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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva vybranymi enterobakteriemi, a to Escherichia coli a
Salmonella enterica. Déle pojednava o antibiotikéach, jejich historii a mechanizmech ucinku.
Jsou zde rozebrany dilu¢ni a difizni metody zjistovani rezistence na antibiotika. Rovnéz je
v praci shrnuta antibiotickd rezistence, jeji vznik a mechanizmy. V zavéru prace jsou

zminény piiklady jednotlivych antibiotik indikujicich antibiotickou rezistenci.

Kli¢ova slova: enterobakterie, antibiotikum, mechanizmus uc¢inku antibiotika, antibioticka

rezistence

ABSTRACT

This thesis deals with enterobacteria, namely Escherichia coli and Salmonella enterica.
It also concerns antibiotics, their history a mechanisms of action. It analyses the dilution
method and the diffusion method used to analyse antibiotic resistance. The thesis also
summarizes antibiotic resistance, its origin a mechanisms. At the end of the thesis, there are

mentioned examples of individual antibiotics, which indicates antibiotic resistance.

Keywords: enterobacteria, antibiotic, mechanism of action of antibiotic, antibiotic resistance
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UvVOD

Motivaci pro sepsani prace byl muij zajem o antibiotika, jejich historii a vyvoj. Antibiotika
byla a stale jsou vyznamnym Iékem v medicinské a veterinarni praxi, jejich pouzivani

zachranilo bezpocet zivoti.

Dalsi pohnutkou byla skutecnost rostouciho rozsifeni rezistence k antibiotikiim, které
predstavuje stale vétsi problém pii 1éEbe onemocnéni lidi 1 zvifat a na kterou byl timto chtéla
poukazat. Rezistence vznika zcasti prirozené, z velké Casti je ovSem zplsobena Spatnou
praxi pii pouzivani antibiotik. Toto je podstatnym problémem zejména kvuli omezenym

moznostem vyvoje novych antibiotik.

Cilem prace bylo shrnout poznatky o antibiotikdch a jejich Gc¢inku, shrnout poznatky o
antibiotické rezistenci, zejména rezistenci ziskané a poukazat na problém ziskané
antibiotické rezistence u vybranych enterobakterii, konkrétné Escherichia coli a Salmonella

enterica.

Prace je reSerSni v disledku epidemiologické situace. NedoSlo tak k ptivodné
planovanému screeningu rezistence na vybrana antibiotika u Escherichia coli a Salmonella

spp. u izolovanych z kachniho masa.
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1 VYBRANE ENTEROBAKTERIE IZOLOVANE Z POTRAVIN A
NAPOJU

Celed’ Enterobacteriaceae zahmuje gramnegativni, fakultativné anaerobni ty¢inkovité
bakterie. Jsou kataldza pozitivni, oxidaza negativni a vS§echny fermentuji glukozu a redukuji
dusi¢nany. Enterobakterie netvofi spory. Daji se nalézt ve vétsSiné prostiedi, nejvice jsou
spojovany s intestindlnim traktem a jeho infekcemi. Mezi enterobakterie se fadi naptiklad
rody Escherichia, Shigella, Salmonella, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Erwinia,
Serratia, Hafnia, Edwardsiella, Proteus, Providencia, Morganella nebo Yersinia. (Corry,

Curtis a Baird, 2012)

1.1 Eschericha coli

Escherichia coli je soucasti Celedi Enterobacteriaceae, vyznacuje se fermentaci laktozy.

Radi se mezi koliformni bakterie. (Corry, Curtis a Baird, 2012)

Bézné se nachazi v zazivacim traktu. V piipad¢ pozieni kontaminovanych potravin nebo
napojit mize zpusobit gastrointestindlni onemocnéni. Lécba téchto onemocnéni vétSinou
spociva v dopliiovani tekutin, ve specifickych ptipadech je uzita medikace. Onemocnéni
vétSinou samo odezni bez nasledki, nebezpeci predstavuji kmeny Escherichia coli O157:H7
a Escherichia coli O104:H4, které mohou zpiisobit krvavé prijmy, selhani ledvin a
v nékterych ptipadech i smrt. Escherichia coli také mize zpisobovat infekce mocovych cest.

(Britannica, 2020)

Escherichia coli O157:H7 se fadi mezi kmeny Escherichia coli produkujici shigatoxin.
Tyto kmeny jsou dle odhadul celosvétove ptivodci 2,8 milionu alimentarnich onemocnéni za
rok. Po vyvolani krvavych priymi se vice nez 10 % ptipadl vyvine v hemolyticko-uremicky
syndrom, jehoZ smrtnost se pohybuje mezi 3-5 %. Kmeny Escherichia coli produkujici
shigatoxin patii do podskupiny enterohemoragickych kment Escherichia coli. (Wooley a

Byers, 2017)

Enterohemoragické kmeny Escherichia coli byly poprvé popsany ve Spojenych statech
v roce 1983. (Ambrozova a Marejkova, 2012) Jednd se o producenty jednoho ¢i vice
shigatoxinti. Shigatoxiny blokuji syntézu proteini, cozZ mé za nasledek cytotoxicitu. Pti [é€bé
enterohemoragickych kment Escherichia coli se pouziva podpiirna 1€¢ba, aby nedoslo k 1yzi

bakterialni buiiky a uvolnéni toxinti pfi pouziti antibiotik. (Wooley a Byers, 2017)
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Mimo enterohemoragickych kmenlG Escherichia coli déle rozliSujeme kmeny
enteropatogenni Escherichia coli, enterotoxigenni Escherichia coli, enteroinvazivni
Escherichia coli, enteroagregativni Escherichia coli a difuzné adherentni Escherichia coli.

(Amin a spol., 2018)

Enteropatogenni Escherichia coli jsou schopny adheze na stfevni epitelové buiky
pomoci fimbrii (Wooley a Byers, 2017) a tvorby bilkoviny pusobici jako receptor intiminu
(adhezni molekula). Jejich ptisobenim dochazi k naruSeni epitelidlnich mikroklkii. Poruseni
sttevniho epitelu vede k horSimu vstiebavani zivin a mohou zplsobit t€Zkou dehydrataci.
(Machala a Benes, 2011) Zptsobuji vytrvalé prijmy, zejména u novorozencu. (Wooley a
Byers, 2017) Enteropatogenni Escherichia coli jsou rozliSovany za pomoci
charakteristickych povrchovych antigenti. (Machala a Benes, 2011) Je popsano vice nez 200

sérotypi. (Wooley a Byers, 2017)

Enterotoxigenni Escherichia coli zpisobuji nezanétlivé vodnaté prijmy. Jedna se o
vyhradni lidské patogeny a nej€astéjsi pfi¢inu prijmi. Onemocnéni je zplisobeno jednim ze
dvou toxind, které jsou produkovany enterotoxigenni Escherichia coli, a to termolabilni a
termostabilni enterotoxiny. Adheze ke stfevnim epitelovym bunkam je zajiSténa nejméné 20

adhesiny. (Wooley a Byers, 2017)

Enteroinvazivni Escherichia coli se endemicky vyskytuje v tropech. Napadaji enterocyty
ve stfevé, kde se mnozi a mohou vést k nekroze. Zaroven produkuji toxiny, které podporuji
zanétlivé zmény epitelu. Onemocnéni se projevuje horeCkami a vodnatymi prajmy s krvi a

hlenem. (Escherichia coli prijmové infekce, 2021)

Enteroagregativni Escherichia coli jsou schopny adheze na stfevni sliznici, kde tvori
plaky nebo tzv. bakterialni ostriivky. Plsobi akutni i chronickd prijmova onemocnéni,
k onemocnéni dochézi hlavné u pacientli se zdvaznymi poruchami imunity a déti. (Machala
a Benes, 2011) Byvaji spojovany s chronickymi zanéty sttev, které mohou vést k podvyziveé

a opozdénému rustu u déti. (Amin a spol., 2018)

Difuzné adherentni Escherichia coli byly identifikovany na zéklad¢ difuzné adherentniho
vzorce u bun¢k HelLa a HEp-2, kdy dochazi k pravidelnému pokryvu bunécného povrchu.
Difuzné adherentni jsou spojovany s akutnimi priymy u déti starSich 6 mésict. Je zde
vyznamny virulentni geneticky zaznamenany gen pro enteroagregativni termostabilni

toxin 1 stimulujici guanylat-cyklazovy receptor. (Javadi a spol., 2020)
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Vyskyt Escherichia coli je vyznamny v souvislosti s kontaminaci potravin, kde je
povazovana za indikator fekalni kontaminace. Dle mikrobiologickych kritérii pro potraviny
je konkrétni ptitomnost Escherichia coli ovéfovana v mase a masnych vyrobcich, ¢erstvych,
zmrazenych, solenych a uzenych rybach a ostatnich vodnich zivociSich urcenych k tepelné
upraveé, v syrech a masle, dale pak v krajené nebo strouhané cerstvé zeleniné a Cerstveé
ovocné a zeleninové §taveé, suSené zeleniné a ovoci, ovocnych a zeleninovych
konzervovanych vyrobcich, susenych skofapkovych plodech, semenech rostlin, obilnych
vyrobcich k pfimé spotfebé nebo pekatskych vyrobcich snéplni, kofeni, Ccajich,
lahtidkatskych vyrobcich a polotovarech urc¢enych ke spotiebé po ohfevu. Ve vétsing dalSich
potravin je testovana ptitomnost koliformnich bakterii, do kterych Escherichia coli spada,

popiipadé se testuje ptitomnost Enterobacteriaceae jako celku. (CSN 56 9609, 2008)

Eschericha coli O157 a dalsi verocytotoxin (shigatoxin) produkujici Escherichia coli

jsou v potravinach nepiipustné. (CSN 56 9609, 2008)

Nedavné zjisténé ptipady vyskytu Escherichia coli v potravinach jsou naptiklad
v brojlerovych kufatech a vejcich. Studie zvefejnéna v roce 2021 od autorti Silva a spol.
uvadi izolovani Escherichia coli u 82,0 % brojlert z brojlerti vyfazenych z produkéniho
fetézce. Bakterie byly soubézné¢ detekovany v celulitid€ a jaternich 1ézich u 40,0 % brojlera.
(Silva a spol., 2021) Studie z roku 2021 zaméfend na vejce prodadvana v maloobchodech

v zépadni Austrélii zjistila pfitomnost Escherichia coli v 19,8 % testovanych vzorku.

