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Antibioticka rezistence bifidobakterii k metronidazolu

Souhrn

Bifidobakterie jsou soucasti stfevni mikrobioty a existuji védecky dolozené vysledky, ze
maji pozitivni vliv na zdravi hostitele. To by mohlo byt vyuzito pfi 1é¢bé antibiotiky, aby se
predeslo stievni dysbidze. Metronidazol je ¢asto vyuzivané antibiotikum pii lé¢bé Crohnovy
choroby, stfevnich zanétlivych onemocnéni nebo se podava k profylaxi vzniku infekei pfi
operacich.

Cilem této diplomové prace bylo piinést nové experimentalni poznatky k problematice
rezistence bifidobakterii k metronidazolu. Testovani probihalo na Ccistych kulturach
bifidobakterii a dale byly v laboratornich podminkach kultivovany vzorky stolice spolu
s metronidazolem. Na ziskanych izolatech bifidobakterii probihala detekce citlivosti na
metronidazol diskovou metodou.

V této praci byla analyzovana dfive naméfena data pomoci diskové difuzni metody s daty
nové naméfenymi prostiednictvim e-testu. Pfi testovani in vifro bylo zji§téno, ze se
bifidobakterialni kmeny 1isi nejenom z hlediska citlivosti na urovni druhu, ale byla detekovana
1 kmenova variabilita. U testovani diskovou difizni metodou pii koncentraci 5 pg 1 50 pg
metronidazolu byla zaznamenana castd rezistence. Celkem bylo otestovano 63
bifidobakterialnich kmena (36 typovych nalezici 36 druhtim/podruhtim a 27 divokych kment
lidského puvodu nalezicim k druhtim B. adolescentis, B. animalis ssp. lactis, B. bifidum,
B. catenulatum, B dentium, a B longum ssp. longum). Pokud kmen vykazoval rezistenci
k 50 ug metrondiazolu, tak byl rezistentni i na celé koncentracni Skale e-testu (0,016 - 256 ug).
Koncentrace 50 pg se zda byt vhodnou pro screening rezistence k metronidazolu diskovou
metodou. V pfipadé testovani antibiotické citlivosti diskovou metodou byl zjistén pozoruhodny
vysledek. V inhibi¢nich zonach spontanné vznikaly kolonie rezistentnich mutantd. Testovani
téchto kolonii pomoci diskové metody 1 e-testu rezistenci potvrdilo.

Testovanim fekalnich vzorkt kultivovanych s metronidazolem bylo dosazeno dalSiho
zajimavého poznatku. Potvrdil se vysledek z laboratorniho testovani Cistych kultur a to, ze
muzou vznikat mutanti v inhibi¢ni zoné. Byla potvrzena druhova a kmenova variabilita v ramci
bifidobakterii. Navic testované kmeny Bifidocterium animalis ssp. lactis, které se nejcastéji
pouzivaji jako probiotické kmeny, se chovaly jinak nez ostatni bakterie a vykazovaly adaptaci
na metronidazol, rezistenci ziskavali postupné. Pritomnost genu na rezistenci
k 5-nitroimidazolovym antibiotikim byla nalezena ve vice genomech typovych kmenu
lidského nebo zviteciho pavodu. K dispozici byla genomova data pro 13 testovanych typovych
kment. Nicméné piitomnost tohoto genu nekorespondovala s daty detekovanymi in vitro
pomoci diskové difuzni metody a e-testu. Rezistence byla detekovana pouze u 4 kment ze 13.
Abychom byli schopni dany gen detekovat u divokych izolati bylo by tfeba vyvinout funkéni
primery pro PCR detekci. To se nepodafilo, protoze dochézelo k nespecifickym reakcim.

Z vysledku je patrné, ze rezistence vici metronidazolu je u bifidobakterialnich druha
a kmena celkem bézna. Je zfejmé, Ze mechanismu rezistence bude vice, a ze studium uvedené
problematiky muiZe pfinést dalsi zajimavé vysledky.

Klicova slova: Bifidobakterie; PCR; MIC; rezistence; mutace; nitroimidazol



Antibitotic resistant of bifidobacteria to metronidazole

Summary

Bifidobacteria are a part of intestinal microbiota and there are scientifically documented
results that bifidobacteria have positive effect on health of its host. That could be used during
an antibiotic treatment to prevent intestinal dysbiosis. Metronidazole is often used as an
antibiotic for the treatment of Crohn's disease, inflammatory bowel diseases or for the
prophylaxis of surgical infections.

The aim of the thesis was to bring new experimental knowledge concerning the issue of
bifidobacterial resistance to metronidazole. Testing was performed on pure cultures of
bifidobacteria. Furthermore, there were faecal samples cultured together with metronidazole
under laboratory conditions. Sensitivity to metronidazole was being detected in the obtained
bifidobacterial isolates using the disk method. In this thesis the data previously acquired using
the disk diffusion method were analysed and compared to data newly measured by e-test. /n
vitro testing showed that bifidobacterial strains differ not only in susceptibility at the species
level, but also in its strain variability. Frequent resistance was noted during disk diffusion
testing with both metronidazole concentrations of 5 ug and 50 ug. There were 63 strains tested
at total (36 type strains belonging to 36 species / subspecies and 27 wild strains of human origin
belonging to following species: B. adolescentis, B. animalis ssp. lactis, B. bifidum,
B. catenulatum, B dentium, a B longum ssp. longum. In cases in which the strain was resistant
to 50 pg of metronidazole, the resistance was also detected throughout the entire concentration
scale of e-test (0,016 — 256 pg). The concentration of 50 ug appears to be suitable for screening
for metronidazole resistance by the disk method. In case of testing antibiotic susceptibility by
disk diffusion method a noteworthy outcome was recorded. The mutant colonies that were
resistant to metronidazole were detected in inhibition zones. The testing of the colonies by both
disk diffusion method and e-test confirmed such resistance.

The testing of faecal samples which were cultivated with metronidazole brought yet
another interesting piece of knowledge. The result of laboratory testing of clean cultures was
validated. The mutant colonies can originate in an inhibition zone. The variability of species
and strains of bifidobacteria was proven. Furthermore, the tested strains of Bifidocterium
animalis ssp. lactis, which are most often used as probiotic strains, behaved differently from
other bacteria and showed signs of adaptation to metronidazole, acquiring resistance gradually.
The presence of a gene for resistance to S-nitroimidazole antibiotics was recorded in multiple
genomes of type strains of human or animal origin. Genomic data were available for 12 types
of tested strains. However, the presence of this gene did not correspond to the data detected in
vitro using the disk diffusion method and e-test. The antibiotic resistance was detected only for
3 strains out of 12. In order to be able to detect such gene in wild isolates, it would be necessary
to develop functional primers for PCR detection. That was, however, not possible because of
non-specific reactions during testing. The results show that resistance to metronidazole is in
bifidobacterial species and strains quite common. It is clear that there will be more mechanisms
of resistance and that studying this issue may yield other interesting results.

Keywords: Bifidobacteria, PCR, MIC, resistance, mutation, nitroimidazole
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1 Uvod

V posledni dobé se velmi Casto setkavame s rezistenci bakterii k antibiotikim. Tento
problém je zapficinény naduzivanim antimikrobialnich latek, nespravnym davkovanim a Spatné
zvolenym antibiotikem vic¢i danému patogenu. Rezistence je velkou hrozbou v medicin€, nebot
vede k nedostaCujici terapeutické 1écbé, ktera nasledné zvysSuje morbiditu pacientd. Tato
diplomova prace se zabyva rezistenci bifidobakterii k antibiotiku metronidazol. Toto
antibiotikum se pouziva proti anaerobnim bakteriim. Citlivi jsou na néj predev§im G- bakterie
jako napt. Bacteroides, Fusobacterium, Helicobacter pylori. Metronidazol je aplikovan
u infekci gastrointestinalniho traktu nebo infekci, které v ném vznikaji. Indikuje se po
operacnich zakrocich v oblasti bficha a panve, pfi septickych onemocnénich. Dale se
predepisuje pii anaerobnich infekcich mékkych tkani, prijmech a pseudomembrandzni kolitidé
zpusobené Clostridium difficile. Metronidazol je dulezitym lékem pfi antibiotické terapii
Crohnovy choroby. Pii konzervativni 1é¢bé€ u pacientt, ktefi maji stfevo postizené v kolonické
a perianalni oblasti, se pouziva jako medikament prvni volby. Samoziejmé dlouhodobé uzivani
antibiotika vede k nezadoucim ucinktim jako je napfiklad diskomfort v bfisni oblasti v dusledku
mikrobialni dysbiozy. Tento problém by byl mozny vyte§it vhodnym probiotickym preparatem,
ktery by zajistoval piihodné osidleni stfevni mikrobioty a zabrafioval by neptijemnym pocitim
v oblasti bficha. Dfive publikované vysledky naznacuji moznou rezistenci bifidobakterii viici
metronidazolu, které by bylo mozné vyuzit. Vybrané druhy/ kmeny bifidobakterii by mohly byt
uzivany spolecné s antibiotikem jako podpurny preparat — probiotikum. K tomu je vSak potieba
pochopit princip této rezistence.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Predpokladame, ze vybrané druhy a kmeny bifidobakterii budou mit ve svém genomu
pfitomny gen pro rezistenci na 5-nitroimidazolova antibiotika, ktery mize byt zodpovédny za
laboratorn€ detekovanou rezistenci. Nicméné¢, ocekavame také kmeny bifidobakterii, kde tento
gen detekovan nebude a bude se jednat o rezistenci vzniklou mutaci.

Cilem prace je pfinést nové experimentalni poznatky k problematice rezistence
bifidobakterii k metronidazolu. Prakticky bude prace zamétena na testovani bifidobakterii na
citlivost vi¢i metronidazolu vcetné stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC).
Vysledky ziskané pomoci kultivacnich technik budou porovnany s metodou polymerazové
fetézové reakce (PCR), kdy budou vybrané rezistentni kmeny testovany na pfitomnost genu
rezistence  k 5-nitroimidazolovym antibiotikim detekovaného v genomu nékterych
bifidobakterii.



3 Literarni reSerse

3.1 Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie jsou komenzalni skupinou bakterii hrajici vyznamnou roli ve stfevni
mikrobioté. Pro jejich pozitivni vliv na hostitele jsou fazeny mezi probiotické bakterie. Ve
fylogenetickém stromu bakterii je rod Bifidobacterium tazen do skupiny grampozitivnich
anaerobnich bakterii. Nalezi do tfidy Actinobacteria, jez je jednou z nejpocetn&jSich
taxonomickych jednotek. Taxonomické zafazeni viz Obrazek ¢.1. VSechny druhy patfici do
rodu Bifidobacterium byly identifikovany na zakladé analyzy genti pro 16S rRNA a 23S rRNA,
diky niz byla vylepSena taxonomie a vytvorena nezavisla fylogeneticka vétev (Ventura et al.
2014; Alberoni et al. 2019). Na obrazku ¢. 2 je zobrazen fylogeneticky strom zaloZen na
pangenomu. Uvedeny strom zahrnuje druhy dostupné v Case publikace citovaného vystupu
Alberoni et al. 2019).

Obrazek 1: Taxonomické zarazeni rodu Bifidobacterium
(upraveno podle Ventury et al. 2014)
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- B. subtile group D B. asteroides group D B. pseudolongum group -B. boum group .B. adolescentis group D B. pullorum group . B. bifidum group
Bifidobacteritm mininum DSM 20102

Bifidobacterium subtile DSM 20096
Bifidobacterium mongoliense DSM 21395
Bifidobacterium aquikefiri LMG 28769

Bifidobacterium psychraerophilum DSM 22366 ———
Bifidobacterium crudilactis LMG 223609 N
Bifidobacterium bombi DSM 19703
Bifidobacterium commune R-52791
Bifidobacterium bohemicum DSM 22767
Bifidobacterium sp. XV10
Bifidobacterium sp. XV2
Bifidobacterium actinocoloniiforme DSM 22766
Bifidobacterium asteroides DSM 20089
Bifidobacterium indicum LMG 11587
Bifidobacterium coryneforme LMG 18911
Bifidobacterium magnun DSM 20222
Bifidobacterium gallicum DSM 20093
Bifidobacterium animalis subsp. lactis DSM 10140
Bifidobacterium animalis subsp. animalis ATCC 25527
Bifidobacterium cuniculi DSM 20435

Bifidobacterium choerinum DSM 20434

Biftdobacterium pseudolongum subsp. pseudolongum DSM 20099
Bifidob vium psendolongum subsp. glob DSM 20092
Bifidobacterium boum DSM 20432
Bifidobacterium thermacidophilum subsp. porcinum DSM 17755 J

Bifidobacterium thermophilunm DSM 20210 :]
Bifidob rium ther idophilum subsp. ther idophilum DSM 15837
Bifidobacterivan tsurumi DSM 17777

Bifidobacterivon merycicum DSM 6492
Bifidobacterium angulatum DSM 20098 $
ium kalab DSM 27321 ]
Bifidobacterium dentium DSM 20436 J
Bifidobacterium ruminantium DSM 6489 —
Bifidobacterium adolescentis ATCC 15703

Rifidoh,
5

fum 7 DSM 16992
Bifidobacterium pseud ! DSM 20438 I

Bifidobacterium kashiwanohense DSM 21854
Bifidobacterium puilorum DSM 20433
Bifidobacterium saeculare DSM 6531
Bifidobacterium gallinarum DSM 20670
Bifidobacterium lemurum DSM 28807
Bifidobacterium eulemuris DSM 100216
Bifidobacterium vansinderenii LMG 30126
Bifidobacterium tissieri DSM 100201
Bifidobacterium bifidum ATCC 29521
Bifidobacterium scardovii JICM 12489
Bifidobacterium hapali DSM 100202
Bifidobacterium biavatii DSM 23969
Bifidobacterium callitrichos DSM 23973
Bifidob rium stellenboschense DSM 23968
Bifidobacterium aesculapii DSM 26737

Bifidobacterium saguini DSM 23967

Rifidnh,
v

Bifidobacterium reuteri DSM 23975

Bifidobacterium myosotis DSM 100196

Bifidobacierium breve DSM 20213

Bifidobacterium longum subsp. longum JCM 1217 —

Bifidobacterium longum subsp. suis DSM 20211

Bifidobacterium longum subsp. infantis ATCC 15697

Obrizek 3: Fylogeneticky strom zaloZeny na pan-genomové analyze (Alberoni et al.
2019)
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3.1.1 Historie

Bakterie rodu Bifidobacterium byly poprvé objeveny Henri Tissieren, ktery je roku 1899
izoloval ze stolice kojenci a pojmenoval je Bacillus bifidus. Charakterizoval je jako bakterie
s podivnym tvarem pismene Y, které jsou anaerobni, gram pozitivni a nevytvaii zadny plyn
beéhem ristu. V roce 1917 byly zafazeny do Celedi Lactobacillaceae a o tii roky pozdéji je
Holland pojmenoval jako Lactobacillus bifidus. Ptestoze Orla-Jensen roku 1947 uznal existenci
rodu Bifidobacterium jako samostatny taxon, byly tyto bakterie chybné, kvili své podobnosti
s rodem Lactobacillus, zaménovany po dalSich 30 let. V roce 1957 si Denhart v§iml existence
rozmanitych biotopu bifidobakterii a navrhl schéma pro jejich diferenciaci na zaklade struktury
sacharidové fermentace. Reuter roku 1963 rozpoznal a pojmenoval sedm znamych druht
Bifidobacterium, vEetn€ prvné popsaného Bifidobacterium bifidum. V roce 1965 byla diky
Scardovii a Trovatelli objevena charakteristicka metabolicka draha bifidobakterii, kde hlavnim
enzymem je fruktoza-6-fosfat fosfoketolaza. Az v 8. vydani Bergey’s manual of determinative
bacteriology roku 1974 byl uveden samostatny rod Bifidobacterium s 8 druhy. Po zavedeni
elektroforézy rozpustnych bunécnych proteind na polyakrylamidovém gelu bylo objeveno
a popsano dalSich 24 druht. Prostfednictvim 16S rRNA analyzy byla navrzena nova
hierarchicka struktura shromazd'ujici rod Bifidobacterium s rodem Gardnerella do jediné Celedi
Bifidobacteriaceae (Biavati et al. 2000). V souc€asnosti rod Bifidobacterium zahrnuje okolo 100
druht a poddruht (https://www.bacterio.net/genus/bifidobacterium) a predpoklada se, Ze toto
¢islo poroste.

V roce 2020 byly vyizolovany kmeny Bifidobacterium, ze Lvicka tamarského a Tamarina
skakavého, Bifidobacterium cebidarum sp. nov. a Bifidobacterium leontopitheci sp.
nov. (Duranti et al. 2020). Dale byl na CZU v Praze objeven a popsan novy druh bifidobakterii
u Sténéte Némeckého ovCaka pojmenovany Bifidobacterium canis (Neuzil-Bunesova et al.
2020). V Ciné v roce 2021 Chen J. a kolektiv objevili nové druhy Bifidobacterium u véel.
Jednalo se o Bifidobacterium apousia sp. nov., Bifidobacterium choladohabitans sp. nov.,
Bifidobacterium polysaccharolyticum (Chen et al. 2021). V soucasnosti se bifidobakterie
a jejich taxonomie posuzuji predev§im na zakladé genomickych analyz. Priklad takovéto
klasifikace je uveden v Obrazku €. 2 (Alberoni et al. 2019).

3.1.2 Morfologie

Zastupci rodu Bifidobacterium netvoii spory, jsou grampozitivni, acidotolerantni,
nepohyblivé mikroorganismy. Vétsina zastupct tohoto rodu nevykazuje katalazovou aktivitu
a neredukuje nitraty. Obvykle maji pleomorfni tvar bunek. T¢lo bakterii je tvofeno od kratkych
pravidelnych stihlych tyCinek, kokoidnich pravidelnych tvart, az po dlouhé tycky s riznym
typem zakonceni. Jejich tvar se méni v zavislosti na druhu bakterie a zivné pudé, na které jsou
kultivované (Scardovi 1986). Kolonie vytvotené na agarovych plotnach jsou rovné, konvexni,
krémové nebo bilé, lesklé, hladké, upravené, lepkavé a mékké. Na agarovych plotnach se
kolonie bifidobakterii ristem velmi podobaji bakteriim mlééného kvaseni (zejména
laktobacilim) (Gorner 2004).

Bunécna sténa bifidobakterii ma typickou grampozitivni strukturu tvotenou silnym 90%
peptidoglykanovym obalem slozenym =z polysacharidi, proteind, kyseliny teichoové
a lipoteichové.
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Aminokyselinové slozeni zakladnich tetrapeptid( mureinu se 1isi mezi druhy nebo kmeny
stejného druhu, diky ¢emuz je umoznéna diferenciace (Lauer & Kandler 1983; Tamime et al.
1995). Obvykle L-alanine, kyselina D-glutamova, L-ornitin a D-alanin tvoii tetrapeptidy,
ovSem v nekterych kmenech mutize byt ornithin nahrazen lysinem. Rozsah zkftizeni vazby mezi
sousednimi tetrapeptidy, tj. spojenim mezi jednou nebo vice aminokyselinami mize pomoci
k dalsimu rozliSeni mezi kmeny (Nagaoka et al. 1995, 1996).

Hlavnimi slozkami polysacharidi v bunécné sténé jsou zejména glukdza, galaktoza
a ramnoéza. Na zakladé kvalitativni a kvantitativni analyzy muzeme rozeznat od sebe navzajem
druhy i kmeny (Nagaoka et al. 1995, 1996).

Lipoteichoové kyseliny tvoii vazby s polysacharidovymi fetézci, diky nimz muze dojit
k adhezi bunék na sténu stfeva. Nékolik druht bifidobakterii obsahuje lipoglykany riznych
struktur, substituované L-alaninem misto obvyklého D-izomeru (Iwasaki et al. 1990).
Imunologické studie prokazaly, ze lipoteichoové kyseliny jsou béznym antigenem rodu
Bifidobacterium, které navic spolu s proteiny tvoii hydrofobni charakter povrchu (Op Den
Camp et al. 1985).

