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ABSTRAKT

Bakalafska prace je zameéfena na neustdle se vyvijejici problematiku vzristajici miry
bakteridlni rezistence na antibiotika, kterd je jednim znejvétSich problémii moderni
mediciny. Hlavnim cilem je popis vzniku, Sifeni a funkci jednotlivych mechanismt
rezistence, které bakterie k obrané pted antibiotiky vyuzivaji. Dale prace zminuje jednotlivé
typy rezistence a objasiiuje pojmy, které se na toto hlavni téma Uzce poji. Prace se také
zabyva metodami zaméfenymi na zabranu vzniku ¢i na eliminaci bakterii, odolnych vici

antibiotikiim, a infekci, které tyto bakterie zptisobuji.
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ABSTRACT

The thesis focuses on a persistently developing issue of a rising bacteria resistance to
antibiotics rate which is one of the major problems of modern medicine. The main goal is a
description of origin, proliferation, and individual resistance mechanisms functions which
bacteria utilize for defence against antibiotics. Furthermore, the thesis mentions individual
resistance types and clarifies terms which are closely associated with the main topic. The
thesis also deals with methods focused on an inhibition of creation or elimination of bacteria,

resistant to antibiotics, and infections which are caused by the above mentioned bacteria.
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Uvod

Bakteridlni rezistence vici antibiotikim pfedstavuje jeden z nejvétSich celosvétovych
problémt moderni mediciny. Mira rezistence a multirezistence neustale vzriista, a pokud
bude jeji rlst nadile pokraCovat stejnym tempem, hrozi selhdni antibiotické
1écby (Jiti, 2018; Kolat a kol., 2020). ,,Je vhodné zdiiraznit prohldaseni Valného shromazdeni
OSN ze zari 2016 — Lze odhadnout, Ze pokud se bude bakterialni rezistence zvysovat stejnym
tempem jako doposud, budou v roce 2050 nelécitelné infekce vyvolané multirezistentnimi

bakteriemi nejcastéjsi pricinou umrti* (Kolaft a kol., 2020: 14).

Bakterialni rezistence je evolu¢ni odpovédi na antibiotickou terapii. Dokud bude 1écba
antibiotiky probihat, bakterie budou nuceny se selekénimu tlaku ptizptsobit prostfednictvim
adaptaci v podobé¢ tvorby ¢i piijmu genli odpoveédnych za rezistenéni mechanismy. Jedinym
zpusobem, jak zabranit kolapsu lécby infekei zplisobenych rezistentnimi bakteriemi, je
neustalé vytvareni novych antibakteridlnich latek a hledani novych mechanismi, které
pomohu zabranit, nebo alesponi zpomalit, rozvoj rezistence v bakteridlnich populacich,
nebot’ je jen otazkou Casu, kdy se nyni pouzivana antibiotickd 1éc¢ba stane z velké casti

neucinnou (Jifi, 2018; Kolar a kol., 2020).

K poklesu rezistence vyrazné pfispiva zodpovédnd antibiotickd 1écba. Lécba pomoci
antibiotik se od lécby jinymi lIéky 1i8i zejména jejim piesahem, ktery ma epidemiologicky
rozmér. Antibiotickd terapie nema vliv pouze na pacienta, ktery je pomoci ni lé€en, ale, diky
neustalé vymeéné bakterii mezi jedinci a okolnim prostfedim, ma mnohem $irsi dopad. Je
tedy dilezité, aby lékafi pfedepisovali antibiotickou medikaci jen v pfipad¢, kdy je to
nezbytné nutné, a zvolili jeji vhodnou podobu. Pacienti musi dodrzovat ptedepsané
davkovani a i po odeznéni ptiznakti infekce 1écbu predcasné neukoncovat, pokud jim nebude

Iékatem feceno jinak (Jifi, 2018; Kolar a kol., 2020).

Nezodpovédnym uzivanim jsou antibiotika nejen v medicingé, ale naptiklad
1 v potravinaiském prumyslu, uvoliiovana do okolniho prostfedi. Pokud se jejich mnozstvi
pohybuje v natolik malych davkach, Ze antibiotikum bakterie poskodi, ale neusmrti, jedna
se o subinhibi¢ni ucinek antibiotik, ktery je prevazné reverzibilniho charakteru. Po ustoupeni
selekéniho tlaku zptisobeného antibiotiky jsou bakterie po opraveé poskozenych struktur opét

schopny se nadale rozmnozovat a rezistenéni mechanismy, které byly nuceny pro své preziti



ziskat, predavat okolnim bakteriim a budoucim bakteridlnim  populacim

(Jiri, 2018; Kolar a kol., 2020).

Zakladem pro efektivnost antibiotické 1écby je dostate€na informovanost jak odbornikd, tak

1 vefejnosti o dané problematice (Jifi, 2018; Kolat a kol., 2020).

Cilem této bakalarské prace je popsat problematiku bakteridlni rezistence, zahrnujici jeji
vznik, Sifeni a mechanismy, jimiz probihd. Prace je zaméfena na definici zakladnich pojmi,
které jsou pro pochopeni hlavniho tématu nezbytné. Mezi zminéné pojmy patii bakterie,
bakterialni genetika ¢i antibiotika véetné jejich déleni a zptusobu Ucinku. Kromé rezistence
prace rozebirda také jeji formy, jimiz jsou multirezistence, extenzivni rezistence
a panrezistence. Prace zminuje bakteridlni perzistenci a toleranci vii¢i anitibiotikiim a tvorbu
biofilmu, coz jsou dalsi zplisoby vzniku bakterii odolnych vii¢i antibiotikim. Pozornost je
také vénovana testovani bakterialni citlivosti. Prace uvadi metody uzivané k zabrané vzniku

¢1 k eliminaci bakterii, odolnych viici antibiotikiim, a infekei, které tyto bakterie zptisobuji.

Bakterialni rezistence viici antibiotikiim pfedstavuje neustale se rozvijejici oblast vyzkumu
a je ptinosna z hlediska souhrnu aktudlnich poznatkd, zalozenych na nejnové;jsi literatute,

a to véetné zohlednéni novych odbornych poznatkii.
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1 Bakterie

Bakterie jsou vSudyptitomné jednobunééné mikroorganismy mnoha velikosti a tvara patfici
do domén Archea a Bacteria. Doména Bacteria je pro téma rezistence bakterii na antibiotika

esencialni, nebot’ obsahuje pro ¢lovéka patogenni druhy (Kolafova a kol., 2020).

1.1 Morfologie bakterialni bunky

Vnitini prostiedi bakteridlni buiiky je vyplnéno cytoplazmou a od extracelularniho prostoru
ho oddé€luje cytoplazmatickda membréana, na kterou pfiléha bunécnd sténa. Nekteré bakterie
jsou navic jesté extracelularné obaleny vrstvou polysacharidli, ¢i v mensi mife vrstvou

polypeptidl nebo kyseliny hyaluronové tvotici pouzdro (Hurych a kol., 2021; Jifi, 2014).

1.1.1 Cytoplazmaticka membrana

Do cytoplazmatické membrany, majici podobu fosfolipidové dvojvrstvy a semipermeabilni
charakter, jsou vnotfeny proteiny zprostiedkovavajici selektivni ptenos potiebnych molekul,
které nejsou schopny volného priuchodu pfes membranu. Jsou v ni ukotveny povrchové
utvary, mezi néz patii biciky, fimbrie, axidlni vldkna a  sekre¢ni

systémy (Hurych a kol., 2021; Jifi, 2014).

1.1.2 Bunééna sténa

Na cytoplazmatickou membrénu z vnéj$i strany pfiléha bunécna sténa chranici bunku pied
vnéj$imi chemicko-fyzikéalnimi vlivy, zménou osmotického tlaku a zdroven udrzuje jeji tvar.
Zakladni slozku bunééné stény piedstavuje peptidoglykan, synonymné oznacovan jako
glykopeptid nebo také murein. Peptidoglykan nebyl zatim zaznamenan u zadné
z eukaryotickych bun€k, coz zné& <¢ini potencidlni cil pro specifické typy

antibiotik (Jifi, 2014; Kolarova a kol., 2020).

U nékterych bakteridlnich buné¢k mize dochézet k absenci bunécéné stény, tudiz jsou
uzavieny a od okolniho prostiedi oddéleny pouze cytoplazmatickou membranou. Piikladem

takovychto bakterii je rod Mycoplasma (Kolarova a kol., 2020).

Podle struktury bunécéné stény se bakterialni buniky rozdé€luji na gram-pozitivni a na gram-
negativni (viz Obrazek 1). Tyto dva typy od sebe Ize rozliSit metodou zvanou Gramovo

barveni. Existuji vSak vyjimky, které nejsou touto metodou urcitelné, nebot’ z divodu jejich
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specifického slozeni bunééné stény, napiiklad u urcitych druhti rodu Mycobacterium,

k zabarveni nedochazi (Artasensi a kol., 2021; Jifi, 2018; Kolarova a kol., 2020).

‘ LIPOPOLYSACHARIDY ‘

‘ VNEISI MEMBRANA | DE

GG A A AAAA A PERIPLAZMATICKY '
CSCCCECECECECEEEECEE PROSTOR "~-m
CCGCAICACCAE .
CHCCE A PO TD NI I ISTEN
PERIPLAZMATICKY
HORARAARAND M A o ABAhRARANAARARD
AALALRLLEERELE. C”:‘;::::‘A‘“NT;"‘“ QLALLM LA EE.
GRAM-POZITIVNI GRAM-NEGATIVN{

Obrazek 1: Bunécna sténa gram-pozitivnich a gram-negativnich bakterii (prrevzato z: Artasensi a kol., 2021)

Gramovo barveni

Metoda vyvinutd Hansem Christianem Gramem pomaéha rozlisit, zda je bakterialni buiika
gram-pozitivni ¢i gram-negativni na zaklad¢ jeji bunééné stény. Na obarveni bunck je
pouzivana bud’ krystalova violet, nebo methylova modf, ke které je ptfidadn roztok jodu.
Reakci barviva a jodu dojde k vytvoreni komplexu, ktery zabraiiuje snadnému uvolnéni
barvy z bunky. Po vymyti odbarvovacem, nejCastéji ethanolem, lze u gram-negativnich
bunék pozorovat jejich odbarveni, zatimco bunky gram-pozitivni jsou stdle zbarveny
puvodnim barvivem od fialova pies purpurovou az do modra. Zalezi na zvoleném barvivu.
Pro lepsi identifikaci je nasledné k bunikam pfidano kontrastni barvivo safranin ¢i fuschin.
Gram-negativni bakterie se zbarvi do riizova a gram-pozitivni buiky budou mit stale barvu

prvniho barviva (Breijyeh a kol., 2020; Coico, 2006; Tripathi & Sapra, 2020).

U gram-negativnich bakterii nedochdzi k uchovani ptivodniho barviva, jelikoz jejich sténa
je tvorena z velké Casti lipidy, které barvu sice zachyti, ale pfi promyvani alkoholem ¢i
acetonem jsou lipidy rozpoustény a zbarveni mizi spolu s nimi. Vytvoii se tim moznost

pro barveni sekundarnim barvivem. Gram-pozitivni bakterie maji tlust§i buné¢nou sténu,
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kterou odbarvovaci rozpoustédlo dehydratuje a uzavie tak jeji pory. Primarni barvivo je

uzavieno uvniti a nedochazi k jeho tiniku (Breijyeh a kol., 2020; Tripathi & Sapra, 2020).

Problém by mohl nastat, pokud by délka odbarvovani byla ptili§ dlouha. Doslo by k poruSeni
stén a vymyti ptivodniho barviva u obou typt bakterii (Tripathi & Sapra, 2020).

Gram-negativni bakterie

Gram-negativni bakterie se vyznacuji sloZitou stavbou bunécné stény, skladajici se ze tfi
vrstev. Od gram-pozitivnich bun¢k se odlisuji pfitomnosti zevni membrany. Jeji vnitini
strana je tvorena fosfolipidovou vrstvou a zvenci je pokryta lipopolysacharidy. Jsou do ni
vnofeny proteiny slouzici k regulaci vstupu molekul do vnitiniho prostoru bunky, poriny.
Poriny pfedstavuji jednu z moZnych obran bakteridlni buniky proti urcitym typim

antibiotik (Breijyeh a kol., 2020; Jiti, 2018; Jifi, 2014; Koléatova a kol., 2020).

Vnitini prostor bunky je ohranien fosfolipidovou vnitfni membranou zodpovédnou
napiiklad za transport latek a biosyntetické funkce. Na ni z vnéj8i strany nasedd tenka
peptidoglykanova bunécnd sténa udrzujici tvar buiky (Breijyeh a kol., 2020; Kolatfova
a kol., 2020).

Mezi bunéénou sténou a vnéj§i membranou se nachéazi periplazmaticky prostor obsahujici
gelovitou periplazmu, jejiz obsah se méni podle metabolického stavu builky a okolniho
prostiedi. Pfitomnost periplazmického procesu se jevi jako jasny benefit, jelikoZ do ngj
mohou gram-negativni bakterie pifi vystaveni se antibiotikim vysilat enzymy slouzici

k jejich metabolizaci ¢i inaktivaci (Beveridge, 1999; Jiti, 2018; Kolafova a kol., 2020).

Ptikladem gram-negativnich bakterii mtze byt Psedomonas aeruginosa, Escherichia coli ¢i

Salmonella enterica (Hurych a kol., 2021; Kolafova a kol., 2020).

Gram-pozitivni bakterie

Gram-pozitivni bakterie se vyznacuji tlustou bunécnou sténou tvoienou peptidoglykanem
obohacenym o teichoovou a lipoteichoovou kyselinu. Absence vnéjsi membrany ma za
nasledek kromé nepfitomnosti porinti zprosttedkovavajicich selekci molekul putujicich do
buniky, také odhaleni polypeptidové vrstvy, kterd obsahuje specialni enzymy syntetizujici
peptidoglykan. Jedna se o takzvané pennicilin-binding proteins. Tyto enzymy jsou cilovym

mistem PB-laktamovych antibiotik, naptiklad z nich nejzndméjsiho penicilinu, kterym je
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umoznéno se na né navazat. Zpuisobi tak inhibici vyroby bunééné stény, coz je pro bakterii

letalni (Jiri, 2018; Jifi, 2014; Kolarova a kol., 2020).

