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ABSTRAKT 

Antibiotická rezistence představuje aktuální hrozbu pro lidstvo 21. století. K šíření genů 

determinujících rezistenci dochází především díky nadužívání antibiotik při léčbě infekcí 

nejen v humánní, ale také ve veterinární medicíně. Potraviny živočišného původu, včetně 

drůbežího masa, mohou být rezervoáry rezistentních bakterií a přispívat k jejich šíření 

prostřednictvím potravinového řetězce. Cílem této bakalářské práce bylo sledovat výskyt 

genů blaTEM, blaOXA-7, ereA, sul1, floR, catA1, tet(A), tet(M) a mcr1 v drůbežím mase 

zakoupeném v maloobchodních řetězcích Zlínského kraje. K jejich detekci byla použita 

polymerázová řetězová reakce. Nejčastěji byla detekována přítomnost genů rezistence 

k β- laktamovým antibiotikům, sulfonamidům, tetracyklinům a amfenikolům, nejméně 

k makrolidům a polypeptidovým antibiotikům. Z drůbežího masa bylo navíc izolováno a 

identifikováno 12 bakteriálních kmenů patřících do pěti rodů – Comamonas, Hafnia, 

Kluyvera, Pseudomonas a Serratia. Metodou diskové difuze bylo stanoveno, že všechny 

izoláty jsou rezistentní na makrolidy, velká většina na betalaktamová antibiotika, méně než 

polovina na polypeptidy, tetracykliny a chinolony a tři a méně kmenů bylo rezistentní 

na antibiotika z ostatních skupin. Tato studie naznačuje rozšíření genů antibiotické 

rezistence v chlazeném drůbežím mase, byl také prokázán výskyt multirezistentních bakterií. 

Je potřeba hledat cesty, jak lze šíření antibiotické rezistence zabránit, jelikož multirezistentní 

kmeny mohou mít brzy závažný dopad na veřejné zdraví.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

Antibiotic resistance represents a current threat to humanity in the 21st century. The spread 

of genes determining resistance mainly occurs due to the overuse of antibiotics in treating 

infections not only in human but also in veterinary medicine. Food of animal origin, 

including poultry meat, can serve as reservoirs of resistant bacteria and contribute to their 

spread through the food chain. The aim of this bachelor's thesis was to monitor the 

occurrence of blaTEM, blaOXA-7, ereA, sul1, floR, catA1, tet(A), tet(M), and mcr1 genes in 

poultry meat purchased from retail chains in the Zlín region. Polymerase chain reaction was 

used for their detection. The presence of resistance genes to β-lactam antibiotics, 

sulfonamides, tetracyclines, and amphenicols was most frequently detected, while the least 

resistance was observed to macrolides and polypeptide antibiotics. Furthermore, 12 bacterial 

strains belonging to five genera – Comamonas, Hafnia, Kluyvera, Pseudomonas, and 

Serratia - were isolated and identified from poultry meat. By disk diffusion method, it was 

determined that all isolates were resistant to macrolides, the vast majority to beta-lactam 

antibiotics, less than half to polypeptides, tetracyclines, and quinolones, and three or fewer 

strains were resistant to antibiotics from other groups. This study indicates the spread of 

antibiotic resistance genes in chilled poultry meat, and the occurrence of multidrug-resistant 

bacteria was also demonstrated. It is necessary to seek ways to prevent the spread of 

antibiotic resistance, as multidrug-resistant strains may soon have a significant impact on 

public health. 
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 ÚVOD 

Drůbeží maso vykazuje nárůst v jeho produkci a konzumaci. V důsledku zachování 

bezpečnosti živočišných potravin jsou antibiotika používána v rámci profylaxe a terapie 

infekčních onemocnění hospodářských zvířat. Dříve se používala i jako stimulátory růstu, 

ale Nařízením Evropského parlamentu a rady (ES) č. 1831/2003 byla vymazána z registru a 

tento zákaz vešel v platnost 1. 1. 2006. I přesto se antibiotika nachází ve velkém množství 

nejen v prostředí zemědělské produkce, ale i podzemních vodách, půdě a čističkách 

odpadních vod, kdy se do roku 2050 předpokládá až 65% nárůst koncentrace léčiv 

ve zdrojích pitné vody. Nadměrné užívání antibiotik jak v humánní, tak veterinární medicíně 

může bakterie tvořící mikrobiotu živočišných potravin vystavovat selekčnímu tlaku, který 

umožňuje vznik rezistence. Zpracování a konzumace živočišných potravin tak může 

způsobit přenos a šíření genů rezistence nejen do prostředí, ale také do zažívacího traktu lidí 

i zvířat.  

Antimikrobiální rezistence je schopnost mikroorganismů odolávat účinkům antibiotik. 

Mikroorganismy si vyvinuly různé obranné mechanismy, kterými znemožňují proniknutí 

antibiotika k buněčným cílům. Jedná se především o enzymatickou inaktivaci antibiotika, 

efluxní mechanismy, alternace buněčného cíle nebo snížení permeability buněčné stěny 

a plazmatické membrány. Šíření rezistence probíhá rychlým tempem, což umožnilo vznik 

multirezistentních mikroorganismů. Multirezistentní patogenní mikroroganismy se stávají 

středobodem zájmu, jelikož disponují rezistencí na několik skupin antibiotik. Představují 

riziko pro společnost, jelikož jsou nejčastějšími původci nozokomiálních infekcí, se kterými 

se setkáváme v nemocničním prostředí. Multirezistentní bakterie Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter 

baumannii a Pseudomonas aeruginosa byly Světovou zdravotnickou organizací (WHO) 

uvedeny jako nejčastější bakterie způsobující infekce dolních cest dýchacích, které byly 

v roce 2019 příčinou úmrtí 3,57 milionů lidí.  

Vzhledem k závažnosti této problematiky, se tato práce zabývá zjištěním aktuálního výskytu 

fenotypové a zejména genotypové antibiotické rezistence v drůbežím mase z maloobchodní 

sítě Zlínského kraje.  
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1 ANTIBIOTIKA A ANTIBIOTICKÁ REZISTENCE 

Antibiotická rezistence je aktuálním problémem budoucího fungování medicínského 

a veterinárního sektoru. Každým rokem přibývají druhy bakterií, u nichž se prokázala 

rezistence v důsledku častého vystavení účinkům jednotlivých antibiotik v klinické praxi 

nebo potravinovém řetězci. Experti odhadují, že incidence bakteriálních infekcí 

způsobených multirezistentními (MDR) kmeny v následujících letech rapidně vzroste, s tím 

že v roce 2050 při neschopnosti produkce nových antibiotik dojde k roční úmrtnosti 

10 milionů lidí na komplikace s nimi spojenými [1][2]. Světová zdravotnická organizace 

(WHO) aktuálně uvádí, že Enterobacteriaceae představuje jednu z nejproblematičtějších 

čeledí, kvůli vícedruhové schopnosti produkovat karbapenemázy a β- laktamázy s širokým 

spektrem (ESBL) [3]. Bakterie z této čeledi mohou být rezistentní i na polymixin E [4][5]. 

Dále WHO sdělila, že karbapenem rezistentní Acinetobacter baumanii a Pseudomonas 

aeruginosa patří mezi kritické patogeny, které je nutno potlačit. Situace je ztížená jejich 

hojným výskytem v nemocničních zařízeních. Důležitou součástí prevence šíření těchto 

kmenů je obsáhlý screening, epidemiologická opatření a vývoj nových účinných látek [3]. 

Vývin nových antibakteriálních látek je klíčový ke snížení počtu narůstajících infekcí, které 

nejsou dostupná antibiotika schopna léčit. Americký úřad pro kontrolu potravin a léčiv 

(FDA) v roce 2018 schválil nové terapeutické možnosti – plazomicin, eravacyklin, 

sarecyklin, omadacyklin a rifamycin [6]. Plazomicin představuje nové semisyntetické 

aminoglykosidové antibiotikum, které působí dokonce proti některým zástupcům čeledi 

Enterobacteriaceae rezistentních na karbapenem [7]. 

1.1 Betalaktamová antibiotika 

Betalaktamová antibiotika jsou nejvíce používanou skupinou antibiotik, kdy ve Spojených 

státech tvořila 65 % všech předepsaných receptů [8]. Je tomu tak kvůli jejich mírné toxicitě.  

Ve struktuře mají typický čtyřčlenný betalaktaamový kruh. Řadíme k nim cefalosporiny, 

karbapenemy, monobaktamy a peniciliny. Jejich baktericidní účinek spočívá v přerušení 

syntézy buněčné stěny výsledkem kovalentní vazby na serinové aktivní místo penicillin-

binding proteinů (PBP) [8]. Tyto proteiny jsou transpeptidázy nebo karboxypeptidázy 

katalyzující zesíťování peptidoglykanu buněčné stěny [8][9]. Příčinou vazby betalaktamů je 

následná autolýza buňky.  
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Rezistence na tento mechanismus vzniká různými způsoby. Nejčastěji se jedná o expresi 

a produkci β-laktamáz, které zabraňují navázání antibiotika na penicilin vázající protein 

(PBP). Karbapenemázy používají kationty Zn2+ k hydrolýze β-laktamového kruhu a jeho 

inaktivaci, kdežto β-laktamázy třídy A, C, D využívají k hydrolýze serin jako nukleofil 

[10][11]. Dalšími způsoby jsou modifikace efluxní pumpy nebo mutace, které mění funkci 

porinů nebo samotných penicilin vázajících proteinů.  

Gen blaOXA-7 nese informaci k produkci oxicillinázy patřící do β-laktamáz třídy D. 

Hydrolyzují oxacillin, meticilin a cloxacilin. Oxacillinázy mohou být inhibovány chloridem 

sodným (NaCl) nebo kyselinou klavulanovou [12][13]. Gen blaTEM kóduje enzym TEM-1 

patřící do třídy A, které produkují širokospektré β-laktamázy (ESBL). Hydrolyzují 

peniciliny, cefalosporiny všech generací a monobaktamy. Mají stejnou citlivost ke kyselině 

klavulanové jako β-laktamázy třídy D [14]. Specificky karbapenemová antibiotika jsou 

používána jako volba první instance při léčbě infekcí. Největším nebezpečím jsou pak 

zástupci čeledi Enterobacteriaceae produkující karbapenemázu, jako např. Klebsiella 

pneumoniae, u kterých byla zaznamenána produkce karbapenemázy (KPC) 

a metalo- β- laktamázy využívající Zn2+ jako kofaktor namísto serinového zbytku pro 

nukleofilní útok β- laktamového kruhu [15][16]. Ze všech zástupců této čeledi jsou nejvíce 

ohrožujícími bakteriemi Klebsiella spp., Escherichia coli a Enterobacter spp. [13]. Dále byl 

tento typ rezistence zjištěn také u zástupců z jiných čeledí, a to u bakterií Enterococcus 

faecium, Acinetobacter baumanii a Pseudomonas aeruginosa [13][17]. 

Aktuální míra rezistence u Escherichia coli na cefalosporiny třetí a čtvrté generace rychle 

stoupá. V roce 2023 byl pro E. coli hlášen medián ze 76 zemí ve výši 42 % vůči 

cefalosporinům třetí generace. Stav u bakterie Staphylococcus aureus byl pouze o 7 % nižší 

[18]. Při studiu rezistence představuje modelový mikroorganismus E. coli, kvůli jejímu 

výskytu ve střevním traktu, který představuje ideální místo pro přenos genů mezi 

patogenními druhy. 

1.2 Makrolidy 

Makrolidy jsou složené z laktonových kruhů s navázanými deoxy cukry [19]. Působí 

baktericidně a mohou představovat náhradu za betalaktamová antibiotika. Nejvíce 

používanými antibiotiky jsou erytromycin, klaritromycin a azitromycin. Používají se hlavně 

při léčbě infekcí spojených s gramnegativní bakterií Helicobacter pyroli [20] nebo 
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při atopické pneumonii způsobené Mycoplasma pneumoniae či Legionella pneumophila 

[21; 22]. 

Makrolidy inhibují aparát zodpovědný za syntézu proteinů. Reverzibilně se navážou 

na bakteriální ribozomální podjednotku 50S, čímž znemožní translaci mRNA inhibicí 

peptidyltransferázy [19][23].  

Determinantou makrolidové rezistence je ereA gen, který nese informaci pro expresi 

erytromycinesterázy (EreA), hydrolyzující makrolaktonový kruh. Dalšími jsou geny erm (A, 

B, C), které modifikují ribozomální cíl 23S rRNA metylací, nebo msrA specifický 

pro efluxní mechanismus [24][25]. Výskyt těchto genů u drůbežího masa není ojedinělý. 

Garofalo a spol. zjistil vysoký nález ermB genu u celkové DNA izolované z kuřecího masa 

[26].  

1.3 Sulfonamidy 

Sulfonamidy jsou širokospektrální chemoterapeutika obsahující ve struktuře skupinu 

SO2NH2. Čína společně s Evropskou unií (EU) patří mezi nejvyšší spotřebitele zmíněných 

chemoterapeutik při léčbě zvířat [27][28]. Hojně se používají jako antiparazitika 

a antipyretika [29]. Dále jsou využívány pro svou diuretickou aktivitu při léčbě močových 

infekcí [30][31]. 

Baktericidní účinek sulfonamidů spočívá v kompetitivní inhibici kyseliny 

p- aminobenzoové (PABA), která se podílí na syntéze kyseliny listové. Kyselina listová je 

důležitým substrátem, který je potřebný během syntézy DNA. Zajišťuje také její ochranu 

před endonukleázovou aktivitou pomocí metylace [29] [32]. Jestliže dojde k záměně PABA 

navázané v enzymu dihyrdopteroátsyntetáza (DHPS) za sulfonamidy, zastaví se tvorba 

dihydrofolátu potřebného k syntetickým reakcím kyseliny listové. Její nedostatek v buňce 

zastaví replikaci DNA [29][30]. Sulfonamidy působí zejména na grampozitivní bakterie, 

ale také na gramnegativní: Klebsiella sp., Escherichia sp., Salmonella sp. a Enterobacter sp. 

[29][30]. 

Rezistence k sulfonamidům je dána geny sul1 až sul3, které exprimují DHPS s nižší afinitou 

pro sulfonamidy [27][33]. Prevalence genů sul1 v půdě získané z drůbežích farem 

v jihovýchodní Číně koreluje s přítomností rodů Bacillus, Pseudomonas a Shigella [27]. 

Sulfonamidy nepůsobí inhibiční aktivitou proti Pseudomonas aeruginosa a Serratia sp. 

[29][30].  



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 15 

 

1.4 Amfenikoly 

Ze skupiny amfenikolů je chloramfenikol jediným zástupcem, který se v současné době 

předepisuje v humánní medicíně, i přes jeho toxické účinky spojené s alergickými reakcemi. 

Kvůli jeho nežádoucím účinkům je používán při ojedinělých případech. Chloramfenikolem 

se léčí oční infekce nebo břišní tyfus a skvěle působí proti bakteriální meningitidě způsobené 

Haemophilus influenzae [34; 35]. Ve své struktuře obsahuje p – nitrofenylový kruh, který je 

spojen s dichloracetylem pomocí 2- amino- 1,3- propandiolu. Chloramfenikol 

se reverzibilně váže na aminoacylovou část tRNA v místě A ribosomální podjednotky 50S. 

Znemožní se tak interakci tRNA a peptidyltrasnferázy. Následkem je přerušení syntézy 

proteinů [35; 36].  

