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ANOTACE:

Diplomovéa prace pojednavd o vlivu vybranych chemickych latek a léciv ve vodéch
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odstrafiovani a degradaci. Dalsi kapitoly jsou vénovany vzniku rezistence na antibiotika
anavycet metod pouzivanych pro stanoveni citlivosti bakterii vici antibiotikiim.
V experimentalni ¢asti byla u vybranych bakteridlnich kmenti izolovanych z odpadnich vod
testovana jejich citlivost na antibiotika diskovou difizni metodou s naslednym testovanim

minimalni inhibi¢ni koncentrace.
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Effect of selected antibiotics on growth of microorganisms isolated from water
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of emergence of antibiotic resistance and to the methods used to determine the antibiotic
susceptibility of bacteria. In the experimental part, selected bacterial strains isolated
from wastewater were tested for their sensitivity to antibiotics by disk diffusion test followed

by minimum inhibitory concentration testing.
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UvVOD

Téma bakterialni rezistence je globalni, stale nardstajici problém z hlediska naro¢nosti
objevovani novych antibiotik. Globalni rezistence je ovlivnéna nékolika faktory. Mezi hlavni
faktory ovliviiujici vznik rezistence patii prelidnéni, zvySené uzivani antibiotik, selek¢ni tlak
a Spatny systém likvidace antibiotickych 1éciv, které se poté nedostateCnym cisténim vod

mohou dostat az do vody pitné.

Nedostatecnym ¢isténim ve vodach zlstavaji také hojné vyuzivana farmaceuticka
lé¢iva. Diplomova prace fesi situaci kontaminace vod 1é¢ivy v Ceské republice a ve svété

formou jednotlivych piipadu.

Cilem této diplomové prace bylo stanovit citlivosti na antibiotika u vybranych
bakterialnich kment, izolovanych ptedev$im z odpadnich vod, z ¢eledi Enterobacteriaceae,
rodu Enterococcus a rodu Pseudomonas. Stanoveni citlivosti na antibiotika bylo testovano
diskovou difizni metodou a nasledn¢ byla u vybranych bakterii stanovena

minimalni inhibi¢ni koncentrace ampicilinu.

16



1 TEORETICKA CAST

1.1 Déleni chemickych latek a 1é¢iv dle Svétové zdravotnické organizace
Léciva jsou chemické latky slouzici k léCeni, zmirnéni projevii chorob ¢i ochrané

pted chorobami samotnymi (HaleSova et al., 2016).

Utinna latka 1é¢iva je klasifikovana podle Svétové zdravotnické organizace (WHO)
do systému anatomicko — terapeuticko — chemickych skupin (ATC) na zakladé¢ organu
nebo systému, na né€z pusobi. Systém celkem zahrnuje 5 Grovni. Prvni troven klasifikuje
ucinné latky do 14 hlavnich skupin, které se dale déli na druhy stupen zahrnujici
farmakologické a terapeutické podskupiny. Tteti a Ctvrtd uroven je rozifazena na zakladé
terapeutickych, farmakologickych a chemickych vlastnosti latek. Posledni trovenn zahrnuje
konkrétni chemickou latku, spliujici dané vlastnosti. Ptiklad zatazeni Gi¢inné latky ibuprofenu

dle ATC tazeni WHO uvadi schéma 1 (Terron Cuadrado, 2018).

Travici trakt a metabolismus &
Krev a krvotvorné organy

Kardiovaskularni systém

Dermatologika

[ B =R T -~ I -

Urogenitalni trakt a pohlavni
hormony

T

Systémova hormenalni 1&€iva , kromé
pohlavnich hormond a insulind

Antiinfektiva pro systémowvou aplikaci
Cytostatika a imunomodulaéni 1&8iva
Muskuloskeletarni systém
Nervovy systém

Antiparazitika, insekticidy a repelenty
Veterinarni pfipravky

Respiraéni sytém

Smyslové organy

Rizné pripravky /

Schéma 1 Systém ATC skupin a fazeni ibuprofenu (upraveno podle Terron Cuadrado, 2018, [cit. 2019-02-01])

-:'-ﬂ:zp':lzgl—'—

-
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1.2 Znecisténi vod

Vlivem soucasného trhu s farmaceutickymi latkami dochazi k rozsahlému uzivani, ¢asto
i1 naduzivani léCivych pripravkl, coz se projevuje jejich vyskytem v zivotnim prostiedi.
Chemické latky mohou mit karcinogenni, genotoxické, mutagenni nebo teratogenni ucinky.

Tyto latky mohou ohrozovat zdravi Clovéka a iniciovat naruSeni vodniho ekosystému

(HaleSova et al., 2016).

1.2.1 Cesty a zdroje zne€isténé vody

Nejvice analyzovanym recipientem znecisténé vody je voda odpadni. Odpadni voda
muze byt definovana jako vy€erpany pouzity tok vody z riiznych zdroj, jako jsou komunalni,
primyslové a zemédélské podniky, mezi nimiz je farmaceuticky primysl hlavnim problémem
kvuli vylucovani fyziologicky a toxikologicky u¢innych sloucenin. Zatimco nov¢ testované
slouceniny slouzi jako budouci 1é¢ebné prostiedky zdravotnich problémum, jejich neznamé
ucinky na zdravi, metabolicky osud a akumulace pfedstavuji znepokojeni v posouzeni dopada

na lidské zdravi (Nassiri Koopaei and Abdollahi, 2017).

Humanni leciva Veterinarni léciva

I T |

VyluCovani Vylu€ovani Domovni odpady m@

(nemocnice) (domacnosti) (nespotebované léky)

Y 1
[Kanalizace l: Septiky, Zumpy | Hnojeni

Cev B kaly |—X

| Povrchova voda Podzemni voda
\ Biehova infiltrace |

Aquakultury
(rybarstvi)

Vyrobny |&civ

Pitna voda
Balena voda

Schéma 2 Cesty chemickych latek a 1é¢iv do vod (KoziSek and Pumann, 2013, [cit. 2019-02-28])
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Huménni 1é¢iva jsou likvidovdna v podobé nespotiebovanych forem splachnutim
do toalety ¢i vylu¢ovana v nemetabolizované podobé moci a odpadni vodou se pies Cistirnu
odpadnich vod (COV) miZe jejich ¢ast dostat do povrchovych vod. Pokud je voda z takového
recipientu nize po proudu vyuzivéana jako zdroj surové vody pro vyrobu pitné vody a upravna
vody neméa dokonalou technologii Gipravy, mohou se stopy nékterych 1é¢iv dostavat do vody
pitné. Problematice se nevyhybaji ani lé¢iva veterinarni nebo hnojeni organickymi latkami.

Cesty a zdroje znecisténé vody znazoriiuje schéma 2 (Kozisek and Pumann, 2013).

1.2.2 Odstranovani a degradace 1é¢iv

Klasickou cestou degradace a odstranovani chemickych latek je odbouravani latek
na bazi biodegradace. Dochazi pfi ni k rozkladu pisobenim biologickych ciniteld. Bakterie
umozhuji rozklad kontaminantu az na oxid uhli¢ity, vodu a Vv neposledni fadé¢ pro sebe
prospésny uhlik (Singh et al., 2016). Pokud jsou bakterie pfitomny v dostate¢né koncentraci,
dokaze byt biodegradace Gspé€Snym procesem. Naopak nékteré latky jsou vici biologické
degradaci odolné. Mezi latky, které jsou nedostateéné odstranovany dosavadnim zptsobem
¢isténi odpadnich vod, patii karbamazepin, diklofenak, iopromid, metoprolol a sotalol.
Kvalitn€j$imi metodami ¢isténi jsou membranové filtrace nebo oxidacni procesy jako je

chlorace, ozonizace ¢i ultrafialové zafeni (Ying et al., 2015).

Filtraci odpadnich vod se rozumi odstranéni suspendovanych pevnych latek
a pretrvavajiciho zakalu po pfedchozim vy¢isténi za pomoci membran. Membrany lze rozdélit
do ctyf tfid podle rozdilu molekulové hmotnosti a to na membrany pro mikrofiltraci,
ultrafiltraci, nanofiltraci a reverzni osmézu. Vysokou efektivitu pro zachyceni nechténych
chemickych latek ve vodnich zdrojich mé& odstranéni za pomoci nanofiltrace

(Shahmansouri and Bellona, 2015; Ying et al., 2015).

Ozon je silny oxidant schopny rozklddat se na hydroxylové radikaly, které jsou
siln€j$imi oxidac¢nimi ¢inidly nez samotny ozon. Zpisob ¢isténi nezadoucich slozek z vod je
zalozen na nepfimé oxidaci, ktera poskytuje hydroxylové radikaly. Na rozdil od ozonu jsou
hydroxylové radikaly schopné degradovat Sirsi rozsah chemickych latek. U rezistentnich latek
vici ozonizaci lze pouzit pokrocilou oxidaci ptidavkem peroxidu vodiku. Ozonizaci lze
vyuzivat v systémech na upravu pitné vody jako alternativu méné ucinné chlorace

(Ying et al., 2015).
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1.3 Vybrané kontaminanty vod

Vlivem nedostate¢ného zpusobu odstranéni chemickych latek nalézame ve vodach
velké mnozstvi rtiznych chemikalii. Vedle pesticidi a dalSich sloucenin na bazi vyrobkl
osobni hygieny jsou mezi Casté analyzované kontaminanty vod fazena antibiotika (ATB)

a ucinné latky dalSich vyuzivanych farmak (Gaso-Sokac et al., 2017).

1.3.1 Antibiotika
ATB jsou definovana jako antimikrobialni latky, které svym pisobenim usmrcuji
nékteré mikroorganismy nebo brani jejich rastu (Grenni et al., 2017). Jednotliva antibioticka

1€¢iva lze délit dle riznych kritérii.

1.3.1.1 Déleni antibiotik dle ptiivodu

Dle pivodu délime antibiotika na pfirozena, synteticka a polosynteticka. Synteticka,
uméle vyrobena antibiotika jsou opakem antibiotik ptfirodnich, ktera jsou produkovana
riznymi zdroji, mezi néz patii bakterie, plisné a fasy. V pozadi nejsou ani pfirodni antibiotika
izolovéana ze zivocicht (Grenni et al., 2017). Producenti pfirozenych antibiotik jsou uvedeni
rozmezi

v tabulce 1. antibiotik  dosahuje

mezi 66 az 71 000 (Spizek, 2016).

Odhadovany pocet produkovanych

Tabulka 1 Producenti pfirozenych antibiotik (upraveno podle Spizek, 2016, [cit. 2019-03-20])

. POCET PRODUKOVANYCH
PRODUKCNI ORGANISMUS ANTIBIOTIK
. . Streptomyces spp. 11 000
Aktinobakterie dalsi aktinobakterie 3400
myxobakterie 450
Eubakterie cyanobakterie 400
dalsi bakterie 800
mikroskopické houby (Aspergillus,
Houby Penicillium) 9000
basidiomycety 2900
jiné houby vcetné kvasinek a slizovek 110
vyssi rostliny 15 000 - 16 000
Vy&i organismy nizsi rostliny véetné ras a mechu 1500 - 2000
morské produkty (rostliny a ZivocCichové) 6000 — 8000
produkty suchozemskych Zivocicht 1000 - 2000

20




Tretim typem jsou polosystentickd antibiotika, ziskand jako pfirodni antibiotika
chemicky zménéna vlozenim aditiva v ramci formulace 1éCiva, coz zlepsSuje jejich stabilitu

a tyto latky jsou tim padem méné biologicky rozlozitelné (Grenni et al., 2017).

Prvni nemocni¢ni uzivani 1éku, které lze dnes definovat jako antibiotikum, bylo
pouziti ptipravku Pyocyanaza pripraveného Emmerichem a Lowem v roce 1899 z bakterie
Pseudomonas (Ps.) aeruginosa, diive nazyvané jako Bacillus pycyaneus. Emmerich a Low
si v§imli, Ze bakterie i pfipravené extrakty jsou u¢inné proti fadé patogennich bakterii, a proto
se pokusili pouzit extrakt k 1écbé riznych onemocnéni. Vzhledem k tomu, ze vysledky nebyly
konzistentni a samotny piipravek byl pro ¢lovéka toxicky, bylo od 1écby timto piipravkem

upusténo.

Zasadni prilom ve zkoumani antibiotik provedl vroce 1929 Alexander Fleming
s objevem penicilinu, ktery je produkovan plisni rodu Penicillium. Alexander Fleming byl

také jednim z prvnich, kteti varovali pfed potencialni rezistenci na penicilin (Aminov, 2010).

1.3.1.2 Déleni antibiotik do skupin

Antibiotika jsou tfidéna dle Evropského vyboru pro testovani antimikrobialni citlivosti
(EUCAST) do jednotlivych skupin zahrnujici peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy,
monobaktamy, flurochinolony, aminoglykosidy, glykopeptidy a lipoglykoproteiny, skupinu
makrolidd, linkosamidi a streptogramind, dale tetracykliny a oxazolidinony.

Kechagia and Samanidou (2017) uvadéji dale samostatnou skupinu sulfonamid.

Posledni skupina zahrnuje dalSi antibiotika nezafazena ani do jedné ze zminé&nych
skupin. Jedna se o chloramfenikol, kolistin, daptomycin, fosfomycin, fusidovou kyselinu,
metronidazol, nitrofurantoin, nitroxolin, rifampicin, spektinomycin, trimetoprim,
sulfamethoxazol a trimetoprim — sulfametoxazol (EUCAST, 2018a). Nejvice vyuZzivana

antibiotika zarazena do skupin uvadi tabulka 2.
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Tabulka 2 Déleni antibiotik do skupin (upraveno podle Kechagia and Samanidou, 2017, [cit. 2019-02-06];
EUCAST, 2018a, [cit. 2019-02-15])

SKUPINA ANTIBIOTIK ANTIBIOTIKA DANESKUPINY
Ampicilin
Ampicilin — sulbaktam
Amoxicilin

Peniciliny Amoxicilin — klavulanova kyselina
Piperacilin
Piperacilin — tazobaktam
Tikarcilin
Cefadroxil
Cefalexin
Cefazolin
Cefepim
Cefalosporiny Cefixim
Cefotaxim
Cefoxitin
Ceftazidim
Cefuroxim
Doripenem
Karbapenemy Imipenem
Meropenem
Monobaktamy Aztreonam
Ciprofloxacin
Fluorochinolony Levofloxacin
Ofloxacin
Amikacin
Gentamicin
Netilmicin
Tobramycin
Glykopeptidy a Teikoplanin
lipoglykoproteiny Vankomycin
Linkosamidy Klindamycin
Erytromycin
Azitromycin
Streptograminy Quinupristin — dalfopristin
Doxycyklin
Tetracykliny Tetracyklin
Tigecyklin
Oxazolidinony Linezolid
Sulfapyridin
Sulfadiazin
Sulfamonomethoxin
Sulfaquinoxalin

z

BETA-LAKTAMOVA ANTIBIOTIKA

Aminoglykosidy

Makrolidy

Sulfonamidy
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1.3.1.3 Déleni antibiotik dle intenzity Gcinku

Podle intenzity ucinku danych antibiotik na bakterie mizeme rozliSit dvé velké
skupiny. Prvni skupinou jsou bakteriostatickd antibiotika, kterd svym pulsobenim inhibuji
bakterialni rist a mnoZeni. Druhou skupinou jsou antibiotika baktericidni, ktera bakterie
pfimo usmrcuji (Grenni et al., 2017). Jako bakteriostaticka antibiotika jsou uvadény zastupci
skupin makrolidli, tetracyklinti, oxazolichinoni, linkosamidi, straptograminti, sulfonamidt
a chloramfenikol. Mezi baktericidni antibiotika fadime aminoglykosidy, fluorochinolony,
glykopeptidy, lipoglykoproteiny a skupinu beta — laktamovych antibiotik, do které spadaji
peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a karbapenemy (Nemeth et al., 2015;
Bernatova et al., 2013).

Intenzitu ucinku antibiotika ovliviiuje nékolik faktor, mezi které patii koncentrace
antibiotika, doba expozice, fyziologicky stav piijemce a vV neposledni fadé spole¢né pisobeni
jinych antibiotik (Grenni et al., 2017).

1.3.1.4 Déleni antibiotik dle mechanismu u¢inku

Antimikrobialni latky jsou casto Kkategorizovany podle mechanismus ucinku.
Mezi mechanismy u¢inku ATB na bakterialni buiiku patii poskozeni syntézy bunécné stény
(beta — laktamy a glykopeptidova ¢inidla), inhibice syntézy proteinti (makrolidy, tetracykliny,
aminoglykosidy, chloramfenikol, oxazolidinony, linkosamidy a streptograminy), poskozeni
syntézy nukleovych kyselin u fluorochinolovych antibiotik a inhibice metabolismu
u trimetoprim — sulfamethoxazolu a sulfonamidi.. Mezi posledni mechanismus patii naruseni
struktury bakteridlni cytoplazmatické membrany, kde je uvadén jako piiklad antibiotikum
daptomycin (Etabu and Arikekpar, 2016).

1.3.2 Ostatni vybrana farmaka
Vedle ATB jsou casto ve vzorcich vod analyzovany ucinné latky jako karbamazepim,
diklofenak, naproxen a ibuprofen. Mezi minoritné zastoupené latky patii estrogenni latky.

