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Rezistence Escherichia coli na vybrana antibiotika v okrese Pisek

za rok 2016
Abstrakt

Rezistence na antibiotika se stava celosvétovym problémem. Ve své praci jsem se
zaméfila na rezistence Escherichia coli v okrese Pisek v roce 2016. Escherichia coli je
nejcastéj$im puvodcem infekci mocovych cest. V priméru kazda druhéd Zena a kazdy
paty muz prodélaji infekci mocovych cest. S problémy rezistence se setkdvame uz fadu
let. Diive u¢inna antibiotika jsou dnes neu¢inni. Casto se musi sahat po
Sirokospektralnich antibiotikach, kterd maji fadu vedlejSich G€inki (prijmy, kvasinkové
infekce), jsou drazi a maji dopad na ekonomiku. V CR zatim nemame takovou miru
rezistence jako v jinych statech napt. v Recku. Proto bychom si méli vzit piiklad z

ostatnich zemi a vyvarovat se masivnimu uzivani antibiotik.

Cilem mé prace bylo nashromazdit informace o rezistenci Escherichia coli, porovnat
rozdily mezi dospélymi a détskymi pacienty a zjistit miru ESBL kmenti v okrese Pisek
v roce 2016. Vysledky svého vyzkumu porovnam s vysledky mogové studie NRL SZU

v Praze za rok 2016.

V teoretické casti jsem se zabyvala predevSim charakteristikou antibiotik, zplisoby

antibiotické rezistence a struénym popisem Escherichia coli.

Ve své praktické casti jsem popsala zptsoby identifikace bakterii (ENTERO test 24N).
Principy biochemickych testi (VP test, INDOL test), které nam pomohou blize ur¢it, 0
jaky typ bakterie by se mohlo jednat. Dale popisuji principy a vyuziti testd pro
stanoveni citlivosti (Diskovy difuzni test, Mikrodilu¢ni test M.I.C.). Pomoci ESLB
MAST testu jsem zjistila v jaké miie se vyskytovali v okrese Pisek kmeny produkujici
ESBL beta-laktamazu s rozsitenym spektrem cinku, které zplsobuji multirezistenci.
Dale prakticka ¢ast obsahuje vyhodnoceni statistiky o rezistenci na vybrana antibiotika,

kterou jsem zpracovavala z dat klinické mikrobiologie Nemocnice Pisek a.s.

Ke svému pozorovani rezistence Escherichia coli jsem si vybrala 4 druhy antibiotik,
pouzivanych pii 1é¢bé infekci mocovych cest — Amoxicilin, amoxicilin + klavulanat,

nitrofurantoin a gentamicin.

Vysledky mé prace dokazuji, Ze rezistence na vybrana antibiotika je pomérné vysoka.

Vypliva, ze Zeny maji vice rezistentnich kment nez muzi, coz by se dalo vysvétlit tim,



ze zZeny trpi Castéji moCovymi infekcemi a vyskytuje se u nich vice ESBL kment. U
détskych a mladistvych pacient (0 — 19 let) se nevyskytuji zadné ESBL kmeny. Dale
vyplyva, ze i divky trpi ¢astéji mocovymi infekcemi neZ chlapci, kdy jedina vyjimka je
u divek a chlapct ve v€ku 0 — 3 roky kdy podle mého vyzkumu mocovymi infekcemi

trpi vice chlapci nez divky.

Klicova slova: Antibiotika, rezistence, Escherichia coli, citlivost, Enterobacteriaceae,
ESBL kmeny, multirezistence



Resistances of Escherichia coli to selected antibiotics in a district

of Pisek for the year 2016
Abstract

Resistance to antibiotics is becoming a global problem. In my work | focused on the
resistance of Escherichia coli in the Pisek district in 2016. Escherichia coli is the most
common cause of urinary tract infections. On average, every second woman and every
fifth male will experience urinary tract infection. Resistance problems have met for
many Yyears. Previously effective antibiotics are now ineffective. Often they have to go
beyond wide-spectrum antibiotics that have a number of side effects (diarrhea, yeast
infections), are more expensive and have an impact on the economy. In the Czech
Republic, we do not yet have the same level of resistance as in other countries, In
Greece. Therefore, we should take an example from other countries and avoid massive

use of antibiotics.

The objectives of my work were to collect information on Escherichia coli resistance, to
compare the differences between adult and pediatric patients and to determine the
degree of ESBL strains in the Pisek district in 2016. I compare the results of my
research with the results of the urinalysis study of NRL SZU in Prague for 2016.

In the theoretical part, 1 have dealt mainly with antibiotic characteristics, antibiotic
resistance methods and briefly describe Escherichia coli.

In its practical part, methods of identifying bacteria (ENTERO test 24N) are described.
Principles of biochemical tests (VP test, INDOL test) to help us determine what type of
bacteria might be. | also describe the principles and use of sensitivity assays (Disk
diffusion test, M.1.C. microdilution test). Using the ESLB MAST test, | discovered the
extent to which ESBL beta-lactamase-producing strains with extended spectrum of
effect, which cause multi-resistance, were found in the Pisek district. Furthermore, the
practical part contains evaluation of resistance statistics on selected antibiotics, which |

processed from data from the clinical microbiology of Pisek Hospital.

For my observation of Escherichia coli resistance, I chose 4 types of antibiotics used in
the treatment of urinary tract infections - Amoxicillin, amoxicillin + clavulanate,

nitrofurantoin and gentamicin.

The results of my work demonstrate that resistance to selected antibiotics is relatively

high. It appears that women have more resistant strains than men, which can be



explained by the fact that women are more likely to have urinary infections and more
ESBL strains are present. No ESBL strains are present in pediatric patients (0 - 19
years). It also follows that girls are more likely to suffer from urinary infections than
boys, with the only exception being girls and boys aged 0-3 years old, according to my

research with urinary infections suffer more boys than girls.

Key words: Antibiotics resistance, Escherichia coli, Enterobacteriaceae, ESBL strains,
multiresistance
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Uvod

Antibioticka rezistence je dnes jednou z nejvétSich hrozeb pro celosvétové
zdravotnictvi, bezpecnost potravin a vyvoj. Mize mit vliv na kohokoliv, v jakémkoliv
véku, v kterékoliv zemi. Antibioticka rezistence mize nastat pfirozené, ale zneuzivani
1éCiv u lidi a zvifat tento proces urychluje. Pocet rostoucich infekci roste, stavaji
se t¢z8imi, protoze se pouzivaji antibiotika K jejich 1é¢b¢ a tim se stavaji méné
ucinnymi. Antibiotickd rezistence vede v nemocnicich k delSimu pobytu, nakladné;si
1écbé a vetsi umrtnosti. Svét musi zmeénit zplisob, jakym se piedepisuji a pouzivaji
antibiotika. 1kdyzse vyvine novy 1ék, odolnost k antibiotikim zustava. Pokud
rezistence k antibiotikim ztstane, budou se infekce 1€¢it drazs§imi Iéky a tim se zvysi
naklady nazdravotni péci. V moderni mediciné je problém pfi transplantacich,
chemoterapiich, ale i u béZnych operaci, protoze se stavaji nebezpecnéjSimi bez
ucinnych antibiotik pro prevenci a 1écbu infekei. 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

1.1 Taxonomie

Escherichia coli patfi do celedi Enterobakteriaceae. Je zatazena do celedi
Enterobacteriales. Tridy Gammaproteobacteria, kmene Proteobacteria a domény
Bacteria. (Sedlacek, 2007)

Escherichia coli dale jen E. coli je bézny komenzal tlustého stfeva u lidi
i U teplokrevnych zivocichl. Stfevo je osidleno obvykle ihned po narozeni, nejcastéji
alimentarni cestou nebo pienosem z jiného osidlené¢ho jedince (Horacek, 2000). E. coli
muze zneCistit vodu, kde pfeziva tadu tydnl, proto slouzi jako indikator fekalni

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

Velikost je 2-3 pm a §iika 0,5 pm (Silhankova, 2002). Je to gramnegativni rovna
tyCka se zaoblenymi konci, pohybujici se pomoci bi¢iki. Netvoii spory. Bakterie je bez
pigmentu, barvi se homogenné. Na povrchu maji riazné druhy fimbrii. Nékteré 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, napfiklad poriny Omp C, Omp F a Pho E. Poriny jsou duleZité pro piijem
a vydej vitaminli z okoli. Mezi bunéénou sténou a vné&jsi biomembranou Se nachazi
prostor nazyvany periplazmaticky, kde se vyskytuji bilkoviny vazici aminokyseliny
¢i sacharidy a enzymy $tépici antibiotika (beta-laktamazy). Bunécna sténa je z tenké
vrstvy  peptidoglykanu  (proto  gramnegativni), ktery udava tvar Dbakterie.
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 bakteridlni DNA.

Cytoplazma neobsahuje membranové organely.
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1.3 Fyziologie

Je to fakultativné 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. Pfi anaerobnich podminkach vyuziva gluk6ézu 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 pti hodnoté pH 6-8.
1.4  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 sérotypu. Kapsularni
antigeny se déli podle chemického slozeni na ty, které jsou tvotfeny kyselymi nebo
neutralnimi polysacharidy, a na ty, které se skladaji z bilkovin a tvofi struktury podobné

fimbriim (Bednaf et al., 1996).
1.5  Patogenita
Patogenita E. coli vyvolava dva druhy onemocnéni:

e Extraintestinalni (mocové infekce, hnisavé rany, septickd onemocnéni), kdy
onemocnéni je zplsobeno pfevazné komensalnimi sérotypy a casto jsou to
onemocnéni endogenni. Vétsinou jsou to kmeny, které vzdoruji baktericidii séra

a fagocytdze. Maji polysacharidovy kapsularni antigen.
e Zptsobuji infekce intestinalni, doprovazené prijmy.
1.6  Enteropatogenni kmeny rozdéleni

e Enteropatogenni EPEC

Casto vyvolavaji novorozenecké prijmy, kdy dochazi k dehydrataci pii vodnatych
prijmech, piipadné mohou vést az ke smrti. Onemocnéni vyvolavaji jen néckteré
sérotypy, které obyvaji tlusté stievo. Problém je ¢asto v méné rozvinutych zemich. U

vetsich déti a dospélych neni onemocnéni vyvolano.
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e Enterotoxigenni ETEC

Tyto typy enteropatogennich kmenti mohou produkovat dva druhy enterotoxinti,
a to termolabilni (TL) a termostabilni (TS). Kolonizuji tenké stievo pomoci
koloniza¢nich faktord, to jsou druhové specifické proteinové fibrie. Vyvolavaji prijmy
u déti i dospélych nejcastéji v Mexiku a v Egypté. Jsou to tzv. cestovatelské prijmy,

proto se mohou objevit 1 ve stiedni Evropé¢.
e Enteroinvazivni EIEC

Pronikaji do bun¢k, kde se mnozi. Onemocnéni probiha pod obrazem bacilarni
dysentérie (Bednat et al., 1996). Onemocnéni doprovazeji horecky. Nejcastéji se Sifi
kontaminovanou potravou a vodou. Ma podobné molekularni znaky jako Shigella spp.

