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ABSTRAKT

Celed Enterobacteriaceae zahmuje vyznamné rody z hlediska patogenity a lidského zdravi.
Jsou soucasti sttevni mikroflory lidi 1 zvifat a mimo jiné se hojné vyskytuji i ve vod¢, ptudé
a na rostlinach. Ackoliv je vétSina nepatogenni, zahrnuje tato celed” také podminéné
patogenni €i patogenni puvodce vaznych onemocnéni. Mezi takové rody se fadi napf.
Salmonella, Escherichia, Yersinia, Enterobacter apod. Problémem u takovych rodi je stale
Castéji se objevujici rezistence k antibiotikiim, jejiz dopadem je netc¢innost antimikrobnich
latek pti 1écbe infekei a zvySujici se mortalita. Tato prace byla zaméfena na stanoveni
antibiotické rezistence u kmenii celedi Enterobacteriaceae ke 20 rGznym antibiotikiim
diskovou difuzni metodou. Bylo prokazano, ze vSech 39 izolovanych kment z kufeciho
masa bylo rezistentni alesponl k jednomu antibiotiku. Nej€astéji se vyskytujici rezistenci je
rezistence na peniciliny, cefalosporiny a linkosamidy (klindamycin). Vysledky této prace
dokazuji, Ze antibiotickd rezistence je u izolati z kufeciho masa velmi rozsifena a mize tak
pfispivat k Sifeni rezistence, coz je celosvétovy problém zejména u zasobnich antibiotik typu

kolistin.

Kli¢ova slova: Enterobacteriaceae, antibiotika, antibioticka rezistence, diskova diftzni

metoda



ABSTRACT

Enterobacteriaceae is a family of important genera in terms of pathogenicity and human
health. They are part of the intestinal microflora of humans and animals and are also present
in water, soil and plants. Although most are non-pathogenic, this family also includes
conditionally pathogenic agents of serious diseases. Such genera inlude for example
Salmonella, Escherichia, Yersinia, Enterobacter etc. The problem with these genera is the
increasing resistence to antibiotics, the impact of which is the ineffectiveness of
antimicrobials in the treatment of infections and higher mortality. This work was focused on
determining the antibiotic resistance of Enterobacteriaceae strains to 20 different antibiotics
by disk diffusion method and each strain was found to be resistant to at least one antibiotic.
The most common resistance is resistance to penicillins, cephalosporins and lincosamides
(clindamycin). The results of this work prove that antibiotic resistance is very widespread in
chicken isolates and can contribute to the spread of resistance, which is a worldwide

problem, especially with colistin-type antibiotics,

Keywords: Enterobacteriaceae, antibiotics, antibiotic resistance, disk diffusion method
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UvVOD

Rezistence na antibiotika, tedy odolnost mikroorganismti vic¢i nim, je zejména v posledni
dob€ pomérné velkym problémem, a to jak v rozvojovych, tak ve vyspélych zemich. Jejimu
rozSifovani mimo Spatné hygieny napomaha chybné uzivani antibiotik vlivem jejich

zbyte¢ného podavani, ¢asto jen na zadost pacientt, ktefi si neuvédomuji dlouhodoba rizika.

Antimikrobidlni rezistence u bakterialnich patogeni je vyzvou, ktera je spojena s vysokou
morbiditou a mortalitou. Rozvoj multirezistence ma za nasledek obtiznou Iécitelnost Ci
dokonce nelécitelnost mnoha nebezpecnych infekei antibiotiky. V soucasnosti existuje
nedostatek ucinnych terapii a preventivnich opatfeni a pouze nékolik novych antibiotik,

jejichz vyvoj miize nabizet nové 1é¢ebné moznosti a alternativni antimikrobidlni terapii.

Konkrétné¢ mezi Celedi Enterobacteriaceae najdeme zéastupce, u nichz se antibioticka
rezistence mize stat velkym ohroZzenim, protoze tyto kmeny jsou plvodci mnoha
onemocnéni nebezpeénych pro lidskou populaci. Jednat se mize napiiklad o patogenni

druhy Escherichia coli, Salmonella enterica, Shigella spp., Yersinia enterocolitica apod.

V poslednich desetiletich doslo k dramatickému celosvétovému narastu lidskych
patogennich bakterii, které jsou odolné vii¢i jednomu nebo vice antibiotiklim a také Svétova
zdravotnické organizace (WHO) se snazi ohledné tohoto tématu vyvolat osvétu a apelovat

na své ¢lenské zemé za ticelem vyrazného omezeni pouzivani antimikrobialnich 1éCiv.

Tato diplomova prace se zabyva izolaci bakterii Celedi Enterobacteriaceae ze vzorkl
chlazeného kufeciho masa ziskaného z maloobchodnich siti ve Zlinském kraji, jejich
naslednou identifikaci a sledovdnim antibiotické rezistence ke 20 rGznym antibiotikim

metodou diskové difuzni metody.
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I. TEORETICKA CAST
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1 POTRAVINY A KRMIVA ZIVOCISNEHO PUVODU

Enterobacteriaceae rezistentni na antibiotika jsou pravidelné detekovany u hospodarskych
zvitat. Jako patogeny zplsobuji obtizné 1éCitelné infekce a jako komenzaly mohou slouzit
jako zdroj genti rezistence pro jiné bakterie. Jatka produkuji znacné mnozstvi odpadnich vod
obsahujicich bakterie rezistentni na antimikrobialni latky, které se uvoliuji do zivotniho
prostiedi (Esemu et al., 2022). Mezi vyznamné zdroje téchto bakterii je z potravin
zivoc¢isného ptivodu fazeno maso hovézi a kuieci, problémem se ukazalo také krmivo, tzv.

RMBD a v neposledni fad¢ jsou to odpadni vody.

Extraintestinalni  patogenni  Escherichia coli (EXxPEC) je nejcastéjsi pficinou
extraintestindlnich infekci ziskanych v komunit¢ a v nemocnicich. Hypotéza, ze
rezervoarem lidské EXxPEC miiZzou byt potravinovad zvifata, byla pfedmétem zkoumdani
n¢kolika skupin po celém svété (Ferraresso, 2022). Experimentélni studie ukazujici sdileny
patogenni potencial lidského EXPEC a ptac¢i patogenni E. coli naznaduji, ze tyto
extraintestinalni £. coli mohou pochazet ze stejnych bakteridlnich linii, pfipadné mohou mit
spole¢né evoluc¢ni kofeny. Dusledné pozorovani specifickych linii lidského ExPEC
v driibezi nebo dribezich produktech a ziidka v jinych masnych komoditach podporuje
hypotézu, e pro lidsky EXPEC muZe existovat driibezi rezervoar. Casova prodleva
mezi ziskdnim lidského ExPEC (ve stfevé) a infekci je zasadni vyzvou, pted kterou stoji
studie, které se pokouseji ptisoudit pfenos EXPEC dribezi nebo jinym zdrojlim Zivotniho
prostiedi (Manges, 2015). Pokud by byl i zlomek vSech lidskych infekci EXPEC, zejména
téch antimikrobidlné rezistentnich, zplsoben zavedenim multirezistentnich linii EXPEC
prostiednictvim kontaminovanych potravinovych produktti, dopad pro vetejné zdravi,

produkci potravin Zivo¢isné vyroby a bezpecnost potravin bude vyznamny (Dale, 2015).

Co se masného primyslu ty€e, ke kontaminaci vétSinou dochdzi kvili nedostatecnym
hygienickym podminkdm a manipulaci na jatkach. Navic uchyceni bakterii a tvorba biofilmu
na ruznych povrchach usnadiuji kiizovou kontaminaci. Ktize, obsah traviciho systému a
kontaminovana voda mohou byt zdrojem naptiklad stafylokokt, escherichii a také Bacillus

cereus (Bakhtiary et al., 2016).

Razné procesy na jatkach, jako je eviscerace, mohou kontaminovat jate¢né upravena téla a
zafizeni stitevnimi bakteriemi. Nej€asteji detekovanymi fekalnimi koliformy na jatkach jsou
rody Enterobacter, Citrobacter a Klebsiella (Guentzel, 1996). Enterokoky rezistentni

na antibiotika byly izolovany z dobytka, drlibeze a prasat. (Bakhtiary et al., 2016).
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Pseudomonady jsou hlavni pfi¢inou procesii kazeni masa, primarné kvuli jejich metabolické
univerzalnosti a schopnosti produkovat extracelularni protedzy a lipazy zpusobuji oxidaci,

zménu barvy, tvorbu slizké nebo kasovité formy a degradaci zvitecich tkani (Wang, 2018).

Kontaminace masa rezistentnimi kmeny Staphylococcus aureus a E. coli se béhem procesu
porazky podle jedné ze studii dramaticky zvysSila, coZ naznacuje druhotnou kontaminaci
z prostiedi jatek. Cetnost izolace salmonel v produktech ze surového hovéziho masa je vyssi
nez E. coli O157, coz je dano vyssi schopnosti preziti salmonel mimo stfeva zvifat

(Bakhtiary et al., 2016).

Jedna ze studii analyzovala odpadni vodu ze sedmi jatek (prasat a dribeze)
na Enterobacteriaceae, které nesou beta-laktamazu (ESBL) s rozsifenym spektrem a jsou
odolné vici kolistinu. Rezistentni bakterie byly pravideln¢ detekovany ve zde sledovanych
odpadnich vodach. Vsech 25 bakteridlnich kment produkujicich ESBL (19 E. coli a Sest K.
pneumoniae) izolovanych z driibezich jatek bylo odolnych vici vice 1é¢iviim. Na jatkach
prasat bylo 64 % (12 z 21 E. coli [57 %] a vSechny ¢tyii detekované K. pneumoniae [100
%]) rezistentni na vice 1éCiv. Pokud jde o kolistin, rezistentni Enterobacteriaceae byly
detekovany u 54 % vzorki dribeze a 21 % vzorki praseci vody. Rezistence na karbapenem
nebyla detekovana. Rezistentni bakterie byly nalezeny ptimo pii vypousténi odpadnich vod
z jatek do vodnich utvarl, coz zduraziuje ulohu jatek pro kontaminaci povrchovych vod

v Zivotnim prostfedi (Bachmann et al., 2021).

Biochemicky podobné, ale geneticky riznorodé¢ ¢leny Enterobacteriaceae ze zdroja pitné a
rekreacni vody vykazovaly rGznou citlivost na antibiotika. Kontaminace vodnich zdroja

patogeny odolnymi vici antibiotikiim pfedstavuje hrozbu pro lidské zdravi (Kumar, 2012).

V neposledni fad¢ je problémem krmeni domacich mazlicka dietami na bazi syrového masa
(RMBD), které je stale obliben¢jsi, ale muze piedstavovat riziko kvuli kontaminaci

patogennimi a antimikrobidlné rezistentnimi (AMR) bakteriemi (Ahmed et al., 2021).

Dle jedné ze studii z 51 vzorkt RMBD 72,5 % nespliiovalo mikrobiologické standardy
pro Enterobacteriaceae stanovené piredpisy EU pro vedlejsi produkty zivoc¢isného ptivodu
urcené pro krmivo pro domaci zvitata. Salmonella byla detekovana u 3,9 % vzorka. Bakterie
rezistentni vic¢i antibiotikiim byly nalezeny v 62,7 % vzorki, vétSina z nich vykazovala
rezistenci na cefalosporiny tieti generace diky produkci beta-laktaméaz s rozSifenym
spektrem (ESBL) véetné CTX-M-1, ktery je rozsifeny u hospodarskych zvirat, a CTX-M-

YV wew

15, coz je celosvétové nejbéznéjsi varianta ESBL. Izolaty rezistentni na kolistin a
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aminoglykosidy, produkujici MCR-1 a RMTB, byly identifikovany ve 3,9, respektive 2 %
vzorkl. VétSina AMR Escherichia coli patiila do komenzélnich skupin A nebo B1 a byla
spojena s klonalnimi komplexy CC155 a CCI10. Dva patiily ke vznikajicim
extraintestinalnim patogennim CC648 a jeden ke globaln¢ Sifené uropatogenni sekvenci E.
coli typu ST69, coz naznacuje zoonoticky potencial. Mikrobiologicka kvalita a vysoka
prevalence Enterobacteriaceae produkujicich AMR v RMBD vyvolavaji obavy o zdravi

zvitat a vetejnosti (Niiesch-Inderbinen et al., 2019).
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2 CELED ENTEROBACTERIACEAE

Bakterie celedi Enterobacteriaceae mizou zpusobovat stfevni infekce a lze je nalézt mimo
potravin zivoc¢isného ptivodu také ve vodé ¢i v pude€, dale pak v zeleniné, ovoci apod.

(Knothe et al., 1969).

Radi se mezi gramnegativni, nesporotvorné ty&inky se schopnosti riist v Sirokém teplotnim
rozmezi 22—-37 °C. Jsou bud’ nepohyblivé, nebo se pohybuji pomoci peritrichdlnich bicika.
Bézné se vyuzivaji jako ukazatelé mikrobialni kvality a hygieny, jsou to tzv. indikéatorové
mikroorganismy (zejména koliformni bakterie) (Baylis, 2006). V¢tSina z nich je
nepatogenni, ptipadné podminéné patogenni, ale nekteré druhy mtizou byt nebezpe¢nymi
patogeny a pivodci vaznych nemoci. Bézné tvori kataldzu, ale jsou oxidaza negativni.
Mezi nejvyznamnéjsi zastupce této Celedi jsou uvadény rody Enterobacter, Escherichia,

Salmonella, Shigella a Yersinia. (Knothe et al., 1969)

2.1 Rod Escherichia

Hlavnim zéstupcem rodu Escherichia je bezpochyby bakterie Escherichia coli. Theodor
Escherich poprvé popsal E. coli v roce 1885, izoloval ji z vykali novorozenct. V roce 1935
byl kmen E. coli prokézan jako pfi¢ina vypuknuti prijmu mezi kojenci (Hacker, 2007).
Gastrointestinalni trakt vétSiny teplokrevnych zvitat je kolonizovan E. coli béhem nékolika
hodin nebo nékolika dni po narozeni. Bakterie je pfijimana v potravinach nebo ve vodé, ale

muze byt i ziskavana pfimo od jinych osob manipulujicich s kojencem (Todar, 2020).

2.1.1 Onemocnéni

Escherichia coli ptetrvava jako jedna z nejcastéjSich pticin n€kolika béznych bakteridlnich
infekei u lidi a zvitat. Tato bakterie je prominentni pfi¢inou enteritidy, infekce mocovych
cest, septikémie a dalSich klinickych infekci, jako je neonatélni meningitida. Déle je spojena
s prijmem u domacich a hospodatskych zvitrat. Terapeuticka 1é¢ba infekci zptisobenych E.
coli je ale ohrozena vznikem antimikrobialni rezistence. Prevalence multirezistentnich
kment E. coli se celosvétoveé zvysuje predevsim v diisledku Sifeni mobilnich genetickych
prvki, jako jsou plazmidy. Vzestup multirezistentnich kment se vyskytuje také v Evropé.
Sifeni rezistence je proto v evropskych zemich stale vétsim problémem v oblasti vefejného

zdravi. (Allocati, et al., 2013)
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2.1.2 Patogenni Escherichia coli

Koliformni bakterie obecné a zvlasté pravé E. coli jsou idedlnim indikatorem fekalni
kontaminace a mozného vyskytu dalsich patogeni. Ackoli celkovy pocet hlasenych sérotypii
E. coli ptesahuje 700, bylo zjisténo pouze malé procento spojené s gastrointestindlnimi
chorobami pfendsenymi potravinami od mirného prtijmu az po hemoragickou kolitidu a

dokonce smrtelnou meningitidu (Jang et al., 2017).