Piehled G¢innych latek, piikladu 1é¢iv a jejich vyuziti shrnuje tabulka 3.
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Tabulka 3 Piehled vybranych ostatnich farmak ve vodach (upraveno podle Horak, 2015, [cit. 2019-02-04];

ECO trend Research centre s.r.0., 2015 [cit. 2019-02-04])

UCINNA LATKA LECIVO VYUZITI
antiepileptika, 1é¢ba
Karbamazepin Carbamazepine, Biston, nékterych forem
roztrousené sklerdzy
Diklofenak Almiral, Diclofenac, Olfen, Veral,
Voltaren
nesteroidni protizanétliva
Naproxen Naprosyn o farmaka (protibolestivy,
Nalgesin S (sodné soli) protizanétlivy
a protihorecnaty ucinek)
Apo — ibuprofen, Brufen, Dolgit,
| f
buprofen Ibalgin, Ibuprofen, Nurofen
17 — B — estradiol kombinované hormonalni estrogenn( G&ink
17— a — ethinylestradiol kontraceptiva & ¥

1.4 Vyskyt vybranych lé¢iv ve vodach na izemi Ceské republiky

Piestoze je Ceska republika zdsobovana z poloviny pitnou vodou z podzemnich zdroji
a druhou polovinou z chranénych vodarenskych nadrzi na hornich tocich fek, kde je zatizeni
odpadnimi vodami nulové ¢i minimalni, objevuji se v poslednich letech v Ceskych médiich
zpravy o vyskytu zbytkl 1é¢iv v pitnych vodach. Tyto informace jsou mnohdy pievzaté
na zéklad¢ informaci ze zahrani¢i, ne vzdy jsou ale tato tvrzeni podloZend analyzou.
Tyto interpretace budi u ¢asti  vefejnosti obavy (Kozisek and Jeligovd, 2012).
Podnétem k obavam jsou alarmujici ¢isla uvadéna Statnim ustavem pro kontrolu 1é¢iv
(SUKL), podle kterého se kazdoroéni spotieba 1é&ivych piipravki pohybuje kolem 50 000.

Tento pocet obsahuje ptiblizné tisic druhti riznych ucinnych latek.

Zakladnim pravnim nastrojem v Evropské unii feSicim problematiku ¢i$téni odpadnich
vod je smérnice Rady 91/271/EEC o &isténi méstskych odpadnich vod, v Ceské republice
potom jako smérnice Rady 91/271/EHS o c¢isténi méstskych odpadnich vod. Smérnice ma
zacil zajistit ochranu povrchovych vod pied zneciStovanim zplsobenym vypousSténim
komunalnich odpadnich vod a biologicky odbouratelnych primyslovych odpadnich vod.
Bohuzel stanovenim rezidui se legislativa v oblasti odpadnich vod ani kali doposud
nezabyva. Neexistuje legislativni ptedpis, kterym by se stanovily limitni koncentrace
pro 1é¢iva a jejich metabolity (Halesova et al., 2016). Proto jsou v Ceské republice analyzy
chemickych rezidui 1é¢iv a jejich metabolitt provadény sporadicky.
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1.4.1 Prvni systematicky screening lé¢iv v pitnych vodach na tizemi Ceské

republiky

V letech 2009 az 2011 prob¢hl prvni systematicky screening 1é¢iv v pitnych vodach
na uzemi Ceské republiky v ramci vyzkumného projektu ,,Vyskyt a zdravotni rizika zbytkd
humannich 1é¢iv v pitnych vodach®, ktery provadél Statni zdravotni tstav (SZU) Praha. Cilem
této prace bylo provést studii vyskytu zbytkd 16¢iv v pitnych vodach v Ceské republice,
zhodnotit expozici populace konzumujici tuto vodu a z ni plynouci miru zdravotniho rizika,
ao vysledcich informovat odbornou i laickou vetejnost, poptipadé¢ téz doporucit dalsi opatieni

Ministerstvu zdravotnictvi (MZ) a vyrobcim vody (Kozisek and Pumann, 2013).

V prvni etapé testovani byl vzorkovaci plan vytvoien tak, aby byly zastoupeny
viechny kraje Ceské republiky. Vzhledem ke specifické cestd kontaminace byl vybér vzorkt
Vv piiblizné 90 % zaméten na vodovody vyuzivajici jako zdroj surové vody povrchovou vodu,
zbyvajici pocet zahrnoval vzorky pitné vody z podzemnich zdroji. Odbéry vzorki pitné vody
zapocaly na podzim roku 2010. Nasledné bylo odebrano 65 vzorkd pitnych vod vyuzivajicich
jako zdroj surové vody povrchovou vodu nebo vodu smiSenou s vodou podzemni, dale pak

27 vzorka pitné vody z podzemnich zdroju (Pomykacova et al., 2012).

-----

pripravky naproxen, ibuprofen, diklofenak a antiepileptikum karbamazepin, které byly
testovany na zakladé nalezil ze zahraniéi a vyse spotieby 1é¢iv v CR. Patym testovanym
analytem je 170 — ethinylestradiol, ktery ma dosud nizky zachyt v pitnych vodach, ale je
diskutovan vrameci pfitomnosti v S§iroce pouzivanych antikoncepcnich 1éCivech
(Kozisek and Jeligova, 2012). Stanoveni sledovanych latek probihalo na plynovém
chromatografu s hmotnostni detekci (GC/MS). Pied samotnym stanovenim probéhlo
zakoncentrovani latek metodou extrakce na pevné fazi (SPE) a derivatizace silyla¢nim
¢inidlem N — methyl — N — [tert — butyldimethyl — silyl] trifluoroacetimid (MTBSTFA).
V zadném vzorku nebyl vyhodnocen pozitivni zachyt sledovanych latek. VSechny nalezy byly

pod mezi stanovitelnosti, ktera byla 0,5 ng/1 .

Ve druhé etapé byl odbér vzorkl upravené pitné vody zamétfen na 20 lokalit upraven
vody, které vyuZzivaji jako surovou vodu povrchovou vodu z dolnich toku fek, zatizenych
odpadnimi vodami a 3 lokality Gpravny, které v t€chto mistech neodebiraji vodu pfimo z toku,
ale vyuzivaji bichovou infiltraci. Z celkového poctu 23 lokalit byly &ty lokality

vyhodnoceny pod mezi stanovitelnosti. U ostatnich piipadi se jednalo o nalezy
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jedné az tii latek nad mezi stanovitelnosti. Nejvice zachyti bylo u ibuprofenu
ato 12 v koncentra¢nim rozmezi 0,7 az 20,7 ng/l, nasledoval karbamazepinem s 8 zachyty
v rozmezi 2,2 az 18,5 ng/l, naproxen s 5 zachyty v rozmezi 0,5 az 3,0 ng/l a 2 zachyty

diklofenaku na trovni 0,6 a 3,9 ng/l (Pomykacova et al., 2012).

Posledni tfeti etapa vzorkovani byla zaméfena na porovnani a potvrzeni vysSich
koncentraci latek nalezenych ve druhé etapé. Vzorky byly odebirany jak na vystupu
Z Upravny, tak dale v distribucni siti. V této etap¢ bylo odebrano 15 vzorkl vody z 8 raznych

vodovodu. V naprosté vétsing piipadl byly nalezy nizsi nez v predchozi druhé etapé.

Vyslednym zavérem celého projektu bylo hodnoceni, Ze z koncentraci sledovanych
1é¢iv v pitnych vodach nevyplyva pro spotiebitele zadné zndmé zdravotni nebezpeci

(Kozisek and Jeligova, 2012).

1.4.2 Testovani prirodnich mineralnich vod a prirodnich l1é¢ivych zdroji

Analyza zbytkdi humannich 1é¢iv byla provedena i u minerdlnich vod a ptirodnich
lé¢ivych zdroju. K testovani bylo odebrano ¢trnact vzorkh mineralni vody. Do analyzy bylo
zaclenéno 9 piirodnich mineralnich vod obchodnich nazvi Podébradka, IT Sano, Magnesia,
Mattoni, Dobrd voda, Krondorf, Korunni, Handckd a OndraSovka. Mezi péti pfirodnimi
lécivymi zdroji zabalenymi do spotiebitelskych oballi byly Rudolfliv pramen, Zajecicka,
Bilinka, Saratica a Vincentka. Anylyza probihala za vyuziti kapalinové chromatografie

s tandemovou hmotnostni detekci (LC — MS/MS).

Odbéry z vrti na vstupu do stafiren byly analyzovany na pfitomnost farmak
s rozpétim detekce 10 az 50 ng/l. V rozmezi < 10 ng/l byly zastoupeny znamé latky jako
karbamazepin, erythromycin, sulfamethoxazol, penicillin G, trimetoprim, azithromycin.
Vrozmezi < 20 ng/l byly nalezeny latky ibuprofen,  diklofenak, chloramfenikol
a naproxen — O — desmethyl. V rozmezi méné jak 50 ng/l byly pfitomny latky furosemid,

hydrochlorothiazid, iohexol, iopamidol, iopromid asulfanilamid.

Vysledky potvrdily, Ze ochrana zdroji pfirodnich minerdlnich vod a pfirodnich
1é&ivych zdrojti je v Ceské republice uéinna (Jezkova, 2019; Hrkal et al., interni zdroje Svazu

mineralnich vod zaslané e-mailem).
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1.5 Svétovy vyskyt vybranych 1é¢iv ve vodach
Vyskyt chemickych latek a 1éCiv ve vodach je celosvétovym problémem. Cilem
kapitoly je poukdzat na vyskyt chemickych latek a 1é¢iv ve vodéach na zéklad¢ jednotlivych

ptipadl rozifazenych do kontinentt.

1.5.1 Evropa

1.5.1.1 Spanélsko

V severozapadnim Spanélsku byla provedena studie vyskytu 1é¢iv u 549 vzorki vod,
které byly odebrany béhem let 2010 az 2012. Pro odbér vzorki bylo vybrano 6 bodu
umisténych ve venkovskych oblastech a 8 mist v riznych ¢astech podél feky Mino. Metodou
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (HPLC —MS/MS)
bylo zjisténo 13 analyti. Mezi zji$téna rezidua patfily antimikrobialni ¢inidla sulfamethoxazol
trimetoprim, difloxacin, enrofloxacin, marbofloxacin, kyselina molinova a sarafloxacin.
Dale bylo nalezeno 1é¢ivo Diclofenac, antihypertenzivum Propranolol, glukokortikosteroid
Tamoxifen a protinadorové 1é¢ivo Triamcinolon. Vzorky dale obsahovaly trifenylmethanova
barviva brilantni zeleit a malachitovou zelen. Celkem 18 % z odebranych vzorkl vykazovalo
pozitivni vysledky pro pfitomnost alesponi jednoho sledovaného rezidua. VSechny analyty

byly detekovany v rozmezi koncentraci 2,8 az 171,4 ng/l (Iglesias et al., 2014).

1.5.1.2 Baltské moie

Analyza rezidui za pomoci kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni
detekci (LC — MS/MS) probihala v oblasti Baltského moie a Skagerraku. Studie se zabyvala
vyskytem karbamazepinu v pobfeznich a moiskych vodach. Tato latka byla pfitomna
v 37 ze 43 hodnocenych vzorkii. Vzorky odebrané v Botnickém =zalivu a Skagerraku
neobsahovaly  zadny kvantifikovany karbamazepim, naopak vzorky odebrané
ze Stockholmského souostrovi byly na toto antiepileptikum pozitivni. Median ¢inil 2,6 ng/l
(Bjorlenius et al., 2018).
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1.5.1.3 Nizozemsko

Od tnora 2016 do ledna 2017 byly odebrany vzorky ptfed vstupem a po vystupu
z Cistirny odpadnich vod Hapert. Vzorky vody byly analyzovany pro 18 riznych sulfonamidi,
6 zastupcu tetracyklint, 12 chinolont, 15 makrolida a trimetoprim. Analyzy byly provedeny
v jediném méfeni metodou LC — MS/MS po ptedchozim zakoncentrovani pomoci SPE.
Z celkového poctu zahrnujictho 52 vybranych antibiotik byly detekovany pouze
sulfamethoxazol, sulfapyridin a trimetoprim v rozmezi 1 az 150 ng/l. Na hornim toku COV
se zjisténé sulfonamidy vyskytovaly pii nizSich koncentracich nez ve vzorcich po proudu.
Koncentrace sulfonamidi byly nejvyssi v odtoku moktadi a zlstaly relativné stabilni.

V obdobi v fijnu a listopadu se hodnoty pomalu snizovaly (Sabri et al., 2018).

1.5.2 Asie

1521 Cina

V jizni provincii Jiangxi a severni provincii Guangdong v Ciné byly odebrany vzorky
podle tii typickych hydrologickych obdobi cervenec 2015 (pfechodné sezona), listopad 2015
(suché sezona) a biezen 2016 (mokra sezona). Celkové koncentrace antibiotik se ve vzorcich
vody pohybovaly v rozmezi od 193,6 ng/l do 863,3 ng/l a ve vzorcich sedimentu
od 115,1 pg/kg do 278,2 pg/kg. Vzorky byly analyzovany ultra vysoce G¢innou kapalinovou
chromatografii s tandemovou hmotnostni detekci (UHPLC — MS/MS) s piedchozim vyuziti
SPE.

Doxycyklin, linkomycin a zéastupci antibiotiké skupiny sulfonamidl sulfadiazin,
sulfamonomethoxin a sulfaquinoxalin byly nalezeny ve vSech testovacich vzorcich.
Norfloxacin, ciprofloxacin, ofloxacin, cefalexin, penicilin G, penicilin V, oxytetracyklin
a tetracyklin vykazovaly druhé nejvyssi detekéni frekvence a byly nalezeny v 80 %
testovanych vzorkii vod. Fluorochinolony byly dominantnimi slouceninami ve vzorcich vody
z tek. Maximalni koncentrace ciprofloxacinu byla naméfena v suché sezoné a hodnota ¢inila

442,1 ng/l (Chen et al., 2018).
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1.5.2.2 Jizni Korea

Studie prezentovala vyskyt rezidui v povrchovych vodach z feky Mankyung v Jizni
Koreji. Vzorky byly shromazdéné z péti mist podél feky Mankyung. Ve vzorcich vody byl
analyzovan ibuprofen dosahujici hodnoty koncentrace za vyuziti metody LC — MS/MS
az 414 ngl/l.

Karbamazepin byl nalezen v koncentraci az 595 ng/l. Z fad antibiotik byl nalezen
erytromycin, ktery dosahoval hodnoty az 335 ng/l. Koncentrace byly nejvy$si u vzorka
povrchovych vod odebranych po vystupu z Cistirny odpadnich vod, coz naznacuje moznou

nedostate¢nou ucinnost odstranovani polutant (Kim et al., 2009).

1.5.2.3 Irak

Tato studie analyzuje pfitomnost antibiotik v pitné vodé¢ zalozené na analyze
vysokoucinnou  kapalinovou  chromatografi ~ (HPLC) s fluorometrickym  (FLD)
a spektrofotometrickym (UV) detektorem ze vzorkti odebranych ze dvou Cistiren v Bagdadu.
Celkem bylo analyzovano 36 vzorkd ziskanych od kvétna do cervna roku 2017, které
zahrnovaly 18 vzorku surové vody a 18 vzorkli upravené pitné vody. V Gpravné vod
Al Wihda byla nejvyssi koncentrace ciprofloxacinu v surové vodé urCena na 1,270 pg/l,
zatimco nejvyssi koncentrace levofloxacinu byla 0,177 pg/l. Ciprofloxacin jak v surové vode,
tak ve zpracované vodé COV Al-Rasheed byl nalezen v nejvyssi koncentraci 1,344 pg/l
a 1,312 pg/l. Mnozstvi levofloxacinu v surové vodé bylo az 0,414 pg/l. Amoxicilin dosahl

v upravné vod Al-Rasheed hodnotu 1,50 pg/l (Mahmood et al., 2019).

1.5.3 Afrika

1.5.3.1 Nigérie

Studie byla zaméfena na stanoveni vyskytu a kvantifikaci diklofenaku, paracetamolu,
ibuprofenu a ciprofloxacinu. Analyza byla provadéna v nemocni¢nim prostfedi ve staté¢ Ogun
v Nigérii. Vzorky vody byly shromazd’ovany z vodovodu, studni¢ni vody a feky kolem
Olabisi Onabanjo Fakultni nemocnice, Sagamu. Vzorky byly extrahovany za pouziti extrakéni
techniky na pevné fazi a dale analyzovany za pouziti HPLC s UV detekci. Vzorky obsahovaly

latky uvadéné v. maximalnich koncentracich. Maximalni koncentrace paracetamolu byla
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0,306 ng/ml, ibuprofenu 3,738 ng/ml, diklofenaku 0,138 ng/ml a ciprofloxacinu 0,44ng/ml.
Vzorky studni¢ni vody obsahovaly paracetamol (0,152 ng/ml) a ibuprofen (5,078 ng/ml),
zatimco vzorky Fi¢ni vody obsahovaly paracetamol v koncentraci 0,192 ng/ml a ibuprofen

v koncentraci 3,042 ng/ml (James et al., 2017).

1.5.3.2 Ghana

Studie byla provedena v Kumasi, ktera se nachazi v centralni ¢asti Ghany s populaci
asi 2 miliony obyvatel. Celkem bylo v roce 2014 odebrano 81 vzorkt. Nemocni¢ni odpadni
vody zahrnovaly 6 vzorkl, stabilizatni nadrze 18 vzorkli, voda zfteky 39 wvzorka
a zavlazovaci voda 18 vzorkl. Ve vzorcich odpadnich nemocni¢nich vod bylo metodou SPE
a HPLC — MS/MS zaznamenano vysoké mnoZstvi ciprofloxacinu v rozmezi koncentraci
11,4 ng/l az 15,7 ng/l. Erythromycin dosahoval maximélni koncentrace 10,6 ng/l. V pftitoku
stabilizani nadrze byla zjiSténa vysokd hodnota sulfamethoxazolu 7194 ng/l. S nejvyssi
koncentraci v analyzovanych vzorcich fek se vyskytoval sulfametoxazol 2861 ng/l. Vzorky

vody pouzivané pro zavlazovani zeleniny byly kontaminovény ciprofloxacinem s maximalni

koncentraci 146 ng/l (Azanu et al., 2018).

