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ABSTRAKT

Bakalatskd prace pojednava o antibiotické rezistenci bakterii izolovanych z dribeziho
masa. Nejprve je popsana historie antibiotik, jejich déleni a mechanismy uUc¢inku
jednotlivych antibiotik. Déle se prace zabyva antibiotickou rezistenci, moznosti jejiho
vzniku a mechanismy S§ifeni rezistentnich bakterii v procesu od ,,0od farmy po vidlicku*
se zaméfenim na dribezaisky pramysl. Rovnéz jsou v praci zminény konkrétni studie
zabyvajici se izolaci grampozitivnich kokl z kufeciho masa a metody prukazu antibiotické

rezistence.

Kli¢ova slova: antibiotikum, antibiotickd rezistence, Enterococcus, Staphylococcus, dribez

ABSTRACT

This thesis discusses the antibiotic resistance of bacteria isolated from poultry meat. First,
the history of antibiotics, their division and the mechanisms of action of individual
antibiotics are described. Furthermore, the thesis deals with antibiotic resistance,
the possibilities of its occurrence and the mechanisms of the spread of resistant bacteria
in the process from "farm to fork" with a focus on the poultry industry. The thesis also
mentions specific studies dealing with the isolation of gram-positive cocci from chicken

meat and methods of demonstrating antibiotic resistance.

Keywords: antibiotics, antibiotic resistence, Enterococcus, Staphylococcus, poultry
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UvVOD

K sepsani bakaléiské prace na téma antibioticka rezistence mé vedla myslenka aktualnosti
tématu v celosvétovém méfitku. Bakterialni rezistence nevznikla ze dne na den, ale Sifila
se dlouhodobé¢, prakticky je soucasti uz od dob vzniku prvnich antibiotik. K rozvoji
rezistence pfispivd mimo jiné nevhodnd a neopodstatnéna aplikace antibiotik.
Problematické je zejména jejich davkovani, délka podédvani nebo nadmérné uzivani
Sirokospektralnich antibiotik. Bakterie rezistentni k antibiotikiim se mezi lidmi, zvifaty,
potravinami a prosttedim S$ifi stejné¢ rychle jako bakterie k antibiotikim citlivé.
Tato vzéjemna provazanost Sifeni rezistentnich bakterii vyzaduje spoluprdci huménni
1 veterindrni mediciny, zemédélského a potravindiského odvétvi, aby spoleéné zajistili
zodpovédné pouzivani antibiotik a dodrZzovani preventivnich opatfeni, ktera by mohla

omezit potfebu antibiotik, Sifeni infekci a rezistence.

Zachovani uc¢innosti antibiotik budoucim generacim je spole¢nou odpovédnostni nas vSech

(Jarolimkova, 2020)!

Svétova zdravotnickd organizace antibiotickou rezistenci povazuje za velkou hrozbu
pro vetejné zdravi. Bakterie rezistentni na antibiotika roku 2019 zapficinily smrt téméf
1,3 milionu lidi. Pokud se nepodaii najit vhodné alternativy a zpiisoby, jak rezistenci
zamezit, mize pocet umrti v roce 2050 vystoupat aZ na deset milionli ro¢né (Statni

zdravotni Gstav, 2022).
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1 HISTORIE ANTIBIOTIK

Uzivani a expozice antibiotik neni omezeno pouze na nedavnou dobu, takzvanou moderni
»eru antibiotik®, jak se obfas mylné domnivame. Vyzkumnici odhalili nékteré stopy
antibiotik vcetné tetracyklinu v lidskych kosternich pozlstatcich ze starovéké sudanskeé
Nubie zlet 350-550 naSeho letopoctu. Pfitomnost tetracyklinu v kostech si védci
vysvétluji tak, ze byl tetracyklin pfijat stravou téchto starovékych lidi. Dalsi expozice
starodavnych antibiotik byla odhalena pfi histologické studii vzorki odebranych z kosti
ve stehenni oblasti, tyto kosti pochazely zpozdniho ftimského obdobi z Egypta.
Predpoklada se, ze piijem tetracyklinu u obou zminénych populaci mél ochranny ucinek,
protoze mira infek¢énich nemoci zdokumentovana v populaci sidanské Nubie byla nizka
ave vzorcich kosti z Egypta nebyly zjiStény z4dné stopy infekce (Aminov, 2010;
Aghamohammad a Rohani, 2023).

Antimikrobidlni medikamenty se uzivaly i v tradicni ¢inské medicing, zejména 1€k
Artemisin, ziskany z ¢inské byliny Ecingchao (Artemisia annua). Tento 1€k se fadi mezi
nejudinngjsi antimalarika. Cinsti bylinkafi u&inki rostlin Artemisia uzivali po tisice let jako
lék na fadu nemoci. Zda se, Ze antimikrobidlni aktivita je pfitomna v fad¢é rostlin
pouzivanych v tradi¢ni ¢inské medicin€é a objev jejich aktivnich slozek muze obohatit

antimikrobidlni latky uzivané v bézné mediciné (Aminov, 2010; Bendova, 2017).

Rand éra antibiotik a jejich objevy se datuje do roku 1893, kdy italsky mikrobiolog
Bartolomeo Gosio objevil kyselinu mykofenolovou, ktera inhibovala rist bakterie Bacillus
anthracis. Paul Ehrlich se snazil objevit ptipravek, ktery by se zamétil pouze na mikroby
zpusobujici onemocnéni, nikoliv na samotného hostitele. Jeho myslenka byla zaloZena
na pozorovani, ze anilin a dal$i syntetickd barviva v té dobé dostupnd, mohou obarvit
pouze konkrétni mikroby a jiné ne. Roku 1909 Ehrlich a jeho spolupracovnici objevili
prvni syntetické antibiotikum odvozené od arsenu uCinné proti plvodci syfilis,
tj. Treponema pallidum. 1 ptes dlouhou 1écbu spojenou se spoustou nezadoucich vedlejsich
ucinkdt se tento lék nazyvany Salvarsan (arsfenamin) stal prvnim modernim
antibakterialnim lékem (Aminov, 2010; Uddin et al., 2021; Aghamohammad a Rohani,
2023).

Poznatkli a obdobné strategie vyuzil némecky bakteriolog Gerhard Domagk, ktery v roce
1930 objevil mnohem uc¢inngjs$i sulfonamidové léky, konkrétn€ Prontosil, jenz byl

primarné pouzivan pii 1écbé zranénych vojaka béhem 1. svétové valky. Prontosil mél
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bakteriostatické u€inky proti riznym skupinam bakterii, kdy inhiboval syntézu nukleovych
kyselin. Protoze se bakterie postupné staly U¢inkiim sulfonamidovych antibiotik

rezistentni, byly nahrazeny peniciliny (Aminov, 2010; Uddin et al., 2021).

Roku 1928 skotsky bakteriolog Alexandr Fleming netimysIn¢ objevil, ze plisen Penicillium
notatum inhibovala rozvoj kolonii Staphylococcus aureus. Domnival se, ze tato houba
musela vyluCovat slouceninu inhibujici rast bakterie. Roku 1929 se mu podafilo izolovat
aktivni molekulu, kterou pojmenoval penicilin. V prabéhu zkoumani ucinka penicilinu
vypozoroval, Ze neovliviluje zadrodky biiSniho tyfu nebo kapavky, na které¢ hledal Iék.
Pokusy 1éc¢it infekce pacientll penicilinem byly neuspésné, 1ék byl nestabilni a netcinny.
Az roku 1940 se skupiné€ védct, ktefi vychazeli z objevu Alexandra Fleminga, podatilo
objasnit strukturu penicilinu G, vy¢istili ho a zvysili jeho produkci. Nastup penicilinu
v 1é€bé roku 1945 byl velkym prilomem ve vyvoji a rozSifovani antibiotik. Struktura
penicilinu byla objasnéna krystalografickou analyzou, coz umoznilo, aby byl klasifikovan

jako prvni ¢len beta-laktamovych antibiotik (Uddin et al., 2021).

Roku 1939 francouzsky mikrobiolog René Dubos izoloval z plidni bakterie Bacillus brevis
tyrotricin (smés gramicidinu D a tyrocidinu), ktera G¢inn¢ inhibovala rst grampozitivnich
bakterii. Ve 40. letech minulého stoleti Selman Waksman provedl systematickou studii
antimikrobidlniho chovani piidnich bakterii, zeyména Streptomyces spp. Pomoci své studie
objevil mnoho hlavnich antibiotik a antimykotik, vcetné aktinomycinu, neomycinu,
streptomycinu a klavimycinu. VétSina antibiotik vcetné aktinomycinu, streptomycinu
a neomycinu se dnes stale jesté vyuziva. Jeho prace odstartovala mezi 40. az 70. 1éty ,,zlaté
obdobi‘ antibiotik, béhem kterého bylo objeveno vice nez 20 tfid antibiotik a stovky
bakteridlnich druhti a hub. Na Waksmanovu strategii navazaly farmaceutické firmy, které
objevily pouze nékolik skupin antibiotik: nitrofurany, tetracykliny, makrolidy, chinolony
a oxazolidinony. Pomérné rychly vyvoj nékolika typl antibiotik béhem kratké doby vedl
k jejich nadmérnému uzivani. Od 70. let 20 stoleti klesala mira objevovani novych tfid
1é¢iv. Rostouci problém rezistence pfinutil védce, aby se zabyvali moznou modifikaci
stavajicich 1é¢iv, které by mohly poskytnout lepsi aktivitu, mens$i citlivost vici

mechanismim rezistence a nizsi toxicitu (Aminov, 2010; Uddin et al., 2021).

Antibiotika se v souc¢asné dob¢ vyvijeji v malych poctech. Pouze 5 z 20 farmaceutickych
firem, které se v 80. letech podilely na vyzkumu antibiotik, je stale aktivnich. VétSina
farmaceutickych spole¢nosti nyni opustila oblast vyvoje antibiotik

a odpovédnost za tuto problematiku pievzaly mensi, zacinajici biotechnologické firmy.
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Hlavnim divodem upadku z4jmu je antibiotickd rezistence. Nedostatek porozuméni, jak
vyrabét antibiotika proti rezistentnim bakteriim, vedl k velkym investicim do védy, coz
spolecnostem zpusobovalo financni a regulacni problémy. Podle odbornikii se blizime
az k ,,post-antibiotické éfe. Na pocatcich antibiotik existovaly také rezistentni bakterie,
ale pfisun experimentalnich antibiotik nabizel alternativni léky, proto bylo jednodussi
zménit 1écbu, jakmile se rezistence ke konkrétnimu antibiotiku vyvinula (Uddin et al.,

2021).

Metody diagnostiky nemoci a objevovani antibiotickych ptipravki ziskaly v poslednich
letech zvySené financni prostfedky. Nova antibiotika jsou vyvijena ve spolupraci mezi
univerzitami a farmaceutickymi spole¢nostmi, napiiklad New Drugs 4 Bad Bugs:
ENABLE and CARB-X. Zkoumaji se alternativy k antibiotikiim jako jsou antimikrobidlni
peptidy a fagova terapie. Aplikace téchto metod maji urc¢ité nevyhody a doposud nebyly
prevedeny do 1ékatské praxe, nicméné mohou antibiotika uzite¢né¢ doplnovat (Uddin et al.,

2021).
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2 ANTIBIOTIKA

Antibiotika se opravnéné¢ fadi mezi nejvyznamnéjsi tfidu 1é¢iv a jsou jednim
z nejvlivnéjsich 1€karskych vynalezii dvacéatého stoleti. Jednd se o latky pfirozeného
nebo umélého plvodu, které blokuji zivotn¢ dilezité procesy ristu a rozmnozovani
bakterii a zarovenn pokud mozno neposkozuji bunky ani tkan¢ hostitelského organismu.
Tato velice riiznoroda skupina chemickych latek mé rtzné biologické ucinky, jez se
vyuzivaji v huménni i veterinarni medicin€é. Termin antibiotika pochazi z feckého anti-

proti a bios- zivot (Spizek, 2016; Benes, 2018; Uddin et al., 2021).

Antibiotické latky se nejcastéji vyrabéji biotechnologickym zptisobem. Aerobni syntéza
antibiotik probiha ve velkych fermentorech v ptitomnosti produkénich mikroorganismi
v prostiedi vodného roztoku. V roztoku jsou pfitomny sacharidy, biogenni prvky (sira,
dusik, fosfor) a nezbytné stopové prvky. Vysledkem procesu je nariist biomasy a vlastnich

metabolit s antibakteridlnimi vlastnostmi (Hanika, 2013).

Antibiotika pfirozeného plivodu jsou produkovéana bakteriemi zejména rodu Streptomyces,
plisnémi, fasami, liSejniky a nékterymi vyS$s$imi rostlinami. Casto jsou biotransformacemi
pfeménovany na nové latky novych biologickych ucinkli nebo se modifikuji chemickou

cestou (Hanika, 2013; Benes, 2018).

Vétsina antibiotik, kterd se bézn€ uziva v praxi, se déli dle rozsahu antimikrobidlniho
spektra. Sirokospektralni antibiotika cili proti celé fadé odlisnych patogend s riiznou
citlivosti. Tyto antibiotika se uzivaji, pokud nezname etiologické agens. Pokud piivodce
onemocnéni zname, pouzivaji se Uzko-spektralni antibiotika, kterd jsou zamétena pouze
na dany druh bakterii. Tato antibiotika svou selektivitou nezvysuji riziko vzniku rezistence

u bakterii (Benes, 2018).