Na zéklad¢ odliSnych sérotyptt O: H, vlastnosti virulence a klinickych syndroma jsou

prijmové kmeny E. coli rozdéleny do Sesti hlavnich kategorii, kterymi jsou:

EPEC-enteropatogenni E. coli, neboli dyspeptickd, ta byla diive astym plivodcem prijmu
u novorozencl a malych déti. V sou€asnosti se vSak v rozvinutych zemich vyskytuji vzacné.
Adheruji k bunkdm stievniho epitelu, ve kterém plisobenim cytotoxintl narusuji transport

kapalin a elektrolytt.

ETEC-enterotoxicka E. coli, ta je pfi¢inou prijmu déti i dospelych zejména v rozvojovych
zemich s teplym klimatem. Onemocnéni je ¢asto oznacovano jako cestovatelské prijmy.
Adheruji se na enterocyty tenkého stieva a vodnaty prijem spoustéji sekreci termolabilniho

a/nebo termostabilniho enterotoxinu.

EIEC-enteroinvazivni E. coli vyvolavaji onemocnéni pribéhem se podobajici bacilarni
uplavici.
A/EEC-attaching and effacing E. coli (zatim nema jednotné oznaceni v ¢eském jazyce), vy-

volava onemocnéni zejména u skotu, pro ¢loveéka je patogenni jen ptilezitostne.

EAEC-enteroagregativni E. coli vyvolavajici dlouhodobé prijmy zejména u déti, onemoc-

néni probihd obvykle bez hore¢natych stavi.

EHEC-enterohemoragicka E. coli tvofi  toxiny podobné toxinim  produkovanym
bakteriemi Shigella dysenteriae typ 1, které nazyvame verotoxiny nebo také shigatoxiny
(Stx). Od nazvu toxinl je odvozen dalSi ndzev této skupiny E. coli-STEC

(shigatoxigenni E. coli) (Bartoskova, 2014).

vvvvvv

typy shiga toxinti; stx/ a stx2 kodované stx/ a stx2 geny. Kromé toxint shiga ptispivaji
k lidské nemoci i dalsi faktory virulence, jako jsou geny kodujici bunécnou adhezi apod.

(Ally et al., 2021).
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Nejznaméjsim zastupcem EHEC skupiny je sérotyp O157:H7, ale na onemocnéni

v Evropské unii se podili i dalsi sérotypy jako napi. 026, 091, 0103, O145a O111.

Nekteré kmeny EHEC/STEC produkujici toxiny mohou vyvoldvat zavazna alimentarni
onemocnéni, zejména u malych déti. Klinické ptiznaky se projevuji krvavym prijmem
(hemoragickou kolitidou), ktery mutize prechazet do stadia akutni nedostatecnosti ledvin
(HUS-hemolyticko-uremického syndromu) a zpusobovat poskozeni ledvin nebo i smrt

pacienta (Baranzoni et al., 2016).

Skot a dalsi prezvykavci, jako jsou ovce a kozy, byly identifikovany jako piirozené,
asymptomatické nosi¢e STEC (Tseng et al., 2014). Ke kontaminaci zivotniho prostfedi mize
dochéazet prostiednictvim volné Zijicich zvifat a jeho odpadu na pastvinach, uzivani
statkovych hnojiv, odpadnich vod z jatek nebo Cistiren odpadnich vod a poté v ném
pretrvavat (Singh et al., 2015). Kontaminace vodnich ploch témito patogennimi E. coli
pfedstavuje vyznamné zdravotni riziko pro lidské zdravi konzumaci kontaminované vody
pti koupani a mtize také kontaminovat produkty akvakultury, jako jsou mékkysi (Bibbal et

al., 2018).

2.2 Rod Enterobacter

Jedna se o gramnegativni rovnou ty€inku, je pohybliva diky peritrichdlnim bic¢ikiim. Je to
nesporulujici fakultativné anaerobni mikroorganismus, ktery na neselektivnich pidach tvoii
zluté nebo bezbarvé kolonie. Pii riistu v bujonu ma tendenci sedimentovat. Tato bakterie
vykazuje odolnost ke kyselému pH a extrémni odolnost k vysouseni a tepelnému zahievu
(Grimont, 2006). Rod Enterobacter je ¢lenem tzv. ESKAPE skupiny, kterd obsahuje hlavni
patogeny rezistentni na antibiotika. (Davin-Regli A., 2019)

Znalosti o rodu Enterobacter a jeho roli v lidskych onemocnénich se v poslednich letech
exponencialné rozsitily. Vyskyt infekci v nemocnicich a komunité se zvysil a byly
rozpoznany nové klinické syndromy. U tohoto rodu byl zaznamenén vysoky vyskyt
mnohacetné ATB rezistence, zejména na cefalosporiny a terapeutické moznosti pro pacienty
infikované mnohondsobné rezistentnimi kmeny se znaéné omezily. Prediktivné
nejaktivnéj§imi moznostmi mohou byt karbapenemy, alternativné fluorochinolony.
Enterobacter spp. se s blizicim se pfelomem stoleti zdaji byt dobte pfizplisobené pro preziti,

a dokonce 1 proliferaci (Sanders, 1997).
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Enterobacter jsou v ptirod¢ vSudyptitomné, vzhledem k jejich vyskytu ve stfevnim traktu
zvirat je nasledkem jejich Siroké distribuce v pudé, vodé a odpadnich vodach, nachazeji se
také v rostlindch. U lidi je zndmo, ze mnoho druhii Enterobacter piisobi jako oportunni
patogeny, vcetné E. cloacae, E. aerogenes a E. agglomerans (Rogers, 2022). Patogenni
Enterobacter muze byt pfi¢inou oc¢nich a koznich infekci, meningitidy, bakterémie
(bakteridlni infekce krve), zapalu plic a infekci moCovych cest. V mnoha piipadech je
onemocnéni zptusobené E. cloacae nebo E. aerogenes spojeno s expozici organismim
v nozokomialnich podminkach, jako jsou nemocnice nebo pecovatelské domy (Grimont,
2006). Vzhledem k jeho patogenité a Casté rezistenci k riznym antibiotikim je vhodné
zaméfit se na tuto nebezpecnou bakterii u §irsi Skaly potravin, konkrétn€ u kuteciho masa,
které se v nasi populaci tési velké oblibé, ale i dalsim druhém, kde se Enterobacter také

vyskytuje (Aksu, 2019).

2.3 Rod Salmonella

Taxonomicky jsou znamy dva druhy salmonel, a to Salmonella enterica a S. bongori. DEli
se ale na vice nez 2500 sérotypt lisici se antigeny O a H. Vyznamnym zdrojem jsou ptaci,
konkrétné jejich zazivaci ustroji, kde jsou salmonely schopny ptfezivat a na cloveéka jsou
Casto pfenasSeny prostfednictvim vajec. Maso je rizikové zejména pii nespravné manipulaci

(Tiwari et al., 2004).

Salmonely jsou trvale uvadény jako ptfedni mezinarodni zdroje alimentarnich lidskych
nemoci (Sha, 2013). U patogenity salmonel maji hlavni roli 2 kategorie toxini. Endotoxin
je spojen s lipidem A lipopolysacharidu bunééné stény a pokud se uvolni do krevniho fecisté

infikovaného organismu po lyze bakterialnich bun¢k, mtize endotoxin produkovat horecku.

V salmonele bylo identifikovano také nékolik proteinovych toxint. Aktivita enterotoxinu
vyvolava odpovéd epitelidlnich bunck, kterd mé za nésledek akumulaci tekutiny v lumen
stieva. Tepelné€ labilni cytotoxin zplsobuje strukturalni poskozeni stfevni epitelidlni butiky,

pravdépodobné inhibici syntézy proteinu (Gast, 2020).

Jednim z vyznamnych patogennich sérotypli salmonel je Salmonella enterica subsp.
enterica sérovar Typhi, ktery je odpovédny za bfisni tyfus, coz je dlouhodobé systémové

onemocnéni provazené prijmem (Marzano et al., 2003).

Netyfové sérotypy poddruhu Salmonella enterica jsou vyznamné zejména z hlediska

vvvvvv



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

Bakterie maji schopnost pronikat do hlubsich vrstev sliznice, tim se dostat az do krevniho
reCisté a rozsifit se po celém téle.

Onemocnéni vyvolané témito bakteriemi je znamé jako salmoneldza a typickymi ptiznaky
jsou prudké prijmy v doprovodu s kieCemi, horeCkami a zvracenim. V souvislosti s tim
hrozi nebezpeci dehydratace a selhani ledvin. Mladého zdravého Cclovéka by toto
onemocnéni pfi vhodné 1€¢bé nemeélo vyrazné ohrozit, nebezpecné je ale pro malé déti

a star$i ¢i nemocné osob (Dvordk, 2021).
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3 ANTIBIOTIKA A ANTIBIOTICKA REZISTENCE

Antibiotikum je 1¢k pouzivany k 1écbé bakteridlnich infekci, nemaji tedy zadny vliv
na virové infekce. Pivodné to byla latka produkovand jednim mikroorganismem, ktera
selektivné inhibuje rist jiného. Od té doby byla ale vyrobena syntetickd antibiotika, obvykle
chemicky piibuzna tém pfirodnim, ktera plni srovnatelné ukoly. V roce 1926 Alexander
Fleming objevil penicilin, latku produkovanou houbami, ktera byla schopna inhibovat rast
bakterii. V roce 1939 Edward Chain a Howard Florey déle penicilin studovali a pozdéji s nim
provedli pokusy na lidech. Fleming, Florey a Chain sdileli Nobelovu cenu v roce 1945

za jejich praci, ktera tak zahdjila éru antibiotik (Stoppler, 2021).

Nez se bakterie namnozi a zpusobi pfiznaky, imunitni systém je obvykle muize znicit. Bilé
krvinky napadaji Skodlivé bakterie, a 1 kdyZ se ptiznaky objevi, imunitni systém si obvykle
dokaze s infekci poradit a zahnat ji. Nékdy je vSak pocet Skodlivych bakterii nadmérny a
imunitni systém proti vSem nemtize bojovat. V takovém piipad¢ jsou praveé uzite¢na
antibiotika (Anderson, 2021). Antibiotika na bazi penicilinu, jako je ampicilin, amoxicilin a
Existuje n¢kolik typli modernich antibiotik, ktera jsou ve vét§iné zemi obvykle dostupna
pouze na l¢katsky ptedpis. Lokalni antibiotika jsou k dispozici voln€ v podobé krémil a masti

(Felman, 2019).

Antibiotika jsou rozdélovana do mnoha skupin podle riznych hledisek, napiiklad
dle pivodu na aktinomycety, kam se fadi naptiklad aminoglykosidy, TTC a makrolidy, dale
to mohou byt jiné bakterie (zejména bacily), kam patii napf. bacitracin a polymyxin a dalsi
skupinou jsou mikroskopické houby (Penicillium, Aspergillus), tam se tadi peniciliny

(Biology LibreTexts, 2020).

Podle typu ucinku se antibiotika dé€li na bakteriostatickd a baktericidni. Mezi ta
bakteriostatickd se fadi zejména chloramfenikol, tetracykliny, makrolidy, sulfonamidy

apod., mezi baktericidni peniciliny, cefalosporiny, streptomycin, polymyxiny a dalsi.

Antibiotika se déli také dle spektra Uc¢inku, konkrétné na tUzkospektralni, jejich cilena
ucinnost je obvykle na jednu skupinu (pf. proti stafylokoklim, M. tuberculosis apod.) a
Sirokospektralni, kterd jsou uc¢innd proti vice skupindm (G+ 1 G - bakteriim) (Kompanikova,

2014).
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3.1 Mechanismus uc¢inku

Antimikrobidlni latky zahrnuji Siroké spektrum sloucenin, které se liSi jak chemickym
slozenim a strukturou, tak svym pouzitim a u¢inkem, jakym vi¢i mikroorganismtim ptsobi.

(Brazas et al., 2005).

Utinek antibiotik je zavisly na tom, kterou strukturu v bufice zasédhne. Podle mista piisobeni

se deli do Ctyt skupin:

1. Inhibice syntézy bunécné stény

2. NaruSeni syntézy plazmatick¢é membrany
3. Inhibice proteosyntézy
4

. Naruseni syntézy nukleovych kyselin
(Bursova, 2014).
3.1.1 Inhibice syntézy bunécné stény

Gramnegativni bakterie jsou béZné odolngjs$i vici antimikrobnim latkdm neZ bakterie
grampozitivni, coz je nasledkem odlisné struktury jejich bunécné stény. 90-95 % bunééné
stény grampozitivnich bakterii je totiz tvofeno peptidoglykan, ke kterému jsou ptipojeny

dalsi molekuly, jako je kyselina teichoova a proteiny (Nazzaro et al., 2013).

U G+ bakterii diky jejich bunééné st€éné mohou hydrofobni molekuly lehce pronikat
do bun¢k ana sténu tak pisobit iuvnité cytoplazmy. Pravé hydrofobnost je dulezitou

charakteristikou nékterych antibiotik (Burt, 2004).

Naopak u G — bakterii je tato st€na slozit€jsi, jeji soucasti je 2-3 mm peptidoglykanova
vrstva, kterd je slabsi nez u G+ bakterii. Vnéj$i membrana leZi mimo tuto vrstvu a spolu
s peptidoglykanem je spojena Braunovym lipoproteinem, ktery je na n¢j kovalentné vazan a
je zabudovan do membrany (Nazzaro et al., 2013). Tato vnéjSi membrana je tvoiena
fosfolipidy a lipopolysacharidy, na povrchu ma také receptory pro cukry, aminokyseliny a
vitaminy a zabrafniuje vniku hydrofilnich antibiotik a jejich vazbé¢ na proteiny (Beveridge,

1999).

Antibiotika, kterd zpiisobuji inhibici bunééné stény jsou naptiklad cefalosporiny, peniciliny,

dale vankomycin a bacitracin (Votava, 2005).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

3.1.2 NaruSeni syntézy plazmatické membrany

Cytoplazmaticka membrana je tvofena dvéma vrstvami fosfolipidi a nese odpovédnost
za stabilitu a osmotickou integritu buiiky (Bailey, 2019). Polypeptidy kolistin a polymyxin
B maji na dané fosfolipidy detergencni ucinek, ¢imz poskozuji membranu a ta ztraci svou
permeabilitu  a neporusenost (Bednaf, 1996). Kolistin tvoii vazbu s anionty
lipopolysacharidii, to vede k vytésnéni vapniku a hot¢iku z membrany a dochéazi ke zménan
v jeji propustnosti, unikaji ionty a nasleduje smrt buiiky. V klinické praxi jsou tato dvé

antibiotika aplikovana proti kmeniim gramnegativnich bakterii (Falagas, 2005).

3.1.3 Inhibice proteosyntézy

Mezi antibiotika plsobici na urovni bakteridlni proteosyntézy patii napif. makrolidy,
linkosamidy, tetracykliny, oxazolidinony a chloramfenikol. Antibiotika téchto skupin ptisobi
zejména bakteridlni ribozomy, nicméné mimo to ovliviiuji také funkci ribozomi lidskych,

coz naznacuje, ze toxicita takovych antibiotik je pomérn¢ znacna.