(Sodagari a spol., 2021)

Prikkaz pfitomnosti bakterii Escherichia coli dle CSN ISO 16649-2 (560079) je
znazornén na nasledujicim schématu (Obrazek 1). Jako prvni jsou pfipravena poZzadovana
fedéni vzorku. Ta jsou pielita chromogenni pidou, trypton-zlu¢-X-glukuronidovym agarem
(TBX). TBX v litru obsahuje 20 g peptonu, 1,5 g Zlucové soli No. 3, 0,075 g X-B-D-
glukuronidu a 15 g agaru. Doprovodnéa mikroflora je inhibovéana Zlu¢ovymi solemi a teplotou
kultivace (44 °C). 96-97 % kment Escherichia coli syntetizuje enzym B-D-glukuronidadzu,
ktera §tépi X-B-D-glukuronid, kdy dochazi k odstépeni chromoforu zbarvujicim kolonie
Escherichia coli modrozelend. Cast glukuronidéza negativnich kment Escherichia coli roste
na TBX v podobé¢ bezbarvych kolonii, ¢ast neni schopna ristu kvili vyssi kultivacni teploté.

(Purkrtova, 2017)
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Vzorek 10 g vzorku + 1 ml (- 1. fedéni) 1 ml (- (X + 1). fedéni)
0. fedéni 90 ml RR** +9 ml RR** +9 ml RR**
- 1. fedéni - 2. fedéni - X. fedéni
Preliv 1 ml pidou TBX***
TBX TBX TBX TBX
TBX TBX TBX TBX

Kultivace: 44 °C, 18-24 hodin

Odecet typickych kolonii (biochemicka reakce, kterd je zakladem vzhledu kolonii,
je povazovana za natolik specifickou, Ze neni provadéna konfirmace)
Vypocet a vyjadieni vysledku

*Minimalné dveé po sobé jdouci fedéni vysetd v paralele
**RR — tedici roztok (PPV)
***1 ml testované suspenze prelit asi 15 ml pidy TBX temperované na 44-47 °C

Ptiprava vzorku
a desitkové
fedéni*

Izolace na
selektivni
ztuzena média

Vyhodnoceni

1. den

2. den

Obrézek 1 Horizontdlni metoda stanoveni poctu B-glukuroniddza pozitivnich Escherichia
coli (Purkrtova, 2017)

1.2 Salmonella enterica

Salmonella enterica se tadi do celedi Enterobacteriaceae, pticemZ neni schopna

fermentace laktozy. (Corry, Curtis a Baird, 2012) Je béZzné rozsifend v prostiedi, primarne

se nachéazi ve stfevech zivocCichl. V prostiedi preziva dlouhodobé diky tvorbé biofilmu.

(Afshari a spol., 2018)

Salmonella enterica muze zplusobovat vazné stfevni infekce vedouci az k sepsi

s horeckou a nevolnosti odpovidajici tyfu, zvraceni, kieCim v bfiSe a prijmim. Vazné

infekce zplsobuji hlavné Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhi a Salmonella

enterica subsp. enterica sérovar Paratyphi. Netyfoidni Salmonella enterica dale zptisobuje

méné zdvaznou salmonel6zu, coz je onemocnéni gastrointestinalniho traktu ¢asto vyvolanou

pozienim kontaminovanych potravin (syrového masa, mléka, vajec). (De Jong a spol., 2005)

Pro piiklad, celosvétove 20 % dribezich produktii je kontaminovano Salomenella spp.,

pficemz vétSina nakaz salmoneldzou ma za puvodce Salmonella enterica subsp. enterica

sérovar Typhimurium a Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Enteritidis. (Afshari a

spol., 2018)
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Infekce zptisobené Salmonella enterica v soucasnosti jsou hlavnim diivodem nemocnosti
na jihu Afriky a Asie. V téchto oblastech je riziko imrti na tyto infekce zvySovano
kombinaci s malarii, nemoci AIDS, spavou nemoci nebo podvyzivou. K problému piispiva
skute¢nost, Ze je hladSen 30-75 % zéachyt vicenasobné rezistentnich kment s nizsi citlivosti

na fluorochinolony a cefalosporiny. (Wooley a Byers, 2017)

Dle mikrobiologickych kritérii pro potraviny je konkrétni ptitomnost Salmonella spp.
ovéfovana v mase a masnych vyrobcich, polokonzervach, zivo¢isném tuku s vyjimkou
masla, dale v uzenych rybach a vyrobcich z ryb hermeticky neuzavienych, zmrazenych
mekkysich a korysich. Déle se ptitomnost Salmonella spp. zjistuje ve vajeénych vyrobcich,
suSenych mléénych vyrobcich véetné kojenecké a détské vyzivy, Cerstvych krémech a
mlécnych pudincich, krémech a dezertech. Dalsi kontrolované potraviny jsou krajend nebo
strouhand Cerstva zelenina a Cerstvé ovocné a zeleninové §t'avy, zmrazena zelenina, houby a
ovoce a vyrobky s pfedvarenou ¢i nepfedvafenou zeleninou a ovocem, strouhany kokos,
détska vyziva obilna a détské piskoty, semena rostlin, obilné vyrobky k pfimé spotiebé,
cukrarské a pekatské vyrobky, vyrobky zbrambor, kakao, Cokoldda a cokolddové
cukrovinky, kofeni, €aje, zahustujici a zelirujici latky, Cisté kultury a dopliky stravy,

lahtidkai'ské vyrobky a polotovary uréené ke spotiebé po ohievu. (CSN 56 9609, 2008)

Nejvyssi mezni hodnota nalezu Sa/monella spp. na g (ml) v potravinach urcenych pro
kojeneckou a détskou vyzivu je negativni nalez v 50 g (ml) vyrobku. U potravin uréenych

k ptimé spotiebé je vyzadovan negativni nalez v 25 g (ml) vyrobku. (CSN 56 9609, 2008)

Pritkaz piitomnosti bakterii Salmonella spp. dle CSN EN ISO 6579 je zndzornén na
nasledujicim schématu (Obrazek 2). Pro neselektivni pomnoZeni je pouZivana pufrovana
peptonova voda, ktera v litru obsahuje 10 g peptonu, 5 g chloridu sodného, 9 g
dodekahydratu hydrogenfosforecnanu disodného a 1,5 g dihydrogenfosfore¢nanu
draselného. Pufrovand peptonova voda slouZi k resuscitaci bungk, které byly subletalné
poskozeny nebo oslabeny vlivem zachazeni s potravinou ¢i piidavkem konzervacnich latek.

(Purkrtova, 2017)

Pro selektivni pomnoZeni jsou vyuzivany Rappaport-Vassiliadis (RVS) bujon obohacené
pro salmonely a Muller-Kauffmann (MK) bujon s tetrathionanem. RVS bujon obsahuje na
litr 4,5 g peptonu ze soji, 29 g hexahydratu chloridu hote¢natého, 8 g chloridu sodného,
0,4 g hydrogenfosfore¢nanu didraseln¢ho, 0,6 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného a
0,036 g malachitové zelené. Selektivni podminky pro Salmonella spp. vychazeji z vyssi

rezistence k malachitové zeleni a vy$simu osmotickému tlaku, nizkému pH, vyssi teploté a
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niz§im naroku na ziviny. RVS bujon neni vhodny pro selektivni pomnozeni Salmonella

Typhi a Salmonella Paratyphi A. (Purkrtova, 2017)

MK bujon obsahuje na litr 0,9 g masového extraktu, 4,5 g peptonu z masa, 1,8 g
kvasni¢ného extraktu, 4,5 g chloridu sodného, 25 g uhli¢itanu vapenatého, 40,7 g thiosiranu
sodného a 4,75 g volské Zluci. Dale se ptidava 5 g jodidu draselného, 4 g jodu a 0,01 g
briliantové zelen¢. Grampozitivni bakterie jsou inhibovany pomoci zlu¢i a briliantové
zelen€. Koliformni bakterie a ostatni Enterobacteriaceae jsou inhibovany tetrathionanem.

