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ABSTRAKT

NP

V soucasnosti se zdjem odborné vetejnosti obraci na studium pfenosu a Sifeni antibiotické
rezistence u bakterii, které se mohou $ifit pfimo, potravinami nebo prosttedim. Escherichia
coli je bakterie vyskytujici se v zaZivacim traktu clovéka a teplokrevnych Zivocichii a tudiz
se bézn¢ vyskytuje zejména v potraviniach Zivoc¢iSného, ale nepiimo i v potravindch rost-
linného ptvodu. Produkce bakteriocini je pro kmeny E. coli ekologickou vyhodou a
umoziuje preziti produkcni populace. Cilem praktické ¢asti této prace bylo zjistit aktudlni
stav antibiotické rezistence a kolicinogenie u 20 kment E. coli izolovanych z potravin a
ziskané informace zahrnout do celkovych vysledkii 120 izolath E. coli sbirky Fakulty
technologické UTB ve Zlin€. U 93 % izolétl E. coli byla potvrzena multirezistence a 43 %
kment E. coli produkovalo minimdln¢ jeden typ kolicinu nebo mikrocinu, z nichZ vétSina
kment byla multirezistentnich. Vysledky této prace potvrzuji, Ze izolaty E. coli z potravin
se mohou podilet na Sifeni antibiotické rezistence. Pfredpoklddany trend poklesu vyskytu
antibiotické rezistence vzhledem k zdkazu pouZzivani antibiotik jako rstovych stimulatorii

od 1/2006 byl vyvracen, s ohledem na ziskané vysledky rezistentnich E. coli k ampicilinu a

cefalotinu.

Klicova slova: antibiotickd 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
Zlin. 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 .

Keywords: antibiotics resistance, colicins, Escherichia coli, food, multidrug resistance
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UvVOD

Bakterie Escherichia coli se bezné vyskytuje ve stievech lidi a teplokrevnych zvitat. Je to
podminéné patogenni mikroorganismus, ktery muze zptisobovat zdvazna onemocnéni lidi a
zvitat. Patogenni intestindlni kmeny E. coli pronikaji do organismu alimentarni cestou
s vodou nebo potravou. Potraviny, které mohou byt kontaminovany E. coli, jsou Zivocis-
ného i rostlinného pivodu, pfi¢emZ je zastoupena Sirokd Skdla komodit (zelené salaty,

klicky, vodni meloun, ananas, maso potravinovych zvitat, zvéfina, krabi maso).

Antibioticka rezistence je ziskand nebo vrozena vlastnost bakterii, kterd dovoluje bakteri-
alni bunice vytvofit si mechanizmy, kterymi si zabezpeci ohranu pied t¢inkem antibiotické
latky. Je-li bakterie rezistentni k vice antibiotikim je tzv. multirezistentni. Tento fenomén
znacn¢ komplikuje 1€¢bu lidi i zvitat.

Koliciny jsou antibakteridlni toxiny, patfici do skupiny bakteriocinii. Tyto latky bilkovinné
povahy jsou produkovany bakteridlnimi kmeny z Celedi Enterobacteriaceae, zv1asté pak
druhem E. coli. Kolicinogenni kmeny E. coli mohou syntetizovat kromé kolicinti také mik-
rociny. Zasadni rozdil mezi koliciny a mikrociny je ve velikosti a v signdlu vyvolavajici

jejich produkei.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ESCHERICHIA COLI

Vidénsky 1ékat a bakteriolog Theodor Escherich v roce 1886 publikoval ¢lanek o stievni
bakterii Bacterium coli comunea. Popisoval skutecnost, Ze tento typ bakterie je pfitomny
ve stfevech novorozenct trpicich prijmy, ale zaroven u zdravych déti je pfirozenou sou-
casti strevni mikrofléry. Vroce 1919 byla Bacterium coli comunea prejmenovina
na Escherichia coli [1]. Byl u ni poprvé popsan a sledovan ptenos genetického materidlu
konjugaci, pficemz definovdnim konjugace napomohlo objasnit genetické mapovani dlou-

hé tfady bakteridlnich druhu [2].

Slouzi jako modelovy organismus v genetickém vyzkumu napomédhajici napf. objasnéni
rezistence k antibiotikiim. Escherichia se fadi mezi indikdtorové a indexové mikroorga-
nismy. Ur¢enim skupiny indikdtorovych mikroorganismu, Ize ziskat informaci o prostfedi,
které mohlo zpusobit pomnoZeni nebezpecnych mikroorganismti v potraviné. E. coli pii-
tomnd v potraviné muZe signalizovat zdroj fekdlniho znecisténi napf. na jatkdch. E. coli
jako indexovy organismus informuje o mikrobiologickém stavu a procesech,které
v potravin€ probihaji. Vypracované mikrobidlni limity, poskytnou odpovidajici udaje, ze

kterych lze vyvodit patfi¢né zavery o zpracovanych surovinach [3].

Escherichia coli je mezofilni bakterie, kterd roste pfi teplotach 7-10 °C do 50 °C. Optimum
je pti 37 °C. Roste idedln¢ v neutrdlnim prostfedi, nicméné je schopna ristu i v kyselé ob-
lasti kolem 4,4. ZkvaSuje pentozy, glukozu a laktozu za intenzivni tvorby kyselin (kyseliny

mlécné, octové a mravenci) a plynu [4].

Genetickd informace je uloZena v nukleoidu, ktery obsahuje jeden hlavni chromozom.
V buiice je nukleoid spojen s plazmatickou membranou na nékolika mistech. U E. coli je

takové misto oznaceno jako oblast oriC, poc¢itek replikace chromozomové DNA [5].

Plazmidy tvoii kruZnicovd dsDNA a jsou na nich lokalizovany geny. Existuji jako samo-
statn¢ se replikujici genetické elementy a mohou nést od tif do tfi set riznych gent. Jsou
vSak na bunce zdvislé a nemohou se mimo ni mnoZzit. S membrdnou jsou pak spojeny
v mist¢ oznacené jako lokus Inc [5]. Konjugativni plazmidy vynikaji svou specifickou
vlastnosti, pfenosu genetické informace z donorové buiiky (poskytuje materidl) do bunky
recipientni (pfijemce), tak mize existovat v buiice aZ tisic kopii jednoho plazmidu. Geny

umoziujici pfenos se oznacuji jako tzv. transferové. Na povrchu bunék je pak nutnd pii-
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tomnost pilust (vldken), kterymi se donorové a recipientni bunky spoji s nadslednym pieno-

sem kopie plazmidu.

U E. coli 1ze popsat tfi typy plazmidu. Jsou to F - plazmidy, R - plazmidy, Col - palzmidy
[6]. Plazmid navozujici konjugaci je oznacovan jako tzv. F - plazmid (fertilni plazmid,
ktery umoziuje ptrendSet geny do jinych bakterii) [6]. Dalsim typ plazmidu tzv. R - plaz-
mid souvisi s antibiotickou rezistenci. Nesou geny pro tuto skutecnost a jsou tak bakterii
ndpomocny rusit i¢innost antibiotik. Geny pro beta - laktamézy (enzymy, které vyvolavaji
hydrolyzu betalaktamového kruhu) jsou lokalizovany na R - plazmidech a jsou tak typic-
kym piikladem rezistence vici beta - laktamovym antibiotikiim [7]. Col - plazmidy nesou
gen pro syntézu antibakteridlnich proteini (kolicini) produkovanych kolicinogennimi bak-
teriemi E. coli. Spolu s nim se vyskytuje gen pro lyticky protein, cozZ je maly lipoprotein,
jehoZz hlavni funkci je uvolnéni kolicinu z produkéni buiiky. Pfitomnost gentl pro imunitni
protein je zdsadni z hlediska ochrany vlastnich bunék proti toxickému ucinku vlastniho
kolicinu. E. coli dokdze inaktivovat napt. ptisobeni kolicinu M svym imunitnim proteinem
a zabrani tak vlastni bunécné smrti [8, 10]. Je rozliSovana existence dvou typl plazmida -

typ I a typ II. Diferen¢nim kritériem je velikost a druh kolicinu [9].

1.1 Zdroje E. coli v potravinach

Bakterie E. coli se béZzné vyskytuje ve sttevech lidi 1 teplokrevnych zvitat. PfevdZzna vétsi-

na je nepatogenni a navic je nipomocna pfi trdveni a tvorb¢ vitaminu Bj,, K; a K; [11].

