8
Pseudomonas spp. 48 0 | 9479|198 | 6 | 2 010 0
Acinetobacter spp. 11 18 | 27 |100|100| O 0 0 0 0
Brevundimonas sp. 16 0 [100|100|{100| O | O | 56| O | O 0

PIT — piperacillin-tazobactam, Tl — tikarcilin, CAZ — ceftazidim, CPM — cefepim, IPM — imipenem,
DOR - doripenem, CIP — ciprofloxacin, LE — levofloxacin, AK — amikacin, TOB — tobramycin
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7.3 Konfirmace pritomnosti genu rezistence

U vsech 48 izolatt Pseudomonas spp. byla pomoci PCR zji§tovana ptitomnost vybranych
geni kodujicich antibiotickou rezistenci. V piipadé bla genl je rezistence podminéna
produkci extracelularnich enzymt (betalaktaméz, cefalosporindz), které hydrolyzuji
molekulu betalaktamovych antibiotik. Jednalo se o gen blasyy kodujici rezistenci
k cefalosporiniim, blarem kodujici rezistenci k antibiotiku aztreonam, blactx kodujici
rezistenci K penicilinim, blayim kédujici produkci karbapenemaz. Dale se jednalo o gen

QnrS kodujici rezistenci k chinolontim (Baghal Asghari et al., 2021; Munita & Arias, 2016).

V souboru zkoumanych izolatd byla zjisténa pfitomnost genu blasqv u 37,5 % (n=18),
blatem U 33,3 % (n=16), blactx 31,3 % (n=15), blavim 27,1 % (n=13). Gen QnrS nebyl

nalezen u zadného izolatu.

o
100,00% ores 95.74%

7917%

75,00%

50,00%

37,50%
31,70%
27,10%

25,00%

8,33%

2,08%

0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

0,00%

CAZ CPM blag, PIT Tl blag, IPM DOR piay,, CIP LE QS

Obrazek 10 Grafické porovnani fenotypovych a genotypovych metod zachytu AMR

Svétlou barvou jsou oznaéeny vysledky fenotypové metody, procenta udavaji podil rezistentnich
izolatt. Tmavou barvou jsou oznaéeny zachyty pomoci genotypové metody v procentech.

PIT — piperacillin-tazobactam, TI — tikarcilin, CAZ — ceftazidim, CPM — cefepim, IPM — imipenem,
DOR - doripenem, CIP — ciprofloxacin, LE — levofloxacin
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8 DISKUZE

Zijeme v prostiedi hust& osidleném mikroorganismy. Vyskytuji se téméf ve viech nikach na
planeté, véetné extrémnich podminek kyselych pramenti (Baker-Austin & Dopson, 2007), a
radioaktivniho odpadu (Jeong & Choi, 2020). Mikroorganismy jsou nezbytné pro mnoho
zékladnich krokii/pochodt v ekosystému, jako naptiklad pro recyklaci odpadnich latek
produkovanych zivymi organismy a pro rozklad organickych zbytkli na anorganické latky.
Na druhou stranu jsou n¢které z nich patogenni a zptisobuji infekéni onemocnéni organismut

(Sagar et al., 2023).

Obecné lze fici, ze mezi dominantni kmeny komenzalnich bakterii u driibeze se tadi
Pseudomonadota (Proteobacteria), Bacillota (Firmicutes), Actinomycetota (Actinobacteria)
a Bacteroidota (Bacteroidetes). Mnoho z komenzalnich bakterialnich rodt drubeze je
spole¢nych pro c¢loveka, kde nékteré konkrétni druhy mohou figurovat jako oportunné
patogenni. Mezi né patfi napriklad druhy z ¢eledi Enterobacteriaceae (Escherichia coli,
Salmonella enterica, Klebsiella sp.) a dale také Campylobacter spp., Pseudomonas spp.,

Acinetobacter spp. (Aruwa et al., 2021).

V této praci zaméfené na nefermentujici gramnegativni bakterie (gramnegativni bakterie
s ty¢inkovitou morfologii mimo enterobakterie) byly ze vzorkt dribeze izolovany bakterie
roda Pseudomonas, Acinetobacter a Brevundimonas. Naopak izolovan nebyl o¢ekavany rod

Vibrio, vyskytujici se v souvislosti s vodnim prostfedim.