Bifidobakterie jsou charakterizovany jako nepatogenni. Vyjimkou jsou bifidobakterie
vyizolované ze zubniho kazu, na jehoz vzniku se podileji. Zubni kaz je zpisoben interakci mezi
acidogennimi bakteriemi a uhlohydratovym substratem, kterym je Casto sacharéza. Je znamo
malo faktort, které ovliviuji kolonizaci chrupu mikroorganismem B. dentium. Vyskyt na
zubnim povrchu bez kazu je velmi nizky, avSak hojné se vyskytuje v hlubokych 1ézich. To by
mohlo byt zapfic¢inéné tim, ze vyskytem Streptococcus mutant a jinych druhii v poskozeném
zubu dochazi k usnadnéni pfipojeni a proliferaci B. dentium. Tento druh Spatné kolonizuje
dentalni tvrdé povrchy. Proto muze byt B. dentium povazovano za velmi specificky ,,pozdni
marker* progrese kazu (Henne et al. 2015).

3.1.3 Fyziologie

Bifidobakterie patii mezi mezofilni bakterie, pro néz je optimalni teplota k riistu mezi 20-
40 °C. U lidskych druht je teplota rustu kolem 36-38 °C, u zvifecich druht je teplota vyssi
kolem 41-43 °C (Gavini et al. 1991). Jedinou vyjimkou je Bifidobacterium thermacidophilum
schopny rastu za mirné€ termofilnich podminek 49,5 °C (Dong et al. 2000). Na molekularni
urovni bylo zji§téno, ze bifidobakterie a mnoho dalSich bakterii maji funkéni gen dnak, ktery
ma funkci ochrany proti Cetnym nepfiznivym podminkdm vcetné tepelného Soku
a osmotického stresu (Schmidt & Zink 2000). Bylo zjisténo, ze exprese tohoto genu se zvysSuje
po expozici zluovych soli v bifidobakteriich (Vernazza et al. 2006).

Optimalni pH je mezi 6,5 a 7,0. Zadny rist neni zaznamenan pii pH niz§im nez 4,5 (pouze
B. thermacidophilum ma zpomaleny rast pii pH 4) a vyssim nez 8,5 (Bottacini et al. 2014).
V ptipadé, kdy prostiedi dosahuje nizSich hodnot vcetné 4,1 pH pfi teploté 4 °C dochazi
dokonce staci méné nez tfi hodiny pii kyselosti pod 2,5 pH, aby doslo k jejich usmrceni (Fuquay
etal. 2011).

Bakterie rodu Bifidobacterium jsou fazeny mezi striktni anaeroby, ackoli existuji
1 vyjimky. Nékteré druhy mohou kyslik tolerovat a jiné ho toleruji pouze v pfitomnosti oxidu
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uhlicitého ¢i v pfitomnosti redukénich Cinidel v kapalnych médiich (Kheadr et al. 2007).
Vétsina kmenti nemuze rast v 90 % vzduchu a 10 % CO; (Xuedong & Yuging. 2015).

3.1.4 Metabolismus

Zastupci rodu Bifidobacterium fermentuji hexdzy v unikatni metabolické draze
oznacované jako fruktozo-6-fosfatova draha, ve které je kliCovym enzymem fruktdzo-6-fosfat
fosfoketolaza (F-6-PPK). Jiz v roce 1967 védci de Vries a Stouthamer prokazali pfitomnost
enzymu F-6-PPK u bifidobakterii, ale také absenci dvou dalSich enzymd, aldolazy a glukdza-
6-fosfat dehydrogenazy, které se nachazeji u laktobacilt. U bifidobakterii byly popsany 2 typy
tohoto enzymu: frukt6zo-6-fosfat fosfoketolaza, charakteristickd pro druhy vyskytujici se
u cCloveka a xylulozo-5-fosfat/fruktdzo-6-fosfat fosfoketoldza, charakteristickd pro druhy
vyskytujici se u zvifat. Enzym F-6-PPK je pro rod Bifidobacterium a ¢eled Bifidobacteriaceae

hexo6za

— ATP
~ " ADP

—— fruktéza-6-P ———
0,5 fruktoza-6-P

0,5 frukt6za-6-P 0,5 erytroza-4-P 0,5 acetyl-P

xyluléza:S-P

NAD+, 2ADP —- -~ acetyl-P
NADH, 2ATP «
pyruvat 1,5 acetyl-P
NADH -~ ADP~— —— 2NADH
NAD+ « ATP « » 2 NAD+
laktat formiat acetat ethanol

Obrazek 4: Fruktéza-6-fosfatova draha (upraveno podle Amarettiho et al. 2007)

typickym a je dilezitym znakem pii jeho identifikaci. U ostatnich roddi grampozitivnich
bakterii, jako jsou napfiiklad Lactobacillus, Arthrobacter, Propionibacterium nebo celed
Actinomycetaceae, se kterymi by mohly byt zaménény, neni tento enzym pfitomen. Enzym
Sté€pi hexodzovy fosfat na erytrozu-4-fosfat a acetylfosfat (Fuquay et al. 2011). Z fosfatd tetrozy
a hexozy postupnym pusobenim transaldelazy a transketolazy, se tvoii pentdzové fosfaty, které
obvyklym 2. - 3. Stépenim ziskavaji kyselinu mlécnou a kyselinu octovou v teoretickém
konecném poméru 1,0: 1,5. Kyselina mlé¢na a octova okyseluji tlusté stfevo a omezuji hnilobu
a potencialné patogenni bakterie. DalSimi vedlej§imi produkty mohou byt kyselina mravenci,
etanol a kyselina jantarova, jejichz produkce muze zménit rovnovahu kvaseni, tedy pomeér
kyseliny mlécné a kyseliny octové. Ruzné druhy produkuji za stejnych podminek rdzna
mnozstvi octanu, laktatu a etanolu (Biavati et al. 2000). Kyselina mravenci a etanol jsou spolu
s malym mnozstvim kyseliny octové vytvafeny pii degradaci pyruvatu. Kyselina jantarova
vznika pfti fixaci CO; bakteriemi (Meulen et al. 2006). Oxid uhlicity se touto drahou nevytvari,
vznika v8ak pti degradaci glukonatu (Ventura et al. 2004).
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3.1.5 Bifidobakterie jako probiotika

Probiotika jsou definovana jako ,zivé mikroorganismy, které, kdyz jsou podavany
v adekvatnim mnozstvi, prospivaji hostiteli (Hill et al. 2014). Nejcastéji se pouzivaji rody
Bifidobacterium a Lactobacillus. Tyto mikroorganismy byly specificky vybrany tak, aby
nepfispivali k Sifeni antibiotické rezistence, ktera se miize prenaset z zivocicha na zivocicha.
Do jaké miry probiotika pfimo zabrafiuji pfenosu antibiotické rezistence, se stale zkouma. Bylo
prokazano, ze antibiotika a probiotika uzivana spolecné snizuji zavaznost, trvani a vyskyt
prujmu souvisejiciho s antibiotiky (Ouwehand et al. 2016).

Funkéni vlastnosti bifidobakterii pfispivaji pfimo nebo nepiimo k nekolika zdravotnim
vyhodam, jako je napiiklad ochrana pfed patogennimi mikroby, hypertenzi, zanéty,
cukrovkou, oxidacnim stresem atd. Tyto mikroby zahrnuji také modulaci mikrobiomu,
imunitni modulaci a anti-cholesterolemickou aktivitu (Novik & Savich 2020).

Probiotika jsou Siroce zkouméana z hlediska jejich role v ose stfevo-mozek pfi feSeni
psychologickych poruch. Stfevni mikrobiota je smozkem propojena obousmérnou
komunika¢ni siti. Zahrnuje imunitni cestu, endokrinni cestu a nervovou cestu, ktera je
zprostiedkovana predev§im bloudivym nervem. Tento nerv prenasi dostfedivé 1 odstredivé
signaly mezi mozkem a stfevem. Stfevni bakterie ovliviiuji mozek pomoci jejich metabolita,
které se dostavaji do krve, kde ptsobi na bloudivy nerv a posléze na funkci mozku. Vzajemny
vliv osy stfeva-mozek muze byt v obou smérech velice vyznamny (Cryan & Dinan 2012). Bylo
zjisténo, ze jedinci s depresi maji obecné nizSi pocet bakterii rodu Bifidobacterium
a Lactobacillus oproti kontrolnim osobam bez deprese (Aizawa et al. 2016). Z tohoto zji§téni
1ze predpokladat, ze vhodnou modulaci stfevniho osidleni 1ze podporovat 1écbu psychickych
onemocnéni. Preparaty, které maji za ukol pozitivné ovliviiovat psychiku zménou slozeni
mikrobioty, se oznacCuji jako psychobiotika. Tyto produkty casto obsahuji probiotika
1 prebiotika. Psychobiotika produkuji neuroaktivni latky, které maji schopnost ovlivilovat
funkci mozku. Snizuji pfiznaky deprese, uzkosti a celkov€ napomahaji ke zlepSeni nalady
(Sarkar et al. 2020). Bakterie rodu Bifidobacterium mtzou ovliviiovat fungovani mozku
a centralniho nervového systému, coz vede ke zménam v chovani u lidi i zvifat. Kyselina gama
aminomaselna (GABA) je hlavni inhibi¢ni neurotransmiter hrajici klicovou roli v uzkostnych
a depresivnich poruchach u savcu, ktery je produkovan bifidobakterialnimi kmeny. Mezi
rdznymi kmeny bifidobakterii pfedstavuje Bifidobacterium adolescentis modelového
producenta GABA v lidském gastrointestindlnim traktu. Vin vivo studii na krysach,
vedené Duranti a spol. vroce 2020, byla potvrzena schopnost probiotickych
mikroorganismi: B. adolescentis PRL2019 a B. adolescentis HD17T2H produkovat GABA.
Podobnych vysledkti bylo dosahnuto diky B. adolescentis 150, ktery je také ucinnym
producentem GABA. Pii testu na mySich BALB/c, které musely nucené plavat, dokéazal zklidnit
chovani podobné depresi (Yunes et al. 2020). V myS§im modelu B. adolescentis vykazoval
anxiolytické a antidepresivni uCinky, které souvisely se snizenim zanétlivych cytokint
a obnovenim rovnovahy stfevni mikrobioty (Guo et al. 2019).

U Bifidobacterium animalis ssp. lactis bylo prokazano, ze zlepSuje centralni adipozitu
u dospélych s jednoduchou obezitou. U déti trpicich Prader-Williho syndromem, vzacnou
genetickou poruchou, spotieba probiotik snizila adipozitu biicha a zlepsila koncentraci inzulinu
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nala¢no spolu s mirnym zlepSenim nékterych symptomu tykajicich se dusevniho zdravi (Amat-
Bou et al. 2020).

Vétsina kment Bifidobacterium je schopna biosyntézy vitamin(, jako je: thiamin (B1),
pyridoxin (B6), kyselina listova (B11) a nikotinova kyselina (niacin, B3). Nékteré kmeny navic
disponuji genem pro vytvoreni vitaminu B2 tzv. riboflavinu (Ventura et al. 2009). Schopnost
produkce urcitych vitaminu pomoci bifidobakterii védce pfiméla ke zkoumani mozného
probiotického znaku. 76 kmenua rodu Bifidobacterium, patiicich do 9 raznych druht, bylo
testovano na produkci folatu a schopnost poskytovat proliferujici kolonocyty s kyselinou
listovou. Dle studie, poziti identifikovanych bifidobakterialnich kment produkujicich folat by
mohlo byt pouzito k prevenci nebo potlaceni lokalizovaného deficitu folatu, které je spojeno
s premalignimi zménami v epitelu tlustého stfeva (Pompei et al. 2007).

Ve srovnani s bakteriemi mlééného kvaseni bifidobakterie pfednostné produkuji L formu
kyseliny mlécné, ktera je snadn€ji metabolizovana lidmi a mize byt dulezita v piipadé kojencu
nebo lidi s metabolickou acidézou. Potravinové produkty obsahujici bifidobakterie mohou také
zlepsit biologickou dostupnost mineralli usnadnénim jejich ionizace (McCartney 2003).
Nejbéznéji vyskytujici se druhy Bifidobacterium kolonizujici lidské stievo jsou B. animalis,
B. adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. infantis a B. longum. Tyto druhy se taktéz nejCastéji
pouzivaji v probiotickych preparatech (O'Callaghan & van Sinderen 2016).

3.2 Antibiotika obecné

Jako antibiotika jsou definovany nizkomolekularni latky, které jsou piirozeného nebo
umélého pavodu. Pouzivaji se klécbé infekci zpisobené mikroorganismy. V humanni
mediciné se antibiotika zacala pouzivat od Ctyficatych let 20. stoleti, kdy zapocala primyslova
vyroba penicilinu pomoci Penicillium chrysogenum (Bene§S 2018). Antibiotika se stala
nejvyznamngjsi tfidou 1é¢iv. V boji proti bakteriim a zachranila miliony Zivott (Cunha et al.
2019).

Svétova zdravotnicka organizace (WHO, World Health Organization) v ramci
anatomicko-terapeuticko-chemické klasifikace ve skupin€é ,antibakteridlni lé¢iva pro
systémovou aplikaci® registruje pres 250 chemickych substanci vyuzitelnych v humanni
a veterinarni medicin€. Antibiotika se podavaji nejenom k piimé 1écbé, ale 1 profylakticky
v souvislosti s chirurgickymi vykony (Fry¢ak 2020).

Vétsina antibiotik, ktera se v soucasné dob€ pouziva v medicing, je pfirozenou sekreci
environmentalnich bakterii nebo hub. Pfiblizn€ jedna polovina pochazi z rodu Streptomyces
(Durand et al. 2019). Ve svém piirozeném prostredi musi mikroorganismy proti sobé bojovat
produkci antimikrobialnich latek a musi vyvinout mechanismy odolnosti vii¢i jinym podobnym
latkam (Raoult 2016). Kromé toho druhy pfirozené produkujici antibiotika maji také geny
rezistence na tyto latky, aby se zabrédnilo vlastni toxicit€¢, umisténé v biosyntetickém
antibiotickém operonu (Davies 1994).

3.2.1 Charakteristika antibiotik

Antibiotika jsou organické latky fadici se do skupiny antiinfektiv. Jedna se o 1éky
pusobici proti patogennim mikroorganismum. Antiinfektiva se vyznacuji selektivnim u¢inkem
proti danym organismim. Inhibuji rGst, mnozeni a vyvoj patogent, avSak hostitelsky
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organismus nebyva témito prostfedky poskozen. Diky selektivnim u¢inkiim se mohou uzivat
k vnitini 1écbé (Benes 2018). Tabulka ¢islo 1 obsahuje tiidy antiinfektiv.

Tabulka 1: Tridy antiinfektiv (Benes, 2018)

Nazev skupiny léku | Cilovy organismus
antivirotika viry

antibiotika bakterie
antimykotika houby
antiprotozoika prvoci
antihelmintika cervi

3.2.2 Parametry vyjadrujici u¢innost antibiotik

V zavislosti na koncentraci podaného 1éku existuji 3 kategorie antibakterialniho t¢inku:
a) Subinihibi¢ni — poskozuje bakterie v malé mife — omezeni vitality, poskozeni
mikroorganismy mohou kompenzovat. Dochazi ke vzniku rezistentnich kment.
b) Bakteriostaticky — inhibuje riist a mnozeni bakterii, reversibilni dé&j.
c¢) Baktericidni — usmrcuje bakterie, ireversibilni dé&j.

Pusobeni antibiotik je charakterizovano témito parametry:

a) MAC (minimalni antibakterialni koncentrace) — jedna se o nejnizsi koncentraci antibiotika,
ktera dokaze zpusobit zmény morfologie nebo chovani bakterii. Jedna se o teoreticky vyznam,
nebot’ v praxi je slozité jej stanovit a tézce se standardizuje.

b) MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace) — jedna se o nejnizsi koncentraci, pii které¢ dochazi
k zabranéni rustu bakterialni populace. Tato hodnota se nejcastéji vyuziva jako ukazatel
ucinnosti antibiotik. V praxi se naptiklad méfi velikost inhibi¢ni zony na diskové diftzni
metode nebo se odecita stupnice pifi pouzivani E—testu.

Nirust

\ <t S .
Antimikrobialni g

disk - .
T —{m)) [ @ )

PILLLLLLLLrLtl

E-test .
prouzek Inhibi¢ni

z6na

Agarova
plotna s
rostoucimi

\
A Inhibi&ni
organismy

zona - (A8 { (19 |
{ 4 \

MIC (bez néristu)

Obrazek 6: Diskova difuzni metoda
(https://germguy .files.wordpress.com/2017/
02/zone-inhibition.gif)

Obrazek S: mikrobiologicky E-test
(https://basicmedicalkey.com/principles-
of-antimicrobial-chemotherapy/)

c) MBC (minimalni baktericidni koncentrace) — jedna se o nejniz§i koncentraci, ktera je
schopna za standardnich podminek béhem 24 hodin usmrtit 99,9 % bakterii. VySetfeni této
hodnoty je namahavé nybrz je potieba dvoji kultivace (Benes 2018).
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3.2.3 Rozdéleni antibiotik

Existuje cela fada antimikrobialnich latek pusobici specificky na urcity mikroorganismus,
za jistych podminek. Proto mame rozsahlé deleni. Antibiotika se mohou rozdélovat dle typu
ucinku viz kapitola Parametry vyjadrujici acinnost antibiotik. Dale dle spektra u¢innosti —
uzké spektrum ucinnosti (zname puavodce onemocnéni), stfedni spektrum Gc¢innosti,
Sirokospektralni (nezname plivodce onemocnéni). Jako dal§i rozdéleni se pouziva misto
a mechanismus pusobeni antibiotik a v neposledni fadé chemicka struktura (Simon & Stille
1998).

3.2.3.1 Mechanismy pusobeni tc¢inku antibiotik

a) Inhibice syntézy nukleovych kyselin

Mezi nejbeéznéj§i nukleové kyseliny patii ribonukleova kyselina (RNA)
a deoxyribonukleova kyselina (DNA). RNA zahajuje proces syntézy bilkovin a zajistuje tak
bunéény rast. DNA ma nejhlavnéjsi funkci v podobé ulozeni genetické informace.
V bakterialni burice je geneticky material tvofeni jednim chromozomem, ktery je slozen
z cyklické molekuly DNA (Lullmann 2007).