(Purkrtova, 2017)

25 g vzorku + 225 ml PPV Neselektivni 1. den
(pufrovana peptonova voda) pomnozeni ’
Kultivace: 37 °C, 18 £ 2
Zaockovani: 1 ml Zaockovani: 0,1 ml
10 ml Miiller-Kauffman 10 ml I_lappaport-Vasilliadis Selektivni
Kultivace: 37 °C, 24 + 3 hodiny Kultivace: 41°C, 24 £ 3 omnodent 2.den
hodiny P
Sterilni ockovaci klicky s ockem o objemu 10 pl
XLD* BGA** XLD* BGA** Izolace na
Kultiv.: 37 °C, Kultiv.: 37 °C, Kultiv.: 37 °C, Kultiv.: 37 °C, selektivni 3. den
24 £ 3 hodiny 24 + 3 hodiny 24 + 3 hodiny 24 + 3 hodiny ztuZena média
Vybér typickych (ptip. atypickych) kolonii pro konfirmaci***
Zivny agar Zivny agar Zivny agar Zivny agar Preotkovani
Kultiv.: 37 °C, Kultiv.: 37 °C, Kultiv.: 37 °C, Kultiv.: 37 °C, sl M 4.den
24 £ 3 hodiny 24 + 3 hodiny 24 £ 3 hodiny 24 + 3 hodiny £

Biochemické testy (37 °C, 24 hodin), sérologicka konfirmace, sérotypizace

Vyhodnoceni biochemickych testi

* XLD — povinny selektivni agar
**BGA — volitelny selektivni agar
***Vyockovat z kazdé plotny nejméné jednu kolonii povazovanou za typickou nebo

suspektni na zivny agar, dalsi ¢tyti kolonie vybrat az poté, je-li prvni kolonie negativni

Konfirmagni testy 5. den

Vyhodnoceni testi 6. den

Obrazek 2 Schéma horizontalni metody prikazu bakterii Sa/monella spp. (Purkrtova,

2017)

Izolace na selektivnich ztuzenych médiich se provadi na xyléza-lysin-deoxycholatovém

agaru (XLD) a agaru s briliantovou zeleni, fenolovou cerveni a laktozou (BGA). XLD

obsahuje v litru 3 g kvasni¢ného extraktu, 5 g chloridu sodného, 3,75 g D (+) xylozy, 7,5 g
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laktézy, 7,5 g sachardzy, 5 g L (+) lysinu, 1 g deoxycholdtu sodného, 6,8 g thiosiranu
sodného, 0,8 g citratu zelezitoamonného, 0,08 g fenolové Cerveni a 14,5 g agaru. Typické
kolonie Salmonella spp. na tomto agaru jsou barvy media, prisvitné, s cernym stfedem.
Takovéto kolonie produkuji sirovodik, jsou xyloza, laktdoza a sachar6za negativni.

(Purkrtova, 2017)

Litr BGA obsahuje 7 g peptonu z masa, 5 g chloridu sodného, 15 g laktozy, 0,04 g
fenolové cerveni, 0,005 g briliantové zelené a 13 g agaru. Obsah briliantové zeleni inhibuje
rust grampozitivnich bakterii, Sa/lmonella Typhi a rod Shigella. Deoxycholat sodny inhibuje
plazivost kolonii rodu Proteus. Kolonie Salmonella spp. na tomto agaru maji svétle rizovou

barvu, jsou prasvitné a obklopené ¢ervenymi zénami. (Purkrtova, 2017)

Po ziskéani charakteristickych kolonii jsou tyto kolonie pfeneseny do zivného média.

Nasledné se provadi biochemicka a sérologicka konfimace. (Purkrtova, 2017)

1.2.1 Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium

Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium (zkrdcené Salmonella

Typhimurium) se bézné vyskytuje v lidskych a zvitecich sttevech. (Afshari a spol., 2018)

Jedna se o sérovar zpusobujici rocné pfiblizné 1,3 bilionu gastroenteritid, 16 milioni
pfipadl typhiodni horecky a 3 miliony imrti. Typické ptiznaky infekce jsou v rozsahu od
gastroenteritidy, zvraceni, nevolnosti azZ po sepsi, osteomyelitidu nebo meningitidu. (Ji-
Yeon a spol., 2021) Salmonella Typhimurium je hlavnim piivodcem salmoneldzy ve

Spojenych statech. (Afshari a spol., 2018)

V poslednich letech dochazi krozSifovani kmenl Salmonella Typhimurium
s vicenasobnou rezistenci. Jako piiklad mizeme uvést Salmonella Typhimurium fagotyp
DT104, ktery byl poprvé izolovan na konci 80. let ve Velké Britanii. V soucasnosti je
roz$ifeny 1 u dalSich hospodarskych zvifat (ovce, dribez, prasata), zaroven je plivodcem
lidskych infekei zptisobenych konzumaci produktti z téchto zvitat. Salmonella Typhimurium
fagotyp DT104 je rezistentni hlavné k ampicilinu, chloramfenikolu, streptomycinu,
sulfonamidiim a tetracyklinlim, pficemz geny pro tuto rezistenci jsou chromosomalni.

Prilezitostné¢ se vyskytuje rezistence pifenaSena plazmidy. (Cloeckaert a Schwarz, 2001)

Dale miZzeme zminit Salmonella Typhimurium kmen LT2. Byl izolovan ve 40. letech a

pouzit pii prvnich studiich fagy zprosttedkované transdukce. (McClelland a spol., 2001)
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1.2.2 Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Enteritidis

Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Enteritidis (zkracené Salmonella Enteritidis)

se taktéz bézné vyskytuje v lidskych a zvitecich sttevech. (Afshari a spol., 2018)

Salmonella Enteritidis tvofi biofilm, coz zvySuje jeji rezistenci Kk sanitatnim
prostiedkiim. Vliv na troven této rezistence ma vnéjsi prostredi, napfiklad teplota, pH,

osmolarita, ziviny a troven kysliku. (Yang a spol., 2016)

U ptipadl salmoneldzy v roce 2013 v Evropé byla Salmonella Enteritidis ptivodcem

v 39,5 % ptipadl laboratorné potvrzenych ptipadl salmonelozy. (Yang a spol., 2016)

Pro Salmonella Enteritidis jsou hlavnim vehikulem, v souvislosti s lidskymi infekcemi,
vajecné skotfapky. Mezi lety 1985-2003 mélo ve Spojenych statech 75 % ptipadi
onemocnéni v disledku Salmonella Enteritidis souvislost s kontaminovanymi vejci. Vejce
jsou nejcastéji kontaminovany Salmonella Enteritidis jiz ve vejcovodu slepice na rozdil od
Salmonella Typhimurium, kterd se do vajec zpravidla dostava pies skotapku z prostiedi.

(Andino a Hanning, 2015)
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2 ANTIBIOTIKA

Hlavni vyznam antibiotik spociva v prevenci infekénich onemocnéni. Antibiotika
muzeme zjednodusené definovat jako organické slouceniny produkované mikroorganizmy.
Maji schopnost v nepatrné koncentraci specificky potlacovat rst nebo usmrcovat jiné

mikroorganizmy, nez jsou produk¢ni mikroorganizmy. (Herold a spol., 1953)

Aby byl pojem antibiotikum dostatecné definovan, je definici potieba rozsifit. Prvni
rozsiteni se tyka latek, které brzdi rist mikroorganizmii, ale nefadime je mezi antibiotika,

protoze pusobi az v fadove vyssich koncentracich nez antibiotika. (Herold a spol., 1953)

Druhé rozsifeni se tyka latek, které v §ir§im slova smyslu fadime mezi antibiotika. Jedna
se o antibioticky u¢inné latky izolované ze zelenych rostlin nebo Zivocisného plvodu

(preparaty z rybich organii, ¢lenovct). (Herold a spol., 1953)

Tteti rozsifeni zahrnuje antibiotika vyrabénd metodami organické syntetické chemie.

(Herold a spol., 1953)

2.1 Historie

Jiz ve starov€kém pisemnictvi se daji nalézt stopy po vyuziti mikroorganizmi a jejich
zplodin latkové vymény v lidovych 1écebnych prostfedcich. Védecké poznatky v tomto poli
zacCaly byt ve vétsi mife shromaZzd’ovany v druhé poloving 19. stoleti, ovSem tyto poznatky
nabyly ceny aZz po samotném objevu antibiotik, jelikoZ poznatky o antibiotickych
vlastnostech mikroskopickych vlaknitych hub rodu Penicillium nepronikly v t¢ dobé¢ do
praxe. Kobjevu penicilinu vedlo az pozorovani Alexandera Fleminga vroce 1928.
Alexander Fleming zkoumal kmeny Staphylococcus aureus v nemocnici St. Mary
v Londyné. Na jedné z Petriho misek mu narostla mikroskopické vlaknita houba, v jejimz
okoli se vytvofila zona, kde byly kolonie Staphylococcus aureus brzdény v ristu a

autolysovaly. (Herold a spol., 1953)

Alexander Fleming mikroskopickou vldknitou houbu izoloval a zjistil u ni antibiotické
vlastnosti. Alexander Fleming tuto kulturu ptivodné pojmenoval Penicillium rubrum (Herold
aspol., 1953), nyni je tato kultura zndma jako Penicillium notatum. (Machala a Benes, 2011)
V roce 1940 se podafilo tzv. oxfordské pracovni skupiné objevit technickou metodu izolace
a cisténi penicilinu. Kviili probihajici 2. svétové valce a nedostatku chemoterapeutickych
preparati nabyl objev penicilinu velky vyznam. Vyzkumem vyroby a klinického pouziti

penicilinu se zaCaly zabyvat nejvice Anglie a Spojené staty americké, vyzkum ale probihal
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i v Sovétském svazu nebo Ceskoslovensku. Jesté pied rozvojem vyroby penicilinu ve
velkém méfitku bylo zndmo nékolik dalsich antibiotik, naptiklad v roce 1942 byl objeven
aktinomycetin nebo v roce 1939 byly objeveny gramicidin a tyrocidin. Vyznam antibiotik,
jinych nez penicilin, byl vyzdvihnut az po GspéSném uplatnéni penicilinu. Jejich objev byl
vysledkem systematické prace. Jednalo se naptiklad o streptomycin (objeven v roce 1944),

chloramfenikol (1947) nebo chlortetracyklin (1948). (Herold a spol., 1953)

2.2 Mechanizmus uc¢inku

Mechanizmus U¢inku znaci zpiisob zasahu antibiotika do bakteridlni buiiky. Méame pét

zakladnich skupin, rozdélenych podle zptisobu zasahu.