2.1 Déleni antibiotik podle intenzity u¢inku

Antibioticka latka miize na cilovou strukturu (buiiku nebo receptor) pusobit baktericidne
nebo bakteriostaticky. Latky bakteriostatického ucinku inhibuji rast a dal$i mnozeni
bakterii, ptikladem jsou tetracykliny nebo sulfonamidy. Baktericidni latky jsou
pro bakterie smrtici. Hranice mezi témito G€inky neni vzdy jednoznacna. Piipravek fazeny
mezi inhibi¢ni se v danych situacich mize chovat baktericidné, vSe zavisi predev§im
na druhu sledované bakterie a na koncentraci antibiotické latky (Martinkova, 2007;

Benes, 2018).
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zpisobuje morfologické zmény nebo zmény chovani zkoumané bakterie. Zmény v chovani
se mohou projevit nedostatecnou adhezi k receptoriim nebo nestandardni tvorbou toxint.
Jde pfedevsim o teoreticky parametr, ktery v praxi neni vySetfovan. Je to velmi pracné

a obtizn¢ standardizovatelné stanoveni (Benes, 2018).

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) je nejnizsi koncentrace antibiotika, kterd dokaze
inhibovat rGst a mnozeni sledované bakterie. Jedna se o nejcastéji vyuzivany ukazatel
antibiotické ucinnosti. Obecné plati, ¢im niz§i hodnota MIC, tim je bakterie citlivejsi

na antimikrobialni latku (Benes, 2018).

Minimalni baktericidni koncentrace (MCB) je nejnizsi koncentrace antibiotika, kterad dany
organismus za standardnich podminek dokaZe zahubit. V praxi se stanovovani parametru

rutinn€ neprovadi, protoze je pracné a zdlouhavé disledkem dvoji kultivace (Benes, 2018).

2.2 Déleni antibiotik podle chemické struktury

Beta-laktamy jsou skupina antibiotik pfirodniho nebo polosyntetického pivodu, ktera se
vyznacuje pfitomnosti beta-laktamového kruhu ve své struktufe. Predstavuji nejvétsi
rodinu antibiotik a nejrozsitenéjsi antibiotika v klinické praxi. Jsou to latky s pomalym
baktericidnim u€inkem vykazujici malou toxicitu (Peris-Vicente et al., 2022).

Beta-laktamova antibiotika se d¢li do péti podskupin: peniciliny, cefalosporiny,

monobaktamy, karbapenemy a inhibitory beta-laktamaz (Benes, 2018). Struktury prvnich

Ctyt zminénych podskupin jsou zndzornény na Obrazku 1.

F N
no"'-{{/ o l"/a ‘\\o
iy
Penicillin Monobaktam
HQ
/ﬁ\;, 3
g
- 15 (77N
Cefalosporin Karbapenem

Obrazek 1 Struktury beta-laktamovych antibiotik (Verma et al., 2022)
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Mechanismus ucinku beta-laktamovych antibiotik spocivé v pferuseni syntézy bakteridlni

bunécné stény a vyvolani autolytického uc¢inku (Peris-Vicente et al., 2022), blize je

popsano v kapitole 3.2.1.

2.2.1 Peniciliny

Prvni skupinou beta-laktamovych antibiotik jsou peniciliny. Diky Sirokému spektru G¢inku

muzeme penicilinova antibiotika rozdélit do n€kolika skupin (viz Tabulka 1): zakladni

peniciliny, peniciliny

odolné

vuci stafylokokové

penicilinaze

(beta-laktamaza),

aminopeniciliny a protipseudomonadové peniciliny (Peris-Vicente et al., 2022).

Tabulka 1 Déleni penicilinovych antibiotik dle spektra ucinku (Benes, 2018).

Skupiny penicilinovych

Zastupce Spektrum ucéinku
antibiotik
. ) Benzylpenicilin (penicilin G), Grampozitivni koky
Acidolabilni . o .
o prokain-penicilin, benzatin- a tycky, anaerobni
peniciliny o _ ‘
Zakladni benzylpenicilin (Pendepon) 1 aerobni gramnegativni
peniciliny koky (Staphylococcus sp.,
Acidostabilni o
- Fenoxymetylpenicilin Streptococcus sp.,
penietiiny Actinomyces sp.)

Peniciliny odolné viici
stafylokokové penicilinaze

(beta-laktamaza)

Oxycilin, kloxacilin,

methicilin

Grampozitivni koky
a tycky, anaerobni
1 aerobni gramnegativni
koky (Staphylococcus sp.,
Streptococcus sp.,
stafylokokové
betalaktamazy MRSA)

Aminopeniciliny

Ampicilin, amoxycilin

Grampozitivni
mikroorganismy,
enterokoky, streptokoky,
nékteré stafylokoky,

Enterobacteriaceae

Protipseudomonadové

Piperacilin, karbeniciliny

Pseudomonas aeruginosa
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Penicilinova antibiotika jsou pfirodniho nebo semisyntetického pivodu. Zakladni
chemicka struktura penicilint je tvofena kyselinou aminopenicilanovou, sloZzenou z beta-
laktonového kruhu, ktery je navazany na thiazolidinovy kruh. Jednotlivé peniciliny se od
sebe 1i8i substitucemi v postrannich fetézcich. Tyto zmény v postrannich fetézcich mohou
zpusobit modifikaci antibakterialni aktivity a dalSich vlastnosti penicilint (Peris-Vicente et

al., 2022).

Zékladni peniciliny jsou produkovany plisni rodu Penicillium spp. Do kategorie zakladnich
penicilint se fadi penicilin F, K, G a X, z nichz ma nejvétsi prakticky vyznam penicilin G
neboli benzylpenicilin. Jedna se o prvni beta-laktam, ktery se klinicky vyuzival k 1é¢bé
streptokokovych infekci. Benzatin-penicilin a prokain-penicilin spadaji do kategorie
acidolabilnich penicilinti, které Spatné¢ odolavaji nizkému zalude¢nimu pH. Existuji
1 peniciliny acidostabilni (naptiklad fenoxymetylpenicilin), které nizkému pH zaludku
odolavaji. Tato tfida se pouziva proti grampozitivnim bakteriim (Bush a Bradford, 2016;

Benes, 2018; Kodes, 2022).

Kvili neZzddouci adaptaci bakterii rodu Staphylococcus aureus byla vytvorena dalsi
skupina penicilini, které jsou rezistentni vuc¢i penicilindze (beta-laktamaze).
Staphylococcus aureus byl ptivodné na penicilin citlivy, ale velice brzy po uvedeni tohoto
piipravku do klinické praxe si stafylokoky ziskaly rezistenci. Kmeny téchto bakterii
produkovaly enzym beta-laktaméazu, ktery Stépi strukturu beta-laktamti a tim se

antibiotikum inaktivuje (Benes, 2018).

Chemickou strukturu aminopenicilinii tvofi benzylpenicilin, ktery mé k postrannimu
fetézci napojenou aminoskupinu. Touto upravou se $kala ucinku penicilini rozsifila
o gramnegativni bakterie, naptiklad Salmonella, Escherichia coli a dal§i. Az nasledkem
dal§ich modifikaci postranniho fetézce benzylpenicilinu bylo spektrum ucinku rozsifeno

1 na dal$i kmeny jako je Pseudomonas aeruginosa (Bush a Bradford, 2016; Kodes, 2022).

2.2.2 Cefalosporiny

Druhou skupinou beta-laktamovych antibiotik jsou cefalosporiny. Antibiotikum se
pfipravuje vyhradné synteticky, strukturu ~ jadra  pfedstavuje  kyselina
7-aminocefalosporanova, kterd je tvofena beta-laktamovym kruhem pfipojenym
k dihydrothiazinovému kruhu. Antibiotikum mé pro makroorganismy nizkou toxicitu a je
obecné dobie snaSeno (Peris-Vicente et al.,, 2022; Verma et al., 2022). Na zaklad¢

antibiotického rozsahu uC€inku proti grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim
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rozdélujeme tato antibiotika do Ctyt generaci (Peris-Vicente et al., 2022; Verma et al.,

2022). Jednotlivé generace cefalosporinovych antibiotik jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2 Déleni cefalosporinovych antibiotik dle spektra u¢inku (Benes, 2018).

Generace cefalosporini Zastupce Spektrum uéinku

Grampozitivni bakterie,
Cefalexin, cefalotin,
streptokoky, enterokoky,
Cefalosporiny I. generace cefapirin, cefacetril,
stafylokoky,
cefadroxil, cefazolin,
Enterobacteriaceae

Grampozitivni bakterie,
Cefamandol, cefoxitin,
Cefalosporiny II. generace ‘ streptokoky, enterokoky,
cefuroxim
Enterobacteriaceae

Grampozitivni,
Cefotaxim, cefixim,
Cefalosporiny III. generace gramnegativni bakterie,
cefpodoxim, ceftazidim

pseudomonady
Grampozitivni,
‘ Cefalonium, cefepim, gramnegativni bakterie,
Cefalosporiny IV. generace ) oL ) 5
cefchinom véetné pseudomonad, kromé

Pseudomonas aeruginosa

Cefalosporiny I. generace pusobi pfevazné proti grampozitivnim bakteriim a maji velmi
maly ucinek proti gramnegativnim bakteriim. Proti stafylokoktim piisobi hlife ve srovnéani
s protistafylokokovymi peniciliny. Cefalosporiny II. generace maji obdobnou uc¢innost
na stafylokoky a streptokoky jako Cefalosporiny I. generace, navic jesSt¢ plisobi proti
gramnegativnim patogennim mikroorganismiim a jsou stabilnéj$i k beta-laktamazam.
Cefalosporiny III. generace maji ze vSech cefalosporinii nejrozSifenéj$i ucinnost
na gramnegativni mikroorganismy. Pfipravek Ceftazidim u¢inkuje i na Pseudomonas
aeruginosa. Antibiotika jsou odolna viCi beta-laktamdzadm, ale bakterialni rezistence
narGstd pomoci Sirokospektralnich beta-laktamaz, proto je nutné piipravky podavat
ucinku. Jsou vysoce UCinné pii 1éEbé procestt zplUsobenych grampozitivnimi

1 gramnegativnimi mikroorganismy, vcetné pseudomonad s vyjimkou Pseudomonas
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aeruginosa. Ve veterinarni medicin€ se n¢které pripravky uzivaji napiiklad k 1écbé infekei
respiracniho ¢i traviciho aparatu a mastitid prezvykavet (Martinkova, 2007; Benes, 2018;

Kodeg, 2022).

2.2.3 Monobaktamy

Monobaktamy jsou tfeti skupinou beta-laktamti. Struktura monobaktamt je od ostatni beta-
laktamovych antibiotik odliSnad tim, ze beta-laktamovy kruh neni konjugovéan s dalsi
cyklickou strukturou. Prvni antibiotikum této skupiny bylo ziskano izolaci z piidni bakterie
Chromobacterium violaceum. Sledem uprav molekuly byl ziskdn aztreonam, jediny
monobaktam dostupny pro klinické pouziti. Cili proti aerobnim a fakultativnim
gramnegativnim bakteriim. Naopak nepiisobi na grampozitivni a anaerobni bakterie

(Benes, 2018; Peris-Vicente et al., 2022; Verma et al., 2022).

2.2.4 Karbapenemy

Ctvrtou skupinou beta-laktamovych antibiotik jsou karbapenemy. Tato antibiotika vykazuji
nejvetsi  spektrum  baktericidni aktivity mezi beta-laktamy. Prvnim karbapenemem
vyvinutym pro klinické ucely je imipenem. Tento polosynteticky derivat produkuje
Streptomyces spp. nebo Pseudomonas aeruginosa. PouZivaji se proti grampozitivnim
1 gramnegativnim bakteriim vcetné anaerobu (Peris-Vicente et al., 2022; Verma et al.,

2022).

2.2.5 Inhibitory beta-laktamaz

Beta-laktamazy jsou bakteridlni enzymy, které pfedstavuji nejrozsifené;jsi formu rezistence
proti penicilinovym, cefalosporinovym a dalS$im beta-laktamovym antibiotikim. Hlavnim
ukolem beta-laktamaz, je Stépit molekuly beta-laktamového kruhu a tim inaktivovat
antibiotikum. N¢ekteré beta-laktamazy se zamétuji pouze na Sté€peni substrati penicilint
nebo cefalosporint, jiné cili na vétSinu beta-laktamovych antibiotik. K potlaceni rezistence
zpuisobené beta-laktamazami se kromé vyvoje novych beta-laktamovych antibiotik
pouzivaji inhibitory beta-laktaméz, které mohou byt sparovany s antibiotiky a formulovany
jako jeden produkt. Chemicka struktura inhibitori beta-laktamaz se podoba peniciliniim.
Ukolem inhibitorii je prodlouZit uZite¢nost beta-laktamovych antibiotik. Prvni generace
inhibitori beta-laktamaz, které se v klinické praxi vyuzivaly, byly beta-laktamové
struktury nazyvané sebevrazedné inhibitory, naptiklad kyselina klavulanova. Druha

generace inhibitorh  beta-laktamaz nemd strukturu beta-laktami. Jednd se
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o diazabicyklooktanony, naptiklad avibaktam a relebaktam, které ptisobi jako reverzibilni
inhibitory karbapenemdz a beta-latamaz s rozsitenym spektrem a nékterych cefalosporinaz

(Benes, 2018; Mojica et al., 2022).

2.2.6 Glykopeptidy

Glykopeptidy jsou antibiotika plisobici na sténu bakteridlni buiiky. Chemickou strukturou
glykopeptidovych antibiotik je velky komplex molekul, ktery je tvofen peptidovym
fetézcem ze sedmi aminokyselin, kolem kterého se vytvati cyklus sedmi aromatickych
kruhd, které jsou navzajem propojeny. Po obvodu molekuly jsou navazany aminocukry.
Cukry se na antibiotické aktivité pfimo nepodileji, jsou zodpovédné za farmakokinetiku
(pohyb léC¢iva v organismu). Aromaticky kruh ve struktufe umoznuje tvorbu dvou az
ttikruhovych struktur. Glykopeptidy piisobi proti grampozitivnim bakteriim, zejména proti
stafylokokiim a enterokokiim. Mezi zastupce této skupiny antibiotik fadime vankomycin,
jehoz struktura je uvedena na Obrazku 2. Dal$im zastupcem je teikoplanin. Soucasti
molekuly teikoplaninu je navic jes$t¢ postranni fetézec, ktery zvySuje lipofilni vlastnosti
celé molekuly. Oproti vankomycinu mé pfiblizn¢ dvojnasobnou Uc€innost proti

stafylokoktim a enterokokim (Benes, 2018; Peris-Vicente et al., 2022; Verma et al., 2022).

