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Abstrakt:

Cilem mé prace bylo zjistit citlivost izolati Escherichia coli z prasat k vybranym
chinolonim a ceftiofuru agarovou dilu¢ni metodou a nasledné u izolatd se snizenou citlivosti
prokazat geny rezistence. Bylo testovano 247 izolath z let 2005 az 2010, z nichz mélo 27
izolata MIC ciprofloxacinu > 0,25mg/l a u nich byly metodou PCR zjistovany plazmidové
vazané geny rezistence k chinolonim (PMQR): gnrA, gnrB, gnrC, gnrS, gnrD, aac(6)1b,
gepA, ogxAB. U téchto 27 izolath byla také zjistovana citlivost k olachindoxu agarovou
dilu¢ni metodou. Z 27 izolath byla PMQR prokazana u dvou izolatd. V jednom ptipad¢ se
jednalo o gen gnrS a v druhém piipadé o gen 0gxAB. Z 22 izolata E. coli s MIC ceftiofuru >
32 mg/l byl metodou PCR a néslednym sekvenovanim prokazan gen kodujici Sirokospektrou

betalaktamazu CTX-M1 u osmi izolatu.

Kli¢ova slova: E. coli, PMQR, geny gnr, gnrS, blactx-mi1, 0OXqAB

Abstract:

The aim of my study was to investigate the susceptibility of E. coli isolates from swine
to quinolones and ceftiofur with help of agar dilution method and to prove genes of
resistence. For investigation 247 isolates from 2005 to 2010 were used. These 27 isolates, of
which MICcp was higher or the same as 0,25 mg/l, were chosen for PCR testing of plasmid
mediated quinolone resistance genes qnrA, qnrB, gnrC, gnrS, gnrD, aac(6’)Ib, qepA and
0gxAB. these 27 isolates were also tested by agar dilution method for olaquindox. From these
27 isolates PMQR genes were proved in two isolates - in isolate 63590 it was gnrS gene, in
isolate 73624 ogxAB gene. From 22 isolates, of which MICcgr was higher or the same as

32mg/l, ESBL CTX-M1 was proved by using PCR and sequencing in 8 isolates.

Keywords: E. coli, PMQR, gnr genes, gnrS, blactx-mi1, 0XqAB
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1. Uvod:

V pribéhu dvacatého stoleti jsme byli svédky objevovani a zavadéni riiznych skupin
antibakterialnich latek do boje s infekénimi nemocemi ¢lovéka. Soucasné s tim se tato
antibiotika a chemoterapeutika zacala pouzivat ke snizeni vyskytu bakteridlnich infekei u
zvifat, ¢imZ se snizila jejich nemocnost a ztraty hynutim. Navic bylo v minulosti vyuzivani
téchto latek povoleno také v subterapeutickych davkach ke stimulaci jejich rastu. Tato
pocateéni éra byla v dasledku neustale se zvySujiciho vyskytu antibiotické rezistence
vystiidana érou omezovani pouziti antibiotik nebo pfimo zdkazem pouziti nékterych skupin
antibiotik a chemoterapeutik. Dnes narodni autority ¢lenskych zemi EU prosazuji opatieni,
ktera by méla zamezit neuvazenému naduzivani téchto 1éCiv pfi terapii i profylaxi bakterioz

zvirat.

Vyznamnym negativnim dopadem pouziti antibakterialnich latek u zvifat je mozny
pfenos rezistentnich bakterii na clovéka, jelikoz zvifata jsou kolonizovdana podobnym
spektrem bakterii a pouzivané antimikrobné u¢inné latky jsou povétSinou stejné v humanni i
veterindrni medicin€é. Znadmym piikladem bylo pouziti avoparcinu u dribeze a prasat, jenz
vedlo k selekci vankomycin rezistentnich kmenti enterokokl, které cestou potravniho fetézce
kolonizovaly stievo ¢lovéka. Riziko mozného pienosu prinikem rezistentnich bakterii do
potravniho fetézce ¢lovéka trva i dnes. Objevuji se informace o negativnim disledku pouziti
cefalosporinti 3. a 4. generace a fluorovanych chinolon u potravinovych zvitat, ktery spociva
v piipad¢ cefalosporini v indukci a selekci enterobakterii, které produkuji betalaktamazy
Sirokého spektra, a Vv piipadé¢ fluorochinoloni Vv selekci plazmidové vazané rezistence
(PMQR). Oba tyto typy rezistence bakterii mohou byt pienosné jak vertikalni, tak i
horizontalni cestou, a prunik takovych bakterii do potravniho fetézce ¢lovéka by predstavoval

zvySovani rizika takzvanych komunitnich infekei lidi.

Z uvedenych divodu jsme se rozhodli provést vySetieni souboru izolata E. coli
ziskanych z prasat v obdobi po registraci ceftiofuru (3. generace cefalosporintl) a posoudit
jejich citlivost k tomuto antibiotiku a soucasné také k fluorovanym chinolontim. V navaznosti

na ziskané vysledky pak hledat geny odpoveédné za ptipadnou rezistenci.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Antibioticka politika

Antibioticka politika se uplatituje ve veterinarni i humanni medicin€. Jejim cilem je
zajisténi odborné antimikrobni 1€cby, zamezit rozsifeni rezistentnich kmena a taktéz branit
jejich vzniku tak, aby se zajistila i€innost stavajicich antimikrobidlnich latek co nejdéle. Nové
ucinné chemické struktury je totiz obtizné nalézt ¢i vyrobit, nehledé¢ na velmi nékladné
klinické studie a rychly vznik rezistence pfi nekontrolovaném, nadmérném ¢i zbyte¢ném
uzivani. Za antibiotickou politiku v CR odpovida SVS a USKVBL. V ramci antibiotické
politiky se provadi monitorovani spotieby antimikrobialné¢ piisobicich latek na nasem zemi,

monitorovani rezistence vybranych kmena bakterii http://www.bezpecnakrmiva.cz/index.

php?id=32 (28.2.2012), http://www.vetweb.cz/Antibioticka-politika-ve-veterinarnimedicines1497
x49636.html (28.2.2012).

2.2 Chov prasat

V druhé polovin€ dvacatého stoleti rostla poptavka po vepfovém mase, coz vedlo
K astupu malych farem a ke vzniku velkochovi s vétsi produkci. To vsak vedlo i k vétsi
spotieb¢ antibiotik a chemoterapeutik, jelikoz se snizila uroven oSetfovani a pripadna nakaza
se rychle sifila na velky pocet zvifat. Tyto latky 1ze podat napfiklad jako medikované krmivo,
soucast pitné vody nebo injekéné. Dale Ize provadét vakcinaci prasnic i selat ke zvySeni

imunity (Guardabassi et al., 2008).

Pro zdravi prasat jsou velmi dilezité podminky, ve kterych jsou chovana. Zakladem
je dostate¢na ventilace a zabrana stresovym podminkam, ptredev§im pfilisné koncentraci
prasat ve stani, zmén¢ krmiva nebo pfili§ brzkému odstaveni. Je doporuc¢ovano neodstavovat

selata diive nez po 28 dnech véku. Odstavuje se vSak béZn¢ mezi 21. a 35. dnem véku selat.

vvvvvv

se moznost prijmu z odstaveni (Guardabassi et al., 2008; Cechova a kol., 2003).
2.3. Escherichia coli

2.3.1 Charakteristika

Tato bakterie byla objevena Theodorem Escherichem, némeckym lékafem, v roce
1885. E. coli fadime do celedi Enterobacteriaceae do rodu Escherichia (Votava a kol., 2003).

Je to gramnegativni, fakultativn€ anaerobni bakterie ty¢inkovitého tvaru s bi¢iky na svém
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povrchu, diky kterym je schopna pohybu. Muze ziskévat energii oxidaci nebo kvasenim.
Dokaze stépit laktézu a glukdzu, nestépi vSak mocovinu. Je kataldza pozitivni a oxiddza
negativni, ¢ehoz se vyuzivd u testu na prikaz této bakterie. BéZné¢ se nachazi v travicim
traktu, kde je soucasti stievni mikroflory a svou produkci kolicinti piisobi toxicky na jiné
patogenni bakterie a dale je vyznamnym zdrojem vitaminu K. Escherichia coli v§ak mize byt
také pivodcem prijmovych onemocnéni a infekci mocovych a zlucovych cest a zpulsobit i
zapaly plic. Infekce mohou nastat fekooralni cestou, nebo maji endogenni puvod. E. coli se
stala modelovym organismem pro mikrobiologii a hojné¢ se vyuziva v genovém inzenyrstvi,

proto patii k nejprostudovanéj$im mikroorganismtm (Votava a kol., 2003).

2.3.2 Patogenni E. coli

V ramci druhu E. coli, ktery je béznym komenzalem stieva obratlovcd, existuji skupiny

patogennich E. coli:

EPEC (EAEC). Enteropatogenni (enteroadherentni) E. coli zpusobuji dispeptické potize
a novorozenecké prijmy. NejéastéjSimi antigennimi typy jsou O55, O111, 0126, O86.

STEC (VTEC, EHEC). Shiga-like toxigenni E. coli (verotoxigenni E. coli,
enterohemorhagické E. coli) zptisobuji tézké prijmy s krvacenim. Nakazit se ¢lovék mutize
nedostate¢né¢ tepeln¢ opracovanym hovézim masem. Lécba antibiotiky neni ucelna,

jelikoz se tim uvolni toxiny z lyzovanych bunék bakterie. Nejvyznamnéjsi sérotyp STEC

je O157:H7.

ETEC. Enterotoxigenni E. coli zplsobuje cestovatelské vodnaté prijmy diky tepelné
labilnimu enterotoxinu, zpiasobujiciho aktivaci adenylatcyklazy. To vede k produkci
cAMP a nadmérné sekreci vody do stfeva. Naproti tomu tepelné stabilni enterotoxin

zpiisobuje aktivaci guanylatcyklazy, ktera zvysuje koncentraci cGMP.
EIEC. Enteroinvazivni E. coli zpusobuje krvavé prijmy. Piikladem je serotyp O 124.

EaggEC. Enteroagregativni E. coli taktéz zpisobuje cestovatelské prijmy a vyskytuje se
hlavné v oblasti Asie.

DAEC. Difuzn¢ adherentni E. coli produkuje alfa D invazin a Alfa E adhezin diky alfa

operonu.

UPEC. Uropatogenni E. coli zplsobuje infekce mocovych cest diky specifickym
faktortim virulence (adhesiny) (Votava a kol., 2003).
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2.4 Terapie infekci vyvolanych E. coli u prasat

Koliinfekce se nejcastéji vyskytuji v obdobi od narozeni po dosazeni péti tydna véku
prasat (Svoboda a Drabek, 2005). Vhodny vybér ATB by se mél opirat o pfesnou diagodzu a
vysetieni citlivosti patogenniho kmene. LéCivy prvni volby u béznych infekci prasat,
zpusobenych E. coli, jsou kolistin a trimethoprim kombinovany se sulfonamidy, druhou
volbou je neomycin. Posledni moznosti je pouziti amoxicilinu, jeho kombinace
s klavulanatem nebo pouziti cefalosporinti ¢i fluorovanych chinolont. Pouziti cefalosporini a
fluorchinolont by mélo byt dobie zvazeno, jelikoz tato ATB jsou hojné vyuzivana v humanni
medicing. Pfi vybéru vhodné antimikrobidlni latky by se m¢l brat ohled také na konkrétni stav

rezistence E. coli v dané oblasti (Guardabassi et al., 2008).

2.5 Chinolonova chemoterapeutika

2.5.1 Vlastnosti

Nefluorovana chemoterapeutika byla pouzivana od roku 1963 k 1é¢bé infekci GIT,
dychacich a mo¢ovych cest zptisobenych gramnegativnimi bakteriemi (Siminek a Smola,

2007; Hernandez et al., 2011).

Chinolony se tadi k chemoterapeutikiim se Sirokym spektrem ucinku a baktericidnim
pusobenim. Maji vyborné peroralni i parenteralni vstfebavani, dobry prunik do zluci, slin,
sputa, prostaty a kosti. VyluCovani probiha piedev§im ledvinami, kde se tato
chemoterapeutika koncentruji. Z téchto duvodi se vyuzivaji piedevs§im k 1é€bé infekci
mocovych cest, bronchitid, infekci mékkych tkani, kosti, kloubli 1 klze. Vstifebavani

chinolonti snizuji soli dvojmocnych a trojmocnych kovii (Lincova a Farghali, 2007).

2.5.2 Déleni chinolonu

Do prvni generace chinolonii patii nefluorovana chemoterapeutika odvozena od
nalidixové kyseliny. Jejich vyuziti je omezené na infekce mocovych cest, jelikoZ jinde
nedosahuji terapeutické hladiny. Zastupcem této generace je jiz zmiflovana nalidixova
kyselina, dale oxolinova a pipemidova kyselina a cinoxacin. Druha generace jiz zahrnuje
fluorované chinolony - enrofloxacin, ciprofloxacin, norfloxacin, ofloxacin a jiné. Jejich
pouziti je Sirs$i nez u nefluorovanych chinolont - infekce GIT, kiize, mocovych a dychacich
cest. Treti generace piisobi i na Streptococcus pneumoniae a jiné G*- koky, hlavnimi zastupci

jsou gatifloxacin a tosufloxacin. Ctvrtd generace ma zvysSenou aktivitu vi¢i grampozitivnim
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koktim a ptisobi na nékteré anaeroby. Radi se sem trovafloxacin, gemifloxacin a sitafloxacin
(Lincova a Farghali, 2007; Siminek a Smola, 2007).

2.5.3 Mechanismus ucinku

Tato chemoterapeutika inhibuji topoizomerazu IV a DNA-gyrazu, ¢imz brani

replikaci bakterialniho chromozomu (Lincova a Farghali, 2007).

2.5.4 Mechanismy rezistence

Rezistence miize nastat vice zplsoby. Muze to byt impermeabilita bunécéné stény,
ktera zpusobi, Ze chemoterapeutikum se do burnky vibec nedostane, nebo se muze bakterie
chinolonu zbavit zvySenym effluxem. Taktéz mulze dojit ke zméné DNA-gyrazy i

topoizomerazy IV (Lincova a Farghali, 2007).

2.5.5 Vybrané chinolony

Nalidixova kyselina: Pouziva se u infekci mocovych cest vyvolanych E. coli. Vaze se

na bilkoviny krevni plazmy a rychle na ni vznika rezistence (Simtinek a Smola, 2007).