Gen catA1 je šiřitelem rezistence k chloramfenikolu. Derivát chloramfenikolu florfenikol, 

který je určen pouze pro veterinární praxi, se liší od chloramfenikolu ve dvou skupinových 

substitucích. Nitro skupina (-NO2) chloramfenikolu je nahrazena sulfometylovou (-SO2CH3) 

a hydroxylová skupina fluorovou [37]. Rezistence florfenikolu je determinována genem 

floR. Byla zjištěna především u bakterií, které způsobují respirační onemocnění zvířat [38; 

39]. Gen catA1 kóduje enzym – chloramfenikol acetyltransferázu typu A, který převádí 

acetylovou skupinu z acetyl-S-CoA na 3‘ hydroxylovou skupinu chloramfenikolu. Vzniklá 

molekula 3- acetoxychloramfenikol není schopna navázání na ribozom a přerušení syntézy 

proteinů [40]. Gen byl zaznamenán především u bakterií Acinetobacter spp. z odpadních vod 

farmaceutických zařízení nebo v malém množství u kolistin rezistentních Escherichia coli 

získaných z drůbežího masa [41; 42]. Výskyt genu floR byl hlášen u patogenních Salmonella 

enterica subsp. enterica Sérovar Typhimurium, Vibrio cholerae a Klebsiella pneumoniae 

[43]. V Nigérii byl zjištěn výskyt floR v izolátech z pitné vody u rodů – Pseudomonas spp., 

Serratia spp., Acinetobacter spp. a především Proteus spp. [44].  

1.5 Tetracykliny 

Tetracykliny jsou širokospektrální bakteriostatická antibiotika. Používají se k léčbě 

bakteriálních infekcí, především skvrnitého tyfu způsobeného bakterií Rickettsia prowazekii 

nebo leptospirózy či brucelózy [45]. Všeobecně se preferují tetracykliny druhé generace, 

jako je minocyklin potlačující nozokomiální infekce Acinebacter baumanii [46]. 

Tetracykliny se do roku 2006 v EU používaly jako přísada krmiv pro stimulaci růstu zvířat 

[47]. I když tetracykliny v letech mezi 2019 až 2021 zaznamenaly trend nižší spotřeby 
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u 26 z 27 členských států EU (kromě Bulharska), Islandu a Norska, vzniklá rezistence a její 

mechanismy představují předmět neustálého studia [48]. 

Mechanismus působení tetracyklinů spočívá ve schopnosti procházet skrz poriny (OmpF 

a OmpC) vnější membrány gramnegativních bakterií v návaznosti s kationtem hořčíku. 

Utvořený kladný komplex uvolní tetracyklin do cytoplazmy, který se prostřednictvím 

protonové hybné síly dostane až k vazebnému místu, které se nachází na 30S ribozomální 

podjednotce RNA [47]. Návaznost antibiotika je reverzibilní a zabraňuje specifické vazbě 

aminoacyl-tRNA k ribozomálnímu akceptoru A [45; 47]. Vazbou na ribozom ztrácí buňka 

schopnost proteosyntézy.  

Vzniklé mechanismy rezistence byly nalezeny u genů tet (A, B, C, D, G), které jsou 

asociovány s mechanismem membránových Tet-efluxních pump. Gen tetA kóduje TetA 

protein spadající do Major Facilitator Superfamily (MFS) membránových transportérů 

závislých na elektrochemickém gradientu – hybné síle protonů [49]. TetA efluxní pumpa 

čerpá komplex tetracyklin-hořčík z cytosolu do periplazmatického prostoru a následně mimo 

buňku [50]. Snižuje se tak koncentrace tetracyklinu uvnitř buňky a jeho návaznost 

na ribozom neproběhne – proteosyntéza zůstane zcela funkční. Další mechanismus 

rezistence je zprostředkován geny tet (O, M, S, T, Q, P, W) kódující ribozomální ochranné 

proteiny (RPP). Tyto proteiny znemožňují vazbu tetracyklinu na 30S ribozomální 

podjednotku jeho uvolněním z vazebného místa A za přítomné GTP hydrolýzy [51; 52]. 

Geny tet se poprvé objevily u čeledí Enterobacteriaceae a Pseudomonadaceae. Přesto 

se mohou nacházet i u zástupců z rodů – Nesseria, Haemophilus a Vibrio [47]. Geny tet (L, 

M, O, A, K, Q) se hojně vyskytují v mikrobiotě kuřecího masa [53]. Dokonce i v syrovém 

mléce byl detekován gen tet(M) [54]. 

1.6 Polypeptidová antibiotika 

Jedná se o kationtová lipopeptidová antibiotika narušují membránu gramnegativních 

bakterií. Mají významný baktericidní účinek a považují se za sekundární antibiotika 

používané k léčbě MDR kmenů gramnegativních bakterií. Strukturálně jsou uspořádány 

do cyklického heptapeptidu s tripeptidovým postranním řetězcem, který je navázán 

na řetězec mastných kyselin [55][56]. Polymyxiny byly poprvé objeveny u bakterie 

Paenibacillus polymyxa subs. colistinus [57]. V současné době jsou komerčně dostupné dva 

druhy polymyxinů: polymyxin B a polymyxin E (kolistin) [58]. Vzájemně se odlišují pouze 
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v jednom aminokyselinovém zbytku peptidového kruhu. U polymyxinu E je nahrazen 

D- fenylalaninový zbytek za D-leucinový [57]. 

Mechanismus jejich účinku spočívá v navázání kladně nabitého polymyxinu na záporně 

nabitý nasycený řetězec lipidu A, který je van der Waalsovými silami propojen s vnější 

membránou. Dojde k vytěsnění Mg2+ nebo Ca2+ kationů, zodpovědných za vaznost 

na lipopolysacharid (LPS) a jeho celkovou stabilitu. Integrita vnější i vnitřní buněčné 

membrány se poškodí a vede ke destabilizaci, a tím zvýšením permeability. Následkem je 

pak vylití buněčného obsahu a usmrcení buňky [58][55]. Kolistin působí 

na: Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a další 

Enterobacteriaceae [59][58][55]. 

Opětovné nasazení kolistinu při léčbě infekcí způsobilo příliv globální rezistence. 

Escherichia coli představuje významný indikátor při sledování výskytu antibiotické 

rezistence. Její izoláty z hospodářských zvířat v současných letech vykazují 21% míru 

rezistence, Klebsiella pneumoniae dokonce 75% [4]. 

Je tomu tak vznikem různých mechanismů působících proti polymyxinům. Nejběžnější 

je modifikace LPS přidáním 4-amino-4-deoxy-L-arabinózy (LAra4N) k fosfátové skupině 

lipidu A. Sníží se tak jeho negativní náboj a pravděpodobnost navázání polymyxinu. 

Biosyntéza a přenos LAra4N na lipid A je zprostředkován geny v operonu arn. Obdobná 

biosyntéza byla už pozorována u bakterií Pseudomonas aeruginosa a Yersinia pestis [55] 

[60]. Další modifikací je zvýšení produkce pouzdrového polysacharidu u Klebsiella 

pneumoniae [55]. Naopak přirozenou vnitřní rezistencí disponují: Serratia marcescens, 

Edwardsiella spp. Providencia spp., Burkholderia cepacia a některé druhy Aeromonas 

[58][59]. 

Nejběžněji se však vyskytuje mobilní gen nesoucí rezistenci na kolistin (mcr- 1) detekovaný 

u druhů Enterobacteriacceae, Escherichia coli, Salmonella enteritica, Kluyvera ascorbata. 

Gen mcr-1 je přítomen na rezervoárových plazmidech IncI2, IncHI2 a IncX4 [61]. Tento 

gen kóduje enzym MCR-1 patřící mezi fosfoetanolamin transferázy. Dochází k přenosu 

fosfoetanolaminu na lipid A za snížení jeho afinity vůči polymyxinům [62]. Podle Gelbíčová 

a spol. byl gen mcr-1 detekován ve 21 % při screeningu celkové DNA krůtího masa a jater 

z různých zemí EU. Naopak četnost výskytu mcr- 1 až mcr-5 genů u vzorků kuřecího masa 

a jater byla negativní nebo v malém množství [63]. Za zmínku stojí také fakt, že gen mcr10 

byl identifikován v lidském, tak i kuřecím střevním mikrobiomu.  
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1.7 Způsoby šíření rezistence na antibiotika 

Přenos rezistence se váže na prostředí odpadních vod, potravin, humánní i veterinární 

medicínu a zemědělství. Rezistence je způsobena především horizontálním přenosem 

rezistenčních genů vyskytujících se v extrachromozmálním genetickém materiálu 

(plazmidech), nebo pomocí transpozonů [64]. 

Plazmidy jsou genetické mobilní elementy vyskytující se v jedné či mnoha kopiích a jsou 

schopny autonomní replikace cyklické dsDNA. Nesou geny rezistence, které jsou pro buňku 

postradatelné a nezávisí na nich důležité procesy. Geny mají vlastní specifičnost a způsob, 

jakým se fenotypicky projeví v hostitelské buňce, jestliže dojde k jejich přenosu – většinou 

inaktivují účinnost antibiotik [65]. Plazmidy představují důležité vehikulum pro šíření 

rezistence. Je známo mnoho druhů plazmidů: epizomální plazmidy, které se reverzibilně 

integrují crossing-overem do chromozomu cílené buňky a způsobí tak rekombinaci; 

kolicinogenní plazmidy, produkují bakteriociny; R plazmidy nesoucí geny antibiotické 

rezistence. Existují i kryptické plazmidy, které se fenotypicky nijak neprojeví a jejich funkce 

nebyla podrobně popsána [66] [67].  

Transpozony jsou DNA sekvence lišící se od plazmidů svou neschopností autonomní 

existence. Jsou schopny přemisťovat část genetického informace mezi bakteriálním 

chromozomem a plazmidem. Zmíněný přenos je buď v téže buňce, nebo v rámci jiné [68]. 

Rozvoj rezistence také záleží na frekvenci spontánních nebo indukovaných mutací v různých 

lokusech chromozomu. Genová mutace představuje jakoukoliv změnu sekvence bází 

v DNA. Většinou dochází ke změně jednoho páru bází (bodová mutace), nastane tak 

transverze nebo tranzice. Často dochází také k deleci a inzerci. Jestliže se zkoumá populace 

bakterií, bere se zřetel na frekvenci mutace, která udává pravděpodobnost jejího vzniku 

po každém dělení buňky [66]. Děje se tak například u perzistentní grampozitivní bakterie 

druhu Mycobacterium tuberculosis [69]. Má relativně vysokou frekvenci spontánních 

mutací pro rezistenci na rifampicin pohybující se v rozmezí 10-8 až 10-7 [70] [71].  

Nejdůležitější je však horizontální přenos genů antibiotické rezistence, který probíhá třemi 

metodami: transformací, transdukcí a konjugací. 

1.7.1 Transformace 

Jedná se o přenos genu, který probíhá mezi dárcovskou buňkou a recipientní, aniž by došlo 

k jejich kontaktu. Prvně byla pozorována u grampozitivní bakterie Streptococcus 
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pneumoniae a je mechanismem s nejvyšší frekvencí rekombinací. Probíhá vniknutím externí 

DNA do cytoplazmy hostující buňky přes vnější a následně vnitřní membránu, což umožní 

její integraci do genomu a homologní rekombinaci [72]. Tímto způsobem získá 

transformovaná buňka nové vlastnosti – nejčastěji rezistenci vůči antibiotiku. Homologní 

rekombinace je omezena na jedince stejného nebo příbuzného druhu, v důsledku přítomnosti 

nutných homologních úseků. Na druhou stranu přenos plazmidů, které fungují jako 

autonomní jednotka uvnitř hostitelské buňky, není druhově omezen. Je známo několik 

přirozeně kompetentních transformovatelných bakterií: Acinetobacter baumannii, 

Acinetobacter baylyi, Vibrio cholerae, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas 

fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus sp., Agrobacterium sp. a Staphylococcus sp. 

[72; 73].  

1.7.2 Transdukce 

Transdukce se od transformace odlišuje přítomností virového vektoru – bakteriofága. 

Bezkontaktnost je zprostředkována intracelulárním bakteriálním parazitem, který 

horizontálně přenáší geny rezistence na antibiotika z jedné buňky na druhou. Děje se tak 

vniknutím fága do bakteriální buňky, kde se množí a štěpí hostitelskou chromozomální DNA 

na fragmenty. Fragmenty DNA se enkapsidují – vzniknou transdukční částice, které 

se přenesou infekcí na novou recipientní buňku [74]. Mohou se rekombinovat 

do chromozomu hostitelské buňky. Dále se přenesený fragment nemusí rekombinovat a 

pouze se replikuje do jedné dceřiné buňky nebo se přenese celý plazmid, který se replikuje 

v hostitelské buňce a přechází do obou dceřiných buněk. Nejčastěji probíhá transdukce 

u bakterií – Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Shigella sp. [75]. 

1.7.3 Konjugace 

Konjugace je jediná metoda přenosu genetické informace, kdy dochází k přímému kontaktu 

mezi donorovou a recipientní buňkou. Poprvé byla pozorována u Escherichia coli. Donorová 

buňka nese sekvenci DNA – fertilní faktor, který je potřebný ke správnému průběhu 

konjugace [76; 77]. Kóduje pilus, který provádí iniciální kontakt mezi buňkami a umožňuje 

přenos genetické informace ve formě plazmidů nebo malé cirkulární DNA přes vytvořený 

cytoplazmatický můstek [75]. V mnoha případech slouží konjugace pro přenos F-plazmidů 

(fertilního faktoru), který se může včlenit do chromozomu hostitelské buňky a předat mu 

informaci potřebnou pro uskutečnění další konjugace. Konjugace byla pozorována např. 

u Escherichia coli, Shigella sp., Proteus sp., Bacillus sp. a Enterococcus faecalis [78]. 
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1.8 Multirezistence 

Neuvážlivé předepisování antibiotik ve zdravotnictví i hospodářství v rámci profylaxe zvířat 

vedlo ke vzniku multirezistentních kmenů a podpoře jejich šíření. Bakterie jsou neustále 

vystavovány selektivnímu tlaku a dokážou se rychle adaptovat. Ke vzniku tohoto tlaku 

dochází například při předčasném vysazení antibiotik během léčby infekce. 

Neopomenutelným zdrojem antibiotické rezistence jsou také čistírny odpadních vod (ČOV). 

Představují ideální prostředí, kde se bakterie vystavují antibiotickým reziduím a přenosu 

genů [79]. Odpadní vody obsahují bakterie z enviromentálního, lidského a zvířecího 

prostředí, které mohou nést geny rezistence [79]. 

Multirezistentní kmeny vykazují odolnost vůči několika antibiotikům zároveň. Mohou být 

rezistentní na antibiotika s obdobnou strukturu – tzv. zkřížená rezistence. V případě 

mnohočetné rezistence na antibiotika odlišující se v chemické struktuře, mají bakterie 

v důsledku hromadění ARG různé obranné mechanismy. U MDR kmenů se musí často volit 

kombinovaná terapie [80].  

V publikaci Murray a spol. zjistili, že úmrtnost pacientů na infekce dolních cest dýchacích 

byly v roce 2019 nejvíce spojovány s následujícími rezistentními patogeny – Escherichia 

coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii a Pseudomonas aeruginosa [81]. Právě MDR patogenní bakterie 

představují největší riziko. Dobře popsán byl grampozitivní meticilin-rezistentní 

Staphylococcus aureus (MRSA), který je zároveň odolný vůči gentamycinu, ciprofloxacinu, 

erytromycinu a tetracyklinu [80]. V reakci na tuhle skutečnost se používají 

protistafylokoková antibiotika a chemoterapeutika – nejčastěji vankomycin. Glykopeptidové 

antibiotikum vankomycin však nepůsobí na vankomycin-rezistentní enterokoky (VRE), 

způsobující infekce močových cest [80]. U MDR Enterobacteriaceae se nejčastěji 

setkáváme s produkcí β-laktamáz s rozšířeným spektrem (ESBL) a karbapenemáz. Světová 

zdravotní organizace (WHO) zveřejnila v roce 2017 seznam bakterií, pro které je urgentní 

potřeba vývoje nových léčiv. Karbapenem rezistentní a ESBL produkující 

Enterobacteriaceae byly zařazeny do prvotní kritické skupiny [3]. Zmíněné multirezistentní 

bakterie se vyskytují především v lidském organismu, ale v posledních letech se hojně 

izolují také ze zvířat, masa a masných výrobků [82; 83]. Byl zaznamenán značný výskyt 

v drůbežích chovech. Z rakouské studie podle Zarfel a spol. byly z kuřecího masa izolovány 

ESBL E. coli, které obsahovaly geny blaSHV-12, blaCTX-m-1 a blaTEM. Většina izolátů E. coli 

měla potvrzenou fenotypovou multirezistenci na glykosidy, karbapenemy 
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a ciprofloxacin [82]. Bakterie Enterococcus faecium obsahovaly geny vanA a byly 

rezistentní na vankomycin. Bakterie z rodu Staphylococcus (S. fleurettii, S. sciuri, 

S. vitulinus) obsahovaly geny mecA a vykazovaly rezistenci pouze na penicilin a cefotaxim 

[82]. 
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2 MIKROBIOTA DRŮBEŽÍHO MASA 

Drůbež představuje jeden z nejdůležitějších zdrojů masa na světě, což v roce 2020 dokazuje 

40% zastoupením v celosvětové produkci masa [84]. Produkce a konzumace drůbežího masa 

nadále stoupají, tudíž jsou kladeny i vysoké nároky na jeho kvalitu a nezávadnost, čehož 

se dosahuje používáním antibiotik v rámci profylaxe a léčbě infekčních onemocnění 

drůbeže. Nevýhodou přílišného používání antibiotik je výskyt jejich reziduí ve finální 

živočišném produktu, podzemních vodách, půdě nebo krmivech. Z tohoto důvodu 

představují potraviny živočišné produkce zdroj genů antibiotické rezistence v potravinovém 

řetězci a nepřímo je mohou šířit na člověka [85]. 

