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Tato diplomova prace pojednava o bakterii Neisseria gonorrhoeae
(N.gonorrhoeae), plvodci pohlavné pfenosné choroby kapavky. V prvni &asti
jsou udaje o charakteristice bakterie a jejim ruUstu, faktorech virulence,
mechanismech vzniku rezistence a moznostech diagnostiky, jak bakterie, tak
jeji schopnosti rezistence k antibiotikim, mechanismu vzniku onemocnéni, jeho
prubéhu a pfiznacich a v neposledni fadé také o moznostech 1éCby.

V praktické Casti je postup zpracovani materialu od jeho pfijmu, zpracovani v
laboratofi, kultivaci vzorkl, po biochemickou identifikaci a metody testovani
citivosti na antibiotika. Statistické udaje byly ziskany z Oddéleni Kklinické
mikrobiologie ve Fakultni nemocnici Brno v letech 1998 — 2012. Byly
zpracovany do tabulkové a grafické podoby. Vysledky zobrazuji zvySeni vyskytu
kapavky v populaci, zejména u muzu. Byly zjistény rozdily v po¢tu onemocnéni
v ramci vékovych skupin. ZjiStovanim vyskytu izolatd N. gonorrhoeae v
jednotlivych materialech, byl nejvy$Si zachyt v uretfe. Studie ukazala narlst
rezistence N. gonorrhoeae k rlznym druhdm antibiotik (penicilin 50%
rezistentnich kmenua v roce 2012, tetracyklin 42%, ciprofloxacin 75%). Zvlasté
alarmujici je objeveni se rezistence k cefalosporinim 3. generace, které jsou v
souCasnosti uzivany k lécbé. ZvySeni poCtu onemocnéni a pocinajici vznik
rezistence ke 3. generaci cefalosporini jsou faktory vyznamné ovliviujici
uspésnost klinické 1éCby. Narlst rezistence vytvafi z gonorrhoey velmi obtizné
léCiteIné onemocnéni proto, Zze dochazi celosvétovéemu Sifeni rezistentnich

kmendu.
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Title of diploma thesis: The development of antibiotic resistance of Neisseria

gonorrhoeae in University Hospital Brno

This thesis deals about the bacteria Neisseria gonorrhoeae (N.
gonorrhoeae), agents of sexually transmitted disease gonorrhea. In the first part
there are basic characteristics of the bacteria and its growth, virulence factors,
mechanisms of resistance and its diagnostic options and also its ability to
develop an antibiotic resistance, pathogenesis of disease, its progress and
symptoms  and, ultimately, treatment options of disease.

Practical part contains a basic process of an income of clinical sample, a
laboratory culture, an izolation of strains and possibilities of a biochemical
identification and an antibiotic susceptibility testing. There are also the statistical
informations obtained from the Department of Clinical Microbiology at the
University Hospital Brno sice the year 1998 to 2012. They are arranged into a
tabular and graphical form, showing increased incidence of disease in the
population, especially in men. They shows distribution incidence of disease
across age groups and type of clinical sample. During the last 15 years the
incidence of gonorrhoea increased and the antibiotic resistance of N.
gonorrhoeae has change (penicilin has 50 % of resistance strains, tetracyklin 42
% and ciprofloxacin has 75 % in year 2012). The results are alarming because
of occuring of the resistance to the third generation cephalosporins, what are
nowadays antibiotics of the first choice. The increasing incidence of gonorrhoea
and the increasing percentage of resistance are the main factors that may
significantly affect the success of the clinical treatment. The increase in
resistance makes gonorrhoea difficult to treat disease, because there is a global

spread of resistant strains. 4
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Zadani diplomové prace - cil prace:

Cilem moji diplomové prace je zachytit vyvoj rezistence Neisseria
gonorrhoeae na antibiotika v letech 1998 - 2012 u pacientl vySetfenych ve FN

Brno.

Hypotéza: Rezistence na antibiotika Neisseria gonorrhoeae ma kazdorocné

stale se zvysSujici charakter.
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1. Uvod

Bakterii Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae) fadime do rodu Neisseria,
Celedi Neisseriaceae, fadu Neisseriales, tfidy Beta Proteobacteria, kmene
Proteobacteria a domény Bacteria. Jeji zakladni charakteristika je gram
negativni diplokok (také je udavan tvar kavového zrna), nesporulujici, aerobni a
nepohybliva. N. gonorrhoeae patfi spolu s Neisseria meningitidis k
nejvyznaméjsim lidskym patogenim tohoto rodu. Samoziejmé existuji i
nepatogenni druhy, které muzeme najit jako soucast pfirozené flory v dutiné
ustni a nosohltanu napf. Neisseria flava aj. N. gonorrhoeae je ovSem obligatni
patogen, dojde-li k priniku bakterie do organismu ¢lovéka, dochazi ke vzniku
projevu nemoci, kterou N. gonorrhoeae vyvolava, tedy ke vzniku pohlavné
pfenosné choroby kapavky nebo-li gonorrhoey. Tim se dostavame k nejCastéjsi
cesté pfenosu, kterou je sexualni pfenos. Neisserie jsou velmi citlivé k okolnimu
prostfedi, bez vhodnych kultivacnich a teplotnich podminek rychle hynou.

N. gonorrhoeae, je-li podezfeni na infekci touto bakterii, je identifikovana
klasickymi mikrobiologickymi metodami. Zakladni technikou, ktera nas
nasméruje k tomuto rodu je barveni dle Grama pfimo z klinického materialu,
kterym odhalime gram negativniho diplokoka, dale pak podle tohoto nalezu
zvolime vhodné kultivaéni pidy a z narostlych kolonii provedeme biochemické
dourceni bakterie. Také je mozny prikaz bakterialni DNA ve vzorku metodou
polymerazove fetézove reakce (polymerase chain reaction, PCR). Nasledné
stanovime citlivost bakterie k antibiotikim, nejcastéji diskovou difuzni metodou
nebo stanovenim minimalni inhibi¢ni koncentrace — MIC, dle vysledku pak Iékaf
muaze zvolit vhodné antibiotikum k léc¢bé. N. gonorrhoeae se vsak stava
rezistentni k mnoha preparatim k nimz byla v minulosti citliva, a proto se
stanovenim miry rezistence ve své praci detailné zabyvam, nebot se jedna
o zavazny problém, komplikujici 1é&bu a vyskytujici se nejen v Ceské republice,
ale i v mnoha statech svéta.

V praktické Casti prace zpracovavam vzorky pacientl, sleduji rezistenci
neisserie a z vysledkd vytvofim statistiku vyskytu N. gonorhoeae a také

statistiku vyvoje rezistence N. gonorhoeae.
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2. Rod Neisseria
2.1. Objeveni neisserii

Prvni objevenou neisserii byla diky své asociaci s nemoci N. gonorrhoeae a
to roku 1879 lékafem Albertem Ludwigem Sigesmundem Neisserem. K
objeveni mikroba vyuZil mikroskopie, kde tento organismus nalezl v uretralnim
exudatu pacientt s kapavkou spolu v velkym mnozstvim leukocyt(."

Dalsi izolovanou neisserii byla Neisseria meningitidis v roce 1887 Antonem
Weichselbaumem z mozkomisniho moku pacientl s akutni meningitidou.

V roce 1906 von Lingelsheim nalezl mnoZstvi nepatogennich neisserii
v materialu z nosohltanu, jak od nemocnych tak zdravych pacientu, patfily sem
Micrococcus pharynges siccus (dnes Neisseria sicca), Micrococcus cinereus
(dnes Neisseria cinerea), Micrococcus pharynges flavus skupiny LILIII (dnes
Neisseria subflava biovary).

Byly identifikovany také oportunni druhy a to v roce 1930 Neisseria
flavescens Branhamem a Neisseria lactamica Hollisem a spol. v roce 1969.
Oba druhy byly nalezeny v mozkomisnim moku a zpuUsobuji pfilezitostné
meningitidy.

N. gonorrhoeae ssp. kochii byla izolovana ze spojivek obyvatel egyptského
venkova v roce 1986. Jako posledni byla identifikovana Neisseria weavari roku
1993 Andersenem, dfive oznaCovana jako CDC skupina M-5 a byla izolovana
ze zranéni zpusobenych psim kousnutim.

Mnoho neisserii a zejména ty patogenni jiz byly objeveny. OvSem otazkou

zUstava kolik jich je tfeba jesté objevit.”

Obr 1. Albert Ludwig Sigesmund Obr 2. Anton Weichselbaum
Zdroj: 92 Zdroj: 93
2.2, Klasifikace, vyskyt a morfologie neisserii
Kmeny, patfici k rodu neisseria mizeme identifikovat pomoci fenotypovych
charakteristik na 15 rGznych druhd, poddruh a biovart u lidi a Sest u zvirat.
Mezi tyto fenotypové charakteristiky fadime produkci pigmentu, tvorbu kyseliny
11



z uhlovodikl, tvorbu polysacharidd ze sukrozy a redukci dusiCnhand a
dusitant.”” Hlavni lidské druhy jsou fazeny do dvou hlavnich skupin. Do prvni
skupiny patfi N. gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Neisseria lactamica,
Neisseria cinerea, Neisseria polysaccharea, N. gonorhoeae ssp. Kochii, tato
skupina roste na pevnych pldach v nepigmentovanych, prusvitnych koloniich.
Druha skupina zahrnuje Neisseria mucosa, Neisseria sicca, Neisseria subflava
s biovary subflava, perflava a flava, a ty se oznacuji jako sacharolytické druhy,
rostouci v opaleskujicich, Zluté pigmentovanych koloniich.%

Pomoci sekvenéni analyzy 16S rRNA a DNA hybridizace bylo prokazano, ze
spolu s neisseriemi se do Celedi Neisseriaceae mohou zaradit i rody Eikenella,
Simonsiella, Alysiella a CDC skupiny EF-4, M-5 a M-6. CDC skupina M-5 je
klasifikovana jako Neisseria weaverii a CDC skupina M-6 jako Neisseria
elongata ssp. nitroreducens. Podobna analyza 16S rRNA zase naopak z této
Celedi vylouCila rody Acinetobacter, Moraxella, Kingella indologenes
a Branhamella. Proto byly podany navrhy na zafazeni Branhamella catarrhalis

(dfive Neisseria catarrhalis) do rodu Moraxella nebo Branhamella.”™

Vyskyt N. gonorrhoeae a Neisseria meningitidis neni u Clovéka bézny
(nejedna-li se o probihajici onemocnéni), ale mnoho nepatogenich neisserii je
soucasti pfirozené mikroflory hornich cest dychacich. Nékdy muze dojit k
vyskytu téchto neisserii i na jinych mukdznich povrSich organismu a zde potom
mohou byt pfi€inou rdznych infekci od meningitidy, endocarditidy, cellulitidy,
osteomyelitidy, artritidy az po pneumonie. Vice ohrozeni jsou, samoziejme,
imunodeficitni osoby (osoby s leukemii, AIDS, aj.).

Morfologicky fadime neisserie ke gramnegativnim diplokokim. Jejich
morfologie se li§i v zavislosti na vnéjSim prostfedi, mizeme pozorovat rozdil
mezi burikami narostlymi in vitro a témi, které ziskdame pfimo z infikovaného
pacienta. Pozorovanim tenkého useku ziskaného z N.gonorrhoeae
elektronovym mikroskopem se ukazala vyrazna podobnost s ostatnimi
gramnegativnimi bakteriemi. Vnéjsi vinitd membrana o tloustce 7,5-8,5 nm’ je
tvofena dvojvrstvou a obsahuje lipopolysacharidy, proteiny, fosfolipidy. Oblast
mezi vnéjSi a cytoplasmatickou membranou, periplasmaticky prostor a obsahuje
proteiny.®' Mezi tyto proteiny patfi cytochrom c, homolog elongacniho faktoru Tu
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a protein vazajici zelezo. Elektronové denzni vrstva silna 6 nm odpovida vrstvé
peptidoglykanu, tvofici bakteridlni obal, tato vrstva se nachazi v

periplazmatickém prostoru.

Capsule
Cell envelope

Outer membrane

Cytoplasmic membrane

Peptidoglycan

Obr 3. Struktura bunééné stény Neisseria ssp. Obr 4. Elektronovy snimek

bunééného
a grafické znazornéni struktury na zakladé déleni Neisseria ssp.
udaju z elektronového mikroskopu Zdroj: 75 Zdroj: 75

Tato struktura bunék je podobna u vSech neisserii, existuji i vyjimky a to
Neisseria elongata a weaveri. U nich probiha rozc€lenéni vnitfni struktury
tvorbou sept zahajené vrustem cytoplasmatické membrany a zakoncené
zahyby peptidoglykanu, tedy ne konstrikci. Septa jsou tvofena postupné a
navzajem jsou k sobé postaveny v pravém uhlu, coz vytvafi obraz tetradové
formace. Bunky nejprve, béhem jednoho bunécného cyklu, rostou v jedné
roviné a teprve ke konci tohoto cyklu dochazi k zahajeni ristu v roviné druhé.
Tato zména ve sméru rdstu umozfiuje organismum zabranit vzniku tvaru
kokotycky a vykyvam ve vnitini tlaku, ktery by nastal pfi jednorovinném ristu.”
Za tvorbu struktury bunék a biosyntézy bunétné stény je u gonokoku
(N.gonorrhoeae) zodpovédny klastr genti oznaceny dcw, ten obsahuje 17 genl
velmi podobnych gendm gram negativnich tycek, zejména pak Escherichia coli
a Haemophilus influenzae.** Jednim z téchto genu je ftsZ, jehoz produktem je
protein s centralni ulohou ve strukturizaci buriky a tvorbé kontraktilniho
prstence. U kolonii v lag fazi, ziskanych ridstem na agaru nebo v bujonu,
dochazi k tvorbé bublinek Ci dutinek v bunécné sténé, a ty obsahuji soucasti
vnéjSi membrany, jako lipopolysacharidy a proteiny. Bublinky produkované
N.gonorrhoeae obsahuji jak kruhovou, tak linearni DNA a mohou usnadnit
mezibunédény prenos plasmidd nebo chromosomalini DNA.”
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2.3. Podminky rastu a metabolismus neisserii

Rustové podminky se liSi v zavislosti na patogenité neisserii. Zatimco
vétSina nepatogennich neisserii nevyzaduje specialni naroky na kultivaci,
kultivace patogenni N. gonorrhoeae a N. meningitidis vyZaduje dodrzeni
specifickych podminek pro uspésny narlst kolonii. Optimalni teplota pro rist
neisserii je 35 — 37 °C.?® Dal$im dllezitym rUstovym faktorem je optimalni pH.
To hraje roli jak v rustu. Napf. N. gonorrhoeae roste na médiu s glukézou v
rozpéti pH 6.0-8.0 s kratkym generacnim Casem.Vyhodna je pro rast také
relativni vihkost, ta dosahuje hodnoty az 50%.%°

Hlavni metabolickou drahou N. gonorrhoeae a N. meningitidis je Entner-
Doudoroff v kombinaci s pentéza fosfatovym cyklem, pfi které dochazi k
disimilaci glukézy na glyceraldehyd-3-fosfat, ten je pfeménén na glukéza-6-
fosfat az je nakonec uvolnén oxid uhliCity a acetat. Glukoza-6-fosfat
dehydrogenazy pouZzivaji nikotinamidadenindinukleotidfosfaty nebo
nikotinamidadenindinukleotidy jako akceptor elektronli. Nahromadény acetat je

utilizovan pomoci cyklu trikarboxylovych kyselin.?

glucose
ATP
- ADIP

glucose-G-phosphalte

NAD
» NADE,

G-phosphogluconic acid
—HO

2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconic acid

pyruvic acid < » glyceraldehyde-3-phosphate

ZADP
> ZATH (Embden-Meyverhof

acetaldehvde + L NAD pathway)
etaldehvde + CO. NADEL
NADH.