HO
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Obrazek 2 Struktura vankomycinu (Peris-Vicente et al., 2022)

2.2.7 Aminoglykosidy

Aminoglykosidy patfi kjedném znejstarSich antibiotik. Chemickd struktura

aminoglykosidovych antibiotik je tvofena cyklickym aminopolyalkoholem, ke kterému
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jsou navazany dva nebo vice aminocukrii spojenych glykosidickou vazbou. Podle
aminocukrii ve struktufe se pak aminoglykosidy rozliSuji. Mechanismus U¢inku spoc¢iva
v nevratném navazani na ribozomdlni podjednotku, ¢imz zablokuje proteosyntézu.
Podrobné;jsi princip mechanismu je popsan v kapitole 3.3.3. Tato antibiotika maji Siroké
spektrum ucinku, cili na grampozitivni i gramnegativni mikroorganismy. Do této kategorie
antibiotik patfi streptomycin, neomycin, kanamycin nebo gentamycin (Benes, 2018;

Kodes, 2022; Peris-Vicente et al., 2022).

2.2.8 Tetracykliny

Tetracyklin je Sirokospektralni antibiotikum, konkrétné semisynteticky derivat
chlortetracyklinu izolovany z bakterie Streptomyces. Ma baktericidni ucinky proti
rozmanitému spektru aerobnich, anaerobnich grampozitivnich i gramnegativnich bakterii.
Pouziva se i1 ve veterinarni medicin€. Vyznacuji se nizkou primarni toxicitou, ale vykazuji
fadu nezadoucich uc¢inkt. Do této skupiny antibiotik fadime doxycyklin, chlortetracyklin
a oxytetracyklin (Benes, 2018; Kodes, 2022). Struktura tetracyklinu je uvedena na
Obrazku 3

Obrézek 3 Struktura tetracyklinu (Peris-Vicente et al., 2022)

2.2.9 Sulfonamidy

Sulfonamidova antibiotika jsou bakteriostatického G€inku. Tyto antibiotika brani syntéze
kyseliny listové diky strukturdlni podobnosti s kyselinou para-aminobenzoovou, kterd je
vychozim substratem pro tuto syntézu. Spektrum antibakteridlniho uc¢inku je Siroké, plisobi

proti grampozitivnim a nckterym gramnegativnim bakteriim. Vzhledem k tomu, Ze je
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kyselina listovd esencidlni pro vSechny organismy, mohou sulfonamidy ovliviiovat
jednobunécné tasy, rostliny, bezobratlé i ryby. Ve velké mife se vyuzivaji ve veterinarni
medicin€, méné casto v humanni praxi. Sulfonamidy maji pomaly ucinek a Casty vyskyt
rezistenci, které u bakterii vznikaji nejcastéji mutaci enzymu, na ktery sulfonamidy cili

béhem inhibice syntézy kyseliny listové (Benes, 2018; Kodes, 2022).

2.2.10 Chinolony a fluorochinolony

Chinolony jsou Sirokospektralni a syntetickd antibiotika, jeZ se vyuzivaji téZ pii 1écbé
hospodarskych zvifat a v akvakultufe. Struktura chinolonu je uvedena na Obrazku 4.
Chinolony nejsou produkovany mikroorganismy, jejich chemické struktura je odvozena od
kyseliny 4-chinolon-3-karboxylové. Antibiotika se déli na nefluorované a fluorované.
Nefluorované chinolony tvoii I. generaci téchto piipravki. Radi se sem kyselina
pipemidova a oxolinova, které cili primarné na Enterobacteriaceae. Maji pomérné nizkou
ucinnost, proto se musi podavat ve vyssich davkach. Mnohem u¢innéjsi jsou fluorované
chinolony II. a III. generace. Chinolony II. generace ve své struktuie obsahuji atom fluoru
a vykazuji mnohem vysS§i aktivitu na gramnegativni bakterie. Chinolony III. generace
ucinkuji 1 proti grampozitivnim bakteriim, hlavné streptokokiim a pneumokokim.

Fluorochinolonové piipravky jsou baktericidnich ucinkd. Uzivaji se k1écbé infekci

mocovych cest (Benes, 2018; Kodes, 2022; Peris-Vicente et al., 2022).

Obrazek 4 Struktura chinolonu (Peris-Vicente et al., 2022)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

2.3 Déleni antibiotik podle mechanismu tG¢inku

Antibiotika rozdélujeme podle mista a zpusobu, jak plisobi na bakteridlni bunku (viz
Obrazek 5). Dé&je, které vychazi z mechanismti ucinku, probihaji uvniti bakterie na
molekularni Grovni. Antibiotikum nejcastéji pisobi na bunéénou sténu, cytoplazmatickou

membranu, nukleové kyseliny a ribozomy (Benes, 2018)

Syntéza kys. listové  Replikace DNA Syntéza RNA

Sulfonamidy Chinolony Rifampin
Trimetoprim L RARSK] Cytoplasmatickd
g Mel:umdazq}\ membrana Bunécnd sténa

| Syntéza membrany

'I.,- 'f ll - : g
Syntéza \“m-\i J_,-"" '
peptidoglykanu [ ey

Beta-laktamy Naruseni membrany

Vankomycin  Syntéza kyseliny  Proteosyntéza Proteosyntéza Eolymym ny
Aztreonam mykolové a {305 ribozomy) (508 ribozomy) olyeny
arabinogalaktanu  Aminoglykosidy Chloramfenikol
Isoniazid Tetracykliny Klindamycin
Makrolidy

Obrézek 5 Mista tcinku antibiotik (Gajdosova, 2015)

2.3.1 Antibiotika inhibujici syntézu bunééné stény bakterii

Bunécna sténa bakterii je tvofena zesitovanym peptidoglykanem. Inhibovanim syntézy
peptidoglykanu dochazi k destrukci bunééné stény grampozitivnich bakterii. Peptidoglykan
je tvofen dlouhymi fetézci polysacharidli, které vznikaji opakovani molekul kyseliny
N-acetylmuramové a N-acetylglukosaminu. V cytoplazmé bakteridlni builky jsou
na karboxylovou skupinu kyseliny N-acetylmuramové navazany postranni fetézce tvofené
nejprve tfemi a poté péti aminokyselinami. Kyselina N-acetylmuramova se s piipojenym
peptidovym fetézcem se navdze na N-acetylglukosamin a vznikne zakladni struktura
budouciho peptidoglykanu, kterd je poté transportovdna pies bunéénou membranu.
Na vn¢j$im povrchu membrany bakterii plisobi bakteridlni enzymy PBPs (penicilin
vazebné  proteiny), které nejprve  spoji  molekuly = N-acetylglukosaminu

a N-acetylmuramové kyseliny glykosidickou vazbou do jednoho dlouhého
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polysacharidového vldkna a poté vytvoii pfiéné vazby mezi jednotlivymi vlakny
propojenim peptidovych fetézcl (transpeptidazova aktivita). Timto zplsobem vznikne
pravidelnd mtizka. Dal§i enzymy poté dodatecné reguluji a kontroluji hustotu sit¢ a dle
potfeby zvySuji ¢i snizuji pocet pricnych. Beta-laktamova antibiotika reaguji
s transpeptiddzami, vstupuji do jejich aktivniho mista a zablokuji funkci enzymu. Bunééna
sténa je postupn¢ tak oslabena, ze miize byt narusena i intracelularnim osmotickym tlakem.
Aby mohly beta-laktamy putsobit, musi se bakterie nachazet ve fazi mnoZeni, protoze

pouze tehdy dochézi k syntéze bunécné stény (Benes, 2018; Peris-Vicente et al., 2022).

Glykopeptidy blokuji bunéénou syntézu tim, Ze se pfi syntéze bunécné stény navazou na
volné konce peptidovych fetézcl a zabranuji jejich propojeni. Bez souvislé vrstvy
peptidoglykanu bakteridlni bunika zahyne, at’ uz dojde k lyzi membrany vlivem pietlaku
uvniti buiiky nebo se aktivuji apoptotické mechanismy (Bene§, 2018; Uddin et al., 2021;
Peris-Vicente et al., 2022).

Mezi inhibitory syntézy bunécéné stény se tadi beta-laktamova antibiotika (peniciliny,

cefalosporiny, monobaktamy, karbapenemy) a glykopeptidy (Benes, 2018).

2.3.2 Antibiotika poSkozujici bunéénou membranu bakterii

Jedna se o malou tfidu antibiotik lipofilniho charakteru, které zpusobuji lyzi bunécné
membrany bakterii. Jedna se o semipermeabilni fosfolipidovou dvojvrstvu s asymetricky
vmezefenymi proteiny. Cytoplazmatickd membrana bakterii neplni jen funkci zabrany
uniku rozliénych organickych molekul, enzym, ionti a dalSich latek obsaZenych v burice,
ale je také sidlem dychacich enzymi, enzymi syntézy a hydrolyzy fosfolipidi a systému
oxida¢ni fosforylace. V membrané jsou ptitomny 1 bilkovinné pienasece dulezité
pro transport latek do buiiky a z buiiky ven (Silhdnkova, 2002; Bursovd, Necidova
a Duskova, 2014; Benes, 2018; Uddin et al., 2021).

Antibiotické pfipravky mohou integritu membrany bakterii poskodit mnoha zptlisoby, které
jsou cCasto kombinovany. Mechanismus ucinku obecné spocivd v navazani antibiotické
latky na cytoplazmatickou membranu, ¢imz dojde ke zvySeni permeability membrany
a k nekoordinovanému vyplaveni cytoplazmy z vnitiniho prostfedi buiky, coz vede

k bunécné smrti (Benes, 2018; Kodes, 2022).

Mezi antibiotika, kterd poSkozuji bunéfnou membranu, se tadi cyklické lipopeptidy,

peptidova antibiotika a aminoglykosidy (Benes, 2018).
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2.3.3 Inhibice syntézy bilkovin

V bakterialni bunice se mize v zavislosti na podminkach rastu vyskytovat 15000-30000
ribozomu. Oproti eukaryotickym ribozomtim jsou bakteridlni ribozomy mnohem mensi
a jsou slozeny ze dvou podjednotek 30S a 50S, obé podjednotky se spojuji ve funkéni
jednotku 70S. Na podjednotce 30S probiha ¢teni informace z vldkna mediatrové RNA
(mRNA). Ribozom se pfitom posouva po mRNA a ke kazdé trojici bazi tzv. kodonu,
piipojuje odpovidajici transferovou RNA (tRNA). Transferovd RNA ma na jednom konci
trojici bazi, kterd je komplementarni ke kodonu, tzv. antikodon. Na opa¢ném konci nese
tRNA aminokyselinu. Podjednotka 50S spojuje aminokyseliny, které jsou neseny
jednotlivymi tRNA, do jednoho peptidového fetézce (Bursova, Necidova a Duskova, 2014;
Benes, 2018; Mojica et al., 2022).

Antibiotika mohou ¢innosti bakteridlnich ribozomii zabrafiovat mnoha zplsoby.
Aminoglykosidy se nendvratné¢ navdzou na ribozomalni podjednotku 30S, ¢imz narusi
spravné Cteni genetického kodu a zablokuji syntézu proteini. Tetracyklinova antibiotika
pronikaji do bakteridlni bunééné membrany prostiednictvim porinovych kanalka
a reverzibilné se vdZou na ribozomalni podjednotku 30S. Syntéza proteind je inhibovéana
blokovanim vazby tRNA, které se vdze na komplex mRNA. Makrolidy a streptogramin B
z ribozomu uvoliuji tRNA s navdzanym peptidovym fetézcem jesté diive, nez je Cteni
z vlakna mRNA dokonceno. Vysledkem jsou neuplné a nefunkéni bilkoviny (Uddin et al.,
2021; Peris-Vicente et al., 2022).

2.3.4 Antibiotika inhibujici ¢innost nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny maji v prokaryotickych 1 eukaryotickych bunkéach za ukol uchovévat
a prenaset genetickou informaci. Geneticky material bakteridlni buiiky je tvofen jedinym

chromozomem, ktery je tvofen deoxyribonukleovou kyselinou (DNA) (Benes, 2018).

DNA je uvnitf buiiky sbalena do superSroubovice, kdy pfi takto té€sném svinuti neni mozné
provadét replikaci ani transkripci genetické informace. Enzym topoizomerdza katalyzuje
rozbalovani a sbalovani fetézci DNA do nadSroubovicové struktury. Topoizomeraza I.
tiidy dokaze rozstépit pouze jedno vldkno DNA. Konec uvolnéného vldkna otoc¢i okolo
neporusené¢ho fetézce a poté oba konce zase spoji do celistvé podoby. Topoizomeréza II.
tfidy dokaze rozstépit ob¢é vldkna dvousroubovice soucasné. Topoizomeraza II. byva
nazyvana také jako DNA-gyraza. Kromé Stépeni vladken dokédze otocit vznikly konec

molekuly DNA o jednu otacku, opakovanym otaenim dochéazi k postupnému sbalovani
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DNA. Kdyby topoizomeraza Il neumoziiovala sbaleni DNA, tak by se tato velka molekula
do bakterialni buiiky nevtésnala (Benes, 2018).

Po rozstépeni DNA se antibioticka latka v¢leni do prostoru mezi DNA a aktivnim mistem
topoizomerazy, navaze se na DNA a zablokuje Cinnost enzymu, ktery se postupné
rozpadne. Jelikoz sbalovani a rozbalovani DNA probiha ve stejném okamziku na vice
mistech, dojde ke znaénému poskozeni struktury dvousroubovice, coz vede k bunécné
smrti. Pokud bakteridlni buiika vcas aktivuje opravné enzymy, miize poskozenou DNA
znovu spojit. Bakteridlni bunka tedy mtize ptezit, ale hrozi riziko mutaci (Bursova,

Necidova a Duskova, 2014; Benes, 2018).