Osidluji a poskozuji sliznice tlustého stieva (PathologyOutlines, 2017).
e Enterohemoragické EHEC

EHEC sérotyp O157: H7 je lidsky patogen zodpovédny za krvavé prajmy, kdy
tato nakaza muze piejit az do hemolyticko-uremického syndromu (HUS). Vyskytuje se
po celém svéte. Antibiotickd 1é¢ba podporuje uvoliiovani silného Shiga toxinu, ktery je
zodpovédny za velkou ¢ast morbidity a mortality spojené s infekci EHEC. Hovézi
dobytek je ptirodnim rezervodrem EHEC a piiblizné¢ 75% vypuknuti epidemie EHEC je
spojeno se spotiebou kontaminovanych produktti z hovéziho dobytka. Escherichia coli
produkujici verocytoxin (VTEC), také znama jako bakterie E. coli produkujici Shiga-
toxin (STEC), zpusobuje zoondzy, které jsou spojeny s potravinami, a vypuknutim
epidemie na celém svété, coz predstavuje vazné riziko. Vice nez 380 rliznych sérotypti
VTEC bylo izolovano od lidi a zvitat, ale jen maly pocet sérotypil je spojen s lidskym
onemocnénim. Sérotyp O157: H7 je vyznamnym zdrojem E. coli. Charakteristiky
infekce E. coli sérotypu O157: H7 (EHEC) zahrnuji abdominalni kiee a krvavy
prijem, stejné jako zivot ohrozujici komplikacni hemolyticko-uremicky syndrom

(HUS). (Nguyen Y, Sperandio Vanessa, 2012)
o Priznaky EHEC nakazy

Priijem vodnaty az po krvavy. Bolesti bficha a kieCe. Nevolnost a zvraceni pouze u

nékterych lidi. Symptomy zacinaji po 3-4 dnech po infikovani bakterii.
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o Rizikové potraviny

Hovézi maso. KdyZ je dobytek porazen a nasledné zpracovavan, bakterie E. coli ve

stfevech se mohou dostat na maso.

Nepasterizované mléko. Bakterie E. coli se mize vyskytovat na vemenu kravy a pii

dojeni se mohou dostat E.coli do syrového mléka.

Cerstvé produkty. P¥i hnojeni se vykaly miize kontaminovat pole, kde se péstuje obili,
zelenina Ci ovoce. Nektera zelenina, jako je Spenat a hlavkovy salat, jsou obzvlaste

citliva na tento typ kontaminace.
o Kontaminovana voda

Lidské a zviteci vykaly mohou znecist'ovat povrchovou vodu, v¢etné potokt, fek, jezer
a vody pouzivané k zavlazovani plodin. Prestoze vefejné vodni systémy pouzivaji
chlor, ultrafialové svétlo nebo ozon k usmrceni E. coli, néktera ohniska byla spojena s

kontaminovanym méstskym zasobovanim vodou.

Soukromé studny jsou diivodem k obavam, protoze ¢asto nemaji dezinfekéni systém.
Zdroje venkovské vody jsou nejcastéji kontaminované. N&kteti lidé byli také infikovani

po koupani v bazénech nebo jezerech kontaminovanych vykaly.
o Osobni kontakt

Bakterie E. coli mohou snadno cestovat z ¢lovéka na ¢loveéka, zv1asté kdyz si dospéli a
déti nemyji spravné ruce. Vysoka pravdépodobnost nakazy je u rodinnych ptislusnikt
malych déti, které jsou nakazeni E. coli, u nich je obzvlast pravdépodobné, ze je sami
nakazi infekci zptsobenou E.coli. Nakaza se objevila také u déti, které navstivili

zoologické zahrady. (Mayo clinic, 2018)

1.7 Onemocnéni

e Mocdové infekce

wevr

Nejcastéjsi prinik bakterii do mocového ustroji je ascendentni cestou z
rezervoaru stfevnich bakterii. Infekce zacind kolonizaci poSevniho vchodu ¢i
pfedkozkového vaku, déle nasleduje prunik pfes mocovou trubici, kde dochazi k

usidleni. Vzacné se mohou usidlit az v ledvinach.
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Pivodcem infekce mocovych cest muze byt endogenni mikrofléra — vlastni nebo

exogenni — cizi mikroflora, viz tabulka 1 (Madar et al., 2006).

Hlavnim znakem modové infekce je bakteriurie (10° bakterii/ml a vice) spojena s
klinickymi pfiznaky. Projevy mocovych infekci jsou uretritida, cystitida, pyelonefritida
a prostatitida (Schindler, 2014).

e Pyelonefritida

Pyelonefritida je zanét ledvin, kdy ptivodcem jsou bakterie. Pti hor§im odvadéni moci
dochazi k jejimu hromadéni. Pokud se mo¢ hromadi, stava se vhodnou Zivnou pidou
pro bakterie. Infekce, ktera zacala v mocovych cestach, se muZe vzestupnou cestou
dostat az do ledvin. Projevy: horecka, schvacenost, unava, ¢asté moceni doprovazené

palenim a bolesti, zimnice a pii nelé¢ené formé mize dojit az k sepsi. (Stefanek, 2011)
e Prostatitida

Nejcastéjsim onemocnénim u muzt je prostatitida, kterou trpi pfiblizné 25% muzu.
Existuje nékolik forem prostatitidy: akutni a chronicka (pfiznaky trvaji déle nez 3

mésice). MoCovy patogen se objevuje V 5-10% vSech piipadi. (PorSova et al, 2006)

Tabulka 1 Puvodci mocovych infekci

Pivodce % Specificka situace

o ] Nejcastejsi ptivodce infekci komunitnich
Escherichia coli 50 ) _
I nozokomidlnich

Klebsiella pneumoniae 10 Nozokomialni

Proteus mirabilis Casty pii litiaze

Enterococcus faecalis/faecium Casto pfi chronické pyelitidé

Staphylococcus saprophyticus U mladych Zen

Pseudomonas aeruginosa Chronické infekce

Enterobacter cloacae Nozokomialni infekce, katétr

N~ B~ O O 0

Staphylococcus aureus Katétr

Zdroj: Schindler, 2014
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2 Antibiotika

2.1 Historie

Prvni myslenkou pro selektivni antibakteridlni i¢inek dostal chemik a 1ékat Paul
Ehrlich (1854-1915). Do té doby se pouzivaly medikamenty casto toxické a
nebezpecné, které byly malo G¢inné a neselektivni. Zakladem byly slou¢eniny siry, rtuti
nebo arzenu. Ehrlich pfemyslel o latce, kterd by mohla zabijet patogeny v lidském téle
bez ohrozeni pacienta. Po n€kolikaletém zkoumani rtiznych sloucenin arzenu objevil
spolu s S. Hatou arsfenamin k 1écbé syfilidy. Arsfenamin (Salvarsan) byl prvnim
antibakteridlnim lékem. Pozdé&ji némecky lékai Gerhard Domagd do lécebné praxe

ptidal jesté ¢innéjsi pripravky — sulfonamidy.

Mezitim od konce 19. stoleti bylo nékolika mikrobiology zaznamenano inhibi¢ni
plusobeni mikroorganisml proti patogennim mikroorganismim. Ale az v roce 1940 po
objevu Alexandra Fleminga se n¢kolika védcim podafilo ptipravit z mikrobialnich
kultur 1ék — penicilin. To dalo vzniknout, dalsim podobné pisobicim substitucim,

kterym se zaCalo hromadné fikat antibiotika.