Ciprofloxacin: Ma Siroké spektrum ucinku, pasobi na E. coli i Pseudomonas
aeruginosa. Ma niz8i vazbu na bilkoviny oproti nalidixové kyseling, terapeutickych
koncetraci dosahuje v ledvinach a plicich. Pouzivé se u infekci GIT, mocového a respiraéniho

Gistroji (Simtinek a Smola, 2007). Vyuziti mé i v humanni medicing.

Enrofloxacin: Davkovani enrofloxacinu je 2,5 - 5 mg/kg u p.o. i i.m. podani. Ma
baktericidni u¢inek na E. coli, pfi nekontrolovaném uzivani rychle vznika rezistence. Vaze se
na plazmatické bilkoviny okolo 25 %. U prasat se koncentruje ptedevsim v GIT. Jeho
metabolitem je ciprofloxacin. Ochranna lhita je u prasat po p.e. podani 7 - 9 dni, po p.o.

podani 5 - 12 dni (Simének a Smola, 2007).
2.6 Cefalosporiny

2.6.1 Vlastnosti

Tato antibiotika byla objevena roku 1945 na Oxfordské univerzité, kde byla zkoumana
produkce antimikrobnich latek bakterie Cefalosporium acremonium. Zakladni strukturu tvoii
B-laktamovy kruh kyseliny 7-aminocefalosporanové, jejiz obménou se ziskaly 4 generace se
zvysujici se odolnosi vii€i betalaktamazam. Jsou malo toxické. Maji Siroké spektrum ucinku

s vyjimkou u enterokok (Simtnek a Smola, 2007; Votava, 2005). Do biologickych tekutin
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pronikaji dobte, do bunék jen malo. Cefalosporiny se vylucuji moci, nékteré Zzluci (Lincova a

Farghali, 2007).

2.6.2 Déleni cefalosporini

Prvni generace pusobi piedev$im na bakterie rodu Escherichia, Klebsiella a Proteus.
Hlavnimi zastupci jsou cefalexin, cefadroxil, cefaclor, cefazolin a cefalotin. Druha generace je
odolnéjsi k betalaktamazadm, krom¢ pusobeni na gramnegativni bakterie ma ucinek i na
Haemophilus influenzae. Do této generace paii cefuroxim axetil, cefprozil, cefoxitin,
cefamandol a cefuroxim. Treti generace nejvice plsobi na gramnegativni bakterie ve srovnani
s predeslymi generacemi. Dobie plisobi na ¢eled’ Enterobacteriaceae a na grampozitivni koky
s vyjimkou stafylokoku. Lisi se v plisobeni na pseudomonady. M¢ly by byt uzivany pouze u
zivot ohrozujicich infekci. Nekteré se vylu€uji také zluci, proto mohou ovlivnit i stievni
mikrofloru. Do tfeti generace se fadi ceftriaxon, cefotaxim a ceftiofur. Do
protipseudomonadovych cefalosporinti 3. generace patii ceftazidim, cefoperazon a cefsulodin.
Ctvrta generace pisobi na grampozitivni i gramnegativni bakterie, navic méa G&inek i na
Pseudomonas aeruginosa. Je stabilngjsi vii¢i betalaktamazam. Ctvrtd generace cefalosporini
se vyuziva u tézkych infekei, je mozné je kombinovat s aminoglykosidy. AZ na ptsobeni na
bakterie, odolné vuéi antipseudomonadovym cefalosporinim 3. generace, nevykazuje 4.
generace vetsi zlepSeni oproti piedeslé generaci. Dobfe puisobi na Enterobacteriaceae. Patii

sem cefpirom, cefepim, cefchinom a cefalonium (Lincova a Farghali, 2007; Simiinek a

Smola, 2007).

2.6.3 Mechanismus téinku

Brani syntéze bunéfné stény bakterii interakci pii tvorbé peptidoglykanu. Takto
poskozena bunika bakterie neni schopna preziti (Lincova a Farghali, 2007).
2.6.4 Mechanismy rezistence

e G'-bakterie mohou mit snizenou permeabilitu bunééné stény, ¢imz je znesnadnén

pfistup cefalosporinu k cilovym enzymtm.

e Bakterie mohou tvofit enzymy schopné rozkladdat antibiotikum, betalaktamazy-

cefalosporinazy TEM-1 a TEM-2. Tento zpUsob rezistence je nejcastéjsi.

e Diky mutaci genii kodujicich vazebné proteiny je bakterie taktéZ rezistentni vici

cefalosporiniim.
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e Aktivnim transportem cefalosporinu ven z bunky effluxni pumpou

e (Lincova a Farghali, 2007).

2.6.5 Ceftiofur

Podava se u prasat i.m. v koncentraci 3 — 10 mg/kg co 24 hodin 3 — 5 dni v podobé&
sodné soli. V ptipadé hydrochloridu staci 3 mg/kg po tii dny. Nejcastéjsi indikaci je
onemocnéni dychacich cest u prasat a skotu. Ochranna lhiita po i.m. aplikaci je u prasat 12

hodin — sodna siil a 5 dni — hydrochlorid (Simtinek a Smola, 2007).

2.7 Vznik a prenos antibiotické rezistence

Rezistence bakterii mize byt pfirozena Ci ziskana. Pfirozena (primarni) rezistence je
vazand chromozomadalné¢ a neni pfenosnd horizontaln€. Bakterii chybi cilové misto pro
pusobeni antimikrobidlni latky. Ziskana rezistence vznikd u ptivodné citlivych bakterii mutaci
nebo piijetim gent rezistence, k cemuz dochazi rtiznymi zpisoby (Bystroniova, 2009; Spizek,
1999).

Mutace mohou vznikat spontanné nebo indukované mutageny. Spontdnni mutace se
vyskytuji pfiblizn& u jedné z 10" az 10™ bun&k, coZ zna&i ne piili§ bézny vyskyt. Maze jit o
zménu v jednom nukleotidu, pak jde o bodovou mutaci, nebo v sekvencich nukleotidi, kde
se rozliSuje delece, inverze a inzerce. Pokud dojde diky mutaci ke zmén¢ cilové struktury pro

ATB, stava se bakterie odolnou viici této latce (Votava, 2005).

Pti pfenosu genu rezistence se vyznamné uplatiiuji transponovatelné elementy DNA,
jako jsou plazmidy, transpozony a integrony. Plazmidy jsou tvofeny extrachromozomalni
kruhovou DNA, ktera je schopna samostatné replikace. Tato geneticka informace neni pro
buiiku nezbytna, ale mize nést naptiklad geny rezistence, které konkrétni bakterii zvyhodnuji
pfi pouZiti selekéniho faktoru - antimikrobialni latky. VéEtSinou existuje v buiice v nékolika
kopiich. Plazmidy konjugativni se mohou prenaset pomoci sex pili z darcovské buitky F* do
recipientni bunky F°. TaktéZ je mozna integrace plazmidu do chromozomu, pak jde o
episomdlni plazmid (Votava, 2005). Plazmidy mohou pienaSet také informaci pro tvorbu
Kolicinli, coz jsou bakterialni toxiny s baktericidnim uUc¢inkem na jiné bakterie stejného /
podobného druhu (Lazdunski, 1988). Na plazmidech mohou byt umistény geny umoznujici
zpusobuji rezistenci k chinolonim, jsou qnr, gepA, aac a 0QxAB geny. Rezistence

k cefalosporinim pak muze byt mimo jiné zpisobena plazmidoveé vazanymi geny, které
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koduji Sirokospektré betalaktamazy, predev§sim SHV, TEM a CTX-M. Dalsimi elementy,
které umoziuji pfenos genl rezistence, jsou transpozony. Pomoci transpozond je mozny
prenos informace mezi plazmidem a DNA nebo jen mezi DNA genomu. Transpozony nejsou
schopny se samy replikovat ani existovat mimo chromozom jako plazmidy. Piikladem
transpozontl jsou inzeréni sekvence, nesou pouze informaci pro transposasu a jsou zakonceny
Z obou stran pfevracenymi repeticemi. Slozené transpozony kromé genu pro transposasu
nesou geny rezistence K antibiotikim ¢i jiné geny (Votava, 2005). Posledni zminované,
integrony, obsahuji genové kazety, gen pro integrasu a rekombina¢ni misto (Votava, 2005).
Zatim byly popsany 4 tfidy integront vyskytujicich se u gramnegativnich bakterii. NejCastéji
se vSak vyskytuje prvni tfida integrond, kterd je také schopna nést rezistenci k rGznym

antibiotikéim (Chen et al., 2009).

2.8 Geny rezistence k chinoloniim

E. coli ma mnoho zpusobd, jak se vyhnout ptisobeni chinolond. MiZe to byt zména
exprese porinovych proteint OmpF a OmpC, které zajist'uji pasivni prostup chemoterapeutika
do bunky. Velkou roli hraji také effluxni pumpy, predev§im AcrAB-TolC. Pfi mutaci
represoru acrR se zvysi aktivita pumpy a chinolon je odstrafiovén z buiiky ven. Mutace genli
pro DNA-gyrazu bez aktivace pumpy nezpusobuji piiliSnou rezistenci, teprve kombinace
mutace gyrA a aktivace effluxni pumpy ¢i mutace parC genu vede k zaznamenani rezistence.

Rezistence muze byt vazana jak v genomu, tak na plazmidech (Jacoby, 2005).

2.8.1 Plazmidové vazané geny (geny PMQR)

Geny PMQR se rozdéluji do nékolika skupin a v ramci nich se rozliSuji varianty

oznacen¢ arabskymi Cisly:
gnrA

Tento gen koduje protein o 218 aminokyselindch, ktery chrani DNA-gyrdzu a
topoizomerazu IV bakterie pted inhibici chinolony (Poirel et al., 2005). Je znamo 6 variant
tohoto genu (Kang et al., 2009). Poprvé byl izolovan z Klebsiella pneumoniae v Alabamé a
popsan v roce 1998 (Cavaco et al., 2009).

gnrB

Byl nalezen v plazmidu, kodujicim CTX-M15 betalaktamazu v Klebsiella

pneumoniae, izolované v jizni Indii. QnrB1 chrani DNA-gyrazu a koduje protein o 226
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aminokyselinach. QnrB2 kdduje protein o 215 aminokyselinach a 1isi se od qnrB1 v péti

aminokyselinach (Jacoby et al., 2006). Je znamo 20 variant gnrB genu (Cavaco et al., 2009).
gnrC

Tento gen byl nalezen v Proteus mirabilis (Cavaco et al., 2009). Koduje protein o 221

aminokyselinach (Wang et al., 2009).
gnrS

Tento gen koduje protein o 218 aminokyselinach a vykazuje pouze 59% shodu
aminokyselin s gnrA. Byl nalezen v Shigella flexneri v Japonsku (Kehrenberg et al., 2006) a

Jsou znamy 4 varianty gnrS genu (Cavaco et al., 2009).
gnrD

Byl nalezen v izolatech Salmonella enterica v Cind a koduje protein o 214

aminokyselinach (Cavaco et al, 2009).
aac(6)Ib-cr

Koéduje aminoglykosid — acetyltransferazu, ktera je schopna specificky acetylovat
hydrofilni fluorchinolony jako naptiklad ciprofloxacin. Tento gen je velmi rozsifen v Celedi

Enterobacteriaceae (Frasson et al., 2011).
gepA

Umoznuje rezistenci k fluorchinolontim pres effluxni pumpu. Koduje protein o 511
aminokyselinach, ktery pravdépodobné obsahuje 14 transmembranovych segmenti (Yamane

etal., 2007).

OgxAB

Umoznuje rezistenci k olachindoxu ptes effluxni pumpu bakterie a zvySuje rezistenci
K ostatnim fluorovanym chinolonim. Protein oqxAB je kodovan geny 0QxA a 0QgxB
umisténych na stejném operonu (Zhao et al., 2010). Olachindox byl pouzivan jako stimulator
rustu u prasat (Kim et al., 2009).
2.8.2 Chromozomalné vazané geny

gyrA a gyrB

GyrA a gyrB geny koduji DNA-gyrazu, coz je tetramerni peptid nutny pro replikaci
bakterialni DNA (Oram et al., 1992).
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parC a parE

Jsou geny koédujici topoizomerazu IV. Mutace v téchto genech zvySuje rezistenci

k fluorovanym chinolonim (Moon et al., 2010).

2.9 Geny rezistence k cefalosporiniim

Hlavni zpisob rezistence k cefalosporiniim je tvorba betalaktamaz. Prvni penicilindza
byla nalezena v E. coli vroce 1940 Abrahamem a Chainem jesté¢ ptredtim, nez se zacal

penicilin pouzivat (Drawz and Bonomo, 2010).

S objevovanim stale novych betalaktamaz bylo potieba néjakym zpiisobem enzymy
roztfidit. Prvni déleni betalaktamaz navrhnuli v roce 1970 Jack a Richmond, v roce 1973 bylo
rozsifeno Richmondem a Sykesem. Betalaktamazy byly dé€leny podle toho, zda jsou
kédovany chromozomdlné ¢i  plazmidové, podle citlivosti k inhibitorim a podle
hydrolytického spektra. V roce 1989 navrhnul Bush jiné déleni betalaktamaz dle substratu, na
ktery enzymy pusobi. Zde vSak byl hacek, protoze bodovou mutaci v genu kédujicim enzym
se mohla zménit substratova specifita. Proto byl Amblerem navrzen dal§i zplsob déleni
(Livermore, 1995). Ambler déli betalaktamazy do tiid A, B, C, D dle sekvence aminokyselin
a mohou byt kddovany chromozomalng & plazmidové (Simiinek a Smola, 2007). Ttidy A, C,

D obsahuji serinové enzymy, tiida B zahrnuje Zn*? dependentni enzymy (Livermore, 1995).

Infekce zptsobené ESBL produkovanymi G -bakteriemi komplikuji 1é¢bu, navic je
omezen vybér antibiotik, které lze pouzit (Ramphal and Ambrose, 2006). ESBL tak
ptedstavuji hrozbu pro lidské zdravi i1 pro zvifata (Ewers et al., 2011). Poprvé byly ESBL
popsany v roce 1983, v prubéhu devadesatych let se nejvice vyskytovaly TEM a SHV
v Klebsiella pneumoniae, v souc¢asné dobé CTX-M betalaktamazy u E. coli (Coque et al.,
2008).