Antibiotický rezistom drůbežího masa představuje všechny geny antibiotické rezistence 

napříč jeho celou mikrobiotou. Studie podle Li spol. zjistila celkově 132 přítomných genů 

rezistence na 10 antibiotických tříd ve vzorcích syrového kuřecího masa. Většina 

detekovaných genů byla spojována s rezistencí na aminoglykosidy a β-laktamová antibiotika 

[86; 87]. Další studie z Číny zjistila vysoký výskyt genů rezistence na tetracykliny, 

aminoglykosidy a erytromycin z kuřecích výkalů [88]. Wang a spol. uvádí vysokou četnost 

genů rezistence vůči aminoglykosidům, MLS (makrolid-linkosamidy-streptogramin) 

a  β- laktamovým antibiotikům v prostředí drůbežích farem [89].  

Rezistom se dá zkoumat pomocí molekulárních metod – konvenční a multiplex PCR, qPCR 

(quantitative PCR), RT-PCR (real time – PCR), PCR-RFLP (PCR – resctriction fragment 

lenght polymorphism) a microarray [90]. Nejleší metodou studia rezistomu je však 

metagenomika, která dokáže sekvenovat celý přítomný mikrobiom [90]. Spektrum genů 

antibiotické rezistence úzce souvisí s přítomnou mikrobiotou [85]. 

Mikroflóra se během procesu zpracování drůbeže od vykrvácení až po finální produkci 

neustále mění. Během každého kroku zpracování jatečního těla se musí dodržovat přísné 

hygienické postupy. Celý proces je shrnut do sedmi kroků – doprava, porážka, opaření, 

eviscerace, mytí, chlazení a porcování. Proteobacteria představují převažující mikrobiotu 

drůbežího masa a zároveň významně ovlivňují jeho kvalitu. Jedná se především o rody 

Pseudomonas, Acinetobacter a Enterobacteriaceae [91; 92]. V průběhu dalších 

zpracovatelských postupů se však počty bakterií zvyšují co do počtu i rozmanitosti. 

Eviscerace (vyjmutí vnitřních orgánů) je důležitým kontrolním bodem kontaminace 

rezistentními patogeny rodů Campylobacter, Salmonella a Escherichia. Je nutné zamezit 
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kontaktu obsahu slepého střeva s povrchem drůbežího masa, protože představuje rezervoár 

výskytu zmíněných bakteriálních rodů způsobujících alimentární infekce [91; 93].  

Campylobacter jejuni způsobuje kampylobakteriózu – zánětlivé průjmy s horečkou, která 

má podobnou četnost výskytu v letních měsících jako salmonelóza. Nejčastěji se průběh 

infekce zmírní makrolidy [94]. Salmonella enteritica subs. enterica sérovar Enteritidis anebo 

Salmonella enterica subs. enterica sérovar Typhimurium jsou původci salmonelózy. 

Projevuje se nauzeou, zvracením, průjmem a horečkou [95]. Těmto infekcím lze zamezit 

správným tepelným opracováním a zacházením s drůbežím masem. Vyjímaje možnou 

přítomností patogenních bakterií, mikrobiota drůbežího masa má rozmanitý charakter. 

Variabilita mikrobiota drůbežího masa je závislá na určitém ročním období. Podle Kim 

a spol. byla mikrobiota v syrovém nebaleném kuřecím mase variabilnější a přítomna 

ve vyšším množství, kdy v červenci převládaly bakterie z kmene Firmicutes, kdežto v lednu 

to byly bakterie z kmene Proteobacteria [92; 96]. Je to nejspíš způsobeno specifickými 

teplotami a přístupem kyslíku, kterým jsou bakterie na povrchu masa vystavovány. 

Nejčastěji čerstvé chlazené drůbeží maso obsahuje – Pseudomonas sp., zástupce čeledi 

Enterobacteriaceae, Lactobacillus sp., Acinetobacter sp. a Brochothrix thermophacta [91; 

97]. Dále byl ve vzorcích kuřecích prsou identifikován výskyt zástupců rodů Yersinia, 

Serratia, Hafnia, Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Buttiauxella či Erwinia [86]. 

2.1 Řád Enterobacterales 

Řád Enterobacterales se nově od roku 2016 dělí na čeledě: Enterobacteriaceae, 

Budviciaceae, Erwiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae, Pectobacteriaceae 

a Yersiniaceae [98].  

Čeleď Enterobacteriaceae jsou gramnegativní, nesporulující tyčky o délce 1–6 μ a o šířce 

0,4– 1 μ [99]. Jsou úzce spjaty druhovou příbuzností a v rámci taxonomie představují čeleď 

s největší rozmanitostí. Mohou mít peritrichální bičíky (Shigella sp., Klebsiella sp.) nebo 

jsou nepohyblivé. Vyznačují se fakultativně anaerobním růstem. Přirozeným prostředím je 

tlusté střevo teplokrevných zvířat a člověka jako součást mikroflóry. Dále se vyskytují 

v půdě, vodě a rozkládajících materiálech. Jsou oxidáza-negativní a kataláza-pozitivní. 

Dokážou redukovat nitráty na nitrit a fermentují glukózu za tvorby kyselin a plynů [100]. 

Do čeledě Enterobacteriaceae se řadí mnoho druhů, nejznámějšími jsou – Citrobacter, 

Cronobacter, Enterobacter, Escherchia, Klebsiella, Kluyvera, Salmonella a Shigella [101]. 

V rámci Enterobacteriaceae se definuje skupina koliformních bakterií klasifikující 
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se na základě rychlé fermentace laktózy – Citrobacter, Escherichia coli, Enterobacter 

a Klebsiella [102]. Představují indikátory fekálního znečištění potravin, povrchových 

a podzemních vod. U nefermentujících druhů jako Salmonella a Shigella je pozorována 

vyšší virulence. Kluyvera intermedia je ubikvitní a byla izolována z lidské stolice a střev, 

odpadních vod i potravin. Byly u ní nalezeny karbapenem a kolistin rezistentní 

geny – blaKPC-2, blaKPC-3, mcr10.1, mcr1.1 a mcr9.2. Escherichia coli má multirezistentní 

charakter a může obsahovat hodně ARG [103; 104]. 

Hafniaceae je taxonomicky malá čeleď. Obsahuje rody Hafnia a Edwardsiella [98; 105]. 

Jedná se o fakultativně anaerobní tyčinky. Rod Hafnia má negativní test na indol, citrát 

a metylovou červeň. Jediný pozitivní má Voges Proskauerův test pro detekci 

3- hydroxybutan-2-onu [106]. Mezi nejznámější zástupce rodu Hafnia patří Hafnia alvei, 

kterou lze izolovat z potravin, vody, půdy a gastrointestinálního traktu savců i lidí [107]. 

Vyskytuje se v potravinách živočišného původu, zejména v mase – mletém hovězím, 

vakuově baleném hovězím a vepřovém. Dále se vyskytuje v mléčných výrobcích, sýrech 

dokonce i v medu [107; 108]. Hafnia alvei představuje oportunní lidský patogen. Existují 

případy, kdy Hafnia alvei způsobila střevní infekce, které nejsou však časté [109]. 

Do povědomí se dostala, když u ní byla pozorována rezistence na karbapenemy v důsledku 

nedostatku proteinu OmpK36, určujícího permeabilitu vnější membrány [110; 109]. O 13 let 

později byla zaznamenána první zpráva o Hafnia alvei, která byla rezistentní vůči 

aminopenicilinům a cefalosporinům první generace, protože produkovala β-laktamázu 

OXA-48 [109]. Rezistenci s největší pravděpodobností získala horizontálním přenosem 

genů z Enterobacter cloacae, pro kterou je typická terapie karbapenemy [109].  

Bakterie čeledi Yersiniaceae jsou o něco větší čeledí oproti Hafniaceae. Mají fakultativně 

anaerobní charakter růstu a neprodukují sirovodík. Zastupují ji typové rody Serratia 

a Yersinia [98]. Bakterie rodu Serratia jsou všudypřítomné, pohyblivé s pozitivním 

citrátovým a Voges Proskauerovým testem. Nejsou schopné přeměnit tryptofan na indol 

a reagují variabilně na metylčerveňový test [106]. Jsou typické produkcí deoxyribonukleázy, 

lipázy a želatinázy. Nejvíce se setkáváme s následujícími druhy – Serratia marcescens, 

Serratia grimesii, Serratia liquefacines, Serratia fonticola atd. Typovým druhem je Serratia 

marcescens, která produkuje červený pigment prodigiosin, kterého si lze povšimnout 

při tvorbě biofilmu [111]. Vyskytuje se v půdě, vodě a ve vlhkém prostředí. Jedná 

se o oportunní lidský i zvířecí patogen. Izoláty Serratia marcescens z nemocničních 

prostředí vykazují multirezistenci, jelikož disponují rezistencí na ampicilin, první a druhou 
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generaci cefalosporinů, makrolidy, tetracykliny, peniciliny a kolistin [112; 113; 114]. Může 

způsobit nozokomiální infekce dýchacího traktu u lidí s oslabeným imunitním systémem. 

Poměrně účinně na ni zabírá piperacilin [115]. I přesto byla v roce 2017 zařazena podle 

WHO mezi problémové bakterie, pro které je nutno nalézt novou antimikrobiální látku [3]. 

Serratia fonticola se běžně vyskytuje u zvířat a není častým lidským patogenem. Stejně jako 

S. marcescens ji lze izolovat z trusu ptáků, vody a půdy [116; 117]. Také byl 

prokázán přenos rezistentních genů na jiné bakterie a může vykazovat i multirezistenci 

[117]. Serratia grimesii je spojována s produkcí grimelysinu, což je metaloproteáza podobná 

proteáze ECP32 od Escherichia coli, která hydrolyzuje aktin [118].  

2.2 Řád Pseudomonadales 

Řád Pseudomonadales se větví na několik čeledí – Moraxallaceae, Pseudohongiellaceae, 

Ventosimonadaceae a Pseudomonadaceae [119]. Nejpočetnější čeleď představuje 

Pseudomonadaceae. Řadí se mezi gramnegativní nefermentující aerobní tyčky o délce 

1– 3 μ a tloušťce 0,8 μ [120]. Mají pozitivní oxidázovou i katalázovou aktivitu a polární 

bičíky, které jim umožňují pohyb. Jsou široce rozšířeny v okolním prostředí jako saprofyté 

nebo komenzálové. Patří zde mnoho rodů jako například – Azomonas, Azorhizopilus, 

Azotobacter, Halopseudomonas, Pseudomonas a Rhizobacter [121]. Důležitým rodem je 

Pseudomonas, který obsahuje bakterie představující lidské oportunní patogeny. Nejběžnější 

je Pseudomonas aeruginosa asociována s nemocničními infekcemi. Produkuje řadu 

viruletních faktorů jako – nekrotoxin A, elastázu, proteázy a hemolyziny [120]. 

Problémovost P. aeruginosa spočívá v její multirezistenci a většinou se musí proti ní volit 

kombinovaná léčba. Je snadno rozeznatelná kvůli produkci několika pigmentů. Nejběžnější 

je modrý pyocyanin [120]. Dále zelený pyoverdin, černý pyomelanin a červený pyorubin. 

Pseudomonas fluorescens je oproti P. aeruginosa méně virulentní. Nepovažuje 

se ani za patogen. Její běžný výskyt je v půdě, poblíž kořenových systémů rostlin, nebo 

v chlazených potravinách, kde produkuje enzymy a pigmenty během jejich kažení. Je 

typická produkcí fluoresceinu, který pod UV fluoreskuje nažloutlou barvou [122; 123]. 

2.3 Řád Burkholderiales 

Řád Burkholderiales jsou Betaproteobacteria patřící do stejného kmene jako řád 

Pseudomonadales. Dělí se na čeledě – Alcaligenaceae, Burkholderiaceae, 

Comamonadaceae, Oxalobacteraceae a Sutterellaceae [124; 125]. Čeleď 

Comamonadaceae je různorodá a obsahuje velký počet rodů – Comamonas, Delftia, 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 26 

 

Acidovorax apod. Rod Comamonas představují bakterie, které se mohou vyskytovat 

v prostředí vody, půdy a střevního mikrobiomu zvířat. Hojně se vyskytují i v aktivních 

kalech a odpadních vodách [126]. Jsou gramnegativní, oxidáza i kataláza pozitivní tyčinky. 

Rostou při aerobních podmínkách a neutvářejí spory. Mají bičíky polárně umístěny po pěti 

vláknech a nefermentují glukózu [126].  

Rod Comamonas má obecně velmi blízko k rodu Pseudomonas. Několik druhů z rodu 

Pseudomonas bylo taxonomicky přeřazeno do Comamonas jako – Comamonas acidovorans 

a Comamonas testosteroni [126; 127]. Dalším zástupcem je Comamonas terrigena, která 

disponuje skvělými biodegradačními vlastnostmi. Odolává kombinaci fenolu a reaktivních 

forem kyslíku [128]. U Comamonas testosteroni byla prokázána rezistence 

na betalaktamová antibiotika, jelikož produkovala β-laktamázy třídy A [126; 129]. Dále byly 

nalezeny geny rezistence tetA, sul1, sul2, floR i blaOXA-1 u Comamonas kerstersii [126]. 

Dokonce i z příbuzné větve čeledě Burkholderiaceae, rodu Burkholderia je druh 

Bulkholderia cepacia vyznačující se vnitřní rezistencí na polymyxin [58]. Vesměs bakterie 

rodu Comamonas nejsou až tak patogenní pro člověka, jako například P. aeruginosa. Bylo 

zaznamenáno pár případů, kdy způsobily infekci u lidí, avšak virulentní faktory jsou 

v závislosti na specifických druzích [126].  
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3 CÍL PRÁCE 

Cílem této práce bylo detekovat geny antibiotické rezistence (floR, catA1, blaTEM, blaOXA-7, 

ereA, sul1, tet(A), tet(M)) z 5 skupin antibiotik, zjistit jejich prevalenci a charakterizovat tak 

část rezistomu drůbežího masa. Dílčím cílem bylo izolovat a identifikovat bakterie 

z testovaného drůbežího masa. Ty charakterizovat fenotypovými a genotypovými metodami 

z hlediska výskytu antibiotické rezistence a zjištěné výsledky porovnat s výsledky studia 

rezistomu drůbežího masa. 
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4 MATERIÁL A METODIKA 

V následující kapitole je uveden veškerý použitý materiál, chemikálie a přístroje. Dále 

obsahuje informace o použitých kultivačních médiích a použitých primerech 

u polymerázové řetězové reakce (PCR). Všechen materiál má uvedeného výrobce a zemi 

původu, popřípadě odkaz na literaturu.  