2.2.1 Inhibice syntézy bunécné stény

Bunécna sténa bakterii je tvofena peptidoglykanem, ktery se skladd z polymernich
sacharidli a aminokyselin. Polymer je tvofen stfidajicim se B-(1,4)-N acetylglukosaminem a
zbytky kyseliny N-acetylmuramové. Ke kyseliné N-acetylmuramové je pfipojeno 3-5
aminokyselin, ¢asto propojenych prostiednictvim postrannich fetézch. (Schaefer a spol.,

2018)

Antibiotika, kterd inhibuji syntézu bunécné stény bakterie, jsou skupiny B-laktamovych
antibiotik a glykopeptidy. B-laktamové antibiotika se vazi na pfitomna penicilin vazebna

mista bunécné stény. (Fakulta veterinarniho 1ékatstvi Brno, 2017), (Kapoor a spol., 2017)

Predpoklada se, Ze B-laktamovy kruh imituje ¢ast peptidového fetézce D-alanyl-D-alanin,
ktery se béZné€ na penicilin vazebna mista vaze a zpeviiuje tak bunécnou sténu. Penicilin
vazebna mista po navazani B-laktamového kruhu nejsou schopna ucasti na syntéze

peptidoglykanu, coz nasledné vede k 1yzi buiiky. (Kapoor a spol., 2017)

U glykopeptidi dochazi k navazani na ¢ast peptidového fetézce D-alanyl-D-alanin, ktery
tak neni schopen navazani na penicilin vazebné misto, coz vede k inhibici syntézy bunécné

stény. (Kapoor a spol., 2017)

2.2.2 NaruSeni membran bunky

Bunééné membrany jsou tvoteny fosfolipidovou dvojvrstvou, jejichz hydrofobni konce
sméiuji dovnitt. Vnéj§i membrana gramnegativnich bakterii je nepropustnd pro nabité
molekuly, jejich pasivni transport do periplazmatického prostoru je zprostiedkovan poriny.

Periplazmaticky prostor ma vysokou koncentraci proteinii a peptidoglykanu, transport
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z periplazmatického prostoru probiha pomoci transportnich a signdlnich proteint

obsazenych v cytoplazmatické membrané. (Mechanisms of Microbial Control)

U gramnegativnich bakterii je dlezity prunik antibiotika skrz vnéj$i membranu bakterii.
Antibiotika ji naruSuji navdzanim na lipopolysacharidy. Tato antibiotika maji lipofilni 1
hydrofilni skupiny, coz jim umozni prinik do membrany bakterii. Hydrofobni konece maji
zpusob plsobeni podobny detergentu. Dochazi k poruseni propustnosti membrany a iontové
rovnovahy v bunice. Nasledné dochazi k zaniku bunky. (Mechanisms of Microbial Control),

(Ceccarelli a spol., 2004)

Pti odstranéni hydrofobniho konce antibiotikum ztraci baktericiditu, stale vSak zvysuje

permeabilitu pro jina antibiotika. (Mechanisms of Microbial Control)

2.2.3 Inhibice syntézy nukleovych kyselin

Antibiotika inhibujici syntézu nukleovych kyselin pomoci inhibice DNA-gyrazy, ¢imz
zabrani transkripci deoxyribonukleové kyseliny. DNA-gyraza se sklada z dvou podjednotek
A a dvou podjednotek B. Podjednotky A vykonavaji stiih a zaceleni deoxyribonukleové
kyseliny, podjednotky B odstraiuji negativni nadSroubovicové obratky. Dale mize dochazet
k inhibici RNA-polymerazy. (Fakulta veterindrniho 1ékatstvi Brno, 2017), (Kapoor a spol.,
2017)

Timto zptisobem ucinkuji fluorochinolony, kdy se vazi na podjednotky A a zamezuji
jejich funkei. U gramnegativnich bakterii dochazi k vazbé na bakterialni topoizomerazu II,
u grampozitivnich bakterii je to vazba na topoizomerazu IV. Klasické fluorochinolony maji
vysokou afinitu k topoizomeraze IV, k topoizomeraze II je afinita nizka. (Kapoor a spol.,

2017), (Tejkalové, 2015)

2.2.4 Inhibice syntézy proteinti

Zacatkem syntézy proteinli je transkripce uskutenénd DNA dependentni RNA
polymerazou. (Sipek, 2014) Béhem transkripce dochazi k piekladu genetické informace
z deoxyribonukleové kyseliny na mediatorovou ribonukleovou kyselinu. Nasleduje proces
translace, kdy medidtorovad ribonukleova kyselina se napojuje na ribozom. Ribozom je
tvotfen dvéma podjednotkami, 30S a 50S podjednotkami. (Kapoor a spol., 2017) Podjednotka
508 je tvotena pfiblizné€ 30 proteiny a 2 molekulami ribozomalni ribonukleova kyseliny, 5S
a 23S ribozomalni ribonukleové kyseliny. Podjednotka 30S je tvofena ptiblizné 20 proteiny
a molekulou 168 ribozomalni ribonukleové kyseliny. (Sipek, 2014)
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Antibiotika inhibuji syntézu proteinii vazbou k ribozomalnim podjednotkam, ¢imz snizuji
tvorbu proteinu. Mohou také zabranovat vestavbé aminokyselin do bilkovin. (Fakulta

veterinarniho 1ékaistvi Brno, 2017), (Kapoor a spol., 2017)

K podjednotce 30S se vazi aminoglykosidy a tetracykliny, jejich cilem je 16S
ribozomalni ribonukleova kyselina. 16S ribozomalni ribonukleova kyselina se sklada z 1542
nukleotidd, obsahuje jak konzervované oblasti, tak oblasti variabilni. (VSCHT Praha)
Aminoglykosidy interaguji s 16S ribozomalni ribonukleovou kyselinou 30S podjednotky
v blizkosti mista A pomoci vodikovych vazeb. Zpisobuji chybné c¢teni informace a
pred¢asné ukonceni translace. Tetracykliny ptisobi na konzervované oblasti 16S ribozomalni
ribonukleovou kyselinou 30S podjednotky. Zabranuji navazani transferové ribonukleové

kyseliny k mistu A. (Kapoor a spol., 2017)

K podjednotce 50S se vazi makrolidy, linkosamidy a chloramfenikol. Makrolidy a
linkosamidy ovliviiuji konzervované sekvence peptidyl transferdzového centra 23S
ribozomalni ribonukleové kyseliny 50S podjednotky, coz mé za nasledek ptedcasné
uvolnéni aminokyselinového fetézce. Chloramfenikol také ovlivituje konzervované
sekvence peptidyl transferdzového centra 23S ribozomalni ribonukleové kyseliny 50S
podjednotky, kdy zabrafuji navazani transferové ribonukleové kyseliny k mistu A. (Kapoor

a spol., 2017)

2.2.5 Inhibice metabolizmu

Tento mechanizmus ucinku vykazuji sulfonamidy a trimethoprim. Jejich kombinace
vykazuje synergii a sniZuje tvorbu rezistence na n¢. Antibiotika inhibuji metabolizmus
kyseliny listové v bakteridlni buice. Mohou branit tvorbé kyseliny listové, ¢imz brani
v syntéze nukleotidi. Tento mechanizmus vykazuji sulfonamidy, kdy maji vyssi afinitu
k enzymu nez pfirozeny substrat. DalSi variantou je interference s reduktdzou kyseliny
dihydrolistové, coz je mechanizmus u trimethoprimu. (Fakulta veterinarniho 1ékatstvi Brno,

2017), (Agropress.cz, 2017), (Kapoor a spol., 2017)

2.3 Metody zjistovani citlivosti mikroorganizmi na antibiotikum

Pro vySettovani citlivosti bakterii k antibiotiku se pouzivaji dilu¢ni metody/mikrometody

nebo diftizni metody. (Urbaskova, 2014)
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2.3.1 Difuzni metoda

Difizni metoda je jednim z nejstarSich zplsobii vySetfovani antibiotické citlivosti a
jednou z nejpouzivangjSich metod v klinickych laboratofich. Pro stanoveni
Enterobacteriaceae je pouzivan agar Muller Hinton (MH). (Urbaskova, Jakubl a
Zemlitkova, 2021) Jedna se o tuhé médium b&zné pouZivané pro stanoveni citlivosti

k antibiotiktim. (Sigma-Aldrich, Inc., 2021)

