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Testovani antibiotické rezistence multihostitelskych druhi
bifidobakterii

Souhrn

Antibioticka rezistence a jeji mozny pienos z komenzéalnich bakterii na patogenni
je velkym problémem dne$ni doby. Tato prace se zabyvala vyskytem antibiotické rezistence
u multihostitelskych druhti bifidobakterii, pfitomnych ve sttevni mikrobioté ¢loveka a riznych
zvitat. Konkrétné se jednalo o druhy B. animalis, B. adolescentis, B. dentium, B. globosum,
B. lactis a B. pseudolongum. Cilem prace bylo zjistit inhibi¢ni schopnost komeréné
pouzivanych antibiotik v humanni i veterindrni mediciné vici bifidobakteriim a pfinést nové
poznatky K této problematice. V nami stanovené hypotéze jsme piedpokladali, ze vzorky
bifidobakterii pochazejici od hostitelii s ¢astéjSim vystavenim antibiotické terapii budou
vykazovat vétsi vyskyt rezistence na testovana antibiotika. Teoretickd ¢ast této prace
se zam¢tila na popis rodu Bifidobacterium a vybranych skupin antibiotik, rezistenci, jeji pfenos
a problémy s ni spojené. V praktické Casti bylo celkem otestovano 73 antibiotik v komeréné
dostupnych koncentracich pro testovani diskovou metodou na 40 vzorcich bifidobakterii
pochazejicich od zdravych i nemocnych lidi, zvifat z pokusného chovu i od zvifat ze ZOO.
Vzhledem k velkému mnozstvi testovanych antbiotik bylo testovani pojato jako screening
pomoci diskové diftizni metody. Zkoumano bylo také, jak bude inhibi¢ni aktivitu ovliviiovat
schopnost agregace, zda bude mit vliv pivod bifidobakterialniho kmene ¢i zda existuje spojitost
mezi antibiotickou terapii hostitele a rezistenci izolovanych bifidobakterii.

Z nami ziskanych vysledkil vyplyva, Ze citlivost na antibiotika je znacné druhové, ale
I kmenové specificka. Bylo zjisténo, ze agregacni schopnost vzorku ma vliv na inhibi¢ni
aktivitu, naopak se neprokazal vliv pivodu vzorku. Vysledky naznacuji, ze vystaveni hostitele
Casté antibiotické terapii by mohlo mit vliv na vyskyt rezistentnich kmend, pro prokazani
hypotézy by vSak bylo zapotiebi dalSiho zkouméni. Navic né&které kmeny bifidobakterii
vytvarely béhem testovani spontanné rezistentni mutanty.

Bifidobakterie jsou znamymi producenty folatu, ktery je dilezivy pfi metabolickych
pochodech vSech zivych orgamismii. Néktera antibiotika (sulfonamidy) maji sviij mechanismus
ucinku zalozeny na inhibici metabolické drahy folatu, zaméfili jsme se tak na moznou interakci
kyseliny listové a antibiotik. Ze skupiny puvodné otestovanych vzorkd a antibiotik bylo
vybrano 23 vzorku bifidobakterii a 18 antibiotik. Tyto vzorky byly otestovany opét diskovou
difizni metodou, ovsem do péstebniho agaru byla piidana kyselina listova v koncetraci 1 g/l.
Vysledkem byla vétsi citlivost bifidobakterii viici vSem testovanym antibiotiklim. Inhibi¢ni
aktivitu vykazovala i antibiotika, na které jsou bifidobakterie pfirozené rezistentni. Jedna se
0 velmi zajimavé zjisténi, kdy je potfeba dalsiho vyzkumu jak na urovni in vitro, tak ovéteni
In Vivo.

Klicova slova: Bifidobakterie; kultivace; antibiotikum; rezistence; mutace; rezistom



Antibiotic resistance testing of bifidobacterial multi-host
species

Summary

Antibiotic resistance and its possible transfer from commensal to pathogenic bacteria
Isa major problem today. This thesis was focused on prevalantion of antiobiotic resistance
in multi-host species of bifidobacteria, present in the intestinal microbiota of humans and
various animals. Specifically, these were B. animalis, B. adolescentis, B. dentium, B. globosum,
B. lactis and B. pseudolongum species. The aim of this thesis was to determine the ability
of commonly used antibiotics in human and animal medicine to inhibit bifidobacteria and
to bring new knowledge to this issue. Our hypothesis, assumed that bifidobacteria samples from
hosts with more frequent exposure to antibiotic therapy would show a higher incidence
of resistance to the tested antibiotics. The theoretical part of this work focused
on the description of the genus Bifidobacterium and selected groups of antibiotics, resistance,
its transmission and problems associated with it. In the practical part, a total of 73 types
of antibiotics were applied in commercialy avaible concetrations to 40 samples
of bifidobacteria that were aquired from humans (ill and healthy), laboratory animals and
animals from a ZOO. Due to the large number of tested antibiotics, testing was conceived
as screening using the disk diffusion method. It was also investigated how the inhibitory activity
will affect the ability to aggregate, whether it will affect by the bacterial strain the origin
or whether there is an association between host antibiotic therapy and the resistance of isolated
bifidobacteria.

Our results visibly show that antibiotic resistance is strongly species and strains specific.
It was proven that the ability of samples to aggregate has an effect on the inhibition on the other
hand the origin of the sample does not. The results suggest that exposure of the host to frequent
antibiotic therapy could affect the incidence of resistant strains, but further investigation would
be needed to demonstrate the hypothesis. In addition, some bifidobacterial strains produced
spontaneously resistant mutants during testing.

Bifidobacteria are known producers of folate, which is important in the metabolic
processes of all living orgamisms. Some antibiotics (sulfonamides) have a mechanism of action
based on the inhibition of the folate metabolic pathway, so we focused on the possible
interaction of folic acid and antibiotics. From the originally tested samples and antibiotics,
23 samples of bifidobacteria and 18 antibiotics were selected. These samples were tested again
by the disk diffusion method, but folic acid was added to the growing agar at a concentration
of 1 g/L. The result was a greater susceptibility of bifidobacteria to all antibiotics tested.
Antibiotics to which bifidobacteria are naturally resistant also showed inhibitory activity. This
is a very interesting finding when further research is needed both at the in vitro level and in vivo
verification.

Keywords: Bifidobacteria; cultivation; antibiotic; resistence; mutation; resistome
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1 Uvod

Rezistence bakterii na antibiotika je v dneSni dobé ¢im dal tim vétSim problémem.
Rezistence je v pfirodé naprosto pfirozenym jevem, jedna se o soucast evoluce, pomaha
bakteriim v adaptaci na nové prostiedi. Problém nastava ve chvili, kdy se rezistence §ifi mezi
patogennimi bakteriemi rychleji, nez je véda schopna pfijit sjinym feSenim, novym
antibiotikem. Rychlej§imu Sifeni velmi pomaha lidska Cinnost — Spatné uzivani antibiotik,
nadmérné uzivani antibiotik, ¢i naptiklad znecisténi ekosystému.

Védci se v soucasné dob¢ zabyvaji i otdzkou mozného ptrenosu rezistence z komenzalnich
bakterii, naptiklad i probiotickych, na ty patogenni. Rezistence je b&ézna i u probiotickych
bakterii, coz mize byt limitujici pfi selekci probiotickych kment. Navic jsou minimalni
inhibi¢ni koncentrace pro bifidobakterie dostupné jen u n¢kterych antibiotik. | z tohoto diivodu
je nasledné tézké urcit, zda bifidobakterie jsou na dané antibiotikum citlivé nebo rezistentni.
Kromé toho pouzivani antibiotické terapie u lidi i zvifat mize vést k jevu, kdy si komenzalni
bakterie vytvoii rezistenci, kterou nasledné mohou ptenést 1 na patogenni bakterie.

Vhodnymi a hojné rozsifenymi metodami pouzivanymi na testovani citlivosti bakterii na
antibiotika jsou dilu¢ni a difuzni metody. Agarova difizni metoda vyuziva agarovych ploten
s vykultivovanymi bakteriemi a nasledné¢ antibiotikum ve formé roztoku, prouzku
s koncentracnim gradientem ¢i disku o urcité koncetraci. Dana forma antibiotika, naptiklad
disk, se umisti na agarovou plotnu a da se kultivovat — v ptipad¢ bifidobakterii na 24 hodin
pti 37 °C. Vysledkem jsou inhibi¢ni zony, které ndm tikaji, jak hodn¢ je dané antibiotikum vaci
bakteriim G€¢inné. Metoda je pro svou rychlost a celkovou nenaro¢nost vhodna pro zpracovani
velkého poctu vzorku pfi screeningovém testovani, které mize odhalit druhové ¢i kmenové
odli$nosti, které mohou byt podmétem k dalSimu vyzkumu, coZ bylo naplni této prace.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Néplni této prace je antibioticky screening multihostitelskych druht bifidobakterii
pochazejici z hostitelti s riznou mirou uziti antibiotik, s cilem otestovat antibiotika nejcastéji
pouzivana v lidské a veterinarni medicing a ziskat tak rezistentni kmeny pro dal$i charakterizaci
a zaroven piinést nové poznatky k dané problematice.

Hypotéza: Predpokladame, Ze bifidobakterialni kmeny izolované od lidskych a zvifecich

jedincti vystavenych casté¢ antibiotické terapii budou vykazovat vétsi vyskyt rezistence
K testovanym antibiotikiim.
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3 Literarni reSerse

Rod Bifidobacterium

Zastupci rodu Bifidobacterium jsou grampozitivni, sacharolytické, obligatn¢ anaerobni
(se schopnosti tolerovat kyslik u Bifidobacterium indicum ¢i Bifidobacterium asteroides),
mezofilni, nepohyblivé, nesporotvorné, katalazoveé a oxidazove negativni, pleomorfni tyCinky
(Killer et al. 2018). Piedstavuji jednu z dominantnich mikrobialnich skupin obyvajicich
gastrointestinalni trakt (GIT) lidi a zvifat, v&etn& savci, ptakd a socialniho hmyzu. Clenové
rodu Bifidobacterium jsou povazovani za kli¢ové pro vyvoj zdravé stievni mikrobioty v raném
veéku, kolonizujici GIT v prvnich dnech po narozeni (Mancino et al. 2019).

3.1.1 Historie

Bifidobakterie byly poprvé izolovany ze stolice kojenci roku 1899. Objevitel Henry
Tissier z Pasteurova institutu jim dal nazev Bacillus bifidus. Z divodu podobnosti
morfologickych a fyziologickych vlastnosti s laktobacily, byly na zacatku 20. stoleti mylné
zatazovany do rodu Lactobacillus (Turroni et al. 2011). Az roku 1924 Orla-Jensen rozpoznal,
Ze se jedna o samostatny rod Bifidobacterium (Lugli et al. 2017). Zasluhy na rapidnim nartstu
studii bifidobakterii v 60. letech dvacatého stoleti maji Reuter v Némecku, Mitsuoka
v Japonsku a Scardovi v Italii. Reuter (1963) nejprve uspotadal jiz diive popsané ,,biotopy* ¢i
,»skupiny“ do druhd, z nichz popsal 8 vyskytujicich se v lidskych vykalech (Biavati et al. 2018).
Dle publikace Bunesova et al. (2014) rod Bifidobacterium v danou dobu zahrnoval 48 druht
a podruhti, znichz 32 bylo ptvodné izolovano z vykali nebo gastrointestinalniho traktu
zivocichi. V soucasné dobé rod dle bacterio.net zahrnuje vice nez 100 druht.

3.1.2 Taxonomie

Tabulka 1Taxonomické zarazeni

Taxonomické zafazeni
Doména Bacteria
Kmen Actinobacteria
Trida Actinobacteria
Rad Bifidobacteriales
Celed’ Bifidobacteriaceae
Rod Bifidobacterium

Zakladnimi fenotypovymi znaky, které jsou vyuzivany pii identifikaci a taxonomickém
roz€lenéni bakterii jsou morfologie bunék, fermentace sacharidii ¢i elektroforetickd mobilita
enzymui. Nicméné vyuziti téchto metod nékdy vedlo k nejednoznacnym vysledkiim. Dtive
se druhy rodu Bifidobacterium identifikovaly na zaklad¢ lokace nebo dle hostitele, ze kterého
byly izolovany (napt. Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium
dentium), dale za pomoci morfologie bunék, analyzy produktl fermentace a souvisejici
enzymatické aktivity a schopnosti vyuzivat rizné sacharidové substraty (Ventura et al. 2004).
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Enzym fruktosa-6-fosfat fosfoketolaza je taxonomickym markerem celedi Bifidobacteriaceae
vyuzivanym k jeji identifikaci (Russell et al. 2011). Dalsi metody identifikace byly diive dle
typu peptidoglykanu nebo obsahu DNA G + C (Killer et al. 2018b).

Bakterialni taxonomie je urCovana také pomoci hybridizace DNA-DNA, kdy se méfi
stupné genetické podobnosti mezi dvéma mikrobidlnimi genomy (Lugli et al. 2018). Dalsi
uznavanou metodou, ktera byla a je stale Siroce pouzivana v bakterialni taxonomii,
je srovnavaci analyza sekvenci zalozenych na genu 16S rRNA (Killer et al. 2018b). Bohuzel
metoda hybridizace DNA-DNA ma problémy s reprodukovatelnosti a neposkytuje piresné
meéfeni skutecné sekvencni identity mezi genomy (Rossello-Mora & Amann 2001). Podobna
omezeni ma i metoda genu 16S rRNA, kdy odlisné druhy, které prosly intenzivnimi evoluénimi
tlaky, mohou mit velmi podobné sekvence tohoto genu (Lugli et al. 2018).

Dalsi metodou, ktera postrada nedostatky predchozich, je celogenomové sekvenovani
nasledované komparativni genomikou. Srovndvaci genomika se ukdazala byt presna
pfirozliSovani kmenii a je Siroce pouzivana pro fylogenetickou charakterizaci novych
bakteridlnich druhtl, zejména téch, které¢ sidli v komplexnich komunitach, napft. ¢lenové stievni
mikrobioty (Milani et al. 2014; Vernikos et al. 2015).

Pro taxonomické urceni bifidobakterii Ize pouzit multigenového pfistupu zalozeného
na alternativnich molekularnich markerech, jako jsou clpC, dnaB, dnaG, dnaJl, purF, rpoC
a/nebo xfp (Milani et al. 2016). Pan-genomova analyza ¢eledi Bifidobacteriaceae provedena
v roce 2017 umoznila identifikaci 353 shlukt ortolognich genti (COG) sdilenych 67 (sub)
druhy, coz ptedstavuje jadro genomu v dané dobé sekvenovanych zastupci Bifidobacteriaceae
(jadro Bae-COG). Zkoumani ukazuje, Ze nejkonzervovanéjsi jadrové geny specifikuji funkce,
jako je replikace, transkripce a translace, nebo funkce souvisejici s adaptaci, jako
je metabolismus sacharidi, nukleotidi a aminokyselin (Lugli et al. 2017). Matematicka
extrapolace dat ukazuje, Ze genomovy rezervoar dostupny pro bifidobakteridlni pan-genom
se klada z vice nez 5000 genti, které jsou pravdépodobné dulezité pro zajisténi adaptacnich
schopnosti souvisejicich s lidskym GIT (Bottacini et al. 2010). Pan-genomova analyza také
umoznila identifikaci skute¢né jedine¢nych gent (TUG) cCeledi Bifidobacteriaceae, tj. téch
genl, které jsou pfitomny v jednom konkrétnim kmeni, ale chybi v kterémkoli z dalSich
zkoumanych ptedstavitelt ¢eledi Bifidobacteriaceae (Lugli et al. 2017).

3.1.3 Morfologie

Bifidobakterie jsou grampozitivni pleomorfni ty€inky. Tvarové se vyskytuji
od stejnomérnych (uniformnich) az po typické rozvétvené tyCinky ve tvaru Y nebo V. Jsou
povétSinou anaerobni, nemotylni a nesporolujici. Vétvici povaha neni zavisla pouze na druhu,
ale také na kultiva¢nim médiu(Tannock 1999; Mattarelli & Biavati 2018).

Buné¢éna sténa bifidobakterii ma typickou grampozitivni strukturu tvofenou silnym
peptidoglykanovym obalem obsahujicim polysacharidy, proteiny a kyselinu teichoovou.
Zastoupeni aminokyselin v tetrapeptidu se 1i§$i mezi druhy, coz umoziuje jejich lepsi
identifikaci. Obvykle tetrapeptidy obsahuji L-alanin, kyselinu D-glutamovou, L-ornitin
a D-alanin, ale v nékterych kmenech muizZe byt ornithin nahrazen lysinem. Zakladni
polysacharidy obsazené v bunétné stén¢ bifidobakterii jsou glukdza, galaktdza ¢i thamnodza.
Teichoové kyseliny ve spojeni s polysacharidovym fetézcem zodpovidaji za pfilnuti bakterii
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k povrchu stieva. Lipoteichoové kyseliny nasledné zajistuji hydrofobni charakter bakterii
(Biavati et al. 2000; Bottacini et al. 2014).

3.1.4 Fyziologie

Jak bylo jiz zminéno vySe, zastupci rodu Bifidobacterium jsou anacrobnimi organizmy.
Nekteré druhy vsSak v piritomnosti oxidu uhli¢it¢tho dokazou kyslik do jisté miry tolerovat.
Teplotni minimum pro jejich rust je v rozmezi 25-28 °C. Teplotni maximum se pro bakterie
pohybuje v rozmezi 43-45 °C. Bifidobakterie se ovSem dokazaly ¢astecn¢ teplotné ptizpiisobit

cey

na prostiedi, ve kterém se vyskytuji, proto druhy zijici v lidském organismu maji teplotni
optimum mezi 36 az 38 °C, zatimco pro druhy Zijici v travicim traktu zvifat je optimalni teplota
pro rist vyssi, kolem 41 az 43 °C (Mattarelli & Biavati 2018). Jsou zde i vyjimky, naptiklad
Bifidobacterium thermacidophilum, jehoz ristové optimum muze byt az 49,5 °C a po omezeny
Cas dokaze prezit i teplotu 60 °C (Biavati et al. 2018). Dalsi vyjimkou je pak Bifidobacterium
psychraerofhilum, u kterého je prokazan jeho rist i pii teplotach nizsich, nez jsou 4 °C (Leahy
et al. 2005). Optimalni pH pro rist se pohybuje v rozmezi 6,5 az 7,0. Hraniénimi hodnotami
pH, pfi kterych rist ustava je 4,5 a nizsi, poté pak 8,0 a vyssi (Biavati et al. 2000).

3.1.5 Metabolismus

Bifidobakterie jsou sacharolytické bakterie a vétSinu energie ziskavaji z nestravitelnych
sacharidd, jako jsou oligosacharidy zivocisného i rostlinného pivodu. Jejich metabolismus
obsahuje unikatni drahu pro $tépeni hexdz za vzniku ATP znamou jako ,,bifid shunt* (Obrazek
¢. 1). VSechny hexdézy uvolnéné hydrolyzou z komplexu sacharidi podléhaji tomuto typu
metabolismu (Pokusaeva, Fitzgerald, & Van Sinderen 2011). Hlavnim enzymem metabolické
drahy je fruktosa-6-fosfat fosfoketolaza (F6PPK) (Biavati et al. 2018), ktera je klicovym
enzymem pro teoreticky vytézek 1,5 molu acetatu, 1 mol laktatu a 2,5 ATP z 1 mol glukézy.
Poméry vytvoreného laktatu a acetatu se mohou liSit v zavislosti na zdroji a druhu sacharidi
av zavislosti na tom, zda se meziprodukt pyruvat §té€pi na acetylfosfat a formuje se nebo
se redukuje na laktat (Palframan et al. 2003). Bifidobacterium longum subsp. infantis
a Bifidobacterium breve mohou metabolizovat L-fukézu na acetat, formiat, laktat
a 1,2-propandiol (1,2-PD) s vyuzitim cesty s nefosforylovanymi meziprodukty, ¢imz se ziska
1 mol L-fukézy a 1 mol 1,2-PD. 1,2-PD je prekurzorem pro tvorbu bakterialnich propionatt
(BunesSova et al. 2017). Bifidobakterie maji také extraceluldrni enzymy, které katalyzuji
hydrolyzu polysacharidd, jako je amylopektin, amyldéza a xylan (Ventura et al. 2004).

Acetat fadime mezi mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFAs = short chain fatty
acids), které maji vyhody predevsim pro hostitelské organismy (Musilova et al. 2015). SCFAs,
které maji vysoky kaloricky obsah, jsou vstiebany enterocyty v tlustém stieve, kde jsou
metabolizovany a pouzity jako zdroj energie. Kromé toho SCFAs stimuluji absorpci sodiku
avody v tlustém stfevé a jsou znamy svou schopnosti indukovat enzymy, které podporuji
obnovu sliznic (D’ Argenio & Mazzacca 2000; Pokusaeva et al. 2011).
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Obrazek 1 Schéma Stépeni sacharidii pomoci ,, bifid shunt" (Pokusaeva 2011).

3.1.5.1 Cross feeding

Cross feeding je dulezitou soucasti dynamického a funkéniho komplexu mikrobidlniho
ekosystému v lidském tlustém stfevé. Tlusté stfevo je kolonizovano pifedev§im kmeny
Bacteroidetes, Firmicutes a Actinobacteria. Hlavni funkci téchto pfevaZzné anaerobnich bakterii
je fermentace zbytku stravy, které neprosly travenim hostitelskymi enzymy. Jedna se predevsim
o rezistentni Skroby, neSkrobové polysacharidy a oligosacharidy véetné fruktooligosacharidi.
Produkty a meziprodukty rozkladu sacharidl slouZi jako zdroj uhliku a energie pro kiizové
interakce (cross feeding) bakterii (Rios-Covian, Gueimonde & Flint 2015).

ZvySeny rust bifidobakterii na fruktanech inulinového typu zplsobuje zvySenou
produkci butyratu a bifidogenni u€inek je tak doprovazen i butyrogennim t¢inkem. Kromé toho
je to dikaz o pfimé degradaci fruktani inulinového typu bakteriemi tlustého stieva
produkujicich butyrat. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim je proto vyskyt kiizové interakce,
tj. poskytovani produkti rozkladu polysacharidi jako sekundarnich substrat po castecné
hydrolyze primarnimi rozkladaci. Produkty rozkladu sacharidli mohou skutecné slouzit jako
meziprodukty v metabolickych k#iZzovych interakcich mezi bakteriemi tlustého stieva, a tim
se metabolizovat na SCFAs (De Vuyst & Leroy 2011).

DalSim specifickym substratem pro ridst mikroorganismii je mucin. Mucin
je produkovan mukoznimi a poharkovymi bunikami gastrointestinalniho traktu. Produkce
je zahajena pted porodem a kompletni hlenova vrstva je vyvinuta jiz nékolik dni po narozeni.
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Lidské muciny jsou glykoproteiny sloZzené z polypeptidové kostry bohaté na tandemové
repetice prolinovych, serinovych, threoninovych a O-glykosylovanych postrannich fetézct.
Muciny jsou neustale vylucovany z epitelu tlustého stieva, a proto jsou potencialnim zdrojem
glykanti pro stievni mikrobiotu. Degradace mucinu vSak vyzaduje né€kolik degradacnich
enzymu specifickych pro jeho vazby; proto se jen malé mnozstvi mikroorganismi specializuje
na degradaci mucinovych glykand. Zastupcem z rodu Bifidobacterium, ktery muze mucin
degradovat a zaroven v jeho pfitomnosti rist je Bifidobacterium bifidum. B. bifidum degraduje
mucin extracelularné prostrednictvim aktivity membranové vazanych enzymii umoziiujicich
kiizové zpfistupniovani zivin jinym druhtim. Jiz diive bylo prokazano, ze B. breve roste
za pouziti mono- a oligosacharidl uvoliiovanych B. bifidum z mucinovych glykani (Bunesova
et al. 2017).

3.1.5.2 Kyselina gama-aminomaselna

Kyselina gama-aminomaselnd (gamma aminobutyric acid = GABA) je neproteinova
aminokyselina, ktera je Siroce obsazena v rostlinach, zvifatech a mikroorganismech. GABA
ma nékolik znamych fyziologickych a psychologickych funkci. Ruzné studie zduraznily,
Ze je prevazné pritomna v mozku, kde plsobi jako hlavni inhibi¢ni neurotransmiter v savéim
centralnim nervovém systému (CNS) (Dhakal et al. 2012). Dysfunkce v metabolismu GABA
se konkrétné podileji na tzkosti a depresi (Barrett et al. 2012). Dale se podili na regulaci
krevniho tlaku a srde¢ni frekvence, hraje také roli ve vnimani bolesti a uzkosti. Dal$i potencialni
ptinosy GABA pro lidské zdravi jsou kontrola sekrece ristového hormonu a antiprolifera¢ni
aktivita (Duranti et al. 2020).

Opakujici se bolest biicha je celkem bézny zdravotni problém, ktery je ¢aste¢né pficitan
visceralni pfecitlivélosti. Stale vice dikazii naznacuje, ze stfevni bakterie pfispivaji k vnimani
bolesti bficha modulaci osy mikrobiom-stievo-mozek. Specifické mikrobialni signaly vsak
zustavaji  Spatn¢ definovany. Kyselina gama-aminomaselnd je hlavnim inhibi¢nim
neurotransmiterem a kliCovym reguldtorem vnimani bolesti bficha a centrdlniho nervu
z perifernich aferentnich neuront. Ackoli se uvadi, ze sttevni bakterie produkuji GABA, neni
znamo, zda mikrobialni neurotransmiter moduluje bolest bficha (Pokusaeva et al. 2017).