Mezi izolaty rodu Pseudomonas byly v nejvétsim zastoupeni nalezeny druhy patiici do
skupiny P. fluorescens a P. chlororaphis, avSak patogenni druh sledovany a zkoumany
v mnoha studiich, P. aeruginosa, mezi izolaty nebyl identifikovan. Druhy rodu
Brevundimonas jsou v zivotnim prostiedi vSudyptitomné, ale z klinickych vzork izolovany
jen ziidka (Lee et al., 2011), nicméné jejich vyznam se zvySuje (Ryan & Pembroke, 2018).
Druh izolovany v ramci této prace, B. diminuta, byl diive fazen mezi pseudomonady
(Murray et al., 2003; Segers et al., 1994). Nékolik izolovanych zastupcti rodu Acinetobacter
patfilo mezi oportunné patogenni druhy (A. junii, A. guillouiae, A. lwofii) (Juni, 1978;

Karcher & Mench, 2018), av§ak znamy patogen A. baumanii izolovan nebyl.

P. aeruginosa a A. baumannii jsou vyznamni zastupci nefermentujicich gramnegativnich
patogend, ktefi jsou zodpovédni za infekce spojené se zdravotni péci. Spolecné patii mezi
tzv. ,,ESKAPE“ patogeny (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter spp.)
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(Rice, 2008), ptipadn¢ ,,ESCAPE®“ patogeny (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Clostridioides difficile, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa a
Enterobacter spp.) (De Rosa et al., 2015). Tyto bakterie jsou Castymi puvodci Zivot
ohrozujicich nozokomiélnich infekci u kriticky nemocnych a imunokompromitovanych
osob a vyznacuji se pritomnosti potencialnich mechanisma rezistence vaci 1é¢ivim (De
Oliveira et al., 2020; Rice, 2010).

Jak jiz bylo diive v této praci uvedeno, tak Sifeni genl rezistence je velmi jednoduché mezi
blizce ptfibuznymi druhy, proto pokud se vyskytne rezistence ke klinicky dalezitym
antibiotikim vyuzivanym pro 1éc¢bu kritickych infekénich nemoci u zastupcti izolovanych
Z prostiedi, je pouze otdzkou casu, kdy budou tyto geny pieneseny na patogenni druhy
ohrozujici zdravi lidi. V tomto jsou nejkriti¢téjsi geny rezistence nesené na mobilnich

genetickych elementech, nejcastéji plazmidech (Michaelis & Grohmann, 2023).

8.1 Rezistence k betalaktamim — peniciliny a cefalosporiny

VétSina  gramnegativnich bakterii je schopna produkce hydrolytickych enzymi,
betalaktamaz, které jsou schopny Stépit amidovou vazbu betalaktamového kruhu, coz vede
k inaktivaci betalaktamovych antibiotik (Wright, 2005). Mezi takové patii peniciliny
(piperacillin, tikarcilin) a cefalosporiny (ceftazidim, cefepim). Tato tfida antibiotik blokuje
biosyntézu bakterialni bunécné stény tim, Ze se zamétuje na tzv. penicilin vazajici proteiny,
coz jsou enzymy podilejici se na syntéze peptidoglykanu (Poole, 2004). Na zaklad¢
Substratové specifity lze rozliSit ctyii hlavni skupiny betalaktamaz: penicilinazy,
cefalosporinazy typu AmpC, betalaktamazy s rozSifenym spektrem (ESBL) a
karbapenemazy. Skupina ESBL, ktera mize hydrolyzovat v§echna antibiotika betalaktamy
krom¢ karbapenemt, tvoii nejvetsi a nejrozsirené;si skupinu (Rood & Li, 2017). V této praci

byla schopnost produkce betalaktaméz potvrzena fenotypovymi testy rezistence.

Pomérné vysokou rezistenci vykazovaly izolaty k tikarcilinu, ktery je jiZ v dneSni dobé
Castéji podavan jako kombinovana latka s kyselinou klavulanovou (EUCAST, 2023).
K tomuto antibiotiku byly rezistentni vSechny izolaty Brevundimonas spp., 94 % izolatd
Pseudomonas spp., avSak mezi izolaty Acinetobacter spp. byla rezistence k tikarcilinu
prokéazana pouze u 27 % z nich. Zadny z izolatt sou¢asné nebyl k tomuto antibiotiku citlivy,

vSechny nerezistentni izolaty byly totiz vyhodnoceny jako intermediarni.

Kombinovan4 latka piperacillin-tazobactam byla i¢innd na vyssi podil izolatd, zfejmé prave

z dtivodu kombinace dvou principi u¢inku. Tato kombinace vSak nebyla G¢inna k téméf
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péting izolovanych bakterii rodu Acinetobacter (18 %), coz je situace popsana i ve studii
zroku 2017, kdy navic rozdil citlivych izolati k piperacillinu a jeho kombinaci

S tazobactamem ¢inil pouze ptiblizné 5 % (Carvalheira et al., 2017).