Gram-pozitivni bakterie nemaji periplazmicky prostor. Pii kontaktu s antibiotiky sekrece
enzymu k jejich obran¢ probiha do extracelularniho prostoru. V okoli mimo bakterialni
buiiku neustale dochazi k proudéni tekutiny, ktera odnasi enzymy pry¢ a bakterie je neustale
nucena k tvorbé dalSich, nez selek¢ni tlak zptsobeny antibiotikem ustane. Pro bakteridlni
buiiku je to nejen energeticky velice nevyhodné, ale je to nevyhodné i z konkuren¢niho
hlediska, jelikoz enzymy vyloucené do okolniho prostfedi chrani i bakterie v okoli bunky,

ktera je vysyntetizovala (Hurych a kol., 2021; Jifi, 2018; Koléafova a kol., 2020).

Mezi gram-pozitivni bakterie patii naptiklad Streptococcus pneumonidale, Bacillus

anthracis a Lactobacillus acidophillus (Kolafova a kol., 2020).

1.1.3 Membranové vezikuly
Membranové vezikuly jsou obvykle 20-250 nm velké membranové vacky uvolnované
z gram-negativnich 1 gram-pozitivnich bakteridlnich bunék (Lee a kol., 2022; MacNair

& Tan, 2023).

U gram-negativnich bakterii je hlavnim mechanismem jejich vzniku odtrhavani vystupkii na
vnéj$i membrané obalujici periplazmu. K tomuto procesu dochazi za predpokladu vzniku
poruchy bunécéného obalu, naptiklad pii jejim rGstu. Vnéj$i membrdna se odd€li od
peptidoglykanu a vznika vnéj$i membranova vezikula (OMVs'), kterd v sobé obsahuje
periplazmické elementy bunky. Pfi lyze bunky, vyvolané endolyziny prostfednictvim fagt
¢1 jinych latek, degraduje peptidoglykan a ostatni ¢asti bunky se automaticky uspotadavaji
do komplexnich struktur. Mezi tyto struktury patii dvoumembranové vnéjsi-vnitini
membranové vezikuly (IOMVs?) a explozivni vnéj§i membranové vezikuly (EOMVs?). Tyto
dva typy membranovych vezikul uvniti obsahuji cytoplazmatické prvky, jako je napiiklad
chromozomalni DNA ¢iplazmid (Beveridge, 1999; Lee akol., 2022; MacNair & Tan, 2023).

U gram-pozitivnich bun€k, majicich pouze jednu membranu, se pii degradaci

peptidoglykanu uvoliiuje pouze jeden typ membranovych vezikul, a tim jsou

! OMVs — vnéj$i membranové vezikuly (z anglického outer membrane vesicles)
2 JOMVs — vn&j$i-vnitini membranové vezikuly (z anglického outer-inner membrane vesicles)
3 EOMVs — explozivni vn&jsi membréanové vezikuly (z anglického explosive outer membrane vesicles)
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cytoplazmatické membranové vezikuly (CMVs*). Uvnité nich jsou obsazeny

cytoplazmatické slozky (Lee a kol., 2022; MacNair & Tan, 2023).

Slozeni membranovych vezikul je zavislé na jejich typu, zplisobu vzniku a také na
jednotlivych komponentech obsazenych v bunce, od niz jsou oddélovany (viz Obrazek 2).
Lipidy, proteiny a nukleové kyseliny jsou hlavnimi sloZkami vyskytujicimi se pfevazné
ve vsech téchto strukturdch. Proto 1ze vSechny jednotlivé variety shrnout pod jedno spolec¢né

obecné oznadeni membranové vezikuly (MVs’) (MacNair & Tan, 2023).
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Obrazek 2: Vznik jednotlivych typii membranovych vezikul u gram-negativnich a gram-pozitivnich bakterii
(prevzato z: MacNair & Tan, 2023)

Membranové vezikuly mohou obsahovat také autolyziny podilejici se spolecné s penicilin-
binding proteins na tvorbé peptidoglykanové vrstvy béhem bakteridlniho rastu, c¢i
endolyziny produkované bakteriofagy. Oba tyto enzymy maji schopnost S§tépit
peptidoglykan a v pfipad¢ jejich pfitomnosti v MVs ziskavaji tyto membranové vezikuly
schopnost lyzovat ostatni bakterie, pfedevSim pokud jsou tyto bakterie vystaveny

nepiiznivym okolnim podminkdm a nedostatku zivin. Plisobi jak na gram-negativni, tak i na

4 CMVs — cytoplazmatické membranové vezikuly (z anglického cytoplasmic membrane vesicles)
> MVs — membréanové vezikuly (z anglického membrane vesicles)
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gram-pozitivni bakterie a jejich ucinnost je zavisld na chemotypu peptidoglykanu

napadenych bunék (Beveridge, 1999; Lee a kol., 2022; MacNair & Tan, 2023).

U gram-pozitivnich bakterii se membranové vezikuly pfichyti k jejich bunécné sténé
a nasledn¢ praskaji. Na misté adheze dochazi k hydrolyze peptidoglykanu, a to 1 v pfipade,
7e by bakterie byla kryta slizovou vrstvou. U gram-negativnich bakteridlnich bunek MVs
s jeji vnej$i membranou splynou a cely sviij obsah, tedy i hydrolazy peptidoglykanu, uvolni
do periplazmického prostoru. Zde dale difunduji a zplsobuji lyzi peptidoglykanové vrstvy

na vice mistech (Beveridge, 1999).

Ne vzdy je téchto enzymil obsazeno dostate¢né mnozstvi pro rozlozeni bakteridlni struktury.
Nékdy se v peptidoglykanu vytvoii pouze otvor, kterym MVs, ¢i jeho jednotlivé slozky,
vstoupi do buniky a nasledné je tento otvor uzavien dosyntetizovdnim chybéjiciho
peptidoglykanu. Membranové vezikuly se tak slouci s bakterii, ktera ziskava jejich obsah.
Jelikoz membranové vezikuly mohou obsahovat také chromozomy ¢i plazmidy
s rezisten¢nimi geny, miizeme tedy predpokladat, ze transport rezistencnich genli pomoci
membranovych vezikul je dal§im potencidlnim mechanismem pienosu bakteridlni rezistence

k antibiotiklim (Beveridge, 1999; Lee a kol., 2022; MacNair & Tan, 2023).

Dalsi funkci produkce membranovych vezikul je extracelularni ochrana bakterii pied
antibiotiky. MVs s rezistencni funkci se po oddéleni od buiiky pohybuji v extracelularnim
prostoru, kde jsou schopny zachytavat, absorbovat a nasledn¢ inaktivovat dana antibiotika,
¢imz snizi jejich koncentraci a selekéni tlak plsobici na bakterie (Beveridge, 1999;

MacNair & Tan, 2023).

V ptipadé proniknuti antibiotik ¢i jinych toxickych latek do periplazmického prostoru gram-
negativnich bunék mohou byt tyto substance pomoci vezikul odstranovany. MVs v gram-
negativnich bakteriich slouzi také k eliminaci odpadnich latek naruSujicich bunécny
metabolismus, zahrnujicich naptfiklad fragmenty peptidoglykanu ¢i lipopolysacharidu,

z periplazmy (Lee a kol., 2022; MacNair & Tan, 2023).

Stresem zplisobenym antibiotiky jsou bakteridlni buiikky podnécovany ke zvySeni tvorby
MVs nékolika zpisoby. Baktericidni antibiotika zpiisobuji poskozeni bakterie, coz aktivuje

takzvanou SOS odpovéd’, zajist'ujici syntézu a opravu poSkozeného bakteridlniho genomu.
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Dusledkem této odpovédi je aktivace riznych genti vedouci ke zménam v bunééném procesu
véetné naruSeni syntézy lipopolysacharidu, jedné z hlavnich slozek vnéj$i membrany gram-
negativnich bunék, a tim k tvorbé vétstho mnozstvi membranovych vezikul. Antibiotika
Stépici peptidoglykan podporuji zvysenou tvorbu M Vs prostfednictvim snizeni spojeni mezi
vnéj§i membranou a peptidoglykanem. DalSim typem jsou takova antibiotika, jejichz
cilovym mistem je vnéjSi membréna a jez mohou ovlivnit jeji zakfiveni, ¢imz vznika vice
vystupkl, ze kterych poté vznikaji membranové vezikuly. Pro shrnuti Ize fici, ze ¢im vetsi
expozici antibiotik jsou bakterie vystaveny, tim intenzivnéji dochazi k tvorbé

membranovych vezikul (MacNair & Tan, 2023).

Membranové vezikuly v 1ékarstvi

Pti vyzkumu Pseudomonas aeruginosa bylo zjisténo, ze piidanim antibiotika gentamicinu
na povrch jejich membrany se zvysila produkce membranovych vezikul az trojnasobné.
Takto vzniklé MVs byly oznadeny jako g-MVs® a vznikla teorie tvrdici, Ze by mohly byt
vyuzity jako nosice antibiotik do bakterialnich bun¢k, kam by tato antibiotika za normalnich

okolnosti pronikala velice obtizn¢ (Beveridge, 1999).

Gentamicin inhibuje syntézu bilkovin u bakterialnich bunék. Patfi mezi aminoglykosidova
antibiotika, vic¢i kterym je naptiklad Pseudomonas aeruginosa obvykle odolna, ale pomoci
g-mVs, které splynou s jeji membranou a vypusti gentamicin do periplazmy, by mohlo
dochazet k jeho snadnéj$imu vstupu do bakterie za predpokladu, Ze by ho bakterie nestihla
pomoci MVs zase opét vyloucit. Tato teorie je pouze hypotetickd a k jejimu podlozeni ¢i

vyvraceni by bylo tfeba vice studii (Beveridge, 1999).

1.1.4 Fimbrie

Fimbrie jsou Sroubovité uspotadané bilkovinné vybeézky nachazejici se prevazné u gram-
negativnich bakterii jako jsou naptiklad Echterichia coli nebo Salmonella enterica. Slouzi
k adhezi na povrch hostitele, k nezivim podkladim nebo mezi jednotlivymi bakteridlnimi
buitkami a c¢astecné se podileji na ochrané¢ pted fagocytozou. Podle jejich struktury
a konkrétnich funkci je 1ze dale dé€lit do jednotlivych skupin (Hurych a kol., 2021; Thanassi
a kol., 2007).

¢ g-MVs — membréanové vezikuly obsahujici gentamicin
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Fimbrialni vlakna jsou vyrazné tenci nez vldkna biciki, maji primér mezi 2 a 8 nm. Fimbrie
jsou bézné piitomny ve velkém poctu s rozsahem sto az tisic vlaken, vyjimkou jsou F pili,
kde dochazi k vytvoteni pouze jednoho az tii vlaken na buniku. Oznaceni fimbrie a pili jsou
prakticky synonyma, ale termin pilus se primarné pouziva v souvislosti s prenosem

plazmidii (Hurych a kol., 2021; Jifi, 2014; Thanassi a kol., 2007).

F pili

F pili ¢i konjugativni pili je oznaceni pro typ bakteridlnich povrchovych utvart, které jsou
schopny zprostiedkovavat pienos genetické informace mezi bakteriemi prostiednictvim
tvorby kontaktu mezi buitkou donorovou a recipientni. Jsou neseny pouze bunikami, které

maji F plazmidy obsahujici geny pro jejich syntézu (Jifi, 2014).

1.1.5 Poriny

Poriny jsou bilkovinné jednotky nachazejici se ve vnéjSi membrané¢ gram-negativnich
bakterii. U gram-pozitivnich bun¢k z divodu absence vnéjSi membrany nejsou piitomny.
Poriny jsou mistem vstupu pro hydrofilni castice, které jsou jinak odpuzovany
lipopolysacharidy pokryvajicimi vné€j$i membranu. Porinové kanélky jsou tvotfeny z molekul
porint pfiléhajicich k sob¢. Kanalkiim se jinak fika pory a prostfednictvim nich, pokud je
molekula dostatecn€ mala, mtize dochazet k jejimu pasivnimu priicchodu do periplazmického
prostoru. Por muze byt také jednou z cest prichodu antibiotik, napiiklad B-laktamt do
bakteridlni bunky. Poriny se dé&li na nékolik typl, zejména podle jejich specifi¢nosti
(specifické  ¢i  nespecifické) a  podle  jejich  velikosti ~a  struktury

(z kolika jednotek se skladaji) (Hurych a kol., 2021; Pages a kol., 2008).

1.1.6 Efluxni pumpy

Efluxni pumpy se nachazeji jak u gram-pozitivnich, tak i u gram-negativnich bakterialnich
bunék v cytoplazmatické membrané. Efluxni pumpy jsou transmembranové systémy
zprostiedkovavajici aktivni transport Skodlivych latek i proti koncentra¢nimu spadu z buiiky
do extracelularniho prostiedi. Energii pro transport ziskdvaji bud’ v podobé ATP’ ¢&i
prostfednictvim protonového gradientu. Podle zdroje této energie jsou efluxni pumpy

rozdélovany do dvou kategorii po jednotlivych skupinach. Do skupin jsou tiidény dle jejich

7 ATP — adenosintrifosfat
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typu. Prvni kategorie ziskavé energii hydrolyzou ATP a patfi do ni skupina ABC® pump.
Druhé kategorie ziskdva energii pomoci protonového gradientu a patii do ni efluxni pumpy
skupin ozna¢ovanych jako MFS®, MATE'?, RND!' a SMR'? a nové doslo k objeveni skupiny
PACE". Efluxni pumpy mohou vykazovat selektivitu pro konkrétni molekulu nebo mohou
slouzit k transportu riiznorodych strukturné nesouvisejicich slouc¢enin, naptiklad antibiotik
riznych druhti (Baran a kol., 2023; Du a kol., 2018; Hassan a kol., 2018; Higgins a kol.,
2004; Hurych a kol., 2021; Webber & Piddock, 2003).

1.1.7 Extracelularni vrstvy

Na povrchu nékterych bakterii mohou byt pfitomny navic extraceluldrni vrstvy
polysacharidové ¢i bilkovinné povahy plnici ochranou funkci, mezi néZ patii k butice pevné
prilnuta slizova vrstva, ¢i ve vod¢ nerozpustné pouzdro. Kromé ochrany pied fagocytézou
muze slouzit extracelularni vrstva také k adhezi bunék, a tim napomahat tvorbé

biofilmu (Hurych a kol., 2021; Kolafova a kol., 2020).

