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ABSTRAKT

Antibioticka rezistence je pretrvavajicim problémem, ohrozujicim zejména lidské zdravi.
Pfenos potravinami je jednim z moznych zptisobu, jak se mize rezistence $ifit. Jedny
z vyznamnych bakterii v potravinarském primyslu jsou bakterie rodu Enterococcus. Jsou
vyuzivany pro vyrobu fermentovanych potravin zivoc¢iSného 1 rostlinného pivodu.
Bakalatska prace popisuje vyskyt rezistentnich kment bakterii rodu Enterococcus v riznych
druzich potravin. Takovy vyskyt je rizikovy pro pienos rezistence na patogenni kmeny. U
izolovanych enterokokll byla zaznamenana rezistence na Sirokou $kélu antibiotik a rovnéz
byla pozorovana i multirezistence nékterych kment. Naopak byla v nizkych hodnotach
pozorovana rezistence na vancomycin. Infekce zpiisobené vancomycin rezistentnimi kmeny
enterokokil byly v 90. letech minulého stoleti druhym nej€astéjSim typem nozokomialnich

nakaz.

Kli¢ova slova: antibiotika, antibioticka rezistence, Enteroccocus, potraviny, vancomycin

ABSTRACT

Antibiotic resistance is rising global problem endandering human health. Antibiotic
resistance is globally spreading and food safety and hygiene are significant mechanisms. The
genus FEnterococcus contains bacterial species associated with food industry. The
enterococci are used for production of fermented food of animal and plant origin. The
bachelor thesis describes the presence of antibiotic resistant enterococci in different types of
food. The presence of resistant enterococci in foods is threat for spreading the resistance on
pathogenic bacteria. There was observed antibiotic resistance to many types of antibiotics
and also multidrug resistance. Prevalence of vancomycin resistance was low. Infections
caused by vancomycin resistant strains were second most prevalent nosocomial diseases in

1990s.

Keywords: antibiotics, antibiotic resistance, Enterococcus, food, vancomycin
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UvVOD

Bakterie rodu Enterococcus jsou mikroorganizmy, které jsou soucasti sttevni mikroflory, ale
také indikatory fekalniho znecisténi. Jakozto bakterie mlé¢ného kvaseni maji schopnost
zkvasSovat laktozu na kyselinu mléénou, coz miize vést k jejich vyuziti pro fermentaci
potravin. Dalsi vyznamnou vlastnosti enterokokii je produkce bakteridlnich toxind, jez
mohou pfispivat k bezpecnosti potravin, nebot’ jsou schopny zamezit vyskytu nezadoucich
mikroorganizmti. Enterokoky jsou oportunnimi patogeny, zplsobujici zejména

nozokomialni nékazy, infekce mocovych cest, nebo bakteriémie.

Antibiotika jsou lé¢iva uzivana pfi terapii bakterialnich onemocnéni. Jejich t€inek spociva
ve schopnosti inhibovat rist patogenniho mikroorganizmu, a to bez vyrazné (jmy na
hostitelském organizmu. Rlzni se mechanizmy svého U¢inku a podle téchto mechanizmii

jsou také volena pro 1écbu jednotlivych bakterialnich infekei.

V disledku evoluce si bakterie byly schopny vybudovat rezistenci na antibioticka 1éciva.
Tato rezistence je v mikroorganizmu geneticky podminéna, a to bud kvili pfitomnosti
mutace genu, anebo diky genu ziskanému pfenosem. Pfenos genu u bakterii zajist'uji
struktury nesouci doplitkovou genetickou informaci. Pfi zisku n¢kolika rezistentnich genti si
bakterie buduje takzvanou multirezistenci. Multirezistentni bakterie vykazuje odolnost

k vice typlim antibiotik a zptisobuje jen obtizng 1écitelné infekce.

Vyskyt rezistentnich bakterii v potravinach je zpisoben zejména diky Spatnému uZzivani,
nebo naduzivani antibiotickych 1é¢iv u zvitat produkujicich suroviny, ¢i potraviny. Pti¢inou
vyskytu rezistentnich genti u bakterii izolovanych z rostlinnych potravin je zejména vyskyt
rezidui antibiotik v Zivotnim prostiedi, ¢i v odpadnich vodéach. Rizikem pfitomnosti
rezistentnich genll u bakterii izolovanych z potravin je pak pfenos téchto genll na bakterie
patogenni. Spravnym uZivanim antibiotik, zachovdnim hygienickych zasad a norem pfi

produkci potravin lze pfedchdzet vyraznému vyskytu rezistentnich bakterii v potravinach.



I. TEORETICKA CAST



1 BAKTERIE RODU ENTEROCOCCUS — VLASTNOSTI, VYSKYT
V POTRAVINACH A MOZNOSTI DETEKCE

Bakterie rodu Enterococcus jsou ptirozenymi obyvateli lidského traviciho traktu, zejména
tedy stiev. Pfirozené se vSak vyskytuji i v potravinach, castéji potom v potravinach
zivoc¢isného pavodu. Jejich vyznam spociva v jejich vyskytu ve stievni mikroflote, ale 1 pii
zajiStovani bezpecnosti potravin, kdy chrani potravinu snizenim pH diky produkci kyseliny
mlécné, anebo ji chrani diky schopnosti produkovat bakteriociny. Potravina je pak chranéna
pfed narGstem neziddoucich mikroorganizmu. Bakterie rodu Enterococcus patii mezi

podminéné patogeny. NejbéznéjSimi druhy jsou Enterococcus faecalis a E. faecium (1).

Pivodné byly enterokoky taxonomicky klasifikovany jako rod Streptococcus. V 80. letech
minulého stoleti byly vyClenény do samostatné skupiny, jelikoz byly prokazany
fylogenetické rozdily na zéklad¢ sekvence 16S ribozomalni RNA (rRNA). Mezi tyto
ptetazené druhy patii E. avium, E. casseliflavus, E. cecorum, E. durans, E. galinarium, E.
malodoratus a E. saccharolyticus. Pozdé&ji byly dalsi druhy pfidany, a to napiiklad E.
columbae, E. dispar, E. fallox, E. flavescens, E. hirae, E. mundti, E. pseudoavium, E.

raffinosus nebo E. sulfureus (1).
1.1 Vlastnosti bakterii rodu Enterococcus

1.1.1 Zakladni vlastnosti a podminky ristu

Obecné lze bakterie rodu Enterococcus povazovat za fakultativné anaerobni, grampozitivni,
kataldza negativni, oxiddza negativni koky. Rostou v teplotnim rozmezi 10-45 °C. Jsou
schopny rust v piitomnosti 6,5% koncentrace chloridu sodného (NaCl). Typickou vlastnosti
je také rust pti 0,04% koncentraci azidu sodného (NaN3), ¢ehoz je vyuzivano pii selektivni
izolaci enterokokll. Piezivaji expozici pfi teploté 60 °C po dobu 30 minut a mohou riist i pfi
pH 9,6. Jsou to bakterie nesporulujici (1). Mohou se vyskytovat jako jednotlivé koky, nebo

tvoftit fetézce (2).

1.1.2 Produkce metabolitu

Velky vyznam, zejména pak v potravinaistvi, ma schopnost enterokokti produkovat kyselinu
mléénou, jako koneény produkt zkvasovani glukézy. Radi se tedy mezi bakterie mlé&ného
kvaSeni. Produkovana kyselina mlé¢na snizuje pH prostfedi, coz ma za néasledek schopnost

inhibovat riist nezddoucich mikroorganizmi (2).



Vyznamné produkty enterokokti jsou bakteriociny. Jedna se o latky peptidické povahy, jez
maji schopnost inhibovat rist jinych bakterii. Bakterie schopné produkovat bakteriociny
musi nést gen kodujici propeptid daného bakteriocinu, piislusné imunitni geny a gen kodujici
protein potiebny k vyluCovani bakteriocinu. Produkce bakteriocinii je vyhodné&jsi za
podminek méné pfiznivych pro rist, jelikoz za podminek optimalnich neni dostupné
dostatecné mnozstvi aminokyselin pro produkci bakteriocinli (3). Enterokoky produkuji
enterociny typu A, B, I, L a P inhibyjici rist Staphylococcus aureus, Listeria sp. a
Clostridium sp., enterocin AS-48 produkovan E. faecalis je aktivni 1 proti vegetativnim
stadiim Bacillus coagulans. Enterociny bakterie E. mundtii vykazovaly i neobvyklou
aktivitu proti gramnegativnim bakteriim Acinetobacter, Klebsiella a Pseudomonas (2).
Enterociny spole¢né s dal§imi antimikrobnimi ladtkami slouzi pro kontrolu patogenili
v humanni a veterinarni mediciné. Jsou také zvazovany jako ndhrada antibiotik pti 1éceni

nemoci zptsobenych multirezistentnimi patogeny (4).