K produkci Sirokospektrych betalaktamaz (ESBL) pfispiva také pfitomnost genu blacrx
v genomu bakterie. Tento gen byl nalezen u 31,3 % izolatt Pseudomonas spp., coz je vyskyt
srovnatelny s dal§imi studiemi. V franu byla prokazana vyssi piitomnost tohoto genu,
konkrétné varianty blactx-m, U 53,19 % izolata Pseudomonas aeruginosa ze syrového masa
(Poursina et al., 2023), v Egypté byla pfitomnost tohoto genu potvrzena u 38 % izolath
P. aeruginosa z velbloudiho masa (Elhariri et al., 2017) a v Jihoafrické republice u 20 %
izolatt P. aeruginosa z neklinického prosttedi (Hosu et al., 2021).

Vsechny izolované rody vykazovaly vysokou rezistenci k cefalosporinovym antibiotikiim.
Ceftazidim patfi k cefalosporinim druhé generace, které maji vy$$i UCinnost na
gramnegativni bakterie nez ptedchozi prvni generace a jsou predepisovany na stfedné tézké
infekce, které nereaguji na cefalosporiny prvni generace. Cefepim se fadi k cefalosporintim
tfeti generace, ktera ma ze vSech cefalosporinli nejvyssi u¢innost na gramnegativni bakterie.
Jsou vyuzivany v 1écbé stfedné¢ tézkych a tézkych infekci, nozokomialnich ndkaz a
infekénich komplikaci zavaznych chorob (W. F. Marshall & Blair, 1999). U izolath
Acinetobacter a Brevundimonas byla rezistence k ceftazidimu o¢ekavana (100 %), protoze
bylo tohle antibiotikum obsazeno v selektivnim médiu vyuzitém pro izolaci téchto kmenti
z puvodnich vzorku. K cefepimu byla rezistentni naprosta vétSina izolati — Acinetobacter
spp. a Brevundimonas spp. ve 100 % a Pseudomonas spp. v 98 % ptipadu, coz jsou vysledky

korelujici se zavéry dosazenymi v ramci jinych studii (Elhariri et al., 2017)

Gen blasny, ktery koduje enzym zprosttedkujici rezistenci k cefalosporintim, byl nalezen
uizolata Pseudomonas spp. v 37,5 % piipadi. Vyskytem tohoto genu mimo prostiedi
humanni mediciny se zabyva velmi malo studii, v jiz vy$e zminéné studii z Egypta byl gen
blasnv nalezen u 33,3 % izolatt ze syrového velbloudiho masa (Elharirietal., 2017). Gen je
vsak nalézan také u izolati z humannich zdroju, a to ve 23,08 % (Bahrami et al., 2018) nebo
38,30 % u humannich izolatt P. aeruginosa z nemocni¢niho prosttedi (El Ailaet al., 2023).

Prevalence vyskytu tohoto genu u izolatl z rozdilnych prostiedi je tedy srovnatelna.

Rozdil mezi Cetnosti vyskytu fenotypové rezistence a potvrzené piitomnosti genu je ziejmy,
coz je pravdépodobné zplisobeno tim, ze v této praci byl sledovan pouze jeden z genil
kodujici produkci betalaktamaz schopnych §tépit cefalosporinova antibiotika. Téchto genti

je vice typt a pro komplexni analyzu by bylo t¥eba sledovani ptitomnosti vice z nich.
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8.2 Rezistence k betalaktamim — karbapenemy

Karbapenemova antibiotika (imipenem, doripenem) patii také mezi betalaktamy, avSak jsou
vyznam pro lidské zdravi a jsou Casto jedinymi zbyvajicimi i¢innymi antibiotiky pro 1é¢bu
zéavaznych infekci. Vyuzivaji se pro terapii zivot ohrozujicich a nosokomialnich infekci
vyvolanych naptiklad MDR kmeny Acinetobacter spp., Pseudomonas aeruginosa a dal§imi.
Z tohoto diivodu jsou zatazena mezi tzv. zalozni antibiotika, jejichz pouziti je omezeno na
zavazné pripady (Breilh et al., 2013). U gramnegativnich bakterii se stale ¢asté&ji vyskytuje
rezistence vici témto 1é¢iviim zprostiedkovana produkovanymi enzymy karbapenemazami
a je povazovana za mimotadnou hrozbu v oblasti vefejného zdravi (Morrison & Rubin,
2015). Tyto enzymy jsou schopné, podobn¢ jako betalaktamazy, hydrolyzovat molekulu
ATB (Morita et al., 2014). Krom¢ toho muze k rezistenci pseudomonad a acinetobakterti
pomoci to, ze antibiotika prochazi jejich vné€js§i membranou ptiblizné stokrat pomaleji, nez
vnéj$i membranou Enterobacteriaceae, coz je ¢aste¢né zpusobeno specialnimi poriny, které