J , .
~NAD pyvruvic acid

ethanol

acetaldehyde + CO.

NADH.
1 NAD

ethanol

Obr 5. Metabolicka draha Entner — Doudoroff, zdroj: 94
VSechny druhy neisserii obsahuji enzym karboanhydrazu a zvySeny obsah
oxidu uhli¢itého je podminkou pro rust N. gonorrhoeae. ZvySenou koncentraci
oxidu uhli¢itétho midzeme nahradit pfidanim uhli€itanovych iontl, protoze jak
oxid uhli¢ity, tak uhliCitany zlep3uji rlst Neisserii zkracenim lag faze. Byly
provedeny studie pouzivajici uhliitany znacené 14C a které odhalily, Ze
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majoritni ¢ast uhliCitanl je pouzita na tvorbu nukleovych kyselin a protein(
béhem lag faze. Tento vysledek byl ofekavan, protoZze pozZadavek na oxid
uhli¢ity maze byt CasteCné splnén pfidanim uracilu a oxalacetatu. Uracil je totiz
pfimym prekurzorem vzniku RNA a nasledné muze byt pouzit jako prekursor
pyrimidin( nebo protein(.”
2.4. Genom neisserii

Jako prvni byly zcela sekvenovany genomy N. meningitidis kmeni MC58-
skupina A a N. gonorrhoeae kmene FA1090. Slozeni kédujicich gend u
patogennich neisserii je témér z 90% homologni. Napfiklad N. meningitidis
obsahuje okolo 2158 kéduijicich regiond, z toho 1158 ma biologickou funkci. Ma
3 hlavni ostrovy horizontalnim DNA transferu, dva obsahuji geny pro proteiny
zapojené do patogenity a jeden obsahuje geny pro proteiny, které zatim
nezname. Také obsahuje mnoho genu podléhajici fazové variaci, mechanizmus
pro kontrolu exprese a pfispiva k vyhnuti se imunitnimu systému hostitele.®® U
N. gonorrhoeae je to podobné, pfipadné rozdily jak v genomice, tak v
proteomice vychazeji z rozdill prostfedi, ve kterém Ziji a jejich patofyziologii.

Chromozom neisserii je kruhovita molekula dvouviaknové DNA, krom této
molekuly existuji i extrachromozomalni useky zvané plazmidy, jsou uloZeny v
cytoplazmé a mnozi se autonomné.®
Jednim z mechanism( antigenni diverzity je fazova variace, ktera dava
vzniknout velkému repertoaru fenotypu a usnadnuje prFeziti v ménicich se
prostfedi. Delece nebo inserce, opakujici se sekvence ve ¢tecim ramci narusi
translacni ¢teci ramec a vysledkem je nesmysiny protein. Genomova sekvencni
analyza odhalila vice nez 100 genu s témito opakovanimi, coz naznacuje, ze az
16 % neisserialnich genu podléha fazové variaci. Zmény v délce repetic v
promotoru zmeéni pozici promotorovych komponent a mohou tim ovlivnit
transkripci daného proteinu. Antigenni diverzita muze také probihat jinym
mechanismem a to horizontalnim genovym prenosem. Dochazi k pfenosu
genetické informace mezi kmeny Neisserii zprostfedkovanych mechanismy
transformace, konjugace a méné transdukce, takto mohou byt ziskany vyhody

jako rezistence k ATB nebo antigenni mozaicismus.”

15



2.5. Obecna charakteristika N.gonorrhoeae

N. gonorrhoeae je gram negativni diplokok, tvaru kavového zrna,
nepohyblivy, aerobni a netvofici pouzdra. Tato bakterie je velmi citliva na vnéjsi
podminky, bez vhodnych podminek, které ji poskytuje hostitel, nepreziva. Proto
je i kultivace bakterie narotna a vyzaduje presné dodrzeni stanovenych
podminek.® Pfenasi se pohlavnim, analnim stykem, stejné tak je mozny prenos
stykem oralnim, pfipadné pfi porodu z matky na dité.?® Po pfenosu do
organismu uplatiuje své adherenc¢ni a invazivni mechanismy a napada bunky
pfislusného traktu, pronika do nich, mnozi se a zplsobuje zanétlivou reakci
organismu s tvorbou vazkého exudatu, ve kterém pak gonokoky nalézame.
Tento exudat je velmi infekéni a neni-li onemocnéni rozpoznano v€as a vc€as
zahajena lécba, dochazi k dalSimu Sifeni infekce mezi hostiteli. LéCba je dalSi
dllezity faktor ve vyskytu tohoto onemocnéni. V poslednich letech narlsta
rezistence gonokoku ke stale vétSimu poctu antibiotik a l1é¢ba se tak stava,

vzhledem k nutnosti velmi peclivé vybirat antibiotika, pomérné obtiznou.
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3. Faktory patogenity N. gonorrhoeae
3.1. Antigenni struktura

Bunécna stavba N.gonorrhoeae, podobné jako u ostatnich gram negativnich
bakterii, je slozena z cytoplasmatické membrany oddélené od vnéjSi membrany
periplasmatickym prostorem. Externi list vn&jSi membrany je strategicky
umistén na rozhrani mezi hostitelem a bakterii a pravé molekuly asociované s
timto povrchem jsou zdrojem patologie u hostitele nebo predstavuiji cile imunitni
odpovédi hostitele. Externi list je slozen ze smési fosfolipidl, proteind a
lipopolysacharidu.

3.1.1. Pili

Pili (fimbrie) jsou vlaknité proteiny podobné viasim, sloZzené z opakujicich se
peptidovych podjednotek, které sahaji nékolik mikrometri nad povrch
bakterialni stény. Zjistilo se, Ze pili jsou zapojeny do mnoha rtznych funkci,
jako pfenos DNA, intrabakterialni adheze, pohyb bakterii, pfichyceni bakterie k
hostitelské burice, aj. ,Vazba pild je vyznamna pfedevsim v uretfe: at’ postizena
osoba moci, jakym tlakem chce, gonokok se udrzi, na rozdil od jinych
bakterii.“(Votava a kol., 2003) &

Kellog s kolegy v roce 1963 zjistil, Ze klinicky material Cerstvé vykultivovany
na pevnych médiich maze rist ve dvou odliSnych morfologickych typech kolonii,
ty oznadil jako T1a T, dnes jsou oznacovany jako P+. Na zakladé nespecifické
pasaze in vitro se objevily dalSi dva typy kolonii, ty oznacil T3 a T4, dnes P-.
Gonokoky exprimuji typ 4 definovany fizenou sestavou opakujicich se
podjednotek polypeptidu zvaného pilin a kdédovaného lokusem pilE. Pilinovy
prekurzor je modifikovan pomoci PilD prepilin peptidazy/transmetylazy.
Vysledkem je zrala podjednotka pilinu s metylovanym fenylalaninovym zbytkem
na N-konci.”

Protein znaceny PilQ byl objeven jako jeden z mnoha proteinovych produkti
spojenych s funkci a biogenezi pill. Predpoklada se, Ze jeho funkci je vytvoreni
multimerniho kanalu vné&jSi membrany, také vaze DNA pro jeji pfenos pfes
vnéjsi membranu, lépe vaze ssDNA nez dsDNA.*

Genem odpovédnym za fazovou variaci, tedy zménu v pokynu k vytvoreni Ci
nevytvoreni pild je gen pilE.”® Antigenni variace pomoci pilE probiha po
rekombinaci exprimovaného lokusu pro pilE s jednim nebo vice tichymi lokusy
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pilS. Dojde-li k rekombinaci s kopii genu pilS, probiha DNA vyména tak, Ze se
rizné pilové genové segmenty prevadéji za prispéni RecA proteinu z pilS na
pilE.*® Jednim z dlvodu, pro¢ nemusi na gonokoky plsobit protilatky je jejich
schopnost genové konverze, Cili v pfipadé napadeni vytvofi jiny serotyp pild.%
3.1.2. Péry

VnéjSi membrana gonokokl obsahuje integralni membranové proteiny
tvofici pory. Funkce pora je nezbytna pro preZziti, pfenos Zivin pfes vnéjsi
membranu do buriky a odstranéni odpadnich produktll z burnky.®® Proteiny
spole¢né tvofi kanal, ktery propousti malé molekuly skrz vnéjSi membranu.
Jsou schopny se pfemistit do eukaryotické bunéfné membrany a vytvorit
napétoveé fizeny kanal modulovany pomoci ATP a GTP hostitelské buriky.*’

N. gonorrhoeae ma ve svém genomu dva geny kodujici tvorbu pérd, jsou to
geny porA a porB. U gonokokl dochazi k mutaci v promotoru a k ramcovému
posunu v oblasti kddujici gen porA, tento lokus je tedy u N. gonorrhoeae tichy.
Gonokok tak produkuje jen protein Por B, doSlo-li by k delecim v porB bude to
mit pro bakterii letalni nasledky. PorB tvofi trimerni komplex ve vnéjsi
membrané. Podle odhadu tvofi PorB az 60% vahy z celé Skaly proteinu vnéjsi
membrany gonokoku. Velikost vytvofeného poéru je 2.5 nm a bylo prokazano, ze
jde o anion selektivni kanal nezbytny pro difuzi rozpusténych latek s
molekularni hmotnosti mensi nez 1 kDa do periplasmatického prostoru a difuzi

malych hydrofébnich molekul ven z periplasmy.”

A PorB,

Obr. 6 Struktura PorB N. gonorrhoeae, zdroj: 97
Pory se také mohou podilet na apoptdze iniciované influxem vapniku. Tento
fakt byl prokazan infikovanim HelLa bunék gonokoky. Pory se translokovaly do
membrany mitochondrii a po influxu vapniku dojde zahajeni kalpainové
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a kaspazové aktivity. OvSem na bunkach muzského utertralniho epitelu k tomu
nedochazi, prfedpoklada se, Ze je to proto, Ze pfezivaji-li uretralni buriky
umozniuji gonokokim proliferovat v ochranném prostfedi a tak zaroven
podporuji gonokokovou kolonizaci.*'

Protein PorB také hraje roli pfi vzniku vlastniho onemocnéni zpisobené N.
gonorrhoeae. PoB vyrazné prispiva k preziti gonokokul v hostitelskych burikach.
Ze je PorB fatorem virulence napovida i epidemiologicka pozorovani, svédgici o
silném vztahu nékterych variantnich forem s diseminovanou gonokokovou
infekci (napf. PorBIA). Translokuje-li se PorB do membrany hostitelské bunky
ovliviuje aktivitu polymorfonukleard, iniciuje zmény membranového potencialu,

inhibici granuli a inhibici polymerace aktinu.®’

3.1.3. Rmp
Rmp je vysoce zakonzervovany povrchové exponovany protein vnéjsi

membrany, exprimovany patogennimi neisseriemi. Rmp ma molekulovou
hmotnost okolo 31 kDa. U N. meningitidis je to proteinova tfida 4. Genom N.
gonorrhoeae obsahuje jednu kopii tohoto genu. Tento protein neni esencialni
pro bunécény rast. Rmp nepodléha antigenni variaci.® Neékteré blokujici
protilatky se vazi na povrchové oblasti Rmp* a interferuji s baktericidnimi
ucinky protilatek namifenych proti jinym povrchovym antigenim jako protein
PorB nebo lipopolysacharidy. Protilatky proti Rmp koreluji se vzristajici
vnimavosti ke gonokokové infekci. Tyto protilatky mizeme nachazet v séru
nebo vaginalnim sekretu pacientu zotavujicich se z kapavky, ackoli je Rmp
obecné méné imunogenni nez jiné povrchové exponované gonokokové
antigeny.®’
3.1.4. OPA proteiny

OPA proteiny jsou skupina povrchové exponovanych proteint (dfive proteiny
II) spojenych s nepruhlednosti kolonii. Pojmenovani vychazi z pozorovani
gonokokovych kolonii, kultivovanych na prahlednych médiich a pozorovanych
stereomikroskopem. Nepruhlednost je vysledkem interakce mezi OPA a LOS,
sousedicich bakterii.*" Vice OPA proteinti se nachazi u N.gonorrhoeae, ktera
ma 12 i vice genl pro tyto proteiny ve svém genomu. OPA zahrnuje rodinu
povrchové exponovanych protein vnéjSi membrany s podjednotkami

19



o molekulové hmotnosti mezi 24 a 30 kDa.”® OPA délime do dvou tfid podle
schopnosti rozpoznat molekuly na povrchu hostitelské buriky a to na OPA 50
(rozeznavaji heparan sulfat proteoglykany - HSPG) a OPA 52 (rozpoznavaiji
karcioembryonalni antigen — CEA). Vazba na HSPG receptory zprostiedkovana
OPA proteiny (umocnéna pfemosténim vitronektinem ¢i fibronektinem) zpUsobi
stimulaci intracelularni signalni drahy a aktivaci sfingomyelinaz s vyslednym
uvolnénim ceramidu.*' ,OPA zodpovida za endocytdzu, ktera vede ke smrti
hostitelské buriky. Vyuziva se pfitom zmén jejiho cytoskeletu.“(Votava a kol,
2003).
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Obr. 7. Uloha CEACAM pfi spusténi signalni drahy, zdroj: 98

Druhym cilem OPA proteint je CEACAM. Tyto povrchové bunécné antigeny
jsou zastupovany Cetnymi isoformami, pfi€emz kazda ma rliznou expresi na
riznych epitelidlnich bunkach.*' Stejné jako v pfipadé vazby na HSPG
receptory i vazba na receptorovou rodinu CEACAM zpUsobi aktivaci
intracelularni signalni drahy s aktivaci sfingomyelinaz, protein — tyrosin kinaz a
cytoskeletalni prestavbou. Novéjsi studie ukazaly, Ze vazbou gonokokovych
OPA proteinu na receptory CEACAM1, které se nachazi na T-lymfocytech
(CD4+), a na CEACAM3, které jsou na B lymfocytech a neutrofilech, mize dojit
k potlaceni imunitni odpovédi hostitele. Aminokyselinové sekvence OPA
obsahuji konzervativni, semivariabilni oblast blizko N-konce molekuly a dvé
hypervariabilni oblasti, které se vyrazné liSi v sekvenci aminokyselin a délce.
Obé hypervariabilni oblasti pfispivaji k antigennim a funkénim vlastnostem OPA
proteini. Exprese OPA je variabilni a silné koreluje s klinickou manifestaci
kapavky. U Zzen se zanétem endocervixu je znovuobjeveni neprihlednych
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variant kolonii maximalni v poloviné cyklu. U muzi jsou neprihledné varianty
kolonii asociované s nekomplikovanou uretritidou, faryngitidou a proktitidou. Na
druhou stranu transparentni kolonie jsou asociovany s diseminovanou
gonokokovou infekci, s zanétlivou nemoci panve a endocervicitidou béhem
menstruace.”

