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Stanoveni citlivosti probiotickych bakterii na antimikrobialni

latky

Souhrn

Probiotické bakterie predstavuji skupinu, kterd pozitivné ovliviiuje zdravi hostitele a
napomdaha udrZet rovnovahu stfevni mikrobioty. Nejtypic¢téjsSim prikladem potraviny
s probiotiky je jogurt obsahujici bakterie mlé¢ného kvaseni.

Bakalarska prace je zamérena na testovani citlivost probiotickych bakterii, které jsou
soucasti stfevni mikrobioty, na antibiotické latky. V teoretické casti jsou detailné popsané
probiotické mikroorganismy a jejich vyuziti, se zvlastnim zaméfenim na rod Bifidobacterium,
jeho zastupci byly testovany v praktické ¢asti. Dale jsou zde popsany antibiotické latky, jejich
vyuziti a také negativni dopad pfi jejich naduzivani.

V praktické casti byla testovana citlivost 12 kmenU bifidobakterii a to presnéji-
Bifidobacterium animalis subsp. lactis (6 kmenu), Bifidobacterium longum subsp. suis,
Bifidobacterium animalis subsp. animalis (2 kmeny), Bifidobacterium canis, Bifidobacterium
choerinum, Bifidobacterium radai, ve 3 opakovanich. Testovani probihalo dle pravidel
stanovenych Evropskym uUradem pro bezpecnost potravin (EFSA) na 10 druh( antibiotik:
ampicilin, vankomycin, gentamicin, kanamycin, streptomycin, erytromycin, klindamycin,
quinupristin/dalfopristin, tetracykline, chloramfenikol. Pro kultivaci kultur byl pouzit Wilkins-
Chalgren Anaerobe Agar s pfidavkem soéjového peptonu, cysteinu a tweenu. Kultivace
probihala za anaerobnich podminek pfi 37°C po dobu 48 hodin a poté byla zméfena inhibi¢ni
zéna a vyhodnocena rezistenci bifidobakterii na dané antibiotikum.

Zvysledk( je patrné, Ze kazidy kmen bifidobakterii je jinak rezistentni k rlznym

antimikrobialnim latkam

Klicova slova: antibiotika, mikrobidlni latky, bifidobakterie, probiotikum, rezistence, inhibi¢ni

zéna



Determination of the sensitivity of probiotic bacteria to

antimicrobial agents

Summary

Probiotic bacteria represent a group that positively affects the host's health and
helps maintain the balance of the intestinal microbiota. The most typical example of a
probiotic food is yogurt containing lactic acid bacteria.

The bachelor thesis is focused on the testing sensitivity of probiotic bacteria, which
are parts of intestinal microbiota, to antibiotic substances. Probiotic microorganisms and
their use are described in detail in the theoretical part, with special focus on the genus
Bifidobacterium, is agents were tested in practical part. Furthermore, there are described
antibiotic substances, their use and also the negative impact on their overuse.

In the practical part was tested the sensitivity of 12 strains of bifidobacteria
(Bifidobacterium animalis subsp. lactis (6 strains), Bifidobacterium longum subsp. suis,
Bifidobacterium animalis subsp. animalis (2 strains), Bifidobacterium canis, Bifidobacterium
choerinum, Bifidobacterium radai). The testing was according to the rules of the European
Food Safety Authority (EFSA) with 10 types of antibiotic: ampicillin, vancomycin, gentamicin,
kanamycin, streptomycin, erythromycin, clindamycin, quinupristin/dalfopristin, tetracycline,
and chloramphenicol. Wilkins-Chalgren Anaerobe Agar with soybean peptone, cysteine and
tween was used for cultivation of the bifidobacteria. Bacteria were incubated at 37°C for 48
hours under anaerobic conditions. After incubation was measured zone of inhibition which is
in correlation of bifidobacterial resistance.

The results show that each strain of bifidobacteria is otherwise resistant to various

antimicrobial substances.

Keywords: antibiotics, microbial substances, bifidobacteria, probiotics, resistance, inhibition

zone
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Seznam poutzitych zkratek

FAO - Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (Food and Agriculture Organization)
WHO - Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

EFSA - Evropsky Urad pro bezpecnost potravin (European Food Safety Authority)
DNA - Deoxyribonukleova kyselina

RNA - Ribonukleova kyselina

GIT - Gastrointestinalni trakt

DHL - Kyselina dihydrolistova

THL - Kyselina tetrahydrolistova

AK - Aminokyselina

BMK - Bakterie mlé¢ného kvaseni

AIDS - Syndrom ziskaného selhani imunity (Acquired Immune Deficiency Syndrome)
KTJ - Kolonie tvotici jednotka

PCR - Polymerdazova retézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

FOS - Fruktooligosacharidy

ARG - Gen zodpovédny za antibiotickou rezistenci (Antibiotic resistance gen)

QPS - Kvalifikovany predpoklad bezpecnosti (The qualified presumption of safety)
MIC - Mikrobialni inhibi¢ni koncentrace (microbial inhibition concentration)
MALDI-TOF - Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Ucasti matrice s
pruletovym analyzatorem (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight mass
spectrometry)

TT - Travici trakt


https://cs.wikipedia.org/wiki/Syndrom

1 Uvod

Mikrobialni rezistence vici antibiotikim je soucasny globalni problém. Rezistence mlze
byt bud’ primarni (pfirozend), nebo sekundarni (ziskana). O primarni (pfirozené) rezistenci se
jedna, pokud vSechny kmeny daného druhu jsou rezistentni na stejné antibiotikum. Pokud
ale se jednd o odchylku a kmen, ktery by mél byt citlivy na danou antibiotickou latku je
rezistentni, tak se jedna o rezistenci sekundarni (ziskanou). Divodem pro ziskani rezistence u
bifidobakterii, mGze byt horizontalni prenos, nebo prostrednictvim mutaci ptivodnich gen.
Prikladem horizontdlniho prenosu je prenos genl zodpovédnych za rezistenci pomoci
plazminl (extrachromozomalni DNA) z jedné bunky do druhé pomoci konjugace. Tato
rezistence je velmi rizikova, protoZe bifidobakterie mohou pusobit jako rezervoar gen(
rezistence a tyto geny se mohou prenést na nebezpecné patogeny. Az pfrilisS rychly vyvoj
rezistence na antimikrobialni latky, je dlsledkem naduZivani antibiotik. Vektorem, ktery
napomaha siteni rezistence mezi ¢clovékem a zviraty, jsou nejcastéji potraviny (Kunova et al

2012).



2 Cil prace a védecka hypotéza

2.1 Cil prace

Cilem bakalarské prace bylo testovani citlivosti probiotickych kmen( bifidobakterii na
rdzné druhy antibiotik dle EFSA a nalezenim potenciondlnich probiotickych vhodnych kment

jako probiotika, které by pozitivné ovlivnily zdravi konzumenta.

2.2 Hypotéza

Predpokladame Ze, jsou bifidobakterie podstatnou a nedilnou soucasti TT lidi a zvifat,
kde se podileji na spravném fungovani strev, boji proti nemocem a pulsobi proti Skodlivym
latkam. Mohou ale také pUsobit jako rezervoar gent rezistence, které by mohly v kone¢ném
disledku prejit na patogeny. Diky svym vlastnostem jsou bifidobakterie hojné vyuzivany jako

probiotikum. Proto hledame nové kmeny, které by bylo mozné pouZit jako probiotikum.
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3 Literarni reserse

3.1 Probiotické mikroorganismy

3.1.1 Uvod

Termin probiotikum poprvé pouzili Lilly a Stillwell vroce 1965. Oznacili tak
slouc€eninu, kterou produkoval jeden druh prvoka, kterd stimulovala rlst jiného prvoka.
Pozdéji byl tento termin pouzivan pro krmné doplnky hospodarskym zvifratim (Rada &
Marounek 2005). Pojem zahrnoval bud' Zivé kultury mikroorganismi (Tortuero 1973), nebo
jejich metabolity napt. enzymy, aminokyseliny, organické kyseliny a antimikrobialni latky,
které pozitivné ovlivnili mikrobiotu (Parker 1974). Tato definice by tedy zahrnovala i krmna
antibiotika. Sémanticky vyznam slova ,probiotikum® vSak znamenda ,pro Zivot” a je tedy
pravym opakem slova antibiotikum (Rada & Marounek 2005). Proto se castéji pouziva
definice dle Fullera: ,Probiotika jsou Zivé mikrobialni krmné doplriky, které pfiznivé ovliviuji
hostitele zlepSenim jeho stfevni mikrobiocenosy” (Fuller 1989). Tato definice klade ddraz na
pouziti Zivych bunék a podle autora odstranuje zmatek, ktery vytvarelo slovo ,substance”.
Dale formulace ,pfiznivé ovliviiuje hostitele” v sobé zahrnuje vSechny pozitivni vlivy — to
znamend zlepSeni rlstu, vyuZitelnost krmiv, vliv na zdravotni stav apod., které byly v
predchozich definicich sloZité rozepisovany. Definice byla pozdéji zjednoduSena a v soucasné
dobé plati formulace vytvorena tzv. ,Pracovni skupinou evropskych védcl”, ktera rika, ze
probiotika jsou ,zivé mikrobidlni krmné pridavky, které jsou prospésné pro zdravi” (Salminen
et al. 1998). O vymezeni pojmu se vSak vede stale diskuze a néktefi vyzkumnici upozornuiji,
Ze z definice by mohlo (mélo) vypadnout slovo ,Zivy“ a to proto, Ze pozitivni vliv na zdravi
(hlavné pfi pokusech na lidech) mély také inaktivované buriky mikroorganismd, nebo jen
¢asti bunécnych struktur hlavné bakterii a kvasinek (Isolauri et al. 2002).

,Probiotikum“ je uZite¢cnym a uznavanym terminem a jeho definice podle FAO/WHO
byla Siroce pfijata a osvédcila se pro vyzkumné pracovniky, reguldtory a spotrebitele. Bylo
vSak poznamenano, Ze gramaticky spravnéjsi definice by méla byt formulovana jako ,zivé
mikroorganismy, které, pokud jsou podavany v odpovidajicim mnozstvi, poskytuji hostiteli
zdravotni pfinos” a je podporovano pouzivani tohoto znéni v budoucnu. Tato definice

zahrnuje Sirokou Skalu mikrobl a aplikaci, pricemZz zachycuje podstatu probiotik
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(mikrobidlnich, Zivotaschopnych a prospésnych pro zdravi). V nékolika poslednich letech,
ktera uplynuly od doby, kdy byla tato definice navrzena, fada vyzkumu zpochybnila hranice
probiotického konceptu, od Zivych kultur pfitomnych ve fermentovanych potravinach az po
mikroorganismy obsazené ve vykalech. Tento vyraz byl také zjevné zneuzit, napfiklad u
vyrobk(, jako jsou matrace, Sampony, dezinfekéni prostfedky a voda po holeni, pro které
Zivotaschopnost a ucinnost pouzitych mikrob( nejsou stanoveny. PouZiti pojmu probiotikum
bylo v nékterych zemich Evropské unie omezeno a je pro spotiebitele v EU povaZovano za
zavadeéjici, protoze neexistuji schvalené zdravotni tvrzeni. Nyni je ziejmé, Ze rUzné
interpretace pojmu probiotikum vytvareji vyznamné obavy pro vyznamné zucastnéné strany,
pokud jde o preklad rozsahlého vyzkumu probiotik do potravin obsahujici probiotika, které
mohou byt pfinosem pro spotrebitele (Hill et al. 2014).

V poslednich nékolika letech je vyzkum zaméreny na mechanismy ucinku probiotik a
jejich definice se proto neustale méni. Na trhu se objevuje velmi mnoho volné dostupnych
pripravkd s oznacenim probiotikum, ale jen velmi malé mnoizstvi splfiuje podminky a vyse
uvedenou definici (Quigley 2010). Proto je tedy dlleZité pozorovat funkéni a technologické
vlastnosti probiotickych organismd pomoci in vitro testl a pro ovéreni stability probiotik je
nutné kontrolovat jejich prezivani v realnych podminkach vyroby a v travicim traktu (Vlkova

et al. 2013).

Ocekdvané vlastnosti a bezpecnostni kritéria probiotik:

-netoxické a nepatogenni, zejména neni pfipustna:

-tvorba enterotoxinu (toxin ucinkujici na stfevo a vyvolava poruchu nékterych

jeho funkci)
- tvorba cytotoxinu (toxin poskozujici buriky)

-enteroinvazivita (schopnost infekénich mikroorganism( napadat stfevni

sliznici a poptipadé i hlubsi vrstvy stfevni stény)
-hemolyza (rozpad erytrocyti)

-sérorezistence (stav, kdy pfi radné lécbé syfilitické infekce zlstava pozitivni

sérologicka reakce bez klinickych ptiznak()

-séropatogenita

12



-pfitomnost genl antibiotické rezistence
- pfesné taxonomické zarazeni

- produkce antimikrobialnich latek
-antagonisticky vztah s patogennimi bakteriemi
- empiricky ovéreny ucinek na zdravotni stav

- preziti, kolonizace a metabolickd aktivita v cilovém misté, které znamena:
- odolnost proti pGsobeni Zaludecnich stav a Zluci
- perzistence v GIT
- adheze k epitelu nebo hlenu

-konkurenceschopnost vici rezidentni mikrobioté

V poslednich letech je propagovan pojem funkénost probiotik jako vysledna vlastnost
vyjadfujici efektivni ucinky a pouzitelnost konkrétniho vyrobku — probiotika (Mattila-
Sandholm et al. 2002).