2.9.1 Tiida A

Obsahuje betalaktamazy, které jsou inhibovany klavulanitem, tazobaktamem
sulbaktamem. Jako prvni byly objeveny TEM a SHV. Z ESBL sem patii CTX-M, ktery je

nejcastéji izolovanou Sirokospektrou betalaktamazou v Evropé (Drawz and Bonomo, 2010).
CTX-M

Tento typ ESBL se rozsifil v devadesatych letech. Je znamo 60 typi CTX-M
betalaktamaz a déli se pod skupiny CTX-M1, CTX-M2, CTX-M8, CTX-M9, CTX-M25
(Galas et al., 2008).
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SHV

Vétsina SHV typa betalaktamaz se vyskytuje v P. aeruginosa. SHV-1 zpisobuje
rezistenci k ampicilinu (Bradford, 2001).

TEM
TEM enzymy byly poprvé objeveny v roce 1965 kodované na plazmidu (Livermore,
1995). U gramnegativnich bakterii se nejcastéji vyskytuje TEM-1, ktera u E.coli zptusobuje

rezistenci k ampicilinu (Bradford, 2001). Zatim je znamo 196 betalaktamaz tohoto typu
http://www.lahey.org/studies/temtable.asp (3.3.12).

2.9.2 Trida B

Patii sem Zn? dependentni betalaktamazy, odolné vi& pouZivanym inhibitorim
téchto enzymii. Geny kédujici MBL mohou byt plazmidové nebo chromozomalné vazané,
mohou se pfendSet i pomoci integroni (Drawz and Bonomo, 2010). Jsou citlivé na latky

tvotici chelaty s dvojmocnymi kovy jako je EDTA a thiolové slouceniny (Tan et al., 2008).

2.9.3 Trida C

Do této tiidy se fadi ampC cefalosporinazy, které jsou kodovany bud’ plazmidové nebo
chromozomalné (Aouf et al., 2011). zplsobuji rezistenci k cefalosporinlim, penicilinlim,

kombinacim s inhibitory betalaktamaz (Drawz and Bonomo, 2010).

2.9.4 Tiida D

Typ OXA-betalaktamaz zptisobuje rezistenci k cefalotinu a ampicilinu. Nejcasteji byl

OXA typ betalaktamaz nalézan v Pseudomonas aeruginosa (Bradford, 2001).
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3. Cil prace

Antibioticka terapie infekci potravinovych zvifat je regulovana Zakonem o lécivech a
Veterinarnim zdkonem a souvisejicimi pfedpisy v platném znéni, predev§im Vyhlaskou €.
291/2003 Sbirky, ktera upravuje pouziti latek s farmakologickym tuc¢inkem, vcetné

antibiotik, sulfonamidl a chinolont, u hospodaiskych zvirat.

Ceftiofur je pro veterinarni uziti v CR registrovan od roku 2004, chinolony jiz
déle. Naduzivani fluorovanych chinoloni a cefalosporinii vyssich generaci v chovech
prasat mtze vést k selekci epidemiologicky vyznamnych typt antibiotické rezistence u
bakterii, véetné komenzalnich jako je E. coli. Tyto bakterie mohou prostfednictvim vykala
kontaminovat prostfedi a pii jateCnim zpracovani prasat maso a nasledné i tepelné
neopracované masné vyrobky. To mlize vytvofit podminky pro pfenos zminéné rezistence
potravnim fetézcem na ¢lovéka. Z tohoto diivodu jsme se rozhodli zjistit vyskyt PMQR a

producentt betalaktamaz Sirokého spektra u izolatd E. coli z prasat.

Prvnim cilem DP bylo zjistit u izolatd E. coli porcinniho puvodu z let 2005 - 2010
citlivost k ceftiofuru, nalidixové kyseling, ciprofloxacinu, enrofloxacinu a olachindoxu

agarovou dilu¢ni metodou.

Druhym cilem bylo zjistit pfitomnost nékterého z geni PMQR u izolata E. coli se
snizenou citlivosti k ciprofloxacinu a olachindoxu (gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, aac,
gepA, ogxAB). U izolath se zvySenym MIC ceftiofuru hledat geny kodujici nékterou

Z betalaktamaz Sirokého spektra.
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4. Material a metodika

4.1 Pomiicky a material, pFistroje, agary, kmeny bakterii:
e Referen¢ni kmen: E. coli ATCC 25922
e Testované kmeny: zamrazené izolaty E. coli porcinniho ptvodu z let 2005-2010
e Agary:
MHA (Oxoid, CM0337, UK)

MPA (Oxoid, CM0003, UK)
MCA (Oxoid, CM0115, UK)
e Materidl a pomiicky:
Sterilni destilovana voda
Sterilni fyziologicky roztok
Zasobni roztoky ATB
Petriho misky
Zkumavky ,.eppendorf
Densila zkumavky
,Urinky* zkumavky
Mikrotitracni desticky
Sterilni mikroinokulator
Plastové inokulacni klicky
Automatickd pipeta, mikropipety a sterilni Spicky
Sterilni sklenéna pipeta
Laboratorni sklo
Sterilni jednorazové rukavice
Parafilm
TBE pufr

Agaroza



e Pristroje:
Autoklav IP 44 (CertoClav, Rakousko)
Analytické vahy Explorer (Mettler Toledo, Svycarsko)
Vodni lazen (GFL, Némecko)
Laminarni box Il.bezpecnostni tiidy (Steril Antares, Italie)
Vortex MS 2 Minishaker (IKA-WORKS, USA)
Denzitometr (Densi-La-Meter, LIAP, Litva)
Termostat Sanyo-MIR-153 (Sanyo, Japonsko)
Chladnic¢ka (Elektrolux, Svédsko)
Mrazici box na uskladnéni vzorkii (Gorenje, Slovinsko)
Chlazené odstfedivka Micro 22 R (Hettich, Nemecko)
Transluminator s fotodokumenta¢nim zatizenim Ultra Lum (Claremont, USA)
Termocycler PTC 200 (MJ Research, USA)
Mikrovinna trouba (Bosch, Némecko)

Zatizeni pro elektroforézu

4.2 Metodika
4.2.1 Agarova dilu¢ni metoda

4.2.1.1 SloZeni a priprava kultiva¢nich pid
MCA (Oxoid, CMO0115, UK)

SloZeni: 20 g/l peptonu, 10 g/l laktozy, 1,5 g/l zlucovych soli, 5 g/l NaCl, 0,03 g/l neutralni
cervene, 0,001 g/l krystalové violeti, 15 g/l agaru

Tento typ agaru slouzi k odliSeni koliformnich bakterii od laktozu nefermentujicich
mikroorganismi. Koliformni bakterie maji fialovocervené kolonie (naptiklad E. coli ATCC

25922), zatimco laktozu nefermentujici bakterie rostou bezbarvé.

Priprava: Do 0,5 1 destilované vody jsem pfidala adekvatni mnozstvi agaru Vv prasku
stanovené vyrobcem. Lahev jsem protiepala, vicko mirné povolila a lahev dala do autoklavu,

kde se vysterilizovala. Poté¢ jsem médium pifemistila do vodni 1azn¢ a nechala vytemperovat
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na 50 °C. Zchlazeny agar jsem rozlila do Petriho misek a nechala ztuhnout. Oznacila jsem

vicka datem pfipravy agaru a druhy den uskladnila pfipravené agary v lednici.
MPA (Oxoid, CM0003, UK)
SloZeni: 23 g/l specidlniho peptonu, 1 g/l Skrobu, 5 g/l NaCl, 10 g/l agaru

MPA slouzi k rychlému nartstu velkych kolonii a pfi pouziti krve také ke zjiSténi zony

hemolyzy u hemolytickych bakterii.

Priprava: Do 0,5 | destilované vody jsem piidala mnozstvi prasku stanovené vyrobcem na
obalu. Lahev jsem protfepala, vicko mirn¢ povolila a ldhev dala do autoklavu, kde se
vysterilizovala. Poté jsem médium pfemistila do vodni 14zn¢ a nechala vytemperovat na 50
°C. Zchlazeny agar jsem rozlila do Petriho misek a nechala zchladnout a zatuhnout, oznacila

datem pfipravy a druhy den uskladnila v lednici.

MHA (Oxoid, CM0337, UK)
SloZeni: 300 g/l hovéziho extraktu, 17,5 g/l hydrolyzatu kaseinu, 1,5 g/l Skrobu, 17 g/l agaru
Hlavni vyuziti ma u testl stanovujicich citlivost bakterii k antibiotikiim.

Piiprava: Do 0,5 1 destilované vody jsem ptidala 19 g MHA v praSku — mnozstvi stanovené
vyrobcem. Lahev jsem protiepala, vicko mirn€ povolila a pfemistila do autoklavu. Po uvateni

a vysterilizovani jsem médium nechala vychladnout ve vodni lazni na 50 °C.
4.2.1.2 Zasobni roztoky ATB

Zasobni roztok nalidixové kyseliny

Na pfipravu 25 ml zasobniho roztoku o vysledné koncentraci 512 mg/l jsem
potiebovala 130,612 mg nalidixové kyseliny. Vypocet jsem provedla s ohledem na 98%
ucinnost ATB.

Z.asobni roztok olachindoxu

Na pfipravu 25 ml zasobniho roztoku o vysledné koncentraci 64 mg/25 ml jsem
navazila 0,0642 g olachindoxu, rozpustila ve 2 ml methanolu a poté dopipetovala 23 ml
sterilni vody. Zasobni roztok jsem zvortexovala, rozplnila do zkumavek po 4 ml a rychle

nechala zmrazit.
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Zasobni roztok enrofloxacinu

Navazenim 16,327 mg enrofloxacinu na analytickych vahach a doplnénim sterilni

vodou na vysledny objem 25 ml vznikl zasobni roztok ATB. Enrofloxacin ma 98% tG¢innost.
Zasobni roztok ciprofloxacinu

Navazila jsem 16,32 mg ciprofloxacinu na 25 ml roztoku. Navazku ciprofloxacinu
jsem rozpustila ve 3 ml 0,1 N HCL. Za pouziti automatické pipety doplnila sterilni vodou
objem na 25 ml vumélohmotném kontejnerku. Roztok jsem zvortexovala a pomoci

automatické pipety rozplnila do oznacenych urinek piiblizn€ po 4,1 ml.
Vypocet:
64 mg/1000 ml
0,64 mg/10 ml

1,60 mg/25 ml x 10 = 16 mg na 25 ml roztoku pii 100% ucinnosti ATB, ciprofloxacin

vSak ma 98% ucinnost, proto jsem navazila 16,326 mg na analytickych vahach.

Zasobni roztok ceftiofuru

Ptipravila jsem zdsobni roztok o koncentraci 64 mg/l. Na 25 ml roztoku jsem navazila
16,16 mg ceftiofuru a pocitala s 99% ucinnosti antibiotika. VSechny zakladni roztoky jsem
pak uchovavala v mraznicce pii — 40 °C.
4.2.1.3 Redéni ATB

CEF: 64-32-16-8-4-2-1-0,5-0,25-0,125-0,0625-0,03-0,015

CIP: 64-32-16-8-4-2-1-0,5-0,25-0,125

NAL: 256-128-64-32-16-8-4

ENRO: 64-32-16-8-4-2-1-0,5-0,25-0,125

OLA: 256-128-64-32-16-8-4

Rada s enrofloxacinem a ceftiofurem

U enrofloxacinu jsem do prvni zkumavky odebrala 2 ml ze zasobniho roztoku o
koncentraci 64 mg/l. Do ostatnich zkumavek jsem neprve pipetou odméfila 2 ml sterilni
destilované vody. Do druhé zkumavky jsem ke 2 ml sterilni destilované vody pfidala pipetou

2 ml enrofloxacinu. Obsah jsem zhomogenizovala vortexem. Poté jsem z této zkumavky
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odebrala 2 ml roztoku a vpravila do tfeti zkumavky a zvortexovala jeji obsah. Timto
zpusobem jsem nafedila enrofloxacin az po koncentraci 0,125 mg/l v posledni zkumavce,

zbylé 2 ml jsem zlikvidovala i s pouzitou Spickou.

Takto jsem postupovala i u ceftiofuru, jelikoz zasobni roztok mél koncentraci 64 mg/I.
Rédéni probihalo az po koncentraci 0,015 mg/l. Pfi prvnich méfenich jsem pouzivala fedéni
jen po koncentraci 0,125 mg/l, v roce 2008 bylo u 30 izolata pouzito fedéni po koncentraci 2

mg/l.
Rada s ciprofloxacinem

U ciprofloxacinu bylo zapottebi myslet na to, ze zasobni roztok mél koncentraci 32
mg/l, proto jsem vzdy do prvni zkumavky odméiila pipetou 4 ml , do druhé zkumavky 2 ml
zasobniho roztoku ciprofloxacinu a az od tieti zkumavky probihalo fedéni, tedy 2 ml ATB a 2

ml sterilni destilované vody.
Rada s nalidixovou kyselinou

U nalidixové kyseliny byl zasobni roztok o koncentraci 512 mg/l, proto jsem fedéni
provadéla uz od prvni zkumavky, tedy 2 ml ATB a 2 ml sterilni destilované vody jsem
zhomogenizovala vortexem a poté jsem odebrala 2 ml roztoku do druhé zkumavky se 2 ml

sterilni destilované vody a pokracovala v fedéni.
Rada s olachindoxem

Me¢éteni MIC u olachindoxu probéhlo az u vybranych 27 izoléati (dle MIC¢p 2 0,25
mg/l). Do prvni zkumavky jsem odpipetovala ze zasobniho roztoku 2 ml. Do druhé zkumavky
taktéz, pficemz jsem tyto 2 ml zfedila sterilni vodou v poméru 1:1. Po zvortexovani jsem
pipetou odebrala 2 ml do tfeti zkumavky se 2 ml sterilni vody a takto pokracovala dal az

K posledni zkumavce.

4.2.1.4 Stanoveni MIC E. coli k antimikrobialnim latkam agarovou dilu¢ni metodou

Vlastni postup

v

ktera je schopnd inhibovat riist vySetfované bakterialni kultury.

Ke stanoveni jsem pouzila izolaty E. coli, které byly uchovany v zamrazeném stavu
v laboratorni sbirce Ustavu infek&nich chorob a mikrobiologie. Z ,.eppendorfky* jsem nabrala

kulturu sterilnim tamponkem a nanesla na MCA a pokracovala izolacnim ockovanim.

24



Pouzivané ,,eppendorfky* s izolaty E. coli jsem uchovavala v ,,cooleru, aby nerozmrzly a
thned po naockovani je vracela do mraznicky. Petriho misky jsem po naockovani nechala
inkubovat dnem vzhiiru v termostatu pii 37 °C po 24 hodin. Mezitim na MCA agaru narostly

izolované bakterialni kolonie.