1.5.4 Australie a Oceanie

1541 Australie

V povodi feky Murray-Darling byla vyhodnocena porucha endokrinniho ucinku
u dospélych samcti domorodych australskych duhovych ryb Melanotaenia fluviatilis
vystavenych odtoku z COV aktivovaného kalu a vody z feky Murray. Vysledky hodnot
v odpadnich vodach z C¢istiren odpadnich vod a fiéni vody vykazovaly pfitomnost
17 — estradiolu v koncentracich do 25 ng/l. Antiestrogenicita vzorki byla b&hem
experimentu detekovana in vitro za pouziti biologickych testt kvasinkového estrogenového
screeningu. Histologické hodnoceni varlat ukazalo vyznamné potlaceni spermatogeneze ryb

po 28 dnech expozice (Vajda et al., 2015).
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1.6 Bakterialni rezistence

Rezistenci vuci antibiotikim Ize definovat jako odolavani mikroorganismu vaci dané
koncentraci prislusného antibiotika. Mezi dva typy rezistenci vic¢i ATB fadime primarni
(pfirozenou) rezistenci danou vlastnostmi bakterialni buriky a sekundarni (ziskanou), kterou je
schopna sama bakterie ziskat Vv prabéhu jejiho vyvoje genetickym plsobenim

Vv

nelze v plném rozsahu pfedem piedpokladat (Kolaf et al, 2013).

Mechanismy rezistence u bakterii jsou podminény nékolika faktory, mezi které patii
neptitomnost cilové struktury, inaktivace antibiotika enzymem, naruSeni transportniho

systému ¢i zabranéni vstupu antibiotika do bakteridlni burniky pfes nepropustnou sténu.

Mezi priklady rezistence zaloZzené na postradani transportu jsou uvadény anaerobni
bakterie vnitin¢ rezistentni vi¢i aminoglykosidim. Mykoplazma naopak zcela postrada
bunécnou sténu jako cil pro antibiotikum, a proto jsou piirozen¢ odolné proti plisobeni
beta — laktamovych antibiotik. Bakterie Serratia marcescens pfirozen¢ produkuje enzym

kédovany chromozomalnim genem schopnym inaktivovat tobramycin, netilmicin a amikacin.

V piipad¢ gramnegativnich bakterii se jedna o peptidoglykanovou vrstvu pokrytou
vngj§i membranou, ktera hraje roli v propustnosti. Vzhledem k tomu, Ze glykopeptidové
molekuly antibiotik jsou p#ili§ velké, nemohou proniknout skrz pory do vnéjsi membrany

stény gramnegativnich bakterii (Coculescu, 2009).

Nejrozsitenéjsi skupinou gramnegativnich bakterii je ¢eled” Enterobacteriaceae, ktera
je rozsifena celosvétoveé v riznych ekologickych zdrojich, jako je piida, voda a vegetace.
Nekteré druhy celedi Enterobacteriaceae jsou soucasti pfirozené mikroflory zvifat a lidi.
Z pohledu ristu se fadi mezi nendrocné bakterie. Optimum jejich ristu je 37 ° C pfi aerobnich
podminkach. Mezi znamé druhy této cCeledi se tadi Citrobacter spp., Yersinia spp.,
Enterobacter spp., Klebsiella spp., Serratia spp., Proteus spp., Morganella morganii
a Providencia spp. Dale se jedna o zastupce Escherichia (E.) coli, Salmonella (S.) enterica
a Shigella, které jsou u lidi ¢asto spojovany s prijmovym onemocnénim. Eschericha coli
vedle prijmového onemocnéni zplisobuje infekéni onemocnéni mocovych cest

(Jenkins et al., 2017).
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1.6.1 Geneticka podstata rezistence
Vyvoj rezistence mize byt vysledkem zapti¢inéni mutaci v chromozomalnich genech

¢i dusledkem ziskani vnéjSich genetickych determinant rezistence.

1.6.1.1 Chromozomalni mutace v genech

Fenotyp rezistence vuci antibiotikim muze byt zplisoben mutaci v rdznych
bakteridlnich mistech. Dulezitou roli pro pfeménu hraje struktura genu. Pokud maji v§echny
pozice rovnocenné moznosti mutace, dlouhé geny mohou byt vice ndchylné k mutaci nez
kratké. Nicméné velikost genu neni hlavnim faktorem, ktery je relevantni pro jeho pfeménu,
protoze ne kazd4d mutace v genu, ktery koduje antibioticky cil, vede k rezistenci. Napftiklad
u E. coli byly pozorovany zmény v nejméné sedmi pozicich v genu gyrA, které vedly
k fenotypu rezistence na chinolin. Dokonce 1 poloha genu v bakteridlnim chromozomu
ovliviiuje rychlost mutace, jelikoz geny vzdalenéj$si od pocatku replikace chromozomu
u Enterobacteriaceae mohou mit mutaci pfiblizn¢ dvojnasobnou nez u genii podobného

pivodu (Martinez and Baquero, 2000).

1.6.1.2 Vnéjsi genetické determinanty

DalSim vyznamnym typem je ziskani cizi deoxyribonukleové kyseliny (DNA) kodujici
determinanty pomoci horizontalniho pfenosu genu. V¢EtSina antimikrobidlnich latek
pouzivanych v klinické praxi je nebo pochédzi z produktl, které se ptfirozené vyskytuji
v Zivotnim prostiedi. Bakterie sdilejici prostfedi s t€émito molekulami nesou vnitini genetické
determinanty rezistence. Tato geneticka vyména se navic podili na Sifeni rezistence u Casto
pouzivanych antibiotik. Bakterie ziskavaji cizi DNA tfemi hlavnimi zpisoby, mezi které patii
transformace zaclenénim DNA, pienos neboli transdukce fragmentu chromozomu z donorové
bakterialni bunky do buiky pfijemce za pomoci fagu a konjugace neboli vymény genetické
informace mezi dvéma bunkami, které¢ jsou za timto ucelem docasné spojené. Konjugace
vyuziva pro sdileni genetickych informaci mobilni genetické prvky plazmidy, transpozony
a integrony, které hraji zdsadni roli pfi vyvoji a Sifeni antimikrobialni rezistence mezi klinicky

relevantnimi organismy (Munita and Arias, 2016).
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1.7 Moznosti ziskani rezistence vic¢i vybranym antibiotikiim
Nasledujici podkapitoly popisuji moznosti ziskani rezistence chromozomalni mutaci
Vv genech ¢i extrachromozomalnim pasobenim vnéjSich genetickych determinant u zvolenych

skupin antibiotik vyuzitych v praktické ¢asti diplomové prace.

1.7.1 Aminoglykosidy

Bakterialni buné¢na sténa slouzi jako piirodni bariéra proti malym molekulam
aminoglykosidid. Muze byt ale dale posilovana prostiednictvim ziskanych mutaci. Efluxové
pumpy pracuji na vylu¢ovani aminoglykosidi z bakterialnich bun¢k, kde mohou modifikace
zpusobit dalsi odolnost vii¢i aminoglykosidim. Mutace v ribozomdalnim cili aminoglykosidd,

I kdyZ vzacné, také ptispivaji k rezistenci (Garneau-Tsodikova and Labby, 2016).

wewrs

1.7.1.1 Pisobeni vnéjSich genetickych determinant spojené s enzymy modifikujicimi
aminoglykosidy
Zdanlivé nejrozsifenéjSim mechanismem rezistence vu¢i aminoglykosidim je
inaktivace téchto antibiotik pomoci enzymi (Garneau-Tsodikova and Labby, 2016).
Geny kodujici tyto enzymy mohou byt mezi bakteriemi pfendSeny transpozony a plazmidy
a mohou tvofit soucast integronti. Tyto proteiny jsou rozdéleny do tii hlavnich tfid podle typu
modifikace ve schématu 3, mezi které patii acetyltransferazy (AAC), nukleotidyltransferazy

spole¢né s adenyltransferazami (ANT) a fosfotransferazy (APH).

Tyto enzymy katalyzuji tfi typy reakci, mezi které patii fosforylace, adenylace
aacetylace a jsou dany prostymi vlastnostmi bakterie. V ramci téchto tfid mize byt
provedeno dal$i rozdéleni na zdklad€ enzymi rGzné regiondlni specifity. Uvadén je také
bifunkéni enzym AAC (6') — APH (2"), ktery muze postupné¢ acetylovat a fosforylovat
substraty (Van Hoek et al., 2011).

Prikladem vzniku rezistence je enzym aminoglykosid 6’ — N — acetyltransferdza typu
Ib (AAC (6°) — Ib), ktera se vyskytuje v mnoha variantach, z nichz vétSina se lisi na N konci.
Konkrétné enzym AAC (6) — Iby;y ud@luje rezistenci ke komplexu gentamycinu.
Prvni identifikovany gen aac (6") — Ib byl nalezen v plazmidech bakterie Serratia marcescens
a Klebsiella (KI.) pneumoniae. Studie plazmidu Kl. pneumoniae nazvaného pJHCMW1 vedla
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k identifikaci transpozonu Tnl1331, ktery obsahoval rezistentni gen aac (6") — Ib
(Ramirez and Tolmasky, 2017).

AAC(6‘)— AAC(6°)-1b

AAC
) AAC (1), AAC
acetyltransferazy (2'), AAC (3)
L™
ANT ANT(2"), ANT(3"),
ENZYMY nukleotidyltransferazy = ANT(¥), ANT(6),
. a adenyltransferazy ANT(9)
APH(2"), APH (3",
APH APH (3"), APH (4],
APH (6), APH (7"},
. fosfotransferdzy | ( A:IPH (9) (7)

Bifunkénienzymy =——AAC(6')-APH(2")

L

Schéma 3 Piehled enzymu inaktivujici pisobeni aminoglykosida (upraveno podle Shmara et al., 2001
[cit. 2019-02-19]; Van Hoek et al., 2011, [cit. 2019-02-19])

Acetyltransferazy (AAC), adenyltransferazy (ANT), fosfotranferazy (APH)

Klinickym piikladem pienosu konjuga¢niho plazmidu, spojeného s rezistenci
na aminoglykosidy, je piipad fatilni neonatdlni septikémie zprostiedkované bakterii
KI. pneumoniae EK105, kterda nese mobilni plazmid kodujici rezistenci na amikacin,
ampicilin, chloramfenikol, kanamycin, streptomycin, tobramycin, netilmicin, oxacilin,

gentamicin a mezlocilin (Magalhaes and Blanchard, 2009).

1.7.1.2 Transportéry AcrD
Odlisnym piipadem je genom E. coli, ktery obsahuje nékolik geni kodujicich
transportéry. Piikladem je transportér znaceny AcrD, ktery se podili na aktivnim efluxu

aminoglykosidovych molekul. Studie ukazaly, ze transportér AcrD zachytava nejen
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aminoglykosidové molekuly z cytoplazmy, ale také z periplazmatického prostoru, ktery je

nasledovan aktivnim efluxem 1éku ven z bunky (Magalhaes and Blanchard, 2009).

1.7.2 Beta - laktamova antibiotika

wewrs

1.7.2.1 Pisobeni vnéjSich genetickych determinant spojené s produkci beta — laktamaz
Beta — laktamova antibiotika jsou Sirokou skupinou antibiotik obsahujici
v molekularni struktufe beta — laktamovy kruh. Patii sem derivaty penicilind, cefalosporin,

monobaktamt a karbapenem.

Existuji tfi nezéavislé faktory urcujici bakteridlni citlivost na beta — laktamova
antibiotika, mezi které patii produkce beta — laktamazy, snizena penetrace vnéjSich bunécnych
membran pro piistup k enzymliim bunécné stény a rezistence cilové vazby penicilin vazajiciho
proteinu (PBP) k vazbé beta — laktamovymi ¢inidly. Hlavnim mechanismem rezistence vuéi
beta — laktamovym antimikrobialnim ¢inidlim u gramnegativnich bakterii je produkce
hydrolytickych enzymi beta — laktaméz, které naruSuji amidovou vazbu charakteristického
Ctyiclenného beta — laktamového kruhu. Enzymy jsou chromozomalné nebo plazmidy
kodované a Casto spojené s mobilnimi genetickymi prvky, jako jsou transpozony a integrony.
Nekteré beta — laktamazy jsou specifické pro peniciliny (penicilindzy), nékteré jsou specifické

pro cefalosporiny (cefalosporinazy) a jiné maji afinitu pro ob¢ skupiny (Dowling et al., 2017).

Siroce uvadénym piikladem je Geled Enterobacteriaceae produkujici $irokospektré
beta — laktamazy (ESBL). Proteiny ESBL jsou kédovany geny umisténymi na chromozomech
nebo mobilnich genetickych prvcich, které nesou geny rezistence. Multirezistentni kmeny

produkujicich ESBL jsou hlavni pfi¢inou selhani 1é¢by u pacientii (Almeida et al., 2017).

DalSimi uvadénymi jsou beta — laktaméazy oznacované jako AmpC, které z funkéniho
hlediska hydrolyzujyi penicilinovd antibiotika, monobaktamy a vétSinu cefalosporint.

Tyto enzymy nehydrolyzuji karbapenemy a nejsou inhibovany inhibitory beta — laktamaz.

Substratova specifita metalo — beta — laktamaz (MBL) zahrnuje peniciliny,
cefalosporiny a karbapenemy. Monobaktamové antibiotikum aztreonam neni MBL
hydrolyzovano. MBL nejsou inhibovany kyselinou klavulanovou, tazobaktamem nebo
sulbaktamem, ¢ili inhibitory beta — laktamdz sbeta - laktamovym kruhem.

Donorem molekuly vody pii hydrolyze amidové vazby beta — laktamu je kovovy iont
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(obvykle zinek) vazany v aktivnim mist¢ enzymu (Hrabak et al., 2009). MBL jsou ¢asto
spojovany s bakterii P. aeruginosa. Existuje nékolik typu karbapenemaz a to AIM, SME,
GIM, IMP, NDM, SPM a VIM a jejich piislusnych bla geni kodujicich rezistenci
(Khorvash et al., 2017).

Heterogenni beta — laktamazy skupiny OXA hydrolyzuji oxacilin a nejsou inhibovany
inhibitory beta — laktamaz. Substratova specifita enzymi OXA je zna¢né ruznoroda

a to od penicilini az po karbapenemy (Hrabak et al., 2009).

MBL
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Obrazek 1 Soucasna produkce ESBL, AmpC, MBL. Kmen Serratia marcescens rezistentni ke vSem
beta-laktamovym ATB (upraveno podle Hrabak et al., 2009, [cit. 2019-02-28])

Mueller — Hinton agar, 24 hodin (37°C, aerobn¢). Mueller-Hinton agar (MH), OXA beta — laktamazy (OXA),
Metalo — beta — laktamazy (MBL), cefepim 30 pg (FEP 30), cefotaxim 30 ug (CTX 30), aztreonam 30 pug (ATM
30), meropenem 10 ug (MEM 10) imipenem 10 pg (IPM 10), amoxicilin — klavulanova kyselina 20-10 pg
(AMC 20-10)

Obrazek 1 znazoriuje soucasnou produkce ESBL, AmpC a MBL u kmene Serratia
marcescens, ktery je rezistentni ke vSem beta — laktamtim. Interpretace poukazuje na produkci
ESBL rozsitenou zonou mezi diskem amoxicilin - klavulanové kyseliny (AMC) a aztreonamu
(ATM) na druhé Petriho misce. Dale je kmen producentem inducibilni AmpC vyznacujici se
zonou Ve tvaru ,,.D* mezi diskem AMC a ATM. Soucasné je kmen také producentem MBL,
kterou Ize hodnotit rozsifenou zoénou mezi inhibitory a diskem s meropenemem
a imipenemem. MBL obvykle nehydrolyzuji aztreonam a proto z toho divodu je produkce
ESBL a AmpC patrna pouze u disku ATM. Cefalosporiny CTX, CAZ, FEP jsou MBL
hydrolyzovany.
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Dalsi uvadénou je beta — laktamaza KI1. Jedna se o =zakladni inherentni
beta — laktamazu druhu Kl. oxytoca. Zakladnim charakteristickym znakem je hydrolyza

aztreonamu.

Karbapenemazy spadajici do funkéni skupiny 2f , kterd je soucasti skupiny AmpA
a jsou velmi slab¢ inhibovany kyselinou klavulanovou. Stejné jako v ptipadé AmpC, jsou tyto

enzymy inhibovany kyselinou boritou (Hrabak et al., 2009).

1.7.2.2 Chromozomailni mutace v genech spojené s karbapenemy

Dalsim odlisnym ptikladem vzniku rezistence je oprD mutace v souvislosti s rezistenci
na imipenem z fad karbapenemi u Ps. aeruginosa, kde je uvadéna zména exprese vnéjsich
membranovych porind (OprD). Znamé jsou téZ mechanismy uvolnéni karbapenemazy

Z patogenni bakterie a nadmérna exprese efluxni pumpy

Ps. aeruginosa se snizenou expresi OprD proteinu vykazuje mirnou rezistenci
na imipenem, zatimco nadmérné exprese efluxni pumpy kombinovand se ztratou OprD dava
Ps. aeruginosa vysokou rezistenci nejen na imipenem, ale také na meropenem a doripenem.
Nedostatecna exprese OprD obvykle vede k bazalni urovni rezistence vuci antibiotikiim
u Ps. aeruginosa odolného vici vice 1é¢ivim. Vétsina kmentt PsS. aeruginosa rezistentnich

na karbapenem je defektni pii expresi OprD (Li et al., 2012).

1.7.3 Fluorochinolony

1.7.3.1 Chromozomalni mutace v genech spojené s fluorochinolony

Izolaty rezistentni na fluorochinolony obvykle obsahuji jednu nebo vice mutaci
v malém useku genti gyrA, gyrB, parC ¢i parE, kodujici DNA gyrazu a topoizomerazu V.
Hlavnim ukolem DNA gyrazy je pomoc pii vzniku vysoce kondenzované trojrozmérné
struktury DNA. Obecna funkce topoizomerazy je mén¢ srozumitelna, nicméné je znamo, ze

enzym hraje zasadni roli pfi déleni DNA dcefinych fetézct po chromozomalni duplicité.

Druhym zpiisobem podporujici rezistenci mize byt chromozomalné zprostiedkovana

nadmérnd exprese efluxové pumpy, kterd zvySuje vyluCovani chinolonli z buiky.
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Mutace, které zvysuji eflux, se vyskytuji jako primarni krok, ktery umoziuje bakteriim prezit

(Dowling et al., 2017).