Inhibice proteosyntézy zpusobuje zastaveni rlstu bakterie, tedy bakteriostaticky ucinek,
ke smrti bakteridlni buniky nedochézi. K zabiti bakterie je zapotfebi funk¢ni imunitni systém

pacienta (Arenz, 2016).

Proteosyntézu inhibuji také aminoglykosidy, maji také fadu dalSich G¢inkd, jako indukce
tvorby kyslikovych radikali, ovlivnéni funkce bunééné membrany apod. Aminoglykosidy
jsou jedina antibiotika pattici do této skupiny, kterd plisobi baktericidng. Vliv maji zejména
na gramnegativni bakterie, a to tak, zZe ptisobi na malé podjednotce ribozomu 30S a dojde
tak k nespravnému cteni (tzv. misreading). Vysledkem toho je syntéza nefunk¢nich proteind.
Na G (-) bakterie plsobi také tetracykliny, ty maji uc¢inek bakteriostaticky a pusobi téz
na podjednotce 30S. V tomto piipadé dochazi k zabranéni vazby aminoacyl-tRNA

na ribozom a vysledkem je zastava elongace proteinu (Stefan, 2019).

3.1.4 NaruSeni syntézy nukleovych kyselin

Tento princip je zaloZen na topoizomerdzach a jejich inhibitorech. Jako topoizomerazy se
oznacuji enzymy, které se podili na zméné¢ terciarni struktury DNA bez vlivu na primarni a
sekundarni strukturu. Uastni se replikace DNA, jsou schopny vlakno roz§tépit a opét spojit

rozruseny fetézec (Goedecke, 2007).
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Jsou rozliSovany zejména 2 skupiny, a to topoizomeraza I. tfidy, ktera $tépi jen jedno vlakno
dvousroubovice a druhé proklouzne volnym prostorem, ktery se takto vytvofil. DalSim
typem je potom topoizomeraza II. tfidy, kterd je schopna rozstépit obé vlakna

dvousroubovice (Dostal, 2009).

Tento systém je zalozen na fungovéni inhibitorti topoizomeraz, které zabranuji cilovym
bunkdm ucelné zachédzet se svou DNA a znemoziuji tak vyuzit genetickou informaci, ktera
je v nich uloZzena (Gualerzi et al., 2013). To by nutn¢ nemuselo znamenat letalni ucinek,
jelikoz by pouze doslo k zastaveni metabolismu (staticky efekt), diky inhibitorim
topoizomeraz ale obvykle dojde k zablokovani DNA ve stavu, kdy je pferuSeno bud’ jedno,
piipadné ob¢ jeji vlakna na vice mistech, jelikoz sbalovéani a rozbalovani dvousroubovice
probiha pararelné na riznych usecich molekuly. Tim je narusSena stabilita celé molekuly a

dochazi k mnohacetnému poskozeni vlaken, coz je stav vedouci ke smrti bunky.

Mezi ptirozené inhibitory patfi napf. kamptotecin, inhibitory L. tfidy se bézn¢ nevyuzivaji.
Inhibitory bakteridlnich izomeradz II. tfidy zahrnuji antibiotika (chinolonova ATB,

novobiocin) i cytostatika (Benes, 2018).

3.2 Skupiny antibiotik

3.2.1 Beta-laktamova antibiotika

wevr

cefalosporiny. Jejich mechanismus Uc¢inku je v zasad€ stejny, tlumi syntézu peptidoglykant
bakterialni bun&cné stény, rozdily v pisobeni mezi jednotlivymi peniciliny a cefalosporiny
podminuje rozdilna afinita k bunénym receptorim, dale schopnost pronikat pies buné¢énou

sténu bakterii a odolnost vii¢i beta-laktaméazam (Simon, 1996).

Jadro molekuly penicilinu je tvofeno kyselinou 6-aminopenicilanovou, zatimco
u cefalosporini je to kyselina 7-aminocefalosporanova. DileZitou roli v G¢inku hraje
dostupnost penicilinovych receptort, obsah peptidoglykani v bunécné sténé a lipidy v ni

uloZené (Benes, 2018).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

Rezistence bakterii vii¢i penicilinim miize mit rizné pticiny, nejcastéji je to:
1. Produkce enzymu beta-laktaméz, které oteviraji beta-laktamovy kruh ve struktufe

ATB a zbavuji ho tak antibiotického t¢inku

2. Nepfitomnost ptislusnych vazeb receptort, Spatnd penetrace ATB bunécnou sténou

bakterii

3. Chyb¢jici aktivizace autolytickych bakterialnich enzymt v b. stén¢ bakterii, jez

znemozinuje usmrceni bakterie
4. Nepftitomnost bakterialni stény (napf. u mykoplazmat)
5. NemozZnost syntézy bunécné stény

(Simon, 1996).

3.2.2 Aminoglykosidy

Jde o ptirozené produkty bakterii rodu Streptomyces (ve svém nazvu maji koncovku mycin)
a Micromonospora (koncovka micin). Aminoglykosidy, které obsahuji 2-deoxystreptamin,
se bézn¢ déli na 3 podskupiny podle chemické piibuznosti a vychoziho produkujiciho

mikroorganismu (Benes, 2018).

Mimo pulsobeni na ribozomy (inhibice proteosyntézy) také dezintegruji bunécnou sténu
bakterii. Nejdiive dojde k poSkozeni pravé bunééné membrany a nasledné dojde k vazbé
na 30S podjednotku ribozomu. Zde aminoglykosidy ptekdzi v procesu sparovani
mezi jednotlivymi triplety mRNA a odpovidajicimi antikodony na tRNA. Tim je poruseno
¢teni informace, kterou mRNA obsahuje a ve stejném ¢ase dochazi k zablokovani ptresunu
tRNA s navazanym peptidovym fetézcem z mista na misto ve velké podjednotce (Benes,

2018).

3.2.3 Tetracykliny

Tetracyklinova antibiotika jsou polyketidové slouceniny, které obsahuji zékladni
oktahydrotetracen-2-karboxamidovy fetézec. Do této skupiny je fazen chlortetracyklin,
ktery byl izolovan vroce 1940 zkmene Streptomyces aureofaciens a oxytetracyklin
(pfirozend antibiotika), dale doxycyklin, lymecyklin a minocyklin (semisynteticka

antibiotika).
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Jejich mechanismus ucinku je zaloZzen na inhibici syntézy proteint reverzibilni vazbou
na 30S podjednotku ribozomu, konkrétné jde o inhibici vazby aminoacyl-tRNA na komplex
mRNA-ribozom. Uéinek je bakteriostaticky, nicméné rezistence je u fady bakterii a zejména

enterobakterii vysoka (Kolaf et al., 2020).

3.2.4 Makrolidy

Makrolidova antibiotika se vyznacuji velkym makrocyklickym laktonovym kruhem,
ke kterému je pfipojen jeden nebo vice deoxy cukrii (obvykle kladinoza a desosamin). Vice
nez 2000 makrolidi bylo izolovano z rlUznorodych ptirodnich zdroji, jako jsou
aktinobakterie, houby, rostliny, hmyz a obratlovci. Témét vSechna dnes pouZzivana
makrolidova antibiotika jsou chemické derivaty pfirozené se vyskytujicich makrolidi,
zejména erytromycin, ktery je odvozen od aktinobakterie Saccharopolyspora erythraea

(Capelo-Martinez, 2020).

Klinicky relevantni makrolidy spadaji do kategorie makrolidi se 14-, 15-, 16¢lennym
laktonovym kruhem, zatimco ty s jinymi antimikrobidlnimi a imunosupresivnimi aktivitami

mohou mit rozmanitéj$i kruhové struktury. Prototypovy erytromycin ma 14¢lenny laktonovy

kruh (Capelo-Martinez, 2020).

Primérni mechanismus G¢inku makrolidovych antibiotik spoc¢iva ve vazbé na bakterialni
ribozom k inhibici sestaveni proteinu a poté translace. Toho je dosaZeno prostiednictvim
vazby na 50S podjednotku ribozomu, konkrétné na 23S RNA, coz zpusobuje sterické
branéni pohybu peptidu. Tyto interakce jsou obecné bakteriostatické, ale pro klaritromycin
a azitromycin pisobici na S. pyogenes, S. pneumoniae a H. influenzae jsou tyto interakce

baktericidni (Vannuffel, 1996).

3.2.5 Linkosamidy

Dvéma hlavnimi antibiotiky tvofici tuto skupinu jsou linkomycin, vykazujici biologickou
aktivitu proti bakteriim (zejména grampozitivnim) a také prvokiim, déle pak jeho derivat
klindamycin. Obé& antibiotika jsou Siroce pouZzivana v klinické praxi. Jsou bakteriostaticka,
inhibuji syntézu proteint u citlivych bakterii; ve vysSich koncentracich v§ak mohou byt
baktericidni. Klindamycin je obvykle mnohem aktivnéjSi neZ linkomycin pfi 1éEbé
bakteridlnich infekci, zejména téch, které jsou zplsobeny anaerobnimi druhy (Pecheére,

1986).
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Rezistence na linkomycin a klindamycin mtize byt zpisobena metylaci 23S ribozomalni
RNA, modifikaci antibiotik specifickymi enzymy nebo aktivnim efluxem z bakterialni

buiky (Pechére, 1986).

Jedna se o glykosidicka antibiotika obsahujici aminovy postranni fetézec. Stejné jako
makrolidy se pouzivaji jako ndhrazky penicilinu, aby se minimalizovalo riziko ptecitlivélosti
na penicilin. Linkosamidy inhibuji 50S podjednotku bakterialnich ribozomt, ale v misté
odliSném od mista vazaného makrolidy. Pfi soucasném pouziti linkosamidt s makrolidy je
vSak ucinnost snizena. Ribozomalni ucinek linkosamidii ma za nésledek bakteriostaticky

ucinek, nicméné klindamycin mize byt v uréitych koncentracich baktericidni (Noli, 1999).

3.3 Antibioticka rezistence

Antimikrobidlni latky, jako jsou napiiklad pravé antibiotika, jsou nedilnou soucasti jak
humanni, tak veterinarni mediciny. Jsou nepostradatelné pti 1€cbé infekénich onemocnéni

zpisobenych bakteriemi (nikoliv viry) (EFSA, 2014).

Jako rezistence je obecné¢ oznaCovana schopnost mikrobialni populace piezit ucinek
inhibi¢ni koncentrace dané antimikrobidlni latky. Nékteré mikroorganismy jsou ptirozené

(primarn¢) rezistentni k nékterym antimikrobidlnim latkdm.

Pfirozena rezistence je geneticky podminéna rezistence k nékterym antimikrobidlnim
latkam, bez ohledu na to, zda doslo k pfedchozimu kontaktu mikroorganismu s danou latkou
(Peterson, 2018). Prikladem miZze byt rezistence gramnegativnich stievnich tyc¢inek vici
penicilinu a makrolidiim, rezistence streptokokt k aminoglykosidiim ¢i enterokoki a listerii

k cefalosporiniim.

U mikroorganismt je stidle vice sledovéna ziskana (sekundarni) rezistence. Tento typ
rezistence vznika pfi pisobeni antimikrobidlni latky na populaci mikroorganismt, kdy se
pod selekénim tlakem antimikrobidlni latky selektuji rezistentni kmeny. Muze se jednat
o rezistenci negenetického 1 genetického pivodu. V prvnim pfipadé muze rezistence
vzniknout napt. v disledku ztraty specifickych receptorovych struktur. Sekundarni
rezistence genetického plvodu miize byt chromosomalni (napf. spontanni mutace) C¢i

extrachromosomalni (reprezentovana napfi. plasmidy ¢i transpozony) (Bursova, 2014).
VétSina bakterii ma mechanismy, které jim umoznuji sdilet geneticky material, jako je
konjugace. Tyto mechanismy umoziuji geniim kodujicim rezistenci vici antibiotikiim

pohybovat se mezi bakteriemi nejen stejného druhu, ale také riznych druhl a rodu.
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Geneticky materidl kodujici rezistenci je Casto ,.klondlni* (tj. identicky v Sirokém spektru
bakterii) a mize se snadno pohybovat mezi bakteriemi stejného druhu a také riznych druht
a rodl, zejména je-li pfenasen v plazmidu nebo transpozonu. Napiiklad gen vanA, ktery
kéduje rezistenci na vankomycin, je nesen v transpozonu a snadno se pohybuje
mezi enterokokovymi druhy a potencidlné mezi dalSimi grampozitivnimi koky, napf.
stafylokoky. Dtikazy o pfenosu vanA z VRE na kmen MRSA byl pozorovan u pacienta
na rendlni dialyze ve Spojenych statech (Collignon, 2002).

Velkym problémem dnesni doby multirezistence, kdy je mikroorganismus soucasné
rezistentni k vétSimu poctu antimikrobialnich latek. Jako dalsi je tfeba zminit také zkiizenou
rezistenci, jedna se o souc¢asnou necitlivost mikroorganismti na ATB s podobnou chemickou
strukturou a stejnym mechanismem ucinku (Bursova, 2014). To znamen4, Zze pokud je napf.
izolat E. coli rezistentni viici nékterému cefalosporinu prvni generace, bude tedy rezistentni
1 vici ostatnim cefalosporinlim stejné generace. Mimo to, pokud se izolat stane odolnym
vuci cefalosporiniim tfeti generace, pak bude odolny také vii¢i vSem cefalosporiniim prvni a
druhé generace. Klinicky vyznamnou multirezistentni bakterii je naptiklad Staphylococcus
aureus rezistentni k meticilinu (MRSA), Enterokok rezistentni k vankomycinu (VRE),
multirezistentni Pseudomonas aeruginosa a multirezistentni Acinetobacter baumannii

(Stefan, 2019).

PouzZivani antibiotik v nadmérné mife (a casto také nespravné) je spojeno s Sifenim
mikroorganismu rezistentnich vici t€émto latkdm, coz to je divodem netcinnosti 1écby a

pfedstavuje vazné riziko pro vefejné zdravi (EFSA, 2014).

3.4 Bakterie rezistentni na antibiotika a geny rezistence

Bakterie se stdvaji rezistentnimi vac¢i antibiotikim bud genetickymi mutacemi, nebo
ziskanim genil pro rezistenci na antibiotika (ARG). Antimikrobidlni rezistence pfedstavuje
problém pii dosahovani vS§eobecného zdravotniho pokryti a brani dosaZeni cilli udrzitelného
rozvoje souvisejicich se zdravim, potravinovou bezpecnosti, ¢istou vodou a hygienou

(Amarasiri et al., 2020).

Sifeni bakterialni rezistence k antibiotikiim je vysledkem celé fady p¥i¢in. Ty se vzajemné
kombinuji a zvySuji tak nebezpeci, které tato zalezitost vyvolava. (Kolar, 2019)
Multirezistentni kmeny bakterii zpisobujici infekce, které nelze 1éCit stavajicimi
antimikrobidlnimi 1éky, jsou vyznamnym nebezpecim pro klinickou medicinu a jsou

oznacovany souhrnnym terminem jako ,,superbugs® (Wein, 2014). Tato skupina zahrnuje
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enterobakterie s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz, bakterie se ziskanou rezistenci
ke kolistinu, multirezistentni kmeny Pseudomonas aeruginosa, vankomycin-rezistentni
enterokoky, methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) a bakterie se ziskanou

rezistenci k aminoglykosidim (Kolat, 2019).