Pro dalsi postup jsem si nachystala MPA agar a nalila do Petriho misek. Ty jsem opét
oznacila identifika¢nim kodem izolatt E. coli (poptipad¢ jen ¢islem v ¢iselné fade, ke kterym
jsem v pracovnim seSit¢ piifadila identifikacni ¢islo pro zjednoduSeni prace), rokem
zamrazeni, datem, kdy jsem s Petriho miskou pracovala, a dale popisem ,,E. coli.“ Na ¥4 MPA
agaru jsem pieockovala vzdy jednu izolovanou kolonii z MCA. Takto pieoCkované izolaty
jsem opét nechala inkubovat dnem vzhuru pii 37 °C po 24 hodin. Soucasné¢ v tento den jsem
si vyfedila antibiotika a pfipravila MHA. Do oznafenych Petriho misek jsem pak vpravila 2
ml nafedéného antibiotika (4 ml v pfipadé ciprofloxacinu u koncentrace 64 mg/l). Déle jsem
do misek odpipetovala 18 ml (u nejvyssi koncentrace ciprofloxacinul6 ml) MHA vychladlého
na 50 °C. Pii pipetovani jsem si pocinala co nejrychleji, protoze agar rychle tuhnul. Po naliti
ptislusného objemu agaru do Petriho misky jsem jesté opatrné miskou zahybala, aby se obsah
promisil a koncentrace ATB byla rovnomérnd. Takto pfipravené misky jsem nechala do
druhého dne zchladnout a zatuhnout. Cely tento proces probihal v laminarnim boxu, za

pouziti sterilnich jednorazovych rukavic tak, abych pfii pfipravé misky nekontaminovala.

Tteti den jsem si pfipravila zdkaly z izolatl narostlych na MPA agaru. Do oznacenych
Densila zkumavek jsem odpipetovala 2 ml sterilni deionizované vody. Sterilnim tamponkem
jsem se dotkla piislusné kultury na MPA agaru. Tamponek jsem vpravila do Densila
zkumavky a pripravila suspenzi. Po promiseni bakteriani suspenze vortexem jsem zkumavku
vlozila do densitometru, pficemz hustota zdkalu musela odpovidat 0,5 stupné¢ McFarlandovy
stupnice. Z takto pfipravené suspenze jsem odebrala 30 pl pipetou a vpravila do 3 ml
fyziologického roztoku ve zkumavce a opét zvortexovala. Po nachystani vSech vzorkd jsem
ze zkumavek v laminarnim boxu odebrala 200 pl suspenze do jamek mikrotitraéni desticky,
na kterou se ves$lo maximalné 48 izolatl véetné kontrolni E. coli v Sesti fadach po osmi
izolatech. Sterilnim mikroinokulatorem (Trios) jsem tyto izolaty nanasela do pfipravenych
Petriho misek s MHA, ktery uz obsahoval nafedéna antibiotika. Jedna Petriho miska
obsahovala pouze MHA bez ATB, slouZila jako kontrola spravného postupu a také pro

porovnani rstu bakterialni kolonie na agaru s a bez antibiotika.

Takto naockované Petriho misky jsem nechala 24 h v termostatu pii 37 °C a poté

vyhodnotila minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotika, které jiz potlacily rast E. coli.
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Piikladem muize slouzit koncentrace 4 mg/l a 8 mg/l. Pokud pfi koncentraci ATB 4 mg/l E.
coli narostla a pfi 8 mg/l nenarostla, pak MIC je 8 mg/l. Skute¢na koncentrace ATB, ktera

inhibuje rist bakterie, v§ak nemusi byt 8 mg/1 ale muze lezet v intervalu (4 mg/l a 8 mg/l).

Celkem bylo touto metodou vySetieno 247 izolatd E. coli porcinniho pivodu z let
2005 — 2010 k ceftiofuru, 236 izolatt k nalidixové kyseliné, ciprofloxacinu, enrofloxacinu a

27 izolatu k olachindoxu.
4.2.2 PCR

4.2.2.1 Podstata PCR

Je to metoda, kterou se da zmnozit ur¢ita ¢ast DNA in vitro za pomoci primeru,
termostabilni polymerdzy a dNTP. Denaturaci dsDNA pifi 94 — 96 °C vznikaji dva
komplementarni ssDNA fetézce, ke kterym pii teploté¢ okolo 30 — 65 °C nasedaji primery.
Primery oznacuji 5’'-konec nové syntetizovaného fetézce a syntéza probiha k 3’-konci pomoci
termostabilni DNA polymerazy pii 72 °C. Takto vzniklé dsDNA fetézce opct zdenaturuji pti
cca 94 — 96 °C a cyklus se opakuje dale (25 - 35 cykld). Cilem je ziskat velky pocet
amplikontl, coz jsou useky dsDNA piesné ohrani¢ené z obou konct amplifikovaného tseku

primery (Smarda a kol., 2005).

Metodou PCR lze testovat pfitomnost jak rezistence vazané na plazmidy (geny gnrA,
gnrB, gnrC, gnrS, qnrD, aac(6’)Ib-cr, qepA), tak pfitomnost chromozomalnich mutaci
v genech gyrA, gyrB (u DNA gyrazy) a genech parC, parE (u topoizomerazy V). Konkrétni
pouzité primery jsou uvedeny v tabulce ¢. 1, jednotlivé programy pro PCR reakci v tabulce ¢.
2 (dle laboratorni metodiky Ustavu biologie a chorob voln& Zijicich zvitat, FVHE, VFU
Brno).
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Tabulka €. 1: Seznam pouzitych primert

délka
gen primery sekvence (5" —3") produktu | Ta[°C] zdroj
(bp)
gnrA-F ATTTCTCACGCCAGGATTTG Robiscek et
gnrA 516
gnrA-R GATCGGCAAAGGTTAGGTCA al., 2006
gnrB-F GATCGTGAAAGCCAGAAAGG .
qnrB 476 Kim., 2009
gnrB-R ATGAGCAACGATGCCTGGTA 53
gnrC-F GGGTTGTACATTTATTGAATCG .
gnrC 307 Kim., 2009
gnrC-R CACCTACCCATTTATTTTCA
gnrS-F GCAAGTTCATTGAACAGGGT Cattoir et al.,
qnrS 428
gnrS-R TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 2007
gnrD-F CGAGATCAATTTACGGGGAATA Cavaco et al.,
gnrD 582 57
gnrD-R AACAAGCTGAAGCGCCTG 2009
aac(6’)Ib-F | TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA .
aac(6)b | 2246) 482 55 | Parketal,
aac(6’)Ib-R| CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 2006
gepA-F TGGTCTACGCCATGGACCTCA Périchon et
qepA 1136 53
gepA-R | TGAATTCGGACACCGTCTCCG al., 2007
Tabulka €. 2: Programy a jednotlivé kroky PCR
Jednotlivé programy PRC reakce
program
postup dgj gnr | gD | aac | gepA
teplota(°C)/Cas
1. uvodni denaturace DNA 94/7 min | 94/10 min | 94/10 min | 94/4 min
2. denaturace DNA 94/45s | 94/1min | 94/45s 94/1 min
3. pfipojeni primert 53/45s | 57/1min | 55/45s 55/1 min
4, syntéza DNA fetézce 72/1 min | 72/1 min 72/45s | 72/1,5 min
5. opakovani krokt 2-4 32 cykla | 30 cyklt | 35cykla | 30 cykla
6. zaveérecna syntéza DNA fetézce 72/10 min
7. chlazeni 4/alesponl 5 min

4.2.2.2 Priprava vzorki pro PCR

Vyockovala jsem 29 izolati E. coli s MIC ciprofloxacinu > 0,25 mg/l na McConkey
agar kiizovym roztérem a nechala kultivovat 24 hodin v termostatu pifi 37 °C. Na MPA agar
jsem rozetiela vzdy jednu ¢istou kolonii E. coli z MCA a opét nechala 24 hodin kultivovat.
Tteti den jsem sterilnim tamponkem setiela kulturu E. coli a suspendovala v 0,5 ml sterilni
destilované vody v ,,eppendorfce.” Takto pfipravené vzorky jsem vortexovala a nechala 10

minut vafit na vodni lazni pti 100 °C a poté centrifugovala po 3 minuty pii 13000 otackach za
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minutu. Vznikly supernatant jsem odpipetovala do oznacenych ,,eppendorfek* a vzorky DNA

zmrazila pro dal$i pouziti.

Ve vysledcich pak uvadim pouze 27 vzorkl. Dva vzorky jsem vyfadila z hodnoceni,
jelikoz jeden izolat (69648) byl teleciho a ne porcinniho pivodu a druhy vzorek (71105) mél
ruzné MIC pfti dvou métenich, pficemz opravné méfeni jsem provedla az v pribéhu testovani
pomoci PCR. Jelikoz MIC¢p bylo nizsi nez 0,25 mg/l, vyradila jsem tento izolat z hodnoceni

vysledki.

4.2.2.3 Multiplex PCR pro gnrA, gnrB, gnrC, gnrS

Vsechny komponenty PCR reakce jsem nechala rozmrznout, zvortexovala a
zcentrifugovala. Tésné pied pouzitim jsem promichala Spickou pipety. K méteni jsem pouzila
DNA 29 rezistentnich vzorkd E. coli, dale jsem do mé&feni zafadila pozitivni a negativni
kontrolu. Poditala jsem se 2 vzorky na propipetovani, proto vypocet mnozstvi komponent
dohromady, odpovidal 33 vzorkiim. V kazd¢ ,,eppendorfce” tedy bylo 12,5 pul smési s DNA,
kromé negativni kontroly, kde jsem misto vzorku DNA nepftidavala nic, takze mnozstvi smési
bylo 12 pl. Nachala jsem probéhnout PCR reakci. Dle vysledkli z agarézové gelové
elektroforézy jsem provedla u pozitivnich vzorkl singleplex PCR pro jednotlivé geny qnr.

Mnozsvi jednotlivych komponent pro multiplex reakci je uvedeno v tabulce ¢. 3.

Tabulka €. 3: Pfehled mnoZstvi komponent pro multiplex PCR pro gnrA, gnrB, gnrC,

gnrS

komponenty | mnoZstvi v pl | mnoZstvi pro 33 vzorki v pl

PPP Master Mix 6,25 206,25
PCR voda 5,35 176,55

primer gnr A-F 0,05 1,65
primer gnr A-R 0,05 1,65
primer gnr B-F 0,05 1,65
primer gnr B-R 0,05 1,65
primer gnr C-F 0,05 1,65
primer gnr C-R 0,05 1,65
primer gnr S-F 0,05 1,65
primer gnr S-R 0,05 1,65

vzorek DNA 0,50

28



4.2.2.4 PCR pro gnrD, aac(6’)Ib-cr a qepA geny

Probiha podobné jako multiplex pro gnrA, gnrB, gnrC a gnrS. Vzorky DNA jsem
rozdélila do 6 ,,eppendorfek™ po 5 vzorcich. Mnozstvi smési je uvedeno v tabulce ¢. 4.
Pocitala jsem se smési na 8 ,,eppendorfek (6 smésnych vzorkd, pozitivni a negativni
kontrola). U PCR pro gepA gen, bylo nutné piidat DMSO a o to méné piidat PCR vody. Pii

vypoctech jsem zahrnula vzdy jeden imaginarni vzorek navic na propipetovani.

Tabulka €. 4: Mnozstvi komponent u PCR pro gnrD, aac(6°)Ib-cr a gepA geny

aac(6’)Ib-cr qnrD gepA
komponenty komponenty komponenty

mnozstvi v pl mnozstvi v pl mnoZzstvi v pl

PPP Master Mix 56,25 PPP Master Mix 56,25 PPP Master Mix 56,25

PCR voda 29,25 PCR voda 29,25 PCR voda 18,00

primer AAC P1 2,25 primer gnrD P1 2,25 primer gepA P1 2,25

primer AAC P2 2,25 primer qnrD P2 2,25 primer qepA P2 2,25

DNA v ul 2,50 DNA v ul 2,50 DNA v ul 2,50

DMSO 11,25

4.2.2.5 Simplex PCR pro gnrA, gnrB, gnrS a aac(6 )Ib-cr geny

Pro ovéfeni pravdépodobné rezistence vzorku sledovanych pomoci multiplex PCR
jsem provedla jeste simplex PCR. Na termocycleru jsem zvolila stejny program jako pro

multiplex reakci. MnoZstvi komponent pro jednotlivé vzorky této reakce uvadi tabulka €. 5.

Tabulka €. 5: MnoZstvi komponent u simplex PCR pro gnrA, qnrB, gnrS a aac(6’)Ib-cr
geny

komponenty mnoZstvi v pl
PPP Master Mix 6,25
PCR voda 5,65
primer 1 0,05
primer 2 0,05
vzorek DNA 0,50

4.2.2.6 Detekce produktu PCR agarézovou gelovou elektroforézou

Nejprve jsem si ptipravila 2,5% agardzovy gel (pro produkty multiplex PCR) / 1,5%
gel (pro simplex PCR a PCR genu aac(6°)Ib-cr). Ke 2 g/ 1,2 g agardzy jsem ptidala 80 ml 1x
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koncentrovaného TBE pufru a vafila tuto suspenzi v mikrovinné troubé, dokud nebyl gel
hotov. Po vychladnuti pfiblizn¢ na 60 °C (pod tekouci vodou) jsem ptidala automatickou
pipetou 80 ul nafedéného ethidium bromidu. Tuto smés jsem nalila do ,,traye* s hifebinkem /
hiebinky a pfipadné bublinky odstranila Spickou pipety tak, aby neptekazely pii méteni. Gel
jsem nechala 30 az 40 minut ztuhnout pii pokojové teploté¢ ve vodorovné poloze. Poté jsem
opatrné vyjmula hiebinek a gel ptenesla do elekroforetické vany s TBE pufrem. Gel by mél
byt alespon pul centimetru pod hladinou TBE pufru. Vana musela byt umisténa tak, aby se
zaporn¢ nabita DNA mohla pohybovat v gelu smérem k anod¢é. Elektroforéza multiplex
produktti probihala pti 130 V 75 minut, u simplex produktti 25 minut. Do jamek od hiebenu
jsem nanesla PCR produkty v mnozstvi 3 pl, negativni kontrolu, 1 pl pozitivni kontroly
smichané s 1,5 ul STOP MIXU a dale v kazdé fadé nesmél chybét ,,DNA marker (urCuje
ptibliznou velikost jednotlivych PCR produktli) v mnozstvi 2 pl. Pouzila jsem univerzalni

DNA marker s fragmenty o velikosti 100 — 1500 bp.

