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ABSTRAKT
Abstraktéesky

Diplomova prace je zafhena na popis antibiotické rezistence bakterialnkohen
Escherichia coli zabyva se zvlaStrezistenciEscherichia colina chinolonova antibiotika.
Ve své teoretické€asti obect popisuje bakterialni rezistenci na antibiotikaje@loava o
puasobeni a vyuziti chinolonovych antibiotikfegevsim veterindrnich fluorochinolion
Popisuje bakteriEscherichia coli zejména jeji patogenni kmeny a vyznam této bekter
potravnimietzci. Diplomovéa prace obsahuje studie vyvoje remistd=scherichia colina
antibiotika se zawtenim na fluorochinolony. V praktické&asti se zabyva laboratornim
stanovenim antibiotické rezisten&scherichia coli interpretaci a diskusi zj&tych vy-
sledi.

Kli¢ova slova: antibiotika, antibioticka rezistencektleae, Escherichia coli fluorochino-

lony, chinolony, infekce

ABSTRACT

Abstrakt ve sw¥tovém jazyce

The master thesis is focused on the descripticantbiotic resistance of bacterial strains
Escherichia colithe work deals especially with the resistancEsafherichia colto quino-
lones. In its theoretical part the work describastérial resistance to antibiotics. It discus-
ses the operation and use of quinolones, mainlgrivetry fluoroquinolones. This work
describes the bacteriuBscherichia coli particularly its pathogenic strains and the impor
tance of this bacterium in the food chain. The eraftesis includes studies of the develo-
pment of resistance d&scherichia colito antibiotics with a focus on fluoroquinolones. |
the practical part the work deals with the labanatetermination of antibiotic resistance

of Escherichia coliinterpretation and discussion of obtained results

Keywords: antibiotics, antibiotic resistance, bactertzscherichia coli fluoroquinolones,

quinolones, infection
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UvoD

Diplomova prace pojednava dagobeni a vyuZziti chinolonovych antibiotik, zvi&$eteri-
narnich fluorochinolof. Zabyva se rezistenci bakterialnich kindfscherichia colina

antibiotika, gredevsim na chinolony.

Ve své praktickécasti popisuje laboratorni stanoveni antibiotickegistence kmein
Escherichia colpochézejicich z vgta baZzani z volné pirody i farmového chovu na Mo-
ravs, jez bylo provedeno v letech 2010 - 2011 na Ustavu technelagnikrobiologie po-

travin Univerzity TomasSe Bati ve ZEnprovadi diskusi zjighych vysledk.

e

Esherichia colije jednim z nejtlezit¢jSich zastupt stevni mikrofléry teplokrevnych Zzi-
vocicha a jeji gitomnost je nezbytna pro spravnyipth travicich procesv tlustém stew
¢loveéka. Nalezi da@elediEnterobacteriaceage negastjSim zastupcem koliformnich bak-
terii. Jejich pitomnost ve vod je dikazem zn&Sténi odpadnimi latkami a zamoznost
kontaminace patogennimi bakteriefascherichia colje Siroce rozgenym stevnim pato-
genem sawvc a ptaki, nékteré jeji kmeny jsou patogenni ptloveka a zviata a zpsobuji
septicke infekce (zvl&Swroinfekce) a pfjmova onemoceni. VétSina epidemii je spojena
s konzumaci potravin bovinnihdyodu (vyrobky z hovziho masa a méé@ymi produkty).

DalSicastou moznosti je konzumace zeleniny zalévanérékaleistéenou vodou.

Antibiotika jsou giirozené latky produkované mikroorganismy, které alyoh koncentra-

cich potl&uji Zivotni procesy hiky. Maji mikrobistaticky nebo mikrobicidnicinek.

Chinolonovéa antibiotika jsou prim&frbaktericidni latky, které lze podle antibakterialn
aktivity, praniku do tkani a $ky antibakterialniho spektra rodd do 4 generaci. VSem je
spol&ny mechanismusdinku, tedy inhibice bakteridlrgyrasy enzymu zodpasdného za
spravné splétani a rozplétaeiczci bakterialni nukleové kyseliny vigsehu G faze bu-

nééného cyklu.

Narnist spoteby fluorochinolofi v nemocninim prostedi i v lidské komuné byl nasledo-
van rychlym vzestupem aiéhim rezistence mikroorganifmZavaznost situace nejlépe
dokumentuje trend v rezisten€scherichia coli.Chinolony pat k nejrizikowjSim skupi-
nam antibiotickych I&v, ponévadz rezistence k nim vzniké& velmi rychle, ¢kterych p-

vodai infekci uz v piibéhu I&by, a je po¥tSinou zKizena mezi vSemi zastupci.
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Kriticka je situace v chinolonové rezistenci u imvenich kmeri Escherichia colivyvola-
vajicich sepsi. Rychly vzestup rezistence na chimplhastava v mnoha zemich, jeden z
nejstrnejich trend zaznamenav@eska republika. Mezi léty 2001 a 2005 do3IGR k
dvojndsobnému vzestupu antibiotické rezisteBcecoli k fluorochinolorim, projevil se
nag. narst rezistencé&. coli k ciprofloxacinu z 8 % na vice nez 20 % a tentestap na-

dale pokrauje.

Cilem diplomové prace je popsat rezistenci baktEgeherichia colivic¢i antibiotikiam,
zejména chinoloim. Prace se snaZi dokazat zé&vaznost situace rosteaistence
Escherichia colik fluorochinoloriim, které ztraceji postavenéinného leéku pro Gvodni
lécbu wtSiny infekci. Vyjaduje preswdéeni, Ze fluorochinolony by &y v sowasné dob
slouzit jako |€ky rezervni, indikované jen v siticd kdy jsou jina antibiotikan vitro neu-

¢inna nebo nevhodna praskiu infekci z dvodu toxicity¢i nezadoucich dinka.
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|. TEORETICKA CAST
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1 ANTIBIOTIKA

Antibiotika jsou girozené latky produkované mikroorganismyif@adré vySSimi organis-
my), které v malych koncentracich p@ti@ Zivotni procesy bitky. Maji tedy toxicky di-
nek nejen na hiky mikroorganisn, ale i rostlinné a ZiwdSné buiky. Vyznauji se selek-
tivni toxicitou, tj. pisobi jen na &které buiky. Selektivni toxicita je dana strukturou mole-
kuly €inné latky, propustnosti membran pro antibiotikumeaschopnosti biky obejit

metabolickou drahu blokovanou antibiotikem [1].

Antibiotika maji mikrobistaticky nebo mikrobicidriicinek [1]. To znamena, Ze inhibuji
rast (mnozeni) mikroorganisimnavozuji bakteriostazu), nebo je usmrcuiis@bi bakteri-
cidre) [2]. Souhrn vSech mikrobiélnich drizhna které antibiotikum gsobi, se oznauje

jako spektrum &innosti antibiotika [1].

Rozdleni antibiotik na bakteriostatické a baktericiam@ni zcela fesné, protoze mnoho
bakteriostatickych antibiotik gsobi ve vysSich koncentracich régnbaktericidg (nag.
chloramfenikol u meningokokové infekce). Naopatktera baktericidni antibiotika neu-

smrcuji utité bakterie ani ve vysokych koncentracich gaenicilin G enterokoky) [2].

Antibiotika jsou tSinou sekundarni metabolity bakterii a mikroskkpoh hub. Pevazna
vétSina je produkovana aktinomycetami, zejména rod&neptomycesmensicast pak
plisnemi a sporulujicimi bakteriemi. Jeden typ antibiatiiize byt produkovan &Sim
poétem mikroorganisrin. Prikladem mohou byt peniciliny, které jsou produkoyarag.
zéstupci rod Aspergillus Penicillium, Trichophyton Spiroidium Acromonium Strep-
tomyces Na druhé stranstoji mikrorganismy, které produkujétéi paet typa antibiotik,

nag. Bacillus subtilis42, Streptomyces griseds [1].

Antibiotika Ize tidit podle chemické struktury a podleigpbu @inku na buiku mikroor-
ganismi. Antibiotika chemicky podobna maji podobny meckamis dinku, ale neplati to
naopak, podobny mechanismusnku mohou mit i antibiotika siznou chemickou struk-

turou (nap. penicilin a vankomycin) [1].

Vzhledem k tomu, Ze antibiotika jsou latky chemigkydilné, neni u nich jednotny me-
chanismus &inku. Pro tidéni a porovnani zakladnich mechanisttinka jsou antibiotika

fazena do skupin, které zasahuji do:
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a) syntézy buwtné seény,

b) funkce cytoplazmatické membrany,

c) syntézy bilkovin,

d) syntézy nukleovych kyselin [1].

Tabulka 1. Rozé#leni antibiotik podle mechanismu jejickidku v buice [2]

Mechanismus &inku

Antibiotika

Inhibice syntézy buftné sény

Peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy, karbage
my, vankomycin, bacitracin

—

Porucha funkce cytoplazmatické
membrany

Amfotericin B, azoly, polyeny, polymyxiny

Inhibice syntézy bilkovin

Aminoglykosidy, chloranmi&ol, makrolidy, tet-
racykliny, linkomycin

Inhibice syntézy nukleovych kyselin

Chinolony, sulédmidy, trimetoprim, rifampicin,
pyrimetamin

Obrézek 1. Misto dinku antibiotik v buice [3]

Inhibice syntézy prmeinﬂ:

tetracykliny
chloramfenikol
aminoglykozidy
erytromycin

Inhibice syntézy

Inhibice syntézy
bunééne stény
peniciliny
cefalospariny
vankomyeain
bacitracin
cykloserin

nukleovych
kyselin

aktimomyciny
rifampicin

Inhibice metabolizmu
kyseliny listove

Zmény propustnosti
cytoplazmatické
membrany

sulfonamidy

polymyxiny
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1.1 Rezistence na antibiotika

V souwasné dob vétSina stai pouziti antibiotik jako aditiv do potravin zakaeug i mala
mnozZstvi rezidui antibiotik v potravinach zé®ného fivodu se povazuji za ngjatelna.
Jednou z hlavnichifgin je vznik rezistence mikroorganisnvicéi antibiotikim. Mikroor-
ganismy pitomné v potravindch se mohou stat rezistentnikwlanizovat stevni obsah
lidi a zvirat. Rezidua antibiotik mohou téz vytitoselektivni tlak na mikroorganismy, kte-
ry vyusti v gfevahu rezistentnich mikroorganigmtitomnych ve sevnim obsahu. Jeden z
hlavnich divoda rezistence mikroorganisirje mnohdy neoivodrené pouzivani antibiotik

v humanni a veterinarni medi¢ifB].

Bylo zjisténo, Ze v gkterych gipadech jsou dokonce hospéské zvfiata z ekologické
produkce vice nachylna k bakterialni kontaminad mekonvekini produkce, nelbse v
ekologické produkci obeérzakazuje pouziti antibiotik. Zakazem pouzivanimaikrobial-
nich prostedki se naopak vys¥luje podstatd nizSi vyskyt antimikrobialni rezistence u

hospodéskych zvfat z ekologické produkce [4].

Bakterie mohou byt rezistentnidi G¢inku antibiotik. MiZe to byt vlastnost druhova nebo
vlastnost ziskana selekci talin které gezily pisobeni daného faktoru. Tato vlastnostm

Ze byt determinovana chromozomahebo plazmido¥[1].

Primérni rezistencei¢i danému antibiotiku je po#mné vzacna. Je dana druhem bakterie a
piirozenymi vlastnostmi druhu. Tento druh bakteeegzistentni &i danému antibiotiku
bez jakékoliv genetické zny, porévadZz nenese pro dané antibiotikum zasahové misto
[1]. Napiklad antibiotika, kterd narusuji syntézu bakteridurééné sény, jsou primara
neinna \vici mykoplazmam, které bétinou sénu vibec nemaji [5]. Fkladem mohou
byt také rkteré gramnegativni bakterie, které jsou ve srowvisagrampozitivnimi méh
citlivé na penicilin, pikladem volg Zijici patogenni bakterie s vysokym stdpnrezisten-

ce jePseudomonas aeruginasidaproti tomu sekundarni (ziskana) rezistencekézjako
dusledek mutaci ovliujicich geny na chromozomu nebo tim, Ze baktegkézgeny pe-
nasejici rezistenci (plazmidy a transpozony) freogne citlivé mikroorganismy [1]. Ee-
nosna rezistence j@stjSi u gramnegativnich bakterii. Geneticky matemiéle byt ge-
davan z jednoho mikroorganismu na druhy konjugap@jenim bakterii a translokaci
DNA) nebo transdukci (DNA plazmidu jéqvzata do bakterialniho viru a je jinepesena

do dalSi bakterie) [2].
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Sekundarni rezistence vznika az ulghu antibiotické terapie nebo nasledkeradethozi-
ho podavani antibiotika. Viftomnosti antibiotika se selektuji rezistentni kyekteré se
nachazeji v kazdeé velké bakterialni populaci. Ryshfozvoje sekundarni rezistence zavisi

na frekvenci mutaci a na mnozstvi bakterii@tyam stuprém rezistence [2].
Sekundarni rezistence ma dva typy:

a) penicilinovy typ (multiple step mutation) vznika pilouhodobém podavanékterych

antibiotik - nap. penicilinu, chloramfenikolu, bacitracinu.

b) streptomycinovy typ (one step mutation) s ryahlyznikem vysoce rezistentnich kme-

ni. Je znam u streptomycinu, erytromycinu, linkomygirfampicinu [2].

1.1.1 Mechanismy rezistence na antibiotika

Biochemické mechanismy, kteréigmbuji moznost rezistence bakterii na antibiot#auj
nasledujici: bakterie t¥d enzym destruujici antibiotikum, nastavaéma permeability
(propustnosti) cytoplazmatické membrany, nadproduitoveho proteinu nebo metabolitu
antagonistického s inhibitorem. Bakterie mohou tadé zngnénou cilovou molekulu diky
mutaci v gislusném genuCastou picinou rezistence na antibiotika je také vy#oi na-

hradni metabolické drahy [1].
Bakterie ziskavaji rezistenci na antibiotika (ché&smapeutikaftyfmi hlavnimi zgisoby:
a) destrukcéi inaktivaci I&iva (nag. pomocip-lactamasy

b) zamezenim gniku antibiotika do cilového mista uvhibuiky mikroorganismu dasty
mechanismus pro tetracyklinovou rezistenci)

c) poznénénim cilovych mist pro antibiotika (nagediny aminokyselinovyetzec v ribo-
somu miZe stdit k zajiS€ni rezistence mikroorganismu n&itd& makrolidova antibiotika)

d) nahlym a aktivnim vypuzenim antibiotika, ktezéodstrasno z buiky diive, nez se pro-

jevi jeho &inek [6].

1.1.2 Geneticka podstata ziskané (sekundarni) rezistence

Ziskana rezistence vznika dwinou mutaci ovliviujicich geny na bakteridlnim chromo-
zomu, nebo tim, Ze bakterie ziska gefgn@asejici rezistenci natfpodre) citlivé mikroor-

ganismy [7].
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Mutace niize edstavovat bodové mutace, odstra@ncasti genu (deleci), jeho nahradu
(substituci), aneborfani (adici) jednohgi nékolika paf bazi v deoxyribonukleové kyse-
ling, které maji za nasledek v¥¢mu jedné nebo vice aminokyselin v zasahové pepdidov
strukture. Syntetisuje se tak bilkovinny produkt, ktery amezenou schopnost vazat anti-
biotikum. Jako fiklad miZe slouZit rezistenc®lycobacterium tuberculosigivodce tu-
berkulézy, w¢i streptomycinu, zfisobend mutaci, ktera outivje specifickou bilkovinu

vazajici streptomycin [7].

Prenos rezistence na mikroorganismy, které bylyoplné na antibiotikum citlivé, se ode-
hrava za pomoci plazmid transpozot ¢i genovych kazet. Plazmidy jsou nezavisle se
replikujici molekuly kyseliny deoxyribonukleové eké mohou existovat mimo bakterialni
chromozom a mohou nést rezistenétiviednomu nebo vice antibiofikn. Frenaseji se
konjugaci, transdukci pomoci bakterioidgebo transformaci DNA bez jakéhokoli nsi
Dva posledni fipady fenosu rezistence jsou vipdeé dosti vzacneé, zatimcagnos kon-
jugaci je Bzny. Plazmidy maji obvykle omezené spektrum hdstiteag. plazmidy z

gramnegativnich bakterigt8inou nemohouienaset rezistenci na grampozitivni druhy [7].

Transpozony jsou zvlastni sekvence DNA, které shaugohybovat z jedné replika
jednotky (chromozomu nebo plazmidu) na druhou, i@ jim takéfika ,preskakujici
geny”. Mohou kddovat rezistenciidi Sirokému spektru antibiotik, podobwsak mohou

uréovat ifadu jinych vlastnosti [7].

Nedavno byl popsan systém genovych kazet, kterézuuiopohyb rezistetnich gerd.
Kazety obsahuji pouze jeden gen kodujici rezisteigiurcitému antibiotiku a celou rodi-
nu receptorovych pruk integrori, které poskytuji misto pro integraci kazety, abelli i
enzym, ktery je odpadny za pohyb genu. Pohyb genovych kazet, tj. jejiobseni a vytr-
Zeni z integrof, se odehrava specifickou rekombinaci. IntegronySsé& mohou takérp-
mig’ovat, coz je velmi dlezité pro pohyb rezisténich geri mezi tiznymi bakterialnimi
druhy. Umoauje to totiz integrofim a rezistetnim gerim péipojeni naradu plazmid se

Sirokym spektrem hostitel[7].

Kazety se mohou integrovat do receptorovych elein@nttegromi), nebo se z nich vyiit,
anebo se integrovat na jinych mistech chromozoral.rfize vzniknout sestavaskolika
rezistegnich geiri. Schopnost integrdnprijimat vice nez jednu kazetu kodujici rezistenci,

spojeni integrol s &tSimi transpozony, které mohou nést dalSi rezisiiegeny, a spojeni
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vicenasobnych transpozior tomtéz plazmidu vysiluje nyni jiz zcela obecny vyskyt Kli-
nickych kmeri patogennich bakterii, jeZ jsou rezistentinfivmnoha fiznym antibiotikKim

zarove [7].