Nazev antibiotika zavedl americky mikrobiolog Selman Abraham Waksman.
Prvni antibiotika byla mnohonasobné silnéjsi nez sulfonamidy, proto z toho vyplynulo,
aby se antibiotika rozdé€lila na chemické antibakterialni produkty — chemoterapeutika a
pfirodni antibakterialni produkty — antibiotika. Toto rozdéleni bylo vyuzivano do 70. let

minulého stoleti, pozdéji se od n¢j zacalo upoustét (Benes, 2018)
2.2 Charakteristika antibiotik

Jsou to latky vyuzivané pro 1écbu nebo k prevenci infekénich onemocnéni.
Pivodné jsou to produkty plisni. V dnesni dobé se antibiotika (dale jen ,,ATB%)
ptipravuji chemickou syntézou nebo chemickou modifikaci ptivodnich ATB (Hynie,
2003). ATB nejsou viibec u¢inna pii 1é¢bé virovych infekci, Casto jsou to infekce
dychacich cest, hrtanu, pridusek apod. Lécba antibiotiky by méla zacit az po zjiSténi
pivodce onemocnéni. Je nutno brat antibiotika az do konce 1écby. Jeji predcasné
ukonceni muze vést k opétovné infekci, ktera muze dojit az k antibiotické rezistenci
(Sandoz, 2018). ATB by nemélo poskozovat eukaryotické bunky a t¢inek na né¢ musi

byt zanedbatelny, nebo zadny.
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Musi ucinkovat v nizkych koncentracich (fadové v mg/l) tak, aby téchto hladin
dosahovalo v ptfiméfen¢ kratké dobé. Existuje piiblizné 150 druhi ATB, majici maji
rizné chemické povahy. ATB se tiidi do skupin, kde je nazev skupiny odvozen od

povahy ATB (Schindler, 2014).
2.3  Rozdéleni antibiotik

e Podle spektra ucinnosti

Podle mnozstvi druhi citlivych bakterii rozliSujeme ATB s uzkym, stfedné Sirokym a
Sirokym spektrem ucinku. ATB s uzkym spektrem ucinku ptsobi pouze na malé
mnozstvi bakterii. Jako ptiklad stfedné Sirokospektrého ATB muizeme uvést penicilin.
Ten je uCinny na grampozitivni (G+) bakterie, ale na vétSinu gramnegativnich (G-)
bakterii je netginny. Sirokospektra ATB jsou obvykle uéinna na G+ i G- bakterie
(Votava, 2010).

e Podle intenzity u¢inku

Primarné rozliSujeme ATB na cytostaticka a baktericidni. Mezi obéma druhy jsou velké
rozdily. Bakteriostaticki ATB ucinkuji ve vysokych koncentracich bakteriocidné.
Bakteriocidni ATB pusobi bakteriocidné i v malych koncentracich (Hynie, 2001).
Bakteriostatické latky ptisobi na mnozeni bakterii uz po 3—4 dnech od zahijeni 1écby.
Tento ucinek je reverzibilni a netrva pftili§ dlouho, proto pred¢asné ukonceni 1é¢by vede
k relapsu. Jde naptiklad o tetracykliny nebo sulfoamidy. Baktericidni latky pusobi
mnohem rychleji — jiz po 48 hodinach lze vidét efekt v usmrcovani bakterii. Tyto ATB
se vyuzivaji pii téZkych infekcich, u pacientli s poruchou imunity a u nedonoSenych

déti. Prikladem mohou byt beta — laktamy nebo aminoglykosidy (Votava, 2010).
e Podle mista a mechanismu u¢inku

Jednou z dalsich klasifikaci ATB je podle toho, jak piisobi na bakterii. Mohou puasobit
na bun&nou sténu tim, e ji inhibuji. Casto to dé&laji beta-laktamovd ATB, napf.
peniciliny a cefalosporiny. Navazou se na specifickd vazebna mista, tim inhibuji
transpeptidazy, které jsou nutné k tvorbé bakteridlni bunécné stény. Pfi ristu vznikaji
bunky s deficitni bunécnou sténou, jez nejsou schopné odolat osmotickému tlaku. Takto

obnazené bunky jsou likvidovany hostitelskymi buiikami nebo dochézi k jejich lyze.
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Tento mechanismus je G¢inny pouze v dobé rustu mikroorganismu. Maji bakteriocidni

ucinek.

Dal8i mechanismus je naruSeni cytoplazmatické membrany. Tato ATB maji lipofilni a
lyofobni skupiny umoziujici prostup do cytoplazmatickych membran mikroorganismii.
Narusi tim permeabilitu membran a tim dojde k poruse iontové rovnovahy, ktera vede k
zaniku bunky. Jiny mechanizmus je inhibice proteosyntézy. ATB obsahuji latky, které
narusuji syntézu bunécnych proteinti. Piisobi pfevazné bakteriostaticky. Piikladem

téchto ATB jsou napiiklad aminoglykosidy a tetracykliny (Hynie, 2001).
e Podle chemické struktury
o Beta-laktamova ATB

Beta-laktamova antibiotika patii mezi nejznamé;jsi a nejvice vyuzivand ATB. Déli se do
5 skupin: peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy, monobaktamy a inhibitory beta-
laktamaz. Jednotliva beta-laktamova ATB maji riznou afinitu k PBPs. Obecné plati, ze
karbapenemy inaktivuji enzymy PBP4 a PBP3 a peniciliny psobi na enzymy PBP1,
PBP2, PBP3. Utinek beta-laktamovych ATB zavisi na dobé&, po kterou je koncentrace
ATB nad trovni MIC. ZvySovani koncentrace ATB w¢inek nezvysi. Casto tyto ATB
mohou vyvolat kratky postantibioticky efekt ale pouze u G+ bakterii. Ve spektru ucinku
se beta-laktamova antibiotika 1i§i a nelze je obecné charakterizovat. Beta—laktamova
ATB velice Spatné pronikaji pfes bunééné bariéry. Maji hydrofilni charakter.
Biologicky polocas se odhaduje kolem 30 minut aZ 8 hodin. Hodi se nejvice k 1écbé
akutnich a pfitom zavaznych infekci. Lze je pouZit pro vSechny skupiny od gravidnich
Zen az po novorozence a seniory. Jsou malo U€inna u chronickych infekci a koznich

infeket, coz je zpisobeno omezenym prinikem. (Benes, 2018)
o Peniciliny

Hlavni strukturou penicilinu je kyselina 6-aminopenicilanova. K této kyseliné jsou u
piirozenych 1 polysyntetickych penicilind pfipojeny rizné postranni fetézce a skupiny,
které maji vliv na vlastnosti a ucinky jednotlivych penicilinovych ATB. Peniciliny jsou
nejdéle pouzivanymi ATB. Jejich vyznamnou piednosti je jejich baktericidni ptisobeni a
mald obecnd toxicita podminénd selektivnim ovlivnénim cilovych struktur
nachazejicich se u hostitele Tim se umoziiuje podani penicilinu i téhotnym zenam

(Hynie Sixtus, 2001). Duleziti zastupci proti Escherichia coli jsou ampicilin a
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amoxicilin. Patii do skupiny aminopenicilind. Ampicilin je casto pouzivané ATB, ale
pouze ve zdravotnickych zafizenich, protoze nejsou k dispozici tablety. Pouziva se v
komunit¢ Duomox. Obsahuje latku ampicilin. Ampicilin naruSuje metabolismus
bun&éné stény. Rada bakterii si vypéstovala rezistenci. Ampicilin ma §iroké spektrum
ucinku, proto se pouziva na bézné bakteridlni infekce, jako jsou naptiklad infekce

mo&ovych cest. (Stefanek, 2008).
o Cefalosporiny

Cefalosporiny se déli podle antibiotickych vlastnosti do 4 — 5 generaci, kdy jsou

rozdéleny podle spektra i¢inku a odolnosti proti beta-laktamazam.

- Cefalosporiny 1. generace usmrcuji grampozitivni bakterie. Neucinné jsou k
enterokokiim a listeriim. Plivodné se sem fadili i n¢které gramnegativni bakterie (E.
coli, Proteus mirabilis) ale s narGstajici rezistenci se ucinek povazuje za klinicky

nevyznamny.

- Cefalosporiny 2. generace jsou odolné k elementarnim beta-laktamazam. Mohou byt

snadno hydrolyzovany Sirokospektrymi beta-laktamazamy.

- Cefalosporiny 3. generace maji vétsi ucinek oproti cefalosporinim 2. generace na

gramnegativni bakterie. Maji vysokou odolnost vii¢i elementarnim beta-laktamazam.
2.4  Farmakokinetika cefalosporinii 3. generace

e Zakladni cefalosporiny 3. generace
e Protipseudomonadové cefalosporiny

e (Cefalosporiny kombinované s inhibitory beta-laktamaz (napft. sulbaktam)

(podobné jako cefalosporiny 1. generace) a gramnegativni bakterie (podobné jako

cefalosporiny 3. generace). Jsou odolné k beta-laktamazam typu AmpC.

- Cefalosporiny 5. generace - do této skupiny se mohou zafadit cefalosporiny u¢inné
proti MRSA. (Benes, 2018)

Dulezitym zastupcem pro nase vyuziti je cefotaxime (cefalosporin 3. generace) a
ceftadizim (cefalosporin 3. generace). Cefotaxime obsahuji 1é¢ivou latku chemotaxim,

ktera naruSuje schopnost bakterii tvofit bunéénou sténu. Timto zpusobem bakterie
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rovnou zabiji. Casto se vyuZiva u hospitalizovanych osob, které maji t&zké infekce.
Podava se U sepse, zanétl ledvin, zanétu mocového méchyte, u gynekologickych zanétt

apod. (Stefanek, 2008).
e Nitrofuranova chemoterapeutika

Nitrofuranovéa chemoterapeutika jsou idealni volbou pro 1é€bu mocovych infekci. Jsou
sirokospektra a je u nich velice mald pravdépodobnost vzniku rezistence. Zkiizena
rezistence mezi nitrofurany a sulfonamidy a antibiotiky nebyla pozorovana. E.coli je
rezistentni k nitrofurantoinu ptiblizné v 1-2 %. (Kladensky et al, 2006). Bakteriocidni
pripravky jsou urCeny ptredev$im pro k 1é¢bé mocovych infekci. Inhibuji bakterialni
enzymy a tim poskozuji bakterie. Rezistence je velmi vzacna. Hlavnim zastupcem je
nitrofurantoin, ktery ma bakteriocidni G¢inek. Pusobi pfedevsim na E.coli, Salmonelu
spp., Citrobakter spp., apod. (Tejkalova, 2012). Nitrofurantoin je stale citlivy na
puvodce mocovych infekei, je pouzivan vice nez 50 let. Pomérné Casto zplisobuje

vedlejsi Géinky, jako je nauzea, anorexie (30%), precitlivélost (Kladenska et al, 2006).

Aminoglykosidova ATB

Jsou to pfirodni produkty plisni, obvykle pochazejici z 2 rodu:

Streptomyces s koncovkou — mycin (streptomycin, neomycin, tobramycin, amikacin,
kanamycin)

Micromonospora s ptiponou — micin (gentamicin, netilmicin)

(Hera et al, 2016)

Jsou to baktericidni, Sirokospektra ATB ptedev§im pro G- bakterie. Inhibuji syntézu
bilkovin v klidovém stadiu. Na anaeroby jsou nelii¢innd, protoZze bez piitomnosti kysliku
nemohou pronikat do bunék. Pouzivaji se u zavaznych infekci. Maji toxické tcinky
zéavislé na plazmatické hladin¢ latek a zptsobuji predev$im neurotoxicitu, nefrotoxicitu
a ototoxicitu (Hynie Sixtus, 2003).

