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ABSTRAKT 

V sou�asnosti se zájem odborné ve�ejnosti obrací na studium p�enosu a ší�ení antibiotické 

rezistence u bakterií, které se mohou ší�it p�ímo, potravinami nebo prost�edím. Escherichia 

coli je bakterie vyskytující se v zažívacím traktu �lov�ka a teplokrevných živo�ich� a tudíž 

se b�žn� vyskytuje zejména v potravinách živo�išného, ale nep�ímo i v potravinách rost-

linného p�vodu. Produkce bakteriocin� je pro kmeny E. coli ekologickou výhodou a 

umož�uje p�ežití produk�ní populace. Cílem praktické �ásti této práce bylo zjistit aktuální 

stav antibiotické rezistence a kolicinogenie u 20 kmen� E. coli izolovaných z potravin a 

získané informace zahrnout do celkových výsledk� 120 izolát� E. coli sbírky Fakulty 

technologické UTB ve Zlín�. U 93 % izolát� E. coli byla potvrzena multirezistence a 43 % 

kmen� E. coli produkovalo minimáln� jeden typ kolicinu nebo mikrocinu, z nichž v�tšina 

kmen� byla multirezistentních. Výsledky této práce potvrzují, že izoláty E. coli z potravin 

se mohou podílet na ší�ení antibiotické rezistence. P�edpokládaný trend poklesu výskytu 

antibiotické rezistence vzhledem k zákazu používání antibiotik jako r�stových stimulátor� 

od 1/2006 byl vyvrácen, s ohledem na získané výsledky rezistentních E. coli k ampicilinu a 

cefalotinu. 

Klí�ová slova: antibiotická rezistence, koliciny, Escherichia. coli, potraviny, multirezis-

tence   

 

ABSTRACT 

Nowadays, the interest of researchers is turning to study the transmission and spread of 

antibiotic resistance in bacteria that can spread directly, by food or environment. Es-

cherichia coli is a bacterium occurring in the intestinal tract of humans and warm-blooded 

animals, therefore is commonly found in particular in the food of animal origin, but indi-

rectly also in the food of plant origin. The production of bacteriocins is environmental 

benefit for E. coli strains and allows survival of the producer. The practical part of this 

diploma is aimed to determine the current status of antibiotic resistance and colicinogeny 

in 20 strains of E. coli isolated from food. These results encompass into the overall results 

of 120 isolates of E. coli collections Faculty of Technology, Tomas Bata University in 

Zlín. Antibiotic multiresistance was confirmed in 93% of E. coli isolates and 43% of 

strains produced at least one type of colicin or microcin, most of which were multiresistant 



strains. The results of this study confirm that the E. coli isolates from food may participate 

on the spreading of the antibiotic resistance. Expected decline trend of antibiotic resis-

tance, due to the ban of antibiotic usage as growth promoters since 1/2006, has been re-

futed, in the light of the results of E. coli resistant to ampicilin and cephalothin . 
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ÚVOD 

Bakterie Escherichia coli se bežn� vyskytuje ve st�evech lidí a teplokrevných zví�at. Je to 

podmín�né patogenní mikroorganismus, který m�že zp�sobovat závážná onemocn�ní lidí a 

zví�at. Patogenní intestinální kmeny E. coli pronikají do organismu alimentární cestou 

s vodou nebo potravou. Potraviny, které mohou být kontaminovány E. coli, jsou živo�iš-

ného i rostlinného p�vodu, p�i�emž je zastoupena široká škála komodit (zelené saláty, 

klí�ky, vodní meloun, ananas, maso potravinových zví�at, zv��ina, krabí maso).  

Antibiotická rezistence je získaná nebo vrozená vlastnost bakterií, která dovoluje bakteri-

ální bu�ce vytvo�it si mechanizmy, kterými si zabezpe�í ohranu p�ed ú�inkem antibiotické 

látky. Je-li bakterie rezistentní k více antibiotik�m je tzv. multirezistentní. Tento fenomén 

zna�n� komplikuje lé�bu lidí i zví�at.  

Koliciny jsou antibakteriální toxiny, pat�ící do skupiny bakteriocin�. Tyto látky bílkovinné 

povahy jsou produkovány bakteriálními kmeny z �eledi Enterobacteriaceae, zvlášt� pak 

druhem E. coli. Kolicinogenní kmeny E. coli mohou syntetizovat krom� kolicin� také mik-

rociny. Zásadní rozdíl mezi koliciny a mikrociny je ve velikosti a v signálu vyvolávající 

jejich produkci. 
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I.  TEORETICKÁ �ÁST 
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1 ESCHERICHIA COLI 

Víd��ský léka� a bakteriolog Theodor Escherich v roce 1886 publikoval �lánek o st�evní 

bakterii Bacterium coli comunea. Popisoval skute�nost, že tento typ bakterie je p�ítomný 

ve st�evech novorozenc� trpících pr�jmy, ale zárove� u zdravých d�tí je p�irozenou sou-

�ástí st�evní mikroflóry. V roce 1919 byla Bacterium coli comunea p�ejmenována 

na Escherichia coli [1]. Byl u ní poprvé popsán a sledován p�enos genetického materiálu 

konjugací, p�i�emž definováním konjugace napomohlo objasnit genetické mapování dlou-

hé �ady bakteriálních druh� [2]. 

Slouží jako modelový organismus v genetickém výzkumu napomáhající nap�. objasn�ní 

rezistence k antibiotik�m. Escherichia se �adí mezi indikátorové a indexové mikroorga-

nismy. Ur�ením skupiny indikátorových mikroorganism�, lze získat informaci o prost�edí, 

které mohlo zp�sobit pomnožení nebezpe�ných mikroorganism� v potravin�. E. coli p�í-

tomná v potravin� m�že signalizovat zdroj fekálního zne�išt�ní nap�. na jatkách. E. coli 

jako indexový organismus informuje o mikrobiologickém stavu a procesech,které 

v potravin� probíhají. Vypracované mikrobiální limity, poskytnou odpovídající údaje, ze 

kterých lze vyvodit pat�i�né záv�ry o zpracovaných surovinách [3]. 

Escherichia coli je mezofilní bakterie, která roste p�i teplotách 7-10 ºC do 50 ºC. Optimum 

je p�i 37 ºC. Roste ideáln� v neutrálním prost�edí, nicmén� je schopna r�stu i v kyselé ob-

lasti kolem 4,4. Zkvašuje pentózy, glukozu a laktozu za intenzivní tvorby kyselin (kyseliny 

mlé�né, octové a mraven�í) a plynu [4]. 

Genetická informace je uložena v nukleoidu, který obsahuje jeden hlavní chromozom. 

V bu�ce je nukleoid spojen s plazmatickou membránou na n�kolika místech. U E. coli je 

takové místo ozna�eno jako oblast oriC, po�átek replikace chromozomové DNA [5]. 

Plazmidy tvo�í kružnicová dsDNA a jsou na nich lokalizovány geny. Existují jako samo-

statn� se replikující genetické elementy a mohou nést od t�í do t�í set r�zných gen�. Jsou 

však na bu�ce závislé a nemohou se mimo ni množit. S membránou jsou pak spojeny 

v míst� ozna�ené jako lokus Inc [5]. Konjugativní plazmidy vynikají svou specifickou 

vlastností, p�enosu genetické informace z donorové bu�ky (poskytuje materiál) do bu�ky 

recipientní (p�íjemce), tak m�že existovat v bu�ce až tisíc kopií jednoho plazmidu. Geny 

umož�ující p�enos se ozna�ují jako tzv. transferové. Na povrchu bun�k je pak nutná p�í-



UTB ve Zlín�, Fakulta technologická 14 

 

tomnost pilus� (vláken), kterými se donorové a recipientní bu�ky spojí s následným p�eno-

sem kopie plazmidu.  

U E. coli lze popsat t�i typy plazmid�. Jsou to F - plazmidy, R - plazmidy, Col - palzmidy 

[6]. Plazmid navozující konjugaci je ozna�ován jako tzv. F - plazmid (fertilní plazmid, 

který umož�uje p�enášet geny do jiných bakterií) [6]. Dalším typ plazmidu tzv. R - plaz-

mid souvisí s antibiotickou rezistencí. Nesou geny pro tuto skute�nost a jsou tak bakterii 

nápomocny rušit ú�innost antibiotik. Geny pro beta - laktamázy (enzymy, které vyvolávají 

hydrolýzu betalaktamového kruhu) jsou lokalizovány na R - plazmidech a jsou tak typic-

kým p�íkladem rezistence v��i beta - laktamovým antibiotik�m [7]. Col - plazmidy nesou 

gen pro syntézu antibakteriálních protein� (kolicin�) produkovaných kolicinogenními bak-

teriemi E. coli. Spolu s ním se vyskytuje gen pro lytický protein, což je malý lipoprotein, 

jehož hlavní funkcí je uvoln�ní kolicinu z produk�ní bu�ky. P�ítomnost gen� pro imunitní 

protein je zásadní z hlediska ochrany vlastních bun�k proti toxickému ú�inku vlastního 

kolicinu. E. coli dokáže inaktivovat nap�. p�sobení kolicinu M svým imunitním proteinem 

a zabrání tak vlastní bun��né smrti [8, 10]. Je rozlišována existence dvou typ� plazmid� - 

typ I a typ II. Diferen�ním kritériem je velikost a druh kolicinu [9]. 