Funkénost probiotik je ovlivhovana fadou faktor( jako je za prvé charakteristika
pouzitych kmen(, charakter pouZité potraviny, nebo krmiva, denni davkou a stabilitou
produktu. Za druhé potom jsou to faktory pusobici pfi vyrobé probiotik, jako jsou pouzité
kultivaéni technologie, technologie pouZité pro konzervaci kmenl (mraZeni, suSeni
lyofilizace) a mikroenkapsulace (Rada & Marounek 2005).

Casto uzivanymi probiotiky ve vyZivé €lovéka jsou bifidobakterie a v poslednich letech
se zvySuje zdjem o jejich pouZivani jako krmny pridavek pro hospodarska zvirata.
Bifidobakterie maji fadu pozitivnich vlivQi na zdravi hostitele (Chaucheyras-Durand & Durand
2010), u hospodarskych zvifat se uvadi zlepseni konverze Zivin, zvySovani uzitkovosti a u
mladych kategorii zvifat omezeni prljmovych onemocnéni a dalSich infekci (Frizzo et al.
2010). DalSim dlvodem pouzivani bifidobakterii je to, Ze maji dlouhou historii bezpe¢ného
pouZivani a riziko infekce pti pouziti bifidobakterii je velmi nizké (Gasser 1999; Isolauri et al.

2002).

Zdravotni pfinosy probiotik:
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-vytvoreni homeostdazy

-zabranéni osidleni stfeva patogennimi mikroorganismy
-produkce bakteriocin(

-snizeni produkce bakteridlnich enzym( s mutagennimi ucinky
-zmirnéni laktosové intolerance

-stimulace a posileni imunitniho systému

-syntéza vitamin(

-podpora vstrebavani vapniku

-snizeni hladiny cholesterolu v krvi

3.1.2 Hlavni rody probiotickych organismu

Jak v minulosti, tak i v soucasné dobé se jako probiotika pouzivaji bakterie mlé¢ného
kvaseni BMK a to hlavné rody Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus a Lactococcus. Déle
se pouzivaji i obyvatelé stfevni mikrobioty a to rod Bifidobacterium. Pficiny jsou nejméné tfi
a to bud dlouhodobd zkusenost s témito bakteriemi pti zpracovani mléka, vyrobé nakladané
zeleniny a silaze, nebo relativné snadné kultivaci, nebo jsou v drtivé vétsiné nepatogenni
(Fuller 1989).

ProtoZe se vSak v posledni dobé zd(raziuji i dalsi kritéria pro UspéSnou kolonizaci
travici trubice mikroorganismy, jako jsou napfiklad schopnost adherence na stfevni epitel,
rastové schopnosti v dieté a chymu, odolnost vici kyselinam a Zluci, nebo antagonistické
pasobeni proti jinym (patogennim) bakteriim rozSifuje se spektrum pouzivanych
mikroorganismU (Fuller 1989).

Tabulka €. 1 uvadi prehled pouzivanych mikroorganismu.

Tabulka 1. Mikroorganismy pouzivané jako probiotika (upraveno podle Fuller 1989;

Ouwehand et al. 2002)
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Bakterie mlécného kvaseni Lactobacillus acidophilus
L. casei
L. delbrueckii subsp. bulgaricus
L. rhamnosus
L. reuteri
L. plantarum
L. fermentum
L. brevis
L. helveticus
Streptococcus thermophilus
Lactococcus lactis
Enteroococcus faecium
E. faecalis

Pediococcus pentosaceus

Bifidobakterie Bifidobacterium bifidum
B. pseudolongum
B. breve

B. thermophilum

Ostatni bakterie Bacillus subtilis
Ba. cereus
Ba. toyoi
Ba. natto
Ba. mesentericus
Ba. licheniformis

Clostridium butyricum
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Mikroskopické houby Saccharomyces cerevisiae
Aspergillus oryzae

Candida pintolopesii

Na misto plvodné pouzivanych BMK se vsoucasné dobé uprednostnuji bakterie
izolované z traviciho traktu. Nejvyznamnéjsi rod je Bifidobacterium. Tyto bakterie jsou
pfirozenym obyvatelem tlustého stfeva lidi a zvifat a byly izolovany také z bachoru a
vykalového vaku véely medonosné (Scardovi 1986; Rada & Petr 2002). U lidi prevazuji druhy
B. longum, B. bifidum, B. breve a B. adolescentis, zatimco ze zvitat byva Casto izolovan druh
B. animalis, ktery se pro dobré technologické vlastnosti pouziva i do mlécnych kysanych
vyrobkl (Vlkova et al. 2004). Bifidobakterie jsou témér idealni probiotické bakterie, protoze
jsou v podstaté nepatogenni, jsou to typické stfevni mikroorganismy, u kterych jsou navic
dolozeny prokazatelné pozitivni efekty na zdravotni stav lidi a zvifat (Mitsuoka 1992).
Uréitym problémem je jejich citlivost na vnéjsi podminky, nebot se jednd o striktné

anaerobni bakterie (Scardovi 1986).
3.1.3 Vyznam probiotik

Existuje nékolik dikazl podporujicich potenciondlni klinickou aplikaci probiotik v
prevenci a |écbé onemocnéni gastrointestinalniho, respira¢niho a urogenitdlniho traktu
(Ranadheera et al. 2010). Jejich pfiznivé GCinky zahrnuji stimulaci imunitniho systému,
prevenci proti prijmu a zdcpé, zmény v konjugaci Zlucovych soli ¢i protizdnétlivé acinky
(Rada 2010). Probiotika poskytuji fadu moznych zdravotnich vyhod a to predevsim zachovani
dobré rovnovahy stfevni mikrobioty, coz pomaha zvysit schopnost téla odoldvat invazi
patogennich organism( a udrieni zdravotni pohody hostitele (Ranadheera et al. 2010).
Kromé toho pfispivaji k syntéze Zivin a zlepsuiji jejich biologickou dostupnost. Probiotika také
zmirfuji v nékterych pripadech pfriznaky atopického ekzému a alergii, AIDS a infekci
dychacich a mocovych cest. Prospésné plisobi pfi zanétlivych stfevnich onemocnénich, jako
prevence kolorektalniho karcinomu a pfi rotavirovych infekcich kojencti (Pandey et al. 2015).

Udrzovani pfirozené stfevni mikrobioty, ochrana proti gastrointestindlnim patogenim,
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zlepSeni imunitniho systému, snizeni laktézové intolerance, snizeni hladiny cholesterolu a
snizeni krevniho tlaku, antikarcinogenni aktivita, lepsSi vyuziti Zivin a zlepSend vyzivova
hodnota potravin, jsou nékteré ze zjisténych benefitd (Ranadheera et al. 2010). Vyznam maji
rovnéz pfi léCbé bakterialnich vagindz. V dasledku vaginalniho podavani probiotik se udrzuje
nizké pH a produkuji se antimikrobidlni latky, jako jsou kyseliny a peroxid vodiku. Recidiva
bakteridlnich vagindz je proto u pacientek uzivajicich probiotické laktobacily méné casta (Lee
2014). Konzumace probiotik pozitivné potlacuje priijmy vzniklé z rznych pficin. Pfi akutnich
prdjmech u déti, zplsobenych rotaviry, plni probiotika pomocnou funkci k potiebné
dehydrataci (Pandey et al. 2015). Probiotika jsou proto Siroce pouzivany v terapeutickych
aplikacich vcéetné prevence urogenitdlnich onemocnéni, zmirnéni zacpy, ochrana proti
cestovnim prijmUm, prevence proti infantilnim prdjmuim, sniZeni protizanétlivych prdjma,
potlaceni zanétu a onemocnéni stiev a proti syndromu drazdivého tracniku (Ranadheera et
al. 2010). U prdjma zplsobenych narusenim pfirozeného mikrobiomu v dlsledku uZivani
antibiotik pUsobi probiotika preventivné, jako ucinné se zdaji byt naptiklad L. acidophilus, L.
rhamnosus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus a L. fermentum (McFarland 2006; Lee 2014). V
souvislosti se zlepsenim prijmovych stavl spojenych s uzivanim antibiotik u kojencd jako
ucinné Bifidobacterium animalis subsp. lactis a Streptococcus thermophilus (Vieira et al.
2013). Pravdépodobnymi mechanismy, kterymi probiotika zabranuji prljmim nebo je
zmiriuji, je stimulace imunitniho systému, konkurence o vazebna mista na stfevnim epitelu a
produkce bakteriocin(i (Pandey et al. 2015).

Probiotika mohou pUsobit preventivné na vznik zhoubného bujeni v tlustém strevé.
Mezi jejich mozné antikarcinogenni mechanismy patfi zlepSeni imunity hostitele, inaktivace
karcinogennich slouc¢enin v lumenu stfeva a antiproliferacni Ucinek dosaZzeny regulaci
apoptdzy a diferenciace bunék. L. reuteri mlze napftiklad regulovat bunécnou proliferaci tim,
Ze podporuje apoptdzu aktivovanych imunitnich bunék prostfednictvim inhibice ubikvitinace
a zvySenim pro-apoptotické aktivity (Uccello et al. 2012).

Probiotika také produkuji antikarcinogenni metabolity (napf. mastné kyseliny s
kratkym fetézcem a konjugovanou kyselinu linolovou). ZvySenou produkci slizu se posili
stfevni epitel, coz plsobi jako ochranny ucinek. Dals$im moZznym mechanismem je inhibice
bakterii produkujicich Skodlivé enzymy, které mohou v tlustém stfevé preménovat
prokarcinogeny na potencidlni karcinogeny. Preventivni plsobeni probiotik je dosazeno také

jejich schopnosti upravit fyzikdlné-chemické podminky v tlustém strevé, napfiklad snizenim
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pH (Kahouli et al. 2013; dos Reis et al. 2017). U&innost probiotik p¥i prevenci kolorektalniho
karcinomu v$ak zavisi na konkrétnim probiotickém kmenu (Chong 2014).

Probiotika rovnéz pomahaji pfi zmirfiovani laktézové intolerance. Ta je zplsobena
nedostatecnym travenim laktézy v disledku nizké aktivity enzymu B-galaktosidasy. Pfiznaky
laktozové intolerance zahrnuji prdjem, nadymani, bolest bricha a plynatost. Kromé
suplementace [B-galaktosidasy v tabletach intoleranci zlepSuje poddavani probiotik, jako
naptiklad L. bulgaricus, Streptococcus thermophilus, L. acidophilus, L. casei, Bifidobacterium
longum a Bifidobacterium breve (Vonk et al. 2012).

Nékterd probiotika (napfiklad L. bulgaricus, L. reuteri, Ba. coagulans) maji
hypocholesterolemicky ucinek. Jednim z mechanism( sniZeni cholesterolu v krevnim séru
mulzZe byt dekonjugace Zlucovych kyselin, ktera je zplsobena produkovanymi enzymy
probiotik. Dekonjugované ZluCové kyseliny jsou snadno vstfebany stfevem. Tim se snizi
obsah cholesterolu v krvi, a probiotika tak pUsobi preventivné na vznik nékterych
kardiovaskularnich onemocnéni (Pandey et al. 2015).

S priznivymi Ucinky probiotik je spojena celd fada mechanismui, které zahrnuji
produkci inhibicnich latek (napriklad peroxidu vodiku, bakteriocint, organickych kyselin),
blokovani mist, na ktera adheruji patogenni bakterie, kompetici s patogeny o Ziviny, rozklad
toxin(, blokovani receptor( pro toxiny a imunomodulaéni G¢inky (Pandey et al. 2015).

Ucinky daného kmene zavisi na mnoha okolnostech. Segers & Lebeer (2014) zmiriuji,
Ze urcujicimi faktory je napfiklad pouzita davka probiotika, doba jeho podani, délka lécby,
vék a genetické predispozice pacienta, ale také tfeba jeho endogenni mikrobiom.

Dale probiotika sniZuji hypercholesterolemii, ochranuji pfed rakovinou tlustého stfeva
a mocového méchyre, prevence osteopordzy a prevence potravinové alergie a atopie. | kdyz
nékteré ztéchto vyhod by mély byt dlkladné prokdzany, tak tyto potencionalni vyhody
vyplyvaji z rlistu a plsobeni probiotik béhem produkce potravin, zatimco nékteré jsou
vysledkem rdstu a pasobeni urcitych druh(i probiotik ve stfevé (Ranadheera et al. 2010).

Vyskyt nezadoucich Gc¢inkG probiotik je vzacny, pficemz se nejc¢astéji projevuji
nadymanim. Komplikace nastdvaji pouze ve vyjimeénych ptipadech, zvlasté u pacientl s
oslabenou imunitou (Pandey et al. 2015). Mezi nejéastéji pozorované nezadouci ucinky

sepse, fungémie a ischémie GIT (Fijan 2014).
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3.1.4 Probiotika v jidle

Obsah tuku, koncentrace a typ bilkovin, cukrd a pH produktu, jsou nékteré faktory,
které maiji vliv na rlst a preziti probiotik v potravinach. Jidlo, zejména mlécné vyrobky jsou
povazovany za idealni prostfedek pro dodavani probiotickych bakterii do lidského traviciho
traktu (Ranadheera et al. 2010).

V soucasnosti jsou probiotické bakterie pridavany do mlécnych vyrobkd, jako jsou syry,
jogurty, zmrzliny a dalsi. Dale je dllezZité vyvinout probiotické produkty, potraviny a napoje,
které jsou soucasti kazdodenni normalni stravy (Ranadheera et al. 2010).