Patogenni intestindlni bakterie E. coli pronikaji do organismu alimentarni cestou s vodou
nebo potravou. Tyto patogenni kmeny se rozd€luji do Sesti tiid v zavislosti na tc¢inku, kte-
ry vyvolavaji v organismu. EPEC - enteropatogenni, ETEC - enterotoxickd, EIEC - entero-
invazivni, EAEC - enteroagregativni, EHEC - enterohemoragickd, A/EEC - attaching and
affacing (nemd jednoznacny Cesky ndzev, u lidi se vyskytuje vzdcné, vyvoldvd prijmy
prevazné u skotu). EPEC, ETEC, EIEC, EAEC - zptsobuji prijmy u déti i dospélych.
U potravinovych zvitat tyto jmenované skupiny kmenl zptsobuji zdvazné priijmy a u no-
vorozenych selat jsou Castou pfi¢inou vysoké umrtnosti. U 80 shromazdénych izolatt,
z nichZ 64 bylo klinického plvodi., byla zjiStovana pfitomnost patogennich kmentd E.
coli. Tyto izolaty byly ziskdny z exkrementl novorozenych selat a u 43 izolatl byla potvr-
zena piitomnost enterotoxigennich (ETEC) a shiga-toxigennich (STEC) kment. 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 pivodu

Ovoce a zelenina byva Casto kontaminovédna patogennimi kmeny E. coli. Chlévskd mrva
nebo kejda, kterd je vyuZivand pii hnojeni poli, byva rezervodrem téchto patogennich mik-
roorganismu. Pfi tiniku odpadnich vod jsou taktéZ potraviny rostlinného ptiivodu ohroZeny
kontaminaci. Takové potraviny jsou pak potenciondlnim zdrojem ndkazy. DalS$i moZnosti,
kde potraviny mohou byt kontaminovédny, jsou operace v prubé¢hu sklizn¢, skladovéania

pfeprava [13].

Teplota je vyznamny Cinitel, ktery ovliviluje mnoZeni patogenii. Vzdjemné souvislosti me-
zi teplotou a riistem mikroorganismi popisuje studie u kment E. coli O157:H7, Salmonela
enterica sérovar Typhimurium, Listeria monocytogenes). Mnozeni patogenti bylo sledova-
no u vybranych saldtl - fimsky salat, ledovy salat, Perilla listy (asijskd zelenina, kterd voni
po kari a snizuje cholesterol) a u klickd. Salaty byly uloZeny pfi teploté 4 a 15 °C a dle
uréenych casovych obdobi byla sledovdna mikrofléra. Ze zjisténych vysledka vyplynulo,
Ze populace E. coli a S. typhimurium se na ledovém salaté pfi teploté 15 °C vyrazné zvysi-
la, naopak zelenina uloZend pii 4 °C nevykazovala Zadné vyrazné zvySeni populace. Navic

E. coli ptitomné na kliccich nepteZzila skladovéni pti 4 °C [14].

Pokud se potraviny uchovévaji pti chladirenskych teplotach a to véetné dopravy, distribu-
ce, skladovédni a manipulaci v supermarketech, 1ze tak vyznamné pfispét k zachovani zdra-
votni nezdvadnosti potravin. Dalsi studie popisujici vliv teploty na bakterie, byla provede-
na ve Spanélsku. Cerstvé nafezany ananas byl uméle zaotkovan kmenem E. coli O157:H7
a ponechdén pfi teploté 5 °C/ 8 dnti a 25 °C/ 3 dny. V obou piipadech nebyl zaznamendn
Zadny nartst. Zelenina byla rovnéz naockovana a skladovana pfi teploté 25 °C po dobu 3
dnti. Nejvetsi zvySeni poctu E. coli O157:H7 byl pozorovan u nakrdjené mrkve a o néco
méné u Cekanky. Potravinova félie vyuzivand pro baleni Cerstvych potravin rovnéZ nema
vliv na sniZovéani poctu patogenti. U vodniho melounu byly prokdzany zvySené vyskyty E.
coli O157:H7 bez ohledu na to, zda byl ¢i nebyl zabalen do f6lie (s modifikovanou atmo-

sférou) [15].

Acidotolerantni vlastnosti umoznuji pieziti E. coli O157:H7 v kyselych tekutinich jako
jsou dZusy. Pravé tato vlastnost byla potvrzena ve studii, popisujici schopnost preziti E.

coli O157:H7 v Cerstve pripraveném dZusu z morusi [16].
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1.1.2 Suroviny a potraviny ZivociSného pivodu

vev. 2

Zpusoby, jakymi Ize kontaminovat suroviny Zivoc¢isného pivodu je n¢kolik. Pii manipulaci
a zpracovani masa hrozi riziko jiz pfi evisceraci a stahovani klize, manipulace s masem,
skladovani, distribuce, nedodrzovani zdsad sprdvné hygienické praxe ma zdsadni vliv

na sloZeni mikroflory Zivo€iSnych surovin.

E. coli se vyskytuje v mase hovézim, veprovém, dribeZim, rybim a také byla nalezena
v krabim mase. Po sérii vyskytu stfevnich potizi u lidi, bylo zjiSténo, Ze zdrojem ndkazy

bylo krabi maso pochézejici od neregistrovaného dodavatele krabti [17].

Tepelné neupravené produkty z driibeZiho masa Casto predstavuji zdroj patogennich E.
coli. Mnohé studie popisuji zpusoby, jak zamezit mnoZeni patogenii na mase. Sledovat
ucinek velmi nizkych teplot na preziti E. coli a Salmonella typhimurium bylo cilem studie
ve Spanélsku. DriibeZi maso bylo uloZeno pii —85 °C. Ziskané tidaje dostate¢né neprokéza-
ly pfimy tcinek nizkych teplot na sniZovani poctl piitomnych mikrobi [18].

MoV

Toxigenni kmen STEC E. coli byva pricinou tézkych prijmu u lidi a ¢astym zdrojem byva-
ji suroviny Zivocisného pivodu. Maso bézn¢ dostupné v maloobchodn{ siti bylo testovano
pomoci PCR na pfitomnost O - skupin STEC kment E. coli. 1zolaty pochdzely z masa ho-
véziho, vepfového, driibeziho a zvéfiny (jelenec béloocasy, jelen, divoké prase, bizon a
zajic). V dribeZim mase byla v 75 % prokdzana ptitomnost genu pro STEC, ve vepfovém
v 50 % a v hovézim v 35 %. Nejvyssi potvrzend vnimavost byla u izoldtl jelence bélooca-
sého v 100 % a naopak u divokého prasete a zajice nebyl objeven Zadny gen pro STEC

[19].
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2 ANTIBIOTIKA

Antibiotikum je substance biologické, semisyntetické nebo syntetického ptvodu, kterad
vykazuje selektivni toxicitu proti bakteriim [20]. Jin4 definice popisuje antibiotikum, jako
substanci, kterd je produkovana mikroorganismy. Tato substance v nizké koncentraci pi-
sobi proti ristu nebo zivotu mikroorganismi [11]. Antibiotika mohou pusobit dvojim
ucinkem. Baktericidni ucinek vykazuji takové latky, které zasahuji do struktury bunécné
stény nebo cytoplazmy. Takovy tc¢inek vykazuji napt. p — laktamy a jsou pfi¢inou bunécné
smrti [21]. Bakteriostatickd antibiotika zastavuji riist a mnozZeni bakteridlni buiitky. Dochaz{
k inhibici syntézy bilkovin, typické pro aminoglykosidy nebo tetracykliny. A dale k inhibi-
ci syntézy kyseliny tetrahydrolistové, typické pro sulfonamidy [22].

Hlavni skupiny antibiotik je nasledujici [23]:
o B-laktamy — peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy, monobactamy;
o aminoglykosidy;
a tetracykliny;
o makrolidy;
0 linkosamidy;
a glykopeptidy;
o chinolony;
o antimykotika;

o sulfonamidy.

2.1 Mechanismus ué¢inku antibiotik

Utinek antibiotik zavisi na zasaZeni cilové struktury v bufice. Ovliviuji syntézu bunééné
stény, plazmatické membrény, protosyntézy, nukleovych kyselin a inhibuji metabolismus

bakteridlni bunky.

2.1.1 Inhibice syntézy bunécné stény

Skupiny antibiotik, které zasahuji do syntézy bunécné stény a vyznacuji se baktericidnim

ucinkem napft. jsou B - laktamy, peniciliny, cefalosporiny. Peptidoglykan je dulezita slozka
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bunécné stény a jeho funkci je zajiStovat integritu bunky. Enzymy podstatné pro syntézu
peptidoglykanu disponuji transpeptiddzovou aktivitou a jsou oznacovany jako PBPs pro-
teiny (penicilin vdzané proteiny). B3 - laktamy se na PBPs proteiny vdzou kovalentni vaz-
bou. Vytvofeni vazby zapfi¢ini blokaci nové tvorby peptidoglykanu. Afinita penicilinii a
jinych B - laktamt k PBPs proteinu je ddna podobnou strukturu peptidii, piedevsim jejich
postrannim fetézcem termindlniho konce (D — alanyl — D — alanyl - dipeptidu). Pfitomnost
PBPs v buiice je nutnd pro vytvafeni zkiizenych vazeb, metabolickych drah a déleni bunky

[24, 25].