1.1.3 Obnova citlivosti bakterii na antibiotika

Populace bakterii, které jsouidy urcitému antibiotiku rezistentni, se mohogkdy stat
opet citlivymi, kdyZz se antibiotikum festane uzivat. Tato moznost se studovala experi-
mental@: pii pétidennim pouZziti tetracyklinu je péateeni odolnost bakterii v zazivacim
traktu velmi nizka a dosahuje vrcholu po dvou dndddyZ je po pti dnech Iéeni tet-
racyklinem ukotieno, citlivost rezistentnich bakteritidr tetracyklinu se z&ne pomalu

obnovovat. Trva obvykle 15 dni, nez se ustatigb@ni hladina rezistence [7].

Antibiotika velmi (Einn¢ selektuji nové rezistentni kmeny, ale obracenggsqge obvykle
velmi pomaly. Skuténost, Ze bakterie nese geny rezisteno@ urcitému antibiotiku, je
velmi vyhodna v fipact, Ze progtedi toto antibiotikum obsahuje. Odolnostivantibioti-

ku vSak niize jit také na ukor jinych vlastnosti a pracdsgeré v bakterialni hice probi-
haji, a mize v jeho nefitomnosti vést ke snizené konkurenceschopnosstesnich bak-

terii vzhledem k citliv&asti populace [7].

Kdyby tomu tak skut@né bylo, st&ilo by prestat brat antibiotika po dobu, nez se vyskyt
odolnych kmef sniZzi na minimum a tak by bylo mozno kontrolovidesi rezistence. V
fadk praci bylo skutné¢ ukazano, Ze rezistentni kmeny jsou v iftepnosti antibiotika
mélo schopné konkurovat citlivym kmian, coz ukazuje, Ze rezistenceéze byt v ¢chto
piipadech nevyhodna. V niéomnosti antibiotika rostou rezistentni kmefagto pomaleji
nez jejich citlivi partng. Mutacni zmeny, které vedou k rezistenci¢gtéinou porusuji &
které normalni fyziologické procesy vime, coz nize mit pro takovou bakterialni foku
Skodlivé disledky. Ri rezistenci kédované na plazmidech mushkauprodukovat dalSi
nukleové kyseliny a bilkoviny, a tato syntesadstavuje pro hiku energetickou z&k.
Navic mohou syntetisované produkty narusitddnou fyziologii. Odolné bakterie tak mo-

hou byt skuténé v prostedi bez antibiotika oproti lkkam citlivym v nevyhod [7].
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1.2 Hodnoceni antimikrobialniho U¢inku

Hodnoceni antimikrobidlnihocinku se provadin vitro stanovenim minimalni inhitmi

koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncent (MBC) [2].

MIC je nejmenSi nagtené mnozstvi (koncentrace) antibiotika, které infghtist a mno-
Zeni bakterii v testovacim mediu. MBC odpovida igjnnanttené koncentraci antibioti-
ka in vitro, ktera usmrti exponovanou bakterialni kulturu &phu 24 hod. Ob koncen-
trace se stanovuji pro latky baktericidni i bakistatické. U siltéy ptsobicich baktericid-
nich antibiotik jsou rozdily mezi MIC a MBC malériRaz spolehlivosti baktericidniho
Gcinku podava nasledny kultivai test na agarovychigach, kde nemaji vigst Zadné ko-

lonie bakterii [2].

Aby (€inek antibiotikain vivo byl dostatény, je ¥eba, aby minimalni koncentrace antibio-
tika v cilovych tkanich odpovidaly hodnotam MIC &80 V rekterych gipadech (chino-
lony, aminoglykosidy) je intenzita antibakteriadlainkinku prfimo an€rna koncentraci
v plaznt a cilové tkani. Vysoké koncentrace nebyvaji prageuticky efekt inosné, nao-
pak zatZuji nemocného riziky nezadoucich a toxickych réaldcvétSiny antibiotik je pro

terapeuticky efektidezita doba expozice [2].

Vyznamnou vlastnostidkterych antibiotik (aminoglykosid a g-laktanm) je postantibio-
ticky efekt (PAE). Tim se rozumi doba, po kterdetprava zastava mnozeni bakterii za
podminek, kdy bakterie uZz nejsou vystavegiynkiim antibiotika (neni ritelna koncen-

trace antibiotika vdlesnych tekutinachi tkanich) [2].
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1.3 Antimikrobialni rezistence jako biologickeé riziko z potravin

Evropsky dad pro bezpmost potravin (EFSA, European Food Safety Authppityzadal
svij védecky panel pro biologicka rizika (BIOHAZ), abyirz hlediska véejného zdravi,
v jakém rozsahu jsou potraviny zdrojem bakteriistentnich vi¢i antimikrobialnim pro-

stredkim (AMR) nebo geti antimikrobialni rezistence z bakterii [8].

Podle BIOHAZ je v sotasné dob obtizné wit rozsah expozice bakterii AMR a uloha
potravin v transferu génrezistence neni dostate studovana. ¥sto bakterie z potravin

ukazuji na rostouci rezistenci k antimikrobialninog¥edkim pro humanni a veterinarni
Gcely. Jakékoliv dalSi Bni rezistence mezi bakteriemi v potravinach budepnavdpo-

dobrg vliv na expoziciloveka [8].

Rezistentni salmonela kontaminuje hlawmibezi maso, vejce, vépvé a ho¥zi maso. U
kampylobakteru je to hlaénkontaminované dibezi maso. Dobytek je hlavnim zdrojem
VTEC (verotoxigenniEscherichia col. Rezistentni kmeny se usidluji dovéka casgji
prostednictvim kontaminovaného h&giho masa nez jinych potravin. Potraviny Zige
ného mivodu jsou potencialnim zdrojem meticilin-rezistéhtn Staphylococcus aureus
(MRSA). MRSA z potravin tak iive gedstavovat nayse objevujici problém. Potraviny
jsou takeé dlezitym zdrojem humannich infekci igobenych rezistentrghigellaspp. a
Vibrio spp. [8].

Antimikrobialni rezistenci jsou ohroZenigqaevsSim vazhnemocni lidé na jednotkach in-
tenzivni pée a lidé stardihodku. Ceskéa republika mé vlastni Narodni program antibioti
ké politiky, v ramci evropského srovnani jeCR relativré vysoka rezistence u bakterii

E.coli, problémem je napbakterialni rezistence na fluorochinolony [9].
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2 PUSOBENI A VYUZITI CHINOLONOVYCH ANTIBIOTIK

2.1 Chinolonova antibiotika

Mnozstvi antibiotik zasahuje do procesu replika¢eaaskripce DNA v biikkach mikroor-
ganismii. Néktera I€iva s timto @inkem maji velmi omezené vyuZziti, ptwadz zasahuji i
do sa¥i DNA a RNA. Jina antibiotika, jako rifampicin aioblony, maji mnohem Sirsi

vyuziti diky jejich selektivnimu toxickémuipobeni [6].

Chinolonova antibiotika kyselina nalidixova, kyselioxolinova, ciprofloxacin jsou inhibi-
tory DNA-gyrasy v DNA pisobi lokalg specifické dvotettzcové zlomy. Rifampicin blo-
kuje iniciaci transkripce tim, Ze se vaze RBEA-polymerasuKlinicky nepouzitelna jsou
antibiotika aktinomycin D, ktery blokuje transkripaeplikaci DNA, a mitomycin C, ktery
vytvéari kovalentni vazbu mezi ¢émarettzci DNA. Oke tato antibiotika fisobi mimo bak-

terie i na Zivgisné buky [1].

Ackoliv ma kyselina nalidixova (prvnifjpravené chinolonové antibiotikum) pouze ome-
zené vyuziti (Ize ji aplikovatipinfekcich m@&ové soustavy), vedla k vyvoji bohaté skupi-
ny syntetickych fluorochinolan Nejvice uzivané fluorochinolony jsou norfloxaeiripro-
floxacin. Ciprofloxacin je Iépe znamy pod jeho obdhim nazvenCipro a ziskal rozsah-
lou publicitu diky svému vyuZiti proti anthraxowéfekci. RestoZze jsou fluorochinolony
pomeérné bezpeéné pro dos@é, negizniveé ovliviwuji vyvoj chrupavek a jejich uziti je ome-
zeno u dti, dospivajicich ac¢hotnych Zen. fleti generace fluorochinolénzahrnuje
moaxifloxacin a gatifloxacin, které vykazuji roz&ghi spektrum antimikrobialnihociin-

ku, zvIas¢ viaci grampozitivnim bakteriim a mohou byt podany ds@atifloxacin je téz

dostupny v kapalné forérk l1&¢bé o¢nich infekci [6].

Chinolonova chemoterapeutika se pouzivajicbdédnocovych infekci od 60. let dvacatého
stoleti. V pfibéhu poslednich 25 let jsou do klinického pouzivéamidny jejich derivaty
se systémovymdinkem, souhrn& nazyvané fluorochinolony (podlgipojeni atomu fluo-

ru k zakladni molekule). Seéasné fluorochinolony Ize charakterizovat jako bakieni
piipravky se Sirokym antimikrobnim spektrem, vysokmaologickou dostupnosti peroral-
nich forem, dlouhym biologickym patasem a dobrou snéSenlivosti. Pro dosud newjasn

né psobeni na vyvijejici se pohybovy aparéti dpripadré dalSi nezadoucicinky, plati
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pro vSechny chinolony kontraindikace pouziti deBwku, a také v obdobghotenstvi a
kojeni [10].

Fluorochinolony v organismu nekumuluji ani nevyejarezidua. Pro hiky savd, které
jsou tisickrat méa citlivé nez buiky mikrobialni, nejsou toxické. V kombinacipslakta-

T

movymi antibiotiky vykazuji synergicky antibaktdnéaucinek [11].

Chinolonova chemoterapeutika jsou primébaktericidni latky, které lze podle antibakte-
ridlni aktivity, piniku do tkani a $ky antibakterialniho spektra radd do 4 generaci.
VSem je spolény mechanismusdinku, tj. inhibice bakteridlngyrasy enzymu zodpasd-
ného za spravné splétani a rozplét@tizca bakterialni nukleové kyseliny vigsehu G

faze (generani faze) buscného cyklu [2].

S vyjimkou chinoloii 1. generace (affpadré nékterych 2. generace) se vSichni ostatni
zéstupci oznauji jako fluorochinolony. ¥tSina chinolonovych ifjpravki je dostupna
v peroralni i parenteralni aplikai forme¢. Zarazeni pipravki do generaci se iwie podle

raznych pramei liSit [10].

1. generace chinoldnzahrnuje dnes jiz &Sinou gekonané fipravky pro Iébu infekci
mocovych cest vyvolanyclEscherichia colia dalSimi gramnegativnimitenimi tyinka-
mi. 2. generace chinol@ma vysSsi aktivitu na mikroby nez 1. generacej aindimikrobi-

alni spektrum a spolehlivou systémovou distribugjifnkou je norfloxacin) [10].

Chinolony 1. generace (kyselina nalidixova, oxolié@pa 2. generace (kyselina pipemido-
v4, norfloxacin, rosoxacin)igobi gedevSim na gramnegativni mikroorganismy. PouZivaji
se fedevsim k terapii infekci ntovych cest, ¥etné kapavky. VyuZziva se jejich schopnos-
ti rychlého vylokeni do urogenitélniho traktu, a to asi 20 % v nggme podob s pivod-

ni schopnosti baktericidnihdigobeni v ma&i. Jejich sérova koncentrace je nizka a nedosa-
huje dostaténych hladin pro I&u systémovych infekci. Pouze norfloxacin vykazyjgsi

terapeutické hladiny vaékterych tkanich, k&ebre se vSak nevyuziva [2].

Prechod mezi chinolony 2. a 3. generace&itgyymi vlastnostmi ajsobenim fluorovany
chinolon flumechin, ktery vykazuje ipadech dlouhodobé aplikatastou ziskanou rezi-

stenci u kmeti Escherichia col{11].

4. generace chinoldrnse vyznauje zesilenou aktivitou proti grampozitivnim Kok (Vet-
n¢ Streptococcus pneumonja@ rekterym anaerolm. Do této generace pamoxifloxa-

cin a dal3i fipravky, které v3ak nejsouGR (Ceské republice) registrovany (gemifloxacin,
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trovafloxacin, sitafloxacin). Moxifloxacin a dalZéstupci 3. a 4. generace jsatkaly pro

svou aktivitu na pneumokoky ozfwvani jako ,respirani“ fluorochinolony [10].

2.2 Mechanismus &inku chinolonovych antibiotik

Tisice fluorochinolon bylo syntetizovano na zaklaglanarniho heterocyklického jadra,
které dalo skupitéchto antibiotik jeji jméno (Wolfson a Hooper, 198Bpzsahla analyza
ukazala, Ze chinolony oviiwji rovnovdhu S&peni a optovného spojeni (religaci)
dvojSroubovice DNA v katalytickych cykledbNA-gyrasyatopoisomerasyypu IV tak, Ze
akumuluji (hromadi) 8peny komplex. DNA-5-P-Typ, kovalentni meziprodukty na kaz-
dé podjednotcgyrA jsou chragny pred reverzibilni religaci vijtomnosti fluorochinolo-
ni. Uvazovalo se, zda chinolony urychluji die#fzcovy zlom na vdzané DNA nebo selek-
tivné zpomaluji dvojitou religaci, ovSem ani jeden vyklaeziskal jednoziay dikaz.
Mechanismus, kterym chinolony igobuji hromaéhi dvojnasob# S&peného kovalentni-

ho meziproduktu DNA-enzym je rovh stale nevkeSen [12].

Na obou podjednotkaoyrA a gyrB se nachazejidinna mista, ktera indukuji chinolono-
Vou rezistenci, coz nazéige interakci obou podjednotek enzymu s vazanyrnbiatikem,

a je také prauvtbodobné, Ze chinolony interaguji s rép&nou DNA [12].

Uvahy ohleds skladani obou basi rovinnych fluorochinolonovyehenocyki a hdesna-
tych kationfi Mg** zprostedkovavajicich komplexaci na jednu nebo vice fosfath sku-
pin DNA velmi pokraily, spolu s myslenkou, Ze chinolonovy kruh se dilda 3" konci
zlomu DNA, ktery je v prostoru uvodn od 5° konce zlomu DNA. Rentgenovéa analyza
chinolono¥-enzymového meziproduktuégené DNA niize byt jedinym zfisobem, jak

vyreSit tuto nejasnost &ipést navrh chinolonovych antibiotik na novou Urbve 2].

Jelikoz chinolonov-kovalentnigyrasa S€pici dvojit DNA hromadi pislusné mezipro-
dukty, je hlavni psobeni tohoto bloku uvazovano v navazujicikmku, ktery ma tento
blok na vyvoj replikéni DNA vidlicky, ktera je jim zastavena (Maxwell, 1997). Je n&zZn
Ze DNA reparani systém je posilen, pokousi se zachranit a sei&, odolny chinolonoy
stabilizovany gyraza-DNA meziproduktgirvava. To mze byt signalem, jenz spousti
signaliz&ni procesy, které vedou k rychlému usmrceni baktgnvolanému chinolony
[12].
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2.3 Chinolony 1. a 2. generace v &bé infekci dolnich matovych cest

Chinolonova chemoterapeutika 1. generace byla didéta oblibenou a ekonomicky nena-
rocnou moznosti urologa vdbe nekomplikovanych infekci dolnich mavych cest u zen.
Kyselina nalidixova cidum nalidixicui kyselina oxolinovadcidum oxolinicujnse po
peroralnim podani téh 100% vsitebavaji a rychle dosahuji vysokych koncentraci ¥imo
ve které se vykuji v nezngnéné forne z 20 % a 80 % ve forénglukuronétu. Efekt je bak-
teriostaticky. Nevyhodou vsSak je vysoké procentbadeucich &inkua - nauzea, zvraceni,
kozni reakce, iece, neurotoxicita a poruchy rovnovahy. V experimehtaa zvfatech je
prokazan chondropaticky efekt, a proto jsou chinglo mladych jedint v rastu kontrain-
dikovany. Chinolony |. generace maji ip&m nizké antibakteridlni spektrum
(Escherichia coliKlebsiella pneumoniadnterobacterspp.,Proteusspp.) a nulovy gmik
do tkani a sekrét[13].

Prelomem v Iéebné praxi bylo uvedeni norfloxacinGyrablock 400 do |&ebné praxe.
Fluorovany chinolon 2. generace si ponechal vyddkéiny v ma@i s rychlym néstupem,
ale proti 1. generaci pronika i do tkani urogenitab traktu (prostata). Je vice nez chinolo-
ny 1. generace vhodny i kél& gonorey (kapavky). Ma baktericidni efekt gesie dlouhy
biologicky pola@as (2 - 4 hodiny). Fascinujici je antibakteriadlpélgrum norfloxacinu -
Streptococcusspp., Enterococcus faecalisStaphylococcuspp., Neisseria gonorrhoeae
Pseudomonas aerugingsi&scherichia coli Klebsiella pneumonigeEnterobacterspp.,

Serratia marcescen€itrobacterspp. aProteusspp. [13].

Piippo a spol. (1999) z Tampere ve Finsku prélayojit¢ slepou studii u Zzen s akutni
cystitidou. Zeny byly nahodnrozcleny do 2 skupin (po 200 nemocnych) a norfloxacin
byl podavan prvni skupé3 dny dvakrat 400 mg a druhé identicka davkaw. dultivacni
nélez @i kontrole 13. den se té&fhneliSil - vice nez 80 % Zen bylo bez obtizi aikatiné
negativni. Stejné procento Zen bylo kultim&a klinicky negativni i v dlouhodobém sledo-
vani. Norfloxacin je také podavan jako profylaxéekte v subinhikinich davkach u Zen

s predispozinimi faktory pro recidivu infekce dolnich avych cest. Nejdéle publikova-
né neperusené podani je 36¢sia1. Dle kontrolnich kultivaci je signifikantni poun@rist

rezistence &i rodu Enterococcuspp [13].

Norfloxacin je bezpeny lék, ktery mé své nezastupitelné misto v urelogies nastup 3.

a 4. generace fluorovanych chinalode nemocnymi ddb tolerovan a kba mize byt dle
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klinického stavu zkracena (3 dngi)prodlouzena snizenim davky na 400 png die (den-
n¢) [13].