Protilatky proti OPA proteiniim jsou tvofeny jako odpovéd hostitele na infekci
gonokoky. Vyuzivana je odpovéd jak pomoci slizniCnich IgA, tak pomoci sérove
hladiny IgG, pfi¢emz previada IgG3. Odpovéd proti OPA proteinim je velmi
silna.* Bylo prokazano, Ze protilatky proti OPA snizuiji riziko vzniku salpingitidy,

tyto protilatky se tedy jevi jako ochranné pred vznikem vzestupné infekce.*®

Pilus J

Periplasm

Obr 8. Elektronovy snimek — produkce pild, diagram — riizné povrchové proteiny, zdroj: 75
3.1.5. Povrchové proteiny zapojené do ziskavani zeleza

Mnoho studii se zaméfilo na vliv Zeleza na molekulové slozeni gonokokd.
Lidsky hostitel disponuje malym mnozstvim volného Zeleza, ale vétSina je
zabudovana do laktoferinu a transferinu. Zelezo ve formé& hemu se zase muze
vazat na proteiny jako hemoglobin, hemopexin nebo haptoglobin, a tyto
hostitelské proteiny jsou potencialnim zdrojem zeleza nezbytného pro rast
patogenl. KliCovym pozadavkem pro vyvolani infekce danym patogenem je
jeho schopnost vychytat toto Zelezo v hostitelském prostfedi a inkorporovat jej
do svych proteind. Mnoho patogenu( disponuje rozpustnymi nizkomolekularnimi
siderofory, které soupefi o tento zdroj Zeleza nebo maji pfimo proteinové
reeptory vazici extracelularni proteiny jako transferin a laktoferin.®'
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Bylo zjisténo, Ze se vazebny receptorovy komplex lidského transferinu nachazi
na povrchu patogennich neisserii. VSechny kmeny N. gonorrhoeae izolované
od infikovanych pacientl jsou schopny utilizovat Zelezo z lidského transferinu,
nékteré podjednotky gonokokovych kmenu jsou schopny utilizovat Zelezo i z
laktoferinu a hemoglobinu. KliCem k tomuto procesu je exprese specifickych
receptorti, které vazi lidsky transferin, laktoferin nebo hemoglobin k
bakteridlnimu povrchu.” Jednim z dalSich zdroji Zeleza je receptor vnéjsi
membrany, ktery nese oznaceni FrpB. BéZnou vlastnosti patogennich neisserii
je vyuziti endogenniho hostitelského zdroje Zeleza jako laktoferinu, transferinu,
hemoglobinu, hemu, hemopexinu nebo sideroforu. Siderofory nejsou
produkovany patogennimi neisseriemi, ale jsou produkovany bakteriemi v
prostfedi slizni¢niho povrchu. Jejich pfijetim pres sideroforov’receptory ziska
neisserie Zelezo.

Transferinovy receptor N. gonorrhoeae je tvofen dvéma proteiny, znacenymi
TbpA a TbpB. Gonokokovy transferinovy receptor exprimovany na povrchu je
nezbytny pro ziskani Zeleza a je exprimovan po celou dobu trvani infekce.
Receptory pro ziskavani Zeleza z laktoferinu jsou oznaceny LbpA a LbpB. Jsou
na povrchu sliznic a jsou preferovanym zdrojem Zeleza. Zasobu Zeleza z hemu
a hemoglobinu ziskavaji neisserie pomoci receptoru HmbR. Receptory
ziskavajici Zelezo z hemoglobinu a komplexu hemoglobin-hemopexin jsou
HpuA a HpuB.®’

3.1.6. DalSi povrchové a sekretované proteinové antigeny, polysacharidy

Hlavnim proteinem, ktery je indukovan v anaerobnim prostredi je povrchové
exponovany protein oznaceny Panl, o molekulové hmotnosti 54 kDa.*® Nové;jsi
studie odhalily, Ze ribosomalni protein L12 je vystaven na povrchu N.
gonorrhoeae a je zapojen do invaze bunék zenského genitalniho traktu a to tak,
Ze exprimuje lutropinovy receptor. Mnoho proteint vnéjSi membrany muize byt
popsano u obou patogennich neisserii. Mohou to byt napf. H8 (lipoprotein s
neznamou funkci), Laz (lipid spojeny s azurinem) a glykolipidy vazici adhezin o
molekulové hmotnosti 36 kDa.”

Neisserialni IgA1 proteaza je aktivné sekretovana zivymi N. gonorrhoeae.
IgA1 proteaza napada klicovou oblast IgA. IgA je imunoglobulin pfitomni na
sliznicich ve dvou odliSnych tfidach. IgA1 a IgA2, které se od sebe liSi v cilové
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oblasti. IgA1 ma duplikovanou oktamerni aminokyselinovou sekvenci, zatimco
IgA2 ji nema.*'IgA proteaza se tvori jako prekurzor a je upravena na konecny
enzym s molekulovou hmotnosti 106 000. Tento proces probiha po pruchodu
celého prekurzorupres vnéjSi membranu za pfispéni pomocné oblasti, od které
se proteolyticky odstépi proteaza, ktera dale vyzrava.*® Funkéni proteaza Stépi
IgA1 na sliznicich urogenitalniho traktu, a tak napomaha rozvoji infekce
gonokoky.

Nékolik neisserialnich kmenu syntetizuje polysacharidové pouzdro a
exopolysacharidy. N. gonorrhoeae chybi konvenéni polysacharidové pouzdro,.
Morfologické dlikazy ukazuji, Ze gonokoky mohou exprimovat nekonvencni

pouzdro tvorené polyfosfatem.”

3.1.7. Lipopolysacharidy

Lipopolysacharidy jsou hlavni glykolipidovou slozkou vnéjSi membrany gram
negativnich bakterii. Gonokokové a meningokokové LPS homology jsou
oznacovany jako LOS. Oligosacharidova slozka gonokokovych a
meningokokovych LOS obsahuje relativné kratké vétvené glykany, chybi O —
antigen tvofici postranni fetézec.®

Nékteré LOS slouzi jako akceptor pro sialovou kyselinu. Sialylace LOS

vyzaduje sialyltransferazu a substrat hostitele CMP-NANA, ktery se nachazi ve
vSech lidskych tkanich ve vysoké koncentraci. Gonokokova ziskana rezistence
k bézné sérové antiinfekéni aktivité po vystaveni bakterie krvi &i sekretliim, je
pfipsana sialylaci nékterych druht 4,2 kDa LOS, zaroven sialylace naruSuje
vstup do bunécénych linii fizeny OPA proteiny. Pfedpoklada se, Zze antigenni
variace umoznuje gonokokum pfepinat mezi invazivnim a sérum rezistentnim
fenotypem.*' Sialylace je vyraznéjSi béhem rustu v prostredi s laktatem ve
srovnani s rustem v prostfedi glukézy. To muze byt usnadnéno generovanim
laktatu z granulocytu, které tvofi pfi kapavce exsudat a mohou vysvétlit pro¢
jsou organismy ziskané stérem z uretralniho exudatu vysoce sialylované.”

LOS obsahuji hlavni antigenni determinantu rozpoznavanou pfirozenymi
baktericidnimi protilatkami tfidy IgM, které v kombinaci s komplementem
zprostredkuji eliminaci sérum senzitivnich kmenud. LOS ¢asto slouzi jako cilové
antigeny pro baktericidni protilatky pfitomné v séru zdravych lidi
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¢i rekonvalescent(.*® LOS podporuji poskozeni mukdézy a mohou byt
zodpoveédné za ztratu rasinkové aktivity a zni€eni Ffasinek epitelialnich bunék
zpusobené zanétlivymi cytokiny, TNF-a (tumor necrosis factor alfa). To, jak se
zZjistilo, vyznamné pfispiva k rozvoji gonokokové salpingitidy a muze dojit az k
neplodnosti a mimodéloZnimu téhotenstvi.

Tzv. molekularni mimikry neisserialnich LOS (napodobeni pfedchlidce
lidskych antigenu krevnich skupin) s hostitelskou burikou mize pfinést mnoho
vyhod pro vypuknuti infekce. NejCast&jSi mimikry: LOS mohou pfipominat
vlastni antigeny hostitele (glykosfingolipidy) a sniZzovat jejich imunogenicitu.*
3.2. Mechanismus praniku N. gonorrhoeae do organismu

Mechanismus vzniku onemocnéni je zalozen na zmeénach, které vyvola
pritomnost péru zna¢eného PorB. Tento por je zapojen do specifické odpovédi
hostitelskych epitelialnich a fagocytarnich bunék. PorB interferuje s degranulaci
neutrofil(l, to mize hrat roli v fizeni zanétlivé odpovédi na gonokokovou infekci.
PFi spojeni tohoto péru s monocyty dochazi k influxu vapenatych iontd, to
souvisi s faktem, Ze aktivace makrofagl a granulocytl zacgina hyperpolarizaci
jejich plasmatickych membran. Po proniknuti gonokokd do makrofagt nedojde
ke splynuti fagozomového a lysozomového granula, protoZze je v membrané

vloZzen PorB, ktery tomu brani.’
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4. Onemocnéni zplisobena infekci N. gonorrhoeae
4.1. Gonorrhoea — kapavka

4.1.1. Kapavka u zeny

Toto onemocnéni je zpusobeno pfenosem puvodce N. gonorrhoeae cestou
pohlavniho, oralniho, analniho styku a pfenesenim z matky na dité. Je
vytvofeno kombinaci feckych slov goné — semeno a rhoia — tok. Pfi styku se
puvodce dostava do organismu zdravého jedince, pfichyti se pomoci svych
antigennich struktur na povrch bunék vrstevnatého dlazdicového epitelu
urogenitalniho traktu, sliznice dutiny ustni, anu nebo membrany bunék placenty.
Pomoci poru spusti mechanismus pruniku do bunék, kde ziskava ziviny z bunky
a mnozi se. Timto krokem dochazi k aktivaci zanétlivé odpovédi organismu.
Vyplavi se cytokiny a dojde k migraci neutrofild do mista invaze. Nahromadéni

neutrofild nakonec vede k tvorbé hnisavého vytoku.
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Obr. 9. Molekularni mechanismus pruniku N. gonorrhoeae do bunék, zdroj: 96

Projevy vétsinou nachazime pfi infekci vyS$Sich etazi Zenského genitalu, u
infekce nizSich etazi a uretry se pfiznaky nemusi projevit. Na rozdil od muzu az
80 % Zen ma asymptomaticky prabéh infekce. Gonokoky jsou schopny rozvratit
alternativni cestu aktivace komplementu. PFfi této cesté aktivace jsou
komplementové slozky produkovany a uvolnény cervikalnim epitelem.
Gonokokové pili se vazi na I-doménu komplementového receptoru 3. Dojde k
priblizeni gonokoka k burikam cervixu, C3b vytvofi kovalentni spojeni s lipidem

A (soucast gonokokovych LOS) a je inaktivovana na iC3b. Umocnit inaktivaci
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muze vyrazna afinita poru k faktoru H. Pfiblizi se pory a LOS vné&jSi membrany,
mezi iC3b a pérem s navazanou I-doménou CR3 dojde ke spojeni. Zapojeni
CRS3 spusti kompletni signalni kaskadu. VyluCovana fosfolipaza D upravuje
signal cervikalnich bunék k transdukci. Mutanti, postradajici funkéni fosfolipazu
D zaroven postradaji i schopnost asociovat s bunkami cervixu. Sialylované
gonokoky jsou nakonec uvolnény z cervikalnich bunék a mohou napadat dalSi
buriky.*'

Velka €ast Zen ma pfi infekci gonokoky komplikace v podobé zanétlivého
onemocnéni panve (PID). Gonokoky napadaji buriky vejcovodl (bez Fasinek),
vajeCniku, délohy a jinych ¢&asti reprodukéniho systému. Hlavni barierou
prestupu infekce z pochvy do délohy je délozni Cipek, je-li jeho epitel napaden
gonokoky, jeho barierova schopnost se oslabuje a gonokoky se Sifi do vysSich
etazi. Intracelularné pak mohou byt sialylovany, a to zvySuje jejich schonost
vyvolat diseminovanou infekci.*® Mohou zpUsobit infekci endometria, krvaceni
ukazuje na endometritis gonorrhoica, akutni a vazné onemocnéni pfedstavuje
salpingitis gonorrhoica provazené nevolnosti meteorismem, bolestmi bficha,
febrilii a leukocytézou. PokraCuje-li infekce vySe, muize dojit k rozvoiji
perihepatitis acuta gonorrhoica, ta se projevuje bolestmi v pravé horni Casti

bficha, horsi se pfi dychani, pohybu, kasli.

Infekce pfi gravidité probiha stejné jako infekce uretry a cervixu, je zde ovSem
riziko komplikaci jako ruptura plodovych blan, prfedCasny porod ¢i potrat,
chorioamnionitida. Musi byt zahajena vCasna |éCba, jinak dochazi k rozvoiji
ophtalmia neonatorum a orofaryngealni infekce. Ophtalmia neonatorum vznika
u déti az 50 % infikovanych Zen, prvni projevy jsou do nékolika hodin a do 5 dni
vznikaji pfiznaky akutni konjunktivitidy jako tuhost viCek, hnisavy sekret,
bolestivost oCi, neni-li zahajena IéCba muze dojit i k ulceracim rohovky, vzniku

glaukomu az oslepnuti.