1.7.3.2 Pisobeni vnéjSich genetickych determinant u flourochinolonu

Od konce 90. let jsou popisovany tfi mechanismy zodpovédné za plazmidové
zprostiedkovany typ rezistence zahrnujici gnr geny, bifunkéni fluorochinolon aktivni variantu
aminoglykosidové 6’ — N — acetyltransferazy (AAC (6") — Ib — cr) a v neposledni fadé¢ geny
efluxni pumpy gepAl a gepA2 (Kolaf et al., 2015).

Plazmidovou rezistenci na chinolony ovliviwji geny gnr kodujicimi Qnr proteiny.
Hlavni skupiny gnr genti jsou gnrA, gnrB a gnrS .Potvrzenim je studie prevalence odolnosti
vuci ciprofloxacinu u E. coli izolovana z moci, ktera dosahla 59,4 % . Tato studie ukazala

vysoky vyskyt plazmidem zprostfedkované rezistence na chinolon gnrS (Ranjbar et al., 2018).

Druhou moznosti plasmidové sprostiedkované rezistence vuci fluorochinoloniim je
chinolon modifikujici enzym AAC (6") — Ib — cr. Jedna se o bifunk¢ni variantu schopnou
acetylovat chinolony s piperazinylovym substituentem, ktera obsahuje ciprofloxacin
a norfloxacin. Chinolon levofloxacin bez této substituce neni timto enzymem ovlivnén.
Gen aac (6 ') — Ib — cr kodujici enzym AAC (67) — Ib — cr se obvykle nachazi v kazeté jako
soucast integront v multirezistentnich plazmidech, které mohou obsahovat navic jesté jiné

plazmidové zprostfedkované geny rezistence (Machuca et al., 2016).

Poslednim zptsobem rezistence Spojené s plasmidem se tyka gent gepA a ogxAB
efluxové pumpy, které poskytuji snizenou nachylnost k chinolonim .Gen qepAl byl nejprve
testovan Vv roce 2007 dvéma skupinami z Japonska a Belgie. V roce 2008 byl posléze objeven
gen gepA2 (Wang et al., 2015). Na souvislost s problematikou zprostiedkované rezistence
pomoci plazmidli poukazuje i vyhodnoceni prevalence gentt qnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS,
aac (6 ") — Ib — cr, gepA a ogxAB. Celkove¢ byla plazmidové zprostiedkovana chinolinova
rezistence detekovana u 72 (60 %) izolatl. Jednalo se o 20 izolati E. coli, 32 izolati
KI. pneumoniae a poslednich 20 izolath patiilo bakterii Enterobacter cloacae. Vysledky
ukazaly gnr geny v 25,8 %, ogxAB geny u 21,6 % a gen aac (6 ') — Ib — cr v 19,2 % piipadd.
Gnr geny byly detekovany hlavné u E. cloacae (50 %) a geny aac (6 ') — Ib — cr
u E. coli (47,5 %). Geny ogxAB byly spojeny s KI. pneumoniae v 65 % (Ferjani et al., 2015).
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1.7.4 Tetracykliny

1.7.4.1 Pusobeni vnéjSich genetickych determinant u tetracyklini

Testovanim rezistentnich kmenti bakterii vié¢i tetracyklinim bylo zjisténo, ze
rezistenci na tetracyklinova antibiotika v bakteridlni bunce zajistuji bilkovinné produkty
jednoho nebo vice genu tetracyklinové rezistence. Geny odolné proti tetracyklinim (tet) jsou
ttidény na tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetH, tetl, tetJ, tetK, tetL, tetP, tetV, tetY, tetZ,
tet30, tet31, tet33, tet34 a tet35. Naopak otrB gen souvisi s rezistenci k oxytetracyklinim.
Mezi geny kodujici proteiny chranici ribozomy proti tetracyklinim jsou zahrnovany tetM,
tetO, tetP, tetQ, tetS, tetT, tetW, otrA, tet32 a tet 36. Tteti skupina zahrnuje geny kodujici
enzymy, které nasledné modifikuji modifikujici tetracyklin tetX a tet37. Rada téchto genti
koduje efluxni pumpy. Jako piiklad je uvadén gen tcr3 (Maka and Popowska, 2016).

1.7.5 Oxazolidinony

1.7.5.1 Chromozomalni mutace v genech spojené s linezolidem

Rezistence k linezolidu je spojena s bodovymi mutacemi genu kodujiciho 23S rRNA.
Lécivo se vaze na doménu 23S ribozomalni ribonukleové kyseliny (rRNA) podjednotky 50S
bakterialnich ribozomt, ¢imz inhibuje syntézu proteinti. Vzhledem k tomu, Ze linezolid je
zcela synteticky 1€Civy ptipravek, nelze ptredpokladat, Zze by pfirozeny rezervoar genti
rezistence uptednostiioval vznik klinické rezistence. Ve skute¢nosti prvni vysledky bakterii
rezistentnich na linezolid ukéazaly pfitomnost bodovych mutaci na cilovém misté 1écby

(Morales et al., 2010).

1.8 Prehled metod testovani citlivosti bakterii viici antibiotikiim
Tématu antibiotik a testovani jejich citlivosti je v dnesni dobé vénovana velka
pozornost (Grenni et al., 2017). Citlivost bakterii vii¢i antibiotikiim 1ze testovat fadou metod,

které obecné délime na metody kvalitativni a kvantitativni.
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1.8.1 Kvalitativni metody

Hodnoceni u kvalitativnich metod probiha v ramci breakpointi, tedy pfedem znamych
hrani¢nich hodnot. U¢inek antibiotika na testovany mikroorganismus je vyhodnocen jako
citlivy, sttedné citlivy nebo rezistentni. Pokud je bakteridlni kmen k testovanému antibiotiku
citlivy, je spojovan s velkou pravdépodobnosti terapeutického ucinku. Stiedné citlivy kmen je

spojovan S nejistym terapeutickym ucinkem a rezistentni s vysokou pravdépodobnosti

terapeutického selhani (Schofield, 2012).

Mezi nejvice vyuzivanou kvalitativni metodu patii diskovy difazni test. V menSim

méfitku jsou vyuzivany zpusoby testovani jamkovou, kominkovou a kapkovou metodou.

1.8.1.1 Diskovy difuzni test

Tato oficidlni metoda pouzivana v fadé klinickych mikrobiologickych laboratofi
prorutinni  testovani  antimikrobidlni  citlivosti  byla  vyvinutd vroce 1940
(Balouiri et al., 2016). Stejné jako u vsech standardizovanych metod musi byt dodrzovana
technika modifikace za t¢elem dosaZeni spolehlivych vysledki. Pro pouziti metody jsou
presné definovana pravidla, ktera souvisi s pfipravou a skladovanim médii, ptipravou inokula,
inokulaci agarovych misek, pouzitim antimikrobialnich diskd, inkubaci misek, vySetienim
misek po inkubaci, méfenim zOn a interpretaci nachylnosti a v neposledni fad¢ kontrolou

kvality.

Pti diskové difuzni metodé je vyuzivana suspenze mikroorganismi ve fyziologickém
roztoku o zakalu McFarlandovy stupnice 0,5. K pfipravé dané suspenze je nutno pouzit
24hodinové kultury, které byly kultivované na neselektivnim médiu. Po povrchu agaru MH,
ktery je pro narocné mikroorganismy doplnén o 5% konské krve a 20 mg/l
beta — nikotinamidadenindinukleotid (B — NAD), se rovnomérné rozete inokulum a nasledné
jsou aplikovany papirové disky napusSténé antibiotiky. Antimikrobidlni latky napuSténé
v discich difunduji ze zdroje do média a nésledné ovlivituji rast mikroorganismi
(EUCAST,2015). Kazdé vyuzité antibiotikum difunduje jinou rychlosti a dosahuje riznych
koncentraci v okolnim agaru na zakladé¢ jeho udanych molekuldrnich a chemickych

vlastnosti (Pierce-Hendry and Dennis, 2010).

Nameétfené¢ priméry inhibi¢nich zén po inkubaci se interpretuji v kategoriich citlivosti.

Vysledky je mozné povazovat za validni az po provedeni testovani kontroly standardnich
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bakteridlnich kmend, které musi spliiovat meze urcenych breakpointi (EUCAST, 2015).

Ptiklad vysledki testovani znazoriuje obrazek 2.

Mezi instituce zameéfujici se na tuto metodiku patii Klinicky a laboratorni
standardizacni ustav (CLSI) a dale Evropsky vybor pro testovani antimikrobidlni citlivosti
(EUCAST). Provedeni diskové difizni metody dle EUCASTu a CLSI se 1isi v dob¢ inkubace
agarové plotny s disky. Podle EUCAST metody by doba inkubace méla byt v rozmezi
16 az 20 hodin, naopak u CLSI je urCena standardni doba inkubace 16 az 18 hodin.
Pro n¢kolik druhii izolath EUCAST doporucuje niz§i koncentraci antibiotika nez CLSI
(Balouiri et al., 2016; Matuschek et al., 2014).

Obrazek 2 Vysledek testovani metodou diskového difuizniho testu (foto autor)

Vyhodnocené pomoci systtmu BACMED. Kmen Escherichia coli. Mueller — Hinton agar, 16-20 hodin
(35 + 1 °C, aerobné). Citlivost na vSechny testovana antibiotika. Cefadroxil 30 pg (CFR 30), doxycyklin 30 pg
(DOX 30), sulfamethoxazol — trimetoprim 25 pg (SXT 25), cefuroxim 30 pg (CXM 30), piperacilin —
tazobaktam 30-6 ug (TZP 30-6), cefoxitin 30 ug (FOX 30)

1.8.1.2 Minoritné uzivané difuzni testy
Vedle diskové difuzni metody jsou dle zplisobu nandseni testované latky uvadéné dalsi
metody testovani citlivosti. U téchto testi dochazi analogicky po nasledném pftidani ¢inidla

k jeho rozptylu a tvorb¢ inhibi¢nich zon.
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Jamkova difuzni metoda vyuziva pfipravenych vyhloubenych jamek korkovrtem

0 pruméru 5 mm (Choyam et al., 2015).

Pii kominkové difuzni metod¢ se vtlacuji kominky z nerezavéjici oceli do agarové
vrstvy média. Na misku s pfislusnym zivnym médiem lze umistit az Sest nerezovych kominkt
o velikosti 8 x 6 x 10 mm. Do takto pfipravenych kominkl se pipetuji jednotlivé roztoky
antimikrobialnich latek. Na agar se nanese vrstva testované bakterie. Po inkubaci se sleduji

vlivem difuze vzniklé inhibi¢ni zony (Cazedey and Salgado, 2011).

Poslednim typem je kapkova difuzni metoda, u které se testovand latka kape ptimo

na povrch tuhého média (Kopecka and Rotkova, 2016).

1.8.2 Kbvantitativni metody
Mezi kvantitativni metody patii diluéni bujonové metody, agarova mikrodilu¢ni metoda

a E — test. Kvantitativni metody jsou hodnoceny na zédkladé¢ minimalni inhibi¢ni koncentrace

v

bakterii (Schofield, 2012).

1.8.2.1 Bujoénové dilu¢ni metody

Bujonovou diluéni metodu délime na makrodiluéni a mikrodiluéni provedeni.
Obatypy provedeni vyuzivaji dvojnasobného sériového ftedéni antibiotickych latek
Vv kapalném rastovém médiu, kterym je MH bujon. Nasledné je do kazdého roztoku
aplikovano znamé mnozstvi suspendovanych bakterii. Po manualnim nebo automatickém
ptidani malého mnozstvi bakterii dochazi k inkubaci, ktera vede k pozorovatelné zméné spolu

s riistem bakterii a ndslednému vyhodnoceni MIC.

Pokud pouzijeme V mikrodilucnim provedeni 96 jamkovou desticku, miizeme docilit

az 12 ruznych dil¢ich koncentraci v jedné mikrotitracni desticce (obr. 3).

Mikrotitra¢ni desticka je tedy vhodna pro analyzovani az 6 izolati v dupletu. Plastové
mikrotitrani desti¢ky s jamkami mohou byt zakoupeny s riznymi koncentracemi suchého
¢inidla pfedem pfipravenymi v kazdé jamce, coz zvySuje standardizaci a usnadiiuje pouziti.
Hlavni nevyhodou vsak je, ze vybér 1éCiv je omezen na komeréné dostupné panely. NejveétSim

pfinosem je snizeni mnozstvi Cinidel oproti zkumavkové diluéni metodé a pii vyuziti
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automatizace je vyhodou téz rychlost, ktera pfindsi snadnéjsi aplikovatelnost v klinickych
podminkach pro detekci nove vznikajici antimikrobialni odolnosti

(Farrell et al., 2014; Schumacher et al., 2018).

Obrazek 3 Mikrotitra¢ni desti¢ka vyuZzita pii mikrodiluéni metodé (foto autor)

1.8.2.2 Agarova dilu¢ni metoda

Principem této metody je zaclenéni riiznych koncentraci daného antibiotika béhem
piipravy piimo do agaru. Po utuhnuti agarové plotny se na jeji povrch nanese testované
inokulum a miska se necha inkubovat. Ptikladem je obrazek 4, kde miska A a B vykazuje
narist bakterie, naopak miska C obsahovala koncentraci antibiotika v hodnoté¢ MIC, proto

nebyl rast pozorovan (Mohammadzadeh et al., 2012).

Obrazek 4 Vyhodnoceni agarové diluéni metody (Mohammadzadeh et al., 2012 [cit. 2018-02-14])

Leishmania major, krevni agar, 3-5 dnu (25 °C, aerobng)
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1.8.2.3 E-test
E-test vyuziva principu antimikrobialniho gradientu. Antimikrobialni gradient je
definovan jako difiize antibiotického 1é¢iva napusténého v kalibrovaném plastovém prouzku

na plochu agarové puidy.

Piiprava bakterialniho zakalu a jeho naneseni na plochu agaru je totozné jako
u diskového difuzniho testu. Plastového prouzky napusténé rostoucimi koncentracemi
antibiotika opatfeného stupnici s méfitkem MIC jsou umistény za pomoci pinzety na plochu
agarového média s pfedem rozprostfenym inokulem. Nutnosti je uplny kontakt s povrchem

agaru pro potlaceni nezadoucich vysledk.

Po inkubaci se vytvari elipticka zona inhibice, ktera pfetina prouzek s antibiotikem
vV mist¢ udavajicim hodnotu MIC (obr. 5). Vysledek poskytuje informaci o vhodné

koncentraci ATB, ktera je proti testovanému kmenu G¢inna (Grace, 2013).

Obrazek 5 Testovani meropenemu u Klebsiella pneumoniae metodou E-test (upraveno podle
Shields et al., 2017, [cit. 2019-01-28])

Mueller — Hinton agar, 24 hodin (37 °C, aerobng). Cervena hranice znaéi MIC testovaného antibiotika.
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2 CILE DIPLOMOVE PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo provést testovani citlivosti k vybranym
antimikrobialnim latkam za pomoci diskové difuzni metody dle EUCASTU u jednotlivych
zastupcu izolovanych zvod se zaméfenim na vybér izolati z rodu Yersinia, Salmonella,

Pseudomonas, Escherichia, Enterococcus, Raoultella a Serratia.

Néslednym krokem, po zjisténi citlivosti za pomoci diskové difizni metody
u jednotlivych vzorkil, bylo stanoveni minimélni inhibi¢ni koncentrace dle normy CSN EN

ISO 20776-1 u vzorki rezistentnich na ptislusné antibiotikum.

Finadlnim krokem bylo kritické zhodnoceni =ziskanych vysledki V porovnani

S jiz publikovanymi pracemi.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a laboratorni pomicky

Pristroje:
Analytické vahy KERN 440 — 4 (KERN, Némecko)
Denzitometr DEN — 1 (Biosan, Litva)
Vortex V1 (Biosan, USA)
Autoklav PS 20A (BMT Medical Technology s.r.o., Ceské republika)
Chladnicka (Liebherr, Némecko)
Sterimat 5104.2 (BMT Medical Technology s.r.o., Ceské republika)
Termostat Lovibond (TINTOMETER — LOVIBOND, Ceska republika)
BACMED (ASPIAG s.r.0., Ceska republika)
Spektrofotometr TECAN Infine M 200 (Tecan Trading AG, Svycarsko)

Horkovzdusny sterilizator Sterimat 5104 (BMT Medical Technology s.r.o.,
Ceska republika)

Laboratorni pomiicky:
Erlenmayerova batiky 250 ml, 500 ml (Fischer Scientific, spol. s.r.0, Ceské republika)

Sklenéné lahve se Sroubovacim wuzdvérem 250 ml (Fischer Scientific, spol. s.r.o.,

Ceska republika)

Sklenéné lahve se Sroubovacim uzavérem 500 ml (Fischer Scientific, spol. s.r.o.,

Ceska republika)
Plastové zkumavky 15 ml (MEUS, Italie)

Sklenéné zkumavky, kovova vicka, stojany na zkumavky, Petriho misky (plastové, sklenéné),
jednokanalové mikropipety 10-100 ul, 20-200 pl, 1001000 ul, 500-5000 ul, plastové
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Spicky, L — hokejky (sklenéné, plastové), pinzety, kahan, ockovaci kli¢ky, sterilni vatové
tamponky, raznice na antibiotika, ¢erna podlozka, jednorazové sterilni inokula¢ni klicky,

plastové mikrotitra¢ni desticky.

3.2 Material

3.2.1 Kultiva¢ni pidy a bujony

- Masopeptonovy agar ¢. 2 (MPA), HiMedia

Slozeni: masovy pepton 10g
hovézi extrakt 109
chlorid sodny 50
agar 159

Priprava: Dle pokynii vyrobce bylo navazeno 40,0 g dehydratovaného
média do 1000 ml destilované vody. Nasledné¢ byla smés
sterilizovana v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

Vysledné pH pii 25 °C bylo 7,2 £ 0,2.