Ribonukleova kyselina ma oproti deoxyribonukleové kyseliné mnohem univerzalné;si
vyuziti. Podle jednoho fetézce DNA se na principu komplementarniho parovani bazi
syntetizuji molekuly RNA, konkrétné medidtorova, transferova a ribozomalni, které jsou
nezbytné pro proteosyntézu. Syntéza RNA podle jednoho fetézce DNA se nazyva
transkripce. Inhibitory RNA-polymerazy se navazou na dvouSroubovici a zabrafuji
enzymim piepisovat informaci z DNA do mRNA a zablokuji proces proteosyntézy.
Jelikoz se v buiice nezavisle na sob& piepisuje nékolik gentli, dochazi k poSkozeni na vice

mistech najednou (Bursova, Necidova a Duskova, 2014; Benes, 2018).

Mechanismus, ktery inhibuje syntézu nukleovych kyselin pii replikaci nebo transkripci,
nerozliSuje eukaryotickou bunku od bakterialni buiiky. Proto je vétSina téchto antibiotik
vysoce toxickd. Mezi antibiotika se fadi fluorochilony, novobiocin, rafimycin a dalsi

(Benes, 2018; Kodes, 2022).

2.3.5 Antibiotika inhibujici syntézu kyseliny listové

Savcim chybi pottebny geneticky aparat na tvorbu kyseliny dihydrolistové, proto ji musi
ziskavat potravou ve formé& kyseliny listové, kterou si dokézi pfemeénit na dihydrolistovou
nebo tetrahydrolistovou. Kyselina tetrahydrolistova slouzi jako koenzym, mé vyznam pfi
syntéze nukleotidli, biosyntéze ¢i biodegradaci aminokyselin (Stone a Darlington, 2003;

Benes, 2018).

Bakterie si umi kyselinu tetrahydrolistovou vytvofit sloucenim dusikaté latky pterin
a kyseliny para-aminobenzoové za piitomnosti enzymt. Chemické struktura sulfonamida
je analogem kyseliny para-aminobenzoové. Antibiotikum pronikne do aktivniho centra

enzymu a brani mu v tvorbé kyseliny listové. Pokud bakteridlni bunka nema dostatek
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kyseliny tetrahydroxylistové, dochazi k zastaveni mnozeni bunky (Stone a Darlington,

2003; Benes, 2018).

Antimikrobidlni latky, které tento princip vyuzivaji, jsou sulfonamidy, trimetoprim

a klotrimazol (Benes, 2018).

2.4 Uplatnéni antibiotik

Antibiotika se wuzivaji vcelé ftadé odvétvi, naptiklad v zemédé€lstvi, humanni
nebo veterindrni medicin€. V zemédélstvi, zejména u ZivoCisné vyroby, se antibiotika
dlouhodobé uzivala (v nékterych zemich stale jeSté uzivd) jako plosna prevence infekci

ve velkochovech nebo ke zvyseni produkce masa (Riizickova, 2020).

V Ceské republice jsou antibiotika pro humanni tiely k dostani v odtivodnénych piipadech
na predpis, jiz cilené na pfedem identifikovany typ patogena. U vice nez poloviny zemi
svéta toto pravidlo neplati a antibiotika si mohou pacienti zakoupit bézné bez predpisu.

V africkych zemich podévani antibiotik prakticky neni regulovano (Ruzickova, 2020).

Natlak na zamezeni Sifeni antibiotické rezistence je vytvafen i na staty, kde jsou antibiotika
na predpis, a to napiiklad z dlivodu pteruSeni uZivani antibiotik pacientem. Jakmile doSlo
ke zlepSeni pacientova zdravotniho stavu, tak nedouzival celé baleni. Tato situace vede
pouze k pozastaveni rastu bakterii, ale nedojde k jejich eradikaci. Dochazi k selekci

odolngjsich bakterii, které uz jsou proti 1é¢ivu rezistentni (Rzickova, 2020).

Veterinarni medicina pfedstavuje z pohledu spotieby antibiotik vétsi a asto i mnohem

mén¢ kontrolovany trh, nez medicina huménni (Rizickova, 2020).
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3 ANTIBIOTICKA REZISTENCE

Antibiotickou rezistenci rozumime schopnost mikroorganismd, jako jsou bakterie odolavat
antimikrobidlnim latkam, vac¢i nimz byly drive citlivé. Rezistence je zplisobena vlivem
nespravnych postupt pfi aplikaci antibiotik, jako je nedodrzeni ptedepsané doby 1écby ¢i
davkovani, Casté a nadmérné uzivani a podobné. Hojné se rozsifilo pouzivani antibiotik
u hospodaiskych zvifat za ucelem 1éCby i1 jako stimulator rastu. Pro mikroorganismy je
antimikrobiadlni rezistence normalni evolu¢ni proces. Antibiotika na mikroorganismy
vyvijela zrychleny selektivni tlak, ktery urychlil tvorbu bakteridlni rezistence. RozliSujeme
dva typy rezistence bakterii, vrozenou nebo ziskanou. Pfirozena rezistence plyne
z bakteridlniho metabolismu a muze se vyuzivat pro jejich identifikaci nebo selektivni
izolaci. Celd populace bakteridlniho druhu je vzdy rezistentni k danému antibiotiku,
napiiklad bakterie rodu Staphylococcus jsou az z 90 % rezistentni vici penicilinu, protoze
tvofi penicilindzu (Anonym, 2018; Benes, 2018; Lai et al., 2022). Ziskana rezistence muize

vznikat diisledkem rtiznych ptenost genli (Spizek, 1999), blize popsano v kapitole 3.1

Z pocatku se kmeny rezistentni vii¢i antibiotikiim objevovaly primarn€ v nemocnicich, kde
se tehdy pouzivala vétSina antibiotik. Na sulfonamidy rezistentni Streptococcus pyogenes
byl objeven ve vojenskych nemocnicich ve 30. letech 20. stoleti. Na ptelomu 50. a 60. let
byla zjiSténa rezistence u stfevnich bakterii, jmenovité¢ Escherichia coli, Shigella
a Salmonella. Tyto rezistentni bakterie zpisobily zavazné problémy v klinické praxi
¢inidla dostupnd bez lékaiského piedpisu. Spatné hygienické podminky a omezené
finanéni moZnosti na zdravotni péci branily pfistupu k novym, draz§im a ucinnéjSim
antibiotikim. Rezistenci, kterd se S§ifila rozvojovymi zemémi, vnimali tehdy lidé ve
vyspélych zemich spi§ jako kuriozitu a vénovali ji jen malou pozornost. V 70. letech ale
postoj zmenili, objevily se totiz na ampicilin rezistentni gramnegativni bakterie
Haemophilus  influenzae a Neisseria  gonorrhoeae, které zplsobovaly respiracni

a urogenitalni onemocnéni (Levy a Marshall, 2004; Lai et al., 2022).

V roce 1945 technologie umoznila masovou vyrobu a distribuci penicilinu a nasledné v 50.
letech se objevily prvni kmeny bakterie Staphylococcus aureus odolné vic¢i tomuto
antibiotiku. Poté byl pro 1écbu infekci zplsobenych stafylokoky produkujicimi
penicilindzu pouzit methicilin, antibiotikum stabilni vii¢i u€¢inkiim penicilindzy. Roku 1961
byl ve Spojeném kralovstvi poprvé izolovan Staphylococcus aureus rezistentni i na

methicilin (Lai et al., 2022).
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Predpokladalo se, Ze infekce mikroorganismy rezistentnimi na antibiotika maji za nasledek
vys$i morbiditu a mortalitu nez infekce bakteridlnimi kmeny citlivymi na antibiotika.
Dopad rezistence bakterie Staphylococcus aureus na methicilin zkoumalo n€kolik studii,
kter¢ posuzovaly rozdily v Uimrtnosti pacientd s bakteriémii zplsobené MSSA
(Staphylococcus — aureus citlivy na methicilin) a MRSA (methicilin-rezistentni
Staphylococcus aureus). Pomoci databaze MEDLINE byl proveden prizkum studii
publikovanych v obdobi od ledna 1980 do prosince 2000 zaméienych na bakteriémii
Staphylococcus aureus. Celkové bylo porovnavano 31 studii, které obsahovaly udaje
o umrtnosti spojené¢ s MSSA a MRSA u 3963 pacienti. Z téchto 31 studii bylo statisticky
vyhodnoceno, ze 65,7 % pacienti mélo MSSA bakteriémii a 34,3 % MRSA. Sedm studii
zaznamenalo vyznamné vyS§$i imrtnost spojenou s MRSA, coz ukazuje, Ze pacienti s touto
bakteriémii maji zvySené riziko mortality ve srovnani s pacienty, ktefi maji pouze
bakteriémii MSSA. Mezi mozné divody, pro¢ ma bakteriémie MRSA vys$s$i Gmrtnost,
je zvysend virulence mikroorganismu rezistentniho na antibiotika a snizena Uc¢innost
vankomycinu, ktery se k lé¢bé MRSA pouzZiva. Tietim divodem muze byt podavani
neadekvatniho antibiotika a infekce MRSA tak miiZze byt 1écena nevhodné (Cosgrove,

2003).

Nedostatek alternativni 1éCby infekci, které byly zplisobeny rezistentnimi bakteriemi, ma
za nasledek delsi pobyt pacientii v nemocnici, opoZdéné zotaveni, dlouhodobou invaliditu
a zvySeni nakladii za vefejnou zdravotni péci. Dle zpravy zroku 2009, kterou vydalo
Evropské centrum pro prevenci a kontrolu nemoci a Evropska agentura pro léCivé
pfipravky, Cinily celkové spolecenské nédklady pres 1,5 miliardy eur, ztoho vice nez
900 milionti eur piedstavovaly ndklady na nemocnice. V USA v roce 2013 ¢inily néklady
na zdravotni péci spojené s antimikrobidlni rezistenci pfiblizn€ 55 miliard dolarti (Maugeri,

2018).

Vroce 2016 Svétova zdravotnicka organizace zvefejnila prioritni seznam patogenil
odolnych vici antibiotikiim. Hlavnim cilem seznamu priorit bylo upfednostnit financovani
a usnadnit vyzkum a vyvoj novych aktivnich latek proti bakteriim s rezistenci vuci
antibiotikim. Na seznamu jsou uvedeny gramnegativni 1 grampozitivni bakterie,
z gramnegativnich: Acinetobacter baumannii rezistentni na karbapenem, Pseudomonas
aeruginosa rezistentni na karbapenem, Enterobacteriaceae rezistentni na tfeti generaci

cefalosporini a karbapenem. Z grampozitivnich bakterii jsou na seznamu uvedeny



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

methicilin-rezistentni, vankomycin-rezistentni Staphylococcus aureus a vankomycin-

rezistentni Enterococcus faecium (Maugeri, 2018).

Aktualn€ jednim z nejvétSich zdravotnickych problémi je vysoky vyskyt antimikrobidlni
rezistence. Tyto problémy neguji obrovsky pfinos spojeny s objevem penicilinu a dalSich
antibiotik. Pokud bychom se dostali do ,,post-antibiotické éry hrozi, Ze se bézné infekce
stanou znovu smrtelnymi, coz mize mit nejen pro Evropu, ale i pro ostatni staty svéta
katastrofalni nasledky. V boji proti antibiotické rezistenci byl sestaven akéni plan
sJedno zdravi“, ktery zahrnuje nékolik odvétvi, od zeméd€lstvi a zdravotnictvi,
pies bezpecnost potravin a biologickou bezpecnost az po Zzivotni prostiedi. Tento plan
nabizi ¢lenskym statim inovativni, efektivni a udrzitelné informace, které se zaméfuji na
piimétené pouzivani antimikrobialnich latek pro lidi i1 zvirata, prevenci a tlumeni infekci
a rozsifeni dostupnosti novych a efektivnich latek antimikrobialnich G¢inki. Cilem akéniho
planu je zajistit, aby se v Evropské unii pouzivaly osvédéené postupy a posilil se vyzkum

(Anonym, 2018).