2.4 Vyuziti veterinarnich fluorochinoloni

V poslednich deseti letech doslo v klinické veténm medicig k diraznému nastupu jed-
né skupiny antimikrobialnich chemoterapeutik, jgiaozsfeni na trhu bylo fedzname-
nano uvedenim enrofloxacinu, prvnih@vpdniho veterinarniho fluorovaného chinolonu

pro malozvieci praxi, v roce 1992 doeské republiky [14].

Fluorochinolony se od té doby roiiBi nejen ve spektru dinnych latek (marbofloxacin,
difloxacin, orbifloxacin aj.), aleiiedevsim v BZné praxi. Tato skud@ost je potontasto v
rozporu s pozadavkem racionalnih@spupu v pouzivani antimikrobialnichéle ve veteri-
narni praxi, podle ¢hoz by fluorochinolony rly byt nasazovany az po selhani obvyklej-
Sich antibiotik (nap betalaktam) a to cile na znaméhotwvodce s prokazanou rezistenci
na k&zna antimikrobika. Nadkteré patogeny obeé&r{zejména uropatogenni pseudomona-
dy) je nutné fi podani fluorochinoloi dosahnout vysSich koncentra¢égevsim v tkani.
Jen tak je dosazeno dostatého baktericidnihodinku, protoZze MIC fluorochinolain pro

pseudomonédy byva zpravidla vyznanwyssi neZ pro ostatni patogeny [14].

Specifické postaveni fluorochinoldrv terapii urologickych infekci (onemo&m maiove
soustavy) je ve skutaosti dano uz historii jejich vyvoje. Na ¢&ku byla kyselina nalidi-
xova, prvni chinolon vyuzivany v humanni praxi gako uroantiseptikum, avSakigobici
jen proti gramnegativnim patogen a nedosahujicicinné hladiny v krvi. Zdokonalenim
zakladni molekuly vznikla druh& generace chinélentypickym zastupcem kyselinou oxo-
linovou, ktera ve svéme¢inném spektru zahrnuje i grampozitivni mikroby, evSogt jen

s dosahem v nd@vém aparatu. Kyselina oxolinova je dodnes vyuZavadeské humanni

urologické praxi [14].

Teprve z#éazeni fluoru do chinolonové molekuly zdokonalilenfiakokinetické vlastnosti
chinolonm a dalo tak na piétku 80. let 20. stoleti vzniknout jejicteti generaci. V human-
ni praxi se naslednrozstilo pouzivani pefloxacinu, ciprofloxacinu, ofloxaai, norfloxa-
cinu a dalSich antimikrobik. Zejména ciprofloxacate i norfloxacin jsou i dnes hajvy-
uzivanymi antimikrobiky ve veterinarni malog€i praxi; jednozrimym divodem pro

jejich pouziti je ekonomicky aspektldy. Zistavaji totiz vyznamhlevngjSimi nez nabidka
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produceni veterinarnich generik, ktievyrabi enrofloxacin; ceny po#jl vyvinutych vete-

rindrnich fluorochinolot jsou v3ak jegtnakladrjsi [14].

Enrofloxacin je nejstarSim fluorovanym chinolonesgistrovanym pro veterinarni pouziti,
byva dopordovan gedevSim na kbu recidivujicich nebo komplikovanych uroinfékt
Vyzna&uje se vysokou dinnosti na térr vSechny hlavni uropatogeny utpdEscherichia
coli, Proteus mirabilis Staphylococcuspp.,Klebsiella pneumonigd’seudomonas aeru-
ginos3g, vyjimkou je pouze skupindtreptococcuspp.Enterococcuspp. Vykazuje bakte-
ricidni in vitro (¢innost dokonce i ud&tSiny neobvyklych a obtiZnlécitelnych uroinfekci

zpusobenychCorynebacterium urealyticufi4].

Difloxacin je veterinarni fluorochinoloniipraveny se zasmem dosazeni zlepSenéhaipr
niku antimikrobika do tkani, prodlouzeni p&su eliminace a vyssi antibakterialni aktivi-
ty. P¥i srovnavacim testovani americkych a evropskycbhgmtnich kmei mély difloxa-
cin i enrofloxacin stejnou baktericidni aktivitidr vSem testovanymdinym patogefim s

vyjimkou Staphylococcus intermedius nethoZz byl difloxacin @inngjSi [14].

Orbifloxacin je VCR registrovan vyléng v indikaci ma@ové infekce zpsobené citlivymi
kmenyE. coli neboProteus mirabilis a to jen v pipact nekomplikovanych infekci nio-
vého ntéchyfe. ProtiPseudomonas aeruginosaa z veterinarnich fluorochinolémejlepsi

in vitro antibakterialni aktivitu marbofloxacin [14].

Flumequin, chinolon zastoupenyGR fadou gipravki, méa hlavni vyuZiti v chovech hos-
pod&skych zvfat (ryb, dfibeze aj.). Byla testovana jehéinnost i diagnostice uroinfek-

ci u psi sledovanych v letech 1981 — 1985 ve Francii: 1@dvost in vitro tehdy vyka-
zovaly z obvyklych uropatogérjen E. coli. Vysoka citlivost byla také zji&ha uProteus
mirabilis (93 %) i u stafylokok (97 %), pogkud mensi efekt byl zaznamenan u pseudo-
monéad (72 %). Naopak nigkvapila vysoka rezistence u streptokdB3 — 90 %), tehdy

patrre spole&n¢ s enterokoky [14].

Ibafloxacin je dalsim fluorochinolonem registrovemy CR v indikaci uroinfekci u pis
Na zéklad farmakodynamické studie s patogennimi izolatyovwgch infekti ze ps byla
prokdzana dobra aktivita prdi. coli, Proteusspp.,Staphylococcusp. aKlebsiella sp.,
stredni aktivita protEnterococcuspp. a nizka aktivita profseudomonaspp. aStrepto-

coccusspp. [14].
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LevnegjSi ekonomiky veterinarni fluorochinolonové terafie dosahnout pouzitim human-
nich prepardi (ciprofloxacin, ofloxacin) s nejistou biologickalostupnosti a tim i bakteri-
cidni &Einnosti nebo nasazenim mégmotentniho veterinarnihaipravku (flumequin) ane-
bo pouzitim veterinarniho generickéhiippavku (enrofloxacin), ijpadré nestandardnim
injekénim podanim v jednorazovéentiikrat opakovaném davkovacim schématu (marbof-

loxacin) [14].
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3 ESCHERICHIA COLI

3.1 Stievni mikroflora — Escherichia coli

Fyziologicka mikrofléra traviciho traktu ma vyznaywliv na mnohé fyziologické, imuno-
logické a biochemické charakteristiky makroorganis@yntetizuje a exkretuje vitaminy v
nadbytku vlastnich pteb, které mohou byt absorbovany jako vyziva prditeds. Stevni
mikrofléra predchazi kolonizaci travici soustavy patogennimirookganismy tim, Ze sou-
téZi o receptory epitelialnich bk a esencialni slozky vyzivy. Antagonistickiigobi proti
bakteriim produkci latek, které inhibufist a nebo mo usmrcuiji jiné (nejprodni) bakte-
rie. Stevni bakterie produkujiizné latky, a to od relati¢gmespecifickych mastnych kyse-
lin az po vysoko specifické bakteriociny. Stimulujivoj nékterych tkaniv, nap slepého

streva nebo lymfatického systému v gastrointestinabméitu [15].

Escherichiaje rod gramnegativnich, fakultati&rmanaerobnich, bikatych bakterii Zeledi
Enterobacteriaceaezijici v travicim traktu teplokrevnych ziwiwhi [16]. Esherichia coli
spravny piib¢h travicich procesv tlustém siew [17]. Produkuje vitamin K adkteré B

vitaminy [15].

Escherichia colje primarr citliva na ¥tSinu antibiotik (s vyjimkou benzylpenicilinu), ale
zejména nemoctni kmeny maji sekundarni rezistenéeposoveého typu. Terapie extrain-
testinalnich infekci sgidva v I&b¢ antibiotiky, u intestinalnich forem je nutno dlivet re-
hydrataci [18].

10 ym

Obrazek 2Escherichia colpti 1000nasobném ztSeni [17]
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3.2 Vyznam Escherichia coli jako modelového organismu

Escherichia colije diky jednoduché kultivaci a rychlémtstu svych kolonii vyznamny
modelovy organismus na urovni genetiky i molekuldiologie. Umoauje studium za-

kladnich mechanistnZivota jako je replikace DNAI kédovani genetické informace.

Konjugace je jedinou metodou genetické ¥pmu bakterii, ktera umaiije prenos velké
¢asti chromosomu z jednéiiky do druhé — pomoci rekombifrd analyzy byla vytviena
uplna vazbova mapa bakterialnihno chromosomu. Kagege schopna zajistittgnos
plazmidové DNA z donorové do recipientniniky. Bakterialni genom e vedle z&klad-
niho genetického vybaveni (genoforu, chromosomspbbvat mensi genetické elementy
(plasmidy) o molarni hmotnosti 3 — 50 mg/mol agkterych gipadech i ¥tSi. Toto doda-
tecné genetické vybaveni bky neni pro Zivotaschopnou fiku nutné, jejich fitomnost
vSak mize poskytovat hice fadu novych fenotypovych vlastnosti, jako je schapikon-
jugace (sex-faktory), zvySena rezistence k anitiot (faktory R), schopnost tvib koli-
ciny (faktory C) a jiné vlastnosti. Ziznych fertilnich neboli sex-faktdfje nejvice prostu-
dovan faktor F uescherichia colK 12 [19].

Escherichia colije jako modelovy organismus vhodna pro detekci grrtaich a kancero-
gennich dinka nejrazrejSich latek vyskytujicich se ve &8im prostedi, eventuak pou-
Zivanych v pimyslu, k prevenci i k terapii lidskych a #&€ich onemoai apod. Mutace

je vyvolana zminou pdadi basi v DNA. Mutace mohou vznikat jednak v jednaneru,
kdy vznikne nap auxotrofni mutant, ale také ve &m opa&ném. Tyto mutace v opaém
smeru (u kterych je indukovantpodni charakter) se nazyvagverse Tato reverse vznika
bud’ jako vysledek z§tné mutace v {ivodni poloze, nebo jako vysledek jiné mutace v nuk-
leotidové oblasti odliSné od té, kterédvpdné mutovala — v tomtoifpact se jedna o supre-

sorovou mutaci [19].

Pti izolaci mutant rezistentnich na antibiotika a jiné latky se obeykuré¢na suspenze
exponovana mutagenem po inkubaci v tekuté kompjsioi ockuje po paticném naeds-
ni do vhodné seleéki pidy; mize se téZ pouZzit metoda replikace kolonii z pevoraitet-

ni pady na mdu s gisluSnou latkou [19].
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3.3 PatogenniEscherichia coli

Escherichia colje Siroce rozenym stevnim patogenem sava ptaki, a &koli je vazana
na fekalni kontaminaci, nevyskytuje se samostatmmo Zivaisné €lo. N¢které kmeny
jsou patogenni prélovéka a zviata a zpsobuji septické infekce aiymova onemoceni.
VétSina epidemii je spojovana s konzumaci potravimirboho pivodu — to znamena s
vyrobky z ho¥ziho masa a méé@ymi produkty. DalSEastou moznosti je konzumace zele-

niny zalévané fekathzneist¢nou vodou [3].

Druh Escherichia colizahrnuje 2 biotypy, z nichZ biotyp | tic®5 %, biotyp Il tvéi 5 %
kmeni. Jednotlivé kmeny jsou charakterizovany kombinaden(s€novych), K (kapsular-
nich) a H (béikovych) antigef. Kmeny EEC (enteropatogenBscherichia coli tvoii 32
skupin sérovar. Nekteré jsou roz$eny po celém s, jiné sérovary se vyskytuji pouze v

urgitych geografickych oblastech [3].

3.3.1 Enteropatogenni kmenyEscherichia coli

Kmeny EEC lze roz#lit do rékolika skupin podle typu onemogmi, které zfsobuiji [3].
Mezi zékladni patogenni typy. coli, které se uplauji u zivaticha pati EPEC, ETEC,
EIEC (EXPEC), EHEC, APEC, NTEC (tab. 2). V humamsdiciré jsou to také EAEC,
DAEC [20].

Kmeny EPEC (enteropatogeni col)) zpiasobuji kojenecké fymy. Adheruji k buikdm
strevniho epitelu, ve kterémipobenim cytotoxiin narusuji transport kapalin a elektrdlyt
[3]. EPEC indukuji akumulaci cytoskeletovych pratepod mistem jejichifinuti k epite-
lidlnim buikdm, coz se projevuje charakteristickymi&rami ,oholeni epitelu” (A/E léze,
Attaching and Effacing). Sekhei aparat typu lll (T3SS) enteropatogennihcoli umoz-
nuje inzerci Sirokého spektra protéino epitelialni biiky, které spousti zému sekrece
elektrolyti, poSkozenid&snych spaj mezi enterocyty, zé&h a pfijem. Infekce epitelialni
kultury enteropatogennimk. coli stimuluje fosforylaci lehkého myozinovehi@tzce
(MLC20) [21]. Adherence bakterii EPEC je blokovatanymi cukry, jako jsou galaktdza,
N-acetylgalaktozamin, N-acetyllaktozamin a fukozgné oligosacharidy a gangliosidy z

mléka, které jsou receptormi v glykoproteinech helstkych bugk [15].

Kmeny ETEC (enterotoxigeni. col)) jsou endemické v zemictetiho séta, kde zfiso-

buji prijmova onemockni kojendi, déti a podvyzivenych dosgtych s vysokym procentem
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amrtnosti [3]. ETEC se adheruji na enterocyty témkéieva a vodnaty dyem spousiji

sekreci termolabilniho a/nebo termostabilniho enosinu [15].

Kmeny EIEC (enteroinvazivni. coli) vyvolavaji uclovéka onemoceéni typu uplavice.
Nemaji Ziv@iSné hostitele. Biologicky i antigetijsou blizce fibuzné shigeldm [3]. EIEC
zasahuji epitel tkaniku, zpisobuji lyzy fagozora a prochazeji hikou jadrem aktinovych
mikrofilamenti. Mohou prochazet i k¢ primo pres epitel mezi hikami a znovu vstu-

povat bazolateralni plazmatickou membranou [15].

Kmeny EHEC (enterohemoragicle coli), jejichz hlavnim epidemiologickym reprezen-
tantem je v satasné dob sérotyp O157:H7, Zsobuji uclovéka onemoceéni typu dyzen-
terie,casto komplikované uremicko — hemoragickym syndrom#aiko @vodci alimentar-
nich infekci se zmly objevovat v poslednich cca 25 letech [3]. Esttemoragické
Escherichia coli0157:H7 produkujShigellepodobné toxiny Stx1 a Stx2, kolonizuji epitel
tracniku tlustého seva a indukuji akutni zéntracniku, ale neposkozuji epitelialni idy.
Povrchovy protein intimin kddovargaegeny zpisobuje charakteristické A/E |éze na api-

kalni burgéné membra# colonocyt (burek tracniku) [22].

Obecré vyvolavaji kmeny EPEC a ETEC gastroenteritidy dibvo salmonel6zam, kmeny
EIEC a EHEC jsouipvodci onemocéni typu shigelové dyzenterie [3].

Kmeny EAEC (enteroadherentni) se adheruji na efgtédého a tlustéhoisva v podob
tenkého biofilmu a tvid enterotoxiny a cytotoxiny. Kmeny DAE&E¢cherichia colis di-
fuzni adherenci) vyvolavaji charakteristicky efslgnalni transdukce v enterocytech ten-

kého steva, které se projevujiistem dlouhych paten podobnych Utvar[15].

Tabulka 2. Vyskyt patogennid¢h coliu mlalat [15]

Onemocgni (vek) Kategorie Lokalizace
Novorozenecky gijem (0-1 tyden) ETEC Tenkérst/o
Prijem selat (2-4 tyden) ETEC Tenkéesto
Poodstavovy pifjem (4-8 tyden) ETEC/APEC Tenké&eto
Edémova choroba (4-8 tyden) VTEC Tenké&wsd
Septikémie (0-4 tyden) EXPEC/ETEC Systémova
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3.3.2 Verotoxigenni kmenyEscherichia coli

Konowalchuck a kol. (1977) popsali bakterialni toxpisobujici cytopaticky efekt na Ve-
ro buikach a navrhli pojmenovani verotoxin. VerotoxigekmienyE. coli (VTEC) sefadi
do vicero skupin. Prvni skupina je ozoaana jako enterohemoragicke coli (EHEC).
NejznangjSim a diagnosticky nejvyznarg8im pedstavitelem této skupiny je kmeh
coli O157:H7 [15]. Kmeny této skupiny @gobuji u lidi hemoragickou kolitidu (HC), he-
molyticko-uremicky syndrom (HUS) a vyhlazentfesiniho epitelu, tzv. attaching-effacing
(A/E) léze. Infekni davka prailovéka u €chto patogei je velmi nizka, porovnatelna se
Sigelami, prcE. coliO157:H7 byla stanovena na ndémez 50 bakterii [23]. Druhou skupi-
nou jsou tzv. EHEC podobné animalni kmeny (héatgieci), které zjsobuji enteritidu a
krvavy pfijem. Treti skupinu tvé tzv. atypické EHEC, do niz ganag. kmeny izolované

z edémové choroby prasat a produkujici Sltlle t¢x5j.

Z hlediska diagnostiky je pi@bné se zaobirat kran®157E. colii tzv. non-O157E. coli,
které se vyskytuji fedevSim u feZzvykava. Tyto verotoxické kmeny jsou u dobytk#i-p
tomné ve dvou ifipadech. Zaprvé u novorozenych telat az godtyi mésiar a za druhé u
zdravych zviat (mladych telat a doslgého dobytka). Kroré toho se verotoxické kmerty.
coli vyskytuji i v truse jinych drulndomacich a divoce Zijicichrgzvykavd bud’ ve spoje-
ni s chorobou a nebo u zdravychiati Rezvykavci gedstavuji rezervod. coliO157:H7
pro lidskou populaci. Hlavni cestoudii je kontaminace masa z EHEC z traviciho traktu
dobytka Bhem porazky. Podobnou fekalni cestotzem byt kontaminovano i mléko gas
dojeni. Proto konzumace nedostatetepelr® upraveného haziho masa (hamburgery) a
nepasterizovaného mlékaepstavuje hlavni cesturéhi E. coli O157:H7. Taktéz zelenina
a ovoce mohou byt kontaminovany kravskym truseno aygienickych chybachipzpra-
covani se mohouipnéset nap nepasterizovanym jalileym dzusemkE. coli O157:H7

jsou totiz acidotolerantni ag¥ivaji i @i pH okolo 4,0 [15].