mohou zaujmout konformaci s velmi omezenym vstupnim kanalem (Rice, 2006).

Potraviny zivocisného ptivodu jsou povazovany za potencidlni zdroj rezistentnich
organismu, ackoli rezistence vuci karbapenemim byla zaznamenana teprve nedavno.
V néekterych zemich (pfevazné v Evropé, Severni Americe, Australii ¢i Japonsku) probihaji
aktivni programy sledovani rezistence zamétfené na potravinova zvifata a maloobchodni
masné vyrobky. Tyto programy se zamétuji predevsim na hovézi, veprové a dritbezi maso a
zamértuji se vyhradnéna E. coli, salmonely, Campylobacter spp. a Enterococcus spp. Z toho
diivodu tato globalni strategie dozoru nezachycuje rozmanitost dostupnych potravin ani
netesi pritomnost mobilnich genetickych prvkii nesoucich geny rezistence u nepatogennich

bakterialnich taxont (Morrison & Rubin, 2015).

V souboru izolatt zkoumanych v této praci byla zachycena mirna rezistence u izolatt rodu
Pseudomonas spp., kdy k imipenemu bylo rezistentnich 6 % izolat a k doripenemu 2 %.
U acinetobakterii nebo brevundimonad nebyla fenotypova rezistence ke karbapenemtim
zaznamenana, coz bylo zjiSténo také ve studii zabyvajici se vyskytem rezistence

U acinetobaktert ze syrového kritiho masa (Schmitz et al., 2023).

Nékteré bakterie nesouci geny rezistence kodujici produkci karbapenemaz, a v dusledku

toho produkujici karbapenemdzy, vSak nedosahnou klasifikace jako rezistentni, a to bez
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ohledu na pouZité breakpointy. Tyhle necitlivé izolaty tedy nemusi byt v né¢kterych studiich

sledujicich prevalenci vitbec zohlednény (Woodford et al., 2014).

Vramci zjiStovani pritomnosti genovych determinant rezistence v genomu
izolovanych Pseudomonas spp. byl v této praci sledovan gen blayvim, ktery byl potvrzen
u 27,1 % izolat. Tento gen neni bézné sledovan, avSak byl naptiklad nalezen u 19,5 %
izolatl Pseudomonas aeruginosa z nemocni¢niho prostiedi (Khosravi & Mihani, 2008),
nebo 60,0 % izolatl z necisténé nemocnic¢ni odpadni vody (Baghal Asghari et al., 2021) a
také u vSech karbapenem-rezistentnich pseudomonad a acinetobakterd (Aruhomukama et
al., 2019). Byl také ptitomen u izolatd Pseudomonas spp. z kutat a jejich okolniho prostiedi
(R. Zhang et al., 2017).

Z tohoto porovnani vyznamného rozdilu v zachytu fenotypové a genotypové rezistence ke
karbapenemtim v souboru izolatli 1ze poznat nedostate¢nost soucasného sledovani Sifeni
rezistence pomoci fenotypovych metod. Mira ziskané rezistence ke karbapenemtimu vétSiny
bakterialnich druhti a ve vét§iné zemi Evropského hospodatského prostoru (EHP) je pod
prahovymi hodnotami potfebnymi k tomu, aby byla zaznamenédna na mapach vyplyvajicich
z monitorovacich programu, jako je EARS-Net (ECDC, 2019). V dusledku toho se téméf
vSechny zemé& EHP jevi jako "zelené a bezpecné", coz vSak zakryva realitu, v niz skute¢ny
pocet bakterialnich izolath produkujicich karbapenemazy stoupa a epidemiologicky stav

téchto bakterii se postupné zhorSuje (Brolund et al., 2019).