- Mueller Hinton agar (MH), HiMedia

Slozeni: hovézi masova infuse (susina) 29
kysely hydrolyzat kaseinu 1759
Skrob 159
agar 17 g

Priprava: Dle pokyni vyrobce bylo navazeno 38,0 g dehydratovaného
média do 1000 ml destilované vody. Sterilizace probéhla
v autoklavu pifi 121 °C podobu 15 minut. Vysledné pH
pii 25 °C bylo 7,3 £ 0,1.
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- Mueller Hinton bujén, HiMedia

Slozeni: hovézi masova infuse (susina) 24
kysely hydrolyzat kaseinu 1759
skrob 159

Priprava: Dle pokynt vyrobce bylo navdzeno 21 g dehydratovaného
bujonu do 1000 ml destilované vody a zahfivano do uplného
rozpusténi. Sterilizace v autoklavu probéhla pii 121 °C po dobu
15 minut. Vysledné pH pii 25 °C bylo 7,4 + 0,2.

- Luria — Bertani bujén, HiMedia

Slozeni: enzymovy hydrolyzat kaseinu 10g
kvasni¢ny extrakt 509
chlorid sodny 109

Priprava: Dle pokynu vyrobce bylo navazeno 25 ¢ dehydratovaného
bujonu do 1000 ml destilované vody a zahfivano do uplného
rozpusténi. Sterilizace v autoklavu probéhla pii 121 °C po dobu

15 minut. Vysledné pH pti 25 °C bylo 7,5 £ 0,2.

3.2.2 Pracovni roztoky, reagencie a chemické latky

- Fyziologicky roztok
Slozeni: chlorid sodny 8549
destilovana voda 1000 ml

Priprava: Chlorid sodny byl rozpustén v 1000 ml destilované vody a poté
byl sterilizovan pfi teploté 121 °C po dobu 15 min.

- Ampicilin A 9393-25¢, Sigma — Aldrich (Steinheim, Némecko), M=349,40 g/mol

- Sterilni destilovana voda
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- Chemikalie pro pripravu pufru

Hydrogen fosfore¢nan disodny (dihydrat), Sigma — Aldrich (Steinheim, Némecko)

Dihydrogen fosfore¢nan sodny (dihydrat), Sigma — Aldrich (Steinheim, Némecko)

- Priprava 0,1M fosfatového pufru

roztok A 3,59 hydrogen fosforecnanu disodného (dihydrat)
doplInéného do 100 ml sterilni destilovanou vodou

roztok B 2,79 dihydrogen fosfore¢nanu sodného (monohydrat)
doplInéného do 100 ml sterilni destilovanou vodou

Timto postupem vzniknou dva dil¢i 0,2 M roztoky, které je nutné pro vnik 0,1 M

fosfatového pufru smichat v daném poméru.

Ptipraveny 0,1 M fosfatovy pufr o pH 6 (fedidlo) byl smichdn v poméru 6,15 ml roztoku A

a 43,85 ml roztoku B a doplnény do 100 ml sterilni destilovanou vodou.

Ptipraveny 0,1 M fosfatovy pufr o pH 8 (rozpoustédlo) byl smichan v poméru 47,35 ml

roztoku A a 2,65 ml roztoku B a doplnény do 100 ml sterilni destilovanou vodou.

- McFarlandova zakalova stupnice

McFarlandova stupnice ptedstavuje specifické koncentrace CFU/ml. Standardy jsou
ptipraveny smichanim 1% roztoku bezvodého chloridu barnatého (BaCl,) a 1% roztoku
kyseliny sirové (H2SO4) Vvpomérech dle tabulky 4. Vznikla nerozpustnd srazenina
siranu barnatého (BaSQO,) je skladovana ve tm¢ v tésné uzaviené zkumavce. Takto piipravena

zakalova stupnice dle McFarlanda by méla byt stabilni pfiblizné 6 mésicu.
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Tabulka 4 McFarlandova zakalova stupnice (upraveno podle Dalynn biologicals, 2014, [cit. 2019-04-22])

1x10® CFU/mL 1%BaCl, 1%H,S0, (ml) Vvsled,nv stuperi
zakalu

1,5 0,05 9,95 0,5

3 0,1 9,9 1

6 0,2 9,8 2

9 0,3 9'7 3

12 0,4 9,6 4

15 0,5 9,5 5

3.2.3 Bakteridlni kmeny

Pro stanoveni citlivosti na antibiotika byly pouZity kmeny izolované predevS§im
ze vzorkii odpadnich vod. Jednalo se o vzorky natoku a odtoku do COV.
Kmen Yersinia (Y.) intermedia byl ziskan z povrchové vody odebrané z Labe. VSechny
vzorky byly odebirany v obdobi let 2016 az 2018.

Uchovani kmenti bylo provedeno zaockovanim do bujonu Luria-Bertani (LB)
a po nasledné inkubaci 48 hodin pii 37 °C (ptip. 30 °C) byly kmeny zmraZeny kapalnym
dusikem a uchovany pfi teplot¢ —80°C.
Pro analyzu testovani citlivosti na antibiotika byly zamraZené vzorky vyockovany

na masopeptonovy agar (MPA) a inkubovany 24 hodin pfi optimalni teploté. Seznam

testovanych kment je uveden v tabulce 5.
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Tabulka 5 Seznam testovanych kment

MIKROORGANISMUS | \\1e\6 7iscaniH 2 vOD
Escherichia coli 17
Salmonella Enteritidis 8
Yersinia enterocolitica 4
Yersinia intermedia 1
Serratia marcescens 1
Klebsiella pneumoniae 3
Klebsiella oxytoca 3
Raoultella ornithinolytica 3
Pseudomonas aeruginosa 8
Enterococcus faecalis 9

Pro validaci metod byly pouzity sbirkové kmeny Escherichia coli ATCC 25922
(dostupny v Ceské sbirce mikroorganismii pod ozna¢enim Escherichia coli CCM 3954),
pro Pseudomonas kmen Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Pseudomonas aeruginosa
CCM 3955) a pro =zastupce Enterococcus, Enterococcus faecalis ATCC 29212
(Enterococcus faecalis CCM 4224). Pro analyzu byly vzorky vyockovany na pidu MPA
a inkubovany 24 hodin pfi optimalni teploté. Kmeny byly uchovavany pii chladni¢kové
teploté 2 — 8°C.

3.2.4 Antimikrobialni latky
K testovani citlivosti bakterii diskovou difizni metodou bylo pouzito celkem
28 riznych antibiotickych diski firmy OXOID CZ, s. r. o., které jsou uvedeny

v souhrnné tabulce 6.

Pouzivané disky se uchovévaji v temnu pii teplot¢ 4 az 8 °C. Aby pii aplikaci
nedochézelo ke kondenzaci vody, je doporuceno disky pted aplikaci ponechat pti pokojové
teploté. Pro spravnou ucinnost antibiotickych diskl je nutné dodrzet dana pravidla. Oc¢kovani
inokula se provadi do 15 minut od ptipravy. Disky se kladou do 15 minut po inokulaci ploten.

Do 15 minut po aplikaci diskt je tieba plotny zacit inkubovat (EUCAST, 2015).
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Tabulka 6 Testovana antibiotika

ANTIBIOTIKUM OBS/'}:g?ISKU ZKRATKA EXPIRACE SARZE
Amikacin 30 AMK 30 2021/06/20 2354812
. , ) 2021/06/11 2351604
Amoxicilin — klavulanova kyselina 20-10 AMC 20-10
2020/01/24 1996605
Ampicilin 2 AMP 2 2020/02 1995667
- 2021/05/21 2341239
Ampicilin 10 AMP 10
2019/12/28 1984004
Aztreonam 30 ATM30 2021/07/30 2375546
Cefadroxil 30 CFR 30 2021/05 2325033
. 2021/06/26 2358427
Cefepim 30 FEP 30
2020/01/19 1992829
Cefotaxim 5 CTX5 2020/07 2358439
. 2021/07/01 2369778
Cefoxitin 30 FOX 30
2020/01/03 1984557
Ceftazidim 10 CAZ 10 2019/02 2105243
Cefuroxim 30 CXM 30 2021/06/25 2358425
. . 2021/07/16 2369724
Ciprofloxacin 5 CIP5
2020/01/16 1992429
Doripenem 10 DOR 10 2019/06 2351749
) 2021/06/27 2359179
Doxycyclin 30 DOX 30
2019/12/15 1977868
Gentamicin 10 GEN 10 2021/06/21 2360912
Chloramfenikol 30 CHL 30 2021/07/05 2361510
. 2021/08 2353259
Imipenem 10 IPM 10
2019/06/04 2353259
Levofloxacin 5 LEV 5 2021/07/31 2375557
Linezolid 10 LZD 10 2018/12 1972376
Meropenem 10 MEM 10 2019/07/17 2371941
Netilmicin 10 NET 10 2021/08 2371854
Nitrofurantoin 100 FUR 100 2020/02 2108267
Ofloxacin 5 OFX5 2021/05/08 2332590
Piperacilin 30 PRL 30 2019/12 1958983
. . 2021/07 2361502
Piperacilin — tazobaktam 30-6 TZP 30-6
2020/02 107472
. . 2019/12/15 1977868
Sulfamethoxazol — trimetoprim 25 SXT 25
2021/06/27 2359179
Tigecyclin 15 TGC 15 2019/06/05 2348532
Tobramycin 10 TOB 10 2021/06/13 2351615
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3.3 Pracovni postup

3.3.1 Testovani citlivosti bakterii na antibiotika diskovou difizni metodou
Testovani citlivosti bakterii na antibiotika bylo provedeno dle pokyni EUCASTu.
Z vybranych testovanych kmend byl z24 hodinové kultury pfipraven zakal inokula
ve fyziologickém roztoku odpovidajici hodnoté 0,5 McFarlandovy stupnice. Pro méteni
hodnoty zakalu byl pouzit denzitometr ¢i vytvofena McFarlandova zakalova stupnice.
Suspenze byla promichana na vortexu a poté byl ponofen sterilni bavinény tampon
a dle metodiky EUCASTu piebytek tohoto fyziologického roztoku s inokulem otfen o sténu
zkumavky. Sterilnim bavinénym tamponem byl vzorek nanesen rovnomérné na predem
ptipravenou Petriho misku s MH agarem o tloustce 4 = 0,5 mm ve tfech smérech tak, aby
byla pokryta celd plocha Petriho misky. V daném intervalu byly naneseny zvolené
antibiotické disky za pomoci antibiotické raznice. Pfevracené Petriho misky byly inkubovany
po dobu 16 az 20 hodin pfi teplote¢ 35 £ 1 °C. Antibiotické disky, MH agar a fyziologicky
roztok byly pfed pouzitim vytemperovany na laboratorni teplotu, aby nedoslo k ovlivnéni
vysledkl testovani. Po inkubaci byly inhibi¢ni zony odecteny za pomoci pravitka a tmavého

pozadi ¢i s vyuZitim systému BACMED a zaznamenany do tabulek.

Testovani bylo nutné provést u kazdého vzorku v sérii opakovani a to vzdy
3X V dupletu, aby byl vysledek vzorku potvrzen a nasledné mohl byt interpretovan a porovnan
s klinickymi breakpointy. Nutnosti bylo provedeni stejné metodiky u kontrolnich sbirkovych
kment Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
a Enterococcus faecalis ATCC 29212 pro validaci metody.

3.3.2 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace dle CSN EN 1SO 20776-1

Pfi stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace se vychazelo z normy
CSN EN ISO 20776-1. Pro tuto metodu byl ptipraven zakladni roztok ampicilinu o minimalni
koncentraci 1000 mg/l navazenim vhodného mnozstvi ampicilinu a doplnénim 0,1M
fosfatového pufru o pH 8, ktery slouzil jako rozpoustédlo. Dané koncentrace zasobniho
roztoku antimikrobidlniho ¢inidla byly pfipraveny fedénim daného mnoZzstvi zékladniho
roztoku antibiotika roztokem 0,1M fosfatového pufru o pH 6. Takto pripravené koncentrace
byly smichany s urcitym objemem bujonu (tab. 7). Ziskana koncentrace antimikrobialniho

¢inidla v mg/l byla pipetovana po 100 pl do pfipravenych mikrotitra¢nich desticek. Do kazdé
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jamky bylo posléze pipetovano 50 pl bakterialni suspenze o zakalu 0,5 McFarlandovy
zakalové stupnice, kterd byla pfedem fedéna v poméru 0,1 ml zakalu a 9,9 ml bujénu.
Pro kazdy zkouseny kmen je nutné provést kontrolu rtistu ponechanim jedné jamky obsahujici
100 pl média MH bujénu bez antimikrobialniho ¢inidla. Rovnéz pro kazdy kmen by méla byt
zatazena jedna jamka se 100 pl média bez antimikrobidlniho ¢inidla jako nenaockovana
negativni kontrola. V dal§im kroku byly zméteny hodnoty absorbance jamek pomoci pfistroje
TECAN. Po inkubaci 18 + 2 h v bézné atmosféie pii teploté 34°C az 37°C byly opétovné
hodnoty proméfeny pro potvrzeni vzniklych zakali a jednotlivé jamky byly vyockovany
na MH agar. Celé testovani bylo nutné provést u kazdého vzorku v sérii opakovani a to vzdy
3x v dupletu aby byl vysledek vzorku potvrzen a nasledné mohl byt interpretovan a porovnan
S klinickymi hodnotami. Nutnosti bylo provedeni stejné metodiky u kontrolnich sbirkovych
kment Escherichia coli ATCC 25922 a Enterococcus faecalis ATCC 29212 pro validaci
metody.

Aby bylo potvrzeno, Ze zkusebni jamky obsahuji pfiblizné 5 x 10° CFU/ml, bylo nutno
provést pocitani zivotaschopnych bunék odebranim 10 pl z jamky urcené pro kontrolu rastu
bezprosttedné po jeji inokulaci a zfedénim v 10 ml bujonu nebo fyziologického roztoku.
100 pl bylo aplikovano na povrch agarové plotny MH a 24 hodin inkubovano. Norma urcuje
vysledek 20 az 80 kolonii.

Tabulka 7 Ptiprava pracovnich roztokll antimikrobilnich ¢inidel k pouziti pro bujénové fedéni pti zkouskach
citlivosti (upraveno podle CSN EN ISO 20776-1, 2007)

Koncentrace zdsobniho roztoku ,Objem Objem | Ziskana koncentrace
.. et X zasobniho . .. P
antimikrobidlniho Cinidla bujonu antimikrobialniho

roztoku v .
(mg/1) (ml) &inidla (mg/1)
(mi)
512 1 1 256
512 1 3 128
512 1 7 64
64 1 1 32
64 1 3 16
64 1 7 8
8 1 1 4
8 1 3 2
8 1 7 1
1 1 1 0,5
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Testovani citlivosti bakterii na antibiotika

Prvni ¢ast diplomové prace spocivala v provedeni testovani citlivosti vybranych bakterii
na antimikrobialni latky. K analyze citlivosti bylo vybrano dohromady 57 bakterialnich
kmenii izolovanych z vod se zaméfenim na vybér patogennich a podminéné patogennich

bakterii, které mohou zptsobit onemocnéni postihujici pfevazné gastrointestinalni trakt.

Velkou testovanou skupinou izolati byla celed” Enterobacteriaceae. Zahrnuto bylo
8 kmenu S. Enteritidis, 4 kmeny Y .enterocolitica, kmen Y. intermedia a kmen
Serratia marcescens. Dale se jednalo o rod Klebsiella, kde byly testovany 3 izolaty
identifikované jako KI. oxytoca a v dal$ich 3 piipadech se jednalo o zastupce Kl. pneumoniae.
Raoultella, velice blizka pfi identifikaci s rodem Klebsiella, byla testovana ve 3 piipadech.
Nejpocetnéji zastoupenym kmenem S celkovym pocétem 17 testovanych vzorku byla bakterie

E. coli.

Celed’ Pseudomonadaceae zahrnovala celkem 8 kmenti Ps. aeruginosa. Analyzovano
bylo celkem 7 kmend ziskanych z odpanich vod a 1 vzorek z lidské chronické rany, ktery

se jevil jako zajimavy izolat z pohledu rezistence.

Testovani citlivosti k vybranym antimikrobidlnim latkdm prob¢hlo téZ u 9 vzorkl

kmene Enterococcus (En.) faecalis patici do rodu Enterococcus.

K testovani bylo vybrano dohromady 28 antimikrobialnich latek, které byly zvoleny
na zéklad¢é poznatkl o antibiotickych fadach sestavenych dle nemocnice Litomysl, informaci

z odbornych zahrani¢nich ¢lanka ¢i na zakladé doporu¢eni EUCASTu.

Ptistroj Bacmed nebyl z ¢asové ndro¢nosti vyuzit k méfeni inhibi¢nich zon skrz velké
mnozstvi Petriho misek a nutného manudlniho nastaveni velikosti ptekryvajicich se zon, které
systém nerozpozna. Proto byla zvolena metodika za pomoci méfeni pravitkem, jejiz vyhodou
je uSetfeny Cas oproti méfeni za pomoci piistroje Bacmed. Nevyhodou je, ze vysledky mohou

byt zatizené chybou, ktera by ale po provedené analyze 3x v dupletu méla byt minimalni.
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Tabulka 8 Rozmezi inhibi¢nich zoén dle EUCASTu pro dané antibiotikum u referen¢nich kmentt (EUCAST,

2018, [cit. 2019- 02-15])

KONTROLNI KMEN ANTIBIOTIKUM ROZMEZi DLE EUCASTu (mm)
Gentamicin 10 19-26
Amikacin 30 19-26
Aztreonam 30 28 -36
Imipenem 10 26—-32
Ceftazidim 10 23-29
Piperacilin 30 21-27
:t" Amoxicilin — klavulanova kyselina 18— 24
] 20-10
:—: Escherichia coli Ampicilin 10 15-22
t ATCC 25922 Ciprofloxacin 5 29-37
-, Chloramfenikol 30 21-27
8 Cefotaxim 5 25-31
E citlivy, divoky typ Cefepim 30 31-37
E Cefuroxim 30 20-26
Sulfamethoxazol — trimetoprim 25 23-29
Doxycyclin 30 /
Cefadroxil 30 14-20
Cefoxitin 30 23-29
Piperacilin — tazobaktam 30—6 21-27
Tobramycin 10 18 -26
Ofloxacin 5 29-33
Netilmicin 10 18-24
KONTROLNi KMEN ANTIBIOTIKUM ROZMEZI DLE EUCASTu
(mm)
Gentamicin 10 17-23
Amikacin 30 18 -26
") Aztreonam 30 23-29
S | Pseudomonas Imipenem 10 20-28
g aeruginosa Ceftazidim 10 21-27
8 ATCC 27853 Piperacilin 30 /
= Meropenem 10 27-33
a citlivy, divoky typ CiprofloxaFin 5 25-33
Tobramycin 10 20-26
Netilmicin 10 15-21
Levofloxacin 5 19-26
Doripenem 10 28-35
KONTROLNi KMEN ANTIBIOTIKUM ROZMEZi DLE EUCASTu (mm)
3 Enterococcus Nitrofurantoin 100 18-24
9 faecalis Linezolid 10 19-25
§ ATCC 29212 Tigecyclin 15 20-26
e Ciprofloxacin 5 19-25
= Imipenem 10 24-30
w | citlivy, divoky typ -
Ampicilin 2 15 -21

Vysvétlivky:

/ hodnota neni uvedena

56




Nutné pro ovéfeni spravnosti testovani je vyuziti kontrolnich referenc¢nich kment.
Pro kontrolu kvality byly pouzity 3 bakteridlni kontrolni kmeny dané EUCASTem, které byly
zvoleny tak, aby postihovaly vybrané testované bakterie. Pro Enterobacteriaceae byl zvolen
testovaci kmen Escherichia coli ATCC 25922 (dostupny v Ceské sbirce mikroorganismi
pod oznaCenim Escherichia coli CCM 3954), pro Pseudomonas kmen Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 (Pseudomonas aeruginosa CCM 3955) a pro zastupce

Enterococcus, Enterococcus faecalis ATCC 29212 (Enterococcus faecalis CCM 4224).