4.1 Materiál 

4.1.1 Vzorky 

Vzorky chlazeného nebaleného drůbežího masa s kůží (kuřecí – K, krůtí – R) byly 

zakoupeny v období červenec-srpen 2023 v různých maloobchodních prodejnách řeznictví 

Zlínského kraje (okresy Zlín a Vsetín). Vzorky byly převezeny v chladící tašce do dvou 

hodin do laboratoře k mikrobiologickému rozboru a stanovení. 

4.1.2 Laboratorní pomůcky, přístroje a spotřební materiál 

V Tabulce 1 jsou vyjmenované všechny přístroje a software používaný v laboratoři včetně 

výrobců a sídla firmy. V Tabulce 2 je uveden použitý spotřební materiál. 

Tabulka 1 Seznam laboratorních pomůcek, přístrojů a softwaru 

Laboratorní přístroj Výrobce 

Aeris™ PCR Thermal Cycler ESCO, Singapur 

Binokulární mikroskop se čtyřmi objektivy Intraco Micro, Česká republika 

Dekontaminační digestoř Aura PCR BioAir, Itálie 

Elektroforetická vana Cleaver Scientific Ltd, UK 

InfiniteM200 Tecan, Švýcarsko 

InGenius transluminátor Syngene, UK 

Magnetický separátor NucleoMag SEP  MACHREY-NAGEL, Německo 

Mikropipety a pipety  Eppendorf, Německo 

Počítačový program SnapGene InGenius Syngene, UK 

Počítačový program TNW Erba Lachema, Česká republika 

Spiral plater EDDY JET 2 ILU Instruments, Španělsko 

Stolní centrifuga miniSpin Eppendorf, Německo 

Stomacher Classic IUL BioTech, Česká republika 

Suchý blokový termostat CH-100 BioSan, Česká republika 

Třepačka VX-200 Vortex Mixer Labnet International, USA 

Váhy KB KERN, Německo 

Zákaloměr Densi-La-Meter Erba Lachema, Česká republika 

Zdroj energie EV243 Consort, Belgie 
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Tabulka 2 Spotřební materiál 

Materiál Výrobce 

Eppendorfovy zkumavky 1,5 ml BioTech, Česká republika 

Mikrotitrační destička GAMA, Česká republika 

PCR mikrozkumavky BioTech, Česká republika 

 

4.1.3 Kultivační média a roztoky 

V Tabulkách 3, 4, 5 a 6 jsou uvedeny hmotnostní zastoupení látek obsažených v kultivačních 

půdách a roztocích na litr destilované vody. 

Tabulka 3 Složení Violet Red Bile Lactose Agar 

Violet Red Bile Lactose Agar HIMEDIA, Indie 

Složení Množství [g/l destilované vody] 

Agar 15 

Krystalová violeť 0,002 

Kvasničný extrakt 3 

Laktóza 10 

NaCl 5 

Neutrální červeň 0,03 

Pepton 7 

Směs žlučových solí 1,5 

Tabulka 4 Složení Mueller Hinton agar 

Mueller Hinton agar HIMEDIA, Indie 

Složení Množství [g/l destilované vody] 

Agar 17 

Ekvivalent hovězího výtažku 300 

Ekvivalent hydrolyzátu kyseliny kaseionové 1,5 

Škrob 1,5 

Tabulka 5 Složení peptonové vody 

Peptonová voda HIMEDIA, Indie 

Složení Množství [g/l destilované vody] 

Pepton 10 

NaCl 5 
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Tabulka 6 Složení fyziologického roztoku 

Fyziologický roztok - 

Složení Množství [g/l destilované vody] 

NaCl 8,5 

4.1.4 Chemické látky a antibiotika 

Seznam použitých chemikálií a antibiotik uvádí Tabulka 7 a Tabulka 8, včetně výrobce 

a země původu. 

Tabulka 7 Chemikálie 

Chemikálie Výrobce 

Aceton PENTA, Česká republika 

Agaróza Sigma-Aldrich, USA 

 

Eluční pufr AE (Buffer AE) QIAGEN, Německo 

Etanol  PENTA, Česká republika 

Gelred Nucleic Acid Stain 10,000x Water Biotium, USA 

Imerzní olej Sigma-Aldrich, USA 

Krystalová violeť PENTA, Česká republika 

Lugolův roztok Erba Lachema, Česká republika 

Lyzační pufr (Buffer AL) QIAGEN, Německo 

Parafin Sigma-Aldrich, USA 

Peqlab peqGOLD, DNA Ladder, 100 bp Plus Avantor, Litva 

Promývací pufr AW1 (Buffer AW1) QIAGEN, Německo 

Promývací pufr AW2 (Buffer AW2) QIAGEN, Německo 

Proteináza K  QIAGEN, Německo 

Red Taq 2X Master Mix 1 .5 mM MgCl2 VWR International, USA 

Safranin HIMEDIA, Indie 

 

Souprava mikrotestů ENTEROtest 24 N Erba Lachema, Česká republika 

SPRIselect magnetické kuličky Beckman Coulter, USA 

Tris-acetátový pufr (TAE pufr) 50X 

 

Biogen, Česká republika 
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Tabulka 8 Seznam antibiotických disků 

Skupina antibiotik 
Koncentrace 

[μg/disk] 
Název Výrobce 

Amfenikoly 30 
Chloramfenikol 

(C) 

HIMEDIA, 

Indie 

Aminoglykosidy 300 
Streptomycin 

(HLS) 

HIMEDIA, 

Indie 

 

 

 

Betalaktamová 

 

Cefalosporiny 

IV. 

generace 
30 Cefepim (FEP) Oxoid, UK 

III. 

generace 
30 

Cefotaxim 

(CTX) 

HIMEDIA, 

Indie 

Karbapenemy 10 
Imipenem 

(IPM) 

HIMEDIA, 

Indie 

Monobaktamy 30 
Aztreonam 

(AT) 

HIMEDIA, 

Indie 

Peniciliny Širokospektrá 10 
Amoxicilin 

(AMX) 

HIMEDIA, 

Indie 

Chinolony Chinolony 2. generace 10 
Ciprofloxacin 

(CIP) 

HIMEDIA, 

Indie 

Makrolidy 

Makrolidy 1. generace 

 
5 

Erytromycin 

(E) 

HIMEDIA, 

Indie 

Makrolidy 2. generace 30 
Azitromycin 

(AZM) 

HIMEDIA, 

Indie 

Polypeptidová 10 Kolistin (CT) Oxoid, UK 

Tetracykliny 10 
Tetracyklin 

(TE) 

HIMEDIA, 

Indie 

 

4.1.5 Použité primery 

V Tabulce 9 je uveden seznam primerů použitých pro detekci genů antibiotické rezistence 

metodou PCR. Každý primer má své specifické teploty annealingu (TA) a vytváří různě 

dlouhé nukleotidové sekvence v jednotkách párů bází (bp). 

Tabulka 9 Seznam použitých primerů 

 

Skupina 

antibiotik 

 

Cílený gen                  Sekvence 5‘→3‘ 

 

TA       bp        ref. 

(°C)        

 
Sulfonamidy 

 

sul1          F: CGCCGCTCTTAGACGCCCTGT 

                 R: CAACGGTGGCGCCCAAGAAGG 

 

58 433 
tato 

práce 
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Makrolidy 
 

ereA               F: GCCGGTGCTCATGAACTTGAG 

                   R: CGACTCTATTCGATCAGAGGC 
58 419 [130] 

 

Polymyxiny 
   

mcr1              F: AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC 

                      R: AGATCCTTGGTCTCGGCTTG 
58 320 [131] 

 

 

 

Amfenikoly 

        

floR              F: CACGTTGAGCCTCTATATGG 

                    R: ATGCAGAAGTAGAACGCGAC 

 

55 868 

[132] 
 

catA1     F: AGTTGCTCAATGTACCTATAACC 

             R: TTGTAATTCATTAAGCATTCTGCC 

 

55 547 

 

 

 

Tetracykliny 

 

tetA               F: GGCCTCAATTTCCTGACG 

                     R: AAGCAGGATGTAGCCTGTGC 

 

55 372 [133] 

 

tetM               F: GTGGACAAAGGTACAACGAG 

                      R: CGGTAAAGTTCGTCACACAC 

 

55 406 [134] 

 

 

 
β-laktamová 

 

blaOXA-7               F: AGTTCTCTGCCGAAGCC 

                         R: TCTCAACCCAACCAACCC 

 

50 591 

[135] 
 

blaTEM               F: GAGTATTCAACATTTTCGT 

                         R: ACCAATGCTTAATCAGTGA 

 

50 857 

Sekvenace 

 

16S rRNA   FD1: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

                  RD1: AAGGAGGTGATCCAGCC 
 

57 

 

1500 

 

[136] 

4.2 Metodika 

4.2.1 Příprava vzorků a izolace bakteriálních kmenů 

Pro izolaci celkové DNA ze vzorku drůbežího masa, byly mikroorganizmy nejdříve 

neselektivně předpomnoženy. Pět gramů 32nnealing masa bylo sterilně vloženo do 45 ml 

peptonové vody a kultivováno aerobně při 37 °C po dobu 24 hodin. Další postup je uveden 

v kapitole 4.2.2. 

Pro izolaci gramnegativních bakterií ze vzorků masa byla využita selektivní půda Violet red 

bile agar with lactose (VRBL). Složky uvedené v Tabulce 3 zajišťují jejich optimální růst. 
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Mezi selektivní látky zde patří žlučové soli a krystalová violeť inhibující růst 

grampozitivních mikroorganismů. Substrátem, hlavním zdrojem uhlíku a energie, je laktóza. 

Neutrální červeň indikuje pH v oblasti působnosti 6,8 a 8,0. Jestliže dochází k fermentaci 

laktózy, nastává změna barvy kolonie na červenofialovou s fialovým precipitátem žlučových 

solí a jedná se o laktóza pozitivní koliformní bakterie patřící do čeledi Enterobacteriaceae. 

Fialový precipitát je ojedinělý a mohou ho mít bakterie Escherichia coli, kdežto Klebsiella 

aerogenes má zbarvení kolonií narůžovělé. Když je fermentace pomalá, nebo k ní nedochází, 

barva kolonií je světlá až nazelenalá. Laktóza negativní mohou být například bakterie rodu 

Salmonella. Kombinací těchto faktorů byla zajištěna předběžná selekce bakterií. 

Celkem 5 g od vybraných vzorků masa bylo navázeno do sáčku a spolu s 45 ml sterilního 

fyziologického roztoku homogenizováno po dobu 90 s v přístroji Stomacher. Následovalo 

desítkového ředění až do 10-3. Pro nanesení naředěné bakteriální suspenze na selektivní 

médium VRBL byl použit Spiral plater Eddy Jet 2. Šest set μl ředění se pipetovalo 

do sterilního pohárku, který se vkládal do spiral plateru. Na Petriho miskách vznikly 

Archimédovy spirály za nastaveného programu Log Mod 50. Koncentrace nanášeného 

ředění se logaritmicky snižuje ze středu Petriho misky směrem k jejímu okraji. Misky byly 

kultivovány při 37 °C po dobu 24 h. Pro izolaci byly vybrány kolonie s různou morfologií. 

Přeočkování křížovým roztěrem proběhlo u každého izolátu nejméně pětkrát. 

4.2.2 Izolace DNA 

Pro izolaci DNA z předpřipravenách vzorků (kap. 4.2.1) byl zvolen Dneasy® Blood 

& Tissue Kit, QIAGEN (Německo), jehož principem je purifikace nukleových kyselin 

na chromatografických kolonkách v kombinaci s centrifugací [137]. Postup se řídil 

doporučením výrobce a byl následující. 

Nejprve proběhl odběr 1000 μl suspenze po kultivaci do eppendorfovy zkumavky a oddělení 

bakteriálních buněk od růstového média prostřednictvím 5minutové centrifugace na 15 000 

rpm. Supernatant byl odpipetován a k vytvořenému sedimentu bakterií bylo přidáno 200 μl 

PBS roztoku a 20 μl proteinázy K. Celý obsah zkumavky se důkladně promíchal na třepačce 

vortexového typu. Jakmile se do zkumavky přidalo 200 μl lyzačního pufru AL, ihned 

se vložila do předehřátého suchého termostatu na 56 °C po dobu 10minut. Po uplynutí dané 

doby se ke směsi přidalo 200 μl 96% chladného etanolu. Dále se směs napipetovala 

na kolonku a provedla se minutová centrifugace při 8000 rpm. Supernatant byl vylit 

do kolonky a přidalo se 500 μl vymývacího pufru AW1. Znovu se centrifugovalo 1 minutu 
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při 8000 rpm. Tento krok se opakoval, jenom za použití vymývací pufru AW2 a centrifugace 

po dobu 3 minut při 15 000 rpm. Sběrná zkumavka byla nahrazena za eppendorfovu, do níž 

se vložila kolonka se zachycenou dsDNA. Finálním krokem byla eluce do 100 μl elučního 

pufru AE, který se nechal působit 10 minut. Zisk extrahované DNA proběhl poslední 

minutovou centrifugací na 8000 rpm. Izolace dsDNA z čistých kultur probíhala analogicky.  

4.2.3 Měření čistoty a koncentrace dsDNA 

Měření koncentrace dsDNA proběhlo spektrofotometricky při vlnových délkách 260 

a 280 ± 1 nm na základě empirického zjištění lineární závislosti mezi její absorbancí 

a koncentrací. Platí tedy, že při absorbanci A=1 má koncentrace dsDNA 50 μg/ ml s nutným 

předpokladem, že se v roztoku nevyskytují další absorbující látky [138]. Stanovení je 

postaveno na principu Lambert-Beerova zákona: 

 𝐴 = 𝜀 ∙ 𝑐 ∙ 𝑙 (1) 

Čistota byla určena dle poměru hodnot absorbance dsDNA a bílkovin. Optimum by mělo 

mít hodnotu 1,8 značící obecně přijímanou hodnotu čistoty. 

Každý ze čtyř nukleotidů obsažených v DNA má odlišnou na sobě nezávislou hodnotu 

podílu 260/280. Nejvyšší má adenin s 4,50. Cytosin má 1,51 a Tymidin 1,47. Nejméně světla 

pak pohlcuje guanin s 1,15. Celkově má dsDNA nižší hodnotu 260/280 než RNA, jelikož 

postrádá uracil ve své struktuře. Uracil má podíl roven 4,00 [139].   

Stanovení čistoty a koncentrace dsDNA proběhlo na zařízení Infinite®M200, Tecan 

(Švýcarsko) v programu Infinite 200 PRO. Nejprve byla destička nanoquant očištěna 70% 

etanolem. Jako slepý vzorek pro kalibraci přístroje se použil eluční pufr AE, který 

se napipetoval na sklíčko o objemu 2 μl. Po slepém měření absorbance rozpouštědla 

se provedlo nové s 2 μl roztoku izolované dsDNA. Výsledky byly zaznamenány v programu 

Microsoft Office Excel. 

4.2.4 Metoda PCR 

Polymerázová řetězová reakce (PCR) probíhá zcela in vitro. Cílem metody je rychlá 

a efektivní amplifikace konkrétní nukleotidové sekvence zodpovědné za antibiotickou 

rezistenci obsažené v dsDNA [137]. Pro každý gen byla provedena PCR reakce nejméně 

třikrát. Příslušné geny jsou ohraničeny specifickými oligonukleotidové primery 

(viz. Tabulka 9) [140]. Je důležité, aby nebyly primery mezi sebou výrazně komplementární, 

jelikož by mohly vznikat dimery. Dále nesmí být komplementarita v rámci sekvence jednoho 
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primeru, což by způsobilo vznik vlásenky a jeho nefunkčnost. Složení PCR směsi je uvedeno 

v Tabulce 10. 

Tabulka 10 Složení PCR směsi 

Složky Množství [μl/vzorek] 

PCR destilovaná H2O 7 

Red Taq 2X Master Mix 1 .5 mM 

MgCl2 

10 

Primer ® 1 

Primer (F) 1 

DNA 1 

PCR má tři fáze – denaturace, annealing a extenze, které probíhají za rozdílných teplot [141]. 