U stanovovanych bakterii je pfipraveno inokulum se zédkalem odpovidajicim stupni 0,5
McFarlandova zékalového standardu (piiblizng 1-2 x10® CFU/ml u Escherichia coli).
McFarlandtiiv zakalovy standard odpovida roztoku piipraveném z 99,5 ml 0,18 mol/l
kyseliny sirové a 0,5 ml 0,048 mol/l chloridu barnatého. Zakal suspenze se zméii na
spektrofotometru v kyveté s optickou drahou 1 cm. Absorbance pii 625 nm by méla byt v
rozmezi od 0,08 do 0,13. U vSech bakterii se vyuziva pfimy roztér. Nasledné se na misku
umisti antibiotické disky v dostate¢né vzdalenosti, aby nedoslo k ptekryvu inhibi¢nich zon.
Inkubace u Enterobacteriaceae probiha pii 35 + 1 °C na vzduchu po dobu 18 + 2 hodiny.
Odecitani se u vSech antibiotik provadi ve vzdalenosti 30 cm od oka, od bodu plné inhibice
viditelné pouhym okem. U obtizné viditelnych zon pomuzZe naklonéni plotny do Ghlu 45 °
proti stolu. (Urbaskova, Jakub®i a Zemli¢kova, 2021) Primér inhibiéni zény vytvoiené

kolem antibiotického disku je udavan v milimetrech. (UrbaSkova, 2014)

2.3.2 Dilu¢ni metoda

Dilu¢ni metoda je vyuZivana pro hodnoceni ucinku antibiotika stanovenim minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) v miligramech na litr (UrbaSkova, 2014), coZz je nejmensi
naméfené mnozstvi inhibujici rlist a mnozeni bakterii v testovacim mediu, a minimalni
naméfené koncentraci in vitro, schopnou usmrtit exponovanou bakterialni kulturu v prib¢hu

dvaceti ¢tyf hodin (Fakulta veterinarniho 1€katstvi Brno, 2017)

U dilu¢ni metody je za referencni povazovana agarova dilu¢ni metoda. Dale je mozno se
setkat s bujonovou dilu¢ni metodou. Obé metody byly vytvofeny pro ve vode rozpustné
latky, u antibiotik jsou tedy aplikovatelné bez modifikace. Minimdlni inhibi¢ni koncentrace
se ovlivnéna zplsobem piipravy a koncentraci inokula, pouzitym mediem, dobou plisobeni
a ur¢enim konce testu. (Griffin, Markham a Leach, 2000) Pti pouziti dilu¢ni metody se Casto

pfistupuje k pouZiti mikrometody (Urbaskova, 2014) za Gi¢elem sniZeni potteby materiald.
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3 ANTIBIOTICKA REZISTENCE

Rezistence mikroorganizmu k antibiotikiim je nejvetsi nebezpeci spojené s rozsifenym
pouzivani antibiotik. Antibiotickd rezistence je bud pfirozend, nebo ziskana. Ziskana
rezistence je rozsifenéjsi a predstavuje vétsi problém z hlediska pouziti antibiotik, protoze

antibiotika ztraci u¢innost k diive citlivym bakteriim. (Spizek, 1999)

3.1 Prirozena antibioticka rezistence

Ptirozena antibioticka rezistence je dana konkrétnim druhem bakterie a jeho pfirozenymi
vlastnostmi. Bakterie jsou rezistentni k antibiotiku diky absenci cilové struktury nebo
neschopnosti antibiotika zasdhnout do struktury. Pfirozena vicendsobna rezistence se miize

vyskytnout u bakterii diive vystavenych ucinkiim antibiotik. (Spizek, 1999)

3.2 Ziskana antibioticka rezistence

Ziskand antibiotickd rezistence se objevuje u bakterii, které byly plvodné citlivé
k antibiotiku, ale v disledku mutaci nebo pienosu genetické informace se k nému staly
rezistentnim. U mutaci je mize jednat o bodovou mutaci, deleci (odstranéni ¢asti genu),
substituci (nahrazeni genu) nebo adici (pfidani bazi k deoxyribonukleové kyseliné (DNA)).

(Spizek, 1999)

Ptenos genetické informace probiha pomoci plazmidil, transpozond nebo genovych
kazet. Plazmidy pfedstavuji extrachromozomalni DNA bakteridlni buniky. Mohou pfenaset
rezistenci k jednomu nebo vice antibiotikim. K jejich pfenosu b&ézné dochazi konjugaci,
muze k nému dochézet 1 transdukci pomoci bakteriofagl nebo transformaci DNA bez nosice.
Transpozony jsou sekvence DNA schopné pohybu z jedné replika¢ni jednotky na druhou.
Genoveé kazety se skladaji pouze z jednoho genu kodujiciho rezistenci k ur¢itému antibiotiku
a integronil. Integrony zprosttedkovavaji misto pro integraci kazety a kod enzymu pro jeji
pohyb. Samy integrony jsou také schopny pfemisténi, coz umoziuje pienos genli mezi
Sirokym spektrem hostitelll. Integrony jsou schopné se spojit s transpozony nesoucimi vice
gentl pro rezistenci. Tato skuteCnost vede ke vzniku vicendsobné rezistentnich bakterii.

(Spizek, 1999)
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3.3 Priciny vzniku antibiotické rezistence

Vznik antibiotické rezistence v letech nésledujicich kratce po jejich zavedeni mél ptivod
ve vife v zazracnost jejich uCinku. Pacienti se tak Casto sami dozadovali jejich pouziti,

pfestoze bylo neadekvatni. (Herold a spol., 1953)

Antibiotika by se méla pouzivat pouze v ptipad¢, kdy je jasné prokazana infekéni povaha
onemocnéni. Mélo by byt prokazano, je-li to mozné, Ze 1éCené onemocnéni je zplisobené
mikroorganizmem, ktery je na pouzité antibiotikum citlivy. Antibiotika by se nikdy nem¢la
poddavkovat a mély by byt dodrzovany predepsané intervaly mezi poddvanymi davkami.

Zapocata 1écba antibiotiky by se nikdy neméla pred¢asné ukoncit. (Herold a spol., 1953)

Na vyvoj antibiotické rezistence ma vliv 1 vyuzivani antibiotik k 1é¢bé hospodatskych
zvirat a domacich mazlickd, kde taktéz mize dochazet k naduzivani ¢i fadnému nedouzivani
antibiotik. U hospodarskych zvitat jsou antibiotika pouzivana v medicinsky odiivodnénych
pripadech. Vyuziti antibiotik minimalizuje Cetnost, zavaznost a zdravotni dopady vyskytu
infek¢nich onemocnéni zvitat a s tim spojené nepiiznivé ekonomické dopady. Od roku 2006
je v celé Evropské unii zakdzano pouzivat antibiotika jako stimulatory rastu a produkce

u potravinovych zvitat. (Vorlicek, 2018)

Vlivu vyuzivani antibiotické 1écby u domadacich mazlickti se zacala vénovat vétsi
pozornost v poslednich letech, nebot’ byla prokdzana rostouci rezistence mezi bakteriemi
zpisobujicimi jejich infekéni onemocnéni. Rezistentni bakterie zahrnuji napf.

Staphylococcus intermedius a Escherichia coli. (Lloyd, 2007)

Rezistence se nemusi tykat pouze plivodce léceného onemocnéni, ale mohou ji ziskat 1

saprofyti zijici v téle. (Herold a spol., 1953)

3.4 Mechanizmy antibiotické rezistence

Mechanizmus rezistence se liSi v zavislosti na zkoumaném antibiotiku, ale obecné se da
roz€lenit na zménu cile plsobeni v buiice, enzymatické upraveni nebo zniceni antibiotika
nebo omezeni hromadéni antibiotika v buiice jeho pasivnim ¢i aktivhim vylu¢ovanim

buiikou. (Poole, 2002)
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3.4.1 Zména cile piisobeni

Zmény v cili ptisobeni antibiotik vedou k zamezeni interakce antibiotik a brani jejich
baktericidnimu ¢i bakteriostatickému efektu. Zména Casto je zplisobena spontanni mutaci

bakterialniho chromozomalniho genu. (Kapoor a spol., 2017),

Tyto zmény zahrnuji zmény v jejich vazném misté na ribozomu, produkci peptidu nebo
proteinu s nizkou afinitou k antibiotiku, mutaci DNA-gyrazy a topoizomerazy IV. (Poole,

2002)

U zmény vazného mista na ribozomu jde o zamezeni inhibice proteosyntézy alternaci
podjednotek 30S a 50S. U grampozitivnich bakterii dochazi k alternaci D-alanyl-D-alaninu,
ktery se vaze ke glykopeptidu antibiotika a dochazi tak k inhibici syntézy bunécné stény, na
D-alanyl-laktat. Antibiotikum se na D-alanyl-laktat neni schopno navazat. Timto zpisobem

vznika rezistence k vankomycinu nebo teikoplaninu. (Kapoor a spol., 2017)

Mutace gent kodujicich DNA-gyrazu a topoizomerazu IV vede k selhani replikace a
navazani antibiotika. Timto zplsobem vznikd rezistence k fluorochinoloniim. (Kapoor a

spol., 2017)

3.4.2 Nepropustnost

Aby antibiotika mohla byt u€inna, musi byt schopna proniknout dovniti bakteridlni
buiiky. Molekuly latek se do builkky dostdvaji pomoci difuze pies poriny, dvojvrstvu
membrany nebo samocinnou absorpci. Antibiotika s malou hydrofilni molekulou se do
bunky dostavaji pouze pomoci porinil. Rezistence spocivd v omezeni propustnosti bunééné
membrany pro antibiotikum pomoci sniZeni poctu porinii v membrané. (Kapoor a spol.,