Vybrana testovand antibiotika u referenénich kment byla shodna s antibiotiky

pro testované izolaty. Antibiotika pro testované izolaty byla zvolena tak, aby bylo postihnuto

-----

Hodnota inhibi¢ni zény pro dané antibiotikum u referen¢niho kmene se musi shodovat
s rozmezim danym EUCASTem uvedené v tabulce 8. Pokud by napfiiklad inhibi¢ni zoéna
testovaného kmene Escherichia coli ATCC 25922 pro gentamicin (10 ug) odpovidala
hodnoté vice jak 26 mm nebo naopak méné jak 19 mm, nemohly by byt vysledky testovanych
kment pro gentamicin (10 pg) hodnoceny jako validni. V nasem piipad¢ se vSechny zmétené
inhibi¢ni zony po provedeni testovani kontrol vyskytovaly v danych mezich urcenych
EUCASTem. Z tohoto vysledku 1ze vyvodit spolehlivost vysledkl testovani citlivosti danych

antibiotik u vybranych vzork.

4.1.1 Stanoveni citlivosti na antibiotika u ¢eledi Enterobacteriaceae

U celedi Enterobacteriaceae bylo pro testovani pouzito 21 antibiotickych disku.
Jednalo se o gentamycin (10 pg), amikacin (30 pg), aztreonam (30 pg), imipenem (10 pg),
ceftazidim (10 pg), piperacilin (30 pg), amoxicilin — klavulanovou kyselinu (20-10 pg),
ampicilin (10 png), ciprofloxacin (5 ng), chloramfenikol (30 pg), cefotaxim (5 pg),
cefepim (30 pg), cefuroxim (30 pg), sulfamethoxazol — trimetoprim (25 pg), doxycyclin
(30 ng), cefadroxil (30 pg), cefoxitin (30 ug), piperacilin — tazobaktam (30-6 pg), tobramycin
(10 pg), ofloxacin (5 pg) a netilmycin (10 pg). Breakpointy primérd inhibi¢nich zén jsou

uvedeny v tabulce 9.
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Tabulka 9 Breakpointy pramérd inhibi¢nich zon u Celedi Enterobacteriaceae (EUCAST, 2018a, [cit. 2019- 02-15])

ENTEROBACTERIACEAE
Breakpointy priméru
ANTIBIOTIKUM (pg) inhibi¢nich z6n (mm)
C2 R<
Gentamicin 10 17 14
Amikacin 30 18 15
Aztreonam 30 26 21
Imipenem 10 22 16
Ceftazidim 10 22 19
Piperacilin 30 20 17
Amoxicilin — klavulanova kyselina 20-10 19 19
Ampicilin 10 14 14
Ciprofloxacin 5 26 24
Chloramfenikol 30 17 17
Cefotaxim 5 20 17
Cefepim 30 27 21
Cefuroxim 30 19 19
Sulfamethoxazol — trimetoprim 25 14 11
Doxycyclin 30 14 10
Cefadroxil 30 19 19
Cefoxitin 30 19 19
Piperacilin — tazobaktam 30-6 20 17
Tobramycin 10 17 14
Ofloxacin 5 24 22
Netilmicin 10 15 12
Vysvétlivky: C Citlivy
R Rezistentni

4.1.1.1 Stanoveni citlivosti na antibiotika u vybranych izolata Escherichia coli

Tabulka 10 shrnuje vysledky testovani citlivosti na vybrand antibiotika
pro Escherichia coli. U testovanych kmenu bakterie E. coli byly ve velké mife nalezeny
rezistence na cefadroxil. Rezistence se vyskytovala u 15 z celkového poctu 17 izolovanych
kment. Pouze u jednoho kmene byla potvrzena citlivost, u zbyvajiciho kmene intermedidlni

rezistence.
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Rezistenci na cefadroxil potvrzuje i studie 128 vzorku E. coli izolovanych z odpadnich
vod shromazdénych =z mlékarenskych a hospodaiskych farem. Na cefadroxil bylo

dle vysledku rezistentnich 39,0 % testovanych izolatt (Goud et al., 2017).

Tabulka 10 Vysledky testovani citlivosti na antibiotika pro Escherichia coli

ENTEROBACTERACEAE
ANTIBIOTIKUM (ug) Escherichia coli
1,2,3(4|5|6|7|89|10({11(12|13|14|15|16| 17
Gentamicin 10 c|c|c . 1| C .I C . C c|cjc|cy|c .
Amikacin 30 c,c|jcjcyc|jcyjcjcjc|c|c c|c|jc|jc|c
Aztreonam 30 c,¢cjcycyjcjcjcyjcjcjcyjcjcjcy|cyc . c
Imipenem 10 c,¢cjcycjcjcjcjcjcjcy|jcjcjcycyjcyjcyc
Ceftazidim 10 c,cjcjcyjcyjcycjcjcjcjcjcjcyjcyjcycy|c
Piperacilin 30 c|c|jcjc|c|c cjc|c|jcjc|cjc|c|c
Amoxicilin — kzlg\iullgnové kyselina clec I cle . clelelelc
Ampicilin 10 cic|jcjcy|c cjc|cj|c . c|c|cC
Ciprofloxacin 5 c|cjc|c|cC c|cjcjc|lc|jcjc|c
Chloramfenikol 30 c|cjc|c|c c|c|jc|jcjc|jc|cy|c
Cefotaxim 5 cic|jcjc|c cj,cycjcjc|jcjcy|c
Cefepim 30 cic|jcjcy|c cj,cycjcjc|jcjcy|c
Cefuroxim 30 c|c|c|c|c c|c|lc|c|cjc|c|c
Squamethoxaz;;— trimetoprim clelelelelelelelelelelele . clelec
Doxycyclin 30 C ‘ ccjcyc|cji1jc|c c|c|yc|jc|cy|c
Cefadroxil 30
Cefoxitin 30
Piperacilin — tazobaktam 30—6 c,cjcyjcjcjc|jcf|jir|jcjcjcjc|jcy|jcflcjcyc
Vysvétlivky: C Citlivy

R Rezistentni (Cervené oznaceni)
| Intermedialné rezistentni (zluté oznaceni)

C/l Hrani¢ni hodnota mezi citlivym a intermedialné rezistentnim (modré oznaceni)

Escherichia coli (1—17) oznageni riznych izolatd ziskanych z odpadnich vod
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Kumar et al. (2013) uvadi rezistenci na cefadroxil a to dokonce u 88,9 % piipadul, coz
odpovida 64 izolatim z celkového poctu 72 testovanych izolatl pochazejicich z rekreacnich
zdroji a zdroju pitné vody. Al-Aali (2016) stanovil u 12 vzorki izolovanych z pacientl
u 100 % ptipadi citlivost na imipenem a cefepim, coz se shoduje i s naSimi vysledky.
Goudetal. (2017) u vice jak poloviny testovanych kment (57,81 %) nalezl rezistenci
na chloramfenikol. Naopak vSechny kmeny E. coli v ramci nasi prace byly
vuci chloramfenikolu citlivé. Citlivost na chloramfenikol (bilé oznaceni) a rezistenci
na cefadroxil (Cervené oznaceni) znazoriiuje obrazek 6. Dale byla u tohoto izolatu kmene

E. coli zjisténa rezistence na amoxicilin — klavulanovou kyselinu.

Obrazek 6 Testovani citlivosti Escherichia coli na vybrana antibiotika (foto autor).

Mueller — Hinton agar, 16-20hodin (35 + 1 °C, aerobng). Rezistence (Cervené oznaceni) na amoxicilin —
klavulanovou kyselinu 30 ug (AMC 30) a cefadroxil 30 ug (CFR 30), citlivost (bilé ozna¢eni) na chloramfenikol
30 pg (CHL 30)

4.1.1.2 Stanoveni citlivosti na antibiotika u vybranych izolati Salmonella Enteritidis

Z celkem 8 testovanych kment Salmonella enterica serovar Enteritidis vykazovaly
nékteré¢ kmeny vi¢i gentamycinu a tobramycinu intermedialni rezistence a hrani¢ni hodnoty
mezi citlivosti a intermedialni rezistenci vyznacené v tabulce 11. Naopak dle studie
Soomroetal. (2010) bylo vSech 16 testovanych izolata citlivych vici témto dvéma

antibiotikum.
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Kovaci¢ et al. (2017) poukazuje na situaci, kdy byl béhem zati roku 2014 uzavien
systém zasobovani vodou v okrese Sibenik. Mikrobiologicka analyza vzorki stolice potvrdila
S. Enteritidis u vSech 68 infikovanych lidi. Kontaminace byla zaroven potvrzena i ve vzorcich
vody. VsSechny izolaty byly citlivé na ampicilin — klavulanovou kyselinu

(Kovacic et al., 2017). Tato citlivost je shodna s testovanymi kmeny v nasi praci.

Zhou et al. (2018) uvadi, Ze z celkového poctu 146 izolatu S. Enteritidis ziskanych
z kutecich vyrobkt vykazovalo 50,7 % rezistenci na ampicilin. Nami ziskané izolaty

z odpadnich vod tento vysledek naopak nepotvrzuji.

Tabulka 11 Vysledky testovani citlivosti na antibiotika pro Salmonella Enteritidis

ENTEROBACTERIACEAE
ANTIBIOTIKUM (ug) Salmonella Enteritidis
1 2 3 4 5 6 7 8

Gentamicin 10 I C C C I c/i

Amikacin 30 C C C C C C C C
Aztreonam 30 C C C C C C C C
Imipenem 10 C C C C C C C C
Tobramycin 10 c/i C C C C I c/i c/i

Ofloxacin 5 C C C C C C C C

Amoxicilin — klavulanova kyselina
5010 C C C C C C C C

Ampicilin 10 C C C C C C C C
Ciprofloxacin 5 C C C C C C C C
Netilmicin 10 C C C C C C C C

Cefotaxim 5 C C C C C C C C

Cefepim 30 C C C C C C C C
Cefuroxim 30 C C C C C C C C

Sulfamethoxazo — trimetoprim 25 C C C C C C C C

Doxycyclin 30 C C C C C C C C
Cefadroxil 30 C C C C C C C C

Cefoxitin 30 C C C C C C C C

Piperacilin — tazobaktam 30-6 C C C C C C C C
Vysvétlivky: Cc Citlivy

| Intermedialné rezistentni (zIuté oznaceni)

C/l Hrani¢ni hodnota mezi citlivym a intermedialné rezistentnim (modré
oznaceni)

Salmonella Enteritidis (1—8) oznaceni rtiznych izolat z odpadnich vod
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4.1.1.3 Stanoveni citlivosti na antibiotika u vybranych izolata Yersinia enterocolitica a
Yersinia intermedia

Kmeny Yersinia byly testovany na citlivost s vyuzitim analogickych antibiotickych

disku jako izolaty Salmonella serovar Enteritidis. Testovanim byly pouze u dvou izolatu

Y. enterocolitica zjistény rezistence. Jednalo se o pfipady diskii napusténych ampicilinem.

Vysledky jednoho z testovanych izolati Yersinia enterocolitica rezistentnich na ampicilin

(Cervené oznaceni) znazoriiuje obrazek 7. Na ostatni testovana antibiotika byl izolat citlivy.

Testovany kmen Yersinia intermedia vykazoval vic¢i vSem testovanym antibiotikiim citlivost.

Obrazek 7 Testovani citlivosti Yersinia enterocolitica na vybrana antibiotika (foto autor)

Vyhodnocené pomoci syst¢tmu BACMED. Mueller — Hinton agar, 16-20hodin (35 £ 1 °C, aerobng). Rezistence
(Cervené oznaceni) na ampicilin 10 pg (AMP 10), citlivost (bilé oznaceni) na amoxicilin — klavulanovou
kyselinu 20-10 pg (AMC 20-10), cefuroxim 30 pg (CXM 30), sulfamethoxazol — trimetoprim 25 pg (SXT 25),
doxycyklin 30 ug (DOX 30), cefadroxil 30 (CFR ug)

Rezistence na ampicilin je shodna s izolatem Y. enterocolitica ze studie autorQ
Anjuetal. (2014), ktera krom¢& ampicilinu potvrzuje rezistenci k tetracyklinu. Citlivost

U gentamicinu analyzovana studii byla totoznd s nasi analyzou.
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4.1.1.4 Stanoveni citlivosti na antibiotika u vybraného izolatu Serratia marcescens
Zajimavym izolatem z pohledu rezistence byla Serratia marcescens, u které¢ byla
prokazana odolnost hned u 5 testovanych antibiotik. Jednalo se o amoxicilin — klavulanovou

kyselinu, ampicilin, cefuroxim, doxycyclin a cefadroxil (tab. 12).

Tabulka 12 Vysledky testovani citlivosti na antibiotika pro Serratia marcescens

ENTEROBACTERIACEAE

ANTIBIOTIKUM (pg)
Serratia marcescens

Gentamicin 10
Amikacin 30
Aztreonam 30

Imipenem 10

Tobramycin 10

Ofloxacin 5

Amoxicilin — klavulanova kyselina 20—10

Ampicilin 10

Ciprofloxacin 5
Netilmicin 10
Cefotaxim 5
Cefepim 30
Cefuroxim 30

Sulfamethoxazol — trimetoprim 25
Doxycyclin 30
Cefadroxil 30

Cefoxitin 30
Piperacilin — tazobaktam 30-6

Vysvétlivky: C Citlivy
| Intermedialné rezistentni (Zluté oznaceni)
R Rezistentni (Cervené oznaceni)

C/l Hraniéni hodnota mezi citlivym a intermedialné
rezistentnim (modré oznaceni)
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Jednou z dulezitych vlastnosti patogennich zastupct rodu je jejich vnitini a ziskana
odolnost vici fadé antibiotickych skupin. Jedna se o antibiotika z fad beta — laktamas
(Sandner -Miranda et al., 2018). Nami ziskané vysledky byly v souladu s timto tvrzenim,

jelikoz stanovovany izolat byl rezistentni na amoxicilin — klavulanovou kyselinu a ampicilin.

Dale u kmene izolovaného zvody byla nalezena intermedidlni rezistence
natobramycin a ofloxacin, ktera je spole¢né srezistenci na cefadroxil vyznacena

na obrazku 8.

Obrazek 8 Testovani citlivosti Serratia marcescens na vybrana antibiotika (foto autor)

Mueller — Hinton agar, 16-20hodin (35 £ 1 °C, aerobng). Rezistence (Cervené oznaceni) na cefadroxil 30 pg
(CFR 30), intermedialni rezistentence (zluté oznaceni) na tobramycin 10 ug (TOB 10) a ofloxacin 5 pg (OFX 5)

Faidah et al. (2015) ve studii uvedl, Ze u 81 testovanych kmena se vyskytla odolnost
na ampicilin s vysokou mirou a to u 97,5 % izolati. Al-Aali (2016) uvadi citlivost u 6 izolatt
od pacientd z nemocnice na imipenem a cefepim. Nami testovany kmen vykazoval téz

citlivost vii¢i zminénym antibiotikli cefepimu a imipenemu.

4.1.1.5 Stanoveni citlivosti na antibiotika u vybranych izolata Klebsiella a Raoultella
Testovani kment KI. pneumoniae vykazovalo rezistenci na gentamycin. Dal$im

zajimavym vysledkem byla intermedidlni rezistence u antibiotick¢ho disku ciprofloxacin.

64


http://www.frontiersin.org/people/u/472075

Intermedidlni rezistenci vici ciprofloxacinu a rezistenci viici gentamycinu doklada téz studie
Badamchi et al. (2018), ktefi otestovali celkem 93 izolatl. Velka vétSina izolatt byla vuci
gentamycinu rezistentni a to celkem 62, naopak pouze 3 izolaty byly hodnoceny jako citlivé.
Ciprofloxacin byl vyhodnocen ve 40 ptipadech jako citlivy, 50 izolatd jevilo odolnost a pouze

3 izolaty byly dle priméru inhibi¢ni zony interrezistentni (Badamchi et al., 2018).

Néami prokazanou rezistenci vic¢i ampicilinu, vyhodnocenou u dvou riznych izolath
pochazejicich z vod na obrazku 9 (Cervené oznaceni), potvrzuje i Abbas (2017), ktery pfi
testovani citlivosti antibiotik izolatd KI. pneumoniae odhalil, Ze penicilinové antibiotikum

vykazovalo vys$s§i miru odolnosti, a to dokonce 57,14 %.