Po vypnuti proudu a odpojeni elektrod jsem ptenesla gel na transluminator (UV = 305
nm) a vyfotografovala pomoci fotoaparatu napojeného k pocitaci. Velikost jednotlivych
fragmentl se da porovnat s pouzitym DNA markerem. Je-li néktery vzorek pozitivni, provadi

se sekvenace ke zjisténi pfesného potadi nukleotidii v PCR produktu

(vypracovano dle laboratorni metodiky Ustavu biologie a chorob volné Zijicich zvitat,

FVHE, VFU Brno).

4.2.3 Prevzata data

Do DP byly prevzaty vysledky prukazu gent rezistence u izolati E. coli z let 2005 —
2010 porcinniho pivodu, testovanych na piitomnost Sirokospektrych betalaktamaz SHV,
TEM, CTX-M. U 212 izolata E. coli byla provedena agarova diluéni metoda a u izolat se
zvysenou MIC ceftiofuru byla sledovana tvorba ESBL double disk synergy testem. Metodou
PCR byla potvrzena produkce CTX-M1 celkem u 8 izolata (Kohoutova a kol., 2010).

Dale byly pievzaty vysledky prikazu genu 0gXAB u 27 izolata E. coli porcinniho
puvodu z let 2005 — 2010. U téchto izolatu jsem testovala MIC k olachindoxu agarovou
dilu¢ni metodou. Izolaty se zvySenou hodnotou MIC byly nasledn€ provéieny na pritomnost

tohoto genu.
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5. Vysledky

5.1 Vyhodnoceni citlivosti E. coli z prasat k ceftiofuru agarovou dilu¢ni metodou

Vysledky MIC ceftiofuru jsou dokumentovany v tabulce ¢. 6. Z dosazenych vysledki
vyplyva, Ze populace souboru izolatd E. coli porcinniho ptvodu z let 2005 - 2010 je rozdélena
na citlivou ¢ast (MIC < 2 mg/l), stfedné citlivou (4 mg/l) a rezistentni (> 8 mg/l). Izolaty
sttedn¢ citlivé a rezistentni byly podrobeny testovani pfitomnosti genti kodujicich

betalaktamazy Sirokého spektra (viz. kapitola ¢. 4.2.3 Pievzata data).

V roce 2007 mély 2 izolaty MIC < 0,125 mg/l, jelikoz ptivodni fedéni ceftiofuru bylo
0,125 az 64 mg/l, az pozdéji jsem provadela fedéni ATB od 64 mg/l po 0,015 mg/l. Tyto dva
izolaty byly v tabulce €. 6 zatazeny ke koncentraci 0,125 mg/I.

V roce 2008 bylo u tficeti z celkovych 74 izolath pouzito fedéni ATB 2 mg/l az 64
mg/l, proto hodnoty MIC < 2 mg/l byly v tabulce ¢. 6 zatazeny ke koncentraci 2 mg/l.
Hodnoty primémych MIC u téchto 30 izolath k testovanému ceftiofuru jsou uvedeny

v piiloze ¢. 3, hodnoty MIC ostatnich izolata E. coli jsou uvedeny v ptilohach ¢. 1, 2 a 4.

Tabulka €. 6: Vysledky agarové diluéni metody pro ceftiofur

rok koncentrace ATB v mg/I ofet izolati
<0,015]0,03[0,06/0,125]0,25[ 0,5 | 1 | 2 [4|8]16]32[>64|P
2005 2 17 12 4 35
2006 2 10 24 2 11 1 2 43
2007 4 7 34 4 1 50
2008 1 8 21 5132 1 1 22 74
2009 3 15 1 19
2010 8 3 8 3 4 26
celkem| 0 2 0 7 53 109 24 1830 6 3 22 247

5.2 Vyhodnoceni citlivosti E. coli z prasat k ciprofloxacinu agarovou dilu¢ni metodou

Vysledky MIC ciprofloxacinu jsou dokumentovany v tabulce ¢. 7. Z dosazenych
vysledkt vyplyva, ze populace souboru izolatd E. coli porcinniho pivodu z let 2005 - 2010 je
rozdélena na citlivou ¢ast (MIC < 0,25 mg/1) stiedné citlivou (0,5 — 1 mg/l) a rezistentni (MIC
> 2 mg/l). JelikoZ se ciprofloxacin u prasat nepouziva, pouZila jsem pro interpretaci dat

hrani¢ni hodnoty enrofloxacinu. Rezistence k ciprofloxacinu byla spise ojedinéla.
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Tabulka €. 7: Vysledky agarové dilu¢ni metody pro ciprofloxacin

rok koncentrace ATB v mg/| oket izoliti
<0,125[0,25/05|1[2[4]|8|16]32]> 64 P
2005 | 35 4 39
2006 | 36 3 1 1 41
2007 | 36 1 11 39
2008 | 63 1 4 1 1 70
2009 | 21 21
2010 | 18 6 1 1 26
celkem| 209 14 6 1021 2 1 O 236

5.3 Vyhodnoceni citlivosti E. coli z prasat k nalidixové kyseliné agarovou dilu¢ni

metodou

Vysledky MIC nalidixové kyseliny jsou dokumentovany v tabulce €. 8. Z dosazenych
vysledku vyplyva, Ze populace souboru izolat E. coli porcinniho ptivodu z let 2005 - 2010 je
rozd¢lena na citlivou ¢ast (MIC < 8 mg/1), sttedné citlivou (16 mg/1) a rezistentni ( MIC > 32

mg/l). Vyskyt rezistentnich izolatti k tomuto chinolonu je dle vysledk Casty.

Tabulka &. 8: Vysledky agarové dilu¢ni metody pro nalidixovou kyselinu

rok koncentrace ATB v mg/| ofet izolati
<48 [16]32]64]128]>256|P
2005 |25 6 1 3 4 39
2006 | 25 4 3 3 2 4 41
2007 | 25 11 3 39
2008 | 47 15 1 1 6 70
2009 | 18 2 1 21
2010 | 16 3 7 26
celkem|156 41 2 3 5 5 24 236

5.4 Vyhodnoceni citlivosti E. coli z prasat k enrofloxacinu agarovou dilu¢ni metodou

Vysledky MIC enrofloxacinu jsou zaznamenany v tabulce ¢. 9. Z dosazenych
vysledkt vyplyva, ze populace souboru izolati E. coli porcinniho pivodu z let 2005 - 2010 je
rozdelena na citlivou ¢ast (MIC < 0,25 mg/l), stfedn¢ citlivou (0,5 — 1 mg/l) a rezistentni

(MIC = 2 mg/l). Byl zaznamenan ojedin¢ly vyskyt rezistentnich izolatl v jednotlivych letech.
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Tabulka ¢. 9: Vysledky agarové dilu¢ni metody pro enrofloxacin

rok koncentrace ATB v mg/| oet izolati
<0,125]0,25]055]1]2[4]8]16]32|> 64 [P
2005 | 35 1 3 39
2006 | 34 3 3 1 41
2007 | 36 1 2 39
2008 | 63 1 4 1 1 70
2009 | 21 21
2010 | 19 4 1 1 1 26
celkem| 208 9 8 4110 3 1 1 236

Hodnoty MIC k CIP, NAL a ENRO v jednotlivych letech jsou uvedeny Vv piilohach ¢.
5,6,7,8,9a10.

5.5 Vyhodnoceni citlivosti vybranych kmeni E. coli k olachindoxu agarovou dilué¢ni

metodou

Vybrané izolaty (27 izolatl, pii¢emz vybér izolatu se fidil hodnotou MIC¢pp 2 0,25
mg/l) z let 2005 — 2010 byly testovany agarovou dilu¢ni metodou na olachindox. Vysledky
jsou zaznamenany v tabulce ¢. 10 a hodnoty MIC v ptiloze ¢. 11. Tyto vzorky byly dale
testovany metodou PCR a PGE na pfitomnost genit 0QXAB.

Tabulka €. 10: Vysledky agarové dilu¢ni metody pro olachindox u 27 izolati

koncentrace olachindoxu [mg/l] c;l:éoe\;y MIC50 | MIc9o rgz_ls_gh
4 8 | 16 | 32 | 64 | 128 | 256 izolati [mg/l] [mg/l] [ma/l]
12 14 1 27 16 16 8,0-32

Legenda: MICsy predstavuje koncentraci ATB, ktera je schopna inhibovat rist 50 %
bakterialnich kmenii; MICqyy ptedstavuje koncentraci ATB, ktera inhibuje 90 % bakterialnich
kmenti; rozsah udava rozpéti koncentraci ATB od nejnizsi po nejvyssi koncentraci, kde byla
zaznamenana inhibice nardstu kment bakterii. U jednotlivych koncentraci olachindoxu je

uveden pocet inhibovanych kment E. coli.

Tabulka ¢islo 11 dokumentuje piehled o hodnotach MIC50, MIC90 a rozsahu MIC
vSech testovanych ATB V jednotlivych letech. Z vysledkl vyplyva, Ze ndlezy zvySenych MIC
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ceftiofuru se vyskytly sporadicky pouze v letech 2006, 2008 a 2010, coz ovlivnilo uvedené
hodnoty.

V piipad¢ fluorovanych chinoloni CIP a ENRO nebyl béhem sledovaného obdobi
zaznamenan vyvoj hodnot MIC. V ptfipadé NAL byly v jednotlivych letech ziskany

nekonzistentni vysledky.

Tabulka ¢. 11: MICsp, MICg jednotlivych ATB v letech 2005-2010

ATB | rok 2005 2006 2007 2008 2009 2010
MICs 0,25 0,5 0,5 2 0,5 1
CEF | MICqg 1 2 0,5 64 0,5 16
rozsah| 0,03-1 |0,125-32| 0,125-2 |0,125-64| 0,25-1 0,25-16
MICsy| 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125

CIP | MICgq 0,25 0,25 0,125 0,125 0,125 0,25
rozsah | 0,125-0,25 | 0,125-16|0,125-32 | 0,125-16 | 0,125-0,125 | 0,125-4
MICsg 4 4 4 4 4 4

NAL | MICgq 256 128 8 16 8 256

rozsah | 4,0-256 | 4,0-256 | 4,0-256 | 4,0-256 4,0-64 4,0-256
MICso| 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125
ENRO [ MICqg 0,25 0,25 0,125 0,125 0,125 0,5

rozsah | 0,125-1 |0,125-32|0,125-16 |0,125-64 |0,125-0,125|0,125-16

Legenda: MICsy piedstavuje koncentraci ATB, ktera je schopna inhibovat rast 50 %
bakterialnich kment; MICgqg pfedstavuje koncentraci ATB, ktera inhibuje 90 % bakterialnich
kmeni; rozsah udava rozpéti koncentraci ATB od nejniZsi po nejvyssi koncentraci, kde byla

zaznamendna inhibice narustu kmenu bakterii.

5.6 Vyhodnoceni PCR

Dvacet sedm izolatid s MIC ciprofloxacinu 2 0,25 mg/l bylo testovano metodou PCR a
gelovou elektroforézou na plazmidové véazané geny rezistence aac(6’)Ib-Cr, epA, gnrA,
gnrB, gnrC, gnrD, gnrS. Byl prokazan gen rezistence gnrS u izolatu 63590 z roku 2008.
Ostatni izolaty méely negativni vysledek (viz. tabulka €. 15, fotografie ¢. 1).

Dale bylo téchto 27 izolath testovdno na 0gxAB, s jedinym pozitivnim vysledkem u
vzorku 73624 zroku 2010. Vysledky PCR a elektroforézy dokumentuje fotografie ¢. 2,

tabulka ¢. 16. Ovéfeni pfitomnosti obou genll u pozitivniho vzorku dokumentuje fotografie ¢.
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3 a tabulka €. 17. Nejprve byla zjistovana pifitomnost genu ogxB, az u pozitivnich vysledki

(byl jen jeden) byla zjistovana pritomnost genu 0gxA zaroven s 0gxB.

Dvé st¢ dvanact izolatt E.coli porcinniho puvodu z let 2005 - 2010 bylo testovano
k ceftiofuru agarovou dilu¢ni metodou. Izolaty s hodnotou MIC u ceftiofuru > 1 mg/l byly
podrobeny double disc synergy testu na prokazani tvorby ESBL. Izolaty s pozitivnim
vysledkem byly testovany metodou PCR a PFGE na pfitomnost gent kddujicich tvorbu
ESBL. V roce 2008 m¢lo 22 izolati MICcgr = 32 mg/l, které byly také testovany metodou
PCR na pfitomnost gent kdédujicich betalaktamazy CTX-M, SHV a TEM, poté byly pomoci
PFGE charakterizovany. Osm izolati mélo pozitivni vysledek na gen blactx-m1 (Kohoutova a

kol., 2010). Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 13.

