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Rezistence Escherichia coli na vybrana antibiotika v okrese Pisek

za rok 2016
Abstrakt

Cilem mé prace bylo nashromazdit informace o rezistenci Escherichia coli na vybrana
antibiotika, poukazat na $patné uzivani antibiotik a dokazat, Ze tento problém by se mél
zacit fesit. Vyzkumna ¢ast byla provedena prostfednictvim zpracovani dat, Kultivaci,
stanoveni citlivosti a uréeni kmene pomoci riznych laboratornich metod. Pro svij
vyzkum jsem pouzila Escherichia coli vykultivovanou z moce, vyuzila jsem uz diive
urCené kmeny. Pro urCeni spravného kmene Enterobacteriaceae jsem vyuzila
biochemické testy ENTERO test 24 N a ESBL MAST test. Pro blizs$i uréeni kmene
Escherichia coli jsem vyuzila INDOL test a VPT test. Pro stanoveni citlivosti

Kk antibiotikiim jsem vyuzila test M. I. C. a diskovy diftzni test.

Celkem jsem m¢éla k dispozici 3245 pacientt, z toho 250 déti a 2 995 dospélych
pacienti. Celkem to bylo 8491 vySetfeni. Pozorovala jsem rezistentni kmeny
u dospélych a détskych pacientl, Cetnosti rezistentnich kmenti v porovnani s citlivymi

kmeny Escherichia coli. Vybrala jsem si 10 druhd antibiotik.

U Amoxicilinu jsem zjistila rezistenci ve 48 % piipadd z 1385 vysSetfeni.

Mira rezistence Amoxicilinu + klavulanatu byla 17 % u 1 439 vySetfovanych osob.

U 101 vySetfovanych osob byl pouzit Amplicin, ztoho 95 % osob vykazovalo
rezistenci. Takto vysoky vysledek by mohl byt zpisoben tim, ze Amplicin se muize
podavat jiz v détském véku, v dobé tehotenstvi a pii kojeni. M4 Siroké spektrum t¢inku
a je dobfe snaSen. Amplicin je pouZzivan piedev§im ve zdravotnickych zafizenich.
Nejsou k dispozici tabletky, je podavan injekéné. Amplicin + sulbaktam dopadly trochu
lépe, rezistence je ale stale vysoka — ze 103 osob vykazovalo 83,5 % rezistenci.
Sulbaktam je inhibitor beta-laktamaz (Wikipedia, 2018c).

Pouze u 13 osob byl pouzit Trimetroprim, skoro 85 % vykazovalo rezistenci.
Trimetroprim + sulfonamid byl rezistentni v 29 % z 2235 pacientti. U Cefuroximu byla
necitlivost pozorovana u 21 % pacientd z 579. Nejlepsi vysledky z vybranych antibiotik
mél Nitrofurantoin. Rezistenci vykazovalo pouze necelé 2 % vySetfovanych
z celkového poctu 1998 pacientl. Gentamycin nemél Spatné vysledky. Byl pouzit

u 547 vysetiovanych osob. Antibiotickou rezistenci vykazovalo 14 % vysetfovanych.
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Resistances of Escherichia coli to selected antibiotics in a district

of Pisek for the year 2016
Abstract

The aim of my work was to gather information on resistance of Escherichia coli
to selected antibiotics. To show wrong use of antibiotics and to prove that this problem
should begin to solve. The research part was performed by data processing, cultivation,
sensitivity determination and determination of a phylum using various laboratory
methods. In my research, | used Escherichia coli from the urine — | used phyla
previously designated. To determine the correct phylum of Enterobacteriaceae, | made
use of biochemical tests such as the ENTERO test 24 N and ESBL MAST test,
for the Escherichia coli phyla, | have used the INDOL test and VPT test.

To determinate sensitivity to antibiotics, | used the M.1.C disk diffusion test.

In total, there were 3,245 patients, of whom 250 children and 2,995 adults. Altogether
8,491 examinations were performed. | have observed resistant phyla in adult
and paediatric patients and the frequency of resistant phyla compared to sensitive phyla

of Escherichia coli. | have chosen 10 kinds of antibiotics.

I found out that Amoxicillin was resistant in 48 % of total 1385studies. Amoxicillin

+ clavulanate 30 % was resistant 17 %, in 1439 of persons under investigation.

In the group of 101 investigated subjects, Amplicin was used, 95 % of whom had
resistance. Such a high result could be due to the fact that Amplicin, can be given
in a childhood, during pregnancy and breastfeeding. It has a wide range of effects and
is well tolerated. Amplicin is primarily used in healthcare facilities. No pills are
available so it is injected. Amplicin + sulbactam (sultamicilin) results were also bad.
Ina group of 103 subjects, 83 % to them showed resistance. Sulbactam is a beta-
lactamase inhibitor (Wikipedia, 2018c).

Only 13 people used Trimetroprim, 85 % of whom were resistant. Trimethoprim
+ sulphonamide was resistant in 29 % of 2 235 cases. In Cefuroxime, insensitivity was
seen in 21 % of 579 patients. The best results from selected antibiotics were
Nitrofurantoin. Resistance showed only less than 2 % of the total 1998 patients.
Gentamycin results were not bad. Gentamycin was used in 547 people, 14 % of whom

showed resistance.
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Uvod

Antibioticka rezistence je dnes jednou znejvétSich hrozeb pro celosvétové
zdravotnictvi, bezpe¢nost potravin a vyvoj. Mize mit vliv na kohokoliv, v jakémkoliv
véku, v kterékoliv zemi. Antibioticka rezistence muze nastat pfirozené, ale zneuzivani
1éCiv u lidi a zvifat tento proces urychluje. Pocet rostoucich infekci roste, stavaji
se téz8imi, protoze se pouzivaji antibiotika k jejich 1écbé, tim se stavaji méné ucinnymi.
Antibioticka rezistence vede v nemocnicich k delSimu pobytu, nakladnéjsi 1é¢bé a vétsi
umrtnosti. Svét musi zménit zpusob, jakym se predepisuji a pouzivaji antibiotika.
| kdyzse vyvine novy 1¢ék, odolnost k antibiotikim zustava. Pokud rezistence
k antibiotikim ztstane, budou se infekce Ié¢it draz§imi 1éky a tim se zvysi naklady
na zdravotni péci. V moderni medicing je problém pfi transplantacich, chemoterapiich,
ale i u operaci, protoZe se stavaji nebezpecnéjsimi bez G¢innych antibiotik pro prevenci
a lécbu infekci. Lidé by méli byt vice informovani o této problematice. M¢lo

by se optimalizovat pouzivani antibiotik a posilit dohled na vyzkum.
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1 Escherichia coli

Doména: bakterie

Kmen: Proteobacteria

Ttida: Gamma Proteobacteria

Rad: Enterobacteriaceae

Rod: Escherichia

Binomické jméno: Escherichia coli (Wikipedia, 2017).

Escherichia coli dale jen E. coli je bé&Zny komenzal tlustého stieva u lidi
I U teplokrevnych zivocCicht. Stifevo je osidleno obvykle ihned po narozeni, nejcastéji
alimentarni cestou nebo pfenosem zjiného osidleného jedince (Horacek, 2000).
E. coli mize znecistit vodu, kde pteziva fadu tydnd, proto slouzi jako indikator fekalni

kontaminace vody (Bednar et al., 1996).
1.1 Morfologie

Velikost je 2-3 pm a §itka 0,5 um (Silhankova, 2002). Je to gramnegativni rovna tycka
se zaoblenymi konci, pohybujici se pomoci bic¢ikli. Netvoii spory. Bakterie je bez
pigmentu, barvi se homogenné. Na povrchu maji rizné druhy fimbrii. N&které druhy
mohou tvofit pouzdra a kolonie maji hlenovity charakter (Krmencik, Honej, Kysilka,
2007). Vn¢jsi biomembrana je tvofena lipopolysacharidy, Vv nichz jsou pory tvofené
bilkovinami, napftiklad poriny Omp C, Omp F a Pho E. Poriny jsou dulezité pro piijem
a vydej vitaminl z okoli. Mezi bunécnou sténou a vnéjSi biomembranou Sse nachazi
prostor nazyvany periplazmaticky, kde se vyskytuji bilkoviny vazici aminokyseliny
¢i sacharidy a enzymy S$tépici antibiotika (beta-laktamazy). Bunécna sténa je z tenké
vrstvy  peptidoglykanu  (proto  gramnegativni), ktery udava tvar bakterie.
Cytoplazmatickd membrana je sloZena asi ze 70 % bilkovinami a probihd v ni mnoho
biochemickych procest. Cytoplazma je tvofena roztokem, v némz jsou uloZeny
ribozomy a kde probihd proteosyntéza. Dale se zde nachazi bakterialni DNA.