Aminoglykosidovda ATB jsou postupné nahrazovana jinymi ATB, kterd nejsou tak
toxicka (beta—laktamova). Ale jelikoz se zacala objevovat rezistence a multirezistence
na nova ATB, aminoglykosidova ATB se opét postupné zacala uzivat i pfes svoji

toxicitu.
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Pokud se rozvine rezistence tak je zptisobena nékolika kroky napf.:
1) inaktivaci specifickymi bakterialnimi enzymy
2) snizenim vstupu aminoglykosidu do buiky bakterie aktivnim efluxem
nebo v disledku poskozeni bakterialni membrany. V obou ptipadech se

soucasné vyskytuje rezistence i k jinym ATB. (Hera et al, 2016)

Casto pouzivanym aminoglykosidovym ATB je napf. gentamicin. Gentamicin obsahuje
ucinnou latku gentamicin, ktery ma schopnost narusovat syntézu bilkovin a naruSuje
bunénou sténu. Bakterie pfimo zabiji nebo zabranuje jejich mnozeni. Pouziva se pfi

sepsi v kombinaci s jingmi ATB. (Stefanek, 2008).
2.5  NeZadouci ucinky antibiotik
o Toxické reakce

Toxické Uc¢inky se mohou projevovat lokalni bolesti, tromboflexibilitou, svalovou
drazdivosti, neurotoxicitou (hematurie, proteinurie, nekréoza ledvinovych tubulti az
selhani ledvin) nebo potizemi gastrointersticialniho traktu, dale hematotoxicitou a

hepatotoxicitou. Néktera ATB mohou mit ototoxické ucinky (Marek et al., 2010).
e Potlaceni normalni mikrofléry

Antibiotika Casto zpusobuji prijmové onemocnéni. Je to tim, Zze spolu s patogeny je
vymycena i piirozena stievni mikroflora (mikrobiom). Stfevni mikrofléra je tvofena
bakteriemi, které nam neSkodi, naopak jsou potiebné pro spravné traveni a k vyrobé
organickych latek jako je napiiklad vitamin K. Nejhorsi na tomto nezadoucim ucinku
jsou komplikace jako napfiklad dehydratace a vyCerpani. Casto tento problém lze

vyfesit probiotiky a doplnénim tekutin. (Safaf, 2011)
¢ Imunosupresivni ucinek

ATB mohou zasahovat do tvorby proteini a tim do syntézy imunoglobulini. U

nemocného pacienta se snizuje obranyschopnost a tim je vyssi nachylnost k infekci.
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e Imunotoleran¢ni nezadouci ucinky

Projevuji se jako alergie. Alergicka reakce se muze 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 léze apod.

Nejcastéji se objevuji po penicilinovych ATB (Lochmanova et al., 2004).
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3 Rezistence bakterii na antibiotika

Rezistence na ATB znamena, ze bakterie je schopna prezit v pfitomnosti
antibiotika a ziistava ji schopnost se mnozit. Rezistenci délime na primarni (vrozenou) a
sekundarni (ziskanou). PfiCinou rezistence je piedev§im masivni podavani antibiotik,
dlouhodoba a necilena 1é¢ba. Z tohoto divodu se, proto z diive citlivych bakterii stavaji
rezistentni bakterie. Primdrni rezistence na antibiotikum je piirozenda odolnost ve

spektru pasobeni daného ATB.

V posledni dobé se rezistence velmi rychle rozsifuje i ptes to, Ze vznikaji nova
antibiotika. Bakterie jsou schopny vytvofit si rezistenci na kazdou novou latku. Toto je
zpusobeno selekénim tlakem prostfedi a vyvojem genomu bakterii. (Holubova Adéla,

2017)

3.1 ZkiiZend rezistence

Zktizena rezistence je necitlivost na antibiotika, nejéastéji ze stejné skupiny ATB, ktera
maji podobnou chemickou strukturu a mechanizmus U¢inku. (Martinkova Jifina, 2007).
Casto je to zpiisobeno chromozomalni mutaci, ktera vznikne v jedné buiice a ta
syntetizuje protein. MiZe to byt zpisobeno i ¢etnéj§imi mutacemi napi. PBP protein

vazajici peniciliny. (Holubova Adéla, 2017).
3.2 Mechanismy obrany bakterii pied ATB
Mechanizmy, kterymi se bakterie brani proti ATB, se daji rozdélit do 4 skupin:

e NeprFitomnost cilové struktury

Cilova struktura mize chybét u¢inkem mutaci v genu a tim dochazi k preméné cilové
skupiny. Zménéna cilova skupina si zanechd potfebné bunééné funkce ale je
nepfistupnd pro antibiotickou inhibici. Dale mtize dojit k pfenosu genu, ktery vytvari

nahradni enzym a tim je 1€k mén¢ u¢inny.
e Zména v propustnosti membran

PtedevSim gram negativni bakterie jsou schopné ovliviiovat piijem malych molekul
pies membranu. Membrana gram negativnich tyCek je tvofena dvojitou vrstvou

fosfolipidl, proteiny a polysacharidy, ¢imz jsou odolné proti antibiotikiim.
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Transportni proteiny tzv. poriny tvofi vodou naplnéné kanalky, které umoziuji vstup
hydrofilnich rozpusténych latek. Nékterd ATB s mensi molekulou jako napi. beta-
laktamova vyuzivaji tuto cestu pro vstup do bakterie. Bakteridlni rezistence je v tomto

piipadé zplisobena ztratou funkcnosti porind.
e Enzymaticka inaktivace

Bakterie produkujici beta-laktamazu jsou nejznaméjSim piikladem tohoto mechanismu.
Utinek beta-laktamaz na beta-laktamova ATB spo¢iva v tom, Ze beta-laktaméazy narusi

amidové vazby na beta-laktamovém kruhu, a tim dochazi k inaktivaci ATB.
e Vylucovani ATB z bakterie

Tento zpusob je znamy jak u G+ tak G- bakterii. Jsou vyuZzivany membranové
transportni proteiny, které slouzi k vylucovani toxickych ¢i cizorodych latek. Tento
zpusob obrany bakterii pied ATBABT je Casto spojovan s multirezistenci. (Chroma a

Kolaft, 2010)
3.3 Dalsi zpiisoby inaktivace ATB
e Zabrana aktivace ATB

Tento zptisob inaktivace se vyskytuje u ATB, ktera jsou pfijimana formou prodrug a
aktivuji se pomoci enzymul bakterii. Bakterie mohou snizit tvorbu enzymu, ktery
aktivuje ATB. Dusledkem mutaci si mohou bakterie vytvofit neu¢inny enzym. ATB

zustane neaktivovano, a tedy neohroZuje populaci.
e Nahrada zablokované metabolické drahy

Kdyz ATB bakteriim zablokuje dfleZitou metabolickou drdhu, u bakterii se mulze
vytvofit nahradni metabolickd draha, ktera zajisti metabolicky pochod. VétSinou,

vétSinou je méné UCinna, ale postaci k preziti.
e Vytvoreni cilovych mist v nadbytku

Jestlize ATB napada néjaky enzym, bakterie je schopna tento enzym tvofit v nadbytku.

Je to mélo vyhodné pro bakterii (energeticky narocné) ale miize prezit.
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ZvySena tvorba enzymu je zabezpeCena mutaci genu regulace. Dal§im zpiisobem

obrany vytvofeni cilovych mist v nadbytku jsou mimikry (Benes, 2018)

34 Pienos rezistence

Pienos rezistence je zprostfedkovan tzv. plazmidem, kdy plazmid pienasi
mutované geny. Plazmidy se nachéazi v buiikach ve velkém mnozstvi (kopie). Pokud se
plazmidy pfenaseji, v rdmci jedné generace, jedna se o tzv. horizontdlni ptenos. Mezi
horizontalni pfenos mizeme zatfadit pfenosy bakteriofdgu (transdukci) nebo DNA

(transformaci) ale tyto ptenosy se objevuji velmi malo.

Dal$im druhem pfenosu je pienos vertikdlni. Vertikdlni pfenos znamend, ze
rezistence se prenasi na dalSi generaci (potomstvo). Zptsobeno je hlavné pouZzivanim
ATB na citlivé bakterie, kdy rezistentni se mnozi. Pro Sifeni rezistence je zapotiebi
nékolika faktord: rychlost mnozeni, Cetnost a velikost kolonie, mutacni citlivost,
moznost pienaset chromozomy, hlavné plazmidy, apod. R-plazmidy jsou plazmidy,
které nesou geny rezistence, mnozi se uvniti bakterie a jsou schopné fetézové infikovat

dalsi bunky.
3.5 Beta-laktamazy

Od pocatku 60. let 20. stoleti byla zaznamenana prvni zminka o beta-
laktaméazach mezi enterobakteriemi. Jednalo se o tzv. beta-laktaméazy typu A (TEM,
SVH). To byl pocatek antibiotické rezistence, kterd se zacala §ifit mezi bakteriemi.
Prvni Sirokospektra beta-laktamaza byla popsdna v roce 1985. Dnes uz nestihame
kompenzovat narustajici rezistenci a vyvoj novych beta-laktamt. Beta-laktamy jsou
nejcastéjsi pricinou vzniku rezistence k penicilinim penicilinu a cefalosporinim. Jsou
to enzymy S$tépici amidové vazby v beta-laktamovém kruhu, coz ¢ini antibiotikum

inaktivované.