Bakterie rodu Enterococcus mohou produkovat biogenni aminy dekarboxylaci
aminokyselin, zejména pak tyramin, vznikajici z tyrosinu. Biogenni aminy jsou enterokoky
produkovany uz v pozdni exponencialni fazi ristu, tedy jest¢ pied fazi stacionarni.
Nevznikaji zde tedy vyhradné¢ kvuli nedostatku zivin. Biogenni aminy mohou byt
produkovany napfic¢ riiznymi potravinami, jako jsou mlécné vyrobky, maso, ale napiiklad i
ve ving. Potravina s vysokym mnozstvim biogennich aminti pfedstavuje zdravotni riziko, a
po poZiti mohou nastat potiZze jako bolest hlavy, zvraceni, ¢i zrychlené buSeni srdce.
Konkrétné u tyraminu to byvaji migrény, nevolnost, zvraceni, problémy s dychanim, ¢i
zvySeni glykémie. Zdravotni riziko vzdycky zavisi na typu biogenniho aminu a senzitivité

osoby, kterd byla biogennimu aminu vystavena (5).

1.1.3 Patogenita

Enterokoky jsou uvadény jako podminéné patogeny a jsou spojovany s nozokomialnimi
nakazami. Zpusobuji infekce mocového ustroji, hepatobiliarni sepsi, endokarditidu,
bakteriémii a neonatalni sepsi. Lécba je uskuteciovana pomoci beta-laktamovych antibiotik,
jako jsou peniciliny, ¢i glykopeptidy, a to bud’ samostatné, ¢i v kombinaci s aminoglykosidy,
pro jejich synergicky ucinek. S enterokokovou bakteriémii je spojovdna vysoka mortalita
(30-61 %). Dle studie (6) ¢itala mortalita 31 %, z toho tfi imrti byla zpisobena kmeny
rezistentnimi na ampicilin a gentamicin (6). Infekce zptisobuje ptedevsim druh Enterococcus

faecalis, kdezto s rezistenci a jeji hrozbou souvisi predevs§im E. faecium (2).



1.1.4 Antibioticka rezistence

U enterokokil se nejprve projevila rezistence na beta-laktamova antibiotika. Tato rezistence
je zpusobena zejména genem pbpJ3, ktery koduje penicilin-vazajici proteiny (PBP) s nizkou
afinitou k antibiotikim ampicilinu/penicilinu a cefalosporinu. Rezistence se projevuje nejen

mutaci penicilin-vazajicich proteinti, ale také nadprodukci enzymi beta-laktamaz (7).

V 70. letech 20. stoleti byl kviili rezistenci enterokokt na beta-laktamové antibiotika pouzit
vancomycin, jako jind moznost 1écby enterokokovych infekci. Roku 1990 uz se objevil
vancomycin-rezistentni kmen enterokokii a byl druhym nejcastéjSim plivodcem
nozokomialnich nakaz. Enterococcus faecium rezistentni geny ziskdva diky mobilnim
genetickym jednotkdm — transpozontim a plazmidim. Transpozony nesou genové shluky,
praveé odpoveédné za rezistenci. Pro rezistenci na vancomycin je to naptiklad van A4, van B,
van D, nebo van M. Napiiklad rezistenci typu B na vancomycin nese transpozon Tnl547
(7).

E. faecium je povazovan za multirezistetni bakterii. Je rezistentni na aminoglykosidy jako
tobramycin, gentamicin a kanamycin. Tato rezistence je zplUsobena pfitomnosti
aminoglykosidy modifikujicich enzymi, a to zejména aminoglykosid nukleotidyltransferaz
(ANT), aminoglykosid acetyltransferaz (AAC) a aminoglykosid fosfotransferaz (APH).
Ptitomnosti enzyml ANT a mutaci v genu S12 je zplsobena také vysoka rezistence na

streptomycin (7).
1.2 Vyskyt enterokokii v potravinach

1.2.1 Vyuziti v potravinach

Enterokoky maji v potravindch pomérn¢ dulezité zastoupeni. JakoZto bakterie mlé¢ného
kvaSeni jsou vyznamné pro fermentaci a zrani produktd Zivoc¢isnych, jako jsou mlécné
vyrobky, ale 1 rostlinnych, naptiklad oliv (8). Existuje Skala kment bakterii rodu
Enterococcus vyuzivanych jako starterové kultury pro ziskdni pozadovanych
organoleptickych vlastnosti pro danou potravinu. Jejich bakteriociny byvaji do potravin
pfidavany jako antimikrobni latka. Pouzivani bakteriocinii by mohlo sniZit pouZzivani

chemickych konzervanti a fyzikéalnich zasahti pro zachovani udrznosti (4).



1.2.2 Negativni aspekty vyskytu v potravinach

Vyuziti enterokokll v potravinach je pon¢kud diskutabilni, jelikoz je lze také povazovat za
indikatory fekalniho znecisténi. Jsou vSak dobrym ukazatelem této kontaminace, jelikoz
v mrazenych potravinach ptezivaji s vyssi pravdépodobnosti, nez piezivaji koliformni
bakterie (9). Také jsou podle Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2000/54/ES (32)
klasifikovany jako biologicky agens 2. skupiny, coz znamena, ze mohou zptsobovat nemoci
lidské populaci, obvykle IéCitelné. Sehravaji také roli jako rezervodry pro pienos
virulentnich a rezistentnich genl v potravinovém fetézci. Jsou doporucovany metody pro
zjisténi bezpeCnosti enterokokili pouzitych v potravinach, jsou provadény testy

mikrobiologické i molekularni (4).

1.2.3 Enterokoky v mléénych produktech

V syrovém mléce se enterokoky mohou vyskytovat pfirozené. Mohou také prezit
chladirenské teploty a pasteracni teplotu, diky jejich vlastnostem a ptizplisobivosti na jiné
substraty. V mlékarenském primyslu jsou zejména vyuzivany jako nestarterové bakterie
mlécného kvaseni pro vyrobu syri v oblasti severni Evropy. Maji naptiklad lipolytické a
proteolytické enzymy nebo fermentuji citrat na diacetyl, coz ovlivituje chut pfi zrani syra.
V syrech vyrobenych z koziho, ovciho, ¢i kravského mléka, se typicky nachazi druhy
Enterococcus faecium, E. durans, E. faecalis a v mensi mite E. casseliflavus (4). Tyto druhy
v mléce a v mlécnych vyrobcich, zejména syrech, mohou produkovat biogenni aminy, a to
predevsim tyramin (5). Produkce enterocinii ma vyznam, jelikoZ jsou schopny inhibovat riist
patogennich mikroorganizmu rostoucich v mléce a mlé¢nych produktech, zejména Listeria

monocytogenes a Staphylococcus aureus (4).

1.2.4 Enterokoky v zeleniné a ovoci

Piivod enterokokil v rostlinach je pfisuzovan prostiedi ristu rostlin — tedy z pudy, vody a
hnojiva. Mezi druhy, vyskytujici se na rostlinnych produktech, patti E. faecium, E. mundtii,
E. casseliflavus, E. faecalis a E. sulfurous. Druhy E. faecium a E. casseiflavus jsou zapojeny
do fermentac¢niho procesu oliv. Jsou odolné k vysokému pH a vysokym koncentracim NaCl,
mohou tedy piezivat v nalevu, ve kterém jsou olivy fermentovany. VyuZivany jsou také
v pivovarnictvi. Enterociny jsou vyuzivany jako ochrana pied kontaminaci jinymi
mikroorganizmy v mnoha zeleninovych i ovocnych vyrobcich, jako jsou dzusy, sterilovana
zelenina, fermentovana zelenina a podobné. Je vyuzivan toxin AS-48 inhibujici rast Listeria

monocytogenes a Salmonella enterica (4).