Cytoplazma neobsahuje membranové organely.
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1.2 Fyziologie

Je to fakultativn¢ anaerobni bakterie a potencionalni patogen (Krmencik, Honej,
Kysilka, 2007). Vyuziva fermentace pro pfisun energie. E. coli je schopna vyuzivat
rizné druhy sacharidi a aminokyselin. Je to chemoheterotrof. Nejlépe a nejrychleji
roste v glukéze. Pii anaerobnich podminkach vyuzivd glukézu za vzniku laktatu,
sukcinatu, etanolu a acetatu. Pfi aerobnich podminkach produkuje indol (Silhankova,
2002). Netvoti sirovodik. Oxidaza je negativni, ale katalaza pozitivni. Optimalni teplota

pro rist je 37 °C pii hodnoté pH 6-8.
1.3 Antigenni charakter

Podle antigenni struktury se déli na sérotypy. Somatickych (O) antigent je 167,
k nim se vazi K a H antigeny, takze jejich kombinaci vznika 240 sérotypt. Kapsularni
antigeny se d¢li podle chemického slozeni na ty, které jsou tvofeny kyselymi
nebo neutralnimi polysacharidy, a na ty, které se skladaji z bilkovin a tvofi struktury

podobné fimbriim (Bednaf et al., 1996).
1.4  Patogenita

Patogenita E. coli vyvolava dva druhy onemocnéni:

1) Extraintesticialni (mocové infekce, hnisavé rany, septicka onemocnéni),
kdy onemocnéni je zplisobeno pievazné komensalnimi sérotypy a Casto jsou
to onemocnéni endogenni. Vétsinou jsou to kmeny, které vzdoruji baktericidii

séra a fagocytdze. Maji polysacharidovy kapsularni antigen.
2) Zpusobuji infekce v intersticialnim traktu doprovazené prujmy.
1.5  Enteropatogenni kmeny

1.5.1 Enteropatogenni EPEC

Casto vyvolavaji novorozenecké prijmy, kdy dochazi k dehydrataci pii vodnatych
prijmech, piipadné¢ az ke smrti. Onemocnéni vyvolavaji jen nékteré sérotypy,
které obyvaji tlusté stfevo. Problém je Casto v méné rozvinutych zemich. U vétSich déti

a dospélych neni onemocnéni vyvolano.
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1.5.2 Enterotoxigenni ETEC

Mohou produkovat dva druhy enterotoxint, a to termolabilni (TL) a termostabilni (TS).
Kolonizuji tenké stievo pomoci koloniza¢nich faktort, to jsou druhové specifické
proteinové fibrie. Vyvolavaji prajmy u déti i dospélych nejcastéji v Mexiku a v Egypté.

Jsou to tzv. cestovatelské priijmy, proto se mohou objevit i ve stfedni Evrop¢.

1.5.3 Enteroinvazivni EIEC

Pronikaji do bun€k, kde se mnozi. Onemocnéni probihd pod obrazem bacilarni

dysentérie.

1.5.4 Enterohemoragické EHEC (E. coli O157:H7)

Adhezuji pfevazné v tlustém stfevé. Produkuji toxin oznacovany jako shigatoxin nebo
verotoxin. Zpusobuji hemoragickou kolitidu, ktera muze piejit v hemolyticko-uremicky
syndrom (HUS). Zdrojem nakazy je pfedevSim infikované hovézi maso. Onemocnéni
se vyskytuje v détském veéku, a to nejen v rozvojovych zemich. Kmeny byly zachyceny
i v Ceské republice (Bednaf et al., 1996).

1.6 Onemocnéni

1.6.1 Mocové infekce

Nejcastéjsi prinik bakterii do mocového Ustroji je ascendentni cestou z rezervoaru
stievnich bakterii. Infekce za¢ina kolonizaci poSevniho vchodu ¢i predkozkového vaku,
dale nasleduje priinik pfes mocovou trubici, kde dochéazi k usidleni. Vzacné se mohou
usidlit az v ledvinach. Pdvodcem infekce mocovych cest mize byt endogenni

mikrofléra — vlastni nebo exogenni — cizi mikroflora, viz tabulka 1 (Mad’ar et al., 2006).

Hlavnim znakem mocové infekce je bakteriurie (10° bakterii/ml a vice) spojena
s klinickymi  pfiznaky. Projevy mocCovych infekci jsou wuretritida, cystitida,

pyelonefritida a prostatitida (Schindler, 2014).
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Tabulka 1 Pivodci moc¢ovych infekei

Escherichia coli - Nejcastéjsi ;-)ﬁvodce infekci komunitnich
1 nozokomialnich
Klebsiella pneumoniae 10 Nozokomialni
Proteus mirabilis 8 Casty pii litiaze
Enterococcus faecalis/faecium 8 Casto pii chronické pyelitidé
Staphylococcus saprophyticus 5 U mladych Zen
Pseudomonas aeruginosa 4 Chronické infekce
Enterobacter cloacae 4 Nozokomialni infekce, katétr
Staphylococcus aureus 2 Katétr

Zdroj: Schindler, 2014
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2 Antibiotika

Historie: Uz v davné Ciné se pouzivaly obklady z plesnivého séjového mléka. Prvni
zminky o pouzivani antibiotik se objevily uz v Egypt¢ u Nubijci. Prvni védecké
zkoumani ucinil Louis Pasteur 1877. V pribéhu let se zjistilo, ze antimikrobialni G€inky
ma vyluh z kolonie, ale to bylo vysoce toxické a nemohlo se to pouzivat dlouhodobé.
Doktor Ernest Duchensne zaznamenal, Ze plisn€ (rod stétiCkovcei) maji antimikrobidlni
uc¢inky. Jeho vyzkum byl bohuzel zapomenut. Proto je za prvniho objevitele antibiotik
povazovan Alexander Fleming. Béhem svého vyzkumu kultivoval mikroorganismy
na agarovych puadach. Zjistil, ze ptuda, ktera byla napadena plisni druhu Penicillinum
notatum, vytvofila zony bez riistu bakterii. Pochopil, Ze pliseni vylucuje néco, co hubi
mikroorganismy. Neumél vSak izolovat ucinnou latku (beta — laktamova kruh).
Svuj objev popsal v roce 1929. Howard Walter Florey se zabyval rafinaci penicilinu
a uspésné béhem 2. svétové valky vyprodukoval dostatecné mnozstvi aktivni slozky,
kterd se dale pouzila v klinické praxi. Dalsi vyzkum vedl k objeveni dalSich antibiotik
a lidé tak mohli pouzivat proti mikroorganismiim chemické latky, které diive neznali.

(Wikipedia, 2018e)
2.1 Charakteristika antibiotik

Jsou to latky vyuzivané pro 1écbu nebo k prevenci infekénich onemocnéni. Pivodné
jsou to produkty plisni. V dne$ni dobé se antibiotika (dale jen ATB) pfipravuji
chemickou syntézou nebo chemickou modifikaci pivodnich ATB (Hynie, 2003). ATB
nejsou viubec ucinna pii 1é¢bé virovych infekei, ¢asto jsou to infekce dychacich cest,
hrtanu, pradusek apod. Lécba antibiotiky by méla zacit aZz po zjisténi plivodce
onemocnéni. Je nutno brat antibiotika az do konce 1é€by. Jeji pfed¢asné ukonceni miize
vést k opétovné infekci, ktera mize dojit az Kk antibiotické rezistenci (Sandoz, 2018).
ATB by nemélo poSkozovat eukaryotické buiiky a u€inek na né musi byt zanedbatelny,
nebo zadny. Musi ucinkovat v nizkych koncentracich (fadové v mg/l) tak, aby téchto
hladin dosahovalo v ptimétene kratké dobé. Existuje pfiblizné 150 druhd ATB,
maji rizné chemické povahy. ATB se tfidi do skupin, kde je nazev skupiny odvozen
od povahy ATB (Schindler, 2014).
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2.2 Rozdéleni antibiotik

2.2.1 Podle spektra ucinnosti

Podle mnozstvi druht citlivych bakterii rozliSujeme ATB suzkym, stfedné Sirokym
a Sirokym spektrem Ucinku. ATB s uzkym spektrem uCinku plisobi pouze na malé
mnozstvi bakterii. Sttedné Sirokospektré ATB, piikladem muze byt penicilin, ktery je
ucinny na grampozitivni (G+) bakterie, ale na vétsinu gramnegativnich (G-) bakterii je

netéinny. Sirokospektra ATB jsou obvykle u¢inna na G+ i G- bakterie (Votava, 2010).

2.2.2 Podle intenzity ucinku

Primarné rozliSujeme ATB cytostatickd a baktericidni. Mezi obéma druhy jsou velké
rozdily. Bakteriostatickh ATB ucinkuji ve vysokych koncentracich bakteriocidné.

Bakteriocidni ATB pisobi bakteriocidné i v malych koncentracich (Hynie, 2001).

Bakteriostatické latky ptuisobi na mnozeni bakterii uz po 3—4 dnech od zahijeni 1écby.
Tento Ucinek je reverzibilni a netrva pfili§ dlouho, proto pred¢asné ukonceni 1écby vede
k relapsu. Jde naptiklad o tetracykliny nebo sulfoamidy. Baktericidni latky puasobi
mnohem rychleji — jiz po 48 hodinach lze vidét efekt, bakterie usmrcuji. Tyto ATB
se vyuzivaji pii t€zkych infekcich, u pacientli s poruchou imunity a u nedonoSenych

déti. Prikladem mohou byt beta — laktamy nebo aminoglykosidy (Votava, 2010).

2.2.3 Podle mista a mechanismu udcinku

Jedna z klasifikaci ATB je podle toho, jak ptsobi na bakterii. Mohou pisobit
na bunéenou sténu tim, Ze ji inhibuji. Casto to dé&laji beta-laktamova ATB, napiiklad
peniciliny a cefalosporiny. Navazou se na specifickd vazebnd mista, tim inhibuji
transpeptidazy, které jsou nutné k tvorbé bakteridlni bunécné stény. Pii rstu vznikaji
bunky s deficitni buné¢nou sténou, jez nejsou schopné odolat osmotickému tlaku. Takto
obnazené burky jsou likvidovany hostitelskymi bunikami nebo dochazi k jejich lyze.
Tento mechanizmus je ucinny pouze v dob¢ rustu mikroorganismu. Maji bakteriocidni

ucinek.

Dal$i mechanismus je naruSeni cytoplazmatické membrany. Tato ATB maji lipofilni
alyofobni  skupiny umoznujici prostup do cytoplazmatickych ~ membran
mikroorganismt. Narus$i tim permeabilitu membran a tim dojde k poruSe iontové

rovnovahy, kterd vede k zaniku bunky.
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Jiny mechanizmus je inhibice proteosyntézy. ATB obsahuji latky, které narusuji syntézu
bunéénych proteinti. Pisobi pfevdzné bakteriostaticky. Piikladem téchto ATB jsou

napiiklad aminoglykosidy a tetracykliny (Hynie, 2001).

Daéle jsou to ATB inhibujici transkripci, kdy narusuji prostorové usporadani DNA nebo

brani zahajeni tvorby fetézct.

Dal8im druhem jsou ATB, ktera narusuji uplatnéni rastovych faktort. Ptikladem mohou

byt sulfoamidy a trimethoprim (Zahradnicky, 1982).