Existuji 4 druhy beta-laktamaz (A, B, C, D). Nejcastéji pozorované jsou beta-
laktamazy ttidy A, které jsou TEM, SHV a enzymy CTX-M rozsifeného spektra beta-
laktamazy (ESBL). Nejvice se spojuji s infekcemi mocového Ustroji a pii sepsi.
Predev§im enzymy CTX-M maji zvySenou hydrolytickou aktivitu k penicilinim a

cefalosporinim 3. generace. (Tomanicek et al, 2011).
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U Enterobakteriaceae je tvorba beta-laktamaz hlavnim mechanizmem rezistence.
Nejcastéji se u nich vyskytuji enzymy TEM-1 a SHV-1. Jsou citlivé k inhibitorim napf.
kyselina klavulanova. (Robin et al, 2007)

o Trida A

Vyskytuje se nejcastéji. V ramci této tiidy bylo popsano nejvice beta-laktamaz. Patii
sem beta-laktamazy enterobakterii, hemofil, neisserii a dalSich G- bakterii. Pavod
enzymu neni znam ale piedpokladé se, ze nepochdzi z jediného zdroje. Tyto enzymy
hydrolyzuji ptedev§im penicilin G a penicilinova ATB mimo oxacilinu a piibuznym
piipravkim. Nékteré enzymy $tépi cefalosporiny 1. generace. Enzymy jsou obsazeny v
plazmidech a tim se snadné&ji pfenasi na dalsi klony. U t¥idy A se nejcastéji vyskytuje
beta-laktamaza TEM-1, ktera zpusobuje rezistenci k ampicilinu u vétSiny druht E.coli.

Nyni je popsano 140 TEM-laktamaz. U SHV bylo objeveno ptes 60 modifikaci.

Po zavedeni cefalosporinii 2. a 3. generace se bakterie prizptisobili pomoci
mutaci a proménili své centrum beta-laktamaz. Diky tomu vznikli bakterie s rozSifenym
spektrem beta-laktamaz (ESBL). Nékteré Sirokospektré beta-laktamazy vznikli pomoci
nepatogennich bakterii vyskytujici se v prostfedi. Napiiklad beta-laktamaza CTX-M,

ktera se rozsitila po celé Evropé pomoci bakterii rodu Kluyvera.
o TridaB

Obsahuje malo metalo-beta-laktamazy. To jsou takové, které ve svém centru obsahuji 1
- 2 atomy zinku, které slouzi jako katalyzator. Tyto enzymy jsou fylogeneticky staré.
Jsou obsazeny v bakteriich, které jsou malo patogenni (Aeromonas spp.). Kodujici geny
mohou byt pievedeny do genomu enterobakterii véetné E.coli a zptisobovat rezistenci.
Dokazi tedy steépit peniciliny, cefalosporiny i karbapenemy. Mezi jejich inhibitory patfi

kyselina klavulanova, sulbaktam a tazobaktam.
o Trida C

Zastoupeni je pomeérné cCasté. Patii sem serinové beta-laktamdazy, jejichZ primarnim
substratem jsou cefalosporiny. Casto se vyskytuji u Enterobakteriaceae spp.,
Citorbakter spp., apod. Geny fidici jejich syntézu se nachazi v bakteridlnim
chromozomu (neaktivni). Aktivni za¢nou byt, pokud bunécné receptory zaznamenaji

néjaky druh beta-laktamu v okoli. (Benes, 22018)
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o TridaD

Beta-laktamazy této tfidy se zakladaji pfevazné na schopnosti enzyml hydrolyzovat
oxacilin. Bakterie produkujici beta-laktamazy této tfidy jsou rezistentni k
aminopenicilinim. Jsou slabé inhibovany kyselinou klavulanovou nebo sulfony
(tazobaktamem a sulbaktamem). Karbapenemy jsou k jejich G¢inku stabilni (Mascaretti,
2003).

e  AmpC beta-laktamazy

AmpC beta-laktamazy jsou klinicky vyznamné cefalosporinazy kodované na
chromozémech mnoha Enterobacteriaceae, kde zprostiedkovavaji rezistenci na
cefalotin, cefazolin, cefoxitin a vétSinu penicilini. U mnoha bakterii jsou enzymy
AmpC indukovatelné a mohou byt vyrazné exprimovany mutaci. Nadmérnd exprese
poskytuje rezistenci k Sirokospektralnim cefalosporinim vcéetné cefotaximu,
ceftazidimu a ceftriaxonu a je problémem zejména u infekci vyvolanych Enterobacter
aerogenes a Enterobacter cloacae, kde izolat mtze byt zpocatku nachylny ale pii terapii
rezistentni. Pfenosné plazmidy ziskaly geny pro enzymy AmpC, které se proto mohou
objevit u bakterii, které postradaji nebo maji poruseny chromozomalni bla (AmpC) gen,
jako jsou Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae a Proteus mirabilis. Odolnost
zpiisobend plazmidem zprostiedkovanymi enzymy AmpC je méné Castd neZ produkce
beta-laktamaz s rozSifenym spektrem (ESBL) ve vétSiné casti svéta, ale muze byt
obtizngjsi ji detekovat. Enzymy AmpC kodované jak chromozomalnimi, tak
plazmidovymi geny se vyvijeji tak, aby uc¢inné&ji hydrolyzovaly Siroké spektrum
cefalosporint. Karbapenemy mohou byt obvykle pouzity k 1é€bé infekei zplisobenych

bakteriemi produkujicimi AmpC (Jacoby, 2009)
3.6  Multirezistence

Multirezistentni organismy (MDRO) jsou takové, které jsou rezistentni na vice
nez jedno antibiotikum. Infekce vyvolana témito organizmy mulze vést ke stanoveni
Spatné 1écby a tim podporovéani rezistence na antibiotika. Do této skupiny patii
pfedevsim G- bakterie. Vétsina MDRO je rezistentni ke 2 az 3 druhim ATB. Casto
vznikd zktizend rezistence na vice druhit ATB. Problém je s 1écbou a detekci MDRO v

mikrobiologickych laboratoti. (Magiorakos et al, 2012)
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3.7 Surveillance a monitorovani rezistence

Na celém svété existuji zafizeni, kterd sleduji rezistenci bakterii viaci
antibiotikim. V Ceské republice to sleduje NRL (Narodni referenéni laborator)
u invazivnich kmenu. Surveillance se zabyva sbérem dat, analyzou a sdélovanim dat
lékaitm. Hlavnim cilem je poukazat na vyskyt neobvyklych rezistenci u
mikroorganizmi. Rezistenci v ramci nemocnice sleduje epidemiologicky ustav ve
spolupraci s mikrobiologickou laboratofi nebo s ATB stfediskem, pokud ho laboratof
ma. Mezindrodni dozor mé& vyznam ptedevSim 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 dilezity ptedevsim pro

empirickou 1é¢bu. Intenzivné se tim zabyva WHO (Schindler, 2014).
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4 Cile

Cilem mé prace je nashromazdit informace o rezistenci Escherichia coli,
porovnat rozdily mezi dospélymi a détskymi pacienty a zjistit miru multirezistentnich

kmenti (ESBL) v okrese Pisek v roce 2016.
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5 Metodika

Data mam nashromazdéna za rok 2016 z laboratofe klinické mikrobiologie
Nemocnice Pisek, a.s., a nasledné jsem je statisticky zpracovala. Prakticky jsem si
vyzkousSela urceni bakterie a jeji zatazeni. Stanoveni citlivosti na ATB a prikaz ESBL

kmenu.
5.1 Kultivace

Kultivaci je minéno péstovani bakterii in vitro. Bakterie péstujeme na
kultiva¢nich médich za uméle vytvoienych podminek. Pro uspésnou kultivaci je tifeba

dodrzet nékolik zasadnich podminek:

e Ziviny
Dnes se pouzivaji vyhradné umélé pady, které obsahuji veskeré Ziviny potiebné pro
optimalni rtst bakterii. Zakladem vSech kultiva¢nich pid je masopeptonovy bujon,

ktery je sam zékladni tekutou ptidou vhodnou pro pomnozovani bakterii.

e Voda (vlihkost)

Je diilezit4 pro piijem Zivin.

e pH
Idedlni pH se pohybuje kolem 7-7,2. Ale nalezneme bakterie napt. laktobacily, ktefi
potiebuji pH 3 nebo Vibio cholerae, ktery se kultivuje pifi pH 8.

e Izotonie prostiedi

e Teplota

Vétsina bakterii véetné E.coli se kultivuje pii 37°C. Existuji vyjimky, které se kultivuji

24

ktera se kultivuje pii 42°C.

e Atmosféra
U atmosféry zalezi na vztahu bakterie ke kysliku. Existuji druhy aerobni, anaerobni,

striktné ¢i fakultativng, a dalsi (Markova, 2008)
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5.2  Kultivacni pidy
e Mueller — Hinton agar (MHA)

Jedna se o kultiva¢ni ptidu vhodnou pro stanoveni citlivosti na ATB. Je to neselektivni,
nediferencidlni medium. Obsahuje Skrob, ktery je znamy tim, Ze absorbuje toxiny, takze
nemohou interferovat ATB. Umoznuje lepsi fuzi ATB a ta umoziuje vytvoieni

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

Patfi mezi selektivné-diagnostické pudy. Je svétle rizové barvy. Pada je citlivd na
svétlo. Selektivni slozku tvoii bazicky fuchsin, ktery umoZiiuje rist pouze G- bakteriim.
Pro diagnostiku obsahuje ptida Schiffovo ¢inidlo. MiZeme tak rozliSovat bakterie
laktoza pozitivni (i laktozu $tépici), které na ENDU rostou v podobé tmavé rizovych

kolonii, a laktdza negativni bakterie, kdy kolonie jsou svétle rizové (Markova, 2008).
e Krevni agar Columbia (KA)

Tmavé Cervené kultivaéni médium obsahuje 5 % berani krve. Pouziva se na vSechny
typy vzorki. SlouZi, slouzi k primokultivaci nebo subkultivaci a je vhodny pro vSechny
druhy vzorkt. Ziviny obsazené v KA jsou piedeviim peptony. KA obsahuje mj. i $krob
(1g/1), chlorid sodny (5g/1), agar (10g/l). pH KA se pohybuje kolem 7,3. Naockovana
puda se inkubuje 18-72 hodin, pii 37°C (BioVendor, 2013). Dalsim dulezitym znakem
KA je, Ze miiZzeme zkoumat morfologii kolonii, jez mohou byt: mazlavé — hlenovité,
drsné (suché), hladké a vrostlé do agaru. Pro diagnostiku pozorujeme typicky jev pro
KA, a to hemolyzu (viz pfiloha Obrazek 2).

o Alfa hemolyza = viridace se - tvoii meziprodukty a agar se okolo kolonii barvi

zelenohnéde.
o Beta hemolyza - Giplna hemolyza, kdy se v okoli kolonii agar projasfiuje

o Gama hemolyza - bez zmény (SmiSek, 2008).
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e CHROMagar

Hlavnim cilem je snaz$i odliSeni mocCovych patogent. Kazdy patogen méa svou
specifickou barvu, proto je hlavné pfi smiSené kultivaci snazsi diagnostika (Chromagar,
2009).