Iniciálním krokem v termocycleru je pre-denaturace dsDNA při 95 °C/ 3 minuty. Následná 

denaturace probíhala při 95 °C/ 30sekund. Teplota annealingu byla převzata z literatury, ev. 

optimalizována s využitím gradientové PCR. Teplota extenze se odvíjela podle teplotního 

optima použité DNA-polymerázy obsažen v mastermixu, která činila 72 °C po dobu 

1 minuty. Finální extenze pak trvala 10 minut při stejné teplotě. Denaturace, annealing 

a extenze se opakovaly ve 35 cyklech. Iniciální a finální krok nejsou součástí cyklů 

a proběhly jenom jednou (Tabulka 11, 12). 

Tabulka 11 PCR program při teplotě annealingu 55-58 °C 

 

Tabulka 12 PCR program při teplotě annealingu 50-52 °C 

 

4.2.5 Gelová elektroforéza 

Elektroforéza nukleových kyselin je separační technika využívající principu migrace 

nabitých molekul v elektrickém poli. Fosfátová skupina obsažena ve struktuře dsDNA má 

negativně nabitý náboj a způsobuje pohyb nukleové kyseliny směrem k anodě, která má 

náboj kladný. Rychlost pohybu iontů je závislá na velikostech dsDNA fragmentů. Kratší 

se pohybují rychleji, kdežto delší pomaleji, což se projeví na jejich vzdálenosti 

Pre-denaturace Denaturace Annealing Extenze Finální extenze Chlazení 

95 °C/ 3 min 95 °C/ 30 s 55 °C/ 30 s 72 °C/ 1 min 72 °C/ 10 min 4 °C/ ∞ 

35 cyklů 

Pre-denaturace Denaturace Annealing Extenze Finální extenze Chlazení 

95 °C/ 3 min 95 °C/ 30 s 52 °C/ 30 s 72 °C/ 1 min 72 °C/ 10 min 4 °C/ ∞ 

35 cyklů 
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v elektroforetickém gelu [142]. Rychlost pohybu iontu ve stejnosměrném elektrickém poli 

vychází z následujícího vzorce: 

 𝑣 = 𝑞𝐸/6𝜋𝜂𝑟 (2) 

Kdy v je rychlost pohybu iontu, q je velikost elektrického náboje iontu, E je intenzita 

elektrického pole, r je poloměr iontu, η je viskozita prostředí a π Ludolfovo číslo. Nabitou 

částici pohání tzv. „hnací síla“ F1, která je vyjádřena dle vzorce: 

 𝐹1 = 𝐸 ∙ 𝑞 (3) 

V homogenním prostředí dochází k velmi rychlému ustálení hnací síly se silou vnitřního 

tření a nastane stav rovnováhy. Síla vnitřního tření F2 vychází ze Stokesova zákona: 

  𝐹2 = −6𝜋𝑟𝜂𝑣 (4) 

Jakmile byly vztahy (2) a (3) dány do rovnosti, byl odvozen vzorec pro výpočet rychlosti 

pohybu iontu (1) [143],[144] Z rychlosti pohybu iontů se vyjadřuje elektroforetická 

pohyblivost μe. což je rychlost pohybu dsDNA fragmentů: 

  𝜇𝑒 = 𝑞/6𝜋𝑟𝜂 (5) 

Elektroforetická pohyblivost amplikonů se posuzuje na agarózovém gel s naneseným 

standardem o velikosti 100bp. 
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Obrázek 1 100bp DNA ladder (Avantor, Litva) 

 

Agaróza je polysacharid skládající se z galaktózových a 3,6-anhydrogalaktózových 

podjednotek. Zprostředkovává vznik polymerní struktury, která má jasně definované 

velikosti pórů v závislosti na složení roztoku a koncentraci agarózy. Využívá se pro své 

vlastnosti separace molekul o velikostech od 100 bp – 50 kb [142]. 

Gel byl připraven v koncentraci 1,5 %. V Erlenmeyerově baňce se smíchalo 100 ml 1x TAE 

pufru a 1,5 g práškové agarózy. Suspenze byla vložena do mikrovlnné trouby na 1,5 minuty, 

než byla agaróza zcela rozpuštěna. Po mírném zchladnutí se přidaly 3 kapky interkalačního 

barviva Gelred Nucleic Acid Stain 10,000x Water. Jedná se o barvivo navržené k náhradě 

toxického ethidium bromidu (EtBr) pro svou identičnost spektra, a dokonce vyšší citlivost 

[145]. Jakmile nalitý gel ve vaničce ztuhnul, odstranilo se těsnění a hřeben. Vanička byla 

umístěna do elektroforetické vany naplněné 1x TAE pufrem s elektrodami na opačných 

koncích. Jamky musely být u záporného pólu a ponořeny pod pufrem zhruba 1-2 mm [146]. 

Do vzniklých jamek se pipetovala amplifikovaná dsDNA o objemu 4 μl/ jamku. Hmotnostní 

standard, 100bp DNA ladder (Obrázek 1), byl pipetován v objemu 3 μl/ jamku.  

Hodnoty na elektroforetickém zdroji střídavého proudu byly nastaveny v závislosti 

na velikosti elektroforetické vany. U větší vany bylo nastaveno 120 V/ 75 minut a u menší 
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90 V/ 60 minut. Dokumentace gelů byla pořízena v programu SYNGENE, GeneSnap 

version 7.09.11. 

4.2.6 Gramovo barvení 

Gramovo barvení je jednou z nejdůležitějších diagnostických metod, využívající rozdílnost 

buněčných stěn u grampozitivních a gramnegativních bakterií. Fixovaný preparát se barvil 

krystalovou violetí (60 sekund) a následně mořil Lugolovým roztokem (30 sekund). Lugolův 

roztok je rozpuštěný elementární jód a jodid draselný, který spolu s krystalovou violetí 

vytváří komplex barviva, jódu a buněčné stěny. Rozdíl zbarvení nastal při promývání 

preparátu acetonem (2 sekundy). U gramnegativních bakterií aceton rozpustí vnější 

lipopolysacharidovou vrstvu a komplex je vymyt skrz tenkou vrstvu peptidoglykanu. 

Následkem promytí bylo odbarvení buněk, a proto musely být dobarveny safraninem 

(60 sekund).  

Preparát podle Grama se mikroskopoval objektivem 100x a okuláry 16x s imerzním olejem. 

Byly pozorovány tvary, typické shluky, ev. pouzdra a velikosti bakterií a jejich povaha 

buněčné stěny. 

4.2.7 Fenotypová identifikace 

Souprava ENTEROtest 24N je sada biochemických mikrotestů určena pro fenotypovou 

identifikaci gramnegativních střevních bakterií z čeledí Enterobacteriaceae, Vibrionaceae 

a Aeromonadaceae. Obsahuje čtyři sady na jedné mikrotitrační destičce pro identifikaci čtyř 

kmenů. Jednotlivý test zahrnuje 24 biochemických testů [147]. 

Principem biochemických testů je utilizace substrátu. Pozoruje se produkce kyselin 

při štěpení cukrů – salicin (SAL), sorbitol (SOR), melibióza (MLB), celobiźa (CEL), laktóza 

(LAC), trehalóza (TRE), manitol (MAN), dulcitol (DUL), adonitol (ADO), arabitol (ART), 

sacharóza (SUC), inositol (INO) a rafinóza (RAF). Poté se prokazuje aktivita enzymů, které 

jsou specifické pro určité druhy bakterií – ureáza (URE), β – galaktosidáza (ONP), 

β – glukuronidáza (GLR) a β – xylosidasa (bXY). Ještě se zjišťuje, zda bakterie 

dekarboxylují určité aminokyseliny – arginin (ARG), ornithin (ORN) a lysin (LYS). Zkoumá 

se utilizace malonátu (MAL) a Simmons citrátu (SCI). A v poslední řadě ENTEROtest 24 N 

disponuje indikací hydrolýzy eskulinu (ESL) a produkcí sirovodíku (H2S).  

Exemplárním průkazem aktivity enzymu je URE. Spočívá v přítomnosti amoniaku (NH3), 

který vznikl hydrolýzou močoviny. NH3 způsobil změnu barvy indikátoru na červenou 
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až červenooranžovou [148]. Dalším je produkce H2S, který se projeví černou barvou kvůli 

síranu železnatému. Na stejném principu funguje hydrolýza ESL, při níž vzniká 

6,7- dihydroxykumarin (eskuletin) reagující s ionty Fe3+ indikující černé barvy. U rozkladu 

cukrů je pozorován vznik kyselin, které se projeví žlutým zbarvením acidobazického 

indikátoru – bromtymolové modři. Zbytek testů funguje obdobně s výsledkem změny 

nebo tvorby barevných spekter indikátorů v lyofilizované půdě [148]. 

Pro přípravu inokula se odebral nárůst 24hodinové čisté kultury z neselektivního média 

standardizovanou bakteriologickou technikou a resuspendovala se ve 3 ml fyziologického 

roztoku. Připravená suspenze se denzitometricky změřila, aby vykazovala hodnotu 1,0 McF. 

Postup práce probíhal dle protokolu výrobce. Nejprve se strhnula aluminiová vrstva, 

pod kterou byly připravené lyofilizované substráty. Do každé jamky stripu se přidalo 100 μl 

homogenizované suspenze. Testy v prvních pěti jamkách první řady musely probíhat 

anaerobně. Jednalo se o URE, ARG, ORN, LYS a H2S. Anaerobní prostředí bylo 

zprostředkováno přidáním dvou kapek parafínu [147]. Destičky byly s bakteriální suspenzí 

vloženy do polyethylenového sáčku a inkubovány při 37 °C/ 24 hodin. Vyhodnocené změny 

barev byly zaznamenány podle barevné srovnávací stupnice ENTEROtest 24N. 

Pro vyhodnocení se použil software TNW Pro Auto 7.0 – modul automatických odečtů.  

4.2.8 Genotypová identifikace 

Pro genotypovou metodu identifikace bylo zvoleno sekvenování genu 16S ribozomální RNA 

(16S rRNA). Tento gen o délce 1500bp kóduje RNA složku malé ribozomální podjednotky 

30S [149]. Třetí konec sekvence genu 16S rRNA obsahuje ribozomální vazebné místo 

anti- Shine-Dalgarnovu sekvenci interagující s Shine-Dalgarnovou sekvencí, která 

zprostředkovává vazbu ribozomální podjednotky 30S s 5‘ koncem messengerové RNA 

(mRNA) [150]. Důsledkem těchto interakcí je iniciace syntézy proteinů [151; 152]. Z těchto 

důvodů je gen 16S rRNA široce přítomen u všech bakterií a esenciální pro jejich přežití.  

Primery FD1 5‘-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3‘ a RD1 5‘-AAG GAG GTG ATC CAG 

CC-3‘ byly navrženy pro konzervativní oblasti genu 16S rRNA [136]. Klasifikaci 

a identifikaci bakterií pak zprostředkovávají variabilní oblasti genu, které jsou pro jednotlivé 

bakterií unikátní. Primery FD1, RD1 sekvenují celý gen 16S rRNA a obsahují variabilními 

oblasti: V1 = 69 – 99; V2 = 137; V3 = 433 – 497; V4 = 576 – 682; V5 = 822 – 879; V6 = 

986 – 1043; V7 = 1117 – 1173; V8 = 1243 – 1294; V9 = 1435 – 1465. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 40 

 

Příprava vzorku na sekvenaci musela proběhnout dle doporučeného protokolu výrobce. 

Purifikací PCR produktů a jejich smícháním s primery FD1, RD1 se docílilo následovně:  

Nejdřív se 15 μl PCR produktu napipetovalo do jamek mikrotitrační destičky. Přidalo 

se 15x0,8 μl SPRIselect magnetických kuliček. Směs kuliček s amplifikovanou dsDNA 

se 5x promíchala a mikrotitrační destička se ponechala na magnetické podložce po dobu 

1minuty. Potom se přidalo 180 μl 85 % denaturovaného etanolu, který se nechal působit 

30 sekund. Destička se vrátila zpět na magnetickou podložku. Separace trvala 1minutu. 

Etanol se následně odpipetoval a destička byla vysušena na termobloku při 65 °C/ 5 minut. 

Přídavkem 20 μl PCR vody se kuličky resuspendovaly. Celkem se promíchaly 10krát. 

Vrácením mikrotitrační destičky na magnetickou podložku a odpipetováním přebytečné 

PCR vody byla dsDNA purifikována a připravena ke smíchání s primery.  

Pro každý z pěti vzorků se vytvořila řada FD1 a RD1. Celkově bylo použito 

10 mikrozkumavek. K 1,25 μl primeru se přidalo 8,75 μl purifikované dsDNA, 

a takto připravené vzorky se poslaly na Sangerovu sekvenaci [153].  

Sangerova metoda využívá fluorescenčně značených dideoxyribonukleotidových bází 

(ddNTP) a kapilárové elektroforézy. Fluorescenčně značené ddNTP nemají na třetím uhlíku 

hydroxylovou skupinu, tudíž znemožňují navázání fosfátové skupiny ostatních nukleotidů. 

Stávají se tak fluorescenčně značenými terminátory řetězce. Ke každé ze čtyř bází je 

přiřazeno jiné fluorescenční barvivo emitující světlo o jiných vlnových délkách ukazující 

poslední připojenou bázi amplifikovaných fragmentů [154]. PCR směs obsahuje ddNTP, 

deoxyribonukleotidové báze (dNTP), primery, DNA-polymerázu a purifikovanou dsDNA. 

Při kapilárové elektroforéze se pomocí snímače sekvenují pozice nukleotidů. Tyto sekvence 

se nahrají do veřejné databáze a je možné nalézt oblasti podobnosti mezi sekvencemi 

s bakteriemi již uloženými ve veřejné databázi (NCBI). Získané výsledky sekvenačních 

reakcí byly opraveny v programu DNA BASER assembler v5. 15. 0 (Heracle BioSoft, 

Rumunsko) a vyhodnoceny pomocí nástroje Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 

porovnáním s databází [155]. Výsledky s 97% a vyšší shodou byly považovány 

za relevantní. 

4.2.9 Disková difuzní metoda 

Účelem Kirby-Bauer metody je určení citlivosti nebo rezistence bakterií vůči antibiotikům. 

Rezistence a citlivost se posuzuje podle průměrů inhibičních zón. Zvolilo se 12 antibiotik, 
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které byly impregnovaný do jednotlivých disků s určitou koncentrací. Disky měly 

koncentrace antibiotik v rozmezí 5 až 300 μg/ disk.  

Připravené inokulum o objemu 1000 μl se zákalem 0,5 McF bylo vylito na misky 

se standardizovaným Mueller-Hinton agarem (MHA). Zvolené médium neobsahuje 

inhibitory, pouze definované koncentrace hořečnatých a vápenatých kationtů, které ovlivňují 

výsledky testu [156]. Jakmile se bakteriální suspenze vstřebala po celém povrchu, položily 

se impregnované disky kruhovitě ke středu misky. Plotny se inkubovaly 18-20 hodin 

při 37 °C. V poslední řadě se změřily průměry vzniklých inhibičních zón, při kterých se dbal 

zřetel na 6 mm průměr disku [157]. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 

Tato bakalářská práce se zabývá stanovením antibiotické rezistence v chlazeném drůbežím 

mase. Hlavní část práce byla provedena molekulárně biologickou metodou detekce 

specifických genů antibiotické rezistence pro amfenikoly, β-laktamová antibiotika, 

makrolidy, sulfonamidy a tetracykliny v celkové DNA izolované z kuřecího a krůtího masa. 

Dále byla provedena izolace 12 bakteriálních kmenů, u nichž byla stanovena rezistence 

fenotypově diskovou difuzní metodou a genotypově byly sledovány stejné geny rezistence 

jako u celkové DNA. Na závěr byly tyto dva přístupy porovnány. 