2.2.4 Podle chemické struktury
2.2.4.1 Beta — laktamova ATB

Jsou to nejvyuzivanéj$i ATB. Ve strukturadlnim jadru maji beta - laktamovy kruh, ktery
svou schopnosti priichodu do bunééné stény predstavuje zakladni podminku uc€innosti.
ATB se vazou na enzymy, které katalyzuji tvorbu bunééné stény. Touto vazbou
je naruSena syntéza peptidoglykanu. Bunika ztraci pevnost a osmotickou stabilitu
abéhem jedné nebo nckolika mala generaci zanikd. Pfi vzniku rezistence se tvofi
enzym, ktery hydrolyticky otevird beta-laktamovou vazbu a tim ATB inaktivuji. Enzym
se obecné nazyva beta-laktaméaza. Podle svého zamétfeni se d€li na penicilindzy,
cefalosporindzy a Sirokospektré enzymy, které uc¢inkuji jak na peniciliny,
tak na cefalosporiny. V malém rozsahu se uplatiiuje rezistence podminéna zhorSovanim
podminek pro prinik antibiotik bunécnou sténou. Dal§i mechanismus miize spocivat
ve zméné citlivosti cilovych enzymi vici G€inku beta-laktamového antibiotika

(Modr, 1995).
Peniciliny

Hlavni strukturou penicilinii je kyselina 6-aminopenicilanova. K této kyseliné jsou
u prirozenych i polysyntetickych penicilinl pfipojeny rtizné postranni fetézce a skupiny,
které maji vliv na vlastnosti a G€¢inky jednotlivych penicilinovych ATB. Peniciliny jsou
nejdéle pouzivanymi ATB. Jejich vyznamnou piednosti je jejich baktericidni pisobeni
amald obecnd toxicita podminé€nd selektivnim ovlivnénim cilovych struktur
nachazejicich se u hostitele, tim se umoznuje podani penicilini i t€hotnym Zenam
(Hynie Sixtus, 2001). Duleziti zastupci proti Escherichia coli jsou Ampicilin
a Amoxicilin. Patii do skupiny aminopenicilind. Ampicilin je casto pouzivané¢ ATB,

ale pouze ve zdravotnickych zafizenich, protoze nejsou k dispozici tablety. Pouziva
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se Vv komunit¢ Duomox. Obsahuje latku ampicilin. Ampicilin naruSuje metabolismus
bun&éné stény. Rada bakterii si vypéstovala rezistenci. Ampicilin ma Siroké spektrum
ucinku, proto se pouziva na bézné bakterialni infekce, jako jsou napfiiklad infekce
mocovych cest. Augmentin, coZz je originalni preparat obsahujici Amoxicilin + kyselinu
klavunovou (Aktualni ptibalovy letdk Augmentin 1 g), se pouziva u ambulantnich
pacientli na lokalizované bakteridlni infekce, chlamydiové infekce, ale také k 1écbe
akné. Hojn¢ se vyuziva 1 generikum Amoksiklav (Aktudlni piibalovy letak
Amoksilav 1 g), které 1é¢i na stejném principu jako Augmentin. Ma Siroké vyuziti.
Narusuje bakterialni sténu (Stefanek, 2008).

Cefalosporiny

Hlavni slozkou je kyselina 7-aminocefalosporinova. V dne$ni dobé se tyto latky
ptipravuji prumyslové (Hynie Sixtus, 2003). Toxické jsou jen malo, ale Casto se na né
objevuji alergie. Cefalosporiny se rozdéluji na latky 1.—4. generace. Pojmenovani
je podle obdobi, kdy jednotlivé latky byly ptipraveny, ale hlavné podle odolnosti proti
beta-laktamazam (Hynie, 2001).

Cefalosporiny 1. generace jsou u¢inné proti G+ a G- kokiim. Odolnost proti

beta-laktamazam je vyhovujici.

Cefalosporiny 2. generace jsou ucinné hlavné proti G- kokiim. Pfikladem miize byt
Cefuroxim. Cefuroxim naruSuje schopnost vytvaret bunéénou sténu. Mezi nezadouci

ucinky patii bolest hlavy, nechutenstvi, alergické reakce.

Cefalosporiny 3. generace maji vyrazné niz§i G¢innost na G+, ale vyrazné vyssi
na G- bakterie (Kréméry, 1994).

Cefalosporiny 4. generace jsou u¢inné na G+ i G-, jejich prednosti je rezistence proti
beta-laktamazam. Rychle se vstfebavaji do bunétné stény a tim nemohou byt
hydrolyzovany nebo vyvazany beta-laktamazamy. Zastupcem cefalosporini 4. generace
je Cefepim, ktery je obsazeny v Ié¢ivém piipravku MAXIPIME. Pouziva se u infekci

a vyuziva se jako empiricka terapie febrilni neutropénii (Aktualni piibalovy letak).

Nejnovejsi  cefalosporinové ATB je ZINFORO, které obsahuje 1écivou latku

Ceftarolinum. Patii do skupiny cefalosporini 5. generace. Je velice u€inné proti G+,
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predevsim pak proti Stafylococcus aureus. Slabsi Gi¢inek ma na G- bakterie (Wikipedia,
2018a).

Dulezitym zastupcem pro nase vyuziti je Cefotaxime (cefalosporin 3. generace)
a Ceftadizim (cefalosporin 3. generace). Cefotaxime obsahuji 1é¢ivou latku
chemotaxim, ktery narusuje schopnost bakterii tvofit bunéénou sténu. Timto zpisobem
bakterie rovnou zabiji. Casto se vyuZiva u hospitalizovanych osob, které maji t&7ké
infekce. Podavd se U sepse, =zanéti ledvin, z&nétu mocového méchyie,
u gynekologickych zanétd apod. Ceftadizim ma Gfinnou latku ceftadizim,
ktery naruSuje schopnost bakteridlnich bunék tvofit bunéfnou sténu, tim je hubi.
Ma siroké spektrum ucinku a funguje proti mnoha bakteriim. Vyuziva se hlavné
U komplikovanych zanétl, napf. zanétu mozkovych blan, mocové infekce,
zapalu plic a piedev§im u infekci zpusobenych Pseudomonas aeruginosa, jedna

se 0 tzv. antipseudomonadova ATB apod. (Stefanek, 2008).
Karbapenemy

Jsou vyrazné rezistentni proti beta-laktamdzam. Maji mimotfadné Siroké spektrum
u¢inku. Pisobi proti G+, G- | anaerobnim bakteriim (Hynie, 2003). Kromé bé&zné
alergické reakce mohou pii nespravné davce vyvolavat zvraceni, kieCe a neutropénii.
Mohou navodit superinfekci (Modr, 1993). Jako zastupce mize byt Carbapenem,
je to ATB, které patii do skupiny Sirokospektralnich ATB. Inhibuji specifické proteiny
pro tvorbu bunééné stény. Pouziva se pii infekcich ledvin. Je mirné toxicky, muze

vyvolat nevolnost a zvraceni (Hellinger et al, 1999).

2.2.4.2 Chinolova ATB

Chinolova ATB jsou synteticky vyrabéna. Maji baktericidni G¢inky. Inhibuji DNA
gyrazy, které udrzuji prostorové usporadani DNA (Kré¢méry, 1994). Chinolova ATB lze
rozdé@lit do tii generaci. Rozd¢€leni je zalozeno na rozsahu $ite spektra. Nefluorované
chinolony plisobi bakteriocidné proti béznym infekcim G- bakterii, jako jsou mocové
infekce. Fluorované chinolony zabranuji infekcim G+ a G- bakterii. Pro nas duleziti
zastupci jsou Ofloxin a Ciprofloxacin. V dalsi generaci jsou fluorované chinolony
s rozSitenym spektrem ucinku, které lze aplikovat na rezistentni bakterie vyvolavajici
infekce. Tato ATB se dobie vstiebavaji do tkani a jsou vylu¢ovana moci. Byvaji dobie

snaSena. Obcas mohou vyvolavat nauzeu, prijmy, zavraté, vyrazku a fotosenzitivitu
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(Modr, 1993). Ofloxin a Ciprofloxacin jsou ATB, ktera obsahuji 1é¢ivou latku ofloxacin
a ciprofloxacin, které blokuji specifické enzymy nutné pro reparaci bakteridlni DNA.
Diky tomu je poruseno mnozeni bakterii. Nevhodné je pro t&€hotné a kojici Zeny.
Casto se pouzivaji pii infekcich travictho traktu a gynekologickych infekcich

(Stefanek, 2008).

2.2.4.3 Nitrofuranova ATB

Nitrofurantoin je hlavni predstavitel nitrofuranovych ATB. Pusobi bakteriostaticky
na G+ i G- bakterie, které zpusobuji infekci mocovych cest (Modr, 1993). Po podani

Vv téle tvoti spoustu reaktivnich metaboliti, které poskozuji DNA.

2.2.4.4 Sulfonamidova a pyridinova ATB

Sulfonamidy jsou strukturdlné podobné p-aminobenzoové kyseliné, kterd je riistovym
faktorem spousty mikroorganismuil. Jsou to bakteriostaticky ucinnd ATB se Sirokym
spektrem uc¢innosti. Pouzivaji se predev$im k 1é¢bé mocovych infekci a k infekcim
dolnich a hornich modovych cest. Casto nezadouci ginky jsou intersticialni potize,
poruchy ledvin, poruchy krvetvorby, toxicka hepatitida apod., napt. Triprim (Hynie,
2003). Triprim ma u¢innou latku trimethoprim, ktera blokuje bakteridlni enzymy,
potiebné pro tvorbu kyseliny listové, ktera funguje jako rustovy faktor. Jeji inhibici

se zpomaluje bakterialni mnozeni (Stefanek, 2008).

