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ABSTRAKT

Escherichia coli je bakterie, ktera slouzi jako indikator fekalniho zneciSténi nejen v
potravinai'stvi. BohuZzel je také bakterii, kterd ptispiva k Sifeni rezistence vii€i antibiotikiim.
Antibioticka rezistence je jednim z vedlejSich efekt chybného pouZivani antibiotik.
Rezistence mikroorganizmi k antibiotikiim je natolik vysokd, Ze se béZzn4 antibiotika stavaji
prakticky nepouzitelnd pro lécbu infekci. Tato prace byla zaméfena na kmeny E. coli
izolované z chlazené drlibeze a jejich identifikaci. Hlavnim cilem préce bylo zjistit citlivost
téchto kment E. coli ke 20 antibiotikim diskovou difizni metodou. Jako dopln€k byla u
nékterych antibiotik stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace. Z vysledki vyplyva, ze z 51
izolovanych kmenti bylo alespont k jednomu antibiotiku rezistentnich 5 % izolatt. 65 %
kment vykazovalo rezistenci sou€asné k péti druhlim antibiotik. U 5 % kment byla

zaznamenana dokonce rezistence u 8§ antibiotik najednou.

Kli¢ova slova: Escherichia coli, antibiotika, rezistence

ABSTRACT

Escherichia coli are bacteria, which are used as indicator of faecal contamination, not only
in food-processing industry. However, they are also bacteria, which are supporting
spreading of resistance against antibiotics. Microorganism resistance to antibiotics is
starting to be un-usable for common infection treatment. The aim of this work was to
isolate E. coli strains from chilled poultry and to identify them by different methods. The
main goal of this work was to observe sensitivity of these strains E. coli to 20 antibiotics by
disc diffusion method. As a supplement, minimum inhibitory concentrations of chosen
antibiotics were determined. Results showed that from 51 isolated strains were 5% resistant
to at least one antibiotic. 65% of strains showed resistance to 5 types of antibiotics. In 5%

of strains were detemined antibiotic resistance to 8 antibiotics.

Key words: Escherichia coli, antibiotics, resistance
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UVOD

Antibiotika jsou piirozené latky pfevazné produkované mikroorganizmy potlacujici nebo
zcela inhibujici rist jinych organizmil. Antibiotika se v urc¢ité forme pouzivala uz ve starém
Egypté a Nubii. Jejich rozvoj nastal aZ po objeveni penicilinu (latka vylucovéana plisni
Penicillium notatum) skotskym bakteriologem Alexandrem Flemingem v roce 1929.
V soucasné dobé je znamo pies 6000 latek s antimikrobnim G¢inkem a jen kolem 70 z nich
si naslo uplatnéni v huménni a veterinarni medicing. Ostatni latky maji ptili§ velké nezddouci

ucinky nebo jsou pro organizmus toxickeé.

V roce 1940 byl popsan prvni enzym schopny destrukce penicilinu u kmenti £. coli. Tento
poznatek byl prvnim dikazem o existenci antibiotické rezistence a byl pfehodnocen ptistup
k pouzivani antibiotik. V nasledujicich letech se problematika antibiotické rezistence stala
vaznym problémem v rozvojovych i vyspélych zemich. Nasledné byly vypracovany zésady
antibiotické terapie a omezeno pouzivani antibiotik jako rstovych stimulatort. I pfes tato
opatfeni se ve sveété pozoruje neustalé zvySovani rezistentnich bakterii k antibiotikiim, coz
pfedstavuje problém v epidemiologické praxi a pfi lécbé infekénich onemocnéni. V
nékterych piipadech je mira antibiotické rezistence mezi mikroorganizmy natolik vysoka, ze
bézna antibiotika jsou pro lécbu infekci prakticky nepouzitelnd. To vede k castéjSimu
pouziti novych a drazsich sloucenin, coz vzapéti mize vést k dalsimu vzniku rezistence na
tyto nové Iéky a k nekoncici snaze vyvinout nova a odliSna antibiotika pro udrzeni piedstihu

pted infekcemi [43].

Krom¢ uvazen¢ho pouzivani antibiotik je mozZné problém stdle rostouci antibiotické

rezistence fesit pfedevsim sledovanim vyskytu a rozsifenim rezistentnich bakterii.

Nejprve se hlavni zdjem soustfedil na patogenni bakterie. V souCasnosti se studium
zamétuje na Sifeni genl rezistence mezi nepatogennimi stievnimi mikroorganizmy, protoze
prave stfevni trakt je hlavnim zasobnikem rezistentnich bakterii. Proto sledovani antibiotické
rezistence u indikatorovych bakterii jako je E. coli mohou slouzit jako vhodné ukazatele

vznikl¢ v disledku podavani antibiotik.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Rozvojov%C3%A1_zem%C4%9B
http://cs.wikipedia.org/wiki/Rozvinut%C3%A9_zem%C4%9B
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I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

1 ANTIBIOTIKA

1.1 Definice antibiotik

Slovo antibiotika pochézi z feckého ,anti, které znamena ,proti a ,bios“, coZ znamena
,»Zivot® [1]. Antibiotika jsou latky, které inhibuji rist (mnozeni) mikroorganizmii (navozuji
bakteriostazu), nebo je usmrcuji (ptisobi baktericidng€) [2]. Jind definice uvadi, ze antibiotika
jsou latky produkované jednim mikroorganizmem selektivné inhibujici rdst jiného
mikroorganizmu [3]. Uéinné jsou i syntetické nebo semisyntetické derivaty antibiotik. Ze
Sirstho hlediska se k nim fadi i jiné antimikrobidlni latky, tj. chemoterapeutika, coZ jsou

syntetické substance [3].

1.2 Mechanizmus ucinkua antibiotik

Mechanizmus plisobeni antimikrobnich latek na bakterialni butiku vzhledem k jejich rozdilné
chemické struktufe muize byt na rtizné Grovni a proto je mizeme rozdélit podle mista

plsobeni do ¢tyt skupin.

1.2.1 Inhibice syntézy bunécné stény

Bunécna sténa je nezbytné nutna pro pieziti mikroorganizmi. Udrzuje jeho tvar a
zabezpecuje optimalni nitrobunécné prostiedi. Jeji poSkozeni (napf. lysolem, detergenty)
nebo inhibice tvorby nékteré z komponent vede k poruse jeji funkce az k lyzi buniky. To je
mozné zejména u grampozitivnich bakterii [1]. Antibiotika se navazou na enzymy, které se
podileji na syntéze bunécné stény bakteridlni buiiky a tim se bakterialni buiika prestane délit
[4].

Bunécna sténa bakterii neméa obdobu u bunék lidskych tkani, a proto vSechny latky, které ji

proto vétSina téchto antibiotik malo toxickych [5].

K antibiotikiim vyvolavajicim inhibici bunééné stény patii: bacitracin, cefalosporiny,
cykloserin, peniciliny a vankomycin. Peniciliny a cefalosporiny (beta-laktamy) vazbou na
PBP (penicilin vézajici protein) blokuji tvorbu peptidoglykanu [6]. Glykopeptidova
antibiotika inhibuji syntézu sténového pentapeptidu. Bacitracin inhibuje pfenos hotového

stavebniho bloku do bunécné stény [4]. Cykloserin ucinkuje v casné fazi syntézy bunécné
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stény. Cykloserin ovliviiuje syntézu bunécné stény jednat tim, Ze kompetitivné inhibuje

pfislusné enzymy a kromé toho i tim, Ze je strukturalnim analogen D-alaninu [5].

1.2.2 PoSkozeni syntézy plazmatické membrany

Plazmatickd membrana izoluje vnitini prostiedi buiikky od vnéjstho a ma polopropustné
vlastnosti [7]. Tvoii pfedev§im osmotickou bariéru bunky. lonty a metabolicky potiebné
latky, jako jsou napft. aminokyseliny, puriny, pyrimidiny a dalsi, jsou pomoci této membrany

koncentrovany uvnitf buiky [5].

Antibiotika poSkozujici syntézu plazmatické membrany méni permeabilitu bunécné stény a
tim zpusobuji ztratu jeji osmotické celistvosti. Tato antibiotika obsahuji hydrofilni a lipofilni
oblasti. Vazou se na lipofilni soucasti bakteridlni buné¢né stény. Vodou, kterou s sebou
nesou zvetSuji povrch builkky dokud se membrdna nezhrouti. Jejich efektivita zévisi na

mnozstvi fosfolipidii v bunééné membrané a jejich schopnosti pronikat sténou bunky [4].

K preparatim vyvolavajicim poSkozeni plazmatické membrany patii: peptidy (polymyxicin,
colistin a bacitracin) a antifugalni polyenova antibiotika (amfotericin B a nystatin). Peptidy
se vazi na fosfolipidovou c¢ast plazmatické membrany gramnegativnich bakterii, ¢imz
dochdzi letdlnimu zvySeni permeability. Bacitracin se vaze na plazmatickou membranu
grampozitivnich bakterii a enormé zvySuje tnik iontd. Antifungalni polyenova antibiotika se
vazi na steroly, které jsou pfitomné pouze v membrandch kvasinkovitych organizmi a plisni

[5].

1.2.3 Inhibice proteosyntézy

V aparitu proteosyntézy bunék bakteridlnich a lidskych tkani existuji sice bazalni
podobnosti, ale také jisté odlisnosti, které jsou vychozim bodem selektivniho plisobeni. Tak
napt. bakteridlni ribozomy maji sedimentacni konstantu 70S a disociuji na podjednotky
30S a 50S. Buiky vysSich organizmil maji sedimentacni konstantu 80S a podjednotky 40S a
60S [5]. Blokovany ribozom se chybné uplatituje v proteosyntéze — ukonceni stavby

proteinu, nebo se vytvoii chybna bilkovina (enzym). Uéinek je tudiz bakteriostaticky [6].
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Mezi latky ptisobici na syntézu bilkovin patii fada antibiotik s rozdilnou chemickou

strukturou. Napt. aminoglykosidy, chloramfenikol, tetracykliny, makrolidy a linkosamidy
[8].

Aminoglykosidy (streptomycin, chloramfenikol, kanamycin, neomycin, gentamicin a dalsi)
se vazi po priniku do bakteridlni buiiky na ribozomalni 30S podjednotku. Bilkoviny
vznikajici pod vlivem aminoglykosydi jsou defektni, avSak vzdy jen ptfesunutim jediné
aminokyseliny. Efekt aminoglykosidi je relativné pomaly, coZ souvisi s tim, Ze musi dojit ke

zna¢né kumulaci nespravného proteinu, neZ jsou zastaveny bunécné funkce.

Chloramfenikol se vaze na 50S ribozomalni podjednotku a blokuje enzym, ktery pienasi
rostouci peptidovy fetézec k pfisti aminokyseling, jez ma byt pfipojena.

Tetracykliny se véazi na 30S ribozomalni podjednotku a blokuji postup aminokyselin
k ribozomtim, kde timto zasahem nedochazi k jejich spojovani [5].

Makrolidy (erytromycin, spiramycin) a linkosamidy (linkomycin a klindamycin) se vazi na

.....

komplexem a pravdépodobné také inhibuji peptidyltransferazovou reakci [8].

1.2.4 Porucha syntézy nukleovych Kkyselin

Nékteré preparaty mohou naruSovat syntézu nukleovych kyselin v riznych fazich jejich
vystavby [5]. Zasahuji do replikace nebo transkripce DNA [4]. Vzhledem k tomu, Ze tyto
procesy jsou jen minimaln¢ odlisné od bunck bakteridlnich a vysSich organizmii, maji tyto

preparaty pomérné velkou toxicitu.