3.4.1 Enterobakterie s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz

Odolnost enterobakterii  k beta-laktamovym antibiotikim je zaloZena zejména
na mechanismu produkce enzymdi, tzv. beta-laktamdz. Velkd pozornost je vénovana

primarné Sirokospektralnim beta-laktamézam typu ESBL a AmpC (Kolar et al., 2011).

Infekce zpisobené kmeny produkujicimi ESBL jsou povazovany za vazny globalni
zdravotni problém, protoZze tyto infekce jsou spojeny s vy$§i morbiditou a mortalitou.
Produkce ESBL je mechanismus rezistence, pii kterém je hydrolyzovan beta-laktamovy
kruh antimikrobialnich latek, jako jsou peniciliny a cefalosporiny (Gazal et al., 2021).
Az do roku 2000 byly typy ESBL blaSHV a blaTEM nejbéZnéjSimi genotypy ESBL
nalezenymi ukmenl Enterobacteriaceae. Odpovidajici geny byly casto nalezeny
na plazmidech, které usnadiiuji jejich rychlé Sifeni mezi rdznymi bakteridlnimi druhy
(Pishtiwan, 2019). Vétsina ESBL se tadi do skupiny SHV nebo TEM a vznika bodovou
mutaci genu pivodnich enzyml (SHV1, TEMI), v disledku toho dochéazi k zaméné AK

v aktivnim centru enzymu a je tak ovlivnéna jeho aktivita (Sauer, 2006).

Typy blaCTX-M byly zaznamendny jako nejbéZnéjSi genotypy mezi kmeny
Enterobacteriaceae zpusobujici lidské infekce na celém svété (zejména blaCTX-M-15).
Existuji dal$i varianty B-laktamaz, jako je AmpC B-laktaméza, které mohou zprostiedkovat
rezistenci na n¢kolik antibiotik, jako jsou peniciliny, cefamyciny (napf. cefoxitin a cefotetan)
a oxyiminocefalosporiny. Rezistence k Sirokospektrym p-laktamim zprostiedkovand ESBL
a enzymy AmpC [-laktamazy predstavuje velkou zdravotni z4téZ, zejména v rozvojovych

zemich, kde je mira rezistence vysoka (Mohamed et al., 2020).

3.4.2 Bakterie se ziskanou rezistenci ke kolistinu

Pocate¢nim mistem plisobeni kolistinu je bakteridlni bunéénd membréana. Kolistin se vaze
na LPS a fosfolipidy ve vnéj$i bunééné membrané gramnegativnich bakterii a kompetitivné
vytésiiuje dvojmocné kationty (Ca*" a Mg?") z fosfatovych skupin membranovych lipidd,
coz vede k naruseni vnéj$i bunééné membrany, Uniku intracelularniho obsahu a bakterialni

smrti (Biswas et al., 2012).
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Rezistence bakterii ke kolistinu podminuji zejména chromozomalni mechanismy, konkrétné
modifikace struktury lipidu A, kompletni ztrata LPS v dasledku mutace gent zodpovédnych
za syntézu lipidu A, redukce exprese kofaktorti zahrnutych v syntéze LPS a v neposledni
fase snizeni regulace proteini podilejicich se na exportu a stabilizaci prekurzorti vnéjsi
membrany. Vyznamnym nebezpecim je plazmidové kodovand a trasferabilni rezistence
ke kolistinu, podminéna geny mcr. Od prvniho popisu tohoto typu rezistence v roce 2016
pocet jejiho vyskytu naristd a byla popsdna také u kmene Acinetobacter baumannii

izolovaného z kritich jater zakoupenych v Ceské republice (Kolat, 2019).

3.4.3 Rezistence k sulfonamidim

Hlavnim divodem Sifeni determinant rezistence k t€émto antimikrobialnim latkam je jejich
pritomnost na R plazmidech. Intenzivni uzivani sulfonamidu po jejich uvedeni do veterinarni
a humanni mediciny pravdépodobné stimulovalo rozvoj R plazmida obsahujicich tyto geny
rezistence (Radstrom et al., 1991). V 3’°-konzervativni oblasti integront tfidy 1, které jsou
soucasti velkych konjugativnich plazmidi a transpozont skupiny Tn21, je lokalizovan gen

sull a s Sifenim integront tfidy 1 v bakterialni populaci se i tento gen automaticky Sifi.

Dale gen su/2 byl popsan u G — bakterii, a to z riiznych ekologickych nik, ktery je ulozen
na malém konjugativnim plazmidu pGCO05 a nekonjugativnich plazmidech pBP1 a
RSF1010. Tyto plazmidy pBP1 a RSF1010 nesou geny odpovédné za rezistenci
ke streptomycinu. Z tohoto diivodu byva rezistence k témto dvéma typtim antimikrobialnich

latek tizce spjata. U E. coli byl také popsan gen su/3 (Huovinen et al., 1995).

3.4.4 Rezistence k tetracykliniim

Rezistence na tetracyklin je normalné zptisobena ziskem novych genil Casto spojenych bud’
s mobilnim plazmidem nebo transpozonem (Roberts, 1996). Dosud bylo charakterizovano
nejméné 40 riznych gentl rezistence na tetracyklin, jednd se o geny fet, které se ucastni bud’
aktivniho efluxu léciva, dal$imi divody rezistence jsou i ribozomalni ochrana nebo

enzymatickd modifikace 1é¢iva (Hedayatianfard et al., 2014).

Gramnegativni tetracyklinové efluxni proteiny jsou spojeny s represoproteiny, které
v nepiitomnosti tetracyklinu blokuji transkripci represorovych a strukturnich efluxnich
gent. Na rozdil od toho se zda, ze exprese efluxnich gent grampozitivnich tetracyklinii a

nékterych genli pro ochranu ribozoml je regulovana zeslabenim transkripce mRNA.
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Specifické geny rezistence na tetracyklin byly identifikovany u 32 gramnegativnich a 22

grampozitivnich rodt (Roberts, 1996).

Z genll tet jsou u gramnegativnich bakterii uvadény fetA, tefB, tetD, tetE a tetG,
u grampozitivnich se zase vyznamné vyskytuji tetK, tetL, tetM, tetO a tetS (Hedayatianfard
etal., 2014).

3.4.5 Sifeni rezistence k antimikrobidlnim latkam

Intenzivni pouzivéani antibiotik pro humanni, veterinarni a zemédé€lské ti€ely ma za nasledek
jejich neustalé uvolilovani do zivotniho prostfedi. Spolu s antibiotiky se do odpadnich vod
vnaseji bakterie odolné vici antibiotikim (ARB) a geny rezistence vic¢i antibiotikim
(ARG). Cistimy odpadnich vod (COV) jsou povazovany za pravdépodobna ohniska
pro Sifeni antibiotické rezistence v zivotnim prostfedi, protoze nabizeji vhodné podminky
pro proliferaci ARB i pro horizontalni pfenos ARG mezi riznymi mikroorganismy (Li,
2022). Ve skuteénosti jsou v COV v riiznych zemich detekovany geny proptijéujici rezistenci
ke vSem tfidam antibiotik spolu s mobilnimi genetickymi prvky (MGE), jako jsou plazmidy,
transpozony, bakteriofagy, integrony. (Partridge et al., 2018). Vyznamnymi Sifiteli AMR
jsou potravinova zvitata, pochopeni dynamiky antimikrobidlni rezistence je zdsadni, protoze
télesnd hmota a fekalni produkce potravinovych zvifat se zvySuji s vékem. AMR
mezi fekalnimi bakteriemi vétSich starSich zvifat tedy pfedstavuje vétsi hromadnou zatéz
pro ptenos AMR prostfednictvim hnoje z produkénich systémi do Zivotniho prostiedi.
Nejveétsi pfimée riziko pfenosu AMR na spotiebitele pfedstavuji fekalni bakterie pti porazce

zvitete a kontaminace jatecné upravenych tél (Gaire et al., 2021).

Pfedmétem velkého z&jmu vetejnosti, vzhledem k jejich potencionalnimu riziku pro lidské
zdravi, jsou v dneSni dobé v souvislosti s geny antibiotické rezistence mikroplasty. Ty
mohou vytvatet odliSna bakteridlni spolecenstvi a absorbovat zneciStujici latky z okolniho
prostiedi, které poskytuji potencialni hostitele a vyvijeji mozny selekéni tlak ARG (Obr. 1).
Selektivni obohaceni ARG a bakterii rezistence na antibiotika na mikroplastech bylo
potvrzeno v riiznych prostfedich. Mikroplasty by mohly byt nositelem ARG mezi prostiedim
a zvitaty. Akumulace polutantl a husta bakterialni spolecenstvi na mikroplastech poskytu;ji

pfiznivé podminky pro vyssi prenosovou rychlost a evoluci ARG (Liu et al., 2021).
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Obrazek 1. Siteni ARG prosttednictvim mikroplastii (Liu et al., 2021, upraveno)

Bakterie mohou ziskat rezistenci vic¢i antibiotikim dvéma zplsoby, a to produkci ARG
spontanni genovou mutaci a ziskani ARG horizontalnim pfenosem genti (HGT). Pfenosové
rezimy téchto dvou zpisobi se vSak liSi. Prvni se prendsi predevSim na potomstvo
prostiednictvim vertikdlniho pfenosu genti (VGT), zatimco druhy ma potencial prenaset
ARG rychleji, mohou se pfenaset mezi riznymi bakteriemi, dokonce i mezi riznymi druhy.
HGT zahrnuje ptedevsSim 3 cesty: konjugaci, pfirozenou transformace a transdukci (Li,

2022).

Horizontalni pienos gent (HGT) je jednim z nejznaméjsich a nejrozsitengjsich procesii mezi
bakterialnimi populacemi pro pienos genli a jejich obohaceni o nové vlastnosti nebo
vlastnosti (Obr. 2). Jde o proces vymény genll mezi organismy, které nejsou ve vztahu rodic-
potomek (Soucy et al., 2015). Tato vyména genetického materidlu mize mit jak ptiznivé,
tak i nepfiznivé dasledky. Je primarnim mechanismem S$ifeni antibiotické rezistence
u bakterii a je dosahovano procesy konjugace (prostfednictvim plazmidu a konjugativnich
transpozonll),  transdukce  (prostfednictvim  bakteriofagli) nebo  transformace

(prostfednictvim inkorporace do chromozomu chromozomalni DNA, plazmidu a jina naha
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DNA). Hraje také zasadni roli ve vyvoji mikroorganismil rezistentnich viici Iéktim a pienosu

gent virulence (Kunhikannan, 2021).

Mutacemi pak mohou byt naptiklad mutace bodové, delece (tedy odstranéni Casti genu),
pfipadné substituce (ndhrada genu) ¢i adice jednoho nebo nékolika part bazi
v deoxyribonukleové kyselin€. Ty maji za nasledek vyménu jedné a vice aminokyselin
ve struktufe peptidu. Dochazi tak k syntéze bilkovinného produktu, jehoz schopnost vazat

antibiotikum je omezena (Spizek, 1999).

Bacteriophage Free DNA

Plasmid

D I D AB" - Antibiotic resistant gene

Obrazek 2. Zisk antibiotické rezistence — mechanismus
horizontdlniho pfenosu genli mezi bakteridlnimi populacemi
(Kunhikannan, 2021, upraveno)

Antibiotika jsou uvolfiovana do zivotniho prostfedi n€kolika cestami, jako jsou klinicka
zatizeni, lidsky nebo zvifeci odpad, pouzivani produkti obsahujicich antibakterialni latky a
prostiednictvim potravin a krmiv, které jsou doplnény antibiotiky a podavany zviratim

(Kunhikannan, 2021).

Uvniti COV miize pod selekénim tlakem antibiotik, kovii a dalsich chemickych latek
dochéazet k horizontadlnimu ptenosu gentt (HGT) (Karkman et al., 2018). Mnoho studii
potvrdilo, ze COV nejsou schopny zcela odstranit antibiotika, ARB a ARG. Vypousténi
odpadnich vod z COV do prostiedi véetné povrchovych vod, podzemnich vod, moiského
prostiedi a pudy, kde mohou environmentalni mikroorganismy interagovat s ARB a ARG,
muzZze vést k rozvoji antibiotické rezistence u mikroorganismi z téchto prostedi (Ben et al.,

2019).
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3.5 Moznosti detekce genii pro antibiotickou rezistenci

Je znamo nekolik metod identifikace rezistentnich bakterii (fenotypové metody) a jejich
prislusnych gent rezistence (genotypové metody). Tradi¢ni metody jsou primarné zalozeny
na kultivaci mikroorganismu za specifickych podminek. Ackoli jsou jednoduché a snadno
proveditelné, nékteré aspekty nejsou tak vyhodné. Existence zivotaschopnych
nekultivovatelnych mikroorganismti nebo dlouha doba, po kterou se urcité mikroorganismy
mohou v prostfedi mnozit, byva prekazkou. Na druhé stran¢ molekularni metody jsou
zaloZzeny na amplifikaci cilovych gent (tj. RFLP), celogenomovém sekvenovani a

metagenomice (Galhano et al., 2021).

I kdyz je v soucasné dob¢ k dispozici rostouci pocet fenotypovych a genotypovych
charakteriza¢nich metod pro detekci AMR, existuji u kazdé z téchto metod urcita omezeni

(Anjum, 2015).

Nejbéznéji pouzivanou technikou pro identifikaci antimikrobidlni citlivosti je stanoveni
minimalni inhibiéni koncentrace (MIC). U&elem této metody je kvantifikovat minimélni
koncentraci antimikrobidlni latky, kterd inhibuje zjevny rast bakterii. Bakterie se ockuji
na agar nebo do bujonu a sleduje se mikrobidlni rlist. Pomoci téchto metod nicméné neni

mozné stanovit rezistenci u zivotaschopnych nekultivovatelnych bakterii. (Wiegand, 2008).

Mezi nejbéznéji vyuzivané fenotypové metody se fadi diluéni mikrometoda, kde se hodnota
MIC odecita v jamkach mikrotitraéni desticky (Burt, 2004), agarova dilu¢ni metoda
provadéna na agarovych pidach Mueller Hinton, diskova difuzni metoda s pouzitim diskti
rizn€¢ koncentrovanych antibiotik a E-test slozeny znepropustného nosice s predem
definovanym antimikrobidlnim gradientem, jenz se umist'uje na agarovou plotnu. E-test je

v podstaté kombinaci obou zminénych metod (Galhano et al., 2021).

V soucasné dob& védci priklani k pouziti genotypovych metod kviili mnoZstvi informaci,
které lze témito technikami rychle ziskat (Anjum, 2015). Déle jsou popsany jednotlivé

genotypové metody stanoveni antibiotické rezistence.

Geny antibiotické rezistence (ARG) kdduji schopnost bakterialnich bunék riist v ptitomnosti
antibiotik. Dosahuji toho kddovanim riznych funkei, jako je Cerpani antibiotika z bunky
(eflux), degradace antibiotika nebo modifikace cile (napt. chemicka modifikace za ucelem
vytvoieni bunécné stény, kterd jiz neni citliva). Po extrakci DNA ze zkoumaného vzorku
jsou ARG typicky identifikovany metodami zalozenymi na PCR nebo v posledni dobé¢

genomickymi nebo metagenomickymi technikami (Luby et al., 2016).
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Detekce evolu¢nich ohnisek antibiotické rezistence (DARE) neddvno navrhlo nasledujici
cile pro monitorovani: integron tfidy 1 (intll), sulfonamidové ARG (sull a sul2), b-
laktamové ARG (blaCTX-M a blaTEM), chinolonové ARG (qnrS a 6-ib-Cr), makrolidové
ARG (ermB a ermF), kazetovy marker ARG aac, glykopeptidové ARG (vanA) a dale
meticilinové ARG (mecA) (Berendonk et al., 2015).