Bifidobakterie a folat
3.1.6 Folat

Folat neboli vitamin B9 je oznaceni Siroké kategorie biomolekul, které maji podobnou
chemickou strukturu jako kyselina listova (Obrazek €. 2), kterd je soucasti skupiny sloucenin
zvanych pteridiny. Chemickéd struktura folatu se sklada ze tii slozek: pterinu, kyseliny
para-aminobenzoové a glutamatovych podjednotek (Andlid et al. 2018; Engevik et al. 2019b).
V ptirodé¢ jsou folaty ptitomny hlavné ve svych redukovanych, jednim uhlikem substituovanych
(nebo nesubstituovanych) forméch pteroylglutamatii. Aby byla molekula folatu biologicky
aktivni, musi byt pravé v redukované formé, zaroven je tato forma ale chemicky nestabilni
(Forssén et al. 2013), zvlaste je pak nachylna k oxidativnimu $tépeni. Ke Stépeni dochazi
navazbé¢ C9—NI10, a casto tak vznikaji  neaktivni  molekuly  pteridinu
a p-aminobenzoylglutamatu (Lucock 2000). Stabilita folati zavisi na pH prostiedi, teploté
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a na ptitomnosti kovovych iontd, jako je méd’ a zelezo, které stabilitu snizuji (Gregory et al.
1996; Gregory 1989).
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Obrazek 2 Kyselina listova

Folat jsou schopny produkovat rostliny, kvasinky a bakterie - z nich naptiklad bakterie
mlécného kvaseni ¢i bifidobakterie. Sav¢i bunky nejsou schopny produkovat folat, jsou zavislé
pouze na externich zdrojich. Pfirodni formy folatu, vétSinou pritomné ve formé derivati
polyglutamatu, se bézn¢ vyskytuji v zelené listové zelening, ovoci, jatrech, chlebu, bramborach
a mlécnych vyrobcich (Konings et al. 2001; Kok et al. 2020). Synteticka kyselina listova
(kyselina pteroylmonoglutamova) se bézné pouziva v dopliicich stravy nebo obohacenych
potravinatskych produktech, z divodu jejiho plné oxidovaného a stabilniho slozeni (Kok et al.
2020).

Folaty se podileji na nékterych z nejzakladnéjSich metabolickych reakci probihajicich
ve vSech bunkach, mezi které fadime napftiklad syntézu DNA nebo syntézu a metylaci proteint
(Andlid et al. 2018). Nedostate¢ny obsah nebo piijem folatu se podili na vzniku vrozenych vad,
neurodegenerativnich stavi, kardiovaskularnich onemocnéni a nékterych rakovin (Smith &
Refsum 2016; Porter et al. 2016).

3.1.7 Testovani

Méfeni bakterialni produkce folatu Ize provadét bud’ mikrobiologickymi testy (Masuda
et al. 2012; Sugahara et al. 2015) nebo technikami vysoce u¢inné kapalinové chromatografie
(HPLC) (Andlid et al. 2018). Ob¢ metody jsou Siroce pouzivany pro analyzu folatu a maji
své vyhody 1 nevyhody. Mikrobiologické testy jsou levné a celkem jednoduché na provedeni.
Teémito testy je vSak mozné zjistit pouze celkovy obsah folatu ve vzorku, coz miize byt
je mozné urcit i koncentrace zastoupenych derivatu folatu ve vzorku. Problémem vSak zde
je nutnost drahého vybaveni a také odborné znalosti s pouzivanim a interpretaci dat.

Dutlezitou fazi testovani je i stabilizace folat. N&které studie zabyvajici se méfenim
bakterialni produkce folatu pomoci mikrobiologickych testti uvadi, ze v nich nebyly pouzity
zadné antioxidanty pro stabilizaci folatu (Masuda et al. 2012), zatimco jiné prace uvadeéji
pouziti kyseliny askorbové (Sugahara et al. 2015), 2-merkaptoethanolu (Hugenschmidt et al.
2010) nebo kombinaci kyseliny askorbové s 2-merkaptoethanolem (Sybesma et al. 2003).

3.1.8 Bifidobakterie jako producenti

Bylo prokazano, ze rod Bifidobacterium zahrnuje nékolik druhii se schopnosti de novo
biosyntézy folatu (Rossi et al. 2016; D’Aimmo et al. 2012). Znami producenti folatu jsou

16



kmeny B. adolescentis, B. pseudocatenulatum a B. catenulatum (Sugahara et al. 2015). Zda se
vSak, ze mnoho kment a mozné i celych druhii tuto schopnost syntézy ztratilo. Druhy, u kterych
biosyntéza folatu nebyla nalezena nebo se vyskytuje pouze vzacné, jsou B. animalis, B. longum
subsp. infantis a B. breve. Nejniz$i uroven na jednotku biomasy byla zjisténa u B. animalis
subsp. animalis ATCC 25527. Vliv zde zfejmé m¢éla adaptace na biotopy, které ¢asto obsahuji
externi folat, zejména pak prosttedi stievniho traktu zvirat. Tyto podminky pravdépodobné
vedly ke snizeni selek¢niho tlaku pro de novo biosyntézu folatu. Kmeny stejného druhu se tak
mohou li$it tim, Ze jsou samozasobujici se folatem, nebo jsou zavislé na piijmu z prostiedi.
| pies tento fakt si vSechny bifidobakterie uchovaly fadu bunécnych funkci zavislych
na folatech. Praktickym dusledkem toho je, Ze nékteré bifidobakterie nebudou rust
v syntetickém médiu bez suplementace kyseliny listové, zatimco jiné ano. Dalsim disledkem
je, ze fermentace potravin muze vést ke snizeni nebo zvyseni obsahu folatu v konecném
produktu, jak bylo prokazano u riznych bakterii mlé¢ného kvaseni (Laifio et al. 2013).

3.1.9 Vysledky jinych studii

Data studie provedené D’Aimmo et al. (2012) (2012) pomoci HPLC ukazuji, Ze obsah
folatu u bifidobakterii je vysoce zavisly na kmeni a zna¢né se mezi nimi lisi. B. adolescentis
ATCC 15703 a B. longum ssp. longum B1990 obsahovali nejvyssi mnozstvi celkového folatu
6415 a 6015 pg/100 g susiny. Nejnizsi hladiny folatu byly zjistény u kmenti izolovanych
ze zvitat a z fermentovaného mléka - B. animalis ssp. lactis DSMZ 10140 obsahovalo
385 ug/100 g susiny a B. animalis ssp. animalis ATCC 25527 obsahovalo 220 pg/100 g susiny
celkového mnozstvi folatu.

D’Aimmo et al. (2014) zkoumali obsah a slozeni folatu u bifidobakterii izolovanych
Z masozravel (pes a gepard), vSeZravych primati (Simpanz a orangutan) a nektarivorniho
hmyzu (v¢ela medonosna). Vysledky ukazuji, ze dikaz biosyntézy folatu byl nalezen u vzorkd
izolovanych z primatd, ale nebyl nalezen u bifidobakterii masozraved a vcel. Izolaty
z orangutanii a Simpanzi mély vysoky celkovy obsah foladtu, primémé hodnoty byly
7792 ng/100 g susiny u Simpanze a 8368 pg/100 g susiny u orangutana. Nejnizsi obsah folatt
byl u B.dentium CHZ9 (3749 ng/100 g susiny), pficemz nejvySsi obsah byl nalezen
u B. adolescentis ORG10 (8210 pg/100 g susiny).

Sugahara et al. (2015) ve své studii testovali in vitro produkci folatu u 44
bifidobakteridlnich kmeni patficich k 9 taxontim druhi lidskych rezidencnich bifidobakterii
(HRB) a 7 taxonim druhli nehumdnnich reziden¢nich bifidobakterii (non-HRB) v médiu
obsahujicim esencialni hladiny folatu. Testovani ukazalo, ze vSechny testované kmeny HBR
byly schopny produkovat folat, zatimco vétsina non-HBR kment nikoli. Vyjimkou byli pouze
B. thermophilum a B. longum ssp. suis. Rozdily v produkci folatu in vivo pomoci HRB
a non-HRB byly potvrzeny pouZzitim monoasociovanych mysi.

Vyznam a vyuZiti bifidobakterii v dopliicich stravy

Bifidobakterie jsou probiotické mikroorganismy, které se v potravinarském prumyslu
bézné pouzivaji. Probiotické mikroorganismy jsou obvykle dostupné jako kultivaéni
koncentraty v suSené nebo zmrazené formé, které se piidavaji do potravin pro primyslové nebo
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domaci pouziti (Tripathi & Giri 2014). Krom¢ potravinovych probiotik jsou na trhu rizné
zdravotni vyrobky a farmaceutické piipravky obsahujici probiotika (Saad et al. 2013).
Nejcastéji pouzivanym druhem probiotickych bakterii v lyofilizované formé a mlécnych
vyrobcich jsou B. adolescentis, B. animalis subsp. lactis, B. bifidum, B. breve, B. longum subsp.
longum aB. longum subsp. infantis (Cao et al. 2020). Mnozstvi probiotickych bakterii
potiebnych pro terapeuticky ué¢inek se povazuje za rozmezi 10° bunék Zivych mikroorganismi
za den. Aby se dosahlo ptiznivého ucinku, musi bakterie zustat v produktu Zivotaschopné az do
doby spotieby. Komercné dostupné probiotika jsou obvykle ve formé zmrazenych, praSkovych
bakterii nebo ve formé kapsli, coz mize ovlivnit jejich perzistenci a zivotaschopnost (BuneSova
et al. 2015). Z hlediska dlouhodobého zdravi ¢lovéka ma vsak pouzivani probiotik nékolik
bezpecnostnich problémi, vcetné pienosu lékové rezistence na oportunni stievni patogeny
(Imperial & Ibana 2016). Jednim ze zakladnich kritérii pro probiotika je tedy nepiitomnost
pfenosné antibiotické rezistence (Cao et al. 2020).

Tradicné se bifidobakterii pouZziva ve fermentovanych mléénych vyrobcich. Bezpecné
pouzivani bifidobakterii je podporovano dlouhou historickou spotiebou fermentovanych
mlécnych vyrobkil a rostoucimi poznatky o taxonomii a fyziologii bifidobakterii. Bakterie
produkujici kyselinu mlé¢nou se v potravinach povazuji za komenzalni mikroorganismy
s malym nebo zadnym patogennim potencialem (Picard et al. 2005).

3.1.10 Probiotika

Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které v adekvatnim mnozstvi maji zdravotni
ptinos pro hostitele (Reid et al. 2019). Stanoveni antimikrobialni citlivosti bakterialniho kmene
je dulezitym ptedpokladem pro jeho schvaleni jako probiotika (Moubareck et al. 2005).
K nejpouzivangj§im druhtim pro vyrobu probiotik patii rody Lactobacillus a Bifidobacterium.
Ve studiich na zvifatech a na lidech byly Siroce testovany na jejich prospésné ucinky
pii prevenci Sirokého spektra gastrointestinalnich poruch (Picard et al. 2005; Hill et al. 2014).

Vyznam slova probiotikum ma ptivod z feckého vyrazu ,,pro zZivot* a v pribe&hu let mél
n¢kolik riznych vykladli. Slovo probiotikum poprvé pouziti Lilley a Stillwell roku 1965
pro pojmenovani substance vyluCované jednim organismem, jez stimulovala ridst jiného
mikroorganismu. Az roku 1989 Fuller predstavil pfesnéjsi definici (Fuller 1992). Definice dle
Hill et al. (2014) zni: Probiotika jsou mono- nebo smésné kultury zivych mikroorganizmd, které
po aplikaci prospé$né ovliviiuji hostitele zlepSenim vlastnosti jeho vlastni mikroflory.

Hlavni probiotické G¢inky:

1. Prevence a/nebo snizeni doby trvani priiymu, zplsobeného rotaviry nebo
spojeného s uzivanim antibiotik, jakoz 1 zmirnéni potiZi vyvolanych v disledku
nesnasenlivosti laktozy.

2. Snizeni koncentrace enzymu stimulujicich rozvoj nadorovych onemocnéni
a/nebo vznik hnilobnych (bakteridlnich) metabolitd ve stieve.

3. Prevence a zmirnéni nespecifickych a nepravidelné¢ se vyskytujicich
onemocnéni gastrointestinalniho traktu u zdravych lidi.
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4. Priznivé ucinky na mikrobialni odchylky, zanéty a dalsi potize v souvislosti
se zanétlivymi onemocnénimi traviciho traktu, infekce zptisobené Helicobacter
pylori nebo bakterialni prerustani.

5. Normalizace prochazejici stolice a jeji konzistence u osob trpicich zacpou nebo
drézdivosti tra¢niku.

6. Prevence nebo zmirnéni alergii a atopickych chorob u kojenct.

7. Prevence infekci dychacich cest (ryma, chiipka) a jinych infek¢nich onemocnéni
a pomoc pii podpoie 1é¢by infekci urogenitalnich cest (de Vrese & Schrezenmeir
2008).

V ptipad¢é soucasného podavani probiotik s antibiotiky k prevenci a 1é¢b¢ stéevnich
poruch by probiotika méla byt rezistentni na nckterd antibiotika, aby ptezila
Vv gastrointestinalnim traktu (Rosaria et al. 2006). Avsak probiotika majici vlastnosti rezistence
mohou mit negativni disledky pro lidské zdravi. Existuje totiz riziko souvisejici s potencidlnim
prenosem antibiotické rezistence z probiotickych kment na stfevni patogeny (Moubareck et al.
2005).

3.1.10.1Bifidobakterie jako probiotika

Funkéni vlastnosti bifidobakterii pfispivaji pfimo nebo nepiimo k né€kolika zdravotnim
pfinostim, véetné ochrany proti patogennim mikroorganismiim, hypertenzi, zanétu, diabetu
¢i oxidativnimu stresu. Podileji se také na modulaci mikrobiomu, imunitni modulaci
a anticholesterolemické aktivité (Novik & Savich 2020). Bifidobakterie mohou syntetizovat
a produkovat vitaminy jako riboflavin, thiamin, vitamin B6 a vitamin K a souvisejici bioaktivni
molekuly, jako je kyselina listovd a niacin. Ve srovnani s bakteriemi mlécného kvaSeni
bifidobakterie pfednostné produkuji kyselinu L-mlécnou, kterd je snadné€ji metabolizovana
lidmi a mizZe byt dilezita v ptipadé kojencti nebo lidi s metabolickou acidézou. Potravinové
produkty obsahujici bifidobakterie mohou také zlepsit biologickou dostupnost minerall
usnadnénim jejich ionizace (Sharma et al. 2021). Probiotické ptipravky obsahujici
bifidobakterie zahrnuji jednotlivé bakteridlni kmeny v kombinaci s jinymi probiotickymi
mikroorganismy, zapouzdiené bakterialni buiiky a spole¢né zapouzdiené buriky s prebiotiky.
Zjistilo se, ze nejbéznéjsimi druhy rodu Bifidobacterium kolonizujici lidské sttevo a pouzivajici
se v probiotickych ptipravcich jsou B. animalis, B. adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. infantis
a B. longum (O’Callaghan & van Sinderen 2016).

3.1.11 Prebiotika

Slovo prebiotikum ptedstavili Gibson a Robertfroid a definovali jej jako ,,nestravitelnou
slozku potravin, ktera pfiznivé ovliviiuje hostitele tim, ze selektivné stimuluje rist a/nebo
aktivitu jedné bakterie nebo omezeného poctu bakterii v tlustém stievé* (Manning & Gibson
2004). Definice z roku 2017 definuje prebiotikum jako substrat, ktery je selektivné vyuzivan
hostitelskymi mikroorganismy, které postkytuji zdravotni pfinos (Obrazek ¢. 3) (Gibson et al.
2017). Optimalni stfevni mikrobiota mize zvysit odolnost vué¢i patogennim bakteriim, snizit
amoniak v krvi, zvysit stimulaci imunitni odpovédi a sniZit riziko rakoviny (Manning & Gibson
2004). Aby se dana latka mohla fadit mezi prebiotika, musi spliovat 2 zakladni pozadavky —
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prichod horni ¢asti traviciho traktu pfijemce v nezménéné formé a musi slouzit selektivng jako
substrat pro fermentaci uritymi bakteriemi tlustého stfeva, které maji ptiznivy efekt
na zdravotni stav hostitele (Gibson & Ruberfroid 1995). Nejcasteji pouzivanymi prebiotickymi
slouceninami jsou inulin a oligofruktdza (fruktooligosacharidy), galaktooligosacharidy
a laktuloza (Jirillo, Jirillo & Magrone 2013). Definice prebiotik se vice ¢i méné piekryva
s definici vladkniny, s vyjimkou selektivity prebiotik pro urcité druhy. Tato selektivita byla
objevena 1 pro bifidobakterie, které mohou byt podporovany pozitim latek, jako jsou
fruktooligosacharidy a inulin (Mao et al. 2018), transgalaktosylované oligosacharidy a s6jové
oligosacharidy (de Vrese & Schrezenmeir 2008). Prebiotika se pfirozené vyskytuji v semenech
a korenech nékterych rostlin jako je ¢ekanka, cibule, Cesnek, artyCoky, chfest, jeCmen, zito,
so6joveé boby, cizrna a lupina. Mohou byt také extrahovana vaienim, enzymatickym piisobenim
nebo alkoholem. Existuji také syntetické oligosacharidy ziskané piimou polymerizaci
disacharidu ¢i fermentaci a probiotické jsou i1 nékteré polysacharidy z bunééné stény kvasinek
(Flesch, Poziomyck & Damin 2014).
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Obrazek 3 Schéma prebioticky ucinnych substratii dle Gibson et al. 2017

CLA (Conjugated Linolic Acid) — Konjugovana kyselina linolova
PUFA (Poly Unsaturated Fatty Acids) - Polynenasycené mastné kyseliny
HMOs (Human Milk Oligosaccharides) — Oligosacharidy matetského mléka

3.1.12 Synbiotika

Mezinarodni védecka asociace pro probiotika a prebiotika (ISAPP) definovala
synbiotikum jako ,,smés obsahujici Zivé mikroorganismy a substrat(y) selektivné vyuzivané
hostitelskymi mikroorganismy, které hostiteli propijcuji zdravotni pifinos“(Swanson et al.
2020). Bylo prokazano, ze pravidelny dlouhodoby pfijem synbiotik zlepSuje zdravi dospélych
snizenim vyskytu a zévaznosti onemocnéni dychacich cest v obdobi podzimu a zimy.
Synbiotika také méni sloZzeni mikrobioty tlustého stfeva, snizuji zadnétlivé procesy ve stfevni
sliznici a maji potencial vyvolat remisi pfi zanétlivém onemocnéni stiev (Jirillo, Jirillo &
Magrone 2013). Mohou Vvést ke snizeni hladiny cholesterolu v krvi a snizeni krevniho tlaku
(Safavi et al. 2013), pomahaji také snizit vyskyt ekzému u kojenct do 2 let (Dang et al. 2013).

Piikladem synbiotik mize byt smés rodi Bifidobacterium a Lactobacillus spolu
s fruktooligosacharidy, inulinem & psylliem (Markowiak & Slizewska 2017).
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3.1.13 Postbiontika

Optimalni vyvoj gastrointestindlniho traktu a imunitniho systému je mimo jiné spojen
se spravnym vyvojem a slozenim stfevni mikrobioty. Kromé prebiotik, probiotik a synbiotik
mohou takzvana postbiotika pfispivat k modulaci mikrobidlniho slozeni a tim k rozvoji jak
gastrointestinalniho traktu, tak imunitniho systému (JabandZiev et al. 2019). Postbiotika jsou
funk¢ni bioaktivni slouCeniny generované v matrix béhem fermentace (Wegh et al. 2019)
produkované probiotickymi mikroby, které ovliviiuji rizné biologické funkce hostitele
na mistni i systémové urovni (Jabandziev et al. 2019) a podporuji tak zdravi a integritu stfevni
bariéry, aniz by predstavovaly vyznamna rizika (Mantziari et al. 2020).

Postbiotika mohou zahrnovat mnoho riznych slozek, vcetné metaboliti, SCFAS,
mikrobidlnich bunéénych frakci, funkcnich proteinti, extracelularnich polysacharidi,
bunécnych lyzatl, kyseliny teichoové, muropeptidi odvozenych od peptidoglykanu a struktur
typu pili (Wegh et al. 2019).

Postbiotika mohou piedstavovat bezpe¢nou alternativu schopnou modulovat bunéénou
odpovéd’ a stimulovat humoralni reakci hostitele (Mantziari et al. 2020).

3.1.14 Psychobiotika

Psychobiotika jsou skupinou probiotik, které ovliviiuji funkce a chovani souvisejici
s centralnim nervovym systémem (CNS), zprostfedkované osou mikrobiota-stievo-mozek
prostfednictvim imunitnich, humoralnich, nervovych a metabolickych cest za G€elem zlepSeni
nejen gastrointestinalni funkce, ale také antidepresivni a anxiolytickou kapacitu (Cheng et al.
2019). Psychobiotika jsou povazovana za potencialni modulatory obousmérné komunikace
mezi gastrointestindlnim traktem a centrdlnim nervovym systémem. Prestoze pticinna
souvislost dosud nebyla prokazéana, stfevni dysbidza se objevila jako charakteristicky znak
nékolika nemoci, véetné neuropsychiatrickych poruch (Tremblay et al. 2021). V poslednich
letech bylo u nékterych kment psychobiotik zjisténo, ze mohou fungovat jako inhibitory zanétu
a snizovat hladinu kortizolu, coz vede ke zlepseni symptomu tzkosti a deprese. Psychobiotika
ucinné zlepsuji neurodegenerativni a neurovyvojové poruchy, vcetné poruchy autistického
spektra, Parkinsonovy choroby a Alzheimerovy choroby (Cheng et al. 2019).

Vyskyt bifidobakterii

Bifidobakterie se ptirozené vyskytuji v fadé ekologickych nik, které jsou bud’ pfimo nebo
nepiimo spojeny s gastrointestinalnim traktem zvitat (teplokrevnych savcl a socidlniho hmyzu)
a lidi, kde tvofi dominantni mikrobidlni skupinu (O’Callaghan & van Sinderen 2016; Ruiz et
al. 2016). Béznymi zastupci ve stievech savci jsou B. adolescentis, B. bifidum, B. longum
a B. pseudolongum (Lugli et al. 2019). V minoritnim zastoupeni pak mizeme bifidobakterie
nalézt v duting Gstni, odpadnich vodach ¢i potravinach (Mattarelli & Biavati 2018).

V soucasné dobé se vyzkum zameétuje na identifikaci novych druhii bifidobakterii
pfevazné u opic a primati. Modrackova et al. (2021) v nedavno publikované studii zkoumali
celkem 326 izolatd od opic, z nichz bylo 210 FOPPK-pozitivnich bifidobakterii. Nej€astéji
identifikovanymi druhy u opic z nového svéta (obyvajici jihoamerické tropické a subtropické
oblasti) byli B. parmae, B. imperatoris/saguini a B. ramosum. U opic staré¢ho svéta (obyvajici
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tropické a subtropické oblasti Asie a Afriky) byly nejéastéji zastoupeny druhy B. dentium
a B. catenulatum/pseudocatenulatum.

Dalsi casto zkoumanou skupinou zivocichli na ptfitomnost bifidobakterii je hmyz
se spoleCenskym zpisobem zivota. Kope¢ny et al. (2010) zjistili, ze bifidobakterie byly
pritomny ve stfevech vétSiny spolecenského hmyzu — véely medonosné, vosy, Svabi a ¢melaci,
kromé& mravenct. U v¢el medonosnych bylo ¢astym zastupcem B. indicum. Zheng et al. (2019)
prostiednictvim analyzy genomu bakteridlnich izolati a metagenomu stievni mikroflory vcely
medonosné zjistili, ze rody Bifidobacterium a Gilliamella jsou hlavnimi degradatory
hemicelul6zy a pektinu.

Vybranni zastupci multihostitelskych druhi bifidobakterii

V této kapitole jsou blize popsany multihostitelské druhy/poddruhy bifidobakterii, které
byly testovany v praktické ¢asti diplomové prace. Tyto multihostitelské druhy/podruhy
se vyskytuji u vice riiznych zivocicht a Casto také u ¢lovéka.

3.1.15 Bifidobacterium animalis subsp. animalis

Prvni izolaci ze zviteciho trusu provedl Tomotari Mitsuoka roku 1969. Chybné& ho vSak
oznacil jako Bifidobacterium longum subsp. animalis. Pomoci DNA-DNA hybridizace byli
Scardovi & Trovatelli (1974) schopni identifikovat, ze zde neni podobnost s B. longum a nové
objeveny druh nazvali Bifidobacterium animalis.

Druh B. animalis se sklada ze dvou poddruhti, B. animalis subsp. lactis a B. animalis
subsp. animalis (Ruiz-Moyano et al. 2012). I pfesto si zastupci obou taxont jsou fenotypicky
podobni a sdili vice nez 70% ptibuznost DNA-DNA (Masco et al. 2004).

V' experimentech in vitro bylo ukazano, Ze testované zvifeci probiotické kmeny
B. animalis subsp. animalis pfi zanétlivych podminkach aktivovali antiapoptotické drahy
fosfatidylinositol 3-kinazy a cesty zavislé na proteinové kinaze C, coz vedlo k regulaci
aktinového cytoskeletu. Tyto cesty pfispivaji k regeneraci stfevniho epitelu a modulaci
slizni¢niho imunitniho systému, které spolu s inhibici signalizace toll-like receptoru (TLR)
podporuji obecnou imunitni toleranci (Paveljsek et al. 2021).

3.1.16 Bifidobacterium animalis subsp. lactis

Bifidobacterium animalis subsp. lactis je jednim z nejbéznéjSich druhi rodu
Bifidobacterium pouzivanych jako probiotikum v komerénich produktech v Severni Americe
a Evropé. B. lactis se pouziva pro vyrobu fermentovanych potravin po cela desetileti a védecky
ho prvné klasifikoval Meile et al. (1997), poté byl pteklasifikovan na B. animalis subsp. lactis
v roce 2004 (Masco et al. 2004).

Pii pravidelné konzumaci tohoto probiotického druhu byly prokazany zdravotni benefity,
napfiiklad kontrolu pfirGstku télesného tuku v intervencni studii u lidi. Pfedklinické udaje dale
naznacuji zlepSeni slizni¢ni integrity a kontrolu hladiny glykemie v krvi, jakoZ i zlepSeni
odolnosti hostitele vii¢i patogentim (Uusitupa et al. 2020).

Li et al. (2019) ve své studii zkoumali protizanétlivé ucinky a mechanismy jednotlivych
a kombinovanych probiotik, kterd by byla schopna snizit zanétlivé reakce v butikach stfevniho
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epitelu pii zanétlivém onemocnéni stiev. Vysledky ukazuji, ze B. animalis subsp. lactis opravdu
snizuje zanétlivé reakce. Zaroven bylo zjisténo, ze kombinace Lactobacillus acidophilus
a B. animalis subsp. lactis mtize mit silngj$i protizanétlivy uc¢inek nez kazdy z mikroorganisma
sdm o sobé.