5.1 Detekce genů antibiotické rezistence 

Přenos a šíření genů představuje problém ve veterinárním, potravinářském a zdravotnickém 

sektoru, a děje se napříč kontinenty. Antimikrobiální látky se používají ke zlepšení 

podmínek a zdravotního stavu zvířat a lidí. Celosvětová spotřeba antibiotik každým rokem 

roste, kdy začátkem 21. století byl zaznamenán 35% nárůst [158][159]. Jejich užíváním 

se zamezí šíření nemocí a zajistí celková bezpečnost potravin. Na druhou stranu může 

potravinový řetězec podporovat šíření bakteriální rezistence a vzniku patogenních MDR 

bakteriálních druhů, které by mohly představovat zdravotní riziko pro společnost. 

Cílem práce bylo zjistit výskyt ARG v potravinách živočišného původu. V této práci bylo 

zpracováno celkem 19 vzorků chlazeného drůbežího masa zakoupeného v maloobchodních 

prodejnách Zlínského kraje. Ze všech vzorků masa byla vyizolována celková DNA, která 

byla použita jako matrice pro studium rezistomu. Byly detekovány geny asociované 

s rezistencí na antibiotika často používané ve veterinární medicíně, a to z těchto skupin: 

amfenikoly (floR, catA1); β-laktamová antibiotika (blaOXA-7, blaTEM); makrolidy (ereA); 

polypeptidová antibiotika (mcr1); sulfonamidy (sul1); tetracykliny (tetA, tetM). 

Obrázek 2 představuje elektroforetickou dokumentaci reprezentativních výsledků pro ARG 

vyskytujících se v celkové DNA vzorků. 
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Obrázek 2 Detekce genu blaTEM u DNA izolované z kuřecího a krůtího masa 

 

V některých případech se při detekci vyskytla nepřesnost některých bandů, která mohla být 

způsobena Jouleovým teplem produkovaným na vodičích během elektroforézy. Jeho přímá 

úměra napětí, proudu a času mění odpor prostředí, který je úzce spjat se silou vnitřního tření, 

a tak i s rychlostí migrace [143].  

Souhrnné výsledky všech detekovaných genů způsobujících rezistenci vůči amfenikolům 

(floR, catA1), β-laktamovovým antibiotikům (blaOXA-7, blaTEM), makrolidům (ereA), 

polypeptidovým antibiotikům (mcr1), sulfonamidům (sul1) a tetracyklinům (tetA, tetM) 

prezentuje níže přiložená Tabulka 13. Jestliže byl gen přítomen ve vzorku, označil 

se znaménkem (+). Naopak, když se nevyskytoval, označil se daný gen znaménkem (−).  

Tabulka 13 Výskyt ARG ve vzorcích drůbežího masa 

 

V
zo

re
k
 

 

V
zo

re
k
 

Skupiny antibiotik 

Amfenikoly β-laktamová Makrolidy Polypeptidy Sulfonamidy Tetracykliny 

Geny asociované s rezistencí 

floR catA1 blaOXA-7 blaTEM ereA mcr1 sul1 tetA tetM 

Kuřecí maso 

K1 + + + + − + + + + 

K2 + + + + − + + + + 

K3 − + − + − − + + + 

K4 − − + + − − + + + 

K5 − − + + − − + + + 

K6 − − + + − − + + + 
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Výskyt ARG byl pozorován u celkem 6 skupin antibiotik. U vzorků byly sledovány jeden 

nebo dva geny z každé sledované skupiny a to následovně: dva geny byly pozorovány 

u amfenikolů (floR, catA1), β-laktamových antibiotik (blaOXA-7, blaTEM) a tetracyklinů (tetA, 

tetM). Jestliže obsahoval vzorek oba geny rezistence, bylo provedeno jeho označení 

znaménky (+ +). Když neobsahoval ani jeden ze zkoumaných genů, označil se znaménky 

(− −). Jestliže vzorek nesl jeden gen a druhý postrádal, byl označen znaménky (+ −) nebo 

(− +) v závislosti na jejich pořadí v Tabulce 13. U makrolidů (ereA), polypeptidů (mcr1) 

a sulfonamidů (sul1) se určoval pouze jeden gen. U těchto skupin antibiotik byla značena 

přítomnost (+) nebo nepřítomnost (−) sledovaného genu rezistence. 

Nejdříve byla pozornost zaměřena na celkový počet přítomných genů rezistence. Geny byly 

seřazeny od těch s nejvyšší až po ty s nejnižší prevalenci (četnosti uvedené v závorce, 

z celkového počtu vzorků 19) - u skupin antibiotik, kde byly sledovány dva geny: blaTEM 

(n=19), tet(M) (n=19), blaOXA- 7 (n=18); tet(A) (n=17), catA1 (n=16) a floR (n=12); 

u antibiotik s jedním sledovaným genem: sul1 (n=19), ereA (n=5) a mcr1 (n=4). Výsledky 

jsou srovnatelné s údaji ve studii [160], která zkoumala prevalenci genů rezistence 

K7 + + + + + + + − + 

K8 + + + + − + + − + 

K9 + + + + − − + + + 

K10 − + + + + − + + + 

K11 − + + + − − + + + 

K12 − + + + − − + + + 

K13 + + + + + − + + + 

K14 + + + + + − + + + 

K15 + + + + + − + + + 

K17 + + + + − − + + + 

K18 + + + + − − + + + 

K19 + + + + − − + + + 

celkem 11 15 18 19 5 4 19 16 19 

celkem 

za 

skupinu 

15 19 5 4 19 19 

Krůtí maso 

R16 + + + + − − + + + 
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na antibiotika skrze modelový mikroorganismus Escherichia coli, který byl izolován 

z kuřecího masa. Rahman a spol. zjistili, že nejvyšší prevalence rezistentních genů byla vůči 

tetracyklinům v podobě tet(A) a sulfonamidům v podobě sul1 [160].  

Geny rezistence k sulfonamidům byly detekovány ve všech 19 vzorcích, geny tetracyklinové 

rezistence byly nalezeny také u všech 19 vzorků. U dvou vzorků (K7, K8) byl přítomen 

jenom jeden gen tet(M). Betalaktamovové geny rezistence se vyskytovaly ve všech 19 vzorcích, 

z čehož ve vzorku K3 byl přítomen jenom gen blaTEM. Výsledné rezistenční geny 

na amfenikoly byly přítomny v 16 z 19 vzorků. Pozitivní detekce obou genů rezistence (floR, 

catA1) byla ve 12 vzorcích, u zbylých čtyřech (K3, K10, K11 a K12) byl detekován pouze 

gen catA1. Makrolidová rezistece spadá spolu s polypeptidobou do méně se vyskytujících. 

Geny kódující rezistenci na makrolidy byly přítomny v 5 z 19 vzorků. Pozitivní nález 

vykazovaly vzorky K7, K10, K13, K14 a K15. Podobný trend byl pozorován u genů 

spojených s rezistencí vůči polypeptidovým antibiotikům. Pozitivní detekce byla ze všech 

nejnižší, a to pouze ve 4 z 19 vzorků. Pozitivními vzorky byly K1, K2, K7 a K8. 

U jednotlivých vzorků se vyskytly vzorce stejných profilů v rozložení jednotlivých genů, 

které určovaly genotypovou přítomnost/ nepřítomnost rezistence v rámci všech 

antibiotických skupin. Větší počet vzorků, který vykazoval stejný genový profil, byl 

rozdělen do pěti skupin (I-V). Zbylé čtyři vzorky K3, K7, K8 a K10, měly unikátní profily 

v rozložení ARG (Tabulka 15) a nebyly zahrnuty do žádné skupiny. 

Nejpočetnější skupina I, která obsahuje vzorky K9, K17, K18, K19 a R16, měla 

genotypovou rezistenci vůči amfenikolům (+ +), tetracyklinům (+ +), karbapenemům (+ +), 

sulfonamidům (+). Negativní rezistenci měla na makrolidy (−) a polypeptidová antibiotika 

(−). Druhá nejpočetnější skupina II obsahuje vzorky K13, K14, K15. Je rezistentní vůči 

amfenikolům (+ +), tetracyklinům (+ +), karbapenemům (+ +), sulfonamidům (+) 

a makrolidům (+). Negativní rezistenci má jenom vůči polypeptidovým antibiotikům (−). 

Druhá skupina se liší v její rezistenci na makrolidy, jinak má identické rozložení genů jako 

skupina I. Skupina III, která zahrnuje vzorky K4, K5 a K6, vykazuje rezistenci 

na tetracykliny (+ +), karbapenemy (+ +) a sulfonamidy (+). Postrádá rezistenci 

na amfenikoly (− −), makrolidy (−) a polypeptidová antibiotika (−). Skupina IV obsahuje 

profily dvou vzorků – K11 a K12. Vykazuje rezistenci na amfenikoly (− +), tetracykliny 

(+ +), karbapenemy (+ +) a sulfoanmidy (+). Nedisponuje rezistencí vůči makrolidům (−) 

a polypeptidovým antibiotikům (−). Poslední skupina V má také jenom dva 
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zástupce – K1 a K2. Tyto dva vzorky byly rezistentní na všechny antibiotické skupiny (+ +), 

kromě makrolidů (−).  

Tabulka 14 Výskyt genotypové rezistence v rámci jednotlivých skupin/ vzorků  

S
k

u
p

in
a 

n
eb

o
 

v
zo

re
k
 

Skupina antibiotik 

Amfenikoly β-laktamová Makrolidy Polypeptidy Sulfonamidy Tetracykliny 

I 

(n=5) 
+ + − − + + 

IV 

(n=2) 
+ + − − + + 

K3 + + − − + + 

II 

(n=3) 
+ + + − + + 

K10 + + + − + + 

V 

(n=2) 
+ + − + + + 

K8 + + − + + + 

III 

(n=3) 
− + − − + + 

K7 + + + + + + 

 

Napříč rozdílným rozložením genů rezistence, skupiny I, IV a vzorek K3 sdílely stejný profil 

genotypových rezistencí na určité skupiny antibiotik. Byly jimi amfenikoly, tetracykliny, 

β- laktamová antibiotika a sulfonamidy. Nedisponují však rezistencí na makrolidy a 

polypeptidová antibiotika. U skupiny II a vzorku K10 je přítomna rezistence u všech 

antibiotik kromě polypeptidových, kdežto u skupiny V a vzorku K8 není pouze u makrolidů. 

Samostatná skupina III se vyznačuje rezistencí na tetracykliny, β-laktamová antibiotika a 

sulfonamidy. Není rezistentní na amfenikoly, makrolidy a polypeptidová antibiotika. Jedná 

se o jedinou skupinu, kde není rezistence na amfenikoly a vykazuje rezistenci pouze na 

polovinu antibiotických skupin. Naopak vzorek K7 je ojedinělý, protože je rezistentní na 

všechny skupiny antibiotik.  
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Tabulka 15 Celkový počet pozitivních ARG a rezistentních vzorků 

V Tabulce 15 jsou uvedeny souhrnné výsledky prevalence všech devíti sledovaných genů 

v rámci kuřecího a krůtího masa. V posledním sloupci jsou počty vzorků, které vykazovaly 

díky přítomností genů rezistenci. 

Skupina 

antibiotik  
Gen 

Typ vzorku  

[počet vzorků] 

Kuřecí 

(n=18) 

Krůtí  

(n=1) 

Kuřecí + krůtí 

(n=19) 

Četnost výskytu ARG 
Počet rezistentních 

vzorků 

Sulfonamidy                   sul1 18 1 19 

β-laktamová                 blaTEM 

                                                       blaOXA-7                                                                          

18 1 

19 

17 1 

Tetracykliny                   tet(M) 

                                        tet(A) 

18 1 

19 

16 1 

Amfenikoly                      catA1 

                                         floR 

15 1 

16 

11 1 

Makrolidy                        ereA 5 0 5 

Polypeptidy                      mcr1 4 0 4 

 

Podle Gelbíčové a spol. mají Enterobacteriaceae, izolované z kuřecího masa a jater, menší 

četnost výskytu genů mcr1 až mcr5 [63]. Naše práce potvrzuje toto zjištění, jelikož byla 

detekce pozitivní pouze ve 4 případech z 18 vzorků kuřecího masa (viz. Tabulka 15). 

Naopak u krůtího masa a jater studie tvrdí až 21% výskyt mcr1 při screeningu celkové 

DNA v rámci různých zemí EU. V této bakalářské práci byl testován pouze jeden vzorek 

krůtího masa, který byl na detekci mcr-1 genu negativní a nelze tedy vytvářet předběžné 

závěry o daném výsledku. Další studie dokonce uvádí, že byl gen mcr10 identifikován jak 

v lidském, tak kuřecím střevním mikrobiomu [89]. Dochází k tomu nepřímou cestou, kdy je 
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konzumována potravina přechovávající bakterie nesoucí mcr10 gen, nebo přímou cestou 

prostřednictvím kontaktu se zvířaty [85]. Většinou se nachází u pracovníků farem. Jediné 

pozitivní vzorky K1, K2, K7 a K8 mohou obsahovat bakterie s mechanismem zodpovědný 

za snížení afinity polymyxinu E vůči lipidu A – především Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, patogenní Salmonella enteritica nebo Pseudomonas aeruginosa [55; 58; 59]. 

Rezistence na polypeptidová antibiotika v chlazeném nebaleném kuřecím mase není 

detekována ve vysoké míře, což je způsobeno zákazem užívání kolistinu jako stimulátoru 

růstu ve zvířecích krmivech. Zákaz byl uveden v platnost 1. 1. 2006 Nařízením Evropského 

parlamentu a rady (ES) č. 1831/2003. Jiné doplňky než kokcidiostatika a histomonostatika 

byly vymazány z registru [161]. 

Ve studii podle Garofalo a spol. byla zjištěna přítomnost genů tet(M), z celkové DNA 

drůbežího masa, v počtu 11 z 28 testovaných vzorků [162]. V porovnání s touto prací je 

patrné, že se gen tet(M) často a ve velké míře vyskytuje v drůbežím mase. I když nejčastější 

výskyt v rámci gramnegativních bakterií má gen tetB, v celkem 20 rodech, u genu tet(M) 

byla prokázán větší variabilita v rámci gramnegativních i grampozitivních bakterií. Celkově 

se gen tet(M) vyskytoval u 26 rodů [47]. Co se týče genu tet(A), studie v Tunisku prokázala 

jeho nález ve 176 z 195 vzorků DNA z kloakálních výtěrů brojlerových kuřat. Z té samé 

studie byl gen tet(M) přítomen ve 192 vzorcích [53]. Z toho vyplývá, že mikrobiota 

obývající povrchy živé drůbeže, obsahuje tet geny, které mohou být přenášeny na bakterie 

vyskytujících se ve střevech zvířete a způsobit tím jejich výskyt ve finálním živočišném 

produktu – drůbežím mase.    

V rámci genů blaOXA-7 a blaTEM nebyl v současné práci pozorován překvapivý výsledek. 

Všech 19 vzorků drůbeže obsahovala geny rezistence na β-laktamová antibiotika. Vysoká 

míra výskytu rezistence je v souladu s výsledky filipínské studie z roku 2019, kdy z 69 

ESBL izolátů E. coli byl detekován gen blaTEM v 58 % [163]. Izoláty pocházely z výtěru 

kloak brojlerů a návleků na boty zaměstnanců. Vysoká četnost blaTEM se dá srovnat s další 

studií podle Seo a spol., kde byl blaTEM detekován v 55 % z celkových 59 betalaktamáza 

produkujících E. coli izolovaných z kuřecího masa brojlerů [164]. Výskyt blaTEM a blaOXA-7 

je celosvětově vysoký a představují klinicky relevantní ARG [89]. Ve vzorcích drůbežího 

masa byl dříve prokázán výskyt ESBL E. coli nebo bakterií rezistentních vůči 

karbapenemům – Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter 

baumannii a Enterobacter cloacae [13; 17]. Tyto bakterie disponují mechanismy 

horizontálního přenosu genů a mohou je šířit mezi přítomnou mikrobiotu. 
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Rahman a spol. zjistili, že v izolátech E. coli z povrchových stěrů kuřecího masa, byla 

prevalence genu ereA 31,23 % [160]. Ze současné studie vyplývá, že gen ereA nebyl v tak 

vysokém zastoupení, jak uvádí Rahman a spol. Je to způsobeno rozdílnou matricí, 

kdy v bakalářské práci byly geny detekovány z celogenomové DNA drůbežího masa, 

nikoliv z DNA jednotlivých izolátů E. coli. Gen ereA se nevyskytuje tak často 

v celogenomové DNA kuřecího masa, naopak spíše v patogenních izolátech 

rodů – Escherichia, Salmonella, Staphylococcus a Campylobacter [165]. Častější výskyt 

u celogenomové DNA z drůbežího masa sledujeme u genu ermB. Studie podle Garofalo 

a spol. uvádí jeho výskyt v 11 z 21 vzorků drůbežího masa [162]. Gen ermB je asociován 

s rezistencí na makrolid-linkosamid-streptogranin B [166].  