2017)

U gramnegativnich bakterii je hlavni bariérou, co se ty€e propustnosti, vin¢j$i membréna.
Vnéj§i membrana se d4 alespoil zc¢asti povaZovat za pii¢inu véEtSi rezistence u
gramnegativnich bakterii. Zd4 se vSak, Ze vnéj$i membrana je vyznamna v dodatecném

mechanizmu resistence, pusobi synergicky s dal§imi mechanizmy rezistence. (Poole, 2002)

Dal$i moznosti je tvorba biofilmu bakteriemi, kdy biofilm je ptirozen€ velmi odolny

k pronikani antibiotik. (Poole, 2002)
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3.4.3 Enzymatické upraveni nebo zni¢eni antibiotika

Rezistence vznika pfirozenym nebo mutacnim odstranénim represi chromozomalnich
gentl, nebo pokud buiika ziskd extrachromozomalni geneticky materidl nesouci geny

predstavujici antibiotickou rezistenci. (Poole, 2002)

V buiice miize dochazet k syntéze enzymu inaktivujicich molekulu antibiotika (napft. B-
laktamézy), coz je mechanizmus charakteristicky pro gramnegativni bakterie. U
grampozitivnich bakterii dochazi k modifikaci penicilin vazebnych proteini, ¢imz se snizuje

afinita k B-laktamim. (Kapoor a spol., 2017)

B-laktaméazy hydrolyzuji [p-laktamy, které maji esterovou a amidovou vazbu.
V soucasnosti je znamo ptiblizn¢ 300 B-laktamaz, jsou rozdélovany dle struktury nebo
funkce. Strukturalné jsou déleny na 4 skupiny — B-laktamézy tfid A, B, C, D. B-laktamazy
ttidy A jsou jinak nazyvané penicilindzy. Dva bé€zn€ se vyskytujici zastupci, TEM-1 a
SHV-1, jsou pfedchtidci Sirokospektrych B-laktaméz. Byli objeveni v Enterobacteriaceae.
(Kapoor a spol., 2017)

Prvni ptfipady produkce Sirokospektré B-laktamazy byly zjiStény v roce 1983, jejich
produkce je dosud pozorovana hlavné u Enterobacteriaceae. Vétsina Sirokospektrych B-
laktamaz je kddovana v plazmidech, jejich projev se lisi intenzitou a vlivem na biochemické

vlastnosti. (Giske a spol., 2017)

B-laktamézy ttidy B predstavuji metalo-B-laktamézy, které¢ vyzaduji pro cinnost
pfitomnost zinku nebo tézkych kovi. (Kapoor a spol., 2017)

B-laktamazy tfidy C jsou jinak nazyvané cefalosporindzy. Produkuji je vSechny
gramnegativni bakterie s vyjimkou bakterii Salmonella a Klebsiela. Predstavitelem
cefalosporinaz je AmpC P-laktamaza, zpusobujici rezistenci ke vSem B-laktamtim kromé

karbapenemiim. (Kapoor a spol., 2017)

Poprvé byly pozorovany na konci 80. let 20 stoleti, v soucasnosti je jejich frekvence
vyskytu v Evropé niz8i nez u Sirokospektrych B-laktaméaz. AmpC B-laktamaza mutze byt
produkovana jako pfirozeny enzym konstitutivné ve stopovém mnozstvi nebo indukované,
dale se mize vyskytovat jako ziskany enzym, kdy je obvykle kodovana v plazmidech. (Giske

a spol., 2017)

B-laktamézy ttidy D se bé&zn€ nachazeji v Enterobacteriaceae a Pseudomonas

aeruginosa. Jedna se o enzymy hydrolyzujici oxacillin. (Kapoor a spol., 2017)
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Dalsi enzymatické pusobeni vedouci k rezistenci predstavuji enzymy modifikujici
antibiotika. Jedna se o chemickou modifikaci aminoglykosidu odpovédného za navéazani
antibiotika k jejich vazném misté na ribozomu na 30S podjednotce. Timto mechanizmem
vznika rezistence k aminoglykosidiim a fluorochinoloniim. (Poole, 2002), (Kapoor a spol.,

2017)

Malé¢ mnozstvi grampozitivnich a gramnegativnich bakterii je rezistentnich
k chloramfenikolu. Rezistence je vysledkem plsobeni enzymu chloramfenikol
transacetylaza, ktery zabrainuje navazani antibiotika k 50S podjednotce ribozomu. (Kapoor

a spol., 2017)

3.4.4 Vyplavovani antibiotika z buiiky

Bakterie se snazi o udrzeni nizké nitrobunééné koncentrace antibiotika tim, Ze jsou
antibiotika vylucovana z buitky pomoci efluxnich pump. Jedna se 0 membranové proteiny
pritomné v cytoplazmatické membrang, jejichz ucelem je vyloucit antibiotikum diive, nez

dosahne cilové struktury. (Kapoor a spol., 2017)

Geny zodpovédné za vyluCovani antibiotika z butiky jsou obvykle kédovany plazmidy

nebo transpozony. Bakterie tak ziskavaji tuto rezistenci z externich zdroja. (Poole, 2002)

Nejcastéji se tento druh rezistence spojuje s tetracykliny a fluorochinolony jak u
grampozitivnich, tak gramnegativnich bakterii. U florochinolonii se s touto rezistenci ¢asto
spojuje rezistence na vice antibiotik, diky Siroké substratove specifité. Dale se tato rezistence
d4 nalézt u makrolidi, B-laktamt, aminoglykosidii nebo tetracyklinu. (Poole, 2002)

K vylucovani pomoci efluxu neni citlivy polymyxin. (Kapoor a spol., 2017)
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4 VYBRANA ANTIBIOTIKA S MOZNOU ZiISKANOU REZISTENCI
U ENTEROBAKTERII

V této kapitole jsou zminénd antibiotika, ktera jsou vyuzivana jako indikatorova ke

zjisténi rezistence k dalSim antibiotikiim dané skupiny.

Studie provadéna na 100 vyrobcich z driibeziho masa pochazejicich z mésta Lugo
v severozapadnim Spanélsku v obdobi od za¥i 2016 do zaii 2017 zjistila u izolované
Escherichia coli rezistenci na ampicilin u 82,7 % izolatd, u ciprofloxacinu byla rezistence
71,8 %, u cefotaximu pak €inila 47,7 %. Zjisténa rezistence pro ceftazidim byla 39,6 %, pro
cefoxitin €inila 2,5 %. 19,8 % rezistence byla zjiSténa pro gentamicin. U chloramfenikolu
byla rezistence zjisténa u 32,2 % izolatd, u tigecyklinu byla rezistence 0,3 %. 79,9 % izolati

bylo vicenasobné rezistentnich. (Diaz-Jiménez a spol., 2021)

Studie provadéna na dritbezich a prasecich farmach v Dar es Salaam v Tanzanii uvadi, ze
zjiSténa rezistence u Escherichia coli izolované z dritbeze na ciprofloxacin byla 28,5 %, u
chloramfenikolu byla 27,2 % a u gentamicinu 27,7 %. 39,0 % rezistence byla zjisténa pro
ampicilin, u cefotaximu byla 36,4 % a u meropenemu 3,3 %. Celkem bylo zkoumano 236
izolath. U prasat byla rezistence na ciprofloxacin 28,6 %, u chloramfenikolu byla 27,3 % a
u gentamicinu 26,0 %. 46,4 % rezistence byla zjiSténa pro ampicilin, u cefotaximu byla

29,5 % a u meropenemu 3,6 %. Celkem bylo zkoumano 225 izolati. (Kimera a spol., 2021)

U Salmonella spp. izolované z jatecné upravenych tél skotu a zpracovatelského prostiedi
na jatkach v Abuji v Nigérii byla zjisténa rezistence u 9 % izolath na chloramfenikol.
Bakterie byly 100 % citlivé na gentamicin. Byla zjisténa 100 % rezistence u ampicilinu.

(Shaibu a spol., 2021)

Studie z 22 farem z provincie Hubei v Ciné zjistila v 896 vzorcich piitomnost Salmonella
spp. v 17,30 % ptipada, pti¢emz 95,33 % z nich bylo rezistentnich k vice nez ttem skupinam
antibiotik. U chloramfenikolu byla rezistence 100 %, u cefotaximu ¢inila 37,38 %, u

gentamicinu pak 34,58 % a u ciprofloxacinu byla 24,3 %. (Xu a spol., 2021)
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4.1 Ampicilin

Jedna se o polosynteticky penicilin, ktery ma Sir§i spektrum ucinku. Poprvé byl
piipraveny v roce 1961. Chemicky se jedna o a-aminobenzyl penicilin. Ampicilin je Stépen
fadou B-laktamaz, proto se v poslednich letech ¢asto vyuziva jeho kombinace s blokatory
ucinku penicilindz (napiiklad kyselina klavulanova, sulbaktam nebo tazobaktam). (Hejzlar,

1995)

Ampicilin narusuje syntézu enzymu nutnych pro konec¢nou fazi vystavby bunécné stény
bakterii. K ampicilinu jsou pfirozené citlivé gramnegativni bakterie, pfirozen¢ neprodukuji
penicilindzy. Rezistence na néj vznika diky geneticky kédované produkei B-laktamaz.