3.3.3 Extraintestinalni (septikemické) kmenyEscherichia coli

Extraintestinalni patogenibscherichia col(EXPEC) reprezentuji Sirokou skupinu knign
které zfisobuji systémové infekce krevnibkeiste (sepsu), dychaciho aparatu, doeého
traktu, peritonealni dutiny a meningitidy. Jsourelkéerizovany Sirokym spektrem fakiior

virulence, jmenovit adhezemi, toxiny a akumulaci Zeleza. Oproti ostapatogennint.
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coli pasobicim na arovni va nemaji specificky faktor virulence a nevyvojacharakte-

ristické klinické giznaky [15].

Aviarné patogennk. coli (APEC) zpisobuji hlavi extraintestinalni infekce tlibeze. Avi-
arni kolibacil6za zé&na jako infekce hornich cest dychacickaato vede k celkové infekci
vnitinich orgaf: pericarditis, perihepatitis, peritonitis a salgirs. Mezi nejdilezitéjSi
sérotypy APEC pat O1, O2 a O78. Blezitym krokem v infeknim procese je adherence
APEC na epitel trachey, pomoci kteri@konavaji obranny mechanismus (vrstvu tracheal-
niho hlenu) a umaiji UsgESnou kolonizaci. Tento fenomén adherence je zfadksbvany

F1 pili-proteinovymi strukturami (fimbriemi) ffomnymi na vijSi membraa vétSiny

kmeni E. colia dalSicktlena ¢elediEnterobacteriaceaf?4].

NekrotoxigennikE. coli (NTEC) jsou charakterizovany produkci dvouttygytotoxickych
nekrotoxickych faktak a to CNF1 a CNF2. Kmeny produkujici CNF1 se vygkyiii pri-
jmech, extraintestinalnich a uro-infekcich u lidgbytka, selat, gs kocek a koni. CNF2

pozitivni kmeny byli izolovany od telat a jedt trpicich piijmem [15].

3.4 Escherichia coli a enteralni infekce u hospodeéskych zviat

Z hlediska patogeneze je z&kladni cesttenpsu gvodai infekci taviciho traktu zvat
fekalne-oralni kontakt. Patogenni mikroorganismugipazi do &la jako vysledek fijmu
potravy. Ri vstupu mikroorganisiindo Zaludku jsou podrobeny dekontaminujiciniunku
Zaludeni kyseliny. Jestlize sefswni patogen dostane do tenkéhiewd, musi obstat v
konkurenci s komenzalnimi mikroorganismy, zwadhaerobnimi bakteriemBécteroi-
dey, laktobacily, bifidobakteriemi a enterokoky. Zla travici enzymy fitomné v dvanac-
tniku omezuji @ist WtSiny patogennich bakteridlnich dfuiNormalni stevni motilita ja-
koz i pfitomnost hlenu (mucinu) regulujést bakterii ve $ew. Odlupovani nejvrchisi
vrstvy stevni sliznice mze téz ovlivnit hustotu komenzalnich bakterii gradherovanych

k epitelidlnimu povrchu [25].

Vyskyt enteralnich chorob jéasto podmién kvalitou chovu mid&at, zoohygienickymi
podminkami, Spatnou technikou krmeni (studeny napaginérné mnozstvi mléka) ve
spojeni s infeknimi agens. NépsgjSi jsou novorozenecké fimy u selat a telat Zfsobe-

né enteropatogenri. coli, dale nekrotickd enteritida u #at, selat a telat Zigobena

Clostridium perfringensypu A, C a konén¢ také poodstavovy fijem a edémovéa choroba
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u odstavenych nekojenych nilét (hemolytickéE. coli). Fri¢inou infelénich pfjmu jsou v
prvnich dvou tydnech Zivota telgscherichia col(39 %), rota a corona viry (9 %) a kryp-

tosporidie (11 %), resp. u 35 % mikrobialniclijpra je pricinou smisSena infekce [15].

Védedti pracovnici z Massachusetského institutu se zabgizikem pramenicim z entero-
lytickych bakteriiE. coli. Autori ve své studii poukazuji na to, Ze kralici jsomeroarem
E. coli (EHEC), coz by mohlofedstavovat riziko zoondzy ignosného onemoéni) pro
¢loveka. Onemoceni probiha nejastji jako mirny pGjem, ktery byva jeniizdka diagnos-
tikovan. U malych é&ti, starSich lidi a pacieints oslabenym imunitnim systémem s&zm
vlivem infekce enterolytickych bakterii vyvinout viz hemolyticko-uremicky syndrom

(HUS), charakterizovany poskozenim ledvin a henmmiyf26].

V jiné védecké publikaci byl zkouman vliv jednorazoveé inttekularni injekce kombina-
ce ampicilinu, colistinu a dexametazonu na klinigkdologicky vyvoj experimentélni
mastitidy (zagtu vemene) krav, vyvolané endotoxinémecoli Klinicky pokus byl prove-
den u 30 vysokoprodghich krav, které byly rozdeny do f@gti skupin po Sesti zvatech.

24 dojnicim byl infundovaik. coli endotoxin do dvoutvrti vemene [27].

Infuze E. coli endotoxinu vyvolala u vSech 48/rti vemene krav vyrazné lokalni zdlive
projevy, charakterizované difuznim otokem, zvySeteplotou a bolestivosti. Jiz &who-
diny po infuziE. coli endotoxinu byla u 35 %tvrti vemene pozorovana zma sekretu,
ktera byla patyfech hodinach znatelna jiz u vSethrti. Tyto zmeény zahrnovaly fitom-
nost krevnich srazenin a ¥kk v hustém, mléku nepodobném sekretu nebo ve waina
sekretu. Systemické zmy byly pozorovany u vSech krav s inflicoli endotoxinu. P&et
burg¢nych elemerit se zvysil velice vyznaménu vSech 48¢tvrti kravského vemene.
Mnozstvi bugénych elemerit kulminovalo 24 - 32 hodin po infuf. coli endotoxinu.
Produkce mléka byla vyragralterovana (naruSovana) u vSech skupin s infudotexinu
E. coli[27].

Vliv jednorazové intramuskularni aplikace kombinasapicilin/colistin/dexametazon na
lokalni i systemické projevy mastitidy byl vyhodroc jako signifikantni (vyznamny).
Zejména doba zvySeného g burécnych elemenit v mléce se signifikantnzkratila a
signifikantre rychlejSi byl i navrat k mk&né produkci ped infuziE. coli endotoxinu. Vy-
sledek tohoto klinického pokusuetelrt ukazal moznost zvysit terapeutickou odezvu u

akutnich koliformnich mastitid krav pouzitim komhage colistin/dexametazon [27].
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3.5 Alimentarni infekce verotoxigenniEscherichia coli

Zoondzy jsou infeéni onemocani prenosna ze ziat na lidi. Infekci je mozné ziskat kon-
taktem se zwaty nebo poienim kontaminovanych potravin jako tzv. alimentanfékci.
Vaznost &échto onemoceni u lidi kolisa od mirnych symptanaz k Zivot ohroZujicim sta-
vam. Vyznamnou Ulohu meziipodci €chto alimentarnich infekci sehravaji gramnegativ-
ni bakterie (naip Salmonellasp., Campylobacteisp., Escherichia coli Yersiniasp.,Bru-
cella sp.). Pro prevenci nakaz jéldzité zjistit, ktera zvhta, a které potraviny jsou hlav-
nimi zdroji €chto infekci. Pro tyto &ely jsou z celé Evropské unie (EU) shrodiaZany
informace, které se nasledanalyzuji, aby bylo mozné&as ijmout spravna opétni na

ochranu lidského zdravi [28].

Ze 17¢lenskych stat EU bylo v roce 2004 hlaSeno celkem 4 14 adi infekce veroto-
xigenni Escherichia coli(VTEC). Incidence v EU byla 1,3fipadi na 100 000 obyvatel.
Celkovy paet nahlasenych humannictigadi se oproti roku 2003 zvysil. &5i ¢ast toho-

to n&kstu byla hlaen&eskou republikou, ktera se podilela na celkovégippipad: z

42 %. Ri srovnani pouzeeth ¢lenskych stat EU, které nahlasily udaje za oba roky, se
celkovy pa@et od roku 2003 do roku 2004 ve skimesti snizil o 3 %. Rt pripadi HUS
(hemolyticko-uremického syndromu) igobbeného VTEC istal obdobny jako pet hla-
Seny v roce 2003. Procentéigadi zpisobenych sérotypem VTEC 0157 Znéakolisalo,
avSak v 6 zemich t¥ib sérotyp O157 vice nez dwietiny z izolat [28].

Udaje o vyskytu VTEC v potravinach nahlasilo celk&lenskych stdt a Norsko. \¢t-
Sina pozitivnich vzonk pochazela z nezpracovaného mléka ac¢hib masa. Bkolik
¢lenskych stat vSak nahlasilo VTEC i z vépvého, dibeziho a skopového masa &kte-
rych rybich produkt. Rozdily ve velikosti vzork a v druhu a kvali udaji vSak neumoz-

novaly srovnani mezi jednotlivymi zemi [28].

VTEC byla zjiStna u rekolika druhi zvirat. VetSina pozitivnich vzonk byla izolovana ze
skotu, coZ nazraje, Ze skot slouzi jakaiteZity zdroj expozice verotoxigenkscherichia

coli u lidi. Pozitivni nalezy byly také hlaseny u kozci, prasat a dbeze [28].

Celkem bylo v roce 2004 v EU ohlaSeno 6 860 veskenlimentarnich nakaz, které po-
stihly 42 447 osob, ze kterych 9,8 % bylo hospitalano. V ramcidhto alimentarnich
infekci bylo ohlaSenainact umrti. Nejetsi paset nakaz nahlasilé@eskéa republika (2 334)
a Némecko (2 647), cozipdstavuje 72,6 % vSech nakaz za rok 2@0&ska republika
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nahlasila proporcionatnvice nakaz salmonelou, nez kterakoliv jina ZeRo Salmonella
sp. byl druhym nepsgjSim pivodcem nakaz v EU v roce 20@ampylobactesp. DalSi-
mi vyznamnymi f@vodci alimentarnich onemoémi v EU byly patogenniEscherichia coli

(1,3 % nakaz) Xersiniaspp. (0,7 % nakaz) [28].

Na zaklad vysledki cileného vyséeni surovin a potravin zivgného fivodu (monitoring
zoon6z) ve Statnim veterinarnim tstavu (SVU) Olooize orientané vyhodnotit situaci

na Moraw [28].

V ramci vy3e uvedeného monitoringu zoondz byloaer@005 na SVU v Olomouci vy3et-
feno 8 587 vzork potravin a surovin, ze kterych bylo izolovano I8dn1 salmonel (4x
Salmonellaenteritidig. Vzhledem k tomu, Z€R je brucel6zy prosté, potraviny se v ramci
monitoringu naBrucellasp. nevysétji. Na gitomnostYersinia enterocoliticdylo vySet-
feno 181 vzork s negativnim vysledkem. Na verotoxinogemsicherichia coli(VTEC)

bylo vySeteno 169 vzork potravin, Zadny vzorek nebyl pozitivni [28].
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4 REZISTENCE ESCHERICHIA COLI NAANTIBIOTIKA

4.1 Rezistence WEscherichia coli na R-laktamova antibiotika

s

Nejdilezit¢jSi mechanismus bakterialni rezistence vedouchibia baktericidniho ginku
3-laktamovych antibiotik (penicilin cefalosporifi, monobaktarm a karbapenefy) pred-
stavuji v sodasné dob 3-laktamasyTyto bakterialni enzymy mohou uplatnit svoji Kgta
tickou (Einnost dvojim zpsobem: 1) pomoci reaktivniho serinového rezidudtiviaim
misg, 2) &inkem &2kych kowi, nefastji Zn**, spolu s rezidui histidinu a (nebo) cysteinu
[29]. R-laktamasyinaktivuji R-laktamova antibiotika hydrolyzou i -laktamového kru-
hu [30].

U fady gramnegativnich bakterii s@rpzert vyskytovala produkce chromozomélkddo-
vanych [3-laktamas jejichZz vyvoj byl pravdpodobré podmirgn seleknim tlakem gkte-
rych pidnich bakterii produkujicich antimikrobialni latky3-laktamovym kruhem. Prvni
plasmidem kédovan@-laktamasayla na zaatku 60. let 20. stoleti TEM-1. DalSi ,klasic-
kou“ R-laktamasoye SHV1, jejiz produkce je kédovana plasmidem weRirEscherichia

coli a chromozomem witsSiny kmeri Klebsiella pneumoniag9].

K piekonani hydrolytické aktivity TEM1 a SHV1 bylo vynito mnoho R-laktamovych
antibiotik. K €mto pipravkim patily, mimo jiné, oxyiminocefalosporiny (n&pcefota-
xim, ceftriaxon, ceftazidim), které se viipghu 80. let masivé pouzivaly v terapii infekci
zpiusobenych gramnegativnimi bakteriemi. Velmi rychdepsoto objevila rezistence pod-
minéna produkcil3-laktamas Prvnim z &chto enzyni byl enzym SHV2 popsany v roce
1985. Sirokospekir&-laktamasyschopné hydrolyzovat oxyiminocefalosporiny, jefich
(cinek je inhibovan kyselinou klavulanovou, jsou osm#ny jako ESBL [29]. Tytd3-
laktamasysirokého spektra jsou schopny hydrolyzy cefalosioB. i 4. generace a mo-
nobaktand [30], nejsou vSak aktivni proti cefamyém a WtSina ESBL-pozitivnich kme-
nu je z tohoto dvodu citliva na cefoxitin a cefotetan&¥dina ESBL jsou derivatygvod-
nich TEM a SHV enzyiin negasgji jsou identifikovany u kmein Escherichia coliaKleb-
siella pneumoniaeV sowasné dob existuje vice jak 100 TEM typl3-laktamasa vice jak
50 SHV tym (Bush K., Jacoby G.A.). K n&j&i skupirt ESBL pati CTXM enzymy, které

hydrolyzuji gredevsim cefotaxim [29].
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Rezistence nfi-laktamova antibiotika deledi Enterobacteriacease stava stale vyznam-
n¢jSim problémem. NeéastjSim mechanismem jejiho vzniku je produkce znjmh g-
laktamas Krom¢ pavodnichp-laktamas které se u gramnegativnich mikfobbjevily po-
catkem 60. let, se stale vice objevuji enzymy sekgin spektrem &inku (ESBL). Geny
pro ré jsou WtSinou neseny na plasmidech. &&tji se vyskytuji uKlebsiella pneumo-
niae a Escherichia colibyly také nalezeny u dalSich riodeledi EnterobacteriaceaéEnte-
robacter, Proteusaj.). VétSina ESBL pdaf do skupiny SHV nebo TEM a vznika bodovou
mutaci genu fvodnich enzym (SHV1, TEM1). Gisledkem je z&®na aminokyseliny v

aktivnim centru enzymu a tim i ovligni jeho aktivity [30].

Detekce ESBL je prov@&da WtSinou fenotypickymi testy (MIC, double disc synera
Etestem). Metody molekularni biologie mohou ¥itych piipadech vyznamnprispst k
prvotnimu zachytu (urychleni detekce) nebo potvrzen fenotypicky diagnostikované
ESBL. Velky vyznam maji z hlediska epidemiologickébro studium $eni a charakteri-
zaci jednotlivych typ ESBL [30]. V EZném provozu mikrobiologické laboragoje vy-
hodné pouzivat vyhledavaci ,screening” pro ESBLHMZ kmeny. Lze pouzit n&jklad
standardni dileni mikrometodu poskytujici hodnoty MIC preékteré cefalosporiny 3. ge-
nerace a samasre pro kombinace ¢kterych RR-laktamovych antibiotik s inhibitorfg-
laktamas Na zaklad zhodnoceni antibiogramu je mozné u vybranych knpadpokladat
produkci ESBL. K dalSim vyhledavacim metodam prodpikci ESBL paf diskovy test s
cefpodoximem (CPD). #Prezistenci vySé¢bvané enterobakterie k CPD (z6na kolem CPD
<17 mm) a rov&Z v korelaci s klinickym vyznamem testovaného kmeaehodné stano-
vit produkci ESBL [29].

4.2 Veterinarni fluorochinolony a chinolonova rezistene

Mezi veterindrid pouzivané fluorochinolony patflumechin, enrofloxacin, norfloxacin,
marbofloxacin, danofloxacin. Fluorochinolony jsoktiani va¢i grampozitivnim a gram-
negativnim bakteriim. Je zndmo vicero mechafisgzistentniho &inku. Do roku 1998 to
byly jen chromozomalni mutace v QRDR genové oblg3tinolone Resistance-Determing
Region) u get gyrA (DNA-gyrasaA), gyrB, parC, parkE. Z hlediska mechanismwiaku
blokuji replikaci DNA tvorbou reverzibilnich komplé s topoisomerasantiypu Il (DNA-
gyrasg a typu IV [15].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 39

Ackoliv je Escherichia colicitliva na fluorochinolony, existuji kmeny s niZgitlivosti
resp. téz rezistentni kmeny. Chinolonova rezistgace korelaci s mutacemi lokalizova-
nymi na QRDR oblasti gengyrA. Nejcasgtji byly pozorovany u laboratornich mutart.
coli zmény v aminokyselinovém sloZeni v Ser-83 (na Leu,, Phe nebo Ala) a/nebo v
Asp-87 (na Gly, Asrti Tyr) nagyrA [31], pticemz kmeny rély vysoké hladiny rezistence
na kyselinu nalidixovou a snizenou citlivost naoflochinolony. V pipad jednoduché
mutace ndla tSina uropatogennich kmeike. coli (UPEC) hladinu MIC (minimalni inhi-
bi¢ni koncentrace) na ofloxacin 0,39 - 3,13 mg/l,mati u dvojité mutace az 6,25 — 100
mg/l [32].