1.2 Genetika bakterialni bunky

Bakterie patfi mezi prokaryotni organismy vyznacujici se absenci bunécného jadra. Svou
genetickou informaci maji uloZzenou v podobé stocené, membranou neohrani¢ené, do sebe
uzaviené dvousroubovice DNA. Vyjime¢né muize dochazet k vyskytu této molekuly
v linearni podobé, jako je tomu napiiklad u rodu Borrelia. Struktura, v niZ se chromozom
nachdzi, se nazyva nukleoid. Nukleoid nadale také obsahuje malé mnozstvi RNA. Aby
nedoslo k rozpadu tohoto celku, je zpevnén bilkovinami. Nukleoid neni jedinym zdrojem
genetické informace bunky. Bakteridlni genetickd vybava se skldda z provoznich,
takzvanych house-keeping'*, genli nezbytnych pro jeji Zivot a z genfi piidatnych neboli
akcesornich!®. Akcesorni geny pro bakterii sice nejsou esencidlni, aviak mohou kodovat

uziteCné vlastnosti, naptiklad patogenitu ¢i rezistenci. Pfidatné geny se vyskytuji

8 ABC skupina — z anglického ATP-binding cassette family

® MFS skupina — z anglického major facilitator superfamily

19 MATE skupina — z anglického multidrug and toxin extrusion family

' RND skupina — z anglického resistance-nodulation-cell division family

12 SMR skupina — z anglického small multidrug resistence family

13 PACE skupina — z anglického proteobacterial antimicrobial compound efflux family
14 House-keeping geny — geny nezbytné pro funkci bakterialni buiiky

15 Akcesorni geny — piidatné geny v bakterialni bufice
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v bakterialnim chromozomu, ale primarné jsou kumulovany

v plazmidech (Hurych a kol., 2021; Jifi, 2014; Kolafova a kol., 2020).

1.2.1 Plazmidy

Plazmidy jsou extrachromozomalni cirkularni molekuly DNA pievazné obsahujici
dillezitou, ne vSak nepostradatelnou, genetickou informaci. Jsou schopny autonomni
replikace nezavisle na chromozomu. ZvlaStnim typem plazmidu je epizom, ktery se
vyznacuje svou schopnosti jak nezavislé existence v bakterialni buiice, tak integrace do

bakteridlniho chromozomu (Bennett, 2008; Kolarova a kol., 2020).

Plazmidy se lisi svou velikosti, po¢inaje dvéma nebo tiemi geny, az po délku, ktera je
ekvivalentni deseti nebo vice procentim hlavniho bakteridlniho chromozomu. Zde obsaZené
geny mohou byt zodpovédné za Siroké spektrum riznych benefitli, které diky nim burika
ziska, naptiklad schopnost bakterii vyuzivat konkrétni ziviny, schopnost produkce toxinl ¢i
odolnost vii¢i nékterym tézkym koviim jako je rtut’, kadmium nebo stfibro. Plazmidy, které
nesou geny determinujici rezistenci proti antibiotiklim, jsou oznacovany jako R-

plazmidy (Bennett, 2008; Jifi, 2014).

R-plazmidy patii z vétsi Casti do takzvanych konjugativnich plazmidi, tedy do skupiny téch,
které jsou schopny svého pienosu z jedné bakterialni buniky do druhé. Pfenos je mozny
pouze jednostranné. Probihd ze strany donorové buiky, oznafované jako F', do buiky
recipientni, oznaované F. Jejich distribuce je zprostfedkovana pomoci konjugativnich

pilusii (Bennett, 2008; Hurych a kol., 2021).

Plazmidy s absenci genli nezbytnym k samostatnému pienosu do recipientni buiky se
vyznacuji mensi velikosti zplisobené kdédovanim velice omezeného poctu genil. Jejich
geneticka informace mize byt stdle mobilizovatelnd, ale pouze za pomoci vySe zminénych
konjugativnich plazmidt nachazejicich se ve stejné bakterialni

bunice (Bennett, 2008; McManus, 1997; Nikaido, 2009).

Velikost plazmidi je ddle odvijena od typu bakterialni butiky, ktera je pro né cilovou. Gram-

vvvvvv

vvvvvv
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konjugativni plazmidy gram-negativnich bakterii obsahuji vétsi mnozstvi gentl, nez

plazmidy nachazejici se u bakterii gram-pozitivnich (Bennett, 2008).

V bakterialni butice se mohou plazmidy vyskytovat v malém poctu ¢i v mnoha kopiich.
Jejich mnozstvi je tuzce spojeno s okolnim prostfedim. Pokud pro bakterii vznikne
potencidlni ohroZeni, naptiklad prostiednictvim antibiotik, jednou z moznych odpovédi na
vzniklou situaci bude jeji piijem R-plazmidi. Vyskyt R-plazmidi znamena pro bakteridlni
buiiku velky energeticky vydej, ktery mtize vést ke snizeni jejiho fitness. Jakmile jiz neni
vystavena selekénimu tlaku, plazmidy pro ni piedstavuji spiSe zatéz nez vyhodu a dochazi

k jejich vylouc€eni (Bennett, 2008; Jiii, 2018; Kolafova a kol., 2020).

1.2.2 Transpozony

Transpozony jsou genetické elementy, které jsou schopny svého vyc€lenéni z DNA, pfesunu
a zpctné integrace do struktury dvousroubovice. Jejich pohyb muize mit jak intermolekularni,
tak 1 intramolekularni charakter. Intermolekuldrni charakter zahrnuje pohyb integronti
z jednoho mista na chromozomu ¢i plazmidu na jiné v radmeci jedné molekuly, zatimco pfi
intermolekularnim transportu se mohou integrony piesouvat z plazmidu na chromozom,
z chromozomu na plazmid, ¢i zjednoho plazmidu na plazmid jiny. Svou schopnosti
zabudovat se do chromozomalniho DNA se na rozdil od plazmida (vyjma epizomil) mohou
stat jeho stalou soucésti. Pro tyto mechanismy neni vétSinou vyzadovana homologie DNA
mezi pivodnim mistem a mistem jejich v€lenéni. Existuji ptiklady, kdy maji transpozony
preference pro urcité nukleotidové sekvence, ale vétSinou jsou vkladany na nova mista spise

nahodné (Bennett, 2008; Jiti, 2018).

Transpozony lze nalézt v mnoha forméch, kdy se odliSuji svou strukturou ¢i mechanismem
transpozice. Transpozony mohou mimo jiné nést také geny kodujici rezistenci vici

antibiotikiim (Bennett, 2008; Jiti, 2018).

1.2.3 Genové ostrovy a genové kazety

V bakteridlnim chromozomu Ize pozorovat tendenci shlukovani a uspofadavani gent
s rezistenci vic¢i antibiotikiim do sekvenci, které jsou oznacovany jako genové ostrovy
rezistence. Pokud maji tyto genové Useky tvodni sekvenci umoznujici jim komparabilni

pfesuny s piesuny transpozonil, nazyvaji se genové rezistentni kazety. Jejich vznik byl

21



podminén selekénim tlakem zpiisobenym antibiotiky, na néz bakterie reagovaly vytvofenim
této adaptace, nebot’ je pro né¢ vyhodny pfesun ve formé jednoho celku, ktery zlepsi jeji

potencidlni fitness (Bennett, 2008; Hurych a kol., 2021; Jiti, 2018).

1.2.4 Intergrony

Integrony jsou genetické struktury se schopnosti zachytavat a v¢lenovat genové kazety do
bakteridlniho genomu. Mohou se vyskytovat na chromozomu ¢i byt soucasti mobilnich
genetickych elementd, do nichZ patii plazmidy ¢i transpozony, bez kterych nejsou schopny

individualnich ptfesuni (Bennett, 2008; Hurych a kol., 2021).

Integrony jsou rozdélovany do ¢tyr tfid podle genu integrazy (intl). S mobilitou a nejveétsi
pravdépodobnosti obsahu rezistentnich genovych kazet jsou spojovany integrony s genem
intl1 patfici do tfidy 1. Vyznacuji se svou charakteristickou stavbou. Jejich prvni konec(5'-
CS) obsahuje integrazim, gen zodpovédny za syntézu enzymu integraza umoziujici
specifickou rekombinaci mezi integronem a genovou kazetou. Misto pro vlozeni kazety je
oznacovano jako attll. Druhy konec integronu (3'-CS) obsahuje geny na obranu proti
kvartérnim amonnym sloucenindm, sulfoamidiim a dal$im latkdm. Mezi témito konci se
nachazi stiedni variabilni ¢ast poskytujici prostor pro v¢lenéni genovych kazet. Genové
kazety se mohou pfesouvat mezi jednotlivymi integrony ¢i v rdmci jednoho a mohou byt
také vkladany za sebe, a tim tvofit takzvané pole genovych kazet. Pokud se genové pole
utvofi na chromozomu, je vznikly geneticky element nazyvan jako super

integron (Bennett, 2008; Deng a kol., 2015; Hurych a kol., 2021).

Akumulace novych rezisten¢nich, geni umoziiuje bakteriim Iépe reagovat na kontakt

s antibiotiky a pomaha k vyvoji rezistence vici nim (Bennett, 2008).

1.2.5 ISCR

ISCR!'® neboli inzeréni sekvence obsahujici spoledné oblasti (insertion sequences containing
common regions) jsou malé pohyblivé genové useky. Spolecnou oblasti je myslena ¢ast,
kterou ISCR sdili s integronem a je oznacovana jako CR. ISCR jsou rozdélovany podle jejich

struktury na ISCR1 az ISCR23. Obvykle jsou soucasti integronu 1, kde byly také ptivodné

16 ISCR — inzeréni sekvence obsahujici spole¢né oblasti (z anglického insertion sequences containing common
regions)
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detekovany. Kombinaci ISCR1 a integronu 1 vznikd komplexni integron. Komplexni
integron je zhruba z poloviny tvofen typickym integronem 1 s 5-CS a 3’-CS. Mezi konci
se nachézi variabilni ¢ast nasledovand ISCR1, na kterou opét navazuje dalsi variabilni ¢ast

integronu (Bennett, 2008; Ilyina, 2012).

Od podobnych elementti, IS!” elementti, se li§i absenci jejich ohrani¢eni prostiednictvim
kratkych inverznich nukleotidovych opakovani slouzicich k definovani jejich konce a mista
Stépeni. Misto nich obsahuji terminalni sekvence oznacené jako orilS a terIS urcujici mista
iniciace a ukonceni replikacni faze. Rozpoznavani terIS vykazuje neptesnost az 10 %, diky
¢emuz replikace mlze probihat za terIS do ptilehlé sekvence, kde je nasledné vice ¢i méné
nahodné ukondena. Tento jev je soudasti procesu rolling circle (RC'®) transpozice a diky
tomu je mozny transport vét§iho mnozstvi genetického materialu zahrnujiciho ptivodni ISCR
a sousedni ¢ast DNA integronu. Je vysoka pravdépodobnost, ze pokud ISCR obsahuje
rezistenéni geny, bude je prilehld sousedni cast DNA taktéz obsahovat. Opakovanou

transpozici tak mohou vznikat velké bloky rezistentnich gent (Bennett, 2008; Ilyina, 2012).

ISCR se nemusi zaméfovat pouze na vytvareni Usekll s rezistencnimi geny, ale

1 s patogennimi, ¢i jinymi kddovanymi vlastnostmi (Ilyina, 2012).

171S — inzeréni sekvence (z anglického insertion sequences)
18 RC transpozice — transpozice mechanismem valivé kruznice (z anglického rolling circle transposition)

23



2 Antibiotika

Antibiotika jsou chemické latky vykazujici schopnost selektivné interferovat s bakteriemi
bud’ inhibici jejich rlstu, nebo zpisobenim jejich smrti. Jsou klasifikovana jako jedna ze
skupin antimikrobidlnich neboli antiinfektivnich latek, coz reprezentuje soubor
farmakologickych latek konstruovanych s cilem potlacit ¢i eliminovat mikroorganismy, jez
mohou byt zodpovédné za infekéni onemocnéni. Antiinfektiva jsou rozdélena do Ctyf
kategorii podle mikroorganismu, proti kterym pusobi: antibiotika Gi¢inkujici proti bakteriim,
virostatika cilici na viry, antimykotika ptsobici na mikromycety a antiparazitika zaméfena

proti parazitim (Hurych a kol., 2021).

2.1 Antibiotika a chemoterapeutika

Antibakteridlng pusobici latky byly diive rozdélovany do dvou hlavnich samostatnych

kategorii: antibiotika a chemoterapeutika (Hurych a kol., 2021; Jifi, 2018).

Chemoterapeutika, neboli latky syntetického ptivodu, byla objevena diive a ve srovnani
s ptirodnimi latkami, produkovanymi bud plisnémi (naptiklad Penicillinum) nebo
ne¢kterymi druhy bakterii (naptiklad Streptomyces), které dostaly ndzev antibiotika, mé¢la
vyrazng niz$i U€¢inek. Prvnim pfirodnim antibiotikem byl penicilin, objeveny v roce 1940
skupinou védctli, ktefi navazali na praci Alexandra Fleminga (Hurych a kol., 2021;

Jit, 2018).

Antibiotika a chemoterapeutika se od sebe neliSila pouze svym pivodem a uc¢innosti. Pfi
16¢b& byly patrné velké rozdily v jejich podavaném mnozstvi. Uginna davka
chemoterapeutik se pohybovala v gramech, zatimco u antibiotik v miligramovém mnozstvi.
U chemoterapeutik byla navic detekovana vyrazné vyssi toxicita pro lidsky organismus, nez
tomu bylo u antibiotik. Diky pokroku v chemické vyrobé a s vyvojem semisyntetickych
piipravkil neustale mizely rozdily mezi témito kategoriemi a toto rozdéleni se prestalo

pouzivat. Lze ho najit jiz jen ve starsi literatuie z prelomu stoleti (Jiii, 2018).

Termin chemoterapie se nyni bézn¢ pouziva v odvétvi 1écby onkologickych onemocnéni,

zatimco jako antibiotika jsou ozna¢ovany vSechny latky pisobici proti bakteriim (Jiti, 2018).
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2.2 Farmakologie antibiotik

Pro vyuziti v klinické praxi musi antibiotikum vyhovovat pfisnym farmakologickym
pozadavkiim. Mezi klicova kritéria patfi minimalni nebo idedlné¢ Zadna toxicita pro
makroorganismy. Antibiotikum by mélo vykazovat selektivni toxicitu pouze pro prokaryotni
bunky a mechanismus jeho u¢inku by mél byt uzce specificky vici cilovym bakteridlnim
strukturam. Na zdkladé této vlastnosti dochazi k minimalizaci negativnich vlivi vici
hostitelskému organismu. AvSak dopady uZzivani antibiotik na lidsky organismus nejsou
nikdy nulové, nebot’ antibiotikum neni jeho pfirozenou soucasti. Jejich uzivani negativné
ovliviiuje prirozenou mikrofloru téla. Naptiklad naruseni té stfevni umoznuje piemnoZzeni
bakterie Clostridioides difficile, ktera miize potencionalné vyustit ve vznik kolitidy. Casty
je také jejich hepatotoxicky ¢i nefrotoxicky ucinek (Jiti, 2018; Jiti, 2014;
Kolatova a kol., 2020).