Infekce mUze probihat i u prepubertalnich divek, jejichz alkalické pH vaginy
vytvafi idealni prostfedi pro rozvoj vulvovaginitis gonorrhoica infantum s

hnisavym fluorem, svédénim a dysurii, ale mize probihat i asymptomaticky.*
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Symptomy u Zen:

1 poSevni vytok

2 paleni a bolest pfi moceni

3 zvysena frekvence moceni

4 bolest v krku pfi faryngealni formé kapavky

5 bolest pfi pohlavnim styku

6 pfi rozSifeni na vejcovody a oblast Zaludku — bolest v dolni ¢asti bficha
7 horeCka — opét pfi rozSifeni na vejcovody a oblast Zaludku

Chlamyidia

B rost women have
MO} symptoms at first

L Sexcualby transmitted
harcteria

Can spread upwards
1o cause scarring or
Blockage of lubes

Obr 10. Kapavka u zeny, zdroj: 95

4.1.2. Kapavka u muze

Invaze muzského uretralniho epitelu je zprostfedkovana interakci mezi
terminalni galaktézou LOS a terminalni lakto-N-neotetral6zou
asialoglykoproteinového receptoru (LNnT ASGP-R). U muzl se infekce
nejCastéji projevuje jako akutni uretritida predni nebo zadni stény uretry —
urethritis gonorrhoica anterion nebo posterior, pfesto, Zze dochazi k zanétlive
odpovédi na infikujici gonokoky, muze infekce probihat i asymptomaticky.
Infekci u muze provazi hnisavy vytok, ktery je zplsoben influxem
polymorfonuklearnich bunék (PMN) a vyluCovanim uretralnich bunék. Od
nakazy po prvni pfiznaky probiha inkubacni doba. Z toho vyplyva, Zze gonokoky
jsou schopné zahajit proces, ktery je na poCatku onemocnéni chrani a mohou

tak prezit a replikovat se. K blizkému spojeni dochazi mezi
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gonokoky a uretralni buné€nou membranou tzv. zipovym mechanismem invaze.
ASGP-R je pfijat do uretralniho buné&tného povrchu a spojeni ASGP-R s
gonokokovymi LOS spousti bunéCnou odpovéd vedouci Kk aktivaci
transkripCnich faktoru a produkci zanétlivych cytokinu IL-6, IL-8 a TNF-aa IL-18.
Tyto plsobky pfitahuji do mista infekce PMN a zahajuji tak zanétlivou reakci.
Interakci gonokokl a PMN zprostfedkovavaji OPA proteiny. Podobnou roli pfi
adhezi a internalizaci mohou mit i receptory CEACAM, FCy , HSPG a
integrinové receptory na povrchu PMN. Spojeni OPA a CEACAM by tedy mélo
relativné zvySovat preziti gonokokl v bunkach. OPA také podporuji
intracelularni preziti sekvestraci pyruvat kinazy pro ziskani pyruvatu jako Ziviny.
Infekénost gonokoku je obnovena, je-li sialova kyselina odstranéna
neuraminidazou. Ta je pfitomna na profesionalnich fagocytujicich burikach,
kterych je v mocCové trubici pfi infekci velké mnozstvi a spolu s ASGP-R i na

spermiich. Sialylované gonokoky jsou pak desialylovany.*’

Stejné jako u Zzen muze u muzli dojit k vzestupné infekci, projevujici se jako

akutni prostatitida nebo epididymitida.

Akutni prostatitida je doprovazena tfesavkou, teplotou, retenci moce, bolestmi

pfi vySetfeni a zdufenim. PFi retenci sekretu se mize vytvofit absces.

Epididymitida je CastéjSi, projevuje se bolestmi ve slabinach a silnymi bolestmi
scrota, které je na pohmat oteklé a zdurelé nejprve v oblasti dolniho pdolu a pak
v oblasti horniho pdélu u cauda epididymis. Muze vést k oligospermii, pfi

postiZzeni obou k azoospermii.

Symptomy u muze:

1 paleni a bolest pfi moceni

2 zvysSena naléhavost nebo ¢etnost moceni
3 vytok z penisu (Zluty, zeleny nebo bily)

4 Cervené nebo oteklé usti mocCoveé trubice
5 citliva nebo otekla varlata
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6 bolest v krku pfi gonokokové faryngitidé

L
Pfiznaky mohou byt mirné az nespecifické,_'é‘j{f’f'

dostane-li se infekce do krevniho fedisté
objevuji se priznaky jako horeCka, vyrazka

a potize podobné artritidé.

Obr. 11. Kapavdity vytok u muze, zdroj: 95
4.2. DalSi onemocnéni zpisobena N. gonorrhoeae

DalSi druhy kapavky jsou rektalni a faryngealni kapavka a kapavcita

konjunktivitida a DGI — diseminovana kapavcita infekce.

Rektalni kapavka je Casto dusledkem sekundarni infekce pfi kontaminaci
genitalnim sekretem, ke vzniku také dochazi analnim stykem u Zzen z5 % a u
muzl az ze 40 %. PotiZze jako analni pruritus, proktitida, hemoroidalni potize,
obstipace se objevuji spiSe u muzu, u Zen je rektalni infekce pFevazné

asymptomaticka.

Faryngealni kapavka byva nej¢astéji spojena s urogenitalni ato u 8 — 22 % Zen,
11 — 25 % homosexualnich muzi a 3 — 7 % muzd. Onemocnéni je téméf vzdy

asymptomaticke, provadime stéry ze zadni stény hltanu a tonzil.

Konjunktivitida dospélych vznika autopfenosem =z urogenitalniho traktu.
Vétsinou byva postizeno jedno oko, které slzi, pali, svédi a je svétloplaché,

mohou nastat i komplikace, ¢astéji nez u déti.

Ojedinéle se mlze vyskytnout DGI a to €astéji u zen. Projevuje se narazovou
febrilii, koznimi projevy a polyartritidou. Dochazi k bolestem kloubl a
tendosynovitidam, pak se mohou rozvinout pfiznaky artritidy. Az u % pacientu
nachazme projevy na klOzi vypadajici jako postipani od blechy, febrili a
leukocytézu. Nékdy se tato infekce mz projevit pouze jako monoartritida s
postiZzenim jednoho velkého kloubu, nej¢astéji kolene. Kloub je na pohmat teply,

otekly a bolestivy, napinény exudatem a Ize prokazat pfimé osidleni gonokoky.>*
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5. Rezistence na antibiotika
5.1. Pojem a typy rezistence

Rezistence na antibiotika je schopnost bakterii chranit se pfed u€inkem
podanych antibiotik na jejich rast a pfeziti. Mechanismu, kterymi pUsobi
antibiotika je vice a kazdé ma svoji cilovou strukturu . Neékteré, jako
betalaktamy, pUsobi na syntézu bunécné stény tak, Ze zablokuji peptidoglykan
a tim dojde k lyze bakterie. Makrolidy, tetracykliny, aminoglykosidy aj. plsobi na
syntézu proteinl interferenci s m-RNA nebo t-RNA. Syntézu nukleovych kyselin
vazbou na topoizomerazu a gyrazu pusobi chinolony a fluorochinolony. DalSi
cilovou strukturou je draha syntézy folatu, a to zablokovanim enzymu dulezitych
k jeji syntéze substraty, které kompetuji s pfirozenymi substraty, takto pasobi
sulfometoxazol a trimetoprim. Nakonec ovlivnénim transkripce DNA do RNA

pusobi Rifampin.”

Syntéza bunécné stény Syntéza bilkovin
B-laktamy amg
vankomycin makrolidy

tetracyklin

sulfonamidy
trimetoprim

DNA gyraza
fluorochinoclony Syntéza
RNA polymeraza kyseliny listova
rifampicin

Obr 12. Vybrané cilové struktury na néz pasobi antibiotika, zdroj: 85

Rezistence muze byt pfirozena, chromozomalni nebo kédovana plasmidy.

Pfirozena rezistence vychazi ze struktury bakterie, napf. bakterie nema cilovou
strukturu, na kterou by se antibiotikum vazalo nebo nema transportni systém

pro propusténi antibiotika do bunky.

Chromozomalni rezistence vznika mutacemi v bakterialni DNA, kdy
bodova mutace genu kodujiciho cilovou strukturu pro antibiotikum zpulsobi

zménu této struktury, diky cemuz jiz antibiotikum neni schopno se na tuto
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strukturu vazat a eliminovat bakterii. Napf. takto muze vznikat rezistence k
fluorochinolonim.?® ,Chinolony inhibuji syntézu DNA svym Gc¢inkem na DNA-
gyrazu. Gen gyrA pro tvorbu jedné Casti tohoto enzymu ale snadno mutuje:
vznikd zménéna subjednotka enzymu a na ni se chinolony vazat
nedovedou“(Votava a kol., 2010). Chromozomalni rezistence se muze projevit
ovlivnénim propustnosti bakterialni buriky, tvorbou biofilmu, efluxem a

enzymatickou inaktivaciantibiotik.

Ovlivnéni propustnosti je vyznamnym mechanismem rezistence, protoze
pfechod prfes bunécnou sténu je zaklad pro plsobeni antibiotika na cilovou
strukturu. Proniknuti antibiotika zavisi na chemické skladbé antibiotika a slozeni
bakterialni stény. Existuji dvé hlavni buné&cné struktury ovliviujici propustnost a
sice lipopolysacharidy a struktura a exprese protein vnéjSi membrany — poéru.
V pfipadé antibiotik omezuji péry jejich influx a udrzuji nizkou intracelularni
koncentraci. Kromé& toho zmény ve snizeni produkce nebo ve struktufe pori
snizuji jejich afinitu k antibiotikim a mohou zménit fenotyp rezistence.
Molekularni analyza gram negativnich baterii ukazala, Ze silné zaporné nabité
jadrové oblasti lipopolysacharid funguji jako selektivni permeabilni bariéra pro
negativné nabita antibiotika, vysledkem je snizena citlivost k témto slozkam.
Mutace v postrannim fetézci O-antigenu lipopolysacharidd méni tvar a naboj
bunécné stény, coz snizuje vazebnou ucinnost kationickych antibiotik, a tyto
mutace byvaji také v souvislosti s rostoucim antibiotickym selekénim tlakem.

Nejvice se tento typ rezistence uplatriuje v kombinaci s ostatnimi.®'

Tvorbu biofilmu mudze vyvolat jeden nebo vice bakterialnich druhd, jde o
komunitu bakterii pfipojenou k substratu a obalenou exopolysacharidy. Biofilm
je velmi rezistentni k pusobeni antibiotika a ztézuje 1é¢bu. Mechanismus tohoto
druhu rezistence zahrnuje komplexni systém bunécné chemické komunikace,
ktera se liSi v zavislosti na druhu organismu. Rezistence biofilmu je dana jeho
chemickym a fyzikalnim sloZzenim. Jsou dva genetické mechanismy rezistence
biofilmu, vrozené faktory rezistence a indukované faktory rezistence. Vrozené
faktory jsou aktivovany jako soucast vyvojové cesty, stavaji se soucasti

struktury a fyziologie biofilmu (snizuji penetraci antibiotika skrz matrix).
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Indukované faktory zahrnuji ty vychazejici z indukce samotnym
antimikrobialnim preparatem, vedoucim k rizné expresi fenl rezistence. Na
tuto rezistenci miaze byt nahlizeno jako na kombinaci vrozeného anabolického
metabolismu a indukovanych genetickych mechanismd. Kvuli  extrémni
odolnosti biofilmu se mnoho védcl zaméfuje na vyvoj anti biofilmové terapie

zamérenou na disrupci biofilmu.™

Aktivita efluxového (vytokového) systému a nepropustnost vysvétluje vnitini
rezistenci k urcitym antibiotikim. Efluxové pumpy nachazime u gram pozitivnich
inegativnich bakterii a funguji jako transportni proteiny, odstrafujici odpadni
latky z bunék. Mechanismus efluxu mize poskytnout rezistenci nejen k
jednomu nebo jedné tfidé antibiotik, ale k velkému poctu riznych antibiotik.®’
Rezistenci zpUsobuje pét rodin proteinovych efluxovych pump, jsou to MFS
(major facilitator subfamily), rodina RND (resistance nodulation cell division),
rodina SMR (small multidrug regulator), rodina ABC (adenosin triphosphate
binding cassette) a rodina MATE (multidrug and toxic effects).” Tyto pumpy
vyuzivaji protiproudu protoni ke svému vykonu. Vnitini mechanismus
rezistence je aktivovan podnéty z prostfedi nebo mutaci v regulaénich genech.
Takovou mutaci (u P. aeruginosa) muze napfiklad dojit ke zvySeni poctu
odvodnych portald pro mnoho antibiotik jako tertacykliny, betalaktamy,
chinolony, makrolidy aj.*" U gram negativnich bakterii byla identifikovana
efluxem mediovana rezistence k oxazolidinu a streptograminu. Mnoho bakterii

ma efluxové pumpy, ale jen nékolik druht umi tuto rezistenci vyuzit.”

+ Dru Outer X
H 9 membrane © antigen

protein

Porin protein
Lipid A fatty acids
Phospholipid
Lipoprotein
Murein

Proteins
Membrane
protein
Phospholipid

TetA NT Drug ABC ATPase

Obr. 13. Aktivni efluxovy systém gramnegativnich bakterii, zdroj: 79

Enzymaticka inaktivace se nejvyznaméji projevuje u betalaktamovych antibiotik
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penicilinu, monobaktamu, cefalosporinu a karbapenemu. Spoleénym znakem
téchto antibiotik je Ctyf €lenny betalaktamovy kruh s betalaktamovou strukturou
citivou k hydrolyze betalaktamazami. Hydrolyza betalaktam( probiha dvéma
zpusoby, mechanismem zalozenym na metalickém a na serinovém zakladu.
Tyto mechanismy rozdéluji betalaktamazy do cCtyf tfid, tfidy A, C, D zahrnuji
aktivni serinové enzymy, tfida B metalicky zaklad.®' Betalaktamazy se vazi na
PBP (penicillin binding proteins), bifunk&éni transgykosilazy/transpeptidazy
odpovédné za kfizovou vazbu glykanovych fetézcl a patefovych peptidovych
fetézcu. Podobnost A, C, D betalaktaméaz se strukturou PBP, Ze se na serinu
zalozené enzymy vyvinuly z PBP a slouZi jako receptory pro betalaktamova
antibiotika. Bylo objeveno, Ze betalaktamazy soutézi s PBP o antibiotika z
c¢ehoz vyplyva, ze rozvoj strukturalnich analogu laktamu vazicich betalaktamazy
zvySi aktivitu betalaktamovych antibiotik a pravé toto vedlo k rozvoji inhibitort
betalaktamaz jako jsou kyselina klavulanova, tazo a sulbaktam, které jsou
funkénimi substraty betalaktamaz a redukuji Skodlivy efekt na betalaktamova
antibiotika.”” U gram negativnich bakterii jsou betalaktamazy v
periplasmatickém prostoru, u gram pozitivnich jsou vyluCovany jako
exoenzymy.® VetSina gram negativnich bakterii zprostfedkuje chromosomalni
rezistenci enzymatickou inaktivaci penicilinové tfidy antibiotik, zejména C
tfidou. Tfida B metalo dependentnich enzym( jsou chromosomalné kdédované
cefalosporinazy a jejich exprese muze byt bud konstitutivni nebo inducibilni.
Tyto betalaktamazy byvaji exprimovany u klinicky vyznamnych nozokomialnich
patogenl. Tyto enzymy nalezneme na chromozomu, ale mohou se uvolnit do

plasmidu a prenaset se.”