Jogurty a fermentované mlécné vyrobky jsou povazovany za hlavni prenasece
probiotik do téla. Obvykle se jogurt vyrabi tak, Ze se fermentuje specifickymi Cistymi
kulturami bakterii mlécného kvaseni (S. thermophilus a L. bulgaricus). Stale vice jogurt( je
pripravovano s probiotickymi mikroorganismy s proménlivou Zivotaschopnosti v pribéhu
skladovatelnosti. RGzné druhy jogurtd ukazaly rGzné Urovné Zivotaschopnosti bakterii po
dobu skladovatelnosti. Zjistilo se Ze, v jogurtech s nerozmichanym koagulatem se snizZuje
pocet streptokokd o jednu logaritmickou fazi pfi 6°C po 60 dnech skladovatelnosti. Vyssi
obsah mlécéného tuku prokazal negativni Ucinky na probiotické kultury v jogurtech a to
zejména B. bifidum. Bilé jogurty prokazaly vyznamné vyssi trvanlivost pfi vétSim obsahu L.
acidophilus v porovnani s trvanlivosti v jogurtech obsahujicich kousky ovoce nebo bobuli.
Pozdéji tato studie ukdzala, Ze ovocnd buni¢ina pozitivné ovliviuje pH jogurtu a

Zivotaschopnost probiotik (Ranadheera et al. 2010).

3.1.5Interakce s prebiotiky

Pro pfiznivé ovlivnéni mikrobioty traviciho traktu je moZno zvolit v zdsadé dva
pouzivaly laktobacily, ale v neddvné dobé se ¢im dal tim vice pouZivaji bifidobakterie, protoze
tyto bakterie patfi mezi indigenni obyvatele stfev. Druha strategie pro zvySeni jejich poctu je
zdsobovani ve strevé jiz pritomnych bakterii latkami stimulujicimi jejich rlst. Tyto selektivni
slozky potravy byly v roce 1995 nazvany ,prebiotiky“ (Rada & Marounek 2005). Gibson &

Roberfroid (1995) uvadéji, Ze prebiotika jsou nestravitelné latky obsazeny v potravé, které
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priznivé ovliviuji hostitele pomoci selektivni stimulace a/nebo aktivitu jedné, nebo omezené
skupiny bakterii v tlustém strevé, coz by mohlo zlepsit zdravi hostitele.

V podstaté jakakoliv nestravena Zivina, ktera se dostane az do tlustého strfeva je
potencidlnim prebiotikem. VétSina latek oznacovanych jako prebiotika jsou sacharidy, od
jednoduchych alkoholickych cukrl, pres disacharidy a oligosacharidy az po polysacharidy
(Rastal & Gibson 2002). Jsou zformulovany tfi pozadavky pro sacharidy, aby mohly byt
oznaceny jako prebiotika (Roberfroid 2007):

1) musi byt rezistentni vicéi Zaludecnim kyselinam a hydrolytickym enzymidm v

travicim traktu,

2) musi byt fermentovatelné stfevnimi bakteriemi,

3) musi selektivné stimulovat rlist a/nebo aktivitu zdravi prospésnych bakterii.

Nékteré oligosacharidy jsou diky jejich chemické strukture resistentni na zazivaci
enzymy a diky tomu putuji nezménény az do tlustého stfeva, kde jsou dostupné pro
sacharolytické bakterie (Shah 2007).

Oligosacharidy jsou prirozené se vyskytujici slozkou v materském mléce (az 200
druhd) v relativné vysokych koncentracich (5-12 g/l). V kravském mléce je jejich mnozstvi az
desetindsobné nizsi. Oligosacharidy jsou nedilnou soucasti riznych druhi zeleniny a ¢asto
jsou slozkami glykoprotein a glykolipidl, a proto se vyuZivaji i jako chemické markery.
Nékteré prirodni oligosacharidy, jako jsou derivaty rafinosy, slouZi jako zasobarna uhlovodik
v rostlindch, maltodextriny se vyskytuji v zrnech obilovin, ryZe nebo v raj¢atech. Prebiotické
fruktooligosacharidy se pfirozené vyskytuji v cibuli, porku, ¢esneku, chrestu, bandnech,
hroznovém viné, zatimco prebiotické galaktooligosacharidy v obilovinach, sojovych bobech a
v dalsich konzumovanych ¢astech rostlin (Vidova et al. 2013).

Fruktooligosacharidy (FOS) patfi mezi jednu z hlavnich bifidogennich skupin
oligosacharid(i, a proto zaujimaji hlavni pozici v oblasti vyzkumu prebiotik. Jedna se o
polymery D-fruktosy spojené vazbou B-2->1 a na konci s napojenou glukosou pomoci vazby
a-1->2. Molekuly, které maji stupen polymerace vyssi nez 20, byvaji oznacovany jako inulin.
FOS a inulin jsou pritomny v celé fadé potravin rostlinného plivodu jako je cibule, ¢esnek,

chrest, ¢ekanka, raj¢ata a bandny (Crittenden & Playne 1996).
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3.2 Bakterie rodu Bifidobacterium

3.2.1 Charakteristika

Bifidobakterie jsou grampozitivni, nesporulujici, nepohyblivé anaerobni tycinky.
Nékteré druhy mohou byt aerotolerantni, ale jen v pfitomnosti oxidu uhli¢itého a prebiotik
(Masco et al. 2003). Jejich kolonie jsou na polotuhych médiich hladké, vypuklé s hladkymi
okraji. Jsou smetanové bilé, lesklé, mékké konzistence. Jejich optimalni rist je mezi 37 azZ
41°C, hrani¢ni teploty jsou v rozmezi 25 az 28°C (minimum) a 43 az 45°C (maximum) Jejich
optimalni hodnota pH pro rust je 6,5-7,0; nerostou pti pH 5,0 az 4,5 a 8,0 az 8,5 (Gorner &
Valik. 2004).

Bifidobakterie byvaji nékdy milné oznacovany za BMK, nicméné se lisi enzymatickym
aparatem. Bifidobakterie produkuji enzym fruktoso-6-fosfat fosfoketolasa, ktery je pro né
typicky. Ze sacharidl produkuji kyselinu octovou a kyselinu mléénou v poméru 3:2, které
inhibuji nezadouci bakterie a stimuluji intestinalni peristaltiku (Gorner & Valik 2004).

Rist bifidobakterii podporuji tzv. bifidogenni faktory (probiotika): laktuldza (B-
galaktosidofruktosa), N-acetyl-D-glukosamin obsahujici sacharidy, transgalaktosylované
oligosacharidy a dalsi. Tyto latky spolu s obsahovymi latkami a vlastnostmi mateiského mléka
stimuluji rlst bifidobakterii v tlustém stfevé (Gorner & Valik 2004).

Nehledé od téchto zndmych tzv. bifidogennich faktor(i materského mléka, mohou se
do této skupiny fadit i novéjsi diskutované FOS, neboli derivaty inulinu, rostlinného plvodu,
ale také alginaty a jiné. Zjednodusené receno, tyto latky slouzi jako selektivni Ziviny pro
bifidobakterie a pravdépodobné i pro jiné bakterie mlécného kvaseni. NejzndméjSim a
komercné pristupnym prebiotikem je v soucasnosti inulin, oligofruktosa, ktera se v tenkém
stfevé neabsorbuje a nehydrolyzuje, a proto neni rizikova ani z hlediska zvysené glykémie. Po
prfechodu do tlustého stfeva jsou fermentované jeho stfevni mikrobiotou. Z potravinarsko-
technologického hlediska je pozoruhodné, Ze tyto FOS zlepsuji texturu i chut produktu

(Gorner & Valik 2004).
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3.2.2 Vyskyt

Ackoliv je znamo, Ze vétsina bifidobakterii sidli ve stfevé, nebo v dutiné Ustni a lidské
vaginé, tak byly izolovany také z jinych prostfedi, jako jsou odpadni vody a fermentované
mléko. Zastupci rodu Bifidobacterium dominuji v plivodni mikrobioté kojencl a v dospélém
véku jsou treti nejhojnéjsi bakteridlni skupina po rodech Bacteroides a Eubacterium. Na
zakladé doporucenych probiotickych funkci, kmeny Bifidobacterium se z uréitého poctu
pridavaji jako Zivé kultury do mlécnych vyrobkl, farmaceutickych pripravki a krmiv pro
zvirata (Masco et al. 2003).

Bifidobakterie se vyskytuji pfedevsim v travicim traktu zvifat a lidi, kde koexistuji
s velkou variaci bakterii, z nichz je vétSina obligatné anaerobni. Jednotlivi zastupci mikrobioty
se lisi v riznych ¢astech traviciho traktu. Studie ohledné bifidobakterii ve stolici kojenc(, ve
stolici dospélych, v lidské vaginé a v zubnich kazech poukazuji na rozdily v pfizpGsobeni
druh( lidského plvodu v rdznych stanovistich. B. breve a B. infantis jsou druhy typické pro
kojené kojence nebo kojence krmené kojeneckou vyzZivou, zatimco B. bifidum, B.
catenulatum, B. longum a B. pseudocatenulatum jsou pritomny bud u novorozenctll, nebo u
dospélych lidi ve vykalech. B. adolescentis byla izolovana jen u dospélych. Vaginalni
obyvatelé B. adolescentis, B. bifidum, B. breve a B. longum B. denticolens B. dentium a B.
inopatum jsou druhy které se ¢asto nachazi v zubnich kazech (Biavati et al. 2000).

Bifidobakterie se nachazeji ve velkém mnoZstvi ve stolici kojenci krmenych matefskym
mlékem. V mensim mnoiZstvi jsou i ve stolici kojencli krmenych nahrazkami materského
mléka na bazi kravského mléka. Nejvétsi zastoupeni ve stolici maji Bifidobacterium bifidum
(10 az 10 kolonii tvoficich jednotek KTJ), poté nésleduje Lactobacillus acidophilus (10°
KTJ/g), Escherichia coli a ostatni koliformni bakterie (10® az 10° KTJ/g), enterokok 10% a7 10°
KTJ/g), mikrokoky (10’ KTJ/g), Proteus subsp max. 10” KTJ a véechny proteolytické bakterie
10%KTJ/g, kvasinky nebyly nalezené (Gérner & Valik 2004).

Nékteré druhy jsou specifické pro urcity druh hostitele: B. magnum a B. cuniculi byly
nalezeny jen ve vzorku fekalii kralika, B. pullorum a B. gallinarum jen v travicim traktu slepic.
B. asteroides je jediny druh nalezeny v travicim traktu véely medonosné (Apis mellifera),
zatimco vcela vychodni (Apis cerana Fabricius) a vcela zlatd (Apis dorsata Fabricius)
pfechovavaji B. indicum. Vykaly kojenych telat a kojenych déti obsahuji stejny druh

bifidobakterii, dosud je to jediny pfipad, kdy druhy typické pro lidskou mikrobiotu byly
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nalezeny u zvirat, jak je uvedeno vtabulce nize. Dvanact druhl Bifidobacterium bylo

izolovano z odpadnich vod a mezi nimi B. minimum a B. subtile nebyly nalezeny jinde (Biavati

et al. 2000).

Tabulka 2. Stanovisté vyskytu vyznamnych druhl rodu Bifidobacterium (Biavati et al.

2000)

Rod Misto vyskytu

B. adolescentis Vykaly dospélych lidi; hovézi maso;
odpadni vody, lidska vagina

B. angulatum Odpadni vody; vykaly dospélych lidi

B. animalis Vykaly krys, slepic, kralik(, ovci a morcat;
odpadni vody

B. asteroides Travici trakt véely medonosné

B. bifidum Vykaly dospélych lidi; vykaly kojencd a
kojena telata; lidska vagina

B. boum Hovézi maso; vykaly prasat

B. breve Vykaly kojencli a kojenych telat; lidska
vagina, odpadni vody

B. catenulatum Vykaly kojencl a dospélych lidi; odpadni
vody

B. choerinum Vykaly prasat; odpadni vody

B. coryneforme Travici trakt véely medonosné

B. cuniculi Vykaly kralikd

B. denticolens Zubni kazy

B. dentium Zubni kazy a dutina astni; vykaly
dospélého ¢loveéka; absces a apendix

B. gallicum Lidské vykaly

B. gallinarum Slepé stfevo slepice

B. indicum Travici trakt véely vychodni a vcely zlaté

B. infantis Vykaly kojenc a kojenych telat

B. inopinatum Zubni kazy
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B. lactis Fermentované mléko

B. longum Vykaly dospélych lidi, kojencl a kojenych
telat; lidska vagina; odpadni vody

B. magnum Vykaly kralikd

B. merycicum Hovézi maso

B. minimum Odpadni vody

B. pseudocatenulatum Vykaly kojenct a kojenych telat; odpadni
vody

B. pseudolongum subsp. pseudolongum Vykaly prasat, slepic, bykd, telat, krys a
morcat

B. pseudolongum subsp. globosum Vykaly selat, kojenych telat, krys, kralik(i a
ovci; odpadni vody; hovézi maso

B. pullorum Vykaly slepic

B. ruminantium Hovézi maso

B. saeculare Vykaly kralikd

B. subtile Odpadni vody

B. suis Vykaly selat

B. thermacidophilum Anaerobni digesce

B. thermophilum Vykaly prasat, slepic a kojenych telat;

hovézi maso; odpadni vody

3.3 Vyznam v GIT

Prozkoumani lidského mikrobiomu je povazovano za jeden z deseti poznatk(, ktery
od pocatku zménil védu 21. stoleti. Stfevni mikrobiota obsahuje nejvétsi ¢ast tohoto lidského
mikrobiomu. Stfevni mikrobioty je zvétSiny sloZena ze zastupci kmene Firmicutes a
Bacteroides a méné ze zastupcli kmene Actinobacteria. Tyto kmeny jsou povazovany za ¢im
dal tim vice hojnéjsi (Qin et al. 2010).