1.2.5 Enterokoky v masnych produktech

Enterokoky se vyuzivaji pfi fermentaci masnych vyrobkl, pfirozené se vyskytuji i v
Cerstvém mase, a to druhy E. faecalis, E. faecium, E. durans a E. hirae. Z masa ryb a kutat
pak byly izolovany druhy E. mundtii a E. faecium. Ve fermentovanych a dalSich masnych
vyrobcich se vyuzivaji pro svou schopnost redukovat aktivitu metmyoglobinu a schopnost
degradovat antinutricni latky, napfiklad stachyézu. V masné produkci se uplatiuje i
produkce enterocini, ta je zde vSak ovlivilovana mnoha faktory, jako jsou zmény teplot,
pfitomnost organickych latek, NaCl a dusitanti. Pfesto uz byly bakteriociny tspéSné pouZzity
na inhibici bakterii L. monocytogenes, Salmonella a Clostridium. Spolu s dal§imi bakteriemi

mlécného kvaseni mtze vést ptitomnost enterokokii k nadmérné produkcei biogennich amint

4).
1.3 Moznosti detekce bakterii rodu Enterococcus

1.3.1 Fenotypické metody

Bakterie rodu Enterococcus rostou i pii narocnych podminkach, jako jsou vysoké teploty,
UV zéfeni, vysoké pH, v ptfitomnosti dezinfekénich latek a za vysoké koncentrace NaCl.
Rostou na bohatych ptdach, jako jsou pady s krvi, s vytazkem mozkové a srdecni tkané

(BHI), ¢i na Toddové-Hewittoveé agaru a Skrobovém agaru v rozmezi teplot 35-37 °C (10).

Enterokoky rostou na selektivné-diagnostické ptidé Slanetz-Bartley (SB) agar (obr. 1),
jelikoZ jsou schopny riist v ptitomnosti 0,04% koncentrace azidu sodného, jez je v SB agaru
obsazen (1). Dale jsou pro selektivni diagnostiku vyuzivany schopnosti enterokokil
produkovat enzym pyrrolidonylarylamidazu (PYR test), enzym leucinaminopeptidazu (LAP
testy), ¢i schopnosti hydrolyzovat eskulin a riist v pfitomnosti zluc¢i (zlu¢-eskulinovy agar).
Ne vSechny fenotypové testy jsou zcela jednoznacné, mohou identifikovat i jiné gram

pozitivni a kataldza negativni koky (10).

Pro identifikaci enterokokl existuji také komercni systémy, slouzici pfedevSim pro
identifikaci klinicky vyznamnych enterokoki. Jsou to napiiklad EN-COCCUS test (Erba
Lachema), API 20 Strep (BioMérieux) nebo BBL Crystal Gram-Positive ID System (BD
Diagnostic system) (10).

Siroké vyuziti pro identifikaci enterokoki, véetné izolovanych z potravin, nagla hmotnostni
spektrometrie, ktera analyzuje hmotnostni spektra proteini z bakteridlnich bunék. Tato

spektrometrie vyuziva desorpce a ionizace za ucasti matrice s pruletovym analyzatorem.



Dalsi vyznamnou chemicko-analytickou metodou je plynova chromatografie analyzujici

methylestery mastnych kyselin v bunéénych sténach (10).
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Obrazek 1 Rust bakterii rodu Enterococcus na SB agaru (11)

1.3.2 Genotypické metody

Nejcastéjsi genotypicka identifikace a klasifikace je provadéna pomoci sekvence genu 16S
rRNA. Tato metoda nemusi byt ve vSech pifipadech zcela pfesnd, n¢které druhy vykazuji az

100 % podobnost, jako je to v ptipadé E. crotali a E. rotai (10).

Pro identifikaci enterokokt se vyuziva detekce 1 jinych gent specifickych pro enterokoky, a
to naptiklad genti atpA, rpoA, ¢ pheS, kodujicich rizné podjednotky specifickych enzymi.
Gen atpA koduje alfa podjednotku ATP syntdzy, gen rpoAd alfa podjednotku RNA
polymerézy a gen pheS pak alfa podjednotku fenylalanyl-tRNA syntazy (10).

Déle jsou také vyuzivany takzvané fingerprintové metody, které vétSinou identifikuji
organizmus na urovni druhu az kmene. Tyto metody vyuzivaji polymerdzové fetézové
reakce (PCR) a jsou to naptiklad ITS-PCR, RAPD-PCR, nebo tDNA-PCR. Dalsi vyuzivané
metody jsou naptiklad analyza restrikéniho profilu DNA, ribotypizace zaloZena na selektivni
hybridizaci a nasledné detekci restrikénich fragmentii nesouci geny kodujici ribozomalni
RNA, nebo hybridizace se specifickymi sondami a jejich aplikace ve form& DNA ¢ipl. Mira
identifikace bakterii zavisi u téchto metod také na podminkach provedeni i na analyzovaném

taxonu (10).



2 MECHANIZMY A PRICINY VZNIKU ANTIBIOTICKE
REZISTENCE

Antibiotika jsou 1éCiva aplikovana pii 1écbé bakterialnich infekei. Terapii lze chapat jako
,hefyziologicky probihajici interakci mezi bakterii a clovékem® (12). Antibioticka
rezistence je chapana jako adaptace mikroorganizmii na antibioticka 1é¢iva. Pfi pouzivani
téchto 1é¢iv nejenze roste rezistence, ale dochazi také k selekci odolnych druhd. Takova
selekce pak miize mit za nasledek vyssi umrtnost jedincii, jez prodélali nemoc zptisobenou
témito odolnymi mikroorganizmy (12). Antibiotické rezistence se tedy stavd zdravotnim
rizikem, komplikuje 1é€bu nemoci zpisobenych mikroorganizmy, a to md dopad na zdravi
jak lidské, tak zvifeci populace (13). Antibiotickou rezistenci lze rozd¢€lit na rezistenci
primarni, ¢i sekundarni. U primérni rezistence se jedna o vlastnosti pfirozené. Rezistence
sekunddrni je pak rezistenci ziskanou (14, 15). Z hlediska genetiky lze antibiotickou
rezistenci chapat jako mutaci, ¢i jako pfeneseni rezistenci kodujiciho genu pomoci plazmidu,
¢i transpozonu. K ziskdni antibiotické rezistence muze mikroorganizmu stacit i jedina
mutace. Pfendsené plazmidy mohou obsahovat geny, které kdduji enzymy zodpovédné za

antibiotickou rezistenci, tedy mechanizmy inhibujici antibioticka 1é¢iva (14).

2.1 Antibiotika

Antibiotika jsou antimikrobni latky, jeZ mohou byt bud’to ptirodniho, anebo syntetického
puvodu a jsou vyuZivana jako 1é¢iva. Antibiotika ptirodniho piivodu jsou antimikrobni latky
produkované mikroorganizmy (17). Tato lé¢iva maji obecné schopnost inhibovat rlst
mikroorganizmu, bez zplsobeni vyznamné Ujmy na hostiteli (16). Této uymée predchazi
vlastnost zvana selektivni toxicita. Tu vyjadiuje chemoterapeuticky index, coZ je pomeér
davky toxické pro hostitele k latce u¢inné na mikroba. Vysoké hodnoty tohoto indexu
vyjadiuji bezpecnost pro hostitele (14). Na rozdil od ostatnich chemoterapeutik jsou
antibiotika pfevazné sekundarni metabolity zivych organizmii, a to zejména
mikroorganizmu, zatimco ostatni chemoterapeutika jsou z vétSiny syntetického pivodu
(15, 16). Antibiotika inhibuji rast mikroorganizmli dvéma zptisoby, a to bakteriostaticky a
baktericidng. Bakteriostaticky ucinek zastavuje riist zdsahem do metabolismu, je to vSak
reverzibilni d¢j, bakterie se tedy mohou opét rozmnozovat pii vraceni do vhodného zivného
prostiedi, ¢i po snizeni koncentrace antibiotika pod u¢innou davku. Baktericidni Gcinek je
potom inhibice ireverzibilni, jsou zasaZeny zivotné dilezité¢ funkce mikrobtl a ti nasledné

hynou (16).



2.1.1 Chemicka struktura antibiotik a jednotliva antibiotika

Antibiotika (ATB) jsou délena do jednotlivych skupin, dle rozliSnych chemickych struktur.