DalSim zpusobem vzniku rezistence je pfenos plazmidi mezi bakteriemi.
Plazmidy jsou malé kruhovité useky DNA existujici nezavisle na chromozomu.
Nesou nékolik gent a jsou schopny se replikovat, nékteré jsou soucasti
chromosomu — episomalni plazmid, jiné se mohou pfenaset mezi bakteriemi (i
jiného druhu) pomoci konjugace — konjugativni plazmidy, takovymi jsou F a R
plazmidy a pravé R — plazmidy koduji geny pro tvorbu enzymda, které modifikuji
nebo rozkladaji antibiotika a jsou pfi€¢inou vzniku rezistence na antibiotika.

Pfenos DNA z jedné bakterie do druhé muaze probihat tfemi zpusoby.
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Prvnim jiz zminénym je konjugace. Jedna se o pfimy styk bakterii pomoci tzv.
sex-pilu. Prenasi se tak nejen R-plazmidy, ale i nékteré faktory virulence,
konjugace nejvice probiha u gram negativnich bakterii. DalSi zpUsob je
transformace, kdy bakterie pfevezme a véleni ¢ast DNA do svého chromozomu.
Opét se tak mohou pfenaset faktory virulence, transpozony obsahujici geny
rezistence i plazmidy. A nakonec transdukce, kdy jsou bakterialni geny
pfenaseny bakteriofagem. A i timto zplusobem mohou byt pfenaseny R-

plazmidy, ¢astéji se tento zplsob uplatriuje u gram pozitivnich bakterii.®

i penos p1zn1id v rciientni
f plazmidu buice

Obr 14. Pfenos genu rezistence plasmidem, zdroj: 85

Tyto tfi typy pfenosu DNA se oznacuji jako pfenos horizontalni. Pokud jde o
prenos vertikalni, ten je zpusoben, kdyz antibiotikum vytvafi selekéni tlak a
potlacuje citlivé buriky, zatimco rezistentni se mnozi az prevladnou a pfenesou
tuto rezistenci na potomstvo. Stejné jako u chromozomalni rezistence se
plasmidova muze projevit efluxem, zménou cilovych struktur, enzymatickou

inaktivaci a vytvorfenim novych struktur.®

Efluxové pumpy mohou byt pfeneseny do plazmidu, které jsou pak pfedany
pfi horizontalni genové vyméné. Takovym pfikladem muaze byt efluxova pumpa
kéodovana genem mefA u Steptococcus pneumoniae zpUsobujici rezistenci k
makrolidim, muze se prenaset i do jinych druhl streptokoku. Maji-li streptokoky

mef fenotyp stavaji se rezistentni (oproti béZnému standardu) na erytromycin.”

Pod pojmem zména cilovych struktur si mGzeme predstavit napf. plasmidy
mediovany pfenos genu chinolonové rezistence gnr, primarnim mechanismem

rezistence k této tfidé antibiotik je modifikace pomoci mutace kodujici zménu
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jedné aminokyseliny v genu kodujici DNA topoizomerazu.®® Tato mutace
zpusobuje rezistenci k nalidixové kyseliné a spolu s dalSimi mutacemi dochazi
k rezistenci k fluorochinolonim. Rezistence k betalaktamovym antibiotikim je
mediovana horizontalni vyménou DNA fragmentl transformaci a homologni
rekombinaci, takto dojde k mutaci v PBP a tato zména v cilové struktufe zvysi
rezistenci k betalaktamim.” Zména cilové struktury mlze nastat i vlivem
pusobeni enzymud. Pf. makrolidy vazi 50S podjednotku ribosomu v misté
peptidyltransferazového mista, v blizkosti 23S rRNA.%* Metylace skupiny
aminokyselin v adeninovém reziduu 23S rRNA snizi afinitu makrolidd k tomuto
cili. Enzym zpUsobujici metylaci se nazyva erytromycin ribosom metylaza
(ERM) a geny, které ji kdduji jsou pfenaseny plasmidy a transpozony. Navic

metylace zpUsobuje zkfiZzenou rezistenci i k streptograminu a linkosamiddm.®'

Vytvofenim novych struktur se proti u€inku antibiotik chrani Staphylococcus
aureus a to proti meticilinu. Tato rezistence se objevila brzy po zavedeni
meticilinu do klinické praxe v roce 1960, doS$lo k vytvofeni nové cilové struktury
fesici expozici toxickym ucinkim antibiotik. K tomu slouzi mobilni elementy
nesouci stafylokokovou sadu chromozomd mec. Tyto elementy pfenasi trojici
genul, ovSem jen mecA je odpovédny za rezistenci na meticilin a kdduje PBP
(jejich zménou vznika rezistence). Podobné funguje rezistence k antibiotik(im
inhibujici syntézu folatu, kde je vytvofen novy enzym, ktery neni napadan
antibiotiky.”

Poslednim zminovanym mechanismem plasmidové rezistence je
enzymaticka inaktivace antibiotik. Pomoci plazmidd jsou pFenaseny
betalaktamazy tfidy A, zejména TEM-1, typicky nalézana u gram negativnich
bakterii.*® Se vznikem plazmidové rezistence na betalaktamy se zvysily i obavy
z mozného rozSiféni pfenosu tohoto mechanismu rezistence a to vedlo k vyvoji
novych oxyimino betalaktamovych antibiotik odolnych k hydrolyze tfidou A
betalaktam(. Tato nova antibiotika jsou excelentni terapii, jejich uziti vSak musi
byt uvazeno, aby nedochazelo k vytvareni selekéniho tlaku na ostatni varianty
betalaktaméaz, a ty nezacaly nova antibiotika hydrolyzovat.”” Tyto ESBL

(extended — spectrum betalactamases) jsou derivovany z béznych
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betalaktamaz (TEM — 1 a SHV — 1 u E.coli). RozSifené spektrum ESBL vytvafi
lepSi substraty pro inhibitory betalaktamaz, jako kys. Klavulanova.*® Nedavno
byl objeven pfiklad enzymatické alterace antibiotik plazmidy prenasenou
variantou aminoglykozidové acetyltransferazy, ktera acetyluje fluorochinolony a
redukuje tak jejich aktivitu. Tato varianta enzymu pusobi proti nékterym
fluorochinolonim a jako uc€inna rezistence k aminoglykozidim, zvySujici se
implikace téchto plasmidy nesenych gent muze pfispivat k multi rezistenci.”

5.2. Vznik a vyvoj rezistence

Prvni klinické uziti antibiotika se datuje do roku 1941, kdy profesor Howard
Florey poprvé pouzil penicilin k IéEbé& dobrovolnikd. Jednim z prvnich byl
konstabl Albert Alexandr, ktery byl po poskrabani ruzi nakazen stafylokoky a
streptokoky. Po podani penicilinu se jeho stav vyrazné zlepSil. Timto se zrodil
antibioticky vék a penicilin byl v zapéti nasledovan streptomycinem (1944),
chloramfenikolem (1947), cefalosporiny (1948) aj. V roce 1946, rok po ploSném
rozSifeni penicilinu, se zacaly objevovat kmeny rezistentnich stafylokokd. DalSi
rezistentni bakterie se objevila v roce 1970, a to penicilin rezistentni N.
gonorrhoeae a betalaktamazu produkujici Haemophilus influenzae. Pozdgji v
tom samém roce se objevily methicilin rezistentni Staphylococcus aureus a
multi rezistentni Mycobacterium tuberculosis. V 80. a 90. letech se rozvinula
rezistence u kmenu béznych enterickych a non — enterickych gram negativnich

bakterii jako Shigella spp., Klebsiella spp., Vibrio cholerae aj.*?

Bakterie mohou disponovat geny zajistujici jim multirezistenci. Jedna-li se o
strukturné podobna antibiotika, jedna se o zkfizenou rezistenci, jedna-li se o
rlzna antibiotika, dochazi ke kumulaci. Existuje specificky mechanismus, pfi
jehoz pouZziti se bakterie stavaji multirezistentni, jedna se o pfenos jednoho
genu, zajistujiciho multirezistenci, zvany mar. Produktem tohoto genu jsou
proteiny schopné vypudit antibiotikum z buriky, napf. tetracyklin.?®> V roce 2008
byl studovan dalsi velmi rezistentni kmen, a to Klebsiella pneumoniae (poprvé
se objevil 1996), obsahoval gen rezistence tvoreny klebsiellou a zpusobil
rezistenci k hlavni lé¢ebné skupiné — karbapenemim.*? Rezistence je zde na

zakladé enzymu kdédovaném onim genem exprimujicim se jako
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metalo betalaktamaza oznaCena NDM 1(New Delhi). Kritické u tohoto kmene je,
Ze je enzym unikatni, soucasti integronu 1 tfidy"" a nemohou jej atakovat
betalaktamazové inhibitory, a tak zatim nemame na tento kmen ucinné Iéky.
Gen pro tuto rezistenci je nesen plazmidem, ktery se muze predavat mezi

raznymi bakterialnimi druhy horizontalnim genovym transferem.*

Z dat predlozenych ECDC v roce 2011 vyplyva, Zze kazdy rok zemfe v
Evropé v disledku rezistentnich infekci az 25 000 lidi a naklady na Ié€bu téchto
infekci presahuji 1,5 miliardy EUR roc¢né. (Zprava SZU).” K rozvoji rezistence
prispivaji klinické podnéty, ty vyplyvaji ze zneuzivani antibiotik, €asto jsou
antibiotika podavana nevhodnou dobu (at dlouho nebo pfilis kratce), v
nedostateénych davkach nebo jsou nevhodné zvolena vzhledem k povaze
nemoci (napf. virovy puvodce), a to vSe zlepSuje Sance na preziti rezistentnich

bakterii.5

DalSim potencialnim zdrojem rezistentnich bakterii jsou hospitalizovani
pacienti. Velmi vyrazné také k rozvoji rezistence pfispiva fakt, Ze zemé jako
Britanie nebo USA podavaji antibiotika zvifatim, a to ne jen z IéCebnych
divodul. V zemédélstvi je tento problém obdobny, podavani antibiotik zvifatim
do krmnych smési k zabranéni jejich onemocnéni. Problémem je i znaCna
strukturalni podobnost antibiotik pro zvifata a lidskych antibiotik, kupfikladu
krocanim podavany virginiamycin podnécuje bakterialni rezistenci ke strukturné
podobnym antibiotikim streptograminu, dalfopristinu a quinupristinu.’ nebo
treba suplement pfidavany do krmeni tylosin vede k rozvoji rezistence na
erytromycin.'® Da se tedy fici, Ze kombinace klinického a agrikulturniho vyuziti

antibiotik urychlilo proces pfirozeného selektivniho tlaku.
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Obr 15 Virginamycin, zdroj: 98 Obr 16 Streptogramin, zdroj:99
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5.3. Rezistence N. gonorrhoeae

N. gonorrhoeae je etiologickym agens, mezi IéCitelnymi STD (sexually
transmitted diseases) vynika zejména proto, Ze jeji rezistence k antibiotikim
ohrozuje |éCbu jednotlivych pfipadld. Ke vzniku a Sifeni rezistence u N.
gonorrhoeae doSlo predevS§im prijetim nové DNA konjugaci a transformaci.®
Chromozomalni zmény ovliviiuji permeabilitu bakterialni stény a mohou tak
redukovat citlivost k betalaktam(m, tetracyklinim a makrolidim, plazmidy
(pfenesené konjugaci) Casto nesou determinanty jak pro rezistenci k
penicilinim, tak pro téZkou rezistenci k tetracyklinim, protoze vSak ne vSechny
kmeny maji konjugacni plasmidy, tak muze byt rychlost Sifeni rezistence do

urcité miry omezena.”

Penicilin byl pfitom velmi rozSifenym prostfedkem pro [éCbu kapavky.
N.gonorrhoeae byla plvodné znacné citliva a |éCba uspésna, ale doSlo ke
snizeni citlivosti a k Ié€ebnym neuspéchim. Z pocatku se tyto neuspéchy fesily
zvySenim davky penicilinu, coz ale nevyhnutelné vedlo ke zvySeni rezistence a
zvySeni davky jiz nevedlo k vyléceni, toto byl pfiklad postupného narlstu vlivem
chromozomalnich zmén.%* Cilovym mistem pro vazbu penicilinu jsou PBP a
jejich alteraci dochazi ke snizeni afinity penicilind k vazebnym mistam. PBP — 2
je koédovan lokusem penA, doplnujici u€inky pak maji zmény napf. v penB nebo
mtr. Mtr lokus zajiStuje rezistenci k Siroké Skale antibiotik prostfednictvim
efluxového systému. Mutace v penB ovlivAujici pory redukuje permeabilitu pro

hydrofilni antibiotika.®

Efekt penA mutace a zvySujici se exprese mtr vede ke zvySeni MIC
penicilinu a gonokoky vystavené témto zménam jsou oznaceny jako CMRNG
(chromosomaly resistant N. gonorrhoeae).®® Penicilinazu, produkujici
N.gonorrhoeae (PPNG) byly poprvé identifikovany v USA a UK, o rok pozd§ji v
Africe. Prvni izolaty obsahovaly typ TEM — 1 betalaktamazovych plazmidd,
nazvanych Afrika a Asie kddovanych transpozonem TnA, ktery je dllezity pro
pfenos a Sifeni rezistence na penicilin na vysoké drovni mezi gonokoky.*®
PPNG a CMRNG mohou koexistovat ve stejném izolatu, to je dllezité pro uziti

betalaktam( v kombinaci s inhibitory napf, amoxicilin s klavulanatem nebo
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ampicilin se sulbaktamem. Jejich uziti muze teoreticky pomoci u samotnych
PPNG, ale pfi kombinaci obou mechanismu rezistence selhava. U
cefalosporinl, existuje zkfizena rezistence s peniciliny, neplati to pro
cefalosporiny 3. generace. Nékteré cefalosporiny mohou byt pouzity k Iécbé
PPNG, protoze nejsou hydrolyzovany TEM - 1typem betalaktamazy. Ostatni
betalaktamazy exprimované gram negativnimi bakteriemi nebyly dosud

preneseny do patogennich neisserii.*

Chinolonova antibiotika jsou velmi rozsifena pro léébu kapavky. Uginek
chinolont hlavné snizuji zmény bunécné permeability a mechanismus efluxu a
zpusobuiji lehkou rezistenci. Cilem chinolonli u gonokoka jsou topoizomerazy a
rezistence je zpusobena mutaci v gyrA genu, to zméni cilovou strukturu.
Sekundarnim cilem téchto antibiotik je topoizomeraza IV (gen parC). Chinolony

4. generace jsou odolné&j$i proti zmé&nam v parC, ale méné v gyrA 3764

Tetracykliny se k 1éCbé kapavky nedoporucuji, pouZzivaji se vSak i presto, ze
byly u gonokoku nalezeny jak plazmidové, tak chromozmalni mechanismy
rezistence. Chromozmaini rezistence je spojena s alteraci mtr a penB. Vysoka
urovén rezistence u gonokokl (TRNG) vychazi ze ziskani tetM determinant.