Vyznam bifidobakterii v lidském téle, neni zcela uspokojivé objasnén a rozdilné studie

ukazaly ponékud protichtidné vysledky ve vztahu k ¢etnosti téchto mikroorganism( v lidském
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stfevé. Je vSak znamo, Ze bifidobakterie dominuji v travicim traktu novorozenct a kojenc,
pricemz jejich pocet se s vékem snizuje. Dale nékteré druhy, jako je B. bifidum, B. breve a B.
longum subsp. infantis jsou typicky spojeny s ¢asnymi stadii Zivota, zatimco ostatni jako je B.
adolescents jsou vice spojeny s dospélymi. V soucasné dobé probihd intenzivni vyzkum, ktery
demonstruje zdravi podporujici vlastnosti pomoci téchto mikroorganismi a zde je
zdokumentovany dlkaz, Ze nékolik bifidobakteridlnich kmen(, patficich k riznym druhim (B.
longum, B. bifidum, B. breve a B. animalis) vykazuji specifické zdravi pfiznivé ucinky. Nékolik
klinickych studii uvedlo, Ze lécba zahrnujici bifidobakterie sniZila vyskyt prdjmu souvisejiciho
s antibiotiky nebo jeho pfiznaky, a to bud preventivnim ucéinkem probiotik, nebo zkraceni
intervald prajmu (Qin et al. 2010). V meta-analyze ze 74 studii a 84 klinickych studii (10351
pacientll) v nichZz efekt bud jednoho nebo vice kmenu bifidobakterii (samostatnych nebo
v kombinaci s kmeny BMK), mély pozitivni ucinky na pouchitidu, infekéni prijem, syndrom
drazdivého tracniku, Helicobacter pylori, Clostridium difficile a antibiotika spojovana
s prljmy. Ostatni klinické studie rovnéz poukazuji na pozitivni ucinek produktl obsahujici
bifidobakterie na atopicky ekzém souvisejici s alergii na kravské mléko, viedovou kolitidu a
nekrotizujici enterokolitidu. Navic jeden z pozitivnich Ucink( probiotik na lidské zdravi mél
vyrobek obsahujici bifidobakterie, ktery zmirnil ptiznaky drazdivého tracniku. Zvysil pohodli
lidi, ktefi trpi touto nemoci, véetné snizeni nadymani, bolesti bficha a sniZeni bfisnich potizi
(Sanchez et al. 2013).

Vzhledem k funkénim vlastnostem bifidobakterii je jeden zcill potravinarského
pramyslu podavat jako doplfikovou kulturu do mléénych vyrobk( (Masco et al. 2005).

Z téchto dlvodu se pro vyZivu lidi i kojenct primysiné vyrabi kysané mlécné produkty
s obsahem bifidobakterii jako i farmaceutické preparaty z bifidobakterii a latek stimulujici
jejich rast a metabolismus. U nds se vyrabi kysany mléény produkt s obsahem bifidobakterii,
ktery mél obchodni ndzev ,,Biokys”. Tento vyrobek obsahuje dva zastupce stfevni mikrobioty
B. bifidum a L. acidophilus a také Pediococcus acidilactici (Gorner & Valik 2004).

V soucasnosti se v mlékarském pramyslu vyrabi fada tzv. probiotickych kysanych
mlék jogurtového typu s uvedenymi Ucinky na sloZeni stfevni mikrobioty. K tomuto ucelu se
pouZivaji bakterie plvodem z lidského stfeva, napt. Bifidobacterium longum BB536, vedle
vlastnich jogurtovych bakterii v kysaném mlééném pfipravku jogurtového typu ,Probia“. Tzv.
probiotické bakterie musi mit schopnost usidlit se v Zivoc¢iSném travicim traktu ¢lovéka, musi

mit proto schopnost prekonat v Zaludku pro né nepfiznivé prostredi (Zaludec¢ni stavy), musi
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snaset Zluéové kyseliny a nizké povrchové napéti a musi odolavat pohyblivosti stfev
(peristaltika) (Gorner & Valik 2004).

Musime mit na paméti, Ze nez se bifidobakterie dostane do stfeva, musi prezit naro¢né
podminky, které jsou v GIT, aby alespori ¢dste¢né pretrvavaly v nasem téle. Aby to bylo
mozné, musi byt bifidobakterie podavany oralné, aby se vyporadaly s prekazkami GIT, hlavné
s kyselym pH, Zalude¢nimi enzymy, Zluci, pankreatickymi a dalSimi stfevnimi enzymy
v tenkém strevé. Tyto stresové faktory mohou ovlivnit metabolicky stav bakterii a jejich
preziti a tudiz i jejich funkénost. Bifidobakterie musi mit specifické adaptacni vlastnosti
v prostfedi, ve kterém zZiji a jejich strategie hraje klicovou roli v Uspésnosti plsobeni
bifidobakterii jako probiotik. Geneticka vybava bifidobakterii naznacuje, Ze se tato skupina
mikroorganismU naucila vyuZivat zdroje energie, které lze nalézt ve strevé. Velka c¢ast
genetickych vlastnosti, které jsou zodpovédné za evolucni adaptaci na specifické misto, je
povazZovana za soucdst metabolickych cest pro nestravitelné polysacharidy a oligosacharidy
(Bottacini et al. 2010; Ventura et al. 2012).

Bifidobakterie obsahuji specificky detoxika¢ni systém proti Skodlivym latkam, které se
nalézaji ve strevé. Dalsi vyhodou téchto bakterii je také, Ze jsou schopny prizpUsobit svj
enzymaticky systém rlznym prekazkam vyskytujicich se v GIT. Prinaseji v nékterych
pripadech specifické zmény v metabolickych cestach, které zlepsuji jejich schopnost prezit a

pretrvat ve stfevé (Sanchez et al. 2013).

3.3.1Identifikace

Identifikace druh( bifidobakterii je povazovana za velice obtiznou, pokud je zaloZena na
zjisténi fenotypovych vlastnosti bakterii. Klasicka kultivacni metoda je pfilis zdlouhava,
narocna a nedostatecné specificka, proto jsou hlavné pouzivdny metody, které vyuZivaji
molekularni techniku k identifikaci a slozeni jednotlivych rodd. (Requena et al. 2002).

K identifikaci se béiné pouziva metoda PCR za ucasti specifickych primer(
(oligonukleotidd ohranicujici cilovou sekvenci genu). Princip se sklada z replikace nukleovych
kyselin a Useky, které se maji amplifikovat, musi byt ohrani¢eny primery. Primery mohou byt
specifické na Urovni rodu ¢i konkrétniho druhu. Jako geneticky biomarker se obvykle pouziva

sekvence genu pro 16S rRNA. Identifikace bifidobakterii pomoci téchto primer( je vsak
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komplikovana, protoze nejméné osm druh( bifidobakterii se bézné vyskytuje v lidské stfevni
mikrobioté a je tézké je rozlisit (Requena et al. 2002).

Dalsi mozna metoda, kterd by mohla byt pouZita k identifikaci jednotlivych druh
bifidobakterii je hmotnostni spektrometrickd metoda MALDI-TOF. Pro pfesnou identifikaci se
pouzivaji specifické kolonie mikroorganismu. Tato metoda je velmi rychla a jednoducha.
Princip je takovy, Ze vzorek (popf. kolonie) se na kovové desti¢ce po pfidavku vody za
pokojové teploty vysusi a v hlubokém vakuu ozati laserem. Vzorek absorbuje prijatou energii
a rozklada se na jednotlivé ionty. Ve vakuu se pohybuiji tyto ionty Umérnou rychlosti jejich
hmotnosti a naboji. Doby letu iontll se presné méfi a pomoci vypoctu se konvertuji na pomér
molekulové hmotnosti a ndboje. Ziskané informace ohledné hmotnostniho spektra, jsou
druhové specifické, pro jednotlivé mikroorganismy a predstavuji molekularni identifikator

(Lay 2000).

3.4 Antibiotika a jejich uziti

3.4.1 Uvod

Antibiotika jsou pfirodni latky produkovany zejména mikroorganismy. Jejich vyraznd a
selektivni biologicka aktivita proti mikroorganismim a jejich nizka toxicita vytvofila moZnosti
vyuziti nékterych antibiotik pro eliminaci mikrob( in vivo. Vzhledem k témto vlastnostem si
antibiotika ihned nasla prakticka vyuZziti v boji s infekénimi nemocemi, véetné socialnich a
epidemiologickych, z nichZ nejdllezitéjsi jsou tuberkuldza, syfilis, nemoci traviciho traktu a
pfenosné détské nemoci. Antibiotika zpUsobila revoluci v Iékafstvi a umozZnila 1é€bu infekci,
které byly kdysi fatalni a uskutecnily lékafské procedury, které byly nemyslitelné. Jejich
dostupnost zajistila moznost vylécit se. Tato mozZnost je dnes povazovana za samoziejmost,
ale vbudoucnu tato mozinost bude rozptylena, pokud vyvoj rezistence prekona vyvoj
antibiotik, stejné jako v poslednim desetileti. Studie ohledné antibiotik je zaloZzena na
mikrobiologickych a biochemickych metoddach, ziskanych chemickou syntézou. K dnesnimu
dni, je vice nez 800 antibiotik produkovanych biosyntézou. Chemickou syntézou se podafilo

vytvofit pouze malo antibiotickych latek (Livermore 2004).
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3.4.2 Historie

vvvvvv

Antimikrobidlni latky jsou pravdépodobné jednou z nejuspésnéjsSich forem l|éceni
v déjinach mediciny. Neni nutné fikat, kolik Zivotl zachranily a jak vyznamné prispély
v potirdni infekénich onemocnéni, které byly hlavni pfi¢inou lidské morbidity a umrtnosti
vétsiny lidské existence. Pfesvédceni, Ze uzivani antibiotik patfi jen do moderni ,éry
antibiotik”, je mylné, protoze vyzkumy ukazaly stopy tetracyklinu v lidskych kostnich
pozlstatcich ze starovéké Sudanské Nubie z roku 350-550 n. |. (Aminov 2010). Distribuce
tetracyklinu v kostech starovékych lidi je vysvétlitelnd pouze po poziti potravin, které
obsahuiji tuto latku. Dalsim pfikladem starobylého plsobeni antibiotik je histologicka studie
vzorkd odebranych z lidskych pozistatkG z pozdné Rimského obdobi z odzy Dakhleh
v Egypté. Tyto vzorky vykazovaly slabou pfitomnost fluorchromu spolecné s tetracyklinem ve
stravé v té dobé. Predpokladany prijem tetracyklinu v téchto populacich mohl mit ochranny
ucinek, protoze mira infekénich nemoci zdokumentovanych ve starovéké Sudanské Nubii
byla nizka (Cook et al. 1989).

Tetracyklin je jedineCny mezi antibiotiky tim, Ze je to silny cheldt zaclenuje se do
mineralni ¢asti hydroxyapatitu v kostech, stejné jako v zubni skloviné a tak poskytuje trvalé
markery metabolicky aktivnich oblasti béhem odhalovani tetracyklinu. Odhalovani jinych
antibiotik ve starovékych populacich je o mnoho obtiZnéjsi a jen preZivajici zvyky a
anekdotické dlikazy mohou na tyto vyskyty poukazovat. Naptiklad anekdoty o antibiotickych
vlastnostech cervené pudy v Jordansku, které byly historicky pouZivany pro Ié¢bu koZnich
infekénich nemoci, vedly k objeveni fad bakterii, které produkuji antibiotika, a soubézné
produkci antibiotik vtéchto plGdach. Aktinomycety izolované ztéto pudy produkuji
aktinomycin C2 a aktinomycin C3, coz jsou polypeptidova antibiotika, ktera se vazou na DNA
a jako takovda maji velmi malou Sanci, aby byla zachovana (Aminov 2010).