Podle Wang a spol. je nejrozšířenějším genem rezistence v rámci mikrobioty kuřecího střeva 

sul1 spolu s geny blaTEM a tet(O) [89]. V bakalářské práci je gen sul1 přítomen v nejvyšším 

počtu u všech vzorků kuřecího a krůtího masa. Gen sul1 se pravidelně vyskytuje v rámci 

plazmidů u bakterií – Enterobacter hormaechei, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, 

Klebsiella quasipneumoniae a Serratia marcescens [89]. Vysoký počet genů sul1 v celkové 

DNA drůbežího masa není neobvyklý. Gen sul1 je často spojován také s výskytem u E. coli 

izolovaných z drůbežího masa. Rahman a spol. detekovali gen sul1 v 44,16 % z 381 E. coli 

izolovaných z masa brojlerů a nosnic [160]. 

Studie od Li a spol. zjistila že nejvíce hojným genem v mase připraveného pro přímou 

spotřebu byl catA1 [96]. Dále byl gen catA1 identifikován v celkové DNA získané z 11 

vzorků prostředí u 4 z 6 brojlerových hejn [131]. Je zajímavé, že v soudobé práci pozorujeme 

poměrně vysoký výskyt genu catA1, i když používání chloramfenikolu je u zvířat od roku 

1994 v EU zakázáno. Studie tvrdí, že vyšší výskyt genů catA1 je způsobeno jeho 

pravděpodobnou návazností na plazmid, který nese ještě jiné geny [131]. Co se týká genu 

floR, jeho detekce byla pozitivní u bakterií izolovaných z rozvodů pitné vody, kdy byl 

přítomný v 11 z 30 izolátů. Nejčastěji se vyskytoval u rodu Proteus (72,7 %), který může 

tvořit součást mikrobioty drůbežího masa jako např. Proteus mirabilis, který se vyskytuje u 

infikované drůbeže, masa a vejcí [167; 168]. Prostředí, v jakém zvířata žijí, představuje 

důležitý faktor. Dochází k neustálému přenosu těchto genů mezi bakteriemi skrze biologické 

složky (krev, moč, sliny, výkaly), ale i vodu a vzduch [85]. Proto je důležité zavádět 

a dodržovat stanovené hygienické podmínky a snažit se zamezit vzniku větším selekčním 

tlakům.      
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5.2 Identifikace a charakterizace bakteriálních izolátů 

Izolace bakteriálních kmenů byla provedena u vzorků K1, K2 a K3. Z těchto tří vzorků, 

pomocí selektivního kultivačního média VRBL, bylo získáno celkem 12 izolátů, které byly 

dále charakterizovány a identifikovány buď metodami fenotypovými či genotypovými.  

Pomocí Gramova barvení byla potvrzena gramnegativní buněčná stěna. Pod mikroskopem 

byly pozorovány světle růžové až červené tyčinky, kokotyčinky, samostatně 

nebo v typických shlucích – palisádách. Pouze u kmene K1B byla navíc pozorována 

přítomnost pouzder. Na základě testů na cytochromoxidázu a katalázu byly kmeny rozděleny 

do dvou skupin: 1) KAT+/OXI- 2) KAT+/OXI+. Do první skupiny spadalo 7 kmenů, které 

byly následně testovány na mikrotestu Enterotest 24N, do druhé skupiny pak náleželo 

5 kmenů, které byly poslány na sekvenaci genu pro 16S rRNA. 

Fenotypová a genotypová identifikace odhalila rodovou variabilitu bakterií vyskytujících se 

v chlazeném kuřecím mase. Enterotest 24N identifikoval 3 rody – Hafnia, Kluyvera 

a Serratia. Každý z rodů měl odlišné druhové zastoupení s tím, že Serratia měla celkem tři 

zástupce – S. fonticola (2x), S. grimesii a S. marcescens. Rod Hafnia měl pouze jednoho 

zástupce – Hafnia alvei (2x) stejně tak jako rod Kluyvera – Kluyvera intermedia. Byla 

zvolena určitá kritéria, které musely všechny identifikované izoláty splnit. Všech 

7 KAT+/OXI- izolátů zvolená kritéria splnila s tím, že kmeny vykazovaly alespoň 80 % 

identifikační skóre a T-index 0,75. Kdyby nesplnily zmíněné parametry, byly by poslány 

na sekvenaci genu pro 16S rRNA spolu s ostatními KAT+/OXI+ izoláty. Podrobnější 

přehled nabízí Tabulka 16. 

Druhá skupina KAT+/OXI+ nepatří do čeledi Enterobacteriaceae, tudíž nejsou vhodné 

pro identifikaci pomocí Enterotestu 24N. Z těchto 5 kmenů byla izolována DNA, dále byl 

amplifikován úsek genu pro 16S rRNA, po jehož sekvenaci byla provedena identifikace 

pomocí nástroje BLAST a porovnání s NCBI databází.  

Sekvenování identifikovalo 2 rody – Comamonas a Pseudomonas. Z rodu Comamonas byla 

zjištěna pouze jedna druhová identifikace – Comamonas terrigena. Zbylé 3 izoláty bakterií 

ze vzorků K1, K2 a K3 bylo možné zařadit pouze do rodu. Jediný identifikovaný druh z rodu 

Pseudomonas byla bakterie Pseudomonas fluorescens.  
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Tabulka 16 Seznam identifikovaných kmenů 

Vzorek ENTEROtest 24 N 16S rRNA 

K1A x Comamonas sp. 

K3C          x Comamonas sp. 

K3D x Comamonas sp. 

K2A x Comamonas terrigena 

K1D Hafnia alvei x 

K2D Hafnia alvei x 

K2B Kluyvera intermedia x 

K1B x Pseudomonas fluorescens 

K1C Serratia fonticola x 

K2C Serratia fonticola x 

K2E Serratia grimesii x 

K3E Serratia marcescens x 

 

Celkem bylo identifikováno 12 izolátů, které patřily do pěti rodů: Comamonas, Hafnia, 

Kluyvera, Pseudomonas a Serratia. Bakterie Hafnia alvei, Kluyvera intermedia, Serratia 

fonticola, Serratia grimesii a Serratia marcescens spadají do řádu Enterobacterales.  

Pseudomonas fluorescens je řazena do řádu Pseudomonadales a Comamonas spp. 

do řádu Burkholderiales (viz. Obrázek 3). 

 

Obrázek 3 Postavení identifikovaných bakterií v nomenklatuře 
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V případě bakterií vyskytujících se v kuřecím mase, převažovaly rody z řádu 

Enterobacterales, především Serratia a Hafnia. Studie podle Ridell a spol., kdy Hafnia alvei 

tvořila 50 % izolovaných střevních bakterií z chlazeného mletého masa, potvrzuje 

přítomnost bakterií rodu Hafnia v potravinách živočišného původu [169]. V další publikaci 

se vyskytovaly Hafnia alvei a Hafnia paraalvei ve 40 % izolovaných střevních bakterií 

z drůbežího masa baleného v ochranné atmosféře [170]. Lze tedy předpokládat, že Hafnia 

alvei je běžnou součástí mikrobioty drůbežího masa. Dále se ve větším počtu vyskytovaly 

bakterie rodu Serratia. Studie podle Säde a spol. zjistila výskyt Serratia fonticola, Serratia 

grimesii, Serratia liquefaciens a Serratia proteamaculans v drůbežím baleném a nebaleném 

mase ve vysokých počtech – 42 % z celkových izolovaných Enterobacteriaceae [170]. 

Všeobecně jsou Serratia spp. široce rozšířeny v přírodě, vodě i ptačím trusu [117; 116]. 

Bakterie rodu Pseudomonas nejsou výjimkou a jejich přítomnost je v drůbežím mase běžná, 

jelikož patří mezi hlavní příčiny kažení potravin. Stejně tak běžnými mikroorganismy jsou 

bakterie z čeledí Enterobacteriaceae a Yersiniaceae [91; 97].  

Pro rozšířenější charakteristiku bylo všech 12 již identifikovaných kmenů (viz. Tabulka 16) 

testováno na výskyt rezistence ke specifickým antibiotickým látkám (Tabulka 8). Diskový 

difuzní test se vyhodnocoval z průměrů inhibičních zón a jejich porovnáním s limity 

uvedenými v dokumentu European Commitee on Antimicrobal Susceptibility Testing 

(EUCAST) [171]. Výsledné průměry inhibičních zón byly uvedeny v Příloze P I.   
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Průměr inhibiční zóny je přímo úměrný citlivosti k antibiotiku. Naopak přítomnost 

bakteriálního růstu či malá zóna inhibice poukazuje na rezistenci bakterie pro dané 

antibiotikum difundujícího z disku. Tabulka 17 uvádí, jestli jsou bakterie rezistentní (R), 

intermediární (I) nebo citlivé (S) na použité antibiotické látky (viz. Tabulka 8). 

Tabulka 17 Určení rezistentních, intermediárních a citlivých bakterií 

Dokument EUCAST neposkytuje limity pro streptomycin (HLS). Jeho inhibiční zóny jsou 

uvedeny v Příloze P. I.  
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HLS 

Hafnia alevei 

1D 
I I I S R R S R S S S * 

Hafnia alvei 

2D 
S R I S R R S R S S S * 

Kluyvera 

intermedia 
I R I S R I S R S R S * 

Serratia 

fonticola 1C 
I R S S R I S R S S S * 

Serratia 

fonticola 2C 
I I I S R I R R R S R * 

Serratia 

grimesii 
I R R S R S S R S R S * 

Seratia 

marcescens 
I R S S I R S R S R S * 

Comamonas 

sp. 1A 
I R R I R R R R I I S * 

Comamonas 

sp. 3C 
I I R I R S R R S S S * 

Comamonas 

sp. 3D 
R I I I R R R R S R R * 

Comamonas 

terrigena 
I R I I R S I R S S S * 

Pseudomonas 

fluorescens 
S R I I R I I R S R R * 

 

Porovnáním inhibičních zón s limity, které byly uvedeny v dokumentu EUCAST, se zjistilo, 

že nejvíce bakterií bylo rezistentní na erytromycin (n=12), dále na amoxicilin (n=11), 

cefepim (n=8), kolistin (n=5) a tetracyklin (n=5). Nejméně rezistentních bakterií bylo 
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na ciprofloxacin (n=4), chloramfenikol (n=3), aztreonam (n=3) a azitromycin (n=1). 

Bakterie nevykazovaly rezistenci vůči jedinému β-laktamovému antibiotiku – cefotaximu 

(viz. Obrázek 4).  

 

 

Obrázek 4 Četnost výskytu antibiotické rezistence u izolovaných bakterií 

U některých bakterií byla pozorována multirezistence. Třískupinovou multirezistenci 

vykazovalo celkem 5/12 testovaných bakterií (Serratia grimesii, Hafnia alvei 2D, Kluyvera 

intermedia, Comamonas sp. 3C, Hafnia alvei 1D). Čtyřskupinovou multirezistenci mělo 

4/12 testovaných bakterií (Comamonas sp. 1D, Pseudomonas fluorescens, Serratia fonticola 

2C, Serratia marcescens) a dvouskupinovou rezistenci měly 2/12 bakterí (Serratia fonticola 

1C, Comamonas terrigena). Pouze Comamonas sp. 3D měla multirezistenci na šest skupin 

antibiotik.    

Z antibiotických skupin, u kterých se testovaly bakterie na více antimikrobiálních látek, byly 

pozorovány určité vzorce. U β-laktamových antibiotik měly bakteriální izoláty nejčastěji 

rezistenci na amoxicilin (n=11), poté na cefepim (n=8), aztreonam (n=3), imipenem (n=1). 

Na amoxicilin byly všechny kmeny rezistentní až na S. marcescens. U imipenemu byla 

rezistence zjištěna pouze u Comamonas sp. 3D. Na aztreonam byly rezistentní 3/12 kmenů 

– S. grimesii, Comamonas sp. 1A a Comamonas sp. 3C. U makrolidů vykazovaly izoláty 

větší rezistenci vůči erytromycinu (n=12), než azitromycinu (n=1), kdy azitromycinovou 

rezistenci měla jenom Serratia fonticola 2C. 
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V rámci třískupinové multirezistence byly všechny bakterie rezistentní na β-laktamová 

antibiotika a makrolidy. Poslední třetí antibiotická skupina byla u jednotlivých kmenů 

variabilní. Serratia grimesii a Kluyvera intermedia měly rezistenci na tetracykliny, oba 

izoláty Hafnia alvei měly rezistenci na polypeptidová antibiotika a Comamonas sp. 3C byla 

rezistentní na chinolony. U čtyřskupinové multirezistence byly všechny bakterie také vždy 

rezistentní na β-laktamová antibiotika a makrolidy. Zbylé dvě antibiotické skupiny byly 

variabilní v rámci jednotlivých kmenů, kdy Comamonas sp. 1A byla rezistentní 

na polypeptidy a chinolony. Pseudomonas fluorescens byla rezistentní na amfenikoly 

a tetracykliny. Serratia fonticola 2C měla rezistenci na chinolony a amfenikoly. Serratia 

marcescens na polypeptidy a tetracykliny. Serratia fonticola 1C a Comamonas terrigena 

s dvouskupinovou rezistencí byly pokaždé rezistentní na β-laktamová antibiotika 

a makrolidy.  

Testovaní prostřednictvím Kirby-Bauer metody zjistilo, že všechny izoláty byly rezistentní 

na β-laktamová antibiotika a makrolidy. Deset kmenů bylo multirezistentních, z čehož 

Serratia grimesii, Hafnia alvei 2D, Kluyvera intermedia, Comamonas sp. 3C, Hafnia alvei 

1D měly multirerezistenci na 3 odlišné skupiny antibiotik a Comamonas sp. 1A, 

Pseudomonas fluorescens, Serratia fonticola 2C, Serratia marcescens vykazovaly 

multirezistenci na 4 různé skupiny antibiotik. Serratia fonticola 1C a Comamonas terrigena 

byly rezistentní na 2 skupiny antibiotik. Jediná Comamonas sp. 3D vykazovala 

multirezistenci na 6 různých antibiotických skupin.  

Kmeny Serratia spp. byly ze 75 % rezistentní na cefepim a amoxicilin. Ze 100 % byly 

rezistentní na erytromycin. Jediná Serratia grimesii byla rezistentní na aztreonam, kdy 

podobnou rezistenci vykazovala i Serratia fonticola 1C, jenomže na chloramfenikol. 