Existuji 2 odli$né typy holandsky a americky izolované z plazmidu.®?

Sulfometoxazol a trimetoprim byly spojeny do formulace uzivané k vice
davkové |écbé kapavky. Obé sloZzky blokuji syntézu tetrahydrofolatu
zablokovanim zakladnich funkci. Rezistence vznika bud sniZzenim propustnosti

membran nebo zvySenou syntézou dihydrofolat reduktazy.

Vlivem bodové mutace, ovliviiujici ribozomalni cilova mista, muze
pravdépodobné dojit k tézké rezistenci na spektinomycin a aminoglykozidy.
Ponékud zvySené MIC u gentamicinu u nékterych izolatd souvisi s

mechanismem rezistence zprostiedkovanym pory.

Uginky makrolidG (azitromycin) mohou byt ovlivnény chromozomalni
rezistenci mutaci v mtr. Ribozomalni mutace mohou zpusobit rezistenci N.

gonorrhoeae.®
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5.4. Metody stanoveni citlivosti N. gonorrhoeae na ATB
5.4.1. Kvantitativni metoda

Kvantitativni metodu predstavuje stanoveni MIC — minimalni inhibiéni
schopna zastavit rust bakterii. V sou€asnosti se nejvice vyuziva novéjsi metody
tzv. E-testd. E-test je diagnosticky prouzek napustény exponencialnim
gradientem koncentraci antibiotika, tento prouzek se polozi na kultivacni
médium, které bylo husté naoCkovano testovanym kmenem bakterie, inokulum
by mélo odpovidat 0,2 — 0,5 stupné dle McFarlandova zakalového standardu.
Médium pro E-test volime dle pozadavkd mikroba, proto citlivost N.
gonorrhoeae testujeme na &okoladovém agaru C3. Pro rlstové nenaroéné
bakterie se pouziva Mueller-Hinton agar, pro dobrou viditelnost zény nebo agar
s 5 % defibrinované koriské krve ¢i GC agar. V tomto médiu prouzek vytvofi
stejny gradient koncentraci antibiotika, jakym je napustén. Toto meédium
kultivujeme pfes noc. Antibiotikum vytvofi po difuzi do média inhibiéni zénu ve
tvaru kapky, v zéné inhibice bakterie nerostou, mimo ni ano. V misté, kde se
protina inhibi€ni zéna s prouzkem odecitdame hodnotu MIC pomoci stupnice na
prouzku E-testu odpovidajici gradientu koncentraci antibiotika. Vysledek je
hodnocen vysoko$kolskym pracovnikem a vysledky pfedany i s komentafem

zadavajicimu lékari.®®

Obr 17 E-test firmy OXOID pro stanoveni MIC penicilinu na C3 agaru (Columbia agar Merck),
kultivace 24 hodin v atmosféfe 5 % CO, 35 + 2 °C , zdroj: foto autor
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5.4.2. Kvalitativni metoda

Kvalitativni metodu pfedstavuje diskovy difuzni test. Tento test stejné jako E-
test se nejCastéji provadi na Mueller-Hinton agaru, ale pro naro¢né bakterie
jako N. gonorrhoeae pouzijeme ¢&okoladovy agar C3 nebo agar s 5 %
defibrinované koriské krve & GC agar. OCkujeme husté tamponem inokulum
odpovidajici 0,2-0,5 stupni McFarlandova zakalového standardu. Poté se na
misku kladou disky filtracniho papiru napusténé riznymi druhy antibiotik. U N.
gonorrhoeae jsou to disky s penicilinem (PEN), cefuroximem (CRX),
tetracyklinem (TET), ciprofloxacinem (CIP), cefotaximem (CTX), azitromycinem
(AZl) a spektinomycinem (SPE). Disky se kladou jehlou nebo dispenzorem ve
sméru hodinovych ruci¢ek do kruhu. Na jednu Petriho misku se bézné umistuje
6 diskd. N. gonorrhoeae vsak vytvari velké inhibi¢ni zény, proto na 1 misku
klademe pouze 3 (max. 4) disky. Kultivujeme 18 — 24 hodin v termostatu pfi 35
+ 2 °C se zvySenou tenzi CO, a poté hodnotime velikost inhibi¢ni zony.
Pravitkem se zméfi prGmér kruhové zény v mm, srovnava se standardem.

Vysledek je hodnocen jako citlivy, intermedialni a rezistentni.?’

/ #BES .. . \

Obr 18, 19 Diskova difuzni metoda na C3 agaru (Columbia agar Merck), levy obrazek disky
cefotaxim, tetracyklin a ciprofloxacin; pravy obrazek disky azitromycin a spektinomycin. Zdroj:

foto autor
5.4.3. Stanoveni produkce betalaktamaz

Betalaktamazy jsou enzymy, které hydrolyzuji betalaktamovy kruh, jednu ze
zakladnich funkénich jednotek  betalaktamovych antibiotik penicilinu a
cefalosporinu. Jeho hydrolyzou inhibuji bakterie jeho baktericidni ucinek,

spocivajici v inhibici syntézy bunécéné stény. 42

41



Hodnoceni produkce betalaktamaz — v pfipadé pozitivity nitrocefinového testu
se kmen N. gonorrhoeae hodnoti jako rezistentni k penicilinu, ampicilinu a
amoxicilinu. Pokud je test hodnocen jako negativni produkce betalaktamazy,

kmen je hodnocen jako citlivy k betalaktamovym ATB.

Princip nitrocefinového testu: Terik je naimpregnovan nitrocefinem, tedy

chromogennim cefalosporinem, ten ma v betalaktamovém fetézci navazany
amid. Produkuje-li bakterie enzym betalaktamazu dochazi k jeho hydrolyze,
¢imz dochazi k rychlé barevné zméné nitrocefinu. Nitrocefin se vyuziva
nejCastéji pro detekci produkce betalaktamaz, protoze poskytuje Siroké
spektrum citlivosti dostupnych betalaktamovych antibiotik a nereaguje s jinymi

enzymy.®

Obr 20 Pozitivni nitrocefinovy test — produkce betalaktamazy zkoumanym

kmenem, zdroj: foto autor
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6. Diagnostika
6.1. Odbér a transport materialu

Pfi podezfeni na gonorrhoeu provadi oSetfujici I€kaf odbér z uretry. Odebira
se hnisavy vytok na tampon nebo lékaf provede odbér pfimo vsunutim tamponu
2 — 3 cm hluboko do mocové trubice. Odbér provadime rano pred vymocenim.
U Zen provadi gynekolog stér z cervixu. Vaginalni stér se neprovadi, protoze pfi
nakaze nevznika kolpitida — pochva tedy neni vhodnym mistem pro odbér. Pri
jinych formach kapavky nebo u pacientl v kontaktu s kapavkou provede lékaf
stér z rekta, faryngu a spojivky. Stér provadime tamponem na Spejli i dratku.
Tampon nasledné zanofime do transportniho média (napf. Amies, Stuartovo
transportni médium), zajistujici preziti i citlivych bakterii jako je pravé
N. gonorhoeae. Odbér na suchy tampon bez uziti transportniho média je
akceptovan pouze pro metodu PCR a prikaz nékterych antigend.®® Pro odbér je
mozno uzit vytérové soupravy rlznych vyrobcl. Nejvice pouzivanou je
souprava s obsahem aktivniho uhli — Amiesovo transportni médium, které ma
universalni pouziti pro odbér materialu na bakteriologickou kultivaci v€etné
kapavky a anaerobu. DalSimi soupravami jsou napf. C.A.T. médium pro houby a
trichomonady, Fungi Quick, souprava na chlamydie atd.

Pfi provedeni stéru z cervixu a uretry je nezbytné zhotoveni natért na
mikroskopicka podlozni sklicka, standardné se provadi natér na 2
mikroskopicka podlozni sklicka, preparaty jsou pak obarvena dle Grama a dle
Giemsy a hodnoti se jako MOP — mikrobialni obraz poSevni, kapavka je
hodnocena jako MOP V.2°
Provedeni natéru na sklo klinickym lékafem je pro diagnostiku kapavky velmi
dllezité. Poskytuje uceleny obraz o stavu sliznice, pfitomnosti leukocytl, u Zen
o pritomnosti laktobacilt. Poskytuji obraz o mnozstvi diplokoku, jejich pfipadné
fagocytéze leukocyty, coz nam umozni poznat i fazi onemocnéni. Neméné

dulezité je i poznani dalSi doprovodné mikrofiéry.
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Obr 21 Mikroskopicky preparat barveny dle Grama, gonokoky v leukocytech, MOP 1V, zdroj: 100

Nezbytnou soucasti preanalytické faze vySetfeni musi byt i spravné
oznaCeni vzorku a fadné vyplnéni prdvodky. Na zkumavku se zanofenym
tamponem je nalepen $titek, popf. ruéné napsano jméno pacienta, rodné Cislo,
popf. typ materialu. Na zadance musi byt vyplnény identifikacni udaje pacienta
— jméno, rodné Cislo, bydlisté, typ pojisStovny, Cislo diagndzy, dale typ materialu,
misto odbéru, poZadované vySetfeni, udaje o IéCbé pacienta, jméno
odebirajiciho lékafe Ci sestry, datum a ¢as odbéru, faze menstruaéniho cyklu.
Spravné vyplnéna zadanka je voditkem, jak postupovat s dodanym materialem
dale.®® Vzor zadanky - pfiloha 1.

Transport materialu by mél byt co nejrychlejsi, aby nedoSlo k poskozeni
vzorku vychazejici z teploty transportu, mechanické vlivy, pfevrzeni a vyliti
vzorku apod. Pro transport je tolerovana pokojova nebo chladniCkova teplota
4 — 8 °C, snizi se tim metabolismus bakterii a nedojde k jejich uhynu. Transport
se proto provadi pod pfisnou kontrolou teploty a ve specialnich transportnich
nadobach, branicich otfesim i poskozeni. Provadi se pravidelné kontroly
prepravnich podminek.”

6.2. Barveni dle Grama, oxidazovy a katalazovy test

Gramovo barveni je zakladni soucasti vySetfeni klinického materialu. Slouzi
k rychlé orientaci v diagnostice kapavky. Jde o jednoduchou barvici techniku
Clenici bakterie do dvou zakladnich skupin. Gram pozitivni koky a ty¢ky a gram
negativni koky a tycky.

Barvime-li metodou dle Grama je nejprve nutné zhotovit kvalitni preparat,
ktery nasledné barvime. Preparat byva Casto zhotoven a zasilan I1ékafem,
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ktery provadi odbér, takto zhotoveny preparat pouze fixujeme a barvime.
Provadime-li mikroskopii z narostlych kolonii, je tfeba vyZihanou sterilni klickou
nabrat narostlou kolonii a rozetfit ji v kapce fyziologického roztoku, nechat
uschnout a poté fixovat. Fixujeme nejCastéji plamenem, a to trojim protazenim
sklicka plamenem, pficemz kontrolujeme teplotu na pfedlokti. Pokud po
prilozeni sklicko nepali, je fixace provedena spravné.®?Je mozné vyuzit i fixace
chemické pomoci metanolu, ta se vyuziva pro citlivéjSi bakterie jakou je pravé
N. gonorrhoeae. Po fixaci je mozné ihned zahajit barvici proces.

Podstata rozdéleni bakterii spoCiva ve stavbé jejich stény. Gram pozitivni
bakterie maji sténu vétsi tloustky, sloZzenou ze silné vrstvy peptidoglykanu,
peptidi a kyseliny teichoové. Gram negativni bakterie maji sténu tensi, ale
tvofi dvojvrstva fosfolipidli, peptidy, lipoproteiny a lipopolysacharidy.’**° P¥i
barveni nejprve dojde k vytvofeni komplexu krystalové violeti s Lugolem, ktery
se silné vaze do struktury gram pozitivnich bakterii, nelze jej jiz odbarvit
alkoholem, zatimco ve sténé gram negativnich se tento komplex vaze jen slabé
a alkoholem je zcela odbarven. Pfi poslednim kroku, se gram negativni bakterie
(v této dobé bezbarvé) obarvi Cervené, gram pozitivni bakterie barvivo
nepfijimaji a zGstavaji modrofialové.™
6.3. Kultivace na pevnych ptdach

VSechny materialy, ve kterych by mohla byt N. gonorrhoeae pfitomna
(odbéry z uretry, cervixu, vytér ze spojivkového vaku novorozencu, eventuelné
synovialni tekutina a také vSechny materialy urCené ke screeningu N.
gonorrhoeae — vytéry z krku, rekta) oCkujeme na pady uréené pro rast neisserii.
Pro kultivaci N. gonorrhoeae se nejCastéji pouziva GC agar, ¢okoladovy agar
nebo obohacené krevni agary jako BHI agar.

Krevni agar je zakladni diagnosticka pada. Na tomto agaru rostou jak gram
pozitivni tak gram negativni bakterie, neroste na ném N. gonorrhoeae, oCkuje
se kvuli zachytu puvodce onemocnéni jiného nez N. gonorhoeae.

DalSi pudou je Cokoladovy agar, coz je v podstaté modifikovany krevni agar,
kdy jsou berani erytrocyty pfidany k agaru zahfatém na 80°C. Pfi této teploté
dochazi k hemolyze erytrocytl. Diky hemolyze je tato puda obohacena o slozky
obsazené v erytrocytech jako hemin ¢i NAD a je tak vhodna pro kultivaci
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Treti zakladni bakteriologickou pudou je MacConkey agar. Tato puda je
oznacovana jako selektivné diagnosticka. Obsahuje ZluCové soli a krystalovou
violet a potlauje tak rast gram pozitivnich bakterii. N. gonorrhoeae ne ném
neroste.

Zakladni ptdou vyuzivanou pfi o€kovani materialu s podezienim na kapavku
je GC agar, tedy selektivni puda pro neisserie a hemofily. Jedna se o modifikaci
c¢okoladového agaru, protoze plsobky, (NAD, hemin), uvolnéné pfi pfipravé
¢okoladového agaru podporuji rust neisserii.