8.3 Rezistence k betalaktamum — monobaktamy

Fenotypova rezistence k monobaktamtiim, mezi které patii antibiotikum aztreonam, v této
studii u izolatd sledovana nebyla. U izolati rodu Pseudomonas vsak byla zjist'ovana
ptitomnost genu blarewm, ktery patii mezi geny kodujici produkci ESBL betalaktamaz. Tento
gen byl nalezen u 33,3 % izolatl, coz je vyskyt mirné vyssi, nez 27,65 % (Poursina et al.,
2023) a 28,5 % u izolatti ze syrového masa (Elhariri et al., 2017). Dalsi studie zabyvajici se
vyskytem genl rezistence v humannich izoldtech vykazuji vys$si vyskyt tohoto genu,
napiiklad 40 % u neklinickychizolata (Hosu et al., 2021), 57, 29 % (Bahrami et al., 2018) a
57,6 % (El Aila et al., 2023) z klinickych izolatt P. aeruginosa.

8.4 Rezistence k fluorochinolonum

Fluorochinolony, jako ciprofloxacin a levofloxacin, jsou syntetické antimikrobialni latky se

Sirokym spektrem ucinku. Jsou G€inné proti gramnegativnim i grampozitivnim bakteriim,
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protoZze mechanismem jejich ucinku je zasah do replikace DNA inhibici DNA gyrazy a
topoizomerazy IV (Aldred etal., 2014). V poslednich n¢kolika letech doslo v disledku jejich
Sirokého pouzivani k celosvétovému rozvoji rezistence vu¢i fluorochinolontim
(Venkataramana et al., 2022). Dulezity mechanismus rezistence k fluorochinolonim je
Szabo, 2006). Dal§im znamym mechanismem rezistence vici fluorochinolontim je snizena
intracelularni akumulace 1é¢iva v disledku upregulace efluxnich pump nebo snizené exprese
porint vnéjsi membrany (Hooper & Jacoby, 2015). Od roku 1998 se zacaly objevovat zpravy
o vyskytu plazmidy zprostiedkované rezistence k chinolontim, ktery umoziuje jejich Siteni
na jiné bakterialni druhy horizontalnim pfenosem gent (Martinez-Martinez et al., 1998).
Tyto geny jsou horizontalné pfenosné a oznacuji se PMQR (z anglického plasmid mediated
quinolone resistance). Patfi mezi n¢ mimo jiné skupina gend gnr (qnrA, gnrB a gnrS), které
koduji proteiny zrodiny pentapeptidovych repetic, které chrani DNA gyrazu a

topoizomerazu pied inhibici fluorochinolony (Rodriguez-Martinez et al., 2011).

V ramci diskové difuzni metody u izolati rodu Pseudomonas a Acinetobacter nebyl

zachycen Zadny izolat rezistentni k ciprofloxacinu ani k levofloxacinu.

Tomuto fenotypu odpovida také nulovy zachyt zkoumaného genu qnrS u izolatd
Pseudomonas spp. Tento gen vSak byl v minulosti nalezen v ramci jinych studii vénujicich
se izolatim z klinického prostiedi, kdy byl zachycen u 14,1 % (Venkataramanaet al., 2022)
a24% (Rafigetal., 2019) izolati Pseudomonas aeruginosa, dale u 2,7 % (Saleh & Balboula,
2017) a 79,5% (EI-Badawy et al., 2019) izolati Pseudomonas spp.

Z izolatt rodu Brevundimonas nebyl zadny rezistentni k levofloxacinu, avsak 56 % izolatt
bylo rezistentnich k ciprofloxacinu. To muze byt vysvétleno na piikladu sbirkového kmene
B. diminuta izolovaného z prostfedi v 50. letech minulého stoleti, tedy jesté pied érou
chinolontl, ktery byl rezistentni k ciprofloxacinu a intermediarni k levofloxacinu, coz
naznacuje ptirozenou rezistenci k chinoloniim (Leifson & Hugh, 1954). Vnitini rezistence
k chinoloniim je vzacna, ale byla zaznamenana u vodnich Aeromonas spp. tj. u A. caviae,
A. hydrophila a A. sobria (Goni-Urriza et al., 2002). Krom¢ toho bylo zjisténo, Ze
B. diminuta rozklada chinolinové a 6-hydroxychinolinové slouceniny, které jsou strukturné
podobné chinolontim, zejména kyseliné€ oxolinové, ktery je ranou formu chinolonu (Bott &
Lingens, 1991). Toto zjisténi by mélo byt predmétem dalsiho zkoumani, zda bakterie,
zejména ty prirozené rezistentni, mohou skutecné kromé rezistence k chinolontim také tyto

chinolony degradovat (Han, 2005).
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8.5 Rezistence k aminoglykosidim

Aminoglykosidova antibiotika (amikacin, tobramycin) inhibuji syntézu bakteridlnich
proteinti vazbou na ribozomalni podjednotky 30S (Mingeot-Leclercq et al., 1999). Ve své
struktufe  obsahuji  aminocyklitolovy kruh spojeny glykosidickymi vazbami
s aminosacharidy a jsou bé€zné vyuzivana pii 1é¢bé infekci vyvolanych P. aeruginosa
(Ratjen et al., 2009).