3.1 Zpisoby pienosu genti mezi bakteriemi

Ptenos genetického materialu je diillezity pro zachovani genetické rozdilnosti a adaptability
bakterii. Ptirozend i ziskana rezistence se dédi stejnym zpisobem jako jakakoliv jina
geneticka informace. Vertikalni Sifeni genil je zaloZeno na pfenosu genetické informace
z rodic¢e na potomstvo, kdy se dcefinym buiikdm ptedavaji kopie plazmidl a chromozom.
Cast&jsim zptisobem ziskani antibiotické rezistence je horizontalni pfenos gent, kdy se
geneticky materidl Sifi mezi nepiibuznymi bakteridlnimi bunkami. Klasické cesty
horizontalniho pienosu jsou konjugace, transformace a transdukce (Silhankova, 2002;

Benes, 2018; Li a Zhang, 2022). Tyto cesty horizontalniho pfenosu gentli jsou schematicky

znazornény na Obrazku 6.
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1. Konjugace
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Obrazek 6  Schématické  zndzornéni  mechanismui
horizontalniho pfenosu gend (Gajdosova, 2015)

3.1.1 Konjugace

Konjugace je proces pifenosu rezistence na antibiotika z donorové bakterialni bunky
do buiiky recipientni pfimym kontaktem buiika — bunka, prostfednictvim mobilnich
genetickych elementd, jako jsou plazmidy, integrony a transpozomy. Tyto dvé bunky
se spoji prostfednictvim konjuga¢niho miustku, ktery je tvofen F-fimbrii. Vzniklym
kanalkem zacne prochazet jedno vldkno chromozomalni DNA z jedné buiniky zvané donor
do druhé bunky zvané recipientni. Donorové buiiky obsahuji v cytoplazmé konjugativni
plazmidy. Kruhovd DNA konjugativniho plazmidu se muize v linedrné formé& napojit
na libovolné misto chromozomu donorové buiiky. Béhem konjugace se v misté¢ napojeni
plazmidu jedno vldkno chromozomalni DNA zlomi a pfejde do recipientni bunky.
Chybeéjici fetézec chromozomalni DNA se v donorové buiice syntetizuje dle doprovodného
fetézce na principu komplementarniho péarovani bazi. Donorova builkka je tedy
1 po konjugaci stale Zivotaschopnd a muze se dale rozmnozovat. Po ukonceni pienosu
genetické informace kandlek zanika a ob¢ builkky se stavaji donorovymi, jelikoz
do recipientni bunky ptfechdzi i tyto plazmidy pfitomné v cytoplazmé donorové bunky.
TakZe se pivodni recipientni builka stavd donorovou a miiZze provadét konjugaci s dalsi

recipientni buiikou (Silhénkové, 2002; Bursova, Necidova a Duskova, 2014; Benes, 2018).
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3.1.2 Transformace

Dal§im typem horizontalniho pienosu je transformace, coz je pfimy pfijem volné DNA
bakteriemi z prostedi a bakterie tak ziskaji odpovidajici genetické vlastnosti. Na rozdil od
jinych drah horizontalniho pienosu nejsou pro transformaci nutné zZivotaschopné donorové
bunky, zdrojem transformujici DNA jsou nejcastéji uhynulé bakterie. Transformace musi
spliiovat nésledujici podminky, kdy DNA musi existovat v extracelularnim prostredi,
recipientni bakterie musi byt schopna transformace a transformovana DNA musi byt
stabilni. Proces transformace byl pozorovéan napiiklad u stafylokok, streptokokii ¢i bacilli

(Silhankova, 2002; Li a Zhang, 2022).

3.1.3 Transdukce

Transdukce je proces, kdy bakteriofdgy infikuji donorovou buitku. DNA obsahujici geny
antibiotické rezistence je zabalena do kapsidi bakteriofagi. Fiag musi byt schopen
prechazet z faze virulentni, ve které rozlozi genom donorové bunky, do faze mirné, aby
mohl infikovat recipientni bunku a predat ji ¢ast genomu donorové bunky.

Tento horizontalni pfenos ma nékolik typti (Silhankova, 2002; Lia Zhang, 2022).

K obecné transdukci dochdzi tak, Ze se pii tvorbé virulentnich bakteriofaghh nidhodné
dostane do fagové hlavicky usek bakteridlniho chromozomu, ktery je v mirné fazi predan
infikované bakteridlni bunice. Tento Usek se pak stdva soucdsti chromozomu bakterialni
buiiky. Na podobném principu obecné transdukce probihd abortivni transdukce. Rozdil
spoCivd vtom, ze pfenesend Cast chromozomu donorové builkky neni zabudovana
do chromozomu recipientni bunky, ale zlstavd nereplikovana volné v cytoplazmé

(Silhankova, 2002).

Béhem specializované transdukce se pfendsi pouze urcité geny donorové buiky.
A to proto, Ze bakteriofag infikoval donorovou builkku uz v mirné fazi a jeho DNA se jiz
pfipojila k bakteridlnimu chromozomu. Zménou podminek se tento profdg zméni
ve virulentniho faga a spolecné s odpojenim fagovy DNA odchéazi i1 ¢ast bakteridlniho
chromozomu. Jednd se o geny, které sousedily s profagovymi. Bakterialni geny jsou
v bakteriofagové chromozomu na ukor fagovych genti a z toho diivodu nemiize provést
lyzi bakterialni buiiky. Bakteriofagova DNA byvéa zabudovéna spole¢né s geny donorové

buiiky do chromozomu recipienta (Silhankova, 2002).

Bakteriofagy $ifi antibiotickou rezistenci bakterii na jiné bakterie, zejména na Escherichia

coli, Salmonella Typhimurium a Staphylococcus aureus (Li a Zhang, 2022).
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3.2 Mechanismy antibiotické rezistence

Mikroorganismy proti antibiotickym latkdm vyuzivaji rtizné mechanismy. RozliSujeme
mechanismy vnitini, kdy buiika vyuziva své vlastni geny, aby pfezila expozici antibiotiky,
nebo ziskané mechanismy, kdy obdrzenim nového genetického materidlu ziské bunika nové
moznosti ochrany. BéZznym mechanismem rezistence bakterii je enzymatickd degradace
antimikrobialni latky, dalsi moznosti jsou napfiklad degradace antibiotik, modifikace
antibiotickych cilli, zména permeability bunéné stény ¢i inaktivace antibiotickych cili

(Benes, 2018; Darby, 2023).

3.2.1 Enzymaticka inaktivace

Enzymatickd inaktivace antibiotické latky se muze uskutecnit rozs$tépenim molekuly
antibiotika nebo pfipojenim postranni skupiny (naptiklad acylace). Tento zplsob je
ekonomickd a velmi ucinnad cesta, jak dosahnout bakterialni rezistence. Pouze jedina
molekula enzymu dokaze rychle inaktivovat velky pocet antibiotickych molekul (Benes,

2018).

Beta-laktamazy jsou enzymy, které hydrolyzuji beta-laktamy (peniciliny, cefalosporiny,
monobaktamy a karbapenemy), které maji esterovou a amidovou vazbu. Dosud je zndmo
asi 300 beta-laktaméaz, které jsou rozdélovany dle struktur nebo funkce. Dle struktury se

déli do ctyt tfid A, B, C a D.

Beta-laktamazy tfidy A jsou nazyvany jako penicilindzy. TEM-1 a SHV-1 jsou dva béZné
se vyskytujici predchiidci Sirokospektralnich beta-laktaméz, ktefi byli objeveni u bakterii

Celedi Enterobacteriaceae.

Beta-laktamazy tfidy B jsou oznafovany jako metalo-beta-laktamazy. Tyto enzymy

vyzaduji pro svou ¢innost pfitomnost zinku nebo tézkych kovt.

Beta-laktamazy ttidy C jsou nazyvany cefalosporindzy. Tyto enzymy jsou produkovany
gramnegativnimi  bakteriemi s vyjimkou  Salmonella a Klebsiella. Zastupcem
cefalosporindz je AmpC beta-laktamaza, kterd zpiisobuje rezistenci vii¢i vSem beta-

laktamtm s vyjimkou karbapenemtl.

Beta-laktamézy tfidy D se nejcCastéji vyskytuji u bakterie Pseudomonas aeruginosa
a u Celedi Enterobacteriaceae. Tyto enzymy hydrolyzuji oxacilin (Kapoor, Saigal

a Elongavan, 2017).
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3.2.2 Zména permeability bunécné stény

Aby bakterie zabranily pfistupu antibiotika k cilovému mistu, mohou kolem sebe vytvaiet
rizné bariéry (pouzdra, hleny). Cytoplazmaticka membrana je posledni bariérou
pro antibiotika, ktera pronikaji do cytoplazmy transportnimi systémy. Bakterie dokazi
¢innosti nékterych transportnich systému omezit. Je-1i transportni systém pro metabolismus

bakterie postradatelny, mtze jej mutaci kodujiciho genu dokonce i zastavit (Benes, 2018).

3.2.3 Modifikace cilové molekuly

Bakterie dok4dzou ménit struktury (enzymy nebo ribozomy), na které se antibiotikum vaze.
Zmeéna struktury mize byt zpilisobena mutaci genu kodujiciho cilovou strukturu nebo
zménou metabolické drahy. Antibiotickd latka ke zménénému mistu ztraci afinitu.
V pfipadé, Ze zablokuje antibiotikum bakteriim dilezitou metabolickou drdhu, mohou
bakterie vyuzit alternativni, i kdyzZ méné vykonnou, kterd jim umozni pteziti. Napiiklad
enterokoky se brani uc¢inkim sulfonamidt, které zablokuji syntézu kyseliny
tetrahydroxylistové tim, Ze za¢nou vyuzivat kyselinu listovou ze svého okoli (Benes,

2018).

Pokud antibiotikum cili na néjaky enzym nebo na jinou cilovou strukturu, mize ji bakterie
zacCit syntetizovat ve vétSim mnozstvi. Produkce bilkovin je sice energeticky naro¢ny

proces, ale dokaze zajistit preziti bakterie (Benes, 2018).

3.2.4 Efluxni pumpy

Efluxni pumpy jsou membranové proteiny, které exportuji antibiotika z buniky ven. Tyto
transportni pumpy jsou schopny z cytoplazmy nebo periplazmatického prostoru buiky
odstranovat nezadouci latky. Jejich ¢innost je pro bunku energeticky velmi narocna, navic
pumpy pouze snizuji mnozstvi antibiotické¢ latky v bunce, ale samotné antibiotikum
neinaktivuji. Efluxni pumpy dokazi z buniky ven vycerpat vice druhti riiznych nezddoucich
latek, takZze mohou poskytovat ochranu proti n€kolika antibiotikim soucasné (naptiklad

proti makrolidiim a tetracyklinim (Kapoor, Saigal a Elongavan, 2017; Benes, 2018).
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3.3 Mechanismy rezistence vybranych grampozitivnich koku

Mnoho grampozitivnich kokli je piirozené rezistentnich k nékterym antibiotikiim.
Pfirozena rezistence vyplyva z metabolismu bakterii a mize se vyuzivat k jejich izolaci
a identifikaci. (Bene§, 2018). Piehled vybranych grampozitivnich kokd, u kterych byla

prokdzana piirozena rezistence, je uveden v Tabulce 3.

Tabulka 3 Pfirozena bakteridlni rezistence vybranych grampozitivnich kokl

k antibiotickym latkam (Benes, 2018).

Grampozitivni koky Prirozena rezistence na antibiotikum
Ceftazidim
Staphylococcus aureus a dalsi stafylokoky (Cefalosporinové antibiotikum III.
generace)
Enterococcus faecalis,
Beta-laktamy, sulfoamidy, aminoglykosidy
Enterococcus faecium
Aminoglykosidy, ceftazidim
Streptococcus spp. (Cefalosporinové antibiotikum III.
generace)
Leuconostoc,
Glykopeptidy
Pediococcus

3.3.1 Mechanismy rezistence bakterie Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je schopny zit v aerobnim az fakultativné anaerobnim prostiedi.
Kolonizuje az 40 % populace a zplsobuje infekce téméf na kazdém misté téla, pfiCemz
nejcastéji postizenou oblasti je kize. Tento grampozitivni kok je pfikladem pozoruhodné
schopnosti bakterii ptfizplsobit se u€inkiim selektivnich tlakli antibiotik. Od pocatku 40. let
20. stoleti, kdy byla plivodné popsana rezistence na penicilin, ziskaval Staphylococcus
aureus stale nové mechanismy rezistence, které mu umoznily odolavat beta-laktamovym
antibiotikiim, tetracyklinim, aminoglykosidim, fluorochinolontim, vankomycinu,

linezolidu a dalSim (George et al., 2022; Kumar; Kiran Tudu, 2023).
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Béhem pouhych dvou let od zavedeni penicilinu do 1ékatské praxe byly objeveny bakterie
Staphylococcus aureus produkujici penicilindzu (beta-laktamazu) a v 70. letech 20. stoleti
bylo jiz 95 % izolath téchto bakterii rezistentnich na penicilin. Vé&dci se tedy snazili
syntetizovat latku, ktera by odolavala penicilinaze, a objevili methicilin. Methicilin-
rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) byl poprvé identifikovan v Anglii roku 1961
a to pouhy rok poté, co byl methicilin poprvé pouzit k 1écbé. Po rozsifeni do celého svéta
se stal jednou z hlavnich pficin bakteridlnich infekci u lidi, zvifat, zejména hospodaiskych
zvitat a dribeze. MRSA je typicky rezistentni viic¢i beta-laktamovym antibiotikiim,

jako je penicilin a cefalosporin (George et al., 2022; Kumar; Kiran Tudu, 2023).

K vyvoji rezistence na methicilin a néasledn¢ na vSechny beta-laktamy doSlo pomoci
produkce PBP2a (penicilin vazebny protein tfidy A), coz je homologni protein PBPs
(penicilin vazebny protein). Methicilin a beta-laktamova antibiotika se vazou na PBPs
a blokuji klic¢ové kroky zesitovani pii syntéze bakteridlni bunééné stény. MRSA vylucuje
PBP2a, ktery neni citlivy na beta-laktamy. Beta-laktamova antibiotika nerozeznaji cilové
misto PBP2a, a proto je MRSA rezistentni viici celé této tfid¢ antibiotik. Jedinou vyjimkou
je novy cefalosporin ceftarolin fosamil, ktery byl vyvinut specidlné pro pfekondni tohoto
mechanismu. Antibiotikum puisobi tak, zZe se navaze na alosterické misto PBP2a a vyvola
konformaéni zménu, kterd umozni pfistup antibiotika k aktivnimu mistu a inhibuje PBP2a

(George et al., 2022; Kumar; Kiran Tudu, 2023).

V nésledujicich letech se vyvijely dalsi linie MRSA, napiiklad LA-MRSA.
Jedna se 0 MRSA, ktera je spojovana s hospodarskymi zvitaty. Poprvé byla objevena roku
2005 u prasat. Diky rutinnimu pouzivani antibiotik v chovu hospodarskych zvirat
se LA-MRSA rozsifila mezi dal$i hospodaiska zvifata a snadno se miize Sifit i na lidi

(George et al., 2022)

V soucasné dob¢ se k 1écbé MRSA infekci pouzivaji glykopeptidova antibiotika, vcetné
teikoplaninu a vankomycinu, ktera uplatiiuji antimikrobidlni uCinky inhibici syntézy
bunécné stény. Predpoklada, ze zesileni bunécné stény je zédkladem rozvoje rezistence
na vankomycin. Toto antibiotikum se ireverzibilné vaZze na postranni Tfetézec
peptidoglykanu a brani jeho zesitovani. Zlstava vice volnych koncii peptidovych fetézci,
které na povrchu buiiky vyc¢nivaji. Na tyto konce se pak navaze vakomycin, ktery inhibuje

bakterialni bunku (Hanaki et al., 2007 a Ali Alghamdi et al., 2023).