Za vyznamna antibiotika lze oznacit beta-laktamova, tetracyklinovéa a aminoglykosidova.

2.1.1.1 Antibiotika beta-laktamova

Zakladni strukturou téchto antibiotik je beta-laktamovy kruh se tfemi atomy uhliku a jednim
atomem dusiku. Na tento kruh mohou byt navdzany dalsi struktury, ¢imz se rozlisi rizné
druhy beta-laktamit (9). Mezi antibiotika beta-laktamova jsou fazeny peniciliny,
cefalosporiny, monobaktamy, karbapenemy a inhibitory beta-laktaméz. Peniciliny jsou
rozliSovany na zékladni, rezistentni proti stafylokokové beta-laktamaze, Sirokospektré,
peniciliny s rozsifenym spektrem a protipseudomonadové karboxypeniciliny a ostatni
peniciliny stabilni pro penicilinazdm gramnegativnich bakterii (17). Pfehled penicilinovych

antibiotik je uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1 Penicilinové antibiotika (17)

zakladni benzylpenicilin, fenoxymetylpenicilin,
penamecilin

rezistentni proti stafylokokové beta- metycilin, oxacilin, nafcilin, cloxacilin,

laktamaze dicloxacilin, flucloxacilin

Sirokospektré peniciliny ampicilin, amoxycilin

peniciliny s roz§ifenym spektrem a kabenicilin, tikarcilin, acylureidopeniciliny,

protipseudomonadové karboxypeniciliny | azlocilin, mezlocilin, piperacilin

ostatni peniciliny stabilni proti amidinopeniciliny mecilinam, pivmecilinam

penicilindzdm gramnegativnich bakterii temocilin




Cefalosporiny jsou rozdéleny podle 1. az 4. generace a na cefamyciny. Tato antibiotika jsou

uvedena v Tabulce 2.

Tabulka 2 Cefalosporinova antibiotika (17)

1. generace Cefalotin, cefaloridin, cefazolin, cefalexin, cefaklor, cefadroxil
2. generace Cefamandol, cefuroxim, cefoxitin, cefuroximaxetil
3. generace Cefoperazon, cefotaxim, ceftriaxon, cefsulodin, ceftazidim,

cefixim, cefpodoxim, cefdinir s imunomodula¢nim uc¢inkem

4. generace Cefpirom, cefepim

cefamyciny Cefoxitin, cefotetan, cefmetazol, moxolaktam

Dalsimi beta-laktamovymi antibiotiky (ATB) jsou monobaktamy, karbapenemy a inhibitory
beta-laktamaz. Z monobaktamovych ATB se pak jedna o aztreonam, z karbapenemovych
ATB o tienamycin, merponem a imipenem, a inhibitory beta-laktamaz jsou kyselina

klavulanova, sublaktam a azobaktam (17).

2.1.1.2 Antibiotika tetracyklinova

Molekulu téchto antibiotik tvofi Ctyfi kondenzované cykly o Sesti uhlicich, jejich Gi¢inky jsou
totozné (14). Antibiotika tetracyklinové jsou rozdélovana na zdkladni a 2. a 3. generace (17).

Nekterd konkrétni jsou uvedena v Tabulce 3.

Tabulka 3 Antibiotika tetracyklinova (17)

zakladni oxytetracyklin, tetracyklin
2. generace doxycyklin, minocyklin
3. generace tiacyklin

2.1.1.3 Antibiotika aminoglykosidova

Tato antibiotika maji zakladni molekulu aminocyklitolovy kruh, jinak také inositol
substituovany n€kolika aminoskupinami. K cyklu jsou pfipojeny dva aminocukry (14). Jsou

délena na zakladni a nov¢jsi a popsana v Tabulce 4.



Tabulka 4 Antibiotika aminoglykosidova (17)

zékladni streptomycin, kanamycin, neomycin, spektinomycin
novejsi gentamicin, netilmicin, amikacin, tobramycin

2.1.1.4 Dalsi antibiotika

Dalsimi skupinami antibiotik jsou chloramfenikoly, makrolidy, linkosamidy, polypeptidova

antibioitika a rifamyciny (17). Néktera jsou uvedena v tabulce nize.

Tabulka 5 Dalsi typy antibiotik (17)

chloramfenikoly tiamfenikol, chloramfenikol

makrolidy erytromycin, spiramycin, klaritromycin, josamycin
linkosamidy klindamycin, linkomycin

polypeptidova antibiotika bacitracin, gramicidin, tyrocidin, polymyxin

2.2 Mechanizmus vzniku antibiotické rezistence

Rezistence mikroorganizmti na antimikrobni latky je rozpoznana diky pfitomnosti
mechanizmii odolného mikroba v porovnani s mikrobem neodolnym. Tyto mechanizmy
jsou bud’to ziskany, anebo pfitomny diky mutaci. Pojem kiiZova rezistence popisuje situaci,
kdy se mikroorganizmus pii rezistenci na antibiotikum nebo na biocid stava rezistentnim na
ob¢ uvedené antimikrobni latky za vyuziti stejného mechanizmu. Odolnost na biocid a
antimikrobni latku maze mikrob ziskat i pomoci korezistence. K té dochazi tehdy, kdy se
gen kodujici odolnost viici biocidu nachézi na stejné mobilni ¢astici (plazmidu, transpozonu,
integronu), jako gen kodujici odolnost vi¢i antibiotiku. Tato korezistence je pak snadno
pfenasena na ostatni mikroby (18). U vzniku antibiotické rezistence lze popsat Ctyfi typy
vzniku antibiotické rezistence. Aktivni misto plisobeni antibiotika na mikroorganizmus
muze byt zménéno. Dale miiZze byt mikroorganizmem ztizen piistup antibiotika do buiiky,

zrychleno jeho vyluc¢ovani z buniky, nebo miZze byt antibiotikum inaktivovéano (14).

2.2.1 Geneticka podstata

Ziskana antibioticka rezistence je vlastnost bakterie zpisobena mutaci, nebo pfenosem genu

kédujiciho rezistenci pomoci transpozonu, ¢i plazmidu (14). U mutaci mutze dojit



k pozménéni genu, a to naptiiklad odstranéni jeho ¢asti, nebo nahradu, ¢i pridani para bazi
v primarni struktute DNA. Dochdzi potom k produkci bilkoviny, jez jiz nedokaze dostate¢né
antibiotikum navéazat. Vyznamnd je mutace zpisobujici rezistenci Mycobacterium
tuberculosis na streptomycin. Antibiotickou rezistenci lze ziskat pfenosem plazmidu, coz je
DNA volné uloZena v cytoplazmé kodujici rezistenci. Plazmidy jsou pfenaseny konjugaci,
tedy vzdjemnym kontaktem bakterii a cytoplazmatickym propojenim. Vzacnéji pak
transdukci bakteriofagem. Bakteriofag je virus napadajici bakterie a transdukcei je mozno
pfenést jeho geneticky materidl na napadenou bakterialni buniku. Pfenos plazmidi je rovnéz
vzacné umoznén i transformaci DNA bez nosice, tedy jako projev ziskanych vlastnosti
buiiky po mezibunééném pienosu genetické informace. Rezistenci koduji i transpozony,
sekvence DNA pohybujici se mezi plazmidy a chromozomy (17). Rezistenénim geniim je
pohyb umoznén i pomoci tzv. genovych kazet, ty obsahuji pravé jeden gen, ktery koduje
rezistenci. Genova kazeta obsahuje tzv. otevieny cteci ramec, coz je usek DNA bez
promotoru, ktery je vymezen inicianim a termina¢nim kodonem a koduje fetézec
polypeptidi. Genové kazety jsou shlukovany v integronech, tedy se jednd o systém
integron/genové kazety. Pii pienosu jednotek nesoucich gen ATB rezistence byly
identifikovany prave integrony. Tento systém se ukazal jako jeden z nejlepSich piipadl
zachyceni a exprese novych gent. Podle vlastnosti téchto ¢astic je usuzovano, Ze maji dobry

potencial mit velky vyznam v evoluci bakterii (19).