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

CHROMagar ™ ESBL

Je specialni agar, ktery sloZi k rychlému screeningu G- bakterii produkujicich ESBL.
Tento agar podporuje rist bakterii produkujici ESBL a ostatni bakterie jsou potlaceny
v ristu. CHROMagar ESBL ma vysokou specifitu a citlivost (Chromagar, 2009).

Kultivace E. coli: E.coli je G- stfevni tycka. Neni naro¢na na kultivaci. Na KA roste v
pravidelnych koloniich bélavé barvy. Inkubuje se 24 hodin pii teplot¢ 37°C. za
pfitomnosti vzduchu. Na Endové ptid€ roste v drobnych tmaveé riZzovych koloniich, coz
nam ukazuje, ze E. coli §tépi laktozu. Pokud se jedna o E.coli zjiného materidlu

vyuzivame biochemicky klin.
5.3  Biochemické testy

Po kultivaci je dulezité blizsi ureni mikroba. V dnesni dobé existuje mnoho testi
zalozenych na biochemickych reakcich mikrobil. Zafazeni mikroba a urceni kmene je
velice dilezité pro dal$i postupy, napt. pro spravnou lécbu antibiotiky, nebo zda je

vV moci ptitomen stejny kmen.
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5.3.1

ENTERO test 24 N

Princip a pouZziti

Sada ENTERO test 24 N se pouziva k rutinni identifikaci stfevnich bakterii z Celedi

Enterobakteriaceace, vibrii a aecromonad. Strip je slozeny ze zkumavek obsahujicich

lyofilizované substraty, které se po naockovani bakterialnich suspenzi ustali. Béhem

inkubace dochédzi ke zméndm ve zbarveni bud’ spontanné, nebo vyvolané po ptidani

reagencie (viz piiloha Obrazek 4). Reakce se vyhodnoti v poc¢itacovém programu.

Pracovni postup

1.

Ve sterilni zkumavce si ptipravime bakterialni suspenzi o hustoté¢ 1 McF, 3 ml
fyziologického roztoku a testovany kmen po 24hodinové kultivaci. Dobie
homogenizujeme pomoci Vortexu a zakal upravime pomoci Denzitometru (viz

ptiloha Obrazek 5).

Pfipravime si desticku ENTERO test 24 N, odfizneme 1 strip (3 fady), sejmeme
folii, umistime do rdmecku a popiSeme Cislem vzorku. Zbytek desticky se da

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

Inkubace: naockovany strip vlozime do sacku, konec sacku zalozime, aby
nedochazelo k vysouseni inokula. 17-24 hodin inkubujeme v termostatu pii 36—
38 C.

INDOL test pro stanoveni, zda je mikroorganismus schopny pfemeénit tryptofan

na indol.

VP test — k detekci tvorby acetoinu.
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Hodnoceni testu

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

5.3.2 INDOL test

Princip a pouZziti

Souprava INDOL test je urcend pro rychlé stanoveni indolové reakce jako snizeni
produktu bakteridlnitho metabolismu tryptofanu. Je uren pro rychlé, piedpokladané
stanoveni kment E. coli, screeningového rozliSeni indol pozitivnich a indol negativnich
bakteridlnich rodu a je rovnéz nezbytnym dodatkovym testem nékterych identifika¢nich

souprav.
Pracovni postup

1. Pouzijeme 24hodinovou ¢istou Kulturu testovaného kmene z vhodné kultivacni

pudy (KA).
2. Na filtra¢ni 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 pii teploté laboratofe.

5. Zhodnotime barevnou reakci pfimo na zéné€ prouzku (pfipadn€ porovnadme S

kontrolou E. coli) (viz pfiloha Obrazek 7).
Hodnoceni testu
Pozitivni vysledek (+) - modrozelené zbarveni.

Negativni vysledek (-) - pokud se viibec zbarvi, tak do rizova az Cervena (Pfibalovy

letak k sadé INDOL test).
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5.3.3 VP test (Voges — Proskaureitv test)

Princip a pouZziti

Substratem pro tvorbu acetoinu je pyruvat sodny obsazeny v zon¢ prouzku. Prouzek VP
testu se vlozi do suspenze testovaného kmene ve fyziologickém roztoku a inkubuje se v
termostatu. Po uplynuti inkuba¢ni doby suspenzi i s prouzkem zakapneme ¢inidlem VP
| o — naftol a VP Il - alkalické prostiedi (viz pfiloha Obrazek 8) v piipadé tvorby
acetoinu vznikne cervené zabarveni. VP test je uréen pro rychlou detekci produkce
acetoinu, slouzi jako dodatkovy test k identifikaénim soupravam MIKRO — LA- TEST a

Ize jej pouzit jako test individualni.
Pracovni postup

1. Ptipravime si suspenzi z ¢isté kultury testovaného kmene v 1 ml fyziologického

roztoku o zakalu 1 McF (pro enterobakterie).

2. Do suspenze vlozime prouzek VP testu takovym zpusobem, aby papirova zoéna

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

4. Po uplynuti inkubacni doby ptidame 3 kapky c¢inidla VP 1 a 3 kapky VP I,

promichame.
5. Inkubujeme v termostatu 30 minut.
Hodnoceni
Pozitivni vysledek (+) - suspenze je cervend, razova.

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

sadé VP test).
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5.4 Stanoveni citlivosti

Cilem stanovovani citlivosti na ATB je dulezité pro cilenou 1écbu. Metody pro

stanoventi citlivosti se dé€li do 2 zékladnich skupin:

e Kvalitativni metody

e Kvantitativni metody

Mezi kvalitativni metody patii diskovy difuzni test. Kdy zjistujeme 1Z, coz je zéna

kolem antibiotického disku, kde je pozastaveny rust bakterie.

U kvantitativnich metod se stanovuje MIC, coz je minimalni inhibi¢ni koncentrace, coz
je minimalni koncentrace antibiotika, ktera je schopna zastavit viditelny rtist bakterie.

Mezi tyto testy patii dilu¢ni metody. (Melter ed al, 2014)
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5.4.1 Diskovy difuzni test
Princip a pouziti

Diskovy difuzni test je jedna z nejstarSich metod pro stanoveni antibiotickych citlivosti.
Je to zaroven jedna z nejpouzivangjSich metod, protoze je vhodnd pro stanoveni
citlivosti vétSiny patogenti, v¢. naroénych bakterii. Nevyzaduje zadné specialni

vybaveni (EUCAST, 2013).

Princip toho testu je jednoduchy: vysetfovana ¢ista kolonie se naockuje po celé plose
kultivaéniho média (MHA). Poté se polozi papirové disky obsahujici antibiotika.
Antibiotikum difunduje do agaru a vytvati okolo kazdého disku zénu s klesajici
koncentraci k vné&jSimu okraji. Uvnitt t€chto zén je potlacen rast bakterii. Okolni pida
bez antibiotika je prorostld zkoumanym kmenem. Pramér IZ slouzi k posouzeni

citlivosti na dané antibiotikum.

Pracovni postup

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

denzitometru.

2. Ponofime vatovy tampon do suspenze a rovnomeérné rozetfeme inokulum na

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

4. Vlozime do termostatu a pii teplot¢ 37 °C nechame inkubovat do druhého dne

(Janovska et al., 2015).

Hodnoceni

M¢time praméry IZ v mm a srovnavame je s referenénimi hodnotami (viz pfiloha

Obrazky 11 a 12).
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5.4.2

M. I. C. test (dilucni test)

Princip a pouZziti

Soupravy jsou pro stanovovani citlivosti k antibiotikim bakterii u celedi

Enterobacteriaceae, pseudomonad, jinych G- nefermentujicich bakterii, stafylokokt a

streptokokt na kompletni spektrum pouzivanych antibiotik.

Principem je hodnoceni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) v jamkach mikro

titraéni desticky, které obsahuji zvolené koncentrace antibiotik. Do jamek se ockuje

standardni inokulum vySetfované bakterie. Po pfislusné dob¢ inkubace se odecita MIC

Cv v

Pracovni postup

1.

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

saCku a ulozime zpét do lednice.

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

Homogenizujeme pomoci Vortexu a zkontrolujeme zéakal na denzitometru.

3. Do sterilni zkumavky se suspenznim mediem MIC piidame 60 pl bakterialni
suspenze (0,5 McF).

4. Do davkovaci vanicky vylijeme celé mnozstvi média ze zkumavky s bakterialni
suspenzi, ptislusnou desticku pipetujeme osmikanalovou pipetou, 100 pl roztoku
do kazdé jamky.

5. Prikryjeme vickem a ddme do sacku.

6. Inkubujeme v termostatu pti 37 C po dobu 20-24 hodin.

7. Po inkubaci se desticka odecita (provadi- 1ékar).

Hodnoceni

v

koncentraci ATB, ktera zamezi okem viditelnému ristu bakterii (viz ptiloha Obrazky 13

a 14). Vysledky se zapisuji do pocitace (Piibalovy letak k sad¢ testit M. I. C. test).
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5.4.3 ESBL MAST test
Princip a pouZziti

Principem je vyuziti inhibice hydrolyzy antibiotika s kyselinou klavulanovou. Pro
vyhledavani podezielych kment 1ze pouzit vysledky vySetfeni citlivosti pomoci diskové
difuzni metody, nebo hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace — M. I. C. Produkce
ESBL je konfirmovdna vySetfenim spoluprace mezi kyselinou klavulanovou a

cefalosporiny Ctvrté generace.