2.2.4.5 Aminoglykosidova ATB

Jsou to baktericidni, Sirokospektra ATB ptedev§im pro G- bakterie. Inhibuji syntézu
bilkovin v klidovém stadiu. Na anaeroby jsou net€inna, protoze bez pritomnosti kysliku
nemohou pronikat do bunck. Pouzivaji se u zavaZznych infekci. Maji toxické ucinky
zavislé na plazmatické hladin€ latek a zplsobuji pfedevS§im neurotoxicitu, nefrotoxicitu

a ototoxicitu (Hynie Sixtus, 2003).
Pouzivanym aminoglykosidovym ATB je napt. Gentamicin a Amikacin.

Gentamicin obsahuje Géinnou latku gentamicin, ktery ma schopnost narusovat syntézu
bilkovin a naruSuje bunéfnou sténu. Bakterie zabiji bakterie nebo zabranuje jejich

mnozeni. Pouziva se pfi sepsi v kombinaci s jinymi ATB.
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Amikacin ma schopnost narusovat proteosyntézu bakterii a naruSuje bakterialni sténu.
Pouziva se u hospitalizovanych lidi, a to ve form¢ injekci pfi sepsi a tézkych infekcich.

MiiZze mit nefrotoxické a ototoxické udinky (Stefanek, 2008).

Fosfomycin je indikovan pifi zanétu mocovych cest. Patii do skupiny chemoterapeutik.
Je bakteriocidni a naruuje bakteridlni sténu a inaktivuje enzymy. Uginny je proti

G- 1 Gt bakteriim (Wikipedia, 2018b).
2.3  NeZadouci ucinky antibiotik

2.3.1 Toxické reakce

Toxické ucinky se mohou projevovat lokalni bolesti, tromboflexibilitou, svalovou
drazdivosti, neurotoxicitou (hematurie, proteinurie, nekréza ledvinovych tubull
az selhani ledvin) nebo potizemi gastrointersticidlniho traktu, dale hematotoxicitou

a hepatotoxicitou. Néktera ATB mohou mit ototoxické ucinky (Marek et al., 2010).

2.3.2 Potlaceni normalni mikroflory

Néktera Sirokospektra ATB mohou vyhubit pfirozenou mikrofloru, coz se casto

projevuje prijmy nebo superinfekci rezistentnich bakterii.

2.3.3 Imunosupresivni ucinek

ATB mohou zasahovat do tvorby proteini a tim do syntézy imunoglobulint.

U nemocného pacienta se sniZzuje obranyschopnost a tim je vyssi nachylnost k infekci.

2.3.4 Imunotolerancni neZadouct ucinky

Projevuji se jako alergie. Alergicka reakce se miize rozvinout az v anafylakticky Sok,
kdy je pacient ohrozen na Zivoté. Rychlé reakce se projevi do 24 hodin. Pozdni reakce
se projevi jako sérové onemocnéni. Mohou to byt kozni nemoci, organové 1éze apod.

Nejcast&ji se objevuji po penicilinovych ATB (Lochmanova et al., 2004).

2.3.5 Rezistence

Selekéni tlak mlZe pozménit genom bakterii a tim urychlit evoluci. Timto zptisobem
vznikd sekundarni rezistence. Primérni rezistence je déna geneticky, kdy jsou
mikroorganizmy necitlivé na antibiotika. Zde nezalezi na tom, zdali se s antibiotikem
setkaly, ¢i nikoli (Martinkova et al., 2007).
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3 Rezistence bakterii na antibiotika

3.1 Vrozena primarni a ziskand rezistence

Pfirozena rezistence je pomérné vzacna. Odviji se od riznych kment bakterii a jejich
pfirozenych vlastnosti. Bakterie jsou rezistentni bez zmény genomu. ATB jsou
neucinnd, protoze nenesou zasahové misto. Piikladem mohou byt G- bakterie, které jsou
méné citlivé k ATB nez G+ bakterie na penicilinové ATB. Pfirozena vicendsobna
rezistence se miize objevit u mikroorganismt, které byly vystaveny ufinku ATB (voda,

puda).

Ziskana (sekundarni) rezistence (Casta) je dusledkem mutaci a zménami genomu.
Bakterie za¢nou byt odolné K antibiotikiim, ktera je pfedtim usmrcovala (Spizek, 1999).
Plisobenim ATB se postupné rozdéli populace odolni proti ATB, kterd slouzi jako
zasoba rezistentnich genli. Velice Skodlivé je podévani nizkych koncentraci ATB,
protoze nezabiji vSechny bakterie a tim davaji moznost k preziti rezistentnim mutantim

(Rozsypal, 2015).
3.2 PFic¢iny rezistence

3.2.1 Zména prichodnosti bunécnych obalii

Obal ma dvé bunééné membrany, a to vnitini a vnéj$i. Pomoci membrany ziskava
mikroorganismus ziviny a probiha zde latkova vymeéna. I kdyz G+ bakterie maji Silnou
bunécnou sténu, pro ATB to neni piekazka. Problém zlstava u G- bakterii, které maji
bunécnou sténu tvotfenou z fosfolipidi. Fosfolipidy a lipopolysacharidy tvofi klasickou
fosfolipidovou dvojvrstvu, kterd mé hydrofobni Gi€inky. Tim brani priniku hydrofilnich
1 hydrofobnich ATB. Hydrofobni ATB vstupuji do bunék G- napti¢ tukovou vrstvou
membrany. Husté uspofadani mize priichod ATB mechanicky zastavit. Hydrofilni ATB
(vetSina) prochéazeji dovnitf pomoci membranovych proteini (poriny), které tvofi
membranové kandlky. Neékteré rezistence mohou vzniknout tim, Ze je sniZena

koncentrace porint.

3.2.2 ZneSkodnéni ATB enzymy

Naptiklad beta-laktamova ATB (cefalosporiny, peniciliny). Rezistentni mikroorganismy

produkuji enzym beta-laktamdzu. Beta-laktamdza Sté€pi beta-laktamovy kruh v misté,
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kde se nachazi aminokyselina serin. Tim je porusena ucinnost ATB. Nevaze

se na zasahové misto.

3.2.3 Vypuzeni ATB

Je to aktivni d¢j, kdy je vypuzeni ATB zplsobeno membranovymi proteiny Tet.
Pro tento zplsob rezistence jsou typické tetracyklinova a néktera chinolova ATB.
Takto se bakterie mohou branit nékterym dezinfekénim prostiredkiim a té€zkym kovim.

Tato rezistence je pomérné Casta.

3.2.4 Zména zasahového mista

Toto zpusobi, ze se ATB nenavaze, napt. penicilinova ATB. Bakterie maji n¢kolik
vazebnych mist pro penicilinové proteiny. Buiiky tato vazebnd mista potiebuji
(jedna se o enzymy) pro proteosyntézu bunécné stény a pro bunéény rist. Tato ATB
zastavuji aktivitu vazebné bilkoviny a zabranuji bunéénému ristu a déleni. V dusledku

je poskozena bunécna sténa a dochazi k lyze mikroorganismu.

3.2.5 AmpC beta-laktamadzy

Je enzym, ktery je kddovany na chromozomu ¢i plazmidu enterobakterii a nékterych
dal§ich bakterii. Klinicky vyznam ma, Ze vytvafi rezistenci proti penicilinim,
cefalosporinim I.—Ill. generace i kombinaci téchto antibiotik s inhibici beta-laktamaz.
Mohou pienaSet ve spojeni s plazmidy rezistenci na dal$i druhy antibiotik
(karbapenemil). Souvisi to Smutaci. Vyskyt produkce AmpC enzymu
U mikroorganizmii vyvolavajici onemocnéni je niz§i nez u EMBL enzymd,
avSak dlouho byla pritomnost AmpC kmenli podhodnocovana, protoze chybél spravny
diagnosticky postup pro identifikaci produkce AmpC enzymu (Schréterova et al.,
2014a).

3.2.6 EMBL rozsiiené spektrum beta-laktamazy

Jsou to enzymy produkované zejména E. coli a Klebsiela spp. EMBL kmeny mohou
zpiisobit vaznd onemocnéni. Casto jsou odolné proti ATB véetné penicilinti

a cefalosporinti (Surrey and Sussex Healthcare NHS, 2016).

Sirokospektralni  beta-laktamazy  vznikaji ~zménou sekvenci  aminokyselin
uzkospektralnich beta-laktamdz. Zmeéna katalytického mista umoziuje hydrolyzovat

vétsi molekuly a tim inaktivovat peniciliny, cefalosporiny L—IV. Generace,
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ale nedokazou inaktivovat karbapenemy. Pevnou vazbu s katalytickym mistem
inaktivuji inhibitory beta-laktamaz (kyselina klavulanova). V dnesni dob¢ (2014) zname
ptes 300 typt ESBL (Schréterova et al., 2014b).