4.3 Plazmidova chinolonova rezistence &scherichia coli

V roce 1998 byl objeven novy mechanismdmgku chinolonoveé rezistence a to plazmidem
kodovana rezistencgnr genmi u Klebsiella v USA, roku 2003 bylgnr objeven i u
Escherichia coliv Cing. V letech 2007 — 2008 se objeviyr geny na plazmidech kéduji-
cich multirezistenci v novych druzich bakterii. Krtoho byly objeveny i nové varianty
geri a tognrA — Sest variantgnrB — Sest variant gnrS — d varianty. Roku 2006 byl
objeven dalsi mechanismusinku: plazmidem kédovana enzymaticka inaktivacatyrrh
chinoloni. Varianta genwaad6”)-lbr-cr kdduje amynoglykosidovoacyltransferasuktera
poskytuje redukovanou citlivost na ciprofloxacinaletylaci jeho piperazinylaminu. Jestli-
Ze jsou oba gengnrA a aad6’)-lbr-cr giitomny v jedné biice, hladina rezistence ign-
bena samotnyngnrA stoupne 4krat na hodnotu MIC ciprofloxacinu 4 m@kitomnost
samotného genaad6’)-Ibr-cr podstaté zvySuje frekvenci selekce chromozomalnich mu-

taci po expozici ciprofloxacinem [15].

Genyqgnr koduji proteiny které blokujiisobeni ciprofloxacinu na bakteriaDNA-gyrasu
a topoisomerasuypu IV [33]. Vysledkem je 8 — 32 nasobné zvySeladimy MIC ciprof-
loxacinu nap. z hladiny 0,016 mg/l u divokého kmege coli J53 na hladinu 0,25 mg/l.
Tato redukovana citlivost jeitkZita @i selekci chromozomalnich muténs vysokou hla-

dinou rezistence [34].
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4.4 Problematika mechanismi rezistenceEscherichia coli

k fluorochinolonum

Kromé¢ nemocniniho prostedi, kde Ize evidovat rychlé zvySovani¢po rezistentnich
kmeni nagiklad u enterobakterii, acinetobaktepseudomonad a stafylokinkse projevu-
je rezistence k fluorochinoldm i u pivodai komunitnich infekci jakdescherichia coli
Neisseria gonorrhoeag@neumokol, stafylokoki a dalSich. Také&Sina zavaznych feno-
typa rezistence (MRSA (meticilin-rezistent8taphylococcus aurelysvRE (vankomycin-
rezistentniEnterococcuf produkce ESBL [§-laktamasSirokého spektra) aj.) je ve vyso-

kém procentu spojena s rezistenci k chindhoh35].

Mechanismy, kterymi jsou bakterie schopny vzdoraw#tku chinoloni Ize rozdlit do ti

zakladnich skupin:

a) mutace vedouci k alteraci cilovych struktur ktbaalni buice —topoisomerasy
b) mutace s nasledkem omezené akumulace chiinaitracelularg (vnitroburéeng),
c) plasmidicky kédovana rezistence [35].

Hlavni mechanismuscinku chinolori spaiva v reversibilni inhibici syntézy DNA pro-
strednictvim vazby ndopoisomerasykonkrét@ DNA-gyrasua topoisomerasuypu IV.
Zmeéna konfigurace vazebnych migtito enzyni nasleds vede v tzné mfe ke snizeni
afinity a snizovani citlivosti k chinolgm. Velka c¢ast vyzkumu mechanismu rezistence
gramnegativnich bakterii k chinolbm probihala u enterobakteriiigalevSimEscherichia
coli. Alterace podjednotkgyrA DNA-gyrasyna podklad jednobodové mutace geayrA
vede najastji k vysokému stupni rezistence ke kysélmalidixove, ale u vySSich generaci
chinolomi m& za nasledek pouze snizeni citlivosti &gba dalSich mutacigyrA a/nebo v
parCtopoisomerasyV k dosazeni jednoziaé laboratorni rezistence. V bakterialni popu-
laci s vytvdenou rezistenci k nalidixinu praggbdobnost vzniku naslednych mutaci vy-
razré narista. Prokadzana rezistenicevitro k nalidixinu je tedy varovanimied terapeutic-
kym pouzitim jakéhokoliv dalSiho chinolonu. U gramafiivnich baktérii je $tSinou, na
rozdil od gramnegativnich mikroorganignprimarnim cilovym enzymenopoisomerasa
typu IV [35].

Mutace s nasledkem omezené akumulace chidaldracelularg, budto na podklad sni-

Zeného piniku do bakterie, nebo aktivnim transportem antikéextracelulars, piipadré
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kombinaci obou mechanismChinolony pronikaji do bakterialni bky dvéma iznymi
cestami, jednak pragtdnictvim specifickych porin(vSichni zastupci) nebo prostou difazi
pies fospolipidovou vrstvu. Stup@niniku je ovlivnen povahou zakladni molekuly, hydro-
fobni latky gestupuji snadfji a ve vysSSim kvantu. Zevni membraBa coli obsahujeit
druhy poriri (OmpA, OmpC a OmpF). Jejich redukce snizuje @sivk chinolofim na

velmi rozdilné arovni [35].

Mnohcatetna antibioticka rezistence pod&ia mutacemimar (multiple antibiotic re-
sistance) geh se tykad kromy chinoloni i dalSich antibiotik jako chloramfenikigl tet-
racyklind. Nitroburé¢nou dostupnost chinolénvyrazré snizuje zejména aktivace tzv.

acrAB efluxniho systému [35].

Slozeni zevni cytoplasmatické membrany u acineteiiakeboPseudomonas aeruginosa
jiz primérrg snizuje dostupnost chinolor,intrinsic* rezistence). Tato skuteost vys¥t-
luje rozdily v rozmezi citlivosti k ciprofloxacinbgéznych kmea E. coli (MIC 0,006 — 0,25
mg/l) a acinetobaktér(MIC 0,12 — 1 mg/l). Odhaduje se, Ze zevni memdFaraerugino-

saje desetkrat az stokrat m&prostupna pro chinolony ve srovnark.scoli[35].

Plasmidicky kddovana rezistence je popisovana zapionadicky, jedna se o nizky stiipe

rezistence aigjm¢ je podmirna tiznymi mechanismydetns degradace [35].

Ziskana rezistence k chinokim je nefasgji zpasobena mutaci gérridicich replikaci a
segregaci chromozomalni DNA, ntéegasto aktivnim efluxem chinoldnz bakterialni
buiky. Druhy bakterii, jejichz divoké populace jsohilmovany hodnotami MIC v blizkosti
hranini koncentrace pro dany chinolon (hagtafylokoky nebo nefermenujici gramnega-
tivni tycinky), se stanou rezistentni jiz isledku jedné mutace, zatimco vznik rezistence u
druhi inhibovanych velmi nizkymi koncentracemi (afp. coli, nebo salmonely) vyZaduje

mutace dalSi [10].

SubinhibEni koncentrace fluorochinoldnkteré jsou vytvéeny v disledku podani nizkych
davek nebo nedost&te systémové distribucekierych starSichijpravki, selektuji rezis-
tentni buiky z pavodre citlivé populace bakterii. Tento jev akcelerujeutiodobé, fipad-
né opakované podavani fluorochinofofnag. u pacieni s chronickymi infekcemi, jako
jsou cysticka fibréza, infekce kloubnich implaftdbsteomyelitida apod). Sy podil na
nizkych koncentracich e mit také jejich omezena penetrace do infikovarféni v

dusledku snizené vaskularityiifpmnosti abscés nebo cizorodého materialu. Bylo proka-
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zano, Ze fluorochinolony v nizkych koncentracicheddruji adhezi kmenMRSA (metici-
lin-rezistentniStaphylococcus aureu& povrchim obsahujicim fibronektin, jako jsou na-
piiklad lidska tk& nebo zavedené paitky a jsou tudiz vyznamnym faktorem pro koloni-
zaci a infekci pacieidtt¢émito kmeny. Fluorochinolony tedy slouzi jako Iélezervni, indi-
kované jen v situacich, kdy jsou jina antibiotikavitro ne&inna nebo nevhodna prostau

z davodu toxicity¢i nezadoucich dinkua [10].

4.5 Vyvoj chinolonové rezistence WEscherichia coli v evropskych

zemich a vCeské republice

V Ceské republice se rezistence k ciprofloxacinu waaiwnich kmef Escherichia coli
zvySila v paibéhu peti let z 8 % v roce 2000 na 20 % v roce 2005.&)p4thlejSi vzestup
frekvence rezistence byl pozorovan u dritiebsiella pneumoniaa Pseudomonas aeru-
ginosa kde po poate:ni dobré dinnosti je v sodasné dob k fluorochinoloriim rezistent-
ni tretina, respektive polovina invazivnich knierK fluorochinoloriim jsou u nas rezis-

tentni téngi vSechny kmeny MRSA (meticilin-rezisten®iaphylococcus aureufl0].

V nemocnicich, kde je zavedena nekompromisni kestrzbyténych aplikaci fluorochino-
lonu, je rezistence k této skugineki, ale také vyskyt MRSA niZsi, neZz v nemocnicich,
kde se fluorochinolony aplikuji bez omezeni. Daldehodnoceni fluorochinolénrezis-

tenci Ize odvratit pouze ggsrénim jejich indikaci [10].

Vyhodné farmakokinetické vlastnosti, dobra kliniakénnost, snadné peroralni podavani a
nizka cena vedly postuprk masivnimu naduzivani chinolorv primarni, ambulantni i
nemocnéni p&i. Nebezpénym disledkem je alarmujici aiekvapiv rychly vzestup rezis-
tence k této Iékové skupinkterd zisobuje ztratu jeji &innosti. DileZité je, Ze rezistence
je zkiizena, to znamend, Ze ve vysokém stupni zasaheghng generace chinolbrbez
vyjimky. Nastupuje skdy velmi rychle, v skterych gipadech Ize pozorovat vznik rezis-
tence Bhem I€by (intra therapian), nag. u pseudomonad je tento fenom&sty, Fede-
vS8im @i delSim podavani. Podobny problém vznika takényxcjn baktérii Escherichia coli
aj.), a to zejmeénaipdlouhodobém, preventivnim podavani nizkych dakely, v posledni
doke nahradil norfloxacin tradin¢ pouZzivany nitrofurantoinip prevenci recidivujicich a

chronickych uroinfekci. Ztrata zakladnich iékolby, které mizi z obchodniho trhu, je dalSi
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podstatnou ficinou naduzivani fluorochinoldgn(nag. nitrofurantoin chybjici na trhu v
letech 2004 a 2005) [36].

Chinolony ovliviiuji nejenom pedpokladanéhotwodce infekce, ale také tzv. rezidentni
mikrofléru, piitomnou na sliznicich dychacich cest, viewt atp. Tak niZze dochézet k
postupnému néstu rezistence uckterych baktérii, u nichz dosud nejsou chinolomate
peuticky uzivany affpravky vySSich generaci se rezervuji pro obdothy, bkudou ztracet
acinnost zakladni Iéky volby. Toto nebezpse niize tykat nap pneumokol, které maji

v ¢eskych podminkach dlouhodblynikajici citlivost k penicilinu i BZnym alternativnim
antibiotikim a I&ba chinolony zakladnich generaci je zde klinickydmena. Dlouhodob
vysoka spatba chinoloi v populaci niZze vést k ndistu rezistence kmérpneumokok
osidlujicich sliznice dychacich cestive, nez bude epidemiologicka situace vyzadovat
terapeutické pouziti alternativnich tékyssi generace (moxifloxacin). DalSim specifickym
fenoménem je pouZzivani chinofome veterinarni oblasti, zejména v chovechbéze, kde
existuje rezervoar pro rezistentni kampylobakteroebo vzactji salmonelové infekce. Z
vySe uvedeného vyplyva, Ze v gaanosti nelze fluorochinolony bezjpe¢ pouzivat pro

empirickoulécbu infekci [36].

Udaje z Evropského systému sledovani antibiotiek&stence EARSS (European Anti-
microbial Resistance Surveillance System) dokunjeetrémré nebezpénou situaci v
rezistenci gramnegativnich baktérii vyvolavajicedpse (reakce organismu na infekci).
Bezmala polovina invazivnich kmerKlebsiella pneumoniaa Pseudomonaaeruginosa
izolovanych vCeské republice z hemokultugtiiem roku 2005 je rezistentni k fluorochino-
lonaim. Podobna je situace v celé&esini a vychodni Evrap Prakticky vSechny kmeny
invazivnich MRSA (meticilin-rezistentrStaphylococcus aurejsolované vCR jsou re-

zistentni k chinoloim [36].

Zavaznost situace nejlépe dokumentuje trend vtesmsEscherichia colicoz je nejastj-
Si pivodce komunitnich mmvych infekci (uroinfekci). V letech 2001 a 2009ybgrove-
deny studie, jejichZz cilem bylo zj&ti situace a trendu v rezistendivodal komunitnich
infekci maiovych cest. Jednalo se o ploSnou studii, kteroarirgpvala NRL (Narodni
refererni laborat®) pro antibiotika na celém Gzerfieské republiky. Mezi roky 2001 a
2005 doslo k dvojnasobnému vzestupu antibiotickéstencekE. coli k fluorochinolorim
(z 6,2 na 12,2 % k ciprofloxacinu u kmiez mai — viz priloha ), ale také ke ko-

trimoxazolu, zatimco na minimalnich hodnotach pdib 3tistava nitrofurantoin. Kriticka
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je situace v rezistenci invazivnich knéelBscherichia colivyvolavajicich sepsi. V EARSS
je dokumentovan rychly vzestup rezistence k chimigio v mnoha zemich, jeden z nejstr-
méjSich trend zaznamenav&eska republika. Mezi roky 2000 a 2005 doSI@R k néa-
rastu rezistenc&. coli k ciprofloxacinu z 8 % na vice nez 20 % (vidlgha Il) a vzestup
dale pokrauje. Vysledky pitom vychazeji z vysoce relevantnich podkiadedna se o tisi-
cové sestavy kmarziskanych v laboratéh, které spadavpokryvaji bezméla 90 %eské
populace [36].

4.6 Vyvoj mikrobialni rezistence viéi veterinarnim fluorochinolondm

Fluorochinolony jsou dobra antimikrobika prvni vplb podobna nespravna konstatovani
bylo mozné v 90. letech 20. stoleti slychat n&lsb ponérné ¢asto, coz nepochybrvedlo i

k rozSfené praxi nasazovani fluorochinotona nekomplikovanéifpady primarnich cysti-
tid, obvykle bez znalosti mikrobiologického pozaitipadu. Tento fistup se ostatnv
praxi netykal jen m&vych infekci, ale infekci obeénTomu, zda se, nebrani ani skute
nost, Ze vSechny veterinarni fluorochinolony jsegistrovany a také ozéeny jako pi-

pravky s omezenym indikaim spektrem [14].

Jest v roce 1999 nebyla zaznamenana zvySujici se eazistici enrofloxacinu, na rozdil
od snizujici se klinickédinnost proti gkterym mikroorganisriaim (zejménekE. coli, Pseu-
domonasspp. aStaphylococcuspp.). Dnes je ovSem tato situace jina, jak dagladtna
nezavisla pozorovani po roce 200@i $rovnani miry rezistence psich uropatag€s.
coli, Proteus mirabilisa Staphylococcus intermedjusa obdobi 1992 — 2001 bylo z§igb
vyznamné zvyseni rezistence proti ciprofloxacinenrofloxacinu; jejich ginnost vsak i
nadéle astala vysSi nez 80 %. Rathanalyzou kalifornskych izol&turopatogennicli.
coli ze ps byla potvrzena zvysujici se rezisten&ehto kmeri proti enrofloxacinu. U 100
psi s rekurentnimi uroinfekty gpvazié E. coli a Streptococcugnterococcusspp.) byla
nedavno zaznamenana rezistence na sérove koneeatrgiotik wetn® enrofloxacinu na
arovni 29,5 % [14].

Situace u ostatnich fluorochinolbfe nejasna, protoZze Udap bakterialni rezistencitii
nim je nedostatek.rPposuzovani 59 izolatz psich uroifekt byla zaznamenana rezistence
vaci marbofloxacinu pouze u dvodipadi infekce rodentnterococcusBéhem let 1994 —
2001 nedoslo u uropatogennighcoliv Evrog k nafistu rezistencei¢i marbofloxacinu.

Pt in vitro posuzovani citlivosti 183 kmérPseudomonas aeruginosa sérové koncen-
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trace antibiotik byl u 94 % izolatdcinny ciprofloxacin i marbofloxacin, zatimco enrof-

loxacin jen u 71 % [14].

Vzestup incidence mikrobialni rezistence vedl u im@&ondnich agentur k hledani souvis-
losti mezi pouzivanim antiinfektiv u zat a klesajicim efektengahto latek u lidi. Nedav-
ny vyzkum antibiotické rezistence stafylokokovyaheni ze zvfat i lidi vSak tuto souvis-
lost neprokazal; rezistence na fluorochinolony hyt@zsahu 0,5 — 3 % u Zecich izolat
oproti 5 — 18 % u kmenlidského fivodu. Ani hledani podobného vztahu u enterdkak
vankomycinu neprokazalo dataéd¥ici pro genos rezistence, nicm&odhalilo vysokou
miru rezistence psich a &o6ich kmeri enterokok proti enrofloxacinu, ciprofloxacinu a
ofloxacinu (77 %, 73 % a 64 % izoldbylo rezistentnich) [14].

Neni znamo, jakou #nou jsou jednotlivé skupiny antiinfektivdeské veterinarni malozvi-
feci praxi pouzivany, fluorochinolony by vSaklynbyt nasazovany az na rezistentni infek-
ce s prokazanom vitro (cinnosti utitého preparatu. V tomto simu by mohlo byt vzorem
Finsko, v jehoz veterinarnich fakultnich nemocticigledstavuji fluorochinolony jen
2,8 % z pouzitych antimikrobik u s piicemz u uroinfekci m@ového aparatu (UTI,
Urinary Tract Infection) je nejvice nasazovana apstatniho dopoteni kombinace tri-
metoprim/sulfonamid [14]. Studie v Kalifornii prokala rostouci rezistenEi. colik enrof-
loxacinu, ktery se dZn¢ pouziva k 1ébé UTI u pgi. V letech 1994 — 1996 j@Shebyl zjis-
tén signifikantni naist kmeri E. colirezistentnich na enrofloxacin. Ten byl zaznamanan
psi s UTIl az mezi léty 1996 a 1997. Nat rezistentnich kménv roce 1997 nasledoval po

zintenzivréni pouzivani enrofloxacinu v roce 1996 [37].