3.1.17 Bifidobacterium adolescentis

V roce 1963 Reuter izoloval kmeny Bifidobacterium adolescentis z vykala dospélych
a seskupil je do Ctyt biovarti na zaklad¢ sérologickych reakci a rozdil ve fermentaci mannitolu
a sorbitolu. Buné¢na morfologie je spole¢na jako u mnoha dalSich druht Bifidobacterium
(Reuter 1963). Obtize pti odliseni B. adolescentis na zaklad¢ fenotypovych charakteristik
od jinych bifidobakterii izolovanych z vykali dospélych lidi uvadi Yaeshima et al. (1992), ktery
pouzil slozeni bazi DNA a homologie DNA-DNA ke spravnému pfifazeni izolatt
k B. adolescentis.

B. adolescentis vykazuje vyrazné antiflogistické, anxiolytické a antidepresivni G¢inky,
které souviseji se sniZzenim zanétlivych cytokind a obnoveni rovnovéhy stfevni mikrobioty
(Guo et al. 2019). Pii laboratornich pokusech na mysich Fang et al. zjistili, Ze B. adolescentis
podporuje diferenciaci regula¢nich T-lymfocytd, potlacuje reakce Th2 lymfocytl a zvySuje
vyskyt baterii rodu Lactobacillus ve sttevech, ktery pozitivné koreluje se zvySenim produkce
kyseliny propionové, a ma tedy potencial pro zlepSeni atopické dermatitidy (Fang et al. 2020).

Stres muze narusit rovnovahu stfevni mikroflory, stimulovat mechanismy zanétu mozku
a Vést k aktivaci mikroglii u depresivnich poruch (Maes 2008). Nuklearni faktor kB (NF-kB)
je jednim z hlavnich transkrip¢nich faktori, které zprostiedkovavaji zanétlivé reakce, a aktivaci
NF-kxB v bunkach lze inhibovat preinkubaci s B. adolescentis (Riedel et al. 2006).
B. adolescentis muze také regulovat pomér Proteobacteria k Bacteroidetes ve stfevni
mikrobioté a inhibovat aktivaci NF-xB v tlustém stievé (Guo et al. 2019).

3.1.18 Bifidobacterium dentium

Prvni popis Bifidobacterium dentium pochazi od Scardovi & Crociani (1974). Izolovan
byl z dutiny Gstni a vzhledem k tomu, Ze jeho pfitomnost souvisi se zubnim kazem,
je povazovan za potencialni kariogenni mikroorganismus. Studie ukazaly, Ze jeho pocet je pod
detekénim limitem nebo velmi nizky na povrchu zubti bez kazu, ale vysoky v hlubokych 1ézich
(Mantzourani et al. 2010; Henne et al. 2015). B. dentium nekolonizuje neporusené zubni tvrdé
povrchy, ale misto toho kolonizuje az léze vzniklé po iniciaci jinymi druhy - napiiklad
Streptococcus mutan. Pritomnost B. dentium je tedy spise disledkem nez pti¢inou pocatecnich
zubnich kazu (Kaur et al. 2013).

Bylo zjisténo, ze B. dentium adheruje k lidskému hlenu MUC2+ a obsahuje proteiny
vazajici mucin. V nepiitomnosti glukozy muze B. dentium metabolizovat rizné zdroje Zivin
prevazné rostlinného puvodu. Na rozdil od jinych bifidobakterii nebyl B. dentium do zna¢né
miry schopen rist na slou¢eninach nachazejicich se v lidském stfevnim hlenu (Engevik et al.
2021). Udaje z testt in silico odhalily, ze B. dentium postrada enzymy nezbytné k rozsahlé
degradaci mucinovych glykani obsazenych v lidském stfevnim hlenu. Toto zjisténi bylo
potvrzeno prokazanim, ze B. dentium nemohlo in vitro pouzivat nativni mucinové glykany jako
primarni zdroje uhliku (Engevik et al. 2019).
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B. dentium je schopno produkovat kyselinu gama-aminomaselnou prosttednictvim
enzymatické dekarboxylace glutamatu (Pokusaeva et al. 2017).

3.1.19 Bifidobacterium pseudolongum subsp. globosum

V roce 1969 Scardovi et al. izoloval a popsal dva nové bifidobakterialni druhy,
B. globosum a B. ruminale, z bachoru. V letech 1970 a 1971 oznamili, Ze mezi B. globosum
a B. pseudolongum byly zjistény vysoké urovné genetické piibuznosti (Scardovi et al. 1971).

Fylogenomicka analyza genomovych sekvenci nasledné potvrdila, ze B. pseudolongum
subsp. globosum a B. pseudolongum subsp. pseudolongum opravdu piedstavuje dva odlisné
bifidobakterialni druhy. Analyza zjistila i metabolické rozdily. Srovnéavaci analyzy genetickych
strategii k prevenci invaze cizi DNA odhalily, ze B. pseudolongum subsp. globosum vykazuje
veétsi plasticitu genomu. Ziskana zjisténi naznacuji, ze B. pseudolongum subsp. globosum
je ptizpasobiveéjsi riznym ekologickym nikam, jako jsou stfeva savct a ptakd, oproti
B. pseudolongum subsp. pseudolongum (Lugli et al. 2019).

3.1.20 Bifidobacterium pseudolongum subsp. pseudolongum

Prvni popis tohoto druhu pochazi od Mitsuoky zroku 1969, kdy izoloval vzorky
z prasete, kufete, psa, byka, telete, krysy a morcete. Bifidobacterium pseudolongum ma asi 70%
homologii DNA-DNA s B. globosum a vykazuje podobné fenotypové rysy a identickou
peptidoglykanovou strukturu (Mitsuoka 1969).

B. pseudolongum se spolu s dalsimi bifodobakterialnimi druhy hojné vyskytuje
Vv zazivacim traktu savca (Lugli etal. 2019). Bo et al. (2020) provedli studii na obéznich mysich,
ktera zkoumala potencialni ptinost B. pseudolongum na 1é¢bu obezity, na stievni mikrobiotu
ajeji fyziologicky mechanismus. Model obéznich mysi byl vytvofen dietou s vysokym
obsahem tukl. Zkoumaly se zmény obsahu tuku, plazmatickych metabolith a stfevni
mikrobioty u obéznich mysi a obéznich mysi 1é¢enych B. pseudolongum. Studie ukazala,
ze lécba B. pseudolongum vyznamné snizila télesnou hmotnost (o 12 %), plazmatické
triglyceridy (o 12,4 %) a visceralni tuk (o0 26,5 %) u obéznich mysi. B. pseudolongum muiize mit
terapeuticky potencial pro 1écbu obezity vyvolanou stravovacimi ndvyky. Lécba
B. pseudolongum by mohla zménit stievni mikrofloru hostitele a poskytnout mu tak vyhodu pfi
travevi, a tim zmirnit pravdépodobnost rozvoje metabolickych onemocnéni (Bo et al. 2020).

Antibiotika

Antibiotikum je 1€k, ktery ma bakteriostatické nebo bakteriocidni ucinky. Jejich objev
chemoterapii, protoZe tyto slouceniny pfispély k drastickému snizeni imrtnosti na bakterialni
onemocnéni lidi a zvifat. Antibiotika se bézné€ déli podle chemické struktury nebo mechanismu
ucinku do ruznych rodin: betalaktamova antibiotika, makrolidy, chinolony, tetracykliny,
aminoglykosidy atd (Martin et al. 2015).

Roku 1947 definoval Selman A. Waksman termin ,antibiotikum®: , Antibiotikum
je chemicka latka produkovana mikroorganismy, ktera ma schopnost inhibovat rist a dokonce
ni¢it bakterie a jiné mikroorganismy** (Waksman 2018). Jak z definice vyplyva, antibiotika jsou
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primarné produkty pidnich zivych organismu.. Aktinobakterie a houby jsou zdrojem pfiblizné
dvou tfetin antimikrobialnich latek, které se v soucasné dobé pouzivaji v humanni medicing.
(Durand, Raoult, & Dubourg 2019).

3.1.21 Historie

V zéii roku 1928 objevil Sir Alexander Fleming antimikrobidlni aktivitu generovanou
houbou kontaminujici kulturu Petriho misky Staphylococcus sp. Fleming, ktery pracoval
V londynské nemocnici St. Mary’s, zaznamenal sva pozorovani v ¢lanku v The British Journal
of Experimental Pathology v roce 1929 (Fleming 1929), kde ukazal, Ze penicilin je schopen
inhibovat rust bakterii in vitro. Fleming se domnival, Ze penicilin by mohl byt uzite¢ny jako
lokalni antiseptikum, ale nepodafilo se mu vy¢istit penicilin ani charakterizovat jeho aktivitu
(Aminov 2010).

V roce 1932 byl Flemingiv izolat identifikovan jako Penicillium notatum (Obrazek ¢. 5)
a aktivni slouéenina inhibujici rtst bakterii byla nazvana penicilinem (Martin et al. 2015).
Flemingiliv ¢lanek o penicilinu poslouZil védclim v Oxfordu jako zaklad k zahajeni vyzkumu
novych antimikrobialnich latek v roce 1939. Clanek zaujal hlavné Howarda Floreyho spolu
s Ernstem Chainem. Chain a Florey se rozhodli navrhnout metodu kultivace plisné a zaméfili
se na jeji produkei v dostatecném mnozstvi, aby bylo mozné dale testovat jeji antimikrobialni
roli. Norman Heatley, mlady chemik ve Floreyho laboratofi, sehral klicovou roli v procesu
CiSténi penicilinu. Heatley a Chain navrhli rané metody pro extrakci penicilinu, ktery byl
potiebny k ziskani dostatecného mnozstvi materidlu k provedeni prvnich zkousek. V poloviné
40. let 20. stoleti bylo na Patologické skole sira Williama Dunna v Oxfordu k dispozici dostatek
penicilinu, aby bylo mozné testovat jeho u¢innost na mysich.

Pravé tento experiment, ktery provedli Heatley a kolegové, poskytl data k prokazani t€inku
penicilinu in vivo (Heatley 2004). Osmi mySim byla injekéné podana smrtelnd davka
streptokoka. Po jedné hodiné byla dvéma mySim podana jedna davka penicilinu (10 mg)
a dvéma mySim bylo poddno 5 mg penicilinu plus dalsi davky (5 mg) 3, 5, 7 a 11 hodin po
infekci. Ctyfi mysi slouzily jako kontrolni skupina a nedostaly zadny penicilin. Sedmnéct hodin
po pocatecni infekei vSechny mysi v kontrolni skupiné zemfely, zatimco vSechny mysi, které
dostaly davku penicilinu, piezily. Toto pozorovani poskytlo diikaz, Ze penicilin ma potencial
zachranovat zivoty (Lobanovska & Pilla 2017).

Vybrané skupiny antibiotik
3.1.22 Aminoglykosidy

Prvni popsané antibiotikum tfidy aminoglykosid bylo streptomycin (Obrazek ¢. 4).
Tato sloucenina byla izolovana Schatzem et al. roku 1944 ze Streptomyces anulatus subsp.
griseus (Schatz & Waksman 2016). Streptomycin a mnoho dal$ich aminoglykosida jsou vysoce
ucinna Sirokospektrd antibiotika a piisobi primarné naruSenim syntézy bakteridlnich proteinil
vazbou na 30S ribozomalni podjednotku. Tato tfida antibiotik je stile v klinickém pouziti,
I kdyz vétSinou v kombinované terapii. Streptomycin byl také prvnim anti-tuberculoticum
pouzitym v terapii, a navic vykazoval aktivitu proti nékolika dal§im chorobam, které nebylo
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mozné vylécit penicilinem. Dal§imi zastupci jsou kanamycin, gentamicin a tobramycin, které
se uplatiuji v 16€bé gramnegativnich bacilarnich infekci (Mohr 2016).

v V l ? 3
Obrdzek 4 Streptomyces anulatus, Streptomycin (Mohr 2016)

3.1.23 p-laktamy

Penicilin a ptibuzné B-laktamy predstavuji jednu z naSich nejstarSich a nejrozsitfené;jsSich
antibiotickych skupin (Cho et al. 2014). Objev a vyvoj p-laktami penicilinového a
cefalosporinového typu a jejich syntetickych verzi byly nepostradatelné pti vzniku moderniho
farmaceutického prumyslu (Karwehl & Stadler 2016). Charakteristicky pro tuto skupinu je -
laktamovy kruh v molekuldrni struktufe. VétSina B-laktamovych antibiotik je U¢innymi
inhibitory biosyntézy bunééné stény. Prvni B-laktamové antibiotikum, penicilin G, bylo u¢inné
zejména proti grampozitivnim bakteriim, protoze bunécna sténa vétSiny gramnegativnich je pro
toto ¢inidlo nepropustnd. Nésledné vyvinuté polosyntetické peniciliny (methicilin, oxacilin,
ampicilin, karbenicilin) vykazuji Sirokospektralni aktivitu ataké inhibuji nékolik
gramnegativnich patogenll. Mnoho bakterii, jako naptiklad stafylokoky nebo E. coli, je schopno
produkovat B-laktamazy; enzymy, které ni¢i B-laktamovy kruh, a proto €ini antibiotikum
net¢innym. Dnes se Casto podavaji P-laktamova antibiotika v kombinaci s inhibitory
B-laktamazy (kyselina klavulanova, sulbaktam) (Mohr 2016).

Obrazek 5 Penicillium notatum

3.1.23.1Peniciliny
Peniciliny maji jako centralni jddro 6-aminopenicilanovou kyselinu, které je tvoreno

B-laktamovym kruhem spojenym s péticlennym thiazolidinovym kruhem. Bo¢ni fetézec pak
proptijc¢uje hydrofobni nebo hydrofilni vlastnosti. Nékteré peniciliny jsou proto hydrofobni,
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jako je penicilin G nebo benzylpenicilin a penicilin V nebo fenoxymethylpenicilin, zatimco jiné
peniciliny maji hydrofilni postranni fetézec, jako v ptipadé¢ isopenicilinu N.

Hydrofobni peniciliny jsou syntetizovany vyhradné vlaknitymi houbami (Penicillium
allii-sativi, Penicillium chrysogenum, Penicillium dipodomyis, Penicillium flavigenum)
Hydrofilni peniciliny produkuji vlaknité houby (P. chrysogenum, Acremonium chrysogenum),
nekolik aktinomyceta (Streptomyces sp.) a nékteré gramnegativni bakterie (Martin et al. 2015).

3.1.24 Tetracykliny

Tetracykliny jsou dilezitou tfidou antibiotik ziskdvanou od bakterii rodu Streptomyces.
Prvni tetracykliny — aureomycin, objeveny Duggarem roku 1948 a terramycin popsany Finlay
et al. roku 1950 byly izolovany z fermentac¢nich bujont Streptomyces aureofaciens. Molekuly
tetracyklinu ptisobi bakteriostaticky inhibici biosyntézy proteind a obsahuji linearni fizované
tetracyklické jadro, ke kterému jsou piipojeny rizné funkéni skupiny (Mohr 2016). Molekuly
tetracyklinu se vazou na 30S ribozomalni podjednotku a blokuji vstup amino-acyl tRNA
do A mista ribozomu. Proto jsou Sirokospektralnimi antibiotiky a vykazuji aktivitu proti Siroké
Skale grampozitivnich a gramnegativnich mikroorganismii vcetné patogeni, jako jsou
chlamydie, mykoplazmy ¢i protozodlni paraziti. Prvni bakterie rezistentni na tetracyklin,
Shigella dysenteriae, byla izolovana v roce 1953 (Chopra & Roberts 2001). Rezistence
na tetracyklin se nyni vyskytuje u rostouciho poctu patogennich, oportunnich a komenzalnich
bakterii. Pfitomnost patogent rezistentnich na tetracyklin omezuje pouziti téchto c¢inidel
pii 1é€bé onemocnéni (Marosevic et al. 2017).

3.1.25 Makrolidy

Makrolidy objevil James M. McGuire, ktery izoloval a popsal prvni slouceninu
erythromycin z bakterie Streptomyces erythreus. Kmen byl izolovan ze vzorku pudy
odebraného na filipinském ostrové v roce 1952 (McGuire et al. 1952). Makrolidy jsou
makrocyklické polyketidy, které se obvykle skladaji z 12—-16 fetézcového makrocyklického
laktonového kruhu s glykosidicky vazanym aminosacharidem. Makrolidova antibiotika
se vazou na podjednotku 50S bakterialniho ribozomu a inhibuji translokasu, a tim inhibuyji
syntézu proteint (Vazquez-Laslop & Mankin 2018). Plisobi primarné bakteriostaticky, hlavné
proti metabolicky aktivnim bakteriim. Patogenni spektrum makrolidi zahrnuje grampozitivni
koky (stafylokoky, streptokoky) a tycinky, gramnegativni patogeny jako Legionella
pneumophila, chlamydia, Bordetella pertussis, spirochaetes, Haemophilus influenza
a bunécnou sténu postradajici mykoplazmata (Mohr 2016). Bylo objeveno, ze makrolidy
pomahaji ke zlepseni vysledki u pacientl s virovou pneumonii souvisejici s chfipkou a jinymi
viry, pravdépodobné kvuli jejich imunomodula¢nim uc¢inkiim (Arabi et al. 2019).

3.1.26 Chinolova antibiotika

S 24

protiinfekcnich 1€ki. Jejich zpiisob plisobeni byl v dobé jejich objevu novy. Pisobi baktericidné
tim, Ze inhibuji bakteridlni enzym DNA gyrdzu (topoizomerazu II), kterd katalyzuje zmény
Vv topologii DNA. Tyto enzymy jsou proto nezbytné pro pieziti vSech bakterii (Collin et al.
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2011). Prvni klinicky chinolon, kyselina nalidixova (Obrazek ¢. 6), byl objeven nahodné jako
vedlejsi produkt syntézy dilezitého antimalarického 1é¢iva chlorochinu. Kyselina nalidixova
byla patentovana spole¢nosti Sterling Drug Company v roce 1963 (Bisacchi 2015). Kyselina
nalidixova a dalsi chinolony prvni generace (kyselina oxolinova) se dnes pouzivaji ziidka kvali
své toxicité. Cast&j§i vyuziti tak maji chinolonova antibiotika generace druhé (ciprofloxacin),
tieti (levofloxacin) a étvrté (gemifloxacin) (Kohanski et al. 2010).

o 0
| COOH R, ' COOH
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CH. R,
kysekna nall dixoya chimolory
R, netoR, = F

Obrazek 6 Kyselina nalidixova
3.1.27 Polypeptidova antibiotika

Polypeptidova antibiotika jsou skupinou antimikrobidlnich latek s riiznymi ucinky proti
mnoha gramnegativnim a grampozitivnim bakteriim. Cleny polypeptidil jsou bacitracin,
colistin A, colistin B, polymyxin Bl a polymyxin B2. Tyto slou¢eniny s velkou molekulovou
hmotnosti maji spolecnou strukturu heptapeptidového kruhu s polypeptidovym postrannim
fetézcem. Bacitracin je produkovan Bacillus licheniformis a Bacillus subtilis a je smési n€kolika
blizce ptibuznych polypeptidi (Bladek et al. 2020). Vzhledem k jejich vysoké toxicité je pouziti
polypeptidii v humanni mediciné omezeno, ale vySe zminénd antibiotika jsou Siroce pouzivana
jako veterinarni 1é¢iva v chovu zvitat (Catry et al. 2015). V roce 2016 byly polymyxiny
(primarné colistin) patou nejprodavanéjsi skupinou antimikrobidlnich latek pro zvitata ur€ena
k produkci potravin ve 30 evropskych zemich (Bladek et al. 2020).

3.1.28 Nitroimidazoly

Nitroimidazoly jsou tfidou antimikrobialnich 1€k, které maji Siroké spektrum G€¢innosti
proti anaerobnim grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim, stejné¢ jako parazitim
a mykobakteriim. Do této skupiny fadime metronidazol, pretomanid a delamanid, které jsou
I soucasti 1é¢by Helicobacter pylori ¢i Mycobacterium tuberculosis. Jedna se o proléciva, ktera
vyzaduji redukci nitroskupiny, nez projevi jakékoli antimikrobialni uc¢inky (Thomas & Gwenin
2021). Toho je normalné¢ dosaZzeno pomoci flavinmononukleotidu (FMN) nebo
flavinadenindinukleotidu (FAD) jako protetickych skupin a bud NADH nebo NADPH jako
redukénich ¢inidel (Ang et al. 2017). Mechanismus ma nasledujici kroky: molekuly vstupuji
do buné¢k pasivni difazi, nitroskupina je redukovana na reaktivni radikalové druhy a radikaly
reaguji s DNA nebo proteinem v bunice. Redukce produktii v buiice zavisi na redox potencialu
slouceniny a poctu pirenasenych elektronti (Patterson & Wyllie 2014). Systém funguje
efektivnéji za anaerobnich podminek, coz znamenda, Ze baktericidni U¢inky jsou zvySené
ve srovnani s pritomnosti kysliku (Thomas & Gwenin 2021).
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Mechanismy tcinku antibiotik

Antibiotika mohou byt klasifikovana na zakladé¢ bunééné slozky nebo systému, ktery
ovlivityji. Dal§$im moznym kritériem je rozdéleni na antibiotika, kterd indukuji bunéénou smrt
(baktericidni 1€ky) nebo pouze inhibuji bunécny rast (bakteriostatické 1éky). Dale mizeme
antibiotika rozdélit dle spektra G€innosti na antibiotika s izkym spektrem, sttednim spektrem
a sirokym spektrem uc¢inku (Kohanski et al. 2010).

Antibiotika jsou specifickd svym U¢inkem va¢i raznym bakteridlnim druhtim. Jejich Gc¢inek
muze cilit na:

e ovlivnéni syntézy bunééné stény (B-laktamy)

e ovlivnéni mechanismu syntézy proteinii prostiednictvim interakce s ribozomalnimi

podjednotkami (tetracyklin, chloramfenikol, aminoglykosidy)

e naruSeni mechanismu nukleovych kyselin (Rifampicin, Fluorochinolony)

e naruseni metabolickych drah (analogy kyseliny listové, sulfonamidy)

e naruSeni struktury bakterialnich obalt (Colistin) (Walsh 2010; Sultan et al. 2018)

3.1.28.11Inhibice bunétné stény

Bakterialni buiika je obalena vrstvami peptidoglykanu, kovalentné zesitovanou
polymerni matrici slozenou z peptidové vazaného B-(1-4)-N-acetylhexosaminu (Bugg & Walsh
1992). Mechanicka pevnost poskytovana touto vrstvou bunky je rozhodujici pro schopnost
bakterie pfezit podminky prostiedi, kter¢é mohou zmeénit pievladdajici osmotické tlaky.
Udrzovani peptidoglykanové vrstvy je dosazeno aktivitou enzyml transglykosylazy
a transpeptidazy (Park & Uehara 2008).

B-laktamy a glykopeptidy patii mezi tfidy antibiotik, které interferuji se specifickymi
kroky v biosyntéze homeostatické bun&né stény. Uspésna 1é¢ba inhibitorem syntézy bunééné
stény muze vést ke zménam tvaru a velikosti buné€k, vyvolat reakce bunééného stresu
avyvrcholit lyzou bunék. Naptiklad B-laktamy (vCetné penicilind, karbapenemi
a cefalosporinil) blokuji zesitovani jednotek peptidoglykanti inhibici reakce tvorby peptidové
vazby katalyzované transpeptiddzami, které jsou také znamé jako proteiny vazajici penicilin
(Kohanski et al. 2010; Bagquero & Levin 2021).

3.1.28.2 Ovlivnéni mechanismu syntézy proteinti

Léky inhibujici syntézu proteinil, patii mezi nejSirsi tfidy antibiotik a lze je rozdélit
do dvou podtiid: inhibitory 50S a inhibitory 30S. Mezi inhibitory ribozomu 50S patii makrolidy
(erythromycin), linkosamidy (klindamycin), streptograminy, amfenikoly (chloramfenikol)
a oxazolidinony (linezolid) (Katz & Ashley 2005). Inhibitory ribozomu 50S funguji tak,
ze fyzicky blokuji bud’ iniciaci proteinové translace nebo translokaci peptidyl tRNA, coz slouzi
k inhibici reakce peptidyltransferazy, ktera prodluzuje vznikajici peptidovy fetézec.

Inhibitory ribozomu 30S zahrnuji tetracykliny a aminocyklitoly. Tetracykliny funguji
tak, ze blokuji pfistup aminoacyl tRNA k ribozomu (Chopra & Roberts 2001). Trida
aminocyklitold zahrnuje spektinomycin a aminoglykosidy (napfiklad streptomycin, kanamycin
a gentamicin), které vazou slozku 16S rRNA podjednotky ribozomu 30S. Spektinomycin
interferuje se stabilitou vazby peptidyl tRNA na ribozom inhibici translokace katalyzované
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elongac¢nim faktorem, ale nezptsobuje chybnou translaci proteinu. Naproti tomu interakce mezi
aminoglykosidy a 16S rRNA muze vyvolat zménu v konformaci komplexu vytvofeného mezi
kodonem mRNA a jeho ptibuznou nabitou aminoacyl tRNA na ribozomu. To podporuje
nespravné parovani tRNA, coz mize mit za nasledek chybnou translaci proteinu (Pape et al.
2000; Kohanski et al. 2010).

3.1.28.3Naruseni mechanismu nukleovych kyselin

Inhibice syntézy RNA polosyntetickymi baktericidnimi antibiotiky tfidy rifamycinu,
podobné jako inhibice replikace DNA chinolony, ma u¢inek na metabolismus prokaryotickych
nukleovych kyselin a je U¢innym prostiedkem pro indukeci smrti bakteridlnich bunék.
Rifamycinové 1éky inhibuji DNA-dependentni transkripci stabilni vazbou s vysokou afinitou
k podjednotce enzymu RNA polymerazy (Kohanski et al. 2010).

3.1.28.4Naruseni metabolickych drah

Sulfonamidy a trimethoprim inhibuji dva po sob¢ jdouci kroky syntézy tetrahydrofolatu
potfebného pro syntézu nukleotidi. Tetrahydrofolat je také zakladni kofaktor biosyntézy
thyminu (Minato et al. 2018). Kone¢nym mechanismem zabijeni je tak nedostatek thyminu,
ktery s nejvétsi pravdépodobnosti podporuje posSkozeni DNA zprostfedkované reaktivnimi
formami kysliku (Baquero & Levin 2021).