Dalsi moZznost vystaveni se antimikrobialnim |atkam v obdobi pred ,,érou antibiotik®,
mohla byt prostfednictvim |ék( pouzivanych po tisicileti v tradi¢ni/alternativni cinské
mediciné. NejznaméjsSim prikladem je objev silného antimalarniho Iéku Qinghaosu
(artemisinin), ktery byl extrahovan v 70. letech zrostlin Artemisia (pelynék), pouzivanych

¢inskymi lékafi po tisice let jako Iék na mnoho nemoci (Aminov 2010).
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Obvykle pojime pocatek moderni ,éry antibiotik” se jmény jako jsou Phaul Ehrlich a
Alexander Fleming. Ehrlichova myslenka ,magické strely”, kterd se selektivné zaméruje
pouze na mikroorganismy zpUsobujici onemocnéni, nikoliv na hostitele, byla zalozena na
pozorovani, Ze anilin a jind syntetickd barviva by mohla potlacovat specifické
mikroorganismy, ale ne jiné. Ehrlich argumentoval, Ze chemické slouceniny by mohly byt
syntetizovany a ,mohly vyvijet své pIné pusobeni vyluéné na parazity obsazené
v organismu”. Tato mysSlenka ho vedla ktomu, aby vroce 1904 =zahdjil rozsahly a
systematicky screeningovy program, aby nasel Iék proti syfilisu, coz bylo v té dobé casté a
neléCitelné onemocnéni (Aminov 2010). Tato sexualné prenosnd nemoc, zpuUsobena
spirochétou Treponema pallidium, byla obvykle 1é¢ena anorganickymi solemi rtuti, ale 1écba
méla zavazné vedlejsi ucinky a malou ucinnost. Ve své laboratofi spolu s chemikem Alfredem
Bertheimem a bakteriologem Sahachiro Hatou syntetizovali stovky organoarsenitych
derivat( vysoce toxického léciva Atoxyl a testovali je na kralicich infikovanych syfilis. V roce
1909 narazili na Sestou slouceninu testovanou v 600. sérii, Cili 606, ktera vylécila kraliky
infikované syfilis a ukdazala vyznamny pfislib pro |écbu pacientll stimto pohlavnim
onemocnénim. Navzdory zdlouhavému injekénimu postupu a vedlejsim ucinkiim tohoto
léku, kterou prodavala spole¢nost Hoechst pod nazvem Salvarsan, tento Iék sklidil velky
Uspéch spolecné s rozpustnéjsim a méné toxickym Neosalvarsanem a uzivaly si status nejvice
predepisovaného léku aZ do jeho nahrazeni penicilinem vroce 1940. Je prekvapivé, Ze
zpUsob plisobeni tohoto sto let starého léku je stdle neznamy a spekulace ohledné chemické
struktury byla vyreSena teprve nedavno (Lloyd et al. 2005).

Systematicky screeningovy pfristup, ktery zavedl Paul Ehrlich, se stal zakladnim
kamenem ve strategii vyzkumu lék( ve farmaceutickém prlmyslu a vyustil v identifikaci tisice
lék zavedenych do klinické praxe, samoziejmé vcéetné rfady antimikrobidlnich Iéku. V drivéjsi
dobé tento vyzkum ved| k objeveni sulfa |éciv, konkrétné sulfonamidochrysodinu. Bayer
Josef Klarer a Fritz Mietzsch syntetizovali tuto slouéeninu a Gerhard Domagk ji testoval na
jeji antimikrobialni aktivitu v fadé nemoci (Aminov 2010). Prontosil se vsak objevil jako
predchldce aktivniho léku a jeho aktivni ¢ast, sulfanilamid nebyl patentovan, neboft jiz
nékolik let byl pouzivan v barvifském prlimyslu. ProtoZe sulfanilamid nebyl patentovan, tak
byl levné a hojné vyrdbén a ztohoto dlivodu jeho sulfanilamidovd ¢ast byla snadno
modifikovana. Mnoho spoleénosti zahajilo jeho masovou vyrobu. Odkaz tohoto nejstarsiho

antibiotika na trhu se odrazi v jednom z nejrozsitenéjSich pripadl rezistence vici lékim:
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rezistence na sulfa IéCiva (Enne et al. 2004). Navzdory tomu je mnoho kontinudlné
modifikovanych derivatl této nejstarsi tridy syntetickych antibiotik stdle pouZivanou
moznosti terapie a odolnost proti sulfanilamidu je jednim z nejlepsich prikladd pro boj a
moznosti ve zbrojeni proti mikroblm. Dvé tfidy syntetickych antibiotik Uspésnych
v klinickém poutziti jsou chinoliny, jako je ciprofloxacin, a oxazolidinony, jako je linezoild
(Enne et al. 2004).

Pravdépodobné mnozi z nds jsou obeznameni s ponékud Stastnou udalosti, ktera se
stala 3. zari 1928 a to, Ze Fleming objevil penicilin. Ackoli antibakteridlni vlastnosti plisni byly
znamy uZz davno a védci pred Flemingem dospéli k podobnym poznatkim ohledné
antimikrobialni aktivity plisné Penicillium. Byla to jeho neskute¢nad vytrvalost a snaha
potvrdit jeho myslenku, kterd prinesla vysledky. Dvanact let po svém objevu se A. Fleming
snazil kazdému chemikovi, ktery chtél pomoct s pretrvavajicim problémem, dodat kmen
Penicillium. V roce 1940 opustil tuto myslenku, ale nastésti ve stejném roce Oxfordsky tym
pod vedenim Howara Floreyho a Ernesta Chaina publikoval ¢lanek popisujici extrakci
dostatecného mnozstvi penicilinu pro klinické testovani (Chain et al. 2005). Jejich protokol
nakonec vedl k vyrobé a distribuci penicilinu v roce 1945. Flemingova screeningova metoda
pouzivajici inhibi¢ni zény s patogennimi bakteriemi na agaru vyzadovala mnohem méné
zdroju, neZ jakékoliv testovani na zvifatech a tak se tato metoda stala Siroce pouZivana
ohledné mikroorganism( produkujicich antibiotika v akademické a prlmyslové oblasti.
Fleming byl také mezi prvnimi, ktefi varovali pfed rezistenci na penicilin, pokud je pouzivan
prilis malo nebo pfilis krdtkou dobu béhem léc¢by (Aminov 2010).

Ne moc zndma je vSak skutecnost, Ze prvni nemocnicni uzivani léku, ktery by se dnes
mohl povaZovat za antibiotikum, je tzv. Pyocyandza, kterou pfipravil Emmerich a Low
z Pseudomonas aeruginosa (dfive Bacillus pycyaneus). DUlezité je, Ze Emmerich a Low si
vsimli, Ze bakterie i pfipravené extrakty byly ucinné proti fradé patogennich bakterii a pokusili
se tak pouzit extrakt pro IéCbu rliznych onemocnéni. Vzhledem k tomu, Ze vysledky této
I[é¢by nebyly stalé a samotny pfipravek by byl pro lidi zcela toxicky, tak [é¢ba byla nakonec
ukonéena. Dalsi vyzkumy potvrdily, Ze Pseudomonas aeruginosa skutecné tvofi antibiotika
(Dubern & Diggle 2008).

Objev téchto prvnich tfi antimikrobidlnich Iatek, Salvarsan, Prontosil a penicilin, byl
ukazkovy priklad, nebot tyto studie vytvorily paradigma pro budouci vyzkum lék(. Cesty,

které nasledovali védci, vyustily v objeveni fad novych antibiotik, z nichz nékteré si nasly
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vyuziti i na nemocni¢nim lGzku. Obdobi mezi padesatymi a sedmdesatymi lety byl zlatou
dobou v objevovani novych forem antibiotik, od té doby nebyly objeveny Zadné nové tfidy.
Proto s poklesem miry objevl je béZznym pfistupem pro vyvoj novych lékd, proti vznikajici a
znovu se objevujici odolnosti patogend vici antibiotiklim, zména stdvajicich antibiotik

(Aminov 2010).

3.4.3 Citlivost na antibiotika

V mikrobiologické laboratofi se identifikované infekéni mikroorganismy obvykle
testuji na stupen rezistence vici rlznym antibiotickym latkdm, aby se zabranilo podavani
neucinnych léciv. Lékar je zpravidla informovan o vysledcich testl se zpravou, ve které je
aktivita jednotlivych léciv proti izolovanému mikroorganismu rozdélena do tfi termin0 a to
,cCitlivy“, ,mirné citlivy“ a ,rezistentni”. Tato informace by mohla byt pouzita k upraveni
léCby pro kazdého pacienta, zatimco souhrnné mohou byt Udaje tohoto typu pouzity
k vytvoreni obrazu stupné rezistence vUici kazdému léku v celé populaci. Za druhé je to
daleZitym kritériem pri vybéru antibiotik pro pocatecni (,empirickou”) lécbu infekcnich
onemocnéni (Rodloff et al. 2008).

Vysledek testovani minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) u konkrétniho antibiotika
pouzivaného proti ur¢itému infekénimu mikroorganismu je vyjadien jako koncentrace mg/I.
Tato cast informace, spole¢né s farmakokinetickymi parametry latky, mohou byt pouZity
k posouzeni predpoklddaného stupné terapeutické Gcinnosti |écCiva. V individudlnich
pfipadech lze vzit v Uvahu dalsi specidlni charakteristiky pacienta. To vSak vyZaduje znalost
prislusné farmakokinetiky. Pro ucely zjednodusSeni bylo stanoveno standardizované schéma
hodnoceni, v némz se mira ucinnosti Iéku hodnoti jako ,citlivy“, ,,mirné citlivy” a , rezistentni”
v zavislosti na vysledcich MIC. Podle nového standardu ISO 20776-1, ktery je platny po celém
svété, jsou tyto pojmy definovany takto:

Citlivé: Bakteridlni kmen je povaZovan za citlivy k danému antibiotiku, kdyz je
inhibovan in vitro koncentraci tohoto IéCiva, ktera je spojena s vysokou uspesSnosti

terapeutického Uspéchu (prlmér inhibi¢ni zény < 12 mm).
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Castelné citlivé: Citlivost bakteridlniho kmene na dané antibiotikum je povazovana za
prfechodnou, kdyz je inhibovdna in vitro koncentraci toho Ié¢iva, kterd je spojena s nejistym
terapeutickym ucinkem (prlmér inhibicni zény 12-16 mm).

Rezistentni: Bakteridlni kmen je povaZovan za rezistentni vici danému antibiotiku,
kdyz je inhibovdn in vitro koncentraci tohoto Iécliva, kterd je spojena s vysokou

pravdépodobnosti selhani 1éCby (pramér inhibi¢ni zény > 16 mm) (Rodloff et al. 2008).

3.4.4 Déleni antibiotik dle mechanismu ucinku

Jednim z vysledkl Sirokého vyuZiti antibiotik byl vznik antibiotik rezistentnich
patogenl, coZ je fenomén, ktery predstavuje hrozbu pro UspésSnou lécbu infekénich
onemocnéni. Pro pochopeni mechanism( rezistence, je dlleZité pripomenout, Ze antibiotika
jsou klasifikovana na zdkladé mechanismu jejich pisobeni (Soares et al. 2012).

Inhibitory syntézy bunécné stény jsou jako antibakteridlni 1éCiva vhodnd, protoze
lidské bunky bunécnou sténu nemaji. Tato farmaka plsobi na rostouci a mnozici se mikroby
baktericidné. Timto zplUsobem ucinkuji B-laktamova antibiotika peniciliny a cefalosporiny a
dale bacitracin a vankomycin (Lillmann et al. 2012).

Antibakteridlni Iatky mohou inhibovat syntézu kyselinu tetrahydrolistové. Kyselina
tetrahydrolistova (THL) (tetrahydrofolova) je jeden z koenzymu pfi syntéze purinu a tymidinu.
Tyto latky jsou slozky DNA a RNA a jsou nutné pro rast a déleni bunék. Nedostatek kyseliny
tetrahydrolistové vede k inhibici bunécného déleni a mnoZeni. THL se tvofi z kyseliny
dihydrolistové (DHL) katalickym pUsobenim enzymu dihydrofolatreduktazy. DHL se v lidskych
bunkach tvofi z kyseliny listové (folové), ktera ma pro lidsky organizmus charakter vitaminu,
nemohl by se u ¢lovéka syntetizovat a musi se pfijimat zvendi. VétsSina bakterii kyselinu
listovou zvendi pfijimat nemusi; samy totiz dovedou kyselinu listovou, presnéji rfe¢eno
kyselinu dihydrolistovou, syntetizovat z prekurzoru. Cileny rusivy zdsah do bakteridlni syntézy
THL umoznuje poddani sulfonamidi a trimetoprimu (Lillmann et al. 2012).

Dalsi moZnosti inhibice pomoci antibiotik je inhibice funkce DNA. Kyselina
deoxyribonukleova (DNA) funguje jako matrice pro syntézu nukleovych kyselin. Ribonukleové
kyseliny (RNA) zahajuji proces syntézy bilkovin a umoznuji tak bunéény rlst. Syntéza DNA de

novo je nutny predpoklad bunééného déleni. Latky inhibujici transkripci genetické informace
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z matrice DNA poskozuji regulacni centrum bunécného metabolismu. Latky, jako je chinolin,
metronidazol a rifampicin, jsou vhodné jako antibakterialni 1éCiva, protoze neposkozuiji lidské
buriky (Lillmann et al. 2012).

Dalsi ucinek antibiotik inhibuje proteosyntézu. Proteosyntéza znamena prenos
(translaci) genetické informace, predtim prevedené na mRNA, do peptidického fetézce.
Sestavovani aminokyselin (AK) probiha na ribozomu. Rozdilné molekuly transferovych RNA
(tRNA), z nichZz kazda vaze urcitou AK, pfinaseji aminokyseliny k mRNA. Urcita tRNA se hodi
k jedné urcité kédujici jednotce mRNA (kodonu, ktery sestdva ze tii bazi). Jednotlivé dilci
pochody se daji inhibovat antibiotiky rliznych skupin. Zastupci téchto latek, které uvadime,
pochdzeji primarné z bakterii druhu Streptomyces, nékteré aminoglykosidy také z druhi
Micromonospora. Mezi jednotlivé antibakteridlni latky, které inhibuji proteosyntézu, patti

tetracyklin, aminoglykosid, chloramfenikol a makrolid (Lillmann et al. 2012).

3.4.5 Rozdéleni antibiotik dle chemické struktury

Chemicka struktura je jedineCnou vlastnosti, kterd jednoznacné rozliSuje jedno
antibiotikum od druhého. Pravé chemicka struktura urcuje vSechny fyzikalni, chemické,
mikrobiologické, farmakologické a nakonec i klinické vlastnosti. Vztah mezi strukturou a
fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi je zfejmy, ale ne méné neZ mezi strukturou a biosyntézou.
Je také moiné, Ze je spojeni mezi plvodem a strukturou (Bérdy 2012).