K témto preparatim fadime: rifampicin, kyselinu nalidixovou a oxolinovou, fluorochinolony
(ofloxacin, ciproflaxim), trimetoprim, antivirové prepardty a  protinddorova
chemoterapeutika [5]. Chinolova antibiotika inhibuji DNA gyrazu a tim potlacuji rozvolnéni
DNA behem replikace [4]. Rifampicin blokuje iniciaci transkripce tim, ze se vaZze na RNA -

polymerazu [8].
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1.2.5 Inhibitory intermediarniho metabolizmu (kompetitivni inhibice)

Kyselina paraaminobenzoova (PABA) tvofi nezbytnou soucast koenzymu kyseliny listové.
Vyssi organizmy nedovedou syntetizovat kyselinu listovou a jsou zavislé na jejim ptisunu
zvenli, zatimco bakterie ji syntetizuji [5]. Bakteridlni syntézu kyseliny listové inhibuji
sulfonamidy [4]. Bakterie které nesyntetizuji kyselinu listovou, nejsou inhibovany

sulfonamidy a jsou tedy primarné rezistentni [5].

o
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Obrazek 1: Mechanizmy ucinku antibiotik [18].
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2 ANTIBIOTICKA REZISTENCE

2.1 Definice rezistence

Rezistenci bakterie k antimikrobnimu piipravku lze definovat jako schopnost bakteridlni
populace prezit ucinek inhibi¢ni koncentrace pfislusného antibiotika [16]. Svétova
zdravotnickd organizace definuje rezistenci jako schopnost bakterialni populace prezit

ucinek inhibi¢ni koncentrace pfislusného antimikrobniho preparatu [16].
Rozlisujeme dva zékladni typy rezistence:
Rezistence primarni odpovida geneticky podminéné necitlivosti bakterii na dané

antibiotikum bez ohledu na ptfedchozi kontakt s antibiotikem (aminoglykosidy v monoterapii

nepusobi na anaerobni infekce) [2].

Rezistence sekundarni je daleko zavaznéj$im medicinskym problémem. Znamena, Ze
puvodné citliva bakteridlni populace se béhem 1éCby antibiotikem stane viici tomuto
preparatu rezistentni. Vznikd nejcastéji pii dlouhodobé a nekontrolované 16€bé antibiotiky

nebo pii nevhodné antibiotické profylaxi [5].
Sekundarni rezistence ma dva typy:

a) penicilinovy typ (multiple step mutation) vznika po dlouhodobém podévani

nékterych antibiotik - napf. penicilinu, chloramfenikolu, bacitracinu;

b) streptomycinovy typ (one step mutation), s rychlym vznikem vysoce rezistentnich

kment je znam u streptomycinu, erytromycinu, linkomycinu, rifampicinu [2].

2.2 Mechanizmus rezistence

2.2.1 Zména v misté piisobeni antibiotika

Vétsina antibiotik plisobi na metabolické pochody tim, Ze se vdZzou na proteiny bakteridlni
buniky. V téchto ptipadech zcela postaci zmény v lokusu nukleové kyseliny, na které
dochazi k vazbé antibiotika. Receptorové misto je tudiZ pozménéné, coZ ma za nasledek

rezistenci k ptislusnému antibiotickému preparatu [5].
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2.2.2 Impermeabilita

Antibiotikum se muze transportovat do bakteridlni buniky pomoci pfenaSece. Zménou
molekul takového pirenaSece se zabrani priniku antibiotika do bunky. Pfi aktivnim
transportu je potfeba znacné energie. Mutaci nebo plazmidy miize byt ovlivnéna tvorba
ATP, coz méd za nasledek snizeni az uplné zastaveni transportu antibiotik do bunky.
V ptipadé€, Ze nedojde k transportu antibiotika do butniky, miize dojit naopak k eliminaci.
Predpoklada se, ze v bunce dochazi k enzymatické reakci, kterd zpusobuje inhibici

antibiotika. Tato reakce je blokovéana rezistentnimi izoenzymy [5].

2.2.3 Aktivni vypuzovani antibiotika (eflux)

U rezistentnich bakterii je rychlad exkrece antibiotika spojena s produkci membranovych
bilkovin. To plati napt. pro bilkoviny nazyvané Tet, které vypuzuji antibiotikum z buriky.
Ktomu typu rezistence nalezi rezistence vuci tetracyklinu, nékterym chinolonim, ale
i nékterym dezinfekénim prosttedkiim a tézkym kovim. Zd4 se, Ze tento typ rezistence je

mnohem castéjsi, nez se pivodné predpokladalo [17].

2.2.4 Produkce inaktiva¢nich enzymii

Rezistentni kmeny produkuji enzymy, které¢ bud’ §tépi, nebo substituuji molekuly antibiotika
a ¢ini je neucinnymi. K nejvice prostudovanym enzymim patii beta—laktamazy. Jde o
enzymy, které jsou nejcastéji odpoveédné za rezistenci viici betalaktamovym antibiotiklim, u
kterych  vyvolavaji hydrolyzu betalaktamového kruhu. Jsou produkovany jak
garmpozitivnimi, tak i gramnegativnimi mikroorganizmy. V¢EtSinou jsou umistény na R-

plazmidech, ale i na chromozomu [5].

Tabulka 1: Pfehled mechanizmil rezistence na nejcastéji pouzivand antibiotika [1].

Antibiotikum Mechanizmy rezistence

beta-laktamova produkce beta-laktamaz
J permeability bunééné stény

zmeéna penicilin-vazebnych proteinti

aminoglykosidy a makrolidy sniZzena vazebnost na ribozoémy




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

{4 permeability bunééné stény

podukce inaktivujicich enzymi

chloramfenikol

{ vazebnosti na cilové ribozomy
J permeability bunééné stény

T aktivity chloramfenikol-acetyltransferazy

tetracykliny

J transport k ribozémiim

ativni bunéény eflux (vylu€ovani antibiotika z buriky)

chinolony

rezistence DNA-gyrazy
J permeability bunééné stény

aktivni bunéény eflux

sulfonamidy

trimetoprim

rezistence syntetazy kyseliny listové
rezistence reduktazy kyseliny dihydrolistové

J permeability bunééné stény

ZKkviZena rezistence znamena soucasnou necitlivost mikroorganizmti na antibiotika, ktera

maji podobnou chemickou strukturu a stejny mechanizmus ucinku. Pfi oboustranné

zkiizeném typu rezistence na jedno antibiotikum znamena rezistenci i na antibiotikum druhé

(penicilin G a V nebo tetracykliny navzajem). Pii jednostranné zkiizeném typu rezistence

muze byt citlivost baktérii vi¢i jednomu z antibiotik zachovéna (meticilin a penicilin G —

stafylokoky rezistentni na penicilin G nemusi byt rezistentni na meticilin; meticilin-

rezistentni stafylokoky jsou zcela urc€ité rezistentni na penicilin G) [15].
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3 ROZDELENI ANTIBIOTIK

V dnesni dobé existuje jiz mnoho druhi antimikrobnich preparati, které je mozno pouzit
v klinické praxi. Z praktického hlediska se zd4 byt nejjednodussi rozd¢lit je podle chemické

ptibuznosti, protoze antimikrobni preparaty téze nebo podobné chemické struktury mivaji:
a) obdobné spektrum ucinnosti;
b) zkiizenou rezistenci ( Uplnou nebo Castecnou);

c) shodny vyskyt nezadoucich uc¢inkt [2].

3.1 Beta — laktamova antibiotika

Charakteristickym  strukturnim rysem téchto antibiotik je beta—laktamovy kruh
kondenzovany s heterocyklem — napf. thiazolidinem (peniciliny), dihydrothiazinem
(cefalosporiny a cefamyciny) a thiazolinem (penemy) [12]. V terapeutickych koncentracich

je ucinek baktericidni [2].
Mechanizmus poskozeni bunécné stény:
1. pfipojeni na penicilin-vazebné proteiny (PBP);

2. inhibice syntézy bunétné stény pieruSenim transpeptidace peptidoglykanu (peptidoglykan

je polymer, dodévajici bakteriim jejich tvar a tuhost);

3. aktivace enzymt pusobicich lyticky na buné¢nou sténu [14].

3.1.1 Peniciliny

Uginkuji na bunéénou sténu pouze ve stadiu rtstu. Cim rychlejsi riist bakterii, tim Iépe
ucinkuji. Proto je vhodné lécbu témito antibiotiky zahajit co nejrychleji po nastupu
klinickych ptiznakl. Naopak u chronickych infekei, kdy se buniky pivodce témét nemnoZi,
muze dojit k jejich preziti [14].
Penicilin G (benzylpenicilin)

Ziskéava se kultivaci plisné Penicillium chrysogenum ve vhodné tekuté pude. Ponévadz je
jako kyselina nestabilni, dociluje se stability pii vyrobé prevedenim do sodné ¢i draselné soli.
V kyselém prostiedi ztraci rychle stabilitu [5]. Je lékem prvni volby v 1écbé infekci

zpusobenych: pneumokoky, streptokoky, meningogoky, gonokoky a stafylokoky
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neprodukujici beta-laktamazu, Bacillus anthracis a jiné grampozitivni mikroorganizmy,
Treponema pallidum a jiné spirochety, klostridia, Actinomyces, Listeria monocytogenes a

Bacteroides (s vyjimkou B. fragilis), nékteré borelie. Citlivé jsou i n¢které anaeroby [2].

Je rovnéz rychle rozkldddn enzymem betalaktamdzou — penicilinazou, ktery je
produkovannékterymi bakteriemi, piredevsim stafylokoky, ale i n€kterymi druhy Proteus,

dale E.coli, P. aeruginosa a M. tuberculosis 5] .

Penicilin G je dostupny ve tfech formach. Jako vodny roztok krystalického benzylpenicilinu.
Dale jako prokain-benzylpenicilin suspenze. Prokain zvySuje velikost molekuly a tim
prodluzuje absorpci i pretrvavani plazmatickych koncentraci. A nakonec jako benzatin-
benzylpenicilin suspenze s velmi nizkou rozpustnosti ve vodé. Velmi pomalu se absorbuje,
dosahuje nizkych plazmatickych koncentraci, které dlouho pietrvavaji (az 10 dni). Je
vhodny k doléceni akutni nazofaryngitidy zplsobené beta-hemolytickymi streptokoky, a to

jako prevence revmatické horecky [2].
Penicilin V (fenoxymetylpenicilin)

Penicilin V ma prakticky shodné antimikrobni spektrum s penicilinem G [2]. Je to oralni

preparat odolavajici kyselin¢ chlorovodikové v zaludku [5].
Antistafylokokové peniciliny

Jsou odolné wvici stafylokokovym betalaktamazam. Jako prvni byl do praxe zaveden
meticilin (pouzitelny pouze parenterdlné, byl tradi¢né vyuzit laboratorné k prikazu
rezistence stafylokokt), byl nahrazen acidorezistentnimi izoxazolyl derivaty. Mezi né patii
oxacilin, cloxacilin, dicloxacilin. Podéavaji se perordlné u méné zavaznych stafylokokovych

infekei [2].
Sirokospekteré peniciliny

Radime mezi né aminopeniciliny (ampicilin, amoxicilin), protistafylokokové (oxacilin,
methicilin), karboxypeniciliny (carbenicilin, ticarcilin), acylureidopeniciliny (azlocilin,
piperacilin) [4]. Ampicilin je jedno z nejdéle pouzivanych antibiotik. Jeho dlouhodoba a
nékdy pausalni podavani vSak vedla pfedevSim u gramnegativnich ty¢ek k znaénému nartistu
rezistence[5]. Pti aplikaci je nutnd kombinace s kyselinou klavulanovou nebo sulbaktamem,

které zajistuji ochranu pted destrukei beta—laktaméazami [4].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

3.1.2 Cefalosporiny

Zakladem jejich molekuly je kyselina 7-aminocefalosporanova [14]. Maji Siroké spektrum
antibakterialni pusobnosti, jsou baktericidni a vykazuji velmi nizkou toxicitu vici
makroorganizmu [5]. Jedna se o dipeptidova antibiotika biogeneticky odvozena od cysteinu

a valinu [12].

Cefalosporiny se distribuuji extracelularné (jako beta-laktamy). Nekteré z nich pronikaji
v dostate¢ném mnozstvi pfes hematoencefalickou bariéru (cefotaxim, ceftriaxon, cefuroxim,
ceftazidim) a mohou se pouzivat k [€€bé meningitid (zanét zvySuje propustnost bariéry).
Cefalosporiny pronikaji také placentou. Pfesto jsou s nimi dobré klinické¢ zkuSenosti pii
pouzivani v téhotenstvi. Naopak vyluovani do Zlu¢i neni casté (jen ceftriaxon a

cefoperazon) [2].