3.1.28.5Naruseni struktury bakterialnich obalt

Chemické disruptory bunéénych obald zahrnuji detergenty, biocidy, halogeny a toxické
plyny. Terapeutickym antimikrobidlnim latkam jsou podobnéjsi enzymy nicici bunécnou sténu,
bakteriociny a antimikrobidlni peptidy, vcetné peptidii obrany hostitele hmyzu, plazii nebo
vysSich zivocichl (cekropiny, magaininy a defensiny). Tato €inidla rychle zabijeji bakterie
vytvafenim dér v jejich obalech, zejména v bun&éné membrané. Rada antibiotik, ktera
se klinicky pouziva, jako jsou cyklické peptidy (polymyxin B a colistin) a lipopeptidy
(telavancin a daptomycin), zabijeji naruSenim bunéénych membran. Podobné jako u detergentt
1ze zabijejici U€inek téchto latek 1épe popsat jako ,,fyzicky* spiSe nez biologicky. Pti nizkych
koncentracich téchto latek mohou bakterie kompenzovat nebo opravovat vysledné poskozeni
a mohou se replikovat rychlosti, ktera pfevysuje miru zabijeni (Baquero & Levin 2021).

3.1.29 Kombinace antibiotik

Antibiotika pouZivana v kombinaci jsou Gi€innou strategii pro boj s etnymi infekénimi
nemocemi v klinickych a veterindrnich podminkéch, zejména jako terapie posledni volby
U obtizné 1écitelnych piipadtd (Gray & Wenzel 2020). Kombinovana terapie muze zvysit
rychlost usmrcovani bakterii, rozsifit spektrum antibiotik, snizit davkovani a snizit tak
nezadouci vedlejsi ucinky, dokonce miize 1 kontrolovat vznik rezistence. Podavani antibiotik
v kombinaci se jiZ vice nez 70 let G€inn€ pouZiva proti bakteridlnim infekcim. Prvni kombinace
byly vyzkouseny k 1é¢bé tuberkulozy (Sullivan et al. 2020).
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Sulfonamidy se zaméfuji na enzym podilejici se na syntéze folatu a rifampicin na RNA
polymerazu. Jsou znamé rychlym rozvojem rezistence, a proto se aplikuji v kombinaci s jinymi

léky. Pfi hledani trvanlivéjSich feSeni se vyvoj antibiotik postupné pfesunul na kandidaty
antibiotik s cili kodovanymi vice geny, se strukturnimi nebo vicenasobnymi cili (Wenzel 2020).

3.1.30 Komplexni mechanismy u¢inku

Nékteré mechanismy uéinku pusobi na vice cili nebo maji vicenasobné ucinky.
Napfiklad bacitracin se vaze na bactoprenol fosfat a ovliviiuje jak syntézu peptidoglykanu
bunécné stény, tak teichoovych kyselin bunééné stény, protoze obé drahy sdileji baktoprenol
fostat jako transmembranovou nosnou molekulu pro jejich pfislusné prekurzory. Membranove
aktivni antibiotika, ackoli se mohou vazat pouze na jeden cil, standardné inhibuji vice
bunéénych procesi (Wenzel 2020). Jejich interference s funkCnosti membrany primarné
zhorSuje syntézu bunécné stény a bunécné dychani, ale také tfadu dalSich procesti vazanych
na membranu, jako je bunééné déleni, sekrece proteinil, sporulace nebo syntéza nového
membranového materialu (Gray & Wenzel 2020). Néktera antibiotika se vazou na dva nebo
vice samostatnych molekuldrnich cili. Naptiklad polymyxiny inhibuji jak vné&jsi, tak vnitini
membranu gramnegativnich bakterii (Deris et al. 2014) a lantibioticky nisin inhibuje biosyntézu
bunécné stény vazbou na lipid II a nasledné vyuzivd prekurzor bunécné stény spojeny
s undekaprenylem jako molekulu k vytvofeni transmembranovych péra (T Hart et al. 2016).

3.1.31 Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC, minimal inhibition concentration) definuje
in vitro trovné citlivosti nebo rezistence specifickych bakterialnich kmend k aplikovanému
antibiotiku. Spolehlivé stanoveni MIC mé vyznamny vliv na volbu terapeutické strategie, ktera
ovliviiuje u¢innost infekéni terapie. Stanovend hodnota MIC se nasledné musi porovnat
S klinickymi hrani¢nimi hodnotami MIC, aby bylo moZné posoudit, zda je kmen citlivy nebo
rezistentni na antibiotikum. Hodnoceni antibiotické rezistence na zdkladé¢ hodnoty MIC
neznamend identifikaci mechanismu rezistence. Z epidemiologickych divodi vSak kvalifikace
takového kmene do kategorie rezistence podle hodnoty MIC mize byt podnétem k provedeni
dalsiho vyzkumu detekce mechanismu rezistence (Kowalska-Krochmal & Dudek-Wicher
2021).

3.1.31.1 Dilu¢ni metody

svwvr

antimikrobidlniho c¢inidla (MIC), kterd za definovanych testovacich podminek inhibuje
viditelny rist zkoumané bakterie. Hodnoty MIC se pouzivaji ke stanoveni citlivosti bakterii
naléky a také k hodnoceni aktivity novych antimikrobialnich latek. Redéni agaru zahrnuje
zaclenéni riznych koncentraci antimikrobialni latky do zivného agarového média s naslednou
aplikaci standardizovaného poc¢tu bun€k na povrch agarové plotny. Pro fedéni zivné piidy, Casto
stanovené ve formatu 96-jamkové mikrotitrani desticky, se bakterie naockuji do kapalného
rustového média v pfitomnosti riiznych koncentraci antimikrobidlniho ¢inidla. Rist se hodnoti
po inkubaci po definovanou dobu a odecte se hodnota MIC (Wiegand et al. 2008).
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3.1.31.2 Difuzni metody

Agarové difuzni testy je jednou z metod pro kvantifikaci schopnosti antibiotik inhibovat
rust bakterii (Bonev et al. 2008). Mozné je i pouziti E-testovacich prouzkt impregnovanych
pfedem definovanym gradientem koncentraci antibiotik. Tyto metody jsou jednoduché, rychlé
a pouzitelné v rutinni mikrobiologické diagnostice (Kowalska-Krochmal & Dudek-Wicher
2021).

Technika agarové difuze (Obrazek €. 7) se bézn¢ pouziva pro stanoveni MIC v pevnych
médiich. Zahrnuje aplikaci antibiotickych roztokl riznych koncentraci do kelimk, jamek nebo
papirovych diskl, umisténych na povrchu nebo vpichovanych do agarovych ploten, na kterych
jsou testované bakterialni kmeny. Diflize antibiotik z té€chto zdroji do agar6zového média vede
k inhibici rastu bakterii v blizkosti zdroje a k tvorbé Cistych ,,z6n“ bez bakteridlni kultury.
Pramér téchto zon se zvysuje s koncentraci antibiotika (Bonev et al. 2008).

Obrazek 7 Diskova difiizni metoda

Bifidobakterie a antibiotika

U bifidobakterii se vétSinou uvadi, ze jsou citlivé na beta-laktamy, glykopeptidy,
chloramfenikol a rifampicin, ale jsou rezistentni na aminoglykosidy, polypeptidy, chinolony
amupirocin. Citlivost bifdobakterii na erythromycin je rizna, stejné jako citlivost
na sulfanilamid a trimethoprim, tetracykliny, kyselinu fusidovou, metronidazol a clindamycin
(Cao et al. 2020). V nékterych c¢lancich byla zaznamenana promeénliva citlivost
K beta-laktamiim, jako je ampicilin a oxacilin, kde bylo zji§téno, Ze malé procento
bifdobakterialnich kment je rezistentnich (Kheadr et al. 2007; Kiwaki & Sato 2009). Podobné
byl v nékterych studiich popsan citlivy fenotyp na aminoglykosidy, jako je gentamicin,
kanamycin a streptomycin (D’Aimmo et al. 2007; Xiao et al. 2010). Citlivy fenotyp
na streptomycin byl nalezen €astéji, zatimco na tobramycin a apramycin nebyly hlaSeny Zadné
citlivé fenotypy. Pokud jde o chinolony, byly popsany pouze rezistentni fenotypy k norfoxacinu
a kyseling nalidixové, byla vsak popsana senzitivita a proménna citlivost na ciprofoxacin (Cao
et al. 2020).

Pan et al. (2020) se pokusili stanovit minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro
15 antibiotik na 20 izolatech rodu Bifidobacterium a otestovat moznost pfenosu genti rezistence
na antibiotika. Vzorky byly testovany metodou za pouziti kultivace v bujonu. K detekci geni
rezistence byly pouzity specifické primery a polymerazova tetézova reakce (PCR). Hodnoty
MIC se vyznamné liSily mezi izolaty bifidobakterii, vCetné izolati stejného druhu. VSechny
izolaty byly citlivé na ampicilin, gentamicin, streptomycin a linezolid a byly pfirozen¢ odolné
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vaci kanamycinu; naproti tomu citlivost na chloramfenikol, ciprofloxacin, clindamycin,
erythromycin, neomycin, tetracyklin, trimethoprim a vankomycin se mezi izolaty liSila.
Experimenty s parovanim filtri vSak neukazaly zadny pfenos geni rezistence na antibiotika.
Bifidobakterie by se tak nemély podilet na dalSim vzniku bakterii rezistentnich na antibiotika.

Tabulka 2 Reakce bifidobakterii na antibiotika dle Cao et al. 2020

Antibiotikum

Senzitivni

Rezistentni

Nejednoznaéna reakce

Ampicilin

B. adolescentis, B. breve,
B. bifidum, B. lactis, B.
longum, B. catenulatum, B.
animalis

B. animalis, B. bifidum,
B. breve, B. infantis,
B. longum, B. pseudolongum

Beta-laktamy

Oxacilin

B. lactis, B. longum, B. bifidum

B. animalis, B. bifidum,
B. breve, B. infantis,
B. longum, B. pseudolongum,
B. lactis, B. pseudocatenulatum

Penicilin

B. animalis, B. bifidum,
B. breve, B. infantis,
B. longum, B. pseudolongum,
B. pseudocatenulatum,
B. catenulatum, B. lactis,
B. adolescentis

Aminoglykosidy

Aztreonam

B. animalis, B adolescentis,
B. breve, B. bifidum,
B. longum, B. infantis,
B. lactis

Cefoperazone

B. adolescentis, B. breve,
B. bifidum, B. infantis,
B. catenulatum

B. animalis, B. adolescentis,
B. breve, B. bifidum,
B. longum, B. infantis

Cefazolin

B. adolescentis, B. breve,
B. bifidum, B. infantis,
B. catenulatum

B. animalis, B. adolescentis,
B. breve, B. bifidum,
B. longum, B. infantis

Cefoxitin

B. adolescentis, B. breve,
B. bifidum, B. infantis,
B. catenulatum

B. animalis, B. bifidum,
B. adolescentis, B. breve,
B. longum, B. infantis

Cefalotin

B. animalis, B. adolescentis,
B. breve, B. bifidum,
B. longum, B. infantis, B. lactis

B. bifidum, B. animalis,
B. lactis, B. breve, B. longum,
B. pseudocatenulatum

Mupirocin

B. bifidum, B. longum

Gentamicin

B. breve

B. bifidum, B. animalis,
B. lactis, B. breve,

B. longum, B. infantis
B. pseudocatenulatum,
B. catenulatum,

B. adolescentis, B. dentium

B. adolescentis, B. breve,

B. bifidum, B. infantis, B.

longum, B. catenulatum,
B. lactis

Kanamycin

B. animalis, B. bifidum,
B. breve, B. infantis,
B. longum, B. lactis,

B. pseudolongum

B. adolescentis, B. breve,
B. bifidum, B. infantis,
B. catenulatum

Rifampicin

B. animalis, B. adolescentis,
B. breve, B. bifidum,
B. longum, B. infantis, B. lactis

B. bifidum, B. animalis,
B. lactis, B. breve, B. longum,
B. pseudocatenulatum,
B. infantis

33




Streptomycin

B. bifidum, B. longum

B. animalis, B. adolescentis,
B. breve, B. bifidum,
B. longum, B. infantis

B. animalis, B. bifidum,
B. breve, B. infantis, B.
longum, B. pseudolongum,
B. catenulatum, B. globosum
B. adolescentis, B. lactis,
B. dentium

Neomycin

B. animalis, B. bifidum,
B. breve, B. infantis,
B. longum, B. lactis,

B. pseudolongum

Amikacin

B. animalis, B. breve,
B. adolescentis, B. bifidum,
B. longum, B. infantis

B. adolescentis, B. breve,
B. bifidum, B. infantis,
B. catenulatum

Tobramycin

B. adolescentis, B. breve,
B. bifidum, B. infantis,
B. catenulatum

Chinoliny

Spectinomycin

B. lactis, B. longum, B. bifidum

B. lactis

Norfloxacin

B. animalis, B. adolescentis,
B. breve, B. bifidum,
B. longum, B. infantis

Ciprofloxacin

B. lactis, B. bifidum,
B. breve, B. longum,
B. infantis

B. animalis, B. breve,
B. longum, B. infantis,
B. lactis, B. dentium,
B. catenulatum, B. bifidum,
B. adolescentis

Nalidixic acid

B. bifidum, B. animalis,
B. lactis, B. breve,
B. longum, B. catenulatum,
B. infantis, B. adolescentis

Sulfamethoxazol

B. bifidum, B. longum

B. animalis, B. adolescentis,
B. breve, B. bifidum,
B. longum, B. infantis

Sulfonamidy

Trimethoprim

B. longum

B. animalis, B. adolescentis,
B. breve, B. bifidum,
B. longum, B. infantis

B. lactis, B. bifidum, B. breve,
B. longum, B. infantis,
B. animalis, B. adolescentis,
B. catenulatum, B. dentium,
B. pseudolongum

Polypeptidy

Polymyxin B

B. adolescentis, B. breve,
B. bifidum, B. infantis,
B. catenulatum, B. dentium,
B. animalis, B. lactis,
B. longum

Colistin

B. animalis, B. breve,
B. adolescentis, B. bifidum,
B. longum, B. infantis

Bacitracin

B. adolescentis, B. breve,
B. bifidum, B. infantis,
B. lactis, B. catenulatum,
B. longum

B. longum

Teikoplanin

B. bifidum, B. animalis,
B. lactis, B. breve, B. longum,
B. pseudocatenulatum

Glykope
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B. bifidum, B. animalis,
B. lactis, B. breve, B. longum

B. animalis, B. bifidum,
B. breve, B. infantis,

Vancomycin B. infantis, B. catenulatum, .
. : B. longum, B. adolescentis,
B. adolescentis, B. dentium,
B. pseudolongum
B. pseudolongum
B. breve, B. bifidum, B. lactis,
B. animalis, B. adolescentis, B. longum, B. infantis,
Clindamincin B. breve, B. bifidum, B. adolescentis, B. animalis,
- B. longum, B. infantis, B. lactis B. dentium, B. pseudolongum,
= B. globosum
o
% B. animalis, B. bifidum,
S B. bifidum, B. animalis, B. breve, B. infantis,
Ervthromvein B. lactis, B. breve, B. longum, B. longum, B. lactis,
y y B. catenulatum, B. dentium, B. pseudolongum,
B. adolescentis, B. infantis B. adolescentis, B. globosum,
B. catenulatum, B. dentium
P B. animalis, B. bifidum,
= B. animalis, B. adolescentis, B. breve, B. infantis, B. lactis,
§ Tetracyklin B. breve, B. bifidum, B. lactis B. longum, B. pseudolongum,
= B. longum, B. infantis B. catenulatum, B. dentium,
[ B. adolescentis, B. globosum
B. adolescentis, B. breve,
%‘ Nitrofurantoin B. bifidum, B. infantis,
N B. catenulatum
h=t
kS B. animalis, B. bifidum, . .
e . . B. adolescentis, B. breve, B. b_|f|dum, B. animalis,
£ | Metronidazol B. lactis . ; B. lactis, B. breve, B. longum,
Z B. longum, B. infantis, - .
; B. infantis
B. dentium
P B. bifidum, B. animalis,
g B. lactis, B. breve, B. longum, B. animalis, B. bifidum,
S Chloramfenikol B. infantis, B. catenulatum, B. breve, B. infantis,
) B. adolescentis, B. dentium, B. longum, B. pseudolongum
o B. pseudolongum, B. globosum
Kyvselina B. adolescentis, B. breve, B. animalis, B. infantis, B. bifidum. B. animalis
ys . B. bifidum, B. infantis, B. adolescentis, B. breve, s ' '
fusidova o B. lactis, B. breve, B. longum
B. catenulatum B. bifidum, B. longum
Rezistence

Antimikrobidlni rezistence (AR) je pfirozenym jevem v Zivotnim prostiedi, ktery predchazi

modernimu selektivnimu tlaku klinického pouzivani antibiotik (Dcosta et al. 2011). Klinicka
definice AR je zalozena pfedevsim na bakterialni odpovédi na lécbu. Jeden mikroorganismus
je povazovan za rezistentni, pokud existuje vysokd pravdépodobnost terapeutického selhéni
pti 1é¢bé antibiotiky. V dusledku toho byla rezistence definovana na zakladé meznich hodnot
MIC (Olivares et al. 2013).

Lidska stfevni mikrobiota miize byt pravideln¢ vystavovana fad¢ antimikrobidlnich latek,
jako jsou antibiotika, kterd se pouzivaji pti 1€cbé a prevenci bakteridlni infekce v humdanni
a veterinarni mediciné (Duranti et al. 2017). Rozsahlé pouzivani antimikrobialnich latek vSak
urychlilo sifeni antimikrobidlni rezistence, vedlo k rychlejsimu pfenosu genti antimikrobialni
rezistence (Sabri et al. 2020) a tim k rychlejsimu vzniku rezistentnich patogennich bakterii,
které mohou ohrozit i¢innost antimikrobialni terapie (Rozman et al. 2020). Rezistence i na vice
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1é¢iv u grampozitivnich a negativnich bakterii se obtizné€ 1¢¢i a mohou byt dokonce nelécitelné
konven¢nimi antibiotiky (Frieri et al. 2017). Vzhledem k rychlému vzniku AR spolu
s nedostatkem novych antimikrobialnich latek je AR uzndna jako hlavni globalni zdravotni
problém (Rozman et al. 2020). Geny antimikrobialni rezistence (AGR) obsazené v bakteriich
mohou odstranit nebo inaktivovat konkrétni antibiotika nebo zménit jejich cil ¢i vazebnd mista,
na ktera plusobi. AGR pfitomné v genomu jsou stabilni a jsou povazovany za vnitini
a nepienosné. Tyto geny ovSem mohou byt pfitomny na extrachromozomalnich replikonech,
jako jsou plazmidy, transpozony a fagy, které jsou pfenosné i na jiné ¢leny stfevni mikrobioty
prostiednictvim horizontalnich pfenost gent (Sultan et al. 2018). Krom¢ toho muze byt
antibioticka rezistence zajisténa také mutaci v genu kodujicim antibioticky cil, pfi¢emz v tomto
piipadé neni ziskana rezistence povazovana za horizontalné pifenosnou (Duranti et al. 2017).

3.1.32 Siieni antibiotické rezistence

Vznik a §ifeni rezistence vii¢i antibiotikiim mezi patogennimi bakteriemi je v poslednich
desetiletich stale vétsim problémem vetejného zdravi (Duranti et al. 2017; Frieri et al. 2017).
Relevantni pro pienos jsou nejen geny rezistence vuci antibiotikiim, s nimiz se setkdvame
u klinickych patogent, ale vSechny patogenni, komenzalni i environmentalni bakterie, mobilni
genetické prvky a bakteriofagy tvofi rezervoar ARG (rezistom) z nichz mohou patogenni
bakterie ziskat rezistenci prostfednictvim horizontalniho pfenosu genti (Von Wintersdorff et al.
2016). Horizontalni pienos gent zpusobil Sifeni rezistence viuci antibiotikiim z komenzalnich
a environmentalnich druht na patogenni, jak bylo prok4dzano u n€kterych klinicky vyznamnych
ARG. Zatimco transformace a transdukce byly povazovany za méné dulezité, nedavné objevy
naznacuji, e jejich role mize byt vétsi, nez se diive myslelo (Frieri et al. 2017).

3.1.32.1Horizontalni pfenos genti

Bakterie ovliviiuji eukaryotické buiiky jako paraziti, komenzalové nebo prospésSni
symbionti. Krom¢ téchto interakci s organismy byly bakterie také dilezitymi zdroji novych
genetickych sekvenci prostfednictvim horizontalniho ptenosu gentt (HGT) pro eukaryota
(Husnik & McCutcheon 2018).

Adaptace bakterii na prostfedi a neptiznivé podminky se urychluje nejen mutacemi
a rychlym mnozenim, ale i ziskanim novych vlastnosti prostfednictvim HGT (Oliveira et al.
2017). Horizontalni pfenos genti oznacuje ziskani cizich gent organismy. Vyznam HGT mezi
bakteriemi byl poprvé rozpoznan, kdyz byla pozorovéna ,,infekéni dédi¢nost* mnohocetné
antibiotické rezistence viéi patogenim (Heuer & Smalla 2007). HGT mezi bakteriemi je fizen
ttemi hlavnimi procesy (obrazek ¢. 8): transformaci (piijem volné DNA), transdukci (pfenos
gentt zprostiedkovany bakteriofagy) a konjugaci (pfenos genli pomoci plazmidi nebo
integrativnich konjugacnich prvkl). Mobilni genetické elementy, jako jsou plazmidy,
bakteriofagy, integra¢ni konjugativni elementy, transpozony, inzer¢ni sekvence, integrony,
genové kazety a genomové ostruvky, jsou dulezitymi prostfedniky pii transdukci a konjugaci
(Fernandez & Hancock 2012; Husnik & McCutcheon 2018).

Plazmidy, bakteriofagy a extracelularni DNA jsou tfemi primarnimi hnacimi silami
HGT. Pfenos genl kazdym ze tfi mechanisml je upfednostiiovan mezi blizce piibuznymi
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organismy, ale miize k nému dojit i mezi fylogeneticky vzdalenymi organismy (Johnston et al.
2014).

Transdukce

Obrazek 8 3 typy horizontalniho prenosu genit dle Mclnnes et al.2020

3.1.32.2 Transformace

Transformace nastava, kdyz bakterie pfijmou extracelularni DNA a importovany gen
je rekombinovan do hostitelského genomu. Transformace je stabilni pfijem, integrace a funkéni
exprese extracelularni DNA (Johnston et al. 2014), ke které miZze dochazet za podminek
ptfirozeného ristu bakterii. Je mechanismem, ktery mize potencidlné vysvétlit, jak bakterie
ziskavaji DNA z cizich druhit mimo hostitelsky rozsah mobilnich genetickych prvki nebo
bakteriofagl. Aby doslo k pfirozené transformaci, musi si bakteridlni buiiky nejprve vyvinout
regulovany fyziologicky stav kompetence, o kterém bylo zjiSténo, Ze zahrnuje ptiblizné 20 az
50 proteint. VétSina prirozené transformovatelnych bakterii si vyvine ¢asové omezenou
schopnost v reakci na specifické podminky prostedi, jako jsou zménéné podminky rustu,
pfistup k Zivinam, hustota bunck nebo hladovéni. Podil bakterii, které si vyvinou tyto
schopnosti se v bakterialni populaci mize pohybovat od nuly do témét 100 % (Thomas &
Nielsen 2005; Lerminiaux & Cameron 2019). Experimentalné¢ bylo prokazano, ze tuto
pfirozenou kompetenci ma vice nez 80 bakterialnich druhti (Mclnnes et al. 2020).

3.1.32.3 Transdukce

Transdukce je uznavéna jako potencialni ptispévatel k Siteni ARG, zejména mezi Cleny
stejného druhu. K transdukci dochazi, kdyz virové €astice prenaseji bakterialni geny. Po infekci
bakteriofagem je bakterialni DNA n&€kdy ndhodné zabalena do kapsidy bakteriofaga. Kapsida
obsahujici bakterialni DNA je plné€ schopna véazat se na buiiku piijemce a injektovat cizi DNA.
Pokud je ptfenesena bakteridlni DNA rekombinovéana do genomu bunky piijemce, doslo
k transdukci. (Gillings 2017; Watson et al. 2018).

3.1.32.4 Konjugace
Zatimco plazmidy mohou byt odebrany pfirozenou transformaci, proces spojeny
se ziskdnim plazmidu je konjugativni pienos. Konjugativni pfenos je zprostfedkovan

mezibunéénymi spoji a pérem, kterym muze DNA projit (Lerminiaux & Cameron 2019).
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Konjugativni pienosové systémy jsou casto spojeny s plazmidy, pravdépodobné proto,
ze K vyvoji by normalné potiebovaly, aby geneticky prvek, jehoz jsou soucasti, byl kompletné
ptenesen k piijemci. Proto jednim z nejrozsifencjSich ptenosovych systémi jsou relativné malé
genetické prvky — plazmidy, které 1ze rychle pienést (Thomas & Nielsen 2005).

3.1.33 Rezistom

Rezistom byl definovan jako soubor vSech ARG a jejich prekurzorii v patogennich
a nepatogennich bakteriich (Wright 2007). Jeho slozky byly piesné popsany jako vSechny
ARG, vcetné téch, které cirkuluji v patogennich bakteriich, producentech antibiotik a benignich
nepatogennich bakteriich. S ohledem na ptiivod ARG se predpoklada, Ze rezistom zahrnuje geny
protorezistence jako rezervoar prekurzord ARG, stejné jako geny klinické, environmentalni
a vnitini rezistence (Wright 2010). Definice byla dale upiesnéna oznacenim typi rezistence,
jako je ziskand rezistence (vertikdln¢ nebo horizontalné pfenesend, taxonove nespecificka),
vnitini rezistence (pouze vertikaln€ ptfenaSend, specifickd pro taxony), tichd rezistence
(fenotypicky citliva, funk¢ni, ale nevyjadiend) a protorezistence (fenotypicky citliva,
malé/Zadna aktivita, dokud nezmutuje) (Perry et al. 2014). Antibioticky rezistom tedy zahrnuje
vSechny typy ARG (ziskané geny a geny vnitini rezistence), jejich prekurzory a nékteré
potencidlni mechanismy rezistence v mikrobidlnich komunitach, které vyzaduji evoluci nebo
zmény v kontextu exprese, aby se ziskala odolnost (Kim & Cha 2021).