Soucasti GC agaru bez pfidanych suplementu je smés peptond, ktera opét
slouzi jako zdroj zivin, kukufi¢ny Skrob absorbujici toxické produkty, hydrogen a
dihydrogen fosforeCnan draselny jsou pufry, NaCl udrzuje osmotickou
rovhovahu a dodava elektrolyty a nakonec bakteriologicky agar pro lepSi
tuhnuti.® Opét se mulze sloZeni liSit dle vyrobce, zde uvadim slozeni firmy
Conda.

Priklad slozeni GC agaru:

Smés peptonl 15,0 g/l
HydrogenfosforeCnan draselny 4,0 g/l
Dihydrogenfosfore¢na draselny 1,0 g/l
NaCl 5,0 g/l
Kukufiény Skrob 1,0 g/l
Bakteriologicky agar 10,0 g/l

vysledné pH: 7,2 £ 0,2 pfi 25°C

Pfidanim rdznych druhl suplementi dojde ke zvysSeni selektivity. PFiklad
suplementu je VCAT (Vankomycin, Colistin sulfat, Amfotericin B, Trimetoprim),
VCNT (Vankomycin, Colistin sulfat, Nystatin, Trimetoprim) suplement se
pridavaji pro izolaci neisserii, LCAT (Linkomycin, Colistin sulfat, Amfotericin B,
Trimetoprim) suplement se pouziva pro izolaci patogennich neisserii, ale
pridava se koriska krev misto hemoglobinu. Modifikaci GC agaru pfidanim VCN
(Vankomycin, Colistin sulfat, Nystatin) suplementu je Thayer Martin Medium, na
kterém muze vlivem antimikrobialnich latek dochazet k inhibici nékterych kmena
N. gonorrhoeae. Je tedy vhodné pfidat Cokoladovy agar, kde Kk inhibici
nedochazi a nedojde k faleSné negativnim vysledkim kultivace.
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6.4. Identifikace N. gonorrhoeae

Na pevnych pudach, zejména ¢okoladovém a GC agaru, vyrostou kolonie, u
nichz je podezfeni, Ze se jedna o N. gonorrhoeae, a které maji charakteristickou
morfologii bunék v mikroskopii. N. gonorrhoeae vyrista v Sedych, lesklych,
drobnych koloniich, které je nutné bliZze identifikovat dalSimi testy. V dalSim
kroku provedeme identifikaci a to biochemickym testem k rozliSeni pfedevSim
N. gonorrhoeae od N. meningitidis, timto testem muizeme také urcit nékteré
nepatogenni neisserie Ci branhamely. NejCastéji uzivanym je Neisseria test
komercné vyrabény produkt. Jedna se o mikrotitracni destiCku se sedmi
biochemickymi testy ( Stépeni glukdozy, maltézy, fruktézy, sachardzy, produkce
y-glutamyl-transferaza, Stépeni tributyrinu, syntéza polysacharidd). Tyto
chemikalie jsou v lyofilizované formé na dné mikrotitracnich jamek a po pfidani
suspenze zkoumanych bakterii dojde k jejich rozpusténi a smiseni s koloniemi
a po 18 — 24 hodinové inkubaci v termostatu pfi 35 +/- 2 °C a zvySené tenzi CO.
odecitame barevny vysledek.
Jednoduchou pomuckou pro biochemii cukrl patogennich neisserii je jejich
nazev. N. gonorrhoeae — g — glukéza, N. meningitidis — m — maltéza a glukoza.
Biochemické testy pomoci mikrotitraénich setl jsou jednoduché, rychlé a
spolehlivé rozlisujici.

Tabulka €. 1 Biochemické aktivita riznych druht z rodu Neisseria

Jamka: H G F E D C B A
Test: NEC GLU MLT FRU SucC GGT TRB SPS
N. - + - - - - - -
gonorrhoeae

N. - + + - - + - -
meningitidis

N. lactamica - + + - - - - -
N. - + + - d — - +

polysacchare
a

N. sicca+ — + + + + d - +
N. mucosa+

N. subflava - + + d d d -

N. - - - - - - -

flavescens
N. cinerea++ - - - - - - - -
N. elongata++

M. (B.) - - - - - - + -
catarrhalis
Vysvétlivky: + = 75—-100 % pozitivnich reakci d = 26-74 % pozitivnich reakci

- = 0-25 % pozitivnich reakci NEC = negativni kontrola
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Obr 22 Znazornéni stripd pro stanoveni

biochemické aktivity N.gonorrhoeae,

zdroj: foto autor

Doplfiujicimi biochemickymi testy, jsou testy oxidazové a katalazové aktivity.
Stanoveni téchto enzymu je u gonokoka pozitivni. Cytochrom oxidaza, enzym
nezbytny pfi poslednim kroku dychaciho fetézce,®® se stanovuje reakci
ethyloxethylparafenylendiaminu s a-naftolem za vzniku indofenolové modfi,
kterou katalyzuje.”™ Katalaza je enzym, rozkladajici peroxid vodiku na vodu a
kyslik. Této vlastnosti se vyuziva pfi jejim stanoveni, kdy se kolonie vlozi do
kapky peroxidu vodiku. Pozitivni reakce se projevi tvorbou bublinek kysliku,
které katalaza uvolriuje z peroxidu .'"?

6.5. Stanoveni N. gonorrhoeae metodou PCR

PCR vySetfeni se provadi ze stérl u pacientl s nejasnou diagnosou,
v pfipadé napf. neadekvatni lécby, ktera vsSak jiz ovlivni Zivotaschopnost
bakterii a tim i jejich schopnost naristu na kultivaénich pudach. O zplsobu
vySetfeni pacienta rozhoduje oSetfujici Iékaf. DNA izolujeme dle SOP.
K analyze neisserialni DNA metodou real-time PCR je ve FN Brno vyuZivan
tento material:
Stéry — uretra, cervix, spojivka — tampony vlozime do zkumavky, pfidame 200 ul

transportniho média, vortexujeme 15 — 20 s.
Mocovy sediment — po 30 min centrifugace slijeme supernatant, poZijeme
pfiblizné 200 pl resuspendovaného sedimentu.
Sperma — 30 yl spermatu + 70 pl sterilniho fyziologického roztoku, extrahujeme
ze 100 pl

Sekret z prostaty uchovavame ve zkumavce eppendorf.®2
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Je to jedna z nejpfesnéjSich metod stanoveni pfitomnosti N. gonorrhoeae ve
vzorku prukazem jeji DNA metodou polymerazové fetézové reakce — PCR resp.
jednou z jejich modifikaci real-time PCR. Jedna se o metodu amplifikace
vybraného useku DNA. Amplifikace je nutna, protoze DNA mUze byt ve vzorku
malo a nebylo by mozné ji detekovat, proto zmnozime vybrany usek DNA na

takovy pocet kopii vhodny k detekci.

Usek je denaturovan a pomoci specifickych primerti jsou dotvofena vlakna k
puvodnimu uUseku a znovu nam vznikd dvouSroubovice, ale jiz ve dvou
exemplafich. V tomto misté je vSak jeden aspekt, ktery nam pravé odliSuje
klasickou PCR od real-time. Kromé primerl nasedaji totiz na tento
denaturovany usek jesté specifické komplementarni sondy. RozliSujeme
hydrolyza¢ni — jedna se o jeden oligonukleotidovy fetézec, ktery ma na jednom
konci fluorofor (enhancer) a na druhém zhasec (quencer), pfi prodluzovani
fetézce DNA-polymeraza tento fetézec Stépi uvolni se enhancer a emituje
svétlo, které zachyti detektor. Sondy hybridizaCni pracuji na podobném principu,
jen zde mame dva fetézce hybridizujici na amplifikovany usek tésné vedle
sebe, na jedné je opét quencer (5'konec) a na druhé enhancer (3°konec).
Quencer potladuje zafeni fluoroforu. Jakmile DNA-polymeraza dojde pfi syntéze
k prvni Casti sondy rozstépi ji a tim pfestane quencer zhaset enhancer. Vznika

signal, ktery je detekovan.?

Novéjsim typem sondy je tzv. molecular beacons. Jde o sondu, ktera ma
diky své sekundarni struktuie potlacenu fluorescenci zhaSeCem, pokud dojde k
jejimu navazani na amplifikovany usek, zméni se jeji sekundarni struktura a
dojde k uvolnéni fluoroforu a detekci signalu. Existuji i nespecifické sondy, které
sviti v pfitomnosti PCR produktu (napf. Syber green, aj.), ale pfi detekci

mikroorganismU se pouzivaji méné.®

S kazdym cyklem dochazi k exponencialnimu narustu poctu kopii ptuvodni
sekvence DNA. Cykll byva mezi 30 - 35, coz je dostacujici poCet kopii pro
naslednou detekci. K provedeni real-time PCR je ovSem zapotfebi mnohem
vice nez jen vzorek s pritomnou DNA bakterie.* K provedeni reakce je tfeba

namichat tzv. master mix, ktery obsahuje vSe potfebné, aby reakce probihala
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optimalné a vedla ke kyZzenym vysledkim. Pfiprava master mixu i samotna

PCR v termocycleru probihaji v oddélenych prostorach, pracujeme v

laminarnich boxech, abychom zabranili mozné kontaminaci, veSkeré nastroje i

pracovni mistnost se vysviti UVC zafenim, aby doSlo k zneSkodnéni veskerych

fragmentd DNA a endonukleaz bézné pfitomnych v prostfedi.

Soucasti master mixu jsou:

1.

primery — specifické oligonukleotidové useky komplementarni k 3’konci
kazdého vlakna bakterialni DNA a od kterych je nasledné syntetizovano
nové vlakno, bez primerd by DNA-polymeraza nerozpoznala

amplifikovany usek a reakce by neprobéhla,

DNA polymeraza — také zvana Taq polymeraza (odvozena z bakterie

Thermus aquaticus), po prec€teni primeru syntetizuje nové viakno podle

zakonu komplementarity bazi,

deoxynukleotidy — zakladni baze ze kterych se sklada DNA (dATP, dGTP,
d TTP a dCTP), polymeraza pfipojuje tyto ,stavebni kameny“ k sobé a

syntetizuje tak nové viakno,

sondy — dle nasSeho vybéru hybridizaéni, hydrolyzac¢ni, molecular

beacons nebo nespecifické,

pufr — slouzi k udrzeni optimalniho pH pfi reakci a stabilizaci DNA-

polymerazy,

Mg2+ ionty — slouzi jako kofaktor polymeraza, malo iontl vede k nizké

vytéznosti reakce, vysoky obsah vede k tvorbé nespecifickych produktd,

. DNA bakterie — potencialné obsaZena ve zkoumaném vzorku, bez

pridani vzorku nema reakce smysl.®

S pfipravenou smési master mixu mizeme zahdjit vlastni real-time PCR.

Mikrozkumavky s master mixem vkladame do pfistroje termocycler, ktery

pracuje ve tfech zakladnich teplotnich krocich.
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Teplotni faze cyklu termocycleru:

1. denaturace — v prvni fazi cyklu dochazi k vzestupu teploty na hodnotu,
pfi které dochazi k rozpleteni komplementarnich fetézcl bakterialni DNA
za vzniku dvou samostatnych viaken, teplota se pohybuje v rozmezi 94 —
96 °C a trva 20 - 30 s,

2. annealing - druha faze, trvajici 20 - 40 s, je zahajena ochlazenim reakéni
smési na 50 — 64 °C, to je teplota pfi které nasedaji primery na 3’konce
jednotlivych vlaken a také sondy, na primery pak naseda DNA-

polymeraza, ta je nyni pfipravena k poslednimu kroku,

3. elongace - tfeti a nejdelSi fazi je zapoCata vlastni syntéza nového
fetézce komplementarniho k pavodnimu viaknu, DNA-polymeraza
pfipojuje jednotlivé deoxynukleotidy na pfislusSna mista a v misté
navazani sondy ji Stépi a oddali tak quencer a enhancer a je detekovan
signal, pocet signall odpovida mnozstvi produktu, cela faze trva 5 - 15
min pfi teploté 70 — 74 °C.3

Cela real-time PCR reakce probiha ve 30 - 35 cyklech, vyhodou je, Ze na rozdil
od klasické PCR muzeme sledovat mnozstvi vznikajiciho produktu. Zaznamen
této PCR je amplifikacni kfivka, jejiz exponencialni Cast slouzi k presné
kvantifikaci. Vysledky tedy zname okamzité a neni nutné provadét naslednou
detekci PCR produktu.

6.6. MALDI - TOF

MALDI-TOF je metoda hmotnostni spektrometrie, ktera spojuje mékkou
techniku ionizace MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/ lonization)
s detektorem doby letu TOF (Time Of Flight).*?? Prvnim krokem pfi hmotnostni
spektrometrii je ionizace. RozliSujeme tvrdé a mékké techniky ionizace. Mékké
techniky zahrnuji napf. elektronspray (ESI), chemickou ionizaci za
atmosférického tlaku (APCI), MALDI. Mékké ioniza¢ni techniky maji nizkou
ionizacni energii a vytvari ion-molekularni a molekularni addukty. Mezi tvrdé

techniky patfi elektronova ionizace, kdy je vzorek ionizovan elektrony
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emitovanymi z wolframového vilakna. MALDI je metoda pfi niz se vzorek
rozpusti a smisi s vhodnou matrici, tato smés je pak ozarena kratkym pulsem
laseru, dojde k ionizaci a odpafeni matrice, ktera pfeda energii analyzovanému
vzorku a tim dojde kionizaci a desorpci iontl, které jsou zachyceny
analyzatorem.?' Ve spojeni s MALDI se vyuziva analyzator TOF, protoze pfi
desorpci ziskaji vzniklé ionty urCitou rychlost, ktera zavisi na poméru jejich
hmotnosti k jejich naboji m/z. lonty s mensim pomérem m/z, ale stejnou
kinetickou energii se budou v analyzatoru pohybovat rychleji, nez ionty s vySSim
pomérem m/z, doleti tedy k analyzatoru dfive. Podle doby, ktera ubé&hne od
laserového vyboje (za 10-100ns nez dojde k pfedani energie), po fazi, kdy ion
doleti k detektoru. Existuji samozrejmeé i dalSi typy analyzatoru, napf. kvadrupdl,

iontova past, aj., ale tyto se nehodi ke spojeni s MALDI.*

DalSi soucasti navazujici na analyzator je detektor. NejCastéji uzivanym je
elektronovy nasobic, kdy ionty po dopadu na elektrodu vyrazi elektrony, a ty
jsou dale znasobeny systémem dynod, celkové muze dojit k zesileni az 108,
Dalsim typem detektoru je fotonasobi¢, kdy ionty dopadaji tentokrat na
fosforovou destiCku a tim vyrazi fotony, které jsou opét zesileny systémem
dynod ve findlnim mnozstvi 10°. Tretim typem detektoru je Faradayova klec,
zde se ionty vybiji na sbérné elektrodé, a to vybiji kondenzator, coz je umérné
poctu dopadajicich iontl, tento typ je vhodny pro izotopy.”” Posledni je pocitac,

ktery zpracuje data ziskana ve formé hmotnostniho spektra. MALDI — pfiloha 3

Obr 23 MALDI, zdroj obou obrazk: foto autor Obr 24 Zaznam probihajiciho méfeni MALDI
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7. Lécba

Cefalosporiny jsou pro |é¢bu kapavky antibiotiky prvni volby, fadime je do
skupiny betalaktamovych ATB a ve své podstaté jsou velmi podobné
penicilinm. Pasobi na syntézu bakterialni stény. K 1éEbé kapavky vyuzivame Il.
a lll. generaci. Zastupcem Il. generace je cefuroxim, jehoz vyhodou je peroralni
podani v tabletach a Ill. generace cefotaxim, ten je podavan intravenézné,
pacient tak musi dochazet do nemocnice.' DalS§i moznosti je podani cefiximu,
ktery se stejné jako cefuroxim podava peroralné.