3.5.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Metoda PCR je vysoce citliva, poskytuje relativné rychlé vysledky (2—3 h) a pfimou
informaci o pozadované sekvenci DNA. Jednd se o enzymaticky test vyuZzivajici
oligonukleotidové primery, které jsou komplementarni k pfilehlym oblastem cile
pro amplifikaci cilovych genli nebo genovych fragmentt. Je dostupna Siroka skala primerd,
které cili na specifické ARG. (Chee-Sanford et al., 2001). Jde o pomérné novou techniku
pro in vitro amplifikaci DNA nebo RNA organismu nebo genového defektu bez nutnosti

kultivace (Wages, 2005).

Princip PCR je jednoduchy, vyZaduje tfistupiiovy cyklicky proces: denaturaci dvoutetézcové
DNA, annealing primert asyntézu DNA, kdy pfirtsta vlakno komplementarni DNA
k ptivodni molekule DNA ve sméru od 5 konce k 3¢ konci (Schochetman, 1998).

Nevyhodou mize byt, ze PCR je zdvisld na extrakci DNA, kterd se bude liSit v uc¢innosti
napfi¢ matricemi a pravdépodobn& bude prochazet inhibitory, které mohou interferovat
s PCR. Tato omezeni mohou vést k faleSnym negativiim. Na druhé strané¢ mtze byt PCR
nachylnd k nespecifickym reakcim (tj. amplifikaci nespravného cile), coZz vede naopak
k falesn¢ pozitivnim vysledkim. PCR sama o sobé& neposkytuje informace o tom, zda byl

cilovy ARG skute¢né exprimovan v prostfedi (Luby et al., 2016).

3.5.2 Reverzni transkriptazova PCR (RT-PCR)

Pti reakci vyuzivajici RT-PCR se molekula RNA piepisuje na molekulu komplementarni
DNA (cDNA). Po tomto postupu se amplifikace provadi pomoci standardni PCR. Jde
o metodu vysoké specificity, senzitivity a spolehlivosti (Galhano et al., 2021). Ukézalo se,
ze molekula ¢cDNA vytvofena z pocateni RNA ma vyS$i uroven cCistoty ve srovnani
s molekulou DNA odebranou piimo z cile. Standardni molekula DNA obsahuje necistoty,
jako jsou proteiny, které se nenachazeji v molekule cDNA. Proto je cDNA specifictéjsi a

snaze rozpoznatelna primery (Tang, 2017).
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3.5.3 PCR v kombinaci s polymorfismem délky restrikénich fragmenta (PCR-
RFLP)

Po rozstépeni nekolika vzorkli DNA pomoci restrikénich endonukledz enzymu se projevuji
rozdily v délce vzniklych DNA restrik¢nich fragmentt. Ty je ddle mozné detekovat gelovou
elektroforézou. Tyto rozdily zptisobuji odchylky v sekvenci piivodnich fetézciit DNA, pokud
obsahuji fetézec nukleotidi pro rozpoznani restrikénich endonukleaz, dochazi ke Stépeni

dvousroubovice DNA, pokud ho neobsahuji, ke §tépeni nedochazi (Rasmussen, 2012).

U salmonel byla technika PCR-RFLP schopna identifikovat mutace v oblasti genu gyrA
urcujici rezistenci na chinolony u kment rezistentnich na kyselinu nalidixovou ve vzorcich
driibeze, coz ukazuje, Ze takové bodové mutace mohou Uc¢inné prispivat k AMR (Galhano

et al., 2021).

3.5.4 Real-Time PCR (qPCR)

Diky qPCR je mozné detekovat a kvantifikovat amplifikovanou ¢ast DNA béhem celého
procesu amplifikace. Tato kvantifikace je umoznéna zahrnutim fluorescenénich sond
do specifickych primerti, které emituji detekovatelné signaly (Bell, 2015). Ptidani
fluorescenc¢nich sond k amplifikacim PCR umoziiuje monitorovani amplifikace v redlném

Case a oproti konvencni PCR je reakéni doba kratsi (Galhano et al., 2021).

Nékdy pro klinicky vysledek AMR nestac¢i pouze ptitomnost genu rezistence. Pokud
napiiklad pfitomnost genti [B-laktamdzy v nékterych klinicky izolovanych bakteriich
nekoreluje dobie s Gi¢inkem 1écby penicilinem, je mozné, Ze pfitomnost genu rezistence
nerozhoduje o selhani 1écby, protoZe uroven genové exprese mize byt pfili§ nizka. V této
souvislosti je pouziti RT-qPCR zasadni pro kvantifikaci Grovné exprese geni AMR

(Galhano et al., 2021).

3.5.5 Mikrocipy

Technika pomoci mikroc€ipl je dal§Sim moZnym zplisobem pro zkoumani genetické AMR
u bakterii. Tato technologie umoziuje studium genové exprese hybridizaci
oligonukleotidovych sekvenci, které budou cistit a amplifikovat specifické molekuly RNA
ze vzorku, ktery je sttedem zajmu. To umoziuje jeho pouziti pro nékolik uceld, zejména
pro identifikaci funkce urcitych genli (Galhano et al., 2021). Pouziti mikroc¢ipt pii detekci
geni AMR Ize optimalizovat né€kolika hybridiza¢nimi procesy a provadét soucasné

na stejném substratu (napft. skle, membrané nebo gelové podlozce), ktery ma mnoho sond.


https://cs.wikipedia.org/wiki/DNA
https://cs.wikipedia.org/wiki/Enzym
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Restrik%C4%8Dn%C3%AD_fragment&action=edit&redlink=1
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Dalsi velkou vyhodou je, ze neni nutna piedchozi kultivace bakterii, protoze vzorek DNA

1ze ptimo izolovat za ticelem vytvoreni mikrocCipi (Gheyas, 2013).

3.5.6 Sekvenovani celého genomu a metagenomika

Diky schopnosti sekvenovat cely mikrobiom je metagenomika u¢innym néstrojem pfi studiu
a objevovani novych geni rezistence. Jde o soucasnou a velmi u¢innou techniku, ktera by

méla byt vice prozkoumana ve studiich zahrnujicich fetézec produkce masa (EFSA, 2019).

Analyza mikrobialniho genomu se striktné opira o technologii sekvenovani DNA. Genom je
soubor molekul DNA, ve kterych jsou uspofddany geny a variabilni sekvence a poskytuji

zakladni informace pro vznik mikroorganismu (Shen et al., 2021).

Primérni vyhodou téchto metod je, Ze obchazeji PCR, a tim 1 nutnost selektovat genetické
cile, jako jsou specifické ARG a mobilni genetické elementy. Kolektivni genomy v daném
vzorku (metagenomy) lze sekvenovat v jediném kroku (napf. ziskanim 10-1000 Gb sekvenci
DNA v jedné draze HiSeq 2500 Illumina) (Luby et al., 2016). Geny rezistence na antibiotika
nebo jiné z4jmové cile (napf. plazmidy, transpozony a faktory virulence) pak mohou byt
detekovany a kvantifikovany vyhledavanim v online databazich pomoci vetejné dostupnych
nastroji, jako je MG-RAST, tzv. Integrovana databaze mikrobialniho genomu (IMG) nebo
projekt Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) (Meyer et al., 2008).

Sestavy vytvofené z malych ¢teni sekvenci se nazyvaji kontigy, které mohou byt anotovany
pro hledani genti rezistence. Hledani geni rezistence se vétSinou provadi metodami (napf.
BLAST, USEARCH, DIAMOND), které berou v uvahu podobnost kontigh s geny
obsazenymi v referenc¢nich databazich, jak je uvedeno vySe. Vybér databaze zavisi jak
na ucelu kazdé studie (tj. geny rezistence, geny virulence, proteiny), tak na spolehlivosti
sekvence ulozené¢ v kazdé databazi. Doslo také ke zlepSeni poméru nakladi a piinost
sekvenacnich technologii a celogenomové sekvenovani se tak stalo snadno dostupnym

a ucinnym nastrojem pii sledovani rezistence vici antibiotiklim (Galhano et al., 2021).
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

4 CIiLPRACE

Cilem této diplomové prace bylo izolovat bakterie celedi Enterobacteriaceae ze vzorka
chlazeného kufeciho masa ziskanych z raznych feznictvi Zlinského kraje, provést jejich
identifikaci a stanovit u nich vyskyt antibiotické rezistence k celkem 20 antibiotikiim

diskovou difuzni metodou.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Pristroje

Vahy KB d =0,1 g (KERN, Némecko)

Stomacher Classic IUL (BioTech, Ceské republika)

Spiral Plater EDDY JET 2 (IUL Instruments, Spané&lsko)

Sphere Flash — Automatic Colony Counter (IUL Instruments, Spanélsko)

Zakalomér Densi-La-Meter (Erba Lachema, Ceska republika)

Ttepacka VX-200 Vortex Mixer (Labnet International, USA)

Potitadovy program TNW pro vyhodnocovani Enterotestii (Erba Lachema, Ceska republika)
Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Mikroskop s imerznim objektivem (Leica Microsystems, Némecko)

5.2 Pomiicky a chemikalie

Odmémy vélec (Simax, Ceské republika)

OXltest detekéni prouzky (Erba Lachema, Ceska republika)
Enterotesty Mikrolatest ENTEROtest 24 N (Erba Lachema, CR)

Sterilni pinzeta, sterilni nizky, mikrotenové sacky, nitrilové rukavice, kadinky, plynovy
kahan, sirky, Petriho misky, sterilni ockovaci klicky, podlozni sklicka, sterilni plastové

zkumavky, stojan na zkumavky, pipetové Spicky
Chemikalie

Chlorid sodny

3 % peroxid vodiku

Krystalova violet’

Lugoltiv roztok

Safranin

Ethanol

Imerzni olej
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Parafin
Roztoky a Zivna média
Fyziologicky roztok — 0,95 % roztok chloridu sodného v destilované vod¢

VRBA — Violet Red Bile Agar (HIMEDIA, Indie) byl pouzit pro kultivaci bakterii ¢eledi

Enterobacteriaceae

Slozeni (g/1): pepton 7 g, kvasni¢ny extrakt 3 g, laktéza 10 g, smés zluCovych soli 1,5 g,
NaCl 5 g, neutralni ¢erven 0,03 g, krystalova violet’ 0,002 g, agar 15 g

Konec¢né pH pti 25 °C=7,4+0,2

Nutrient agar (HIMEDIA, Indie) byl pouZzit pro pfeockovani kultivovanych kmeni celedi

Enterobacteriaceae

Slozeni (g/1): pepton 5 g, NaCl 5 g, HM pepton B (ekvivalent hovéziho vytazku) 1,5 g,
kvasni¢ny extrakt 1,5 g, agar 15 g

Kone¢né pH pii 25 °C=7,4+0,2
Mueller Hinton Agar (HIMEDIA, Indie) byl pouZit pro provedeni diskové difuzni metody

Slozeni (g/1): ekvivalent hovéziho vytazku 300 g, ekvivalent hydrolyzatu kyseliny kaseinové

(acicase) 17,5 g, Skrob 1,5 g, agar 17 g

Konec¢né pH pii 25 °C=7,3+ 0,1

Daéle byly pouzity nasledujici antibiotické disky:
Peniciliny:

Ampicilin AMP10 (HIMEDIA, Indie)
Ampicilin/Sulbactam A/S10 (HIMEDIA, Indie)
Amoxicilin AMX10 (HIMEDIA, Indie)
Cefalosporiny:

Cefuroxim CXM30 (HIMEDIA, Indie)

Cefazolin CZ30 (HIMEDIA, Indie)

Cefoxitin CX30 (HIMEDIA, Indie)
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Ceftriaxon CTR30 (HIMEDIA, Indie)
Cefalotin CEP30 (HIMEDIA, Indie)
Ceftazidime CAZ30 (HIMEDIA, Indie)
Tetracykliny:

Tetracyklin TE10 (HIMEDIA, Indie)
Doxycyklin Hydrochlorid DO30 (HIMEDIA, Indie)
Aminoglykosidy:

Amikacin AK30 (Oxoid, UK)
Gentamycin G120 (HIMEDIA, Indie)
Linkosamidy:

Klindamycin CD2 (HIMEDIA, Indie)
Makrolidy:

Azitromycin AZM15 (HIMEDIA, Indie)
Sulfonamidy:

Sulfametoxazol trimetoprim SXT25 (Oxoid, UK)
Fluorochinolony:

Ciprofloxacin CIP5 (HIMEDIA, Indie)
Karbapenemy:

Imipenem [IPM10 (HIMEDIA, Indie)
Amfenikoly:

Chloramfenikol C30 (HIMEDIA, Indie)
Polymyxiny:

Kolistin CL10 (HIMEDIA, Indie)
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5.3 Vzorky kureciho masa

Celkem bylo zakoupeno a mikrobiologické analyze podrobeno 30 vzorkl kutfeciho masa,

z toho bylo 20 kutecich kiidel a 10 kufecich Spalicka (Tab. 1.). Vzorky byly zakoupeny

v feznictvich maloobchodni sité ve Zlin€¢ v obdobi listopad/prosinec 2021.

Tabulka 1. Vzorky pouZzité k izolaci kmeni a jejich ptivod

Vzorek | Cast | Reznictvi | Vzorek | Cast | Reznictvi
K1 Spalicek SU K16 ktidlo RM
K2 Spali¢ek SuU K17 kiidlo RM
K3 Spalicek SuU K18 ktidlo RM
K4 Spalicek SU K19 kiidlo RM
K5 Spalicek SU K20 kiidlo RM
K6 ktidlo SuU K21 | $palicek SU
K7 kiidlo SU K22 | $palicek SU
K8 ktidlo SuU K23 | Spalicek SU
K9 kiidlo SU K24 | $palicek SU

K10 ktidlo SuU K25 | spalicek SU
K11 ktidlo SU K26 ktidlo RM
K12 kiidlo SuU K27 kiidlo RM
K13 ktidlo SU K28 ktidlo RM
K14 kiidlo SuU K29 kiidlo RM
K15 ktidlo SU K30 ktidlo RM

Vysvétlivky:

SU = Slezské uzeniny (Vyrobce: Tésinské jatky, s.r.o., Na Ol§inach 361/1, 73701 Cesky

Te&sin; Kuteci kiidla/Spalicky: Maso-driibezi maso, tfida jakosti A; Chov v: Polsko; Porazka

v: Polsko)

RM = Rostislav Matula (Lechotice 105; Kufeci kiidla/$palicky: Maso-dribezi maso, tiida
jakosti A; Chov v: Polsko; Porazka v: Polsko)
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5.4 Izolace bakterialnich kmenu

Mikrobiologickd analyza byla provedena nasledovné. Bylo odvazeno 5 g kiize a masa
do sterilniho saCku a bylo pfidano 45 ml fyziologického roztoku. Po homogenizaci
ve Stomacheru byla provedena inokulace pomoci Spiral Plateru na zivnou pidu VRBA

vzhledem k jeji vhodné selektivité. Naockované misky byly inkubovany pti 37 °C/24 h.