I. generace cefalosporinii ma pomérné Uzké spektrum proti grampozitivnim bakteriim,
zejména stafylokoklim vcetné¢ tézkych infekci (endokarditid). Na gramnegativni
mikroorganizmy pusobi méné. Enterokoky, meticilin-rezistentni stafylokoky a

Staphylococcus epidermidis jsou rezistentni. Radi se sem cefalotin, cefazolin a cefapirin [2].

II. generace cefalosporinii ma Sir§i antibakteridlni spektrum. Preparaty jsou G¢inné na
kmeny Proteus indolpozitivni, dale fadu enterobaktert, seracii a anaeroby. Jsou odoInéjsi

vici beta-laktamazam [5]. Patii sem napt. cefamandol, cefuroxim, cefoxitin [13].

III. generace cefalosporinii se vyznacuje Sirokym spektrem ucinnosti ov§em s relativné
niz§im U¢inkem na grampozitivni mikroorganizmy. Odolnost vii¢i beta—laktamazam je
vysokd, ikdyz ne absolutni [5]. Radime sem cefotaxim, ceftriaxon, ceftozoxim, ceftazidim,

cefoperazon, cefsulodin, cefodizim [14].

IV. generace cefalosporinii zahrnuje antibiotika zavadéna do terapie v posledni dobé. Je
ucinnd jak na grampozitivni bakterie, tak na enterobakterie véetné Pseudomonas aeruginosa
1 na gramnegativni ty¢ky necitlivé na cefalosporiny III.generace. Pocita se s nimi v lécbé
zavaznych smiSenych infekci u nemocnych s jinym tézkym onemocnénim (imunosuprese,

neutropenie). Patii sem cefpirom a cefepim [2].
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3.1.3 Monobaktamy a karbapenemy

Monobaktamy postradaji ve své chemické struktufe jak thiazolidinovy, tak
dihydrothiazolovy kruh. Jejich jadro tvoii pouze substituovany laktamovy kruh. Patii sem

aztreonam, ktery je odolny vii¢i vSem zndmym beta — laktamazam [5].
Plsobi na aerobni gramnegativni bakterie, viibec nepiisobi na grampozitivni bakterie [14].

Moznost indukce stafylokokovych a enterokokovych superinfekci [13]. Superinfekce je
infekce, ktera se rozviji v pribéhu jiné, jiz probihajici ndkazy. Na jejim vzniku se podili
oslabeni organizmu pfedchozi infekci, ale nékdy také lécba infekce (antibiotika mohou
kromé ptisobeni na choroboplodny zdrodek narusit i rovnovahu mezi mikroorganizmy s

naslednym pomnoZzenim dosud neskodnych druhit) [38].

Karbapenemy v sobé spojuji ucinek penicilinii a Sirokospektrych cefalosporinti, pokryvaji
témef celé spektrum bakterii. Prvni klinicky uzivany karbapenem byl imipenem. VyuZiti
samotné¢ho imipenemu se ukazalo neucelné, protoze je v ledvindch odbourdvan. Proto se
kombinuje s inhibitorem daného enzymu-cilastatinem (v poméru 1:1), ¢imz se zvySuji

plazmatické koncentrace antibiotika a zaroven se snizuje jeho toxicita [2].

3.2 Amfenikoly

Radi se mezi né chloramfenikol a thiamfenikol. Chloramfenikol je silny inhibitor syntézy
mikrobidlnich proteinl. VaZze se reverzibilné na receptorové misto 50S podjednotky
bakteridlniho ribozomu [2]. Ma Siroké spektrum UcCinnosti zahrnujici grampozitivni 1
gramnegativni mikroorganizmy. Je bakteriostaticky, primarni toxicita je nizkd a pfi
opakovaném podani miZze vyvolat téZzké poruchy krvetvorby. Chloramfenikol byl prvnim
antibiotikem se Sirokym spektrem uc¢innosti. Spektrum Uc¢innosti zahrnuje: Steptococcus.
pyogenes, Neisseria gonorrhoeae a N. meningitidis, bakterie Celedi Enterobacteriaceae,
Haemophilus  influenzae, yersinie, pasteurely, chlamydie, borelie, anaerobni
mikroorganizmy a dalsi. Rezistence na toto Cist¢ bakteriostatické antibiotikum je pomérné

Casta [5].

3.3 Tetracykliny

Tetracykliny produkované houbami rodu Streptomyces a jsou derivaty cCastecné

hydrolyzovaného naftalenu. Jednd se o antibiotika se Sirokym spektrem Uc¢inku [12].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

Tetracyklin a piibuzné latky se vazi na ribozomalni podjednotku 30S a blokuji pfistup

aminokyselin k ribozomlim, kde timto zadsahem nedochazi k jejich spojovani [ 14].

Vstupuji do mikroorganizmu pasivni difiizi a také aktivnim mechanizmem. Navzdjem se lisi
farmakokinetickymi vlastnostmi a citlivosti mikroorganizmt [2]. Zakladni charakteristikou
je, ze maji Siroké antibakterialni spektrum zahrnujici garmpozitivni 1 gramnegativni
mikroorganizmy, mykoplazmata, chlamydie a ncktera protozoa. Jsou primarné
bakteriostatickd, dobfe se vstfebavaji ze stievniho traktu. Jejich toxicita je pomérné nizka.
Maji vsak fadu nezédoucich jevill, z nichz dominuji gastrointestinalni poruchy, diskolorazace

zubl a nove tvotfenych kosti apod. [5].

Rozd¢luji se na:
o zakladni (I.generace) — tetracyklin, oxytetracyklin, chlortetracyklin
e modifikované — rolitetracyklin

e 1nov¢jsi (II. generace) — doxycyklin, minocyklin, lymecyklin, metacyklin, thiacyklin
[5].

Tetracykliny jsou léky volby u infekci zpisobenych Mycoplasma pneumonie, chlamydiemi,
ricketsiemi, nékterymi spirochetami. U smiSenych infekci: sinusitidy, bronchitidy, infekce
mocovych ¢i ZluCovymi cest, u brucelozy, tularémie, infekce vyvolané listeriemi a u akné

(doxycyklin 100 mg/den) [2].

3.4 Makrolidy

Makrolidy jsou charakterizovany polyfunkénim makrocyklickym laktonovym kruhem
(obsahujicim obvykle 14 az 16 atomil), ke kterému jsou ptipojeny cukry [12].

Vézi se na 50S podjednotku ribozomll a inhibuji tvorbu peptidd [2]. Maji relativné uzké
spektrum ucinnosti zahrnujici predevsim grampozitivni bakterie v€etné kment rezistentnich
na peniciliny. Dale ptsobi dobfe na neisserie, legionelly, kampylobaktery, nékteré anaeroby
a Toxoplasma gondii. Jsou primarné bakteriostatické, vSechny preparaty se dobie
vstiebavaji z traviciho traktu. Toxicita makrolida je velmi nizkd. Pouze vysoké davkovani

vykazuje ur€ity stupen hepatotoxicity [5].
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Rozdé&luji se na zakladni a modifikované. Mezi zakladni se fadi erytromycin, spiramycin,
oleandomycin. A mezi modifikované — roxitromycin, josamycin, azitromycin a

claritromycin, diritromycin [5].

3.5 Linkosamindy

Inhibuji syntézu proteinid, piisobi bakteriostaticky [2]. Zakladni charakteristikou je, Ze
spektrum ucinnosti zahrnuje grampozitivni bakterie a anaerobni mikroorganizmy. Jsou
primarn¢ bakteriostatické, jsou primarné bakteriostatické, dobfe se vstfebavaji ze sttevniho
traktu, vyborné¢ pronikaji do tkéni a vykazuji velmi nizkou toxicitu. Mezi linkosamidy

fadime dva hlavni preparaty: linkomycin a klindamycin [5].

Linkomycin a jeho derivat klindamycin jsou pfedevsim antistafylokokova antibiotika. Piisobi
1 na Bacteroides a jiné anaeroby. Rezistence vznikd zvolna asi mutaci u streptokokd,

stafylokokti a pneumokokil. Linkosamidy jsou malo toxické [2].

3.6 Aminoglykosidy

Jsou to bazické oligosacharidy obsahujici specidlni aminocukry - aminocyklitolovy kruh.
Inhibuji proteinové syntézy na 30S subjednotce ribozomu - interference s vazbou

formylmetionyl-tRNA [13].

Maji Siroké spektrum ucinku zahrnujici jak grampozitivni, tak 1 gramnegativni
mikroorganizmy. Jsou baktericidni, ze zazivaciho traktu se témét nevstiebavaji a je nutné je
aplikovat pouze parenteralné. Maji vyrazny toxicky efekt na makroorganizmus

(neurotoxicita a nefrotoxicita).
Rozd¢luji se na:
e klasické aminoglykosidy (streptomycin, neomycin, kanamycin);
e moderni (silné UCinné aminoglykosidy (gentamicin, netilmicin, tobramycin a
amikacin);
e bakteriostatické aminoglykosidy (spektinomycin) [5].

Streptomycin je nejdllezitéjsi antituberkulotikum, wc€inkuje na Mycobacterium tuber-
culosis, M. bovis a nékteré gramnegativni bakterie. Naopak streptokoky a pneumokoky

jsou vuc¢i nému relativné odolné. Vysoce rezistentni vi€i streptomycinu jsou anaerobni
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sporulujici bakterie. VaZe se nespecificky na molekuly DNA, RNA, bilkoviny, ale i povrch
buniky. Neomycin a kanamycin jsou baktericidni, ucinkuji na gramnegativni tyCky s

vyjimkou Pseudomonas aeruginosa. Neomycin se pouziva lokalné [14].

3.7 Peptidy

Nizkomolekularni proteiny a oligopeptidy ovliviiujici v organizmu fadu funkci. Prakticky
veskerd peptidova antibiotika byvaji pomérné rezistentni viici plisobeni proteolytickych
enzymu; tato skutecnost je obvykle disledkem pfitomnosti neptirozenych strukturnich
elementii. Peptidova antibiotika obsahuji aminokyseliny, které se obvykle v Zivocisnych a
rostlinnych proteinech nevyskytuji [12]. Spektrum antibakteridlniho wc¢inku je dano
charakterem preparatu (polymyxiny na gramnegativni bakterie, bacitracin na grampozitivni
bakterie). Jsou baktericidni, nevstiebavaji se ze stievniho traktu- uzivaji se hlavné lokaIng.

Jsou znac¢né toxické [5].

Polymyxin je U¢inny na gramnegativni bakterie, ma baktericidni uc¢inek. Byl izolovan
z Bacillus polymyxa. Tyrotricin piisobi na jiz vytvoiené plamaztické membrany, je tedy
nezavisly na rtstové fazi bakterii v organizmu. Tento a podobné latky se uzivaji lokaIné
(masti zasypy). Jsou u¢inné na grampozitivni a anaerobni bakterie, mohou vyvolavat toxické

a alergickeé reakce.

Bacitracin u¢inkuje na grampozitivni bakterie vcetné pyogennich streptokoki, na néz
ucinkuje relativné nejlépe, a patogenni druhy rodu Neisseria. Je nefrotoxicky, pouziva se
lokaIng,nejcastéji ve smesi s neomycinem jako preparat Framykoin. V mikrobiologii se
pouzivd bacitracinovy test na odliSeni Streptococcus pyogenes od jinych podobné

rostoucich streptokok [14].
Polymyxiny jsou baktericidni vii¢i gramnegativnim mikroorganizmim. Pusobi jako
detergenty, tj. porusuji osmotické vlastnosti bakteridlni membrany a jeji transportni

mechanizmy.