4.7 Vyvoj rezistence na chinolonovéa antibiotika uEscherichia coli

izolovanych od brojleri na Slovensku

Rezistence na fluorochinolony u gichE. colina Slovensku je velmi vysoka, zvl&st
brojleri a to na urovni az 50 %fipemz gevladaji kmeny s vysokou hladinou MIC na
enrofloxacin. Plazmidem kodovana rezistence naobbiny typu gnrA a aad6’)-lbr-cr

nebyla u zviecichE. coliizolovanych od slovenskych brojtedo r. 2007 zjig&ina [38].

Izolaty (z let 2006/2007/2008) vykazovaly vysokaeristenci na nalidixovou kyselinu
(87/85/67 %), ciprofloxacin (49/54/29 %) a enrotoin (52/42/22 %). Izolaty rezistentni

vici kyseling nalidixové s vysokou hladinou minimalni inhibi koncentrace (MIC) k ci-
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profloxacinu a enrofloxacinu vykazovaly jednu geoovmutaci; stedni MIC pro ciprof-
loxacin a enrofloxacin se vztahovala keiaha mutacim, zatimco MIC s vysokym steépn
rezistence na ciprofloxacir-4 mg/l) a enrofloxacinX16 mg/l) reprezentovalditgenove

mutace UEscherichia col{dvé v gyrA a jednu v parC daného genu) [38] [39].

Plazmido¥ zprostedkovana rezistence gnrS genu byla detekovana(Q8 20jednoho
kmenuEscherichia colis vysokym stupdm rezistence k ciprofloxacinu. Ziskané vysledky
dokazuji naist vyskytu multirezistentnich kma&rk. coli s vysokym stupgfm chromozo-

malni i plazmidové rezistence na fluorochinolon9][3

Vysoky podil vysokostufpove chinolonové rezistence byl pozorovaindm vSechit let
vyzkumu. Kmeny rezistentni k ciprofloxacinu s vygokstupgm chinolonové rezistence
byly téZ rezistentni k ostatnim antibiatik, nag. v r. 2008 k ampicilinu (64 %), tet-
racyklinu (39 %), streptomycinu (60 %), neomycidd @), spectinomycinu (21 %), gen-
tamycinu (14 %), cotrimoxazolu (39 %) a chloramkexil (7 %). Na druhé strankmeny
E. colibyly citlivé k ampicilinu + sulbactamu, ceftiofuraeftriaxonu, ceftazidimu, ceftazi-
dimu + klavulanové kyselify apramycinu a florfenicolu. Nebyly stanoveny Zadi&BL

pozitivni kmeny [39].

Oproti telaim (35% rezistence na enrofloxacin r. 2008) je temise na chinolonova anti-
biotika (ciprofloxacin a enrofloxacin) u brojtena Slovensku vyrazna — jeji Urdiv&inila

80 %, resp. 50 % (kyselina nalidixova se pouZzivajgko indikator). Tento vyskyt chino-
lonové rezistenceipvySuje i zapadoevropské staty. Z hlediska mechanigzistence se
jedna o chromozomainkodovanou rezistenci, ktera bylatigpbena¢astym podavanim

laciného enrofloxacinu, jenz &pobuje mutaci gyrA a parC gentescherichia col{38].

4.8 RezistenceEscherichia coli u synantropniho ptactva a jeji vyznam

VvV potravnim retézci

Voln¢ Zijici ptaci mohou slouzit jako vyznamné rezeryogatogennich bakterii. V jejich
strevnim traktu se mohou tyto mikroorganismy mnoZAfi# se naclovéka mnoha cestami.
V tomto snéru jsou vyznamni fedevsim ptaci synantropni, vyuzivajici predt pozng-
néné ¢lovékem. Obyvaji prosedi zemntdélskych farem, které jim poskytuje dostatek potra-
vy i UtoCisté pred nepiznivym paasim, ve nastech v blizkosti lidskych obydli konzumuiji

odpadky vSeho druhu a lidé jasto pikrmuji. Z nefasgjSich bakterialnich patogérlo-
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véka osidlujicich travici trakt synantropnich ptakaji vyznam pedevsSim salmonely,
escherichie, kampylobaktery, listerie a chlamy@gnantropni ptaci mohou byt rosn

zdrojem parazit a virovych onemocmi, nagiklad ptai chripky [40].

Racci chechtaviiedstavuji velké riziko kontaminace povrchovych rilqmtné vody, vod-
nich ploch u¢enych pro rekremi (Cely a vody a potravy ziat na farmach. Byly vySii-
vany ti hnizdni populace raékchechtavych v intenzi¥nhospodésky obdlavané krajixs
Moravy a Slezska. Té#h 30 % izolah symbiotickéE. colivykazovalo rezistenci k antibio-
tikim a byly dokonce nalezeny i kmeny s rezistenadtkdd vice antibiotikim, coz jecislo
srovnatelné se situaci v chovech hospsidach zvfat i v lidské populaci. Jako nejvyssi se
ukazala rezistence k tetracyklinu a ampicilinu. NéoZijici zvirata nejsou pod selékim
tlakem antibiotik, jivod rezistentnich bakterii u racknusi byt v lidské populaci a u #at

zemedelskych farem [40].

Ve vySetované zimni populaci havrarpolnich pobliz Brna byla prokazanaitpmnost
salmonel a ve 14 % vzaikrusu takée. colirezistentni k antibiotikm. Jeden izolat vyka-
zoval rezistenci dokonce k Sesti antibidtik zarové. NegastjSi se — stejtjako u rack
chechtavych — ukazala rezistence k tetracyklinunaieilinu. O pivodu rezistentniclk.
coli u havraih je mozné pouze spekulovat. Odpdvby mohlo poskytnout zji8hi, jak
dlouho rezistentni bakterie veresi¢ havrana fezivaji. Zda po primérni kolonizacireva
po vylihnuti gezivaji rezistentni kmeng. coli ve stew tydny, nEsice, roky, nebo jsou v
dusledku absence selakho tlaku antibiotik v kratkémiasovém obdobi vytteny bakteri-
emi citlivymi, které se nemusi vyrovnavat s biotdgiu zatZzi danou gitomnymi geny
rezistence. Havrana polniho je vSak nutné povazzwapidemiologicky vyznamného po-
tencialniho penasée jak patogennich bakterii, tak determinantigantibiotické rezisten-

ce vazané nk. colina dlouhé vzdalenosti v ramci celé Evropy [40].

Vrabec domaci i ficka obecna 'R dnes hnizdi té#i vyhradré ve vazlé na lidska obydli

a pati k nejhojr&jsim synantropnim ptéikn. Casto je nalézamergdevsim na farméch,
vrabce jako semenoZravého (granivorniho) ptakekiy jako hmyzoZzravy (insektivorni)
druh. Studie se soustlila na ptaky obyvajici prasdi ml&nych farem, kde se chovaji
dojnice, u nichz byla dokumentovana intenzivni lainticka terapie a prokazawmtny vy-
skyt rezistentnicle. coliv travicim traktu telat. Kontakt vrabs dobytkem, podestylkou a
krmivem na farmach byl bezprostini, dalo se tedyrpdpokladat vysoké procento rezis-

tentnich bakterii. #sto se semenozravi vrabci neprojevili jako vyzranezervoary rezis-
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tence. U vrabi cinila prevalence rezistentnich knieB. coli9 %, u ml@at hmyzozravych
jiticek jen 5 %. Dvod niZSi prevalence rezistentniehcoli miZe byt ve zcela odliSné po-
trave v porovnani s racky a havrankifivujicimi se na odpadciatasto Ziv@isného fivo-
du, popiipact ve wtSi stabilit béZné stevni mikroflory vrabé a jificek, ktera brani usid-
leni jinych bakterii zveti. Vrabci i jiticky jsou gilezitostré kolonizovani rezistentnimi
kmenyE. coli, ale v porovnani s racky a havrany nejsou za ujnd@arezervoary aniipna-

Se&e rezistentnich bakterii povazovani [40].

-y

Feralni (volg Zijici, zdivaiely) holub domaci se vyskytuje velmidare ve vSech $tSich
meéstech, za potravou vyléta kazdodeéwio jejich okoli nebo je hognprikrmovan lidmi. Je
povaZzovan za vyznamny rezervodr irifielch nemoci, ale zji&y vyskyt rezistentniclk.
coli u tohoto synantropniho ptaka byl velmi nizky, zatsgnych druli ptaki dokonce nej-
nizsi (prevalence pouze 3 %), a je pipatobrt odrazem odliSné ekologie tohoto druhu.
Hlavni sloZkou potravy holubje potrava rostlinna, ktera neni kontaminovandsteatni-
mi bakteriemi. V zind secasto zivi obilninami uskladmymi v silech, ale fizivuje se i
odpadky, které ipadaji v Uvahu jako potencialni zdroj rezistertnbakterii a mohou tak

vyswétlovat nizkou prevalenci rezistentnich bakteridivacelych domécich holub[40].

4.9 RezistenceEscherichia coli izolovanych z chow telat a driabeZe

Cilem studie byla analyza a srovnani rezistenckidischerichia colia Proteus mirabilis
izolovanych z chol telat a dilbeze, k vybranym antibiotiikn. Testované bakterialni kme-
ny Escherichia colia Proteus mirabilisbyly izolovany ze dvou farem telat &tpfarem
drabeze v obdobi let 2003-2005. Kmeny byly izolovamglktalnich a kloakalnich Wit
provedenymi odérovou soupravou Transystem Amies (tampoény ,tran§bd@mpony
byly vyockovany na pevnétaly (krevni agar, Endovuipdu a XLD agar), které byly inku-
bovany 24 hodinip 37 °C [41].

K identifikaci uvedenych bakterialnich diiubyly pouzity standardni mikrobiologické po-
stupy. VykEr kmeni byl realizovan tak, Ze od jednoho telete neboistepyl z&¢azen vzdy
jen jeden kmen daného druhu. Citlivost k antibiitikbyla stanovena standardni diti
mikrometodou. Referéni kmenyEscherichia coliIATCC 25922 Escherichia coliATCC
35218 aPseudomonas aeruginosalCC 27853 slouzily ke kontrole kvality. Hodnoty
MIC50 a MIC90 byly vypéteny jako 50%, resp. 90% percentil hodnot miningininhi-

bi¢nich koncentraciislusnych antibiotik [41].
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Z chowi drabezZe bylo izolovano 239 kmeérscherichia colia 127 kmeth Proteus mirabi-

lis. Tabulka 5. uvadi vysledky stanoveni rezistendestovanym antimikrobialnimip

pravkam [41].

Tabulka 3. Rezistence izoldEscherichia colia Proteus mirabilisz chowi
dribeze k antibiotikm [41]

Antibiotikum Escherichia coli (n=239) Proteus nurabilis (n=127)
Rozmezi | MICsy | MICq % Rozmezi |MICsq | MICq %
MIC (mg/1) | (mg/1) | (mg/1) | rezistence | MIC (mg/1) | (mg/1) | (mg/1) | rezistence
amikacin 0.125-64 | 4 1 0.5-16 1 4 2
ampicilin 0.5-128 2 128 29 0.25-128 1 4 9
ampicilin/sulbactam | 0.125-8 1 4 0 0.125-4 0.5 2 0
cefazolin 0.5-64 2 4 4 1-128 2 8 7
cefotaxim 0.06-0.5 | 0.03 | 0.125 0 0.03-1 0.03 |0.125 0
ceftazidim 0.03-0.5 0.03 | 0.125 0 0.03-0.5 0.03 | 0.125 0
cefuroxim 0.25-32 0.25 2 1 0.25-4 0.25 1 0
ciprofloxacin 0,03-8 0,03 | 0.25 3 0,03-8 0,06 2 19
chloramfenikol 0.25-128 | 4 4 0.5-128 1 4 17
gentamicin 0.125-32 | 0.5 2 2 0.125-128 | 0.5 4 13
kolistin 0.06-2 25 | 0 =64 - - 100*
kotrimoxazol 0.5-512 8 128 10 0.5-512 8 64 28
kys. oxolinova 0.125-64 | 4 5 0,25-128 2 16 19
meropenem 0.03-2 0.125] 0.5 0 0.06-0.5 | 0.06 | 0.25 0
nitrofurantoin 0.,5-32 2 8 0 =64 - - 100*
ofloxacin 0.03-16 0.06 | 3 0.03-32 0.5 4 19
tetracyklin 0.25-128 2 64 48 =64 - - 100*

Legenda: n = pocet vysetienych kment, * piirozena rezistence, - hodnoty nestanoveny

MY

Z vysledki vyplyva vysSSicetnost rezistentnich km&nEscherichia coli k ampicilinu
(29 %), tetracyklinu (48 %) a Broteus mirabiliske kotrimoxazolu (28 %).#kvapujicim
vysledkem byl zdokumentovany vyskyt fluorochinolexistentnich kmenu obou species.
V piipact Proteus mirabilisbyla rezistence k ofloxacinu a ciprofloxacinu phn&na u 24

kmeni, piicemz 20 pochazelo ze stejného chovu [41].

Z chowvi telat bylo izolovano 247 kmérEscherichia colia 57 kmefi Proteus mirabilis
Rezistence k antibiotikm u obou species je uvedena v tabulce 6. Z vysélegglyva rela-
tivné dobra citlivost kmet Escherichia coli VysSic¢etnost rezistentnich izotabyla pro-
kazana pouze vifpadt tetracyklinu (68 %) a ampicilinu (48 %). RasnkmenyProteus
mirabilis vykazovaly nizkou Uroverezistence, s vyjimkou ampicilinu a cefazolinugkd

cetnost rezistentnich izotapresahla 50 % [41].
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Tabulka 4. Rezistence izolaEscherichia colia Proteus mirabilisz chovi telat
k antibiotikim [41]

Antibiotikum Escherichia coli (n=247) Proteus mirabilis (n=57)
Rozmezi | MICsy | MICq % Rozmezi MIC | MICsy | MICq %
MIC | (mg/l) | (mg/1) |rezistence (mg/1) (mg/l) | (mg/1) | rezistence
(mg/1)
amikacin 0.25-8 0.5 4 0 0.5-8 1 4 0
ampicilin 0.5-128 4 64 48 0,5-256 8 64 57
ampicilin/sulbactam| 0,25-64 1 4 2 0,5-128 | 4 7
cefazolin 025-128 | 2 4 5 1-128 8 64 55
cefotaxim 0.03-0.5 | 0.06 | 0,125 0 0.03-0.25 0.06 |0.125 0
ceftazidim 0,03-0.5 | 0.06 | 0,125 0 0.03-0.25 0.06 |0.125 0
cefuroxim 0.25-64 1 . 3 0.5-64 1 4 9
ciprofloxacin 0.001-0,5| 0,06 | 0,125 0 0,001-0,125 | 0,03 | 0,06 0
chloramfenikol 0.5-32 1 £ 3 1-64 2 8 12
gentamicin 0,06-1 |0.125| 0.5 0 0,125-1 025 | 0.5 0
kolistin 0.125-1 | 0.25 | 0.5 0 =64 - 100*
kotrimoxazol 0,25-128 1 8 11 0.125-256 0.25 1 9
kys. oxolinova 0,5-8 1 4 0 1-8 2 4 0
meropenem 0.03-0.5 | 0.06 | 0,125 0 0.001-0.125 | 0.03 | 0.06 0
nitrofurantoin 0.25-16 2 4 0 >64 - - 100*
ofloxacin 0,03-0.5 | 0.125| 0.25 0 0.03-0.5 0,125 | 0.25 0
tetracyklin 1-128 8 32 68 >64 - - 100*

Legenda: n = pocet vysetienych kment, * piirozena rezistence, - hodnoty nestanoveny

Z uvedenych vysledkje patrné, Zze v dbeZich chovech se v podminkacR vyskytuji
multirezistentni kmenyescherichia colia Proteus mirabiliss rezistenci k fluorochinolo-
nam. Izolace 20 (83 %) ofloxacin- a ciprofloxacingeintnich kmein Proteus mirabilisz
jednoho chovu nazkaje moznost klonélniho, horizontalnihd@esii v imz se niZe nega-

tivné projevovat selaini tlak pouzitych antimikrobnichifpravki [41].

Vysledky dale prokazaly relatigndobrou situaci v rezistenci k antibiaiik v chovech
telat. VySSicetnost rezistentnich izotaEscherichia colia Proteus mirabilisbyla prokaza-
na pouze v fipact ,zakladnich* antibiotik (ampicilinu a cefazolinuRezistence k tet-
racyklinu uEscherichia coldosahla hodnoty 68 %. Velmiipnivou skuténosti je absence

rezistence k fluorochinoldm v porovnani s dibezimi chovy [41].

Antibioticka rezistence u bakterialnich knezolovanych od telat je nizSi nez rezistence
obdobnych kmein u diibeZe. Tato skut@ost mize souviset, mimo jiné, i se gwbem
pouziti a spektrem aplikovanych antibiotik na facm@iibeze a skotu. Zatimco uitheze

jsou antibiotika aplikovana plo&r(perorali), véetré tzv. profylaktickych aplikacirada
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zvirat obdrzi subterapeutické davky antibiotik), v obdv skotu feviada spise individual-

ni (parenteralni) terapeuticka aplikace danycrbaottk [41].

4.10Incidence multirezistentnich izolati Escherichia coli ze syrového

mléka, masa a masnych vyrobk

Pouzivani antimikrobialnich latek k prevenci onentog a k terapii zvat, napiklad cetrg

k |&cbé zarétu ml&né Zlazy, se rize odrazet v selekci rezistentnich populaci i reyet-
nich mikroorganisri, které jako nesledovamiéxa(piicina onemoceéni) unikaji pozornos-
ti. Timto zpmsobem nebezpgaé kmeny indikatorové bakterig. coli, které za uiitych
podminek kontaminuji syrové mléko, maso a potraviyrpbené z nich, mohou byt nosite-
lem i nékolika geni rezistence k antimikrobidlnim latkam. Proto byledevani rezistence
u tohoto mikroorganismu zahrnuto do MetodickéhoouivStatni veterinarni spragR
(SVS, 2005) a je iigdevSim zahrnuto do evropského programu monitoforeaistence

izolati E. coliz potravin a z\at (Directive, 1992) [42].