1.1 Zdroje E. coli v potravinách 

Bakterie E. coli se b�žn� vyskytuje ve st�evech lidí i teplokrevných zví�at. P�evážná v�tši-

na je nepatogenní a navíc je nápomocna p�i trávení a tvorb� vitamínu B12, K1 a K2 [11]. 

Patogenní intestinální bakterie E. coli pronikají do organismu alimentární cestou s vodou 

nebo potravou. Tyto patogenní kmeny se rozd�lují do šesti t�íd v závislosti na ú�inku, kte-

rý vyvolávají v organismu. EPEC - enteropatogenní, ETEC - enterotoxická, EIEC - entero-

invazivní, EAEC - enteroagregativní, EHEC - enterohemoragická, A/EEC - attaching and 

affacing (nemá jednozna�ný �eský název, u lidí se vyskytuje vzácn�, vyvolává pr�jmy 

p�evážn� u skotu). EPEC, ETEC, EIEC, EAEC - zp�sobují pr�jmy u d�tí i dosp�lých. 

U potravinových zví�at tyto jmenované skupiny kmen� zp�sobují závažné pr�jmy a u no-

vorozených selat jsou �astou p�í�inou vysoké úmrtnosti. U 80 shromažd�ných izolát�, 

z nichž 64 bylo klinického p�vod�., byla zjiš	ována p�ítomnost patogenních kmen� E. 

coli. Tyto izoláty byly získány z exkrement� novorozených selat a u 43 izolát� byla potvr-

zena p�ítomnost enterotoxigenních (ETEC) a shiga-toxigenních (STEC) kmen�. Kmeny 

ETEC byly nalezeny v 53,8 % a kmeny STEC v 2,5 % [11, 12]. 
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1.1.1  Suroviny a potraviny rostlinného p�vodu 

Ovoce a zelenina bývá �asto kontaminována patogenními kmeny E. coli. Chlévská mrva 

nebo kejda, která je využívaná p�i hnojení polí, bývá rezervoárem t�chto patogenních mik-

roorganism�. P�i úniku odpadních vod jsou taktéž potraviny rostlinného p�vodu ohroženy 

kontaminací. Takové potraviny jsou pak potencionálním zdrojem nákazy. Další možnosti, 

kde potraviny mohou být kontaminovány, jsou operace v pr�b�hu sklizn�, skladovánía 

p�eprava [13]. 

Teplota je významný �initel, který ovliv�uje množení patogen�. Vzájemné souvislosti me-

zi teplotou a r�stem mikroorganism� popisuje studie u kmen� E. coli O157:H7, Salmonela 

enterica sérovar Typhimurium, Listeria monocytogenes). Množení patogen� bylo sledová-

no u vybraných salát� - �ímský salát, ledový salát, Perilla listy (asijská zelenina, která voní 

po karí a snižuje cholesterol) a u klí�k�. Saláty byly uloženy p�i teplot� 4 a 15 ºC a dle 

ur�ených �asových období byla sledována mikroflóra. Ze zjišt�ných výsledk� vyplynulo, 

že populace E. coli a S. typhimurium se na ledovém salát� p�i teplot� 15 ºC výrazn� zvýši-

la, naopak zelenina uložená p�i 4 ºC nevykazovala žádné výrazné zvýšení populace. Navíc 

E. coli p�ítomná na klí�cích nep�ežila skladování p�i 4 ºC [14]. 

Pokud se potraviny uchovávají p�i chladírenských teplotách a to v�etn� dopravy, distribu-

ce, skladování a manipulaci v supermarketech, lze tak významn� p�isp�t k zachování zdra-

votní nezávadnosti potravin. Další studie popisující vliv teploty na bakterie, byla provede-

na ve Špan�lsku. �erstv� na�ezaný ananas byl um�le zao�kován kmenem E. coli O157:H7 

a ponechán p�i teplot� 5 ºC/ 8 dn� a 25 ºC/ 3 dny. V obou p�ípadech nebyl zaznamenán 

žádný nár�st. Zelenina byla rovn�ž nao�kována a skladována p�i teplot� 25 ºC po dobu 3 

dn�. Nejv�tší zvýšení po�tu E. coli O157:H7 byl pozorován u nakrájené mrkve a o n�co 

mén� u �ekanky. Potravinová fólie využívaná pro balení �erstvých potravin rovn�ž nemá 

vliv na snižování po�tu patogen�. U vodního melounu byly prokázány zvýšené výskyty E. 

coli O157:H7 bez ohledu na to, zda byl �i nebyl zabalen do fólie (s modifikovanou atmo-

sférou) [15]. 

Acidotolerantní vlastnosti umož�ují p�ežití E. coli O157:H7 v kyselých tekutinách jako 

jsou džusy. Práv� tato vlastnost byla potvrzena ve studii, popisující schopnost p�ežití E. 

coli O157:H7 v �erstv� p�ipraveném džusu z moruší [16]. 
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1.1.2 Suroviny a potraviny živo�išného p�vodu 

Zp�soby, jakými lze kontaminovat suroviny živo�išného p�vodu je n�kolik. P�i manipulaci 

a zpracování masa hrozí riziko již p�i evisceraci a stahování k�že, manipulace s masem, 

skladování, distribuce, nedodržování zásad správné hygienické praxe má zásadní vliv 

na složení mikroflóry živo�išných surovin.  

E. coli se vyskytuje v mase hov�zím, vep�ovém, dr�bežím, rybím a také byla nalezena 

v krabím mase. Po sérii výskytu st�evních potíží u lidí, bylo zjišt�no, že zdrojem nákazy 

bylo krabí maso pocházející od neregistrovaného dodavatele krab� [17]. 

Tepeln� neupravené produkty z dr�bežího masa �asto p�edstavují zdroj patogenních E. 

coli. Mnohé studie popisují zp�soby, jak zamezit množení patogen� na mase. Sledovat 

ú�inek velmi nízkých teplot na p�ežití E. coli a Salmonella typhimurium bylo cílem studie 

ve Špan�lsku. Dr�beží maso bylo uloženo p�i –85 ºC. Získané údaje dostate�n� neprokáza-

ly p�ímý ú�inek nízkých teplot na snižování po�t� p�ítomných mikrob� [18]. 

Toxigenní kmen STEC E. coli bývá p�í�inou t�žkých pr�jm� u lidí a �astým zdrojem býva-

jí suroviny živo�išného p�vodu. Maso b�žn� dostupné v maloobchodní síti bylo testováno 

pomocí PCR na p�ítomnost O - skupin STEC kmen� E. coli. Izoláty pocházely z masa ho-

v�zího, vep�ového, dr�bežího a zv��iny (jelenec b�loocasý, jelen, divoké prase, bizon a 

zajíc). V dr�bežím mase byla v 75 % prokázána p�ítomnost genu pro STEC, ve vep�ovém 

v 50 % a v hov�zím v 35 %. Nejvyšší potvrzená vnímavost byla u izolát� jelence b�looca-

sého v 100 % a naopak u divokého prasete a zajíce nebyl objeven žádný gen pro STEC 

[19]. 



UTB ve Zlín�, Fakulta technologická 17 

 

2 ANTIBIOTIKA 

Antibiotikum je substance biologické, semisyntetické nebo syntetického p�vodu, která 

vykazuje selektivní toxicitu proti bakteriím [20]. Jiná definice popisuje antibiotikum, jako 

substanci, která je produkována mikroorganismy. Tato substance v nízké koncentraci p�-

sobí proti r�stu nebo životu mikroorganism� [11]. Antibiotika mohou p�sobit dvojím 

ú�inkem. Baktericidní ú�inek vykazují takové látky, které zasahují do struktury bun��né 

st�ny nebo cytoplazmy. Takový ú�inek vykazují nap�. 
 – laktamy a jsou p�í�inou bun��né 

smrti [21]. Bakteriostatická antibiotika zastavují r�st a množení bakteriální bu�ky. Dochází 

k inhibici syntézy bílkovin, typické pro aminoglykosidy nebo tetracykliny. A dále k inhibi-

ci syntézy kyseliny tetrahydrolistové, typické pro sulfonamidy [22]. 

Hlavní skupiny antibiotik je následující [23]: 

�� ß-laktamy – peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy, monobactamy; 

�� aminoglykosidy; 

�� tetracykliny; 

�� makrolidy; 

�� linkosamidy; 

�� glykopeptidy; 

�� chinolony; 

�� antimykotika; 

�� sulfonamidy. 

2.1 Mechanismus ú�inku antibiotik 

Ú�inek antibiotik závisí na zasažení cílové struktury v bu�ce. Ovliv�ují syntézu bun��né 

st�ny, plazmatické membrány, protosyntézy, nukleových kyselin a inhibují metabolismus 

bakteriální bu�ky. 