Dalsimi podminkami pro splnéni urCenych kritérii je nizkd ucinnad davka pohybujici se
v mg/l, dostate¢na distribuce do cilovych tkani, nizka pravdépodobnost nezadoucich reakci
s jinymi léky, dostupnost 1éCiv ve form¢ jak peroralni, tak parenteralni, pomaly vznik
bakterialni  rezistence a nastup U€inku v relativné  kratkém  Casovém

useku (Hurych a kol., 2021; Jiti, 2018; Jiti, 2014).

2.3 Déleni antibiotik

vvvvvv

cilové bakterie, podle jejich chemické struktury, rozpustnosti (lipofilni nebo hydrofilni),
mechanismu pisobeni, formy uzivani (parenteralni, oralni a lokaln¢/zevné podavand), Siie
ucinnosti, intenzity pusobeni a podle jejich pivodu (pfirodni ¢i  syntetickd)

(Hurych a kol., 2021; Jiti, 2018).

2.3.1 Antibiotika podle Sife u¢innosti

Antibiotika se dle Sife svého plsobeni d€li na selektivni, tzkospektra a Sirokospektra.
V literatufe 1ze najit i oznaceni antibiotika s uzkym az sttednim spektrem ucinnosti, ktera
jsou ale obecné zafazovana pod antibiotika tUzkospektra (Heinz a kol.,, 2012;

Hurych a kol., 2021; Koléafova a kol., 2020).
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Selektivni antibiotika jsou antibiotika s ¢inkem proti jednomu konkrétnimu patogenu,
napiiklad antituberkolika cilici na Mycobacterium tuberculosis. LéCiva interferujici
s ur€itym typem nebo skupinou bakterii, naptiklad s gram-negativnimi druhy, jsou
definovana jako antibiotika uzkospektra a latky plisobici na vétSinu bakterii pti vzniklé
infekcei jsou nazyvana jako Sirokospektra, do nich patii naptiklad tetracykliny, fluorochinony

¢i chloramfenikol (Heinz a kol., 2012; Hurych a kol., 2021; Jifi, 2018).

Sirokospektralni antibiotika jsou, vzhledem k jejich rozsahlému spektru plisobeni, Gasto
nasazovana v piipadé akutnich infekci, kde neni znadma ptesna patogenni bakterie a je nutné
neprodlen¢ zahdjit 1éCbu. Po jejich aplikaci je vhodné provést odbér vzorku mikrobi
zpusobujicich onemocnéni a co nejdiive je identifikovat, aby se mohlo piistoupit na cilenou
1é¢bu, nebot’ Sirokospektra antibiotika ve vétsi mife negativné ovlivituji vnitini mikrofléru
téla a vytvaii selekcni tlak 1 na bakterie, které v tuto chvili pro lidské télo patogenni nejsou.
Tyto bakterie zlepSuji své fitness, nepiiznivé podminky piezivaji primarné¢ k témto
antibiotikiim rezistentni bakterialni buniky, anebo dochdzi k sekundarnimu ziskavani jejich
rezistentnich vlastnosti. Pokud by pozdéji tyto bakterie zpisobily onemocnéni, ptivodni

1é¢ba jiz nebude fungovat (Hurych a kol., 2021; Jifi, 2018; Kolafova a kol., 2020).

2.3.2 Antibiotika podle intenzity piisobeni

Baktericidni antibiotika bakterie usmrcuji, zatimco latky s bakteriostatickym u¢inkem
zastavuji jejich rist a déleni. Pro pouZiti v praxi jsou antibiotika vybirana podle stupné
zévaznosti infekce. Pokud se jedna o infekci vaznou ¢i zivot ohrozujici, je nutna 1écba
pomoci baktericidnich antibiotik, ktera se mimo silngjSiho G€inku vyznacuji také svym
rychlej$im nastupem. Zacatek ptisobeni bakteriostatik se pohybuje v priméru okolo dvou az
tfi dnd, zatimco u baktericidnich antibiotik se projevuje jiz ptiblizné do 24 hodin po jejich

podani (Hurych a kol., 2021; Jiti, 2018; Kolafova a kol., 2020).

Zda dané antibiotikum patii bezi baktericidni ¢i mezi bakteriostatické latky neni vzdy
jednoznacné. Zalezi pfimo na konkrétnim antibiotiku a bakterii, na kterou je pravé cileno.
Jedno konkrétni antibiotikum miZe pasobit na jeden druh bakterii bakteriostaticky a na jiny

baktericidné. DalsSim proménnym faktorem pii jejich zafazovani je také koncentrace

vvvvvv
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v niZ jsou antibiotika fazena pole matematického vztahu MBC'*/MIC? < 4 mezi antibiotika
baktericidni a ostatni mezi antibiotika bakteriostatickd. V praxi vétSinou ani nelze
bakteriostatickd antibiotika pouzivat k usmrceni bakterii, nebot’ by ho bylo tfeba takové
mnozstvi, které by jiz mohlo piekroc¢it hranici snéasenlivosti dané latky pro lidské

télo (Hurych a kol., 2021; Jifi, 2018; Kolafova a kol., 2020).

2.3.3 Antibiotika podle chemické struktury

Jednim ze zplsobu déleni je kategorizace zalozend na zdkladé podobnosti chemické
struktury jednotlivych antibiotik. Nejpocetnéjsi a nejpouzivanéjsi skupinou jsou B-laktamy,
které obsahuji B-laktamovy kruh. Do této skupiny patii podskupina peniciliny,
cefalosporiny, karbapenemy a monobaktamany. Dalsimi ptiklady jsou tetracykliny
vyznacujici se svou Ctyfeyklickou strukturou, nebo aminoglykosidy skladajici se ze slozité
struktury aminokyselin a cukrti (Garneau-Tsodikova & Labby, 2016; Kolatova a kol., 2020;
Nelson & Levy, 2011; Varela a kol., 2021).

2.3.4 Antibiotika podle mechanismu piisobeni

Kazdé antibiotikum ma cilové misto ¢i cilovd mista, s kterymi interaguje, a bakterii tak
poskozuje. Podle cilové struktury a jejich mechanismu ptlisobeni jsou antibiotika délena na
inhibitory syntézy bunécné stény, inhibitory syntézy kyseliny tetrahydrolistové, inhibitory
funkce nukleovych kyselin, antibiotika poskozujici bunéénou membranu, oxida¢né piisobici
antibiotika a inhibitory syntézy bilkovin. U jednotlivych kategorii a rozdéleni antibiotik do
nich se mohou vyskytovat mirné rozdily v zavislosti na literatufe. V této bakalaiské praci
bylo zvoleno tfidéni dle knihy Antibiotika: systematika, vlastnosti, pouZiti od Jifiho BeneSe

z roku 2018 (Baran a kol., 2023; Hurych a kol., 2021; Jiii, 2018).

19 MBC — minimalni baktericidni koncentrace antibiotika
20 MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotika
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3 Citlivost bakterii vuc¢i antibiotikum

Bakteridlni buniky se podle reakce na interakci s antibiotiky rozd€luji na citlivé,
intermedialni a rezistentni. Bakterie oznacené jako citlivé reaguji na antibiotickou 1é¢bu
ucinng. Intermedialni bakterie vykazuji miru citlivosti, pohybujici se mezi bakteriemi
citlivymi a rezistentnimi. Jejich odezva na antibiotika nedosahuje miry bakterii citlivych,
avSak na rozdil od rezistentnich nejsou zcela imunni. Rezistentni bakterialni buniky jsou proti

antibiotické 1é€be odolné a nijak na ni nereaguji (Jifi, 2018).

Pro urc¢ovani bakteridlni citlivosti je pouzivana hodnota MIC neboli minimalni inhibi¢ni
koncentrace antibiotika udavana v g/l, pii které jiz nedochézi k viditelnému rtstu bakterii.
Déleni bakterii je fizeno podle pravidel utvofenych skupinou odborniki, pro Evropu se
skupina nazyva EUCAST?! a v USA je tym oznadovan zkratkou NCCLS?2. U Evropské
a Americké kategorizaci muze dojit k odliSnostem, které vznikaji primarné v souvislosti
nestanoveni definice pojmu b&zné infekce, pro kterou je koncentrace antibiotika méfena.
V norméch urcujicich zatazeni bakterii je uvedeno do jaké hodnoty MIC se bakterie pro
béznou infekci povazuje za citlivou a kdy za rezistentni. Hrani¢ni hodnota je ozna¢ovana
jako breakpoint. Breakpoint je stanovovan pomoci mnoha in vitro testil a jeho hodnota je
urcena konkrétnimu antibiotiku. Napiiklad podle EUCAST je pro bakterie Escherichia coli
a antibiotikum ampicilin breakpoint definovan na mnozstvi 8§ mg/l. Kromé hodnoty MIC
muize byt udavan v zavislosti na metod¢ zjisStovani i v mililitrech (Hurych a kol., 2021;

Jit1, 2018; Kolatova a kol., 2020).
3.1 Metody pro urceni citlivosti bakterii

3.1.1 Kbvalitativni stanoveni bakterialni citlivosti
Kvalitativni metody slouzi ke zjiSténi, zda je bakterie citliva ¢i rezistentni, tudiz zda bude

zvolena antibioticka 1écba ucinna ¢i nikoliv (Hurych a kol., 2021).

2l EUCAST - akronym pro Evropsky vybor pro testovani antimikrobidlni citlivosti (z anglického The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)

22 NCCLS — akronym pro Nérodni vybor pro standardy klinickych laboratofi (z anglického National
Committee for Clinical Laboratory Standards)
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Diskova difuzni metoda

Princip metody spoc¢iva v tom, Ze je analyzovana bakterie ploSn€ naockovana na agar a po
jeji kultivaci je na povrch poloZeno antibiotikum ve formé disku (viz Obrazek 3). Pokud se
kolem disku antibiotika vytvoii takzvana inhibi¢ni zona, neboli zona kde je rist bakterii
potlacen, je porovnana s referen¢nim rozmezim stanovenym na zaklad¢ standardnich hodnot
pro konkrétni antibiotikum a bakterii. Pokud je inhibi¢ni zona vétsi nez zona referencni,
jedna se o bakterii citlivou. V ptipad¢ prevazujici referencni zony nad inhibicni je bakterie

fazena mezi rezistentni kmeny. Jestlize nedojde k vytvotfeni zadné inhibicni zony, je bakterie

povaZovana za zcela rezistentni (Hurych a kol., 2021).

Touto metodou se neda méfit presnd mira rezistence, nebot pii ni nelze zcela dodrzet
potfebné podminky, i kdyz disky a agarové pidy podléhaji nutné pravidelné kontrole

prostiednictvim standardnich kment s ovéfenou citlivosti (Hurych a kol., 2021).

inhibicni
zona

disky napuiténé _
ruznymi antibiotiky

bakterie rovnomérné rostouci
na Petriho misce

Obrazek 3: Diskova difuizni metoda (prevzato z: Jiri, 2018) ,, Antibiotikum C vytvari nejvétsi inhibicni zonu, je tedy in vitro
nejucinnéjsi. Antibiotikum A je vici vysetfovanému kmenu bakterii neucinné (Jiri, 2018: 35).

3.1.2 Kvantitativni stanoveni bakterialni citlivosti

Kvantitativni metody urCuji stupen citlivosti bakterii, a tedy miru uCinnosti antibiotické
1é¢by. K popisu vysledkli je pouzivana hodnota MIC, ale také minimalni baktericidni
koncentrace MBC. MBC je stejn¢ jako MIC méfena v g/l a urCuje minimalni koncentraci

antibiotika potfebnou pro usmrceni bakterii (Hurych a kol., 2021; Jifi, 2018).

29



Diluéni bujonova metoda

Dilu¢ni bujonova metoda je postavena na periodicky vzristajici koncentraci antibiotik

v fad€ zkumavek vyplnénych bujonem (viz Obrazek 4). Analogii pro zkumavkovy test mize

byt také manualni provedeni pomoci mikrotitracni desticky s jamkami vyplnénymi bujonem

se stoupajicim mnoZstvim antibiotik. Do vSech zkumavek ¢i jamek je nasledné ptidano

stejné mnoZzstvi testované bakterie. Prvni hodnota koncentrace ve zkumavce ¢i v jamce,

ve které se nevytvoii viditelny zdkal zplsobeny ristem bakterii, se rovna MIC. MBC je

zjisténa po naockovani obsahu jamek ¢i zkumavek bez viditelného zakalu na agar. Bakterie,

s nejnizs§i hodnotou antibiotika, jenz k nim byla ptiddna, které po kultivaci nevyrostou,

oznacuji hodnotu MBC (Hurych a kol., 2021).

MIC

100 50 25 125625312 16 08 04

koncentrace antibiotika (mg/1)

v

|

bakterie vyrostly

bakterie vyrostly

']

bakterie usmrceny
(MBC =25 mg/l)

Obrazek 4: Dilucni bujonova metoda (prevzato z: Jiri, 2018)
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E-test

Na povrch agarové pidy naockované testovanou bakterii se polozi papirek se stupnici ¢isel
oznacujici postupnou klesajici koncentraci antibiotika, kterym je nasycen (viz Obrazek 5).
Nejnizsi hodnota antibiotika, u kterého nedojde po kultivaci k rastu bakterii, se rovna MIC.
E-test neni v praxi preferovanou metodou z diitvodu jeho vysoké ceny zplisobené narocnou

vyrobou papirku (Hurych a kol., 2021; Jifi, 2014).

bakterie rovnomérné rostouci

/ na Petriho misce

inhibicni zéna

testovaci prouzek napustény
rostouci koncentraci antibiotika misto odectu hodnoty MIC

Obrazek 5: E-test (prevzato z: Jiri, 2018)

3.2 Utinek antibiotik na bakterie

Antibioticky ucinek Ize délit na subinhibi¢ni, inhibi¢ni a baktericidni. Toto déleni velice
uzce souvisi s délenim antibiotik na baktericidni a bakteriostatickd, které je popsano
v podkapitole Antibiotika podle intenzity plsobeni. Baktericidni antibiotika majici
baktericidni u¢inek zpusobuji bakteriim smrt. Pod antibiotika bakteriostaticka se da zaradit
jak prevazné reverzibilni subinhibi€ni, tak 1 inhibi¢ni €¢inek zodpovédny za zastaveni jejich

dalsiho mnozeni (Jifi, 2018).