Dalsi antibiotikum, které se k1écbé infekci zplsobenych S. aureus pouzivalo, byly

tetracykliny. Cilem tetracyklinli jsou ribozomdlni podjednotky 30S. Rezistence
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na tetracyklin je wu bakterie Staphylococcus aureus zprosttedkovana plsobenim
ribozomalnich ochrannych proteinti, které uvoliuji tetracyklin z vazebného mista
ribozomu, nebo pomoci efluxnich pump. Efluxni pumpy dokézi z bakterialni bunky ven
vycerpat vice druhl riznych nezadoucich latek, takze mohou poskytovat ochranu proti
nékolika antibiotikiim soucasné. Tigecyklin je specidlné modifikovany derivat tetracyklint,
ktery ma mnohonasobn¢ vyssi afinitu k vazebnému mistu na ribozomu a jeho objemna
molekula brani ¢innosti efluxnich systémi. Existuje zde riziko, Ze si bakterie vyvinou
rezistenci 1 na tigecyklin prostfednictvim efluxu (Benes§, 2018; Kakoullis

a Papachristodoulou, 2021).

Bakterie Staphylococcus aureus si vytvorila rezistenci i na flourochinolony. Rezistence
se vyvinula disledkem mutace v genech kodujicich cilové enzymy, které jsou nezbytné
pro replikaci DNA. Omezeni ¢innosti téchto enzyml vede k tvorb& zlomil na struktuie
DNA a nahromadéni mechanického napéti ze svinuti, coz vede k bunétné smrti.
Rezistence na fluorochinolony je zprostiedkovana efluxnimi pumpami nebo muta¢nimi
substitucemi aminokyselin ve vazebném misté enzymii (Jubeh, Breijyeh a Karaman, 2020;

Kakoullis a Papachristodoulou, 2021).

3.3.2 Mechanismy rezistence bakterie Enterococcus spp.

Enterokoky jsou bakterie, které se bézné vyskytuji v zivotnim prostiedi a jsou soucasti
normalni mikroflory stfevniho traktu lidi a zvitat véetné ptakt a driibeze. Enterococcus
faecium a Enterococcus faecalis maji z pohledu antimikrobialni rezistence velky vyznam.
Nejen Ze jsou pfirozené rezistentni vii¢i mnoha antibiotikim, maji i ne€kolik ziskanych

mechanismi antibiotické rezistence (Kakoullis a Papachristodoulou, 2021).

Enterokoky jsou pfirozené rezistentni vii¢i beta-laktamovym antibiotikiim. Jejich PBPs
proteiny maji nizkou afinitu k témto antibiotickym ptipravkim. Mezi tiidami beta-laktamt
vykazuji rizné stupné citlivosti. Nejvyssi citlivost byla zaznamendna na penicilin
a ampicilin, méné citlivé jsou na karbapenemy a zcela odolné jsou cefalosporiniim.
Ptirozend rezistence vi¢i cefalosporiniim mize byt pravdépodobné zpiisobena nizkou

afinitou enterokokovych PBPs k antibiotikiim (Kakoullis a Papachristodoulou, 2021).

Diky podobnosti aminoglykosidlli s beta-laktamy jsou enterokoky pfirozené rezistentni
1 vaci aminoglykosidim. Bunétna sténa téchto grampozitivnich kokl je pro
aminoglykosidova antibiotika neprostupna. Pokud jsou aminoglykosidy uzivany

v kombinaci s inhibitorem bunécné stény, mohou do enterokokové buiniky vstoupit
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a pusobit baktericidné. Enterococcus faecium je schopen produkovat enzymy,
které inhibuji mnohocetné aminoglykosidy (tobramycin a kanamycin). Rezistenci
na streptomycin zprostfedkovavaji enzymy, které modifikuji aminoglykosidy nebo je

rezistence dosazeno ribozomalnimi mutacemi (Kakoullis a Papachristodoulou, 2021).

Dalsim ptikladem enterokokové rezistence je rezistence vuci fluorochinolontim, ktera je
ve vétsing pripadi ziskand. Mechanismt rezistence je nékolik, prvni moznosti jsou mutace,
které¢ snizuji afinitu cilovych enzymu k antibiotické latce. Dal$i moznosti jsou efluxni
pumpy, které zajiStuji vyCerpani molekuly antibiotika z bunky ven. Tteti moznosti je
produkce ochrannych proteinti gnr, které svou strukturou napodobuji dvousroubovici DNA
a navazuji enzymy v blizkosti aktivniho centra, ¢imz brani pfistupu fluorochinolont.

(Benes, 2018; Kakoullis a Papachristodoulou, 2021).

Rezistence na tetracyklin byla popsana i u enterokokti, hlavni mechanismy ucinku jsou
efluxni pumpy a ochranné ribozomalni proteiny (Kakoullis a Papachristodoulou, 2021).

Principy rezistence jsou blize popsana v kapitole 3. 2.

Enterokoky jsou rezistentni také na glykopeptidy, zejména vakomycin. Principem
rezistence na vankomycin je vymeéna koncové ¢asti v peptidoglykanu. Geny kodujici tuto
preménu jsou umistény v mobilnich genetickych elementech, jako jsou plazmidy.
Pti transportu plazmidid dochézi ke snadnému Sifeni rezistence hlavné fenotypii VanA
a VanB. NejcCastéjsi rezistence je VanA, ktera se vyskytuje primarné u kment
Enterococcus faecium. Tyto kmeny jsou rezistentni k vankomycinu i teikoplaninu. Zatimco
kmeny rezistence VanB jsou rezistentni pouze k vankomycinu (Benes, 2018; Kakoullis

a Papachristodoulou, 2021).
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4 PROBLEMATIKA DRUBEZIHO MASA A REZISTENTNICH
BAKTERII

Antibiotické piipravky hraji v systému zivocisné vyroby dulezitou roli. Pouziva se Siroka
Skala téchto latek s cilem lécby bakterialnich infekénich chorob hospodaiskych zvitat.
V dribezarnach se antimikrobidlni 1éky pouzivaji 1 pro jiné ucely, napiiklad
k preventivnimu ochrannému osetieni celého hejna veetné zvitat, kterd nevykazuji zadné
klinické ptiznaky. Dalsi vyuziti jsou ristové promotory, kdy se antibiotika ptidavaji
do krmiva v nizkych davkach, aby se zvysila vykonnost zvitfat. Kviili zamezeni zneuzivani
antimikrobidlnich latek v potravinarském ZivoCisném primyslu se bere ohled
na mikrobialni tfidy, davky a ucel, aby se minimalizovalo riziko bakteridlni rezistence.
Pti nadmérném uzivani se mohou 1é¢iva ve formé rezidui ukladat do masa a vajec (Nhung,

Chansiripornchai; Carrique-Mas, 2017).

Dle Nafizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) €. 853/2004 je za driitbeZ povazovéana
domaci driibez véetné ptaki, jez nejsou povazovani za domaci, ale jsou jako domaci
zvifata chovani, s vyjimkou bézci. Obecné¢ se dribez déli na vodni a hrabavou.
Mezi nejastéji chované zastupce vodni driibeze fadime kachny a husy, mezi hrabavou
driibez kur domadci, krity, perlicky, bazanty a kiepelky. Driibezim masem rozumime
vSechny poZivatelné Casti tél, které pochazeji z domacich druhd ptdkd (Evropska unie,

2004; Saldkova, 2014; Kiivankova, 2019).

Chov a zpracovani dribeziho masa patii mezi jedno z nejrozsifenéjSich potravinaiskych
odvétvi na svété. Ro¢né se zpracuje vice nez 90 miliard tun kufeciho masa a jeho produkce
neustdle roste. Hlavnimi divody jsou nenaroc¢nost chovu, levna produkce, rychly rist
zvitat a absence kulturnich 1 nabozenskych omezeni. Driibezi maso mé vyborné dietetické
vlastnosti, je snadno stravitelné, d4 se jednodusSe a rychle pfipravit (Saldkova, 2014;

Nhung, Chansiripornchai a Carrique-Mas, 2017; Ktivankova, 2019).

Prizkumy provedené Narodnim systémem monitorovani antimikrobidlni rezistence
naznacuji, ze maloobchodni maso a dribezi vyrobky jsou casto kontaminovany
multirezistentnimi druhy bakterii naptiklad Campylobacter, Salmonella, Enterococcus

a Escherichia coli (Waters et al., 2011).
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4.1 Staphylococcus aureus v driibezim mase

Staphylococcus aureus patii celosvétové mezi nejcastéjsi ptvodce lidskych i1 zvifecich
infek¢nich onemocnéni, zna¢nou pozornost vetejnosti si ziskal kvili zvySujici
se umrtnosti, kterd je spojend s multirezistenci. Muze zptisobovat kozni infekce, abscesy,
otravy jidlem, syndrom toxického Soku, septikémie, endokarditidy a pneumonie (Rao et al.,

2022).

Americka studie se snazila zhodnotit citlivost bakterie Staphylococcus aureus
na antibiotika ve vzorcich masa véetn¢ druibeziho, ktera byla odebrana v péti méstech
USA. Celkem bylo testovano 136 vzorkl masa, které zahrnovaly 80 unikatnich znacek
z 26 obchodii. Konkrétné se jednalo o maloobchodni produkty z mletého hovéziho masa,
kuteci stehna a prsa, vepfové mleté maso a kotlety a krati mlet¢ maso. Vzorky byly
obohaceny v peptonovém bujénu a naoCkovany na Baird Parkeriv agar a doplnény
o antibiotika, napiiklad vankomycin, oxacilin, ciprofloxacin, tetracyklin nebo gentamycin.
Identifikace byla stanovena pomoci PCR a typizace kmenli byla provedena pomoci

sekvenace Multilocus (Waters et al., 2011).

Vysledky testl ukazaly, ze ze 136 vzorkli masa se kontaminace S. aureus nejcastéji
vyskytovala mezi vzorky krit (77 %), dale mezi veprovym masem (42 %), kutecim (41 %)
a hovézim (37 %). Ze vzorkli mas se podafilo ziskat 76 izolati bakterie Staphylococcus
aureus a u 96 % izolatl byla zjiSténa rezistence minimalné na jednu antimikrobidlni latku.
Nejcastéji se objevovala rezistence na tetracyklin, amplicilin, penicilin a erythromycin.
Dale byla prokdzana multirezistence, vcetné rezistence na klinicky dulezitd antibiotika,
jako jsou ciprofloxacin, quinupristin-dalfopristin, erythromycin a dalS$i. Mnohocetna
1ékova rezistence se nejvice objevovala u izolatd z kritiho masa (79 %), naopak nejméné
byly zaznamenana u kufeciho masa (26 %). Izolaty S. aureus identifikované pomoci
sekvenace byly mezi jednotlivymi typy mas odlisné, coz miize znamenat, Ze prevladajicim
zdrojem kontaminace jsou potravinaiskd zvirata nebo lidskd kontaminace. Studie tedy
prokdzala, Zze kontaminace bakteriemi Staphylococcus aureus byla mezi vzorky hojné

rozsifena a vyskytovala se v kazdém typu masa (Waters et al., 2011).

4.2 Enterococcus spp. v dribezim mase

Enterokoky jsou oportunni patogeny, které zptisobuji onemocnéni lidi i zvifat. Mezi hlavni
druhy enterokokt, které jsou spojeny s chorobami dribeze, patti Enterococcus cecorum,

Enterococcus faecium a Enterococcus faecalis. Enterococcus cecorum byl objeven
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u dribeze vroce 2002. Brojlefi nakazeni touto bakterii trp€li paralyzou a kulhanim,
coz vedlo kjejich thynu a znaénym ekonomickym ztratdm. Enterococcus cecorum

u kachen vyvoléaval septikémii (Souillard et al., 2022).

Na drtibezi farmé a v pritbehu celého procesu produkce dribeziho masa plisobi na bakterie
selektivni tlaky a jiné stresy, se kterymi se musi vyrovnat. Nepfiznivé podminky muize
vytvaret zalude¢ni pH hostitele, slozky krmiva nebo dezinfekéni prostfedky. Soucasti
stravy mohou byt organické kyseliny, které snizuji stfevni pH a tim je podporovan rust
prospeSnych mikroorganismu tolerantnich vii€i kyselindm, naptiklad Lactobacillus spp.
Pro dezinfekci povrchii v potravinaiském, respektive dritbezim primyslu se pouziva
ekologické silné oxida¢ni ¢inidlo, kyselina peroctova. Pfirozend schopnost enterokokui
pfekondvat rizné stresy a adaptovat se umoziuje jejich preziti a Sifeni se napfi¢ riiznymi

ekosystémy, jako je ¢lovek, zviteci prostiedi a podobné (Rebelo et al., 2023).

Mnoho let pouzivani antibiotik u hospodarskych zvifat uréenych k produkci potravin
podporovalo vznik a S$ifeni multirezistentnich bakterii. V Portugalsku provedli studii,
jejimz cilem bylo stanovit pfitomnost enterokokli rezistentnich na antibiotika v komeréné
dostupném driibezim mase. V letech 1999-2001 bylo zkoumdno 99 maloobchodnich
vzorkd dribeziho masa. Vzorky byly obohaceny a umistény na selektivni média
s vankomycinem, gentamycinem, streptomycinem nebo kanamycinem a bez nich.
Identifikace a detekce gentl byla stanovena pomoci PCR. Vysledky studie ukazuji, Ze 83 %
vzorkd obsahovalo enterokoky. Vysoké procento vzorkd obsahovalo vankomycin —
rezistentni enterokoky (48 %), nebo enterokoky odolné¢ viacéi gentamicinu (34 %),
streptomycinu (32 %) nebo kanamycinu (30 %). U vétSiny izolati byla pozorovana
soubéznd rezistence na tetracyklin, erytromycin a dalSi antibiotika. Vysoky wvyskyt
antibiotické rezistence ukazuje udrzovani selektivniho tlaku vyvijeného na bakterie
prostfednictvim antibiotik a jinych latek uzivanych béhem driibezi produkce. (Novais et

al., 2005).