2.2.2 Zména cilové molekuly

Dusledkem vzniku rezistence s mechanizmem zmény cilové molekuly je, Ze se antibiotikum
nenavaze na bakteridlni buiiku. Bakteridlni builka nese proteiny, které vazou dané
antibiotikum. S antibiotikem pak vytvaii komplexy a samotné ztrati aktivitu. Aktivita t€chto
proteintll je ovSem nezbytnd k preziti, jelikoZ jsou mimo jiné také odpovédny za biosyntézu
bunécné stény a za bakteridlni rist. Ztrata aktivity tedy obycejné vede ke smrti bakteridlni
buniky. Pfi vzniklé rezistenci timto mechanizmem vSak antibiotikum neni navdzano, netvoii
tedy komplex a dana bilkovina neztraci svou funkci. Béznym typem je rezistence na
erytromycin a klindamycin u streptokokd, stafylokokli a enterokokl. Zde je zabranéno

navazani antibiotika na ribozomy, jelikoz bakterie tvotfi enzymy methylujici RNA (17).

2.2.3 ZtiZzeny prinik do buiiky mikroorganizmu

Dal$im mechanizmem antibiotické rezistence je zména permeability bunééné stény, ¢i

plazmatické membrany (16). Diky existujicim rozdilim v bunéénych sténach



grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, lze také popsat rozdily v prichodnosti latek
bunécnymi st€énami (15). Grampozitivni bakterie maji bunéénou sténu siln€jsi nez bakterie
gramnegativni, piesto ale dochazi ke snadnému priniku vétSiny antibiotik. U
bakterie maji na vn&jSim povrchu molekuly lipopolysacharidii a na vnitini strané molekuly
fosfolipidi. Tyto molekuly spole¢né tvoii fosfolipidovou dvojvrstvu, kterd stézuje prunik
latkdm jak hydrofobnim, tak také hydrofilnim. Vstup hydrofobnich latek je zpomalen
hustym uspofaddnim lipopolysacharidil, coz zamezuje témto latkdm vstup pres lipidovou
membranu dovniti buiiky (17). Hydrofilni antibiotika pak mohou prostupovat poriny, coz
jsou kanalky tvofené membranovymi proteiny. Koncentrace porini je u rezistentnich
gramnegativnich bakteriich niz§i (15). Mezi antibiotika, k nimZ si mikroorganizmy tvoii

takovou rezistenci, patii zejména aminoglykosidy, tetracykliny a chinolony (14).

2.2.4 Zrychlené vylucovani antibiotika

Rezistence mikroba se také muize projevit zrychlenym vyluCovanim antibiotika z bunky.
Mikroorganizmy takto dokaZou vylucovat takové typy antibiotik, kterym jsou schopny ztiZit
prinik do bunky mikroorganizmu (14). Aktivniho vypuzovani se ucastni membranové

bilkoviny (15). Jedna se tedy zeyjména o aminoglykosidy, tetracykliny a chinolony (14).

2.2.5 Inaktivace antibiotika bakterialnimi enzymy

Mechanizmus zneSkodnéni antibiotika pomoci enzymd, jez produkuji mikroorganizmy, je

nejcastejsi (14).
2.2.5.1 Enzymy rozkladajici beta-laktamy

Tyto enzymy produkované rezistentnimi mikroorganizmy se nazyvaji beta-laktamazy. Ve
své struktufe nesou aminokyselinu serin, ktera ma vyznam prav€ pro antibiotickou
rezistenci. Serin je navdzan na antibiotikum a pomoci néj je otevien beta-laktamovy kruh a
je narusena antimikrobni aktivita antibiotika. Jednéa se tedy o rezistenci uplatiiovanou na

antibiotika jako peniciliny, ¢i cefalosporiny (17).

2.2.5.2 Enzymy modifikujici aminoglykosidy

U aminoglykosidovych antibiotik jsou pomoci specifickych enzyml modifikovany
aminokyseliny nebo také hydroxylové skupiny antibiotika. Takto pozménéné latky jiz

nejsou nadale schopny se navazat na cilové misto. Takto zpusobena rezistence je



uplatiiovana na antibioticich, jako jsou streptomycin, neomycin a kanamycin. Mezi enzymy
zpusobujici rezistenci u aminoglykosidickych antibiotik patfi acetyltransferaza,

adenyltransferaza a fosfotransferaza (17).



3 ANTIBIOTICKA REZISTENCE ENTEROKOKU IZOLOVANYCH
Z POTRAVIN A NAPOJU

Antibiotika maji Siroké vyuziti pro zvifata, jez jsou vyuzivana k masné a mlécné produkci.
Jejich vyznam spocivd v zabraiiovani nemocem mikrobidlniho pavodu. Disponuji
vyhodami, jako je zdravi a pohoda zvitete, tzv. welfare, také zajist'uji zdravotni nezavadnost
potravin a jejich spravnou produkci. Nekontrolované uzivani vSak nese negativni nésledky,
mezi n¢z patii problémy pii technologickém zpracovani, negativni vliv na zdravi spotiebitele

a také vznik rezistence mikroorganizmi na tato antibiotika (20).

Antibiotickou rezistenci je mozno monitorovat tfemi zptsoby — kvalitativni diskovou difiizni
metodou, metodou minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), nebo metodou polymerazové
fetézové reakce (PCR). Diskova difuzni metoda je provadéna na Petriho miskéch s pidou
disponujici vhodnymi zivinami pro mikroorganizmy. Po inokulaci mikroorganizmu jsou zde
umistény disky s antibiotikem a je sledovéna inhibice riistu mikroorganizmu. Tyto inhibi¢ni
zony jsou meétfeny a posuzovany. Metoda MIC sleduje minimdlni inhibi¢ni koncentraci
antibiotika, tedy takovou koncentraci, ktera inhibuje viditelny nartist mikroorganizmu. Na
méteni MIC jsou vyuZivany dilu¢ni metody, E-testy, ¢i automatizované systémy. U metody
PCR je mozZno identifikovat geny zodpovédné za antibiotickou rezistenci. Data potiebna
k provedeni PCR je mozno najit v literatufe, ¢i v databazich, jako je Databédze antibiotické
rezistence. Na sekvenci celého genomu, ¢i pro identifikaci novych genetickych elementt

nelze pouzit metodu PCR (8).

3.1 Antibioticka rezistence bakterii izolovanych z potravin a napoju

rostlinného ptivodu — syrové a urcené k pirimé spotiebé

Potraviny rostlinného piivodu mohou byt kontaminovany mikroorganizmy s rezistentnimi
kmeny v raznych fazich produkce. Mikroorganizmy se nachdzi v hnojivech, ve vodé 1
v pudé. Vznik ATB rezistence u téchto mikroorganizmi miiZze byt zplisoben 1 pouzivanim
antibiotik pro ochranu sazenic, tato pfimd aplikace je dle Organizace pro vyzivu a

zemédelstvi (FAO) stale povolena v nejméné 20 zemich (8).

Studie (8) se zabyvala rostlinnymi vzorky na polskych trzistich. Bylo jich odebrano 270 a 4
hodiny od koup¢ byla provedena analyza a izolace enterokokii. Enterokoky byly nalezeny
ve 23,7 % vzorcich, bylo izolovano 72 kmenl z nasledujicich skupin potravin: 38

z Cerstvého ovoce a zeleniny, 18 z dzusi, 5 z nakladanych vyrobk, 5 z klicki, 2 ze seminek,



2 ze susené¢ho ovoce a zeleniny, a jeden z kotfeni. Enterokoky byly nej¢astéji izolovany
z Casti, které jsou pfi rastu v kontaktu s ptidou, jako je salat, mrkev, okurky, jahody, nebo
fedkvicky. U téchto plodu je i Castéj$i vyskyt antibioticka rezistence. Tato zjiSténi maji

spojitost také s hnojenim pudy (8).

Ve studii byla testovana citlivost na antibiotika uzivana v bézné praxi: ampicilin, penicilin,
ciprofloxacin, levofloxacin, norfloxacin, gentamicin, streptomycin, teicoplanin,
vancomycin, erytromycin, quinupristin/dalfopristin, tetracyklin, tigecyklin, chloramfenikol,

fosfomycin, rifampin, linezolid a nitrofurantoin (8).