3.2.1 Subinhibi¢ni u¢inek antibiotik

Pro subinhibi¢ni Gi¢inek musi koncentrace antibiotika dosahovat minimalni antibakterialni
koncentrace MAC?. MAC je nejniz$i mozna koncentrace, kterd ma vliv na chovéni ¢&i
strukturu bakterialni buiiky. Tato hodnota je spiSe teoreticka a v praxi k jejimu stanovovani
nedochazi z divodu jeji vysoké obtiznosti. Zejména z diivodu Spatné detekovatelnosti této
hodnoty je subinhibi¢ni G¢inek tak nebezpecny, nebot neni jisté, v jaky moment jiz dochéazi

k jeho vzniku (Jif, 2018).

23 MAC — minimalni antibakterialni koncentrace
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Pfi subinhibi¢nim t¢inku antibiotik na bakterie dochazi k poskozenti jejich struktury, avSak
nedostateCné na to, aby nebyly schopny piezit a nadale se dé¢lit. VétSinou je deformace
reverzibilni a bakteridlni buiika je do urCité miry schopna své regenerace. Bakterie bude po
urcitou dobu poskozena a oslabena, coz miize sice vést ke snizeni miry jeji patogenity, ale
v disledku selekéniho tlaku budou zasaZené bakteridlni builkky nuceny k tvorbé adaptaci
nezbytnych pro jejich preziti a k tvorbé novych mechanismi rezistence proti antibiotikim,
kterym jsou vystaveny. Diky selekénimu tlaku tedy dojde ke zlepSeni fitness bakteridlni
populace a takto zvyhodnéné rezistencni bakterie budou Iépe piezivat, budou schopny se

délit a predavat rezistencni vlastnosti dale (Jiii, 2018).

Cim déle jsou bakterie subinhibi¢nimu u¢inku vystavovany, tim je jejich rezistence viiéi nim
vy$si, coz muze byt velice problematické u chronickych onemocnéni. Nejrizikovéjsimi jsou
vsak pfipady, kdy antibiotika v malych koncentracich unikaji mimo lidské télo do okoli,
naptiklad ve zdravotnictvi ¢i ve velkochovech zvitat, kde interaguji s mnohymi bakteriemi,
a umoznuji jim tak tvorbu rezistence proti nim. Nasledné¢ mohou tyto bakterie zpusobit

onemocnéni a lécba na né jiz nebude zabirat (Jifi, 2018).
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4 Bakterialni rezistence vuci antibiotikum

Rezistence je geneticky determinovana vlastnost bakterii, diky které se stdvaji odolnymi vici
antibiotické 1écbé¢ za pouziti standardnich koncentraci antibiotik. I pfi vystaveni
antibiotikiim jsou rezistentni bakterie schopné svého rozmnozovani ve stejné mife, jako pii
jeho nepfitomnosti. Rezistenci mizeme delit na pfirozenou a ziskanou a jeji miru lze meétit

v MIC (Jifi, 2018).

4.1 Prirozena bakterialni rezistence vii¢i antibiotikiim

Pfirozena rezistence je stabilni vrozeny geneticky jev zakddovany v chromozomalni DNA,
ktery sdili celd populace dané¢ho druhu, jejiz primarnimi ditvody je chybé&jici cilova struktura
pro vazbu antibiotik, transportni systém prenasejici molekulu ATB** do buiiky &i piirozend
ptitomnost rezistenéniho mechanismu. Bakterie rodu Mycoplasma jsou ptirozené rezistentni
k B-laktamovym antibiotikiim cilicim na PBP?, ktery rod Mycoplasma z divodu absence
bunécné stény nemd. U gram-negativnich bakterii, aby se antibiotikum dostalo do vnitinich
prostor buiiky, musi projit pfes vn¢j$i membranu, a pokud je pro n¢j nepropustna, jako
napiiklad pro vankomycin, mohou v pfipad¢ dostatecné¢ malych molekul pronikat poriny,
které jsou v ni umistény. Molekula vankomycinu je vSak pfiili§ velkd, aby poriny prosla,
a proto jsou k nému gram-negativni bakterie pfirozené rezistentni. Pfirozené rezistence se
vyuziva, napiiklad kdyz je potieba vykultivovat konkrétni druh bakterie, a tak se na zivnou
pudu obsahujici vice druhii bakterii pfida antibiotikum, na které je vybrany druh pro
kultivaci pfirozené rezistentni, a tim je zajiSténo, ze se ostatni bakterie, které jsou na
antibiotikum citlivé, nerozmnozi a zahynou. Déle je tato vlastnost pouzivana pii procesu
identifikace neznamé bakterie (Hurych a kol., 2021; Koléafova a kol., 2020; McManus, 1997;
Todar, 2011).

4.2 Ziskana bakterialni rezistence viici antibiotikiim
Ziskana rezistence je pozdé&ji nabyta vlastnost, kterou si bakterialni buiika vyvinula ¢i ji
ptijala jako adaptaci na stres zpusobeny antibiotiky. Ziskand rezistence vznikd zménou

bakterialni DNA s moZnosti vyuasténi ve vznik nové fenotypové vlastnosti, bud’ mutaci své

24 ATB - antibiotikum
25 PBP - penicilin-binding proteins
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DNA, nebo ziskanim nové DNA nesouci genetické informace obsahujici

rezistenci (Hurych a kol., 2021; McManus, 1997; Todar, 2011).

K mutaci miiZe dojit indukované vnéjsimi vlivy ¢i spontanné pii bunééném déleni, napiiklad
chybou pii replikaci DNA, deleci, inserci ¢i duplikaci nukleotidu nebo nukleotidii. Mira
spontanni mutace je uvadéna jako 0,0033 mutace na jednu replikaci DNA. V kazd¢ populaci
se vyskytuje urcity pocet bakterii s modifikaci vSech vlastnosti, které jsou u jednotlivych
bakterii mozZné. ,, Frekvence mutantii je u bakterii kolem 105 V1 ml kultury
napi. Echerichia coli, kde je 10° citlivich bunék, lze predpoklidat, Ze je 10 bunék
rezistentnich *“ (Jiti, 2014: 144). Pokud se zvysi tlak plisobeni antibiotik, zatnou vznikat
mutace indukované a populace se zacne stavat rezistentni (Abebe a kol., 2016;

Hurych a kol., 2021; Jifi, 2014; McManus, 1997).

Ptijeti cizi DNA obsahujici pfenosné genetické elementy kodujici rezistencni vlastnosti
muze probihat jednim ze tfi mechanisml horizontdlniho procesu zahrnujiciho konjugaci,

transdukci a transformaci (Hurych a kol., 2021; McManus, 1997).

Ziskana antibiotickd rezistence je disledkem vystaveni bakterii antibiotikiim. Z bakterii
citlivych se vhodnymi mechanismy stdvaji bakterie rezistentni. K vzniku rezistence
nedochazi ihned pfi kontaktu bakterialni buiiky a antibiotického piipravku, ale az poté co
koncentrace antibiotika dosahne takzvané kritické hranice. Pfi nizkém selek¢nim tlaku je pro
buiiku nevyhodné pfijimat geneticky material navic, nebot’ jejim cilem je co nejrychle;jsi
mnozeni, v¢emz ji miZe nadstandardni geneticka vybava zpomalovat. Pokud je vSak
koncentrace antibiotika tak vysokd, Ze by jiz mohla bakterii ohrozovat, bude nucena
k ziskani rezisten¢nich vlastnosti v z4jmu jejiho preziti, 1 kdyZ by to znamenalo sniZeni jeji
fitness. Snizeni fitness mize byt jen docasné a po ustupu selekéniho tlaku se mize bakterie
prebytecnych gentli zbavit. Pokud to neni mozné a rezisten¢ni vlastnosti jsou trvale vélenény
do jejiho genomu, mize dojit k vytlaeni tohoto typu bakterii bakteriemi nerezistentnimi, u
kterych bude mnoZeni probihat rychleji. Cim déle antibioticky stres pietrvava, tim je vétsi
pravdépodobnost, Ze si bakterie vytvoii alternativni kompenzani mutace a rezistentni
vlastnosti ji jiz nebudou nadéle zatéZovat, ¢imz se stane rezistence trvalou a bakterie, které
touto vlastnosti disponuji, budou tvofit pfevaznou, ne-li celou cast jejich

populace (Jiri, 2018).
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4.3 Mechanismy bakterialni rezistence vici antibiotikiim

Bakterie se proti uc¢inku antibiotik brani riznymi mechanismy, mezi néz patii modifikace
cilové struktury, na kterou antibiotika cili, inhibice pfistupu antibiotika k cilovému mistu,
aktivni transport antibiotik z bakteridlni bunky, enzymatickd inaktivace antibiotika,
vytvotfeni cilovych mist pro antibiotikum v nadbytku, ndhrada zablokované bakteridlni

metabolické drahy a zabrana aktivace antibiotika (Jifi, 2018).

4.3.1 Modifikace cilové struktury

Zmény bunéénych struktur, na které jsou antibiotika cilena, zahrnuji modifikace enzymd,
ribozomil nebo stavebnich prvka bunécné stény. Proti antibiotikiim se bakterialni buiika
nemiize branit eliminaci téchto cilovych struktur z divodu jejich dilezitosti pro svou
existenci, tudiz je pro ni jedinym feSenim jejich zména do takové miry, aby nemohly nadale
interagovat s antibiotiky, ale zaroven si zachovaly svou funkci. Modifikace je umoznéna
pomoci pienosu genil kodujicich tyto inovace mezi jednotlivymi bakteriemi, nebo mutaci
gend ptivodnich. Piikladem je mutace gend kddujicich syntézu enzymi RNA polymeraz
a DNA gyraz, jejiz vysledkem je vznik rezistentnich bun€k proti rifamycintim a chinolontim,
coZ jsou antibiotika cilici na tyto enzymy. DalSim piikladem mutze byt zména stavby
penicilin-binding proteins, kterd zabrani vazbé penicilinu. Zménou cilové bakterialni
struktury dojde k absenci jeji afinity s antibiotiky a ke ztrat€¢ jejich
ucinnosti (Hurych a kol., 2021; Jiti, 2018; Lambert, 2005; McManus, 1997).

U gram-negativnich bakterii jsou castym mistem modifikace vngjsi vrstvy bunécéné stény
tvorici lipopolysacharidy, oligosacharidy a konkrétné jejich soucast — lipid A, jenZ je
cilovym mistem pro kladn€ nabitd antibiotika polymixin B a colistin. Lipid A ma zaporny
naboj, ktery zptsobuji zdporné nabité fosfatové skupiny. Jejich odstranénim se snizuje
negativni ndboj celé molekuly, a tim i jeji afinita k polymixinu B a colistinu

(Garcia Vello a kol., 2022; T. Li a kol., 2023).

U gram-pozitivnich bakterii je pozménovana zejména zaporné€ nabita kyselina lipoteichova
takzvanou D-alanylaci, tedy pfiddnim kladnym D-alanylovych zbytki k jeji struktufe, coz
snizuje jeji citlivost ke kladné nabitym antibiotikim polymixinu B, colistinu a dal§im
kationtovym antimikrobidlnim peptidiim, napiiklad magaininu (Garcia-Vello a kol., 2022;

T. Li a kol., 2023).
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4.3.2 Inhibice pFistupu antibiotika k cilovému mistu

Zamezit antibiotiku, aby se dostalo ke svému cilovému mistu, mize bakteridlni buiika
nékolika zpusoby. Jednim zplisobem je tvorba extraceluldrnich oballi, jako je naptiklad
pouzdro nebo slizova vrstva, pfes které ma antibiotikum problém proniknout

(Hurych a kol., 2021; Jifi, 2018).

Dal8im zplsobem je snizeni permeability bunééné membrany. Gram-negativni bakterie
ve své vngjsi membrané obsahuji poriny, které mohou slouzit mimo piijmu jinych
hydrofilnich molekul také ke vstupu antibiotik do jejich periplazmického prostoru. Cim vice
ma bakterie porind, tim je citlivéjsi k ur€itym druhtim antibiotik. Pro redukeci citlivosti pfi
expozici antibiotiky omezuje bakterie pocet porini snizenim exprese gentl, které je koduji,
¢i pfimo odstranénim jednotlivych porinti. Kromé téchto uprav miize také bakterie zménit
u porintl jejich selektivitu, ndboj nebo propustnost pomoci zuZeni péru (Baran a kol., 2023;

Hurych a kol., 2021; Pages a kol., 2008; Zhang & Cheng, 2022).

U gram-pozitivnich bun€k s nizkym poctem guanino-cytosinovych péarti v chromozomalni
DNA, naprtiklad u stafylokokli, mohou mutace v genech kédujicich komponenty regulaéniho
systému vést k syntéze bunécné stény s vyS$§im obsahem peptidoglykanu. Dochdzi tak
ke zvySeni tloustky jejich bunécné stény, a to znemoziuje prunik antibiotik do vnitinich

prostor bunky (Baran a kol., 2023).

4.3.3 Aktivni transport antibiotik z bakterialni bunky

Aktivni transport antibiotik z bakterialnich bun¢k probiha pomoci efluxnich pump. Gram-
negativni bunky disponuji vyhodou v podobé periplazmického prostoru, do které¢ho
pronikaji antibiotika nejdfive, a az pokud nedojde k jejich inaktivaci ¢i vylouceni, dostavaji
se do cytosolu. U gram-pozitivnich bakterii dochéazi k antibiotickému priniku do cytosolu

rovnou (Baran a kol., 2023; Breijyeh a kol., 2020; Hurych a kol., 2021).

Pomoci efluxnich pump nedochazi k zneskodnéni antibiotik ¢i k pfimému zabranéni jejich
ucinnosti, antibiotikum je pouze po svém vstupu do intracelularniho prostoru z bunky
vypuzeno. Jelikoz je efluxni pumpa schopna za dany casovy tsek vyloucit pouze urcity pocet
antibiotik, mtze se stat, ze nékter¢ molekuly ATB jiz dosahnou svého cilového mista
a bakterii poSkodi. Na aktivni transport je také potfeba mnozstvi energie, coz je dalSim

omezujicim faktorem pro jejich vykonnost. K omezeni jejich funkce muze také dojit
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prostiednictvim inhibice pump nékterymi léky, napfiklad rezerpinem ¢i omeprazolem.
Naopak vyhodou efluxnich pump je jejich schopnost zbavovani se nékolika druhti antibiotik

najednou (Baran a kol., 2023; Jifi, 2018; Marquez, 2005; Webber & Piddock, 2003).