2.1.1 Inhibice syntézy bun��né st�ny 

Skupiny antibiotik, které zasahují do syntézy bun��né st�ny a vyzna�ují se baktericidním 

ú�inkem nap�. jsou ß - laktamy, peniciliny, cefalosporiny. Peptidoglykan je d�ležitá složka 
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bun��né st�ny a jeho funkcí je zajiš	ovat integritu bu�ky. Enzymy podstatné pro syntézu 

peptidoglykanu disponují transpeptidázovou aktivitou a jsou ozna�ovány jako PBPs pro-

teiny (penicilin vázané proteiny). ß - laktamy se na PBPs proteiny vážou kovalentní vaz-

bou. Vytvo�ení vazby zap�í�iní blokaci nové tvorby peptidoglykanu. Afinita penicilin� a 

jiných ß - laktam� k PBPs proteinu je dána podobnou strukturu peptid�, p�edevším jejich 

postranním �et�zcem terminálního konce (D – alanyl – D – alanyl - dipeptidu). P�ítomnost 

PBPs v bu�ce je nutná pro vytvá�ení zk�ížených vazeb, metabolických drah a d�lení bu�ky 

[24, 25].  

2.1.2 Porušení plazmatické membrány 

Polypeptidy (kolistin, polymyxin B) ú�inkují jako detergencia na fosfolipidy, poškozují 

cytoplazmatikou membránu, která ztrácí svou permeabilitu a integritu [23]. Kolistin vytvá-

�í vazbu s anionty lipopolysacharid�. Vazba zp�sobí vyt�sn�ní vápníku a ho��íku 

z membrány, což vede ke zm�nám v propustnosti membrány, úniku iont� a smrti. 

V klinické praxi jsou kolistin (polymixin E) a polymixin B aplikovány na multirezistentní 

kmeny gram - negativních bakterií v�etn� E. coli [26]. 

2.1.3 Inhibice proteosyntézy 

Antibiotika, která svým p�sobením naruší pr�b�h proteosyntézy, p�sobí baktericidním i 

bakteriostatickým ú�inkem na ribozomální jednotku. V závislosti na druhu antibiotické 

dráhy zasahují do velké (50S), ale i malé (30S) jednotky. M�že nastat blokace enzym� 

proteosyntézy nebo se proteosyntéza nemusí v�bec rozb�hnout [27, 28]. 

Antibiotika, která ovliv�ují syntézu bílkovin, se mezi sebou liší chemickou strukturou. 

Do této skupiny lze nap�. za�adit tetracykliny, chloramfenikol, aminogylykosidy.  

Tetracykliny se vážou na 30S podjednotku a interferují s aminoacyl – t - RNA v inicia�ním 

komlexu. Brání ve vytvo�ení vazby na ribosom, což se odrazí v nedostatku aminokyselin 

pro syntézu peptidového �et�zce [23]. Ú�inek je bakteriostatický tzn. že r�st a množení 

mikrob� p�etrvává po dobu podání antibiotika. 

2.1.4 Inhibice syntézy nukleových kyselin 

Preparáty ovliv�ující syntézu nukleových kyselin zasahují do replikace nebo transkripce 

DNA. DNA gyráza je pro bu�ku nepostradatelný enzym nutný pro tvorbu terciální struktu-
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ry DNA. Chinolony zp�sobí blokaci podjednotky DNA gyrázy a zabrání replikaci chromo-

zomu [23, 40]. Mezi látky, které inhibují syntézu nukleových kyselin, pat�í: chinolony, 

rifampicin, nitroimidazoly. Ú�inek t�chto látek je baktericidní. 

2.1.5 Inhibitory metabolismu 

Do této skupiny se �ádí sulfonamidová antibiotika. Sulfonamidy blokují enzym, který na-

pomáhá p�em�n� kyseliny para - aminobenzoové na dihydrolistovou. P�i�emž kyselina 

dihydrolistová je prekurzorem kyseliny tetrahydrolistové. Sulfonamidy p�sobí jako 

kompetitivní inhibitory enzymu DHPS (dihydroptroát synteáza), který katalyzuje p�em�nu 

kyseliny para-aminobenzoové v po�átku probíhající p�em�ny [29]. Bakterie nejsou 

schopny využívat preformovanou kyselinu listovou a tudíž jsou závislé na syntéze z para-

aminobenzoové [23]. 

2.1.6 Charakteristika vybraných antibiotik 

Následující skupiny antibiotik byly vybrány s ohledem na E. coli a možným výskytem re-

zistence k daným skupinám antibiotik. 

BETA - LAKTAMY 

Ve struktu�e ß - laktamových antibiotik je p�ítomný ß - laktamový kruh. Na ten je p�ipoje-

ný další kruh, charakteristický pro konkrétní skupinu – nap�. peniciliny obsahují p�ti�lenný 

kruh s atomem síry (thiazolidin), cefalosporiny mají kruh šesti�lenný taktéž s atomem síry 

(dihydrothiazin). Dochází k inhibici bun��né st�ny vytvo�ením komplexu mezi transpepti-

dázami (�asto to jsou nap�. karboxypeptidázy ) a PBP (protein vázající penicilin). Touto 

vazbou se iniciují autolytické enzymy, zp�sobující rozvoln�ní bun��né st�ny s následnou 

bun��nou smrtí [27, 30]. Baktericidní ú�inek penicilin� a cefalosporin� je vymezený 

na dobu, kdy bakteriální bu�ka roste, tzn. je v r�stové fázi. Širokospektré peniciliny dispo-

nují širokou škálou antibiotiských preparát�, kam nap�. pat�í ampicillin, amoxicillin, pipe-

racilin, ticarcilin. Cefalosporiny jsou �len�ny na skupinu I. až IV. generace. Spektrum 

ú�inku závisí na zp�sobu, p�sobení v��i ß – laktamázám a pr�niku p�es bun��nou st�nu 

[27]. I. generace (cefalotin, cefalozin) má úzké spektrum ú�inku, p�edevším na grampozi-

tivní bakterie. II. generace (cefuroxim, cefoxitin, cefamandol) rozší�ila ú�innost na 

gramnegativní ty�inky. III. generace (cefaperazon, cefotaxim, ceftazidin, cefsulodin, cefo-

dizim) prakticky nep�sobí na stafylokoky, ale jsou vysoce ú�inné na gramnegativní bakte-
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rie. IV. generace (cefpirom, cefepim) se vyzna�uje rychlým proniknutím skrz zevní mem-

bránu gramnegativních bakterií [27, 31]. 

AMINOGLYKOSIDY 

Chemickým základem pro tato antibiotika je aminocyklitolový kruh, na kterém jsou glyko-

sidickou vazbou p�ipojeny dva aminocukry [27]. P�sobí bakteriocidn� tím, že interferují 

s formylmethionyl - tRNA na ribozomální podjednotce 30S. Baktericidní aktivita je rychlá. 

Aminoglykosidy jsou transportovány aktivním pohybem a je u nich popisován tzv. postan-

tibiotický efekt. Tento efekt zp�sobí, že ú�inek antibiotika, p�etrvává i po uplynutí ur�ité 

doby po podání dávky léku [32]. Aminoglykosidy zahrnují následující antibiotika: strep-

tomycin, neomycin, gentamicin, tobramicin, amikacin [31]. 

TETRACYKLINY 

Tetracykliny jsou antibiotika s bakteriostatickým ú�inkem. Molekula tetracyklin� obsahuje 

�ty�i šesti�lenné kondenzované cykly [27]. Inhibují proteosyntézu tím, že brání upevn�ní 

aminoacyl - tRNA na konkrétní místo dané ribozomální podjednotky 30S. Vykazuje široké 

spektrum p�sobení u grampozitivních i gramnegativních bakterií [28]. Zástupci pat�ící 

do této skupiny jsou: tetracylin, chlortetracyklin, oxytetracyklin, doxycyklin, minocyklin, 

thiacyklin [28, 31]. 

SULFONAMIDY 

Sulfonamidy p�sobí v bu�ce jako konkuren�ní inhibitory enzymu dihydropteorátu 

(DHPS), který katalyzuje p�em�nu kyseliny p - aminobenzoové (PABA), ta je prekurzorem 

kyseliny listové. P�i�emž p�ítomnost kyseliny je nezbytná pro syntézu nukleových kyselin 

[29]. Zástupci skupiny sulfonamid� jsou sulfametoxazol, sulfonamid/trimetoprim. [31]. 
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3 ANTIBIOTICKÁ REZISTENCE 

Definovat pojem antibiotické rezistence lze n�kolika zp�soby. Je nutné zohlednit mikrobi-

ologické hledisko a taktéž hledisko klinické. Dle klinické definice je p�vodce infekce re-

zistentní, je-li koncentrace antibiotika pot�ebná k jeho inhibici vyšší, než je dohodnutý 

break - point (nam��ená hodnota inhibi�ních zón v mm). Nastane-li tento stav je vysoce 

pravd�podobné, že selže lé�ba u tohoto aplikovaného antibiotika [33]. Mikrobiální definice 

vysv�tluje antibiotickou rezistenci jako vlastnost bakterií. P�i�emž bakterie je schopná 

inaktivovat nebo vylou�it mechanismus ú�inku antibiotické látky tím, že, blokuje její inhi-

bi�ní nebo letální ú�inky. To pak vede k p�ežití mikroba bez ohledu na to, že byl vystaven 

antimikrobiálnímu ú�inku [34]. 