2.1.2 PorusSeni plazmatické membrany

Polypeptidy (kolistin, polymyxin B) tc¢inkuji jako detergencia na fosfolipidy, poSkozuji
cytoplazmatikou membrdnu, kterd ztraci svou permeabilitu a integritu [23]. Kolistin vytva-
i vazbu s anionty lipopolysacharidi. Vazba zpisobi vytésnéni védpniku a hoiciku
z membrdny, coZ vede ke zméndm v propustnosti membrdny, Uniku iontli a smrti.
V klinické praxi jsou kolistin (polymixin E) a polymixin B aplikovdny na multirezistentn{

kmeny gram - negativnich bakterii véetné E. coli [26].

2.1.3 Inhibice proteosyntézy

Antibiotika, kterd svym plsobenim narusi pribeh proteosyntézy, ptisobi baktericidnim i
bakteriostatickym tuc¢inkem na ribozomadlni jednotku. V zdvislosti na druhu antibiotické
drédhy zasahuji do velké (50S), ale i malé (30S) jednotky. MiZe nastat blokace enzymil

proteosyntézy nebo se proteosyntéza nemusi viibec rozbéhnout [27, 28].

Antibiotika, kterda ovliviuji syntézu bilkovin, se mezi sebou liSi chemickou strukturou.

Do této skupiny Ize napt. zaradit tetracykliny, chloramfenikol, aminogylykosidy.

.....

komlexu. Brani ve vytvoieni vazby na ribosom, coZ se odrazi v nedostatku aminokyselin
pro syntézu peptidového fetézce [23]. Uéinek je bakteriostaticky tzn. Ze riist a mnoZeni

mikrobu pretrvava po dobu podéni antibiotika.

2.1.4 Inhibice syntézy nukleovych kyselin

Preparaty ovliviujici syntézu nukleovych kyselin zasahuji do replikace nebo transkripce

DNA. DNA gyraza je pro buitku nepostradatelny enzym nutny pro tvorbu tercidlni struktu-
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ry DNA. Chinolony zpiisobi blokaci podjednotky DNA gyrazy a zabrani replikaci chromo-
zomu [23, 40]. Mezi latky, které inhibuji syntézu nukleovych kyselin, patii: chinolony,

rifampicin, nitroimidazoly. U¢inek t&chto latek je baktericidni.

2.1.5 Inhibitory metabolismu

Do této skupiny se fadi sulfonamidova antibiotika. Sulfonamidy blokuji enzym, ktery na-
pomédhd pfeméné kyseliny para - aminobenzoové na dihydrolistovou. PficemzZ kyselina
dihydrolistovd je prekurzorem kyseliny tetrahydrolistové. Sulfonamidy puasobi jako
kompetitivni inhibitory enzymu DHPS (dihydroptroét syntedza), ktery katalyzuje pfeménu
kyseliny para-aminobenzoové v pocatku probihajici premény [29]. Bakterie nejsou
schopny vyuZzivat preformovanou kyselinu listovou a tudiZ jsou zdvislé na syntéze z para-

aminobenzoové [23].

2.1.6 Charakteristika vybranych antibiotik

Nésledujici skupiny antibiotik byly vybrdny s ohledem na E. coli a moZnym vyskytem re-

zistence k danym skupindm antibiotik.

BETA - LAKTAMY

Ve struktufe B - laktamovych antibiotik je pfitomny B - laktamovy kruh. Na ten je pfipoje-
ny dalSi kruh, charakteristicky pro konkrétni skupinu — napf. peniciliny obsahuji péti¢lenny
kruh s atomem siry (thiazolidin), cefalosporiny maji kruh Sesticlenny taktéz s atomem siry
(dihydrothiazin). Dochdzi k inhibici bunécné stény vytvoienim komplexu mezi transpepti-
dazami (Casto to jsou napt. karboxypeptidazy ) a PBP (protein vézajici penicilin). Touto
vazbou se iniciuji autolytické enzymy, zplisobujici rozvolnéni bunécné stény s ndslednou
bunécnou smrti [27, 30]. Baktericidni ucinek penicilinii a cefalosporini je vymezeny
na dobu, kdy bakteridlni buiika roste, tzn. je v riistové fazi. Sirokospektré peniciliny dispo-
nuji Sirokou Skdlou antibiotiskych preparatti, kam napft. patii ampicillin, amoxicillin, pipe-
racilin, ticarcilin. Cefalosporiny jsou clenény na skupinu I. az IV. generace. Spektrum
ucinku zavisi na zplsobu, pisobeni vici B — laktamazdm a priniku pfes bunécnou sténu
[27]. 1. generace (cefalotin, cefalozin) ma uzké spektrum ucinku, pfedev§im na grampozi-
tivni bakterie. II. generace (cefuroxim, cefoxitin, cefamandol) rozsifila ucinnost na
gramnegativni tyCinky. III. generace (cefaperazon, cefotaxim, ceftazidin, cefsulodin, cefo-

dizim) prakticky nepiisobi na stafylokoky, ale jsou vysoce G¢inné na gramnegativni bakte-
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rie. IV. generace (cefpirom, cefepim) se vyznacuje rychlym proniknutim skrz zevni mem-

brdnu gramnegativnich bakterii [27, 31].

AMINOGLYKOSIDY

Chemickym zédkladem pro tato antibiotika je aminocyklitolovy kruh, na kterém jsou glyko-
sidickou vazbou piipojeny dva aminocukry [27]. Plsobi bakteriocidné tim, Ze interferuji
s formylmethionyl - tRNA na ribozomélni podjednotce 30S. Baktericidni aktivita je rychla.
Aminoglykosidy jsou transportovany aktivnim pohybem a je u nich popisovan tzv. postan-
tibioticky efekt. Tento efekt zplsobi, Ze Gc¢inek antibiotika, pietrvava i po uplynuti urcité
doby po podéni davky léku [32]. Aminoglykosidy zahrnuji nédsledujici antibiotika: strep-

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

TETRACYKLINY

Tetracykliny jsou antibiotika s bakteriostatickym t¢inkem. Molekula tetracyklinii obsahuje
Ctyti Sesticlenné kondenzované cykly [27]. Inhibuji proteosyntézu tim, Ze brani upevnéni
aminoacyl - tRNA na konkrétni misto dané ribozomélni podjednotky 30S. Vykazuje Siroké
spektrum pusobeni u grampozitivnich i gramnegativnich bakterii [28]. Zastupci patiici
do této skupiny jsou: tetracylin, chlortetracyklin, oxytetracyklin, doxycyklin, minocyklin,

thiacyklin [28, 31].

SULFONAMIDY

Sulfonamidy puasobi v bufnice jako konkuren¢ni inhibitory enzymu dihydropteordtu
(DHPS), ktery katalyzuje pfeménu kyseliny p - aminobenzoové (PABA), ta je prekurzorem
kyseliny listové. Pficemz piitomnost kyseliny je nezbytna pro syntézu nukleovych kyselin

[29]. Zastupci skupiny sulfonamidil jsou sulfametoxazol, sulfonamid/trimetoprim. [31].
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3 ANTIBIOTICKA REZISTENCE

Definovat pojem antibiotické rezistence lze n€kolika zplisoby. Je nutné zohlednit mikrobi-
ologické hledisko a taktéZ hledisko klinické. Dle klinické definice je ptivodce infekce re-
zistentni, je-li koncentrace antibiotika potfebnd k jeho inhibici vys$si, nez je dohodnuty
break - point (naméfenda hodnota inhibi¢nich z6n v mm). Nastane-li tento stav je vysoce
pravdépodobné, Ze selze 1é¢ba u tohoto aplikovaného antibiotika [33]. Mikrobidlni definice
vysvétluje antibiotickou rezistenci jako vlastnost bakterii. Pficemz bakterie je schopna
inaktivovat nebo vyloucit mechanismus tc¢inku antibiotické latky tim, Ze, blokuje jeji inhi-
bi¢ni nebo letdlni ucinky. To pak vede k preZziti mikroba bez ohledu na to, Ze byl vystaven

antimikrobialnimu ucinku [34].