Tabulka ¢. 12: Vysledky priikazu geni PMQR u 27 izolata E. coli s hodnotou MIC u
CIP > 0,25mg/1

Geny PMQR
gnrA gnrB gnrC gnrD gnrS aac 00xAB
0/27* 0/27 0/27 0/27 1/27 0/27 1/27

Legenda: PMQR — plazmidové zprostiedkovana rezistence k chinoloniim, MIC — minimalni

inhibi¢ni koncentrace, * pocet pozitivnich / pocet vySetienych

Tabulka ¢. 13: Pirehled MIC ceftiofuru a prikazu blactx.mi U E. coli porcinniho pivodu
z roku 2008

¢islo izolatu | MIC [mg/l] | gen blactx-mz1 | €islo izolatu | MIC [mg/l]| gen blacTx-m1

63457 64 pozitivni 63471 > 64,00 pozitivni
63458 64 negativni 63472 > 64,00 negativni
63462 64 negativni 63474 > 64,00 pozitivni
63463 64 negativni 63475 32 negativni
63464 > 64,00 negativni 63476 > 64,00 negativni
63465 > 64,00 negativni 63478 > 64,00 negativni
63466 > 64,00 pozitivni 63479 > 64,00 pozitivni
63467 > 64,00 pozitivni 63480 > 64,00 negativni
63468 > 64,00 pozitivni 66606 > 64,00 negativni
63469 > 64,00 pozitivni 66608 > 64,00 negativni
63470 > 64,00 negativni 66609 > 64,00 negativni

pocet testovanych vzorkt na gen blactx-m1 22

pocet pozitivnich vzorki 8
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Tabulka €. 14: Vysledek multiplex PCR pro gnr geny

¢islo jamky vzorek mozny gen | ¢islo jamky vzorek mozZny gen
1 marker 1 marker
2 43207 2 63951
3 43206 3 63590 gnrB, gnrS
4 43521 4 66609 gnrA
5 49119 5 66608 gnrA
6 54804 6 69648 - tele
7 pozitivni kontrola 7 marker
8 marker 8 73575
9 54611 9 73569
10 55744 10 77566
11 54356 11 73624
12 55653 gnrA 12 112A
13 56246 gnrA 13 pozitivni kontrola
14 marker 14 marker
15 57122 15 71105 - omyl
16 58461 gnrA 16 73578
17 62480 17 74464
18 62375 18 71558
19 63463 gnrA 19 marker
20 marker 20

Fotografie ¢. 1: Singleplex PCR pro geny gnrA, gnrB, gnrS

Simplex PCR

gnrB

4 5 6 7.89x0aidal23

14 15 1617 18 19 20
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Tabulka €. 15: Komentar k fotografii dokumentujici simplex PCR pro gnrA, qnrB, qnrS

geny

gen |¢islo jamky | vzorek |vysledek| gen |¢€islo jamky| vzorek |vysledek
1 marker 11 63590 negativni
2 55653 negativni 12 neg.kontrola
3 56246 negativni | gnrB 13 poz.kontrola
4 58461 negativni 14 nic
5 63463 negativni 15 nic

gnrA .y -
6 66609 negativni 16 nic
7 66608 negativni 17 63590 pozitivni
8 neg. kontrola gnrS 18 neg. kontrola
9 poz. kontrola 19 poz. kontrola
10 marker 20 marker

Fotograxiec. 2: Vysledek PCR na 0gxB MVDr.Kohoutové:

1

2 3 4

5 6 17

5 6 7

8§ 9 10

8§ 9 10

11

12 13 14 15 16 17 18 19 20

"

12 13 14 15 16 17 18 19 20
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Tabulka ¢. 16: Komentar k fotografii PCR pro ogxB gen

¢islo jamky izolat vysledek | ¢islo jamky izolat vysledek
1 66609 negativni 1 43207 negativni
2 66608 negativni 2 43206 negativni
3 69648-tele negativni 3 43521 negativni
4 73575 negativni 4 49119 negativni
5 73569 negativni 5 54804 negativni
6 77566 negativni 6 54611 negativni
7 73624 pozitivni 7 55744 negativni
8 112A negativni 8 54356 negativni
9 71105-omyl negativni 9 55653 negativni
10 73578 negativni 10 56246 negativni
11 74464 negativni 11 57122 negativni
12 71558 negativni 12 58461 negativni
13 pozitivni kontrola 13 62480 negativni
14 negativni kontrola 14 62375 negativni
15 15 63463 negativni
16 16 63951 negativni
17 17 63590 negativni
18 18 pozitivni kontrola
19 19 negativni kontrola
20 20 marker
horni rada fotografie dolni Fada fotografie

Legenda: Horni fada jamek fotografie pro 0gxB je v tabulce uvedena vlevo, dolni fada jamek

na fotografii je okomentovana v pravé casti tabulky.
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Fotografie ¢. 3: Vysledek PCR pro geny 0gxA a ogxB

Iy

3747 5~6

Tabulka ¢. 17: Komentai k fotografii PCR pro geny ogxA a ogxB

¢islo jamky

izolat

vysledek

1

o Ol DN

73624
pozitivni kontrola 0gxA
negativni kontrola
marker
73624
pozitivni kontrola ogxB

pozitivni

pozitivni
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6. Diskuze

Antibiotika patii mezi nejCastéji pouzivana 1éCiva ve veterinarni medicin€. Rezistence
k nim zpocatku nebyla pfilis rozsifena a byly nalézany i syntetizovany stale nové struktury,
schopné inhibovat rust nebo zabijet plivodce nebezpecnych onemocnéni, tudiz byl nartst
rezistence dlouho opomijen (Schwarz et al., 2006). Postupem casu se vSak tento problém stal
celosvétovym a bylo nutno zavést postupy, které by vedly ke snizeni nartistu poctu
rezistentnich mikroorganismi a Uc¢innost antibiotik nebyla sniZovana zbytecnym
naduzivanim. Dilezitou soucasti téchto postupil je i monitoring vyskytu rezistence. Pienos
rezistentnich bakterii je nebezpe¢ny nejen proto, ze se rychle §ifi mezi zvifaty v chovu, ale
také je mozny prenos na ¢loveka, predevSim pracovniky farmy, jak dokazuje danska studie
z roku 2009, kde byl sledovan pitenos genu blactx-mi (Moodley and Guardabassi, 2009).
Kromé¢ toho se mohou rezistetni izolaty dostat 1 do volné ptfirody z exkrementli potravinovych

zvifat a jsou poté nalézany i u divoce Zijicich savcu a ptakd, predevsim v oblastech s vysokou

hustotou chovu zvitat (Dolejska a kol., 2007; Guenther et al., 2010).

Mym cilem bylo sledovat citlivost izolatd E. coli porcinniho pivodu k ceftiofuru a
chinoloniim. K ceftiofuru bylo mezi lety 2005 - 2010 testovano celkem 247 izolatl agarovou
diluéni metodou. Dale jsem sledovala citlivost 236 izolati E. coli zlet 2005 - 2010
k ciprofloxacinu, enrofloxacinu a nalidixové kyseliné taktéz agarovou dilu¢ni metodou a poté
u vybranych kment pomoci PCR plazmidové vazané geny rezistence k (fluor)chinoloniim.
Rozdil v mnoZstvi sledovanych izolatd k jednotlivym lé¢ivym latkdm je zpisoben tim, Ze
testovani k ceftiofuru a k chinolonim neprobihalo soucasné a pfi testovani agarovou dilu¢ni
metodou k CIP, NAL, ENRO n¢které izolaty béhem studie uhynuly a byly vyfazeny. Proto u

vysledku existuje nesoulad v poctu izolatl testovanych na citlivost viici jednotlivym ATB.

Cefalosporiny 1 (fluor)chinolony jsou latky béZné pouzivané i v humanni mediciné,
proto jsou bedlivé sledovany. Napiiklad ciprofloxacin je pouZivan u zavaznych infekci u lidi
(Gosling et al., 2012). Pfi neuvazeném pouzivani téchto ATB u potravinovych zvifat muze
dochazet k vyselektovani rezistentnich bakterii a je mozny pienos pravé na ¢loveéka. Proto
Evropsky urad pro bezpec¢nost potravin (EFSA) stanovil minimalni pozadavky na sledovani
vyskytu antimikrobilani rezistence u potravinovych zvifat, aby tato data byla mezi staity EU
porovnavatelna a mohla byt zdkladem pro sledovani vyvoje rezistence v zavislosti na spotfebé
antimikrobialnich latek v jednotlivych zemich. Tato doporuceni jsou na webovych strankach

EFSA. Ve své zpravé EFSA dokumentuje vyskyt ESBL a upozoriiuje na to, Zze od roku 2000
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se Sirokospektré betalaktamazy znacné rozsifily. Poukazuje na to, Ze selekce rezistentnich
bakterii je vyvolana hlavné pouzivanim antibiotik v¢etné 3. a 4. generace cefalosporint a také
(fluor)chinolonti, které mohou zptisobit koselekci rezistentnich kmeni, produkujicich
Sirokospektré betalaktamdzy. Zarovenn doporucuje omezeni az zastaveni pouZzivani
cefalosporint 3. a 4. generace i dalSich antimikrobialnich latek, aby se nezvySoval selek¢ni
tlak a tim i vyskyt gend rezistence (EFSA, 2011). Program ESVAC (European Surveillance of
Veterinary Antimicrobial Consumption), koordinovanny agenturou EMA (European
Medicines Agency), se snazi o jednotny sbér informaci o pouzivani antimikrobialnich latek v
Evropé. Vramci EU je tak sledovdna spotieba antimikrobidlnich latek V jednotlivych
lenskych statech véetné CR. Tyto tdaje o veterinArnim uZiti antimikrobialnich latek
poskytuje USKVBL. Spotieba veterinarnich ATB (amfenikoly, aminoglykosidy, ansamyciny,

cefalosporiny a jiné) se uvadi v kilogramech za rok http://www.ema.europa.eu/ema/

index.jsp?curl=pages/reqgulation/document_listing/document_listing_000302.jsp&mid=WC0b01ac058
0153a00&jsenabled=true (23.3.2012).

Tabulka ¢. 18: Spotieby cefalosporini a (fluor)chinolont v letech 2005-2010

Spotieba cefalosporinii a (fluor)chinolonii v CR v letech 2005-2010

rok 2005 2006 2007 2008 2009 2010

ATB [kal | [kal | [kgl | [ka]l | [ka] | f[kg]
cefalosporiny | 337,76 | 291,39 | 420,33 | 546,94 | 473,64 | 599,92
(fluor)chinolony | 1273,19 | 1124,49 | 1072,22 | 1406,57 | 1263,23 | 1157,70

(Hera a kol., 2011)

Tabulka &. 18 uvadi spotiebu cefalosporini a (fluor)chinolonii u zvitat v CR v letech
2005 - 2010. Nejvétsi spotieba cefalosporinti byla v roce 2010, u (fluor)chinolont se jednalo
0 rok 2008. Zatimco spotieba (fluor)chinoloni od roku 2008 postupné klesa, spotieba
cefalosporinii mé v poslednich dvou sledovanych letech stoupajici charakter. Tato stoupajici
spotieba je spojena se zvySenym rizikem selekce rezistentnich kmend bakterii a je proto nutny
monitoring vyskytu rezistence na tato antibiotika. Je vhodné zamyslet se nad tim, zda je
opravdu nutné takové mnozstvi pouzitych cefalosporint v roce 2010, kdyz pied ¢tyimi lety,
vroce 2006, vystatila CR s poloviénim mnozstvim téchto antibiotik. Navic se podty
chovanych hospodaiskych zvifat (prasata, skot) v priibéhu sledovaného obdobi trvale

snizovaly. Jednotlivd spotfebovana mnozstvi ATB jsem porovnala s mymi hodnotami,
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ziskanymi agarovou diluéni metodou k testovanym ATB, piesnéji s procentudlnim
zastoupenim izolatl se snizenou citlivosti k ceftiofuru (MIC > 2 mg/1) a enrofloxacinu (MIC
> 2 mg/l) v jednotlivych letech. Ciprofloxacin se u prasat nepouziva a nalidixova kyselina je
obsolentni, je vSak dilezitym epidemiologickym markerem pro sledovani vyvoje rezistence
bakterii k fluorovanym chinolonim. Proto ma pouze enrofloxacin vypovédni hodnotu
vzhledem ke spotiebam ATB v CR. Pivodni domnénka, Ze by vyskyt rezistence mohl byt v
disledku zvysené spotieby ATB v jednotlivych letech v CR, se nepotvrdila. Mize to byt
zpusobeno vice faktory. Spotfeby ATB nejsou uvadény u konkrétnich 1écivych latek, ale u
skupin ATB, dale nejsou spotieby rozlisSeny na konkrétni druhy zvitat. Nelze pak zjistit, kolik
kg bylo spotfebovano pro prasata a kolik pro jiné druhy zvifat. Dale je zahrnuto i lokalni a
topické uziti ATB, tento faktor vSak u cefalosporini a (fluor)chinoloni lze zanedbat
(Simtinek a Smola, 2007; Hera a kol., 2011). Navic z ro¢ni spotieby ATB nelze vypozorovat
momentalni uziti danych antimikrobialnich latek v jednotlivych chovech, které mohlo mit vliv

na selekci rezistentnich kmenu E. coli.

Rezistence E. coli k ceftiofuru se vyskytovala pouze na dvou farmach v letech 2006,
2008 a 2010. Na zaklad¢ interview s terénnim veterinaifem bylo zji§téno, ze ceftiofur byl zde

pouzit k 1é¢bé a prevenci klostridiovych enteritid selat, ¢imz 1ze vysvétlit vyskyt rezistence.

Ptestoze chinolony byly v terapii prasat registrovany diive nez ve sledovaném obdobi
2005 — 2010, byl vyskyt rezistence u enrofloxacinu relativné nizky (3 %). To lze vysvétlit
pouze spotiebou tohoto chemoterapeutika u prasat. Bohuzel, idaje o takové spotfeb¢ u prasat

chybi.

V roce 2008 byla uveiejnéna studie z provincie Guangdong v Cing, ktera sledovala
vyskyt gnr gentt u E. coli z dribeze a prasat, pfiCemz nejvice byl zastoupen gen gnrS
z testovanych — qnrA, gnrB, gnrS. Vsechny izolaty, u kterych se vyskytovala rezistence diky
gnr genim, mé&ly MICcp vétsi nez 0,25 mg/l (Yue et al., 2008). Touto hodnotou jsem se také
fidila pfi vybéru izolati pro PCR testovani v mé praci po provedeni agarové dilu¢ni metody
na CIP, NAL, ENRO. Bylo vybrano 27 izolatd, majicich MIC¢p 2 0, 25 mg/l, které byly
podrobeny testovani na geny PMQR a potvrtil se vyskyt qnrS a ogxAB gent. Zatimco jinde
byl jiz vyskyt qnrS genu u prasat bézny, v Evropé byl poprvé zaznamenan az v roce 2011
(Szmolka et al., 2011). Ma prace dokazuje, ze tento vyskyt nebyl ojedinély a pravdépodobné
bude hlaSen vyskyt qnrS 1 v dalSich zemich Evropy. QnrS byl jiz hldsSen u jinych zvifat (Han
et al.,, 2012) a dokonce i u lidi (Cavaco et al., 2008). Ve Velké Britanii byla dokonce
zaznamenana pritomnost gnrS genu v kombinaci s dal$imi determinantami rezistence (blacrx-
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wm, blaTem a dali) u skotu (Kirchner et al., 2011). V porovnani s Cinou je v§ak obecné vyskyt
gentt PMQR v Evropé nizky (Yang et al., 2008), coz ovsem neznamena, ze by se neméla této
problematice vénovat ptiliSna pozornost. Cilem by mélo byt udrzet tento pfiznivy stav co
nejdéle vSemi dostupnymi prostiedky a dale monitorovat stav rezistence a reagovat na

ptfipadné zmény.

Jelikoz byl olachindox pouzivan jako ristovy stimuldtor, vyvinula se rezistence
zprostifedkovana effluxni pumpu OgXAB kodovanou na plazmidu pOLA52 genem OgxAB
(Hansen et al., 2005). Jako rustovy stimulator je v EU zakazan od roku 1999 (Laine et al.,
2004), geny rezistence k této latce se vSak vyskytuji i nadale, jak dokazuji nase vysledky

testovani pritomnosti gentt 0gXAB u 27 izolatd E. coli porcinniho piivodu z let 2005 — 2010.