V p�ípad�, že bakterie je rezistentní k více antibiotik�m ozna�uje se tento stav jako multi-

rezistence. Problém multirezistence spo�ívá v omezených možnostech p�i lé�b� [13]. P�e-

nos a ší�ení gen� multirezistence je realizován mezi lidmi, mezi zví�aty, mezi lidmi zví�aty 

a prost�edím. Možné ší�ení gen� multirezistence mezi prasaty a dr�beží byl popsán v �ín�. 

Z celkového po�tu 592 kmen� E. coli izolovaných z prasat a dr�beže (zdravých i nemoc-

ných jedinc�) se vyskytla v 81 % multirezistnce k 5 - 6 antibiotik�m. Velká �ást multire-

zistence byla zjišt�na mezi cefalosporiny, aminoglykosidy a fluorochinony [35]. 

3.1 Vznik antibiotické rezistence 

Pro n�které druhy bakterií rezistence p�irozený jev a je zakódovaný v chromozomálních 

genech a je horizontáln� nep�enosná. Uplat�uje se v evoluci mikroorganism�, jako �initel 

pot�ebný pro adaptaci na nové životní podmínky [27, 34]. 

Získaná rezistence má genetický podklad v mutaci nebo p�enesení genu pro rezistenci po-

mocí plazmidu nebo transpozonu [27]. Bakterie si vytvá�í zp�soby, jak inaktivovat antibio-

tikum (nap� tvorbou enzym�) nebo svou specifickou vlastností neumožní proniknout anti-

biotiku do bu�ky. Schématické znázorn�ní mechanism�, kterými bakteriální bu�ka inakti-

vuje antibiotikum, jsou popsány na obrázku (Obr. 1). 



UTB ve Zlín�, Fakulta technologická 22 

 

 

Obr. 1. Mechanismy vzniku bakteriální rezistence[36]. 

3.1.1 Enzymatická rezistence  

Enzymy modifikující antibiotikum – nej�ast�jší typ je inaktivace beta - laktamových anti-

biotik beta-laktamázami a jsou hlavní p�í�inou rezistence gram - negativních bakterií na 

tato antibiotika. 
 – Laktamázy zp�sobují rozšt�pení 
 - laktamového kruhu. První kmeny 

produkující ESBLs (extended – spectrum – 
 - lactamasy) byly popsány již roce 1983 a 

mohutná expanze horizontálního p�enosu gen� m�la za následek rozší�ení po celém sv�t� 

de novo [33, 38]. P�enos 
 - laktamáz je zprost�edkován plazmidy [23]. Jiné druhy enzy-

m�, které dokáží inaktivovat antibiotika, jsou nap�. chloramfeniklové acetyltransferázy 

nebo makrolidové esterázy, které zp�sobují rezistenci na antibiotikum chloramfenikol a 

erytromycin [37]. 

3.1.2 Snížená propustnost bun��né st�ny 

Sníženou propustnost bun��né st�ny lze navodit �astou p�ítomnosti antibiotické látky. Bu-

n��ná st�na na tuto skute�nost reaguje sníženou permeabilitou a antibiotikum nepronikne 

k p�edem danému cíly. Gramnegativní bakterie transportují nutrienty, které pot�ebují pro 

život, pomocí p�enaše�� tzv. porin�. Tyto pasivní p�enaše�e mohou využívat antibiotika, 
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jako transportní systém do nitra bu�ky. Dojde-li však k strukturální zm�n� porinu, antibio-

tikum má cestu do bu�ky znemožn�nou. Taková bu�ka pak získá ur�itý stupe� rezistence. 

Popisovaný mechanismus rezistence je vyvinutý u tetracyklin� [33]. 

3.1.3 Eflux 

Efluxní pumpy jsou transportní proteiny, které umožní zvýšené vylu�ování metabolit� z 

bakteriální bu�ky. V p�ípad� antibiotika dochází k cílenému vypuzování z cytoplazmy a 

v bu�ce se výrazn� sníží koncentrace antibiotické látky. Pumpy pro svou práci pot�ebují 

energii. Využívají volnou energii, energii elektrochemického potenciálu nebo využívají 

hydrolýzu ATP. Po�et efluxních pump v jedné bu�ce m�že být n�kolik. U E. coli je navíc 

popisována souvislost efluxních pump a vzniku zk�ížené rezistence, to je rezistence na více 

antibiotik podobné chemické struktury [38]. Efluxní pumpy mohou od�erpávat následující 

skupiny antibiotik: peniciliny, cefalosporiny, aminoglykosidy, tetracykliny, makrolidy a 

chinolony [28, 39]. 

3.1.4 Další mechanismy 

Dalšími mechanismy, kterými se bakterie mohou bránit v��i p�sobení antibiotika jsou 

nap�. modifikace cílové struktury nebo mutace v cílových místech.  

Modifikace cílové struktury – takovou strukturou mohou být nap�. polysacharidy 

v bun��né st�n�. Cílenou zm�nou dochází ke znemožn�ní vazby antibiotika [33]. 

Mutace v cílových místech – zmutované geny, které kódují ribozomální RNA, navodí re-

zistence k tetracyklin�m nebo enzymová mutace DNA gyrázy zap�í�iní rezistenci 

k chinolon�m [28, 39]. 

3.2 Získání a ší�ení rezistence  

Bakterie vyvíjí mechanizmy, kterými získávají antibiotickou rezistenci. Získanou rezisten-

ci bakterie obdrží bu� zm�nou stávajícího genetického materiálu nebo získají nový gene-

tický materiál. Bakterie mohou genetický materiál p�edávat bakteriím stejného druhu, ale i 

odlišného druhu. Rekombinace u bakterií probíhá jednosm�rn� mezi fragmentem jednoho 

chromozomu (donorové bu�ky) a kompletním chromozomem (v recipientní bu�ce). Bakte-

rie má k dispozici t�i možné mechanismy p�enosu genetické informace. Liší se mezi sebou 
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tím, jakým zp�sobem je DNA p�enášena z jedné bu�ky do druhé. Jsou to konjugace, trans-

formace, transdukce [6]. 

3.2.1 Konjugace  

P�enos genetického materiálu z jedné bu�ky (donora) do druhé (recipienta) je uskute��o-

ván tzv konjugací. P�i konjugaci je DNA p�enášena z donorové do recipientní bu�ky po-

mocí konjuga�ního kanálu. Ob� bu�ky jsou v p�ímém kontaktu. P�ív�sky ozna�ené jako F 

- pilusy navážou kontakt s recipientní bu�kou. Syntéza t�chto pilus� je �ízena na malé 

kružnicové DNA ozna�ené jako F - faktor (fertilitní). V po�átku replikace F - faktoru je 

jeden �et�zec DNA št�pen a mechanizmem otá�ející kružnice p�enášen do recipientní bu�-

ky. P�enos F - faktoru je dokon�en p�i vzniku dvou donorových bakterií [6]. 

3.2.2 Transformace  

Transformace je proces, p�i n�mž bakteriální recipientní bu�ka p�ijímá volné molekuly 

DNA uvoln�né z jiné bakterie (z donorové bu�ky). Frederick Griffith objevil v roce 1928 

transformaci u Streptococcus pneumonie. Mechanizmy transformace byly dále detailn� 

prostudovány u S. pneumonie, Bacillus subtillis, Haemophilus influenzae, Neisseria gono-

rrhoeae. Bakterie m�žou transformací získat geny pro rezistenci k penicilinu od nepato-

genních bakterií [34]. 

3.2.3 Transdukce  

Transdukce je uskute��ována v p�ípad� napadení bu�ky bakteriofágem, p�i�emž následuje 

p�edání DNA. Tento p�enos genetické informace byl objeven v roce 1952 Nortonem Zin-

derem a Joshuou Lederbergem, kte�í studovali auxotrofní kmeny Salmonella typhimurium 

[41]. Existují dva r�zné druhy transdukce - nespecifická (obecná) a specifická Nespecific-

ky transdukující fágy mohou p�enášet jakýkoliv gen z jedné bu�ky do druhé. U E. coli je 

nejvíce prostudovaný nespecificky transdukující fág P1 [6]. Specifickou transdukci usku-

te��ují viry, které p�enášejí mezi bakteriemi jen ur�ité geny. Bakteriofág lambda, který 

infikuje st�evní bakterii E. coli m�že využít metabolický aparát E. coli k vytvá�ení potom-

stva a tím bu�ku bakterie usmrtit. Druhou možností je, vstoupit do specifického vztahu s E 

coli (hostitelem) a replikovat sv�j genom spolu s genomem hostitelských bun�k b�hem 

každého bun��ného d�lení [6]. 
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4 BAKTERIOCINY 

Koliciny jsou antibakteriální toxiny, pat�ící do skupiny bakteriocin�, látek bílkovinné po-

vahy p�sobící proti jiným kmen�m E. coli nebo blízce p�íbuzným druh�m �i rod�m. Tyto 

proteiny jsou produkovány bakteriálními kmeny z �eledi Enterobacteriaceae (zvlášt� pak 

druhem Escherichia coli). Po�áte�ní signál k syntéze kolicin� bu�kou je vyslán v p�ípad� 

stresu bu�ky (SOS systém). Tím m�že být nedostatek živin, UV zá�ení nebo antibitotikum 

mitomycin C, které je �asto využíváno v laboratorní praxi [8]. 