Efluxni pumpy jsou piivodni souc¢asti bakterii, ale miize také dochdzet k jejich dodate¢nému
podlehnou bakterie, které si nebyly schopny vyvinout vhodnou adaptaci, v tomto ptipadé
mutaci genli zpusobujicich zvySenou tvorbu efluxnich pump. Pfeziv§i buinky s vétSim
poctem efluxnich pump zvySujicich jejich fitness se budou mnozit a tuto predispozici

piedavat dale (Baran a kol., 2023; Webber & Piddock, 2003).

Efluxni pumpy se déli do $esti skupin (ABC?%, RND?’, MATE?*, MFS?°, SMR*, PACE?!),
pficemz kazda z nich interferuje s jinymi druhy antibiotik. Efluxni pumpy z rodiny PACE
jsou omezeny pouze na vyluCovani bézn€¢ pouzivanych biocidi, napftiklad

chlorhexidinu (Baran a kol., 2023; Hassan a kol., 2018).

U vétSiny gram-negativnich bakterii jsou pumpy skupiny RND a n¢které pumpy skupin
ABC, MATE a MFS slozeny ze tfi jednotlivych slozek prostupujicich celym bunécnym
obalem. Jsou umisténé ve vnitini membrané a interaguji s proteiny ve vnéjs$i membrané
pomoci fuznich proteint v periplazmatickém prostoru slouzicich pravé k propojeni vnitini
a vngjsi membrany. Tyto efluxni pumpy transportuji molekuly ATB piimo do
extracelularniho prostoru, odkud je pro né t&€zsi vratit se zpét do cytosolu. Pievazny pocet
efluxnich pump skupiny MSF a SMR je sloZen pouze z jednoho proteinového transportéru,
umisténého v cytoplazmatické, tedy vnitini, membrané a pumpuje antibiotika z cytosolu

pouze zpét do periplazmatického prostoru (Baran a kol., 2023).

4.3.4 Enzymaticka inaktivace antibiotika
Inaktivace antibiotik pomoci enzymu probiha jejich hydrolyzou, redoxnim procesem nebo

piipojenim postranni skupiny. Té€mito procesy dochazi bud’ k rozstépeni, nebo k modifikaci

26 ABC skupina — z anglického ATP-binding cassette family

27 RND skupina — z anglického resistance-nodulation-cell division family

28 MATE skupina — z anglického multidrug and toxin extrusion family

29 MFS skupina — z anglického major facilitator superfamily

30 SMR skupina — z anglického small multidrug resistence family

3 PACE skupina — z anglického proteobacterial antimicrobial compound efflux family
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struktury antibiotika pfed dosazenim jeho cilového mista, ¢imz se stdva neaktivni.
Enzymaticky zplisob rezistence je jednim z nejcastéjSich mechanismt bakterialni obrany
z diivodu jeho efektivity a nizké spotieby energie. Enzymy se snadno §ifi do okoli a jedna
jejich molekula dokéaze deaktivovat velké mnozstvi antibiotik (Baran a kol., 2023; Jiii, 2018;

Varela a kol., 2021; Zhang & Cheng, 2022).

Hydrolyticky proces je charakteristicky pro B-laktamdzy, coz jsou enzymy $té€pici antibiotika
patfici mezi B-laktamy. Sekrece enzymu je kddovana chromozomalnimi ¢i plazmidovymi
geny a mezi bakteriemi $ifena pomoci prenosnych genetickych prvkl. B-laktamazy se
mohou kovalentné vazat na karbonylovou skupinu antibiotik, tim narusit jejich cyklickou
strukturu a zpusobit jejich degradaci. Lze u nich pozorovat i nehydrolyticky zptsob vazby,
kdy po navazani antibiotika pouze znemoziuji jeho vazbu na cilové misto. Bakterie vylucuji
ruzné typy B-laktamédz a kazdy znich je schopny hydrolyzovat specifické B-laktamové
kruhy. Kromé B-laktamovych antibiotik je enzymatickd hydrolyza¢ni aktivita typicka pro
dalsi antibiotika, naptiklad makrolidy, které jsou St€peny pomoci specifickych enzymu

esterdz (Baran a kol., 2023; Varela a kol., 2021; Zhang & Cheng, 2022).

Inaktivace antibiotik pfiddnim postranni skupiny, zejména acylové, glykosydove,
ribosylové, fosforylové nebo thiolové, zméni strukturu antibiotik a ty se jiz nemohou vazat

na cilové misto (Varela a kol., 2021).

Redoxni zpiisoby jsou bakteriemi vyuzivany spiSe vyjimecn€, napiiklad u bakterie

Bacteroides fragilis, kdy jsou tetracykliny oxidovany enzymem TetX (Wright, 2005).

4.3.5 Vytvoreni cilovych mist v nadbytku

Pii kontaktu s antibiotikem mulze bakterie zacit syntetizovat veét§si mnozstvi enzymil ¢i
struktur, na néz je antibiotikum cileno. Tento druh rezistence je pro bakterii energeticky
nevyhodny a miize ho z c¢asti nahradit vyrobou molekularnich mimiker poskytujicich
antibiotikiim ndhradni terce. Pfikladem je produkce peptidi MfpA mykobakteriemi, které
napodobuji DNA a brani se tak proti u¢inkiim fluorochinolonti (Jifi, 2018).

4.3.6 Nahrada zablokované metabolické drahy
Pii inhibici metabolické drahy muze dojit k tvorbe drahy alternativni, kterd ptivodni nahradi.

Néhradni draha mtze vykazovat niz$i ti¢innost, ale minimaln¢ doCasné ochrani bakterii pred
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jeji smrti. Nékteré metabolické syntézy lze také kompenzovat pfijmem syntetizované latky
z extracelularniho prostoru. Naptiklad enterokoky pfi vystaveni antibiotiklim zastavi vyrobu
kyseliny tetrahydrolistové a pfejdou kjejimu piijmu zhostujiciho organismu

(Jifi, 2018; Zhang & Cheng, 2022).

4.3.7 Zabrana aktivace antibiotika

Antibiotika mohu byt roz§ifena v téle v jejich neaktivni formé profarmak (prodrug). K jejich
aktivaci mtze dojit prostfednictvim jak neenzymatickych, tak i enzymatickych reakei.
Pokud je antibiotikum aktivovano bakteridlnimi enzymy, muaze pfechodu do jeho uc¢inné
formy bakterialni bunika zabranit zastavenim ¢i snizenim vylu¢ovani aktiva¢niho enzymu,
anebo jeho modifikaci, aby s profarmaky neinteragoval (Jifi, 2018; Jubeh a kol., 2020;
Yang a kol., 2011).

4.4 Prenos bakterialniho genetického materialu

Piemist'ovani ¢asti genetického materialu probiha jak intrabakterialng, tak i interbakterialné.
Intrabakterialni pfenosy jsou pfesuny casti genomu uvniti jedné bakteridlni bunky
transpozici ¢i rekombinaci DNA. Transpozice probihd pomoci transpozi¢nich element
vyclenénim, preskokem a vélenénim genti z jednoho mista na jiné. Rekombinace je proces
vélenéni extrachromozomélniho DNA do chromozomu bakterie. Interbakterialni pfenos je

transport genetického materidlu z jedné bakteridlni buiiky do druhé (Hurych a kol., 2021).

4.4.1 Vertikalni pienos bakterialniho genetického materiilu

Vertikalni pfenos je generacni proces, kdy jsou rezistencni geny prenaSeny z matetské buiky
na buiiky dcefiné béhem bunééného déleni pii replikaci DNA. Bakterie s rezistenénimi geny
budou mit v procesu rozmnozovani nad bakteriemi citlivymi vyhodu, postupné bude jejich
zastoupeni v populaci pfevladat a v krajnich ptipadech jimi budou k antibiotiku citlivé

bakterie zcela nahrazeny (Hurych a kol., 2021; Jiti, 2018; Jiti, 2014; Todar, 2011).

4.4.2 Horizontalni prenos bakterialniho genetického materialu

Horizontélni pienos je proces, pi1 kterém je geneticky material transportovan z jedné
bakterialni buiiky do jiné pomoci akcesornich gent v pfenosnych genetickych elementech,
kterymi jsou plazmidy ¢i transpozony. Na rozdil od vertikalniho je horizontalni transfer

umoznén i mezidruhové a Casto se vyskytuje i mezi prakticky nepiibuznymi bakteriemi.
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Mezi nejéastéjsi prenaSené mechanismy spadaji ty, u kterych je mozné ziskani rezistence
pomoci pouze jednoho genu, naptiklad mechanismus syntézy enzymi inaktivujici
antibiotika. K tomu, aby mohlo dojit kuptikladu ke zméné pro antibiotikum cilového mista
v bakterii, je zapotiebi z divodu slozitosti procesu ziskani vétsiho poctu genti. Aby mohlo
dochazet ke vznikiim 1 komplikovangjsich typt rezistence, vytvofily si bakterie adaptaci pro
shlukovani takovychto genti do usekli nazyvanych genové ostrovy nebo genové kazety. Vice
je tomu vénovano v podkapitole Genové ostrovy a genové kazety (Hurych a kol., 2021;

Jiri, 2018).

Ptenos jednoho genu je sice pro bakterii jednodussi, nese vsak i jisté nevyhody, jako je
napiiklad nadprodukce latky slouzici k rezistenci v dusledku nepfitomnosti regulacnich
struktur. Tato nadprodukce bakterii zatézuje a zhorSuje jeji fitness. Pokud je rezistence
pienasena spole¢né s regulacnimi geny, hovofime poté o takzvané inducibilni rezistenci, coz
znamena, ze rezistentni mechanismus se spusti az poté, co dojde ke kontaktu s antibiotiky.
Pokud jsou rezistentni mechanismy aktivni stale, jednd se o trvalou neboli konstitutivni
rezistenci, jejiz geny jsou primarn¢ umistény v plazmidech, kterych se bakterie, jakmile pro

ni pfestanou znamenat vyhodu a za¢nou ji naopak zatéZovat, mize zbavit (Jifi, 2018).

Podle zpiisobu, kterym horizontalni pfenos probiha, se déli na transformaci, transdukci

a konjugaci (Hurych a kol., 2021; Jifi, 2018).

Transformace

Pti transformaci bakterialni bunika absorbuje cast holé DNA z vnéjsiho prosttedi a integruje
ji do svého genomu. DNA pochéazi primarné¢ z uhynulych bakterii, které podlehly lyzi.
Bakterialni buiika extracelularni DNA nemusi pokazdé pfijmout, molekula pro ni neni vzdy
kompatibilni, 1 kdyZ je prokazano pfijimani genetické informace i od nepiibuznych druhi.
Nova DNA jiz také mohla podlehnout c¢astecné degradaci zpisobené napiiklad nukledzami.
Schopnost piirozené transformace se vyskytuje pouze u nékterych zastupcl, jako je
Streptococcus pneumoniae. U dalSich bakterii, kuptikladu u Escherichia coli, ji 1ze vyvolat

uméle (Abebe a kol., 2016; Hurych a kol., 2021; Sun, 2018; Todar, 2011).

Transformace probihd u gram-negativnich 1 u gram-pozitivnich bakterii s tim rozdilem, Ze
u gram-negativnich bun¢k musi molekula DNA piekonat navic vnéj§i membranu

a periplazmicky prostor, zatimco u buné¢k gram-pozitivnich ji v cesté brani tlusta a pevna
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petidoglykanova sténa, kterd musi byt pred vstupem nové genetické informace do vnitinich
prostor buiiky oslabena. Z ptivodné dvouvlaknové DNA je jedno vldkno translokovano do
cytoplazmy bakterie a druhé je degradovano. V1dkno proniklé do cytoplazmy je nasledné

zabudovano do bakteridlniho chromozomu (Sun, 2018).

Transdukce

Transdukéni mezibakteridlni pifenos je zprostfedkovan virem napadajicim bakterie:
bakteriofagem. Jeho geneticka informace je tvofena DNA ¢i RNA uzavienou v bilkovinném
obalu nazyvaném kapsida. Bakteriofag se bi¢ikovymi vlakny ptichyti k povrchu bakterie,
zanofi do ni bazalni ploténku a pomoci vysunuti duté bi¢ikové pochvy je umoznén prinik
nukleové kyseliny viru z kapsidy do infikované bakterie, kde probiha jeho reprodukce.
Bakteriofagy se déli na virulentni, které se po vstupu do hostitelské buiiky rychle mnozi,
¢imz zapficinuji jeji 1yzu, a na bakteriofagy temperované. Temperované bakteriofagy
vélenuji po infikovani bakterialni buniky svou nukleovou kyselinu do jejiho DNA. Replikace
virl probihd spolecné s replikaci bakterie, dokud nedojde k jejich aktivaci vnéjSimi faktory
a neza¢nou se mnozit a bakterii lyzovat. Fagy tim takzvané ptejdou z lyzogenniho cyklu do

lytického (Hurych a kol., 2021).

Pii mnozeni bakteriofagih mize byt do jejich genetického materiadlu integrovana z Casti
1 bakterialni DNA. Integrace mtize byt cilend, v tom piipad¢ se jednad o specializovanou
transdukci, ¢i zcela ndhodné, nazyvana jako transdukce generalizovand. Mnozstvi vélenéné
genetické informace zalezi na velikosti viru. Poté, co se bakteriofagy z bunky uvolni, infikuji
okolni bakterie v€lenénim své nukleové kyseliny do jejich genomu, ¢imZ mohou predéavat

i ¢ast DNA predchoziho hostitele. Bakteriofagy maji uzké spektrum hostitelii a nejsou tedy

vvvvv

Konjugace

Konjugace je pifimé jednostranné predavani plazmidového ¢i ¢asti chromozomalniho
genetického materidlu mezi donorovou a recipientni buiikou. Donorova butika obsahujici
konjugativni F plazmid je oznaCovana jako F+ a bakterialni butika F-, u niz F plazmid chybi,
je vzdy recipientem. F plazmid fidi proces pfedavani genetického materidlu a nese geny pro
tvorbu F pilust zprostiedkovavajicich prenos. Pfenos mtze byt uskutecnén i napti¢ druhy

bakterii (Hurych a kol., 2021; Jiti, 2014; McManus, 1997).
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5 Bakterialni multirezistence vucéi antibiotikum

Pokud je bakterie rezistentni k piibuznym antibiotikim, vyznacujicim se podobnou
chemickou strukturou a mechanismem ucinku, je jeji odolnost nazyvana jako rezistence
zktizena. Pokud je bakterie rezistentni k vice antibiotikiim s odliSnou chemickou strukturou
a mechanismem u¢inku, jedna se o rezistenci sdruzenou, mezi kterou se fadi 1 multirezistence

(MDR??) (Hurych a kol., 2021).