V letech 2000-2006 bylo ze vzdrlsyrového mléka, méé@ych vyrobki a z prostedi zpra-
covatelskych zavag dale ze syrového masa, masnych vytobkz kontaktnich povréh
masnych zavaid (2389 vzork) izolovano 1378 izoldt Cetrgji byly kontaminovany vzor-
ky komodity masa (40,87 %, 21,21 % a 39,51 % wizpek23,71 % vzonk potravin vyro-
benych z mléka [42].

Rezistence k 16 antimikrobialnim latkam byla vigea standardni mikrodidni metodou
(NCCLS, 2002) a u 10 vybranych multirezistentnipblati byla konfirmovana pikazem
gen rezistence, a tblaPSE,blaTEM, strA, strB, tetA, tetB, tetC, tetG, cat, sull, sul2,
aadAl, aadA2, floR, které se vyskytuji rowZ u zdravots zdvaznych patogennich bakte-
rii, a to u pentarezistentnich izalatodu Salmonella Prokazovana bylaiftomnost genu

pro integrasuntl, jako indikatoru moznéhagnosu rezistence [42].

Zadny z izolal neprodukoval SirokospektraltsktamasyESBL. Celkem 1025 izolatbylo
rezistentnich nejmérk jedné latce, a to n&gtnsji k cefalotinu (47,61 % izolé). Multire-
zistentni kmeny (celkem 382 mR (multirezistentnidolaty, tj. 27,72 % vSech izol&y,
rezistentni k ampicilinu, cefalotinu, kotrimoxazphireptomycinu a tetracyklinu, byly izo-
lovany nefetrgji ze syrového mléka (39,53 % mR iza@lpt ml&nych potravin (32,98 %

mR izolat). Po gepaitu na celkovy peéet izolafi, nejvice mR izoldt pochazelo ze &ti v
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masnych zavodech (33,93 % izdlgtdale ze syrového mléka (30,75 %) a ifedim mis
ze zdizeni mlékarny (28,57 % izol§t[42].

U vSech vybranych multirezistentnich izaéldtyly detekovany fislusné geny rezistence,
cetrg byly detekovany genblaTEM, strA, strB, tetA, cat a suR. Na zaklad pouzitych
primeri byl integron tidy 1 s geny rezistenddaTEM, strA, strB, tetA, cat, sull, sul2,

aadAl detekovan u jednoho multirezistentniho izol&tsyrového mléka [42].

Z vysledka vyplyva, ze potraviny zivdSného @vodu byly nositelem geénrezistence k
antimikrobidlnim latkam prostdnictvim indikatorové bakteri&scherichia coli a to i
piesto, Ze byly zahrnuty v technologii vyroby potrairoky, které za kontrolovanych
podminek tento mikroorganismus z potravntatszce eliminuji. Jednim ze zdfokonta-
minace finalnich vyrobk multirezistetnimi kmeny mohly byt bakteriéefivajici na za-

zeni vyrobnich zavagd pravd&podobr v biofilmech a to i po provedené sanitaci [42].

4.11 RezistenceEscherichia coli na antibiotika — diskové metody stano-

veni citlivosti

V ramci vyzkumu pehledu rezistence bakterii na antibiotika (jenZ fwgveden v roce
2005 mikrobiologickou laboratbnemocnice Cheb, spol. s r. 0.) byla mimo jinéurhédna
rezistence 823 kmarEscherichia coliu matovych infekci na jednotliva antibiotika¢et-
n¢ fluorochinoloni, a rezistence 1372 kmierEscherichia colibez rozliSeni druhu zkou-

maného materialu [43].

Citlivost na antibiotika byla vyS&ivana d¥ma metodami: 1) diskovou metodou — kvalita-
tivni vySeteni, 2) metodou MIC — kvantitativni vy$eni, které stanovuje nejen, zda je
kmen k uéitému antibiotiku citlivy nebo rezistentni, ale t&&novuje hladinu antibiotika

v mg/ml, kter& je &inna — kvantitativni hodnoceni [43].

V zasad vSechny klinicky vyznamné kmeny byly testovanykdigou kvalitativni metodou
a kmeny rezistentni nasletimetodou MIC. Nalezy u klinicky zavaznych infekei wdy

testuji metodou MIC, eventuélma gani |€kae [43].

Uvedené pehledy jsou postaveny na diskové meétaddivodu WtSi vypovdni hodnoty
statistickych¢isel @i vétSim pa&tu kmeni. U metody MIC je zastoupeni jednotlivych bak-

terialnich druli vyrazré mensi, coz by znamenalo zatizeni chybou maliszd [43].
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Tabulka 5. Rezistence kmekscherichia colu maovych infekci — kvalitativni diskové

metody stanoveni citlivosti (823 kmign43]

Antibiotikum Citlivée - % Rezistentni - %
Ampicilin 59,1 (475 kmed) 40,9
Unasyn 64,1 (518 kméh 35,9
Cefazolin 93,5 (751 kméi 6,5
Kotrimoxazol 74,2 (597 kmédi) 25,8
Ofloxacin 89,3 (717 kmei) 10,7
Furantoin 93,9 (752 kméh 6,1
Gentamicin 85,7 (cca 700 knign 14,3

Tabulka 6. Rezistence kme&scherichia colbez rozliSeni druhu zkoumaného materialu

— kvalitativni diskové metody stanoveni citlivogtB72 kmei) [43]

Antibiotikum Citlivé - % Rezistan - %
Ampicilin 60,7 39,3
Cefazolin 94,4 5,6
Unasyn 69,0 31,0
Chloramphenikol 92,8 7,2
Tetracyklin 77,7 22,3
Kotrimoxazol 77,8 22,2
Ofloxacin 93,6 6,4
Gentamicin 96,8 3,2

Z velkych statistickych soubitze dtlat prognozy vyvoje rezistence bakteriicvantibio-

tikim do budoucna, coZz umozni davat podklady a dd@eoiuk l&€bé a téZz varovaniip

strmém fistu rezistence kakterym antibiotikKim. Rist rezistence je vzdy zasadovlivnén

vysokym seleknim tlakem [43].

V Ceské republice doslo v ramci Evropy k nejvy3Simriista spateby fluorochinoloa,

jehoz disledkem je i nejrychlejSi ndst rezistence na tato antibiotika. Nalezy baktefial

rezistence provedené studie potvrzuji tento tr&tety pravépodobr vyplyva z dobrych

farmakokinetickych vlastnosti a vyhodné ceny flutioolonovych antibiotik. Jeig¢ba

upozornit, Ze pokud nebude sniZzeno pouzivani kétpisy antibiotik, dojde velmi rychle k

jejich vytfazeni z pouzitelnosti zaglodu vysokého stuginrezistence a tudiz v budoucnu k

nizké spolehlivosti pro empirickoudgu. Rezistence roste u gramnegativniatingk z

celedi EnterobacteriaceaézahrnujeEscherichia coli, dale vyznam& u Pseudomonas sp.

(ciprofloxacin — 43,6 % rezistentnich kntew ptipad® matovych infekci) aEnterococcus

faecalis(ciprofloxacin — 57,7 % rezistentnich kntemn ma:ovych infekci) [43].
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. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRAKTICKE PRACE

Cilem préace je za pomoci diskové difuzni metodytaborré stanovit antibiotickou rezis-
tenci 18-ti vySabvanych kmefi Escherichia coliizolovanych z vyira bazani z volné

piirody i farmového chovu na Moraw obdobi let 2010 — 2011. Vysledky stanoveglym
byt konfrontovany se s@asnym stavem antibiotické rezistence& gské republice a ve

swté podle dostupnych literarnich Udaj

5.1 Pracovni material a pomicky

Pracovni ponicky a fistroje:

Kahan, @ékovaci klicky, sterilisator kitek (sklarny Kavalier, a. s.), pipeta 1000 pl (lhiec
pipeta 1-5 ml (Intech), Petriho misky, pipetovagicBy (Eppendorf Phusio Care concept),
zékalongr (Densi-La-metr), uglohmotné sterilni zkumavky pro Densi-La-metr o ohje
10 ml (sterilni, Sarze 90471&islo mat. 50003692, datum exspirace 30.4.201@patka
(Heidolph Reax top, IM 010000042330), sterilni va@tdampony, antibiotické disky (viz

pouzita antibiotika), termostat 37 °C, posuvn#itko.

Pripravené kultivani pady:

MHA, Mueller Hinton Agar gislo Sarze M173-500G, vyrobce HiMedia Laboratorieg,
Ltd., Mumbai 400 086, Indie

sloZeni: howzi masova infuse 300 g/l, kysely hydrolyzat kaselab g/l, Skrob 1,5 gll,
agar 17 g/l, slozenitfpravku odpovida pozadat normyCSN EN I1SO 10272-1

pouZiti: pro stanoveni citlivosti mikroorganigérk antimikrobnim latkam difusni diskovou

metodou

piiprava: 15,2 g iipravku bylo rozpugho ve 400 ml destilované vody, bylo sterilizovano
v autoklavu pi 121 °C 15 az 20 minut, kotyeé pH (g 25 °C) 7,3+0,2

PCA, Plate Count Agacrislo Sarze 64 475, vyrobce Bio-Rad, 3, boulevargniend-

Poincaré, 92 430 Marnes-La-Coquette, Francie
pouZziti: pro kultivaci mikroorganisin

piiprava: 8,2 g fipravku bylo rozpugho ve 400 ml destilované vody, bylo sterilizovano
v autoklavu pi 121 °C 15 az 20 minut, koteé pH (gi 25 °C) 7,0+0,2
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Pouzita antibiotika:

Amoxicilin — klavulanova kyselina 2:1, AMC 30, 3@uvyrobce Oxoid Ltd., Besingstoke,

Hampshire, Anglie

Ampicilin, A 10, 10 ug, vyrobce HiMedia LaboratajePvt. Ltd., Mumbai 400 086, Indie
Cefalotin, KF 30, 30 ug, vyrobce Oxoid Ltd., Besitake, Hampshire, Anglie
Ciprofloxacin, CIP 5, 5 ug, vyrobce Oxoid Ltd., Begstoke, Hampshire, Anglie

Colistin sulfat, CT 10, 10 pg, vyrobce Oxoid LtBesingstoke, Hampshire, Anglie
Gentamicin, CN 10, 10 ug, vyrobce Oxoid Ltd., Bgstoke, Hampshire, Anglie
Chloramfenikol, C 30, 30 pg, vyrobce Oxoid Ltd. sBgstoke, Hampshire, Anglie
Neomycin, N 30, 30 pg, vyrobce HiMedia Laboratarieet. Ltd., Mumbai 400 086, Indie

Piperacilin — tazobactam 10:1, TZP 110, 110 pgolge Oxoid Ltd., Besingstoke,

Hampshire, Anglie

Streptomycin, S 10, 10 pg, vyrobce HiMedia Labaiaty Pvt. Ltd., Mumbai 400 086,

Indie

Sulbactam — cefoperazon, SCF 105, 105 ug, vyroboedQ.td., Besingstoke, Hampshire,
Anglie

Sulfamethoxazol — trimetoprim, SXT 25, 25 pg, vywebOxoid Ltd., Besingstoke,

Hampshire, Anglie

Tetracyklin, T 10, 10 ug, vyrobce HiMedia Laboratsr Pvt. Ltd., Mumbai 400 086, Indie
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5.2 Metodika praktické prace

VySetované kmenyescherichia coli{18 kmeri) byly ziskany z vyiru bazani pochézeji-

cich z volné firody i z farmového chovu na Morav Ceské republice.

Dané kmeny byly nadovany na ENDO agar, n&mz vytvaily tmavé fialové kolonie se
sklovitym leskem. Kmeny bylyipatkovany na PCA fdy. Do zkumavek ozrggnychcis-
lem prislusnych kmed byly napipetovany 3 ml fyziologického roztoku, péhodinnové
kultivaci byly vyZzihanou &ovaci klickou odebrany z kazdého kmene te3stvé kolonie
a rozeteny a dobe promichany ve fyziologickém roztoku. Vysledny aidryl méten zéka-
lomérem (Densi-La-metr). Koncentrace inokula kazdéhcekenbyla upravena tak, aby

vysledny zakal odpovidal vzdy 0,5 stéprakalu dle MacFarladova standardu [44].

Pripravené inokulum z kazdého kmene bylo do 15 mpuwigipraw ockovano roztrem
sterilnimi vatovymi tampony po celé ploS&pgpaveného MHA agaru. Na Petriho misky
byly do 15 minut po nadkovani inokulem umighy pomoci sterilni injedni jehly @islus-
né antibiotické disky. Disky se k platfjemnre pritiskly, aby cel& plocha disku byla v kon-
taktu s povrchemay (antibiotikum ihned difundovalo do agaru). Plotse umistily do
termostatu, v &mz byly inkubovany p cca 36,5 °C 16 hodin [44].

Pomoci diskové difuzni metody byla stanovena citlit¢i rezistence jednotlivych kmén
E. coli ke zvolenym antibiotickym latkdm. Diskova difuznietada pedstavuje metodu
stanoveni citlivosti nebo rezistence bakterii kraikrobialnim latkamin vitro podle toho,
zda vySdiovana bakterieH. col)) ve stanovené koncentraci nna agarové ¢ tvori
nebo netvé pripustnou zonu inhibiceistu kolem disku s ditou koncentraci daného an-
tibiotika po gedepsané deébinkubace. Rimér zény inhibice se u jednotlivych antibiotik
liSi v zavislosti na rychlosti jejich difuse z diska je v obraceném panu k jejich mini-

malni inhib&ni koncentraci (MIC) [44].

Po inkubaciE. colina MHA pidach byly posuvnym #titkem zngfeny pamery inhibic-
nich zén (v mm). Byly vyhodnoceny citlivé (C), imeediarni (1) a rezistentni (R) kmeny
E. coli podle metodiky organizace EUCAST (Evropského vyhmna testovani antimikro-
bialni citlivosti, European Committee on antimidedtsusceptibility testing), ktera stanovi
praméry inhibi¢nich zon pro kategorii citlivych, intermediarnichrezistentnich kmehn

prislusnych mikroorganisin[44].
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Diskovou difuzni metodou bylo vy§etvano, zda kmenk. coli tvorily na MHA padé pri-
pustnou zonu inhibiceastu. Pimer inhibi¢nich zon byl v prochézejici e mgien na
vngjSi strar Petriho misky za pomoci posuvnéheiitka od okraj zon se #etelnou inhi-
bici nistu. Byla odétena vzalenost mezi nimi a dl¢ilpzené metodiky EUCAST vyhod-

nocena citlivosti rezistence fislusnych kmet k danému antibiotiku [44].

Tabulka 7. Hrarini priméry inhibi¢énich z6n na vybrana antibiotika pro kmeBy coli
(dle metodiky EUCAST) [44]

L obsah disku v pramér inhibic¢ni zony v mm pro kategorii
Antibiotikum __ : : i
Hg citlivy > intermediarni rezistentrd

Amoxicilin - klavulanova 30 18 14-17 13
kyselina 2:1
Ampicilin 10 17 14-16 13
Cefalotin 30 18 15-17 14
Cefoperazon - 105 21 16-20 15
sulbactam
Ciprofloxacin 5 21 16-20 15
Colistin sulfat 10 10 - 9
Gentamicin 10 15 13-14 12
Chloramfenikol 30 18 13-17 12
Neomycin 30 17 13-16 12
Piperacilin - 110 18 16-17 15
tazobactam 10:1
Streptomycin 10 15 12-14 11
Sulfamethoxazol - 25 16 11-15 10
trimetoprim
Tetracyklin 10 19 15-18 14
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5.3 Vysledky vyzkumu

Na zaklad zmerenych paméra inhibiénich zon byla vyhodnocena citlivost vSech 18 vyset-

fovanych kmea E. coli k vybranym antibiotikm.