Vnitini rezistence je zptisobena disledkem nepropustnosti bunéénych stén, aktivitou
efluxnich pump (substratové specifické transportni mechanizmy, které vznikaji zvySenou
expresi proteini zevni membrany) ¢i nedostatkem vhodnych cilti pro danou skupinu 1é¢iv
(Fernandez & Hancock 2012). Zjistilo se vSak, Zze charakteristicky fenotyp citlivosti daného
bakteridlniho druhu na antibiotika zavisi na spolecné aktivité¢ nékolika prvki, coz bylo
pojmenovano jako vnitini rezistom. Tyto determinanty nezahrnuji pouze klasické geny
rezistence. Dal$i prvky, z nichZ nékolik se podili na zdkladnich bakterialnich metabolickych
procesech, jsou dulezité pro vnitini rezistenci bakteridlnich patogenti. Vnitini rezistom je tedy
definovan jako soubor prvkd, které piimo nebo nepiimo pfispivaji k rezistenci vuci
antibiotikim a jejichz pfitomnost je nezavisla na predchozi expozici antibiotikim a neni
zpusobena horizontalnim pfenosem genu (Olivares et al. 2013).

Aminoglycoside class 0.5%

T . / ata-lact o .S o/
Tetraciclyne class 16 % Beta-lactamase class 17 %

Sulfonamide class 4 %

Bifidobacterium

Metranizadole class 0.5 % resistome

Glycopeptide class 43 %
Methyltransferase class 19 %

Graf 1Predpokiadany rezistom rodu Bifidobacterium dle Marcino et al. 2019
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3.1.34 Bifidobakterie jako zdroj rezistence

Zastupci rodu Bifidobacterium patii mezi prvni kolonizatory stfev savct, kde puisobi jako
dualeziti stievni komenzalové, ktefi ovliviiuji zdravi hostitele. Jako soucast stievni mikrobioty
mohou byt bifidobakterie vystaveny pusobeni antibiotik (Mancino et al. 2019). B€hem prvnich
mésict po porodu piedstavuji bifidobakterie jednu z nejdominantnéjSich slozek lidské strevni
mikrobioty. Porovnani datovych soubort bifidobakteridlniho rezistomu a stfevniho
metagenomu od dospélych a kojencil navic ukazalo, Ze stievni mikrobiota v raném veku
je nachylIn¢jsi k porucham zptisobenym antibiotickou 1é¢bou ve srovnani se stfevni mikrobiotou
vyvinutou v pozd¢jsim stadiu Zivota (Duranti et al. 2017).

Pouzivéani stejnych antibiotik v humdanni i1 veterindrni medicing, vedlo k rychlému
vyskytu antibiotické rezistence u bakterii z potravinového fetézce (Rozman et al. 2020).
Bakterie mlécného kvaSeni a bifidobakterie mohou piisobit jako rezervoar genl rezistentnich
na antibiotika (Duranti et al. 2017), které by mohly byt dale Sifeny prostiednictvim
potravinového fetézce, zejména ve stfevnim mikrobiomu, ktery je povazovan za rizikové misto
pro horizontalni pfenos gent (Liu et al. 2012). Byl prokazan ptenos genl rezistentnich
na antibiotika z bifidobakterii a bakterii mlééného kvaseni na jiné komenzaly nebo potencidlné
patogenni bakterie v in vitro a in vivo podminkach (Rozman et al. 2020).

3.1.35 Bifidobakterie jako patogenni organismy

Nékteré bifidobakteridlni kmeny mohou byt i patogenni a zptisobovat gastrointestinalni
a extraintestinalni infekce, ptestoZe tyto infekce jsou ziidka popsany ve srovnani s témi, které
jsou spojeny s jinymi probiotickymi druhy. Patogenni bifidobakterialni kmeny byly izolovany
z infekci vyskytujicich se v ustech, bfisni duting, v abscesech, v porodnich cestach a na hrudi.
B. dentium a B. adolescentis byly zodpovédné za polovinu téchto infekci (Moubareck et al.
2005; Kaur et al. 2013).

3.1.36 Riziko rezistence v Zivotnim prosti‘edi

Obavy ze zdravotniho rizika rezidui antibiotik v Zivotnim prostfedi pfedstavuji zejména:

e potencidlni nebezpeci pozitych rezidui antibiotik v Zivotnim prosttedi, které¢ méni lidsky

mikrobiom a podporuje vznik a selekci rezistence bakterii v lidském téle

e potencidlni nebezpeci vytvoreni selekéniho tlaku na mikrobiom Zivotniho prostfedi

a vedouci k rezervoarim rezistence vii€i antibiotikiim v zivotnim prostredi.

Ctyii zakladni prvky rezistence viiéi antibiotikéim spojenych se zbytky antibiotik v Zivotnim
prostfedi jsou identifikace nebezpecnosti, posouzeni expozice, posouzeni odezvy na davku
a charakterizace rizika (Ben et al. 2019).

Biofilmy se podileji na rezistenci vici vice 1é¢iviim a mohou pfedstavovat velky problém
pro kontrolu siteni infekce (Frieri et al. 2017). Také koteny rostlin jsou kolonizovany pidnimi
bakteriemi, o kterych je zndmo, Ze jsou rezervoarem genu antibiotické rezistence. Rezistomy
se mohou témito mikroorganismy prenaset i na patogeny (Wang et al. 2021).

Cistirny odpadnich vod mohou fungovat jako rezervoary a environmentalni dodavatelé
antibiotické rezistence. Byly také oznaceny jako hotspoty pro horizontalni pfenos gentl, coz
umoziiuje Sifeni genl rezistence vic¢i antibiotikiim mezi riznymi bakteridlnimi druhy.
(Karkman et al. 2018).
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4 Metodika

Cilem praktické casti bylo ud¢lat screening antibiotické citlivosti a rezistence
multihostitelskych druht bifidobakterii vic¢i nejcastéji komercné pouzivanym antibiotikim
V humanni 1 veterindrni medicin€. Celkem bylo testovano 73 antibiotik dostupnych ve formé
antibiotickych diskli na celkem 40 vzorcich bifidobakterii. Jako zastupci multihostitelskych
druht byli zkoumani Bifidobacterium animalis subsp. animalis, B. animalis subsp. lactis,
B. adolescentis, B. dentium, B. pseudolongum subsp. globosum a B. pseudolongum subsp.
pseudolongum. Pro testovani byla vyuzita diskova difizni metoda na Petriho miskach. Jelikoz
pro vétSinu testovanych antibiotik nejsou pro bifidobakterie stanoveny minimalni inhibicni
koncentrace, byly u uvedenych antibiotik v rdmci screeningu testovany koncentrace komercéné
dostupné. Kultivace testovanych kmeni bifidobakterii probihala v tekutém péstebném médiu —
modifikovany Wilkins-Chalgren bujon. Na testovani na Petriho miskach byl vyuZit LSM agar,
jehoz slozeni a postup ptipravy odpovida ISO normé 10932:2010 zabyvajici se stanovenim
minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotik pro bifidobakterie a bakterie mlécného kvaseni.

Screening antibiotické rezistence

Material
4.1.1 Bifidobakterie

K testovani antimikrobidlni rezistence byly pouZity Cerstvé vykultivované vzorky
multihostitelskych druht bifidobakterii ze zmrazenych kultur sbirky Katedry mikrobiologie,
vyzivy a dietetiky. V celkovych 40 testovanych vzorcich bylo zastoupeno 15 vzorkl
B. animalis subsp. lactis, 2 vzorky B. animalis subsp. animalis, 8 vzorkt B. adolescentis,
5 vzorku B. dentium, 3 vzorky B. globosum a 6 vzorka B. pseudolongum. Od kazdého druhu
byl vzdy alesponi jeden vzorek typovy kmen pro kontrolu. Kompletni zastoupeni vzorkt
I S pivodem jejich izolace je uvedeno v Tabulce ¢. 3.

Tabulka 3 Seznam testovanych kmenit bifidobakterii

Muf 16 |B. animalis subsp. lactis | Muflon Piirodni rezervace
Pes N.O. [B. animalis subsp. lactis | Némecky ovcak (§té€ng) Chovna stanice x
P2N1 B. animalis subsp. lactis | Némecky ovcak ($tén€) Chovna stanice x
ZDK 8 | B. animalis subsp. lactis | Okapi Z00
ZDK 7 [ B. animalis subsp. lactis | Okapi Z00
ZDK 5 10 | B. animalis subsp. lactis | Paovce hiivnata Z00
ZDK 18 |B. animalis subsp. lactis | Ovce kamerunska Z00
ZDM 8 12 | B. animalis subsp. lactis | Puivod neznamy Z00
N73 B. animalis subsp. lactis | Lemur kata Z00*
N45 B. animalis subsp. lactis | Kockodan Cambelliiv Z00*
N30 B. animalis subsp. lactis | Koc¢kodan bélonosy Z00*
D16 B. animalis subsp. lactis | Clovék (dospéla mikrobiota) Zdravy jedinec
D41 B. animalis subsp. lactis | Clovék (dospé&la mikrobiota) Zdravy jedinec
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Miécny vyrobek (komercni probioticky

Danone 3 | B. animalis subsp. lactis | Jogurt Activia kmen)
Nestl¢ | B. animalis subsp. lactis | Kojenecka vyziva Nestlé Enifrlf; vyZiva (komeréni probioticky
DSM T . . i
10140 B. animalis subsp. lactis | FMV (jogurt) Typovy kmen
DSM B. animalis subsp. i o ,
26074 animalis Krysa Oficialni sbirkovy kmen
DSM B. animalis subsp. .
20104 | animalis Krysa Typovy kmen
N63 B. adolescentis Lvigek zlaty Z00
N101 B. adolescentis Lvicek zlaty Z00
2%%?7 B. adolescentis Bachor kravy Oficialni sbirkovy kmen
D12 B. adolescentis Clovék (dospéla mikrobiota) Zdravy jedinec
D19 B. adolescentis Clovek (dospéla mikrobiota) Zdravy jedinec
M43 B. adolescentis Clovék (dospéla mikrobiota) Jedinec s CD**
M11 B. adolescentis Clovek (dospéla mikrobiota) Jedinec s CD**
2%%2’; B. adolescentis Clovek (dospéla mikrobiota) Typovy kmen
N21 B. dentium Simpanz Z00*
N5 B. dentium Simpanz Z00*
N12 B. dentium Makak Ivi Z00O*
M2A B. dentium Clovék (dospéla mikrobiota) Jedinec s CD**
M4E B. dentium Clovék (dospéla mikrobiota) Jedinec s CD**
T46 Tele Zemédelsky podnik
T19 Tele Zemédeélsky podnik
DSM . ,
20092 Bachor kravy Typovy kmen
w1 B. psudolongum Némecky ovéak (dospélec) Venkovni odchov
4/3b B. psudolongum Spalax thoc_eska lguvirzr[a (vyzkumna
skupina zvifat)* x
JihoCeska univerzita (vyzkumna
3/3c B. psudolongum Spalax skupina zvifat)* x
Jihoceska univerzita (vyzkumna
4/3c B. psudolongum Spalax skupina zvifat)*
P9 B. psudolongum Prase Skolni demonstraéni stdj
DSM ,
20099 B. psudolongum Prase Typovy kmen
** jedinec Casto vystaveny antibiotické
VYSVETLIVKY terapii

4.1.1.1 Kultivace vzorka

x agregujici vzorek

* jedinec vystaveny antibiotické terapii

Vzorky jsou uchovavany v penicilinovych lahvic¢kach pfi teploté -20 °C. Vzorky jsou
uchovavany v poméru 60 % narostlé kultury a 40 % Bifipufru s glycerolem (slozeni je uvedeno
v ptiloze €. X). Pred kultivaci byly vzorky rozmraZeny pfi pokojové teploté a nasledné byly
0,5 ml kultury pfeockovany do zkumavek s WSP médiem (9 ml, Wilkins-Chalgren broth
s ptidavkem sojového peptonu, cysteinu a tweenu, piesné slozeni je uvedeno v Tabulce ¢. 4).
Pteockované vzorky byly kultivovany v termoboxu pfi 37 °C po dobu 24 hodin.
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4.1.1.2 Kultivaéni médium

Pro kultivaci bifidobakterii byl vyuzit modifikovany Wilkins-Chalgren broth — tekuté
pestebni médium pro anaerobni bakterie. V nize uvedené Tabulce €. 4 jsou uvedeny vSechny
slozky potfebné na ptipravu 1 litru média.

Tabulka 4 Slozeni péstebného WPS média

Slozky média

1 I demineralizované vody

33 g Wilkins-Chalgren bujon (broth; Oxoid)
5 g GMO sojového peptonu (Oxoid)

0,5 g L-cysteinu (Sigma-Aldrich)

1 ml tween (Sigma-Aldrich)

Jednotlivé slozky byly navazeny a pfidany do 1 litru destilované vody do koénické
Erlenmeyerovy bariky. Po fadném promichéani a pro rozpusténi vSech slozek byl vysledny
roztok dan na 10 minut vafit do vodni ldzné. Po ptfevatfeni bylo médium davkovano po 9 ml
do zkumavek/penicilinek (Obrazek €. 9), které byly probublany oxidem uhli¢itym a uzavieny
zatkami pro dosazeni anaerobniho prostiedi. Zkumavky/penicilinky byly nasledné¢ dany
do autoklavu na sterilaci (program tekutiny).

Obrazek 9 Preockovani zamrazZenych kultur
4.1.2 LSM agar pro testovani antibiotické citlivosti

Pro piipravu LSM agaru je potieba ISO-Sensitest agar (Oxoid, UK) a MRS agar (Sigma-
Aldrich, Germany) vpoméru 9:1. Na 1 litr destilované vody bylo zapotiebi 28,26 g
ISO-Sensitest agaru a 6,2 g MRS agaru. Pfesné navazené mnozstvi se pievedlo do destilované
vody do Erlenmeyerovy baiiky se zabrusem. Radné rozmichané agary byly dany na 1 hodinu
do autokldvu na uvareni a sterilaci. Po vyndani z autoklavu byl agar v banice dan do vodni ldzné
pfi 52 °C pro vychladnuti bez rizika ztuhnuti. Po vytemperovani bylo mozné agar pouZit
pro testovani.
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4.1.3 Antibiotika

Celkem byla v praktické ¢asti testovana inhibicni aktivita 73 antibiotik (Tabulka ¢. 5).
Vsechna testovana antibiotika v podobé¢ papirovych diski byla pro ucely naseho testovani noveé

zakoupena od spolecnosti Oxoid.

Vybér testovanych antibiotik byl zaméien na antibiotika bézné pouzivand v huménni
a veterinarni medicin€, zaroven byla vybréana i ta, u kterych EFSA (European Food Safety
Authority) pozaduje testovani antibiotické rezistence pro probiotické kmeny bifidobakterii.
Jedna se o ampicilin (10 pg), vankomycin (2 ug), gentamicin (10 pg), kanamycin (30 pg),
streptomycin (10 ug), erytromycin (15 pg), clindamycin (2 pg), tetracyklin (16 pg)
a chloramfenikol (30 pg) (EFSA 2012). Uvedena antibiotika jsou v tabulce oznacena

hvézdickou.
Tabulka 5 Seznam pouzitych antibiotik

Antibiotikum Koncentrace |Skupina
Amikacin AK 30 ug Aminoglykosidy
Amoxycilin + Clavulanic acid AMC 30 pg Beta-laktamy
Amoxycilin AML 25 ug Peniciliny
Ampicilin AMP 2 ug Peniciliny
Ampicilin AMP* 10 g Peniciliny
Ampicilin + Sulbactam SAM 20 pg Beta-laktamy
Azitromycin AZM 15 ug Makrolidy
Aztreonam ATM 30 ug Beta-laktamy
Bacitracin B 101U Polypeptidy
Cefaclor CEC 30 ug Cefalosporiny
Cefadroxil CFR 30 ug Cefalosporiny
Cefepime FEP 30 ug Cefalosporiny
Cefixime CFM 5ug Cefalosporiny
Cefoperazone CFP 75 ug Cefalosporiny
Cefovecin CVN 30 ug Cefalosporiny
Cefoxitin FOX 30 ug Cefalosporiny
Cefpodoxim CPD 10 ug Cefalosporiny
Ceftarolin CPT 5ug Cefalosporiny
Ceftazidim CAZ 10 ug Cefalosporiny
Ceftibuten CFT 30 ug Cefalosporiny
Ceftriaxon CRO 30 ug Cefalosporiny
Cefuroxime CXM 30 ug Cefalosporiny
Cefalexin CL 30 ug Cefalosporiny
Cefazolin KZ 30 ug Cefalosporiny
Ciprofloxacin CIP Sug Chinoliny
Clindamycin DA* 2 ug Makrolidy
Colistin CT 10 ug Polypeptidy
Doripenem DOR 10 ug Karbapenemy
Doxycyklin DO 30 ug Tetracykliny
Enrofloxacin ENR Sug Chinoliny
Ertapenem ETP 10 ug Karbapenemy
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Erythromycin E* 15 ug Makrolidy
Flukonazol FCA 25 ug Aminoglykosidy
Flumequin UB 30 ug Chinoliny
Fosfomycin FOS 50 pg Fosfonova antibiotika
Framycetin FY 100 pg Aminoglykosidy
Gentaminicin CN* 30 ug Aminoglykosidy
Chloramfenikol C* 30 ug Oxazolidony
Kanamycin K 5pug Aminoglykosidy
Kanamycin K* 30 ug Aminoglykosidy
Levofloxacin LEV 5pug Chinoliny
Lincomycin MY 10 ug Makrolidy
Linezolid LZD 10 ug Oxazolidony
Mecillinam MEL 10 pg Peniciliny
Meropenem MEM 10 ug Karbapenemy
Metronidazol MTZ Sug Nitroimidazoly
Metronidazol MTZ 50 pg Nitroimidazoly
Minocyclin MH 30 ug Tetracykliny
Moxifloxacin MXF 5pug Chinoliny
Mupirocin MUP 200 pg Aminoglykosidy
Nafcilin NF 1ug Peniciliny
Nalidic acid NA 30 ug Chinoliny
Neomycin N 10 ug Aminoglykosidy
Netilmicin NET 10 ug Aminoglykosidy
Nitrofurantoin F 100 pg Nitroimidazoly
Norfloxacin NOR 10 pg Chinoliny
Ofloxacin OFX 5pug Chinoliny
Oleandomycin OL 15 ug Makrolidy
Oxacilin OX 1ug Beta-laktamy
Oxolinic acid OA 2ug Chinoliny
Oxytetracyklin OT 30 ug Tetracykliny
Penicilin G, P 10 IU Peniciliny
Piperallicin PRL 30 ug Peniciliny
Piperalicin/Tazobactam TZP 36 ug Peniciliny
Polymyxin B, PB 300 1U Polypeptidy
Rifampicin RD 5ug Aminoglykosidy
Spectinomycin SH 25 ug Cefalosporiny
Spiramycin SP 100 ug Makrolidy
Streptomycin S* 10 ug Aminoglykosidy
Streptomycin S 300 ug Aminoglykosidy
Sulphamethoxazol + Trimethoprim SXT 25 ug Sulfonamidy
Tetracyklin TE* 30 ug Tetracykliny
Ticarcillin TIC 75 ug Peniciliny
Tobramycin TOB 10 g Aminoglykosidy
Trimethoprim W 5ug Sulfonamidy
Trimethoprim/Sulphamethoxazol STX 25 ug Sulfonamidy
Vancomycin VA* 5ug Glykopeptidy
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Metody
4.1.4 Kontrola narostlych kultur

Vykultivované vzorky bifidobakterialnich kmeni (Obrazek ¢. 10) byly kontrolovany, aby
doslo k vylou¢eni mozné kontaminace narostlé kultury. Pro kontrolu byl vyuzit svételny
mikroskop s fazovym kontrastem (Eclipse E200, Nikon). Malé mnozstvi narostlé kultury bylo
pomoci injekéni stiikacky dano na podlozni sklicko a co nejrychleji bylo piekryto krycim
sklickem. Takto ptfipraveny vzorek byl zkontrolovan pod mikroskopem. Dalsi kontrola identity
vzorki probihala pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie. Vyhodou této metody bylo,
ze jsme byli schopni ovéfit druh bifidobakterii ve vzorku.

Obrazek 10 Narostlé kultury

4.1.5 Identifikace pomoci MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS funguje na principu identifikace ribozomalnich spekter a jejich
ur¢ovani dle identifika¢niho skére. Pro identifikaci byla pouzita metoda extrakce pomoci
mravenci kyseliny a acetonitrilu. Vlastni extrakci ribosomalnich proteini piedchézela fixace
vzorku pomoci etanolu. Pfesny postup je uveden nize.

1. Do oznafenych Eppendorf zkumavek o objemu 1,5 ml byl pfeveden 1 ml
mikroskopicky zkontrolované ¢erstvé narostlé kultury.

2. Zkumavky byly dany na 3 minuty do centrifugy na 14 500 otacek za minutu. Tim bylo
dosaZeno usazeni sedimentu na dn€ zkumavek. Zbyly supernatan byl odstranén.

3. Ksedimentu bylo napipetovano 0,5 ml 70% ethanolu pro fixaci vzorku. Sediment byl
Vv ethanolu diikladn€ promichén a nasledné zvortexovan. Vznikly roztok byl znovu dan
na 2 minuty do centrifugy.

4. Od znovu vzniklého sedimentu byl odlit a odpipetovan ethanol a vzorek se nechal
10 minut susit na vzduchu, aby doslo k odstranéni zbyvajiciho etanolu.

5. Pro extrakci proteinti bylo k sedimentu pfidano 20 pl 70% mravenci kyseliny, dikladné
promichano a zvortexovano.
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6. Kroztoku mravenéi kyseliny bylo pfiddno 20 pl acetonitrilu, nasledné byl vzorek
zvortexan a dan na 2 minuty do centrifugy.

7. Zvysledného roztoku bylo odebrano 2x 1 pl tekuté slozky, ktery byl pieveden
na specialni desticku (Bruker) ve dvou kopiich.

8. Po zaschnuti byl na kazdy vzorek pipetovan 1 pl matrice (Bruker). Vzorky byly
analyzovany.

Obrazek 11 MALDI-TOF desticka (Bruker)

4.1.6 Priprava vzorki na testovani

Jelikoz jsou bifidobakterie anaerobni bakterie, bylo zapotiebi vzorky zpracovat
za co nejkrats$i moznou dobu, aby nedoslo k jejich poskozeni. Do pfedem oznacenych velkych
Petriho misek byl injek¢éni stiikackou preveden 1 ml narostlé a zkontrolované kultury.
Bezprostfedné na to bylo do misky pfidano 20 ml pfipraveného agaru a vSe bylo fadné
promichano pro zajisténi rovnomérného rustu bifidobakterii po celé misce. Pro piesné
davkovani byl vyuzit Spacek normovany na 20 ml. Takto ptipravené Petriho misky se vzorky
(Obrazek ¢. 12) se nechaly zatuhnout a nasledné na né byly aplikovany diskova antibiotika —
6 diskd riznych antibiotik pomoci aplikatoru (Oxoid) (Obrazek ¢. 13) na 1 Petriho misku. lhned
po aplikaci antibiotik byly vzorky dany do nadob zajist'ujicich anaerobni prostfedi spole¢né
s vyvije¢i anaerobniho prostiedi (AnaeroGen, Thermo Scientific) a ulozeny do termoboxu
pii 37 °C na 24 hodin na kultivaci.

Obrazek 13 Dispenzor
antibiotickych diskii (Oxoid) Obrazek 12 Petriho misky na testovani
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4.1.7 Vyhodnoceni vzorki

Vzorky byly po 24 hodinach zkontrolovany, zda doslo k nardstu kultury v médiu
a vzniku inhibi¢nich zo6n, které jsou ditkazem citlivosti testované kultury k danému antibiotiku.
Antibiotika, vuci kterym byly bifidobakterie citlivé (v dané koncentraci), méla kolem disku
zonu bez nartstu. Tyto zony byly odecitany pomoci pravitka v jejich praméru véetné velikosti
disku (6 mm). Pokud je bakterialni kultura k testované koncentraci antibiotika rezistentni,
tak nedojde k vytvofeni inhibi¢ni zony a narast je viditelny i kolem antibiotického disku
(Obrézek ¢. 14).

Obrazek 14 Odecitani vysledkii

Testovani inhibi¢ni aktivity antibiotik ve spojeni s kyselinou listovou

Z puvodnich 40 vzorkl bifidobakterii a 73 antibiotik pouzitych pfi screeningu jsme
vybrali skupinu 16 vzorkt bifidobakterii a 18 antibiotik, se kterymi jsme provedli testovani
v médiu obohaceném o kyselinu listovou. Kyselina listova je produkovéana nékterymi zéastupci
rodu Bifidobacterium, kdy dosavadni vysledky naznacuji velkou druhovou a kmenovou
variabilitu v ramci produkce. Navic naSe screeningové testovani poukazalo na velkou
variabilitu pfi testovani sulfonamidi, které kompetitivné inhibuji syntézu kyseliny listové, ktera
je rustovym faktorem bakterii. Cilem bylo zjistit, jaky bude mit na rust bifidobakterii vliv
pfitomnost kyseliny listové v médiu/ agaru pouZitém pro diskovou metodu.

Material
4.1.8 Bifidobakterie a antibiotika

Testovanych 16 vzorku bifidobakterii mélo druhové zastoupeni: B. animalis subsp. lactis,
B. animalis subsp. animalis, B. adolescentis, B. dentium, B. globosum a B. pseudolongum.
V tabulce s testovanymi kmeny jsou oznaceny hvézdickou (Tabulka ¢. 3). Antibiotika
(v Tabulce ¢. 4 oznacena tu¢né) byla vybrana na zaklad¢ vysledkt screeningového testovani,
jejich selektivity pro bifidobakterie (s detekovanou citlivosti vs rezistenci) i S ohledem na diive

provedené studie (Masco et al. 2006; Sugahara et al. 2015) a dalsi.
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4.1.9 LSM médium obohacené o kyselinu listovou

K testovani byl pouzit LSM agar slozeny z 1ISO-Sensitest agar (Oxoid, UK) a MRS agar
(Sigma-Aldrich, Germany) v poméru 9:1 viz ptedchozi screeningové testovani, ktery byl
obohaceny o kyselinu listovou (97%, Sigma) v koncentraci 1 g/l. Kyselina listova (Obrazek
¢. 15) byla pfidana az po tepelné upravé z divodu snizeni ztrat jeji aktivity. LSM agar
bez kyseliny listové byl pouzit jako kontrola, nicméné byl v této fazi experimentu doplnény
0 bromkrezolovou fialovou slouZici jako barevny indikéator pro lepsi odecet inhibi¢nich z6n
(Obrazek ¢. 16).