Bakteridlni multirezistence je typ rezistence, pfi které je dany kmen bakterii odolny
minimaln¢ ke tfem neptibuznym skupindm antibiotik, pfi¢emz v kazdé ze skupin musi tuto
vlastnost vykazovat alespon jedno konkrétni antibiotikum. Jako piiklad Ize uvést bakterii
Pseudomonas aeruginosa, ktera je rezistentni k cefalosporinlim, konkrétné k ceftazimidu,
déle k fluorochinonim v zastoupeni ciproflaxinu a ke karbapenemim (patficim mezi 3-

laktamy), specificky k imipenemu (Jifi, 2018; Kolafova a kol., 2020).

Multirezistence vznika dvéma mechanismy. Prvnim je kumulace rtiznych rezistentnich
gent, pficemz kazdy gen, nebo minimalné alespon tfi z nich, koduji odliSny typ mechanismu
rezistence ke konkrétnimu antibiotiku. Druhym mechanismem je mutace ¢i piijem
genetického materidlu zodpovédného za syntézu a zvySenou expresi efluxnich

pump (Hurych a kol., 2021; Nikaido, 2009; Sun a kol., 2014).

Efluxni pumpy, nazyvané také anglicky multidrug efflux pums, diky své polysubstratové
specificnosti dokdzi z bakterialni bunky vyluCovat Siroké spektrum antibiotik. Efluxni
pumpy pfispivaji k multirezistenci, zejména vii€i tetracyklinim, chloramfenikolu, -
laktamm, aminoglykosidiim, chinoloniim, sulfonamidim nebo trimethoprimu. Syntéza
bilkovin pro vyrobu efluxnich pump je ale z energetického hlediska néro¢na, coz bakterii
zatézuje a muze to snizit jeji konkurenceschopnost a virulenci. Pfi nadmérné expresi pump
byla u nékterych druht bakterii zaznamenana kompenzace vyvinutim specifické adaptace.
Naptiklad Neisseria gonorrhoeae ¢i Pseudomonas aeruginosa jako odpoveéd na vysokou
koncentraci chloramfenikolu spojenym s nadvyrobou RND efluxnich pump zménily svij

uhlovodikovy metabolismus z oxida¢niho stavu, vyzadujiciho kyslik, na anaerobni

32 MDR - multirezistence (z anglického multiple drug resistence)
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fermentativni metabolismus, a ¢aste¢n¢ tak vykompenzovaly stres zptisobeny antibiotikem

a miru vydané energie (Baran a kol., 2023; Du a kol., 2018; Sun a kol., 2014).

Bakteridlni geny rezistence vici antibiotikiim maji tendence se shlukovat do rezisten¢nich
genovych kazet, jak to je jiz popsano v podkapitole Genové ostrovy a genové kazety.
Bakterie, které obsahuji vice gent rezistence, budou odolnéjsi vici vice druhiim antibiotik

a maji vetsi Sanci na preziti (Bennett, 2008; Jifi, 2018).

Kazety s rezistentnimi geny se €asto vc€lenuji do integronil. Integrony schopné zpusobit
multirezistenci patii do tfidy 1, 2 nebo 3. Tyto tii tiidy jsou schopny ziskavat stejné genové
kazety diky jejich podobné rekombinacni platformé. Nejcastéji se vSak rezistencni kazety
nachazeji u integront tfidy 1. V jednom inegronu lze najit az 8 riznych gent rezistence.
Integrony jsou obvykle soucasti transpozonl, které jim umoziuji transporty v ramci
bakterialniho genomu, ale spole¢né s plazmidy zajist'uji i jejich pienos mezi jednotlivymi

bakteriemi (Bennett, 2008; Deng a kol., 2015; Ilyina, 2012; Nikaido, 2009).

K vzniku multirezistence také mohou zna¢éné piispivat ISCR*?. Diky jejich specifické
opakované transpozici mohou vznikat obrovské mobilizovatelné bloky gent, obsahujici
velky pocet rezistentnich geni (Bennett, 2008; Deng a kol., 2015; Ilyina, 2012;
Nikaido, 2009).

3 ISCR - inzer¢ni sekvence obsahujici spoleéné oblasti (z anglického insertion sequences containing common
regions)
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6 Bakteridlni extenzivni rezistence vic€i antibiotikiim a panrezistence

Roku 2012 vznikla standardizovand mezinarodni terminologie, kterou vytvotilo Evropské
stiedisko pro kontrolu nemoci (ECDC?*) spole¢né se Stredisky pro kontrolu a prevenci
nemoci (CDC?®). Podle tohoto sytému existuji kromé& MDR jesté dvé kategorie, a to XDR?
a PDRY’ (Basak a kol., 2016; Jifi, 2018).

Extenzivni rezistence (XDR) bakterii vic¢i antibiotikim je popsana jako odolnost na
minimaln¢ jedno antibiotikum ze vSech antibiotickych skupin vyjma maximalné

dvou (Basak a kol., 2016; Jiti, 2018).

Panrezistence (PDR) je definovana jako necitlivost k Gpln€é vSem zndmym skupinam

antibiotik (Basak a kol., 2016; Jifi, 2018).

3+ ECDC — akronym pro Evropské sttedisko pro kontrolu nemoci (z anglického European Centre for Disease
Prevention and Control)

35 CDC — akronym pro Stiediska pro kontrolu a prevenci nemoci (z anglického Centers for Disease Control
and Prevention)

36 XDR - extenzivni rezistence (z anglického extensively drug resistence)

37 PDR - panrezistence (z anglického pandrug resistence)
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7 Bakterialni perzistence a tolerance vici antibiotikiim

7.1 Bakterialni tolerance viici antibiotikiim

Tolerance je stav bakterii, kdy sice dochazi k jejich usmrcovani prostfednictvim antibiotik,
ale vyrazn¢ pomaleji, nez by tomu bylo za normalnich okolnosti. Tolerance muze byt
disledkem bud’ dédi€né mutace, nebo castéji je odpoveédi na stres zplisobeny napiiklad
hladovénim. Pfi hladovéni nema bakterie energii na obvyklou miru tvorby bilkovin
a peptidoglykanu, tudiz antibiotika, pro néz jsou tato mista cilova, nemohou byt tolik
efektivni a jejich ucinek je patrny az po delsi dob¢. Jakmile je stresor odstranén, buniky opét
zacnou normalné rist a jejich citlivost k antibiotikiim je obnovena. Pokud jsou bakterie
tolerantni k vice antibiotikim najednou, stav je nazyvan jako multitolerance. Tolerance
muze také vzniknout jako duasledek perzistence, kdy se z citlivych bun€k postupné stavaji
perzistoii, az nasledné¢ tvoii témér celou ¢i dokonce celou populaci Zivych

bakterii (Berti & Hirsch, 2020; Jifi, 2018; Melter, 2021).

7.2 Bakterialni perzistence vi¢i antibiotikiim

Zatimco se tolerance, stejné jako rezistence, tyké celé bakteridlni populace, perzistence se
naopak vztahuje jen k malé casti bakteridlnich bunék, kterd nebyva vySsi nez 1 %.
Z bakterialni populace je vyclenéna ¢ast takzvanych perzistort, které jsou viici antibiotikiim
odolné. Peristentni buiiky nejsou schopny se mnozit ¢i rist po celou dobu antibiotického
stresu, ale zlstavaji zivotaschopné. Tyto odolné bunky ptezivaji antibiotickou 1écbu a po
jejim skonceni se za€nou opet mnozit, a tvoii tak novou bakterialni populaci, jejiz zastupci,
kromé par perzistorli, budou vii¢i antibiotiktim citlivi. Pokud vSak budou bakterie antibiotiku
vystaveny dluhodobé a v tak malych davkach, aby mohlo dochézet k jejich proliferaci,

budou mit tendence se stat rezistentnimi (Jiri, 2018; Melter, 2021).

Perzistence se déli na dva typy. Perzistence I. typu neboli perzistence indukovanéd vznika
vlivem vné&jSich podminek, jako je naptiklad zména pH, nedostatek zivin, zmény teplot ¢i
piitomnost antibiotik. Jejich frekvence vyskytu v populaci se pohybuje okolo 107,
Perzistence II. typu se nazyva perzistence nahodné ¢i pfirozend. Jeji vznik neni piimo
ovlivnén okolnimi podminkami, ale dochazi k nému chybou metabolické funkce bakterie,

ktera vSak mimo jiné muze byt také dusledkem vlivu naptiklad antibiotik. Jeji Cetnost
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v populaci je piiblizné 10”. Ndhodné perzistenci se jinak také fika strategie ,,na jistotu®,
nebot’ miZe zachranit budouci existenci citlivych bakteridlnich populaci v infikovaném

organismu pii antibiotické terapii (Melter, 2021).

Mechanismt perzistence, které bakterie vyuzivaji, je mnoho a jsou Casto specifické pro
urCité bakteridlni druhy. Mezi nejbézné€j$i mechanismy patii dormace ¢i zabrana kontaktu
antibiotika s bakterii. Aby nedoSlo k interakci antibiotika a dané bakterie, mohou bakterie
docasné prezivat v jinych buiikkdch organismu, naptiklad v makrofagach, nebo mohou byt
soucasti biofilmu. Dormace je uméle navozeny stav bakterii pfipominajici spanek,
zpusobeny snizenim metabolismu a utlumenim ¢i uplnym zastavenim jednotlivych funkci
buiiky. V tomto stavu na buiiku Siroké spektrum antibiotik netcinkuje, i kdyz je na né
bakterie jinak citliva. Pfikladem muze byt bakterie Burkholderia thailandensis, ktera do
dormativniho stavu pfejde depolarizaci membrany a sniZenim své metabolické aktivitity,
¢imz se stava odolnou viCi antibiotikim cilicim na inhibici syntézy DNA
a proteinti (Hurych a kol., 2021; Jifi, 2018; Melter, 2021).

Kazda bakterialni populace, ktera byla kdy prozkouména, vzdy obsahovala i zastupce
perzistentnich bunek. Jejich miru lze vSak velmi té€zko urcovat, nebot MIC je pro

perzistentni buniky stejna jako pro burky citlivé. Pro jejich laboratorni stanoveni se pouziva

MBC38
Mics = 32 (Melter, 2021).

vypocet

7.2.1 Perzistentni infekce

Jako perzistentni jsou oznaCovany takové infekce, které nebyly z hostitelského organismu
uspésné odstranény a stale v ném pietrvavaji. Infekci, za néz jsou zodpoveédné perzistentni
bakterie, je pouze jejich mald ¢ast. VéEtsSina z chronickych ¢i rekurentnich infekei vznika
z jinych diivodi na strané hostitele, naptiklad kviili snizené imunité¢. Z diivodu nizkého poctu
infekci zplisobenych perzistory stale neni perzistence brana v tivahu pii vybéru 1€¢by pro
pacienta. Kazdé bakterialni populace ma sice urcité zastoupeni perzistentnich jedincti, kteti
v hostiteli pfezivaji i po antibiotické 1écbé, ale pokud se jednad pouze o maly pocet téchto

bunék, zdravy imunitni systém hostitelského organismu je schopen jejich eliminace.

33 MBC — minimalni baktericidni koncentrace antibiotika
39 MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotika
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Dlouhodobym pisobenim stresorti na perzistory miize také dojit ke sniZzeni miry jejich

virulence, avSak to miZe dat prostor pro vznik a Sifeni rezistence (Melter, 2021).

7.3 Rozdil mezi bakterialni rezistenci, perzistenci a toleranci vuci
antibiotikiim
Rezistence je stav, kdy je bakteriadlni populace vystavena antibiotikim a vSechny bakterie
maji tendenci tvorby ¢i ziskdvani genl rezistence, diky ¢emuz maji Sanci antibioticky
selekéni tlak preZzit. Po jeho ukonceni velka ¢ast z nich zlistava rezistentnimi. U tolerance
dochazi k docasné odolnosti bakterialni populace, kterou nejcastéji zptusobuje vliv vnéjsich
podminek, jako je napfiklad hladovéni, a po ustupu téchto faktort jsou opét bakterie
k antibiotiku citlivé. Perzistence se na rozdil od vyse uvedenych dvou termint lisi tim, ze

jde o stav pouze malého poctu bun¢k z celkové populace (Melter, 2021).

Perzistentni a tolerantni butiky nejsou na rozdil od bunék rezistentnich schopny proliferace,
pokud dojde k jejich kontaktu s baktericidnim antibiotikem a nenachézi se u nich strukturalni

geny, které jsou zodpoveédné za jejich odolnost (Melter, 2021).
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8 Biofilm

Biofilm je komplexni struktura bakterii pevné spojena s povrchem. Muze byt slozen
z jednoho druhu bakterie, ale Cast&jsi jsou takzvané biofilmy smiSené, obsahujici né€kolik
ruznych bakteridlnich druhd. Biofilm vzniké pocate¢nim pfichycenim bakterii k biotickému
¢1 abiotickému podkladu. Adheze mitize byt zprvu reverzibilni za pomoci slabych vazebnych
sil, ale nasledné¢ se stava trvalou. K trvalému zachyceni dochazi prostfednictvim struktur na
povrchu buné€k, naptiklad u bakterii rodu Salmonella jsou adhezinami nejcastéji fimbrie
L. typu. Po stabilizaci téchto primarnich kolonizatord, jak jsou bakterie zakladajici biofilm
nazyvany, dochazi k jejich riistu a rozmnozovani, ¢imz davaji vzniku mikrokolonii. Kdyz
hustota bakterii dosahne bodu prahové hodnoty, spusti se tim quorum-sensing (QS*’)
systém. QS systém je komunikaéni systém mezi bakteriemi koordinujici jejich chovani na
zaklad¢ hustoty populace pomoci zmény genové exprese. Tento sytém funguje na zaklade
vysilani signalnich molekul, které jsou pro kazdy druh bakterii specifické, a pomoci nich
dochazi k monitoringu populace. Pokud dosahne hustota populace jizZ zminéného hrani¢niho
bodu, je umoznén zacatek tvorby biofilmu (Dufour a kol., 2010; Hurych a kol., 2021;
P. Li a kol., 2023; Miller & Bassler, 2001).