Kolicinogenní kmeny E. coli mohou syntetizovat krom� kolicin� také mikrociny. Ve srov-

nání s koliciny se nevysílá pokyn k syntéze pomocí SOS systému, ale p�i nutri�ním vy�er-

pání (nedostatek uhlíku, fosfore�nanu p�i r�stu bu�ky) nebo p�i nedostatku uhlíku 

v prost�edí. Mikrociny se projevují v��i p�íbuzným bakteriálním druh�m silnou antibakte-

riální aktivitou [42]. 

Geny pro produkci kolicin� jsou kódovány na Col - plazmidech a tvo�í jej gen pro aktivní 

protein kolicinu, gen pro imunitní protein a gen pro lytický protein. Naopak geny pro mik-

rociny mohou být kódovány na plazmidech, ale i na chromozomech [42]. 

4.1 Koliciny 

Koliciny gram - negativních bakterií disponují t�emi odlišnými doménami: transloka�ní (N 

- konec), receptorovou, cytotoxickou (C - konec). Receptorová doména zajiš	uje vazbu na 

specifický receptor citlivé bakteriální bu�ky, který se liší podle za�azení kolicinu do skupi-

ny. Jakým mechanismem bude zprost�edkován transport cytotoxické domény kolicinu p�es 

bun��ný obal, zajistí N - terminální sekvence transloka�ní domény [43]. 

Koliciny se rozd�lují dvou skupin podle vniknutí (translokace) kolicinu do bu�ky. Skupina 

A (E1 – E9, K, L, N, S4, U, Y) využívá pro p�emíst�ní kolicinu tzv. Tol systém. Je tvo�en 

p�ti proteiny TolQ, TolR, TolB, TolA a Pal. Tyto cytoplazmatické proteiny, které jsou 

lokalizovány ve vn�jší membrán�, v periplazmatickém prostoru i v plazmatické membrán� 

umožní p�echod kolicinu do bu�ky [44]. Proteiny kolicin� E1 - E9 �asto využívají vazbu 

na receptor pro p�enos vitamínu B12 nebo železa do bu�ky, nebo	 jsou vybaveny velkou 

afinitou pro tento receptor [45]. 

Skupin� B (B, D, Ia, Ib, M, 5 a 10) slouží pro transport protein� tzv. systém Ton. Skládá se 

ze t�í bílkovin TonB, ExbB a ExbD. Protein TonB je pevn� ukotven v plazmatické mem-
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brán� jeho N - terminální sekvencí, zbylá �ást zasahuje do periplazmy aktivní C -

terminální sekvencí. ExbB a ExbB jsou sou�ástí plazmatické membrány a vytvá�í tak cel-

kový funk�ní Ton systém [46]. Tento systém, slouží jako specifický transportér kolicin� 

[47]. 

Dále je možno koliciny rozd�lit dle cílového místa letálního ú�inku C - koncové domény 

na: 

��koliciny depolarizující plazmatickou membránu – A, B, E1, Ia, Ib, K, N, S4, U, 

Y, 5, 10; kolicin N usmrcuje bu�ky relativn� snadným transloka�ním 

mechanismem. Transloka�ní cesta je uskute�n�na pomoci vn�jšího membránového 

proteinu F (OmpF) [48]. 

��koliciny s DNA endonukleázovou aktivitou – E2, E7, E8, E9; kolicin E8 zp�so-

buje bun��nou smrt tím, že zp�sobí degradaci chromozomální DNA. Aktivní cyto-

toxická endonukleázová doména kolicinu E8 hledá H – N - H skupinu s podobnou 

endonukleázou [49]. 

��koliciny blokující proteosyntézu – D, E3, E4, E5, E6; kolicin E5 št�pí �ty�i tRNA 

obsahující upravené nukleotidové sekvence. Následuje zablokování syntézy bílko-

vin a bun��ná smrt [50]. 

��koliciny degradující peptioglykan – kolicin M zastavuje syntézu peptydoglykanu 

tím, že katalyzuje rozklad lipid�, které jsou sou�ástí peptidoglykanu [51]. 

4.2 Mikrociny 

Mikrociny jsou antibakteriální peptidy s nízkou molekulovou hmotností. Obecn� jsou to 

hydrofóbní molekuly a vykazují vysokou tepelnou stabilitu. Geny na plazmidech nebo 

chromozomech kódují mikrocinový prekurzor, imunitní faktor a sekre�ní proteiny spole�-

n� s enzymy, které udávají mikrocinu strukturu a mechanismus ú�inku. P�i produkci mik-

rocin� nedochází k poškození vlastní bu�ky a bakterie tím získává velkou selek�ní výho-

du, naopak p�i porovnání s koliciny, kdy produkující bu�ka je usmrcena [52, 53]. Cílem 

p�sobení mikrocystin� jsou enzymy zodpov�dné za DNA/RNA syntézu �i strukturu [42]. 

 Podle molekulové hmotnosti se mikrociny rozd�lují do dvou skupin: 

��Skupina I. (B17, C7, J25) – všechny t�i mikrociny jsou produkovány E. coli p�i-

�emž genetická informace je nesena plazmidy. Tato skupina s molekulovou hmot-
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ností 1 - 3kDa, podstupuje posttransla�ní modifikaci [53]. Mikrociny skupiny I. 

svým silným baktericidním ú�inkem p�sobí proti širokému spektru bakterií v�etn� 

Escherichia, Citrobacter, Klebsiella, Salmonella, Shigella a Pseudomonas [54]. 

��Skupina II. (sk. IIa, sk. IIb) – spole�ným znakem této skupiny je vyšší molekulová 

hmotnost 4,9 - 8,9 kDa Tyto mikrociny se dále d�lí na dv� podskupiny [42]. 

4.3 Využití kolicin� a mikrocin� 

Literatura popisuje uplatn�ní kolicin� a mikrocin� ve veterinární i humánní medicín� nebo 

také p�i konzervaci potravin [55]. Nov� popsaný mikrocin S, za�azený do skupiny II, je 

schopen potla�it a snižovat p�ilnavost enteropatogenních E. coli E2348/69. Tento mikrocin 

S je produkován probiotickým kmenem E. coli G3/10. Probiotický p�ípravek obsahující 

zmín�ný probiotický kmen, byl použit k lé�b� gastrointestinálních poruch u dosp�lých lidí 

a také malých d�tí [57].  

Další studie popisuje využití kolicinu M, jako možného antimikrobiálního kandidáta, 

vzhledem k nar�stajícím po�t�m antibiotické rezistence. Velmi malé koncentrace kolicinu 

M chrání bun��ný obal bakterie a bu�ka v jeho p�ítomnosti nespouští SOS reakci, kterou 

by vyvolala nap�íklad tradi�ní antibiotika [58].  

Cílem aplikace bakteriocin� v potraviná�ském pr�myslu je ochránit potraviny p�ed pato-

genními bakteriemi. Komer�n� využívaný bakteriocin nisin slouží k ochran� sýr� p�ed 

nebezpe�nou bakterií Listeria monocytogenes [56]. 
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5 CÍL PRÁCE  

Cílem této diplomové práce bylo: 

• stanovit antibiotickou rezistenci a kolicinogenii u získaného souboru kmen� E. coli 

izolovaných z potravin; 

• zpracovat dostupné výsledky o antibiotické rezistenci, kolicinogenii a bakteriocino-

typizaci u kmen� E. coli izolovaných z potravin na Fakult� technologické UTB 

ve Zlín� v letech 2006 - 2012, hledat souvislosti mezi výskytem obou fenomén� a 

formulovat obecné záv�ry. 
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6 MATERIÁL 

V praktické �ásti byla u vybraných kmen� provedena disková difuzní metoda ke stanovení 

citlivosti na antibiotika a vpichová metoda ke zjišt�ní produkce kolicin�.  

6.1 P�ístroje  

��digitální váha Kern&Sohn (GmbH, N�mecko) 

��antibiotické disky (Oxoid Ltd., Velká Británie) 

��biologický inkubátor (Memmert, N�mecko) 

��denzitometr DENZI–LA-METEREMO (Lachema, �R) 

��automatické mikropipety (Nichyryo, Japonsko) 

��homogenizátor Stomacher (Seward Ltd., Velká Británie) 

��Biohazard box EUROFLOW (Clean Air, Holandsko)  

��parní sterilizátor Varioklav 135S (H+P Labortechnik, N�mecko) 

��b�žné laboratorní sklo 

6.2 Kultiva�ní média  

V následujících tabulkách (Tab. 1 - 5) jsou uvedena jednotlivá složení použitých kultiva�-

ních p�d. 

Tab. 1. Složení masopeptonového bujónu (MPB). 

Masový výtažek (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 3 g 

Pepton (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 5 g 

NaCl (Ing. Petr Lukeš, Uherský Brod) 3 g 

Destilovaná voda 1000 ml 
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Tab. 2. Složení masopeptonového agaru (MPA). 

Agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 15 g 

Masový výtažek (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 3 g 

Pepton (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 5 g 

NaCl (Ing. Petr Lukeš, Uherský Brod) 5 g 

Destilovaná voda 1000 ml 

 

Tab. 3. Složení Endo agaru (EA). 

Živná p�da (Endo agar, HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., 

Indie) 

41,5 g 

Destilovaná voda 1000 ml 

 

Tab. 4. Složení Mueller – Hinton agaru. 

Živná p�da (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 38 g 

Destilovaná voda 1000 ml 

 

Tab. 5. Složení fyziologického roztoku. 

NaCl (Ing. Petr Lukeš, Uherský Brod) 8,5 g 

Destilovaná voda 1000 ml 

 

Nejprve byly odváženy jednotlivé složky p�d a následn� rozpušt�ny v p�edem stanovém 

objemu. Následujícím krokem byla sterilizace v autoklávu p�i 121 ºC po dobu 15 minut. 

Potom se p�da rozlévala do sterilních Petriho misek nebo zkumavek.  

6.3 Chemikálie 

��chloroform (Penta, �eská republika) 
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��ATB disky (OXOID, Velká Británie) - v tabulkách (Tab. 6 - 8) jsou uvedeny použi-

té sady antibiotik G1, G2 a G3 

Tab. 6. Sada G1. 

Zkratka ATB Název ATB 

AMP Ampicilin 

KF Cefalotin 

DO Doxycyklin 

CXM Cefuroxim 

CIP Ciprofloxacin 

SXT Sulfametoxazol/trimetoprim 

OA Kys. oxolinová 

 

Tab. 7. Sada G2. 

Zkratka ATB Název ATB 

CN Gentamicin 

CTX Cefotaxim 

CAZ Ceftazidim 

AMC Amoxycilin/klavulanát 

ATM Aztreonam 

C Chloramfenikol 

CT kolistin 

 

Tab. 8. Sada G3. 

Zkratka ATB Název ATB 

AK Amikacin 

SCF Cefoperazon/sulbaktam 
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TZP Piperacilin/tazobaktam 

FEP Cefepim 

IPM Imipenem 

MEM Meronem 

TGC Tigecyklin 

6.4 Použité bakteriální kmeny 

P�ehled izolovaných kmen� E. coli použitých v této diplomové práci jsou shrnuty v Tab. 9. 

Izoláty kmen� E. coli pocházejí z potravin živo�išného p�vodu zakoupených pro zpraco-

vání diplomových prací Šteklové V., Šoukalové L. a Mikové L. [59, 60, 61] a dále byly 

použity izoláty sbírky kmen� E. coli z Fakulty technologické UTB ve Zlín�. Všechny 

vzorky uvedené v Tab. 9 byly uchovány v zamrazeném stavu p�i –80 ºC. 

Tab. 9. Identifikace vzork�. 

�íslo 

vzorku 
Datum zakoupení Název, vzorku 

62 03/2006 k�že chlaz. ku�at, fa Raciola Jedli�ka s.r.o 

66 03/2006 k�že chlaz. ku�at, fa Raciola Jedli�ka s.r.o 

87W 2006 vep�. separát, sbírka kmen� F. tech., Zlín 

88W 2006 vep�. separát, sbírka kmen� F. tech., Zlín 

89W 2006 vep�. separát, sbírka kmen� F. tech., Zlín 

90W 01/2007 k�že chlaz. ku�at, fa Raciola Jedli�ka s.r.o 

91W 01/2007 k�že chlaz. ku�at, fa Raciola Jedli�ka s.r.o 

92W. 2006 vep�ový separát, sbírka kmen� F. tech.,Zlín 

93 01/2007 k�že chlaz. ku�at, fa Raciola Jedli�ka s.r.o 

98W 01/2007 k�že chlaz. ku�at, fa Raciola Jedli�ka s.r.o 

127W 07/2009 k�že chlaz. ku�at, fa Raciola Jedli�ka s.r.o 

222 11/2010 bažantí prsní svalovina, Bažantnice  Svatobo-  
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223 11/2010 bažantí stehenní svalovina, Bažantnice Sva-

tobo�ice - Mist�ín 

224 11/2010 bažantí játra, Bažantnice Svatobo�ice -  Mis-

t�ín 

225 11/2010 bažantí játra, Bažantnice Svatobo�ice – Mis-

t�ín 

226 11/2010 bažantí prsní svalovina, Bažantnice Svatobo-

�ice – Mist�ín 

227 11/2010 bažantí játra, Bažantnice Svatobo�ice –

Mist�ín 

228 11/2010 bažantí játra, Bažantnice Svatobo�ice –

Mist�ín 

229 11/2010 bažantí prsní svalovina, Bažantnice Svatobo-

�ice – Mist�ín 

230 11/2010 bažantí játra, Bažantnice Svatobo�ice-Mist�ín 
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7 METODY 

7.1 Stanovení antibiotické rezistence diskovou difuzní metodou  

K provedení metody, kterou se stanoví citlivost k antibiotik�m, je zapot�ebí mít k dispozici 

�erstvou bakteriální kulturu. Ta byla získána zao�kováním na MPA a kultivací 

p�i 37 ºC/24hodin. Z této kultury bylo p�ipraveno inokulum ve sterilním fyziologickém 

roztoku odpovídající zákalu 1. stupn� McFarladovy stupnice. Jeden mililtr inokula byl 

p�enesen na povrch Mueller - Hintonova agaru. Nadbyte�né množství bylo odpipetováno a 

po zaschnutí byly kladeny jednotlivé antibiotické disky na povrch p�dy. Petriho misky 

byly vloženy do termostatu p�i 37 ºC/24 hodin. Po uplynutí doby byla m��ena inhibi�ní 

zóna s následným porovnáním dle doporu�ených standard�.  

Použity byly antibiotické disky Oxoid, v sadách G1, G2 a G3. Antibiotikum Cefalotin 

(KF) pat�ící do sady G1 nebylo u testovaných vzork� použito, z d�vodu nedostupnosti 

antibiotických disk� stejného výrobce. Antibiotické disky Ciprofloxacin (CIP) a Sulfame-

toxazol/trimetoprim (SXT) byly užity jen u dvou vzork�, Cefoperazon/sulbaktam (SCF) a 

Piperacillin/tazobaktam (TZP) byly aplikovány u p�ti vzork� ze stejných d�vod� jako an-

tibiotický disk KF.  

7.2 Kvantitativní stanovení produkce kolicin� 

Pro stanovení kolicinogenních E. coli byla použita vpichová metoda. Testované kmeny 

byly vpichem o�kovány do MPA a kultivovány p�i 37 ºC/24 hodin. Bakterie p�ítomné na 

plotnách agaru byly usmrceny parami chloroformu (30 minut). Suspenze tvo�ená 3 ml 

MPA agaru (1,05%) a 100 µl �erstvého indikátorového kmene byla použita k vytvo�ení 

horní vrstvy agarové plotny. Jako indikátorové kmeny pro produkci kolicin� byly apliko-

vány E. coli �, E. coli P400, E. coli Sabina 40, E. coli K 12 Row, E. coli B1 [62]. P�i vy-

hodnocení byla zjiš	ována p�ítomnost inhibi�ních zón.  
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8 VÝSLEDKY A DISKUZE 

8.1 Stanovení antibiotické rezistence 

Antibiotická rezistence byla zjiš	ována u 9 izolát� E. coli, u kterých nebyla provedena 

disková difuzní metoda. U t�chto izolát� byla realizována bakteriocinotypizace [61]. Kme-

ny E. coli byly izolovány z bažantí svaloviny a jater. Nam��ené hodnoty inhibi�ních zón v 

mm (tzv. break - pointy) byly srovnány se standardy stanovené Biologickým ústavem Lé-

ka�ské fakulty Masarykovy univerzity (MU), standardem EUCAS (European Committee 

on Antimicrobial Susceptibility Testing) a standardem BSAC (British Society for Anti-

microbial Chemoterapy) [63]. Pokud jsou break - pointy vyhodnocovány podle jednotli-

vých standard� (MU, EUCAST, BSAC), je nutné respektovat odlišnou koncentraci n�kte-

rých antibiotických disk� a odlišnosti týkající se nedefinování standard� n�kterých antibio-

tik [64]. 

P�ehled rezistentních kmen�, zahrnující vyhodnocení výsledk� podle všech t�i standard� je 

shrnutý v Tab. 10. Pro nedostupnost dalších antibiotických disk� stejného výrobce, nebyla 

testována citlivost na antibiotikum cefalotin (KF). Tam, kde není uveden celkový po�et 

testovaných vzork� (9), byly antibiotické disky použity jen u popsaného po�tu vzork� 

z d�vodu nedostupnosti antibiotických disk�.  

Tab. 10. Po�ty rezistentních kmen�, vyhodnocené dle MU, EUCAST, BSAC. 