Urcita antibiotika poskozuji syntézu nukleovych kyselin a tim zabrafiuji 1 bunéénému
déleni. Dusledkem je bakteriostaticky Ci baktericidni uc¢inek latky. Vzhledem k podobnosti
mechanismus syntézy DNA u zivoCichu i bakterii je podobny, mira toxicity antibakterialnich
latek je pomérné nebezpecna. Mezi nejpocetnéjsi skupiny antimikrobidlnich latek jakozto
inhibitory syntézy nukleovych kyselin patii chinolony (kyselina nalixidova, ciprofloxacin).
Chinolony pusobi na enzymy, které slouzi k syntéze DNA. Dalsi skupinou jsou nitroimidazoly
(metronidazol, ornidazol). Tyto latky poskozuji bakterialni DNA. Bakterie, které maji
dostatecné nizky redoxni potencial jsou idealni k redukci nitroimidazol na toxické slozky.
Vzniklé toxiny se nasledovné pfipoji na DNA a poskodi ji. Vhodné prostiedi pro tuto pfemeénu
se nachazi u anaerobnich bakterii. Pro n€ je poté ucinek antibiotik baktericidni (Votava 2005).

b) Inhibice bunécné stény

Bunécna sténa bakterii je tvofena peptidoglykany. Bunécna sténa gramnegativnich
bakterii (Helicobacter, Salmonella, FEnterobacter) obsahuje pouze tenkou vrstvou
peptidoglykanu o tloustce 3-6 nm a lipopolysacharidy a lipoproteiny. Oproti tomu bunécnou
sténu grampozitivnich bakterii (Bifidobacterium, Micrococcus, Bacillus) tvoii vicevrstevny
peptidoglykan silny 10-100 nm, kyselina teichoova a dalsi sekundarni metabolity (Egan et al.
2017, Mistou et al. 2016). Viz obrazek ¢.6. Vysledkem interakce téchto slozek vznika
propletena sit, ktera zajistuje bakterii ochranu, odolnost vii¢i buné¢nému turgoru a udava burice
tvar (Mistou et al. 2016).
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Obrazek 7: Popis struktury bunécné stény u grampozitivnich a gramnegativnich
bakterii (https://adoc.pub/obecna-mikrobiologie-bakterie-viry-paraziti-houby.html)

Vzhledem k vyznamnosti peptidoglykanu v bunécné sténé bakterii, jsou enzymy slouzici
k jeho syntéze idealnim cilem antibiotik. Vyhodou antibiotik jejichz cilem je bunécna sténa je
fakt, ze zivoCisné eukaryotické butiky tuto sténu nemaji. Diky tomu maji antimikrobialni latky,
uréené proti syntéze bunécné stény, selektivni u€inek a nizkou toxicitu pro zivoc€ichy. Inhibitory
syntézy bunécné stény jsou tak jednou z nejucinnéjSich a nejrozsahlejsich tiid (Sarkar et al.
2017). Pii zasahu do syntézy bunécné stény bakterialni buika ztraci podstatnou Cast své
mechanické odolnosti, dochazi ke zméné tvaru a velikosti buiiky, k zastaveni dé€leni a nasledné
lyzi buiky (Kohanski et al. 2010). Jako inhibitory syntézy bunécné stény se pouziva
nejobsahlejsi a nejpouzivanéjsi skupina antibiotik B-laktamy. Tato skupina zahrnuje naptiklad
tfidu penicilin, cefalosporiny, karbapenemy (Benes 2018).

¢) Inhibice cytoplazmatické membrdny

Cytoplazmatickd membrana na rozdil od bunécné stény méa podobné slozeni, jak
u gramnegativnich, tak i grampozitivnich bakterii. Jedna se o semipermeabilni membranu
slozenou z dvojvrstvy fosfolipidi a proteint. Tato membrana slouzi jako bariéra a tvofi vnitini
prostiedi buriky. Diky membranovym proteinim je schopna zajistovat transfer latek (voda,
ionty, ziviny). Mezi prenaSené latky patii naptiklad aminokyseliny (puriny, pyrimidiny apod.).
Tyto dusikaté slouCeniny slouzi k syntéze DNA a syntéze bunécné stény. Dale muze bunka
pomoci cytoplazmatické membrany piijimat signaly z vnéjSiho prostfedi a tvofit enzymatickou
aktivitu. U grampozitivnich bakterii je ve vnéjSim listu cytoplazmatické membrany se navic
vyskytuje lipoteichoova kyselina, ktera dale prostupuje peptidoglykanovou vrstvou (Epand &
Epand 2009).

Antimikrobialni latky cili na rozru§eni membrany zaclenénim antimikrobialniho peptidu.
Tento peptid se mize integrovat do vnéjsi fosfolipidové vrstvy ¢imz dochazi k naruSeni
celistvosti membrany. Dale je schopen tvofit oligomery, které deformuji a zodpovidaji
za rozpad membrany. Taktéz dochazi k poruSeni membranového potencialu bunky. Ve chvili,
kdy je narusena funkce cytoplazmatické membrany unikaji z buriky dulezité ionty a latky. Takto
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poskozena buika neni schopna dalsi existence. Antibiotika naruSujici cytoplazmatickou
membranu jsou: polymyciny, antifungéalni polyeny ¢i imidazolova antimykotika (Melo et al.
2009).

d) Inhibice proteosyntézy

Proteosyntéza je slozity mechanismus, zajistujici syntézu bilkovin. V bakterialni burice
se odehrava pfimo v cytoplazmé. Syntéza probiha na ribozomalnich podjednotkach 30S a 508,
kde dochazi k prodluzovani peptidového fetézce a vzniku novych proteini dualezitych pro
stavbu bunécné stény. Tento proces ma 2 kroky: transkripci (prepis) a translaci (pteklad). Pfi
transkripci dochazi k prepisu informaci z jednoho fetézce DNA do mRNA. V druhém kroku —
translaci, se ze vzniklé mRNA na ribozomu vytvoii za pomoci tRNA primarni struktura
bilkovin (Durante-Mangoni 2009).

Inhibitory proteosyntézy zamezi vzajemné interakci tRNA a mRNA. To vede k inhibici
elongace peptidi a naslednému bakteriostatickému ucinku. Mezi antibiotika pasobici na
proteosyntézu patfi tetracykliny, aminoglykosidy, makrolidy, linkosamidy a chloramfenikol
(Marek 2011). Aminoglykosidy ptsobi na 30S podjednotku ribozomu, brani prodluzovani
peptidového tetézce a tim dochazi k nespravnému ¢teni mRNA na ribozomu a celkovému
zastaveni syntézy bilkovin. Oproti tomu tetracykliny pusobi na 50S podjednotku. Mistem
ucinku je transferaza, ktera spojuje aminokyseliny v peptidovy fetézec (Finch & Garrod 2003).

3.3 Bifidobakterie & antibiotika

Bifidobakterie jsou kategorizovany jako zdravi prospé$né mikroorganismy (probiotika)
v gastrointestinalnim traktu lidi a zvitat. Citlivost na antibiotika je kli€ovym kritériem pro vybér
vhodného probiotického preparatu. Nékteti autofi tvrdi, ze v ptipadech soucasného podavani
s antibiotiky k prevenci a 1é¢be stievnich poruch by probiotika méla byt odolna vici ur€itym
antibiotikiim, aby prezila v gastrointestinalnim traktu (Danielsen & Wind 2003). Tento nazor
je vSak kontroverzni. Probiotika mohou mit geny zodpovédné za rezistenci a tudiz mohou mit
negativni dasledky pro lidské zdravi. Pii vzajemném uZzivani antibiotik a probiotik by mohlo
dojit k prenosu antibiotické rezistence (AR) z probiotik na jiné stfevni mikroorganismy. Proto
je dulezité minimalizovat tuto moznost pfi vyvoji probiotickych produkti (Onyibe et al. 2013).
Vzhledem kvyuzivani bifidobakterii nejenom v probiotickych preparatech, ale
i v potravinafstvi se musi v prab&hu let opakovat zkouska na AR (Kunova a dalsi, 2012). EFSA
(European Food Safety Authority) pozaduje testovani AR vué¢i osmi antibiotikim, které se
pouzivaji v huménni a veterinarni medicin€. Jsou to ampicilin, vankomycin, gentamicin,
streptomycin, erytromycin, klindamycin, tetracyklin a chloramfenikol (EFSA 2012).

3.3.1 Laboratorni testovani antibiotické rezistence bifidobakterii

Moubareck et al. vroce 2005 analyzovali citlivost 50 kmend rodu Bifidobacterium
izolovanych z rizného ptivodu vici béznym skupinam antimikrobialnich latek. VSechny kmeny
byly citlivé na obvykla anti-grampozitivni antibiotika (erythromyecin, telithromycin). Dale
zadny z bifidobakterialnich kmenti nebyl odolny vici klindamycinu nebo pristinamycinu.
U 26 % kment byla pozorovana rezistence na cefotetan, coz je antibiotikum spadajici do
kategorie B-laktamova antibiotika. Rezistence vici B-laktamovym antimikrobialnim latkam se
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muize objevit fadou mechanisma, vCetné produkce B-laktamazy, ktera hydrolyzuje antibiotikum
(Quintiliani et al. 1999). Takovy mechanismus rezistence nebyl v této studii pozorovan, coz
naznacuje alternativni mechanismy rezistence vuci 3-laktamum, jako je nepropustnost bunécné
stény nebo zména proteint vazajicich penicilin (Quintiliani et al. 1999). Ve studii Moubareck
et al. (2005) byla pozorovana ve vysoké mire (38 % testovanych bifidobakterii) rezistence
k metronidazolu testovanim pomoci diskové diftizni metody. Aktivita metronidazolu je
zpusobena prednostni redukci matetfské slouCeniny bakterialnim ferredoxinovym systémem,
¢imz se vytvari meziprodukt zodpovédny za zlomy ve dvouvlaknové DNA (Miller-Catchpole
1989). Nékteré kmeny bifidobakterii postradaji ferredoxinovy systém odpovédny za redukci
matefské slouceniny a vykazuji vysoké procento rezistence k metronidazolu (Behra-Miellet et
al. 2003). Dle Moubareck et al. (2005) relativni rezistence na metronidazol miize byt prospésna
v piipadech soucasného podavani bifidobakterii s timto antibiotikem, napf. u prijmu
souvisejiciho s antibiotiky. Pfeziti bifidobakterii v tlustém stfevé muze byt ovlivnéno
koncentraci antibiotika, které se dostane do distalni Casti gastrointestinalniho traktu. Protoze se
antibiotika vstiebavaji hlavné v ileu, terapeuticka davka, kterd se dostane do tlustého stieva,
muze byt nizka ve srovnani s pocatecni davkou. Dale testované kmeny byly odolné vuci
aminoglykosidim. V tomto pfipadé se jedna o pfirozenou rezistenci. Odolnost vaéi
aminoglykosidiim u anaerobnich mikroorganismi je povazovana za pfirozenou kvuli absenci
cytochromem zprostfedkovaného 1ékového transportniho systému, ktery brani medikamentu
dosahnout svého cile (Bryan et al. 1979; Bryan & Kwan 1981). Dale byla ve studii pozorovana
rezistence na kanamycin pfi mnozstvi 30 pug a na gentamicin pfi mnozstvi 15 pg. Za to pii
zvySeném mnozstvi téchto antimikrobialnich latek a to 1000 pg kanamycinu a 500 pg
gentamicinu byla 100 % citlivost na tato antibiotika. Tti kmeny B. pseudocatenulatum, dva
B. longum a dva B. bifidum byly rezistentni na tetracyklin, s MIC rovnymi bud’ 16 nebo
64 mg/l. Rezistence na tetracyklin byla ve vSech pfipadech spojena s rezistenci na
minocyklin. Zbyvajici kmeny byly citlivé na tuto skupinu antibiotik. PCR provedené na sedmi
kmenech rezistentnich na tetracyklin odhalily pozitivni amplifikace s degenerovanymi primery
pro B. bifidum R2, B. longum B36 a B. pseudocatenulatum R47. Gen tet (W) byl detekovan ve
stejnych kmenech B. bifidum a B. pseudocatenulatum, které poskytly pozitivni vysledky pro
degenerovanou PCR.

V roce 2012 Kunova et al. testovali citlivost bifidobakterii na antimikrobialni latky.
Zjistili, ze vSechny testované kmeny (B. bifidum, B. longum ssp. longum, B. adolescentis,
B. breve, B animalis ssp. lactis) byly citlivé na ampicilin, vankomycin, erytromycin,
klindamycin, quinupristin (dalfopristin), tetracyklin a chloramfenikol. Tato antibiotika se bézné
pouzivaji v mediciné. Dale bylo potvrzeno, tak jako ve studit Moubareceka z roku 2005, ze
Bifidobacterium vykazuji vysoky stuperi rezistence vici aminoglykosidovym antibiotikim
(streptomycin, gentamicin, kanamycin).

Nejhojnéj§imi genetickymi determinanty odpovédnymi za fenotypovou rezistenci na
tetracyklin u bifidobakterii jsou geny fet kodujici proteinovou ochranu ribozoma (Roberts
2005). Wang et al. (2017) zkoumali 92 bifidobakterialnich kment, pochazejicich z lidského
gatrointestinalniho traktu, z nichz u 29 kment byla tetracyklinova rezistence zprostredkovana
genem tet (W), tet (O) nebo tet (S). Vysledky této prace naznacuji, ze geny rezistence na
tetracyklin, které obsahuji lidské stfevni bifidobakterie, mohou byt zpocatku pieneseny
z patogentl a ze kazdy druh genu rezistence na tetracyklin miize mit tendenci se vkladat do
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blizkosti specifickych gent bifidobakterii. Tento fakt potvrzuje studie provedena Duranti et al.
z roku 2017, ktera téz testovala citlivost u 91 kment rodu Bifidobacterium na antibiotika. V této
studii byla pozorovana citlivost vici streptomycinu a tetracyklinu na intraspecifické urovni pro
B. bifidum, B. breve, B. animalis a B. adolescentis. Tyto informace dle studie naznacuji, ze AR
u bifidobakterii zfejm& neprobihd vertikdlni cestou evoluce, ale mohla byt ziskana
horizontalnim pfenosem gend, podobnym zpusobem, jaky byl dfive pozorovan u jinych
sttevnich komenzalnich mikroorganisma (Huddleston 2014).

Morovic et al. (2017) zkoumali AR na ampicilin, gentamicin, kanamycin, erytromycin,
klindamycin, tetracyklin, chloramfenikol, streptomycin, vankomycin u B. animalis ssp. lactis
BI1-04 a Bi-07 dle postupti vydanych EFSA (2012). Zjistili, ze B. lactis Bl-04 vykazoval
zvysenou rezistenci vuci tetracyklinu. Kmeny B. lactis Bi-07 a B1-04 maji identickou strukturu
lokusu, jak je popsano v Gueimonde et al. (2010), ktefi uvedli, ze transposon #rp a tet (W) byly
spolecné transkripovany na genom B. lactis. MiaA gen, ktery ovliviiuje u€innost fet (W), je také
identicky mezi témito dvéma kmeny (Milani et al. 2013). Ovsem rezistentni byl pouze kmen
B. lactis BI-04. Védci usoudili, ze samotny gen fet (W) neni zodpovédny za rezistenci, ale ze
dal§i mutace napomahaji vzniku AR (Morovic et al. 2017).

3.3.2 Rezistom bifidobakterii

Nadmérné pouzivani antibiotik mize podpofit rozvoj AR u bakterii osidlujici organismus
a nasledné vyvolat selekci mikroorganismi odolnym vici antimikrobialnim latkam (Ouwehand
et al. 2016). V této souvislosti je kolektivni geneticky arzenal zodpovédny za vznik AR, ke
které dojde inaktivaci a/nebo odstranénim antibiotik. Tyto geny koédujici bakterialni rezistenci
vuci antibiotikim se nazyvaji rezistom. Velka cast rezistomu je obsazena v chromozomalni
DNA (Duranti et al. 2017). Vyskyt AR genii mize zvysit ekologickou zdatnost bakterie a tim
1]eji schopnost kolonizovat a pretrvavat ve specifickém prostredi (Wiedenbeck & Cohan 2011).

Jiz nékteré studie dokazaly Casty vyskyt horizontalniho pfenost gent mezi bakteriemi
sidlicimi ve stfeve lidi a zvitat (Brito et al. 2016; Hagbo et al. 2019). Pticinou pfenosu AR genti
na lidské ¢i zvifeci patogeny nebo jiné mikroorganismy je ptfitomnost AR gent v mobilnich
genetickych elementech, kterymi disponuji patogenni i nepatogenni mikroorganismy (Hagbo
et al. 2019). Sbirka mobilnich genetickych elementti se nazyva mobilom. Jedna se o genetické
prvky, které se mohou pohybovat v ramci genomu a mezi riznymi genomy. Mobilom zahrnuje
plazmidy, profagy ¢i transposazy (Guglielmetti 2013).

Studie od Duranti et al. zroku 2016 identifikovala 208 gend AR umisténych
v genomovych oblastech, které byly udajné ziskany horizontalnim pfenosem gend, coZz
predstavuje predpovézeny horizontalné ziskany bifidobakterialni rezistom. Tento horizontalné
ziskany bifidobakterialni rezistom predstavuje asi 27 % predpokladaného bifidobakterialniho
rezistomu, bez ohledu na blizkost genti k transponovatelnym prvkim. Celkové vzato tyto
vysledky naznacuji, Ze podstatna Cast identifikovanych bifidobakterialnich geni AR byla
ziskana pomoci horizontalniho pienosu gent. Dale bylo zjisténo, ze bifidobakterialni mobilni
gen AR, u kterého se predpoklada, ze bude nesen na konjugativnim transpozonu, je
reprezentovan genem fet (W), ktery se naléza po boku mobilniho elementu v genomech vsech
testovanych B. animalis ssp. lactis. Gen tet W je mezi riznymi druhy dobfe upevnény, coz by
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mohlo vypovidat o horizontalnim pfenosu gent, které mohly pfenést tento gen rezistence na
tetracyklin do riznych bifidobakterialnich kment.

V roce 2017 Duranti et al. délali dalsi genovou analyzu. V této studii bylo zjisténo, ze
mezi nejcastéji zastoupenymi bifidobakterialnimi geny AR v souborech metagenomickych dat
ze vzorka dospélych lidi patfi rozsahly repertoar specifickych genti kodujicich AR. Jsou to ty,
které specifikuji B-laktamazy a udéluji rezistenci vici penicilinu, cefalosporinu, karbapenemu
a monobaktamu. Takova zji§téni posiluji nazor, ze navzdory nizSimu vyskytu bifidobakterii
detekovanych ve stfevé dospélého Cloveéka, muze byt jejich funkcni prispevek k lidskému
sttevnimu mikrobiomu dulezity predevsim z hlediska AR a tim ovlivnéni udrzeni stfevniho
klimaxu po antibiotické 1écbe.

Mancino et al. (2019) zkoumali mobilom a rezistom z genomt u 625 bifidobakterii.
V rezistomu bifidobakterii bylo identifikovano 7 tiid genti AR viz obrazek ¢. 7. Nejvyssi poCet
zastupcu méla tiida s glykopeptidovou rezistenci, ktera obsahovala 5999 enzymu pusobicich
proti glykopeptidovym antibiotikiim. Dle studie kmeny B. bifidum 791, B. longum ssp. infantis
1888B a B. bifidum AM42-15AC obsahovaly nejvyssi poCet gend, o kterych se predpoklada,
ze patii do tfidy proti glykopeptidovym antibiotikim. Dalsi tfidou byla rezistence na
tetracyklin, pro kterou bylo identifikovano 2178 gend. Tyto geny obsahovalo az 77,5 %
testovanych bifidobakterialnich kmena. Dalsi tiidou byly geny kodujici rezistenci proti beta-
laktamazovym antibiotikim. Byla zjisténa methyltransferazova AR, sulfonamidova AR.
Nejméné zastoupenymi tifidami u gentt AR byla tiida aminoglykosidu a tfida metronidazolu.
V piipadé metronidazolu se jednalo pouze o 64 identifikovanych genti kodujicich AR. Tato
studie odhalila nedostatek specifickych Bifidobacterium AR gent, coz potvrzuje bezpecnéjsi
chovani rodu Bifidobacterium ve srovnani s jinymi lidskymi stfevnimi komenzaly. Déle byla
opét potvrzena pritomnost genu fet W. Tento gen byl v genomech patficich zastupcim
B. adolescentis, B. animalis ssp. animalis, B. breve, B. longum spp.,
B. pseudolongum ssp. pseudolongum a druhy Bifidobacterium pullorum. Tato studie objasnila
bezpecnost rodu Bifidobacterium ve srovnani s jinymi taxony, jako je Escherichia coli, u které
bylo prokazano, ze pfispiva k vysoké zatézi antibiotické rezistence v lidské mikrobioté
(Parnanen et al. 2018).

I Hida Aminogly koskdy 0.5 %

. , 74
I'tida Tetracykliny 16 % THda Beta-laktambny 17 %

Fhda Sulfonamidy 4 %

Bifidobacterium

THda Metronidazol 0.5 % Resistom

Tiida Ghyhopeptidy 43 %

Thida Methy leramsferdea 19 %

Obrazek 9: Predpokladany rezistom rodu Bifidobacterium. Mnozstvi tfid genu rezistence
na antibiotika identifikovanych mezi 625 analyzovanymi genomy Bifidobacterium (
Prelozeno od: Mancino et al. 2019).
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3.4 Antibiotikum metronidazol

Antibiotikum metronidazol patfi mezi nitroimidazoly a je syntetickym derivatem
azomycinu izolovaného ze Streptomyces sp. (Duchéne 2016).