Vztah mezi strukturou a rlznymi biologickymi aktivitami je zfejmy. Antibiotika
podobné struktury vétSinou vykazuji podobnou mikrobiologickou aktivitu. Napfiklad
makrolidy jsou Uucinné proti grampozitivnim bakteriim, gramnegativhim kokim a
mykoplazmatlm. Jsou mirné toxické a maji podobné vedlejsi ucinky. Polyenové makrolidy
vykazuji Siroké spektrum ucinnosti proti fungicidlim a jsou obecné neucinné proti bakteriim.
Tetracykliny maji Siroké antibakteridlni spektrum; antracyklinové glykosidy jsou aktivni pouze
proti grampozitivnim bakteriim, ale obecné maji cytotoxické a protinddorové vlastnosti.
Specifickd biologickd aktivita Casto spociva v nékterych mensich &astech dané struktury.
V pfipadé ve vodé rozpustnych, zasaditych, aminoglykosidovych nebo polypeptidovych
antibiotik se stoupajicim poctem aminoskupin, méni antibakterialni spektrum ve sméru

gramnegativnich bakterii. Mirné zmény ve strukture jsou casto nasledovany dramatickymi
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zménami v celkové Ucinnosti. Metodika a rozsahla systematizace podle chemické struktury by
mohla pomoci pfi porozuméni nékolika hlubSim vzajemnym vztahdm v oblasti molekularni
biologie a chemoterapie (Bérdy 2012).

Brzka systematizace podle struktury méla byt jen docasnd, kvili nedostatku znalosti
ohledné chemické struktury antibiotik. V soucasnosti je zndme vice nez 4000 antibiotik
pochazejici z Cisté prirodnich zdrojd. Dokonce pocet s mikrobidlnim pdvodem dosahuje vice
nez 3200 latek. Vynechanim blizkych homologl a identickych analog, je stale jejich pocet
vétsi nez 2500 (Bérdy 2012).

Jednotlivé skupiny si uvedeme podle seznamu, ktery uvedl Hejzlar (1995):

1. Peniciliny 9. Glykopeptidy — lipopeptidy
2. Cefalosporiny (parenteralni) 10. Ansamyciny
a. 1. Generace 11. Chinolinova antibiotika
b. 2. Generace 12. Makrolidy
c. 3. Generace 13. Linkosamidy
d. 4. Generace 14. Chloramfenikol
3. Cefalosporiny (peroralni) 15. Tetracykliny
4, Monolaktamy 16. Polyenova antibiotika
5. Karbapenemy 17. Imidazoly
6. Aminoglykosidy 18. Sulfoamidy (Lullmann et al.
7. Aminocyklitoly 2012)
8. Peptidy (peptolidy)

3.4.6 Negativa

3.4.6.1 Dopady na mikrobiom

Antibiotika mohou mit dopad na lidsky mikrobiom tim, Ze bud’ redukuji pfirozenou
mikrobiotu TT, nebo bakterie v GIT mohou slouZit jako rezervodr gen( rezistence. Potlaceni a
eliminace mikrobialnich patogenu antibiotiky predstavuje v Iékafském managementu ¢asové
provéfeny postup. Nicméné nedavné studie zdlraznily velké zmény v mikrobialnich

populacich, které vyplyvaji z pouziti antimikrobidlnich latek. Molekuldrni profilovani
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mikroorganism0 ve vykalech kojence po lé¢bé antibiotiky, ukdzalo drastické snizeni celkové
hustoty bakterii a jejich zmén v populaénim slozeni (Palmer et al. 2007). Tyto zmény lidské
mikrobioty jsou obvykle docasné (vzacné trvaji az 2 mésice) (De La Cochetiere et al. 2008).
Nova generace DNA pyrosekvencni technologie byla neddvno pouzita ke studiu
fluorochinolonem vyvolanych poruch ve sloZeni lidského mikrobiomu (Huse et al. 2008).
Ackoli celkova stfevni mikrobialni populace zlstala odolna pfi lécbé ciprofloxacinem, pocty
nékterych mikrobidlnich taxonU zlstaly snizeny i 6 mésicl po ukonceni antibiotické IéCby
(Dethlefsen et al. 2008). Diky zvifecim modelim se zjistuji dopady antibiotik na mikrobialni
populace. Studie za pomoci mikrocipl u mladat potkanl ukazaly naptiklad zmény vyvolané
ampicilinem v mikrobialni populaci, které zahrnovaly deleci rodu Lactobacillus; tyto zmény
byly spojeny svyznamnymi zménami témér jedné tretiny vyvojové regulovanych genu
(Schumann et al. 2005). Ddle nedavné metabolomické studie ukazaly, Ze delece
grampozitivnich bakterii vankomycinem narusuje fermentaci sacharidli u mysi; tyto zmény
vedly ke zvySeni mnoistvi nefermentovanych oligosacharidd ve vykalech a snizené
koncentrace mastnych kyselin s kratkym retézcem, véetné acetatu, n-butyratu, propionatu a
laktatu (Yap et al. 2008). Vyznamné zmény ve sloZeni gastrointestinalni mikrobialni populace
mohou vést kvyznamnym funkénim rozdildm v hostitelském metagenomu (Preidis &
Versalovic 2009).

Zmény ve sloZeni GIT mikrobiomu vyvolané antibiotiky zvySuji riziko onemocnéni
zvySenim citlivosti na GIT infekce. S antibiotiky spojeny prljem a kolitida mohou byt
zpUsobeny klostridialnimi patogeny, jako je Clostridium difficile nebo Clostridium perfringens
(Bartlett 2002). Nedavna studie u mysi ukazala zvySenou citlivost zvifat na invazivni
salmonelézu po naruseni mikrobioty streptomycinem a vankomycinem (Sekirov et al. 2008).
Kromé toho antibioticka lé¢ba u déti infikovanych kmenem E. coli 0157:H7 by mohla zvysit
riziko hemolyticko-uremického syndromu a prodluzuje vylouceni stolice. Neumyslné zmény
lidského mikrobiomu antibiotiky mohou tedy ovlivnit citlivost na patogeny (Preidis &
Versalovic 2009).

Neni divu, Ze antimikrobialni 1é¢ba Helicobacter pylori vyvolava vyrazné poruchy ve
stfevni mikrobioté. Kultury ze stolice od pacientl s H. pylori pfed, béhem a po trojnasobné
terapii ukdzala drastické zmény, vcetné celkového profidnuti diverzity rod( bakterii, se
specifickou redukci rodl Lactobacillus a Bifidobacterium z jejich plvodniho mnoZstvi

(Buhling et al. 2001). Samostatna studie ukdazala prer(stani potencionalné patogennich
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mikroorganism(, véetné Enterobacteriaceae a kvasinek rezistentnich na léky (Adamsson et
al. 1999). Probiotika, pokud se uzivaji v kombinaci se standardni antibiotickou terapii proti
infekci H. pylori, zvysila eradikaci patogenl a sniZeni vedlejsich ucink( GIT pti konvencni
terapii, jak bylo potvrzeno meta-analyzou ¢étrnacti ndhodnych studii (Tong et al. 2006).
Dakazy naznaduji, Ze probiotické bakterie potlacuji gastrointestindlni patogeny a posiluji
ucinnost antibiotik produkci antibakteridlnich faktor(, vcetné bakteriocin a malych
organickych molekul (Cotter et al. 2005; Spinler et al. 2008). Malé molekuly vylucované
probiotiky, jako je Lactobacillus acidophilus a nékteré kmeny Lactobacillus reuteri, snizily
uroven exprese enterohemoragickych virulentnich genl E. coli. Navic bakteriocin
produkovany Lactobacillus salivarius byl zodpovédny za prevenci invazivnich infekci u mysi
zpUsobenych bakterii Listeria monocytogenes. Je zifejmé, ze ,endogenni” antimikrobidlni
latky produkovany domacimi bakteriemi mohou prispét k prospésnym ucinkim probiotik

(Preidis & Versalovic 2009).

3.4.6.2  Zasobnik mikrobiologické rezistence mikrobiomu

Naruseni rovnovahy mezi jednotlivymi druhy stfevnich bakterii (dysbiosa), kterou
zpUsobila antibiotika, nese dalSi nevyhodu v obohaceni mikrobioty o rezistentni organismy.
Lidska stfevni mikrobiota byla stanovena jako vyznamny rezervoar antibiotické rezistence
(Francino 2016). Rozsah problému by mohl byt dan skutecnosti, Ze analyza metagenomiky
252 fekdlnich vzork( zrlznych zemi identifikovala gen zodpovédny za antibiotickou
rezistenci pro 50 z 68 tfid a podtfid antibiotik, které byly podrobeny screeningu (Forslund et
al. 2013). Tato studie také ukdzala, Ze hojnost genu zodpovédného za antibiotickou rezistenci
(ARG) je nejvyssi na antibiotika, ktera byla na trhu delsi dobu a u téch, které byly schvaleny
pro pouziti na zvifatech, jako je tetracyklin, bacitracin a cefalosporin. Také evropské vzorky
ukazaly zvySeni rezistence vic¢i vankomycinu ve srovndani se vzorky z USA, kde nebyl nikdy
pouzit analog vankomycinu, ktery se pouZziva k [é¢bé zvifat v Evropé. Kromé toho byl vyskyt
genu rezistentnich na antibiotika ve vzorcich z jizni Evropy vyssi neZz v zemich severni Evropy
a koreloval s opatfenimi celkového uzivani ambulantnich antibiotik v riznych zemich. Tato
fada pozorovani potvrzuje ndzor, Ze vyssi vystaveni antibiotikim zvysSuje pravdépodobnost

rezistence strevni mikrobioty (Francino 2016).
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Znepokojivé, nejen mikrobiota dospélych vykazuje geny rezistentnich na antibiotika,
se i u déti a kojenct se tyto geny objevuji. Nedavné analyzy ukazaly, Ze ve skutecnosti mohou
byt cetné ARG jiz identifikované ve vykalech jednotydennich déti a dokonce i v mekonium,
prvni vykaly ditéte, které jsou tvoreny materidlem akumulovanym v GIT béhem Zivota plodu
(Gosalbes et al. 2016). Pozoruhodné je, Zze ARG nejsou detekovany pouze u dospélych déti,
které podstoupily antibiotickou lé¢bu, ale také u kojencll a v izolovanych lidskych populacich,
kterym se nikdy nepodavaly antibiotika (Francino 2016). To ukazuje, Ze ARG mohou byt
stabilné udrZovany v lidském stfevnim mikrobiomu v nepfitomnosti pfimé antibiotické
selekce a je v souladu se skuteénosti, Ze ARG mohou byt detekovany ve velkém rozsahu
pfirodnich prostredi, véetné téch, u nichz se ocekava, Ze budou mit malou expozici
antibiotikim, které se pouzivaji na lidech (Field & Hershberg 2015).

V pripadé kojencli by mohla byt rezistence vertikdlné zdédéna, protoze mikroby
z materskych stfev mohou byt prendseny na potomky, toto je podloZeno fadou dlikazd,
které naznacuji, Ze takové preneseni skutecné zacina pred narozenim. Nékolik studii
prokdazalo sdilenou zasobu ARG mezi vzorky mateiské a kojenecké stolice a v nékterych
pfipadech pritomnost sdilenych ARG v mekonium, kolostru nebo materském mléce (Francino
2016). Tyto studie vSak také zjistily ARG u kojencd, které nebyly pritomny u matek a byly
s nejvétsi pravdépodobnosti ziskany z jinych zdroju. Co se tyce vzdalenych lidskych populaci,
tak pritomnost ARG v jejich mikrobiotach naznacuje dvé moZnosti. Bud jejich ARG jsou
dédicné a byly pritomny prfed nekontrolovanym rozsifenim rezistence v disledku pouziti
antibiotik u lidi, pravdépodobné kvuli selektivnim tlakim vyvolanym pfirozené se
vyskytujicimi antibiotiky, nebo byly nedavno ziskany diky bakterialnim kmen(m rezistentnich
na antibiotika z jinych oblasti, nebo horizontdlnim pfenosem genl z takovych kmen( do
jejich mistnich bakteridlnich populaci. Fylogenetické a populacni analyzy by mély byt
schopny rozlisit tyto dvé alternativy (Francino 2016).

Dllezité je, ze lidska stfeva, vzhledem ke svému obrovskému mnozstvi bakteridlnich
bunék a druhovému bohatstvi, jsou pravdépodobné nachylna zejména k horizontalni genové
vyméné a prispiva k Sifeni a opétovnému tfidéni ARG mezi bakteridlnimi taxony. Pfenos genu
zodpovédnych za antibiotickou rezistenci mezi izolaty rodu Bacteroides ze stfevni mikrofléry
byl zdokumentovan, stejné jako mezi bakteriemi Bacteroides a gram-pozitivnimi bakteriemi
(Shoemaker et al. 2001). Identické ARG sekvence byly ve skutecnosti identifikovany u

bakterii koexistujicich ve stfevé jediného jedince, véetné rlznych kmenu E. coli (Karami et al.
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2007), stejné jako u vzdalenych organism( (de Vries et al. 2011). Experimentdlni prace
potvrdila, Ze transpozony nesouci ARG mohou byt pfeneseny mezi bakterialnimi druhy ve
stfevech potkan( a mysi (Francino 2016). Kromé toho by mohl byt pfenos konjugacnich
transpozon( stimulovan nizkymi koncentracemi antibiotik (Whittle et al. 2002). Nejvétsi
znepokojeni vSak pfinasi ARG pritomné ve stfevni mikrobioté, které mohou byt pfeneseny
od a kprichozim patogennim druhim. Jak ukdzala skutecnost, Ze mnoho zgenl
zodpovédnych za antibiotickou rezistenci identifikovanych v lidskych strevnich izolatech byl
totoZnych na nukleotidové Urovni ke genlim z lidského patogenniho izolatu. Proto je mozné
uvazovat o lidském stfevé, nejen jako o misté hromadéni ARG, ale také o prostredi, kde se

tyto geny mohou mimo druhové Sifit (Francino 2016).