Kolistin metansulfonat je mén¢ nefrotoxicky. Kolistin se z lékové formy pomalu uvoliuje ve

tkanich hydrolyzou. Dominantni je u pseudomonadovych infekci, kde je vysoce ucinny. [2].
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3.8 Glykopeptidy

Jsou to heptapeptidy s cukernou slozkou. Zapfi¢inuji inhibici syntézy bunééné stény — brani
zesitovani peptidoglykanu pisobi baktericidné. Spektrum ucinku zahrnuji grampozitivni
bakterie vcetné¢ meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA), E. faecalis, C.

difficile [13]. Mezi glykopeptidy patii antibiotika vankomycin a teikoplanin [5].

3.9 Ansamyciny

Antibakteridlni spektrum ansamycini je dosti Siroké. Postihuje grampozitivni 1
gramnegativni bakterie, Mycobacterium tuberculosis, chlamydie, legionely a rickettsie. Jsou

baktericidni. Dobie se vstiebavaji ze stfeva a maji nizkou toxicitu.
Z dosti Siroké palety preparatl se vyuziva pouze rifampicin a rifabutin.

Ansamyciny maji nepfiznivy typ rezistence, tj. fakultativni jedno- i vice stupiiovy, takze by
nemély byt podavany nikdy samotné, ale jen v kombinaci s jinym vhodnym preparatem napf.
s makrolidy, linkosamidy, aminoglykosidy a trimetoprimem pokud jde o antimikrobni terapii
[5].

3.10 Antimikrobni chemoterapeutika

V souCasné dobé& existuje celd fada rozmanitych strukturnich typti chemoterapeutik
pouzivanych k lé¢ni bakteridlnich infekci. K nejvyznamnéj$im patii pfedevSim sulfonamidy a

chinolony [12].

3.10.1 Sulfonamidy

Jedna se o strukturdlni analogy kyseliny paraaminobenzoové (PABA), se kterou soutézi o
vazbu na enzym, ktery ji inkorporuje do kyseliny listové. Syntéza kyseliny listové je pro
mikroorganizmy esencialni (naproti tomu eukaryotické buiiky ji nesyntetizuji, maji
schopnost ji pfijmout v hotové form¢). Vysledkem je bakteriostaticky ucinek sulfonamidd.
Rist mikroorganizmli miize byt obnoven jakmile je sulfonamid z vazby vytésnén [2]. Maji
Siroké antibakteridlni spektrum, jsou bakteriostatické, vétSinou se dobie vstiebavaji ze
sttevniho traktu a maji velmi nizkou toxicitu [5]. Pouziti nachazeji u nékterych

grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, chlamydii, nokardii, i n€kterych protozoi [13].
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Podle doby tucinku rozeznavame kratkodobé, které se aplikuji po 4-6 hodinach
(predstavitelem je sulfisoxazol), stfednédobé, které se podavaji po 12 hodinach
(sulfametoxazol), dlouhodobé (tj. 24 hodin, napt. sulfametoxidin) a s velmi dlouhou dobou

ucinku (sulfadoxin — preventivné pouzivan pro profylaxi a lécbu malarie) [2].

K nejpouzivanéj$im druhtim patii kombinovany lék Cotrimoxazol. To je trimetoprim +
sulfonamid 1:5 [6] ktery nalezneme v Biseptolu ¢i Septrinu. Je to 1€k uzivany k 1é¢bé infekci
mocovych cest, sinusitid, kapavky u pacientt precitlivélych na beta-laktamova antibiotika,

nokardiozy, shigelozy a k 1é¢bé btisniho tyfu [2].

Vsechny plvodné citlivé druhy bakterii nyni vykazuji rlznou cCetnost a rlzny stupeil
rezistence na sulfonamidy. Tato zména byla nejdiive pozorovdna u gonokokl, teprve o
hodné pozdéji téz u meningokokli. Rovnéz ¢asto byla pozorovana necitlivost u streptokokt
a pneumokoki, dosti béznd je dnes u gramnegativnich stfevnich tyc¢inek. VSechny

sulfonamidy maji témef uplnou zkiiZenou rezistenci [5].

3.10.2 Chinolony

Tato skupina farmak byla zavedena do klinické praxe koncem 60. let 20. stoleti. Jedna se o

inhibitory DNA gyrazy [12].

Chinolonovd chemoterapeutika jsou primarn¢ baktericidni latky, které lze podle
antibakterialni aktivity, priniku do tkani a Sitky antibakteridlniho spektra rozd¢lit do 4
generaci. VSem je spoleny mechanizmus ucinku, tj. inhibice bakteridlni gyrazy, enzymu
zodpovédného za spravné splétani a rozplétani fetézci bakteridlni nukleové kyseliny

v prabéhu G faze bunécného cyklu [2].

Chinolony 1. generace (kyselina nalidixova, oxolinova) a 2. generace (kyselina pipemidova,
norfloxacin, rosoxacin) plisobi pfedevsim na gramnegativni mikroorganizmy [2]. MiiZeme je
také charakterizovat jako nefluorované chinolony. Maji uzké antimikrobni spektrum ucinku

zahrnujici predevsim enterobakterie a u¢innych koncentraci dosahuji pouze v mo¢i [5].

Mechanizmus u¢inku kyseliny oxolinové spociva v letalni desynchronizaci bakterialniho
metabolizmu zpisobené inhibici vélenovanim do DNA, zatimco syntéza RNA a bilkovin
probihd nerusené dale. Rezistence na tento preparat vznika pomérné rychle a nékdy i béhem

prvni lécby [5].
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Chinolony 3. generace zahrnuji léCiva se Sirokym antibakteridlnim spektrem. Patfi mezi né:

ciprofloxacin, pefloxacin, enoxacin, ofloxacin, fleroxacin, lomefloxacin [1].

Fluorované chinolony — fluorochinolony maji Siroké antimikrobni spektrum, baktericidni
ucinek, vyhodnou farmakokinetiku a dobry ucinek 1 na intracelularné¢ ulozené

mikroorganizmy [5].

Jsou U€inné proti grampozitivnim (s vyjimkou pneumokokll) i gramnegativnim
mikroorganizmim (v¢etné Klebsiella spp., Proteus spp. a Pseudomonas aeruginosa). Dale
pusobi na chlamydie, mykoplazmata a Mycobacterium tuberculosis. Na rozdil od zastupct
1. generace po perordlnim podani vytvareji v krvi a tkénich dostate¢né hladiny pro

baktericidni ptisobeni [2].

Fluorované chinolony (chinolony 4. generace) s rozsitenym spektrem ucinku(sparfloxacin,
trovafloxacin, grepafloxacin, clinafloxacin, levofloxacin) maji rozSifené antimikrobni

spektrum pfedevs§im na grampozitivni mikroorganizmy a anaeroby [5].

Sparfloxacin pusobici na fadu multirezistentnich mikroorganizmii, napi. na pneumokoky
penicilin rezistentni, meticilin rezistentni stafylokoky, vankomycin rezistentni stafylokoky a
enterokoky. U¢inkuje také na nékteré resistentni anaerobni mikroorganizmy. Je proto

pouzivan vyhradné jako rezervni antibiotikum [2].

3.10.3 Ostatni
Nitroimadizolova chemoterapeutika

Patii mezi n¢ metronidazol, ornidazol a tinidazol [2]. Narusuji mikrobidlni DNA [13]. Maji
vyrazny antiparazitarni uc¢inek a velmi dobry efekt proti anaecorobtim [5].
Do jejich indika¢niho spektra patii Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolytica a
Giardia lamblia. Dale se pouziva pro terapii sepse v chirurgii a v dalSich chirurgickych

oborech, zejména jsou-li plivodci anaerobni mikroorganizmy (Bacteroides sp.) [2].
Nitrofurany

Inhibuji proteosyntézu - blokuje zah4jeni translace [13]. Nitrofurany piisobi bakteriostaticky
az baktericidné na patogeny grampozitivni i gramnegativni fady. Pseudomonas aeruginosa
a Proteus mirabilis jsou primarné rezistentni [2]. Rezistence vznika snadno, a to i béhem

lécby jednoho pacienta [5].
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Pyrimidiny

Plisobi na stejném metabolickém fetézci jako sulfonamidy, ale na jiném misté. Inhibuje

enzym reduktazu kyseliny dihydrolistové , coZ se promitne pii syntéze bakterialni DNA.

Patii mezi n¢ trimetoprim. Je to chemoterapeutikum s relativné Sirokym antibakteridlnim
spektrem. Po ordlnim podani dosahuje sérovych hladin, které jsou schopny inhibovat rist
téchto diilezitych bakterii: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, pnemokoki,
viridujicich streptokokt, H. influenzae, E. coli, Proteus sp., klebsiel, enterobaktert, shigel,
salmonel. Mezi rezistentni patii M. tuberculosis, klostridia, patogenni neisserie a P.

aeruginosa [5].

3.11 Antituberkolitika

Antituberkulotika tvofi samostatnou skupinu antibiotik a chemoterapeutik [5]. V soucasné
dobé zacind byt tuberkul6za opét zdvaznym problémem. V poslednich letech stile nartsta
pocet piipadi této choroby. Kromé toho maji mykobaktridlni infekce tendence
k chronickému pribéhu a ke vzniku rezistence na pouzivand léciva. Proto se obvykle
pouzivd kombinovand terapie tj. soucasné nasazeni nckolika 1é¢iv. K antituberkulotikiim
Lprvni linie*, kterymi se obvykle zahajuje lécba TBC, patii isoniazid, pyrazinamid,
ethambutol, a antibiotika streptomycin a rifampicin [12]. Antituberkulotika druhé fady, kam
zahrnujeme léky sniz§i uCinnosti a  vyS§i  toxicitou fadime: ethioamid,

cykloserin,kapreomycin, viomycin, kanamycin, amikacin [5].

3.12 Antimykotika, antivirotika a antiparazitika

Antimykotika dnes pfedstavuji pomérné rozsahlou skupinu léku, které se bouflivé rozvijeji.
Antimykotika jsou relativné nesourodou skupinou preparatti, které maji jednak povahu
antibiotickou (polyenova antimykotika a griseofulvin, ktery je ziskdn z penicilinu), jednak
povahu cisté chemickou (azoly a ostatni). V humanni praxi se z fady preparati osvédcily
pfedevsim nystatin, primaricin, amfotericin B a ambisom [5]. Mezi azolova antimykotika se
fadi léc¢iva Clotrimazol (Canesten- je pfili§ toxicky, podava se pouze mistn¢), Mikonazol

(daktarin), ketokonazol (Nizoral podavan u slabsich mykdz), lukonazol a itrokonazol [2].

Antivirova chemoterapeutika ptedstavuji latky, které mohou zasahovat do rtznych fazi

replikace viru. Tim ovSem vyznamné postihuji 1 buitky makroorganizmu, z ¢ehoZ pramenti 1



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

relativné velky vyskyt nezddoucich ucinki [5]. Zejména v poslednich letech probiha
intenzivni vyzkum v souvislosti s hledanim farmak uc¢innych proti viru HIV [14].
V souCasné dobé se v klinické praxi pouzivaji tyto preparaty: idoxuridin, acyklovir,
ganciklovir, foscarnet, amantadin a rimantadin, vidarabin, enviroxim,metisazon, interferony

a dal3i [5].

Do skupiny antiparazitdrnich 1ékd fadime jednak preparaty rostlinného ptvodu, dale
antibiotika, ale pfevazné jde o léCiva ptipravena chemickou cestou [5]. Mezi antiprotozoika
patfi napf. chinin, emetin, suramin, chinolony,antibiotika (tetracykliny, spiramycin,
klindamycin, amphotericin), chemoterapeutika (sulfonamidy, kotrimoxazol, imidazoly) a

dalsi [14].
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4 METODY STANOVENI CITLIVOSTI NA ANTIBIOTIKA

Hodnoceni antimikrobidlniho U¢inku se provadi in vitro stanovenim minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) a minimdlni baktericidni koncentrace (MBC) [1]. MIC uddv4 minimalni
inhibi¢ni koncentraci, coz je nejmensi naméfené mnozstvi (koncentrace) antibiotika, které
inhibuje rdst a mnozeni bakterii v testovacim mediu [9]. MBC udéva minimalni baktericidni
koncentraci, coz je nejmensi mnozstvi antibiotika, které nedovolilo pfeziti ani jediné butice

z pivodniho inokula [5].