V lékarské praxi se zaCalo pouzivat od roku 1959 klécbé infekci zpuisobenych
Trichomonas vaginalis. Diky svym antibakterialnim a antiprotozoalnim ucinkiim se vyuziva
i proti jinym patogennim organismum u lidi a zvitat (Sydney & Finegold 1980). Metronidazol
je uvadeén na trh pod obchodnimi znackami Flagyl, Amrizol a dal§imi. Pouziva se bud’
samostatné, nebo s jinymi antibiotiky k 1écbé zanétlivych onemocnéni panve, endokarditidy
a bakterialni vagindzy. Je ucinny pii drakunkuloze, giardioze, trichomonidze a améboze
(Blatzer et al. 2013). Metronidazol hraje kli¢ovou roli ve farmakologické 1écbé Crohnovy
choroby. Podrobnéjsi popis najdete v kapitole Pouziti metronidazolu.

3.4.1 Nitroimidazolova léCiva

Tato skupina 1é¢iv, do které spadd i metronidazol, je pouzivana proti anaerobnim
bakteriim (G+, G-) a anaerobnim parazitickym prvokim (Entamoeba histolytica, Giardia
intestinalis, Trichomonas vaginalis). Nitroimidazoly jsou nitroheterocyklické slouceniny.
K 1é¢bé onemocnéni se pouziva cela Skala jejich derivati. Vyznamna je 5-nitroskupina, ktera
ma antimikrobialni, ale také mutagenni u€inek (Duchéne 2016).

Pti redukci této S-nitroskupiny dochézi ke wvzniku kratkodobého intermediatu
hydroxylaminu, ktery se dokaze kovalentné vazat na rizné tkaniové makromolekularni
struktury, jako je napfiklad DNA. Po navazani na deoxyribonukleovou kyselinu dochazi ke
ztrate spiralovitého usporadani. To vede k zabranéni syntézy nukleovych kyselin a poté nastava
buné¢na smrt (Jiang & Lin 2006). Obecny mechanismus tG¢inku nitroimidazolt je na obr. 7.
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Obrazek 11: Mechanismus tucinku nitroimidazoli (Edwards 1993)
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3.4.2 Chemicka struktura metronidazolu

Metronidazol je slouCeninou patfici do skupiny S5-nitroimidazold, ktera je tvofena
imidazolovym kruhem s navazanou nitroskupinou (NO;’) na 5. atomu kruhu (Ang et al. 2017).

HO\/\N N

N

Obrazek 13: Strukturni vzorec metronidazolu (http://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.4029.html?rid=1cb30654-cbc7- 4104-9527-8e04cS57fada)

Strukturni vzorec metronidazolu je: 2-(2-methyl-5-nitro-1-imidazolyl)ethanol viz
obrazek &.8 (SUKL, 2017). Tato latka je lipofilni molekula s nizkou vazbou na proteiny
a sttednim az velkym distribucnim objemem, coz umoziuje rozsahlou distribuci do riznych
tkani (Nagel & Aronoff 2015).

3.4.3 Farmakokinetické vlastnosti

Metronidazol se absorbuje velmi rychle peroralnim podanim. Jeho maximalni
plazmaticka hladina nastava 1-2 hodiny po uziti. Oproti tomu pii lokalnim podani se sliznici
nevstiebava témér vibec. Ma nizkou schopnost vazat se na proteiny a to kolem 20 %. Je
schopny prochazet ptes placentu a ve vysokych koncentracich se dostava do matetského mléka.
Metronidazol je vyborné distribuovan do télesnych tkani a tekutin. Vstupuje do zluCovych cest,
abscesu, slin, sekret, cerebospinalni tekutiny, do kosti, zlucovych cest apod. Metabolizace
tohoto antibiotika probihd pfedevsim v jatrech hydroxylaci za vzniku konjugatu s kyselinou
glukuronovou. Konjugat je vyloucen ledvinami. VétSina metronidazolu je vylu€ovana
v nezménéné podobé. Biologicky polocas rozpadu je 8,5 hodiny diky ¢emuz je mozné davkovat
metronidazol po 12 hodinach (Lincova & Farghali 2007

3.4.4 Princip ulinku

Metronidazol je v neredukovaném stavu netoxicky, aby bylo dosazeno terapeutického
ucinku je nutné nejdiive redukovat nitroskupinu na cytotoxicky reak¢éni produkt. Redukce
nitroskupiny se docili tim, Zze se metronidazol stane alternativnim akceptorem elektrond.
PrenaseC s vy$sim redoxnim potencialem mé vzdy vétsi sklon k pfijmuti elektronu nez ten
s niz§im redoxnim potencialem. U anaerobnich organismu figuruji pfenasece o velmi nizkém
redoxnim potencialu, niz§im, nez ma nitroskupina metronidazolu. Z toho davodu je
metronidazol ucinny predevsim v burikach mikroorganismii s anaerobnim metabolismem.
Oproti tomu v bunkach aerobnich organisml (Enterobacteriaceae) maji prenasece o dost vyssi
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redoxni potencial nez metronidazol a u nich ztohoto divodu témétr nedochazi k redukci
nitroskupiny a naslednému ucinku (Smith and Edwards 1995).

Na zakladé celé fady vyzkumu o mechanismu pasobeni metronidazolu jsou
predpokladany 4 kli¢ové faze ucinku: 1. vstup do bakterialni butiky — metronidazol pronika do
burky pasivni difuzi jako neaktivni prekurzor (Miiller and Gorrell 1983). 2. Aktivace v podobé
redukce nitroskupiny probéhne v cytoplazmé buinky nebo v konkrétni organele prvoku —
vytvori se cytotoxicky intermediat dle poctu elektront prenesenych na nitroskupinu (viz
obrazek €. 9), ktery muze reagovat s DNA, RNA nebo s bunécnymi proteiny 3. Cytotoxicky
ucinek — hlavni mechanismus ucinku neni dosud plné€ objasnén. Zahrnuje potlaceni replikace
DNA. Poskozeni molekuly DNA pomoci oxidace, ¢imz vznikaji jednofetézcové
a dvouretézcové trhliny, které vedou k degradaci DNA a nasledné smrti organismu (Diniz et al.
2000). 4. Uvolnéni kone¢nych produktl — nemaji podstatny vyznam (Freeman et al. 1997)
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Poskozeni bunky

Obrazek 15: Aktivace metronidazolu a jeho cytotoxicita v buiikkach mikroaerofilu a
anaerobu (Prevzato a upraveno z Leitsch (2019).

Na obrazku cislo 9 metronidazol vstupuje do buriky jako neaktivni prekurzor [1].
O podobé dalsi formy rozhoduje pocet elektronti pienesenych na nitroskupinu. Jako prvnim
moznym intermediatem po dodani jednoho elektronu je nitroradikalovy aniont [2]. Po ptfidani
celkové dvou elektroni nam vznika nitrosoimidazol [3]. Dodanim celkové ctyf elektrond
vznika posledni mozny reaktivni intermediat — hydroxylaminimidazol [4]. K reakci mize dojit
bud'to postupné (1—-2—3—4) nebo muze byt reakce jednokrokova (1—4). Na levé strané
obrazku je zobrazena situace, kdy se metronidazol ocitne v buiice s vysokou koncentraci
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kysliku. V tom pfipadé je nitroradikalovy aniont velmi rychle zpétné oxidovan na ptvodni
neaktivni prekurzor. Reaktivni formy [2, 3, 4] vedou k cytotoxickému poskozeni buiky [6]
(Leitsch 2019).

3.4.5 Pouziti metronidazolu

Metronidazol se mlze podavat intravenozné, peroralné Ci lokalné ve forme tablet nebo
Cipka (Lallmann et al. 2007). Jak jiz bylo popsano v predchozi kapitole, metronidazol je a¢inny
proti anaerobnim organismum. Pivodné byl pouzivam pii gynekologickych onemocnénich
zpusobenych Trichomonas vaginalis. Postupem Casu se jeho vyuziti rozsifilo. Pouziva se proti
dalsim prvokam Entamoeba histolytica, Giardia lamblia. Velice citlivi na metronidazol jsou
G- bakterie jako napt. Bacteroides, Fusobacterium, Helicobacter pylori (Freeman et al. 1997).
Metronidazol vykazuje v klinickych podminkach slaby ucinek proti béznym G+ anaerobim
jinym nez Clostridium spp. jako jsou napf. Lactobacillus (Rieber et al. 2018).

Metronidazol je zhlediska farmakokinetiky a farmakodynamiky velice ucinné
antibiotikum. Ma akceptujici profil nezadoucich tc¢inka. Jeho pofizovaci naklady jsou nizké.
A proto je hojn€ vyuzivan v 1ékafstvi (Freeman et al. 1997).

Je aplikovan u infekci gastrointestinalniho traktu nebo infekci, které v ném vznikaji.
Indikuje se po operaénim zadkroku, pifi zanétech pobfiSnice, pii abscesech, pfi
hnisavych onemocnénich v oblasti bficha a panve, pfi septickych onemocnénich. Dale jej 1ékati
predepisuji u gynekologickych infekci. Taktéz je vyuzivan u infekce dolnich cest dychacich —
pfedevSim u zapalu plic srozpadem tkané. Je pouzivan k profylaxi vzniku infekci pii
operacnich zakrocich. U operaci je zvySené riziko, Ze muze dojit ke kontaminaci anaeroby,
napf. pfi operacich v gastrointestinalnim traktu, v oblasti zenskych pohlavnich organt, v dutiné
ustni a hltanu, pfi peritonitidé nebo pfi abscesu v oblasti bficha nebo panve (Serag-Wiessner
2013). Dale je metronidazol l1ékem volby pii anaerobnich infekcich mékkych tkani, prijmech
a pseudomembrandzni kolitidé zplsobené Clostridium difficile Ci pii infekci tetanusem
(Lincova & Farghali 2007).

Metronidazol je dulezitym lékem pfi antibiotické terapii Crohnovy choroby. Pri
konzervativni 1éCbé u pacientt, ktefi maji stfevo postizené v kolonické a perianalni oblasti, se
pouziva jako medikament prvni volby. Antibiotikum by se mélo uzivat dlouhodobé nékolik
tydna az mésicu a piipadné i opakované. U stfevnich idiopatickych zanétt v ptipade septickych
komplikaci by se méla davka metronidazolu podavat v mnozstvi 20 mg/kg/den. Pfi Crohnové
kolitidé je doporuceno 10 mg/kg/den (Lukas & Chalupna 2005).

Zavazny nezadouci ulinek pfi dlouhodobém podavani metronidazolu je periferni
polyneuropatie. Dalsimi nezadoucimi u¢inky mohou byt: kovova pachut’ v ustech, diskomfort
v biisni oblasti v disledku mikrobialni dysbiozy, intolerance alkoholu, nauzea, zvraceni, kozni
alergické projevy ¢i poruchy CNS jako jsou zavraté, bolesti hlavy, deprese (Perencevich
& Burakoft 2000).
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3.4.6 Rezistence k metronidazolu

Velmi Casto se v posledni dobé setkavame v klinické praxi se vzrastajici rezistenci
mikroorganismi na antibiotika. Jedna se o jeden z nejvyznamneéjSich problému soucasné
mediciny. Hrozi selhani antibiotické 1éCby, ktera bude souviset s vét§si morbiditou 1 mortalitou
(Kolai & Strbova 2015). Podle zpravy Centra pro kontrolu nemoci z roku 2019 ve Spojenych
statech vznika v USA rocné vice nez 2,8 milionu infekci rezistentnich na antibiotika, coz ma za
nasledek vice nez 35 000 umrti (European Centre for Disease Prevention and Control 2020).
Vznik antimikrobialni rezistence je pfirozenou evolucni reakci na antimikrobialni expozici
(Holmes et al. 2016). Bakterie odolné vici antimikrobialnim latkam byly nalezeny v kazdém
dosud zkoumaném prostredi, vcetn¢ Antarktidy, mote, pudy ¢i pitné vody (Walsh et al. 2011).

Rezistence vznika nejenom mutaci gent kodovanych na mikrobialnich chromozomech,
ale také vymeénou genetického materialu mezi organismy (Holmes et al. 2016).

Vétsina anaerobnich patogend si nevytvari rezistenci k metronidazolu v takové mife, jako
k jinym druhiim antibiotik (Holmes et al. 2016). Prifezova studie od Al-Shukri et al. (2021)
potvrdila, ze se u anaerobni G+ bakterie rezistence k metronidazolu vyskytuje jen vzacné.

Rezistentni organismy typicky nedostatecné aktivuji metronidazol. Existuje korelace
mezi rezistenci k metronidazolu a neefektivni aktivaci antibiotika. Ve vétSiné piipadi je
rezistence na metronidazol spojena s existenci gena nim (,,nitroimidazole rezistence genes®),
které byly poprvé popsany jako prenosné determinanty rezistence na toto antibiotikum. Nim
geny jsou kodované na mobilnich genetickych elementech a chromozomech. Jsou pfenosné
konjugativnim procesem. Koduji reduktazy, které premeéiuji nitroskupinu metronidazolu na
amin diky pfenosu dvou elektrond a znemozuji tak jeho aktivaci (Patel et al. 2009). Dal§im
divodem rezistence miize byt snizeny import antibiotika do bunky (Edwards 1993).

Dle Butta et al. (2017) bifidobakterie mohou ziskat rezistenci k metronidazolu pokud se
objevuji jako ptvodci pyogennich infekci samostatné a nebo spolecné s dal§imi bakteriemi jako
jenapftiklad £. coli. Tato studie pfinasi poznatky o tom, Ze se druhy rodu Bifidobacterium podili
na vzniku pyogennich infekci jako patogeny. Proto by se mélo zaméfit na jejich identifikaci ve
vSech klinickych pyogennich vzorcich.

Rezistence k metronidazolu u G- bakterii Bacteroides fragillis byla popsana jiz v roce
1978 u pacienta trpiciho Crohnovou chorobou s naslednou dlouhodobou terapii metranidozolu
(Edwards 1993). Ba. fragillis zpusobuje nebezpecné infekce pii operacich (Edwards 1993).
Ba. fragilis byli izolovani z extraintestinalnich infekci jako je napf. infekce diabetické nohy,
abscesy mozku, plic, biicha a panve (Nagy & Urban 2001). Dale Ba. fragilis zptusobuje
prujmové onemocnéni u lidi, které je jednou z nejvétSich pficin morbidity a mortality u déti
(Chen et al. 2015). Metronidazol je uzite¢né antimikrobialni 1é¢ivo, které se bézn€ podava pro
profylaxi a 1écbu infekci Ba. fragilis (Akhi etal. 2017). Bohuzel se v posledni dobé zvysil pocet
selhani 1écby v dasledku rezistence Ba. fragilis viaci tomuto léku (Lofmark et al. 2005).
Rezistence se vyskytuje u 7,8 % Ba. fragilis po celém svéte (Nagy & Urban 2011). Ve vétsine
piipadu je rezistence na metronidazol spojena s existenci gent nim, které byly poprvé popsany
jako pfenosné determinanty rezistence na metronidazol (Trinh & Reysset 1996).
Pfitomnost genu nim sama o sob€ nemusi nutn€ zpusobit rezistenci na metronidazol, protoze
geny nim byly hlaseny u kment Ba. fragilis, které maji MIC pod terapeutickou hranici 16 pg/ml
a nejsou tedy povazovany za rezistentni na metronidazol (Leitsch et al. 2014). Nim-
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negativni kmeny vyjadiujici vysokou uroven rezistence, coz ukazuje na dulezitost dalSich
mechanismu rezistence. Pfitomnost genti nim vSak vyznamné zvysuje riziko snizené citlivosti
na metronidazol (Lofmark et al. 2005). DalSim mechanismem vedouci k rezistenci vici
metronidazolu je nadmeérna exprese proteinu RecA. Jedna se o hlavni opravny protein DNA,
ktery provadi opravu homologni rekombinaci a fidi expresi mnoha dal§ich opravnych proteina
DNA (Aranda et al. 2011). Metronidazol zpusobuje poskozeni DNA. Steffens a kolektiv
popsali u Ba. fragilis nadmémou expresi DNA opravného proteinu RecA, ktery zvySuje
rezistenci na metronidazol. Toto zji§téni pfedstavuje novy mechanismus 1ékové rezistence
u Bacteroides (Steffens et al. 2010). Mezi Ctyfi obecné mechanismy antibiotické rezistence patii
zmena cile, inaktivace 1éCiva, snizena permeabilita a zvySeny eflux, coz znamena odpuzovani
1€kt efluxnimi pumpami. Systém efluxnich pump (membranovych transportéri) je hlavni
pri¢inou mnohocetné Iékové rezistence. Tento typ pump se nachéazi téméf u vSech bakterialnich
druhti a geny koédujici tuto tfidu proteini mohou byt chromozomalni nebo umisténé na
prenosnych prvcich, jako jsou plazmidy (Poole 2007). Efluxni pumpy nejen vytlacuji Sirokou
Skalu antibiotik diky multisubstratové specifité, ale také podporuji ziskani dalSich mechanisma
rezistence snizenim intracelularni hladiny antibiotika (Sun et al. 2014). Wexler (2012)
identifikoval u Ba. fragilis multilékovou efluxni pumpu typu RND, ktera mize odcerpat
Sirokou skalu substratti véetné metronidazolu. Studie u Ba. fragilis naznacuji, ze rezistentni
izolaty maji snizeny piijem metronidazolu kvuli sniZzené aktivit€é pyruvat: ferredoxin
oxidoreduktazy. Tim je sniZzena mira redukce nitroimidazolu. Nedochazi tak ke vstupu
metronidazolu do burky diky koncentracnimu gradientu (Edwards 1993).

Rezistence k metronidazolu byla objevena u G- patogenni bakterie Helicobacter pylori.
Prevalence rezistence na metronidazol u H. pylori se v riznych zemich pohybuje mezi
8 a 80 % (Suzuki et al. 2010). Tato bakterie roste v travicim traktu a miize byt pfitomna u vice
nez poloviny svétové populace (Hooi et al. 2017). Zpusobuje chronickou gastritidu, zalude¢ni
a duodenalni vredy, rakovinu zaludku a mnoho dalSich gastrointestinalnich onemocnéni
(Lembo et al. 2009). H. pylori je obtizné vymytit, protoze je schopna vyvinout rezistenci. Proto
se obvykle podavaji dva nebo vice druhti antibiotik. Aktivace metronidazolu je zprostfedkovana
hlavné nitroreduktazou NADPH (rdxA), NADPH-flavinoxidoreduktazou (fixA) a enzymy
podobnymi ferredoxinu (fixB) u H. pylori (Francesco et al. 2011). Davodem silné rezistence
jsou specifické mechanismy aktivace antibiotika, kterymi se lisi od jinych patogenti. U kment
rezistentnich na metronidazol byly identifikovany rizné mutace gent rdxA a fdxA kodujici
NADPH nitroreduktazy (Jenks et al. 1999; Kwon et al. 2000). Tyto genetické zmény vyvolaji
predCasné zastaveni translatovaného proteinu, ¢imz dojde k inaktivaci nitroreduktazy
(Goodwin et al. 1998). Bylo prokazano, ze mutace ve dvou dalSich genech firx4 a fixB, oba
koduji NAD(P)H-flavinoxidoreduktazy, zvysSuji rezistenci H. pylori. Mutace fixA zvySuje
mutaci genu rdxA a tim celkovou rezistenci viici metronidazolu. (Francesco et al. 2011; Yang
et al. 2004). Presny mechanismus rezistence na metronidazol je vSak stale diskutovan,
vzhledem k tomu, rezistence k metronidazolu se miize objevit i bez mutace v rdx4 a fixA, coz
naznacuje, ze jsou v mechanismu rezistence k metronidazolu zahrnuty jesté i1 jiné genetické
elementy (Kim et al. 2009).