 MU EUCAST BSAC 

ATB 
Po�et získaných rezistentních 

kmen�/celkový po�et testovaných 

kmen� 

Po�et získaných rezistentních 

kmen�/celkový po�et testovaných 

kmen� 

Po�et získaných rezistentních 

kmen�/celkový po�et testovaných 

kmen� 

AMP 9/9 9/9 9/9 

KF - - - 

DO 9/9 není definován standard 9/9 

CXM 9/9 9/9 8/9 

CIP 0/2 0/2 0/2 

SXT 0/2 0/2 0/2 

OA 1/9 není definován standard není definován standard 
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CN 1/9 1/9 1/9 

CTX 0/9 0/9 9/9 

CAZ 0/9 4/9 3/9 

AMC 8/9 8/9 8/9 

ATM 2/9 4/9 1/9 

C 0/9 0/9 1/9 

CT 0/7 není definován standard 7/7 

AK 0/9 0/9 0/9 

SCF 0/6 není definován standard 6/6 

TZP 0/6 0/6 6/6 

FEP 0/9 9/9 9/9 

IMP 0/9 0/9 0/9 

MEM 0/9 0/9 3/9 

Všech 9 izolát� E. coli z bažantího masa a jater bylo rezistentní na ampicilin (AMP), cefu-

roxim (CXM) a amoxycilin/klavulanát (AMC). Jak z Tab. 10 vyplývá, tato shodná rezis-

tence byla nalezena p�i porovnání a vyhodnocení všech t�í standard� (MU, EUCAST, 

BSAC). Procentuální vyjád�ení nebylo popsáno vzhledem k malému po�tu zkoumaných 

kmen�, nicmén� informace o rezistenci budou zahrnuty a zohledn�ny do celkového zpra-

cování výsledk� z let 2006 - 2012, zahrnuto v p�íloze PI. 

8.2 Stanovení kolicinogenie 

Pro stanovení produkce kolicin� byly vybrány izoláty E. coli z dr�bežího masa pocházející 

z diplomové práce V. Šteklové a vep�ové izoláty ze sbírky kmen� Fakulty technologické 

UTB ve Zlín� [59]. Tyto zmín�né izoláty nebyly testovány na produkci kolicin� a chyb�ly 

do celkové hodnocení sesbíraných kmen� z let 2006 - 2012 . Tab. 11. popisuje zazname-

nané výsledky vpichového pokusu. P�i testování 11 vzork� byla zjišt�na kolicinogenie u 7 

vzork�. U 7 kolicinogenních vzork� byla provedena také bakteriocinotypizace [65]. 

Z výsledk� bylo zjišt�no, že izoláty produkují 5 typ� kolicin� a žádné mikrociny. Všechny 
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analyzované izoláty E. coli produkují nejmén� jeden typ kolicinu a nej�ast�jším typem 

kolicinu byl kolicin E8. Ten byl zjišt�n u 5 izolát�.  

Tab. 11. Vyhodnocení vpichového pokusu 

 

8.3 Zpracování získaných výsledk� antibiotické rezistence a kolicinoge-

nie z let 2006 - 2012 

Všechna dostupná data získaná o antibiotické rezistenci a kolicinogenii u izolát� E. coli 

z let 2006 - 2012 jsou uvedena v P�íloze PI [59, 60, 61, 65, 66, 67, 68, 69], v�etn� výsled-

k� získaných v této praci. Celkem byly shromážd�ny údaje o 120 izolátech E. coli pochá-

zejících p�evážn� z dr�bežího masa (89 izolát�), jiných potravin (13 izolát�), vep�ového 

masa (9 izolát�), bažantích jater (5 izolát�) a bažantího masa (4 izoláty).  

Ozna�ení 

testovaného 

kmene 

E. coli 

	 

E. coli 

P 400 

E. coli 

Sab 40 

E. coli 

Row 

E. coli 

B1 

Bakteriocinotypiza-

ce [65] 

62 - - - - -  

66 - - - - -  

87W + + + + + E7, E8 

88W + + + + + E7, E8 

89W + + + + + E1 

90W - - - - -  

91W + + + + + Y 

92W + + + + + U, Y, E8 

93 + + + - + E8 

98W + + + + + E7, E8 

127W - - - - -  
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8.3.1 Antibiotická rezistence u izolát� E. coli pocházející z potravin  

Všech 120 kmen� bylo testováno diskovou difuzní metodou ke zjišt�ní rezitence v��i anti-

biotik�m. Nejvyšší rezistence byla zaznamenána na cefalotin (KF) u 79 kmen� (66 %) a 

ampicilin (AMP), kde bylo rezistentních taktéž 79 kmen� (66 %). Rezistenci u aminopeni-

cilin� v �eské republice má neustále zvyšující se tendenci. Podle údaj� z databáze EARS 

Net se zvýšil výskyt rezistentních kmen� E. coli v �eské republice v letech 2001 - 2011 na 

aminopeniciliny, fluorochinolony a cefalosporiny III. generace. Nejvyšší nárust byl za-

znamenán u aminopenicilin� z 42 % (2001) na 61 % (2011) [70]. Výsledky zjišt�né touto 

prací potvrzují vysokou míru rezistence v��i ampicilinu v �eské republice. Obrázek (Obr. 

2) popisuje zjišt�né souhrné po�ty rezistentních kmen� z let 2006 – 2012 na jednotlivá 

antibiotika.  
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Obr. 2. Popisuje zjišt�né celkové po�ty rezistentních kmen� u jednotlivých antibiotik 

Dr�beží izoláty tvo�ily nejv�tší skupinu (89) zkoumaných kmen�. U 89 kmen� E. coli byla 

zjišt�na nejvyšší rezistence k cefalotinu (KF) a to u 66 (74 %) kmen� a k ampicilinu 

(AMP) 54 (61 %) kmen�. P�i monitorování stavu rezistence E. coli v �eských dr�bežár-

nách bylo shromážd�no 239 kmen� E. coli s 29 % výskytem rezistence k ampicilinu 

(AMP), což je v porovnání s výsledky získanými touto prací o polovinu nižší incidence 

[71]. Možným vysv�tlením takového rozdílu tkví v rozdílném p�vodu izolát�. Vzorky 

z chovu pocházely z exkrement� dr�beže, na rozdíl od vzork� sbírky Fakulty technologic-

ké, které byly izolovány z masa dr�beže. Dr�beží maso mohlo být sekundárn� kontamino-

váno, kdy p�i porážce, p�eprav� nebo prodeji nebyly dodrženy zásady správné hygienické 
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praxe (HACCP). V letech 2010 - 2011 probíhal sb�r vzork� dr�beže z maloobchodní sít� a 

ekologických farem ve Špan�lsku. Bylo získáno 120 dr�bežích izolát� s pozitivním nále-

zem E. coli. Pomocí diskové difuzní metody provedli test na citlivost antibiotik 

s výsledkem 75 % rezistenci k ampicilinu (AMP) [72]. Tento údaj koresponduje s údaji o 

rezistenci ampicilinu v této práci. Naopak v �ín� byla zjišt�na vysoká incidence k ampici-

linu 99%, doxycyklinu 93% a tetracyklinu 91%. Izoláty kemn� E. coli taktéž pocházely 

z ku�at a citlivost k antibiotik�m byla testována diskovou difuzní metodou [35]. 

P�ekvapivým výsledkem u 43 dr�bežích kmen� (48 %) byla rezistence k amikacinu (AK). 

Pr�m�rný výskyt rezistence amikacinu (AK) v �eské republice v roce 2011 byl 9 % a 

v �eských dr�bežích chovech se rezistence objevila pouze v 1 % [70, 71]. P�i tak velkém 

zaznamenaném rozdílu by bylo vhodné op�tovné provedení tohoto stanovení k ov��ení 

rezistence v��i tomuto antibiotiku. 

Pokud je bakterie rezistentní k více antibiotik�m, pak je tzv. multirezistentní. Lé�ba nemo-

cí, které jsou vyvolané multirezistentními kmeny je pak zna�n� komplikovaná. Geny rezis-

tence se ší�í pomocí R - plazmid� mezi r�znými bakteriemi, odlišnými geneticky i vývojo-

v� [13]. Multirezistence byla potvrzena u 112 kmen� (93 %) na 2 až 8 antibiotik. Nej�as-

t�jší kombinace byla cefalotin/ampicilin/doxycyklin. Multirezistenci napomáhá neustálé 

zvyšování spot�eby antibiotik v celé Evrop�. To dokazuje publikace vydaná v roce 2010 

ECDC v souhrnu nejnov�jších údaj� o spot�eb� antibiotik v evropských zemích [73]. 

V �R jsou nejvíce podáváná antibiotika peniciliny, následují makrolidy, linkonsamidy, a 

tetracykliny [73]. Zjišt�ná vysoká rezistence k antibiotiku ampicilinu (74 %) v této práci 

pravd�podobn� potvrzuje skute�nost vysoké spot�eby penicilin� v humánní i veterinární 

medicín�. 

8.3.2 Kolicinogenie u izolát� E. coli z potravin 

P�i testování 120 izolát� E. coli byla zjišt�na kolicinogenie u 51 kmen�, což p�edstavuje 

43 % (P�íloha I). U produk�ních kmen� byla provedena také bakteriocinotypizace [61, 65]. 