Obrazek 9 Testovani citlivosti rodu Klebsiella na vybrana antibiotika (foto autor).

Klebsiella pneumonieae (vlevo) a Klebsiella oxytoca (vpravo), Mueller — Hinton agar, 16-20 hodin, (35 + 1 °C,
aerobng). Rezistentni (¢ervené oznaceni) na ampicilin 10 pg (AMP 10),intermedialné rezistentni (zluté oznacent)
na ciprofloxacin 5 pg (CIP 5) a gentamicin 10 pg (GEN 10), citlivy (bilé oznaeni) na amikacin 30 ug
(AMK 30) a amoxicilin — klavulanovou kyselinu 20-10 pg (AMC 20-10)

Ve vyzkumu spojeného s identifikaci druhové distribuce rodu Klebsiella vyskytujici se
ve vodnim prostfedi bylo analyzovano 33 izolatd Kl. pneumoniae a 7 izolatd Kl. oxytoca.
Testovanim citlivosti kmenti rodu Klebsiella izolovanych z motské a sladkovodni vody
v Jizni Kalifornii bylo zjisténo, Zze kmen KI. pneumoniae je odolngjsi nez KI. oxytoca.
KI. pneumoniae vykazovala u vSech 33 izolata rezistenci na ampicillin, 82 % izolatia bylo
odolnych vuci nitrofurantoinu, 91 % bylo rezistentnich vuéi piperacilinu, 20 % odpovidalo
rezistenci na sulfametoxazol — trimetoprim a 76 % izolatd vykazovalo rezistenci

na amoxicilin — klavulanovou kyselinu. Maly pocet, celkem 3 % izolati bylo rezistentnich
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vaci amikacinu, ceftazidimu, cefepimu, gentamicinu a ciprofloxacinu. U bakterie Kl. oxytoca
byla ve vsech pfipadech prokazana rezistence na ampicilin. Déale byla stanovena rezistence

na piperacilin u 25 % testovanych izolata (Jacobo, 2012).

Ve vysledcich testovani citlivosti na vybrana antibiotika, které shrnuje tabulka 13,
si mizeme vSimnout podobnosti mezi rody Klebsiella a Raoultella pravé v rezistenci
na ampicilin. Dle EUCAST (2016) je rezistence na ampicilin u rodu Klebsiella a Raoultella
hodnocena jako pfirozena. Podobnost podporuje pivodni zafazeni Raoultella ornithinolytica,
bakterie vyskytujici se ve vod¢, pudé a vodnim prostiedi, do rodu Klebsiella
(Fager and Yurteri-Kaplan, 2019).

Tabulka 13 Vysledky testovani citlivosti na antibiotika pro rod Klebsiella a Raoultella

ENTEROBACTERIACEAE
Klebsiella Klebsiella Raoultella
ANTIBIOTIKUM (pg) pneumoniae oxytoca ornithinolytica
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Gentamicin 10 c [ c PR 1 el c|lcl[c]c
Amikacin 30 C C [ C C C C C C
Aztreonam 30 C C C C C C C C C
Imipenem 10 C C C C C C C C C
Ceftazidim 10 C C C C C C C C C
Piperacilin 30 C C C C C C C
Amoxicilin — klavulanova kyselina 20-10 C C C C C C C C
Ampicilin 10 C C C C
Ciprofloxacin 5 C | C C C C C
Chloramfenikol 30 C C C C C C C C C
Cefotaxim 5 C C C C C C C C C
Cefepim 30 C C C C C C C C C
Vysvétlivky: C Citlivy
| Intermedialné rezistentni (zIuté oznaceni)
R Rezistentni (Cervené oznaceni)
C/l Hrani¢ni hodnota mezi citlivym a intermedidlné rezistentnim

(modré oznaceni)
oznaceni riznych izolatl z odpadnich vod
Klebsiella pneumoniae (1-3)

Klebsiella oxytoca (3-6), Raoultella ornithinolytica (7-9)
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U jednoho izolatu Raoultella ornithinolytica byla nami potvrzena rezistence
na ciprofloxacin. Naopak Marietto-Gongalves et al. (2018) ve své studii vyhodnotili citlivost

izolatu bakterie Raoultella ornithinolytica vici ciprofloxacinu.

4.1.2 Stanoveni citlivosti na antibiotika u ¢eledi Pseudomonadaceae

U celedi Pseudomonadaceae bylo pro testovani vyuzito 12 odlisnych antibiotickych
diskid. Jednalo se o antibiotickou fadu zaclenujici gentamycin (10 pg), amikacin (30 pg),
aztreonam (30 ug), imipenem (10 ug), ceftazidim (10 pg) a piperacilin (30 pg), ktera byla
shodna stadou celedi Enterobacteriaceae. Druha antibioticka fada byla navrzena dle
poznatki odbornych ¢lankd a jednalo se o meropenem (10 pg), ciprofloxacin (5 pg),
tobramycin (10 pg), netilmicin (10 pg), levofloxacin (5 pg) a doripenem (10 pg). Vysledky

inhibi¢nich zon izolati Ps. aeruginosa byly hodnoceny dle breapointt v tabulce 14.

Tabulka 14 Breakpointy primeéri inhibi¢nich zon u &eledi Pseudomonadaceae (EUCAST, 2018a, [cit. 2019- 02-15])

PSEUDOMONAS
Breakpointy priméru
ANTIBIOTIKUM (ug) inhibicnich zén (mm)
c2 R <
Gentamicin 10 15 15
Amikacin 30 18 15
Aztreonam 30 50 16
Imipenem 10 20 17
Ceftazidim 10 17 17
Piperacilin 30 18 18
Meropenem 10 24 18
Ciprofloxacin 5 26 26
Tobramycin 10 16 16
Netilmicin 10 12 12
Levofloxacin 5 22 22
Doripenem 10 25 22
Vysvétlivky: C Citlivy
R Rezistentni
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4.1.2.1 Stanoveni citlivosti na antibiotika u vybranych izolati Pseudomonas aeruginosa

Testovani citlivosti vic¢i antibiotikim u Ps. aeruginosa bylo zalozené na porovnani
izolata ziskanych z vod a jednoho vzorku z lidské chronické rany. Vzorek z lidské chronické
rany vykazoval oproti izolatim z vod vysokou odolnost (tab. 15). Rezistence byla nalezena

u 10 z 12 testovanych antibiotik.

Tabulka 15 Vysledky testovani citlivosti na antibiotika pro rod Pseudomonas

PSEUDOMONAS
Pseudomonas aeruginosa

ANTIBIOTIKUM (pg)

I
1 2 3 4 5 6 7 o veorek
I rany 1
Gentamicin 10 C C C C C C
Amikacin 30 C C C C C C
Aztreonam 30 | | I I |
Imipenem 10 C C C C C
Ceftazidim 10 C C C C C
Piperacilin 30 C C C C C
Meropenem 10 C C C C C
Ciprofloxacin 5 C C C C C
Tobramycin 10 C C C C C
Netilmicin 10 C C C C
Levofloxacin 5 C C C C
Doripenem 10 C C C C C
Vysvétlivky: C Citlivy
| Intermedialné rezistentni (zluté oznacent)
R Rezistentni (Cervené oznaceni)
C/l Hrani¢ni hodnota mezi citlivym a intermedialn€ rezistentnim

(modré oznadeni)
oznaceni riiznych izolatl z odpadnich vod Pseudomonas aeruginosa (1—7)

Pseudomonas aeruginosa vzorek z chronické rany (8)
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U vSech testovanych kment byla nalezena intermedidlni rezistence na aztreonam,
ktera dle EUCASTu odpovida vysokému rozpéti priméru inhibi¢ni zény od 16 do 49 mm.

Rezistenci prvni antibiotické fady a intermedialni rezistenci na aztreonam muZzeme vidét

na obrazku 10. Nalezena byla nalezena pouze jedna citlivost vié¢i imipenemu.

Obriazek 10 Testovani citlivosti Pseudomonas aeruginosa na vybrana antibiotika (foto autor)

Izolat chronické rany (vlevo) a intermedialni rezistence izolatu z vod (vpravo). Mueller — Hinton agar, 16-20
hodin (35 = 1 °C, aerobné). Rezistentni (¢ervené oznaceni) na gentamycin 10 pg (GEN 10), amikacin 30 ug
(AMK 30), ceftazidim 10 ug (CAZ 10) a piperacilin 30 ug (PRL 30), intermedialné rezistence (Zluté oznaceni)
na aztreonam 30 pg (ATM 30), citlivost (bilé oznaceni) na imipenem 10 pg (IPM 10)

Vzhledem k tomu, Ze v Evropé je mira rezistence na fluorochinolony u Ps. aeruginosa
vys$si nez 30 % (Bassetti et al., 2018), byla rezistence na levofloxacin a ciprofloxacin z fady

flurochinolon®i zaznamenana i V nasi praci.

Rezistenci na levofloxacin potvrzuje i pétiletd studie 646 izolati Ps. aeruginosa
z raznych klinickych vzorki. VétSina izolath pochazela z respirac¢nich (60,99 %) a mocovych
cest (23,22 %), zatimco nejméné z transudati a exsudati (2,01 %). Celkem 26,7 % izolati
bylo rezistentnich na levofloxacin. Dale bylo zjisténo, ze amikacin byl nejucinnéjsim Iékem
Smirou rezistence 7,5 %, nasledovanym piperacilin — tazobaktamem (8,5 %)

av 13,5 % gentamicinem (Juayang et al., 2017).

Ps. aeruginosa ziskana ze vzorki pitné a rekreac¢ni vody shromazdénych z rtiznych prostiedi
a to bazénu, zdravotnickych zatizeni, ubytovacich zafizeni a obecnich vodovodi vykazovala

rezistenci na imipenem. Piestoze je imipenem stile povazovan za antibiotikum ucinné proti
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Ps. aeruginosa, vysledky tohoto vyzkumu potvrzuji trvalé Sifeni rezistence vucéi tomuto
antibiotiku. Z celkového poctu 53 izolati bylo 5 izolazii rezistentnich na imipenem.
Tento vyzkum zdiiraziiuje roli porint jako faktoru pfispivajici k rezistenci na karbapenem
u gramnegativnich bakterii (Schiavano et al., 2017). Naopak v nasi praci nebyla rezistence

vuci imipenemu potvrzena.

Khosravi et al. (2017) uvadi vysokou miru antimikrobialni rezistence u 93 klinickych
izolati. Zejména se jednalo o rezistenci na gentamicin (94,62 %), ciprofloxacin (93,54 %)
a meropenem (90,32 %). Rezistence na tato zminéna antibiotika potvrzuje i nami provedené

testovani.

4.1.3 Stanoveni citlivosti na antibiotika u ¢eledi Enterococcaceae

Poslednim testovanym kmenem vuci citlivosti na antibiotika byl En. faecalis patfici
do celedi Enterococcaceae. Jelikoz ve vétsiné piipadi nejsou znamy breakpointy, byla
zvolena pouze jedna fada 6 antibiotickych diskt. Pro testovani byly vybrany nitrofurantoin
(100 pg), linezolid (10 ug), tigecyclin (15 pg), ciprofloxacin (5 pg), imipenem (10 pg) a jako
posledni ampicilin s obsahem disku 2 pg. Dané souvisejici breakpointy zaznamenava

tabulka 16.

Tabulka 16 Breakpointy primeéri inhibi¢nich zon u Eeledi Enterococcaceae (EUCAST,2018a, [cit. 2019- 02-15])

ENTEROCOCCUS
Breakpointy prtiiméru inhibi¢nich z6n (mm)
ANTIBIOTIKUM (ug)

C2 R<
Nitrofurantoin 100 15 15
Linezolid 10 19 19
Tigecyclin 15 18 15
Ciprofloxacin 5 15 15
Imipenem 10 21 18
Ampicilin 2 10 8

Vysvétlivky: C Citlivy

Rezistentni (Cervené oznaceni)
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4.1.3.1 Stanoveni citlivosti na antibiotika u vybranych izolati Enterococcus faecalis
Bakterie Enterococcus faecalis vykazovala ze vSech bakterii nejvyssi miru citlivosti
(tab. 17). Celkov¢ byla nalezena rezistence pouze na imipenem a ampicilin. Dle poznatkt
EUCAST (2016) je En. faecalis rezistentni vu¢i ampicilinu hodnocen jako vyjimeény
fenotyp. Pravidla odbornikit EUCAST shrnujici vyjimecné fenotypy rezistence a interpretacni
pravidla, kterda mohou byt pouzita pro testovani antimikrobialni citlivosti, ¢erpaji z poznatkt
uvedenych v roce 2016 (EUCAST, 2019a). Je nutné si ale uvédomit, Ze to, co se v jednom
okamziku povazuje za vyjimecny fenotyp, nemusi byt v pozd¢jSim okamziku vyjimecné a ze
to, co se v jedné zemépisné oblasti povazuje za vyjimecné, nemusi byt vyjimecné v jiné.

Aktualizovana verze doposud nebyla zvetejnéna (EUCAST, 2018b).

Tabulka 17 Vysledky testovani citlivosti na antibiotika pro Enterococcus faecalis

ENTEROCOCCUS

ANTIBIOTIKUM (ug) Enterococcus faecalis

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Nitrofurantoin 100

Linezolid 10 C C C C C C C C C
Tigecyclin 15 C C C C C C C C C
Ciprofloxacin 5 C C C C C C C C C
Imipenem 10 C C C C C C C C
Ampicilin 2 C C C c C C C C
Vysvétlivky: C Citlivy
R Rezistentni (Cervené oznaceni)

Enterococcus faecalis (1-9) oznadeni ruznych izolati
z odpadnich vod

Hodnoceni vSech 58 izolati En. faecalis v ¢inské studii Wei et al. (2017) prokazalo
citlivost na 12 druhi antibiotik, mezi které patiil i ndmi testovany ampicilin, ciprofloxacin,
nitrofurantoin a linezolid. Vzorky byly odebrany z minerdlnich a pramenitych vod. Dalsi

antibiotika jako penicilin, quinupristin — dalfopristin, vancomycin, gentamicin, streptomycin,
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levofloxacin, norfloxacin a tetracyklin citlivé podle studie, nebyly vyuzity pii nasem

testovani.

Ighinosa et al. (2016) analyzovali profil antimikrobialni rezistence enterokokovych
izolatl z rybnikti. Studie prokazala 45 rezistentnich izolath na ciprofloxacin z celkového
poétu 200. Naopak vSech 9 nami testovanych kmend izolovanych zvod vykazovalo

na ciprofloxacin citlivost. Citlivost bakterie viéi ciprofloxacinu dokumentuje obrazek 11.

Obrazek 11 Testovani citlivosti Enterococcus faecalis na vybrana antibiotika (foto autor)

Vyhodnocené pomoci systétmu BACMED. Mueller — Hinton agar, 16-20 hodin, (35 + 1 °C, aerobng). Citlivost
(bilé oznaceni) na ciprofloxacin 5 ug (CIP 5)

4.1.4 Vyhodnoceni multirezistentnich izolati
multirezistence definovat jako necitlivost k nejméné jednomu antibiotiku ze tfi a vice

antimikrobialnich skupin (Alnour and Ahmed-Abakur, 2017).

Z této obecné definice 1ze proto usuzovat izolat Ps. aeruginosa izolovany z chronické
rany jako multirezistentni. Odolnost z pohledu multirezistence byla stanovena hned
U 4 antimikrobialnich skupin. Jednalo se o0 4 antibiotika z fad aminoglykosidd, 2 zastupce
z fad fluorochinolonli a jednoho zastupce cefalosporinti. Posledni vyhodnocenou skupinou

byly peniciliny.
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Jeden zizolatd Ps. aeruginosa ziskany z odpadnich vod sice vykazoval rezistenci
ve tiech ptipadech (viz tabulka 15), ale jednalo se o dvé rezistence viuci aminoglykosidim
a jednu rezistenci vaci skupiné flourochinoloni. Z tohoto divodu nelze kmen hodnotit jako

multirezistentni.

Mezi multirezistentni izolaty mizeme zafadit dva zastupce E. coli, které pochazeli
ze vzorki vod. Jeden vykazoval rezistenci vac¢i penicilinovému antibiotiku ampicilinu,
cefalosporinu, cefadroxilu a sulfonamidu trimethoprim — sulfometaxozolu. Naopak druhy
izolat byl odolny va¢i gentamycinu, doxycyklinu a cefadroxilu fazenych do skupin

aminoglykosidd, tetracyklinii a cefalosporint.

Serratia marcescens vykazovala multirezistenci na ampicilin
a amoxicilin — klavulanovou kyselinu z fad penicilind, cefuroxim a cefadroxil fazené

k cefalosporinim a doxycyklin patiici do skupiny tetracyklind.

Celkem byly tedy pomoci diskové difaze nalezeny 4 multirezistentni bakterie z celkového

poctu 57 testovanych izolati.

415 Zavéretné vyhodnoceni testovanych bakterii na antibiotickou citlivost
pomoci diskové difizni metody
Porovnanim citlivosti vSech testovanych kment je ziejmé, ze nejvétsi rezistence byla
zaznamenana U cefadroxilu, na ktery bylo rezistentnich 16 kment (52 %) z 31 testovanych.
Dalsi vyznamna rezistence byla nalezena vici levofloxacinu u 3 kment (37,5 %)
z 8 testovanych izolatii. Beta-laktamové antibiotikum ampicilin bylo pouzito pii testovani

40 izolath, z nichz ¢tvrtina izolatt (25 %) jevila vaci tomuto antibiotiku rezistenci.

Pozorovana byla téz rezistence na amoxicillin — klavulanovou kyselinu, doripenem
a meropenem. Na kazd¢ z téchto tii jmenovanych antibiotik bylo rezistentnich 12,5 % izolatu.

Rezistence ostatnich antibiotik dosahovaly hodnot pod 10 %, nebo nebyly nalezeny.