Mezi dal§i mechanismy rezistence u H. pylori patfi mutace proteinu Fur, ktery zvySuje
hladiny superoxiddismutazy k detoxikaci druht reaktivnich na nitroimidazol (Tsugawa et al.
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2011). Rezistence k metronidazolu je typickd u pacientd, ktefi byli jiz v minulosti timto
antibiotikem lé¢eni (Diaconu et al. 2017).

Metronidazol se pouziva k 1é€bé klostridiovych kolitid. AvSak klinické studie prokazuji
viadé zemi sniZenou citlivost k metronidazolu. V ramci Ceské republiky je rezistence
k metronidazolu stale raritou. Vzhledem k dosazeni nedostatecné koncentrace metronidazolu
ve stfevnim obsahu neni povazovan za 1ék pro zadnou zforem klostridiovych infekci
(Ooijevaar et al. 2018). Z divodu vysokého risku selhani terapie by nemél byt metronidazol
pouzivan pii infekcich zpasobenych Clostridiodes difficile (Stebel et al. 2020). C. difficile je
G+, anaerobni, sporotvorna bakterie, ktera je nejcast€jSim puvodcem nemocni¢nich prijmu.
Klinické ptiznaky C. difficile infekce (CDI) se pohybuji od mirného az tézkého prijmu, ktery
muze vést k fulminantni kolitidé, toxickému megakolonu, perforaci stfeva, sepsi a nakonec ke
smrti (Evans & Safdar 2015). Molekularni studie epidemiologie CDI prokézala, ze vyznamné
rostouci pocet ohnisek je zptasoben kmeny ribotypu (RT) 027 a 078 (Collins et al. 2013). CDI
zacina neobvyklym vystavenim normalni stfevni mikrobioty antibiotikim. Tato zména ma za
nasledek naruSeni pivodni mikrobioty, ktera umoziuje mnozeni C. difficile zpasobujici
onemocnéni (Sun & Hirota 2015). Pfestoze mira rezistence kment C. difficile na metronidazol
je velmi nizka nekolik studii uvadi selhani 1é¢by po antibiotické 1écbé metronidazolem (Debast
et al. 2015; Jarrad et al. 2015). Nedavné studie zjistily, ze v Izraeli je mira rezistence
C. difficile vi¢i metronidazolu piiblizné 20,25 % (Tkhawkho et al. 2017). C. difficile vyvinula
nékolik mechanismli antimikrobialni rezistence. Faktory pfispivajici k tomuto rozvoji
antimikrobialni rezistence zahrnuji geny spojené s rezistenci ukryté v bakteridlnim
chromozomu, mobilni genetické elementy, zmény v antibiotickych cilech antibiotik nebo
v metabolickych drahach u C. difficile a tvorbu biofilmu. Genom C. difficile skryva fadu gent
rezistence odpovédnych za rezistenci vuci riznym tiidam antibiotik. Konjugace, transdukce
nebo transformace mobilnich genetickych element, zejména transpozomli mezi kmeny
C. difficile nebo mezi C. difficile a jinymi bakterialnimi druhy, jsou dilezitymi mechanismy
pro C. difficile k ziskani gend antimikrobialni rezistence (Spigaglia 2016). Zmény
v antibiotickych cilech nebo v metabolickych drahach u C. difficile predstavuji dalsi
mechanismus zprostiedkovavajici rezistenci tohoto mikroorganismu na antibiotika. Dulezité je,
ze se predpoklada, ze tento mechanismus umoziuje rezistenci na metronidazol u C. difficile,
ackoli pfesny mechanismus neni zcela objasnén (Spigaglia 2016; Norman et al. 2014).
Soucasna data naznacuji, Ze rezistence na metronidazol je pravdépodobné zptusobena nékolika
zménami v dosud nedefinovanych metabolickych drahach, jako jsou ty, které zahrnuji aktivitu
nitroreduktaz, vychytavani zeleza a opravu DNA (Chong et al. 2014; Moura et al. 2014).
U C. difficile se predpoklada, ze tvorba biofilmu hraje roli v rezistenci k metronidazolu. Biofilm
se sklada z tlusté viceslozkové matrice biofilmu, ktery obsahuje proteiny, DNA
a polysacharidy. Tvorba biofilmu je fizena pfedev§im vnitinimi mechanismy C. difficile, jako
jsou Cwp84, biciky a LuxS. Konkrétni podrobnosti o tom, jak klostridiové biofilmy pfispivaji
k ziskani antimikrobialni rezistence C. difficile jsou Spatné srozumitelné. Hypotézou je, ze
matrice biofilmu a fyziologicky stav spolecné pfispivaji k antimikrobialni rezistenci (Papa et
al. 2013).
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4 Metodika

Prakticky experiment této diplomové prace je rozdélen do nékolika na sebe navazujicich
pokust. Prvnim ukolem prace bylo stanoveni MIC (pomoci metody e-testu) u vybranych
kment bifidobakterii, které byly charakterizovany a testovany v ramci diive provedenych
experimentu.

Dalsi cast predstavuje in vitro experiment, kdy byly vzorky stolice lidskych darct
kultivovany bez a s metronidazolem. Poté byly vzorky kultivovany na selektivnim médiu
s cilem izolace bifidobakterii. Ziskané izolaty bifidobakterii byly dale testovany pomoci
diskové difuzni metody na citlivost k metronidazolu v koncentraci 5 a 50 ug. Identifikace
bifidobakterialnich izolati byla provedena pomoci metody hmotnostni spektrofotometrie
MALDI TOF.

Vybrané citlivé 1 rezistentni kmeny a komplexni vzorky z in vitro experimentu byly dale
analyzovany pomoci PCR scilem detekce genu rezistence k 5-nitroimidazolovym
antibiotikiim.

4.1 Priprava kultivacnich médii

Pro potfeby nize uvedeného experimentu a snim souvisejici kultivaci testovanych
mikrobiéalnich kultur byly pouzity 3 kultivaéni média. Pro rutinni kultivaci bifidobakterialnich
kultur byl pouzit modifikovany Wilkins Chalgren agar nebo bujon. Pro vlastni testovani
antibiotické citlivosti a stanoveni MIC bylo pouzito LSM médium. Vice k pfipravé a slozeni
uvedenych médii nize. Jednotlivé slozky pro pouzité agary byly zvazeny a postupné pfidany do
konické Erlenmeyerovy bariky. Obsah byl fadn€ promichan. Bariky byly opatifené alobalovym
uzavérem a byly sterilovany v Papinové hrnci (Cisty Cas sterilace po natlakovani hrnce 45
minut). Po sterilizaci byly bariky s médii temperovany na 50 °C ve vodni lazni.

4.1.1 Médium WSP-Wilkins-Chalgren agar

Wilkins-Chalgren agar je zékladni kultivaéni médium pro anaerobni bakterie. Na Katedie
mikrobiologie, vyzivy a dietetiky se pouziva jako modifikované, tedy vylepSené o nize uvedené
komponenty.

Tabulka 2: WSP agar

Médium Podminky Kultivace SloZeni selektivniho média na
1000 ml
Modifikované Wilkins- 48 h, anaerobni, pti 37 °C 1 1 demineralizované vody,
Chalgren agar (WSP) 43 g Wilkins-Chalgren agar,
5 g GMO - sojového peptonu
(oboji Oxoid),

0,5 g L-cysteinu
1 ml tweenu 80 (Sigma-Aldrich)
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4.1.2 Wilkins-Chalgren médium (bujon)

Tabulka 3: WSP bujon

Médium Podminky kultivace SloZeni selektivniho média na
1000 ml
Modifikované Wilkins- 48 h, anaerobni, pti 37 °C 1 1 demineralizované vody,
Chalgren (WSP) 33 g Wilkins-Chalgren bujonu,

5 g GMO - sojového peptonu
(oboji Oxoid),
0,5 g L-cysteinu,
0,5 ml tweenu 80 (oboji Sigma-
Aldrich)

Jednotlivé slozky bujonu byly zvazeny a postupné pridany do konické Erlenmeyerovy
banky. Obsah byl fadné promichén a rozvaren. Po provafeni bylo davkovano 9 ml média do
zkumavek a ty byly zahfivany alespon 10 minut ve vodni lazni na 100 °C, aby doslo k redukci
obsahu kysliku. VSechny zkumavky byly poté , probublany‘‘ oxidem uhliitym, aby bylo
dosazeno anaerobniho prostiedi, které je potiebné pro rust bifidobakterii a dalSich anaerobu.
Poté¢ byly lahvicky uzavieny gumovou zatkou. Zkumavky byly vlozeny do autoklavu
a sterilizovany (na 121 °C po dobu 15 minut).

4.1.3 LSM agar

Pro testovani citlivosti bifidobakterii na zvolena antibiotika byl pouzit LSM agar
doporucovany normou ISO 10932:2010/ IDF 223:2010.

Tabulka 4: LSM agar

Médium Podminky kultivace SloZeni selektivniho média na
1000 ml
LSM agar 48 h, anaerobni, pii 37 °C 1 1 demineralizované vody,

28,26 g ISO-sensitest agaru
(Oxoid),
6,2 g MRS agar (Oxoid)
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4.2 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace metronidazolu pro
bifidobakterie

Cilem laboratorni prace bylo detekovat pfipadnou antibiotickou rezistenci bifidobakterii
k antibiotiku metronidazol a zaroveil stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
u citlivych kment.

4.2.1 Puvod bakterialnich kultur

Pro stanoveni MIC deskovou metodou pomoci e-testu, bylo vybrano 43 predem
identifikovanych sbirkovych a divokych kment rodu Bifidobacterium ze sbirky doc. Ing. Véry
Neuzil Bunesové, Ph.D. a Ing. Nikol Modrackové, Katedra mikrobiologie, vyzivy a dietetiky
(KMVD). Podrobny seznam testovanych kultur je uveden v kapitole Samostatné prilohy
v tabulkach ¢. 9 a ¢ 10.

4.2.2 Priprava bifidobakteridlnich kultur k testovani

Sbirka zmrazenych bakterialnich kultur, které byly uchovavany v -20 °C s 30% obsahem
glycerolu byla rozmrazena. Z kazdého vzorku bylo davkovano po kapce bakterialni kultury na
WSP agar a LSM agar, které byly pfipraveny dle navodu z kapitol Médium WSP-Wilkins-
Chalgren agar a LSM agar. Nasledné byly kultura rozetfena kifizovym natérem sterilni
plastovou tyCkou. Takto pfipravené misky byly vlozeny do nadoby s anaerobnim vyvijeCem
(AnaeroGen, Oxoid) a byly kultivovany 2 dny pii 37 °C.

Po dvou dnech probéhla kontrola narostlych kolonii. Z kazdé Petriho misky byla
odebrana, sterilni bakterialni klickou, jedna kolonie a vlozena do anaerobni zkumavky
obsahujici WSP bujon. Vzorky ve zkumavkach byly kultivovany 24 hodin pti 37 °C. Taktéz se
z kazdé misky odebraly kolonie ve dvou kopiich pro kontrolu identity pomoci MALDI TOF-
MS.

4.2.3 Ovéreni identity pomoci MALDI TOF MS

Ovéreni identity bylo na katedie KMVD provedeno pomoci MALDI TOF MS. Z kazdé
misky byly odebrany narostlé kolonie sterilni Spickou ve dvou kopiich a aplikovany na MALDI
desticku. Po zaschnuti vzorka bylo aplikovano na kazdy spot desticky po 1 pl 70% kyseliny
mravenci (Sigma-Aldrich). Po opétovném zaschnuti byl nanesen 1 pl matrice (Bruker). Poté
byly vzorky analyzovany (SW Bruker Biotyper).

4.2.4 Kontrola Cistoty a morfologie

Dale byla provedena kontrola narostlych bakterialnich kultur pod svételnym
mikroskopem s fazovym kontrastem (Nikon ECLIPSE E200). Kontrola byla provedena
z divodu ovéreni morfologie, Cistoty a narastu kultury.
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4.2.5 Stanoveni MIC pomoci e-testu

Po ovéfeni identity bakterialni kultury na MALDI TOF — MS a kontrole pod svételnym
mikroskopem byla vybrana ze dvou kopii vzdy jedna zkumavka slepSim nartstem
bifidobakterii. Tyto vybrané kmeny byly pouzity pro finalni testovani e — testem. Ze zkumavky
byl asepticky injekcni stiikackou odebran 1 ml narostlé kultury a aplikovan na velkou Petriho
misku. Do misky bylo davkovano 20 ml zakladniho kultivatniho média LSM agar
vysterilizovanou sklopnou pipetou. Obsah v Petriho misce byl dostate¢né krouzivymi pohyby
promichan. Po zatuhnuti agaru se do stfedu misky vlozil sterilni pinzetou e-test obsahujici
antibiotikum metronidazol, ktery mél na sobé& stupnici koncentrace pouzitého antibiotika (0,016
- 256 pg/ml, Biovendor LM). Zatuhlé misky s aplikovanym e-testem byly vlozeny do sacku
s vyvijeCem anaerobniho prostiedi (AnaeroGen, Oxoid) a byly kultivovany v termostatu
24 hodin pii 37 °C. Druhy den byly na Petriho miskach vyhodnoceny zony s MIC.

Obrazek 16: E-test se stupnici koncentrace metronidazolu provedeny na LSM agaru

4.3 In vitro kultivace vzorku stolice s metronidazolem a naslednym
testovani citlivosti izolovanych bifidobakterii k danému antibiotiku

4.3.1 Priprava vzorkua

Darciim fekalnich vzorkl byla poskytnuta zkumavka s 10 ml anaerobné pfipraveného
WSP bujonu. Probandi byli seznameni s experimentem a poskytli informovany souhlas. Jejich
ukolem bylo vlozit do zkumavky vzorek stolice o velikosti liskového ofisku. Zkumavky se
vzorky byly v laboratofi zvazeny. Od navazky se vzorkem byla odetena navazka bez vzorku.

1
Dle vzorce: ——————— byl ¢itano mnozstvi, které byl 2 ze zkum ran
€ VZorce: o iy bylo vypocitano mnozstvi, které bylo poté ze zkumavky odebrano

k analyze. Uvedené mnozstvi vzorku bylo naockovano ve dvou kopiich do zkumavek
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obsahujici anaerobn¢ pripraveny WSP bujon (9 ml/ zkumavka) doplnény o kyselinu octovou
(1 ml/I) a mupirocin (100 mg/l), které jsou pouzivany jako selektivni faktory pro kultivaci
bifidobakterii. Do jedné z kopii byl navic pifidan metronidazol v koncentraci (25 mg/l). Takto
byly uvedené vzorky kultivovany po dobu 24 h pii 37 °C a nasledn¢ analyzovany.

4.3.2 Priprava agaru ke kultivaci

K tomuto druhu experimentu byl pfipraven zékladni kultivacni médium WSP agar dle
receptu z kapitoly Médium WSP-Wilkins-Chalgren agar, ktery byl po uvarfeni obohacen
o kyselinu octovou a roztok z vylouhovaného 1 baleni Mupirocinu 200 pg od znac¢ky Oxoid
v 10 ml WSP bujonu.

Tabulka 5: WSP agar s kys. octovou a mupirocinem

Médium Podminky kultivace SloZeni selektivniho média na
1000 ml
Obohaceny Wilkins- 48 h, anaerobni, pii 37 °C 11 WSP agaru,
Chalgren (WSP) agar 1 ml kyseliny octové,
Mupirocinu 100 mg/1

4.3.3 Rozbor

Po 24 hodinach probéhlo vyjmuti zkumavek z termostatu. Pro kazdou ze zkumavek byly
pfipraveny fedici fady (9 ml) v penicilinovych lahvi¢kach do 8. fedéni. Prvnim fedéni byly
vykultivované kultury, které byly naockovany den predem. Ze zkumavky byl asepticky injekcni
stiikackou odebran 1 ml suspenze a pienesen do penicilinové lahvicky ur¢ené pro druhé fedéni.
Analogickym postupem se doSlo az k 8. fedéni. Ke kazdé fedici penicilinové lahvicce byla
ptipravena 1 mala Petriho miska nadepsana druhem vzorku a Cislem fedéni. Po dokonceni
tedicich fad se z kazdé penicilinové lahvicky odebralo 0,5 ml obsahu, ktery byl nadavkovan do
Petriho misky.

J 1

/ \ aml
““ \

fedéni

g S Al i

Obrazek 18: Schéma redici rady (www.e-learning.vscht.cz)
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Misky byly, neprodlené po aplikaci bakterialni kultury, zality pfipravenym W SP agarem
obohacenym o kyselinu octovou (1 ml/l) a mupirocinem (100 mg/l). Po zatuhnuti agaru byly
Petriho misky dany do boxu s vyvijeCem anaerobniho prostfedi a vlozeny do termostatu na
2 dny pi1 37 °C.

C e
Obrazek 19: Petriho misky v boxu s anaerobnim vyvije¢em

Za 48 hodin probéhla kontrola misek. Byly spocitany kolonie, které narostly na miskach.
Z daného vzorku bylo vybrano 20 kolonii. Kolonie byly jednotlivé odebrany z agaru bakterialni
klickou za sterilnich podminek a vlozeny do pfedem piipravenych a nadepsanych zkumavek.
Zkumavky obsahovaly 9 ml zakladniho kultivaéniho média WSP a zajiStovaly anaerobni
podminky. Tyto zkumavky byly opét dany do termostatu na 24 hodin pfi 37 °C.

Obrazek 20: Petriho miska s narostlymi koloniemi
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4.3.4 Kontrola Cistoty a morfologie

Stejn¢ jako u predchoziho pokusu, bylo podstatné zkontrolovat Ccistotu
a morfologii bakterialni kultury. Po 24 hodinach byly vyjmuty zkumavky z termostatu.
Asepticky se z kazdé zkumavky odebralo malé mnozstvi suspenze injekéni stiikackou a bylo
preneseno na podlozni sklicko. Kontrola byla provedena opét pomoci svételnym mikroskopem
s fazovym kontrastem.

4.3.5 Ovéreni rodové a druhové identity

Pred zahajenim pokusu bylo dulezité ovéfit rodovou a druhovou identitu testovanych
kmen. Ze zkumavek s nartistem bakterialniho kmene byl odebran 1 ml vzorku do
Eppendorfovy zkumavky o objemu 1,5 ml. Mikrozkumavky byly vlozeny do centrifugy na
3 minuty pii 14 500 otackach za minutu a byly stoceny. V Eppendorfové zkumavce (1,5 ml) se
na dné usadil sediment bakterii tzv. peleta.

Veskery supernatant, ktery byl tvoren médiem byl odstranén. K peleté bylo pfidano
0,5 ml 70% etanolu z davodu fixace bun€k. Suspenze byla primarné€ promichana pomoci §picky
pipety. K sekundarnimu promichani byla pouzita tfepacka Vortex. Takto promichana smés byla
opét vlozena do centrifugy a sto¢ena po dobu 2 minut pii stejnych otackach.

Znovu doslo k usazeni pelety na dn¢ mikrozkumavky a naslednému vyliti supernatantu.
Pomoci pipety byly odsaty zbytky etanolu okolo pelety a po dobu deseti minut vzorek vysychal
na vzduchu.

Po deseti minutach bylo do Eppendorfovy zkumavky ptfidano 20 pl 70% kyseliny
mravenci.

Opét byla suspenze promichana nejdifive pomoci Spicky pipety a poté na tfepacce. Po
promiseni bylo pfidano 20 pl acetonitrilu a na tfepacce se smés homogenizovala. Kyselina
mravenci spolu s acetonitrilem slouzila k poruseni butiky a vyliti ribozomalniho proteinu.

Po homogenizaci byly mikrozkumavky vlozeny naposled do centrifugy. Po stoceni
zkumavek, byl vyuzit supernatant. Byl odebran 1 pl vzorku, ktery byl aplikovan na MALDI
desticku (ve dvou kopiich). Po zaschnuti vzorku byla nanesena matrice (Bruker). Poté byl
vzorek analyzovan.