4.1 Difazni testy

Principem je, Ze antibiotikum difunduje kontinualn¢ z vhodného zdroje (nosice) do agarové
pudy za tvorby tzv. gradientu difize. S timto gradientem difize ptichdzi do styku
mikroorganizmus naneseny v daném mnozstvi na agarovou zivnou pudu nebo do ni zality.
Béhem inkubace dochazi k ristu bakterii az do inhibicni koncentrace gradientu difize
antibiotika; jakmile je ji dosazeno, prestava viditelny rist bakterii a dochazi k vytvoteni tzv.

inhibi¢ni zony v okoli zdroje antibiotika [5].

4.1.1 Kbvalitativni difazni test

Je nejrozsitené]si a nejjednodussi test, ktery ale za standardizovanych podminek poskytuje

velmi cenné idaje o citlivosti ¢i rezistenci kmene [5].

Diskova difuzni metoda je standardnim postupem. Na povrch Petriho misky s vhodnou
zivnou pudou se rovnomérné naockuje testovany mikroorganizmus. Papirové disky
napusténé znamymi koncentracemi riznych antibiotik se pfilozi na povrch agaru. Béhem
nasledné inkubace antibiotika difunduji z papiru do agaru a jejich koncentrace ve sméru od
okraje disku postupné sldbne. Uginné antibiotikum vytvoii kolem disku priizraénou zénu
bez nartstu bunck [10]. Velikost zon je ovlivnéna slozenim média, pH média, hloubkou
agaru, velikosti a rychlosti ristu inokula, koncentrace antibiotik v disku, pocet diskll na
plotné, inkubacni teplota, slozeni inkubacni atmosféry, dobou inkubace a zpisobem méteni
zon [11]. Koncentrace antibiotika na okraji zony pfedstavuje minimdlni inhibicni

koncentraci. Pro vyhodnoceni se udava primér zony v mm. JelikoZ rychlost difize hodné
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zavisi na typu pudy, uzivd se v klinick¢é mikrobiologii Mueller — Hintonliv agar, ktery

umoziuje dobrou difiizi a srovnani vysledkt mezi jednotlivymi laboratoiemi [10].

Obrazek 2: Ukazka misky s Mueller-Hintonovou
pudou s antibiotickymi  disky a ihibicnimi

zonami.

4.1.2 Kvantitativni difuzni test (Epsilon test)

Je proveditelny za ptesn¢ definovanych podminek. Pfedpokladem je, Ze zndme kvantitativni
hodnoty koncentracniho gradientu jednotlivych antibiotik. Takové zjistovani vSak zatim
nardzi na znacné technické i ekonomické obtize a slouzi pfedevsim pro epidemiologické
ucely. V praxi je proto davana prednost kvantitativnim testim solu¢nim. V soucasné¢ dobé
byl vypracovan tzv. Epsilon test. Na textacnim prouzku jsou nastaveny vzestupné
koncentrace zkouseného antibiotika. Prouzek se pfilozi na inokulovanou agarovou plotnu a
za 24 hodin se odecitd koncentraci antibiotika u hodnoty, u které nam kon¢i inhibi¢ni z6na

[5]. V misté protéti zony s papirkem je MIC [6].
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Obrazek 3: Ukazka praktického provedeni
Epsilon testu [6].

4.2 Dilucni testy

Slouzi ke kvantitativnimu stanoveni citlivosti. Principem je, Ze antibiotikum je
v odstupiiované koncentraci (obvykle geometrickou fadou) pfidano do série vhodnych

tekutych ¢i tuhych ptd; koncentra¢ni gradient je tedy v tomto piipadé diskontinualni.

Do kazdé nadobky je potom piidano standardni inokulum ¢isté kultury testovaného kmene.
Po inkubaci se zjist'uje, v jakém nejmensim mnozstvi antibiotika (vztaZzeno na 1 ml pldy)
doslo k viditelné zéastavé rustu bakterialni populace. Tato hodnota uddvda MIC daného
antibiotika vici testovanému kmeni. ZaloZzenim subkultur z nddobek bez viditelného ristu
zjistime nejmensi mnozstvi antibiotika, které nedovolilo pteziti ani jedné butice z ptivodniho

inokula. Tato hodnota udava MBC [5].

Minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotika urcuje citlivost kvantitativné. V jamkéch jsou
napipetovany bujon a fedénd antibiotika [4]. V soucasné dobé je nejrozsifencjsi dilucni
mikrometoda za pouziti mikrotitracnich desticek na jedno pouziti.PInéni desticek se provadi
automatickymi multikandlovymi pipetami o 12 nebo 96 kandlech. Jednotlivé jamky
v desti¢ce se naplni 100 pl testované pldy s piislusSnymi koncentracemi antimikrobnich

latek. Po 18 — 20hodinové inkubaci odecitdme pomoci zrcatka nebo fotometru [5].
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S CHARAKTERISTIKA E. COLI

E. coli, pattici do Celedi Enterobacteriaceae, je nejprozkoumanéjsim bakterialnim druhem.
Slouzi jako modelovy mikroorganizmus pro genetické a biochemické studie. Jsou to
gramnegativni fakultativné anaerobni ty€inky [22]. Nesporulujici, fermentujici laktézu za
tvorby kyseliny mlécné, kyseliny octové, CO, a H, [23]. Kmeny E. coli se nachazi v dolni
Casti traviciho traktu clovéka a teplokrevnych zvirat. Pfitomnost v potravinach je tedy
ukazatelem fekalniho znecisténi. Nékteré kmeny jsou patogenni zplisobujici nejen prijmova
onemocnéni [22]. Je komenzélem, saprofytem a také symbiontem, protoze svym plisobenim
znemoziuje prunik patogenti produkci kolicind, které jsou pro nékteré jiné bakterie
toxické. Zaroven je pro makroorganizmus prospéSnd i piimo diky tvorbé nékterych

vitamind, pfedevS§im vitaminu K [37].

Na E. coli byla prokazana bakterialni konjugace a replikace DNA, do jeho genomu byly
vneseny geny pro nejruznéjsi latky jako je lidsky inzulin ¢i interferon a geny kodujici
antigeny jinych mikrobli pro pfipravu rekombinantnich vakcin. V poslednich letech se
rovnéz pouzivd jako indikator vyskytu rezistence k antimikrobidlnim latkdm v rtznych

typech prostiedi [37].

E .coli je podminény patogen. Pfi oslabeni lidského organizmu a pfi poklesu jeho pfirozené
odolnosti hlavn¢é u kojencii a starych lidi mize nastat onemocnéni zptsobené invazivnimi

sérovary E. coli [23]. Mezi tyto kmeny se fadi skupiny:

e Enteropatogenni E. coli (EPEC) jsou spojovany s onemocnénim novorozencl
ziskané¢ predev§im v nemocni¢nim prostiedi. Nejbéznéjsi jsou antigenni typy

055, 0126 a 086.

e Enteroinvazivni E. coli (EIEC) disponuji faktory invazivity a vyvolavaji

onemocnéni pfipominajici bacilarni dyzenterii.

e Enterotoxigenni E. coli (ETEC) vyvolavaji prijmy v oblasti tropii a subtropti
s nizkym hygienickym standardem. Onemocnéni vyvoland timto typem se
oznacuji jako tzv. cestovatelské prajmy.

e Shiga toxin produkujici E. coli (STEC, také VTEC, EHEC) zplsobuji

wevr

nejzavaznéj$i onemocnéni. Vyvolavaji hemoragickou kolitidu a hemolyticko-
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uremicky syndrom (HUS). Nejcast&jsi jsou antigenni typy O157 a mezi EPEC

diive fazeny antigenni typ 026 [24].
V poslednich letech je zaznamenan vysoky nartlst rezistence bakteridlnich patogenti ¢loveéka
a zvifat [26]. Frekvence vyskytu rezistentnich izolatt se v jednotlivych zemich odlisuje.
Vyskyt rezistentnich bakterii souvisi s pouzitim antimikrobialnich latek u clovéka nebo
zvitete, ze kterého byl rezistentni kmen ziskan. Bylo prokézano, Ze aplikace urcitého
antibiotika vede k selekci bakterii rezistentnich k této antimikrobidlni latce [28]. Podle
mnoha studii jsou sulfonamidy, streptomycin, tetracyklin a ampicilin antimikrobidlni latky, u
ktery bylo zjisténo vysoké procento patogennich i nepatogennich kmenti E. coli ziskanych

ze zvitat, potravin a ¢lovéka rezistentnich [30].

Bylo prokdzano, ze antibiotickd rezistence izolatl E. coli ziskanych z prasat a dribeze je
mnohem vysS§i nez rezistence izolatli ze skotu a souvisi s nadmérnou aplikaci antibiotik

v chovech prasat a driibeze [27].

Vysoky vyskyt rezistentnich nepatogennich bakterii je dokumentovan u mlééného a
masného skotu [31]. Byla prokézana rezistence k tetracyklinu u 33 % zkoumanych kmentl,
k sulfonamidim u 20 %, ampicilinu a streptomycinu u 16 % kmenl E. coli ziskanych
z dojnic [32]. Rezistence k ampicilinu, streptomycinu, sulfonamidim a tetracyklinu se
nejcastéji vyskytuje u 20 — 22 % izolath E. coli pochazejicich ze skotu [33]. Byl
zaznamenan vysoky vyskyt nepatogennich izolatl E. coli rezistentnich k ampicilinu, kyseliné
nalidixové a tetracyklinu ziskanych z potravin (pfiblizné¢ u 50 % izolat). U nepatogennich
izolath E. coli z vepfového masa byla zaznamenana i pomérné vysokd rezistence k

sulfonamidtm [34].

Patogenni bakterie E. coli O157 byla na celém svété dlouho povazovana za citlivou
k mnoha antimikrobidlnim latkdm. Na pocatku 80. let se rezistence vyskytovala pouze u 1 —
3 % izolatd téchto bakterii, ale od konce 80. let je dokumentovan narlst antibiotické
rezistence. Soucasné studie dokazuji vysokou prevalenci rezistence a vyskyt multirezistence
u E. coli O157 izolovanych ze zvifat, potravin i lidi [35], které jsou zpisobené Castou
aplikaci antibiotik u potravinovych zvifat, predevsim skotu, ktery je hlavnim rezervoarem E.
coli O157. Antibioticka rezistence se vyskytuje u 7 — 70 % izolatd E. coli O157 ziskanych
ze skotu [36].
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U izolath STEC O157 byl oproti jinym sérotyptim STEC prokazan nizsi vyskyt antibiotické

rezistence. Zajimavym je rovnéz niz§i vyskyt rezistence u izolati STEC ve srovnani s

patogennimi E. coli bez produkce Shiga toxinu [29].

Tabulka 2: Citlivost izolatii E. coli na antibiotika v Ceské republice v pritbéhu let 2001,
2002, 2003, 2004, 2005, 2006, 2007 a 2008 [25].