3.4.6.3 Rezistence

Rezistenci bakterii k antibiotiklim je moiné definovat jako schopnost bakterialni
populace prezit ucinek definované koncentrace antibiotika. Existuji v podstaté dva zakladni
typy bakteridlni rezistence, a to rezistence ptirozend (primarni) a rezistence ziskana

Jedno z nejdulezitéjSich selekénich kritérii bakteridlnich kmen( uréenych pro pouZiti
v potravindiském prlmyslu je jejich bezpecnost. V Evropé, podle pfistupu ke
kvalifikovanému predpokladu bezpecnosti (QPS), zaveden Evropskym ufadem pro
bezpecnost potravin (The EFSA Journal 2008), by charakter jakékoliv antibiotické rezistence
pfitomné v mikroorganismu mél byt nejdfive schvalen statusem QPS. Proto rezistence v{ci
antibiotikim jako takova neni bezpecnostnim problémem; stdva se tak pouze tehdy, kdyz je
riziko pfenosu rezistence (Gueimonde et al. 2013).

Bifidobakterie patfi mezi druhy, které byly zahrnuty do QPS seznamu dle EFSA (The
EFSA Journal 2012) maiji vynikajici vysledky ohledné bezpecnosti a Skodlivé Ucinky vzniklé
v disledku jejich poziti jsou velmi vzacné (Gouriet et al. 2012). Uplné posouzeni bezpe&nosti
nepochybné zacdind fadnou identifikaci kmene a in vitro hodnoceni potencionalnich rizik.
Vtomto ohledu, pfitomnost antibiotické rezistence a jejich potencionalnimu prenosu, si
zaslouzi specidlni pozornost. V soucasné dobé je obecné pfijimdna moZnost, Ze prenos

souvisi s genetickym zdkladem mechanismu rezistence, tj. zda je rezistence pfirozen3, ziskana
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v disledku chromozomalni mutace nebo ziskana horizontalnim prfenosem gend (Gueimonde
et al. 2013).

VétsSina probiotik je béZnym obyvatelem lidské stfevni mikrobioty a jsou ve velkém
mnozstvi pouzivany ve funkcnich potravinach a pfitomnost antibiotické rezistence a jejich
determinantl v jejich genomu musi byt systematicky vySetfovana. Pro predstavu,
bifidobakteridlni populace v lidském stfevé by mohla byt vysoka a7 10 bakterii/g a to i
v pfipadé, Ze pritomné rezistentni geny nejsou hrozbou, pokud jsou pFitomny
v bifidobakteridlnich bunkach vzhledem k jejich malé infekénosti, mohou predstavovat
rezervoar, ze kterého mohou byt geny prenaseny na patogenni bakterie. Je tedy velky zdjem
prozkoumat zda tyto determinanty mohou byt preneseny do jidla nebo do strevni
mikrobioty. (Gueimonde et al. 2013).

Zavainé infekce zplsobené bakteriemi, které se staly rezistentnimi vicéi béiné
pouZivanym antibiotikim, se staly hlavnim globalnim problémem 21. stoleti. NejenZe jsou
zavaznéjsi a vyzaduji delSi a slozitéjsi 1écbu, ale také drazsi diagnostiku. Zpocatku byla
antibiotickd rezistence problémem nemocni¢niho prostifedi, spojenych se zvysSenou
nemocnicni infekci u kriticky nemocnych a imunosupresivnich pacientd, ale ted je rozsifena
do komunity zpuUsobujici tézké infekce, které se tézko diagnostikuji a 1é¢i. Molekularni
mechanismy, kterymi se bakterie stavaji rezistentnimi vici antibiotik(im, jsou rzné a slozité.
Bakterie vyvinuly rezistenci na vSechny objevené tridy antibiotik. Nejcastéjsi zplsob
rezistence je ziskani a predani horizontdlné pomoci konjugace plazmidu. V neddvné dobé
nové mechanismy rezistence vedly k sou¢asnému rozvoji rezistence na nékolik ttid antibiotik,
které vytvareji velmi nebezpecné bakteridlni kmeny, které jsou rezistentni na vice léku.
Neselektivni a nevhodné uzivani antibiotik v ambulancich, u hospitalizovanych pacientl a
v potravindrském prlmyslu jsou faktory, které vedou k rezistencim na antibiotika.
V poslednich letech se pocet novych antibiotik licencovanych pro lidské pouziti v rdznych
Castech svéta zmensil (Alanis 2005).

Zndmé mechanismy rezistence vUC¢i antibiotikim, jako napf. efluxni pumpy,
modifikujici enzymy a cilové mutace, se nezdaji, Ze by byly odpovédné za ochranu bakterii
v biofilmu. | citlivé bakterie, které nemaji znamy geneticky zaklad pro rezistenci, mohou mit
hluboce snizenou citlivost, kdyz tvofi biofilm. Predbézné dikazy naznacuji, Zze konvencni
mechanismy antibiotické rezistence nejsou dostacujici k vysvétleni vétsSiny pripadu

rezistentnich na antibiotika (Stewart & William Costerton 2001).
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Mechanismy rezistence na antibiotika v bakteridlnich biofilmech zacinaji byt
objasfiovany a jsou zde 3 hypotézy (Mah & O’Toole 2001). Prvni hypotéza je mozZnost
pomalého nebo neuplného proniknuti antibiotika do biofilmu (Stewart 1996). Neexistuje
Zzadnad obecnd bariéra pro difuzi rozpusténych latek o velikosti antibiotik pres matrici
biofilmu, kterou je vétSinou voda. Pokud je vSak antibiotikum deaktivovano v biofilmu,
penetrace by mohla byt vyrazné zpomalena. U divokého kmene bakterii v biofilmu je
antibiotikum deaktivovdno na povrchu vrstvy rychleji, nez se stihne rozsifit na ostatni
bakteridIni bunky. Antibiotika, ktera se adsorbuji do matrixu biofilmu, mohou mit také
zpomalenou penetraci, kterd by mohla byt pfi¢inou pomalého pronikani aminoglykosidovych
antibiotik. Tyto pozitivné nabitd cinidla se vazi na negativné nabité polymeru v matrixu
biofilmu (Stewart & William Costerton 2001).

Druhd hypotéza zavisi na zméné mikroprostiedi z chemického hlediska v rdmci
biofilmu. Mikroskopicky gradient v koncentraci Zivin je dobfe zndmym znakem biofilmu.
Zjisténi ze studii s miniaturnimi elektrodami ukdzalo, Ze kyslik by mohl byt uplné
spotifebovan v povrchové vrstvé biofilmu, a tim dochazi k anaerobnim odchylkam v biofilmu
(de Beer et al. 1994). Lokalni akumulace kyselych odpadnich produktl by mohla vést
k rozdildm pH vétsim neZ 1 mezi objemovou tekutinou a vnittkem biofilmu, kterd by mohla
pfimo antagonizovat ucinek antibiotik. Aminoglykosidova antibiotika jsou zjevné méné
ucinna proti stejnému mikroorganismu v anaerobnich podminkach neZ v aerobnich
podminkach (Tack & Sabath 1985).

Treti a stale spekulativni mechanismus antibiotické rezistence je to, Ze subpopulace
mikroorganismU v biofilmu tvofi jedineény a vysoce chranény fenotyp diferenciace bunék
podobné tvorbé spér. Tato hypotéza je podporovana vysledky studii, které vykazuji rezistenci
v nové vytvorenych biofilmech, i kdyZz jsou pfili§ tenké, aby predstavovaly bariéru pro
pronikani antimikrobidlniho Cinidla nebo metabolickych substratli (Das et al. 1998; Cochran

et al. 2001).
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4 Material a metody

4.1 Popis pouzitych kmenl

Pro testovani byly pouzity pouze kmeny bifidobakterii pochazejici ze sbirky DSMZ
(Némeckd sbirka pro mikroorganismy a bunécné kultury) a kmeny pochazejici z KMVD
(Katedry mikrobiologie, vyzZivy a dietetiky).

V nasledujici tabulce Cislo 3 je uveden plivod, oznaceni a taxonomické zarazeni
testovanych kmen( na antimikrobialni citlivost.

Tabulka 3. Popis pouzitych kmenu

Druh Plvod KMEN
B. animalis subsp. lactis vykaly ovce okapi ZDK-7
B. animalis subsp. lactis vykaly paovce hfivnatd ZDK-4
B. animalis subsp. lactis vykaly ovce okapi ZDK-8
izolat z Cerstvého ovciho
B. animalis subsp. lactis syra S7
B. animalis subsp. animalis vykaly divoké mysi ANIM26074
B. longum subsp. suis travici trakt telat 5/9
B. animalis subsp. lactis izolat z kojenecké vyzivy Nestlé
B. canis Sténéci vykaly Canis
B. animalis subsp. lactis vykaly muflona Mufl
B. choerinum travici trakt telat 023/2
B. radai mléko némeckého ovcaka Radall
B. animalis subsp. animalis krysi vykaly ANIM20104

4.2 Metody mikrobiologickych analyz

Citlivost dvanacti kmen( bifidobakterii (tabulka 3) na antibiotika byla testovana
plotnovou, diskovo-difuzni metodou, ktera vyuzivala difuzni vlastnosti antibiotik z papirovych
diskU. Bylo pouzito 10 antibiotik, které doporucuje k testovani EFSA (The EFSA Journal 2008),
konkrétné, ampicilin (10 pg), vankomycin (5 pg), gentamicin (10 pg), kanamycin (30 ug),
streptomycin (25 pg), erytromycin (15 pg), klindamycin (2 pg), quinupristin/dalfopristin (15
ug), tetracyklin (30 pg) a chloramfenikol (30 ug, vSechna antibiotika Oxoid, UK). Po kultivaci
byla nasledné odeétena velikost inhibi¢ni zony v mm, podle které se klasifikovalo, jestli je

kmen rezistentni (primeér inhibi¢ni zény < 12 mm), citlivy (primeér inhibi¢ni zény > 16 mm),
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mirné citlivy (prdmér inhibi¢ni zény 12-16 mm). Vlastnimu testovdni predchazelo

zkontrolovani Cistoty kultury pomoci mikroskopu.

4.3 Metodika

4.3.1 Pt¥iprava kultivacnich pud

Pro stanoveni citlivosti bifidobakterii na jednotliva antibiotika byl pouzit Wilkins-
Chalgren Anaerobe agar se séjovym peptonem (GMO-Free soya pepton), L-cysteinem a
tweenem.

Pt¥iprava zivného agaru
Receptura:  destilovana voda 100 ml

Wilkins-Chalgren Anaerobe AGAR 4,3 g

GMO-Free soya pepton 05¢g
L-cystein 0,05¢g
tween 01lg

Pf¥iprava:
Jednotlivé slozky se nasypaly do erlenmeyerovi bariky se zabrusem ve které byla
destilovana voda, promichalo se a uzavielo alobalem. Barika se dala vysterilovat pfesné na 60

minut do sterilatoru. Po vysterilovani se nechala v lazni vychladnout na 49°C.

4.3.2 Zpusob odbéru vzorkd

Jednotlivé kultury byly pfipravené v penicilinkach, které obsahovaly Wilkins-Chalgren
bujén, ktery byl probubldn CO,, kvili vytvoreni anaerobniho prostiedi. Z pfislusné penicilinky
se odebral vzorek skrz oflambovany gumovy Spunt pomoci injekéni stfikacky o objemu 0,5 ml

a preved| se do Petriho misky.
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4.3.3 Zpusob ockovani

Byl pouzit zpUsob pfimého vysevu vzorku do Zivné pldy. Postup byl takovy, Ze na dno
sterilni oznacené Petriho misky se prevedlo 0,5 ml vzorku, ten se prevede tak, Ze se z ¢asti
nadzvedne vicko Petriho misky a do ni se preved| z injekéni stiikacky vzorek a ihned se zavielo
vicko, aby se predesSlo kontaminaci. VSe se provadélo rychle, protoze se jednalo striktné
anaerobni bakterie. Po prevedeni vzorku se napipetovalo 20 ml sterilniho 49°C ochlazeného
agaru pomoci sklopné pipety do Petriho misky. Krouzivymi pohyby se vzorek spojil s Zivhou
padou. Po promichani, se nechal vzorek sagarem zatuhnout v olihované lednicce. Po
zatuhnuti se prevedl| zpét na laboratorni stll a pfipravila se nasledné antibiotika, které
doporucovala EFSA: ampicilin 30 pg, vankomycin 5 pg, gentamicin 10 pg, kanamycin 30 pg,
streptomycin 25 pg, erytromycin 15 pg, klindamycin 2 pg, quinpristin/dalfopristin 15 pg,
tetracykline 30 pug a chloramfenikol 30 pg. Pomoci specidlniho nanasece (dispenzoru) se
nanesly disky na Zivnou pudu a ihned se Petriho miska uzavrela. Po UspéSném naneseni vsech
antibiotickych diskd na vSechny Petriho misky se prenesly Petriho misky do anaerostatu, do
které se vlozil katalyzator (Anaerogen) vytvarejici anaerobni prostredi (Oxoid, UK). Anaerostat

se uzaviel pomoci Sroubu a dalo se do termostatu kultivovat po dobu 48 hodin a 37 °C.