Jako indikatorové antibiotikum mize byt pouzit cefoxitin. Toto ATB velmi dobie
hydrolyzuje vétsinu AmpC beta-laktamaz. Indicibilni produkci AmpC lze prokazat jako
antagonismus mezi diskem s induktorem a cefalosporiny tieti generace. Jako inhibitor

lze pouzit kyselinu klavulanovou, cefoxitin, resp. Imipenem.

V ptipadé zakladnich procest je mozné pouziti inhibitora tak, jako pii prikazu ESBL.
Mezi dulezité 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 pramér IZ s primérem IZ na MH agaru bez pfidavku
inhibitoru. Mimo tuto metodu byly vyvinuty metody zaloZené na inhibici AmpC

kyselinou boritou.
Pracovni postup
1. Vytemperujeme kultivaéni médium (MHA).

2. Ve sterilni zkumavce pfipravime inokulum o hustot¢ 0,5 McF, cca 2 ml
fyziologického roztoku a testovany kmen z ¢isté kultury (kultivované 24 hodin),

dobtfe 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 ptiloha Obrazek 9) pomoci

jehly ve vzdalenosti 2 cm od sebe.
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Hodnoceni

Vyhodnoceni provadi 1¢kat, kdy zméfi. Zmétime 1Z v mm. Disky nevykazujici zddnou
IZ by mély byt zaznamenany jako primér 6 mm (viz piiloha Obrazek 10) (Piibalovy
letak k sadé¢ ESLB MAST test).
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6 Vysledky

Pro svou praci jsem vyuzila laboratoii klinické mikrobiologie Nemocnice Pisek
a.s., kdy jsem si vSechny vysSe uvedené metody prakticky vyzkousSela. Dale jsem dostala

data, ktera jsem statisticky zpracovala.

Celkem v roce 2016 bylo zaznamenano 4 215 vzorkt. Z toho 3 113 bylo od Zen, 491 od
muzu a 0od déti a mladistvych (ve véku od 0 do 19 let) 631 vzorkt. Od divek bylo 490

vzorkt a od chlapcii 141 vzorkd.

Podezielé nalezy byly déle testovany na produkci ESBL kmenti. Zjistila jsem, Ze bylo
celkem zachyceno 88 kment produkujici beta-laktamazu s rozsitenym spektrem t¢inku.

Vsechny vzorky jsou mocové kultury ziskané od pacienti ambulantnich a komunalnich.

Pro statistické, zpracovani jsem vyuzila software Excel. Zde jsem po zpracovani
dat zjistila, ze signifikace p = 0,00, tj. 0%. To coz je mén¢ mensi nez obvyklé kritérium
pro posuzovani hypotéz (5%). Z 0,05. A z toho vyplyva, ze je mensi pravdépodobnost
nez 5%, ze by takovéto Cetnosti méfeni vznikly "ndhodou" (tj. vlivem jen mnoha
malych neidentifikovatelnych pficin). Je tedy rozdil mezi naméfenymi a ocekavanymi
hodnotami mezi vybranymi druhy ATB, a proto se ptedpoklada, Ze mé vysledky jsou

statisticky vyznamné.

Obrézek €. 1 Rozdéleni pacientli podle pohlavi v %

Procentualni zastoupeni pacienti podle pohlavi

73%

4%

-<
o

12%

= Chlapci = Divky ~ Muzi - Zeny = ESBL kmeny uen = ESBL kmeny u muzi

Zdroj: vlastni
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Obrazek €. 2 Procentudlni zastoupeni rezistentnich kmenti na vybrana ATB

Pomér rezistentnich kmenu v % u Zen a muzi

60,00% 54,65%

50,00% 47,61%
40,00%
30,00%
o 18,79% 16 6106 19,44%
y 0 y
12,25%

10,00%

1,93% 1 5o .
0,00% I

Amoxicilin Amoxicilin a Nitrofurantoin Gentamicin
klavulanova kyselina

Rezistence v %

®Muzi ®Zeny

Zdroj: vlastni

Z obrazku €. 2 vyplyva, Ze Zeny jsou Castéji ohroZené mocovymi infekcemi, zplisobené
bakterii E.coli, celkem bylo vySetieno 1 842 Zen a 310 muzl. U Zen se Castéji vyskytuji
rezistentni kmeny nez u muzd, coz muzeme vidét na Obrazku ¢. 2. Muzeme si
vS§imnout, ze nejlepsi vysledky ma nitrofurantoin, ktery ma pocet rezistentnich kmenti
nizky u Zen 1 u muzl. Nejvyssi pocet kment rezistentnich je na amoxicilin u obojiho

pohlavi.

Tabulka ¢. 2 Pocéty citlivych a rezistentnich kmend u déti 0-3 roky

Chlapci (0 - 3 roky) | Rezistentni | Divky (0-3 roky) Rezistentni
ATB e, . e ,
citlivi chlapci citlivé divky
Amoxicilin 11 12 30 17
Amoxicilin + l_(lavulanovz’a 31 2 42 5
kyselina

Nitrofurantoin 33 0 47 0
Gentamicin 22 2 44 1

Zdroj: vlastni
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U déti jsem téz zaznamenala, ze divky trpi vice na infekce mocovych cest nez chlapci.
Divek bylo vysetfeno 98 a 53 chlapct ve véku 0-3 roky. | v této v€kové skupiné je
nejvyssi pocet rezistentnich kment na amoxicilin a nejlepSi vysledky a nejnizsi
rezistence je na nitrofurantoin a amoxicilin s kyselinou klavulanovou. Zajimavé je, Ze u
chlapcii 0-1 rok se vyskytuji infekce mocovych cest ¢astéji nez u divek stejného veku.

Chlapti bylo 37 a divek 21 ve véku 0-1 rok.

Tabulka €. 3 Pocty citlivych a rezistentnich kment u divek predskolniho véku

Pied$kolni vék divky (4—7 let)
ATB Rezistentni
citlivé

Amoxicilin 13 12

Amoxicilin + klavulanova kyselina 24 1
Nitrofurantoin 24 1
Cefotaxim 0 0
Gentamicin 23 1

Zdroj: vlastni

Jak ukazuje tabulka ¢. 2, u déti predskolniho véku se infekce mocovych cest zptisobené
E.coli objevila v roce 2016 v Pisku pouze u divek. Celkem bylo vySetieno 61 divek ve
veéku 4-7 let.

Tabulka ¢. 4 Pocéty citlivych a rezistentnich kmend u déti skolniho véku 7-15 let

Skolni vék . , & C o s
ATB chlapci (7-15 | Reastentni ) Skolni vk divky | p /i tentni divky
e, chlapci (7 - 15) citlivé !
let) citlivi
Amoxicilin 2 5 23 24
Amoxicilin +
klavulanova kyselina 4 3 44 !
Nitrofurantoin 7 0 45 0
Gentamicin 6 1 42 2

Zdroj: vlastni
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U déti Skolniho véku 7-15 let se zvysili pocty rezistentnich kment u divek i chlapcti.

Pocty divek s infekcemi mocovych cest zpuisobené E.coli je 88 opét vice nez chlapcu,

kterych bylo pouze 13 ve véku 7-15 let.

Tabulka €. 5 Pocty rezistentnich a citlivych kment u mladych dospélych divek (15-19

let)
ATE Mladé dospélé (15-19 let) Resistentni
divky citlivé

Amoxicilin 6 1

Amoxicilin + klavulanova kyselina 5 0
Nitrofurantoin 7 0

Cefotaxim 0 0

Gentamicin 5 0

Zdroj: vlastni

Divky v letech 15-19 trpi méné zanéty mocovych cest zptisobené E. coli nez v

predchozich vyse uvedenych kategoriich. Bylo vysetieno pouze 19 divek ve véku 15-19

let.
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Obrazek ¢. 3 Pomér rezistentnich kmentl v % na vybrand antibiotika u Zen a divek

Pomér rezistentnich kmenii v % u Zen a divek

60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00% I I I
0,00% S
Amoxicilin a
Amoxicilin klavulanova Nitrofurantoin Gentamicin
kyselina
B Zeny 47,61% 18,61% 1,80% 12,25%
H D¢t 0 - 3 roky divky 36,17% 10,64% 0,00% 2,22%
m Predskolni déti 4 - 7 let divky 48,00% 4,00% 4,00% 4,17%
& Skolni déti 7 - 15 let divky 51,06% 2,22% 0,00% 4,55%
® Mladi dospély 15 - 19 let divky 14,29% 0,00% 0,00% 0,00%
m Zeny m Dgti 0 - 3 roky divky ® Predskolni déti 4 - 7 let divky
= Skolni déti 7 - 15 let divky B Mladi dospély 15 - 19 let divky

Zdroj: vlastni
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Obrazek ¢. 4 Pomér rezistentnich kment v % na vybrana antibiotika u muzi a chlapct

Pomér rezistentnich kmenti v % u muzi a chlapcu

60,00%

50,00%

40,00%

30,00%

20,00%

10,00% I

0,00% . : - O
Amoxicilin a
Amoxicilin klavulanova Nitrofurantoin Gentamicin
kyselina

B Muzi 54,65% 18,79% 1,93% 19,44%
m D¢t 0 - 3 roky chlapei 47,83% 6,06% 0,00% 4,35%
1 Skolni déti 7 - 15 let chlapci 28,57% 42,86% 0,00% 14,29%

EMuzi WDEéti0- 3 roky chlapci  ® Skolni dé&ti 7 - 15 let chlapci

Zdroj: vlastni
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Obrazek ¢. 5 Porovnani vysledki vyzkumu s CR za rok 2016, ESBL kmeny

Porovnani rezistence v % mého vyzkumu s vysledky v CR nashromazdéné NRL

50,00%

45,00% 43,30%

40,00%

35,00%
X
> 30,00%
[5]
[S]
< 25,00%
R
N 20,00%
14

15,00% 13,10%

10,00% 7,47%

5,00% 3,69% .
' 014% 0.70%
0,00% - ——
Ampicilin n = 522 Amoxicilin + Nitrofurantoin n = 1 460
klavulanova/Ampicilin + sulbaktam
n =632

m Rezistence v % ESBL vyzkum W Rezistence v % NRL Praha CR n =3 276

Zdroj: vlastni
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7 Diskuze

Pro svou préci jsem si vybrala 5 zastupct antibiotik:

e Amoxicilin
e Amoxicilin + kyselina klavulanova
¢ Nitrofurantoin

e Gentamicin

Cily mé prace bylo nashromazdit informace o rezistenci E. coli na vybrana ATB
Vv okrese Pisek za rok 2016. Porovnat vysledky mezi dospélymi, détmi a mladistvymi
(0-19 let).