V piipadé, Ze bakterie je rezistentni k vice antibiotikim oznacuje se tento stav jako multi-
rezistence. Problém multirezistence spo¢ivd v omezenych mozZnostech pti 1é¢bé [13]. Pre-
nos a Sifeni gent multirezistence je realizovan mezi lidmi, mezi zvitaty, mezi lidmi zvitaty
a prostiedim. Mozné §ifeni genti multirezistence mezi prasaty a driibeZ{ byl popsan v Cing.
Z celkového poctu 592 kmenil E. coli izolovanych z prasat a dribeZe (zdravych i nemoc-
nych jedinct) se vyskytla v 81 % multirezistnce k 5 - 6 antibiotikim. Velkd ¢ast multire-

zistence byla zjiSténa mezi cefalosporiny, aminoglykosidy a fluorochinony [35].

3.1 Vznik antibiotické rezistence

Pro nékteré druhy bakterii rezistence pfirozeny jev a je zakédovany v chromozomalnich
genech a je horizontdln¢ nepienosnd. Uplatiiuje se v evoluci mikroorganismii, jako Cinitel

potiebny pro adaptaci na nové Zivotni podminky [27, 34].

Ziskana rezistence mé geneticky podklad v mutaci nebo preneseni genu pro rezistenci po-
moci plazmidu nebo transpozonu [27]. Bakterie si vytvaii zptsoby, jak inaktivovat antibio-
tikum (napt tvorbou enzymil) nebo svou specifickou vlastnosti neumozni proniknout anti-
biotiku do buniky. Schématické zndzornéni mechanismii, kterymi bakteridlni buiika inakti-

vuje antibiotikum, jsou popsdny na obrazku (Obr. 1).
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Obr. 1. Mechanismy vzniku bakteridlni rezistence[36].

3.1.1 Enzymaticka rezistence

Enzymy modifikujici antibiotikum — nej¢astéjsi typ je inaktivace beta - laktamovych anti-
biotik beta-laktamdzami a jsou hlavni pfi€inou rezistence gram - negativnich bakterii na
tato antibiotika. p — Laktamdzy zpisobuji rozstépeni B - laktamového kruhu. Prvni kmeny
produkujici ESBLs (extended — spectrum — 3 - lactamasy) byly popsany jiZ roce 1983 a
mohutnd expanze horizontdlniho pfenosu genti méla za nasledek rozsiteni po celém svéte
de novo [33, 38]. Pfenos B - laktamdz je zprostiedkovdn plazmidy [23]. Jiné druhy enzy-
mil, které dokdZzi inaktivovat antibiotika, jsou napi. chloramfeniklové acetyltransferdzy

nebo makrolidové esterdzy, které zpisobuji rezistenci na antibiotikum chloramfenikol a

erytromycin [37].

3.1.2 SniZena propustnost bunécné stény

SniZenou propustnost bunécné stény lze navodit Castou piitomnosti antibiotické latky. Bu-
nécnd sténa na tuto skute€nost reaguje sniZenou permeabilitou a antibiotikum nepronikne
k ptedem danému cily. Gramnegativni bakterie transportuji nutrienty, které potiebuji pro

Zivot, pomoci prenaSecl tzv. porini. Tyto pasivni pienasece mohou vyuZivat antibiotika,
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jako transportni systém do nitra buiiky. Dojde-li vSak k strukturdlni zmén¢ porinu, antibio-
tikum ma cestu do bunky znemoznénou. Takova bunika pak ziska urcity stupen rezistence.

Popisovany mechanismus rezistence je vyvinuty u tetracyklini [33].

3.1.3 Eflux

Efluxni pumpy jsou transportni proteiny, které umozni zvySené vylucovani metabolitil z
bakteridlni buniky. V piipad¢ antibiotika dochdzi k cilenému vypuzovani z cytoplazmy a
v bunice se vyrazné€ sniZi koncentrace antibiotické latky. Pumpy pro svou praci potiebuji
energii. VyuZivaji volnou energii, energii elektrochemického potencidlu nebo vyuZzivaji
hydrolyzu ATP. Pocet efluxnich pump v jedné buiice mize byt n¢kolik. U E. coli je navic
popisovéna souvislost efluxnich pump a vzniku zkiiZzené rezistence, to je rezistence na vice
antibiotik podobné chemické struktury [38]. Efluxni pumpy mohou od¢erpavat nasledujici
skupiny antibiotik: peniciliny, cefalosporiny, aminoglykosidy, tetracykliny, makrolidy a

chinolony [28, 39].

3.1.4 Dalsi mechanismy

Dal$imi mechanismy, kterymi se bakterie mohou branit vici pusobeni antibiotika jsou

napt. modifikace cilové struktury nebo mutace v cilovych mistech.

Modifikace cilové struktury — takovou strukturou mohou byt napt. polysacharidy

v bunécné sténé. Cilenou zménou dochédzi ke znemoZznéni vazby antibiotika [33].

Mutace v cilovych mistech — zmutované geny, které koduji ribozomalni RNA, navodi re-

Mowve

k chinolonim [28, 39].

3.2 Ziskani a Sifeni rezistence

Bakterie vyviji mechanizmy, kterymi ziskdvaji antibiotickou rezistenci. Ziskanou rezisten-
ci bakterie obdrzi bud’ zménou stavajiciho genetického materidlu nebo ziskaji novy gene-
ticky materidl. Bakterie mohou geneticky materidl pfeddvat bakteriim stejného druhu, ale 1
odliSného druhu. Rekombinace u bakterii probihd jednosmérné mezi fragmentem jednoho
chromozomu (donorové buiiky) a kompletnim chromozomem (v recipientni butice). Bakte-

rie mé k dispozici tfi moZné mechanismy pienosu genetické informace. LiSi se mezi sebou
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tim, jakym zptisobem je DNA pienédsena z jedné buiiky do druhé. Jsou to konjugace, trans-

formace, transdukce [6].

3.2.1 Konjugace

Ptenos genetického materidlu z jedné bunky (donora) do druhé (recipienta) je uskutecio-
van tzv konjugaci. Pfi konjugaci je DNA pfendSena z donorové do recipientni bunky po-
moci konjugacniho kandlu. Ob¢ buiiky jsou v pfimém kontaktu. Piivésky oznafené jako F
- pilusy navédzou kontakt s recipientni buitkou. Syntéza téchto pilusi je fizena na malé
kruznicové DNA oznacené jako F - faktor (fertilitni). V pocatku replikace F - faktoru je
jeden fetézec DNA Stépen a mechanizmem otéacejici kruznice pfendsSen do recipientni bui-

ky. Pfenos F - faktoru je dokoncen pfti vzniku dvou donorovych bakterif [6].

3.2.2 Transformace

Transformace je proces, pii némz bakteridlni recipientni buiika pfijimd volné molekuly
DNA uvolnéné z jiné bakterie (z donorové buiiky). Frederick Griffith objevil v roce 1928
transformaci u Streptococcus pneumonie. Mechanizmy transformace byly déle detailné
prostudovany u S. pneumonie, Bacillus subtillis, Haemophilus influenzae, Neisseria gono-
rrhoeae. Bakterie miiZou transformaci ziskat geny pro rezistenci k penicilinu od nepato-

gennich bakterif [34].

3.2.3 Transdukce

Transdukce je uskutectiovana v ptipad€ napadeni buiiky bakteriofagem, pticemz nasleduje
pfedani DNA. Tento pfenos genetické informace byl objeven v roce 1952 Nortonem Zin-
derem a Joshuou Lederbergem, ktefi studovali auxotrofni kmeny Salmonella typhimurium
[41]. Existuji dva rizné druhy transdukce - nespecifickd (obecnd) a specifickd Nespecific-
ky transdukujici fagy mohou prendset jakykoliv gen z jedné bunky do druhé. U E. coli je
nejvice prostudovany nespecificky transdukujici fag P1 [6]. Specifickou transdukci usku-
tecnuji viry, které prendseji mezi bakteriemi jen urcité geny. Bakteriofdg lambda, ktery
infikuje stfevni bakterii E. coli miZe vyuZit metabolicky apardt E. coli k vytvafeni potom-
stva a tim buiiku bakterie usmrtit. Druhou moznosti je, vstoupit do specifického vztahu s E
coli (hostitelem) a replikovat svlij genom spolu s genomem hostitelskych bunék béhem

kazdého bunécného déleni [6].
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4 BAKTERIOCINY

N/ s

Koliciny jsou antibakteridlni toxiny, patiici do skupiny bakteriocintl, latek bilkovinné po-
vahy ptisobici proti jinym kmentim E. coli nebo blizce ptibuznym druhtim ¢i rodim. Tyto
proteiny jsou produkovany bakteridlnimi kmeny z Celedi Enterobacteriaceae (zv1asté pak
druhem Escherichia coli). PoCatecni signdl k syntéze kolicinti bunikou je vyslan v piipadé
stresu bunky (SOS systém). Tim mize byt nedostatek Zivin, UV zédfeni nebo antibitotikum

mitomycin C, které je ¢asto vyuzivano v laboratorni praxi [8].