Rezistence miize byt fizena chromozomalné nebo plazmidy. (Hejzlar, 1995)

Ampicilin mize antagonizovat bakteriostaticky t¢inek chloramfenikolu, erytromycinu a
tetracyklini. Nesmi se podavat s aminoglykosidy kvili vzajemné inaktivaci. (Fakulta

veterinarniho lékatstvi Brno, 2017)

Rezistence na ampicilin se ur€uje u Escherichia coli. Rezistence na ampicilin indikuje
rezistenci k piperacilinu. (Urbaskova, 2020) U diskové difizni metody se pouziva disk
s obsahem 10 pg ampicilinu. Jako rezistentni se vyhodnocuje inhibi¢ni zéna o priméru
menSim nez 14 mm. Na nékterych Sarzich MH agaru se projevuje riist jako tzka vnitini zona,

ktera se ignoruje. (Urbaskova a Zemli¢kova, 2021)

4.2 Meropenem

Meropenem je antibiotikum fadici se ke karbapenemiim. Karbapenemy jsou B-laktamova
antibiotika se Sirokym spektrem ucinku. Predstavuji rezervni antibiotika pro 1écbu

zavaznych infekci. (Suchopar a Koblihova, 2008)

Meropenem inhibuje syntézu bakteridlni stény a snadno penetruje do bakterii. Rezistence
na n¢j vznika nasledkem snizeni permeability vnéjSi membrany gramnegativnich bakterii a
sniZeni afinity k cilovym penicilin-vazebnym proteinim. Dale pak mlze dojit ke zvySené
expresi komponent efluxnich pump a tvorbé B-laktaméaz. Pokud se vyskytne rezistence
v disledku nepropustnosti nebo efluxu, bakterie budou pravdépodobné rezistentni i1 k jinym

ttidam antibiotik. (MEROPENEM ACCORD, 2019)

Rezistence na meropenem se urcuje u Escherichia coli i Salmonella spp. Rezistence na
meropenem indikuje produkci karbapenemazy. U diskové difuzni metody se pouziva disk

s obsahem 10 pg meropenemu. Inhibi¢ni zéna o priiméru mensim nez 25-27 mm poukazuje
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na moznou produkci karbapenemdz. Pokud je =zaroven zjiSténa rezistence
k piperacilinu/tazobaktamu a/nebo k temocilinu, provadi se dal$i vySetfeni na produkci
karbapenemaz. U inhibi¢ni zony mensi nez 25 mm se vySetfeni provadi vzdy. Algoritmus
pro detekci karbapenemaz je zndzornén na Obrazku 3. Zadna synergie se v dal§im

vySetfovani nemusi projevit pti produkci nékolika karbapenemaz. (Giske a spol., 2017)

Zb6na meropenemu <28 mm

Vyjimka: meropenem 25-27 mm
a piperacilin/tazobektam = I/C —
dale se nevysetiuje

KPC (nebo jina

AmpC + ztrata

Metalo-B-laktamaza

Synergie pouze Synergie pouze Synergie Zadna synergie
s kyselinou s kyselinou pouze
boritou boritou a s kyselinou
kloxacilinem dipikolinovou

tiida A porint
karbapenemaz)

Temocilin R: OXA-48

Temocilin C: ESBL + ztrata porint

Obrazek 3 Algoritmus pro detekci karbapenemaz (Giske a spol., 2017)
4.3 Cefotaxim

Cefotaxim je cefalosporinové antibiotikum III. generace s baktericidnim ucinkem.
Cefotaxim je odolny k ptisobeni B-laktamaz. Vykazuje Uc¢innost u kmend bakterii
s vicenasobnou rezistenci k jinym antibiotikim. Antibakteridlni G¢innost je dana inhibici

syntézy mukopeptidi bunécné stény bakterii. (SEFOTAK, 2018)

Inhibice syntézy bakterialni st€ény je moznd pomoci vysoké afinity k penicilin-vazebnym

proteiniim. (Cefotaxime, 2021)

Rezistence na cefotaxim se urcuje u Escherichia coli i Salmonella spp. U diskové diftizni
metody se pouziva disk s obsahem 5 pg cefotaximu. V kombinaci s ceftazidimem se pouziva
pii screeningu produkce Sirokospektré B-laktamazy (ESBL). Za rezistentni se povazuje
v ptipad€, kdy je inhibi¢ni zéna mens$i nez 21 mm. Pii vyhodnoceni screeningu jako

pozitivniho k produkci ESBL se provadi konfirmace. Escherichia colii Salmonella spp. patii
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do 1. skupiny, ktera je proveéfovana pomoci cefotaximu a ceftazidimu +/- kyselina

klavulanova. (Giske a spol., 2017)

Cefotaxim je také pouzivan k detekci ziskané AmpC spolecné s cefoxitinem. Misto

cefoxatimu je mozné pouzit ceftazidim. (Giske a spol., 2017)

4.4 Ceftazidim

Ceftazidim patii mezi cefalosporinové antibiotikum III. generace. Mechanizmus u¢inku
ceftazidimu spociva v inhibici syntézy stény bakterii diky navazani k penicilin-vazebnym

proteinim. (CEFTAZIDIM KABI, 2017)

K rezistenci na ceftazidim mutze dochazet prostfednictvim hydrolyzy antibiotika [3-
laktamazami, snizeni afinity ceftazidimu k penicilin-vazebnym proteinim nebo
nepropustnosti vnéj§i membrany u gramnegativnich bakterii. Dal$i mozny mechanismus
rezistence spoc¢iva v bakteridlni efluxni transmembranové pumpé. (CEFTAZIDIM KABI,

2017)

Rezistence na ceftazidim se urcuje u Escherichia coli i Salmonella spp. U diskové difuzni
metody se pouziva disk s obsahem 10 pg ceftazidimu. V kombinaci s cefotaximem se
pouziva pii screeningu produkce Sirokospektré B-laktamazy (ESBL). Za rezistentni se
povazuje v pripad¢, kdy je inhibi¢ni zona mensi nez 22 mm. Pfi vyhodnoceni screeningu
jako pozitivniho k produkci ESBL se provadi konfirmace. Escherichia coli i Salmonella spp.
patii do 1. skupiny, kterd je provéfovana pomoci cefotaximu a ceftazidimu +/- kyselina

klavulanova. (Giske a spol., 2017)

Ceftazidim je také pouZivan k detekci ziskané AmpC spolecné s cefoxitinem. Misto

ceftazidimu je mozné pouzit cefoxatim. (Giske a spol., 2017)

4.5 Cefoxitin

Cefoxitin je cefalosporinové antibiotikum fadici se do II. generace. (Vorlicek, 1995)

Jedné se o polosyntetické Sirokospektré antibiotikum.
Cefoxitin ptsobi prostfednictvim inhibice syntézy bunécné stény. (Cefoxitin, 2021)
Rezistence k cefoxitinu vychazi k jeho citlivosti k G€inku B-laktamaz. (Vorlicek, 1995)
Rezistence na cefoxitin se urcuje u Escherichia coli 1 Salmonella spp. U diskové diftizni

metody se pouziva disk s obsahem 30 pg cefoxitinu. V kombinaci s cefotaximem nebo

ceftazidimem se pouziva pii detekci ziskané AmpC. Za rezistentni se povazuje v piipadé,
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kdy je inhibi¢ni zéna mens$i nez 19 mm. Pfi detekovani synergie s kloxacilinem je
ptedpoklad ptitomnosti AmpC. U Escherichia coli se pomoci polymerdzové fetézové reakce
rozlisi, zda se jednd o AmpC plazmidovou a chromozomalni. U Salmonella spp.
chromozomalni AmpC chybi, je zde detekovan vyskyt plazmidové AmpC. Pokud nedochézi

k synergii s kloxacilinem, jedna se o jiny mechanizmus rezistence. (Giske a spol., 2017)

4.6 Ciprofloxacin

Ciprofloxacin se fadi mezi chinolonova antibiotika. Mechanizmus ucinku spociva
v inhibi¢nim plsobeni na topoizomerazu Il (DNA-gyrazu) a topoizomerazu IV. Tyto dva
enzymy jsou pottebné k replikaci, transkripci, opravé a rekombinaci bakteridlni DNA.

(CIFLOXINAL, 2020)

Rezistence na ciprofloxacin mize vzniknout mutaci cilového mista u obou topoizomeraz.
Pti jednotlivych mutacich nemusi dojit k nasledné rezistenci, u nasobnych mutaci obvykle
k rezistenci dochazi na vétSinu aktivnich latek nebo na vSechny aktivni latky v ramci
skupiny. Citlivost na ciprofloxacin mize byt ovlivnéna efluxnim mechanismem nebo
nepropustnosti. Je také zaznamendna rezistence zprostfedkovand plazmidem.