Obrazek 16 Pripravena LSM média. Vievo s indikatorem, vpravo s kyselinou listovou.
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Metody
4.1.10 Kontrola narostlych kultur

Vsechny vzorky byly pied testovanim zkontrolovany pomoci svételného mikroskopu
s fazovym kontrastem (Eclipse E200, Nikon). Nasledné¢ byly vzorky zkontrolovany
MALDI-TOF MS pro identifikaci bifidobakterii na druhové trovni.

4.1.11 Testovani vzorku

Testovani vzorku probihalo stejnym zplisobem jako u screeningu. Pro kontrolu bylo stejné
méfeni provedeno i v LSM agaru bez kyseliny listové pouze s piidavkem indikatoru
bromkrezolovou fialovou pro snazsi odeéitani zon. Pro vylouceni interakce média s kyselinou
listovou a antibiotik byly pfipraveny kontrolni Petriho misky pouze s agarem bez bifidobakterii
a byly na né naneseny antibiotické disky (Obrazek ¢. 17). VSechny testované Petriho misky
byly kultivovany za anaerobniho prosttedi pii 37 °C po dobu 24 hodin.

Obrazek 17 Kontrolni misky. Nahove agar s indikatorem, dole agar s kyselinou listovou.
4.1.12 Vyhodnoceni vzorku

Po 24 hodinach byly testované vzorky zkontrolovany a byly odeteny inhibi¢ni zony okolo
antibiotickych diskii. Vysledné inhibi¢ni zony 1ze vidét na Obrazku €. 18.

Obrazek 18 Inhibicni zony LSM agar s kyselinou listovou
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5 Vysledky

V praktické casti byl proveden screening antibiotické rezistence/citlivosti celkem
40 vzorki multihostitelskych druhd bifidobakterii nalezicich do skupin B. animalis/lactis,
B. adolescentis, B. dentium, a B. pseudolongum/globosum na 73 komeréné pouzivanych
antibiotik. Vzhledem k velkému mnozstvi pouzitych antibiotik jsou vysledky prezentovany
podle typu pouzitého antibiotika. VSechna testovana antibiotika i1 s vysledky jsou uvedena
v Tabulce ¢. 6 a jsou barevné rozliSena dle antibiotickych/testovanych skupin —
Aminoglykosidy (oranzova), Beta laktamy (zluta), Cefalosporiny (tmavé zelend), Fosfonova
a Glykopeptidova antibiotika (Sedd), Chinolova (tmavé modrd), Karbapenemy (tyrkysova),
Makrolidy (svétle zelend), Nitroimidazoly (Cervend), Oxazolidony (rtizova), Polypeptidova
(svétle modra), Sulfonamidy (hnédd) a Tetracykliny (fialovd). Aby bylo mozné tak velké
mnozstvi antibiotik otestovat, byla zvolena diskova difizni metoda s postupem odpovidajicim
ISO normé& 10932:2010 zabyvajici se stanovenim minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotik
pro bifidobakterie a bakterie mlécného kvaSeni. Jak bylo zminéno v metodické ¢asti prace,
pro bifidobakterie nejsou stanoveny minimalni inhibi¢ni koncentrace pro antibiotika, z toho

vV v

duvodu byly pouzity antibiotika v bézn¢ dostupnych koncentracich.

5.1 Screening antibiotické rezistence

Cilem uvedeného screeningu bylo zhodnotit vliv G¢inku antibiotik na urovni rodu,
druhu/poddruhu a najit moznou kmenovou variabilitu v zavislosti na hostiteli.

5.1.1 Celkové zhodnoceni

Pro lepsi orientaci jsou vysledky piepocteny do souhrnné tabulky (&. 6). Tabulka
jerozdélena na testované skupiny antibiotik, sloupce odpovidaji testovanym druhtim,
ke kazdému druhu je pfipsan pocet testovanych kmend. Ke kazdému druhu jsou pak vysledky
rozdéleny do 3 skupin v zavislosti na inhibi¢ni schopnosti antibiotika na nizkou citlivost (NC)
6-12 mm inhibi¢ni zény, stiedni citlivost (SC) 13-25 mm a vysokou citlivost (VC) 26 a vice
mm. Veskeré naméfené hodnoty pro jednotlivé zastupce k danému antibiotiku byly pfepocteny
na procentické zastoupeni. Z hodnot je tak lépe patrné, jakou citlivost antibiotikum/skupina
antibiotik vi¢i danému druhu vykazovaly.

Z tabulky je patrné, Ze druhy B. adolescentis a B. dentium maji celkoveé vyssi citlivost
(vetsi inhibicni zony), primarné pak na betalaktamy, cefalosporiny, makrolidy a tetracykliny.
Naopak druhy B. animalis a B. pseudolongum vykazuji vyssi miru rezistence, jsou vsak vice
citlivd na chinoliny. Nejvice rezistentni skupinou antibiotik se ukdzaly byt aminoglykosidy,
nejniz§i zastoupeni rezistentnich vzorki pak maji tetracykliny.

Pro testovani byla vybrana i antibiotika, na ktera bifidobakterie vykazuji specifickou
rezistenci pro kontrolu spravnosti testovani. Jednalo se napiiklad o mupirocin a kyselina
nalidixova, ktera spolec¢né s antibiotiky kanamycin (v obou koncentracich), netylmicin,
kyselina oxolinova, kolistin a polymyxin B neinhibovaly zadny testovany vzorek.
U streptomycinu lze vidét zavislost koncentrace na ucinku, v koncetraci 10 pg nevykazoval
inhibi¢ni G¢inek, avsak ve vys$si koncetraci (300 pg) jiz inhiboval riist u vSech vzorkt. Oproti
tomu zde byla antibiotika, kterd inhibovala rist vSech testovanych kment. Jednalo se
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o amoxycilin, cefuroxim, ceftriaxon, linezolid, piperalicin, bacitracin a minocyklin.
Bifidobakterie vykazuji vii¢i aztreonamu rezistenci/nizkou citlivost, divodem zde miize byt
primarni ucinek antibiotika na gramnegativni bakterie. VSechny vzorky napfi¢ druhy byly
rezistentni na metronidazol v niz§i koncentraci, ve vyS$8i koncentraci se jiz inhibice
vyskytovala.

Tabulka 6 Sourhnna tabulka vysledkii ze screeningu, data uvedena v procentech.

B. animalis B. adolescentis B. dentium B. pseudolongum
N=19 N=8 N=5 N=9

Nazev antibiotika NC | SC | VC|NC| SC|VC]|NC]| SC|VC|[NC]| SC ]| VC
Amikacin (30 pg) 94,7 | 53 0 75 25 0 60 40 0 |555|444| O
Framycetin (100 pg) | 579 ]421] O 0 |100| O 0 80 | 20 0 | 100 O
Gentamincin (30 ug) | 100 | 0 0 50 | 50 0 60 | 40 0 |444555| 0
Kanamycin (5 pg) 100 o | o [200| 0o | 0o |1200[ 0 | 0 [1200| O | O
Kanamycin (30ug) | 200 | 0 | 0 |200| o | 0 [8 [ 20| 0 [100]| 0 | 0
Mupirocin (200 pg) 94,7 53 0O |875| 0 |125(100| O 0 100 | O 0
Neomycin (10 pg) 100 0 | 0o [100] 0o | o |80 | 20| o [666[333| 0
Netilmicin (10 ug) | 947] 53 | 0 |875|125| 0 | 8 | 20 | 0o [100] 0 | 0
Rifampicin (5 ug) 158 | 78,9 | 5,3 0 37,5625 0 60 60 0 66,6 | 33,3
Streptomycin (10 pg) | 100 0 0 100 0 0 80 20 0 (77,7]1222| O
Streptomycin(300 ug) [ 0 [ 94,7 | 53 0 |875(125] O 80 | 20 0 00| O
Tobramycin (10 ug) 100 | O 0 |100| O 0 80 | 20 0 | 77,7222 O
Flukonazol (25ug) | 200 | 0 | 0 |20 | 0o | o |8 | 20| 0 [100| 0 | 0
Amoxycilin (25ug) | 0 |632]368| 0 [375|625| 0 | 20 | 80 | 0 | 100 | O
Amoxycilin +
Clavulanic acid 53 | 73,7 | 21 0 37,5625 0 0 100 0 100 0
(30 pg)
Ampicilin (2 ug) 53 |84,2|105(|125| 50 | 375 40 20 40 1333|666 | O
Ampicilin (10 ug) 10,51 78,9 | 10,5 0 37,5625 0 20 80 0 100 0
Ampicilin + 53 842105 0 | 50 |5 | o [ 20|80 | o |100]| 0
Sulbactam (20 pg)
Aztreonam (30 ug) 16 |105| 53 | 75 | 25 0 100 | O 0 100 | O 0
Doripenem (10pg) | 53 | 789|158 0 [375|625| 0 | 0 |100| 0 |777|222
Mecillinam (10ug) [ 200 | 0 | 0 |125|875| 0 | 60 | 40 | 0 [100| 0 | O
Nafcilin (1pg) 474|526 0 | 0o [1200] o [ o | 60 | 40 |888 111 O
Oxacilin (1pg) 737 | 21 | 53 375|625 0 [ 20 | 60 | 20 [100| O | 0
Penicilin G (10 1U) 53 1789|158 O 25 75 0 40 60 0 100 0
Piperalicin (30 pg) 15,8 | 73,7 | 10,5 0 37,5625 0 20 80 0 100 0
Piperalicin/ 53 737 21| 0o |50 |5 | 0o | 0o |10]| 0 |100] 0
Tazobactam (36 ug)
Ticarcillin (75 ug) 10,5 | 63,2 | 26,3 0 12,5 87,5 0 0 100 0 100 0
Cefaclor (30 pg) 21 (474 (316 0 | 75 | 25 | 0 | 20 | 80 |222|777| ©
Cefadroxil (30 pg) 36,8 |632| 0 0 25 | 75 0 40 | 60 (444 |555| O
Cefepim (30 pg) 53 [684]263| 0 |375|625| 0 | 0 [100]| o |888]111
Cefixim (5 pg) 94753 | 0 [125(375| 50 | O | 40 | 60 [100| O | ©
Cefoperazon (75 pg) | 158 | 78,9 | 53 0 (125|875 O 0 100 0 1888|111
Cefovecin (30 pg) 0 [947]53| 0 [ 25| 75| 0o [ 40 | 60| 0 [1200]| O
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Cefoxitin (30 pg) 421421158 o | 75 | 25| o | o [1200| o [100]| O
Cefpodoxim (10ug) | 53 [ 894 [ 53 | 0 | 25 | 75 [ o | 0o |100|111|888| O
Ceftarolin (5 pg) 0 |632(368| 0 | 25 | 75 | 0 | 40 | 60 111|777 111
Ceftazidim (10 pg) 53 (894 | 53 0 875|125 0 40 60 | 33,3 | 66,6 0
Ceftibuten (30 pg) 100 o | o [375| 50 [125| 80 [ 20 | 0 [1200]| 0 | ©
Ceftriaxon (30 ug) 0 |737(263| 0 | 75 | 25 | 0 | 0 | 100|222 666 | 111
Cefuroxim (30 pg) 0 |894]105| 0o [125|875| o | o [1200| 0o |100| O
Cefalexin (30 ug) 26,3 | 73,7 0 0 625|375 0 40 60 |11,1(888| O
Cefazolin (30 pg) 316 | 579105125 (625 | 25 0 40 60 (11,1888 | O
Spectinomycin(25ug) | 947 | 53 | 0 |125[875| 0 | 20 | 80 100 0 | 0
Fosfomycin (50 ug) | 57,9 | 421 | 0 | 25 | 75 | 0 | 40 | 60 7771222 | 0
Vankomycin (5 ug) 0 1200 0 | o [100]| 0o | 0 [ 100 11,1888 0
Ciprofloxacin (5pg) |894]105| 0 [125]875| 0 0 80 | 20 | 555|444 | O
Enrofloxacin (5ug) | 947 | 53 | 0 |125(875| 0 | 0 | 60 | 40 [888|111| 0
Flumequin 30 pg) | 200 | 0 | o [875]125] o [1200| o | o [888]111] 0
Levofloxacin (5 pg) 84,2 1105 | 5,3 25 1625|125 0 60 40 | 33,3 | 66,6 0
Moxifloxacin (5 ug) | 84,2 | 105| 53 | 25 |625|125| 0 | 60 | 40 |555|444| 0
Kyselina nalidixovéd 1 15 | o | o | 100 0o | 0 |200]| o | 0 |1200] 0 | 0
(30 pg)

Norfloxacin (10 pg) 100 0 0 75 25 0 20 80 0 100 0 0
Ofloxacin (5 pg) 100 0 0 |375]625| O 0 100 0 100 0 0
Ks. Oxolinova (2ug) | 100 | 0 | 0 |200] 0 | 0 [1200] 0 | 0 |100| 0 | ©
Ertapenem (10pg) | 53 | 737] 21 | o [375]625| o | o [100[ o | 100 o
Meropenem (10 pg) 53 | 579368 0 25 | 75 0 0 (100 (| O |77,7]222
Azitromycin (15ug) | 205|894 | 0 [ o | 50 | 50 | 0o | 40 |60 [ 0 [100] O
Clindamycin (2pug) | 21 |526[263| 0 | 25 | 75 | 0 | 60 | 40 666222111
Erythromycin (15 ug) | 10,5 | 684 | 21 | o [125]875| o | 0 |100| o |666]333
Lincomycin (10 pg) 10,5 78,9 | 10,5 0 25 75 0 60 40 111,11 88,8 0
Oleandomycin(15 ug) | 5.3 | 84,2 | 105( 0 50 | 50 0 0 (100 O (100 | O
Spiramycin (100 ug) | 53 | 842 |53 | 0 | 25 | 75 | 0 | 40 | 60 | 0 |100| 0O
Metronidazol (5 pg) 100 | O 0 |875(|125| O 60 | 40 0 (100 | O 0
Metronidazol (50 pg) | 105 | 84,2 | 53 | 37,5 | 625 0 40 20 40 8 11,1 0
Nitrofuratoin(100 ug) | 105 | 842 | 53 | 0 [625[375| 0 | 20 | 80 [11,1|888| 0
Chloramfenikol 0 |68431,6| 0 |125|875| 0 | 0 | 100 | 0 |555 444
(30 ug)

Linezolid (10 ug) 0 89,4105 O 125|1875] 0 0 100 0 8 11,1
Bacitracin (10 IU) 0 94,7 | 53 0 875|125 0 80 20 0 100 0
Colistin (10 pg) 100 o | o [200] o | o [1200| o | o [s88|111] 0
Polymyxin B (300 IE) | 100 0 0 75 25 0 80 20 0 100 0 0
Sulphamethoxazol + | 471 | 526 | 53 [125(875| 0 | 20 | 20 | 60 [222|77,7| ©
Trimethoprim (25 pg)

Trimethoprim (5 pg) | 57,9 | 31,6 | 105 | 75 25 0 0 60 | 40 [444 |555| O
Doxyeyclin (30pg) | 0 |947[ 53| o [375]625| 0 | 20 | 80 [22,2] 444333
Minocyclin (30 pg) 53 [842|105] O 25 75 0 0 100 0 [888]111
Oxytetracyclin(30 ug)| 0 |894|105| 0 [375|625| 0 | 0 | 100|333 555|111
Tetracyclin (30 pg) 0 | 947 53 0 25 | 75 0 0 | 100 | 333|666 | O
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5.1.2 Kmenové specificka zjisténi

Z vysledkll 1ze usoudit, ze citlivost na antibiotika je velmi druhové specificka,
v nékterych ptipadech je specificnost i na trovni kmene. U kazdého bifidobakterialniho druhu
byl alesponi jeden vzorek typovy kmen — vysledky téchto kmenii koresponduji s vysledky
vetsiny ostatnich vzorkl ve skuping.

Ze souhrnné tabulky je také patrné, ze podobné reakce vici antibiotikiim vykazovali
druhy B. animalis a B. pseudolongum, a poté B. adolescentis a B. dentium. Skupina
B. adolescentis/B. dentium je inhibovana antibiotiky meticilinam, fosfomycin a spectinomycin,
zatimco skupina B. animalis/B. pseudolongum je vuci témto antibiotikiim rezistentni/nizce
citliva. Rozdily mezi jednotlivymi druhy demonstruji grafy ¢. 2 a ¢. 3, na kterych je dobie
patrné, jak se ui¢innost antibiotik u jednotlivych druht lisi.

Bifidobacterium animalis
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Graf 2 Uéinnost antibiotik na B. animalis, data uvedena v procentech.

Bifidobacterium dentium
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Graf 3 Ucinnost antibiotik na B. dentium, data uvedena v procentech.
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Odlisnosti v ucinnosti antibiotik na testované druhy jsou patrné také z grafii €. 4, ¢. 5
ac. 6. Grafy ukazuji, jak jednotlivé druhy bifidobakterii reagovaly vuci jedné skupiné
antibiotik. Graf v procentech ukazuje, kolik bylo testovanych kment v ramci jednoho druhu
a zaroven ukazuje jejich citlivost na antibiotika. Zatimco u aminoglykosidu (Graf ¢. 3) je patrna
nizka citlivost v ramci vSech testovanych druhii, u tetracyklini (Graf ¢. 4) je tomu piesné
naopak.

46% os Aminoglykosidy 20% 12% 22%
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90%
80% 24 sc
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40%
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B. animalis B. adolescentis B. dentium B. pseudolongum

Graf 4 Ucinnost aminoglykosidii na vSechny testované druhy, data uvedena v procentech.
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Graf 5Ucinnost tetracyklinii na vsechny testované druhy, data uvedena v procentech.

U sulfonamidt (Graf ¢. 6) muzeme pozorovat nejen druhovou, ale i vyznamnou
kmenovou variabilitu. Sulfonamidy mély nejvétsi G¢inek na B. dentium, kde zna¢né inhibovaly
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rust u 93,3 % testovanych kmenti. Ostatni testované druhy mély zastoupeni rezistentnich
a citlivych kmenti zhruba ptil na ptl. Tento vysledek je jednim z diivodi, pro¢ jsme se rozhodli
u této skupiny antibiotik otestovat jejich inhibi¢ni aktivitu ve spojeni s kyselinou listovou.
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Graf 6 Ucinnost sulfonaminii na viechny testované druhy, data uvedena v procentech.
5.1.3 DalSi sledované parametry

Dal8imi parametry, které mohly mit na G¢innost antibiotik vliv, a které jsme u vzorka
sledovali, byly schopnost agregace a zatizeni hostitele antibiotickou 1é¢bou. Mezi testovanymi
izolaty byly zahrnuty celkem 4 agregujici kmeny (v Tabulce ¢. 3 oznaceny pismenem x). Dva
z nich byly od Némeckého ovc¢éaka, dalsi dva pak od Slepce (Spalax), z vyzkumné skupiny
Jihoceské univerzity. VSechny agregujici vzorky vykazovaly lehce odliSnou citlivost (vys$si
I niz§i) na antiotika oproti ostanim vzorkiim v¢etné typovych kmend. Pro lepsi posouzeni vlivu
této vlastnosti by bylo tfeba zahrnout vice kment S agregacni aktivitou.

Sledovali jsme také, ktefi hostitelé byli Casto vystaveni antibiotické 1écbé. Zde
se jednalo o izolaty od lidi trpicich Crohnovou chorobou (CD) a poté o zvifata chovana v ZOO
(v Tabulce ¢. 3 vyznaceno hvézdi¢kou). U izolatl od zvifat chovanych v ZOO nebyly patrné
odchylky v reakci na antibiotika oproti ostatnim vzorkim. U vzorkt od lidi s CD, jednalo
se 0 druh B. dentium, byla zjisténa nizs$i citlivost na metronidazol i ve vyssi koncetraci 50 pg,
coz u zbylych vzorkt tohoto druhu nebylo pozorovano. Jelikoz se metronidazol pouziva v 1€¢be
zanétlivych onemocnéni stiev, tento pozorovany vysledek s tim mize mit ziejme souvislost.

5.1.4 Mutagenita

Testovanim se nam také podafilo zjistit, Ze nékteré kmeny vykazovaly mutagenni
schopnost. Béhem ptisobeni antibiotik se u nich v inhibi¢nich zoénach vyskytovaly ojedinélé
rezistentni kolonie (viz Obrazek ¢. 19). Tento jev se vyskytoval pouze u vzorkl ziskanych
od lidi, jednalo se o druhy B. adolescentis, celkem u ¢ty kmenti a také u jednoho vzorku
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B. dentium. U vzorku M11 (B. adolescentis) od ¢lovéka trpicim CD se tento mutagenni jev
vyskytoval nejvice, celkem na 6 ruznych antibiotik (ampicilin, mecilinam, oxacilin,
lincomycin, cefaclor a ceftriaxon).

Obrdzek 19 Mutagenita - rezistetni kolonie u AMP a MEL

5.2 Testovani inhibi¢ni aktivity antibiotik ve spojeni s kyselinou listovou

Cilem tohoto testovani bylo zjistit, zda a jak ovlivni ptidavek kyseliny listové
(v koncentraci 1 g/1) inhibi¢ni schopnost vybranych antibiotik. Byla zde zahrnuta antibiotika,
vici kterym jsou bifidobakterie rezistentni (mupirocin, norfloxacin, kyselina nalidixova), dale
u kterych EFSA vyzaduje testovani na rezistenci a poté druhové a kmenové specificka
antibiotika.

5.2.1 Celkové zhodnoceni

V tabulce (Ptiloha €. 2) jsou ke kazdému vzorku uvedeny 3 sloupce hodnot, prvni jsou
vysledky ze screeningu, druhy pochdzi z kontrolnich Petriho misek s pridavkem bromkrezolové
fialové pro lepsi odecet a ve tfetim sloupci jsou uvedeny velikosti inhibi¢nich zon po piidavku
kyseliny listové. Z téchto hodnot je patrné zvétSeni inhibi¢nich zon po ptidavku folatu. U vSech
16 testovanych vzorkd bifidobakterii se nam podaftilo zjistit, Ze piidavek kyseliny listové
do agaru zvySuje inhibi¢ni schopnost vSech otestovanych antibiotik.

Vyskyt rezistentnich vysledkd u kyseliny listové klesl oproti screeningu o 100 %,
nevyskystoval se zde totiz ani jediny. Inhibi¢ni schopnost, byt niz§i (do 15 mm), zacala
vykazovat i antibiotika, vii¢i kterym jsou bifidobakterie rezistentni. Do testovani jsme zahrnuli
i sulfonamidy, které ve screeningu vykazovaly velmi rozdilné vysledky na druhové i kmenové
urovni. Zde 1 tato antibiotika vykazovala ve vSech ptipadech inhibi¢ni aktivitu.
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5.2.1.1 Porovnéani

Na Obrazku €. 20 1ze vidét rozdil mezi vzorky bez pouZiti a s pouzitim kyseliny listové.
Na prvnim obrazku je LSM agar s indikatorem, vinova barva znaci mista, kde bifidobakterie
nerostly. Také je zde vidét, Ze okolo disku s metronidazolem (MTZ) a kanamycinem (K) neni
patrnd za4dné zona. Bifidobakterie tedy byly na tato antibiotika v dané koncentraci rezistentni.
Oproti tomu na druhém obrazku je agar obohaceny o kyselinu listovu. Je zde patré syté zluté
zabarveni v misté rastu bifidobakterii. Také je zde vidét tvorba nejednoznacnych (nejasné
ohrani¢enych) zon. V oblasti diskii metronidazolu a kanamycinu jsou patrné inhibi¢ni zény —
kyselina listova pomohla v u€innosti antibiotik.

Obrazek 20 B. dentium. Vlevo LSM agar, vpravo LSM agar s kyselinou listovou.

5.2.2 Zajimavosti

Bylo ¢astym jevem, ze inhibi¢ni zona byla rozdélena do ,,prstenci® (Obrazek ¢. 21) —
bifidobakterie byly ziejmé schopné v urcité vzdalenosti od antibiotick¢ho disku prezit
ashlukovaly se v dané oblasti. Vysledkem byly zony o dvou az ¢tyfech vzdalenostech
(v Piiloze €. 2 oznacéeno vice Cisly v jedné buiice).

Bifidobakterie v ptitomnosti kyseliny listové také zacaly produkovat syté Zluty pigment,
ktery byl patrny ve vSech vzorcich. Jedinymi misty, kde se pigment nevyskytoval byly inhibi¢ni
zony, kde byl rist bifidobakterii potlacen.

Obrazek 21 Inhibicni zony LSM agar s kyselinou listovou - "prstence” a zluty pigment.
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6 Diskuze

Cilem na$i prace bylo zjistit vyskyt antibiotické rezistence mezi multihostitelkymi
bifidobakterialnimi druhy. Rezistence probiotickych organismil na antibiotika a s tim spojené
riziko pfenosu gend rezistence na patogeni mikroorganismy je v soucasné dob¢ stale vice
diskutované téma. I tak jsou k dispozici pouze omezené informace o rezistenci vuci
antibiotikim mezi lidskymi stfevnimi komenzaly (Duranti et al. 2017). Tato rezistence
by mohla mit pozitivni disledky na prubéh antibiotické 1é¢by, kdy uzivani probiotik snizuje
pocet nezadoucich ucinkd. Tuto skutecnost potvrzuje i studie provedena Ouwehand et al.
(2016). Studie provedené (Ouwehand et al. 2016; Morovic et al. 2017) také zminuji,
ze probiotika jsou specificky vybirana tak, aby nepfispivala k Sifeni antibiotické rezistence
a nenesla pfenosnou antibiotickou rezistenci.

Nase vysledky odhalily, Ze skupinou antibiotik s nejvy$§im zastoupenim rezistence byly
aminoglykosidy. Tuto skute¢nost potvrzuji i dalsi studie (Yazid et al. 2000; Moubareck et al.
2005; Kunova et al. 2012).