Druhy den byla pouzita ¢tecka a software Sphere Flash ke zjisténi poct bakterii na miskach.
Razné morfologické typy byly izolovany kiizovym roztérem na Nutrient agar, z kazdého

vzorku byly izolovany maximalné 4 kolonie.

5.5 Identifikace kmenu

Vzhledem k tomu, ze celed Enterobacteriaceae tvoii gramnegativni bakterie, zakladni
identifikaci byla provedena pomoci Gramova barveni, tedy zafixovanim kolonie
na podloznim skli¢ku a jejim néslednym obarvenim krystalovou violeti (60 s), Lugolovym
roztokem (30 s), oplachnutim acetonem a konecnym dobarvenim safraninem (60 s). Po
oplachnuti destilovanou vodou a osuSenim preparatu byly bakterie pozorovany
mikroskopem s imerznim objektivem. U gramnegativnich ty¢inek byly provedeny dalsi
testy. Napf. oxidazovy test, jehoz principem je detekce chromoxiddzy pomoci barevné

reakce ethyloxethyl-parafenylendiaminu s alfa-naftolem za vzniku indofenolové modfi.

Pozitivni vysledek u tohoto testu je ocekdvan u G (-) bakterii produkujicich
cytochromoxiddzu. Bakterie celedi Enterobacteriaceae jsou oxiddza-negativni, coZ

znamena, Ze modré zbarveni se na prouzku neprojevi.

Testovana kultura byla pomoci klicky nanesena na povrch testovaciho prouzku a sledovala
se barevna reakce. V pfipadé pozitivni reakce se v mist€¢ nanosu kultury projevilo
tmavomodré zbarveni (oxidaza + bakterie), v pfipad€ reakce negativni (oxiddza — bakterie)

zustal prouzek nezbarven.

Jako dalsi byl provadén test na katalazu, u této kontroly je vyuzivan enzym peroxidaza, kdy
bakterie tvofici tento enzym vyvolaji pozitivni reakci v podobé vznikajiciho kysliku

(zptsobeno rozkladem peroxidu vodiku na vodu a kyslik, ktery je katalyzovan kataldzou).

Na podlozni sklicko byla kapatkem nanesena kapka 3 % peroxidu vodiku. V ném se nasledné
pomoci klicky rozmichala testovana kultura a sledovala se vznikajici reakce. Bakterie

sledované celedi (tedy Enterobacteriaceae) jsou kataldza pozitivni, coZ znamend, ze
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po rozmichani kultury se zacaly tvofit bubliny kysliku (v pfipad¢ kataldza-negativni bakterie

by nebyla zaznamenana zadna reakce).

Pro identifikaci izolovanych kment byl pouzit ENTEROtest 24 N, ktery tvofi desticka s 4x
24 jamkami (pro identifikaci 4 kmenti) obsahujici dehydratované roztoky ruznych
chemickych latek, které méni barvu a slouzi k odecteni vysledku. Jednd se o soupravu
umoziujici rozliseni a ur€eni druhu bakterie na zéklad¢ jejich pozadavkul a vyuziti riznych

substratu.

Pro provedeni se z Cerstvé bakteridlni kultury nachystalo inokulum ve 3 ml sterilniho
fyziologického roztoku, které odpovidalo zakalu 1 stupni McFarlanda. Do kazd¢é jamky bylo
mikropipetou naddvkovéano 100 pl tohoto inokula a prvnich 5 jamek se zakdplo parafinem,

aby se vytvorilo anaerobni prostiedi.

Desticky vlozené do inkubac¢niho PE sacku se nechaly v termostatu pti 37 °C inkubovat
do druhého dne a po vyjmuti se podle barevné srovnavaci stupnice pro tuto soupravu
odecetly vysledky. Ty se ndsledné€ zanesly do pocitacového identifika¢niho programu TNW,

ktery testy vyhodnotil porovnanim s databazi.
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5.6 Stanoveni antibiotické rezistence

Diskova difuzni metoda byla pouzita ke stanoveni antibiotické rezistence izolovanych

bakterialnich kmenti u celkem 20 antibiotik, ktera jsou vypsana v kapitole 5.2.

Jako prvni bylo z testovanych kment pfipraveno do zkumavek inokulum o zékalu 0,5 stupiii
McFarlanda, které bylo 1 ml pipetou naneseno na povrch ptidy Mueller Hinton v Petriho

miskach tak, aby byl cely rovnomérné pokryt.

Co nejdrive po rozliti inokula se sterilni jehlou postupné pfitiskly disky vSech sledovanych

antibiotik a plotny se nechaly inkubovat v termostatu pii 37 °C ptiblizn¢ 18 hodin.

Po inkubaci bylo tfeba zméfit velikost inhibi¢nich zon (Obr.3) a podle srovnani s vysledky
stranky EUCAST (EUCAST, 2022) oznacit kmen bud jako citlivy, rezistentni nebo

intermediarni.

Obrazek 3. Méfeni inhibi¢nich zén pfi
diskové difuzni metod¢ (Ptada, 2011,
upraveno)
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo izolovat bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae ze
vzorkli chlazené¢ho kufeciho masa, identifikovat je a stanovit u nich rezistenci k 20

antimikrobialnim latkam diskovou difuzni metodou.

6.1 Identifikace bakterialnich izolatu

V této praci byla provedena izolace bakterii na ptidé€ pro koliformni bakterie VRBA. Celkem
bylo izolovano 39 bakterialnich kolonii riznych morfologickych typt. Tyto kmeny byly
v Cisté kultuie barveny diagnostickym barvenim dle Grama. V mikroskopu byly pozorovany
gramnegativni ty¢inky. DalSi provedené testy byly oxiddzovy a kataldzovy test.
Enterobakterie jsou kataldza pozitivni a oxiddza negativni, u vSech 39 kment byly tyto

vlastnosti potvrzeny.

Vzhledem ktémto vysledkim bylo potvrzeno, Ze vSechny kmeny nalezi do celedi
Enterobacteriaceae a byly provedeny identifikaéni mikrotesty ENTEROtest 24 N. Ziskané
vysledky identifikace jsou sepsany v nasledujici tabulce (Tab. 2.).

Tabulka 2. identifikace izolovanych bakterii dle Enterotestii 24 N (Erba Lachema)

Oznaceni Identifikace Identifika¢ni T-index Vysledna
kmene skore identifikace
K2B Serratia fonticola 99,97 0,732 Serratia
fonticola
K2D Yersinia 90,28 0,384 Yersinia sp. *
bercovieri
K3A Enterobacter 99,96 0,876 Enterobacter
cloacae subsp. cloacae subsp.
cloacae cloacae
K3B Serratia fonticola 99.9 0,527 Serratia sp. *
K3C Citrobacter 92,37 0,854 Citrobacter
farmeri farmeri
K4B Enterobacter 100 0,716 Enterobacter
cloacae subsp. cloacae subsp.
cloacae cloacae
K5A Enterobacter 97,83 0,859 Enterobacter
cloacae subsp. cloacae subsp.
cloacae cloacae
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Pokracovani Tabulky 2.
Oznaceni Identifikace Identifikac¢ni T-index Vysledna
kmene skore identifikace
K5B Escherichia 96,49 0,609 Escherichia sp.
hermanii
K6A Buttiauxella 89,76 0,937 Buttiauxella
gaviniae gaviniae
K7A Klebsiella 73,29 1 Klebsiella sp.
prneumoniae
subsp.
prneumoniae
K7B Serratia fonticola 99,9 0,527 Serratia sp. *
K7D Yersinia aldoveae 89,26 0,509 Yersinia sp. *
K8A Escherichia 99,47 0,985 Escherichia
hermanii hermanii
K&8B Citrobacter 99,81 0,875 Citrobacter
farmeri farmeri
K9A Citrobacter 98,46 0,939 Citrobacter
freundii freundii
K9B Leclercia 99,35 0,821 Leclercia
adecarboxylata adecarboxylata
K9C Buttiauxella 90 0,668 Buttiauxella
gaviniae sp.
K9D Yersinia ruckeri 89,71 1 Yersinia
ruckeri
K10A Salmonella 83,34 0,994 Salmonella
enterica  subsp. enterica subsp.
diarizonae diarizonae
KI10E Serratia fonticola 100 0,479 Serratia sp. *
K11B Serratia fonticola 99,3 0,671 Serratia sp.
KI12A Escherichia coli 100 0,479 Escherichia sp.
*
K12B Serratia 98,49 0,662 Serratia sp.
marcescens
K13C Salmonella 96,31 0,388 Salmonella sp.
enterica  subsp. *
diarizonae
K13D Buttiauxella 62,12 0,629 Buttiauxella
gaviniae sp. *
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Pokracovani Tabulky 2.
Oznaceni Identifikace Identifikaéni T-index Vysledna
Kkmene skore identifikace
K14A Kluyvera 89,28 1 Kluyvera
georgiana georgiana
K14C Buttiauxella 92,72 0,73 Buttiauxella
gaviniae gaviniae
K15B Raoultella 99,13 1 Raoultella
ornithinolytica ornithinolytica
K16B Escherichia coli 100 0,644 Escherichia
coli
K17B Enteroacter 94,65 0,735 Enteroacter
cloacae  subsp. cloacae subsp.
cloacae cloacae
KI18A Serratia grimesii 94,06 0,921 Serratia
grimesii
K18B Serratia 98,65 0,875 Serratia
marcescens marcescens
K20C Serratia fonticola 99,97 0,732 Serratia
fonticola
K22A Escherichia 44,35 0,639 Escherichia sp.
hermannii
K22C Serratia fonticola 100 0,9 Serratia
fonticola
K23C Hafnia alvei 99.4 0,827 Hafnia alvei
K24C Yersinia mollaetii 76,67 0,438 Yersinia sp. *
K26C Serratia fonticola 99,99 0,838 Serratia
fonticola
K29B Escherichia 4435 0,639 Escherichia sp.
hermannii *

*snizend pravdépodobnost spravné identifikace

6.2 Stanoveni antibiotické rezistence

Vsechny kmeny uvedené v Tabulce 2 byly podrobeny stanoveni antibiotické rezistence

diskovou difizni metodou vici 20 antibiotikim (viz seznam v kapitole 5.2.). Zjisténé

vysledky jsou uvedeny v Tabulkdch 3 a 4 jako pocty, respektive procenta vyskytu

rezistentnich ¢i intermedidrnich kment ze vSech testovanych.
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Tabulka 3. Procentualni vyjadi‘eni vyskytu rezistentnich kmenu ¢eledi

Enterobacteriaceae
ATB Rezistentni, % ATB Rezistentni, %
intermediarni intermediarni
kmeny kmeny

AMPI10 38/39 97,4 DO30 4/39 10,3
A/S10 36/39 92,3 AK30 0/39 0,0
AMXI10 33/39 84,6 G120 0/39 0,0
CXM30 39/39 100,0 CD2 38/39 97,4
CZ30 39/39 100,0 AZM15 2/39 5,1
CX30 24/39 61,5 SXT25 5/39 12,8
CTR30 11/39 28,2 CIPS 2/39 5,1
CAZ30 2/39 5,1 IPM10 0/39 0,0
CEP30 0/39 0,0 C30 0/39 0,0
TE10 8/39 20,5 CL10 6/39 15,4

Tabulka 4. Procentualni vyjadieni rezistence jednotlivych rodi k pouzitym ATB (%)

ATB | B C E | Es | H K | Kiu| L R S Se Y
AMP | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 0,0 | 100, | 100, | 100, | 100,
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A/S10 | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 0,0 | 100, | 0,0 | 0,0 | 100, | 100, | 100,

0 0 0 0 0 0 0 0 0
AMX | 75,0 | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 0,0 | 0,0 | 100, | 50,0 | 90,9 | 0,0
10 0 0 0 0 0 0
CXM | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100,
30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cz30 | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100,
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Pokracovani Tabulky 4.
ATB B C E Es | H K | Klu | L R S Se | Y
CX30 | 75,0 | 0,0 | 75,0 | 50,0 | 0,0 | 100, | 100, | 0,0 | 100, | 50,0 | 81,8 | 25,
0 0 0 0
CTR3 | 25,0 | 0,0 | 25,0 | 33,3 | 100, | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 54,5 0,0
0 0
CAZ3 | 250 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 00 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 |100,| 0,0 | 0,0
0 0
CEP3 | 0,0 | 0,0 | 00 | 00 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 00 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0
0
TE10 | 250 | 0,0 | 0,0 | 16,7 | 100, | 100, | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 100, | 0,0 | 50,
0 0 0 0
DO30 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 16,7 | 100, | 100, | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 50,0 | 0,0 | 0,0
0 0
AK30 | 0,0 | 0,0 | 00 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0
G120 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 00 | 00 | 0,0 | 0,0 | 00 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0
CD2 | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 100, | 75,
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AZM | 0,0 | 50,0 0,0 | 0,0 | 0,0 | 00 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 25,
15 0
SXT2 | 0,0 | 0,0 | 0,0 |33,3] 0,0 | 0,0 |0,0 0,0 | 0,0 | 0,0 | 18,2 | 25,
5 0
CIPS | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 16,7 | 0,0 | 00 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 25,
0
IPM1 | 00 | 0,0 | 0,0 | 00 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0
0
C30 | 0,0 [0,0 0,0 | 0,0 | 00 | 00 | 0,0 | 00 | 00 | 0,0 | 0,0 | 0,0
CL10 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 00 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 54,5 0,0
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Vysvétlivky:

B = Buttiauxella spp., C = Citrobacter spp., E = Enterobacter spp., Es = Escherichia spp.,
H = Hafnia spp., K = Klebsiella spp., Klu = Kluyvera spp., L = Leclercia spp., R =
Raoultella spp., S = Salmonella spp., Se = Serratia spp., Y = Yersinia spp.

Nejcastéji byla zastoupena rezistence k cefuroximu a cefazolinu (vyskyt u vSech izolata),
dale 97,4 % kment vykdzalo rezistenci k ampicilinu a klindamycinu a celkem na 92,3 %
kmeni nebyl u¢inny ampicilin/sulbactam. Vysoce rezistentni byly izolaty také vici
amoxicilinu, ze 39 kment jich bylo rezistentnich 36, tedy 84,6 %. Tyto vysledky jsou
divodem ke zvySené pozornosti, jelikoZz stoupajici bakteridlni rezistence je rychle se Siticim

problémem.

Vétsina izolovanych kment byla rezistentni pfevazné na peniciliny (ampicilin, ampicilin

sulbactam a amoxicilin) a cefalosporiny (cefuroxim, cefazolin, cefoxitin a mén¢ ceftriaxon).

6.2.1 Rod Escherichia

Vyrazna rezistence byla sledovana v ptipad¢ této diplomové prace u ampicilinu, kdy se jako
necitlivé projevily vSechny kmeny, vetsi procento rezistence (38 %) potvrdili také Meyer a

kol. (Meyer et al., 2007).

Ziskané vysledky se shoduji také se studii Hera (2005), ve které zaznamenali nejvyssi
rezistenci k beta-laktamovym antibiotikim (Hera et al., 2005). U kmenl pouZitych
pro vyzkum diplomové prace se vyskytovala 100 % rezistence k ampicilinu a
ampicilin/sulbactamu 1 k amoxicilinu, patficich do skupiny penicilind. Ze skupiny
cefalosporintl nevykazovaly citlivost k cefuroximu a cefazolinu, déle 50 % bylo rezistentni
k cefoxitinu a rezistentni ¢i intermediarni kmeny byly také k ceftriaxonu (33,3 %). Citlivé

byly z této skupiny tedy pouze k ceftazidimu a cefalotinu.