U amoxicilinu jsem zaznamenala veliky pocet rezistentnich kment. U déti i
dospélych pacientli. Pomér rezistentnich kmenti se pohyboval kolem 14,29% az po
51,06%. V porovnani s vysledky s NRL, ktera se zaméfila na sbér dat rezistence ESBL
kmenii z mocovych izolath v mém vyzkumu je pomér rezistentnich kment 3,69%.
Vysledek NRL je 43,30%. Velky rozdil by se dal pficist k riznym poc¢tim pacientii, kdy
NRL se zaméfila na celou CR. Ale i pres to bych doporucovala pouzivat amoxicilin
Vv krajnich pfipadech. Amoxicilin je ATB, u kterého se pozoruje kazdoro¢ni nartst
rezistence.

Amoxicilin + kyselina klavulanova ma mnohem lepsi vysledky nez amoxicilin
samotny, je to zpusobeno vyskytem ESBL kment, které mohou mirné zkreslovat
vysledky, kdy kmen se jevi jako citlivy i1 kdyZ citlivy neni. Pfesto se dale kmen testuje
pomoci CHROMagaru. CHROMagar ESBL umoziuje detekci bakterii, véetné téch,
které nesou rezistenci AmpC. To je dilezitd vlastnost, protoze rezistence AmpC ma
mensi epidemiologickou relevanci, ale ¢asto vede k ESBL faleSn¢ pozitivnimu Cteni
v klasickych metodach testovani. Kyselina klavulanova patii mezi zékladni inhibitory
produkce Sirokospektré beta-laktamézy produkujici ESBL kmeny.

vvvvvv

infekce mocovych cest. Vyhoda nitrofurantoinu je, Ze rezistence bakterii na
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nitrofurantoin je velice mala a vznikd velice obtizné. Tuto informaci podporuji i mé
vysledky kdy pomér rezistentnich kment k nitrofurantoinu se pohybuje kolem 1,80%. V
porovnani s NRL i ESBL kmeny maji nizké procento rezistentnich kment, kdy v mém
vyzkumu je 0,14% a v celé CR 0,70%. V porovnani s vysledky v Recku (Kréta) si
vedeme velice dobte, v roce 2007 byla zaznamenana rezistence k nitrofurantoinu u déti
2,6% (Anatoliotaki, 2007). Nitrofurantoin je vyuzivan malo, protoze je pouze forma per
os a neda se pouzit u sepsi. Nitrofurantoin zpusobuje fadu vedlejSich ucinki, naptiklad
vyvolava nauzeu.

Gentamicin se u nas pohyboval mezi 2,22% az 19,44% rezistentnich kment.
Gentamicin ma procento rezistentnich ESBL kmenti 2,53% coz znamena, Ze je ucinny
proti ESBL kmentim a i kdyZ rezistence k nému je pomérné vysoka, tak podle mého
nazoru si misto na trhu s ATB zaslouZi i pfes svoji toxicitu. U podavani gentamicinu se
musi postupovat opatrne.

Jak uZ jsem se zminila v okrese Pisek za rok 2016, bylo zachyceno celkem 88
ESBL kmend. Z toho 64 ESBL kment bylo zaznamenano u zen a 24 ESBL kmeni u
muza. U déti ESBL kmeny nebyly nalezeny.

Pokusila jsem se porovnat rezistentni kmeny mezi dospélymi a détmi. Podle mého
vyzkumu u déti nejsou nalézany tak Casto rezistentnimi kmeny. Rezistentni kmeny se
masivné objevuji u dospélych pacientti a to s pfevahou u Zen.

Infekce mocovych cest patii k nejcastéj$im onemocnénim. U novorozencii je to
Castéji u chlapct nez u divek. Kolem patého roku u divek roste prevalence a naopak u
chlapct klesa. Infekce u dévcat je spojena s vezikoureteralnim refluxem. Béhem 20-50
roku se infekce mocovych cest zvySuji 50x vice u zen. Pozdéji se tento rozdil vyrovnava
u muzi a Zen (Teplan, 2004).

Dale bych chtéla fict, Ze uzivani ATB by se m¢lo redukovat. Antibioticka 1écba
by se méla nasadit az po mikrobiologickém vySetfeni, kdy se stanovi antibioticka
citlivost a miize se vybrat takové antibiotikum, které bude u¢inné a nemusi se sahat po
Sirokospektralnich antibiotikach, které casto vyvolaji vedlejsi ucinky, jako jsou
kvasinkové infekce, prijmy, apod. Celkové by se méla laicka vefejnost dozveédét o
vedlejsich ucincich antibiotik. Pfedevsim o antibiotické rezistenci. Jen pro predstavu v
roce 2015 byla celkova spotieba citlivych penicilind v CR 9%, v Recku, Portugalsku a
Belgii byla spotfeba téméf nulova. V Déansku a Svédsku 26%. V roce 2015 byla
spotieba v CR 20,85 definované denni davky na tisic obyvatel na den. Nejnizsi spotieby
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byly v Evropé zaznamenany vV Nizozemi (10,72) a v Estonsku (11,63), naopak nejvyssi

spotieby vykazovalo Recko (36,14) a Francie (29,94). (SUKL, 2016)

Celkové CR nepatii mezi velké spoticbitele ATB. Piesto roste antibioticka
rezistence. Mé vysledky vyzkumu podle mého néazoru, zatim nepfedstavuji tak
alarmujici ¢isla jako napiiklad Vv jiz zminéném Recku. Ale i piesto bychom se méli

inspirovat severskymi zemémi naptiklad Danském, Svédském apod.
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8 ZAavér

rezistenci jsou ESBL kmeny. Proto je dulezitd véasna detekce a spravna 1écba. Jednim
z cild bylo zjistit miru ESBL kmenti v okrese Pisek za rok 2016. Zjistila jsem, Ze
procento rezistentnich ESBL kmend neni az tak moc vysoké. Nejvyssi procento
rezistentnich ESBL kmend bylo u Amoxicilinu + klavulanova kyselina/Ampicilinu +
sulbaktam 7,47%, coz mi piijde pomé&rmné& vysoké. Lépe si vedl nitrofurantoin, ktery mél

procento rezistentnich ESBL kmenti pouhych 0,14%.

Dals$im cilem mé prace bylo nashromazdit informace o rezistenci Escherichia coli na
vybrana antibiotika a porovnat vysledky mezi dospélymi a détmi. Obecné mohu fict, ze
vSechny vékové skupiny déti maji nizs$i procento rezistentnich kment nez dospéli.
Vsimla jsem si podobnosti. Napfiiklad procento rezistentnich kmenti u vSech skupin
bylo nejvyssi u amoxicilinu. Nejlépe dopadl nitrofurantoin. Kdy procento rezistentnich
kmenit se pohybuje kolem 2%. Z celkového hlediska vysledky nedopadli nejhtre.
Castgji se infekce mocovych cest vyskytuji u Zen a divek. Celkem bylo v roce 2016

vySetieno 4 215 pacientll.

Poslednim cilem mé prace bylo prakticky si vyzkousSet mikrobiologicka vySetieni, pro
uréeni druhu bakterie testy ENTERO test 24 N, INDOL test a VP test. Stanoveni
citlivosti diskovym difuznim testem a MIC testem a v neposledni fadé prikaz ESBL

kmeni pomoci ESBL MAST test.

Celkové po celém svété roste antibiotickd rezistence. NejvétSim problém je Spatné
pfedepisovani ATB, kdy nebylo provedeno mikrobiologické vySetteni. Pokud by se

dodrzovalo vSe, jak mé& mohla by antibioticka rezistence pomalu snizovat.
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Seznam zkratek

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+ grampozitivni

H bic¢ikovy antigen

ID identifikace

1Z inhibic¢ni zona

K kapsularni antigen

KA Krevni agar

McF McFarland

MDRO multirezistentni organismy

MH (A) Mueller — Hinton agar

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace
NaCl chlorid sodny

NRL Narodni referen¢ni pracovisté

O somaticky antigen

OXA oxacillin

PBP penicilin vazajici protein
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S. Aureus

S. Saprofyticus
TL

TS

VP testVVoges

Stafylokokus Aureus
Stafylokokus Saprofytikus
termolabilni

termostabilni

Proskauer test
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Prilohy

Piiloha 1 Testovani (obrazek 1-14)

o Iw

Obrazek 1 Riist E. coli na Endové padé

Zdroj: vlastni

Obrazek 2: Rust E. coli na KA

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

Zdroj: vlastni

Obrazek 4 Strip po inkubaci — barevné zmény

m_mmmmmmmmnmnum ;

é.’

Zdroj: vlastni

Obrazek 5 Vortex a Denzitometr

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

Zdroj: Piibalovy letdk ENTERO test 24N

Obrazek 7 INDOL test a pozitivni vysledek

J—

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

Zdroj: vlastni

Obrizek 9 Schéma poloZeni diski 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

Mt 1
L

»
N

ﬂ/; L

Zdroj: vlastni

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

Zdroj: vlastni
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