3.2.7 Geneticka podstata ziskané rezistence

Ziskana rezistence vznika v disledku mutaci ovlivigjicich geny nebo tim, Ze bakterie
ziskd geny proti rezistenci z pivodni (citlivé) bakterie. U bodové mutace miize dojit
k deleci, substituci ¢i adici paru bazi v DNA (deoxyribonukleova kyselina),
tim se zméni jedna nebo vice aminokyselin v peptidové struktufe. Jde 0 pienos
rezistence na bakterie, které¢ byly citlivé k ATB. Pomoci plazmidt, coz jsou nezavisle
se replikujici molekuly DNA, které mohou byt i mimo chromozém a tim mohou nést
rezistenci proti ATB. PrendsSeji se konjugaci, transdukci pomoci bakteriofagh
nebo transformaci DNA bez nosiée. Pfenos konjugaci je v ptirodé ¢asty. Plazmidy maji
omezené spektrum hostitelii. Dalsi zpiisob je pomoci transpozonu, coz jsou specifické
¢asti DNA, jez se mohou pohybovat z jedné replikacni jednotky na druhou. Mohou
koédovat rezistenci v Sirokém spektru ATB. Nesou i fadu jinych vlastnosti. Posledni
mozZnosti pfenosu jsou genové kazety obsahujici jeden gen kodujici rezistenci pouze
proti jednomu ATB. Pohyb rezisten¢nich genii umoznuje vneseni a vytrZeni integronli

(Spizek, 1999).
3.3 Multirezistence

Mikrobi mohou byt rezistentni k nékolika ptibuznym ATB, jedna se o tzv. zkiizenou
rezistenci. Rezistentni mohou byt mikrobi i na ATB, ktera maji podobnou chemickou
strukturu. Jedna se o kumulaci riznych mechanizmti a v takovém piipad€ hraji roli
geny. Multirezistence je cCasto zptisobena genem mar, ktery je do znacné miry
univerzalni. Bakterie maji proteiny, jez dokadzi vypudit tetracyklin z bunky
mechanizmem nazyvanym nespecificky eflux. Genii mar je né€kolik desitek a jsou
nejcastéjsi pricinou rezistence. Kombinovana rezistence na cefalosporiny 3. generace,
Aminoglykosidi a Fluorochinolontim u E. coli stoup4, a to u 40 % kmenti. To je velice

znepokojujici.
3.4 Dozor (surveillance) a monitorivani rezistence

Po svété existuji zatizeni, ktera sleduji rezistenci. V Ceské republice to sleduje NRL

Uinvazivnich kment. Dozor (surveillance) se zabyva sbérem dat, analyzou

25



a sdélovanim dat 1¢kaiim. Hlavnim cilem je poukéazat na vyskyt neobvyklych rezistenci
U mikroorganizmti. Rezistenci v ramci nemocnice sleduje epidemiologicky ustav
ve spolupraci s mikrobiologickou laboratoii nebo s ATB stfediskem, pokud ho laboratot
ma. Mezinarodni dozor ma vyznam piedevsim epidemiologicky. Pro Evropu stav
rezistence monitoruje Evropska sit’ rezistence EARSS. Monitoruji a zpracovavaji data
a jednou ro¢né uvetejnuji vysledky. Sleduji vybrané mikroorganismy, mezi nimiz jsou
E. coli, Klebsiella spp. Enteroccocus spp. apod. Lokalni dozor je dulezity piedevs$im

pro empirickou lé¢bu. Intenzivné se tim zabyva WHO (Schindler, 2014).
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4 Cile a hypotézy

Cil mé prace spo¢iva v nashromazdéni informaci o rezistenci Escherichia coli
na vybrana antibiotika, poukazat na jejich Spatné uzivani a dokazat, ze tento problém

by se mél zacit fesit.
Hypotéza ¢. 1: Bude vice dospélych pacientli nez déti.
Hypotéza ¢. 2: Déti budou mit méné rezistentnich kment.

Hypotéza €. 3: Z rezistentnich kmenti bude vice nez 50 % na vybrana antibiotika.
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5 Metodika

Data mam nashromazdéna za rok 2016 z Nemocnice Pisek, a.s., kde jsem je m¢la
k dispozici a nasledné jsem je zpracovala statisticky. Prakticky jsem si vyzkousela
urceni mikroba a jeho zafazeni. Pomoci chi kvadréatu jsem urcila, Ze rezistence na ATB

neni pouze nahodny, nevysvétlitelny jev, naopak se jedna o jev statisticky vyznamny.
51  Kultivace

5.1.1 Mueller — Hinton agar (MHA)

Je to kultiva¢ni ptda vhodna pro stanoveni citlivosti na ATB. Je to neselektivni,
nediferencidlni medium. Obsahuje Skrob, ktery je zndmy tim, ze absorbuje toxiny,
takZe nemohou interferovat ATB. Umoziiuje lepsi fuzi ATB a ta umoziuje vytvoreni

inhibi¢ni zony. Ma nizky obsah inhibitort (sulfonamid, tetracykliny) (Aryal, 2015).

5.1.2 Endova puda

Je to puda svétle rizové barvy. Potlacuje rist G+. Dale déli bakterie podle toho,
zda jsou pozitivni na laktozu, kdy se zacnou tvofit aldehydy, které reaguji s fuchsinem
v Endové pudé za tvorby Schiffovych bazi, a kolonie se zbarvi do tmavé ruzové (viz

ptiloha Obrazek 1). Bakterie, které jsou laktdza negativni, maji svou ptivodni barvu.

5.1.3 Deoxycholdt — citratovy agar (DC)

Opét je to piida potlacujici rast G+. Bakterie, které §tépi laktozu, maji rizové az Cervené
zbarveni. Obsahuje thiosiran sodny, ktery vytvofi na koloniich ¢erné $pic¢ky (Salmonela,

Citrobacter). DC agar potlacuje plazivy rist protea.

5.1.4 Krevni agar Columbia (KA)

Tmavé Cervené kultivacni médium obsahuje 5 % berani krve. Pouziva se na vSechny
typy vzorkl. (BioVendor, 2013) Rostou na ném G+ i G- bakterie. KA je vhodny
pro odliseni hemolytickych bakterii (WikiSkripta, 2017). Dal§im dulezitym znakem KA
je, ze mizeme zkoumat morfologii kolonii, jez mohou byt: mazlavé — hlenovité, drsné
(suché), hladké a vrostlé do agaru. Pro diagnostiku pozorujeme typicky jev pro KA,
atohemolyzu (viz priloha Obrazek 2). Alfa hemolyza — vidirace = tvori
se meziprodukty a agar se okolo kolonii barvi zelenohnédé, Beta hemolyza — uplna

= v okoli kolonii je projasnény agar, Gama hemolyza = bez zmény (Smisek, 2008).
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51.5 CHROMagar

Hlavnim cilem je snaz$i odliSeni mocovych patogenti. Kazdy patogen ma svou
specifickou barvu, proto je hlavné pii smiSené kultivaci snazsi diagnostika (Chromagar,
2009).

URI select je neselektivni agarové médium pro izolaci, diferenciaci a vycet patogena
mocovych cest. Umoznuje diferenciaci a identifikaci E. coli (viz ptiloha Obrazek 3),
Enterococcus spp., Proteus spp., a predpokladanou identifikaci nékterych dalSich
mocovych patogentl, zejména ze skupiny Enterobakteria (Klebsiella, Citrobakter apod.)
(BIO — RAD, 2018).

5.2  Biochemické testy

Po kultivaci je dulezité¢ bliz§i ureni mikroba. V dnesni dobé méame mnoho testil
zalozenych na biochemickych reakcich mikrobii. Zatazeni mikroba a urceni kmene je
velice dulezité pro dalsi postupy, napt. pro spravnou 1é¢bu antibiotiky nebo zda je

V moci piisté pfitomen stejny kmen.
5.2.1 ENTERO test 24 N
Princip a pouZziti

Sada ENTERO test 24 N se pouziva k rutinni identifikaci stfevnich bakterii z ¢eledi
Enterobakteriaceace, vibrii a aecromonad. Strip je slozeny ze zkumavek obsahujicich
lyofilizované substraty, které se po naockovani bakterialnich suspenzi ustali. Béhem
inkubace dochdzi ke zménam ve zbarveni bud’ spontdnn¢, nebo vyvolané po piidani

reagencie (viz pfiloha Obrazek 4). Reakce se vyhodnoti v poc¢itatovém programu.
Pracovni postup

1. Ve sterilni zkumavce si pfipravime bakteridlni suspenzi o hustot¢ 1 MCcF,
3 ml fyziologického roztoku a testovany kmen po 24hodinové kultivaci. Dobie
homogenizujeme pomoci Vortexu azdkal upravime pomoci Denzitometru

(viz ptiloha Obrazek 5).

2. Ptipravime si desticku ENTERO test 24 N, odiizneme 1 strip (3 fady), sejmeme
folii, umistime do rdmecku a popiSeme ¢islem vzorku. Zbytek desticky se da

zpét do lednice ve skladovacim sacku.
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3. Inokulujeme 0,1 ml suspenze do vSech jamek.
4. Do jamek H — D prvni fady ptidame 2 kapky parafinového oleje.

5. Inkubace: naoCkovany strip vlozime do sacku, konec sacku zalozime,
aby nedochazelo k vysouseni inokula. 17-24 hodin inkubujeme v termostatu
pti 36-38 °C.

6. INDOL test — pro stanoveni, zda je mikroorganismus schopny pfeménit

tryptofan na indol.
7. VP test — k detekci tvorby acetoinu.
Hodnoceni testu

Vysledky vyhodnoti software (program TNW). Poté se da ke kontrole 1ékafi (viz pfiloha
Obrazek 6) (Piibalovy letak k sadé ENTERO test 24N).

5.2.2 INDOL test
Princip a pouziti

Souprava INDOL test je urcend pro rychlé stanoveni indolové reakce jako sniZeni
produktu bakteridlniho metabolismu tryptofanu. Je urcen pro rychlé, pfedpokladané
stanoveni kment E. coli, screeningového rozliseni indol pozitivnich a indol negativnich
bakterialnich rodt a je rovnéz nezbytnym dodatkovym testem nékterych identifika¢nich

souprav.
Pracovni postup

1. Pouzijeme 24hodinovou cistou kulturu testovaného kmene z vhodné kultivaéni

pady (KA).
2. Na filtracni papir kapneme 1 kapku roztoku INDOL test tak, aby byl navlhceny.

3. Ockovaci klickou nabereme nékolik kolonii testované kultury a otfeme o zénu

kapky.
4. Inkubujeme 2—5 minut pfi teploté laboratote.

5. Zhodnotime barevnou reakci pfimo na zéné prouzku (piipadné porovname

s kontrolou E. coli) (viz ptiloha Obrazek 7).
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Hodnoceni testu
Pozitivni vysledek (+) = modrozelené zbarveni.