U ostatnich izolatd, které byly vybrany pro testovani metou PCR za Ucelem zjiSténi
pfitomnosti gent qnr, aac(6’)Ib-cr, qepA, nésledné také 0gxAB, lze jen spekulovat, jaka
determinanta rezistence mohla zpusobit jejich odolnost vici sledovanym (flour)chinolontim.
Pravdépodobné se mohlo jednat o chromozomalné vazanou rezistenci, jejiz determinanty

testovany nebyly, popiipade¢ o jiné dosud nezjistené geny PMQR.

Ceftiofur byl v této praci sledovan spolu s (fluor)chinolony také proto, Ze je ve svété
zachycen vyskyt PMQR zarovenn s ESBL u celed¢ Enterobacteriaceae rezistentni k tomuto
cefalosporinu (Ma et al., 2009). Vyskyt plasmidové vazané rezistence k chinoloniim u bakterii

za soucasné produkce ESBL predstavuje velké nebezpeci (Kanamori et al., 2011).

U izolata E. coli porcinniho ptvodu z let 2005 - 2010 byla potvrzena produkce CTX-
M1 na jedné farmé. Ceftiofur byl u pozitivnich vzorka pouzit k 1é6¢bé meningitidy (Kohoutova
a kol., 2010). To, Ze produkce betalaktamazy CTX-M1 byla prokazana na jedné urcité farme,
vede ke zjiSténi, Ze je nutno sledovat spotfeby ceftiofuru a jinych cefalosporinii 3. a 4.
generace na tizemi CR nejen plosné, ale i konkrétné v jednotlivych chovech. Zadny z 8
izolat E. coli z roku 2008, u kterych se vyskytoval gen blacrtx-mi, dle vysledki agarové
dilu¢ni metody nevykazoval vyraznégjsi rezistenci k (fluor)chinolonim, na geny PMQR tedy
nebyly tyto izolaty testovany. Ve své studii Chander et al. (2011) uvadi, Ze i izolaty E. coli,
citlivé k ceftiofuru, mohou nést geny rezistence k cefalosporinim. Bylo by zajimavé zjistit, ze
to plati i u gentit PMQR, a u 8 izolati E. coli porcinniho pivodu provést PCR na plazmidoveé
vazané geny rezistence k chinolontim, ackoli jejich MIC k ciprofloxacinu nepiesahovalo 0,25
mg/l. V tabulce ¢. 13 mélo nékolik izolatd MIC ceftiofuru > 64 mg/l, avsak testované geny,

kodujici Sirokospektré betalaktamézy, u nich prokazany nebyly. U téchto izolatd mohla byt
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rezistence K ceftiofuru zpiisobena tvorbou jinych typt betalaktaméaz. Casto se vyskytuje

naptiklad rezistence k ceftiofuru zpisobena AmpC betalaktamazami.

Ve vétsSin€é vyspélych zemi se provadi vSemoznd opatfeni, jak zabranit S$ifeni
rezistentnich kmena bakterii. Pouziti ATB je nebezpecné z hlediska selektovani takovych
izolatl, schopnych G¢inn¢ se branit jejich mechanismiim piisobeni. Zakladnim krokem je tedy
zjiStovani spotieby ATB, monitoring vyskytu rezistentnich kment a dodrzovani zasad
antibiotické politiky. Velky diiraz se pak klade na to, aby se nezvySovala rezistence u téch
ATB, ktera se pouzivaji zaroven ve veterinarni i humanni mediciné. Problémem jsou vSak
rozvojové zemé, kde chybi dohled nad spravnym uzivanim ATB a antibiotickd politika je
neznamym pojmem. Urcité¢ by napomohlo, kdyby i tyto zemé mély moznost regulovat pouziti

ATB a byly schopné reagovat na zvySeny vyskyt rezistence na svém tzemi.
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(. Zavér

V diplomové praci jsem se zabyvala citlivosti izolati E. coli porcinniho pivodu z let
2005 - 2010 k ceftiofuru a k chinolonim — ciprofloxacinu, enrofloxacinu, nalidixové kyseliné
a olachindoxu. Mezi izolaty se naSly jak citlivé, tak i vysoce rezistentni kmeny E. coli vuci
jednotlivym testovanym antimikrobné pusobicim latkam. U vybranych izolata E. coli byla
sledovana pritomnost gena rezistence - qnrA, qnrB, qnrC, gnrD, qnrS, aac(6')Ib, gepA,
00gxAB, blactx-m, blasyy, blatem. Byla potvrzena pritomnost genu qnrS u jednoho izolatu
z roku 2008, dale gen 0gxAB u jednoho izolatu z roku 2010. Gen blacrx-mi1 byl prokazan u 8
izolath z roku 2008. Naslednym Setfenim byl zjistén plvod zjedné farmy, kde byla
zaznamenana vysoké spotieba cefalosporini 3. a 4. generace. Tato DP dokazuje, Ze prasata
chovana v CR mohou byt zdrojem E. coli rezistentni k ceftiofuru a chinolontim. Z vysledki
vyplyva nutnost monitoringu vyskytu epidemiologicky vyznamnych typa rezistence u izolata
E. coli z potravinovych zvifat a takova aktivni surveillance mtze piispét k ochrané zdravi

¢lovéka.
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9. Pouzité zkratky

ATB antibiotikum

ATCC American Type Culture Collection
bp par bazi

CEF ceftiofur

cAMP cyklicky adenosin monofosfat
cGMP cyklicky guanosin monofosfat

CIP ciprofloxacin

¢. izolatu ¢islo izolatu

CR Ceska republika

DAEC difizné adherentni Escherichia coli
DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxyribonukletid trifosfat

DP diplomova prace

dsDNA dvoutetézcova DNA

EaggEC enteroagregativni Escherichia coli
E.coli Escherichia coli

EDTA kyselina ethylendiaminotetraoctova
EFSA Evropsky urad pro bezpecnost potravin
EIEC enteroinvazivni Escherichia coli
EMA European Medicines Agency
ENRO enrofloxacin

EPEC enteropatogenni Escherichia coli
ESBL Sirokospektra betalaktamaza
ESVAC European Surveillance of Veterinary Antimicrobial Consumption
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ETEC enterotoxigenni Escherichia coli

EU Evropska unie

F donor plazmidu

F recipient plazmidu

FAO Organizace pro vyZivu a zemédélstvi
GIT gastrointestinalni trakt

G'-koky  grampozitivni koky

G gramnegativni

i.m. intramuskularni

MBL metalo-beta-laktamazy

MCA Mc Conkey agar

MHA Mueller-Hinton agar

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace
MPA masopeptonovy agar

NAL kyselina nalidixova

OIE Svétova organizace pro zdravi zvirat
OoQX olachindox

PCR polymerazova retézova reakce

p.e. parenteralni

PFGE pulzni gelova elektroforéza

PGE gelova elektroforéza

PMQR plazmidové vazané geny rezistence k chinolonim
p.o. peroralni

STEC shiga-like toxigenni Escherichia coli
SVS Statni veterinarni sprava

Ta annealingova teplota



UPEC
USKVBL
uv

WHO

uropatogenni Escherichia coli
Ustav pro statni kontrolu bioprepariti a 1é¢iv
ultrafialové

Svétova zdravotnicka organizace
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10. P¥ilohy

Priloha ¢. 1: Vysledky agarové dilué¢ni metody u ceftiofuru u E.coli z let 2005-2006

2005 2006
¢.izolatu | 1.MIC | 2.MIC | £.izolatu | 1.MIC | 2.MIC
44445 1 05 | 53330 | 05 0,25
45118 | 05 0,5 | 53621 | 05 0,25
46198 | 0,03 0,03 | 53622 | 05 0,25
46200 | 0,03 0,015| 53893 | 05 0,25
46949 | 05 0,25 | 53899 | 05 0,5
47009 | 0,25 0,25 | 53991 | 0,125 0,125
47161 | 0,25 0,25 | 54047 | 025 0,5
47163 | 0,25 0,25 | 54166 | 05 0,25
47168 | 0,06 0,25 | 54167 | 05 0,25
47170 | 0,25 0,25 | 5435 | 055 0,125
47842 | 0,25 0,25 | 54359 | 05 0,25
47930 | 0,25 0,25 | 54490 | 0,25 0,25
77939 | 025 05 | 54553 | 0,5 4
48355 | 0,25 0,5 | 54554 | 0,125 0,125
48432 | 05 1 54557 1 1
48354 | 0,25 0,25 | 54570 | 0,25 0,25
48758 | 0,25 0,25 | 54571 | 0,25 0,25
48933 | 0,25 0,25 | 54760 | 0,25 0,5
48936 | 0,5 0,5 | 54766 | 0,25 0,25
48977 | 05 0,5 | 54781 | 0,25 0,25
49119 | 0,125 0,25 | 54800 | 055 0,25
49120 | 0,25 0,25 | 54802 | 0,25 0,25
49122 1 1 54606 | 0,5 0,5
42999 | 0,25 0,25 | 54611 | 05 0,5
43000 | 0,125 0,25 | 54804 | 0,25 0,125
43004 | 0,25 05 | 54847 | 0,25 05
43103 | 05 0,5 | 54852 | 05 0,5
43195 | 05 0,5 | 55264 | 0,25 0,25
43206 | 0,25 0,25 | 55265 | 0,25 0,25




Priloha €. 1: Vysledky agarové dilu¢ni metody u ceftiofuru u E.coli z let 2005-2006

(pokracovani)

2005 2006
&.izolatu | 1.MIC | 2.MIC | &.izolatu | 1.MIC |2.MIC
43207 | 05 05 |55462a| 1 1
43209 | 05 05 |55462b| 2 1
43481 | 0,25 0,25 | 55465 | 05 05
43497 | 05 1 | 55498 | 0,25 0,125
43521 | 0,25 0,25 | 55500 {<0,125 05
43939 | 05 05 | 55509 (<0,125 05

55653 | 0,125 0,5
55744 [<0,125 0,5
55675 | 32 32
55749 | 025 0,5
55677 | 16 32
55789 | 0,25 0,5
55172 | 16 16
55187 | 05 0,25

55



Piiloha ¢. 2: Vysledky agarové diluéni metody u ceftiofuru u E. coli z let 2007-2008

2007 2008
¢.izolatu | 1.MIC | 2.MIC | ¢.izolatu | 1.MIC | 2.MIC
55804 | 05 0,5 | 61555 16 8
55838 | 0,125 0,5 | 61557 | 0,5 0,5
55841 | 0,125 0,25 | 61652 @ 0,5 0,5
56052 | 0,5 0,5 | 61681 | 0,5 0,5
56055 | 05 0,5 | 61682 | 05 0,5
56062 | 0,125 05 | 61688 | 0,5 0,5
56095 | 025 05 | 61843 @ 05 0,25
56097 | 05 0,25 | 61882 | 05 0,25
56165 | 05 0,25 | 62013 0,5 0,5
56166 2 1 62014 | 0,25 05
56234 | 05 0,25 | 62318 | 025 05
56235 | 0,25 05 | 62337 | 025 05
56246 | 0,125 05 | 62375 | 025 0,25
56353 | 0,5 0,5 | 62445 | 0,5 0,5
56354 | 05 05 | 62471 | 05 0,25
56361 1 0,5 | 62480 | 0,125 0,125
56453 1 05 | 62501 | 05 0,25
56454 | 0,5 0,5 | 62513 | 0,25 0,25
56467 | 05 05 | 62623 | 0,25 05
56473 | 0,125 0,25 | 63590 2 2
56475 | 0,5 0,25 | 63615 2 4
56636 | 0,5 0,5 | 63951 4 2
56690 | 0,5 0,5 | 64049 | 0,25 1
56803 | 0,25 0,125 | 64550 | 0,25 0,25
56824 | 025 05 | 64795 | 025 0,25
57072 | 0,25 05 | 65327 | 0,25 0,25
57065 | 025 05 | 65398 | 05 0,125
57073 | 0,125 0,063 | 65377 | 0,25 0,25
57803 | 05 0,25 | 65410 A 0,25 0,25
57804 | 0,25 05 | 65416 | 0,25 05
57925 | 05 0,5 | 65463 | 05 0,5
57122 1 0,5 | 65483 | 0,5 0,5
58370 | 0,125 0,063 | 65495 | 0,25 0,5
58461 | 05 0,25 | 65650 | 0,25 05
58842 | 05 0,5 | 65796 1 2
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Piiloha ¢&. 2: Vysledky agarové diluéni metody u ceftiofuru u E. coli z let 2007 — 2008
(pokracovani)

2007 2008
&.izolatu| 1.MIC | 2.MIC | &.izolatu| 1.MIC |2.MIC
59253 | 0,25 0,5 | 61650 | 1 1

59491 | 0,25 0,25 | 63297 |<0,125 0,25
59768 | 0,25 0,5 63954 1 0,125
60259 1 0,5 64551 | >64 64
60482 0,5 0,5 65800 2 1

60947 0,5 0,5 66162 1 1
61043 | 0,25 0,25 | 65040 1 0,5
61056 | 0,25 0,25 | 66004 2 2
61136 | 0,25 0,5 66005 2 2

61137 0,5 0,5
61168 | 0,25 0,25
59526 |<0,125 <0,125
59569 0,5 0,5
58824 |<0,125 <0,125
58831 | 0,25 0,5

Priloha &. 3: Vysledky agarové diluéni metody k ceftiofuru u 30 izloata z roku 2008

¢islo izolatu I\I/)ITCIEHE?TI].;I/T] ¢islo izolatu I\I/)ITCIEHES;.;I/T]

63454 <2 63469 > 64
63455 <2 63470 > 64
63456 <2 63471 > 64
63457 64 63472 > 64
63458 64 63474 > 64
63459 <2 63475 32

63460 <2 63476 > 64
63461 <2 63477 <2

63462 64 63478 > 64
63463 64 63479 > 64
63464 > 64 63480 > 64
63465 > 64 63482 <2

63466 > 64 66606 > 64
63467 > 64 66608 > 64
63468 > 64 66609 > 64
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Piiloha ¢. 4: Vysledky agarové dilu¢ni metody u ceftiofuru u E. coli z let 2009 — 2010