4.2 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace dle CSN EN ISO 20776-1

Druhé ¢ast diplomové prace navazovala na testovani citlivosti vii¢i antibiotikiim pomoci
diskové difizni metody. Bujoénovéa mikrodiluéni metoda byla provedena z diivodu potvrzeni

nebo vyvraceni vysledkil rezistenci ziskanych diskovou difizni metodou. Divodem je mozné
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zatizeni diskové difuzni metody chybou nepatrného rozdilu hodnoty bakteridlniho zékalu
(Ozgelik et al., 2004). Porovnanim téchto dvou metod se zabyvala i zahraniéni studie
zahrnujici testovani 110 izolati Yersinia enterocolitica. Podobné vysledky metod byly
stanoveny pro 6 z 10 antimikrobidlnich latek. Rozdilnych vysledki bylo ziskano u ampicilinu
(1,8 %), kdy byl zjistén faleSné citlivy diskovy difuzni test. Fale$Sné rezistentni diskovy
difuzni test byl zjistén u streptomycinu (0,9 %) a sulfamethoxazolu (1,8 %). Multirezistence
byla diskovou difuzni metodou prokazdna u 3 9% piipadl, naopak pii mikrodiluci byla
potvrzena pouze v 1%. Diskovy difuzni test poskytl nepfijatelné mnozstvi chyb pro ampicilin

a vysokou Cetnost drobnych chyb pro sulfamethoxazol (Mayer et al., 2011).

Z té&chto ditvodli byly pro stanoveni MIC vybrany bakterialni izolaty vod zahrnujici
kmeny E. coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Raoultella ornithinolytica,
Serratia marcescens, Enterococcus faecalis a Yersinia enterocolitoca stanovené pomoci

diskové diftizni metody jako rezistentni vaci ampicilinu (10 pg).

Dle kritérii byla analogicky provedena kontrola spravnosti testovani s vyuzitim
kontrolnich kmend. Pro kontrolu kvality byly pouzity 2 bakteridlni kontrolni kmeny dané
EUCASTem. Pro Enterobacteriaceae byl zvolen testovaci kmen Escherichia coli
ATCC 25922  (dostupny v Ceské  sbirce  mikroorganismii  pod  oznaGenim
Escherichia coli CCM  3954) a pro zastupce Enterococcus, Enterococcus faecalis
ATCC 29212 (Enterococcus faecalis CCM 4224). Hodnota MIC kontrolnich kment byla
shodna s danymi breakpointy EUCASTu. Déle byly provedeny pozitivni a negativni kontroly
u vSech testovanych bakterialnich izolatd. Kritérium hodnoceni Zivotaschopnych kolonii

odpovidalo rozsahu 20 az 80 kolonii.

Obrazek 12 znazornuje testovani MIC (mg/l) na plastové mikrotitracni desticce
s 96 jamkami. Na pozicich A az H se nachazely testované bakterialni izolaty ve spojeni
s riznou koncentraci antimikrobidlniho ¢inidla ampicilinu, kterou znazornuji pozice 1 az 10.
Zbylé dvé pozice oznacené Cislem 11 a 12 obsahovaly pozitivni a negativni kontroly
jednotlivych izolati. S ohledem na dupletové provedeni jednotlivych izolata byly na jedné
mikrotitracni destice Srozsahem deseti ruznych koncentraci testovany Ctyii izolaty

odpadnich vod.
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Obrazek 12 Vyuziti plastové mikrotitracni desti¢ky pfi testovani minimalni inhibi¢ni koncentrace (autor)

Pozitivni kontrola (PK), negativni kontrola (NK)

Odecitani bujonové mikrodiluéni metody musi spliovat kritéria dostate¢ného ristu,
hodnoceného jako knoflik na dn€ jamky nebo jednozna¢ny zakal v pozitivni kontrole rastu.
Rist se projevi zékalem nebo jako usazenina bun¢k na dné jamky (EUCAST, 2019b).
Pfi provadéni testovani MIC byl pozorovan pieskok dvou a vice jamek, obklopenych

jamkami s narustem (obr. 13).
@C80L ©8eCose
0000 & e

Obriazek 13 Pieskok jamek u testovani minimalni inhibi¢ni koncentrace (upraveno podle EUCAST, 2019b
[cit. 2019- 02-15])

Preskok jedné jamky (vlevo), pieskok dvou a vice jamek (vpravo). Cervené oznaceni znaci odectenou minimalni
inhibi¢ni koncentraci testovaného antibiotika

Pfi¢inou mize byt dle (EUCAST, 2019b) nespravna inokulace, kontaminace,
¢i heterogenni rezistence. Moznost kontaminace byla pfi testovani vyvracena z divodu
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provadéni testu 3x v dupletu a nalezu stejného preskoku u vSech 6 piipadi. Takto

vyhodnocené izolaty byly z testovani vyfazeny dle doporuc¢eni EUCASTu. Pii detekci jedné

prazdné jamky byl izolat opétovné otestovan a hodnocena byla nejvyssi hodnota MIC.

4.2.1 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace u vybranych izolati

Vysledky testovani izolatl z vod byly odecteny spektrofotometrickym vyhodnocenim

ptistrojem TECAN a vyockovanim jednotlivych koncentraci na MH agar. Hodnoty MIC byly

interpretovany v kategoriich citlivosti jako citlivé, interrezistentni nebo rezistentni podle

tabulek EUCAST. Vysledky testovani minimalni inhibi¢ni koncentrace izolatd jsou shrnuty

v tabulce 18 spole¢né s vysledky provedenych kontrol.

Tabulka 18 Vysledky testovani minimalni inhibi¢ni koncentrace u vybranych izolata

Breakpointy MIC (mg/I) TESTOVANY IZOLAT MIC (mg/1) | VYHODNOCENI
R
Escherichia coli 16
Enterobacteriaceae Escherichia coli 2 c
R
Cs R> Klebsiella pneumoniae 16
. 4 C
8 8 Klebsiella oxytoca
, 2 C
Klebsiella oxytoca
. R
Breakpoint MIC (mg/I) Raoultella ornithinolytica 16
. . 16 R
Raoultella ornithinolytica
R
Enterococcaceae Serratia marcescens 16
Yersinia enterocolitica 128 R
C< R>
Yersinia enterocolitica 256 R
4 8 : 1 ¢
Enterococcus faecalis
Breakpoint MIC (mg/I v
pot (me/1) ATCC 29212 Enterococcus faecalis 1
ATCC 29212 0,5-2 /
ATCC 25922 1-8 ATCC 25922 Escherichia coli 4

Vysvétlivky: C Citlivy

R Rezistentni ,

76

v Hodnota v ramci daného rozmezi



https://www.google.com/search?rlz=1C1KMOH_enCZ516CZ516&q=enterococcaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEwySU9SAjOTzMyKLbQss5Ot9JMy83Py0yv184vSE_Myi3Pjk3MSi4sz0zKTE0sy8_OsMjLTM1KLFFBFF7Hyp-aVpBblJ-cnJycmpyamAgAx4XKSZQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiqy6HbyunhAhXSJ1AKHTxZB7gQmxMoATAOegQICxAK

Vysledky provedeného testovani citlivosti u izolatu bakterie E. coli z odpadnich vod potvrdily
rezistenci vici ampicilinu u jednoho ze dvou testovanych izolatl bujénovou mikrodiluéni

metodou.

Rezistenci vuc¢i ampicilinu uvadi téz studie, ktera testovala Cetnost antimikrobialni
rezistence pro 201 izolatd E. coli pochazejicich ze slepého stfeva prasat. Vzorky byly
odebrany v 19 australskych farmach v priitbéhu cervence az prosince roku 2015. Vedle dalSich
10 antimikrobidlnich latek byly izolaty testovany na rezistenci vici ampicilinu bujénovou
mikrodiluéni metodou. Rezistence bakterie E. coli vici ampicilinu byla nalezena
v 60,2 % ptipadd (Kidsley et al., 2018). Rezistenci vici ampicilinu u bakteridlnich izolatl
E. coli dale potvrzuje studie ruznych vzorkti surovych odpadnich vod a oSetfenych vod
UV zafenim & chloraci pochézejicich z COV odebranych v obdobi od ledna do kvétna roku
2016. Celkem bylo testovano 92 izolati. Analyza MIC ukazala, ze rezistence na ampicilin

byla zaznamenana u 85 % testovanych izolatl (Aslan et al., 2018).

Dal$im testovanym rezistentnim zastupcem vuc¢i ampicilinu v nasi préaci byla bakterie
Klebsiella pneumoniae. Vysledek nami prokazané rezistence potvrzuje testovani klinickych
1zolatli odebranych v obdobi od ledna 2013 do prosince 2015 v oblasti Wenzhou ve vychodni
Cing. Postupnd bylo odebrano celkem 1838 izolath bakterie KI. pneumoniae.
Celkem 21 izolati bylo rezistentnich (Zhan et al., 2017). Wand et al. (2015) téz hodnotili
rezistence u bakterie Klebsiella pneumoniae. Celkem bylo testovano 37 izolatt. Nékolik
znich vykazovalo vysoké hladiny rezistence na ampicilin a piperacilin 1 po pfidani
beta — laktamového inhibitoru tazobaktamu ¢i kyseliny klavulanové. Tyto vysledky
naznacovaly pfitomnost beta — laktamazy v nékolika stanovovanych izolatech.
Hariharan et al. (2015) uvadi, Ze pfi testovani klinickych izolatt vykazovalo rezistenci celkem

96,6 % z celkem 58 testovanych izolata.

Vysledky testovani citlivosti na antibiotika bujonovou mikrodiluéni metodou
a diskovou difuzni metodou shodné vyhodnotily izolat bakterie Klebsiella oxytoca rezistentni
na ampicilin (Vali et al.,, 2015). NaSe vysledky se lisily. Izolaty byly stanoveny

diskovou diftzi jako rezistentni, naopak bujonovou mikrodiluéni metodou jako citlivé.

Zheng et al. (2015) wuvadi, Zze u 7 izolatd identifikovanych jako
Raoultella ornithinolytica vysledky stanoveni MIC prokazaly rezistenci na ampicilin. Naopak

vzorky byly citlivé na ciprofloxacin a piperacilin — tazobaktam. Studie potvrdila produkci
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genu IMP-4. Vsechny izolaty nesly gen BlalPM — 4 karbapenemazy, pét izolatu také neslo
gen blaSHV — 12, ¢tyti obsahovaly gen blaTEM — 1 a jeden obsahoval gen blaOXA — 1. 1zolat
Raoultella ornithinolytica s oznacenim Ro025724 exprimoval karbapenemazu Klebsiella
pneumoniae (KPC) — 2. Tato tvrzeni popisuje prvni nalez koexistence genu blakKPC — 2
a BlalPM — 4 u rodu Raoultella (Zheng et al., 2015). Oproti studii nebyla citlivost bakterie

na ciprofloxacin a piperacilin — tazobaktam mikrodilu¢ni metodou testovana.

S. marcescens je vSudypfitomny patogenni mikroorganismus vyskytujici se ve vodeé,
pude, rostlinach, hmyzu a zvitatech (Thompson et al., 2007). S. marcescens je obvykle
rezistentni na ampicilin, amoxicilin, amoxicilin -  klavulanovou  kyselinu,
ampicilin — sulbaktam, cefalosporiny s uzkym spektrem, cefuroxim, nitrofurantoin a kolistin.
Rezistenci doklada i studie z Taiwanu, kde bylo ziskano 403 izolati bakterie S. marcescens
béhem osmiletého studijniho obdobi v letech 2002 az 2010. Izolaty pochazely z respira¢nich
vzorku (157 izolatd), nasledovanych mocovymi cestami (90 izolati) a krvi (77 izolatd).
Celkové bylo 99,3 % izolath citlivych na imipenem, 93,8 % na ceftazidim, 86,0 %
na piperacilin — tazobaktam, 72,7 % na levofloxacin, 63,8 % na ciprofloxacin, 60,8 %
na trimetoprim — sulfamethoxazol a 59,6 % na gentamicin. Naproti tomu byla pozorovana
citlivost < 10 % naampicilin, coz naznaCuje vysoké procento rezistentnich izolatl

(Liou et al., 2014). Nami ziskany izolat byl téz vici ampicilinu rezistentni.

Bakterie Y. enterocolitica je wuvadéna jako pfirozené rezistentni vuci
beta — laktamovym antibiotikiim (Tavassoli et al., 2018), coz potvrzuje vysledek rezistence
naseho testovani u izolatd z vod. Abdel-Haq et al. (2006) téz uvadi testovani citlivosti
antibiotik pomoci bujonové mikrodiluéni metody a to na 184 klinickych izolatech
Y. enterocolitica izolovanych ze vzorkli od déti s gastroenteritidou. Rezistence na ampicilin

byla v této studii detekovana u 87,2 % izolatu.

Poslednim testovanym kmenem bujonovou mikrodiluéni metodou byla bakterie
En. faecalis. Coombs et al. (2014) uvadi, ze z celkového poctu 1079 bakterieémii bylo

95,8 % zpusobeno bakterii En. faecalis (61,0 %) nebo En. faecium (34,8 %). U Zadného
izolata En. faecalis nebyla nalezena rezistence. Studie provedena Castillo-Rojas et al. (2013)
porovnavala u bakterie En. faecalis citlivost vici ampicilinu u vzorkt klinickych a vzorka
z vod. Testovano bylo 17 klinickych izolatt s vyskytem rezistenci vic¢i ampicilinu u 11,8 %.

Vsech 36 izolata En. faecalis izolovanych z vod vyhodnotila studie jako citlivé.
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Nami testovany izolat En. faecalis rezistentni podle diskové difizni metody nemize
byt potvrzen jako vyjimecny fenotyp z diivodu prokdzani citlivosti bujonovou mikrodiluéni

metodou.

4.2.1.1 Zavérecné vyhodnoceni testovanych bakterii pomoci bujonové mikrodiluc¢ni
metody
Porovnanim vysledkti diskové difuzni metody a bujonové mikrodiluéni metody je
ziejmé, ze pii testovani stejnych izolatl zminénymi metodami doslo k rozdilnym zavéram.
Rezistence byla vyvracena u 4 z 11 testovanych izolatl. Bujonova mikrodiluéni metoda je
povazovana za presn¢j$i vici metodé diskového diftzniho testu, kde je stanovena pouze

kvalita a vysledek miize byt ovlivnén neptesnosti bakterialniho zakalu.
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5 ZAVER

Testovanim citlivosti viici antibiotikiim pomoci diskové difuzni metody bylo vysetieno
celkem 57 izolati ziskanych ze vzorkii vod. Testovany byly izolaty z roda Yersinia,
Salmonella, Pseudomonas, Escherichia, Enterococcus, Raoultella a Serratia. Porovnani
citlivosti vSech testovanych kmend diskovou difuzni metodou ukazuje, ze nejvétsi rezistence
byla zaznamenana U cefadroxilu, na ktery bylo rezistentnich celkem 16 izolata (52 %)
z 31 testovanych. Ve vsech piipadech se jednalo o kmen E. coli. Cetna rezistence byla
vyhodnocena vuci levofloxacinu (37,5 %) z 8 testovanych izolatd Pseudomonas aeruginosa.
Dale byla detekovana rezistence na amoxicillin — Klavulanovou kyselinu, doripenem
a meropenem. Na kazdé z téchto tfi jmenovanych antibiotik bylo rezistentnich 12,5 % izolati.
Beta — laktamov¢ antibiotikum ampicilin bylo pouzito pfi testovani 40 izolatl, z nichz ¢tvrtina
izolati (25 %) jevila viéi tomuto antibiotiku rezistenci. Jednalo se o 2 izolaty E. coli,
2 izolaty  Yersinia  enterocolitica, 1 izolat Serratia marcescens, 2 izolaty

Klebsiella pneumoniae, 1 izolat Klebsiella oxytoca a 2 izolaty Raoultella ornithinolytica.

Na zékladé vysledka ziskanych diskovou difuzni metodou byly 4 izolaty vyhodnoceny
jako multirezistentni. Jednalo se o 1 izolat bakterie Serratia marcescens 2 izolaty E. coli

a klinicky izolat Pseudomonas aeruginosa.

U izolatu Ps. aeruginosa izolovaného z chronické rany, byly vyhodnoceny rezistence

u antibiotik z fad aminoglykosidi, fluorochinolont, cefalosporint a penicilini.

Jeden izolat bakterie E. coli vykazoval rezistenci vici penicilinovému antibiotiku
ampicilinu, cefalosporinu cefadroxilu a sulfonamidu trimethoprim — sulfometaxozolu. Naopak
druhy izolat byl odolny vic¢i gentamycinu, doxycyklinu a cefadroxilu fazenych do skupin

aminoglykosidd, tetracyklinti a cefalosporint.

Serratia marcescens izolovana zvod vykazovala multirezistenci na ampicilin
aampicilin — klavulanovou kyselinu ztad penicilinti, cefuroxim a cefadroxil fazené

k cefalosporintim a doxycyklin patfici do skupiny tetracyklint.

Pro upiesnéni vysledkt diskové diftizni metody bylo provedeno stanoveni minimalni
inhibi¢ni koncentrace dle normy CSN EN ISO 20776-1 bujénovou mikrodiluéni metodou
uvzorkll rezistentnich na ampicilin. Rezistence byla vyvracena u 1 izolatu E. coli

a Enterococcus faecalis, dale u 2 bakterialnich izolata Klebsiella pneumoniae.

80



Rezistence vuc¢i ampicilinu byla naopak potvrzena diskovou difizni metodou i bujonovou
mikrodiluéni metodou u 1 izolatu E. coli, Serratia marcescens a Klebsiella pneumoniae.
Vysledek rezistence byl shodny téz u 2 izolatd Raoultella ornithinolytica a 2 izolata

Yersinia enterocolitica.

Zavérem lze fici, Zze zvySujici se tvorba rezistence na antibiotika se u bakterii netyka
pouze klinickych izolath. Vznikajici rezistenci bakterii izolovanych z vod podporuje
nedostate¢né piedistovani v COV. Pro feseni této situace je potfebné téZ zohlednit vyskyt
ze zemédelskych, farmaceutickych a jinych pramyslovych pracovist. Vzniku rezistence mutize
zabranit i sam Cloveék, ktery nevyuzité 1éCivo nesplachne do odpadu, ale vrati ho zpét

do Iékarny.
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