(CIFLOXINAL, 2020)

Rezistence na ciprofloxacin se urcuje u Escherichia coli diskovou difuzni metodou.
Pouziva disk s obsahem 5 pg ciprofloxacinu. Jako rezistentni se vyhodnocuje inhibi¢ni zéna
o priméru mens$im nez 22 mm. Rezistence k ciprofloxacinu zde indikuje rezistenci ke vSem
flourochinolonim. (Urbaskova, 2020) U Salmonella spp. neni pouziti diskové diftzni
metody s 5 pg diskem ciprofloxacinu spolehlivé k detekci nizkého stupné rezistence.
(Urbaskova a Zemlickova, 2021) Miize byt pouzita metoda diluéni, kdy minimalni inhibi¢ni
koncentrace vyssi nez 0,06 mg/l se vyhodnocuje jako rezistentni k ciprofloxacinu a

nedoporucuje se pouziti dalSich flourochinoloni k 1é¢b¢. (Urbaskova, 2020)

4.7 Perfloxacin

Perfloxacin patii do skupiny fluorochinolonovych antibiotik. Vyznacuje se efektivitou
proti gramnegativnim aerobnim bakteriim (napf. Escherichia coli) 1 grampozitivnim

bakteriim (napt. Staphylococcus aureus). (Pefloxacin, 2021)

U¢inek perfloxacinu spociva v naruSeni aktivity bakteridlnich enzymi topoizomerazy I1

(DNA-gyrazy) a topoizomerazy 1V, které jsou potiebné k transkripci a replikaci DNA. U
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gramnegativnich bakterii je primarnim mistem u¢inku topoizomerdza II, u grampozitivnich

bakterii je primarnim mistem G¢inku topoizomeraza I'V. (Pefloxacin, 2021)

U Salmonella spp. se perfloxacin nahrazuje ciprofloxacin u diskové difuzni metody u
screaningu rezistence k flourochinolontim. Pouziva se disk s 5 pug pefloxacinu, kdy se jako

rezistentni vyhodnocuje inhibiéni zona mensi nez 24 mm. (Urbaskova a Zemli¢kova, 2021)

4.8 Gentamicin

Gentamicin je produkovadn Micromonospora purpurea. Objeven byl v roce 1963.
Vyznacuje se baktericidnim ptisobenim na gramnegativni bakterie a stafylokoky. (Hejzlar,

1995)

Mechanizmus uU€inku spocivd v ovlivnéni proteosyntézy a cCastecné 1 funkce
cytoplazmatické membrany. Rezistence ke gentamicinu je fizena chromozomalné nebo
plazmidicky, ptevazuje enzymaticka destrukce prostfednictvim acetylaz a fosfotransferaz.

(Hejzlar, 1995)

Gemtamicin muze plsobit nefrotoxicky a ototoxicky, mizeme se také setkat s kumulaci.
Miize dochazet k prostupu placentarni bariérou. Gentamicin vykazuje synergii s B-laktamy.

(Fakulta veterinarniho l1ékatstvi Brno, 2017)

Rezistence na gentamicin se uruje u Escherichia coli 1 Salmonella spp. Rezistence na
gentamicin indikuje rezistenci k ostatnim aminoglykosidiim. U diskové diftizni metody se
pouziva disk s obsahem 10 pg ampicilinu. Jako rezistentni se vyhodnocuje inhibi¢ni zéna o

priméru mensim nez 17 mm. (Urbaskova, 2020)

4.9 Tigecyklin

Tigecyklin se fadi mezi glycyleykliny, coz je skupina antibiotik odvozend od
tetracyklin. Chemicky se jedna o 9-t-butylglycylamido derivat minocyklinu (minocyklin
patii do II. generace tetracyklini), ktery byl v Ceské republice poprvé zaregistrovan v roce

2006. (Vojtova a Urbanek, 2008) U¢inek tigecyklinu je povazovan za bakteriostaticky.

Tigecyklin inhibuje translaci proteinti vazbou na ribozomalni podjednotku 30S. M¢l by
byt schopny ptekonat mechanizmy rezistence k tetracyklinim spocivajici v ribozomalni

ochrané a efluxu. (TIGECYCLINE ACCORD)
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Tigecyklin je nachylny k vzniku rezistence v diisledku chromozomalné kddovanych
mnohocetnych efluxnich pump, mtze zde dochazet ke zkiizené rezistenci u bakterii

rezistentnich na minocyklin. (TIGECYCLINE ACCORD)

Rezistence na tigecyklin se uréuje u Escherichia coli, uCinek tigecyklinu u
Enterobacteriaceae se ruzni. Tigecyklin by se m¢l hlasit jako rezistentni bez ohledu na
vysledek vySetfeni citlivosti. Tigecyklin se také pouziva k predpoveédi k citlivosti
k doxycyklinu u Yersinia enterocolitica. U diskové difuzni metody se pouziva disk
s obsahem 15 pg tigecyklinu. Jako rezistentni se vyhodnocuje inhibi¢ni zéna o primeéru

mensim nez 18 mm. (Urbaskova, 2020), (Urbaskova a Zemli¢kova, 2021)

4.10 Chloramfenikol

Chloramfenikol byl poprvé izolovan v roce 1947, od svého uvedeni se fadi v urcitych
indikacich k nejspolehlivéjsim antibiotikim. Chloramfenikol ucinkuje na vétSinu
grampozitivnich i gramnegativnich bakterii a vétSinu anaerobnich bakterii. Inhibuje také

chlamydie, hemofily a bordetely. (Hejzlar, 1995)

Chloramfenikol inhibuje bakteridlni proteosyntézu (Hejzlar, 1995), zasahuje také do
metabolizmu tukii. (Fakulta veterinarniho 1ékatstvi Brno, 2017) Rezistence k nému vznika
diky produkci acetyltransferaz nebo zménou konformace ribozomalnich cilovych struktur.
Jedna se o chromozomalni rezistenci, kterd ptredstavuje az 50 % vSech ptipadl. (Hejzlar,

1995) Casto spojena s rezistenci na tetracykliny.

Pouziti chloramfenikolu je zakdzano u potravinovych zvitat (Hejzlar, 1995) kvili
nebezpeci pii jakékoliv koncentraci rezidui. (Chloramfenikol vytvaieny bakteriemi v pude¢,

2013)

Muze vyvolat poruchy hematopoetického systému (aplastickd anémie) (Fakulta
veterinarniho 1ékatstvi Brno, 2017), které se mohou projevit 1 n€kolik mésicii po ukonceni

1éCby. (Hejzlar, 1995)

Rezistence na chloramfenikol se uruje u Escherichia coli i Salmonella spp. U diskové
difizni metody se pouziva disk s obsahem 30 pg chloramfenikolu. Jako rezistentni se

vyhodnocuje inhibi¢ni zona o priméru mensim nez 17 mm. (Urbaskova a Zemlickova, 2021)
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ZAVER
Préace shrnuje poznatky o dvou nejznamnéjSich enterobakteriich izolovanych z potravin,
Escherichia coli a Salmonella enterica. U téchto enterobakterii zminuje jejich

charakterizaci, potraviny, ve kterych se zjistuje jejich pfitomnost a metody detekce

v potravinach.

Prace se dale zabyvala antibiotiky, konkrétné jejich objevem v roce 1928 Alexandrem
Flemingem a jejich dalsi historii. Poté jsou rozebirdny mechanizmy ucinku spocivajici
v inhibici syntézy bunécné stény, naruseni membran buiiky, inhibici syntézy nukleovych

kyselin, proteinti a metabolizmu.

Byly popsany dva pfistupy k zjiStovani citlivosti bakterie na antibiotikum, difizni a
diluéni metoda. Ob€ tyto metody jsou uznavany za pritkkazné, v praxi se difizni diskova
metoda pouziva Castéji.

Jako dal$i byla rozebrana antibioticka rezistence. Byla pfedstavena rezistence pfirozena
a ziskana, pfi¢emz vice prostoru je vénovano rezistenci ziskané, kterd pfedstavuje problém
v stale se rozSifujici rezistenci k antibiotikiim. Byly zminény pfi€iny vzniku antibiotické
rezistence a jeji mechanizmy, a to zména cile plsobeni antibiotika, nepropustnost,

enzymatické upraveni nebo zni¢eni antibiotika a vyplavovani antibiotika z buriky.

V zavéru prace byly zminény piiklady jednotlivych antibiotik indikujicich antibiotickou
rezistenci, a to konkrétné¢ ampicilin, meropenem, cefotaxim, ceftazidim, cefoxitin,
ciprofloxacin, perfloxacin, gentamicin, tigecyklin a chloramfenikol. U té€chto antibiotik byla
popsana jejich charakteristika a princip zjiSténi rezistence na né u Escherichia coli a

Salmonella spp. diftzni diskovou metodou.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AIDS syndrom ziskaného imunodeficitu
AmpC Ampicilin C B-laktamaza

BGA agar s briliantovou zeleni, fenolovou cerveni a lakt6zou
CFU kolonie tvofici jednotka

CSN  Ceska technicka norma

DNA deoxyribonukleova kyselina

EN  Evropskd norma

ESBL Sirokospektra B-laktaméza

ISO  Mezinarodni organizace pro normalizaci
KPC Klebsiella pneumoniae karbapenemaza
MBC minimalni baktericidni koncentrace
MH  Muller Hinton agar

MIC minimdlni inhibi¢ni koncentrace

MK  Muller-Kauffmann bujon

No. dislo

RNA ribonukleové kyselina

RVS Rappaport-Vassiliadis bujon

spol.  spolupracovnici

spp. druh

St. svaty

supsp. poddruh

TBX trypton-zlu¢-X-glukoronidovy agar
tzv.  takzvané, takzvany

XLD xyloza-lysin-deoxycholatovy agar
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Obrazek 1 Horizontalni metoda stanoveni poctu B-glukuronidaza pozitivnich Escherichia
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Obrazek 2 Schéma horizontalni metody prukazu bakterii Salmonella spp. (Purkrtova, 2017)
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