Masco et al. (2006) zkoumali antibiotickou citlivost pomoci diskové diluéni metody
u 11 antibiotik, kterd byla pouzita i v nas$i praci. Jednalo se o amoxicilin, gentamycin,
erytromycin, tetracyklin, clindamycin, ciprofloxacin, sulphamethoxazol, trimethoprim,
chloramfenikol, rifampicin a polymyxin B. Jejich vysledky pro B. adolescentis v ramci miry
citlivosti koresponduji s nasSimi vysledky pro vSechna testovana antibiotika. Podobnost
vykazovaly také vzorky B. dentium, kdy pro ciprofloxacin (5 pg) ¢i erytromycin (15 pg) bylo
rozpéti hodnot téméf totozné. Pro B. animalis se ovSem nase vysledky jiz mirné rozchazeji.
Vsechny nami testované kmeny vykazovaly niZsi citlivost, neZ tomu bylo ve studii Masco et al.
(2006). Pro piedstavu, rozpéti hodnot inhibi¢nich zén pro tetracyklin (30 pg) u Masco et al.
bylo 28-36. Nase vysledky mély rozpéti hodnot pouze 16-26 pii stejné koncetraci antibiotika.
Totéz platilo i pro trimethoprim (5 ug), kdy ve studii uvadi rozpéti 21-46, zatimco nase vzorky
vykazovaly v pievazné vétsing rezistenci, ¢i jen nizkou citlivost. Uvedené rozdily mohou byt
zpisobeny metodickymi rozdily jako je naptiklad zvolené médium pro testovani, kdy my jsme
pouzivali LSM agar podle ISO normy 10932:2010 a Masco et al. 2006 pouzival LSM agar
obohaceny o cystein. Nase kmeny pochézely pfevazné od zvitecich nebo lidskych hostiteld,
zatimco Masco et al. 2006 pouzivali vzorky vyizolované z probiotickych ptipravkii.

Bifidobakterialni citlivosti na antibiotika se zabyvali také Moubareck et al. (2005), ktefi
testovali celkem 30 antibiotik. Ve své studii zjistili, Ze vysoka mira rezistence byla pozorovana
u metronidazolu a aminoglykosidt, kdy kanamycin (30 pg) a gentamicin (15 pg) nebyly viibec
aktivni — 100 % kmenti vykazovalo rezistenci. Tato zjisténi potvrzuji 1 nase vysledky.
Kanamycin v obou testovanych koncentracich (5 a 30 pg) nevykazoval Zadnou inhibi¢ni
aktivitu, stejné tak metronidazol v niz8i koncetraci (5 pg). Ve vyssi koncetraci (50 pg) vsak
udruhu B. animalis a B. adolescentis byla zjisténa stfedni citlivost. Stejn¢ jako my,
si Moubareck et al. ve studii zvolili antibiotikum, které bylo kontrolni a bifidobakterie by na n¢j
mély mit pfirozenou rezistenci. V piipadé této studie se jednalo o kyselinu nalidixovou, kterou
jsme ve své praci pouzili také. Yazid et al. (2000) ve své studii uvadi, ze polymyxin B (300 IE)
a kolistin (10 pg) nebyly proti testovanym bifidobakteriim G¢inné. Tuto skute¢nost potvrzuji
Masco et al. (2006) i naSe vysledky, vSechny testované kmeny byly vici témto antibiotikiim
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rezistentni. Dva makrolidy, erythromycin (15 pg) a oleandomycin (15 pg), inhibovaly rist
vSech testovanych organismd. I zde se nase vysledky shoduji se studiemi od (Yazid et al. 2000;
Masco et al. 2006).

Antibiotika, u kterych ESFA pozaduje testovani antibiotické rezistence se rozhodli proveétit
i Kunova et al. (2012). Jednalo se o ampicilin, vankomycin, erytromycin, clindamycin,
tetracyklin a chloramfenikol. VSechny testované bifidobakteridlni kmeny byly citlivé
na vSechny vyse zminéna terapeuticky pouzivana antibiotika. Vysoky stupen rezistence mezi
bifidobakteriemi pozorovali u streptomycinu, gentamicinu a kanamycinu. Tyto zavéry potvrzuji
inase vysledky, rozdil jsme pozorovali pouze u kanamycinu, ktery v nasem testovani vykazoval
pfevazné rezistenci ¢i nizkou citlivost v obou testovanych koncetracich. Kunova et al. 2012
také tvrdi, Ze pro bifidobakterie je na skupinu aminoglykosidi rezistence typicka.

Jak mize byt ztabulek v Pfilohach €. 1 a 2 patrné, ne vzdy se nam podafilo ziskat
konzistentni vysledek. Vyskytuji se zde odchylky, kdy jeden kmen vykazuje diametralné
odli$ny vysledek oproti ostatnim testovanym vzorktim ze stejného druhu. Divodem muze byt
riznd ristova faze jednotlivych vzorkt, rychlost zatuhnuti agaru a s tim souvisejici vystaveni
bifidobakterii kysliku, ale 1 lidsk4 chyba. Velké rozpéti ve velikosti inhibi¢nich zon uvadéji
i dalsi studie (Moubareck et al. 2005; Masco et al. 2006), je tedy mozné, ze tato nesourodost
vysledk je uréitym specifickym znakem bifidobakterii a bylo by zajimavé tuto skutecnost dale
prozkoumat. Vysledky by mohly byt ovlivnéné také skuteCnosti, ze vétSina bifidobakterii
se fadi ke striktnim anaerobim, tudiz jsou pfi testovani na Petriho miskach vystaveni stresu
z okolniho kysliku. Bylo by tak vhodné pii dalSim testovani a hleddni MIC koncentrace
vyzkouset testovani v tekutém médiu na mikrotitraénich desti¢kach za anaerobnich podminek.
Vysledky by se nasledené¢ mohly porovnat s E-testem provedenym na Petriho misce a zjistit,
pokud a jak stres vysledky ovliviiuje. Touto problematikou se jiz u jinych bakterii zabyvali
Cherkaoui et al. (2018).

Antibioticky screening také ukazal, Ze citlivost na antibiotikum se li§i na druhové
I kmenové urovni. Zde se muze promitnout vliv hostitele, ze kterého byl dany vzorek
vyizolovan, ale vliv miize mit i ¢astecné odliSeni jednotlivych druht na genetické urovni.
Bottacini et al. (2010) ve své studii zkoumali, jak blizko k sob& geneticky jednotlivé druhy
ve fylogenetickych taxonech maji. Zjistili, ze druhy pattici do skupiny B. adolescentis, jako
je B. adolescentis a B. dentium k sobé maji velmi blizko — jsou si tedy velmi podobné. Tuto
skuteCnost by podporovaly i nase vysledky, kdy druhy B. adolescentis a B. dentium
se v citlivosti na antibiotika lisily od ostatnich testovanych druhti, av§ak vzajemné mély velmi
podobné vysledky.

Mezi ndmi otestovanymi vzorky bifidobakterii byly 1 vzorky se schopnosti agregace.
Jednalo se o bifidobakterie izolované od Némeckého ovcaka. Agregacni schopnost piispiva
k lepsi adhezi. Adhezni schopnost probiotik ke stfevnimu hlenu a enterocytim je dulezitym
pfedpokladem pro kolonizaci stfevniho traktu hostitele, brani jejich okamzité eliminaci
peristaltikou a poskytuje konkuren¢ni vyhodu v tomto ekosystému (Vlkova et al. 2008;
Gonzélez-Rodriguez et al. 2012). Pfilnavost k hlenu a/nebo lidskym epitelidlnim bunikam,
doporucuje Organizace pro vyzivu a zeméd¢€lstvi Organizace spojenych narodii — Svétova
zdravotnicka organizace (FAO/WHO) jako testy in vitro ke screeningu potencialnich probiotik
(Gonzalez-Rodriguez et al. 2012). Agregujici vzorky v naSem testovani také vykazovaly
odlisné vysledky oproti neagregujicim vzorkim. Zde muze byt divodem, Ze shluk, ktery
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bifidobakterie vytvofily ma mensi povrch, se kterym milze antibiotikum reagovat.
Pro priikaznéjsi vysledky by bylo nutné dal$iho zkoumani.

Vysledky odhalily, ze nékteré vzorky vykazovaly schopnost spontanni mutace. Krasovec
(2021) ve své studii uvadi, Ze rychlost spontannich mutaci je velmi proménliva vlastnost, ktera
podléha posunu, selekci a je vysoce specificka. V dusledku toho mohou byt rozdily mezi
blizkymi druhy nebo dokonce mezi populacemi stejného druhu velmi velké. Nami testované
vzorky vykazujici spontanni mutaci nalezely ke druhtim B. adolescentis a B. dentium a v§echny
pochazely od lidskych hostitelti. Vzniké spontanni mutace vykazovaly rezistenci pouze vici
nékterym z testovanych antibiotik. Tyto mutace by se daly oznacit za nahodilé, nebyla
souvislost mezi antibiotiky, u kterych se vyskytovaly. Jedinym spolecnym znakem byl piivod
vzorkl. Vysledek tak koresponduje s vySe zminé€nou informaci od Krasovec (2021),
ze V piipad¢ mutace se jedna o velmi specifickou vlastnost S nahodilym vyskytem. Spontanni
mutace nejsou u bifidobakterii vzacnosti. Dokazuje to i studie provedena Vitali et al. (2007),
ktera se zabyvala vyskytem spontanni mutace u B. breve, B. infantis a B. adolescentis
na antibiotikum rifaximin. Rezistentni kolonie vyizolovali a nasledné u nich zkoumali stabilitu
rezistence v nepfitomnosti selektivniho tlaku. Vzhledem k tomu, Ze rezistentni fenotyp
pretrvaval po vice nez 400 bakteridlnich generaci, dospéli k zavéru, ze nedoslo k zadnému
zvratu antibiotické rezistence.

Pro testovani byla vyuzita i antibiotika, na ktera jsou bifidobakterie pfirozen¢ rezistentni.
Jednalo se o mupirocin, norfloxacin a kyselinu nalidixovou. Diivodem zde byla kontrola €istoty
Kultur ¢i spravnosti ptipravy vzorkid na testovani. Dle Ammor et al. (2008) o ptirozené
rezistenci mluvime v piipadé, kdy rezistence vii¢i danému antimikrobidlnimu agens je typicka
pro vSechny kmeny daného druhu. Naopak, kdyz kmen typicky vnimavého druhu, je odolny
vici danému antibiotiku, je to povaZovano za ziskanou rezistenci. K ziskdvani rezistence
dochazi prostfednictvim mutaci pavodnich geni nebo horizontalnim pienosem. Mutace
muzeme dle zptsobu vzniku d€lit na spontanni a indukované. Horizontalni pfenos gent je dle
Heuer & Smalla (2007) definovan jako mechanismus ziskani cizich gend organismy za ucelem
ziskani nové vlastnosti — naptiklad zisk rezistence na antibiotika. N&které probiotické kmeny
s vnitini antibiotickou rezistenci mohly byt uzitecné pro obnovu stfevni mikroflory po 1écbé
antibiotiky. U typickych probiotickych rodid jsou vSak casto detekovany specifické
determinanty antibiotické rezistence nesené na mobilnich genetickych prvcich, jako jsou geny
rezistence na tetracyklin, a pfedstavuji rezervoar rezistence pro potencialni potravinové nebo
sttevni patogeny, coz piedstavuje vazny bezpecnostni problém (Gueimonde et al. 2013).
Zde je zajimavé, Ze v naSem testovani se rezistence na tetracyklin neobjevila, naopak
tetracyklin a obecné cela skupina tetracyklinovych antibiotik v nasem ptipadé vykazovala
jedny z nejvyssich citlivosti a velmi vysoky inhibi¢ni ucinek.

Mechanismy U¢inku antibiotik miZeme rozdélit dle mista, na ktery v bakteriich cili. Jedna
se o ovlivnéni syntézy bunééné stény (B-laktamy, cefalosporiny), ovlivnéni syntézy proteint
(tetracykliny, chloramfenikol, aminoglykosidy), naruseni mechanismu nukleovych kyselin
(rifampicin) ¢i naruseni metabolickych drah (sulfonamidy, analogy kyseliny listové) (Walsh
2010; Sultan et al. 2018). Mechanismy ucinkt jsou velmi slozité a ma zde vliv vice faktord.
Naptiklad aminoglykosidy maji stejny mechanismus tc¢inku jako tetracykliny, avSak na rozdil
od tetracyklinii nevykazuji u bifidobakterii t¢émét zadny vliv. Diivodem je pfirozena rezistence
anaerobnich bakterii (mezi které bifidobakterie fadime) na aminoglykosidy (Lincova &
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Farghali 2007). Existuji také antibiotika, ktera maji mechanismi ucinku vice, nebo jejich
mechanismus neni dosud plné objasnén. Radi se sem napiiklad metronidazol, jehoz
mechanismus hlavniho cytotoxického ucinku zatim neni ptesné znam. Vi se, ze redukci jeho
nitroskupiny se stane alternativnim akceptorem elektronti, ¢imz je ufinny priméarné proti
anaerobnim mikroorganismim. Dale jeho mechanismus zahrnuje potlaceni replikace DNA,
poskozeni molekuly DNA pomoci oxidace, diky c¢emuz vznikaji jednotfetézcoveé
a dvoufetézcové trhliny, které nasledné vedou k degradaci DNA a smrti organismu (Diniz et
al., 2000). Metronidazol se fadi mezi hlavni antibiotika vyuzivana K 1ébé chronickych
sttevnich onemocnéni (Lukas & Chalupna 2005).

V nasem testovani jsme zkoumali i vzorky bifidobakterii pochazejici od lidi trpicich
Crohnovou chorobou. Jednalo se o druhy B. adolescentis a B. dentium. Crohnova choroba
je chronické stievni onemocnéni, pii jehoz 1€¢bé se Casto vyuziva probiotik. Guglielmetti et al.
(2013) ve své studii prokazali, ze bifidobakterie maji imunomodulaéni schopnosti a zmirnuji
tak symptomy a podporuji regresi nékolika gastrointestinalnich poruch. K 1é¢bé se také
vyuzivaji antibiotika metronidazol a ciprofloxacin v délce uzivani az 3 tydny (Luka$ &
Chalupna 2005). Z naSich vysledku je patrné, Ze na tato antibiotika vykazuje pievazna vétsina
vzorkl rezistenci nebo pouze mirnou citlivost. U ciprofloxacinu vykazovaly citlivost pouze
vzorky nalezejici ke druhim B. adolescentis a B. dentium. U metronidazolu jsme testovali
2 rizné koncetrace. Niz§i (5 pg) vykazovala rezistenci ve vSech piipadech testovani. Na vyssi
koncentraci (50 png) vykazovaly rezistenci uz pouze vzorky pochazejici od lidi s Crohnovou
chorobou. Tato skute¢nost miize mit souvislost pravé s ¢astéjSim vyuzivanim tohoto antibiotika
Vv jejich 1écb&. Pro potvrzeni této doménky by bylo zapotiebi otestovat vice vzorkl
pochézejicich od nemocnych jedinct a vyuziti naptiklad E-testi.

Bifidobakterie jsou znamym producentem kyseliny listové. Schopnost bifidobakterii
produkovat folat je vysoce zavisla na kmeni i druhu. Produkce folatu také souvisi s ptivodem
hostitele (Sugahara et al. 2015). Folat je dilezitou soucasti metabolismu kazdého orgamismu,
ktery potiebuje pro sviij Zivot. Bakteridlni a dalSi mikrobidlni infekce sdileji zrychleny
metabolismus. Aby se zajistilo spravné fungovani replikace bun¢k a procest syntézy proteinti
a nukleovych kyselin, je v téchto ptipadech také zvySena rychlost metabolismu folatu. Z tohoto
divodu se antagonisté kyseliny listové od svého objevu pouZivaji k 1é€bé rliznych druhi
mikrobialnich infekci, pfi¢emz vyuZivaji tohoto metabolického rozdilu ve srovnani s lidskymi
bunkami. (Fernandez-Villa et al. 2019). Dulezitost folatu pro orgamismy byla jednim z divodu,
pro¢ jsme se rozhodli otestovat G€innost antibiotik proti bifidobakteriim ve spojeni s agarem
obohacenym o kyselinu listovou. D’Aimmo et al. (2012) ve své studii uvedli, Ze schopnost
kazdého bifidobakteridlniho kmene produkovat folat byla odlisnd, kdyZ byl kultivovan
Vv syntetickém médiu bez folatu nebo v médiu obsahujicim komplexni folat. Abychom ptedesli
zkresleni vysledkd, které D’Aimmo et al. (2012) popsali, vSechny testované vzorky
a antibiotika jsme otestovali i na agaru bez pridavku folatu. Pouzita antibiotika byla vybrana
tak, aby byly zastoupeny pfirozen¢ rezistentni, kmenove a druhové specifické antibiotika a poté
sulfonamidy, ktera maji spojitost s kyselinou listovou. Jednalo se o trimethoprim
a sulfamethoxazol, ktera jsou dobie znama svoji inhibici syntézy kyseliny listové.
Sulfamethoxazol je sulfonamid, strukturni analog kyseliny paraaminobenzoové, ktery
kompetitivné inhibuje dihydropteroatsyntazu, enzym, ktery katalyzuje tvorbu dihydrofolatu
z kyseliny para-aminobenzoové a pteridinu. Trimethoprim je diaminopyrimidinové
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antibiotikum, strukturni analog pteridinové slozky dihydrofolatu, chova se jako kompetitivni
inhibitor dihydrofolat reduktdzy, ¢imz blokuje redukci kyseliny dihydrofolové na kyselinu
tetrahydrolistovou. Kyselina tetrahydrolistova je fyziologicky aktivni forma kyseliny listové,
ktera je nezbytnym kofaktorem pro syntézu thymidinu, purinti a methioninu (Lépez et al. 2021).
Vysledkem naSeho testovani bylo, Ze vSechna otestovand antibiotika méla vyssi inhibi¢ni
ucinnost oproti jejich testovani na agaru bez kyseliny listové.

Pro zjisténi prikaznosti nasich vysledkii, by bylo zapotiebi dalSich testovani, ale také
pokracovani ve zkoumani bifidobakteridlniho rezistomu a genl piendsSejicich antibiotickou
rezistenci.

Rezistom je definovan jako soubor v§ech gent rezistence k antibiotikim. Mancino et al.
(2019) se ve své studii zabyvali identifikaci bifidobakterialniho rezistomu. Zjistili, ze celkovy
pocet predpokladanych genil rezistence na antibiotika identifikovanych mezi 625 genomy byl
13 870, coz piedstavuje méné nez 1 % z celkového poctu analyzovanych gend rodu
Bifidobacterium. Ttida gend antibiotické rezistence s nejvys$Sim poctem zastupct byla tiida
propujcujici glykopeptidovou rezistenci, plisobicim proti glykopeptidovym antibiotiklim, jako
je vankomycin, teikoplanin a telavancin. Zejména B. bifidum kmen 791, B. longum subsp.
infantis 1888B a B. bifidum AM42-15AC byly kmeny obsahujici nejvyssi pocet téchto gent.
VétSina studii se v soucasné dobé zaméiuje prevazné na molekularné-genetické analyzy, bylo
by vsak vhodné zaméfit se jak na sledovani rezistomu, ale také na nasledné porovnani vysledka
in vitro a in vivo.
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Zavér

e Pomoci antibiotického screeningu se ndm podafilo zjistit, Ze mira citlivosti
na antibiotikum nezavisi pouze na typu antibiotika a jeho mechanismu ucinku,
ale hraje zde dulezitou roli i druhova a kmenova specifita. Nepodafilo se nam prokazat
spojitost mezi hostitelem a jeho vystavenim antibiotické terapii a zvySenou rezistenci
bifidobakterii na antibiotika. U druhu B. dentium vysledky jisty vliv naznacuji,
pro jeho prokdzani by vsSak bylo nutné zkoumani vétsiho pocCtu vzorkli a vice
koncentraci antibiotik.

e B¢éhem testovani se nam podatilo zjistit, Ze nékteré kmeny vykazuji spontanni mutace
vedouci k rezistenci. Tato schopnost se objevila pouze u vzorki pochézejicich od lidi,
primarné se jednalo o druh B. adolescentis. Jeden z kmenti izolovany od ¢lovéka
s Crohnovou chorobou vykazoval spontanni mutaci/rezistenci na celkem 6 riznych
antibiotik.

e Dal§im parametrem, ktery ovliviioval vyslednou antibiotickou citlivost, byla
schopnost vzorkli agregovat. V praci byly zahrnuty celkem 4 agregujici kmeny,
vSechny pochézejici od zvifat. VSechny agregujici vzorky vykazovaly odliSnou
citlivost na antibiotika oproti ostatnim vzorkim, v¢etné typovych kmend.

e Podafilo se nam zjistit, Ze pfidavek kyseliny listové pomaha ucinku testovanych
antibiotik, a to 1 téch, na které jsou bifidobakterie pfirozené rezistentni, jedna
se napiiklad o mupirocin. Vy$si inhibicni schopnost po pfidavku foldtu do média
se prokazala u vSech otestovanych antibiotik napfi¢ vSemy vzorky. Tento jev by mohl
souviset se schopnosti bifidobakterii produkovat folat. Pro prokazani této spojitosti
by bylo potieba dalsich testovani.

e Vysledky ukazuji vysokou miru rezistence na aminoglykosidova antibiotika. Potvrzuje
se tak informace, ze anaerobni bakterie (fadime sem 1 bifidobakterie) jsou na tuto
skupinu antibiotik pfirozené rezistentni. Nékteré studie uvadi zvySenou rezistenci
na tetracykliny — tato skutec¢nost se v naSem testovani nepotvrdila.

e Diskova metoda se ukazala jako vhodnd pro screeningové testovani, navic ptidavek
pH indikatoru umoznuje lepsi odecet inhibi¢nich zon.

e Hypotézu, ze bifidobakteridlni kmeny izolované od lidskych a zvifecich jedinct
vystavenych Casté antibiotické terapii budou vykazovat vétsi vyskyt rezistence
k testovanym antibiotiktim, se nam nepodatilo potvrdit. Zde by bylo tieba testovat vice
1zolatl od konkrétniho hostitele, nejlépe po znamé antibiotické terapii a takové izolaty
jsme k dispozici neméli.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

GIT — Gastrointestinalni trakt

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

G + C — Guanin + Cytosin

rRNA — Ribosomalni ribonukleova kyselina

tRNA — Transferova ribonukleova kyselina

MRNA — Mediatorova ribonukleova kyselina

COG - Shluky ortolognich genti

ATP — Adenosin trifosfat

F6PPK — Fruktosa-6-fosfat fostoketolaza

SCFAs — Short chain fatty acids

GABA (Gama-aminobutyric acid) — Kyselina gama-aminomaselna
HPLC — Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie

HBR — Lidské rezidencni bifidobakterie

Non-HBR — Nehumanni reziden¢ni bifidobakterie

CLA (Conjugated Linolic Acid) — Konjugovana kyselina linolova

PUFA (Poly Unsaturated Fatty Acids) - Polynenasycené mastné kyseliny
HMOs (Human Milk Oligosaccharides) — Oligosacharidy matetského mléka
CNS — Centralni nervova soustava

FMN — Flavinmononukleotid

FAD — Flavinadenindinukleotid

NADH — Nikotinamidadenindinukleotid

MIC — Minimalni inhibi¢ni koncentrace

PCR — Polymerazova fetézova reakce

AR — Antimikrobidlni rezistence

AGR — Geny antimikrobialni rezistence

HGT — Horizontalni pfenos genti

EFSA — European Food Safety Authority

ATB — Antibiotika

MALDI-TOF MS — Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ti€asti matrice
s pruletovym analyzatorem
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10 Samostatné prilohy

Priloha €. 1 Souhrnné vysledky ze screeningové ¢asti

, Muf 16 Pes N.O. P2N1 ZDK 8 ZDK7 ZDK 5 10 ZDK18 ZDM8 12 N73 N45 N30
Nazev ATB . : ; : ; ; ; : - - :
B. lactis B. lactis B. lactis B. lactis B. lactis B. lactis B. lactis B. lactis B. lactis | B. lactis | B. lactis

Amikacin AK (30 pg) 12 12 R 10 R R R R 10 9P R
Framycetin FY (100 pg) 12 15 13 13 12 15 10 12 12P 12 12
Gentaminicin CN (30 ug) 10 12 R 9 10 R R 8 R 10 R
Gentamicin CN (30 pg) 27 14 10 11 12 10 10 12 10 10 12
Kanamycin K (5 pg) R R R R R R R R R R R
Kanamycin K (30 pg) R 10 R R 10 7 R R 11P R 11P
Mupirocin MUP (200 pg) 22 R R R R R R R R R R
Neomycin N (10 pg) 10P 8 R 10 R 7 R R R 9 10
Netilmicin NET (10 pg) 24 R R R R R R R R R R
Rifampicin RD (5 pg) 21 30 25 20 20 20 12 18 17 20 20
Streptomycin S (10 pg) 8 10 R 9 R R R 8 R 9 11
Streptomycin S (300 pg) 28 21P 15 16 19 19 20 13 16 16 16
Tobramycin TOB (10 pg) R R R R R R R R R R R
Fluconazol FCA (25 ug) R R R R R R R R R R R
Amoxycilin AML (25 ug) 22 24 15 27 19 29 22 14 15 27 16
Amoxycilin + Clavulanic acid AMC )8 75 15 29 )8 24 20 14 19 18 20
(30 pg)
Ampicilin AMP (2 pg) 21 13P 14 20 22 11P 21 15P 18 14 16
Ampicilin AMP (10 pg) 23 26 20 25 21 21 22 12 R 26 15
Ampicilin + Sulbactam SAM (20ug) 21 26 12 16P 20P 17 20 14 15P 20P 16
Aztreonam ATM (30 pg) 26 R R R R 21 R R R R R
Doripenem DOR (10 pug) 32 26 20 23 22 25 25 23 20 22 12
Mecillinam MEL (10 pg) R R R R R R R R R R R
Nafcilin NF (1 pg) 15 12 13 11 10 12 12 19 10 20 15