Kolicinogenni kmeny E. coli mohou syntetizovat kromé kolicint také mikrociny. Ve srov-
nani s koliciny se nevysild pokyn k syntéze pomoci SOS systému, ale pfi nutricnim vycer-
pani (nedostatek uhliku, fosforecnanu pii ristu builky) nebo pfi nedostatku uhliku
v prostiedi. Mikrociny se projevuji vici piibuznym bakteridlnim druhtim silnou antibakte-

ridlni aktivitou [42].

Geny pro produkei kolicinii jsou kédovany na Col - plazmidech a tvoii jej gen pro aktivni
protein kolicinu, gen pro imunitni protein a gen pro lyticky protein. Naopak geny pro mik-

rociny mohou byt kédovany na plazmidech, ale i na chromozomech [42].

4.1 Koliciny

Koliciny gram - negativnich bakterii disponuji tfemi odliSnymi doménami: translokacni (N
- konec), receptorovou, cytotoxickou (C - konec). Receptorovd doména zajist'uje vazbu na
specificky receptor citlivé bakteridlni bunky, ktery se 1isi podle zatazeni kolicinu do skupi-
ny. Jakym mechanismem bude zprosttedkovan transport cytotoxické domény kolicinu pres

bunécny obal, zajisti N - termindlni sekvence translokacni domény [43].

Koliciny se rozd€luji dvou skupin podle vniknuti (translokace) kolicinu do bunky. Skupina
A (E1 —E9, K, L, N, S4, U, Y) vyuziva pro pfemisténi kolicinu tzv. Tol systém. Je tvoien
pcti proteiny TolQ, TolR, TolB, TolA a Pal. Tyto cytoplazmatické proteiny, které jsou
lokalizovany ve vnéj$i membran¢, v periplazmatickém prostoru i v plazmatické membrané
umozni prechod kolicinu do buriky [44]. Proteiny kolicint E1 - E9 casto vyuZivaji vazbu
na receptor pro pienos vitaminu B12 nebo Zeleza do buiiky, nebot’ jsou vybaveny velkou

afinitou pro tento receptor [45].

Skupiné B (B, D, Ia, Ib, M, 5 a 10) slouZi pro transport proteint tzv. systém Ton. Sklada se

ze tii bilkovin TonB, ExbB a ExbD. Protein TonB je pevné ukotven v plazmatické mem-
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bran¢ jeho N - termindlni sekvenci, zbyld cast zasahuje do periplazmy aktivni C -
termindlni sekvenci. ExbB a ExbB jsou soucasti plazmatické membrédny a vytvafi tak cel-
kovy funkcni Ton systém [46]. Tento systém, slouzi jako specificky transportér kolicinli

[47].

Diéle je mozno koliciny rozd¢lit dle cilového mista letdlniho t¢inku C - koncové domény

na:

» Kkoliciny depolarizujici plazmatickou membranu — A, B, El, Ia, Ib, K, N, S4, U,
Y, 5, 10; kolicin N usmrcuje bunky relativn€é snadnym translokacnim
mechanismem. Translokacni cesta je uskute¢néna pomoci vnéj$tho membranového

proteinu F (OmpF) [48].

» koliciny s DNA endonukleazovou aktivitou — E2, E7, E8, E9; kolicin E8 zpiso-
buje bunécnou smrt tim, Ze zptisobi degradaci chromozomalni DNA. Aktivni cyto-
toxickd endonukledzova doména kolicinu E8 hledd H — N - H skupinu s podobnou

endonukleazou [49].

» Kkoliciny blokujici proteosyntézu — D, E3, E4, ES, E6; kolicin ES5 $tépi ¢tyfi tRNA
obsahujici upravené nukleotidové sekvence. Nasleduje zablokovani syntézy bilko-

vin a bunécna smrt [50].

= koliciny degradujici peptioglykan — kolicin M zastavuje syntézu peptydoglykanu

tim, Ze katalyzuje rozklad lipidi, které jsou soucésti peptidoglykanu [51].

4.2 Mikrociny

Mikrociny jsou antibakteridlni peptidy s nizkou molekulovou hmotnosti. Obecné jsou to
hydrofébni molekuly a vykazuji vysokou tepelnou stabilitu. Geny na plazmidech nebo
chromozomech kdéduji mikrocinovy prekurzor, imunitni faktor a sekrecni proteiny spolec-
n¢ s enzymy, které uddvaji mikrocinu strukturu a mechanismus d¢inku. Pfi produkci mik-
rocini nedochdzi k poskozeni vlastni buiiky a bakterie tim ziskdva velkou selekéni vyho-
du, naopak pfi porovnéni s koliciny, kdy produkujici buiika je usmrcena [52, 53]. Cilem

pusobeni mikrocystinli jsou enzymy zodpovédné za DNA/RNA syntézu ¢i strukturu [42].
Podle molekulové hmotnosti se mikrociny rozdé€luji do dvou skupin:

= Skupina I. (B17, C7, J25) — vSechny tfi mikrociny jsou produkovany E. coli pii-

¢emZ genetickd informace je nesena plazmidy. Tato skupina s molekulovou hmot-
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nosti 1 - 3kDa, podstupuje posttranslacni modifikaci [53]. Mikrociny skupiny I.
svym silnym baktericidnim t¢inkem piisobi proti Sirokému spektru bakterii véetné

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

= Skupina II. (sk. I1a, sk. IIb) — spoleCnym znakem této skupiny je vyssi molekulova

hmotnost 4,9 - 8,9 kDa Tyto mikrociny se déle déli na dvé podskupiny [42].

4.3 Vyuziti kolicini a mikrocini

Literatura popisuje uplatnéni kolicint a mikrocinil ve veterinarni i humanni mediciné nebo
také pti konzervaci potravin [55]. Nové popsany mikrocin S, zafazeny do skupiny II, je
schopen potlacit a sniZzovat ptilnavost enteropatogennich E. coli E2348/69. Tento mikrocin
S je produkovéan probiotickym kmenem E. coli G3/10. Probioticky piipravek obsahujici
zminény probioticky kmen, byl pouzit k 1é€b¢ gastrointestindlnich poruch u dospélych lidi

a také malych déti [57].

Dalsi studie popisuje vyuziti kolicinu M, jako mozného antimikrobidlniho kandidata,
vzhledem k nartstajicim poc¢tiim antibiotické rezistence. Velmi malé koncentrace kolicinu
M chrani bunécny obal bakterie a buiika v jeho pifitomnosti nespousti SOS reakci, kterou

by vyvolala naptiklad tradi¢ni antibiotika [58].
Cilem aplikace bakteriocinli v potravindiském pramyslu je ochranit potraviny pted pato-
gennimi bakteriemi. Komeréné vyuZivany bakteriocin nisin slouZi k ochrané syrii pred

nebezpecnou bakterii Listeria monocytogenes [56].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo:

e stanovit antibiotickou rezistenci a kolicinogenii u ziskaného souboru kment E. coli

izolovanych z potravin;

e zpracovat dostupné vysledky o antibiotické rezistenci, kolicinogenii a bakteriocino-
typizaci u kment E. coli izolovanych z potravin na Fakulté¢ technologické UTB
ve Zlin¢ v letech 2006 - 2012, hledat souvislosti mezi vyskytem obou fenoménii a

formulovat obecné zaveéry.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

6 MATERIAL

V praktické ¢4sti byla u vybranych kment provedena diskova difuzni metoda ke stanoveni

citlivosti na antibiotika a vpichova metoda ke zjiSténi produkce kolicind.

6.1 Piistroje
» digitdlni vdha Kern&Sohn (GmbH, Némecko)
= antibiotické disky (Oxoid Ltd., Velka Britanie)
» biologicky inkubdtor (Memmert, Némecko)
= denzitometr DENZI-LA-METEREMO (Lachema, CR)
= automatické mikropipety (Nichyryo, Japonsko)
* homogenizitor Stomacher (Seward Ltd., Velka Britanie)
= Biohazard box EUROFLOW (Clean Air, Holandsko)
= parni sterilizdtor Varioklav 135S (H+P Labortechnik, Némecko)

= bézné laboratorni sklo

6.2 Kultivaéni média

V nasledujicich tabulkach (Tab. 1 - 5) jsou uvedena jednotlivd sloZeni pouzitych kultivac-

nich pid.

Tab. 1. SloZeni masopeptonového bujonu (MPB).
Masovy vytazek (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 3g
Pepton (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 5¢g
NaCl (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod) 3g
Destilovand voda 1000 ml




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

Tab. 2. Slozeni masopeptonového agaru (MPA).

Agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 15¢
Masovy vytazek (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 3g
Pepton (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 5¢g
NaCl (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod) S5¢g
Destilovand voda 1000 ml

Tab. 3. SloZeni Endo agaru (EA).

Zivnd puda (Endo agar, HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., 41,5 ¢
Indie)
Destilovand voda 1000 ml

Tab. 4. SloZeni Mueller — Hinton agaru.

Zivna puda (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 38¢g

Destilovana voda 1000 ml

Tab. 5. SloZeni fyziologického roztoku.

NaCl (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod) 85¢g

Destilovana voda 1000 ml

Nejprve byly odvdZeny jednotlivé slozky piid a nédsledné rozpustény v predem stanovém
objemu. Nasledujicim krokem byla sterilizace v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

Potom se pida rozlévala do sterilnich Petriho misek nebo zkumavek.

6.3 Chemikalie

= chloroform (Penta, Cesk4 republika)




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

= ATB disky (OXOID, Velka Britanie) - v tabulkach (Tab. 6 - 8) jsou uvedeny pouzi-
té sady antibiotik G1, G2 a G3

Tab. 6. Sada G1.

Zkratka ATB Nazev ATB

AMP Ampicilin
KF Cefalotin

DO Doxycyklin

CXM Cefuroxim

CIP Ciprofloxacin

SXT Sulfametoxazol/trimetoprim
OA Kys. oxolinova

Tab. 7. Sada G2.

Zkratka ATB Nazev ATB
CN Gentamicin

CTX Cefotaxim
CAZ Ceftazidim

AMC Amoxycilin/klavulanat

ATM Aztreonam
C Chloramfenikol
CT kolistin

Tab. 8. Sada G3.

Zkratka ATB Nazev ATB

AK Amikacin

SCF Cefoperazon/sulbaktam
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TZP Piperacilin/tazobaktam
FEP Cefepim

IPM Imipenem
MEM Meronem

TGC Tigecyklin

6.4 Pouzité bakterialni kmeny

Piehled izolovanych kment E. coli pouZzitych v této diplomové praci jsou shrnuty v Tab. 9.

Yev .o 2

Izolaty kment E. coli pochdzeji z potravin Zivo¢isného puvodu zakoupenych pro zpraco-

vani diplomovych praci Steklové V., Soukalové L. a Mikové L. [59, 60, 61] a dile byly

pouzity izolaty sbirky kmenii E. coli z Fakulty technologické UTB ve Zlin€é. VSechny

vzorky uvedené v Tab. 9 byly uchovany v zamrazeném stavu pii —80 °C.

Tab. 9. Identifikace vzorkii.

V(Zj;srllfu Datum zakoupen{ Niézev, vzorku

62 03/2006 ktZe chlaz. kurat, fa Raciola Jedlicka s.r.o
66 03/2006 kaze chlaz. kurat, fa Raciola Jedli¢ka s.r.o
87TW {2006 vepr. separat, sbirka kment F. tech., Zlin
88W 2006 vepr. separdt, sbirka kment F. tech., Zlin
89W 2006 vepr. separat, sbirka kment F. tech., Zlin
o0wW | 01/2007 kaze chlaz. kurat, fa Raciola Jedlicka s.r.o
91W |01/2007 kaze chlaz. kurat, fa Raciola Jedlicka s.r.o
92W. 2006 vepiovy separdt, sbirka kment F. tech.,Zlin
93 01/2007 kaze chlaz. kurat, fa Raciola Jedli¢ka s.r.o
98W | 01/2007 kaze chlaz. kurat, fa Raciola Jedlicka s.r.o
127W | 07/2009 kaze chlaz. kurat, fa Raciola Jedlicka s.r.o
222 11/2010 baZzanti prsni svalovina, Bazantnice Svatobo-
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223 11/2010 bazanti stehenni svalovina, Bazantnice Sva-
toborice - Mistiin

224 11/2010 bazanti jatra, BaZantnice Svatobofice - Mis-
trin

225 11/2010 bazanti jatra, Bazantnice Svatobofice — Mis-
tfin

226 11/2010 bazanti prsni svalovina, Bazantnice Svatobo-
fice — Mistfin

227 11/2010 bazanti jatra, Bazantnice Svatobofice -
Mistiin

228 11/2010 bazanti jatra, Bazantnice Svatobofice -
Mistiin

229 11/2010 bazanti prsni svalovina, Bazantnice Svatobo-
fice — Mistfin

230 11/2010 bazanti jatra, Bazantnice Svatoboftice-Mistiin
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7 METODY

7.1 Stanoveni antibiotické rezistence diskovou difuzni metodou

K provedeni metody, kterou se stanovi citlivost k antibiotikiim, je zapottebi mit k dispozici
Cerstvou bakteridlni kulturu. Ta byla ziskdna zaockovdnim na MPA a kultivaci
pii 37 °C/24hodin. Z této kultury bylo pfipraveno inokulum ve sterilnim fyziologickém
roztoku odpovidajici zakalu 1. stupné McFarladovy stupnice. Jeden mililtr inokula byl
pfenesen na povrch Mueller - Hintonova agaru. Nadbyte¢né mnoZstvi bylo odpipetovéano a
po zaschnuti byly kladeny jednotlivé antibiotické disky na povrch ptdy. Petriho misky
byly vlozeny do termostatu pii 37 °C/24 hodin. Po uplynuti doby byla métfena inhibicni

z6na s naslednym porovndnim dle doporuc¢enych standardi.

Pouzity byly antibiotické disky Oxoid, v sadich G1, G2 a G3. Antibiotikum Cefalotin
(KF) patiici do sady G1 nebylo u testovanych vzorkd pouzito, z diivodu nedostupnosti
antibiotickych diskii stejného vyrobce. Antibiotické disky Ciprofloxacin (CIP) a Sulfame-
toxazol/trimetoprim (SXT) byly uzity jen u dvou vzorki, Cefoperazon/sulbaktam (SCF) a
Piperacillin/tazobaktam (TZP) byly aplikovany u péti vzorki ze stejnych divodua jako an-
tibioticky disk KF.

7.2 Kvantitativni stanoveni produkce kolicini

Pro stanoveni kolicinogennich E. coli byla pouzita vpichovd metoda. Testované kmeny
byly vpichem oc¢kovany do MPA a kultivovany pii 37 °C/24 hodin. Bakterie pfitomné na
plotndch agaru byly usmrceny parami chloroformu (30 minut). Suspenze tvofend 3 ml
MPA agaru (1,05%) a 100 pl Cerstvého indikatorového kmene byla pouZzita k vytvoieni
horni vrstvy agarové plotny. Jako indikatorové kmeny pro produkci kolicinli byly apliko-
vany E. coli ¢, E. coli P400, E. coli Sabina 40, E. coli K 12 Row, E. coli B1 [62]. Pii vy-

hodnoceni byla zjistovana pfitomnost inhibi¢nich z6én.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Stanoveni antibiotické rezistence

Antibiotickd rezistence byla zjiStovdna u 9 izolath E. coli, u kterych nebyla provedena
diskova difuzni metoda. U téchto izolatd byla realizovdna bakteriocinotypizace [61]. Kme-
ny E. coli byly izolovany z baZzanti svaloviny a jater. Naméfené hodnoty inhibi¢nich zén v
mm (tzv. break - pointy) byly srovndny se standardy stanovené Biologickym ustavem Lé-
katské 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 vyhodnocovany podle jednotli-
vych standardi (MU, EUCAST, BSAC), je nutné respektovat odliSnou koncentraci nékte-
rych antibiotickych diskl a odliSnosti tykajici se nedefinovani standardii nékterych antibio-

tik [64].

Prehled rezistentnich kment, zahrnujici vyhodnoceni vysledkii podle vSech tfi standardu je
shrnuty v Tab. 10. Pro nedostupnost dalsich antibiotickych diskl stejného vyrobce, nebyla
testovana citlivost na antibiotikum cefalotin (KF). Tam, kde neni uveden celkovy pocet
testovanych vzorkl (9), byly antibiotické disky pouZity jen u popsaného poctu vzorkl

z divodu nedostupnosti antibiotickych diski.

Tab. 10. Pocty rezistentnich kmenii, vyhodnocené dle MU, EUCAST, BSAC.