Tabulka 8. Nar&ené zény a hodnoceni rezistence pro kntergoli¢. 1 az 18

obsah nangiené zony v mm, hodnoceni knien
Antibiotikum disku v

ug kmen¢. 1 | kmerk. 2 | kmen¢. 3 | kmerc. 4 | kmen¢. 5
Amoxicilin - klavula- 30 20C 20C 20C 24 C 19C
nova kyselina 2:1
Ampicilin 10 161 12R 151 12/15R/I 6R
Cefalotin 30 12R 9R 151 151 9R
Cefoperazon - 105 27C 27 C 26 C 28 C 26 C
sulbactam
Ciprofloxacin 5 30C 29C 30C 31C 30C
Colistin sulfat 10 11C 12C 11C 12C 10C
Gentamicin 10 21C 21C 16 C 23C 20 G
Chloramfenikol 30 26 C 27C 26 C 29C 25C
Neomycin 30 18C 20C 151 20C 17/18 C
Piperacilin - 110 25C 24 C 25C 25C 24 C
tazobactam 10:1
Streptomycin 10 22 C 21/23 C 19C 16 C 20C
Sulfamethoxazol - 25 25C 23C 24 C 27C 26 C
trimetoprim
Tetracyklin 10 181 181 22C 8R 22C
Legenda:
C = citlivy kmen

| = intermediarni kmen

R = rezistentni kmen
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obsah namerené zony v mm, hodnoceni knten
Antibiotikum dlil;u Y kmen¢. 6 | kmenc. 7 | kmeng. 8 | kmen¢. 9 kmleoné.
Amoxicilin - klavula- 30 22C 19C 21C 18C 20C
nova kyselina 2:1
Ampicilin 10 13R 6R 9/11R 7R 141
Cefalotin 30 11R 6R 11R 10R 14R
Cefoperazon - 105 25C 25C 25C 22 C 24 C
sulbactam
Ciprofloxacin 5 30C 30C 30C 25C 30C
Colistin sulfat 10 11C 15C 12C 11C 11 C
Gentamicin 10 20/24 C 18C 22C 21C 20 d
Chloramfenikol 30 26 C 24 C 27C 9R 25C
Neomycin 30 16| 20C 20C 141 18C
Piperacilin - 110 25C 22 C 22/24 C 20C 23C
tazobactam 10:1
Streptomycin 10 141 20C 20/24 121 20C
S_ulfamet_hoxazol - 25 22C 22C 20/23 C 7R 24 C
trimetoprim
Tetracyklin 10 19C 6R 19C 7R 19C
Legenda:
C = citlivy kmen

| = intermediarni kmen

R = rezistentni kmen
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obsah namerené zony v mm, hodnoceni knten
Antibiotikum diskuv [“kmene. | kmené. | kmene. | kmend | kmenc.
1 11 12 13 14 15
Amoxicilin - klavula- 30 20C 20C 19C 21C 161
nova kyselina 2:1
Ampicilin 10 11/13R 151 9R 9/13R 6R
Cefalotin 30 10R 11R 9R 7/13R 10/12R
Cefoperazon - 105 25C 24 C 24 C 27 C 22C
sulbactam
Ciprofloxacin 5 30C 32C 30C 30C 29C
Colistin sulfat 10 12 C 11C 12C 11C 11 C
Gentamicin 10 21C 21C 20C 25C 18 G
Chloramfenikol 30 26 C 24 C 23C 21C 25C
Neomycin 30 18C 19C 151 19C 17C
Piperacilin - 110 24 C 23 C 24 C 24 C 23C
tazobactam 10:1
Streptomycin 10 21C 15C 17C 20/23 C 18C
S_ulfamet_hoxazol - 25 21/24 C 26 C 24 C 24 C 20C
trimetoprim
Tetracyklin 10 19C 7R 181 181 22C
Legenda:
C = citlivy kmen

| = intermediarni kmen

R = rezistentni kmen
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nangfené zony v mm,

obsah .
Antibiotikum disku v hodnoceni kmeh
ug kmencg. kmencg. kmeng.
16 17 18

Amoxicilin - klavula- 30 22 C 19C 21C
nova kyselina 2:1
Ampicilin 10 12R 6/15R/I 16|
Cefalotin 30 10R 6/10R 13R
Cefoperazon - 105 28C 24 C 26 C
sulbactam
Ciprofloxacin 5 31C 32C 30C
Colistin sulfat 10 11C 10C 11C
Gentamicin 10 24 C 19C 17C
Chloramfenikol 30 25C 24 C 22 C
Neomycin 30 20C 17C 17C
Piperacilin - 110 24 C 23 C 24 C
tazobactam 10:1
Streptomycin 10 20/23 C 18C 20C
Sulfamethoxazol - 25 25C 22 C 23C
trimetoprim
Tetracyklin 10 19C 25C 181
Legenda:
C = citlivy kmen

| = intermediarni kmen

R = rezistentni kmen
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6 DISKUSE

Na Ustavu technologie a mikrobiologie potravin Umizity Tomase Bati ve Zlinbylo
v letech 2010 - 2011 provedeno laboratorni stanicametibiotické rezistence 18 vyseta-
nych kmeri Escherichia colipochazejicich z vytu bazani z volné girody i farmového

chovu na Mora¥.

Studie poskytla nasledujici vysledky: z 18 videanych kmet E. coli bylo k ampicilinu
13 kmeri rezistentnich (72,22 %), zbylych 5 knies. coli bylo vic¢i ampicilinu interme-
diarnich. K cefalotinu vykazovalo rezistenci 16 ef@vanych kmet (88,89 %), ostatni
dva kmeny {. 3 a 4) byly intermediarni. U kmeiie coli¢. 9 byla stanovena rezistence k
chloramfenikolu i sulfomethoxazol-trimetoprimu (56 %), vSechny ostatni kmeny byly
na tato antibiotika citliva. Na amoxicilin-klavulawou kyselinu byl nalezen jediny inter-
mediarni kmend, 15), vS8echny dalSi kmeny byly shledany jako\eitliV gripac antibio-
tik neomycinu a streptomycinu byly 4, resp. 2 kmemyeny jako intermediarni, vSechny
ostatni kmeny byly stanoveny jako citlive. U cefgmnu-sulbactamu, ciprofloxacinu,
colistinu, gentamicinu a piperacilin-tazobactamuytshledany pouze citlivé kmeny. Na
tetracyklin byly stanoveny 4 rezistentni kmeny £222%), 5 kmet bylo intermediarnich a

9 citlivych.

Vyzkum potvrdil zavaznost viistajici rezistence bakterialnich knielBscherichia colik
ampicilinu (72,22 %) a cefalotinu (88,89 %). Stuthké dokazala nezanedbatelnou rezis-
tenci k tetracyklinu (22,22 %). Vifpact jednoho bakteridlniho kmere coli byla shleda-
na rezistence k chloramfenikolu a 8asr¢ sulfomethoxazol-trimetoprimu (5,556 %), za-
timco ostatni kmeny byly na tato antibiotika ciélilNa antibiotika cefoperazon-sulbactam,
ciprofloxacin, colistin, gentamicin a piperaciliazbbactam nebyly stanoveny zadne rezis-

tentni ani intermediarni kmerty. coli.
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Obrazek 3. Vyhodnoceni zastoupeni rezistentnicteamediarnich kmen

Escherichia colina jednotliva vybrana antibiotika
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Obrazek 4. Vyhodnoceni podilu rezistentnich kiméscherichia coli

podle skupin zvolenych antibiotik

B aminoglykosidy (gentamicin,
neomycin, streptomycin)

H cefalosporiny (cefalotin,
cefoperazon)

B chinolonova antibiotika
(ciprofloxacin)

B chloramfenikol

B peniciliny (amoxicilin, ampicilin,
colistin, piperacilin)

B sulfonamidy (sulfamethoxazol)

B tetracyklin

2,857%

ey

Studie dokazala, Ze i u vdrzijicich a farmo¥ chovanych zvhat (bazant) se vyskytuji
rezistentni kmen¥scherichia coli Lze gedpokladat, zefftomnost &échto kmer je dana
celos¥tove stoupajici rezistenci bakterii k antimikrobniniivém. Tyto rezistentni bakte-
rie se potravou dostavaji do traviciho Ustrojiratyikde se pomnozi a mohou naskettn-
sem kontaminovat povrchové zdroje pitné vody,ifpat infikovat ¢lovéka. Je pravébo-
dobné, Ze podobnyigiod gritomnosti rezistentnich kmérk. colilze vysledovat i u vySet-

fovanych bazait

Pricinu stavajici situace je nutné hledat z\dastloveka, kterycasto neuvazenym podava-
nim antibiotik neblaze ovliwje nejen svoji populaci a populace doméacich ho&iségich
zviiat, ale i populace zkdt volrg zijicich. Epidemiologicky vyznam synantropnichkita
spaiiva zejména v nebezgekontaminace prodi, napiklad povrchovych zdrdj pitné

vody, vodnich ploch pouzivanych pro rekreaci neidazovani ovoce a zeleniny, vody a
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potravy zvfat na farmach. Ptaci vSak mohou byt prilddralonizovani i patogennimi bak-
teriemi, jejichZz zdroji byli nemocni lidé nebo neend doméci zvata. Synantropni voén
Zijici ptaci se tak stavaji vyznamnym rezervoaremeltorem (penasSéem) rezistentnich
bakterii [40].

Nedavno byl dokonce dolozZeripad genosu salmonel z racka chechtavéhcloacka
prostednictvim kontaminace povrchovych zdrgyitné vody [40]. Je otazkou, zdaesii
nebezpeénych mikroorganisri do lidské populace,éetné patogennich kmenE. coli, na-
vic doplrené vysokou mirou antibiotické rezistenéehto mikrokii, nehrozi i u vola Ziji-
ciho ptactva, jako jsou prébazanti. Jista mira rizika zde bezpochyby je adteroy byt

podceaiovana.

V Ceské republice je situace antibiotické rezistermadpné vazna: nap mezi roky 2001
az 2005 doSlo v naSi zemi k dvojnasobnému vzestagibiotické rezistenck. colik flu-
orochinoloriim, rezistencée. coli k ciprofloxacinu vzrostla z 8 % na vice nez 20 %is
tovy trend nadale pok&gje [10]. V gipadt antibiotik ciprofloxacinu, ale také cefoperazo-
nu, colistinu, gentamicinu a piperacilin-tazobaataaboratorni vyzkum neprokéazal zadné

rezistentni ani intermediarni kmeny, to vSak nij@sniZzuje zavaznost vzniklé situace.

Vysledky vySeteni kmeri Escherichia colijsou do uéité miry v souladu s vyzkumem
fluorochinolon-rezistentnich kmérk. coli provagnym v letech 2003 — 2005 ¥fp cho-
vech dfibeze a ve dvou farmach telat néedhi Mora¥. Celkem bylo z chay dribeze
izolovano 239 kmeahnE. coli, piicemzZ ¢etnost fluorochinolon-rezistentnich knie(rezis-
tentnich na ciprofloxacin a ofloxacin) dosahla hagin3 %, cetnost kmeit rezistentnich
vici tetracyklinu 48 % a k ampicilinu 29 % [41] [45rovname-li dané vysledky s prove-
denym laboratornim vySeinim, nizeme konstatovat relativni shoduivpgact ciprofloxa-
cinu (Zadny rezistentni kmen) a tetracyklinu (2222ezistentnich kmei. V pripac am-

picilinu byla naopak stanovena mnohem vySSi rezcet€72,22 %).

VVVVVV

analyzovala vyskyt bakterialnich kmiemezistentnich na antibiotika utdreze WCeské
republice v letech 1999 az 2000. 51 % kihé&scherichia colibylo rezistentnich k am-
picilinu, 31 % k piperacilinu a dokonce 97 % k &etyklinu. U 10 % vySébvanych kmet

byla tehdy rovtiZz shledana viistajici rezistence na ciprofloxacin a ofloxacin][46
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Zajimavé vysledky ke srovnani poskytla i studieveena na Slovensku, ktera v letech
2006 az 2008 zkoumala dynamika mikrobialni rezistema chinolonova antibiotika (kyse-
linu nalidixovou, ciprofloxacin a enrofloxacin) k@amzalniEscherichia colizolovanéod
zdravych brojleit z miznych farem. Izolaty vykazovaly vysokou rezistenainalidixovou
kyselinu, ciprofloxacin a enrofloxacin. Studie péakla, Ze rezistence na chinolonova an-
tibiotika (ciprofloxacin a enrofloxacin) je na Skwsku u zwecichE. coliizolovanych z
brojleni velmi vysoka, jeji urowviecinila cca 80 % u ciprofloxacinu a 50 % u enrofloxac
[38] [39]. S laboratornim vyS&tnim nejvice koresponduji vysledky této studiernap

r. 2008 u kmei rezistentnich k ciprofloxacinu (s vysokym stapnchinolonové rezisten-
ce), které byly téZ rezistentni k ostatnim antikioh, nag. k ampicilinu (64 %), tet-
racyklinu (39 %), streptomycinu (60 %), neomycid4 @o0), gentamycinu (14 %) a chlo-
ramfenikolu (7 %). Naopak citlivé byly na ceftazidklavulanovou kyselingi ampicilin-
sulbactam [39]. To odpovida do Zn& miry rgkterym hodnotam zjishym u laboratoré
vySetovanych kmet E. coli, u nichZ rezistence na ampiciimila 72,22 %, na tetracyklin
22,22 %, k chloramfenikolu 5,556 %, na streptomyongomycin a gentamycin vSak nebyly
shledany rezistentni kmeny Zadné. Podoba amoxicilin-klavulanovou kyselingi ce-

foperazon-sulbactam nebyly Zadné kmeny stanovéwyrgzistentni.

Zda se, Ze doba neuvazeného a radého podavani antibiotik v klinické i veterinarni
praxi, kdy nap. jeSt v 80. letech 20. stoleti byly fluorochinolonyedepisovany jako léky
prvni volby pro Gvodni kbu gislusnych infekci (zejména infekci davych cest), je jiz
naststi ve vysplych zemich minulosti. Odbornici (Iéka mikrobiologove) na nebezpie
mikrobialni rezistence upozawvali jiz od pa&atku pouZiti antibiotik, ale napravna ofeati
byla gijimana jen velmi pozvolna. Ne vSechna dpat vSak bylo mozno ozdiajako ro-
zumna a adekvatni: napr r. 1997 vydala americkd FDA (Agentura pro Ié&kpotraviny)
kontroverzni zakaz pouzivani fluorochinolon zvirat ugenych k produkci potravin. Za-
kaz se tykal enrofloxacinu a sarafloxacinu, ktedéjjediné fluorochinolony byly v USA
pouzivany, a to jen u dibbeze [11]. Je obtiznici, jestli podobna op#ni jsou skut@né
nutnd, nebo maji pouze zakryt nedostatky v rozumaéstidmém pouzivani vhodnych
antibiotik, z nichz aktera byla v minulosti vyuzivana nejenom jakdiva, ale i jako latky

umoziujici nafist hmotnosti a zmasilosti hospasiéych zviat.
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Vysledky diplomové prace ukazuji, Zze p¥ascherichia colivelice dolie dokumentuje
trend v rostouci rezistenci mikroorganisrk antibiotikim. Z 18 vySetvanych kmet E.
coli byla na cefalotin a ampicilinétsina kmei rezistentnich (88,89 %, resp. 72,22 %),
ostatni kmeny byly intermediarni a Zadny kmen nebyi témto antibiotikim citlivy. Také
rezistence 4 kmeénna tetracyklin (22,22 %) neni nijak zanedbatelhigkané vysledky
nejsou jis¢ ndhodné, uvazime-li zavaznou situaci antibiotiea@stence eské republi-

ce.
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ZAVER

Diplomova prace dokazuje ztrey mikrobiologicky a medicinsky vyznam rezistenedte-
ridlniho kmeneEscherichia coli predevSim rezistencEscherichia colina chinolonova
antibiotika. V souvislosti s touto problematikouaéte diraz na roli Escherichia coli

v potravnimietézci, na vyznam alimentarnich a nozokomialnich infak/volanych bakte-

rii Escherichia colu ¢lovéka a jejich nejvhod¥si antibiotickou Iébu.

Antibiotika jsou latky vznikajici v latkovém metdimnu mikrohi, plisni, rostlin i Ziveis-
nych tkani. Bsobi bakteristaticky nebo baktericigrvzacrji fungistaticky ¢i fungicidng.

V medicirt se pouzivaji jenom antibiotika s vyzngm &inkem proti patogennim bakteri-
im, pog. plisnim, gkterd i proti protozointi helmintim, ale nejedovata pro organismus
zvirat¢i ¢loveka.

Chinolonové antibiotika, ozgavana podle mechanismu vlastniisgbeni jako inhibitory
gyrazy, se vyuzivaji zejméndai pecbé¢ mocovych infekci. Rsobi zvlast na gramnegativni
bakterie E. coli), nowjSi chinolony i na pseudomonady a stafylokoky, @#adi mezi
Sirokospektralni antibiotika. Rezistence baktexiidjky mutacim snadno a rychle vyvola-
vana u chinolofi prvni generace, zatimco na fluorované chinolongrseino nevytia—

uvadi se, Ze 90 az 100 % bakterialnich kimeterénu je nacitlivych.

Vyznamné uplaténi v klinické i veterinarni praxi nalezly fluoroctalony, derivaty chino-
lond se systéemovymdinkem. Nafist spoteby fluorochinolo v nemocninim prostedi i

v lidské komuni¢ vSak postuptived! diky jejich dobré klinickédinnosti, snadnému pero-
ralnimu podani i nizké ceérk jejich masivnimu naduzivani a byl nasledovarnisyo roz-
vojem rezistence mikroorganisnk této Iékoveé skupif) ktera dnes ztraci svojikinnost

pro uvodni lIébu wtSiny infekci.

Esherichia colindlezi mezi nejvyznandjsi zastupce gtvni mikroflory ¢lovéka, ke koli-
formnim bakteriim. P&t do ¢eledi Enterobacteriaceaekterou tvéi gramnegativni nespo-
rulujici aerobni¢i fakultativne anaerobni @inky. Neékteré jeji kmeny (enteropatogenni,
enterotoxigenni, enteroinvazivni, enterohemoragiaké@ny a kmeny s difuzni adherenci)
jsou patogenni prélovéka i zvirata a zpsobuji septické infekce (hlaymroinfekce) a pir-

jmova onemocni.
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V mnoha zemich nastava rychly vzestup rezistencehmaolony, jeden z nejstrjsich
trendh zaznamenav@eska republika. V letech 2001 aZ 2005 séeské republice projevil

dvojnasobny vzestup antibiotické rezisteiseherichia colivaci fluorochinolonim.

Na Ustavu technologie a mikrobiologie potravin Usrizity Toma3e Bati ve Zlinbyla
v letech 2010 - 2011 vySewvana antibioticka rezistence 18 knmdfscherichia coli které
byly izolovany z vy&ru bazani z volné girody a farmového chovu na Mora\Citlivost ¢i
rezistence bakterialnich kméma zvolena antibiotika byla zkoumaira vitro diskovou

difuzni metodou.

Vyzkum prokazal z 18 vySetvanych kmeit E. coli 13 kmeri rezistentnich k ampicilinu
(72,22 %), 16 kmehrezistentnich &i cefalotinu (88,89 %) a jeden kmen rezistentni na
chloramfenikol a zarove sulfomethoxazol-trimetoprim (5,556 %). Na tetrdaykbyly
shledany rezistentni 4 kmeny (22,22 %). &ippd antibiotik cefoperazonu-sulbactamu,
ciprofloxacinu, colistinu, gentamicinu a piperatitazobactamu byly stanoveny vSechny

kmeny jako citlivé.

Laboratorni vySdéeni nazora ilustrovalo vzfistajici rezistenci bakterialnich kmen
Escherichia colik ampicilinu, cefalotinu i k tetracyklinu, na nigpozonuji mnohéceské i

zahranéni mikrobiologicke studie.

Diplomova prace dokazuje z&vaznost situace rostmmstenceEscherichia colik flu-
orochinolorim, které by v sotasné dob v podminkaciCeské republiky mly slouZit jen

jako Iéky rezervni.
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PRILOHA Il: TREND V REZISTENCI ESCHERICHIA COLI K
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LETECH 2001 — 2005 (DATA EVROPSKEHO SYSTEMU SLEDOVANI
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Trend v rezistenci Escherichia col|
K ciprofloxacinu ve vybranych evropskych zemich
v letech 2001 — 2005 (data EARSS)
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