Oxacilin OX (1 pg) 11 15 12 12 R R R 8 15 10 14
Penicilin G - P (10 IU) 21 23 22 20 21 19 20 20 39 26 19
Piperalicin PRL (30 pg) 21 R 18 21 22 27 R 13 20 20 14
Piperalicin/Tazobactam (36ug) TZP 26 21P 15 22 25 25 26 24 20 22 16
Ticarcillin TIC (75 pg) 26 24 20 22 25 25 20 16 10 25 15
Cefaclor CEC (30 pg) 28 24 20 37 20P 21 9 24P 12 12 10
Cefadroxil CFR (30 ug) 19 23 R 18 R 15 20 12 R 25 14P
Cefepim FEP (30 pg) 26 29 30 28 28 11P 25 25 24 24 24
Cefixim CFM (5 pg) 12 8 8 10 R R R 8 10 14 10
Cefoperazon CFP (75 ug) 23 25P 10 21 20 20 22 14 20 22 16
Cefovecin CVN (30 pg) 25 25 20 23 23 24 22 20 20 25 18
Cefoxitin FOX (30 pg) 26 27 30 25P 24 R R 24 10 12 12
Cefpodoxim CPD (10 pg) 22 17P 16 18 22 20 R 25 18 16 14
Ceftarolin CPT (5 pg) 34 33 20 23 28 26 24 24 22 22 20
Ceftazidim CAZ (10 ug) 19 21 12 20 20 23 24 26 20 16 20
Ceftibuten CFT (30 pg) R R R R R R R R R R R

Ceftriaxon CRO (30 pg) 30 28 30 25 21 20 20 18 20 24 22
Cefuroxim CXM (30 ug) 20 28 25 24 20 20 20 24 19 24 22
Cefalexin CL (30 ug) 25P 11P R 21P 17P 21 17P 15P R R 18
Cefazolin KZ (30 pg) 30 12P 14 20P 19P 17P 22P 17P R 12 12
Spectinomycin SH (25 ug) R 11 10 8 10 R R R R 9 R

Fosfomycin FOS (50 pg) 18 14 10 10 11 12 14 12 10 13 9

Vancomycin VA (5 pg) 16 17 20P 16 17 15 17 18 16 16 16
Ciprofloxacin CIP (5 pg) 10 11 R 9 12 10 R R R 13 13
Enrofloxacin ENR (5 ug) 12 11 R 11 10 R R 8 10P 10 15
Flumequin UB (30 ug) 9 R R 12 7 R R R R 9 R

Levofloxacin LEV (5 pg) 30 11 14 R R 11 R 12 R 10 10
Moxifloxacin MXF (5 pg) 31 12 R 13 12 10 10P R 10 10 R

Nalidixic acid NA (30 pg) 10 R R R 9 R R R R 9 10P




Norfloxacin NOR (10 ug) R R R R R R R R 11P R 11P
Ofloxacin OFX (5 ug) 8 9 R 10 8 R R R 10P 10 10
Oxolinic acid OA (2 ug) R R R R R R R R R R R

Ertapenem ETP (10 pg) 31 21 15 14 21 23 28 21P 12 16 18
Meropenem MEM (10 pg) 33 22 18P 12 20P 29 25 28 15 14 16
Azitromycin AZM (15 pg) 20 R R 20 16 19 20 18 19 22 16
Clindamycin DA (2 pg) 24 R R 28 20 26 24 20 20 26 25
Clindamycin DA (2 pg) 23 R R 22 21P 20P 24 21P R 20 22
Erythromycin E (15 pg) 25 10 R 24 21 16P 24 26 25 24 19
Lincomycin MY (10 pg) 22 R R 24 20 21 22 20 22 25 20
Oleandomycin OL (15 pg) 22 15 R 23 20 15pP 20 23 26 22 20
Spiramycin SP (100 pg) 21 9 8 21 20 20 22 20 23 21 22
Metronidazol MTZ (5 ug) 9 10 8 7P 10 8 10 R 10 10 10
Metronidazol MTZ (50 ug) 21P 28 15 20 14 25 20 22 R 25 15P
Nitrofuratoin F (100 ug) 24 18 R 20 24 17 21 21 14 18 18
Chloramfenikol C (30 ug) 27 27 18 26 22 25 24 22 21 23 20
Linezolid LZD (10 pg) 15P 25 20 16P 18 21 18 20 20 17P 20
Bacitracin B (10 1U) 21 22 18 18 18 20 18 18 20 30 20
Colistin CT (10 pg) R R R R R R R R R R 10
Polymyxin B, PB (300 IE) R R R R 10 R R R 14 9 13pP
:;'Tp(hzasm‘fgt)hoxam' +Trimethoprim | 4 5p 30 15 16P R R R R 25 20 18p
Trimethoprim W (5 ug) 20P 29 12p 27 R R R R 12pP 22P 19P
Doxycyclin DO (30 pg) 19 27 15P 23 21 20 20 16 15 18 15
Minocyclin MH (30 ug) 35 25 15P 24 20 21 20 21 20 20 20
Oxytetracyclin OT (30 ug) 20 26 15 19 20 17 20 20 19 23 20
Tetracyclin TE (30 pug) 22 26 20 21 19 17 18 18 17 20 16




B D16 D41 Danone Nestlé M44 10140 | DSM 26074 | DSM 20104 N63 N101 20 087
Nazev ATB B. lactis B. lactis B. lactis B. lactis B. lactis B. lactis | B. animalis | B. animalis | B. adoles. | B. adoles. | B. adoles.

Amikacin AK (30 ng) R R 9 R 8 14 10 R 13 10 12
Framycetin FY (100 pg) 10 20 14 10 12 14 15 R 18 19 13
Gentaminicin CN (30 pg) R R 10 8 10 R R R 14 12 14
Gentamicin CN (30 ug) 10 9 R 15 15 13 14 15 14 16 15
Kanamycin K (5 ug) R R R R R R R R R 10 R
Kanamycin K (30 pg) R R 11 R 12 12 R R 12 8 R
Mupirocin MUP (200 pg) R R R R R R R R R R R
Neomycin N (10 pg) R R 8 R 12 10 R R 11 11 R
Netilmicin NET (10 pg) R R R R R R R R 10 10 R
Rifampicin RD (5 pg) 12 20 18 20 18 20 R 16 26 30 25
Streptomycin S (10 pg) R R 9 8 10 11 R R 12 10 10
Streptomycin S (300 pg) 17 17 16 15 19 18 16 15 20 20 17
Tobramycin TOB (10 pg) R R R R R R R 10 R R R
Fluconazol FCA (25 ug) R R R R R R R R R R R
Amoxycilin AML (25 pg) 22 26 27 20 26 29 16 22 28 34 25
Amoxycilin + Clavulanic acid AMC 20 19 21 2 2 26 10 20 30 34 23
(30 pg)

Ampicilin AMP (2 ug) 25 22 20P 30 28 17 17 15 26 30 20
Ampicilin AMP (10 pg) 20 20 24 14 24 25 15 20 30 30 24
Ampicilin + Sulbactam SAM (20ug) 18 16P 21 18 20 27 20 19 29 31 18
Aztreonam ATM (30 pg) R R 11P 15 R R R R 10 12 R
Doripenem DOR (10 pg) 30 20 21 26 22 22 20 24 30 28 24
Mecillinam MEL (10 pg) R R R R R R R R 20 20 15
Nafcilin NF (1 pg) 14 11 16 16 16 15 10 10 24 17 17
Oxacilin OX (1 pg) 12 R 17 10 12 10 R R 20 19 R
Penicilin G, P (10 IU) 20 20 25 8 20 24 25 26 32 29 28
Piperalicin PRL (30 pg) 25 23 R 20 24 30 25 23 34 32 26




Piperalicin + Tazobactam (36ug) TZP 24 26 R 21 25 25 27 24 30 34 24
Ticarcillin TIC (75 pg) 20 25 30 12 30 27 25 27 32 29 30
Cefaclor CEC (30 pg) 23 26 20P 26 25P 30 15 26 24 30 22
Cefadroxil CFR (30 pg) 22 15 23p R 12 25p R 13 29 27 15
Cefepim CEP (30 pg) 23 17 25 25 20P 25 20 15 30 44 28
Cefixim CFM (5 pg) R R 9 8 8 R R R 28 24 21
Cefoperazon CFP (75 ug) 22 20 23P 12 12 29 15 24 35 33 27
Cefovecin CVN (30 pg) 24 20 25 18 26 23 20 20 32 29 30
Cefoxitin FOX (30 pg) R R 16P 14 R 23 20 20 26 18 24
Cefpodoxim CDP (10 ug) 21 24 20 17 29 20 25 15 26 30 30
Ceftarolin CPT (5 pg) 21 26 22 22 22P 26 30 16 30 30 30
Ceftazidim CAZ (10 pg) 21 25 22 27 21 18 20 15 24 28 20
Ceftibuten CFT (30 pg) R R R R R R R R 14 14 9
Ceftriaxon CRO (30 pg) 24 29 26 18 24 21 20 18 29 37 20
Cefuroxim CXM (30 ug) 20 21 29 20 24 24 19 19 34 31 30
Cefalexin CL (30 ug) 19 10P 19pP 25 22 25 17 13 28 28 19
Cefazolin KZ (30 pg) 20 R 18 22 17P 19 30 11 24 24 26
Spectinomycin SH (25 pg) R 9 R R 10 14 10 11 15 16 14
Fosfomycin FOS (50 ug) 14 14 18 12 20 12 10 10 15 16 13
Vancomycin VA (5 pg) 16 11 16 19 18 16 20 15 16 20 17
Ciprofloxacin CIP (5 pg) R 12 10P 10 10 11 R 10 22 18 10
Enrofloxacin ENR (5 ug) R 10 9 12 10 11 10 R 24 20 17
Flumequin UB (30 ug) R R 9 R R R R R 18 R R
Levofloxacin LEV (5 ug) R R 11P 12 R 10 14 10 14 20 15
Moxifloxacin MXF (5 pg) 10 R 10P 11 12 10 15 R 18 20 14
Nalidixic acid NA (30 pg) R 10 10P R R R R R R R R
Norfloxacin NOR (10 pg) R R R R R R R R 16 15 R
Ofloxacin OFX (5 ug) R R R 8 8 R 10 R 16 17 R




Oxolinic acid OA (2 ug) R R R R R R R R 8 11 R
Ertapenem ETP (10 pg) 21 24 16 28 28 25 20 21 30 30 20
Meropenem MEM (10 pg) 28 28 22 27 21 26 25 24 30 30 26
Azitromycin AZM (15 pg) 16 20 21 18 20 24 19 19 29 24 21
Clindamycin DA (2 ug) 20 24 26 22 24 27 R 10 32 30 14
Clindamycin DA (2 pg) 20P 25 20P 30 28P 25 17 10 26 28 16
Erythromycin E (15 pg) 20 20 25 20 26 29 28 20 34 34 27
Lincomycin MY (10 pg) 20 20 24 20 28 27 16 16 30 30 20
Oleandomycin OL (15 ug) 18 19 24 20 25 29 20 20 29 32 22
Spiramycin SP (100 pg) 18 20 23 20 24 28 21 21 30 30 24
Metronidazol MTZ (5 ug) R 12 10 R 8 10 10 R R R R
Metronidazol MTZ (50 ug) 20 25 20 18 18 20 20 R 20 18 R
Nitrofuratoin F (100 ug) 21 10 19pP 30 25 22 22 22 26 24 25
Chloramfenikol C (30 ug) 24 23 26 24 28 26 25 21 35 30 24
Linezolid LZD (10 ug) 24 21 28 22 22 26 25 15 29 30 22
Bacitracin B (10 IU) 16 19 18 18 16 20 19 20 25 30 20
Colistin CT (10 pg) R R R R R R R R 9 R R
Polymyxin B, PB (300 IE) R R R R R R R 12 12 10 R
Sulphamethoxazol +

Trimethoprim SXT (25 1g) R 20P 25P R R 15 20 10 R 13P 22
Trimethoprim W (5 ug) R 18P 19 8 R 13 R R R R 10
Trimethoprim +

Sulphamethoxazol (25 pg) STX R R R 20 R R 15 R R R R
Doxycyklin DO (30 pg) 18 20 22 20 20 24 20 23 30 35 21
Minocyklin MH (30 pg) 24 21 12 23 25 22 29 25 32 34 16
Oxytetracyklin OT (30 pg) 20 20 24 22 22 26 21 21 32 35 20
Tetracyklin TE (30 pg) 16 16 19 18 18 20 24 20 30 36 19

Vi




Nézev ATB T19 GLO w1 4/3b 3/3c 4/3c P9 20099
B. globos. | B. globos. | B. pseudol. | B. pseudol. | B. pseudol. | B. pseudol. | B. pseudol. | B. pseudol.

Amikacin AK (30 pg) 10 R 10 10 13 15 13 R
Framycetin FY (100 pg) 13 14 14 14 18 14 15 15
Gentaminicin CN (30 pg) 10 11 R 15 13 20 15 R
Gentamicin CN (30 ug) 18 10P 10 15 15 25 16 11
Kanamycin K (5 ug) R 10 R R R R R R
Kanamycin K (30 pg) R R 10 10 12 9 R R
Mupirocin MUP (200 pg) R R R R R R R R
Neomycin N (10 pg) 10 R 14 14 13 12 12 R
Netilmicin NET (10 pg) R R R R R R R R
Rifampicin RD (5 ug) 28 25 30 25 25 24 27 24
Streptomycin S (10 pg) 10 R R 19 10 14 9 R
Streptomycin S (300 pg) 15 16 16 19 16 20 18 14
Tobramycin TOB (10 pg) R R R 16 R 15 R R
Fluconazol FCA (25 ug) R R R R R R R R
Amoxycilin AML (25 pg) 19 22 20 15 19 19 25 15
Amoxycilin + Clavulanic acid AMC 14 )5 20 15 15 15 20 20
(30 pg)

Ampicilin AMP (2 ug) 15 16 12 14 13 16 16 10
Ampicilin AMP (10 ug) 16 20 19 15 13 19 20 16
Ampicilin + Sulbactam SAM (20 pg) 16 25 16 18 14 20 15 15
Aztreonam ATM (30 pg) R R R R R R R R
Doripenem DOR (10 pg) 22 20 15 15 25 20 26 26
Mecillinam MEL (10 ug) R R R R R R R R
Nafcilin NF (1 pg) 9 R R R 9 10 11 14
Oxacilin OX (1 ug) R R R R R R 10 R
Penicilin G, P (10 1U) 20 21 19 17 18 20 21 20
Piperalicin PRL (30 ug) 24 22 19 19 20 20 22 20

Vil




Piperalicin + Tazobactam TZP (36 ug) 15 24 20 20 17 20 24 24
Ticarcillin TIC (75 pg) 23 23 25 17 20 20 25 17
Cefaclor CEC (30 pg) 13 16 15 10 10 19 23 21
Cefadroxil CFR (30 ug) R 17 R R R 15 18 19
Cefepim FEP (30 pg) 25 15 18 20 20 15 29 23
Cefixim CFM (5 ug) R R R R R R R R
Cefoperazon CFP (75 ug) 20 25 15 15 26 15 21 14
Cefovecin CVN (30 pg) 20 20 14 19 25 15 22 25
Cefoxitin FOX (30 pg) 23 19 20 20 18 15 22 20
Cefpodoxim CPD (10 ug) 19 11 15 18 20 21 20 18
Ceftarolin CPT (5 ug) 19 20 16 R 14 20 30 25
Ceftazidim CAZ (10 pg) 14 10 12 10 15 20 20 15
Ceftibuten CFT (30 pg) R R R R R R R R
Ceftriaxon CRO (30 pug) 30 14 R R 15 16 20 25
Cefuroxim CXM (30 pg) 21 15 14 18 24 20 21 22
Cefalexin CL (30 pg) 19 10P 15 20 20 23 20 20
Cefazolin KZ (30 ug) 15 R 15 14 20 20 16 14P
Spectinomycin SH (25 pg) 8 10 8 7 R 10 7 R
Fosfomycin FOS (50 pg) 10 10 12 10 10 20 10 14
Vancomycin VA (5 pg) 14 15 19 15 13 16 9 14
Ciprofloxacin CIP (5 ug) 10 15 10 15 10 20 14 12
Enrofloxacin ENR (5 ug) 10 12 12 12 R 16 12 R
Flumequin UB (30 pg) R R R R R 19 10 R
Levofloxacin LEV (5 pug) 17 12 14 15 18 19 12 R
Moxifloxacin MXF (5 pg) 15 10 12 15 25 15 11 10
Nalidixic acid NA (30 pg) R R R R R R R R
Norfloxacin NOR (10 pg) R R R R R R R R
Ofloxacin OFX (5 ug) 12 R 8 12 12 10 R R
Oxolinic acid OA (2 pg) R R R R R R R R

VI




Ertapenem ETP (10 pg) 16 17 15 15 22 25 20 25
Meropenem MEM (10 ug) 22 20 20 21 25 28 26 25
Azitromycin AZM (15 ug) 21 25 19 20 20 24 22 18
Clindamycin DA (2 pg) 10 13 R 11 10 16 R 26
Clindamycin DA (2 pg) 15 12 10 15 14 20 R 20P
Erythromycin E (15 pg) 20 25 25 20 20 29 26 28
Lincomycin MY (10 pg) 15 19 15 10 14 16 14 23
Oleandomycin OL (15 pg) 24 22 20 19 18 21 19 22
Spiramycin SP (100 ug) 24 24 20 22 19 25 23 20
Metronidazol MTZ (5 ug) R R R R R R R R

Metronidazol MTZ (50 pg) R 16 R R R R R R

Nitrofuratoin F (100 ug) 25 25 20 19 25 20 19 R

Chloramfenikol C (30 pg) 20 29 26 24 20 30 25 30
Linezolid LZD (10 pg) 20 25 25 19 20 29 24 25
Bacitracin B (10 IU) 16 25 25 20 20 20 24 20
Colistin CT (10 ug) R 15 R R R R R R

Polymyxin B, PB (300 IE) R R R R R R 10 R

Sulphamethoxazol + Trimethoprim SXT 16 20 19 15 15 15 R R

(25 pg)

Trimethoprim W (5 pg) 14 R 15 15 12 14 R R

Trimethoprim + Sulphamethoxazol SXT R R R R R R R R

(25 pg)

Doxycyklin DO (30 ug) 11 20 12 25 14 26 27 28
Minocyklin MH (30 pg) 16 20 15 20 18 14 28 25
Oxytetracyklin OT (30 pg) 12 20 10 25 14 25 25 26
Tetracyklin TE (30 ug) 11 19 10 21 13 25 25 25

Zelena — rezistence, Zlutd — pseudozdna, modra — mutace




Piiloha ¢. 2 Souhrnné vysledky z testovani s kyslinou listovou

Nestlé B. lactis ZDK 7 B. lactis D16 B. lactis N30 B. lactis

Nizev antibiotika pivodni nové FA plvodni nové FA plvodni noveé FA plvodni nove FA
Tetracyklin (30 pg) 18 11 24 19 15 28 16 15 25 16 15 23
Chloramfenikol (30 pg) 24 22 32 22 22 30 24 22 29 20 23 31
Ampicilin (2 pg) 1430 20 17 21 10 18,25 20225 22 22 15a16 15 17,30
Vankomycin (5 pg) 19 16 25 17 19 29 16 17 26 16 16 30
Erytromycin (15 pg) 20 25 16,27 21 21 34 20 21 26 19 22 30
Clindamycin (2 pg) 22230 21 22 20a21 18 28 20 20 27 25 22 27
Gentamicin (30 pg) 8a15 12 19 10 R 9,17 R R 9,13 R R 9,20
Streptomycin (10 pg) 8 8 16 R R 17 R R 12 11 R 15
Kanamycin (30 pg) R R 11 10 R 14 R R 11 11 R 11
Mupirocin (200 pg) R R 11 R R 11 R R 12 R R 12
Norfloxacin (10 pg) R R 13 R R 9 R R 13 11 R 15
Nalidic acid (30 pg) R R 15 9 R 9 R R 13 10 R 14
Moxifloxacin (5 pg) 11 8 12 12 8 11,16 10 R 11 R 10 12
Cefixime (5 pg) 8 8 14 R 9 13 R R 15 10 R 16
Mecillinam (10 pg) R 10 13 R R 16 R R 17 R 7 16
Sulphamethoxazol +

Trigethopﬁm (25 ng) R R 13 R R 12 R R 14 18aR R 14
Trimethoprim (5 pg) 8 R 11 R R 11 R R 12 19 R 12
Metronidazol (50 pg) 18 15 31 14 10 35 20 18 25,33 15 13 33




20104 B. animalis

10140 B. lactis

N63 B. adolescentis

20087 B. adolescentis

Nizev antibiotika piivodni nové FA piivodni nové FA ptivodni | nové FA piivodni | nové FA
Tetracyklin (30 pg) 20 23 19,29 20 25 17,31 30 28 19,31 19 14 15,25
Chloramfenikol

(30 ng) 21 22 25,28 26 30 21,33 35 27 | 20,30,34 24 30 30,39
Ampicilin (2 pg) 20a15 20 10 25a17 19 15 30226 26 17,35 24220 26 15,33
Vankomycin (5 pg) 15 16 25 16 25 27 16 20 12,14,18 17 23 17,26
Erytromycin (15 pug) 20 23 18,30 29 30 19,33 34 31 | 11,26,34 27 30 | 14,2334
Clindamycin (2 pg) 10 14 27 27a25 22 27 32a26 27 19,25 14 3 16 19 15,25
Gentamicin (30 pg) R R 10,23 R 13 11 14 14 10 14 12 13
Streptomycin (10 pg) R R 15 11 11 16 12 11 10 10 10 11
Kanamycin (30 pg) R R 11 12 13 12 12 12 9 R 13 9
Mupirocin (200 pg) R R 14 R 7 13 R 8 10 R 10 10
Norfloxacin (10 pg) R R 12 R R 10 16 8 9 R 13 9
Nalidic acid (30 pg) R R 14 R R 11 R 9 8 R R 8
Moxifloxacin (5 pg) R 10 13 10 9 16 18 19 | 10,1621 14 20,29 | 11,1623
Cefixime (5 pg) R 11 11 R 8 15 28 25 20,31 21 34 15,24
Mecillinam (10 pg) R R 12 R R 11 20 22 | 14,2030 15 1525 | 1217
ST BB E) - 10aR R 13 15aR 12 11 R 20 12 22aR | 15 13,26
Trimethoprim (25 pg)

Trimethoprim (5 pg) R R 14 13 R 10 R 15 11 10 10 12
Metronidazol (50 pg) R 19 25,31 20 29 16,30 20 24 12,22 R 24 19

Xl




Nazev antibiotika piivodni | nové FA piivodni | nové FA pivodni | nové FA pivodni | nové FA
Tetracyklin (30 pg) 30 29 12,18,24 16 18 13,18,25 30 35 33,36 30 34 25,34
Chloramfenikol (30 pg) | 30 28 30,33,36 34 29 30,32,36 29 36 29,35 30 35 24,30,34
Ampicilin (2 pg) 30222 28 1433 | 36a24 33 29,32 27230 31 26,30,33 | 20a24 30 33,37
Vankomycin (5 pg) 16 22 11,18,25 17 24 22,25,29 24 26 13,24,29 20 25 14,21,28
Erytromycin (15 pg) 28 27 15,26,33 32 28 13,22,29.33 | 30 36 [22,29,3339| 30 37 20,30,36
Clindamycin (2 pg) 27a25 22 20,24 32a30 28 22,26 19222 22 21,28 20a22 24 23,29
Gentamicin (30 pg) 13 11 8 16 12 9 10a18 15 9 10a 16 14 8
Streptomycin (10 pg) 10 10 10 12 10 10 9 11 10 8 14 10
Kanamycin (30 pg) 11 10 9 11 11 9 8 10 10 R 9 10
Mupirocin (200 pg) R 9 9 R 7 10 R R 10 R R 10
Norfloxacin (10 pg) 11 9 9 R R 9 15 16 11,19 14 18 12,20
Nalidic acid (30 pg) R R 9 R R R R 9 R R 9
Moxifloxacin (5 pg) 20 18 14,23 33 16 11,18 24 25 11,19,27 22 22 12,20,27
Cefixime (5 pg) 25 27 14,32 30 30 15,30,34 17 18 15,28 20 20 17,26
Mecillinam (10 pg) 19 23 14,29 20 20 13,18 11 15 11,23 10 20 11,22
Sulphamethoxazol + | \o ., | 13 | 152027 | 22230 R 142026 | 27a28 | 28 1428 | Ra22 28 26,29
Trimethoprim (25 pg)

Trimethoprim (5 pg) R 10 10 10 R 10 24 30 14,18,31 22 25  |22,26,29,31
Metronidazol (50 pg) 15 13 11,19 15 15 13,19 30 30 32,36,40 30 29 31,35,38

Xl




M2A B. dentium

MA4E B. dentium

20092 B. globosum

20099 B. pseudolongum

Nizev antibiotika piivodni | nové FA ptivodni | nové FA nové FA piivodni | nové FA
Tetracyklin (30 pg) 30 35 | 26,31,39 33 35 | 25,3039 20 15,27 25 27 | 16,27,35
Chloramfenikol (30 pg) 35 40 35 31 33 34,38 29 30,35 30 24 | 1572534
Ampicilin (2 pg) 31aR 32 34 34aR 32 36 22 18,30 16 a 10 22 15,21
Vankomycin (5 pg) 18 25 19,26 18 28 25,30 20 15,29 14 18 14,25
Erytromycin (15 pg) 34 22 | 2532,38 35 32 | 26,3340 29 22,35 28 26 20,31
Clindamycin (2 pg) 30a28 27 19,27 35a32 29 25 22 15,27 26220 21 13,24
Gentamicin (30 pg) 15a16 | 1523 9 20 20 8 R 9 Rall 14 11
Streptomycin (10 pg) 10 14 12 22 19 10 R 13 R R 11
Kanamycin (30 pg) 9 19 11 21 23 10 R 10 R R 9
Mupirocin (200 pg) R 23 9 R R 10 R 11 R R 11
Norfloxacin (10 pg) 20 19 | 111521 21 21 15,23 R 11 R R 9
Nalidic acid (30 pg) R R 9 R R 10 R 10 R R
Moxifloxacin (5 pg) 26 27 | 122127 24 27 | 13,2427 15 15 10 9 14
Cefixime (5 pg) 28 23 14,26 27 25 35 R 12 R R 14,20
Mecillinam (10 pg) 17 17 13,26 22 20 16,26 R 13 R 12 11
?ﬁfi@?&ﬁﬁ?ﬁ?@ 30a24 | 38 27,31 20224 | 26 25,28 R 10 R R 14
Trimethoprim (5 pg) 31 29 15,25,29 29 25 14,21,28 R 10 R R 10
Metronidazol (50 pg) R 11 9 R 10 10 16 12,29 R R 8

Modra — EFSA testovani

Zluta — specificky rezistentni
Zelena — druhova specifita

Oranzova — kmenova specifita

X1