MU EUCAST BSAC
Pocet ziskanych rezistentnich Pocet ziskanych rezistentnich Pocet ziskanych rezistentnich
ATB | kmeni/celkovy pocet testovanych | kmeni/celkovy podet testovanych | kmeniv/celkovy podet testovanych
kment kment kment

AMP 9/9 9/9 9/9

KF - - -

DO 9/9 neni definovan standard 9/9
CXM 9/9 9/9 8/9

CIP 0/2 0/2 0/2

SXT 0/2 0/2 02

OA 1/9 neni definovan standard neni definovdn 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 077 neni definovan standard /7

AK 0/9 0/9 0/9
SCF 0/6 neni definovan 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

Vsech 9 izolatd E. coli z bazantitho masa a jater bylo rezistentni na ampicilin (AMP), cefu-
roxim (CXM) a amoxycilin/klavulanidt (AMC). Jak z Tab. 10 vyplyva, tato shodnd rezis-
tence byla nalezena pfi porovnani a vyhodnoceni vSech tii standardi (MU, EUCAST,
BSAC). Procentudlni vyjadreni nebylo popsano vzhledem k malému poctu zkoumanych
kment, nicmén¢ informace o rezistenci budou zahrnuty a zohlednény do celkového zpra-

covani vysledku z let 2006 - 2012, zahrnuto v piiloze PIL.

8.2 Stanoveni kolicinogenie

Pro stanoveni produkce kolicini byly vybrany izolaty E. coli z dribeziho masa pochdzejici
z diplomové price V. Steklové a vepiové izoldty ze sbirky kmenti Fakulty technologické
UTB ve Zliné [59]. Tyto zminéné izolaty nebyly testovdny na produkci kolicinid a chybély
do celkové hodnoceni sesbiranych kment z let 2006 - 2012 . Tab. 11. popisuje zazname-
nané vysledky vpichového pokusu. Pfi testovdni 11 vzorki byla zjiSténa kolicinogenie u 7
vzorkii. U 7 kolicinogennich vzorkd byla provedena také bakteriocinotypizace [65].

Z vysledki bylo zjiSténo, Ze izoldty produkuji 5 typt kolicinil a Zddné mikrociny. VSechny
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analyzované izolaty E. coli produkuji nejméné jeden typ kolicinu a nejcastéjSim typem

kolicinu byl kolicin E8. Ten byl zjistén u 5 izolata.

Tab. 11. Vyhodnoceni vpichového pokusu

Oznaceni
E. coli |E. coli | E. coli | E. coli | E. coli | Bakteriocinotypiza-
testovaného
(0] P 400 |Sab40| Row B1 ce [65]
kmene
62 - - - - -
66 - - - - -
87TW + + + + + E7, E8
88W + + + + + E7, E8
89W + + + + + El
20w - - - - -
I1W + + + + + Y
9N2W + + + + + U, Y, ES8
93 + + + - + E8
I8W + + + + + E7,E8
127W - - - - -

8.3 Zpracovani ziskanych vysledku antibiotické rezistence a kolicinoge-

nie z let 2006 - 2012

VSechna dostupnd data ziskand o antibiotické rezistenci a kolicinogenii u izolati E. coli
z let 2006 - 2012 jsou uvedena v Ptiloze PI [59, 60, 61, 65, 66, 67, 68, 69], véetné vysled-
kt ziskanych v této praci. Celkem byly shromazdény ddaje o 120 izolatech E. coli poché-
zejicich ptrevazné z dribeziho masa (89 izolati), jinych potravin (13 izolatd), vepiového

masa (9 izolatd), baZantich jater (5 izolatil) a bazantiho masa (4 izol4ty).
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8.3.1 Antibioticka rezistence u izolati E. coli pochazejici z potravin

Vsech 120 kment bylo testovano diskovou difuzni metodou ke zjisténi rezitence vuci anti-
biotiklim. Nejvyssi rezistence byla zaznamendna na cefalotin (KF) u 79 kment (66 %) a
ampicilin (AMP), kde bylo rezistentnich taktéZ 79 kment (66 %). Rezistenci u aminopeni-
cilinti v Ceské republice ma neustile zvysujici se tendenci. Podle tdajii z databdze EARS
Net se zvysil vyskyt rezistentnich kment E. coli v Ceské republice v letech 2001 - 2011 na
aminopeniciliny, fluorochinolony a cefalosporiny III. generace. NejvySsi narust byl za-
znamenan u aminopenicilintt z 42 % (2001) na 61 % (2011) [70]. Vysledky zjisténé touto
praci potvrzuji vysokou miru rezistence viiéi ampicilinu v Ceské republice. Obrazek (Obr.

2) popisuje zjisténé souhrné pocty rezistentnich kmenti z let 2006 — 2012 na jednotlivd

antibiotika.
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Obr. 2. Popisuje zjisténé celkové pocty rezistentnich kmenii u jednotlivych antibiotik

Dribezi izolaty tvorily nejvétsi skupinu (89) zkoumanych kmenti. U 89 kmenti E. coli byla
zjiSténa nejvyssi rezistence k cefalotinu (KF) a to u 66 (74 %) kmenl a k ampicilinu
(AMP) 54 (61 %) kmenti. Pii monitorovani stavu rezistence E. coli v ¢eskych driibezar-
nidch bylo shromdzdéno 239 kmeni E. coli s29 % vyskytem rezistence k ampicilinu
(AMP), coZ je v porovnani s vysledky ziskanymi touto praci o polovinu nizsi incidence
[71]. MoZnym vysvétlenim takového rozdilu tkvi v rozdilném plvodu izoldti. Vzorky
z chovu pochazely z exkrementt driibeze, na rozdil od vzorkl sbirky Fakulty technologic-
ké, které byly izolovdny z masa driibeze. DriibeZi maso mohlo byt sekunddrné kontamino-

vano, kdy pfi pordzce, prepravé nebo prodeji nebyly dodrzeny zdsady spravné hygienické
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praxe (HACCP). V letech 2010 - 2011 probihal sbér vzorka dribeZe z maloobchodni sité a
ekologickych farem ve Spanélsku. Bylo ziskdno 120 driibeZich izolatd s pozitivnim nale-
zem E. coli. Pomoci diskové difuzni metody provedli test na citlivost antibiotik
s vysledkem 75 % rezistenci k ampicilinu (AMP) [72]. Tento tidaj koresponduje s udaji o
rezistenci ampicilinu v této praci. Naopak v Ciné byla zjisténa vysokd incidence k ampici-
linu 99%, doxycyklinu 93% a tetracyklinu 91%. Izolaty kemnt E. coli taktéZ pochézely

z kurat a citlivost k antibiotikiim byla testovdna diskovou difuzni metodou [35].

Prekvapivym vysledkem u 43 driibezich kmeni (48 %) byla rezistence k amikacinu (AK).
Pramérny vyskyt rezistence amikacinu (AK) v Ceské republice vroce 2011 byl 9 % a
v Ceskych drubezich chovech se rezistence objevila pouze v 1 % [70, 71]. Pti tak velkém
zaznamenaném rozdilu by bylo vhodné opétovné provedeni tohoto stanoveni k ovéreni

rezistence vuci tomuto antibiotiku.

Pokud je bakterie rezistentni k vice antibiotiktim, pak je tzv. multirezistentni. Lécba nemo-
ci, které jsou vyvolané multirezistentnimi kmeny je pak zna¢n€ komplikovana. Geny rezis-
tence se Sifi pomoci R - plazmidd mezi riznymi bakteriemi, odliSnymi geneticky i vyvojo-
v¢é [13]. Multirezistence byla potvrzena u 112 kmenti (93 %) na 2 az 8 antibiotik. Nejcas-
téjSi kombinace byla cefalotin/ampicilin/doxycyklin. Multirezistenci napomahd neustalé
zvySovéani spotieby antibiotik v celé Evropé. To dokazuje publikace vydand v roce 2010
ECDC v souhrnu nejnovéjsich udajii o spotfebé antibiotik v evropskych zemich [73].
V CR jsou nejvice poddvand antibiotika peniciliny, nasleduji makrolidy, linkonsamidy, a
tetracykliny [73]. ZjiSténd vysoka rezistence k antibiotiku ampicilinu (74 %) v této praci
pravdépodobné potvrzuje skute¢nost vysoké spotieby penicilinit v huméanni i veterinarni

medicing.