Bylo zjišt�no 11 druh� kolicin� a 5 druh� mikrocin�. Pouze 12 (24 %) kmen� produkuje 

jeden typ bakteriocin�. U ostatních 23 (44 %) kmen� byla zjišt�na vícenásobná produkce, 

tzn. 3 a více druh� kolicin� a mikrocin�. Míra incidence kolicinogenie u dr�bežího a vep-

�ového masa v literatu�e je popisována v 39 % [74]. P�vod kolicinogenních vzork� E. coli 

a údaje o nich, popisované v literatu�e jsou p�evážn� z exkrement� (humánních i zví�e-
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cích). Studium kmen� E. coli pocházející z gastrointestinálního traktu lidí, bylo zapo�ato 

v 20. letech minulého století s 20 % incidencí kolicinogenie [75]. Byl izolován kolicino-

genní kmen E. coli (C6 = �), dnes využívaný jako jeden z indikátorových kmen� p�i vpi-

chovém pokusu. V roce 2006 byla publikována studie výskytu bakteriocin� (zahrnující 

koliciny i mikrociny) již v 38 %, pocházejících z 266 lidských fekálních izolát� [52]. 

V Bangladeši uskute�n�ná analýza vzork� pocházející z dr�bežího masa, peka�ských vý-

robk� a lidských, kravích, dr�bežích výkal� zjistila p�ítomnost kolicinogenních kmen� 

v 46 %, z toho nejvyšší procento bylo z lidských (83 %) a kravích (67 %) výkal� [76]. 

Vyšší procentuální výsledky kolicinogenních kmen� z výkal�, pravd�podobn� mohou mít 

p�ímou souvislost s p�ítomností E. coli ve st�evech savc�, která je sou�ásti bakteriální mik-

roflóry.  

8.3.3 Zjišt�né souvislosti mezi antibiotickou rezistencí a kolicinogenií u kmen� E. 

coli izolovaných z potravin 

Ze 120 izolát� E. coli bylo 51 (43 %) kolicinogenních producent�, p�i�emž alespo� na 

jedno antibiotikum byly rezistentní 4 kmeny (8 %) izolát�. Tabulka (Tab. 12) uvádí, jak 

jsou kmeny produkující koliciny citlivé �i rezistentní (1, 2, 3 a více) na antibiotika. Velmi 

málo kolicinogenních kmen� je citlivých �i rezistentních v��i maximáln� dv�ma antibioti-

k�m. U velké v�tšiny (83 %) se vyskytla multirezistence v��i 3 a více antibiotik�m, což je 

již možno považovat za významné zjišt�ní. 

Tab. 12. Souvislost výskytu kolicinogenie s výskytem citlivosti a rezisten-

ce na antibiotika. 

Kolicinogenie (po�et kmen�) Antibiotická rezistence (po�et ATB) 

4 1 

3 2 

43 3 a více 

Nejvyšší rezistence kolicinogenních kmen� se vyskytla u cefalotinu (KF) v 50 %, doxy-

cyklinu (DO) 39 % a 21 % u ampicilinu (AMP). Jelikož je rezistence i kolicinogenie kó-

dována geny, lze vyvodit možnou souvislost mezi produkcí kolicin� a typem rezistentního 

antibiotika. Studie mapující stav antibiotické rezistence u indián� pocházející z Bolívie 
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s nízkou antibiotickou expozicí, shromáždila 113 kmen� E. coli. Z provedené analýzy vy-

plynulo, že v p�ítomnosti genu kódující rezistenci k ampicilinu byla potvrzena produkce 

kolicin�. Taktéž tomu bylo i u tetracyklinu [77]. Z výsledk� této práce lze �áste�n� potvr-

dit skute�nost u rezistence ampicilinu. U kmen� produkujících koliciny byla zjišt�na rezis-

tence k ampicilinu v 21 %. 

Nej�ast�jší zastoupení m�ly kolicin E8 (16 kmen�) a mikrocin V (16 kmen�), Ia (15 kme-

n�), kolicin E7 a B (14 kmen�), kolicin Ib (11 kmen�), kolicin E1 a mikrocin B17 (8 kme-

n�). Sou�asn� se u kolicinu E7 a E8 vyskytla rezistence na cefalotin (KF), piperaci-

lin/tazobaktam (TZP) a kolistin (CT). U kolicinu Ia a Ib byla p�ítomná rezistence na ampi-

cilin (AMP), amoxicilin/klavulát (AMC), cefuroxim (CXM) s doxycyklin (DO). Mikrocin 

V m�l nejvíce rezistencí k ampicilinu, doxycyklinu, cefuroximu. Jiných výsledk� bylo 

dosaženo u izolovanách kmen� E. coli pocházejících od pacient� trpících infekcí mo�o-

vých cest. U kmen� produkující mikrociny nebyla významn� prokázána multirezistence 

k antibiotik�m [78]. Podobný záv�r byl formulován ve studii provedené v Argentin�. Zjiš-

t�ná míra rezistence nebyla nijak významná [79]. 
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ZÁV�R 

U získaného souboru kmen� E. coli byla provedena disková difuzní metoda ke stanovení 

citlivosti na antibiotika a vpichová metoda ke zjišt�ní produkce kolicin�.  

Antibiotická rezistence byla zjiš	ována u 9 kmen� E. coli izolovaných z bažantí svaloviny 

a jater. Tyto izoláty byly vybrány s ohledem na skute�nost, že izolovanané bažantí kmeny 

E. coli jsou sou�ástí celkové sbírky kmen� E. coli z potravin a informace o výskytu rezis-

tence zde chyb�ly. Získané výsledky ukázaly, že všechny bažantí kmeny E. coli byly rezis-

tentní na ampicilin, cefuroxim a amoxicilin/klavulanát. 

Kvantitativní stanovení produkce kolicin� bylo testováno pomocí vpichového pokusu. Zís-

kané izoláty byly rovn�ž vybrány z d�vod�, chyb�jících výsledk� pot�ebných pro zahrnutí 

do celkového vyhodnocení. Testováno bylo 11 kmen� E. coli a 7 z nich bylo produk�ních. 

Bakteriocinotypizací bylo zjišt�no, že kmeny produkují 5 typ� kolicin� a žádný mikrocin. 

Všechny produk�ní kmeny vytvá�ejí nejmén� jeden typ kolicinu a nej�ast�ji byl detekován 

kolicin E8. 

Všechny získané výsledky byly zahrnuty do celkového seznamu sbírky izolát� E. coli 

z potravin z let 2006 – 2012. Bylo nashromážd�no 120 izolát� kmen� E. coli, pocházející 

nej�ast�ji z dr�bežího masa, jiných potravin (sýry, zákusky), vep�ového masa, bažantího 

masa a jater. V pr�b�hu let byla provedena stanovení kmen� E. coli k rezistenci antibiotik, 

produkce bakteriocin� a bakteriocinotypizace. Z metod byly použity disková difuzní meto-

da k ur�ení citlivosti k antibiotik�m, vpichový pokus pro produkci kolicin� a metoda PCR 

pro ur�ení typu bakteriocinu.  

Zjišt�né výsledky týkající se antibiotické rezistence ukázaly, že nejvíce kmen� E. coli bylo 

rezistentních na antibiotikum cefalotin a ampicilin. Tyto rezistentní kmeny byly izolovány 

v každém roce vytvo�ené sbírky. Naopak nejmén� rezistentních kmen� bylo na cefepim, 

cefotaxim, imipenem a meronem, p�i�emž v�tšina t�chto rezistentních izolát� byla získána 

v prvním roce vznikající sbírky. Trend nár�stu v dalších letech nebyl pozorován. Dále byla 

v celé sbírce zaznamenána vysoká míra multirezistentních kmen�.  

Kolicinogenní kmeny produkovaly 11 druh� kolicin� a 5 druh� mikrocin�. Dále kmeny 

vykazovaly multiprodukci bakteriocin� na 3 a více druh�.  

Z dostupných výsledk� vyplynula vzájemná souvislost mezi kolicinogenií a multirezisten-

cí. U kolicinogenních kmen� byla zaznamenána nejv�tší míra rezistence k antibiotik�m 
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cefalotinu doxycyklinu a ampicilinu. U produk�ních kmen� byly nej�ast�ji detekovány 

koliciny Ia, E8, E7, B a mikrociny V, B17 a C7. Dalším spole�ným znakem u kmen� pro-

dukující koliciny typu E7 a E8 byl poznatek ke spole�né rezistenci k cefalotinu, piperacili-

nu/tazobaktamu a kolistinu. Spole�ná antibiotická rezistence k ampicilinu, amoxicili-

nu/klavulanátu, cefuroximu a doxycyklinu byla detekována u kmen� produkující kolicin Ia 

a Ib. 
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* C….citlivý, R….rezistentní, I….intermediální, X….nebylo testováno;  

** nebyl detekován žádný z bakteriocin� B, M, Y, V, C7, L, B17, Ia, Ib, E1, E2, E5, 

E6, E7, E8, E9;  

*** vzorky 148 a 152 nebyly testovány na rezistenci z d�vodu nemožné op�tovné kulti-

vace, kmeny nebyly oživeny. 