. Antibiotikum
ro
aminoglykosidy | aminopeniciliny | fluorochinony | cefalospor.3.gen.
1106 666 1079 1140
Pocet
70 491 95 27
2001 I"procent 94,0 57.6 91,9 97,7
a
%) 6.0 42,4 8,1 23
1493 869 1421 1566
Pocet
94 718 165 19
2002 " procent 94,1 54,8 89.6 98,8
a
%) 59 45,2 10,4 1.2
1671 964 1531 1739
Pocet
94 802 233 20
2003 " procent 94,7 54,6 86.8 98,9
a
%) 53 45,4 13,2 1.1
1868 4041 1652 1932
Pocet
1966 1965 1965 1965
2004 I"procent 95,0 53,0 84.1 98,3
a
%) 5,0 47,0 15,9 1,7
2095 1112 1781 2183
Pocet
139 1122 452 50
2005 [ procent 93,8 49,8 79.8 97,8
a
%) 6,2 50,2 20,2 2.2
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] S 1965 951 1639 2040
Pocet

R 177 1193 494 109

2006 [ procent | S 91,7 44.4 76,8 94,9
a

o IR 8,3 55,6 232 5.1

] S 2234 1064 1825 2229
Pocet

R 173 1343 581 178

2007 " procent | S 92,8 442 75,9 92,6
a

%) R 7,2 55,8 24,1 7.4

] S 2501 1096 2024 2468
Pocet

R 237 1642 712 270

2008 I"procent | S 91,3 40,0 74,0 90,1
a

o IR 8,7 60,0 26,0 9.9

Aminoglykosidy = Gentamycin nebo Tobramycin
Aminopeniciliny = Ampicilin, Amoxicilin, Piperacilin nebo Ticarcilin
Fluorochinony = Ciprofloxacin, Ofloxacin, Levofloxacin, Pefloxacin nebo Norfloxacin

Cefalosporiny 3. generace = Cefotaxim, Ceftazidim, Ceftriaxon nebo Ceftizoxim
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II. PRAKTICKA CAST
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6 CILPRACE
Tato diplomova prace byla v praktické ¢asti zamétena na:
e izolaci kment E. coli ze vzorkil dribezZe a veprového masa;
e identifikaci E. coli pomoci biochemickych mikrotesti a metodou PCR;
e urCeni citlivosti izolatd E. coli k antibiotikim diskovou difiizni metodou;

e urceni minimalni inhibi¢ni koncentrace u vybranych kmenii E. coli.
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7 MATERIAL A METODIKA

Pro izolaci kmentl E. coli byla pouzita chlazend dribezi kiidla, krati biskupy a chlazené

vepiové nozicky zakoupené v trzni siti. A to u prodejctt RACIOLA-JEHLICKA s.r.o0.

ve zlinské podnikové prodejné, Reznictvi a uzenatstvi Josef Filak v podnikovych prodejnach

ve Zliné a Uherském Hradisti.

7.1 Pomiicky a pouZité pristroje

bézné laboratorni sklo a pomtcky,
antibiotické disky (Oxoid Ltd., Velka Britanie),

souprava mikrotestii ENTEROtest 24 (PLIVA — Lachema Diagnostika s.r.o. Brno,
Ceska republika),

parni sterilizator VARIOKLAYV 758, 135S (H+P Labortechnik, Némecko),
biologicky inkubator (Memmert, Némecko),

ptedvazky KERN 440-47N (Kern, Némecko),

termocykler PTC 100 MJ Research (Bio-Rad, USA),

termoblok Bio TDB-100 (Biotech, Ceska republika),

termostat BT120 (Laboratorni pistroje Praha, Ceska republika),
elektroforetické zatizeni model BIA (OWL Separation Systems, Inc., USA),

UV-transluminator - dokumentaéni systém pro elektroforézu (Biotech, Ceska

republika),

digitalni fotoaparat PowerShot G6 (Canon, Japonsko),

Denzitometr DENZI-LA-METEREMO (Lachema, Ceska republika),

Microplate leader Tecan, SUNRISE s SW Magellan, verze 3,11(Tecan, Australia),

mikrotitracni desticky Micronaut S (Merlin, Némecko).
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7.2 Pady

Masopeptonovy agar (MPA)

Agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie).......................coce0s 15¢g
Masovy vytazek (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie)... .............. 10g
Pepton (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie)...... ...................... 10g
NaCl (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)............ccoooviiiiiiiiiiiiiin.n. 5¢g
Destilovand voda..........c..ooouiiiiiiiiii 1000 ml
MPB

Masovy vytazek (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie).................. 3g

Pepton (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) .......................o..e. S5¢g
NaCl (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)..............ccooviiiiiiiiiiiiinnn. 3g

Destilovand voda..........c..oouiiiiiiiiii 1000 ml

Endo agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie)

Pouziva se pro detekci a rozliSeni laktdza-pozitivnich a laktdza-negativnich koliformnich

baktertii.
ZAVOA PUAA. ..o, 415¢
Destilovand vOda.......oovveeeiiiie 1000 ml

Mueller Hinton agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie)

Piida pouzivand pro stanoveni citlivosti mikroorganizmti k antimikrobidlnim latkam

diskovou difiizni metodou.
ZAVOA PUAA. ..o, 380¢g

Destilovand vOda........ovvveiiiiiii 1000 ml
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Mueller Hinton bujon (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie)

Bujon pouzivany k inkubaci pii stanoveni MIC pomoci mikrotitracnich destic¢ek.

ZAVOA PUAA. ..o, 210¢g
Destilovand voda..........oouiiiiiiii i 1000 ml
Fyziologicky roztok

NaCl (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)...........ccooooviiiiiiiii.n. 85¢g
Destilovand voda..........oouiiiiiiii i 1000 ml

Ptiprava pad:
Jednotlivé slozky pud byly postupné navazeny a rozpuStény v piisluSném mnozstvi
destilované vody. Pfipravené plidy byly sterilovany v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 min.

Piidy byly rozlévany do sterilnich Petriho misek nebo zkumavek.

7.3 Metody

7.3.1 Izolace kmenu E.coli

Do 100 ml fyziologického roztoku bylo steriln€ pfeneseno asi 10 g kiize z daného vzorku.
Dale byl vzorek protfepavan po dobu 30 minut. Z takto pfipravené¢ho vzorku bylo
provedeno desitkové fedéni (do zkumavky bylo nepipetovano 4,5 ml fyziologického
roztoku a 0,5 ml vzorku po tiepani) a dale pak pipetovano 100 pl na Petriho misky
s Endovym agarem.

Byla provedena inkubace pii 37 °C po dobu 18 — 24 hodin. Jako pozitivni ndlez E. coli byly
identifikovany kolonie s typickym kovovym leskem.

7.3.2 Identifikace E.coli pomoci biochemickych mikrotestii

Pro uptesnéni sporné vyhlizejicich kolonii vyrostlych na Endové agaru byly provdeny
mikrotesty. Z ¢isté 24 hodinové kultury byla pfipravena suspenze ve fyziologickém roztoku

o 1. stupni McFarlandovy zakalové stupnice. Dale byla pfipravena souprava ENTEROtestu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

24 sejmutim hlinikové folie a vlozenim do prazdného ramecku. Suspenze byla dikladné
homogenizovana a bylo inokulovano 0,1 ml do vSech 24 jamek. Dale bylo k testim na
sirovodik, lysin, indol, ornithin, uredzu a arginin pfiddno po dvou kapkéch sterilniho
parafinového oleje. Desticka s enterotesty byla vlozena do polyethylenového sacku a
vlozeny do termostatu pti 37 °C a bylo inkubovano po dobu 24 hodin. Po inkubaci bylo
provedeno zhodnoceni reakci. Nejprve byla zakdpnuta jamka pro test idolu zakapnuta
¢inidlem pro indol a jamka pro test acetoninu ¢inidly pro VPT I a VPT II a desticka byla
ponechéna jesté¢ 30 minut inkubovat pii 37 °C. Po uplynuti této doby byla zakapana jamka
pro test fenylalaninu ¢inidlem pro fenylalanin. Dale byly odecteny vysledky reakci podle
barevné srovnavaci stupnice a vysledky byly zaznameniny do formulafe pro zdznam
vysledkd. Identifikace byla provedena pomoci pocitacového identifikaéniho programu TNW
Lite 6.5.

7.3.3 Identifikace E. coli metodou polymerazové retézové reakce
Princip polymerazové retézové reakce (PCR)

V této praci byla bakterie E. coli identifikovana pomoci metody PCR. Bylo vyuzito paru
primert LZL 389 a LZR 653 [39].

Témito primery (Tab. 3) je detekovéana oblast genu /lacZ (264 bp), ktery kdéduje enzym B-

galaktosidazu.

PCR je metoda, ktera slouzi k amplifikaci DNA usekl in vitro za pomoci enzymu DNA-
polymerdza. DNA-polymeraza je schopnd syntetizovat komplementdrni vladkno podle
templatu jednovlaknové DNA tak, Ze pridava k existujicimu tGseku druhého vldkna nové
nukleotidy ve sméru 5' > 3'. Kromé templatového vldkna a deoxynukleotidtrifosfatti (INTP)
jsou nutné kratké useky druhého vlakna (oligonukleotidy), tzv. primery. Primery nasedaji na
templatovou DNA a urcuji od kterého mista a kterym smérem (od 3'-konce primeru) ma
DNA-polymerdza zalit syntetizovat komplementdrni vldkno (extenze - prodluzovani
primeru pfidavanim dalSich nukleotidii). Podle jednoho templatového vlakna timto
zpusobem vznikne jen jedna kopie, takze nedojde k zddnému fetézovému hromadéni
produktu. To je v PCR zajisténo pouzitim dvou primeri, které nasedaji na komplementarni

sekvence ve dvou templatovych vldknech. Templatova vldkna vznikaji denaturaci pivodné


http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Pridavani nukleotidu 5 3.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Pridavani nukleotidu 5 3.htm
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dvouvldknové DNA. Primery na tato vldkna nasedaji v protismérné orientaci, takze po
opakovanych cyklech denaturace, nasedani primeru a extenze primeru DNA-polymerazou
vznikaji produkty, které slouzi jako templaty pro novy reakéni cyklus [20]. Z jednoho
fragmentu se po opakovani tohoto procesu vytvoii dva nové useky DNA. Po opakovani 21

cykli se mize s jednoho useku DNA amplifikovat i ptes jeden milion kopii [21].

Ke tfidéni molekul DNA se pouziva nejCastéji agardzova gelova elektroforéza. Agar6zovy
gel se pripravuje vylitim roztoku agar6zy do ptipravené formy s hiebinkem. Po ochlazeni a
gelifikaci agardzy je hiebinek vyjmut z gelu a gel vyjmut z formicky, takze zGstava platek
gelu s jamkami po vyjmutém hiebinku. Tento gel je umistén do elektroforetické vany a zalit
elektroforetickym pufrem. Vzorky DNA je pak potieba vpravit do jamek v gelu, které jsou
jiz v této chvili pod hladinou pufru. Pak je mozné uzavtit elektricky okruh pfipojenim ke
stabilizovanému zdroji napéti - od té chvile probihd elektroforéza a molekuly DNA se

pohybuji rozdilnou rychlosti podle své velikosti [20].

Jako DNA matrice pro provedeni PCR byl pouzit vzorek pfipraveny z 1-2 kolonii daného
kmene E. coli ve 20 pl sterilni vody. Homogenizovany vzorek byl tepeln¢ oSetfen v
termobloku (95 °C/20 min) z diivodu rozbiti bunécnych stén, Uplné denaturace DNA,

inaktivaci kontaminujicich protedz a ke zvyseni citlivosti reakce.

Piiprava 25 ul PCR reakéni smési

Komponenty na jednu reakci pfidavané v nésledujicim potadi:

sterilni destilovana voda 18,9 ul;

ThermoPol pufr (NEB, Velka Britanie) 2,5 ul;

dNTP smées (Jena Bioscience, Némecko) 0,5 pl (12,5 mmol/l kazdého);
primer LZL 653 (Invitrogen, USA) 0,5 pl;

primer LZR 389 (Invitrogen, USA) 0,5 ul;

Taq DNA-polymeraza (NEB, Velka Britanie) 0,1 pl;

templatova DNA 2,0 pl


http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Animace PCR.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Agarozovy gel.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Roztok agarozy.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Forma s hrebinkem.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Platek gelu.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Platek gelu.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Elektroforeticka vana.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Zdroj napeti.htm
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Tabulka 3: Sekvence pouzitych primert [38].

Nazev primeru Sekvence primeru 5°-3” Velikost P(CblI){)produktu
LZ1.-389 ATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCC 264
LZR-653 GGTTTATGCAGCAACGAGACGTCA

Provedeni PCR reakce

Vsechny slozky PCR smési byly promichany a vloZzeny do termocykleru s vyhfivanym vikem
PTC 100 MJ Research. Termocykler byl spustén podle predem nastaveného programu:

denaturace (hot start).......... 95 °C/5 min;

poté nasledovalo 35 cyklu:

denaturace...........oooveiiiinnnn 92 °C/1 min;
pfipojeni primerd.................. 52 °C/30s;
syntéza fetézce DNA............. 72 °C/30 s.