Negativni vysledek (-) = pokud se vibec zbarvi, tak do rizova az ¢ervena (Pfibalovy

letak k sadé¢ INDOL test).
5.2.3 VP test (Voges — Proskaureiv test)
Princip a pouZziti

Substratem pro tvorbu acetoinu je pyruvat sodny obsazeny v zoné prouzku. Prouzek
VP testu se vlozi do suspenze testovaného kmene ve fyziologickém roztoku a inkubuje
se V termostatu. Po uplynuti inkubaéni doby suspenzi i s prouzkem zakapneme ¢inidlem
VP I (a — naftol) a VP II (alkalické prostiedi) (viz ptiloha Obrazek 8), v ptipadé tvorby
acetoinu vznikne cervené zabarveni. VP test je uren pro rychlou detekci produkce
acetoinu, slouzi jako dodatkovy test k identifikaénim soupravam MIKRO — LA- TEST

a lze jej pouzit jako test individualni.
Pracovni postup

1. Piipravime si suspenzi z Cisté kultury testovaného kmene v 1 ml fyziologického

roztoku o zakalu 1 McF (pro enterobakterie).

2. Do suspenze vlozime prouzek VP testu takovym zplsobem, aby papirova zona

prouzku byla do suspenze ponofena.
3. Inkubujeme v termostatu 4 hodiny (pro enterobakterie).

4. Po uplynuti inkubaéni doby pfiddme 3 kapky ¢inidla VP I a 3 kapky VP II,

promichdme.
5. Inkubujeme v termostatu 30 minut.
Hodnoceni
Pozitivni vysledek (+) = suspenze je ¢ervend, rizova.

Negativni vysledek (-) = suspenze je bezbarva nebo svétle rizova (Piibalovy letak

Vv sad¢ VP test).
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5.3 Stanoveni citlivosti

Diftzni metody (kvalitativni metody): Zjistime piimo citlivost, ¢i necitlivost na vybrané
antibiotikum. Principem je difize antibiotik do agaru s naoCkovanymi bakteriemi.
Dochazi ke vzniku inhibi¢nich z6n v piipadé citlivosti k vybranému ATB. Mezi tyto

metody patii diskovy difuzni test.

Dilu¢éni metody (kvantitativni): S jejich pomoci se dozvime minimalni inhibi¢ni
koncentraci MIC. MIC je koncentrace ATB, ktera je schopna zastavit rist bakterii.
Principem je inhibice ristu v uréité koncentraci ATB (WikiSkripta, 2018).

5.3.1 ESBL MAST test
Princip a pouziti

Princip: jako indikatorové antibiotikum je vyuziti inhibice hydrolyzy antibiotika
s kyselinou klavulanovou. Pro vyhledavani podezielych kment lze pouzit vysledky
vySetieni citlivosti pomoci diskové difuzni metody, nebo hodnoty minimalni inhibi¢ni
koncentrace — M. I. C. Produkce ESBL je konfirmovana vysetfenim spoluprace mezi

kyselinou klavulanovou a cefalosporiny ¢tvrté generace.

Princip: jako indikatorové antibiotikum miize byt pouzit cefoxitin. Toto ATB velmi
dobfe hydrolyzuje vétsinu AmpC beta-laktamaz. Indicibilni produkci AmpC lze
prokdzat jako antagonizmus mezi diskem s induktorem a cefalosporiny tfeti generace.

Jako inhibitor 1ze pouzit kyselinu klavulanovou, cefoxitin, resp. Imipenem.

V piipadé zakladnich procest je mozné pouziti inhibitort tak, jako pii prikazu ESBL.
Mezi diilezité inhibitory AmpC patii oxacilin, kyselina borit4 a jeji derivaty. Vzhledem
k mozné soucasné produkci ESBL je nejvyhodnéjsi pouzit MH agar s oxacilinem
(MHA + OXA) a srovnat pramér IZ s primérem IZ na MH agaru bez piidavku
inhibitoru. Mimo tuto metodu byly vyvinuty metody zalozené na inhibici AmpC

kyselinou boritou.
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Pracovni postup
1. Vytemperujeme kultivac¢ni médium (MHA).

2. Ve sterilni zkumavce piipravime inokulum o hustoté 0,5 McF, cca 2 ml
fyziologického roztoku a testovany kmen z Cisté kultury 24 hodin, dobie

homogenizujeme ve Vortexu. Zakal upravime pomoci denzitometru.

3. Inokulum ockujeme roztérem nejdéle do 15 minut po jeho ptipraveé. Cely povrch

plotny oc¢kujeme rovnomérné tamponem ve dvou na sebe kolmych smérech.

4. Po zaschnuti povrchu do 15 minut po naockovani inokulem na povrch agaru
umistime disky soupravy MAST DISC — ABCD (viz piiloha Obrazek 9) pomoci

jehly ve vzdalenosti 2 cm od sebe.
Hodnoceni

Provadi 1¢kat. Zmétime IZ v mm. Disky nevykazujici zaddnou IZ by mély byt
zaznamenany jako prumér 6 mm (viz pfiloha Obrazek 10) (Ptibalovy letak k sadé¢ ESLB
MAST test).

5.3.2  Diskovy difuzni test

Princip a pouZziti

Je to jedna z nejstarSich metod pro stanoveni antibiotickych citlivosti. Je to jedna
Z nejpouzivanéjSich metod, protoZe je vhodna pro stanoveni citlivosti vétSiny patogentl,

v¢. naro¢nych bakterii. Nevyzaduje zZadné specialni vybaveni (EUCAST, 2013).

Princip: vysetfovana cista kolonie se naockuje po celé plose kultivacniho média
(MHA). Poté se polozi papirové disky obsahujici antibiotika. Antibiotikum difunduje
do agaru a vytvaii okolo kazdého disku zonu s klesajici koncentraci K vnéjSimu okraji.
Uvniti téchto zon je potlacen rist bakterii. Okolni ptida bez antibiotika je prorostla

zkoumanym kmenem. Priimér 1Z slouZi k posouzeni citlivosti na dané antibiotikum.
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Pracovni postup

1. Ve zkumavce piipravime suspenzi o hustoté 0,5 McF, z fyziologického roztoku
a vySetfované kolonie. Homogenizujeme pomoci Vortexu, zakal métime pomoci

denzitometru.

2. Ponofime vatovy tampon do suspenze a rovnomérné rozetieme inokulum

na povrch MHA.
3. Do 15 minut poklademe antibiotické disky.

4. Vlozime do termostatu a pii teploté¢ 37 °C nechdme inkubovat do druhého dne

(Janovska et al., 2015).
Hodnoceni

Méfime pruméry IZ v mm a srovnavame je s referenénimi hodnotami (viz ptiloha

Obrazky 11 a 12).

5.3.3 M. |. C. test (dilucni test)
Princip a pouziti

Soupravy jsou pro stanovovani citlivosti k antibiotikim bakterii u celedi
Enterobacteriaceae, pseudomonad, jinych G- nefermentujicich bakterii, stafylokoki

a streptokokt na kompletni spektrum pouzivanych antibiotik.

Princip: je hodnoceni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) v jamkéach mikrotitracni
desticky, které obsahuji zvolené koncentrace antibiotik. Do jamek se oc¢kuje standardni
inokulum vySetfované bakterie. Po pfislusné dobé inkubace se odecita MIC jako

nejniz$i mnozstvi antibiotika, které inhibuje viditelny rust.
Pracovni postup

1. Pripravime si desticku MIC G-l a G-II pro tycky (Enterobacteriaceae),
popiSeme ji ¢islem vzorku. Zbylé desticky se suSidlem vlozime do skladovaciho

saCku a ulozime zpét do lednice.

2. Ve zkumavce si pfipravime suspenzi o hustoté 0,5 McF, cca 2 ml fyziologického
roztoku a testovany kmen z¢isté kultury kultivované 24  hodin.

Homogenizujeme pomoci Vortexu a zkontrolujeme zakal na denzitometru.
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3. Do sterilni zkumavky suspenzni medium MIC ptiddme 60 pl bakterialni

suspenze (0,5 McF).

4. Do déavkovaci vanicky vylijeme celé mnozstvi média ze zkumavky s bakterialni
suspenzi, prislusnou desticku pipetujeme osmikanalovou pipetou, 100 pl roztoku

do kazdé jamky.
5. Ptikryjeme vickem a dame do sacku.
6. Inkubujeme v termostatu pti 37 °C po dobu 20-24 hodin.
7. Po inkubaci se desticka odecita — Iékar.

Hodnoceni

A4

koncentraci ATB, ktera zamezi okem viditelnému rustu bakterii (viz piiloha
Obrazky 13 a 14). Vysledky se zapisuji do pocitace (Piibalovy letak k sadé testh
M. I. C. test).
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6 Vysledky

Pro svou praci jsem vyuzila oddé€leni Klinické mikrobiologie, Nemocnice Pisek a. s.
Celkem jsem méla kdispozici 3 245 odbéri a bylo provedeno 8 491 citlivosti
na vybrana ATB, kde jsem méla urCeny bakteridlni kmen. Sama jsem si prakticky
vyzkousela ur¢it kmen E. coli a ur¢it citlivost k vybranym ATB. Vétsinu dat pro miyj

vyzkum jsem ziskala v laboratorni databazi vySetieni. Kultivace byly vzdy provedené

Z moce.
Tabulka 2 Piehled citlivosti a rezistenci rozdélenych podle skupin
Antibiotikum
Amoxicilin 596 635 48,42% 1231 70 84 45,45% 154
Amoxicilin + 237 1050 | 18.41% 1287 12 140 7.89% 152
klawlanat
Ampicilin 95 5 95,00% 100 1 0 100,00% 1
Ampicilin + 85 17 83,33% 102 1 0 100,00% 1
sulbaktam
Aztreonam 69 21 76,67% 90 1 0 100,00% 1
Cefuroxim 120 308 28,04% 428 4 147 2,65% 151
Gentamicin 70 328 17,59% 398 7 142 4,70% 149
USSR 5 604 1478 | 29,01% 2 082 54 9% 35,29% 153
sulfonamid
Nitrofurantoin 37 1807 2,01% 1844 1 153 0,65% 154
Trimetoprim 9 2 81,82% 11 2 0 100,00% 2

Zdroj: vlastni vyzkum

V tabulce 2 vidime, Zze vétSina pacientd byli dosp€li. U dospélych pacientt ptrevlada
rezistence na ATB, kdy rezistentni kmeny maji zastoupeni v 25,37 % u dospélych osob
au déti je 16,66 %, coz bych zhodnotila jako alarmujici fakt. Mensi pocet rezistentnich
kmenti u déti by se dal piipsat tomu, Ze maji mensi vybér ohledné antibiotik a podle

tabulky méné trpi infekcemi zptsobenymi E. coli.
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Tabulka 3 Celkovy pocet citlivosti a rezistenci E. coli za rok 2016, vykultivované z moce

Amoxicilin 666 719 48,09% 1385
AIEEIET = 249 1190 17,30% 1 439
klavulanat
Ampicilin 96 5 95,05% 101
e e s 86 17 83,50% 103
sulbaktam
Aztreonam 70 21 76,92% 91
SR 124 455 21,42% 579
e 77 470 14,08% 547
JitaEiepgd = 658 1577 29,44% 2235
sulfonamid
Nitrofurantoin 38 1 960 1,90% 1998
Trimetoprim 11 2 84,62% 13

Zdroj: vlastni vyzkum

Tabulka 3 obsahuje celkovy pocet rezistentnich kmenti na vybrana antibiotika za rok
2016 u obou skupin. Celkem bylo provedeno 8 491 vysetieni. Z toho 2 075 se jevi jako
rezistentni, coZ je skoro Y4 vySetieni (24,43 %). 6 416 (75,56 %) ptipadu bylo citlivych
na ATB.