Prvné byla citlivost na antibiotika testovana diskovou difuzni metodou na Mueller Hinton
(MH) agaru. Inhibi¢ni zony byly posuzovany dle norem Institutu klinickych a laboratornich
standardii (CLSI). 55,6 % kmenti bylo rezistentnich na streptomycin, 51,4 % na rifamycin,
38,9 % na erytromycin, 37,5 % na tigecyklin a 27,8 % na fosfomycin. Na ostatni testovana
antibiotika se rezistence projevila v rozmezi 1,4-3,8 % ptipadi. Rezistence na vancomycin,

teicoplanin, levofloxacin, ciprofloxacim, linezolid a chloramfenikol nebyla detekovana (8).

Genotypové, metodou PCR, bylo odhaleno 22 ukazatelli antibiotické rezistence. Nejvice
bylo odhalenych kment kédujicich enzymy modifikujici aminoglykosidy. Rezistenci na
tetracykliny se potvrdila pfitomnost genil tetM a tetL, na makrolidy potom piitomnost genii
ermB, ermA, msrC a mefA/E. U vice neZ poloviny izolatl (51,6 %) byl pfitomen konjugativni
transpozon ze skupiny transpozoni 7n916/Tnl545, této skupin€ je pfifazovana
zodpovédnost za antibiotickou rezistenci. Bakterie E. faecium vykazovala rezistenci Castéji,

nez E. faecalis (8).

Pti studii byl zachycen rozpor mezi fenotypovou a genotypovou rezistenci. Rlst kolonii
nékterych kmenl enterokokl byl antibiotikem inhibovan, pfesto u téchto kment nebyl
prokdzan zadny rezistencni gen. Tento jev je vysvétlovan tak, Ze nejsou dostatecné
objasnény genetické mechanizmy zodpovédné za fenotypovou rezistenci pro jednotliva
antibiotika. Jiné kmeny disponovaly rezistentnimi geny, avsak fenotypove se tato rezistence
neprojevila. To je zdlvodihovano rozdily v genové expresi mezi kmeny, a také piitomnosti
mutaci, které zabranuji transkripci, €i translaci. V rostlinnych potravinach ptivodem z Polska
bylo tedy nalezeno vyznamné mnozstvi rezistentnich kmend. Rizikem jsou zejména

nalezené multirezistentni kmeny a kmeny odolné na vysokou expozici aminoglykosidiim

(8).



Studie (33) z Ceské republiky se zabyvala zjisténim antibiotické rezistence enterokoki
izolovanych zrtiznych druhii ovoce a zeleniny pomoci diskové difuzni metody. Byla
sledovana rezistence na vancomycin, ampicillin, cefalotin, ofloxacin, erytromycin,
chloramfenikol, gentamicin a teikoplanin. Kromé vancomycinu byla rezistence prokazana
na vSechna ostatni testovand ATB. Nejcastéji vykazovaly enterokoky rezistenci na
ofloxacin, a to 44 % izolat, pak 31 % bylo rezistentnich na cefalotin a 21,3 % na

erytromycin. Pro ostatni antibiotika byla zachycena rezistence v méné nez 5 % ptipadi (33).

Studie (34) sledovala rezistenci enterokokt izolovanych z raj€at z farmy v USA (Spojenych
statech americkych). Rezistence se zde potvrdila na 6 z 10 testovanych antibiotik. 70 %
kment vykazovalo rezistenci na tetracyklin, okolo 40 % kment pak vykazovalo rezistenci

na ciprofloxacin, levofloxacin, rifampin, daptomycin a quinupristin/dalfopristin (34).

Izolaty ze zeleniny z Polska a z Ceské republiky se shodovaly v rezistenci na erytromycin,
gentamicin a ampicillin. Studie z USA meéla vysledky shodné pouze s polskou studii,
enterokoky izolované ztéchto mist vykazovaly rezistenci na tetracyklin a
quinupristin/dalfopristin a naopak nebyla ve studie z USA zachycena rezistence na ampicilin
a erytromycin. PoZivani syrovych potravin urenych k pifimé spotiebé, mize vzhledem
k ptfedchozim zjisténim vést k pfenosu rezistentnich kmenti do stfevni mikroflory. Tato

skupina potravin je tedy vektorem pfenosu antibiotické rezistence do Zivotniho prostredi.

Dalsim produktem bohatym na pfitomnost mikroorganizmi jsou fermentované olivy. Olivy
jsou vyznamnou fermentovanou zeleninou v potravinaiském primyslu a na jejich fermentaci
se podili n€kolik skupin bakterii, z nichZ nejvyznamnégjsi pro kvalitu a organoleptické
vlastnosti jsou bakterie mléného kvaSeni. Studie (21) sledovala ptitomnost bakterii
mlééného kvaseni ve stolnich olivach z Maroka. Nejvice zastoupenym mikroorganizmem
byly bakterie rodu Enterococcus. Rezistence byla testovana na antibiotika amoxicilin,
ampicilin, ciprofloxacin, klindamycin, gentamicin, kanamycin, streptomycin, erytromycin,
teikoplanin, vancomycin, chloramfenikol, tetracyklin a trimethoprim. Metodou MIC a PCR
byly sledovany geny 11 kment enterokokli. U vSech byla zaznamenéna fenotypicka
rezistence na erytromycin, tetracyklin, gentamicin a trimethoprim. U 9 pak také rezistence
na amoxicilin au 10 na ciprofloxacin a vancomycin. Genotypicky byla prokazana pfitomnost
genll ered a ermF u dvou riznych kment, tyto geny koduji mechanizmy zodpovédné za
odolnost vii¢i erytromycinu. Rezistence na antibiotika byla fenotypicky prokazana u 9,

respektive u 10 kment z testovanych. Je to vyznamny vyskyt rezistentnich kmend, avSak



nebylo odhaleno velké mnozstvi znamych genetickych determinanti, z hlediska pfenosu

antibiotické rezistence se olivy nejevi jako pfili$ rizikové (21).

3.2 Antibioticka rezistence bakterii izolovanych z ryb a moiskych plodu

Vodni toky a plochy mohou byt kontaminovany cizorodymi latkami, ¢asto z odpadnich vod
z prumyslovych vyrob, nemocnic, ¢i zemédélskych ploch. Takové odpady obsahuji
pesticidy, herbicidy, tézké kovy, ale 1 antibiotika. To vede k vytvareni antibiotické rezistence
ve vodnim prostiedi. Bakterie rodu Enterococcus se do vod dostavaji také diky odpadnim

vodam a diky vodam z hnojenych zemédélskych pid (23).

3.2.1 Ryby

Vzorky malych Cerstvych ryb chlazenych na led¢ z trhli v Saudské Arabii byly testovany na
pfitomnost bakterii a jejich pfipadnou antibiotickou rezistenci. Byla testovana citlivost
diskovou difuzni metodou na nasledujici antibiotika: amoxicillin, bacitracin,

chloramfenikol, ciprofloxacin, erytromycin, gentamicin a tetracyklin (23).

Z 30 vzorkl ryb bylo izolovano 16 kmeni enterokokil. 25 % vykazovalo rezistenci na
antibiotikum amoxicillin, 100 % na bacitracin, 31,2 % na chloramfenikol, 12,5 % na
ciprofloxacin, 18,7 % na erytromycin a gentamicin a 68,7 % na tetracyklin. 25 % enterokokli

vykazovalo multirezistenci (23).

Rezistenci na podobnd antibiotika vykazovaly 1 izolaty z ryb pangasius importovanych do
Danska s Asie. Byla zde detekovana rezistence na chloramfenikol, erytromycin a tetracyklin
a ciprofloxacin. Multirezistentich enterokoktl bylo 13 %, coz je o polovinu mii, nez

v ptedchozi studii (24).

U izolatt enterokoki ze pstruhtl z vodni nadrze Bukovec a z feky Cierny Vah na Slovensku
byla detekovana 100 % rezistence na gentamicin a kanamycin, v mensich pomérech pak také
na strepotmycin, azitromycin, tetracyklin, klindamycin a novobiocin. Nebyla pozorovana
rezistence na ampicilin, penicilin, erytromycin, chloramfenikol, vancomycin a rifampicin
(25). Zde se spektrum antibiotik, na kterd byla testovana odolnost enterokokd, 1i§i oproti
dvéma piedchozim. Tyto odliSnosti mohou byt zptsobené odliSnym zemé&pisnym pivodem.
U predchozich studii byly ryby odebrany piimo z obchodnich pulti a bakterie rodu
Enterococcus rezistentni na antibiotika se zde mohly vyskytovat také diky sekundéarni

kontaminaci.