Bakterie v biofilmu se vyznacuji tvorbou biofilmového matrixu slizového charakteru, ktery
miZe tvofit 80-85 % jeho celkového objemu. Je tvofen extracelularni DNA (eDNA*)
nezbytnou pro mezibunééné spojeni, matricovymi proteiny a znejvetsi Casti
extracelularnimi polysacharidy poméhajicimi udrzovat strukturu biofilmu a pfispivajicimi
k tvorb€ trojrozmérnych struktur. Zraly biofilm se vyznacuje strukturou mnoha dutin
a kanalkti zaplnénych vodou, které slouzi k distribuci zivin, zbavovani se odpadnich latek
a prenosu molekularnich signaldi, slouZicich ke komunikaci jednotlivych bunék. Struktura
biofilmu je ¢asto pfirovnavana k podobé makroorganismii, eukaryotickych tkani ¢i k méstu,
kdy bunky spoleéné¢ kooperuji, aby byl spoleény celek, jehoz jsou soucasti,

funk¢ni (Dufour a kol., 2010; Hurych a kol., 2021; P. Li a kol., 2023; Melter, 2021).

40 QR systém — z anglického quorum-sensing system
4l eDNA — extracelularni DNA
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Z biofilmu &asto dochazi k uvoliiovani jednotlivych planktonickych*? bungk ¢&i jejich skupin.
Tento proces mize byt aktivni nebo pasivni. Aktivni uvoliiovani je zplsobeno stresy
z nedostatku zivin, ze zmény prostiedi nebo z diivodu antibiotické 1€cby. Pasivni proces je
ovlivnén zménami struktur v biofilmu, napiiklad jsou builky nuceny pfejit do
planktonického stavu za ptedpokladu, Ze dojde k degradaci biofilmového matrixu. Oddelené
bakterie mohou zistat v planktonickém stavu, pfipojit se k jinému biofilmu ¢i se stat
primarnimi kolonizatory biofilmu nového (Dufour a kol.,, 2010; Hurych a kol., 2021;
P. Li a kol., 2023).

Pokud je to mozné, davaji bakterie prednost Zivotu v biofilmu, ktery je pro n¢ na rozdil od
existence ve formé planktonickych bunék mnohem vyhodnéjsi. Dle studii maji bakterie
v biofilmu stokrat az tisickrat vétsi Sanci na preziti. Bakterie jsou chranény matrixem, ktery
zabrafiuje pronikani molekul antibiotika k jednotlivym buikdm a zaroven miize
neutralizovat kladné¢ nabitd antibiotika, napiiklad aminoglykosidy, svym zdpornym
nabojem. Dal§im mechanismem, kterym muze biofilm bakterie chranit, je hromadéni
velkého mnozstvi enzymt tvofenych jeho matrici, kuptikladu B-latamaz, které maji
schopnost inaktivace nékterych druhli antibiotik. Rezistencni schopnosti biofilmu nejsou
genetického ptivodu, ale jsou zpiisobené jeho fenotypem. Jednotlivé bakterie jsou ale stale
schopné autonomni tvorby rezistenénich mechanismii a jejich pfenos mezi buiikami je
mnohem jednodus$si, nez kdyz jsou v planktonickém stavu (Dufour a kol., 2010;

P. Li a kol., 2023).

Biofilm je také idedlnim mistem pro vznik perzistentnich bunck. Koncentrace kysliku
ve svrchnich vrstvach biofilmu je vysokd, coz tvofi idedlni podminky pro rychly
metabolismus bakterii, které se zde vyskytuji. Cim niZe, tedy blize k podkladu viak bakterie
jsou, tim niz8i mnozstvi kysliku maji k dispozici, coz mé za nasledek zpomaleni ¢i docasné
zastaveni jejich metabolismu a stdvaji se tak perzistentnimi (Dufour a kol., 2010;

Hurych a kol., 2021; P. Li a kol., 2023).

V Iékatstvi je biofilm dulezitym pojmem, nebot’ se odhaduje, ze zpisobuje piiblizné 60 %

vSech bakterialnich infekei a az 80 % chronickych infekci. Biofilm se tvofi nejen v téle na

42 Planktonické bakteridlni buiiky — voIné& se pohybujici bakterialni buiiky
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ptirozenych mistech, jako je sliznice zazivaciho traktu nebo dychaci ustroji, ale jeho tvorba
je typickd zejména pro umélé povrchy, jakymi jsou katétry nebo chirurgické implantaty.
Mimo télo vznikaji biofilmy hlavné na lékatfskych nastrojich (Dufour a kol., 2010;
Hurych a kol., 2021; P. Li a kol., 2023).

50



9 Zabrana vzniku a eliminace infekci zptisobenych odolnymi

bakteriemi

9.1 Eliminace bakterialni rezistence a multirezistence vii¢i antibiotikiim
Lécba infekci zpisobenych rezistentnimi bakteriemi je obtiznd, a proto je dulezité jejich
vzniku co nejvice predchéazet. Antibioticka lécba neovlivituje pouze jednotlivce, nybrz ma
Sirsi  epidemiologicky rozmér. Antibiotika jsou casto nasazovana zbytecné, jelikoz
s nékterymi druhy bakterii si je lidsky imunitni systém schopen poradit sam, popiipadé
s lehkou pomoci bakteriostatickych antibiotik, kterd pouze zpomali ¢i zastavi jejich rust.
Baktericidni 1é¢ba je poté vhodna, pokud imunitni systém hostitele selze. Nespravné pouziti
typu antibiotické 1€¢by, jeji intenzity ¢i délky vede k rozvoji rezistence a multirezistence
u bakterii. Pfed pfedepsanim antibiotické 1é€by pacientovi by m¢l 1ékat vyhodnotit v§echny
okolnosti, a rozhodnout tak o nasledném spravném postupu. K vzdélavani 1ékait ohledné
tohoto problému je vytvofen specidlni program nazyvany antibiotics stewardship®, ktery
ma za cil zabranit nadmérnému uzivani antibiotik, oddalit nastup rezistence, zvysit efektivitu
a bezpecCnost antibiotické 1écby a snizit jeji naklady (Hurych a kol., 2021; Jifi, 2018;
Kolar a kol., 2020).

U pacientt je zasadni dodrzovani presné 1€Cby piedepsané 1ékarem. I po ustupu symptomu
infekce je nezbytné pokracovat v uzivani predepsanych antibiotik, pokud neni na zdkladé
konzultace s Iékafem doporuceno jinak. Timto zptisobem lze ptedejit navratu infekce a snizit
riziko vzniku mechanismt bakterialni rezistence vuci antibiotikiim (Hurych a kol., 2021;

Jiri, 2018; Kolat a kol., 2020).

Dilezit¢ je rovnéz dodrzovani hygienicko-epidemiologickych piredpist, osvédcenost
odbornikt, informovanost vetejnosti o situaci a systematické monitorovani jejiho vyvoje.
Sledovanim vzniku a vyskytu rezisten¢nich kmend se zabyva v Ceské republice Statni

zdravotni ustav (SZU*), konkrétné Narodni antibioticky program (NAP*). Pro Evropskou

43 Antibiotics stewardship — termin nema &esky pieklad, ale je volné definovéan jako sada opatfeni sméfujicich
k rozumnému vyuziti antibiotik, ktera zahrnuje jejich vhodny vybér, spravnou délku 1é¢by a vhodny zptisob
podavani (pfevzato z: Kolaf a kol., 2020)

4 87U — Statni zdravotni ustav
4 NAP — Nérodni antibioticky program
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unii existuje internetova stranka EARS-Net*® sbirajici informace o téchto osmi bakteriich:
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecium, Acinetobacter species a Klebsiella pneumoniae, o nichZ tam
jsou kazdy rok zvefejiiovany aktualni informace tykajici se jejich vyskytu, rezistence

atd. (Hurych a kol., 2021; Koléat a kol., 2020).

Pokud jiz bakterie obsahuji rezistenéni mechanismy a jsou tedy rezistentni viici nékterym
druhim antibiotik, je nutné zjistit vii¢i jakym a to pomoci odebrani vzorku téchto bakterii
a provedenim testl citlivosti. Na zaklad¢ vysledku testd je mozné zvolit 1écbu vhodnym

antibiotickym ptipravkem (Hurych a kol., 2021; Kolar a kol., 2020).

JelikoZ mira rezistence bakterii vii¢i antibiotiklim neustale stoupd, je nezbytny vyvoj novych
druhti antibiotik, ale i dalSich typt terapii, naptiklad pomoci bakteriofagl, polypeptidii ¢i
nanocastic, a neustalé hledani novych vhodnych cilovych mist pro antibakterialni ptipravky.
Vopacném ptipad¢ je pravdépodobné, ze vbudoucnu jiz 1écba nebude

ucinkovat (Hurych a kol., 2021; Kolaf a kol., 2020; Varela a kol., 2021).

9.2 Eliminace bakterialni perzistence vii¢i antibiotikiim

Odstranéni bakteridlnich perzistentnich bunék je mozné jejich ptfimou eliminaci, senzibilaci
k antibiotikiim pomoci resuscitace nebo zabranénim jejich vzniku. Pfi piimé eliminaci je
pouzita latka vii€i niz perzistor odolny neni a zpiisobuje jeho lyzi. Mezi takové latky patii
napiiklad antimikrobialni peptidy ¢i lytické fagy a jejich enzymy, endolyziny. U senzibilace
antibiotik pomoci resuscitace je nejdiive tieba do hostitele vpravit senzibilator. Senzibilator
je latka obnovujici struktury bakterie, naptiklad molekuly DNA, které byly naruSeny stresem
zpusobenym vnéjsimi podminkami. Antibiotika, pro ktera jsou tyto struktury cilovym
mistem, se na n¢ nemohou z diivodu poskozeni vazat a interagovat s nimi. Po jejich oprave
je v8ak ptistup antibiotik k cilovym mistiim obnoven a bakterie se stava k danému antibiotiku
opét citlivou. Zabranéni vzniku perzistort je umoznéno podanim ucinné latky, naptiklad
oxidu dusného, coz zabrani vzniku a dopadu stresovych odpovédi, které by mély za nasledek
vznik indukované perzistence. Bakterie na stresové podminky vznikem perzistence reaguji

velice rychle, a proto by mély byt ucinné latky podavany idealné preventivné (Melter, 2021).

46 EARS-Net — akronym z anglického European Antimicrobial Resistance Surveillance Network
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9.3 Eliminace biofilmu

K odstranéni biofilmu jsou pouzivany vysoké davky antibiotik. Tato metoda ale ¢asto neni
ucinnd a navic zvySuje pravdépodobnost vzniku rezistence na pouzité medikamenty.
Nejlepsim zptsobem je tedy, pokud mozno, co nejvice vzniku biofilmii predchézet. Pokud
je biofilm pfitomen na umélych implantatech a antibioticka 1é¢ba nezabira, feSenim je jejich

chirurgicka vymeéna (P. Li a kol., 2023).

Aby se zabranilo vzniku biofilmu na biomateridlech vpravovanych do téla, je na jejich
povrch nanaSen antibakteridlni povlak. Antibakterialni povlaky se déli na aktivni a pasivni.
Aktivni povlaky zabranuji infekci pomoci postupného uvoliiovani antimikrobialnich latek,
které¢ obsahuji. Nejvice pouzivanymi jsou antibiotické povlaky anebo povlaky vyrobené
z nanomaterialli produkujici volné radikaly ¢i vyvolavajici oxidacéni stres, ¢imz zptsobuji
degradaci bakteridlni DNA. Piikladem nanomaterialli jsou Casto vyuZivané nanocastice
stiibra. Mechanismem pasivnich povlakl je zabrana pfilnuti bakterii na jejich stény diky
pouziti hydrofilnich materiald na jejich vyrobu. Mezi pouZivané hydrofilni materidly patii
kuptikladu kyselina hyaluronovd, hydrogelovy povlak nebo heparinovy povlak
(P. Li a kol., 2023).

V nedavné dobé byl testovan povlak vytvofeny kombinaci kvarterniho chitosanu majiciho
baktericidni UC€inky, enzymu acylazy zasahujiciho do komunikace a regulace aktivit
bakterialnich bun¢k vcetné jejich tendence tvofit biofilm a kyseliny hyaluronové s hydrofilni
povahou. Kromé¢ inhibice tvorby bioflmu, 1ze povlak, konkrétn€¢ v ném obsazeny chitosan,
pouZit na vyrobu gelu, ktery regeneruje kostni tkan. Povlak by tedy mohl byt velice efektivni
nejen pro prevenci vzniku biofilmu, ale i pro 1écbu kostnich tkani. Tato 1écba by mohla
znamenat mensi chirurgické zasahy do lidského téla, a tedy nizs$i Sanci vzniku

infekci (P. Li a kol., 2023).

Negativem antibakteridlnich povlakt je jejich kratka doba ucinnosti a také fakt, Zze znacna
¢ast materiala na jejich vyrobu byla zatim testovana pouze in vitro a klinicky vyzkum musi

byt jesté proveden (P. Li a kol., 2023).

Dlouhotrvajici, av§ak méné ucinnou, je fyzikalni metoda Gpravy povrchu implantatu, kdy
dochdzi ke snizovani jeho hrubosti. Obecnym piedpokladem totiz je, Ze ¢im je niz8i hrubost

WOV v

povrchu materialu, tim t€Z§i pro bakterie adheze na néj je (P. Li a kol., 2023).
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Zavér

Bakteridlni rezistence vaci antibiotikim predstavuje neustdle se vyvijejici celosvétovy
problém, o kterém je tfeba rozsifovat povédomi nejen mezi odborniky, ale i mezi vefejnosti.
Antibioticka 1écba jednice ¢i vyuziti antibiotik v riznych primyslovych odvétvich ma
zaroven vzdy i1 epidemiologicky pfesah. Aby byla antibiotickd terapie U€inna a efektivni
1 v budoucich letech, je tieba, aby se kazdy jedinec k této problematice stavél zodpovédné
a nepfispival k jejimu zhorSovani. Vyvoj a testovani novych antimikrobidlnich ptipravki je

velice zdlouhavy proces, a proto je nutné zbytecnému vzniku odolnych bakterii vici jiz

existujicim medikamentim piedchézet.

Prace shrnuje téma rezistentnich bakterii vii¢i antibiotikiim, vysvétluje zakladni pojmy, které
se problematiky tykaji, a zabyva se také moznymi zpiisoby zabrany vzniku odolnych bakterii
a jejich pfipadnou eliminaci. ReSerSni prace byla psana za pouziti aktudlni literatury
zahrnujici nové vyzkumy a objevy, které piispivaji k dalSimu posunu v tomto oboru.

Neustalé provadéni novych vyzkumi a studii je nutnosti pro udrzeni t€innosti antibiotické

terapie a pro prevenci jejiho potencionalniho selhani.
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