Rezistence na antibiotika u dospélych pacient(
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Obrazek 1 Rezistence na vybrana ATB u dospélych pacient

Zdroj: vlastni vyzkum
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Rezistence na vybrané druhy antibiotik
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Obrazek 4 Celkovy pomér rezistentnich a citlivych kmenii za rok 2016
Zdroj: vlastni vyzkum
Tabulka 4 Pozorované (empirické) ¢etnosti nij
Amoxicilin Ampicilin + Trimetoprim
Amoxicilin + Ampicilin p Aztreonam | Cefuroxim [ Gentamicin P .| Nitrofurantion | Trimetoprim | sougty n;
i sulbaktam + sulfonamid
klawlanat
Rezistentni | 666 249 9% 86 70 124 7 658 38 1 2075
Citlivi 719 1190 5 17 21 455 470 1577 1960 2 6416
soucty n; 1385 1439 101 103 91 579 547 2235 1998 13 8491
Zdroj: vlastni vyzkum
Tabulka 5 Teoretické Cetnosti e;j
Amoxicilin Ampicilin + Trimetoprim
Amoxicilin + Ampicilin p Aztreonam | Cefuroxim | Gentamicin prin Nitrofurantion | Trimetoprim
, sulbaktam + sulfonamid
klawlanat
Rezistentni | 33846 351,66 24,68 25,17 22,24 141,49 133,67 546,18 488,26 3,18
Citlivi 1046,54 | 1087,34 | 76,32 77,83 68,76 437,51 413,33 1 688,82 1509,74 9,82
Zdroj: vlastni vyzkum
Tabulka 6 Tabulka testovaného kritéria Kij
Amoxicilin Ampicilin + Trimetoprim
Amoxicilin + Ampicilin P Aztreonam | Cefuroxim | Gentamicin P .| Nitrofurantion | Trimetoprim
, sulbaktam + sulfonamid
klawlanat
Rezistentni | 316:97 29,97 206,07 147,00 102,58 2,16 24,03 22,89 415,22 19,26
Citlivi 102,51 9,69 66,65 47,54 33,18 0,70 7,77 7,40 134,29 6,23

Zdroj: vlastni vyzkum
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Hodnotu chi — kvadrat jsem spocitala soué¢tem Kijj. Vyhodnotila jsem pravdépodobnost,

ze hodnota chi-kvadrat nebyla pouze vysledkem nahodnych jevi.
Chi—sp=1702,12
p — value = 0,00

Z toho vyplyva, ze vysledek je 0, coz znamena 0,00 %. To je méné¢ nez kritérium
posuzovani hypotéz (5 %). Je tedy mensi pravdépodobnost nez 5 % (konkrétné 0,00 %),
ze mé meéfeni Cetnosti by vzniklo nahodou (to znamend vlivem malych
neidentifikovatelnych jevill). Proto nultou (Ho) hypotézu, Ze jsou proménné nezavislé,
zamitdm a pfijmu alternativni hypotézu. Alternativni hypotéza: Statisticky vyznamny

vliv rezistence antibiotik na vysledek existuje. Vysledky méteni Ize brat jako relevantni.
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7 Diskuze

V dneSni dob¢ se zvySuje pocet rezistentnich kment. NejCastéji je to zpusobeno
nespravnym uzivanim antibiotik. Antibiotika se vyuzivaji k 1écb€, kde jsou naprosto
zbyte¢na. Piikladem mohou byt virova onemocnéni. Podle mého vyzkumu pfiblizné

Y4 ze vSech vySetfeni E. coli byla rezistentni na vybrana ATB za rok 2016.

Pro uréeni kment E. coli jsem vyuzila n€kolika biochemickych testd pro uréeni druhu
akmenu bakterie. V prvni fadé jsem je vykultivovala z odebraného vzorku,
v mém piipadé z moce. Pro identifikace stfednich bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae
jsem vyuzila ENTERO test 24N, kdy se strip obsahujici lyofilizované substraty
naoCkovanim suspenzi vySetfované bakterie ustali a béhem inkubace dojde ke zméné
zbarveni. Reakce se vyhodnoti v pocitaovém programu (Ptibalovy letdk k testu

ENTERO test 24N).

Po zjisténi Celedi, v mém piipadé §lo o E. coli, se provadi INDOL test, ktery nam
pomiize blize urcit kmen E.coli podle toho, zda reakce vyjde indol pozitivni, ¢i indol
negativni (Ptibalovy letdk INDOL test).

VP prouzek obsahuje pyruvat sodny, ktery reaguje pii tvorbé acetoinu. Prouzek
se ponoii do suspenze vySetfované bakterie, po uplynuti inkubacni doby se zakapne
VP I. a VP IL ¢inidlem. V ptipadé tvorby acetoinu vznikne cervené zbarveni (Pfibalovy

letak VP test).

Produkce ESBL je konfirmovana vysetfenim spoluprace mezi kyselinou klavulanovou
a cefalosporiny ctvrté generace. Jako indikdtorové antibiotikum mize byt pouzit
cefoxitin. Toto ATB velmi dobie hydrolyzuje vétSina AmpC beta-laktamdz. Indicibilni
produkci AmpC Ize prokazat jako antagonizmus mezi diskem s induktorem
a cefalosporiny tfeti generace. Jako inhibitor lze pouzit kyselinu klavulanovou,
cefoxitin, resp. imipenem. V pripad¢ zakladnich procesti je mozné pouziti inhibitory
tak jako pti prukazu ESBL. Mezi dilezité inhibitory AmpC patii oxacilin, kyselina
borita a jeji derivaty. Vzhledem k mozné soucasné produkci ESBL je nejvyhodnéjsi
pouzit MH agar s oxacilinem (MHA + OXA) a srovnat primér [Z S primérem
IZ na MH agaru bez piidavku inhibitoru. Mimo tuto metodu byly vyvinuty metody
zalozené na inhibici AmpC kyselinou boritou (Pfibalovy letdk ESBL MAST test).

41



Ke stanoveni citlivosti jsem pouzila diskovy diftzni test. Suspenzi vySetfovaného
kmene jsem si nafedila a naoCkovala na MHA. Pomoci raznice jsem polozila

antibiotické disky. Po inkubaci jsme odecetla IZ.

Pro hodnoceni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) v jamkach mikrotitra¢ni
desticky, které obsahuji zvolené koncentrace antibiotik, se naockuji suspenze bakterii
apo uplynuti inkubacni doby se odec¢ita MIC jako nejniz$i mnozstvi antibiotika,

které inhibuje viditelny rust (Piibalovy letak M. I. C. test).

Ve své bakalatfské praci jsem se zaméfila na E. coli kultivovanou z moce. Pro svij
vyzkum jsem vyuzila data z laboratofe oddéleni Klinické mikrobiologie Nemocnice
Pisek, a.s. Celkem jsem méla k dispozici 3245 pacientli a 8491 testd citlivosti za rok

2016. Vybrala jsem si n¢kolik druht ATB.

Jako prvni ATB je Amoxicilin, kdy bylo provedeno 1231 vysSetfeni. Ztoho bylo
635 citlivych kmenti a u 596 vySetfeni byla zjiSténa antibiotickd rezistence. Pomér
rezistentnich kment je tedy 48,42 %. Pti stanoveni citlivosti Amoxicilinu je pouzivan
amplicinovy disk a vysledek je totoZzny pro Amoxicilin bez klavulanitu. U déti byl
Amoxicilin zkouman ve 154 pfipadech. Z toho bylo 84 citlivych a 70 rezistentnich.
Pomér rezistentnich kment je 45,45 %, coz je podobné jako u dospélych pacientd.
Amoxicilin se pouziva piredev§im pro 1écbu lokélnich zanéth (sinusitida, tonzilitida,
bronchitida, zanéty stfedniho ucha, zanéty mocového ustroji). Téz se pouziva k 1écbé
akné (Wikipedia, 2018c). Amoxicilin + klavulanat byl pouzit v1 287 ptipadech.
1 050 testt vyslo jako citlivych a 237 bylo rezistentnich, v poméru rezistentnich kmenti
je t0 18,41 %. U déti bylo provedeno 152 vySetieni, z toho 140 vyslo citlivych a pouze

12 jako rezistentni. V poméru rezistentnich kment je to 7,89 %.

Amplicin byl testovan u 100 pacientd. U 95 pacientii byl rezistentni a u pouhych
5 ucinny. Z toho vyplyva, Ze pomér rezistentnich kment je celych 95 %. U déti byl
pouzit pouze jednou, a to neacinng. Amplicin se ve zdravotnickych zafizenich pouziva

na bakterialni zanéty (Drugs.com, 2000-2018).