3.2.2 Moi'ské plody urcené k primé spotiebé

Pfi monitorovani antibiotické rezistence z krevet na trzistich v Nigérii, uréenych k pfimé
spotiebé, bylo odebrano 720 vzorki z 6 rtiznych trziSt. Bylo detekovano celkem 59 (8,9 %)
enterokokti, a to 26 ze vzorkl krevet v omacce, 6 ze vzorkt varenych krevet a 27 ze vzorka
uzenych krevet. Prevazovaly druhy E. faecalis a E. faecium, byly vSak také izolovany druhy
E. gallinarum, E.casseliflavus, E. hirae, E. durans. Antibiotickou rezistenci vykazovalo

91,5 % enterokoki, pticemz u 62,7 % se jednalo o multirezistenci (22).

U vSech druht enterokokl byla detekovéna rezistence na penicillin 88,1 %, klindamycin
67,8 % a piperacillin 38,9 %. Dale bylo 49,2 % izolatl rezistentnich na erytromycin, 37,3 %
na vancomycin, 48,8 % na tetracyklin, 54,2 % na teicoplanin a také na tigecyklin. Dale se
také vyskytovala rezistence na ciprofloxacim, rifamycin, kanamycin, norfloxacin a
imipenem. Genotypov€ pak byly prokdzany geny kodujici rezistencni mechanizmy na
erytromycin (ermA, ermB), tetracyklin (tetA, tetM), vancomycin (vanA, vanB) a klindamycin

(mphC) (22).

Z krevet uzenych bylo izolovano nejvice rezistentnich kmenti - 25, znichz 12 bylo
multirezistenich, z krevet v oméac¢ce bylo rezistentnich kmend 23 a 19 multirezistentnich,
zkrevet vafenych bylo vSech 6 izolovanych kmend rezistentnich a zaroven

multirezistentnich (22).

Studie (25) sledovala rezistenci enterokoktl izolovanych z krevet uré¢enych k ptimé spottebé,
a to z Indie, Thajska, Omanu a USA. U vSech vzorki byla pozorovana rezistence enterokokt

na vancomycin, ampicillin a ceftriaxon (25).

Vyskyt antibiotické rezistence u krevet urcenych k piimé spotieb¢ piivodem z riiznych zemi

byl velmi znacny a lze je povaZovat jako rizikové pro vetejné zdravi.

3.3 Antibioticka rezistence bakterii izolovanych z masa a masnych

vyrobkt

Enterokoky jsou ¢astym zastupcem bakterii nachazejicich se v travicim traktu zvitat, a tak
1ze ocekavat jejich ptitomnost v produktech zivocisného ptivodu, jako jsou mléko a maso.
Rezistence enterokokt v ZivociSnych produktech mlize byt zpisobena nadmérnym uzivanim
antibiotickych 1é¢iv v krmivech, ale také diky ptitomnosti zbytku rezidui 1éCiv a fekalii

v podévané vode¢ (26).



3.3.1 Syrové maso

V italském Toskénsku byla studovdna pomoci diskové difizni metody rezistence na
enterokoky izolované ze syrového masa, Sunky a syrti. Vzorkli syrového masa bylo odebrano
636, z toho ve 44,3 % vzorcich vepfového masa byly nalezeny enterokoky, dale ve 41,3 %

klobasach, ve 30,8 % hovéziho masa a 28,6 % dribeziho masa (26).

Byla testovana rezistence na nasledujici antibiotika: amoxicilin/klavulanovéa kyselina,
ampicilin, ciprofloxacin, chloramfenikol, erytromycin, gentamicin, linezolid, teicoplanin,

penicilin, tetracyklin, vancomycin (26).

Z hovéziho masa bylo 32,8 % celkového mnozstvi izolovanych enterokokt rezistentnich na
gentamicin, 31,4 % na tetracyklin a 11,4 % na erytromycin. Rezistence nebyla zaznamenéana

na amoxicilin/klavulanovou kyseslinu a na linezolid (26).

U enterokoki izolovanych z vepifového masa bylo 48,6 % rezistentnich na tetracyklin, 22,8
% na erytromycin a nebyla pozorovana rezistence na amoxcilin/klavulanova kyselina,
ampicilin, linezolid, teicoplanin a vancomycin. 50 % enterokokt izolovanych z klobas bylo
rezistentnich na tetracyklin, na amoxicillin/klavul., linezolid, teicoplanin a vancomycin

nebylo pozorovana Zadn4 rezistence (26).

Vsechny enterokoky izolované zkufectho masa vykazovaly rezistenci, v nejveétSim
zastoupeni pak na tetracyklin, a to 51 % kment, dale 42,6 % kmentl rezistentnich na

erytromycin a 15 % na gentamicin (26).

Dle pozorovani antibitotické rezistence enterokoktll izolovanych ze syrového masa, se jevi
kombinace antibiotik amoxicilin/klavulanovd kyselina a antibiotikum linezolid jako
antibiotika beta-laktamova. Nejvic bylo zachyceno enterokokt s rezistenci na tetracyklin,

erytromycin a gentamicin (26).

Studie (27) pozorovala antibiotickou rezistenci enterokokli pomoci diskové difizni metody
ze syrového masa na Slovensku. Bylo odebrano 75 vzorkli vepfového masa a 53 vzorka
kuteciho, vSechny byly pozitivni na enterokoky, s nejcastéjSim vyskytem kment E. faecalis

a E. faecium (27).

Izolaty z kufeciho masa vykazovaly v 91 % rezistenci na tetracyklin, v 56 % na gentamicin,
ve 44 % na erytromycin, ve 26 % na ampicilin a v 19 % na vancomycin. Rezistence se

prokazala na vSechna testovana antibiotika a vyrazna byla i multirezistence (27).



Enterokoky ziskané z vepfového masa vykazovaly rovnéz rezistenci na vSechna testovana
antibiotika. 34 % projevilo rezistenci na tetracyklin, 24 % na gentamicin, 18 % na ampicilin,

14 % na vancomycin a 10 % na erytromycin (27).

V Ceské republice (33) bylo testovano na antibiotickou rezistenci 75 izolatd enterokokii. Na
vancomycin nebyla rezistence pozorovana, zatimco na cefalotin bylo rezistentnich 33,3 %
izolatd a na ofloxacin 29,3 % izolatii. Rezistence na ampicillin, erytromycin, chloramfenikol,

gentamicin a teikoplanin se pohybovala mezi 1,3-6,6 % (33).

U vSech tfi studii byla zji§téna antibioticka rezistence enterokokll izolovanych ze vzorkl
veprového masa na tetracyklin, gentamicin a erytromycin. Rezistence na vancomycin byla
pozorovana jen u vzorkil z veprového masa ze Slovenska. U men$iho poc¢tu kmeni byla
v mase z [talie detekovana rezistence i na dal$i antibiotika, to v§ak nelze porovnat, jelikoz
studie ze Slovenska testovala rezistence na pét antibiotik. Vzorky zkufectho masa
vykazovaly v obou studiich rezistenci enterokoki na tetracyklin, gentamicin a erytromycin,
ampicilin a vancomycin, v ptipad¢ studie z Italie i na vSechna ostatni testovand antibiotika.
Syrové maso se d4 povazovat za pomérné vyznamny rezervoar pienosu antibiotické

rezistence, a to predev§im maso kufeci.

3.3.2 Masné vyrobky

Studie (26) zaznamenavala antibiotickou rezistenci enterokokt izolovanych z Sunky pomoci
diskové difuzi metody. Ze 187 vzorkl byly v 9,09 % identifikovany enterokoky. 47,1 %
enterokokil vykazovalo rezistenci na tetracyklin, 17,6 % na erytromycin, 11,8 % na penicilin
G a 5,88 % na amoxicilin/klavulanovou kyselinu a stejné tak na ampicilin. Rezistence nebyla
zaznamenana na zbytek testovanych antibiotik: chloramfenikol, ciprofloxacim, gentamicin,

linezolid, teicoplanin a vancomycin (26).