8.3.2 Kolicinogenie u izolati E. coli z potravin

Pti testovani 120 izolatd E. coli byla zjisténa kolicinogenie u 51 kmenil, coz ptedstavuje
43 % (Priloha I). U produkénich kmenti byla provedena také bakteriocinotypizace [61, 65].
Bylo zjiSténo 11 druhti kolicinli a 5 druhii mikrocint. Pouze 12 (24 %) kment produkuje
jeden typ bakteriocini. U ostatnich 23 (44 %) kmeni byla zjiSténa vicenasobnd produkce,
tzn. 3 a vice druhti kolicinli a mikrocinli. Mira incidence kolicinogenie u dribeZiho a vep-
fového masa v literatufe je popisovana v 39 % [74]. Puvod kolicinogennich vzorkl E. coli

a udaje o nich, popisované v literatufe jsou prevazn¢ z exkrementl (humdnnich i zvite-
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cich). Studium kment E. coli pochdzejici z gastrointestindlniho traktu lidi, bylo zapocato
v 20. letech minulého stoleti s 20 % incidenci kolicinogenie [75]. Byl izolovan kolicino-
genni kmen E. coli (C6 = @), dnes vyuZivany jako jeden z indikatorovych kment pfi vpi-
chovém pokusu. V roce 2006 byla publikovana studie vyskytu bakteriocinli (zahrnujici
koliciny i mikrociny) jiz v 38 %, pochézejicich z 266 lidskych fekdlnich izolath [52].
V Bangladesi uskuteénénd analyza vzorkll pochézejici z dribeziho masa, pekaiskych vy-
robkl a lidskych, kravich, dribezich vykali zjistila pfitomnost kolicinogennich kment
v 46 %, z toho nejvyssi procento bylo z lidskych (83 %) a kravich (67 %) vykala [76].
Vyssi procentudlni vysledky kolicinogennich kmenii z vykald, pravdépodobné mohou mit
pfimou souvislost s pfitomnosti E. coli ve stievech savcil, kterd je soucdsti bakteridlni mik-

roflory.

8.3.3 Zjisténé souvislosti mezi antibiotickou rezistenci a kolicinogenii u kmenii E.

coli izolovanych z potravin

Ze 120 izolata E. coli bylo 51 (43 %) kolicinogennich producentli, pfiCemz alespon na
jedno antibiotikum byly rezistentni 4 kmeny (8 %) izolatd. Tabulka (Tab. 12) uvadi, jak
jsou kmeny produkujici koliciny citlivé ¢i rezistentni (1, 2, 3 a vice) na antibiotika. Velmi
madlo kolicinogennich kment je citlivych ¢i rezistentnich vi¢i maximalné dvéma antibioti-
kiim. U velké vétsiny (83 %) se vyskytla multirezistence vici 3 a vice antibiotikiim, coz je
J1Z moZno povazovat za vyznamné zjiSténi.

Tab. 12. Souvislost vyskytu kolicinogenie s vyskytem citlivosti a rezisten-

ce na antibiotika.

Kolicinogenie (po¢et kmenii) | Antibioticka rezistence (pocet ATB)

4 1
3 2
43 3 avice

Nejvyssi rezistence kolicinogennich kmenil se vyskytla u cefalotinu (KF) v 50 %, doxy-
cyklinu (DO) 39 % a 21 % u ampicilinu (AMP). JelikozZ je rezistence i kolicinogenie k-
dovéna geny, lze vyvodit moZnou souvislost mezi produkci kolicinli a typem rezistentniho

antibiotika. Studie mapujici stav antibiotické rezistence u indidni pochazejici z Bolivie
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s nizkou antibiotickou expozici, shromazdila 113 kment E. coli. Z provedené analyzy vy-
plynulo, Ze v pfitomnosti genu kddujici rezistenci k ampicilinu byla potvrzena produkce
kolicint. Taktéz tomu bylo i u tetracyklinu [77]. Z vysledki této prace 1ze ¢astecné potvr-
dit skute¢nost u rezistence ampicilinu. U kment produkujicich koliciny byla zji$téna rezis-

tence k ampicilinu v 21 %.

Nejcastéjsi zastoupeni mély kolicin E8 (16 kmentl) a mikrocin V (16 kmentl), Ia (15 kme-
nu), kolicin E7 a B (14 kment), kolicin Ib (11 kment), kolicin E1 a mikrocin B17 (8 kme-
nt). Soucasné se u kolicinu E7 a E8 vyskytla rezistence na cefalotin (KF), piperaci-
lin/tazobaktam (TZP) a kolistin (CT). U kolicinu Ia a Ib byla pfitomna rezistence na ampi-
cilin (AMP), amoxicilin/klavuldt (AMC), cefuroxim (CXM) s doxycyklin (DO). Mikrocin
V m¢él nejvice rezistenci k ampicilinu, doxycyklinu, cefuroximu. Jinych vysledki bylo
dosazeno u izolovanach kmenl E. coli pochdzejicich od pacientii trpicich infekci moco-
vych cest. U kment produkujici mikrociny nebyla vyznamné prokdzdna multirezistence
k antibiotiktim [78]. Podobny zavér byl formulovan ve studii provedené v Argenting. Zjis-

ténd mira rezistence nebyla nijak vyznamna [79].
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ZAVER
U ziskaného souboru kmenitl E. coli byla provedena diskova difuzni metoda ke stanoveni

citlivosti na antibiotika a vpichova metoda ke zjiSténi produkce kolicind.

Antibioticka rezistence byla zjiStovadna u 9 kmeni E. coli izolovanych z bazanti svaloviny
a jater. Tyto izolaty byly vybrany s ohledem na skutecnost, Ze izolovanané bazanti kmeny
E. coli jsou soucasti celkové sbirky kmenii E. coli z potravin a informace o vyskytu rezis-
tence zde chybély. Ziskané vysledky ukazaly, ze vSechny bazanti kmeny E. coli byly rezis-

tentni na ampicilin, cefuroxim a amoxicilin/klavulanat.

Kvantitativni stanoveni produkce kolicinti bylo testovano pomoci vpichového pokusu. Zis-
kané izolaty byly rovnéz vybrany z diivodu, chybéjicich vysledkil pottebnych pro zahrnuti
do celkového vyhodnoceni. Testovano bylo 11 kmenti E. coli a 7 z nich bylo produk¢nich.
Bakteriocinotypizaci bylo zji§téno, Ze kmeny produkuji 5 typl kolicinli a Zddny mikrocin.
Vsechny produkcni kmeny vytvareji nejméné jeden typ kolicinu a nejcastéji byl detekovan

kolicin ES8.

Vsechny ziskané vysledky byly zahrnuty do celkového seznamu sbirky izolath E. coli
z potravin z let 2006 — 2012. Bylo nashromazdéno 120 izolatt kmenti E. coli, pochazejici
nejcastéji z driabeziho masa, jinych potravin (syry, zdkusky), vepfového masa, bazantiho
masa a jater. V prubchu let byla provedena stanoveni kment E. coli k rezistenci antibiotik,
produkce bakteriocini a bakteriocinotypizace. Z metod byly pouZity diskova difuzni meto-
da k urcenf citlivosti k antibiotiktim, vpichovy pokus pro produkci kolicinii a metoda PCR

pro urceni typu bakteriocinu.

Zjisténé vysledky tykajici se antibiotické rezistence ukdzaly, Ze nejvice kment E. coli bylo
rezistentnich na antibiotikum cefalotin a ampicilin. Tyto rezistentni kmeny byly izolovany
v kazdém roce vytvotené sbirky. Naopak nejmén¢ rezistentnich kmend bylo na cefepim,
cefotaxim, imipenem a meronem, pfi¢emz vétSina téchto rezistentnich izolath byla ziskdana
v prvnim roce vznikajici sbirky. Trend ndrtstu v dalSich letech nebyl pozorovan. Déle byla

v celé sbirce zaznamendna vysokd mira multirezistentnich kment.

Kolicinogenni kmeny produkovaly 11 druhti kolicinti a 5 druhd mikrocint. Ddle kmeny

vykazovaly multiprodukci bakteriocinti na 3 a vice druht.

Z dostupnych vysledkll vyplynula vzdjemnd souvislost mezi kolicinogenii a multirezisten-

ci. U kolicinogennich kment byla zaznamendna nejvetsi mira rezistence k antibiotikiim
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cefalotinu doxycyklinu a ampicilinu. U produk¢nich kmenii byly nejcastéji detekovany
koliciny Ia, E8, E7, B a mikrociny V, B17 a C7. Dal$im spole¢nym znakem u kment pro-
dukujici koliciny typu E7 a E8 byl poznatek ke spolecné rezistenci k cefalotinu, piperacili-
nu/tazobaktamu a kolistinu. Spole¢na antibiotickd rezistence k ampicilinu, amoxicili-
nu/klavulanatu, cefuroximu a doxycyklinu byla detekovdna u kmenti produkujici kolicin Ia

alb.
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C....citlivy, R....rezistentni, I....intermedidlni, X....nebylo testovdno;

nebyl detekovan Zadny z bakteriocini B, M, Y, V, C7, L, B17, Ia, Ib, E1, E2, ES,
E6, E7, E8, E9;

vzorky 148 a 152 nebyly testovdny na rezistenci z divodu nemozné opétovné kulti-

vace, kmeny nebyly ozZiveny.