Jedna slovenska studie zkoumala rezistenci u izolatd E. coli u brojlert z rznych farem a zde
dosli k zavéru, ze nejvice rezistentni je k chinolonovym antibiotikiim. V této diplomové
préaci se prokazalo 16,7 % kment rezistentnich k ciprofloxacinu. Déle zmifiuji vysokou
rezistenci k ampicilinu (39 %), kterou se podatilo dokazat, ¢i tetracyklinu (39 %) (Kmet’,
2010), kdy z pouzitych izolati vykazovalo rezistenci 16,7 %. To, Ze izolaty rodu Escherichia
ze vzorkl kufat pouzitych v diplomové praci vykazovaly niZsi rezistenci, nez je uddvano
ve starich studiich, by dle véstniku USKVBL o spotieb& antibiotik v letech 2010-2017

mohlo byt zplisobeno pomérné vyraznym snizovanim spotieby tetracyklinovych antibiotik
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v téchto letech. V roce 2010 tato spotteba byla pies 28 000 kg/rok, o 3 roky pozdéji, v roce
2013 klesla az na cca 19 000 kg/rok a v roce 2017 uz se pohybovala kolem 13 000 kg/rok
(Pokludova et al., 2019). VéEtsi procento rezistence k tetracyklinim uvadi i Meyer a kol. (57
%), studie je ale provedend vroce 2007 améné potvrzenych rezistentnich kmeni
k tetracyklinu a doxycyklinu (16,7 %) v roce 2022 potvrzuje usp€$né snizovani spotieby
téchto antibiotik a tim 1 potlaceni Sifeni rezistence. 16,7 % izolatl bylo rezistentnich také
k ciprofloxacinu ze skupiny fluorochinolonti. Dale Meyer a kol. uvadi, Ze ze 42 izolovanych
kmeni escherichii bylo 37 % rezistentni na sulfametoxazol/trimetoprim a také 18,4 %
kmenii vykazovalo rezistenci k chloramfenikolu. Co se ty¢e sulfametoxazol/trimetoprimu,
v ptipad¢ kment izolovanych z pouzitych vzorka kufeciho masa pro diplomovou praci, byla
rezistence k témto antibiotikim 33,3 %, coz je odpovidajici vysledkim zminéné studie.
U chloramfenikolu pouzité kmeny vykazovaly nulovou rezistenci, to mize byt na jednu
stranu pfipsano znatelnému rozdilu poctu pouzitych kment pro diplomovou préci a ve studii
Meyera a kol., na druhou stranu ani u dalSich sledovanych bakterii celedi

Enterobacteriaceae nebyla pozorovana rezistence k této antimikrobialni latce.

Pomémé zajimavy byl vysledek u klindamycinu patficiho do skupiny linkosamidd,
ke kterému byly vSechny kmeny rezistentni. V souvislosti s timto antibiotikem se vétSina
studii vénuje prevazné rodu Staphylococcus a nékteré rodu Streptococcus, kde jsou uvadény
vysoké hodnoty rezistence. Co se tyCe E. coli, napt. Heir a kol. zaznamenali vys$i pocty

rezistentnich kment ke klindamycinu nez k ostatnim antibiotikiim (Heir et al., 2004).

6.2.2 Rod Enterobacter a Klebsiella

Také urodu Klebsiella a Enterobacter byl zaznamendn problém s cefalosporiny, kdy
dle Patersona (2006) asi 20 % infekci zpusobenych rodem Klebsiella zahrnuje kmeny, které
nejsou citlivé na cefalosporiny. Takova rezistence je zpiisobend ziskanim plazmid
obsahujicich geny, které koduji Sirokospektré beta-laktamazy, a tyto plazmidy ¢asto nesou
také jiné geny rezistence. Dale n¢které kmeny Enterobacter cloacae jsou producenty ESBL

a AmpC, které proptijcuji rezistenci viici cefalosporiniim 3. 1 4. generace (Paterson, 2006).

V této praci bylo zjisténo, ze z cefalosporinti byl izolat rodu Klebsiella rezistentni
k cefuroximu a cefoxitimu a intermediarni k cefazolinu. Stejné jako u rodu Escherichia byl
rod Klebsiella rezistentni také ke vSem penicilinim (tedy AMP10, A/S10 a AMX10).

Mimo jiné vykazoval rezistenci také k tetracyklinu.
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Rezistence ke vSem penicilinim byla pozorovana stejn¢ tak urodu Enterobacter,
z cefalosporini byly vSechny kmeny rezistentni k cefuroximu a cefazolinu a 75 % jich
vykazovalo rezistenci k cefoxitinu. Pro porovnéani, Cosgrove (2002) ve své studii zmiiuje,
ze rezistence u tohto rodu je jiz béznd a v roce 1999 az 34 % izolatd bylo k cefalosporintim
rezistentni (Cosgrove, 2002). Siteni rezistence Enterobacter spp. k cefalosporintim potvrzuji
také novéjsi vyzkumy, napt. studie Potze z roku 2006 udava, ze z 201 izolovanych kment

jich rezistenci vykazovalo 90 (tedy 44,8 %) (Potz et al., 2006).

Déle Kumar a kol. uvadi, ze 87 % izolatd rodu Enterobacter a 83 % Klebsiella bylo
rezistentnich k cefadroxilu, ktery se téz fadi do skupiny cefalosporin (Kumar et al., 2013).

Rezistence k témto antibiotiklim je tedy stale aktualnim problémem

6.2.3 Rod Salmonella

I usalmonel ziskanych pro tuto diplomovou praci prevladala rezistence k penicilinim
a cefalosporiniim Oba izolaty byly rezistentni k ampicilinu a ampicilin/sulbactamu a jeden
k amoxicilinu, podobné ¢isla uvadi i Kamboh (100 % rezistence k ampicilinu a 93 %
k amoxicilinu). Z cefalosporint nebyly ziskané salmonely ze vzorkl pro tuto praci citlivé
k ceftazidimu, cefuroximu a cefazolinu, 50 % jich bylo rezistentnich k ceftriaxonu.
Z pouzitych antimikrobialnich latek cefalosporinové skupiny byly salmonely citlivé pouze
k cefalotinu. Dle Kumara akol. 100 % izolatd rodu Salmonella bylo rezistentnich
k cefadroxilu, ktery se téZ fadi do skupiny cefalosporinti (Kumar et al., 2013). Mimo to byly
vSechny salmonely pouzité v této diplomové praci rezistentni ke klindamycinu a 50 % z nich
také k doxycyklinu. Podobnych vysledkii dosahli také Wang a kol. (2021), ktefi sledovali
rezistenci u izolatl rodu Salmonella z kufeciho masa a vysledkem byla 87,5 % rezistence
k ampicilinu a 75 % k doxycyklinu, z tetracyklinti ale navic zjistili 62,5 % rezistenci
k tetrycyklinu (Wang et al., 2021), kterou se potvrdit nepodafilo, na vin¢ je pravdépodobné
mensi mnozstvi ziskanych izolath a klesajici trend pouZzivani tetracyklini ve veterinarni
1 humanni medicing.

6.2.4 Rod Serratia

Dals§im ziskanym rodem ze vzorkil kufat byl rod Serratia, ktery mél z celkového poctu
kmeni pomérné velké zastoupeni. Vysledky byly relativné zajimavé, jelikoZ mimo jiz

tradi¢ni rezistence k penicilinim a cefalosporinim vykazovaly tyto kmeny rezistenci také

k nékterym dalSim antibiotiklim. Z penicilinii byly vSechny kmeny rodu Serratia rezistentni
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k ampicilinu a ampicilin/sulbactamu a 90,9 % 1 k amoxicilinu. Z cefalosporinovych
antibiotik byly vSechny kmeny rezistentni k cefuroximu a cefazolinu, dale bylo 81,8 %

kment rezistentnich k cefoxitinu a 54,5 % k ceftriaxonu.

Mimo penicilind a cefalosporint ale na rozdil od jiz vySe zminénych kmenti byla v této praci
prokazana také rezistence ke kolistinu, a to u 54,5 % izolati. Déle také k sulfametoxazol
trimetoprimu (sulfonamidy), ke kterému byl jeden izolat rezistentni a jeden intermedidrni.
Vsechny salmonely byly rezistentni také ke klindamycinu ze skupiny linkosamidi. Velice
podobnych vysledki, co se tyce citlivosti rodu Serratia k antimikrobidlnim latkam, dospéli
se svou studii Powell a Macron, ktefi uvedli, Ze ze 7 000 izolati Serratia spp. bylo 100 %
citlivych k imipenemu, 98,2 % k amikacinu, 94,2 % ke gentamycinu, dale 89,4 %
k ceftazidimu a 89,5 % k ciprofloxacinu. Velkou miru citlivosti pozorovali také
u ceftriaxonu, a to az u 90,4 % izolatt (Powell, 2008), coz je jediny rozdil oproti vysledkiim
této préce, kde citlivost k tomuto antibiotiku byla vyrazné nizsi, a to 45,5 %. To ale mohlo
byt zplisobeno mnoha riiznymi vlivy, jednim z nich je enormni rozdil v poctu sledovanych
izolatd tohoto rodu, dale vysledky diskové difizni metody ovliviiuje také tloustka zivné
pudy apod. Stejné tak poskytuje témét totozné vysledky i studie od Liou a kol., kteti popisuji
celkem 99,3 % izolath citlivych k imipenemu, 93,8 % k ceftazidimu a 87,8 % k amikacinu.
Mimo to ale také uvadi pfitomnost rezistence na sulfametoxazol/trimetoprim, konkrétn¢ se

jedna o 39,2 % izolath (Liou et al., 2014) a ta byla ziskanymi vysledky povtrzena (18,2 %).

Konkrétn€ u rodu Serratia se studie ptili§ nezaméeiuji na rezistenci ke kolistinu, ale existuji
vyzkumy, které povrzuji pomérné vysokou miru rezistence k této latce u celé celedi
Enterobacteriaceae. Naptiklad Qadi a kol. uvadi, Ze az 41 % sledovanych izolatl zminéné
¢eledi vykazovalo ke kolistinu rezistenci (Qadi et al., 2021). Rhouma a kol. upozoriiuji na to,
7ze objev nechromozomalniho mechanismu rezistence na kolistin u bakterii celedi
Enterobacteriaceae vedl ke znepokojeni mezi lékafi 1 veterindfi. Pouziti kolistinu
u hospodarskych zvifat bylo oznaceno jako zodpovédné za vznik rezistence na toto
antibiotikum u Enterobacteriaceae (Rhouma et al., 2016). Veskeré zjisténé skuteCnosti
dokazuji, Ze mimo penicilinli a cefalosporintl je rizikem také rezistence ke kolistinu, a to
napfi¢ celou celedi, vzhledem k jeho podavani potravinovym zvifatim a rizikem S§ifeni
rezistence. Mimo rezistentni E. coli, shodn¢ se studii Rhoumy a kol. (2016), se podatilo

pomoci této diplomové prace identifikovat takové kmeny 1 v fadach rodu Serratia.
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6.2.5 Rod Yersinia

Spektrum antibiotik, ke kterym yersinie vykazovaly rezistenci, bylo oproti vysledkiim
u ostatnich ziskanych rodi pomérné rozmanité. Rezistentni byly kmeny k ampicilinu, ktery
je vtéto souvislosti Casto zmiflovan i v ostatnich studiich, ampicilin/sulbactamu
a amoxicilinu, tedy ke vSem pouzitym peniciliniim. Z cefalosporini to byl tradicné
cefuroxim adale pouze cefazolin a 25 % kmena nebylo citlivych také k cefoxitinu,
z hlediska cefalosporinovych antibiotik je tak u yersinii spektrum rezistence o néco slabsi,
nez u zbytku izolovanych rodd. U 75 % izolatl byla zjiSténa rezistence ke klindamycinu
(linkosamidy), 25 % kmenti bylo rezistentnich také k sulfametoxazol/trimetoprimu patiiciho
do skupiny sulfonamidi a déle k azitromycinu (makrolidy). Co se ty¢e pravé azitromycinu,
rezistenci k této latce mimo yersinii vykazoval ze vSech 12 ziskanych rodi uz jen rod
Citrobacter. V neposledni fad¢ bylo 25 % izolatl intermediarnich k ciprofloxacinu, ktery je
fazen mezi fluorochinolony, rezistence u tohoto rodu je tedy rozSifena napfi¢ vSemi
skupinami a hrozi tak nebezpeci z hlediska humanniho i veterinarniho, napt. Yersinia pestis,
Y. pseudotuberculosis a Y. enterocolitica patfi mezi velmi vyznamné lidské patogeny
spojené s horeckami, infekcemi traviciho traktu a prijmy, zanéty kloubti ¢i perianalnimi
viedy a viedy tlustého stieva. Takové infekce se nejcastéji 1é€i tetracyklinem, 50 % izolath
ale bylo k tetracyklinu intermediarni, coZz poukazuje na vznikajici hrozbu v souvislosti

s 1écbou infekci zptisobenych touto bakterii.

Stejné jako v této praci, i v riznych studiich bylo spektrum ATB, ke kterym kmeny nebyly
citlivé, pomérné rozmanité. V nckterych piipadech se uvadi jako neucinny napiiklad
ampicilin, tetracyklin, chloramfenikol, imipenem a dal$i, v dalSich studiich jsou ale tyto
latky uvanény jako Gc¢inné, a naopak rezistence je prokazana u sulfonamidi ¢i doxycyklinu

(Let & Kumar, 2022).

6.2.6 Rod Citrobacter

Jde o pomérné Castého lidského ptilezitostného patogena plsobiciho ve stieveé, mocovych
cestach a rizné druhy mohou zpiisobovat bakterémie, meningitidu ¢i mozkové abscesy
u novorozenci a kojenct (Doran, 1999). Zastupce tohoto rodu se podaftilo té€z izolovat a bylo
zjisté€no, ze 100 % kmentl je rezistentnich ke vS§em pouzitym penicilinim (AMP10, A/S25,
AMX10) a k nékterym cefalosporinim (CXM30, CZ30 a 50 % izolatd i k CX30). Mimo tyto
skupiny vykazovaly izolaty 100 % rezistenci i1 ke klindamycinu a 50 % jich nebylo citlivych

k azitromycinu (makrolidy). Pouze malo studii se zabyva rodem Citrobacter v souvislosti
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s kufecim masem, nicméné Pepperell a kol. uvadi rezistenci izolati ziskanych z databaze
SENTRY, vétsina dle studie vykazovala rezistenci praveé k cefalosporintim a penicilinim,
dale sledovali zvySujici se vyskyt rezistence i k aminoglykosidiim a chinoloniim (Pepperell
et al., 2002), u izolatl pouzitich pro tuto praci se mimo cefalosporini a penicilint zjistila
rezistence ke klindamacinu (linkosamidy) a azitromycinu (makrolidy). Rezistenci
k peniciliniim (ampicilin a amoxicilin) potvrzuji ve své studii také Metri a kol., analyza byla
provedena u pacientdl s pozitivni kultivaci mo¢i na Citrobacter (Metri et al., 2013). Prave
tato antibiotika se Casto pouZzivaji jako peroralni terapie u infekci mocovych cest, nicméné
vysokd mira rezistence demonstrovana jak v této studii, tak potvrzena pii vyzkumu

pro diplomovou praci naznacuje, ze by 1é¢iva méla byt nahrazena.