Enterokoky byly izolovéany i z dalSich potravin v Polsku za uc¢elem zkoumani antibiotické
rezistence: uzené maso (Sunka, slanina, raminko), klobasy (dusené, vatrené¢), vnitinosti,
konzervované maso a produkty zpracované z riznych masnych c¢asti. 74,1 % vzorkt z 390

testovanych bylo pozitivni na nalez enterokokt (28).

45 % izolath bylo rezistentnich na streptomycin, 42,7 % na erytromycin. 36,4 % bylo
rezistentnich na tetracyklin, 19,9 % na tigecyklin, 27,2 % na fosfomycin, 19,2 % na
rifampicin. V menSim rozsahu byla také potvrzena rezistence na ampicilin, penicilin,
teicoplanin, norfloxacin, levofloxacin, ciprofloxacin, nitrofurantoin, linezolid,

chloramfenikol a quinupristin/dalfopristin. Studie také prokazala pomoci PCR metody



pfitomnost genli kddujici rezistenci na aminoglykosidy (aph, aac, ant geny), tetracykliny
(tet geny), makrolidy (erm geny, mefA/E, msrC) a glykopeptidy (vanC2/C3). Také byla
prokazana pritomnost transpozonu 7n916/Tnl1545 (28).

Prestoze se jedna o potraviny urCené k piimé spotieb¢, kterd prosla tepelnou upravou,
enterokoky maji schopnost pfezivat vyssi teploty, a proto jsou v potravinich tohoto typu

pfitomny. Studie (28) prokdzala také pfitomnost gentl, které mohou rezistenci prenéset.

3.4 Antibioticka rezistence bakterii izolovanych z mléka a mlé¢nych

vyrobki

3.4.1 Mléko

Ze syrového, nepasterizovaného kravského mléka bylo odebrano 32 vzorkd, z ovéiho mlé¢ka
62 vzorkli pro izolaci enterokokii a detekci antibiotické rezistence. Byla zkoumdana
rezistence na gentamicin, tetracyklin, erytromycin, vancomycin a ampicilin, a to pomoci

diskové difizni metody (27).

Enterokoky izolované z kravského ml¢ka vykazovaly rezistenci na gentamicin ve 27 %, na
tetracyklin v 19 % vzork(, na ampicilin a vancomycin v 10 % vzorki a ve 4 % vzorki na
erytromycin. Enterokoky izolované z ov€iho mléka byly rezistentni v 32 % na tetracyklin a
gentamicin, v 16 % na ampicilin a ve 2 % na erytromycin. Vancomycin rezistentni

enterokoky nebyly izolovany z ov€iho mléka (27).

Pti provéfovani syrového mléka zautomati byla testovdna antibiotickd rezistence na
ampicilin, gentamicin, ciprofloxacin a vancomycin. Byly testovany vzorky z 6 riiznych mist.
Enterokoky ze vSech vzorkl vykazovaly rezistenci na vancomycin a Zadné na gentamicin.

Ve 3 ptipadech se projevila rezistence na ciprofloxacin a ve 4 na ampicillin (29).

Izolaty enterokoktl ze syrového mléka ze studie (30) vykazovaly rezistenci na vancomycin
ve 4,5 % vzorki, na tetracyklin v 15,2 % vzorkil, na erytromycin v 6,5 % vzorkii, na
gentamicin v 8,7 % vzorkd a na ampicilin ve 4,4 %. Nebyla zaznamenana rezistence na

teikoplanin, celkem bylo testovano 46 izolati enterokoki (30).

Ve vSech tiech studiich byla potvrzena rezistence enterokokli na vancomycin a ampicillin.
Rezistence na tetracyklin a erytromycin byla prokazana u studii pro ob¢ syrova mléka, studie

pro mléko z automatl vSak tato antibiotika netestovala. Rezistence na gentamicin byla



sledovana ve vSech studiich a prokazala se pro obé syrova mléka, nikoliv pro syrové mléko

Z automatu.

342 Syry

Ve studii (26) byly izolovany enterokoky z Cerstvého mékkého syra a ze syra typu
mozzarella. Bylo odebrano 110 vzorkti mékkého syra a 168 vzorkdl syru mozzarella.
Bakterie rodu Enterococcus byly izolovany ve 35,6 % vzorcich Cerstvého syra a ve 22 %
vzorcich mozzarelly. Pomoci diskové difuzni metody byla pozorovana antibioticka
rezistence enterokoki na nasledujici antibiotika: amoxicilin/klavulanovd kyselina,
ampicilin, ciprofloxacin, chloramfenikol, erytromycin, gentamicin, linezolid, teicoplanin,

penicilin, tetracyklin, vancomycin (26).

V Cerstvém mé&kkém syru bylo 38,6 % enterokokt rezistentnich na erytromycin, 21 % na
gentamicin, 18,4 % na ciprofloxacin, 13,2 % na vancomycin a 10,6 % penicilin G, nebyla

zaznamenana zadna rezistence na amoxicilin/klavulanova kyslina a linezolid (26).

Enterokoky izolované ze vzorkii mozzarelly byly ve 13,5 % rezistentni na erytromycin a ve
2,7 % na ciprofloxacin, gentamicin a teicoplanin. Na ostatni testovana antibiotika nebyla

rezistence zjisténa (26).

Ve studii (27) byla zjisténa antibiotickd rezistence enterokokt izolovanych ze syra typu

brynza ve 14 % na gentamicin a ampicilin, v 6 % na erytromycin (27).

U enterokoktl izolovanych ze vSech mékkych syri byla detekovana vyrazna rezistence na
gentamicin a ampicilin. Tyto bakterie byly rezistentni na $irsi Skalu antibiotik, ne vSak ve

vyraznych poctech (26, 27).

V tvrdych syrech typu pecorino byly izolovany enterokoky vysoce rezistentni na
erytromycin a rifampicin, dale také na ampicilin, chloramfenikol, tetracyklin a penicilin.

V nizkych procentech byla sledovéana rezistence na vancomycin (31).



ZAVER
Prace se vénovala antibiotické rezistenci enterokokt izolovanych z potravin, a to potravin
rostlinného ptavodu urc¢enych k piimé spotiebe, jako je ovoce a zelenina, ¢i fermentované

olivy. Déle byla sledovana rezistence enterokoktl z potravin zivo¢isného ptivodu, tedy z ryb,

moftskych plodi, masa a masnych vyrobka a mléka a mlécnych vyrobkd.

U enterokokii izolovanych z potravin rostlinného ptivodu bylo napfi¢ studiemi zjisténo
primérné 19,7 % rezistentnich kment. U ryb vykazovalo rezistenci na n¢které z antibiotik
pramérné 30,8 % enterokokii. Rezistence enterokokli izolovanych z masa se liSila podle
geografického piivodu, primérny zachyt ¢inil 22,5 %. Z masnych vyrobkl bylo izolovano
11 % rezistentnich kmend. Enterokoky izolované z kravského mléka byly rezistentni

primérmné v 10,2 %. Z mlécnych vyrobkl byl primérny zachyt rezistentnich kment 8,6 %.

Z hlediska prenosu antibiotické rezistence se jevi ryby a maso jako nejvice rizikové.
Vyznamné nebezpeci predstavuji potraviny urcené k pifimé spotiebé, které dale neprochazi

tepelnou upravou a nedochdzi zde k usmrceni enterokokii nesouci rezistentni geny.

Nejcastéji byla vykazovana rezistence na tetracyklin, erytromycin, ciprofloxacim,

gentamicin a ampicilin. Casto byla pozorovana multirezistence.

Potraviny tedy zcela jisté mohou hrat roli v pfenosu antibiotické rezistence. Pro zmirnéni
tohoto problému je nutno, aby byla pii produkci potravin dodrZovana fadnd hygienicka
opatieni, aby se pfi produkci postupovalo dle ptislusnych vyhlasek a norem a stejné tak, aby

1éEba chovnych zvitat antibiotiky byla kontrolovana a spravné provedena.
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VRE
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aminoglykosid nukleotidyltransferaza
aminoglykosid fosfotransferaza
antibiotikum

adenosintrifostat

brain heart infusion

Clinical and Laboratory Standards Institute
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Enterococcus

Food and Agriculture Organization of the United Nations
Mueller-Hinton

minimalni inhibi¢ni koncentrace

chlorid sodny

azid sodny

polymerazova fetézova reakce
ribonukleova kyselina

ribozomalni ribonukleova kyselina
Slanetz-Bartley
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