Po probéhnuti 35 cykl probéhla jesté zaveérecnd extenze pii 72 °C/5 min.

Detekce PCR produktu agarézovou gelovou elektroforézou

Roztoky pro agar6zovou gelovou elektroforézou

TAE pufr (Tris-acetatovy pufr):

TRISMA-base (Sigma, USA)......cooviiiiiiiii e, 121 g
0,5 M EDTA (pH 8, Lach. — Ner. s.r.0., Neratovice)....... ................ 50 ml
ledova kyselina octova (Lachema a.s., Brno)............................. 28,55 ml

Jednotlivé slozky byly doplnény destilovanou vodou do 0,5 1 a roztok byl vysterilizovan
pti 121 °C 15 minut.

Nanaseci pufr:

bromfenolova modf (SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko) ......... 10 mg
10% SDS (SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko).....................600 ul
glycerol (PENTA, Ing, Petr Svec, Chrudim)................................ 1,2 ml

Vse bylo doplnéno do 10 ml destilovanou vodou.
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Piiprava 1% agar6zového gelu na velkou elektroforézu:

2 g agardzy bylo rozvaieno v 200 ml 1x TAE pufru v mikrovinné troubé. Nechal se ochladit
asi na 60 °C a bylo pfidano 10 pl etidium bromidu (do vysledné koncentrace 0,5 ug/ml) a
nalito do pfipravené elektroforetické vanicky s hiebinky. Gel se nechal piil hodiny ztuhnout

pti pokojové teploté a byly vyjmuty hiebinky.

Piiprava 1% agar6zového gelu na malou elektroforézu:

Postup je stejny jako u ptedchoziho gelu, jen bylo navazeno jiné mnozstvi reagencii. A to
0,5 g agarozy, 50 ml 1x TAE pufru a 3,5 pl etidium bromidu (do vysledné koncentrace 0,5
ug/ml).

Nanda$eni vzorku na gel a dokumentace:

Na gel bylo naneseno 15 pl PCR produktu spolu se 3 pl nanaseciho pufru. Takto pfipravena
smés byla nanesena do komtirek zprava doleva a do posledni komtirky byl nanesen 100 bp
DNA standard (NEB, Velké Britanie). Nasledné byla spusténa elektroforéza, mald vanicka
pfi 80 V a velka pii 110 V. Elektroforéza byla ukonfena po doputovani barvicky do 2/3
gelu. DNA fragmenty byly vizualizovany UV svétlem na UV transluminatoru, vysledek byl

dokumentovan pomoci digitalniho fotoaparatu.

7.3.4 Zjisténi citlivosti kmeni E. coli na antibiotika diskovou diftizni metodou

Z cisté kultury bakterii byla klickou nanesena kolonie do zkumavek se sterilnim MPB a bylo
inkubovano pii 37 °C po dobu 18-24 hodin. Po inkubaci byla namichdna suspenze ktera
odpovida zékalu 1. stupné McFarlanda. Tato suspenze byla pipetovana (250 pl) na povrch
Mueller — Hintonova agaru a rovnomérné rozetiena hokejkou. Poté byly aplikovany sady
antibiotickych diskti na povrch pidy. Kultivace probihala pti 37 °C/18 — 24 hodin. Po
kultivaci byly méfeny hrani¢ni zony a namefené vysledky byly srovnavany s doporucenymi

standardy.
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Byly pouzity 3 sady diski s antibiotiky.

Prvni sada (G1): ampicilin (AMP)-10 pg, cafalotin (KF)-30 pg, doxycyklin (DO)-30 g,
cefuroxim (CXM)-30 pg, ciprofloxacim (CIP)-5 pg, sulfametazol/trimetoprim (SXT)- 25
ng, kys. oxolinova (OA)-2 pg.

Druha sada (G2): gentamicin (CN)-10 pg, cefotaxim (CTX)-30 pg, ceftazidim (CAZ)-30
pg, amoxicilin/klavulanat (AMC)-30 pg, aztreonam (ATM)-30 pg, chloramphenikol (C)-30
ug, colistin (CT)-10 pg.

Treti sada (G3): amikacin (AK)-30 pg, cefoperazon/sulbaktam (SCF)-105 pg,
piperacilin/tazobaktam (TZP)-110 pg, cefepim (FEP)-30 ng, imipenem (IPM)-10 pg,
meronem (MEM)-10 pg.

7.3.5 Zjisténi minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotik na vybrané kmeny E.coli

pomoci mikrotitra¢nich desticek Micronaut — S.

Cisté kultury E. coli staré 18 — 24 hodin byly odebrany do fyziologického roztoku,
homogenizovany a poté byl zméfen jejich zdkal aby odpovidal 0,5 stupné McFarlandovi
stupnice. Poté bylo pipetovano 50 pl bakteridlni suspenze do 11 ml Mueller-Hintonova
bujonu. Déle bylo pipetovano 100 ul do kazdé jamky oznacené desticky. Desticka byla
uzaviena aluminiovou folii a vlozena inkubovat do termostatu pii 37°C po dobu 18 — 24
hodin. Bylo provedeno vyhodnoceni na spektrofotometru Tecan po 20 sekundovém

protfepani a 5 minutovém ustaleni pfi vinové délce 600 nm.

Byla pouzita tato antibiotika: amoxixilin/klavulanat (AMOX/CLAV), ampicilin (AMP),
apramycin (APRA), cefquinom (CEQU), ceftiofur (CETF), cafalotin (CELO), clindamycin
(CLIN), colistin (CST), enrofloxacin (ENRO), erytromycin (ERY), florfenicol (FLOR),

gentamicin (GEN), neomycin (NEO), penicilin G (PEN), spectinomycin (SPEC), tetracyklin
(TET), tiamulin (TIA), tilmicosin (TIL), sulfametazol/trimetoprim (SULF). Pouzité

koncetrance antibiotik jsou uvedeny v tabulce (Tab. 4).
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Tabulka 4: Prehled jamek s antibiotiky a jejich koncentrace.
Katalog-Nr. Kategorie | Bezeichnung MERLIN
E1-931-200 V MICRONAUT-S Mastitis 2 Diagnostika
Aktualisierungsdatum:
Layout K 22.08.2006
2 Tests Druckdatum:
12.02.2007
1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 1" 12
A GC GC PEN PEN PEN PEMN PEN PEN PEN AMP AMP AMP
0,125 0,25 0,5 1 2 4 B 4 8 16
B CEZ CEZ CEZ CEZ CPZ CPZ CPZ CPZ CEQ CEQ CEQ CEQ
4 B 16 32 2 4 8 16 1 2 4 ]
[ OXA OXA OXA PIR PIR PIR ERY ERY ERY ERY ERY ERY
1 2 4 1 2 4 0,125 0,25 0,5 1 2 4
D AMC AMC AMC AMC GEN GEN GEN GEN MAF MAF MAF MAF
4/2 B8i4 16/8 32186 2 4 B8 16 0,25 0,5 1 2
E GC GC PEN PEN PEN PEMN PEN PEN PEN AMP AMP AMP
0,125 0,25 0,5 1 2 4 B 4 8 16
F CEZ CEZ CEZ CEZ CPZ CPZ CPZ CPZ CEQ CEQ CEQ CEQ
4 B 16 32 2 4 B8 16 1 2 4 8
G OXA OXA OXA PIR PIR PIR ERY ERY ERY ERY ERY ERY
1 2 4 1 2 4 0,125 0,25 0,5 1 2 4
H AMC AMC AMC AMC GEN GEN GEN GEN MAF MAF MAF MAF
42 8i4 1678 3216 2 4 ] 16 0,25 0,5 1 2
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Izolace kmenu E. coli

Ze 140 zkoumanych vzorkdl masa bylo izolovano 51 kmentd E. coli. 1zolace E. coli byla
provedena aplikaci vzorkii na EndGv agar, coz je selektivni pida obsahujici laktozu
pro detekci koliformnich bakterii a bazicky fuchsin pro selekci grampozitivnich bakterii.

E. coli zkvaSuji laktozu a na Endové ptidé tvoii kolonie typické svym kovovym leskem(Obr.

5).

Obrazek 5: Nariist kolonii E.coli na Endove agaru.

Dale u 13 izolovanych kolonii u kterych na Endové agaru nebylo patrné zda se jedna

o E. coli byly provedeny ENTEROtesty a tim byly vyfazeny 4 kmeny u kterych nebylo

prokazano,ze se jedna o E. coli (Obr. 6).
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Obrazek 6: Zaznamovy arch s vysledky enterotestu.
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8.2 Identifikace E. coli metodou PCR

Byla provedena identifikace metodou PCR u 51 kmeni E. coli. Velikost o¢ekdvaného PCR
produktu 264 bp byla detekovana agar6zovou gelovou elektroforézou (Obr. 7, 8). Spravna
velikost PCR produktu byla potvrzena u vSech 51 kmenti E. coli izolovanych z potravin a

tim bylo ovéfeno, ze se ve vSech ptipadech jedné o E. coli.

Obrazek 8:Gel PCR
B 0 bt it b s

produkty u kmenii 49-51.
M — 100 bp DNA

marker.

Obrazek 7:Gel s PCR produkty u kmenu 1-48. M — 100 bp
DNA marker

8.3 Zjisténi citlivosti diskovou difizni metodou

Diskovou difizni metodou ke stanoveni antibiotické rezistence bylo zjiSténo, ze se
rezistence alespon na jedno antibiotikum vyskytuje u 50 z 51 izolovanych kment E. coli,
coz je vyskyt u 98 % kmenii. Multirezistenci vykazovalo dokonce 49 izolati (96 %), coz

znamena rezistenci ke dvéma a vice antimikrobialnim latkam (Tab. 4).

Rezistence byla nejcastéji zaznamenana u ampicilinu (94 % izolatd), u cefalotinu (90 %),

doxycyklinu (82 %), amoxicilinu/klavulanatu (49 %) a colistinu (47 %). VSechny izolované
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kmeny E. coli byly citlivé na antibiotikum cefepim a na kombinaci antibiotik

cefoperazon/sulbaktam.

Bylo prokdzano, ze antibiotickd rezistence izolatl E. coli ziskanych z prasat a dribeze je
mnohem vys§i nez rezistence izolatl ze skotu a souvisi s nadmérnou aplikaci antibiotik

v chovech prasat a driibeze [27].

Podle studie Meyera a kolektivu [40] bylo v roce 2002/2003 bylo zjisténo, Ze ze 42 kmenl
E. coli vyizolovanych z potravin bylo 57 % rezistentnich na tetracykliny, 38 % na ampicilin,
37 % na trimetoprim/sulfametaxazol. Rezistence k chloramfenikolu se vyskytovala u 18,4

%. 1zolaty byly nejvice citlivé k imipenemu a cefotaximu.

Naopak podle studie Hera a kol. byla nejvyssi rezistence zaznamenana na beta-laktamova
antibiotika nasledovand tetracyklinem, streptomycinem a sulfonamidy. Frekvence vyskytu
rezistence vySetfovanych izolatd pravdépodobné souvisi s aplikaci antibiotik u
potravinovych zvirat. Tuto hypotézu ¢aste€né potvrzuji udaje tykajici se spotieby antibiotik
ve veterinarni medicingé v Ceské republice vroce 2004, podle kterych jsou tetracykliny
nejcastéji aplikovand antibiotika pii lécbé bakteridlnich infekci a jsou nésledovany beta -

laktamovymi antibiotiky, diterpeny, sulfonamidy a makrolidy [42].