2009 2010
¢.izolatu | 1.MIC | 2.MIC | €.izolatu | 1.MIC | 2.MIC
68904 | 0,5 0,5 | 71107 16 16
69014 | 0,25 0,25 | 71106 16 16
69015 | 0,25 0,25 | 112A 16 16
69222 | 05 0,5 | 71105 16 16
69228 | 0,5 0,5 | 70794 | 0,25 0,125
69339 | 05 0,5 | 70792 | 0,25 0,125
69517 | 0,5 0,5 | 70804 | 0,25 0,25
69533 | 0,5 0,25 | 71040 1 1
69535 | 0,5 05 | 71244 | 05 0,25
69611 | 05 05 | 71558 | 05 0,25
69616 | 0,5 0,5 | 71646 | 0,25 0,25
69630 | 0,5 0,25 | 72070 2 1
696997 | 0,5 0,125 | 73624 1 1
697307 | 0,5 0,25 | 73566 2 1
70206 1 1 73569 1 1
70213 | 05 0,5 | 73570 1 1
70303 | 0,5 0,5 | 73573 1 0,25
70475 | 05 05 | 73575 | 05 0,125
70561 | 0,25 0,125 | 73578 | 0,25 0,25

73859 1 1
74050 1 2
74305 | 0,25 0,125
74341 1 1
74464 | 0,25 0,125
74520 1 1
74523 | 0,25 0,125
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Piiloha ¢. 5: Vysledky agarové diluéni metody u CIP, NAL, ENRO - rok 2005

2005

& izolétu ciprofloxacin | nalidixova kyselina | enrofloxacin

1L.MIC | 2MIC | 1.MIC | 2.MIC | 1.MIC | 2.MIC
44445 1<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
45118 [<0,125 <0,125 <4 <4 <0,125 <0,125
46198 [<0,125 <0,125 32 128 |<0,125 <0,125
46200 (<0,125 <0,125 32 128 |<0,125 <0,125
46949 (<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
47009 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
47161 [<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
47163 |<0,125 <0,125| <4 16 |<0,125 <0,125
47168 [<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
47170 |<0,125 <0,125| <4 <4 [<0,125 <0,125
47842 <0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
47930 |<0,125 <0,125| <4 <4 [<0,125 <0,125
77939 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
48355 |<0,125 <0,125| <4 <4 [<0,125 <0,125
48432 [<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
48354 |<0,125 <0,125| <4 <4 [<0,125 <0,125
48758 [<0,125 <0,125 8 <4 |<0,125 <0,125
48933 [(<0,125 <0,125 8 <4 [<0,125 <0,125
48936 [<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
48977 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
49119 | 0,125 0,25 256 128 0,125 1
49120 |<0,125 <0,125| <4 <4 [<0,125 <0,125
49122 [<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
42999 |<0,125 <0,125| <4 <4 [<0,125 <0,125
43000 [<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
43004 |<0,125 <0,125| 128 64 |<0,125 0,25
43206 | 0,25 0,25 256 256 0,125 1
43207 | 0,25 0,25 > 256 > 256 0,25 1
43209 [<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
43481 |<0,125 <0,125| <4 <4 [<0,125 <0,125
43497 [<0,125 <0,125| <4 8 <0,125 <0,125
43521 |<0,125 0,25 <4 8 <0,125 <0,125
43939 [<0,125 <0,125| <4 8 <0,125 <0,125
43008 | 0,125 <0,125| 256 128 0,125 <0,125
43007 |<0,125 <0,125 <4 <4 <0,125 <0,125
43177 [<0,125 <0,125| <4 4 <0,125 <0,125
43180 |<0,125 <0,125 <4 8 <0,125 <0,125
43418 [<0,125 <0,125 4 <4 |<0,125 <0,125
43476 |<0,125 <0,125 <4 <4 <0,125 <0,125
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Piiloha ¢. 6: Vysledky agarové diluéni metody u CIP, NAL, ENRO - rok 2006

2006
sislo izolétu ciprofloxacin | nalidixova kyselina | enrofloxacin
1MIC | 2MIC | 1.MIC | 2.MIC | 1.MIC | 2.MIC
53621 |<0,125 <0,125 32 32 <0,125 <0,125
53622 [<0,125 <0,125 32 32 <0,125 <0,125
53893 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
53899 <0,125 <0,125 <4 <4 <0,125 <0,125
53991 |<0,125 <0,125 64 128 |<0,125 0,25
54047 <0,125 <0,125 <4 <4 <0,125 <0,125
54166 |<0,125 <0,125 64 64 |<0,125 <0,125
54167 <0,125 <0,125 <4 <4 <0,125 <0,125
54356 16 16 256 256 32 32
54359 |<0,125 <0,125| <4 <4 |[<0,125 <0,125
54490 [|<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
54553 |<0,125 <0,125| <4 <4 |[<0,125 <0,125
54554 |<0,125 <0,125 64 64 |<0,125 0,250
54557 |<0,125 <0,125| <4 <4 |[<0,125 <0,125
54570 |<0,125 <0,125 32 32 <0,125 <0,125
54571 |<0,125 <0,125 64 32 <0,125 <0,125
54760 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
54766 |<0,125 <0,125| <4 <4 |[<0,125 <0,125
54781 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
54800 |<0,125 <0,125| <4 <4 |[<0,125 <0,125
54802 [|<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
54606 |<0,125 <0,125| 128 128 0,25 0,5
54611 0,25 0,125 256 128 0,25 0,25
54804 0,25 0,125 8 <4 [<0,125 <0,125
54847 |<0,125 <0,125 8 <4 |<0,125 <0,125
54852 |<0,125 <0,125 8 <4 |[<0,125 <0,125
55264 |<0,125 <0,125 8 <4 |<0,125 <0,125
55265 |<0,125 <0,125| <4 <4 [<0,125 <0,125
55462a [<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
55462b |<0,125 <0,125| <4 <4 [<0,125 <0,125
55465 [|<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
55498 |<0,125 <0,125| <4 <4 [<0,125 <0,125
55509 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
55653 0,25 <0,125| 256 256 0,5 0,25
55744 0,25 0,5 > 256 > 256 0,5 0,5
55675 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
55749 <0,125 <0,125 <4 <4 <0,125 <0,125
55677 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
55789 <0,125 <0,125 <4 <4 <0,125 <0,125
55172 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
55187 <0,125 <0,125 <4 <4 <0,125 <0,125
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Priloha ¢&. 7: Vysledky agarové dilu¢ni metody u CIP, NAL, ENRO-rok 2007

¢islo izolatu

ciprofloxacin

enrofloxacin

1.MIC | 2.MIC

1.MIC | 2.MIC

55804
56097
56165
56166
56234
56235
56246
56353
56354
56361
56475
56636
56690
56803
56824
57072
57065
57073
57803
57804
57122
58370
58461
58842
59253
59491
59768
60482
60947
61056
61136
61137
61168
59526
59569
58824
58831

<0,125 <0,125
<0,125 <£0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <£0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <£0,125
32 8
<0,125 <£0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <£0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <£0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <£0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <£0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <£0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <£0,125

8 8
<0,125 <0,125
0,5 1

<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125

2007

nalidixova kyselina

1.MIC | 2.MIC
8 <4
8 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
> 256 > 256
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
8 <4
<4 <4
8 <4
8 <4
<4 <4
8 <4
<4 <4
<4 <4
8 <4
> 256 > 256
<4 <4
> 256 > 256
<4 <4
8 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
8 <4

<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
16 8
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125

16 8
<0,125 <0,125
1 1

<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
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Priloha ¢. 8: Vysledky agarové dilu¢ni metody u CIP, NAL, ENRO - rok 2008

2008

sislo izolétu ciprofloxacin | nalidixova kyselina | enrofloxacin
1MIC | 2MIC | 1.MIC | 2.MIC | 1.MIC | 2.MIC
61557 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
61652 <0,125 <0,125 <4 <4 <0,125 <0,125
61681 |<0,125 <0,125| <4 8 <0,125 <0,125
61682 <0,125 <0,125 <4 <4 <0,125 <0,125
61688 |<0,125 <0,125| <4 8 <0,125 <0,125
61843 <0,125 <0,125 <4 8 <0,125 <0,125
61882 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
62013 [<0,125 <0,125| <4 <4 [<0,125 <0,125
62014 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
62318 [|<0,125 <0,125| <4 <4 |[<0,125 <0,125
62337 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
62375 0,25 0,25 256 128 |<0,125 0,25
62445 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
62471 |<0,125 <0,125| <4 <4 |[<0,125 <0,125
62480 0,25 0,5 > 256 > 256 0,5 0,5
62501 [<0,125 <0,125| <4 <4 |[<0,125 <0,125
62513 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
62623 |<0,125 <0,125| <4 <4 |[<0,125 <0,125
63590 0,25 0,5 8 16 0,5 0,5
63615 [<0,125 <0,125| <4 8 <0,125 <0,125

63951 4 4 > 256 > 256 4 4
64049 [|<0,125 <0,125| <4 <4 [<0,125 <0,125
64550 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
64795 [|<0,125 <0,125| <4 <4 [<0,125 <0,125
65327 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
65398 [|<0,125 <0,125| <4 <4 [<0,125 <0,125
65410 |<0,125 <0,125 64 64 |<0,125 <0,125
65463 |<0,125 <0,125| <4 <4 [<0,125 <0,125
65483 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
65495 [|<0,125 <0,125| <4 <4 [<0,125 <0,125
65796 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
63454 |<0,125 <0,125| <4 <4 [<0,125 <0,125
63455 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
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Priloha ¢. 8: Vysledky agarové diluéni metody u CIP, NAL, ENRO-rok 2008

(pokracovani)

¢islo izolatu

ciprofloxacin

enrofloxacin

1.MIC | 2.MIC

1.MIC | 2.MIC

63456
63457
63458
63459
63460
63461
63462
63463
63464
63465
63466
63467
63468
63469
63470
63471
63472
63474
63475
63476
63477
63478
63479
63480
63482
66606
66608
66609
61650
63297
63954
64551
65800
66162
65040
66004
66005

<0,125 <£0,125
<0,125 <0,125
<0,125 0,125
<0,125 <0,125
<0,125 0,125
<0,125 <0,125
<0,125 0,125
16 16
<0,125 <£0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <£0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <£0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <£0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <£0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <£0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
0,5 0,5
0,5 0,5
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125

2008

nalidixova kyselina

1.MIC | 2.MIC
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
> 256 > 256
8 <4
8 <4
8 <4
8 8
<4 <4
<4 <4
<4 <4
8 <4
8 8
8 8
8 8
8 8
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
8 8
8 8
> 256 256
> 256 256
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4
<4 <4

<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
32 64
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
0,5 0,5
0,5 0,5
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
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Priloha ¢&. 9: Vysledky agarové dilu¢ni metody u CIP, NAL, ENRO-rok 2009

2009
sislo izolétu ciprofloxacin | nalidixova kyselina | enrofloxacin

1MIC | 2MIC | 1.MIC | 2.MIC | 1.MIC | 2.MIC
68904 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
69014 <0,125 <0,125 <4 <4 <0,125 <0,125
69015 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
69222 <0,125 <0,125 8 <4 <0,125 <0,125
69228 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
69339 <0,125 <0,125 <4 <4 <0,125 <0,125
69517 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
69533 <0,125 <0,125 <4 <4 <0,125 <0,125
69535 |<0,125 <0,125| <4 4 <0,125 <0,125
69611 [<0,125 <0,125| <4 <4 |[<0,125 <0,125
69616 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
69630 |<0,125 <0,125 8 <4 |[<0,125 <0,125
69699 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
69730 [|<0,125 <0,125| <4 <4 [<0,125 <0,125
70206 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
70213 [|<0,125 <0,125| <4 <4 |[<0,125 <0,125
70303 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
70475 |<0,125 <0,125| <4 4 <0,125 <0,125
70561 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
67149 [|<0,125 <0,125| <4 <4 |[<0,125 <0,125
67819 |<0,125 <0,125 64 32 <0,125 <0,125
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Priloha ¢. 10: Vysledky agarové dilu¢ni metody u CIP, NAL, ENRO-rok 2010

2010
sislo izolétu ciprofloxacin | nalidixova kyselina | enrofloxacin
1MIC | 2MIC | 1.MIC | 2.MIC | 1.MIC | 2.MIC
71107 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
71106 <0,125 <0,125 <4 <4 <0,125 <0,125
112A 0,5 0,5 > 256 > 256 2 2
71105 <0,125 <0,125 <4 <4 <0,125 <0,125
70794 |<0,125 <0,125 4 <4 |<0,125 <0,125
70792 <0,125 <0,125 4 <4 <0,125 <0,125
70804 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
71040 <0,125 <0,125 <4 <4 <0,125 <0,125
71244  |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
71558 4 4 > 256 > 256 16 8
71646 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
72070 |<0,125 <0,125 8 <4 |[<0,125 <0,125
73624 0,25 <0,125| 256 128 0,25 <0,125
73566 0,25 0,125 | >256 256 0,25 0,25
73569 0,25 0,125 | >256 256 0,25 0,25
73570 |<0,125 0,125 <4 <4 |[<0,125 <0,125
73573 |<0,125 <0,125| <4 <4 |<0,125 <0,125
73575 |<0,125 0,25 256 256 |<0,125 <0,125
73578 0,25 <0,125 4 <4 (0,125 0,25
73859 |<0,125 <0,125 8 <4 |[<0,125 <0,125
74050 |<0,125 <0,125 4 <4 |<0,125 <0,125
74305 |<0,125 <0,125 4 <4 [<0,125 <0,125
74341 <0,125 <0,125 8 <4 <0,125 <0,125
74464 0,25 0,25 256 128 0,5 0,25
74520 <0,125 <0,125 <4 <4 <0,125 <0,125
74523 |<0,125 <0,125| <4 <4 [<0,125 <0,125
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Priloha €. 11: Vysledek agarové dilu¢ni metody u olachindoxu u izolatd E. coli s MIC¢p

> 0,25 mg/l, vybranych pro testovani metodou PCR pro gnr geny a nasledné oqxAB

rok identifika¢ni ¢islo | 1.MIC | 2.MIC
izolatu [mg/l] | [mg/l]
2005 49119 8 8
2005 43521 8 8
2005 43206 16 16
2005 43207 16 8
2006 54804 8 8
2006 54611 8 8
2006 55744 16 8
2006 54356 16 8
2006 55653 8 8
2007 57122 16 16
2007 56246 8 8
2007 58461 8 8
2008 62480 16 8
2008 63463 16 8
2008 63951 16 16
2008 63590 32 16
2008 62375 16 16
2008 66608 8 8
2008 66609 8 8
2010 71558 8 <4
2010 73569 16 8
2010 73566 16 8
2010 73624 16 8
2010 73574 16 8
2010 112A 8 8
2010 73578 16 8
2010 74464 8 <4
kontrolni E. coli 8 <4
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