Serratia grimesii a Serratia marcescens byly rezistentní na tetracyklin. Oba izoláty Hafnia 

alvei byly rezistentní na amoxicilin, erytromycin a kolistin. Pouze Hafnia alvei 2D měla 

rezistenci na cefepim. Kluyvera intermedia vykazovala rezistenci na cefepim, amoxicilin, 

erytromycin a tetracyklin. Pseudomonas fluorescens byla rezistentní na cefepim, amoxicilin, 

erytromycin, tetracyklin a chloramfenikol. Comamonas spp. byly ze 100 % rezistentní 

na amoxicilin a erytromycin. Ze 75 % pak na ciprofloxacin. Comamonas sp. 1A a 3C byly 

rezistentní na aztreonam a Comamonas sp. 1A spolu s 3D zase na kolistin. Comamonas 

terrigena a Comamonas sp. 1A byly rezistentní na cefepim. Jediná Comamonas sp. 3D byla 

rezistentní na imipenem, tetracyklin a chloramfenikol. 
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Studie podle Jayol a spol. uvádí, že Hafnia spp. (Hafnia alvei, Hafnia paraalvei) jsou 

přirozeně rezistentní na kolistin, což se v naší studii potvrzuje, jelikož oba izoláty Hafnia 

alvei byly rezistentní [172]. Kluyvera intermedia se vyskytuje jako koliform v rámci 

dominantní bakteriální komunity v ošetřené splaškové vodě. Studie podle Shekhawat a spol. 

uvádí, že Kluyvera intermedia byla citlivá na cefepim, imipenem, ciprofloxacin a kolistin 

[173]. V naší studii byla Kluyvera intermedia na cefepim rezistentní a imipenem 

intermediární, jinak se s ostatními výsledky shoduje. Příčinou mohou být odlišné vzorky, ze 

kterých byly bakterie izolovány. Bakterie rodu Serratia, především Serratia marcescens, 

jsou rezistentní na velkou řadu antibiotik – peniciliny, cefalosporiny, tetracykliny. Postupně 

se stávají rezistentní i na karbapenemy a třetí generaci cefalosporinů [3; 114]. Na imipenem, 

patřící do karbapenemů, byly všechny Serratia spp. intermediární a rezistenci vykazovaly 

na peniciliny (amoxicilin), makrolidy (erytromycin) a cefalosporiny IV. generace (cefepim). 

Ve studii podle Thomassen a spol. byla Pseudomonas fluorescens, izolována 

ze zpracovatelského prostředí lososů a jejich různých naporcovaných částí, ve většině 

případů rezistentní vůči cefotaximu, ampicilinu a imipenemu [174]. Pseudomonas 

fluorescens, která byla testována v bakalářské práci, se získala z kuřecího masa. Tato 

pseudomonáda měla stejnou rezistenci na cefotaxim, ale na imipenem byla citlivá. U rodu 

Comamonas dosud nebyly provedeny rozsáhlejší studie a testování na působnost 

antibiotických látek. 

Na přítomnost genů souvisejících s rezistencí na amfenikoly (floR, catA1), β-laktamová 

antibiotika (blaOXA-7, blaTEM), makrolidy (ereA), polypeptidy (mcr1), sulfonamidy (sul1) a 

tetracykliny (tet(A), tet(M)), bylo testováno pět identifikovaných bakterií – Comamonas sp. 

1A, Comamonas sp. 3C, Comamonas sp. 3D, Comamonas terrigena, Pseudomonas 

fluorescens, které se nezařazují mezi běžné šiřitele rezistence vyjma Pseudomonas 

fluorescens [126]. 
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Tabulka 18 Výskyt ARG v bakteriálních izolátech kuřecího masa 

 

V Tabulce 18 Comamonas sp. 1A obsahuje geny catA1 a sul1. Comamonas sp. 3C byla 

pozitivní na detekci catA1 a Comamonas sp. 3D na geny catA1, blaOXA-7 a sul1. Druhový 

zástupce Comamonas terrigena, izolovaný ze vzorku K2, byl pozitivní na geny catA1, sul1 

a tet(A). A v poslední řadě Pseudomonas fluorescens izolována ze vzorku K1, byla pozitivní 

na geny catA1 a tet(M).  

 

 

Obrázek 5 Detekce genu catA1 u izolovaných bakteriálních kmenů 

kmen 

Amfenikoly β-laktamová Makrolidy Polypeptidy Sulfonamidy Tetracykliny 

floR catA1 blaOXA-7 blaTEM ereA mcr1 sul1 tet(A) tet(M) 

Comamonas 

sp. 1A − + − − − − + − − 

Comamonas 

sp. 3C − + − − − − − − − 

Comamonas 

sp. 3D − + + − − − + − − 

Comamonas 

terrigena − + − − − − + + − 

Pseudomonas 

fluorescens − + − − − − − − + 
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Všechny nefermentující bakterie vykazovaly rezistenci na gen catA1 (n= 5) (viz. Obrázek 5). 

Druhým nejčastějším genem byl sul1 (n=3). Následují pak geny blaOXA-7 (n=1), tet(A) (n=1) 

a tet(M) (n=1). Všechny bakterie byly negativní na výskyt floR, blaTEM, ereA a mcr1 genů.  

U Comamonas kerstersii byly z dřívějších studií identifikovány geny tet(A) a sul1 [126]. 

V současné práci byly u Comamonas terrigena detekovány stejné geny, což nejspíš souvisí 

s tím, že Comamonas kerstersii je podskupinu Comamonas terrigena [175]. U Pseudomonas 

protegens (patřící do komplexu P. fluorescens) izolované z půdy, byl detekován gen catA1. 

Detekce genu tet(M) není u Pseudomonas fluorescens překvapivá, protože již první nálezy 

tet genů byly v rámci čeledě Pseudomonadaceae [47].  

 

Bakterie Comamonas sp. 1A obsahuje geny catA1, sul1 a zároveň bylo diskovou difuzní 

metodou zjištěna její rezistence na β-laktamová antibiotika (cefepim, aztreonam, 

amoxicilin), polypeptidová antibiotika (kolistin), chinolony (ciprofloxacin) a makrolidy 

(erytromycin). Přítomný gen sul1 nemohl být porovnán s výsledky diskového difuzního 

testu, jelikož nebyl proveden pro sulfonamidové antibiotikum. Comamonas sp. 1A nebyla 

rezistentní na chloramfenikol, i když u ní byl catA1 gen detekován. Je možné, že obsahuje 

jiné geny asociované s rezistencí na určité skupiny antibiotik. Dále Comamonas sp. 3C nese 

catA1 a zároveň je rezistentní na β-laktamová antibiotika (aztreonam, amoxicilin), chinolony 

(ciprofloxacin) a makrolidy (erytromycin). Přítomný gen se opět neprojevil, jelikož byla 

bakterie na chloramfenikol citlivá. Comamonas sp. 3D nese nejvíce genů – catA1, blaOXA-7 

a sul1. Disková difúzní metoda určila její rezistenci k β- laktamovým antibiotikům 

(imipenem, amoxicilin), polypeptidovým antibiotikům (kolistin), chinolonům 

(ciprofloxacin), makrolidům (erytromycin), tetracyklinům (tetracyklin) a amfenikolům 

(chloramfenikol). Geny catA1 i blaOXA-7 mohou způsobovat rezistenci u Comamonas sp. 3D. 

I když Comamonas sp. 3D neobsahuje geny floR, blaTEM, ereA, mcr1, tet(A) a tet(M), může 

nést jiné, které způsobující rezistenci na dané třídy antibiotik.  

U Comamonas terrigena byly detekovány geny catA1, sul1 a tet(A). Diskový difuzní test 

určil její rezistenci na β-laktamová antibiotika (cefepim, amoxicilin) a makrolidy. Opět byl 

pozorován catA1 gen, který není fenotypově potvrzen přítomnou rezistencí na amfenikoly. 

Je běžné, že se geny nemusí projevit ve fenotypu. Mohou vznikat mutace a jejich rezistence 

je pak neúčinná a bakterie se jeví jako citlivé [176]. Comamonas terrigena vykazuje citlivost 

na chloramfenikol, i když nese catA1 gen. Obdobně tomu tak je i u citlivosti na tetracyklin 

a zároveň přítomnému genu tet(A).  
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Pseudomonas fluorescens obsahuje geny catA1 a tet(M). Fenotypově je rezistentní 

k β- laktamovým antibiotikům (cefepim, amoxicilin), makrolidům (erytromycin), 

tetracyklinům (tetracyklin) a amfenikolům (chloramfenikol). Zde je fenotypová 

a genotypová rezistence v souladu a lze konstatovat, že je tetracyklinová a amfenikolová 

rezistence způsobena přítomnými geny tet(M) a catA1. Shodují se v jak v genotypové 

rezistenci, tak fenotypové. 

Přítomná fenotypová rezistence na makrolidy u většiny testovaných izolátů je 

pravděpodobně způsobena jinými mcr geny než sledovaným mcr1. To stejné platí pro ostatní 

přítomné fenotypové rezistence, které se neshodovaly v přítomnosti genu.  

V porovnání rezistomu a genů přítomných v izolátech bylo zjištěno, že izolované bakterie 

obsahovaly nejvíce genů catA1 a sul1, což odpovídá i rezistomu kuřecího masa. Shoda byla 

zaznamenána i u genů floR, ereA a mcr1, které u izolátů nebyly detekovány, a zároveň byly 

v rezistomu zastoupeny v nejnižším množtví. Překvapivě geny blaTEM, blaOXA-7, tet(A) 

a tet(M) nejsou přítomny ve vysokých počtech jako v rezistomu, což s vysokou 

pravděpodobností znamená, že tyto geny jsou neseny bakteriemi jinými než z rodů 

Comamonas a Pseudomonas. Může se jednat o bakterie z čeledí Enterobacteriaceae, 

Hafniaceae, Yersiniaceae a dalších, které jsou typické pro prostředí kuřecího masa.  
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ZÁVĚR 

Práce byla zaměřena na detekci genů antibiotické rezistence u bakterií, které tvořily 

přítomnou mikrobiotu u 19 vzorků nebaleného chlazeného kuřecího (n=18) a krůtího (n=1) 

masa. Drůbeží maso je potenciálním rezervoárem MDR bakterií, které jsou zodpovědné 

za přenos genů i mezi patogenní bakterie a vznik rezistence u člověka nepřímou cestou přes 

potravinový řetězec. Ve studii bylo zkoumáno celkem 9 genů rezistence u 19 vzorků 

drůbežího masa. Největší prevalenci měly geny: sul1 (n=19), blaTEM (n=19), tet(M) (n=19), 

blaOXA-7 (n=18), tet(A) (n=17), catA1 (n=16), floR (n=12), ereA (n=5) a mcr1 (n=4). Všech 

19 vzorků mělo rezistenci vůči sulfonamidům, β-laktamovým antibiotikům a tetracyklinům. 

Amfenikolová rezistence byla detekována u 16 vzorků. Nejnižší míra rezistentních genů byla 

u drůbežího masa prokázána vůči makrolidům s 5 pozitivními vzorky a polypeptidům se 

4 vzorky. U všech 19 vzorků byla zjištěna rezistence vůči 3 a více skupinám antibiotik. 

Dále bylo izolováno 12 bakterií ze tří vzorků kuřecího masa prostřednictvím selektivně 

diagnostické půdy VRBL. Identifikovaly se pomocí Enterotestu 24N a sekvenace 

pro 16S rRNA. Identifikováné bakterie spadaly celkem do pěti rodů: Comamonas, Hafnia, 

Kluyvera, Pseudomonas a Serratia. Dále byly testovány na rezistenci vůči antibiotikům 

prostřednictvím diskové difuzní metody. Zjistilo se, že nejvíce bakterií bylo rezistentní 

na erytromycin (n=12), dále na amoxicilin (n=11), cefepim (n=8), kolistin (n=5) 

a tetracyklin (n=5). Nejméně rezistentních bakterií bylo na ciprofloxacin (n=4), 

chloramfenikol (n=3), aztreonam (n=3) a azitromycin (n=1). Ani jeden kmen nebyl 

rezistenci vůči cefotaximu. Deset kmenů bylo multirezistentních, z čehož 5/12 bakterií mělo 

multirerezistenci na 3 odlišné skupiny antibiotik, 4/12 bakterií vykazovalo multirezistenci 

na 4 různé skupiny antibiotik a 2/12 bakterií bylo rezistentních jenom na 2 skupiny 

antibiotik. Pouze jedna bakterie z rodu Comamonas byla multirezistentní na 6 různých 

antibiotických skupin. A v poslední řadě bylo pět nefermentujících, kataláza a oxidáza 

pozitivních bakterií podrobeno detekci na stejné geny rezistence jako u celkové DNA 

vyizolované z drůbežích vzorků. Čtyři bakterie byly z rodu Comamonas a jedna z rodu 

Pseudomonas. Všechny vykazovaly rezistenci na gen catA1 (n=5). Druhým nejčastějším 

genem byl sul1 (n=3), po kterém následovaly geny blaOXA-7 (n=1), tet(A) (n=1) a tet(M) 

(n=1). 

Porovnáním genotypové a fenotypové rezistence u různých druhů bakterií bylo zjištěno 

následující: U Comamonas sp. 1A gen catA1 nezpůsobil rezistenci na chloramfenikol, ale 

může způsobit rezistenci na sulfonamidy díky přítomnosti genu sul1. U Comamonas sp. 3C 
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se gen catA1 neprojevil ve fenotypu, jelikož byla bakterie citlivá na chloramfenikol. 

U Comamonas sp. 3D se přítomnost genů catA1 a blaOXA-7 shodovala s fenotypovou 

rezistencí na chloramfenikol, imipenem, amoxicilin a zároveň gen sul1 může způsobovat 

fenotypovou rezistenci na sulfonamidy. Naopak u Comamonas terrigena přítomnost genů 

catA1, sul1 a tet(A) nezpůsobila žádnou rezistenci ve fenotypu. U Pseudomonas fluorescens 

se projevily oba geny – catA1 a tet(M), čímž bakterie vykazovala rezistenci na 

chloramfenikol i tetracyklin. 

Rezistom vykazoval shodu v přítomnosti genů catA1, sul1, floR, ereA, a mcr1 s izolovanými 

bakteriemi rodů Comamonas a Pseudomonas. Naopak geny blaOXA-7, blaTEM, tet(A) a tet(M) 

nebyly u těchto bakterií zastoupeny v tak vysokých počtech jako u rezistomu. S největší 

pravděpodobností nedetekované geny nesou bakterie z čeledí Enterobacteriaceae, 

Hafniaceae, Yersiniaceae a dalších, které tvoří přítomnou mikrobiotu kuřecího masa. 

Tato práce poukazuje na rozšířený výskyt genů antibiotické rezistence v bakteriálních 

populacích přítomných v drůbežím mase, pravděpodobně v důsledku nadužívání antibiotik 

ve zvířecí produkci a dalších faktorů přispívajících k šíření rezistence v potravinovém 

řetězci. Většina izolovaných bakterií vykazuje fenotypovou multirezistenci, což může být 

způsobeno horizontálním přenosem genů mezi bakteriemi. Studium této problematiky 

a možností zabránění šíření antibiotické rezistence je nutno podporovat jak z finančního, 

tak vědeckého hlediska, jelikož multirezistence a její globální dosah způsobuje 

bezprostřední hrozbu pro veřejné zdraví.  
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SEZNAM PŘÍLOH 

Příloha P I: Průměry inhibičních zón – výsledky stanovení citlivosti na antibiotika diskovou 

difuzní metodou 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

PŘÍLOHA P I: PRŮMĚRY INHIBIČNÍCH ZÓN 
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Průměr inhibiční zóny [mm] 

Hafnia alevei 

kmen 1D 
35 24,5 24,5 31,5 13,5 9 30,5 7 21 21 28 28,5 

Hafnia alvei 

kmen 2D 
31 19 23,5 26,5 13 9 32 11,5 32 19,5 30 27,5 

Kluyvera 

intermedia 
30,5 19 24 27 12 13 32 0 28 17 27,5 27 

Serratia 

fonticola 1C 
31 14,5 26,5 27 12 12 29 11,5 23 20,5 28 30,5 

Serratia 

fonticola 2C 
33,5 25 24,5 21,5 10,5 12 16 0 9 22 15 27 

Serratia 

grimesii 
29 21 14 28 9 14 37 6 15 18,5 28 26,5 

Seratia 

marcescens 
26 22 29 30,5 13 10 33,5 4,5 21 15 28 38,5 

Comamonas 

sp. 1A 
25,5 15,5 14,5 22 3,5 6,5 24,5 0 14,5 22 30 26,5 

Comamonas 

sp. 3C 
30 21,5 12 29,5 16 20,5 16 0 22 21 25,5 28,5 

Comamonas 

sp. 3D 
16 23,5 20 24 6,5 6,5 16 3,5 22,5 22 13 14 

Comamonas 

terrigena 
33 20 21 30 4 12 34 4,5 28 23,5 26,5 31,5 

Pseudomonas 

fluorescens 
30,5 10 21,5 24,5 0 13 29 0 26,5 18 15,5 33,5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