4.3.6 Zkoumani antibiotické rezistence

Po =zdafilych kontrolach byl ze zkumavky, obsahujici narostlé kmeny rodu
Bifidobacterium, odebran asepticky 1 ml bakterialni kultury injekéni stiikackou. Vzorek byl
nanesen na velkou Petriho misku. Miska byla pfelita pfedem pfipravenym a vytemperovanym
WSP agarem. Po zatuhnuti agaru, byly pomoci aplikatoru, polozeny disky metronidazolu
(Oxoid) a to v koncentraci 5 pg a 50 pug. Tyto misky se opét vlozily do termostatu na 24 hodin
pii 37 °C. Druhy den byly pravitkem zméfeny zony pro MIC.

4.3.7 Detekce genu pro rezistenci S-nitroimidazolu pomoci PCR

Ve spolupraci s docentem Jifim Killerem z AV CR byl na zakladé sekvenci genu pro
rezistenci S-nitroimidazolu detekovanych v genomech typovych kment bifidobakterii
dostupnych v databazi NCBI v programu (Geneious, Novy Zéland) navrzen par primerd
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k detekci tohoto genu. Navrh primeru byl omezen na druhy typické pro €loveka a B. longum
ssp. suis (podruh longum, velka podobnost k ostatnim, navic vyskyt zaznamenam i u kojence).
Seznam je uvedeny v kapitole Samostatné prilohy v tabulce ¢. 9, kde jsou uvedeny 1 dalsi
typové kmeny s vyskytem genu, bez ohledu na pivod hostitele.

Sekvence navrzeného paru primeri o délce 14 bp byly MetBifReF
(5'-GCGTAAKRAYGAGC-3") a MetBifReR (5'-ATCGACTTGAACGC-3"). Pro uvedeny
par primert byl navrzen program; po¢atecni denaturace 3 min. 94 °C, dale 30 cykla (denaturace
94 °C 30 s, annealing 45-55 °C 30 s, elongace 72 °C 30 s), dale finalni elongace 72 °C po dobu
4 minut. Detekovany gen pro rezistenci 5-nitroimidazolu, je velmi variabilni pro jednotlivé
druhy bifidobakterii, u kterych byl detekovan, a tudiz bylo velmi obtizné ho designovat.
Optimalizace PCR programu pro dany par primeru probihala v laboratofi profesora K. Domiga
univerzity BOKU ve Vidni, se kterou katedra spolupracovala na projektu Cesko-rakouské
spoluprace, kde jednim z cilti projektu bylo testovani antibiotické rezistence u bifidobakterii.
PCR reakce probihala podle protokolu AccuStart II PCR ToughMix (QuantaBio).

Zminény par primeru se bohuzel nepodafilo optimalizovat tak, aby vznikal specificky
PCR produkt ocekavané velikosti, tudiz nebyl ani dale testovan na kmenech
charakterizovanych v této diplomové praci.
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S Vysledky

Vramci této diplomové prace byla testovana citlivost a rezistence bifidobakterii
k nitroimidazolovému antibiotiku metronidazol. Tato prace navazovala na jiz provedené
experimenty na Katedie mikrobiologie, vyzivy a dietetiky. Tyto studie vznikly v ramci Cesko-
rakouské spoluprace s laboratofi profesora K. Domiga z videriské univerzity BOKU.

5.1 Testovani antibiotické rezistence typovych a sbirkovych kmenu

V ramci testovani MIC byla pouzita data z pfedchoziho experimentu, ve kterém byly
pouzity ke screeningu antibiotické disky s metronidazolem v koncentraci 5 ug a 50 pg.

Bylo otestovano 36 sbirkovych kment Bifidobacterium, které se skladaly z typovych
a oficialnich sbirkovych kment a 4 spontanné rezistentnich mutantnich variant téchto kmend,
jez se vyskytly u 4 z36 testovanych sbirkovych kment pii prvni screeningu testovani
antibiotické rezistence. Mutanti vznikali v inhibi¢ni zoné (IZ) kolem antibiotika. Jednalo se
o Cirou zonu bez narustu bakterii, ve které se vyskytovaly okem viditelné malé kolonie
mikroorganismii. Tyto kolonie byly vyizolovany a opétovné zidentifikovany pomoci MALDI
— TOF MS. I kdyz originalni kopie daného kmene byla na metronidazol citliva, tak mutanti
nasledné vykazovali rezistenci vii¢i metronidazolu v koncentaci 5 ug i 50 ug.

Riiznorodost hostitelti byla variabilni. Jednalo se pfevazné o zvifeci hostitele a lidské
izolaty. Nejvice kment pochazelo z opic a to 13 kmend. Lidské izolaty pochazely z dospélych
jedinct ¢i kojenct. V ramci druhové variability bifidobakterii se vyskytovala rezistence
a citlivost na antibiotikum, ktera se projevovala rizné velkymi IZ.

5.1.1 Testovani rezistence diskovou metodou

U 55 % kmena byla detekovana rezistence bifidobakterii ke koncentraci 5 ug
metronidazolu. Celkova rezistence u testovanych kment byla nezavisla na puvodnim hostiteli
i druhu. Primérna IZ u koncentrace 5 ug byla 13,5 mm. Ze 4 zastupct B. longum byla pouze
u 1 kmenu potvrzena citlivost, viz tabulka ¢. 2. U kmenu B. longum ssp. suis DSM 20211 v 1Z
vznikli mutanti. U té€chto mutantli se zmeénila citlivost k metronidazolu. Mutanti se stali
rezistentni vuci 5 pg, ale i 50 ug metronidazolu velikost IZ viz tabulka ¢.6. Dalsi mutanti vznikli
u kmenu B. pseudocatenulatum DSM 20438, B. rousetti DSM 109961 a B. stellenboschense
DSM 23968. U vsech nové vzniklych mutantd v IZ byla prokazana rezistence nezavisle na
velikosti IZ matefského kmenu. Ze 13 testovanych kment pochazejicich z opic bylo
rezistentnich 46 %.

Pii 10x vy$si koncentraci 50 pg metronidazolu byla rezistence detekovana u 45 %
testovanych kmenti bifidobakterii. Pramérma IZ pii testovani 50 pg byla 30,24 mm. Ctyii
kmeny, které byly rezistentni pii koncentraci 5 pug zacaly byt citlivi na metronidazol pii 50 pg.
Jedna se o B. breve ATCC 15700, B. catenulatum DSM 16992, B. longum ssp. infantis DSM
20088 a B. catulorum DSM 103154,

5.1.2 Testovani MIC pomoci e-testu

Pomoci e-testu, ktery mél rozmezi koncentrace metronidazolu od 0,016 do 256 pg byla
meéfena minimalni inhibi€ni koncentrace. V tomto piipadé plati pravidlo, ze ¢im je vétsi
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citlivost/ IZ u diskové metody, tim mensi by méla byt MIC. Celkem bylo otestovano 36
typovych kment a 4 spontanné rezistentni mutanti. MIC koncentrace stanovena pomoci e-testu
byla velmi variabilni coz je patrné z dat uvedenych v tabulce ¢. 6. Nejnizsi hodnota MIC 2 ug
byla naméfena u druhu B. lemurum DSM 28807 a nejvyssi, pokud nebudeme brat v potaz
rezistenci, u druhu B. catenulatum DSM 16992 (64 pg). V ramci MIC byl zaznamenan rozdil
mezi poddruhy. B. animalis ssp. animalis DSM 20104 tento kmen mél spolecné s B. animalis
ssp. lactis DSM 10140 témért stejnou velikost 1Z, ale hodnota MIC byla odlisna viz tabulka
¢. 6. Podobny jev byl zaznamenan v ramci poddruht u kmena B. longum ssp. longum ATCC
15707 a B. longum ssp. suis DSM 20211. Zajimavé je, ze u B. catenulatum DSM 16992 byl
zaznamenan prameér IZ 36 mm a MIC 64 pg, coz neodpovida tomu, ze pii vétsi IZ by méla byt
hodnota MIC mensi. Nicméné v pripadé detekce rezistence diskovou metodou pfi koncentraci
50 pg, doslo k potvrzeni prostfednictvim e-testu, rezistence byla tedy potvrzena i pfi
koncentraci metronidazolu 256 pg. To odpovida 45 % testovanym kmentm.

Tabulka 6: Vysledky méreni typovych kmenu

Bifidobakterialni kmeny Piavod kmene MTZ (5 ng) MTZ (50 pg) Xlg()j
B. actinocoloniiforme DSM 22766 Hmyz 12,33 £2,05 33,00 + 0,82 12
B. aerophilum DSM 100689™™R Opice R R R
B. aesculapii DSM 26737 Opice 10,00+ 0 37,00+ 0 8
B. angulatum DSM 20098 Clovek (dospély) R R R
fb fgg’""l’s ssp. animalis DSM Hlodavec 10,00 £ 0 22,33+0,94 | 48
B. animalis ssp. lactis DSM 10140 MIéény vyrobek 9,33 + 0,47 23,67 £0,47 32
B. asteroides DSM 20089 Hmyz R R R
B. avesanii DSM 100685 MT2R Opice 18,33 £2,36 55,67 + 3,30 3
B. bombi DSM 19703 Opice 15,00 + 1,41 40,67 +1,89 3
B. breve ATCC 15700 MT#R Clovék (kojenec) R 21,33 £ 0,47 24
ﬁ.T ZcRaZZzlrlchldarum DSM 103152 Opice R R R
B. callitrichos DSM 23973 Opice R R R
B. castoris LMG 30937 Bobr R R R
B. catenulatum DSM 16992 MT2R Clovék (dospély) R 36,00 + 1,41 64
B. catulorum DSM 103154 Opice R 20,67 + 0,47 16
B. crudilactis LMG 23609 M™#® MIéény vyrobek R R R
B. lemurum DSM 28807 Lemur 21,00+ 1 30,50 + 1,50 2
ﬁlegng”m ssp. infaniis DSM 20088 Clovék (kojenec) R 23,00 + 4,08 24
B longum ssp. longum ATCC 13707 | ¢y s (dospely) | 14,00+ 0 3533047 | 16
B. longum ssp. suillum DSM 28597 | Prase R R R
B. longum ssp. suis DSM 20211 Prase R R R
B. longum ssp. suis DSM 20211 MR | Prase 11,67 + 0,47 35,33 £1,25 3
B. merycicum DSM 6492 MT#R Piezvykavec R R R
B. minimum DSM 20102 Odpadni vody R R R
B. myosotis DSM 100196 Opice 19,33 + 0,47 38,33 +£0,47 4
B pseudocatenulatum DSM 20438 1 e sy (kojenec) | 100040 | 26674047 | 8
B. pseudocatenulatum DSM 20438 | Clovék (kojenec) R R R
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B. pseudolongum sup. pseudolongum

DS’i\/I 20099 & p-P & Prase R R R
B. ramosum DSM 100688 MT2R Opice 15,33 £ 0,57 34,67 £0,47 4
B. reuteri DSM 23975 Opice R R R
B. rousetti DSM 109961 Netopyr 20,33 +£1,25 39,00 + 0,82 4
B. rousetti DSM 109961 Netopyr R R R
B. saeculare DSM 6531 Kralik R R R
B. saguini DSM 23967 Opice 12,00 + 0,82 34,00 + 0,82 8
B. stellenboschense DSM 23968 Opice R R R
B. stellenboschense DSM 23968 Opice 17,67 £ 0,47 32,33 £1,25 3
gs’f\’fq’;’;’g’s‘i@h’lum S8 POTCIUM | prage 10,33+0,47 | 36,00 +4,24 3
B- thermacidophilum ssp. Odpadni vod 13,00£0,82 | 25334047 | 12
thermacidophilum DSM 15837 P voay i i > i

B. tissieri DSM 100201 MT#R Opice 13,33 +£ 0,47 22,67 + 0,47 3
B. tsurumiense DSM 17777 Hlodavec R R R

MTZRptitomnost genu pro rezistenci 5-nitroimidazolu v genomu

5.2 Ovéreni vysledki u lidskych divokych izolatu

V tomto experimentu bylo otestovano 27 raznych bifidobakterialnich kmend pivodem
z odlis$nych hostitelti. V testovani byly zastoupeny tyto druhy: B. adolescentis, B. angulatum,
B. animalis ssp. lactis, B. bifidum, B. catenulatum, B. dentium, B. longum ssp. longum. Opét
bylo vychazeno z dat ziskanych v predchozich testech, kdy byla pouzita diskova difuzni metoda
s 5 ug a 50 ug metronidazolu ve tfech kopiich.

Z celkovych 27 testovanych kment bylo vici diskové difuzni metodé o koncentraci 5 pg
metronidazolu rezistentni 52 % kmenu. Jednalo se o vSechny zastupce B. adolescentis,
B. angulatum, B. bifidum a B. dentium, dale o jeden kmen B. catenulatum ze dvou a jeden kmen
B. longum ssp. longum z 8 kmenud. Prameérna IZ u vsech citlivych kment byla 14 mm.

V piipadé pouziti diska s koncentraci 50 pg bylo rezistentnich 33 % z testovanych
divokych kment, coz je téméf o polovinu méné nez u koncentrace 5 ug metronidazolu.
U kmenu B. adolestentis byla detekovana u 3 kmen citlivost. Tyto kmeny byly rezistentni na
koncentraci 5 pg a u koncentrace 50 pg u nich vznikly IZ viz tabulka €. 7. Stejny tkaz se stal u
jednoho z kment B. catenulatum. Posledni zména z rezistentniho kmenu k antibiotiku na citlivy
byla u jednoho z kment B. longum ssp. longum.

Vyskytovala se zde kmenova variabilita v ramci testovanych druhd. V pfipadé druhu
B. adolescentis bylo zastoupeno 6 kmend znichz 3 byly rezistentni k5 pg i 50 pg
metronidazolu. Déle byl testovan druh B. angulatum se dvéma zastupci. U obou byla
detekovana komplexni rezistence, ktera korelovala svysledkem u typového kmenu B.
angulatum DSM 20098. Aby bylo mozné potvrdit toto zjisténi, bylo by tfeba mit vice izolatt
divokych kmenl B. angulatum. Rezistence byla detekovana i u B. bifidum a 3 kment
B. dentium. U vSech 5 druhi B. animalis ssp. lactis se vyskytovala citlivost odpovidajici
typovému kmenu B. animalis ssp. lactis DSM 10140. Podobné vystupy byly zaznamenany
u 7 z8 kmenu B. longum ssp. longum. Sedm kmenl bylo citlivych na obé koncentrace
antibiotika v ramci diskové metody podobné jako u typového kmenu B. longum ssp. longum
ATCC 15707. Vysledky se lisily u 2 zastupct B. catenulatum. Jeden divoky kmen odpovidal
typovému kmenu B. catenulatum DSM 16992, kdy nejdfive byla detekovana rezistence u 5 pg
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a u 50 pg jiz detekovana nebyla. Rozdil mezi t€émito kmeny byl ve velikosti IZ u 50 pg viz
tabulka ¢. 7. U druhého divokého kmenu v ramci B. catenulatum nebyla pozorovana zadna
rezistence.

K testovani e-testem bylo pouzito celkem 27 kment. MIC stanovena pomoci e-testu byla
velmi variabilni v ramci druhd, ale i kment viz tabulka ¢ 7. U druhu B. longum ssp. longum
HMS5.2 byla naméfena nejniz§i hodnota MIC 1,5 pug. Nejvyssi zaznamenand hodnota MIC
v piipad€, ze nezahrnujeme rezistenci byla 32 pg u kmene B. adolescentis DB2.1. V ramci
6 testovanych kmena druhu B. adolestentis byla u 2 kment zaregistrovana velka odlisnost
v hodnoté¢ MIC, prestoze tyto kmeny mely podobné velikou IZ viz tabulka ¢. 7. Kmen
B. adolescentis DB2.1 mél nejvyssi MIC 32 pg a kmen B. adolescentis DM6.2 mél nejnizsi
MIC 4 pg. U 5 testovanych zastupct B. animalis ssp. lactis se MIC pohybovala od 6 ug do
16 pg metronidazolu. Zajimavy vysledek u MIC byl shledan u druhu B. longum ssp. longum.
Oba kmeny B. longum ssp. longum DMS.1 a B. longum ssp. longum HM14.2 dosahovaly stejné
hodnoty MIC 6 g, ackoliv jejich IZ byla jind (podrobné vysledky viz tabulka ¢. 7). Jinak
u tohoto druhu se pohybovala MIC od 1,5 pg do 16 pg

Tabulka 7: Vysledky testovani lidskych izolatu

Bifidobakterialni kmeny MTZ (5 pg) MTZ (50 pg) MIC
B. adolescentis DB10.1 R R R
B. adolescentis DB2.1 R 12,00 + 0,82 32
B. adolescentis DB9.1 R R R
B. adolescentis DM6.2 R 12,67 £ 0,47 4
B. adolescentis DV3.1 R R R
B. adolescentis HM4.3 R 21,67 + 0,47 12
B. angulatum HM3.1 R R R
B. angulatum HM3.2 R R R
B. animalis ssp. lactis DB4.1 10,00 + 0,82 22,00 +1,41 16
B. animalis ssp. lactis DM10.1 9,33 +£ 0,47 23,33 +£1,25 12
B. animalis ssp. lactis DM3.2 10,33 +£1,25 23,67 = 2,49 12
B. animalis ssp. lactis HM4.2 9,33 +£ 0,47 29,67 £ 0, 47 12
B. animalis ssp. lactis HM9.2 12,00 £ 0 24,33 +1,70 6
B. bifidum DB3.1 R R R
B. catenulatum DM12.1 R 19,33 + 0,94 24
B. catenulatum HM8 .2 12,33 £ 0,47 25,33 + 0,47 4
B. dentium DM2.1 R R R
B. dentium DM2.2 R R R
B. dentium DM4 .1 R R R
B. longum ssp. longum DM1 .1 R 31,33 +1,25 16
B. longum ssp. longum DM12.1 11,67 £ 0,47 21,00+ 0 3
B. longum ssp. longum DM12.2 12,00 + 0,82 23,67 1,25 3
B. longum ssp. longum DM20.1 16,33 +£0, 47 28,00 = 0,82 3
B. longum ssp. longum DM35.1 24,00 = 4,08 45,00 + 1,63 6
B. longum ssp. longum HM14.2 9,33 +£ 0,47 25,33 + 0,47 6
B. longum ssp. longum HM5 .1 21,33 + 2,49 41,33 + 0,94 16
B. longum ssp. longum HM5 .2 25,67 + 3,30 45,67 + 3,30 1,5
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5.3 Testovani in vitro kultivace fekalnich vzorku

V ramci tohoto experimentu byly kultivovany vzorky stolice s metronidazolem a bez
metronidazolu. Celkem bylo otestovano 5 vzorku stolice od lidskych darct, presné€ji od 2
dospélych jedinct a 3 kojenci. Prestoze dospéli jedinci si nebyli védomi toho, ze by byli
v minulosti 1éCeni metronidazolem, 1ze predpokladat, ze byli v pribéhu zivota 1éCeni jinou
antibiotickou terapii. U kojenct bylo jisté, ze 1écba metronidazolem bé&hem jejich zivota
neprobéhla a taktéz ani u matky v prubéhu t€hotenstvi.

V piipadé poctu bakterii bylo v pivodnim 1 ml inokula (10x nafedéna stolice) 108-10°
KTJ/ml. Po subkultivaci doslo logicky k poklesu bun¢k. Jednalo se o uzavieny systém, ve
kterém bylo pouzito selektivni médium pro bifidobakterie, které bylo v jedné kopii navic
doplnéno o metronidazol, kde 1ze oc¢ekavat citlivost bifidobakterii na uvedené antibiotikum.
Pocty se taktéz liSily v zavislosti na jedinci viz tabulka ¢. 8. Po subkultivaci v uzavieném
systému ve zkumavce s kyselinou octovou a mupirocinem bez metronidazolu byl pocet
bifidobakterii nizsi vétsinou o 2 fady oproti pivodnimu inokulu. Nejvétsi pokles bifidobakterii
byl zaznamenan u kojence (vzorek 2). Z pavodnich 10° KTJ/ml bylo po subkultivaci spo¢itano
cca 10° KTJ/ml. V ramci testovani bifidobakterialnich kultur ve zkumavkach s kyselinou
octovou, mupirocinem a metronidazolem pocet bakterii vzorka klesl o méne, nez-li ve varianté
bez metronidazolu. Vyjimkou byl vzorek dospé€lého jedince (vzorek 1), kde byl opacny trend
nez u jinych vzorkd. Vtomto pfipadé byl pokles bifidobakterii, vramci testovani
s metronidazolem, vét§i nez ve varianté bez metronidazolu. Bylo napoéitano 10* KTJ/ml
z puvodnich skoro 101 KTJ/ml. Podrobné vysledky po&tu bakterii viz tabulka &. 8.