Podle studie Sdenze a kol. se rezistence u izolatli E. coli pochazejicim ze skotu vyskytuje

nejcastéji k ampicilinu, streptomycinu, sulfonamidiim a tetracyklinu a to u 20 — 22 % [33].
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Tabulka 5: Prevalace rezistentnich kmenii E. coli k testovanym antibiotikiim.
Pocet Pocet
Antimikrobialni latka | rezistentnich Antimikrobialni latka rezistentnich
kment / % kmenii / %
Ampicilin 48 /94 Meropenem 1/2
Amoxicilin/clavulanat 25/49 Aztreonam 2/4
Piperacilin/tazobactam 4/8 Gentamicin 1/2
Cefalotin 46 /90 Amikacin 5/10
Cefuroxim 4/8 Chloramfenikol 9/18
Cefotaxim 6/12 Doxycyklin 42 /82
Ceftadizin 4/8 Colistin 24 /47
Cefoperazon/sulbaktam 0/0 Ciprofloxacin 1/2
Cefepim 0/0 Sulfametoxazol/trimetoprim 2/4
Imipenem 3/6 Kys. oxolinova 5/10

* Sed€ oznacena antibiotik a byla pouzita i u stanoveni MIC.

Nejcastéji se vyskytovala rezistence k 5 a 3 antibiotikiim soucasné. Byly nalezeny i izolaty

s rezistenci k 8 antibiotikiim (Tab. 4).

Tabulka 6: Prevalace rezistentnich kmenu E. coli

antibiotikum.

k 1-8

Pocet prokazanych
rezistenci

Pocet izolovanych kmeni
E. coli | %

1/5

2/10

12/ 60

8/40

13/65

7/35

6/20

oo Q| | | Bl W N =

1/5
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Ze skupiny penicilinli se rezistence vyskytovala u ampicilinu u 48 kment (94 %), u
amoxicilin/klavulanatu v 25 ptipadech (49 %). Nejvétsi citlivost z této skupiny vykazovala

kombinace antibiotik piperacilin/sulbaktam (Obr. 9).

‘I:Irezistentm’ B intermedialni O citlivy

50

40
2 48
£ 30
k3 28
0
Q 20 —

25
10 —
2 3 4
0 _ 1 T 1
ampicilin amoxixilin/clavulanat piperacillin/tazobactan

Obrazek 9: Grafické znazorneni citlivosti izolovanych kmenii na antibiotika

ze skupiny penicilinii.
U cefalosporini vykazovalo nejvetsi rezistenci antibiotikum cefepim u 46 kmenii (90%).
V této skupiné se pak vyskytovala antibiotika ke kterym byly E. coli zcela citlivé. Bylo to u
cefepimu 47 kmenti (92 %) a cefoperazonu/sulbaktam u 41 izolatd (80 %) (Obr. 10).

Drezistentni Wintermediaini Dcitlivy |
50 —
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40 0 —
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%8,
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Obrazek 10: Grafické zndzornéni citlivosti izolovanych kmenii na

antibiotika ze skupiny cefalosporinil.
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Rezistenci u monokabtami a karbapenemtl ukazuje Obr. 11. Rezistence se vyskytovala jen

malo a to u imipenemu u 3 kment (6 %), meropenem u 1 kmenu (2 %) a u aztreonamu u 2

kmenti (4 %).

‘I:Irezistentnl' B intermedialni Ocitlivy ‘

50

40
§ 48

47

g 30
g
o 20
Q.
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0 i 1 1
imipenem meropenem aztreonam

Obrazek 11: Grafické znazornéni citlivosti izolovanych kmenii na

antibiotika ze skupiny monokabtamii a karbapenemai.

Na gentamicin bylo rezistentni 1 kmen (4 %), na amikacin 5 kmenti (10 %) a na
chloramfenikol 9 izolatt (18 %) (Obr.12).

‘I:Irezistentm’ B intermedialni O citlivy ‘
50
40
o3
2 38
g 30 ——
k3 28
0
9 20 27
- i
9
1
0 | 5
gentamicin amikacin chloramfenikol

Obrazek 12: Grafické znazorneéni citlivosti izolovanych kmenii na

antibiotika ze skupiny aminoglykosidii a chloramfenikolu.
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Doxycyklin ptsobil rezistentné na 42 (82 %) izolatd, jak ukazuje Obr.13.

Orezistentni Wintermedialni O citlivy

doxycyklin

Obrazek 13: Grafické znazorneéni citlivosti izolovanych kmenii na

antibiotika ze skupiny tetracyklinii.

Rezistence na kolistin se projevila u 24 kmeni (47%). Coz je zaznamendno na Obr. 14.

Orezistentni @intermedialni O citlivy

0
colistin

Obrazek 14: Grafické znazorneéni citlivosti izolovanych kmenii na

antibiotika ze skupiny peptidii.
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Obr. 15 ukazuje rezistenci na antimikrobni chemoterapeutika. NejvySsi rezistence byla
zaznamenana na kys. oxolinovou u 5 (10 %) kment. Na ciprofloxacin byl rezistentni 1 kmen

(2 %) a na sulfametazol v kombinaci s trimetoprimem 2 kmeny (4 %).

‘lrezistentni B intermedialni O citlivy ‘

pocet kmenu
N
(6]

15

ciprofloxacin sulfamethazol/trimethoprim kys.oxolinova

Obrazek 15: Grafické znazorneéni citlivosti izolovanych kmenii na

antibiotika ze skupiny antimikrobnich chemoterapeutik.

8.4 Urceni minimalni inhibi¢ni koncentrace

Minimalni inhibiéni koncentrace byla stanovena u 9 vybranych kmend pomoci

mikrotitra¢nich desticek s danymi koncentracemi antibiotik (Obr. 16).
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Obrazek 16: Ukazka mikrotitracni desticky s

viditelnym naristem v jamkach.
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Rezistence u vSech vybranych kmenti E. coli byla zaznamendna u antibiotika klindamycinu.

6 (67 %) kment bylo rezistentnich na erytromycin, 7 (78 %) bylo rezistentnich k penicilinu,

k ampicilinu 6 (67 %) kmentl, k tiamulinu bylo rezistentnich 8 (89 %) kmenti. Citlivost u

vSech kmenii byla zaznamendna na antibiotika colistin, gentamicin a ceftiofur. VSechny

hodnoty MIC jsou zaznamenany Tab. 7.

Tabulka 7: Stanovené hodnoty MIC.

Oznaceni vybraného kmenu E. coli

2 5 6 7 14 15 37 42 51
antibiotikum MIC v mg/1
AMOX/CLAV 4/2 4/2 32/16 >362/1 16/8 16/8 8/4 8/4 4/2
SPEC 64 16 32 >128 | >128 | >128 64 32 64
AMP 32 >32 >32 >32 >32 >32 32 >32 >32
APRA 16 <8 <8 <8 <8 <8 8 16 16
PEN >16 16 >16 >16 >16 >16 16 >16 16
NEO 16 <8 <8 <8 32 8 8 16 >16
CELO 8 >32 >32 >32 32 32 8 32 4
CEQU 2 <1 <1 <1 <1 <1 1 <1 <1
CETF <1 <1 <1 <1 <1 <1 1 <1 <1
ERY 8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 8 >8
CLIN >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4
TIL <4 <4 >32 >32 >32 >32 >32 32 >32
FLOR 2 <1 2 4 2 2 1 4 4
GEN 2 <2 <2 <2 <2 2 <2 <2 <2
TET <l <l <l >16 >16 >16 8 <1 4
TRI/SULF <O’255/4’7 <0,25/4,75 | >4/76 | >4/76 | >4/76 | >4/76 | >4/76 4/76 2/38
TIA >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 32 >32
ENRO <0,0625 >2 >2 >2 2 2 0,25 <0’50 62 >2
CST <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <05 <0,5 | <0,5 <0,5 <0,5

*Sedé fadky oznacuji antibiotika pouzita i pfi stanoveni citlivosti diskovou difizni metodou.
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Pii porovnani vybranych vysledki diskové difuzni metody a MIC podle prace Metody
testovani antimikrobni citlivosti od British society for antimicrobial chemotherapy [41].
Bylo zjiSténo, Ze existuje vztah mezi primérem inhibi¢nich zo6n (Tab.9) a minimalni inhibicni
koncentraci (Tab.7). Naptiklad u izolatu 2 byla u ampicilinu podle priméru inhibi¢ni zony 9
mm zjisténa rezistence (Tab.8 a 9). MIC ampicilinu u téhoz kmene byla 32 mg/l, coz podle
BSCA znamend, ze je kmen také rezistentni (Tab.7 a 8). Toto srovnani bylo provedeno u
deviti vybranych kment a to jen u antibiotik ampicilinu, colistinu a gentamicinu, protoze se
bud’ lisila koncentrace pouzitych antibiotik nebo se ndmi pouzita antibiotika v materidlech

BSCA nevyskytovala.

Tabulka 8: MIC a mezni hodnoty priumeéru zon pro Enterobacteriaceae.

Obsah
MIC (mg/l) antb.(pg Priamér zény (mm)
)
R > I S< R< I S>
Ampicilin 16 16 8 10 11 12-14 15
Colistin 4 - 4 25 14 - 15
Gentamicin 4 4 2 10 16 17-19 20

Tabulka 9: Prumer inhibicnich zon u vybranych izolatii E. coli.

C.izolatu | Ampicilin (10 pg) | Colistin (25 pg) | Gentamicin(10 pg)
E.coli Primér inhibiéni zony (mm)
> 9 15 21
5 1 15 20
6 0 16 22
7 0 15,5 21
14 0 18 20,5
15 0 16 21
37 11 19 20
42 11 16 22
51 9 15 23
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ZAVER

V Ceské republice je pouziti antibiotik u zvifat chovanych pro potravinové uéely od 30. zati
2003 regulovano Vyhlaskou ¢. 325/2003 Sb. Navic od 1. 1. 2006 (Natizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) & 1831/2003) jsou v CR zakézana antibiotika jako riistové
stimulatory, které byly dfive uzivdny zejména u dribeze. Pokud by se dand natfizeni
dodrzovala, m¢lo by dojit knizsi spotiebé antibiotik. Bohuzel pro souc¢asné hodnoceni jsou
dostupné pouze udaje o celkové spotiebé antibiotik ve veterinarni medicin€ a z nich vyplyva

vzrustajici trend spotieby v letech po zavedeni této vyhlasky.

Antibioticka rezistence se v poslednich letech stala velice zdsadnim problémem vetereninarni
1 humanni mediciny, ktery je Siroce diskutovan a je mozné rovnéz pozorovat snahy tento
ptetrvavajici problém fesit.

Vysledky studii ukazuji, Ze problematika antimikrobialni rezistence se tyka i Ceské
republiky. VySetfenim potravin v této praci byla zjiSténa vysokd prevalence E. coli
rezistentnich k antimikrobidlnim latkdm. Vysoka prevalence rezistence je odrazem pouZiti
antimikrobidlnich latek pfi terapii a prevenci infekénich onemocnéni. Rezistence se
vyskytovala alesponi na jedno antibiotikum u 50 z 51 izolovanych kment E. coli, coz je
vyskyt u 98 % kmenti. Multirezistenci vykazovalo dokonce 49 izolatt (96 %), coz znamena

rezistenci ke dvéma a vice antimikrobidlnim latkam.

Rezistence byla nejcastéji zaznamenana u ampicilinu (94 % izolatd), u cefalotinu (90 %),
doxycyklinu (82 %), amoxicilinu/klavulanatu (49 %) a colistinu (47 %). VSechny izolované
kmeny E. coli byly citlivé na antibiotikum cefepim a na kombinaci antibiotik

cefoperazon/sulbaktam.

Bakterie rezistentni k antimikrobidlnim latkdm se mohou Sifit do lidské populace také

prostiednictvim potravinovych produkti a predstavuji tak neptimé ohroZeni lidského zdravi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

EPEC Enteropatogenni E. coli.

EIEC Enteroinvazivni E. coli.

ETEC Enterotoxigenni E. coli.

EHEC Shiga toxin produkujici E. coli.
MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace.
MBC  Minimalni baktericidni koncentrace.
PABA Paraaminobenzoova kyselina.
DNA  Deoxyribonukleova kyselina.
RNA  Ribonukleova kyselina.

PCR  Polymerdzova fetézova reakce.
MPA  Masopeptonovy agar.

MPB  Masopeptonovy bujon.
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