Vramci téhle prace nebyl zachycen Zzadny izolat rezistentni k testovanym
aminoglykosidovym antibiotiklim — amikacinu nebo tobramycinu. To je ptizniva informace
vzhledem Kk dulezitosti tohoto antibiotika vyuzivaného v humanni mediciné k 1é¢bé
zavaznych infekci P. aeruginosa u pacientd se zavaznymi nemocemi, naptiklad cystickou

fibrozou (Ratjen et al., 2009).
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ZAVER

Vyskyt bakterii rezistentnich k antibiotiklim vyuZivanym v humanni a veterinarni mediciné
je v zivotnim prostiedi stale ¢astéji pozorovanym fenoménem. Je dulezity zejména z toho
davodu, ze se rezistentni bakterie mohou §ifit mezi jednotlivymi druhy prosttedi, ptipadné
rozSifovat determinanty rezistence do dalSich bakterialnich populaci. To ptinasi riziko jak

pro veterindrni, tak humanni zdravotnictvi, kdy je nutné¢ mit k dispozici 1é¢iva, kterd jsou

schopna zastavit a 1éCit bakterialni infekce.

Diplomova prace se soustiedila na detekci antimikrobialni rezistence u gramnegativnich
bakterii mimo enterobakterie izolovanych z prostfedi chovu kachny pizmovky domaéci
z malochovu na Pardubicku. Cilem prace bylo zjistit vyskyt rezistentnich izolatti ve vzorcich
kachniho masa, stérti z pefi kachen, chladici vody pti pordzce a vody z napajecich jezirek,
véetné sedimentu, a otestovat jejich citlivost k fad¢ klinicky vyznamnych antibiotik v¢etné
posouzeni ptitomnosti vybranych gent kédujicich rezistenci. Ze tticeti ptivodnich vzork
bylo izolovano 75 izolatd, z ¢ehoz 48 bylo identifikovano jako Pseudomonas spp., 11 jako
Acinetobacter spp. a 16 jako Brevundimonas spp. V ramci studie byla zjiSténa rtizna mira
zastoupeni bakterialnich druhd v jednotlivych typech vzorkt, kdy nejvyssi procentualni
zachyt byl zjistén u bakterii rodu Pseudomonas. Fenotypovym testovanim citlivosti
k vyznamnym antimikrobialnim latkdm byla prokazana vysoka mira rezistence izolatd
z prostiedi dribeziho chovu, které vykazovaly sniZenou citlivost ke tfem a vice
antibiotikim. Multirezistence byla zjisténa u 76,6 % izolatd Pseudomonas spp., 27,3 %
izolatt Acinetobacter spp. a 100 % izolati Brevundimonas spp. Nejcastéji se vyskytovala
rezistence k cefalosporinovym antibiotikiim ceftazidimu a cefepimu a dale k penicilinovému
antibiotiku tikarcilinu. U izolatd rodu Brevundimonas byla vyznamna rezistence
k fluorochinolonovému antibiotiku ciprofloxacinu. Genotypovym zjisténim piitomnosti
genu rezistence u izolatd Pseudomonas spp. byla potvrzena ptitomnost gent kodujicich
rezistenci k betalaktamovym antibiotikiim (blasnv, blatem, blactx, blavim) vzdy pfiblizné

u tietiny izolatt, gen chinolonové rezistence (QnrS) nebyl zjistén u Zadného izolatu.

Vysledky diplomové prace prokazaly, Ze se bakterie rezistentni k vyznamnym antibiotikiim
vyskytuji také u bakterii izolovanych z malych chovi driibeze. Pfestoze se prace zabyva
pouze malym souborem vzorkl a pro dikladnéjs$i porozuméni problému by bylo vhodné
vyuzit dalSich metod, ziskana data ukazuji dalezitost védomého pouzivani antimikrobnich
latek v celém potravnim fetézci, aby jejich dopad na zivotni prostiedi a také lidské zdravi

nebyl vysokym rizikem.
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