Tabulka 8: Pocty inokulovanych a detekovanych bifidobakterii

VZOREK (KTJ/ml inokula) |vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3 vzorek 4 |vzorek$5
Pavodni inokulum stolice 8.78 9,21 8.44 9.36 9.43
Subkultivace bez MTZ 6,85 5,67 6,52 7.45 7.81
Subkultivace s MTZ 4,47 6.9 7,02 7.62 7.73

Testovani antibiotické citlivosti ku koncentraci 5 ug a 50 ug metronidazolu diskovou
metodou probihalo po izolaci a nésledné kultivaci narostlych kolonii na WSP agaru. Narostlé
izolaty byly mikroskopicky zkontrolovany. Narostla kultura bez podezieni kontaminaci byla
pfipravena na identifikaci pomoci MALDI TOF MS. Ta sama kopie byla testovana diskovou
metodou. Z kazdého analyzovaného vzorku stolice bylo takto otestovano cca 20 izolatu
vykultivovanych bez a s metronidazolem v selektivnim médiu pro bifidobakterie.

U vsSech péti testovanych vzorka stolice doSlo po subkultivaci za vySe uvedenych
podminek s naslednou kultivaci na neselektivnim WSP agaru k nartstu kolonii bifidobakterii.
Jejich druhova identita byla variabilni v zavislosti na jedinci a také s ohledem na pouzité
metronidazolu.

V ptipadé prvniho vzorku stolice od dospé€lého jedince (vzorek 1), byla zaznamenéana
nejvetsi variabilita druhtt u izolatd pochazejicich z kultivace bez metronidazolu. Byly
detekovany kmeny nalezicim ke druhiim B. longum, B. animalis ssp. lactis a B. adolescentis.
Vsechny tyto kmeny byly citlivé na metronidazol pfi obou koncentracich. Kromé kmenu
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1 19 B. adolescentis, ktery vykazoval rezistenci na metronidazol pii koncentraci 5 pg.
Priméma IZ testovanych kment vykultivovanych bez metronidazolu byla u 5 pg
metronidazolu 11 mm. Praimérna IZ u 50 pug metronidazolu byla 23 mm. Identifikace bakterii
kultivovanych v metronidazolu byla unifikovana. Zde byly izolovany pouze kmeny druhu B.
animalis ssp. lactis. Z 20 kment bylo ke koncentraci 5 pg metronidazolu rezistentnich 30 %.
Pramérma velikost IZ u citlivych kment byla 9,5 mm. Pti koncentraci 50 ug byly citlivé v§echny
kmeny a praimérna velikost IZ byla 20 mm. V porovnani s izolaty bez metronidazolu doslo ke
snizeni citlivosti, vysledek naznacoval moznou adaptaci na metronidazol. Vzorky 2 10a2 17
byly znovu subkultivovany s metronidazolem a pii nésledné testovani citlivosti diskovou
metodou byly rezistentni i vi¢i 50 pg.

Ve druhém fekalnim vzorku patfici 6. mésicnimu kojenci (vzorek 2), byl identifikovan
pouze druh B.longum. Tento druh byl detekovan jak u kultivace bez metronidazolu, tak 1 s nim.
Kmeny pochazejici z kultivace bez metronidazolu vykazovaly citlivost vaéi 5 pg i 50 pg
metronidazolu. Primérna IZ kment pii 5 pg koncentrace byla 11 mm. U disku s koncentraci
50 ug metronidazolu byla primérna IZ 25 mm. Zajimavym jevem byl vyskyt mutanti u kmena
3 5 a 3 13 pfi vyssi koncentraci 50 pg. Kolonie mutantd vznikaly jako v predchozich
testovanich v IZ. Tito mutanti pii dalSim testovani byli plné rezistentni u obou koncentraci
(5 pg a 50 pg). U kmend B. longum vyizolovanych z média s metronidazolem byla opét
detekovana 100% citlivost. V piipad€ 5 pg byla primérna IZ 11 mm tedy tUplné stejna jako
u kment kultivovanych z média bez metronidazolu. Podobného zavéru bylo dosazeno i pfi
méfeni u koncentrace 50 pg. Primérna IZ zkoumanych kmend byla 24 mm coz témeér
odpovidalo paraleln¢ testovanym kmentm kultivovanych bez metronidazolu, jejichz primérna
1Z byla 25 mm. Opét byly nalezeny mutantni kolonie vyskytujici se v IZ u 3 vzorkti (4_3, 4 4,
4 5) pii koncentraci 50 pg. U téchto mutanti platilo to stejné, jako v predchozich
experimentech, mutanti byli rezistentni viaci 5 ugi 50 pg.

U tfetiho vzorku, vykultivovaného z média bez metronidazolu, pochéazejictho od
dospélého jedince (vzorek 3), bylo opét zidentifikovano pouze druh B. longum. Pramérna 1Z
kment pfi koncentraci 5 ug metronidazolu byla 14 mm. U koncentrace 50 pg byla IZ velka
v priméru 26 mm. I zde vznikaly mutantni kolonie v IZ u 9 testovanych kment (viz tabulka
¢. 13 v kapitole Samostatné prilohy). Ke kultivaci bakterii s metronidazolem bylo vybrano
celkem 16 izolatd. V tomto piipadé bylo ztotoznéno 15 kmend B. longum a 1 kmen
B. pseudocatenulatum. U koncentrace 5 pg metronidazolu byla vétSina kmenQ B. longum
rezistentni. Jediny kmen 6 _1 byl citlivy a mél velikost IZ 15 mm. Taktéz B. pseudocatenulatum
vykazovalo citlivost viici antibiotiku s velikosti IZ 11 mm. Stejné kmeny, které byly rezistentni
na 5 pg metronidazolu vykazovaly rezistenci 1 k 50 pg. Kmen 6 1 B. longum a kmen
B. pseudocatenulatum reagovaly na 50 pg metronidazolu velikosti 1Z 25 mm. U kmenu 6 _1
byly detekovany kolonie spontalnich mutantd, po jejich subkultivaci byla opét prokazana
rezistence k antibiotiku metronidazol.

Zajimavéjsi zastoupeni druhQl bakterii bylo ztotoznéno ve vzorku stolice, od 12.
meésicniho kojence (vzorek 4), vykultivovanych bez metronidazolu. Vyskytovaly se zde druhy
B. bifidum, B. breve a B. longum. Bohuzel zastupci druhu B. bifidum a kmen B. longum 7 21
pii testovani citlivosti vibec na agaru v Petriho misce nenarostli. B. breve byl pii 5 ug
metronidazolu rezistentni. Kmeny B.Jongum byly jako u ptredchozich vzorku citlivi a jejich
prumeérna IZ byla 18 mm. V ramci testovani kment na 50 pg metronidazolu v§echny kmeny
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B.longum vcetné B. breve byli citlivi s primérnou I1Z 33 mm. U B. breve, a 7 kment B.longum
vyrostlo v IZ kolonie mutantt. Identifikace bakterii kultivovanych z 16 izolati v metronidazolu
urcila 2 zastupce druhu B. animalis ssp. lactis a 14 kment B. longum. VSechny testované kmeny
B. longum byly rezistentni k 5 pg 1 50 pg metronidazolu, stejné tak, jak se tomu stalo u vzorku
¢ 3. Kmeny B. animalis ssp. lactis byly citlivi na obé& koncentrace. U 5 pg metronidazolu byla
prumeérna velikost IZ 8 mm a u 50 pg byla priméma velikost IZ 20 mm.

V poslednim fekalnim vzorku, od 2. mési¢niho kojence (vzorek 5), byly identifikovany
pouze kmeny druhu B.breve. jak u kultivace bez metronidazolu, tak i u kultivace
s metronidazolem. Vsechny kmeny byly rezistentni k 5 pg i 50 pg metronidazolu bez vyjimky.

5.4 Vliv pritomnosti genu pro rezistenci S-nitroimidazolu na
citlivost/rezistenci detekovanou in vitro

V genomech nékterych druhti typovych kment bifidobakterii byl detekovan v gen pro
rezistenci 5-nitroimidazolu. Na zakladé sekvenci tohoto genu, vyskytujicich se u druht
typickych pro lidského hostitele, byl navrzen par primerd MetBifReF a MetBifReR k detekci
genu. Bohuzel PCR metoda pro detekci uvedeného genu pomoci navrzeného paru primert
nebyla optimalizovana, a vice se ji tato prace nezabyva.

Nicméng, v tabulce €. 6 jsou vyznaCeny typové kmeny, u kterych byl uvedeny gen
detekovan oznaceny MTZR. AvSak vysledek detekce genu nekoresponduje u vétSiny
testovanych kmena s vysledkem dekovanym in vitro pomoci diskové metody a e-testu, shoda
byla zaznamenana pouze u B. aerophilum DSM 100689, B. callitrichidarum DSM 103152,
B. crudilactis LMG 23609, B. merycicum DSM 6492,
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6 Diskuze

Metronidazol je nitroimidazolové antibiotikum izolované z vlaknitych bakterii rodu
Streptomyces. V neredukovaném stavu je netoxicky pro mikroorganismy. Dulezita je
S-nitroskupina, ktera mé antimikrobialni, ale také mutagenni uc¢inek (Duchéne 2016). Pfi
redukci této skupiny dochazi ke vzniku hydroxylaminu, ktery se dokaze vazat na DNA. Po
navazani nastava ztrata spiralovitého uspofadani coz vede k inhibici syntézy nukleovych
kyselin a nastava bunécna smrt (Jiang & Lin 2006). Metronidazol je u€inny proti anaerobnim
mikroorganismiim. V 50. letech 20. stoleti byl pouzivan proti 7richomonas vaginalis, ktera
zpusobovala gynekologické potize. V prubéhu let se tento 1€k zacal pouzivat i proti jinym
bakteriim. Velice citlivé jsou k nému G- bakterie (Bacteroides spp., Fusobacterium spp.
a Helicobacter pylori) (Freeman et al. 1997). V dnesni dobé je pouzivan pii infekcich
gastrointestinalniho traktu, zanétech pobfiSnice, hnisavych onemocnéni v oblasti bficha
a panve, pii lécbé Crohnovy choroby, a nebo k profylaxi vzniku infekci pfi operacnich
zakrocich (Serag-Wiessner 2013). Mezi nezadouci ucinky pii 1é€b€ timto antibiotikem patii
diskomfort v bfisni oblasti zptsobeny stfevni mikrobialni dysbiozou, periferni polyneuropatie,
nauzea nebo poruchy CNS (Perencevich & Burakoff 2006).

Erikstrup et al. (2012) se ve své studii zabyvali testovanim citlivosti C. difficile
k metronidazolu pomoci diskové difizni metody. Vysledkem experimetnu byla zjisténa snizena
citlivost k tomuto antibiotiku. Studie od Tkhawko et al. (2017) popisuje miru rezistence
C. difficile k metronidazolu v Izraeli. Jedna se pfiblizné o 20,25 % rezistentnich kmena.
Prozatim ziskana data napovidaji, Ze rezistence na metronidazol je zifejmé zapiicinéna nékolika
zménami v dosud nedefinovanych metabolickych drahach, jako jsou ty, které zahrnuji aktivitu
nitroreduktaz, vychytavani zeleza a opravu DNA (Chong et al. 2014; Moura et al. 2014).

V ramci laboratorniho mikrotestovani doposud publikované vysledky pfinesly informaci
o mozné rezistenci bifidobakterii k metronidazolu. Mezi bifidobakteriemi byly nalezené citlivé,
ale i rezistentni kmeny. Moubareck et al. (2005) testovali 50 kmenua rodu Bifidobacterium
pochazejicich z riznych hostiteld pomoci diskové difizni metody. U 38 % testovanych bakterii
byla detekovéana rezistence k metronidazolu. Existuje malo studii, které by se zaméfily na
zménu mikrobioty v disledku uzivani metronidazolu. Pélissier (2010) et al. zkoumali G€inky
metronidazolu na mikrobiotu ve stfevé potkand. Odhalili zvySenou populaci bifidobakterii
0 2 log. Mnozstvi bifidobakterii bylo vyssi nez u kontrolni skupiny. Dominantni byl druh B.
pseudolognum. Divodem rezistence v tomto pfipadé mize byt nizké mnozstvi metronidazolu,
které se dostane do tlustého stfeva, ve srovnani s pocatecCni davkou, protoze antibiotika se
absorbuji hlavné v ileu.

V této diplomové praci bylo otestovano in vitro 36 typovych kmena a 27 divokych
kment, pochazejicich od riiznych hostiteld, diskovou difizni metodou a e-testem. Erikstrup et
al. (2012) vyhodnotili diskovou difuzni metodu jako vhodnou k testovani citlivosti bakterii na
antibiotika. Jedna se o levnou a snadno proveditelnou metodu. V ramci typovych kment byla
zjisténa rezistence k 5 pg metronidazolu u 55 % kmend a k 50 pg metronidazolu u 45 %
testovanych zastupct. V piipadé experimentu s divokymi izolaty pochazejicich od lidi bylo
k 5 pug metronidazolu rezistentnich 52 % kment a k 50 ug metronidazolu 33 % bifidobakterii.
Byla objevena nejenom mezidruhova variabilita, ale 1 variabilita v ramci jednoho druhu, tedy
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na trovni kmene. Toto zjisténi bylo detekovano u zastupct druhu B. adolescentis a B. longum.
Navic bylo zji§téno, ze diskova metoda s koncentraci 50 pg metronidazolu je vhodna ke
stanoveni rezistence k metronidazolu u bifidobakterii.

Pro Bifidobacterium nejsou prozatim popsany zadné mechanismy rezistence
k metronidazolu. V ptipadé rezistence si mikroorganismy nedostatecné aktivuji metronidazol.
Rezistence k tomuto antibiotiku je spojena s geny nim (,,nitroimidazole rezistence genes™). Tyto
geny jsou kodované na mobilnich genetickych elementech a chromozomech a jsou pfenosné
konjugativnim procesem (Patel et al. 2009). DalSim mechanismem, ktery zapfi¢inuje rezistenci
na metronidazol je nadmérna exprese proteinu RecA. Tento protein je vyuzivan k opravé DNA
(Steffens et al. 2010). Za rezistenci bifidobakterii k metronidazolu muze byt zodpoveédny
chybéjici ferredoxinovy systém, ktery je odpovédny za redukci matefské slouCeniny
metronidazolu (Behra-Miellet et al. 2003).

V nasem testovani diskovou difuzni metodou se podafilo detekovat spontanni mutace.
Krasovec (2020) ve své praci zjistil, ze rychlost spontanni mutace je velmi proménliva.
Hlavnim divodem je vliv prostiedi na rychlost mutace. Spontanni mutace je ovlivnéna rychlosti
metabolismu, dobou mnozeni ¢i oxida¢nim stresem. Kvili tomu mohou byt velké rozdily mezi
druhy nebo dokonce mezi populacemi stejného druhu. V nasem pfipadé byl vyskyt mutantd
zaznamenan piedevsim u druha B. longum vyizolovanych z fekalnich vzorkt a dale u typovych
kment B. pseudocatenulatum, B. rousetti a B. stellenboschense. V inhibicnich zonach u diska
s koncentraci 50 pg vznikali rezistentni mutanti. Tito mutanti byli pii dalSim testovani citlivosti
zcela rezistentni k metronidazolu. Vznik spontannich mutanti neni ojedinély. V roce 2007
Vitali et al. zkoumali vyvoj rezistence metodou in vitro na antibiotikum rifaximin u B. breve,
B. infantis a B. adolescentis. 1 v této studii byl objevil vyskyt spontannich mutanti s podobnym
zavérem. Mutanti se téz zacali vyskytovat pti vysSich koncentracich antibiotika, jako v nasem
piipadé. Vitali et al. (2007) studovali stabilitu rezistence mutantd. Dospéli k nazoru, ze
rezistence u mutantl pietrvava i po vice nez 400 bakterialnich generaci. Dal§i zajimavy
mechanismus, byl zaznamenan u B. animalis ssp. lactis. U tohoto druhu vznikala postupna
rezistence pii kontaktu s metronidazolem.

Prozatim neni stanovena zadna MIC k metronidazolu pro rod Bifidobacterium. Zaprvé
neexistuje mnoho védeckych praci ohledné tohoto tématu. Moubareck et al. (2005) byli jedni
zmala, ktefi zkoumali pomoci diskové difuzni metody rezistenci Dbifidobakterii
k metrondiazolu. Navic je stanoveni MIC velice obtizné, protoze se vyskytuje obrovska
variabilitai v ramci druhu. V naSem testovani e-testy vykazovaly napt. u B. longum ssp. longum
MIC v rozpéti od 1,5 pg po 16 pg. Tyto poznatky jsou velmi riznorodé k jasnému stanoveni
MIC. Celkem bylo otestovano 63 kmentu. Vysledky diskové difuzni metody Casto
korespondovaly s vysledky e-testu. Stejné shody mezi diskovou difuzi a e-testem dosahli
Erikstrup et al. (2012), ktefi testovali citlivost C. difficile k metronidazolu a k dal§im
antibiotikim. V pripadé€, Ze bifidobakterialni kmen byl rezistentni k 50 pg metrondiazolu, tak
rezistence byla zaznamenana i1 na celé koncentracni Skale e-testu. Tento fakt vede k tomu, ze
diskova difuzni metoda je dostacujici pro screening citlivosti a rezistence u bifidobakterii
k metronidazolu. Ammor et al. (2008) testovali citlivost 143 kment bakterii mlééného kvaSeni
a bifidobakterii k 6 riznym antibiotikim (chloramfenikol, klindamycin, erytromycin,
streptomycin, tetracyklin a vankomycin). Pro rizné druhy a kmeny byly nalezeny rtzné
hodnoty MIC. Rozsah nékterych hodnot MIC u téchto antibiotik naznacoval, ze nékteré
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z testovanych kmenti maji ziskanou rezistenci vuci antibiotikiim. To znamena, Ze kmen typicky
citlivého druhu je odolny vici antibiotiku. O pfirozenou rezistenci se jedna v piipadé, kdy
rezistence vuci danému antibiotiku je typicka pro vSechny kmeny daného druhu. K ziskavani
rezistence dochazi prostfednictvim mutaci plivodnich genti nebo horizontalnim pfenosem.

Rezistence je v ramci probiotik povazovana za nezadouci. Existuje riziko Sifeni rezistence
horizontalnim prenosem (Onyibe et al. 2013). Neékteré vyzkumy dokazaly casty vyskyt
horizontalniho pfenost genti mezi bakteriemi vyskytujicimi se ve stieve lidi a zvitrat (Brito et
al. 2016; Hagbo et al. 2019). Moubareck et al. (2005) ve své praci popisuje, ze relativni
rezistence k metronidazolu miZze byt pfinosna. Soubézné s antibiotikem by se mohlo uzivat
vhodné probiotikum, které by zabranilo inhibici pozitivné pusobicich bakterii. Dle vysledku
znasi prace by vhodnym kandidatem, diky postupné rezistenci, mohl byt zastupce druhu
B. animalis ssp. lactis. Tento druh je nejCasteji pouzivany pro vyrobu komercnich probiotik
diky svym dobrym technologickym vlastnostem. Je odolny viéi kysliku a kyselinam (Palaria
et al. 2012). Dalsim kandidatem pro probiotikum v kombinaci s metrinodazolem by mohl byt
druh B. breve a B. longum. Vsechny kmeny B. breve byly v nasem testovani u fekalnich vzorkt
in vitro zcela rezistentni. A u kmena B. longum, které byly kultivované v metronidazolu byla
taktéz detekovana rezistence. Navic u B. longum byly nalezeny spontanné rezistentni mutanti.
K presnému urceni piihodnych bifidobakterialnich druht pro vyrobu probiotik, které by se daly
uzivat spolecné s metronidazolem by bylo tieba otestovat vice vzorku.