V navaznosti na tuto studii byla provedena o dvacet let pozdéji dalSi analyza citlivosti
enterokokid. Srovnani vysledkii antibiotické rezistence mezi studiemi zlet 1999-2001
a 2018 je znazornéno na Obrazku 4. Roku 2018 bylo odebrano 53 vzorkl dribeziho masa.
Vzorky byly obohaceny a umistény na selektivni média s antibiotiky a bez antibiotik.
Identifikace rodu byla provedena standardnimi metodami (naptiklad koaguldzovy test)
a druhova identifikace pomoci PCR. U ziskanych izolati byla citlivost na 12 antibiotik

hodnocena diskovou difuzni metodou dle pokyni Evropského vyboru pro testovani
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antimikrobidlni citlivost. Z 53 testovanych vzorkii masa obsahovalo vice nez 45 % vzorkl
alespoil jeden Enterococcus spp. rezistentni na tetracyklin (100 %), erythromycin (98 %),
ampicilin (85 %), streptomycin (74 %), gentamycin (49 %). Pouze jeden izolat byl odolny
nitrofuranu a vSechny izolaty byly citlivé na glykopeptidy a linezolid. Ve vSech vzorcich
byly identifikovany izolaty multirezistentnich bakterii. Nejcastéji ziskany izolat
multirezistentnich bakterii byl Enterococcus faecium, ktery byl rezistentni vi¢i ampicilinu,
tetracyklinu, erytromycinu, quinupristin — dalfopristinu a ciprofloxacinu (Rebelo et al.,

2023).
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ciprofloxacin; ERY — erythromycin; GEN — gentamycin; NIT — nitrofurantoin; Q/D —
quinupristin-dalfopristin; STR — streptomycin; TET — tetracyklin, VAN — vankomycin)
(Rebelo et al., 2023)].

U antibiotik tetracyklin (82 % versus 91 %), erythromycin (78 % versus 83 %),
chloramfenicol (16 % versus 6 %), gentamycin (15 % versus 17 %) nebo nitrofurantoin
(7 % versus 2 %) byly v procentudlnim zastoupeni pozorovany minimalni rozdily.
Vyznamny rozdil mezi obéma studiemi byl zaznamenan u vankomycinu, ve studii
provedené v roce 2018 rezistence enterokokll na vankomycin nebyla zjiSténa, zatimco
v prvni studii vykazovalo 46 % vzorkl rezistenci na toto antibiotikum. Vzorky z ptivodni
studie (obdobi 1999-2001) mely vyssi miru rezistence na ciprofloxacin (rozdil o 20 %)
a streptomycin (rozdil o 26 %). Vzorky z roku 2018 vykazovaly vyssi narlst rezistence
na ampicilin (rozdil o 14 %) a quinupristin-dalfopristin (rozdil o 19 %) (Rebelo et al.,

2023).
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Prodej tetracyklini a makrolidd byl do roku 2018 pomérné vysoky, coz mize vysvétlovat
udrzeni miry rezistence b&hem sledovaného obdobi. Vyrazné snizeni rezistence
na vankomycin mohl zpisobit zdkaz avoparcinu, ktery je chemickou strukturou
vankomycinu velmi podobny. Tato studie ukazuje, ze navzdory snahdm o sniZeni
pouzivani antibiotik v poslednich desetiletich ziistavd dribezi maso stale nosi¢em
multirezistentnich bakterii Enterococcus spp. Schopnost enterokokti prekonat stresy béhem

potravniho fetézce dritbeze miize vést az k lidskému hostiteli (Rebelo et al., 2023).
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5 KOLOBEH SIRENI REZISTENTNICH BAKTERII

Je prokdzano, ze se rezistentni bakterie pfenaseji mezi lidmi, zvifaty a zivotnim
prostiedim. Uvazené pouzivani antimikrobialnich latek ve vSech odvétvich muze
v prib¢hu let maximalizovat vyhody antimikrobialnich latek a zaroven se vyhnout nebo
Casten¢ oddalit vyvoj Sifeni bakteridlni rezistence. Jiz béhem priméarni produkce nebo
v jinych fazich procesu ,,od farmy po vidlicku®“ mohou byt potraviny kontaminovany
bakteriemi rezistentnimi vici antibiotikim (Ruzickova, 2020; Ministerstvo zdravotnictvi,

2022; Samtiya et al., 2022).

5.1.1 MozZnosti Sifeni rezistentnich bakterii mezi driubeZi farmou a Zivotnim

prostiredim

Bakterie odolné vi¢i antimikrobidlnim latkdm mize zvite ziskat uz na farmé. Po zavleceni
rezistentnich bakterii do hejna, jsou tyto bakterie vyluovany do hnoje a mohou dale
prezivat v podestylce. Po aplikaci dribeziho steliva na pidu se mohou do zivotniho
prostfedi S§ifit zbytky IléCiv, které ptaci uzivali a dale zbytky dezinfekénich latek
pouzivanych pfi sanitaci na farm¢. Diky tomu se mizZe zvysit diverzita novych genovych
fragmentti populace ptidnich bakterii. Bézné koncentrace antibiotik v hnoji se pohybuji
mezi 1-10 mg/kg, zatimco v pidé a vodé€ se vyskytuji pouze stopove. Z plidy jsou zbytky
latek vyplavovany a kon¢i v povrchové nebo podzemni vodé. Rezistentni bakterie mohou
ve vnitinim 1 vnéj$im prostfedi pietrvavat dlouhou dobu, 1 kdyZ nejsou pfitomna zvifata

(Yang et al., 2019; Ruzickova, 2020; Samtiya et al., 2022).

Dribezi mikrobiom je kompletni mikrobidlni komunita, ktera se nachazi v kazdém
opefenci a béhem jeho Zivota prochdzi mnoha zménami. Tato komunita je velmi riznoroda
a dynamicka. Slozeni mikrobiomu zavisi nejen na genetice, véku, pohlavi, stravé,
produkénim systému, ale i na prostiedi, ve kterém ptak zije. Mikroorganismy v pta¢im téle
ovlivituji fadu procesit od komplexniho $tépeni a fermentace sacharidii az po produkci
vitamind a udrzeni stability imunitniho systému. VéEtSina mikroorganismi v téle ptaka
existuje jako pasivni komenzéilové, ptitomny jsou také patogeny jako Campylobacter
a Salmonella nebo podminéné patogeny naptiklad Escherichia coli. Komenzalni
bakterialni flora muze vytvofit rezervodr gend antibiotické rezistence a tyto geny pak
mohou byt pfenaSeny mezi bakteridlnimi druhy. Rezistentni bakterie se mohou dal Sifit
na jina zvifata v rdmci hejna mnoha cestami, naptiklad ptes krmivo, vodu, vzduch, trus,

hmyz a dalsi sktidce (Marmion et al., 2021).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

Dribezi trus je bohaty na mineralni prvky a zékladni Ziviny jako je dusik, fosfor a draslik,
proto se pouziva nejen jako organické hnojivo rostlin, ale i ke zlepSeni fyzikalnich
a chemickych vlastnosti pudy. Rezidua antibiotik v dritbezim trusu mohou pudni prostiedi
kontaminovat, podléhaji zde totiz degradacim, transformacim nebo desorpci. Rychlost
Sifeni antibiotickych rezidui zavisi na fyzikélné-chemickych vlastnostech antibiotik,
charakteru a minerdlnim sloZeni piidy nebo na meteorologickych podminkach (Yang et al.,

2019 ; Samtiya et al., 2022).

Pitnd voda pfi kontaktu se zvifecimi nebo lidskymi fekaliemi mize plsobit jako ptimé
vehikulum pfenosu antimikrobidlné rezistentnich bakterii, genetickych prvkl nebo rezidui
antibiotik. Takovato voda mize snadno kontaminovat zivotni prostfedi, plodiny,
gastrointestinalni trakt zvitat a v kone¢ném disledku zpiisobit onemocnéni lidi (Samtiya et

al., 2022).

5.1.2 Moznosti Sifeni rezistentnich bakterii v potravinarstvi

Cesty pfenosu antibiotické rezistence mohou byt nepfimé prostiednictvim konzumace
potravy nebo piimé prostifednictvim kontaktu s infikovanymi zvifaty nebo biologickymi
slozkami (krev, mo¢, vykaly, sliny a dal$i). BEhem porazky a zpracovani driibeze zejména
pfi kuchani muze dochézet k nezadoucimu Sifeni mikroorganismli pochazejicich
z gastrointestinalniho traktu zvifete. Bakterie mohou kontaminovat nejen ostatni jatecné
upravena téla, ale 1 okolni prostedi. Tyto mikroby svou ¢innosti dokdzou vyznamné zkratit
trvanlivost masa nebo mohou byt pivodci alimentarnich onemocnéni, napiiklad
kampylobakteriézy a salmonelézy. DribeZi maso je matrice bohatd na Ziviny,
ktera podporuje rast bakterii a plisni. Teplota skladovéani a baleni v ochranné atmosfére
jsou faktory, které mohou ovlivnit dobu, po kterou dribezi maso ztraci svou atraktivitu
pro zékazniky. Kontrolu slozeni dribeziho mikrobiomu je dilezité provadét u producentt
driibeze, zpracovateli masa i u maloobchodnikli, aby spotiebitelim byla zajiSténa

co nejvyssi bezpecnost dribeziho masa (Marmion et al., 2021).

Potraviny nezivociSného ptivodu mohou byt kontaminovény pienosem organickych
materiali (hnj nebo komundlni odpad) ¢i kontaminovanou vodou. Vodni kontaminace
muze vzniknout béhem prvovyroby, kdy se pouziva jako zavlahova voda na plodiny nebo

jako prisada ke zpracovani (Razickova, 2020; Samtiya et al., 2022).
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5.1.3 Moznosti prenosu rezistentnich bakterii na ¢lovéka

Enterokoky a stafylokoky jsou Castymi kontaminanty drtibeziho masa. Enterococcus
faecium, Enterococcus faecalis a Staphylococcus aureus jsou hlavnimi pavodci lidskych
infekci, které mohou postihnout prakticky jakoukoliv télesnou oblast. Zavaznost téchto
infekénich onemocnéni sahd od nekomplikovanych infekénich ran po smrtelnou
endokarditidu. Staphylococcus aureus je Castou prfic¢inou infekce kiize a mékkych tkani.
Tyto grampozitivni koky patfi mezi bézné¢ komenzaly ve stievech dribeze a jinych
domacich zvifat. Kmeny bakterii mohou byt pfenaSeny na clovéka pfimym kontaktem
s domacimi zvifaty nebo kontaminovanym dribezim masem a dal$imi potravinami
prostiednictvim kiizovych kontaminaci zejména v kuchyni. Enterokoky pozité s jidlem
mohou az 14 dni kolonizovat stfevni trakt, zejména tlusté stfevo hostitele, kde v tamni
mikrofléfe pusobi jako oportunni patogeny a vyméiuji si geny antibiotické rezistence
s pivodni mikrobiotou. Stafylokoky v maloobchodnich vyrobcich mohou mit zvifeci nebo
lidsky ptivod v diisledku mozné kontaminace osobami, které¢ s masem manipulovaly. Poziti
nadlimitniho mnozstvi kmenQ Staphylococcus aureus muze vést k otravé jidlem, nebot’
tyto bakterie maji schopnost produkovat enterotoxiny. Manipulaci s kontaminovanym
driibezim masem muze dojit ke kolonizaci kiize, stni a nosni sliznice, coz vede k riziku

infekce (Bortolaia, Espinosa-Gongora a Guardabassi, 2016).

5.1.4 MozZnosti zamezeni Sifeni rezistentnich bakterii

Aby bylo mozné eliminovat patogeny a indikatorové mikroorganismy z potravin,
je dilezité¢ dodrZovat preventivni opatfeni, jako je bezpetna manipulace s potravinami,
dodrZzovani postupii zpracovéani, udrzovani chladiciho fetézce, piimeiené CiSténi
a dezinfekce zafizeni, prevence kiiZové kontaminace v at uz v provozu nebo doma
v kuchyni a prevence kontaminace procesu ,,od farmy po vidlicku“ (Ministerstvo

zdravotnictvi, 2022; Samtiya et al., 2022).

Naptiklad b&hem porazky a opracovani jatecné upravenych tél muze dodrzeni
hygienickych postupii a pravidel vyrazné snizit riziko pfenosu bakterii vcetné
rezistentnich. U vatenych, pasterizovanych nebo jinak mikrobicidné oSetfenych potravin
je mén¢ pravdépodobné, Ze ponesou zivotaschopné antibioticky rezistentni bakterie, které
potravinu kontaminovaly béhem primarni vyroby, ale pokud je pfitomna neporusena DNA

kodujici rezistenci, mize i v takovych potravinach ptetrvavat. Riziko kontaminace tepeln¢



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

¢i mikrobicidné oSetfenych potravin nastava pii jejich skladovani, ptipravé a podavani.

(Samtiya et al., 2022).

I pies dodrzeni ochrannych opatieni a lhit, kdy antimikrobialni latky klesnou pod troven
prahové hodnoty predtim, nez se ze zvifat zpracuji potravinaiské produkty, mohou byt
nékteré¢ rezistentni bakterie v jejich télech stile pfitomny. Jakmile se jednou
antimikrobidlné rezistentni bakterie v organismu usadily, mohou v ném pietrvavat
po dlouhou dobu i poté, co se pfitomnost antimikrobidlni latky v téle stala jiz

nezjistitelnou. (Samtiya et al., 2022).