Amplicin + sulbaktam byly pouzity u 102 pacientd, z toho 85 bylo rezistentnich
a 17 citlivych. Ani s pomocnou latkou to nejsou lepsi vysledky. U déti byl pouzit jednou

a opét neucinneé. U Amoxicilinu i Amplicinu se ¢asto objevuje rezistence, coz potvrzuje
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1 mlj vyzkum. Proto by si mél lékat pfedem rozmyslet, zda je spravné tato ATB

indikovat (Benes, 2009).

Aztreonam, v 69 ptipadech byla prokazana antibioticka rezistence a ve 21 piipadech by
byl G¢inny, to je 76,67 % rezistentnich kmentll. Aztreonam se v nemocnici Pisek a.s.
nepouziva, ale povazoval zajimavé se 0 ném zminit, protoZe ma vysokou antibiotickou

rezistenci.

Cefuroxim (Xorimax) je u¢inny na G+ i G- bakteric. RozSifena je rezistence
u Enterobakteriaceace jako E. coli ¢i Klebsiella spp. produkujici ESBL (Manaskova,
2010). Bylo provedeno 428 testi. Ztoho 120 bylo na vybrané antibiotikum
rezistentnich a 308 citlivych. Pomér rezistentnich kment je 28,04 %, proto Cefuroxim
provedena citlivost u 151 ptipadt a z toho 4 byly rezistentni a 147 citlivych. Cefuroxim

je vhodny pro déti. Pomér rezistentnich détskych kment je 2,65 %.

Gentamicin dopadl dobte. Z 398 vysetieni vyslo 70 rezistentnich a 328 citlivych. Pocet
rezistentnich kmend je tedy 17,59 %. U détskych pacienti bylo provedeno
149 vysetieni a z toho 7 bylo rezistentnich a 142 citlivych, pomér rezistentnich pacientt
je 4,70 %. Pouziva se pfi sepsi i u novorozencu, pii opakovanych zavaznych infekcich

mocovych cest, u bfiSnich infekei ¢i popélenin (Piibalové informace Gentamicin LEK).

Trimetroprim + sulfonamid (MEDITEK TRISULFA 240) putsobi baktericidné.
Rezistence mize byt zpisobena dlouhodobym a castym uzivanim (Ptibalovy letak
MEDITEK TRISULFA 240). V mém vyzkumu nedopadl nejhif, pomér rezistentnich
kmeni byl 29,01 % a pocet vySetfeni byl 2082, ztoho 604 rezistentnich
a 1478 citlivych. U déti bylo provedeno vySetieni u 153 pacientl a rezistentnich bylo
54 a 99 citlivych. Pomér rezistentnich kmeni je 35,29 %, coz je podle mé je dost

vysoké ¢islo, v mém vyzkumu u détskych pacientli dopadl nejhife.

Trimethoprim patfi do skupiny chemoterapeutik (jsou chemického plvodu). a plsobi
bakteriostaticky. Pouziva se pfi akutnich i chronickych infekcich mocového ustroji
a ledvin, pii infekcich traviciho systému, ale i infekce dychaciho systému. Vhodny je
pro déti od 5 let veéku, mladistvé a dospélé (Ptibalovy letak Triprim 200 mg). Byl pouzit
pouze v 11 ptipadech a z toho 9 bylo rezistentnich a 3 citlivé, u déti byla provedena

pouze 2 vySetieni a ta vysla rezistentni.
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Nitrofurantoin neni vhodny pro pacienty sonemocnénim plic (cysticka fibroza)
¢i s onemocnénim jater (chronicka hepatitida). Neni vhodny pro déti. Indikuje se tehdy,
se pouzivat k 1é¢b¢ mocovych cest od citlivych kmenu, jako jsou E. coli, enterokoky,
Proteus spp. apod. (Nitrofurantoin — ratiopharm® 100 mg). Bylo provedeno
1 844 citlivosti, ztoho 37 bylo rezistentnich a 1807 citlivych. Celkovy pocet
rezistentnich kmend je pouze 2,01 %. Vysetieni u déti bylo provedeno 154 a z toho
pouze 1 bylo rezistentni a 153 citlivych, takZze pomér rezistentnich kmena je 0,65 %.

Pro déti toto ATB neni vhodné, i kdyz ma vyborné vysledky.

Na zékladé vypocétu hodnoty chi-kvadrat a volnych stupiii volnosti mohu tvrdit, ze je
mensi pravdépodobnost nez 5 % (konkrétné 0,00 %), Ze by takovéto Cetnosti méteni
vznikly ,,nahodou" (tj. vlivem jen mnoha malych neidentifikovatelnych pii¢in), proto
nultou hypotézu, ze jsou proménné nezavislé, zamitdme a pfijmeme alternativni

hypotézu.

Alternativni hypotéza je: Statisticky vyznamny vliv rezistence antibiotik na vysledek

existuje a vysledky méteni lze brat jako relevantni.

Z vyse uvedeného mohu tedy fici, ze hypotéza ¢. 1 (Bude vice dospélych pacientli
nez déti) je potvrzena. Rovnéz hypotézu ¢. 2 (Déti budou mit méné rezistentnich
kmentl) povazuji za potvrzenou. Hypotéza ¢. 3 byla ale vyvracena (Rezistentnich kment

bude vice nez 50 %).
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Zaveér

Zavérem bych chtéla fici, Ze jsem si vyzkouSela laboratorni praci od Kkultivace
aZ po biochemické urceni kmene E. coli. Cilem mé prace bylo nashromazdit informace
o rezistenci Escherichia coli na vybrana antibiotika a poukazat na pravdépodobné
Spatné uzivani antibiotik a dokazat, Ze by se tento problém mél feSit. Z mé prace
vyplyva, ze 24,43 % kment Escherichia coli bylo rezistentnich na vybrana antibiotika.
Mezi antibiotiky byly pomérné velké rozdily v procentech rezistentnich kmend.
Proto lze snadno vy¢ist, jaka antibiotika se pouzivaji Castéji, v nékterych ptipadech
I zbyte¢n€. Vyplyva z toho, ze rezistence na antibiotika ptredstavuje zavazny problém
a do budoucnosti se bude situace zhorSovat, pokud nebude nalezeno vhodné feSeni.
Postupné se pocty zvySuji. Antibiotika do organizmu vstiebdvame nejen pii 1€cbé
bakterialnich infekci, ale v dne$ni dobé stopové mnozstvi ziskavame také ve vodé

a potravinach.

Vysetiovanymi pacienty byly nejcastéji Zeny, protoze prodélavaji vice infekci
zpusobenych Escherichia coli nez muzi. Divodem je toto, ze Zeny maji krat$i mocovou
trubici, kterd se nachazi blizko konec¢niku, a tim muze dojit k pfenosu bakterii
Z kone¢niku do mocové trubice. Mocové infekce se Casto opakuji. Z mého vyzkumu
vyplyva, ze nejlépe z antibiotik si vedl Nitrofurantoin, ktery mél pomér rezistentnich
kmenti pouhych 2,01 %. Nejhute si vedly Amplicin a Amoxicilin pouZzivané
ve zdravotnickych zafizenich (95,00 %). Vysoka ¢isla u rezistence na Amplicin
by mohla byt zpusobena tim, Ze ve zdravotnickych zafizenich se cCastéji setkame

s odolInéjSimi kmeny. Nemocni¢ni kmeny maji vyssi rezistenci k antibiotikiim.

Ze statistického hlediska neni rezistence na antibiotika pouze nahodnym,
nevysvétlitelnym jevem, protoze podle hodnoty chi-kvadratu a volnych stupiii volnosti
je pravdépodobnost mensi nez 5 %, v mém piipadé se rovna 0,00 %. Cetnosti mého

meéteni Ize tedy brat jako relevantni, vysledek existuje, nejedna se o nahodu.
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Seznam zkratek

AmpC beta-laktamazy typu AmpC

AST citlivost k vybranym antibiotikiim
ATB antibiotikum

DC Deoxycholat — citratovy agar

E. coli Escherichia Coli

EARSS European antimicrobial resistance surveillance networ
ESBL Sirokospektré beta-laktamazy
G- gramnegativni

G+ gram pozitivni

H bi¢ikovy antigen

ID identifitace

1Z inhibic¢ni zona

K kapsularni antigen

KA Krevni agar

McF McFarland

MH (A) Mueller — Hinton agar

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace
NRL Narodni referen¢ni pracovisté

O somaticky antigen

OXA oxacillin

S. Aureus Stafylokokus Aureus

S. Saprofyticus Stafylokokus Saprofytikus
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TS

VP testVVoges

termolabilni

termostabilni

Proskauer test
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Prilohy

Piiloha 1 Testovani (obrazek 1-14)

Obrizek 1 Rust E. coli na Endové piidé

Zdroj: vlastni zpracovani

Obrazek 2: Rist E. coli na KA

Zdroj: vlastni
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Obrazek 3 Rust E. coli na Uri Selektu

Zdroj: vlastni
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Obrazek 4 Strip po inkubaci — barevné zmény

Zdroj: vlastni

Obrazek 5 Vortex a Denzitometr

Zdroj: vlastni
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Obrazek 6 Schéma barevnych zmén pro urceni biochemické aktivity

Zdroj: Ptibalovy letdk ENTERO test 24N

Obrazek 7 INDOL test a pozitivni vysledek

Zdroj: vlastni
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Obrazek 8 VP-1 a VP-II ¢inidla

Zdroj: vlastni

Obrazek 9 Schéma poloZeni diskit Ampc beta-laktamaza

Zdroj: vlastni

Obrazek 10 Rust bakterii kolem disku ABCD

Zdroj: vlastni
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Obrazek 11 Diskovy difuzni test — citlivy kmen

Zdroj: vlastni

Obrazek 12 Diskovy difuzni test — rezistentni kmen

Zdroj: vlastni
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Obrazek 13 M. I. C. test G-2 ESCO 157

Zdroj: vlastni

Obrazek 14 M. I. C. test G — 1 ESCO 157

Zdroj: vlastni
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