6.2.7 Rody Leclercia, Kluyvera, Klebsiella, Raoultella, Buttiauxella, Hafnia

Co se tyce dalSich rodd, které se podafilo izolovat ze vzorkli chlazenych kufat, najit k nim

jde o mén¢ bezné patogeny.

Konkrétné Leclercia je velmi ziidka uvadény lidsky patogen a literatura zabyvajici se jeho
dopady je pomérné omezend. Nicméné naptiiklad Choudhary a kol. uvadi, ze sledované
izolaty byly rezistentni k aminoglykosidiim a fluorochinolonim a v men$i mife také
k cefalosporintim. Klinicky vyznam rodu Leclercia je také vzhledem k jeho multirezistenci
nejisty a mohl by pusobit jako skryty zdroj ohrozeni vefejného zdravi (Choudhary et al.,
2017). Z jediného izolatu ziskané¢ho pro tuto praci se sice nepodafilo potvrdit rezistenci
k aminoglykosidiim ¢i fluorochinolontim, pravidlem se ale zda byt rezistence minimalné
k nékterému antimikrobiku z fady cefalosporinil. V tomto ptipad€ jde o cefuroxim, k némuz
byla Leclercia rezistentni a dale cefazolin, kdy byl 1zolat intermediarni. Z dalSich antibiotik
se prokazala rezistence uz jen ke klindamycinu. Bylo by vhodné tedy zaméftit vyzkum z fad
¢eledi Enterobacteriaceae konkrétné na rod Leclercia pro ziskani vice pfesnéjSich vysledkt
ohledné nebezpeci rezistence jak k aminoglykosidiim a fluorochinoloniim, tak k dal§im

skupindm antibiotik.

K cefalosporinim a také peniciliniim vykazoval rezistenci 1 rod Kluyvera, z cefalosporini
nebyl citlivy k cefuroximu, cefazolinu a cefoxitinu, zpenicilini $lo o ampicilin
a ampicilin/sulbactam. Na problematiku ESBL a enzymy typu CTX-M u rodt jako Kluyvera
¢1 Klebsiella upozornuje 1 D’Andrea a kol., ktefi se zabyvaji vznikem a Sifenim vysoce

rizikovych multirezistentnich kloni (D’Andrea et al., 2013). Rezistenci k penicilinim
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a cefalosporinim rodu Kluyvera zminuje dale i Mutoh a kol. ve studii z roku 2019 (Mutoh
et al., 2019). Rezistenci k ampicilinu povrzuje pomoci diskové difizni metody mimo jiné
i Farmer (Farmer, 2015). Par studii upozoriiuje také na rezistenci k fluorochinoloniim,
napiiklad Huang akol., ktefi sledovali tento rod izolovany z kufecich jater, potvrdili

pritomnost izolatl rezistentnich k ciprofloxacinu (Huang et al., 2011).

Kmeny rodu Klebsiella byly nejvice rezistentni ze skupiny penicilind k ampicilinu
a amoxicilinu (100 %), ze skupiny cefalosporinti k cefuroximu, cefazolinu a cefoxitinu (100
%), z dalSich antibiotik nebyly citlivé k tetracyklinu a doxycyklinu. Izolaty rodu Klebsiella
ziskanych z kufeciho masa se zabyvaji 1 Projahn a kol., ktefi potvrzuji produkci ESBL
arezistenci k peniciliniim a cefalosporinim (Projahn et al., 2019). Na kufeci maso se
v souvislosti s Klebsiella spp. mnoho studii nezamétuje, rezistenci k cefuroximu a dal$im
cefalosporinim ale potvrzuje i Schumacher, ato uizolati ziskanych z infikovanych

pacientli (Schumacher et al., 2009).

U kmentl rodu Raoultella byla pozorovana 100 % rezistence k ampicilinu, amoxicilinu,
cefuroximu, cefazolinu, cefoxitinu a klindamycinu, opakuje se tedy podobny/stejny vzorec
jako u jiz zminénych rodi. K podobnym vysledkiim dospéli i Hajjar a kol., kdy rezistenci
k ampicilinu a cefalosporinim vykazovalo az 69-100 % izolatd z infikovanych jedinct
(Hajjar et al., 2020). Podle Sékowske akol. ztestovanych kmenli rodu Raoultella
produkovalo cca 13 % ESBL avétsina kment byla rezistentni na imipenem (99 %),

gentamycin (93,3 %) a ciprofloxacin (92,4 %) (S€kowska, 2020).

Podle informaci ziskanych z pomérné malého mnoZstvi studii zabyvajicich se touto bakterii
v souvislosti s rezistenci a jejimi Zivoc¢iSnymi zdroji, by bylo vhodnym doporucenim tuto
bakterii nadale sledovat a zaméfit se na mozné zdroje Sifeni rezistence k antibiotiktim.
I z jediného izolatu, ktery byl ziskadn z kutfeciho masa pouZit¢ho v tomto vyzkumu, byla
pozorovana rezistence hned k n¢kolika antibiotikiim a vzhledem k problémim, které
Raoultella mize zpiisobovat, by urcité bylo na misté se tomuto mikroorganismu vénovat

podrobné;ji.

Nejméné ucinnymi antibiotiky vici izolatim rodu Buttiauxella se ukazaly byt vSechny
pouzité peniciliny, tedy ampicilin, ampicilin/sulbactam (100 % rezistence) a amoxicilin (75
%), z cefalosporinti cefuroxim, cefazolin (100 % rezistence), cefoxitin (75 %), ceftazidim a
ceftriaxon (25 %). 100 % rezistentni byly kmeny i ke klindamycinu a 25 % kmeni také

k tetracyklinu. Je tak pomérné piekvapivé, ze k tomuto rodu je publikovano opravdu malé
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mnozstvi studii zabyvajich se jeho zivociSnymi zdroji a hrozicim nebezpec¢im z hlediska
moznosti 1écby infekci. Rezistenci k alespoii jednomu ze sledovanych antibiotik udavaji
i Laukova a kol., ktefi zkoumali vzorky fekalii ziskanych od zvéte, kde mezi netcinnymi

antibiotiky byl napt. klindamycin, amikacin a dal$i (Laukova et al., 2018).

Poslednim rodem, ktery se podatilo izolovat, je Hafnia. VSechny kmeny byly rezistentni
k ampicilinu, ampicilin/sulbactamu a amoxicilinu, dale k cefuroximu, cefazolinu a
ceftriaxonu. Mimo zminénd antibiotika bylo 100 % izolath rezistentnich k ob&éma
sledovanym tetracyklinovym antibiotikiim, tedy k tetracyklinu i doxycyklinu a také

ke klindamycinu (linkosamidy).

6.2.8 Multirezistence

Multirezistence je definovana jako rezistence ke 4 a vice antibiotikim a v této praci bylo
zjisténo, Ze vSechny izolované kmeny byly z celkem 20 sledovanych antibiotik rezistentni
minimalné na 5 z nich, vétSinou ale na vice. Napf. rody Escherichia, Serratia a Yesinia byly
rezistentni k 10 antibiotiklim, coz je 50 % z celkového mnozstvi pouzitych antimikrobidlnich
latek. Multirezistenci tak vykazovalo 39 z 39 izolatd, tedy 100 %. Tu potvrdili napft. u rodi
Escherichia (66,99 % rezistentnich izolat) a Klebsiella (63,33 %) izolovanych z komercné
chovanych brojlertt tak¢ Kamboh a kol. (Kamboh et al., 2018). Potz a kol. poukazuje
na problematiku rezistence také urodu Salmonella, kde ze ziskanych izolati z kufat
vykazovalo multirezistenci pies 69 % (Potz et al., 2006). Qin a kolektiv sledovali izolaty
rodu Citrobacter a potvrdili, Ze jsou producenty ESBL a 100 % izolati bylo
multirezistentnich (Qin et al., 2021). Multirezistenci rodu Citrobacter se zabyvali také
Pepperell a kol., ktefi uvedli, Ze tyto bakterie jsou Casto rezistentni vici cefalosporinim
v disledku nadmérné exprese jejich chromozomalni beta-laktamazy. (Pepperell et al., 2002).
Multirezistentni kmeny nesouci AmpC B-laktamazu, Sirokospektralni B-laktaméazu a dalsi
mechanismy rezistence jsou spojeny s vysS§i mirou umrtnosti v nemocnicich (Liu et al.,

2018).

Dale napt. multirezistenci izolath Raoultella ornithinolytica ziskanych ze zvitat z farem
potvrzuje také studie Pasové a kol. (2021). Uvadi, ze zatim neni znamo, zda zvifata z farmy
mohou pulsobit jako rezervodry pro multirezistentni kmeny Raoultella ornithinolytica,
nicméné tento problém se ukazuje byt hrozbou (Pas a kol, 2021). Multirezistenci u rodu
Raoultella zminuji 1 Hajjar a kol. (Hajjar et al., 2020). Toto je nicméné jen par piikladt

IV v

a studii na toto téma bylo provedeno opravdu velké mnoZstvi. Je tedy zjevné, Ze napfic celedi
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Enterobacteriaceae jsou védci stimto problémem obeznameni a riziko rezistence a

multirezistence je celosvétovym problémem.

6.2.9 Aeromonas (Celed® Aeromonadaceae)

Pti izolaci a nasledné identifikaci bakterialnich kmenti izolovanych z VRBL agaru bylo
zjisténo pomérné velké zastoupeni aeromonad (Aeromonas caviae, A. hydrophila 1 A.
sobria). Je znamo, ze rod Aeromonas zpusobuje u lidi rtizné nemoci a jsou spojeny se
sttevnimi a extraintestindlnimi infekcemi. Tento rod ma rostouci vyznam jako noveé
vznikajici patogen a je nesporné, ze kmeny Aeromonas mohou produkovat mnoho rtiznych
faktori virulence, jako jsou enterotoxiny, hemolyziny nebo cytotoxiny a velkou roli u nich

hraje 1 antibioticka rezistence (Altwegg et al., 2008).

V pienosu této bakterie na ¢loveka hraji dilezitou roli ryby a kutata a ve studii Praveena a
kol. (2016) pravé zoonoticky vyznam rodu Aeromonas zduraziuji. Byla zde zjiSténa vysoka
prevalence kmenti produkujicich toxiny mezi izolaty tohoto rodu (Praveen et al., 2016).
Dribezi maso a jeho produkty jsou Siroce konzumovéany lidmi po celém svété a infekce
bakteriemi rodu Aeromonas u driibeze byly hlaseny v riznych Céstech svéta s nic¢ivymi
dopady. Také studie, kterou u aeromondad izolovanych z kufat pomoci diskové difizni
metody provedl Igbinosa, uvadi vysokou rezistenci k riznym antibiotikim napfic jejich

skupinami (Igbinosa, 2014).

Vzhledem k vysledkiim rtiznych studii a vysledkiim, které byly ziskany v této diplomové
praci, by vhodnym doporucenim bylo mimo enterobakterii sledovat také aeromonady, které
v kufecim mase maji opravdu velké zastoupeni a jedna se o rizikové patogeny s hrozbou

Sifeni antibiotické rezistence.
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ZAVER

Antibioticka rezistence je z hlediska ucinnosti antibiotik velkym problémem. V disledku
infekci zpusobenych bakteriemi odolnymi k antimikrobidlnim latkam zemiou v Evropé
kazdorocné desitky tisic lidi. Cilem prace bylo provést izolaci a identifikaci kment Celedi
Enterobacteriaceae ze vzorki masa chlazenych kutat zakoupenych v maloobchodni siti
Zlinského kraje a stanovit rezistenci k antibiotikim diskovou difuzni metodou. Takto bylo
ziskano celkem 39 kment patficich do raznych rodt sledované celedi (Slo o rody
Buttiauxella, Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Kluyvera,
Leclercia, Raoultella, Salmonella, Serratia a Yersinia). VySetfenim vzorka v této praci byla
zjisténa vysoka prevalence bakterii sledované cCeledi rezistentnich k antimikrobialnim
latkdm. Rezistentni k alespoit jednomu antibiotiku byly vSechny izolaty. Nejvice
rezistentnich kmenli bylo vi¢i cefalosporinim a penicilinim. VSechny izolaty byly
rezistentni také ke klindamycinu ze skupiny linkosamidi. Rizikem je také rezistence
k antibiotiku posledni instance — kolistinu, a to napfi¢ celou celedi. Rezistence ke kolistinu
u druhtt Escherichia coli i dalSich rodi z celedi Enterobacteriaceae se stala celosveétove

pravidelné¢ sledovanou.

Vzhledem ke snaze v Ceské republice i ve svété pouziti antibiotik regulovat, by se dala
ocekavat niz§i spotieba antibiotik, atedy klesajici, nebo alesponl nezvySujici se trend

rezistence. Vysledky diplomové prace ale ukazuji, Ze tato problematika je stale aktudlni.

Ze ziskanych kmeni Celedi Enterobacteriaceae byly vSechny rezistentni k cefuroximu
a cefazolinu (cefalosporiny), dale 97,4 % k ampicilinu (peniciliny) a klindamycinu
(linkosamidy). VétSina kment byla rezistentni 1 k dalSim penicilinim (ampicilin/sulbactam
92,3 %, amoxicilin 84,6 %). Dale vykazovalo 61,5 % izolatl rezistenci k cefoxitinu, 28,2 %
k ceftriaxonu, 20,5 % k tetracyklinu, 15,4 % ke kolisitnu, 12,8 % k sulfametoxazol
trimetoprimu a 10,3 % k doxycyklinu. Mens8i procento (5,1 %) bylo rezistentni

1 k ciprofloxacinu, ceftazidimu a azitromycinu.
Zéaverem lze konstatovat, Ze dosazené vysledky dokazuji, ze fenomén antibiotické rezistence
se uizolath z kufecitho masa vyskytuje velmi vyznamnym podilem a mize tak pfispivat

k §ifeni rezistence, coz je celosvétovy problém napfi¢ skupinami antibiotik.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
A/EEC — attaching and effacing E. coli

AMR - antimikrobialni rezistence

ARB - bakterie odolné k antibiotikiim

ARG - geny pro rezistenci k ATB

ATB — antibiotikum

COV - ¢isticka odpadnich vod

DARE - detekce evolu¢nich ohnisek antibiotické rezistence
DNA - deoxyribonukleova kyselina

EAEC — enteroagregativni E. coli

ECDC - Evropské centrum pro prevenci a kontrolu chorob (European Center for Disease

Prevention and Control)

EIEC — enteroinvazivni E. coli

EPEC — enteropatogenni Escherichia coli

ESBL — bakterie produkujici Sirokospektrou beta-laktamazu
ETEC — enterotoxicka E. coli

ExPEC — extraintestinalni patogenni E. coli

HGT - horizontalni pfenos genti

LPS — lipopolysacharid

MIC — minimdlni inhibi¢ni koncentrace

MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus
PCR — polymerazova fetézova reakce

RFLP — polymorfismus délky restrikénich fragmentt
RMBD - Raw Meat Based Diet

RNA — ribonukleova kyseliny

RT-PCR - reverzni transkriptazova PCR
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RT-qPCR — Real-Time PCR (PCR v realném cCase)
tRNA — transferovd RNA

TTC — tetracykliny

VGT - vertikdlni pfenos gent

VRBA - Violet Red Bile Agar

VRE - enterokok rezistentni k vankomycinu
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