Roku 2018 Evropsky parlament schvalil Natizeni EU 2019/6 o veterinarnich 1é¢ivych
pripravcich, které uvadi, ze aplikace antibiotik bude mozna jen ve vyjimeénych ptipadech
pouze pro jednotlivd zvifata nebo pro omezeny pocet zvifat. Poddvani antibiotik bude
mozné pouze, pokud bude riziko infekce a infekénich onemocnéni velmi vysoké
se zavaznymi nasledky. Lécba antibiotiky musi byt odiivodnéna a podlozena veterinarni
diagnézou a laboratornim vySetfenim pivodce infekce na jeho citlivost na antibiotika.
Nemocem zvifat by se mélo predchdzet dodrZzenim zésad chovatelské praxe, pouZivanim
osvédcenych vyrobnich postuptl, vakcinaci a podobné (Evropska unie, 2018; Jarolimkova,

2020).
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6 METODY PRUKAZU ANTIBIOTICKE REZISTENCE

6.1 Identifikace grampozitivnich koku

Pro identifikaci grampozitivnich kokd je mozné pouzit pfislusna selektivné diagnosticka
média, Gramovo barveni a biochemické identifikacni tady (napiiklad STAPHYtest

a STREPTOtest).

Ke stanoveni bakterii rodu Staphylococcus aureus se nejcastéji pouzivad Baird Parkertv
agar, ktery obsahuje selektivni slozky (chlorid sodny a teluri¢itan) inhibujici rast
doprovodné mikrofléry. Typické kolonie této bakterie jsou ¢erné nebo cernoSedé barvy,
lesklé, vypouklé se zonou projasnéni. Pro izolaci stafylokok je mozné pouzit doprovodné
i Mannitol salt agar. Selektivitu média zajistuje chlorid sodny, ktery inhibuje vétSinu
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Diferenciace bakterii rodu Staphylococcus
zavisi na schopnosti fermentovat manitol. Fermentace manitolu zplsobi okyselend média,
které zeZloutne. Typické kolonie bakterie rodu Staphylococcus aureus vytvareji na svém

okraji vlivem fermentace manitolu Zluty obrys (Cupakova, Karpiskova a Necidova, 2010).

Pro stanoveni bakterii rodu Enterococcus se pouziva Slanetz — Bartley agar. Selektivni
slozkou média je azid sodny, ktery potlauje rGst gramnegativnich bakterii. Typické

kolonie maji ¢ervenou az cervenohnédou barvu (Cupakova, Karpiskovéa a Necidova, 2010).

Suspektni kolonie ziskané ze selektivné diagnostickych ptd je moZzné konfirmovat pomoci
biochemickych testd. Tyto testy byly vyvinuty pro prikaz biochemické aktivity bakterii.
Princip testu spociva v detekci pritomnosti metaboliti nebo produktd, které vznikaji
utilizaci sacharidli, bilkovin nebo nékterych enzymd, jeZ jsou specifické pro dany druh
bakterii. Diagnostika biochemické reakce, kterd je pozitivni, je zaloZena na zméné barvy
testovaciho média. K barevné zméné dochazi zménou piislusného indikatoru. NejCastéji
vyuzivaji diagnostické soupravy urCené pro diagnostiku zvolené skupiny bakterii.
Souprava zpravidla zahrnuje soubor deseti az dvaceti biochemickych testd.
K vyhodnoceni se pouzivaji diagnostické tabulky a pfislusné pocitacové programy.
Pro identifikaci stafylokokii a mikrokokti se pouzivda STAPHYtest 24 a pro rozliSeni
streptokokt a enterokokit STREPTOtest 24 (Kopecka; Rotkova, 2017).

Po identifikaci a izolaci mikroorganismt je dulezité zjistit jejich antibiotickou citlivost.

Diky tomu miiZeme monitorovat vyskyt a Sifeni rezistentnich bakterii.
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Vystupy analyz antibiotické rezistence poskytuji kvalitativni i1 kvantitativni tdaje.
Z kvalitativniho stanoveni lze zjistit, zda je bakterie vic¢i antibiotiku citlivd nebo
rezistentni. Kvantitativni metody urcuji hodnotu minimalni inhibi¢ni koncentrace. Zjisténé
hodnoty MIC se srovnavaji s breakpointy, coz jsou hrani¢ni hodnoty koncentrace
antibiotika, na jejichz zdklad¢€ je dany bakteridlni kmen povazovan za rezistentni, citlivy
nebo citlivy jen pfi zvySené expozici. Breakpointy jsou mezinarodné piijaté standardy,
které se pravidelné prezkoumavaji a aktualizuji piislusnymi institucemi. V ramci Evropy
na  aktudlnost  breakpointd  dohlizi ~EUCAST  (Evropskych  vybor  pro
testovani antimikrobidlni citlivosti) (Khan, Siddiqui; Park, 2019).

6.2 Difuzni metoda

Mezi difuzni metody je moZné zatadit diskovou difuzni metodu. Jedna se kvalitativni
stanoveni, které je zaloZzeno na inokulaci standardizovanym inokulem mikroorganismi
na povrch Mueller-Hintonova agaru. Nésledné¢ se na povrch média umisti standardni
papirové disky napusSténé antibiotickou latkou. V pribéhu kultivace antibioticka latka
prostupuje z disku do agaru, coz se projevi vytvoifenim kruhové inhibi¢ni zény kolem
disku. Po inkubaci se zméfi velikost inhibicni zony a urci se citlivost mikroorganismu
k dané testované latce. Velikost zony mtze ovlivnit rychlost ristu mikroorganismt nebo
schopnost antibiotické latky prostupovat agarem. Mezni hodnota rezistence je individualni
dle mikroorganismu a pouzitého antibiotika. Pokud je inhibi¢ni zéna mensi nez stanovena
hranice, rozumime tim, Ze antibiotikum nebylo U¢inné a bakterialni kmen je vi¢i nému
rezistentni. V piipad€, Ze je inhibi¢ni zony vétSi neZ stanovend hranice, je dany kmen

na antibiotikum citlivy (Rotkova a Kopecka, 2017; Anonym, 2022).

6.3 Diluéni metoda

Diluéni metody slouzi k prokdzani stupné citlivosti (rezistence) testovanych
mikroorganismu k antibiotickym latkam. Metody jsou ideédlni pro kvantitativni stanoveni
stupné rezistence a hladiny minimalni inhibi¢ni koncentrace. MIC je nejniZsi koncentrace,
kterd viditeln€ inhibuje rlst testovaného mikroorganismu. Ptikladem dilu¢niho stanoveni
je mikrodilu¢ni metoda, kterd se provadi ve sterilnich plastovych destic¢kach. Desticka
obsahuje v jednotlivych jamkidch v Mueller-Hintonove bujéonu rizné koncentrace
antibiotickych latek. Do téchto jamek je pipetovana suspenze testovanych bakterii a poté se
provadi inkubace pti dané teploté. Odecet se provadi pomoci fotometru, zakalena jamka

znaCi rast kmene, ¢ird jamka znamend, ze je bakterialni kmen inhibovan. Minimalni
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inhibi¢ni koncentrace se rovna koncentraci antibiotika v prvni ¢iré jamce. Hodnota MIC se

pak porovna s breakpointy (Foltynova, 2019).

6.4 Molekularni metody stanoveni

Molekuldrni nebo téz genotypové metody pomadhaji rozliSit jednotlivé mechanismy
antibiotické rezistence a jsou ¢im dal cCastéji pouzivanymi metodikami pro stanoveni
antibiotické citlivosti. Pomineme-li vys$i ndklady pii pofizovani pfistroji, piinasi
molekularni metody stanoveni fadu vyhod. Pfedev§im rychlost, identifikace probihaji
pfimo z klinického vzorku pacienta (napiiklad moc), ¢imz se eliminuje dlouha doba
kultivace a minimalizuje se riziko kontaminace vzorku pfi zdlouhavém zpracovavani

v laboratofi. Jedna se také o velice pfesné a citlivé metody (Maugeri, 2018).

Mezi molekuldrni metody fadime polymerazovou fetézovou reakci (PCR), ktera je
zalozend na principu replikace bakterialni DNA. Kopie useku DNA jsou syntetizovany
podle templatové DNA za pomoci enzymu DNA polymeraza. Parovani bazi probiha
na principu komplementarity. PCR probihd ve tfech fazich, denaturace DNA, navazani
primerti a elongace fetézce. Tyto tfi faze se opakuji v n€kolika po sobé jdoucich cyklech.
Béhem prvniho cyklu vznikaji z jedné molekuly DNA dvé kopie. Pokud se takovych cykla
béhem jednoho méfeni provede 25-30, vytvofi se miliony kopii pivodni DNA. Vysledkem
PCR je namnozend templatovda DNA. Proto je tfeba pouZit techniky na vyhodnoceni téchto
vysledkt, napiiklad gelova nebo kapilarni elektroforéza nebo stanoveni sekvence DNA

sekvenovanim (Bartova, 2011).

Pomoci sekvenovani DNA urcujeme potradi nukleotidi v molekule DNA. Pro sekvenovani
bylo vyvinuto velké mnozstvi riznych metod a technik. Z tradi¢nich metod se pouziva
Sangerovo sekvenovani a z modernich metod sekvena¢ni metody druhé generace, které
jsou na rozdil od Sangerovy metody detekovat piidavani bazi jednu po druhé
a zaroven sekvenovat tisice az miliony rozdilnych molekul DNA najednou. Jejich hlavni
nevyhodou oproti Sangeroveé metodé je kratka maximalni délky vyslednych sekvenci, ktera
se pohybuje od 100 do 500 bazi. Sangerova metoda nabizi az 1000 bazi. Nevyhodou
modernich metod je 1 mensi pfesnost a Cast&jSi chyby pii ¢teni. V poslednich nékolika
letech se zaCaly vyuzivat metody sekvenovani treti generace, kde dochazi ke ¢teni signalu
z jediné (pivodni) molekuly DNA. Sekvenacni metody se stile vyvijeji, méni a nckteré

metody zanikaji. Diky novym levnéj$im sekvenanim technologiim mtize byt analyzovano
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velké mnozstvi sekvenacnich dat. Sekvenacni homologie se hledaji v NCBI databazi

pomoci programu BLAST (Kolisko, 2017).
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ZAVER

Cilem prace bylo objasnit a shrnout moznosti prenosu antibiotické rezistence
grampozitivnich kokl izolovanych z dribeze. Ma prace byla vyjimec¢na tim, ze se vénovala
praveé grampozitivnim kokim, piestoze mnohem ¢astéji jsou z driibeziho masa izolovany
gramnegativni bakterie jako Salmonella, Escherichia coli nebo Campylobacter.
Z dolozenych studii se mi podafilo prokazat, Zze v mase mohou byt pfitomny

1 grampozitivni koky a jejich multirezistentni kmeny, které mohou mit nezddouci dopad

na zdravi hostitele, snizovat i¢innost antibiotik, a tim prodluzovat a komplikovat 1é¢bu.

V bakalatské praci jsem se nejprve zabyvala shrnutim dlouhé historie antibiotik. Poté jsem
uvedla pfiklady jednotlivych antibiotik a popsala jejich mechanismy cileni
na mikroorganismy, které spocivaji v inhibici bunécné stény, cytoplazmatické membrany,
proteosyntézy, syntézy nukleovych kyselin a kyseliny listové. Dalsi kapitola pojednava
o antibiotické rezistenci o mechanismech, kterymi se bakterie brani ucinkim
antibiotickych latek. Jsou zde shrnuty principy rezistence vybranych grampozitivnich
kokd, zvolila jsem Staphylococcus aureus a Enterococcus spp. Dalsi kapitola popisovala
zahrani¢ni studie, které se zabyvaly multirezistentnimi kmeny Staphylococcus aureus
a Enterococcus spp. a jejich citlivosti na vybrand antibiotika. Vysledky téchto studii
potvrdily fakt, Ze 1 pfes celosvétové snahy o sniZeni aplikace antimikrobidlnich latek jsou
stale multirezistentni mikroorganismy v dribeZim mase pfitomny. Z masa se Sifi
rezistentni bakterie dal do okoli a dfive nebo pozdé¢ji 1 ptes veSkeré snahy dostanou
do kontaktu 1 s clovékem. Aby bylo moZné si ovéfit, zda je izolovana bakterie
k antibiotiklim citlivd nebo rezistentni, pouZivaji se fenotypové (dilu¢ni a difuzni) nebo

genotypové metody stanoveni, které jsou blize popsany v posledni kapitole.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
AMP ampicilin

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

CIP  ciprofloxacin

¢. Cislo

DNA deoxyribonukleova kyselina

ERY erythromycin

ES Evropské spolecenstvi

EUCAST Evropskych vybor pro testovani antimikrobidlni citlivosti
GEN gentamycin

CHL chloramfenikol

LA-MRSA Livestock associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus
MAC Minimalni antibiotickéa koncentrace

MCB Minimdlni baktericidni koncentrace

MIC Minimdlni inhibi¢ni koncentrace

MRSA methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus

MSSA Staphylococcus aureus citlivy na methicilin

mRNA mediatorova ribonukleova kyselina

NCBI Nérodni centrum pro biotechnologické informace

NIT nitrofurantoin

Q/D  quinupristin-dalfopristin

PBPs penicilin vazebné proteiny

PBP2a penicilin vazebny protein tiidy A

PCR polymerdzova fetézova reakce

RNA ribonukleové kyselina

S Svedberg
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S. aureus Staphylococcus aureus

sp. species

spp.  species (plural)

STR streptomycin

TET tetracyklin

tj. to je

tRNA transferova ribonukleové kyselina
tzv.  tak zvané

USA Spojené staty americké

VAN vankomycin
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