Geny kodujici bakterialni rezistenci proti antibiotikiim se nazyvaji rezistom. Velka ¢ast
rezistomu je obsazena v chromozomalni DNA (Duranti et al. 2017). V dnesni dobé je cel fada
studii zabyvajicich se analyzou genomu u bifidobakterii. OvSem jen v nékterych je zminén
metronidazol. Mancino et al. (2019) ve své studii analyzovali databazi slozenu z 625
bifidobakterialnich genomi. Celkovy pocet genu rezistence na antibiotika identifikovanych
mezi témito 625 genomy byl 13 870, coz predstavuje méne nez 1 % z celkového poctu
analyzovanych genu bifidobakterii. Pouze 64 gent bylo identifikovano jako geny zodpoveédné
za rezistenci k metronidazolu. Vysledkem studie bylo, ze se na Sifeni antibiotické rezistence
podili pravdépodobné jen omezeny pocet bifidobakterialnich gen. V ramci analyz této
diplomové prace bylo zjisténo, ze 1 kdyz byla na zakladé genomovych informacich nalezena
pfitomnost genu zodpovédného za rezistenci, vysledek testovani in vifro neodpovidal tomuto
genu. Toto zjisténi poukazuje to na to, ze mechanismi zodpovédnych za rezistenci bude vice.
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7 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo objevit mechanismy antibiotické rezistence bakterii
rodu Bidifobacterium a urcit jejich MIC k metronidazolu. Jestlize by byly shledany rezistentni
druhy, mohly by byt vyuzity jako probiotika pii antibiotické 1écbé metronidazolem. Bylo
vychazeno z hypotézy, ze urcité druhy a kmeny bifidobakterii budou mit ve svém genomu gen
slouzici k rezistenci na S-nitroimidazolova antibiotika.

Hypotézu se nepodafilo potvrdit. Z 13 typovych kment, pro néz byla k dispozici
genomova data o pritomnosti genu na rezistenci k 5-nitroimidazolovym antibiotikiim, byla
detekovana rezistence pii zkoumani in vitro pouze u 4 kmenti. Nicméné bylo objeveno nékolik
zajimavych poznatkt ohledné citlivosti a rezistence k metronidazolu.

V ramci testovani typovych a divokych kment bifidobakterii in2 vitro bylo zjisténo, ze se
kmeny lisi z hlediska citlivosti k metronidazolu nejenom na urovni druhové, ale i mezi kmeny
stejného druhu. P1i testovani koncentrace 5 pg a 50 pg metronidazolu diskovou difuzni metodou
byla zaznamenana Casté rezistence. V piipad€, ze kmen byl rezistentni k 50 ug metronidazolu,
vysledek koreloval s vyhodnocenim e-testu, kde byl kmen rezistentni na celém koncentra¢nim
meétitku. Toto zjisténi potvrdilo, ze koncentrace 50 ug metronidazolu je vhodnym ukazatelem
pro urceni rezistence bifidobakterii. Dale byly objeveny pii koncentraci 50 ug metronidazolu
v IZ mutantni kolonie. Tito mutanti vznikali spontanné a pii dalSich testovani byli zcela
rezistentni vii¢i metronidazolu.

U testovani fekalnich vzorkd, které byly kultivované bez metronidazolu a s nim, byly
potvrzeny vysledky z méfeni Cistych kmenti. Objevila se druhova i kmenova variabilita. Opét
dochazelo ke vzniku mutantd v IZ, ktefi byli pfi dalSich experimentech taktéz rezistentni.
U kment B. animalis ssp. lactis byla detekovana postupna rezistence k metronidazolu.
Bakterie, které nebyly kultivované s metronidazolem byly vice citlivé k tomuto antibiotiku.

K objeveni genu na rezistenci proti imidazolovym antibiotikim by bylo tfeba vyvinout
funkcni primer pro PCR detekci. Je slozité urcit MIC kvili velké variabilité¢ v ramci druha
a kment. Taktéz je tieba otestovat vice vzorka k presnéjsim zavéram ohledné rezistence. To by
pomohlo urcit vhodné adepty k sloZeni probiotickych preparatd pii 1é¢bé metronidazolem.
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10 Samostatné prilohy

Tabulka 9: Testovani typovych kmenu

Code |Biffdobacterfum strain Strain origin | MTZ5_A | MTZ5_B | MTZ5_C | MTZ5_M | MTZ50_A | MTZ50_B | MTZ50_C | MTZ50_M | MIC|
M26  |B. actinocoloniiforme DSM 22766 Insect 15 10 12 12,33 34 32 33 33,00 12
M4.2 B. aerophilum DSM 100689 * Monkey R R R R R R R R R
M10.2  |B. aesculapii DSM 26737 Monkey 10 10 10 10,00 37 37 37 37,00 8
M62 B. angulatum DSM 20098 Human R R R R R R R R R
M55 |B. animalis subsp. animalis DSM 20104 Rodent 10 10 10 10,00 23 23 21 22,33 48
M44 (B animalis subsp. lactis DSM 10140 Dairy 9 9 10 933 23 25 23 2367 | 32
M38.3  |B. asteroides DSM 20089 Insect R R R R R R R R R
M41 B. avesanii DSM 100685* Monkey 20 20 15 1833 55 60 52 55,57 3
M85 |B. bombi DSM 19703 Insect 16 16 13 15,00 42 42 38 067 | 3
M46  |B. breve ATCC 15700* Human (infant) R R R R 21 21 22 21,33 24
M65.2  |B. callitrichidarum DSM 103152* Monkey R R R R R R R R
M17 B. callitrichos DSM 23973 Monkey R R R R R R R R
M53 B. castoris LMG 30937 Beaver R R R R R - R R R
M16  |B. catenulatum DSM 16992* Human R R R R 35 38 35 36,00 64
M28 B. catulorum DSM 103154 Monkey R R 9 R 20 21 21 20,67 16
M59 B. crudilactis LMG 23609* Dairy R R R R R R R R R
M2.2 B. lemurum DSM 28807 Lemur - 20 22 21,00 - 32 29 30,50 2
M12 B. longum subsp. infantis DSM 20088* Human (infant) R R R R 28 23 18 23,00 24
M49 B. longum subsp. longum ATCC 15707 * Human (adult) 14 14 14 :lA,OO 36 35 35 3533 16
M33 B. longum subsp. suillum DSM 28597 Swine R R R R R R R R R
M70R |B.longum subsp. suis DSM 20211 Swine R R R R R R R R R
M70  |B. longum subsp. suis DSM 20211* Swine 11 12 12 11,67 37 34 35 3533 3
M3.2 B. merycicum DSM 6492* Ruminant R R R R R R R R R
M71 B. minimum DSM 20102 Sewage R R R R R R R R R
M8 |B. myosotis DSM 100196* Monkey 20 19 19 19,33 38 39 38 38,33 4
M51 B. pseudocatenulatum DSM 20438* Human (infant) R 10 10 10,00 27 27 26 26,67 8
M51R  |B.pseudocatenulatum DSM 20438 Human (infant) R R R R R R R R R
M13 B. pseudolongum subsp. pseudolongum DSM 20099 Swine R R R R R R R R R
M23 B. ramosum DSM 100688* Monkey 15 15 16 15,33 35 35 34 34/57 4
M5 B. reuteri DSM 23975 Monkey R R R R R R R R R
M67  |B. rousetti DSM 109961 Bat 22 20 19 20,33 40 38 39 3900 | 4
MB67R  |B.rousetti DSM 109961 Bat R R R R R R R R R
M68 B. saeculare DSM 6531 Rabbit R R R R R R R R R
M6 B. saguini DSM 23967* Monkey 11 13 12 12,00 35 33 34 34,(1) 8
MA7R  |B.stellenboschense DSM 23968 Monkey R R R R R R R R R
M47  [B. stellenboschense DSM 23968 Monkey 18 18 17 17,67 34 32 31 32,33 3
M9 B. thermacidophilum subsp. porcinum DSM 17755 Swine 10 11 10 10,33 30 39 39 36,00 3
M45 B. thermacidophilum subsp. thermacidophilum DSM 15837  |Sewage 14 12 13 13,00 26 25 25 25,33 12
M25 B. tissieri DSM 100201* Monkey 13 14 13 13,33 22 23 23 22)67 3
M15.2  (B. tsurumiense DSM 17777 Rodent R R R R R R R R R

*pritomnost genu pro rezistenci 5-nitroimidazolu v genomu




Tabulka 10: Testovani lidskych izolatu

Code 1 Bifidobacterium strain MTZ5_A MTZ5_B MTZ5_C | MTZ5_M | MTZ50_A | MTZ50_B | MTZ50_C | MTZ50_M MiIC
M10/2 B. adolescentis DB10.1 R R R R R R R R R
M2/8 B. adolescentis DB2.1 R R R R 12 11 13 12,00 32
M9/7 B. adolescentis DB9.1 R R R R R R R R R
N6A.2 B. adolescentis DM6.2 R R R R 13 12 13 12,67 4
B3/2 B. adolescentis DV3.1 R R R R R R R R
N4/7D B. adolescentis HM4.3 R R R R 22 21 22 21,67 12
N3/7D.2 B. angulatum HM3.1 R R R R R R R R R
N3/7E B. angulatum HM3.2 R R R R R R R R R
M4/5 B. animalis ssp. lactis DB4.1 11 9 10 10,00 23 20 23 22,00 16
N10A B. animalis ssp. lactis DM10.1 10 9 9 9,33 23 22 25 23,33 12
M3F B. animalis ssp. lactis DM3.2 12 10 9 10,33 23 27 21 23,67 12
M4/7A B. animalis ssp. lactis HM4.2 10 9 9 9,33 30 29 30 29,67 12
M9/7F B. animalis ssp. lactis HM9.2 12 12 12 12,00 26 25 22 24,33 6
M3/6 B. bifidum DB3.1 R R R R R R R R
N12A.2 B. catenulatum DM12.1 R R R R 20 18 20 19,33 24
N8/8A B. catenulatum HM8.2 12 12 13 12,33 26 25 25 25,33 4
M2A B. dentium DM2.1 R R R R R R R R
M2B B. dentium DM2.2 R R R R R R R R R
MA4E B. dentium DM4.1 R R R R R R R R R
M1/6 B. longum ssp. longum DM1.1 R R R R 33 31 30 31,33 16
M12/3A | B. longum ssp. longum DM12.1 12 12 11 11,67 21 21 21 21,00 3
M12C B. longum ssp. longum DM12.2 13 12 11 12,00 25 24 22 23,67 3
M20A B. longum ssp. longum DM20.1 16 17 16 16,33 28 29 27 28,00 3
NSF B. longum ssp. longum DMS5.1 24 19 29 24,00 45 43 47 45,00 6
B. longum ssp. longum HM14.2 9 9 10 9,33 26 25 25 25,33 6
NS5/7E B. longum ssp. longum HM5.1 24 22 18 21,33 40 42 42 41,33 16
M5/7C B. longum ssp. longum HM5.2 22 25 30 25,67 48 41 48 45,67 1,5

II



Tabulka 11: Vzorek 1 testovani fekalniho vzorku — dospély

VZOREK bez MTZ

VZOREK s MTZ (25 mg/)

kmen MALDI identifikace

1.1
1.22
1.23
1.24
1.6
1.7

1_8 B. animalis (lactis)*

19

1_10 B. animalis (lactis)*

111

1_12 B. animalis (lactis)/B. longum
1_13 chybné pfipraveny vzorek

1.14

1_15 chybné pfipraveny vzorek
1_16 chybné pfipraveny vzorek
1_17 chybné pfipraveny vzorek

1.18
1.19
1_20
1.21

B. longum
B. longum
B. longum

B. longum
B. longum

B. longum

B. adolescentis

B. longum
B. adolescentis
B. longum
B. longum

MTZ_5 MTZ_50

10 20
10 22
11 20
12 22
12 25
10 25
15 30
12 28
12 24
12 24
12 24
12 24
13 23
12 22
13 25
10 20
12 25
R 15
10 22
10 20

kmen
21
22
23
2.4
25
2.6
2.7
2.8
2.9
2_10
211
212
217
218
2_19
220
221
222
223
224

MALDI identifikace
. animalis (lactis)
. animalis (lactis)
. animalis (lactis)
. animalis (lactis)
. animalis (lactis)
. animalis (lactis)
. animalis (lactis)
. animalis (lactis)
B. animalis (lactis) **
B. animalis (lactis)
B. animalis (lactis)
B. animalis (lactis)
B. animalis (lactis)**
B. animalis (lactis)
B. animalis (lactis)
B. animalis (lactis)
B. animalis (lactis)
B. animalis (lactis)
B. animalis (lactis)
B. animalis (lactis)

T I Hm T ™ >

MTZ_5 MTZ_50

10 20
10 20
10 20
10 20
10 20
10 20
10 20
10 20
R 20
R 20
10 20
10 20
R 20
8 20
8 20
R 20
R 20
R 20
8 20
10 20

Vysvétlivky: “*vzorek znovu subkultivovan s MTZ (25 mg/L), poté shledan rezistentni MTZ v koncentraci 5 i 50 pg
R -rezistence (nevznika inhibi¢ni zdna, velikost antibiotického disku 6 mm)

*X_kokultura

Tabulka 12: Vzorek 2 testovani fekalniho vzorku — kojenec

VZOREK bez MTZ VZOREK s MTZ (25 mg/l)
kmen MALDI identifikace MTZ_5 MTZ_50 kmen MALDI identifikace MTZ_5 MTZ_50
3_1 B.longum 12 20 4.1 B. longum 10 22
3_2 B.longum 8 22 43 B. longum 15 26+M*
3_3 B.longum 10 30 4.4 B. longum 12 25+M
3_4 B.longum 13 28 4.5 B. longum 10 25
3_5 B.longum 10 25+M* 4.7 B. longum 12 26
3_7 B.longum 10 25 4.8 B. longum 12 25+M
3_8 B.longum 13 30 410 B. longum 12 25
3_9 B.longum 10 23 411 B. longum 12 25
3_10 B. longum 8 22 412 B. longum 8 25
3_11 B. longum 10 25 413 B. longum 10 25
3_13 B. longum 15 25+M* 414 B. longum 8 25
3_14 B. longum 12 25 4_15 B. longum 10 23
3_15 B. longum 12 23 4_16 B. longum 8 25
3_16 B.longum 10 25 417 B. longum 13 28
3_17 B.longum 15 30 418 B. longum 10 23
3_18 B.longum 10 20 419 B. longum 10 23
3_19 B.longum 12 25 421 B. longum R 20
3_20 B.longum 15 25 423 B. longum 10 25
3_21 B.longum 10 22 424 B. longum 10 24
3_22 B.longum 10 25
Vysvétlivky: M - pfitomnost kolonii mutantd vinhibi¢ni zoné

* -testovani mutanta sMTZ5 a 50 ug
detekovanarezistencemutant

R -rezistence (nevznika inhibi¢ni zdna, velikost antibiotického disku 6 mm)

I




Tabulka 13: Vzorek 3 testovani fekalniho vzorku — dospély

VZOREK bez MTZ VZOREK s MTZ (25 mg/l)
kmen MALDI identifikace MTZ 5 MTZ_50 kmen MALDI identifikace MTZ_5 MTZ_50
5_1 B.longum 15 25+M* 6_1 B. longum 15 25+M*
5_2 B.longum 15 30+M 6_4 B. longum R R
5_3 B.longum 15 30+M 6_5 B. longum R R
5_4 B.longum 15 30+M 6_6 B. longum R R
5_7 B.longum 18 30+M 6_7 B. longum R R
5_8 B.longum 13 25+M 6_8 B. longum R R
5_9 B.longum 10 25 6_9 B. longum R R
5_10 B.longum 10 25 6_10 B. longum R R
5_12 B.longum 12 25+M* 6_11 B. longum R R
5_13 B.longum 12 25+M* 6_12 B. longum R R
5_14 B.longum 12 25+M* 6_13 B. longum R R
5_15 B.longum 12 25+M* 6_14 B. longum R R
5_16 B.longum 15 25+M* 6_15 B. longum R R
5_17 B.longum 15 28+M 6_16 B. pseudocatenulatum 11 25
5_18 B.longum 16 25 6_17 B. longum R R
5_19 B.longum 15 22 6_18 B. longum R R
5_20 B.longum 12 25+M
5_21 B.longum 15 25+M
5_22 B.longum 15 25
5_23 B.longum 15 25
Vysvétlivky: M - pfitomnost kolonii mutantd v inhibi¢ni zoné
*-testovani mutantak sMTZ5 a50 pg
detekovana rezistence mutantd
R -rezistence (nevznika inhibic¢ni zdna, velikost antibiotického disku 6 mm)
Tabulka 14: Vzorek 4 testovani fekalniho vzorku — kojenec
VZOREK bez MTZ VZOREK s MTZ (25 mg/I)
kmen MALDI identifikace MTZ_5 MTZ_50 kmen MALDI identifikace MTZ_5 MTZ_50
7_1 B. bifidum NG 81 B. animalis (lactis)** 8 20
7_2 B.longum 8.2 B. animalis (lactis)** 8 20
7_3 B.longum 18 30+M* 8.3 B. longum R R
7_4 B. breve R 20+M* 8 4 B. longum R R
7_5 B.longum 15 30+M* 8.5 B. longum R R
7_6 B.bifidum NG 8.6 B. longum R R
7_7 B.longum 15 30+M 8_7 B. longum R R
7_8 B.longum 15 30+M* 8_8 B. longum R R
7_9 B.longum 18 40 8.9 B. longum R R
7_10 B.longum 20 40 8_10 B. longum R R
7_11 B.longum 15 30+M 8_11 B. longum R R
7_12 B.longum 15 25+M 8_12 B. longum R R
7_13 B.longum 20 40 8_13 B. longum R R
7_14 B.longum 18 40 8_14 B. longum R R
7_18 B.longum 20 30 8_15 B. longum R R
7_19 B.longum 20 40 8_16 B. longum R R
7_20 B.longum 20 30
7_21 B.longum NG
7_22 B.longum 20 40
7_23 B.longum 20 40+M

Vysvétlivky: NG -kultura nenarostla, nejsou data
M - pfitomnost kolonii mutant( vinhibiéni zéné
* -testovani mutantak sMTZ5 a50 pg
detekovana rezistence mutant
R -rezistence (nevznikainhibicni zéna, velikost antibiotického disku 6 mm)

1Y%



Tabulka 15: Vzorek S testovani fekalniho vzorku — kojenec

VZOREK bez MTZ VZOREK s MTZ (25 mg/l)
kmen MALDI identifikace MTZ_5 MTZ_50 kmen MALDI identifikace MTZ_5 MTZ_50
9_1 B. breve R R 10_1 B. breve R R
9_2 B. breve R R 10_2 B. breve R R
9_3 B. breve R R 10_3 B. breve R R
9_4 B. breve R R 10_4 B. breve R R
9 5 B. breve R R 10_5 B. breve R R
9_6 B. breve R R 10_7 B. breve R R
9_8 B. breve R R 10_8 B. breve R R
9 9 B. breve R R 109 B. breve R R
9_10 B. breve R R 10_11 B. breve R R
9_11 B. breve R R 10_12 B. breve R R
9_13 B. breve R R 10_13 B. breve R R
9_14 B. breve R R 10_14 B. breve R R
9_15 B. breve R R 10_15 B. breve R R
9_16 | B. breve R R 10_16 B. breve R R

Vysvétlivky: R-rezistence (nevznika inhibi¢ni zna, velikost antibiotického disku 6 mm)