4.3.4 Kultivace a hodnoceni mikrobiologickych rozbori a zptsob
vyhodnoceni vysledkdi
Kultivace na Wilkins-Chalgren Anaerobe Agaru byla provedena vtermostatu pfi
teploté 37°C po dobu 48 hodin. Po této dobé byla zmérena inhibi¢ni zéna a spocital se

aritmeticky prlimér a zjistilo se, jestli je kmen na dané antibiotikum rezistentni, mirné citlivy

nebo citlivy. Vysledky jsou prezentovany v mm inhibiéni zény + smérodatna odchylka.

5 Vysledky

Vsechny testované bifidobakterie byly rezistentni na gentamicin (10 ug), kanamycin
(30 pg) a streptomycin (25 pg). Na erytromycin (15 pg) byl rezistentni pouze kmen B. radai

RADAI1 izolovany z mléka Némeckého ovcaka. Tento kmen byl taktéz rezistentni na ampicilin
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(10 pg), B. choerinum izolovany z TT telete a B. animalis subsp. lactis izolovany z vykal(
muflona byly mirné citlivé na toto antibiotikum. Na vankomycin (5 pg) byla vétSina kmenu
mirné citliva, ale B. animalis subsp. animalis izolovany z krysich vykall a B. longum subsp.
suis izolovany z TT telat byly na toto antibiotikum citlivé. B. animalis subsp. animalis
izolovany z vykall divoké mysi a B. canis izolovany ze Sténécich vykall vykazovali rezistenci
vuci klindamycinu (2 pg), B. longum subsp. suis izolovany z TT telat byl na toto antibiotikum
rezistentni a ostatni kmeny citlivé. Na antibiotikum quinupristin/dalfopristin (15 pg) byly
vSechny kmeny citlivé, mimo B. longum subsp. suis izolovany z TT telat, ktery byl mirné
citlivy. VSechny kmeny byly citlivé na chloramfenikol (30 pg). Na tetracyklin (30 ug) vykazali
citlivost kmeny B. animalis subsp. animalis izolovany z vykal(i divoké mysi, B. canis izolovany
ze Sténécich vykall, B. radai izolovany z mléka némeckého ovéaka a B. animalis subsp.
animalis izolovany z krysich vykalQ. Ostatni kmeny byly mirné citlivé na toto antibiotikum.

V tabulce Cislo 4 je ukdzan prehled citlivosti, mirné citlivosti a rezistenci jednotlivych
kmen( na rGzna antibiotika. V tabulce Cislo 5 a 6 je ukdzana detailné velikost inhibi¢ni zdny,

kde prvni Cislo je primeér ze tfi méreni + smérodatna odchylka.

Tabulka 4. Citlivost bifidobakterii vic¢i antibiotikim

AMP | VA | GN K S E DA | QD | TE C

KMEN (10 | (5 | (10 | (30 | (25 | (15 | (2 | (15 | (30 | (30

Mg) | ug) | pg) | vg) | ug) | pg) | Me) | u8) | p8) | Me)
ZDK-7 S | R/S| R R R S S S | RIS| S
ZDK-4 S | R/S| R R R S S S | RIS| S
ZDK-8 S | R/S| R R R S S S | RIS| S
S7 S | R/S| R R R S S S | RIS| S
ANIM26074| S | R/S | R R R S R S S S
5/9 S S R R R S | R/S|R/S|RS| S
Nestlé S | R/S| R R R S S S | RIS| S
Canis S | R/S| R R R S R S S S
Muf1l R/S | R/S | R R R S S S | RIS| S
023/2 R/S | R/S | R R R S S S | RIS| S
Radall R | R/S| R R R R S S S S
ANIM20104 | R/S | S R R R S S S S S

R-rezistentni (prdmeér inhibi¢ni zény < 12 mm), S — citlivé (prdmeér inhibiéni zény > 16 mm), R/S — mirné citlivé
(prdmér inhibiéni zény 12-16 mm)

AMP — ampicilin, VA — vankomycin, GN — gentamicin, K — kanamycin, S — streptomycin, E — erytromycin, DA —
klindamycin, QD — quinupristin/dalfopristin, TE — tetracyklin, C — chloramfenikol
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Tabulka 5. Velikost inhibi¢ni zény na jednotliva antibiotika

KMEN AMP VA GN K S
(10 pg) (5 ug) (10 ug) (30 ug) (25 ug)
ZDK-7 18,33+0,58 | 12,66+0,58 610 610 60
ZDK-4 23,33+0,58 | 14,33+0,58 710 710 80
ZDK-8 17,66+0,58 | 12,66+0,58 7+0 7+0 7+0
S7 18,33+0,58 1210 810 7+0 7+0
ANIM26074 |20,33+0,58 | 15,33+0,58 610 610 810
5/9 16,66+0,58 | 16,33+0,58 610 610 60
Nestlé 17,66+0,58 | 13,66+0,58 610 610 80
Canis 18,33+0,58 | 14,66+0,58 610 610 60
Mufl 15,33+0,58 1510 610 6,66+0,58 |10,33+0,58
02312 1510 12,66+0,58 7+0 7,33+0,58 | 7,33+0,58
Radall 7,6610,58 | 15,33+0,58 | 6,33+0,58 610 6,33+0,58
ANIM20104 |12,33+0,58 |16,3310,58 610 7,33+0,58 | 6,66+0,58
Hodnoty jsou uvedeny jako primeér + smérodatna odchylka
Tabulka 6. Velikost inhibi¢ni zény na jednotliva antibiotika
E DA Qb TE C

KMEN (15 pg) (2 ug) (15 ug) (30 ug) (30 ug)
ZDK-7 20,33+0,58 2010 20,33+0,58 | 13,33+0,58 200
ZDK-4 23,33+0,58 | 23,33+0,58 2210 14,33+0,58 | 23,33+0,58
ZDK-8 21,66+0,58 | 20,33+0,58 2010 1510 21,33+0,58
S7 20,33+0,58 | 22,33+0,58 2210 15,33+0,58 | 22,66+0,58
ANIM26074 2410 60 22,33+0,58 | 23,33+0,58 | 20,33+0,58
5/9 25,66+0,58 | 14,66%0,58 | 15,66+0,58 | 12,33+0,58 | 25,66+0,58
Nestlé 19,66+0,58 | 24,33+0,58 | 22,66+0,58 | 15,66+0,58 | 22,66+0,58
Canis 24,33+0,58 | 7,6610,58 | 21,33+0,58 | 19,66+0,58 | 21,66+0,58
Mufl 25,33+0,58 | 23,66+0,58 | 24,66+0,58 | 12,66+0,58 | 25,66+0,58
02312 25,66+0,58 | 20,33+0,58 | 20,33+0,58 | 15,66+0,58 | 22,66+0,58
Radall 8,6610,58 | 20,33+0,58 | 20,33+0,58 | 21,33+0,58 | 24,33+0,58
ANIM20104 2040 20,33+0,58 | 20,33+0,58 | 16,66+0,58 | 20,66+0,58

Hodnoty jsou uvedeny jako primér + smérodatna odchylka
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6 Diskuze

Probiotické organismy jsou nezbytné dllezité pro hostitele a pozitivné ovliviuji jeho
zdravi a imunitu. Tyto mikroorganismy jsou testovdny na citlivost na antibiotické Iatky
z hlediska bezpecnosti, aby se neprenasel gen zodpovédny za rezistenci z probiotik na
potencionalni patogeny. VSechny nami testované kmeny byly citlivé pouze na
chloramfenikol. Inhibi¢ni plsobeni téchto antibiotickych latek se projevilo vytvorenim
inhibi¢nich zéon kolem disk( na Zivné pidé (Kunova et al. 2012). Tato terapeutika se pouZivaji
v praxi, proto je tento poznatek pozitivni. Bifidobakterie jsou ve vétsiné pripadl citlivé na
vankomycin, u naseho testovani byly pouze dva kmeny citlivé a to B. longum subsp. suis
izololovany z traviciho traktu telete a B. animalis subsp. animalis izolovany z krysich vykalQ.
Ostatni kmeny byly pouze mirné citlivé na toto antibiotikum. Casta je také pfitomnost genu
zodpovédného za rezistenci na tetracyklin u BMK, tak i u rodu Bifidobacterium. Rezistence
nebyla detekovdna, avsak kmeny B. choerinum, B. animalis subsp. lactis, B. longum subsp.
suis, byly jiz mirné citlivé. Vsechny kmeny byly také citlivé na quinupristin/dalfopristin, jediny
kmen B. longum subsp. suis, ktery byl izolovan z TT telete, byl mirné citlivy.

Na ampicilin byla vétsSina kmen( citliva, mimo kmenG B. animalis subsp. lactis
izolovany z vykali muflona, B. choerinum izolovany z TT telat a B. animalis subsp. animalis
izolovany z krysich vykalU, které byly mirné citlivé. B. radai izolovany z mléka Némeckého
ovcéaka byl viak rezistentni a da se predpokladat, Ze tento kmen pfijal gen zodpovédny za
rezistenci na ampicilin a mohl by predstavovat urcité riziko.

VétSina kmen byla citlivd na klindamycin a B. longum subsp. suis izolovany z TT
telete byl mirné citlivy. Avsak, B. canis izolovany ze Sténécich vykall a B. animalis subsp.
animalis izolovany z vykall divoké mysi byly na toto antibiotikum rezistentni a da se
predpoklddat, Ze se jedna o rezistenci ziskanou a predstavuje urcité riziko. Pouze jeden kmen
byl rezistentni na erytromycin a to B. radai izolovany z mléka Némeckého ovcaka, ostatni
kmeny byly citlivé a predpoklada se, Ze to je rezistence ziskana.

Vysoky stupen rezistence bifidobakterie byl detekovan u antibiotik, jako jsou
gentamicin, kanamycin a streptomycin. VSechny testované kmeny byly 100% rezistentni na
tato antibiotika. Rezistence k témto antibiotikim je velice rozsifend a da se predpokladat, ze

se jednad o rezistenci pfirozenou (Kunova et al. 2012).
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Bifidobakterie jsou nedilnou soucasti GIT a jsou ¢asto pouzivané jako probiotikum.
Vzhledem k jejich vlastnostem se pouzivaji v potravinarstvi, a proto se testuji na citlivost
k antibiotikim, aby se zabranilo prfenosu genli zodpovédnych za rezistenci. Podle dostupnych
informaci, se objevuje zvySeny vyskyt ARG i u této skupiny bakterii. To je divod, proc by GIT
lidi a zvifat mohl pUsobit, jako rezervoar genll rezistence, které by mohly byt preneseny
pozdéji na patogeny (Kunova et al. 2012).

Metody, které jsou kvalitativni a semi-kvantitativni, k uréeni MIC nepfimo, kam patfi i
difuzni metoda, jsou na testovani nepfijatelné. Nicméné, EFSA pripousti tyto metody pro
sledovani antibiotické rezistence u rodd Bifidobacterium sp., Propiniobacterium sp.,
Lactobacillus sp. a Leuconostoc sp. Jednim z moznych dlvodu je interference s rlistovym
médiem, coz by mohlo zkomplikovat testovani. Plotnova metoda, ktera se pouzila, spolehlivé

potvrdila citlivost testovanych kmen( vici poZzadovanym antibiotikdm (Kunova et al 2012).

7 Zavér

Cilem praktické casti bylo otestovani rezistence dvanacti kmend bifidobatkerii vici
deseti antibiotikim, které doporucuje EFSA.

Rezistence bifidobakteridlnich kmen0 k vyznamnym terapeutickym antibiotikim je
dllezitd z mozného pouZiti danych kmenu jako probiotika. PouZité kmeny byly rezistentni
vuci aminoglykosidovym antibiotik(im (gentamicin, streptomycin a kanamycin). Zde se jedn3,
ale o rezistenci pfirozenou pro rod Bifidobacterium. Kmen B. radai izolovany z mléka
Némeckého ovcaka, ktery vykazal rezistenci vici ampicilinu a kmeny B. canis izolovany ze
Sténécich vykall a B. animalis subsp. animalis izolovany z vykall divoké mysi vykazaly
rezistenci vUci klindamycinu, které se bézné pouzivaji jako terapeutickd Iéciva a predpoklada
se, Ze tato rezistence je ziskana a mohla by plsobit problémy jako rezervoar genu rezistence,
které by mohly prejit na patogeny. Ostatni kmeny byly citlivé na terapeuticka antibiotika a

proto je mozné, je pouzit jako probiotikum.
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9 Prilohy

Pfiloha 1 Inhibi¢ni zény kolem antibiotickych diskd (ampicilin, kanamycin, chloramfenikol,
tetracyklin, gentamicin, streptomycin) u kmene B. animalis subsp. lactis

ZDK-7

Priloha 2 Inhibi¢ni zény kolem antibiotickych disk( (klindamycin, quinupristin/dalfopristin,
vankomycin, erytromycin) u kmene B. animalis subsp. lactis ZDK-7

Priloha 3 Inhibi¢ni zény kolem antibiotickych disk( (klindamycin, quinupristin/dalfopristin,
vankomycin, erytromycin) u kmene B. animalis subsp. lactis

ZDK-8

Pfiloha 1
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