Druhou skupinou hojné uzivanou k IéCbé gonorrhoey jsou fluorochinolony.
Jsou to baktericidni antibiotika pasobici jako inhibitor DNA-gyrazy. Délime je do
Ctyf generaci. KI1é&bé kapavky jsou vyuzivany zejména fluorochinolony II.
generace, jejimz zastupcem je ciprofloxacin.'®5”

Tetracykliny pronikaji pfes bunécnou sténu a cytoplasmatickou membranu a
inhibuji syntézu proteinl, vyluCuji se zlu€i a z ¢asti (asi 30 %) moci. K
tetracyklinim se u N.gonorrhoeae vyvinula v poslednich letech znacna
rezistence, ktera je ¢asto Cini k 1é¢bé kapavky méné vhodnymi.'®

Makrolidova antibiotika pusobi na proteosyntézu bakterii, vazbou na 50S
ribozomalni podjednotku.*” Plsobi bakteriostaticky a na urcité bakterie
baktericidné. Aby se nerozlozily v zaludku, podavaji se ve formé kapsli, které se
vstiebavaji v horni ¢asti tenkého streva. Z jejich zastupcu se k 1éEbé kapavky
vyuziva hlavné azitromycin.*

Betalaktamova antibiotika, se zastupcem penicilinem, maji ve své strukture
betalaktamovy kruh. Mnoho kmenu N.gonorrhoeae tvofi enzym betalaktamazu
a laktamovy kruh $tépi.*® Peniciliny s inhibitorem betalaktamazy (amoxicilin s
kyselinou klavulanovou, ampicilin se sulbaktamem) jsou nevhodné pfi rezistenci
jiné nez zplsobené betalaktamazou.

Aminoglykosidy jsou baktericidni antibiotika, pro |éCbu kapavky se vyuziva
jejich zastupce spektinomycin, ktery vazbou na ribozomalni podjednotku inhibuji
syntézu bilkovin, podava se injekéné (nejCastéji i.v., ale i.m. se vstiebavaji také
dobfe), obzvlasté jsou-li pacienti alergicti na penicilin.'™®

VétSinou se léCba podava intra vendzné nebo intra muskularné, méné
peroralné v jednorazové davce u nekomplikované urogenitalni, rektalni,
faryngealni kapavky a u kapavky déti a v gravidité. Lécbu 5 — 7 dni vyZaduje
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ophtalmogonorrhoea, ascendentni kapavka vyzaduje IéEbu kombinaci antibiotik
a diseminovana kapavcita infekce se I&Ci az 7 dni. Gonorrhoea je onemocnéni
podléhajici povinnému hlaseni vyskytu. Pacient musi byt pou€en a potvrdit, ze
dodrzi zakaz pohlavniho styku a musi byt vySetfeni sexualni partnefi pacienta.
Po Ié¢bé podstupuje pacient za 3 — 7 dni kontrolni odbér na kultivaci. Celkem
se provadi 3x (u Zzen je dobré jednou béhem menstruace). Jsou-li kultivace
negativni Ize pacienta prohlasit za vyléCeného. Samoziejmé se pfi uzivani
antibiotik doporuCuje soucasné uzivat podpUrné pfipravky, které zabrani
rozvratu stfevni mikroflory.*®

Volbu antibiotik je tfeba vzhledem k vzrlstajici rezistenci N.gonorrhoeae
dukladné zvazit. K rozhodnuti nam pomaha stanoveni citlivosti na antibiotika.
Tak zjistime, které antibiotikum je pro konkrétni kmen od urcitého pacienta
nejvhodnéjsi. Ve Fakultni nemocnici Brno se testuje citlivost k sedmi druhim
antibiotik a to na penicilin, cefuroxim, tetracyklin, ciprofloxacin, cefotaxim,

azitromycin a spektinomycin.
Prevence onemocnéni

Prevence nakazy kapavkou vychazi z rizikovych faktor( jejiho pfenos. Témito

faktory jsou:
* promiskuita
* nahodny styk s neznamou osobou (popfF. rizikovou)
* nepouzivani zakladnich ochrannych pomucek (kondomy)

» prostituce
Prevenci je tedy, neZz sexualni abstinence, pfedevSim zodpovédny pfistup k
sexualnimu chovani, vérnost, snizeni po€tu sexualnich partnerd & nahodnych
pohlavnich styki s neznamymi ¢&i rizikovymi jedinci (uZivatelé drog), popf.
duUsledné dodrzovani zasad bezpe&ného sexu. Z hlediska primarni pevence je
také dulezita osvéta mladeze v této oblasti.”

U déti infilkovanych matek je prevenci v€asné zaléCeni matky, pfi narozeni
jakéhokoli ditéte se jako prevence nakazy provadi tzv. kredeizace — kazdému
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ditéti se do o€i nakape dezinfekéni prostfedek. Dfive pouzivany dusi¢nan
stfibrny byl nahrazen Ophtalmo septonexem ¢i jodovymi preparaty.®

Prevence pomoci oCkovani neni mozna, neni dostupna vakcina a ani
prodélané onemocnéni nezanechava imunitu. Sekundarni prevenci, tedy je-li
pacient jiz nakazen nebo byl ve styku s rizikovou osobou, je v€asna a spravna
diagnostika a zahgjeni I1éEby vhodnymi, u€innymi antibiotiky a velmi podstatna
je i compliance pacienta a sexualni abstinence, aby bylo zabranéno nakazeni
dalSich osob.
Vyskyt kapavky u pacienta podléha povinnému hlaseni. Odpovédnost za
hlaSeni zavisi na jednotlivych pracovistich. Ve FN Brno hlaSeni provadi
oSetrujici lékar na pfislusné hygienické oddéleni, v Hradci Kralové hlaseni
provadi Iékafi oddéleni mikrobiologie na specialnich Cervenych hlasenkach.
Povinnost hlasit jednotlivé pfipady kapavky vychazi ze zakona, hlaseni je
oSetfeno v téchto zakonech:
Zakon o péci o zdravi lidu €. 20/1966 Sb. ve znéni pozdéjSich predpisu
Zakon o ochrané vefejného zdravi ¢. 258/2000
Vyhlaska MZ CR ¢&. 195/2005 Sb. Podminky pfedchazeni vzniku a $ifeni
infek€nich onemocnéni
Smérnice &. 30/1968 Véstniku MZ CR o opatfeni proti pohlavnim nemocem
Vyhlaska MZ CR a metodickd opatfeni MZ CR ,Standardy lé&ebnych a

vySetifovacich postupl“ z prosince 1977

Vyskyt kapavky:
Ceské republika
V roce 2011 bylo hlaSeno 709 pfipadd kapavky na uzemi Ceské republiky. V
roce 2008 poklesl pocet pfipadd kapavky z 11 na 8 na 100 000 obyvatel a
dlouhodobé se drzi na 7 pfipadech na 100 000 obyvatel. AZ z 90 % ze 709
pfipadu se jednalo o primoinfekci, vzrostl také podil nakazenych cizinci na
uzemi CR o &tvrtinu (87 pripad(l). Je vyrazné vyssi podil nakazenych muzd
oproti zenam, 10/100 000 pfipadd u muzd ku necelym 4/100 000 u Zen. Vékova
skupina, ktera byla nejvice postizena vyskytem pfipadi kapavky byla 20-24 let,
naopak ve vysSich vékovych skupinach klesa. V ramci republiky byl nejvyssi
vyskyt kapavky v Praze, na druhém misté je Jihomoravsky kraj.
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Vétsi studie o vzestupu rezistence byla provedena v nemocnici v Ostravé. V
tabulce jsou shrnuty vysledky této studie.®
Tabulka €.2 Vyskyt a vlastnosti fenotypu rezistence (event. sniZzené citlivosti) N.

gonorrhoeae: rozmezi MIC v mg/l a produkce B-laktamazy.

fenotyp penicilin tetracyklin | ciprofloxacin |azitromycin | ceftriaxon | B+ pocet (%) | pocet (%)

rezistence

CMRNG 2 1-15 >32 0,25-0,5 |0,023- |0 2(1,8)
0,047

PPNG 24 ->32 8 2-3 0,047 - 0,006 — |2(1,8) 2(1,8)

0,064 0,012

TRNG 0,023 ->32 |3-32 <0,002 -3 0,023 -0,19|0,002- [2(1,8) 13 (11,8)
0,064

ARNG 0,75 -1 0,75 -1 >32 4-8 0,016- |0 2(1,8)
0,047

QRNG 0,064 ->32 |0,19-8 0,094 ->32 |0,047-8 |0,002- |2(1,8) 54 (49,1)
0,19

Cef 1 0,75 -1 12 ->32 0,025-0,5/0,064- |0 5(4,5)
0,19

| evropské zemé Celi problémim s lIéEbou kapavky, vychazejici z jeji vzristajici
rezistence k antibiotikim. Pro pfiklad uvedu statistické udaje z nékolika
vybranych Evropskych zemich.

Svédsko v roce 2011 zaznamenalo zvySeni poétu pFipadi kapavky o 48 %
od roku 2006, tim se zvySil pocet pfipadd na 100 000 obyvatel ze 7,1 na 10/
100 000. Vékova skupina s nejvétsim poctem pfipadu byla u zen 15 —-24 leta u
muzl 25 — 34 let. Rezistence na ampicilin ze vSech izolatd (951) se pohybovala
v rozmezi 24 — 44 % , na ciprofloxacin 55 -75 %, na azitromycin 6 — 13 %, na
cefixime vzrostla rezistence z méné nez 1 % na 8 % a na ceftriaxon z 0 % na 2
%. Spektinomycin si zachoval citlivost u vSech izolat(."”

V Némecku bylo v roce 2006 testovano 98 izolatd a vysledkem bylo zjistént,
ze 8 % kmenl bylo rezistentnich na azitromycin, zadny nebyl rezistentni na
ceftriaxona 5 % se snizenou rezistenci k ciprofloxacinu, z testovanych izolatd
mélo 46 % chinolon rezistentni fenotyp, 11 % mélo chromozomalné kédovanou
rezistenci, 1 % penicilin rezistentni, 5 % tetracyklin rezistentni fenotyp a
kombinovany fenotyp penicilin/tetracyklin rezistentni N. gonorrhoeae 16,3 %.

V ltalii bylo v roce 2006 testovano 42 izolatl, zde byla rezistence na
azitromycin (9,5 %), ceftriaxon (4,8 %) a 4,8 % se sniZenou citlivosti k
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ciprofloxacinu. Fenotypy rezistence CMRNG - 9,5 %, PPNG - 9,5 %, QRNG —
33,3 %, TRNG — 0 % a kombinovany fenotyp PPNG/TRNG — 0 %.%®

K rozsifeni rezistentnich gonokokl se snizenou citlivosti k cefalosporinim
doslo v severnim Recku. Bylo otestovano 195 kmenti v obdobi prosinec 2006
az leden 2008 na citlivost k antibiotikim, 17 izolatd mélo MIC cefotaximu 0,25 —
1 mg/l na rozdil od ostatnich izolatl s rozmezim MIC 0,002 — 0,125 mg/I, proto
bylo testovani roz§ifeno i na jiné cefalosporiny a zjistili tak, Ze MIC bylo zvySeno
i u cefiximu a cefotaximu a objevila se vysoka rezistence k cefuroximu,

cefoxitinu, ceftazidimu a cefipimu.®®

Tabulka &.3 Antimicrobial susceptibility profile of 17 CEDS gonococci@

Antimicrobial Susceptibility MIC range MICs0 MIC90
agent breakpoints (mg/L)P (mg/L) (mglL) (mgl/L)
Penicillin G R: 22, S: <0.06 2-4 2 4
Cefotaxime S:<0.5 0.25-1 0.5 1
Ceftriaxone S:<0.25 0.064-0.125 0.125 0.125
Cefoxitin R: 28, S: <2 2-4 4 4
Cefuroxime R: 24, S: <1 32-64 32 64
Cefepime S:<0.5 2-8 4 8
Ceftazidime S:<0.5 0.5-2 2 2
Cefixime S:<0.25 0.125-0.25 0.125 0.25
Cefalotin — 32-64 64 64
Aztreonam — 2-8 4 4
Ciprofloxacin R: 21, S: <0.06 >32 >32 >32
Norfloxacin R: 21, S: <0.25 32-64 64 64
Spectinomycin R: 2128, S: <32 8-16 16 16
Tetracycline R: 22, S: <0.25 1-2 2 2
Erythromycin R: 22, S: <0.25 2-4 2 4
Azithromycin R: 21, S:<0.125 1-2 1 2
Chloramphenicol R: 22, S: <0.25 4-8 8 8

» 3Antibiotic susceptibility testing was performed on GC agar supplemented with Vitox.
MICs of B-lactam antibiotics were determined in triplicate.

. bSusceptibility breakpoints are those of the CLSI,6 except for norfloxacin, erythromycin,
azithromycin and chloramphenicol, for which generally accepted criteria were used. For
classification in susceptibility categories according to these criteria, Etest MIC values
lying between two marginal concentrations are rounded to the nearest highest
concentration.

V USA probiha monitorovani citlivosti gonokok( od roku 1986. V roce 2010
byly testované izolaty rezistentni k penicilinu, tetracyklinu a ciprofloxacinu,
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nékteré (6,9 %) byly kombinované rezistentni ke vSem tfem. K 1éCbé nejsou
doporu€ovany peniciliny, tetracykliny a fluorochinolony, preferuje se dualni
terapie, kombinujici injekéné (i.m.) podavané cefalosporiny a peroralné
podavany azitromycin, vSe v 1 davce.*

Ve studii publikované roku 2011 je pojednavano o novém kmeni vysoce
rezistentnim na cefixim a ceftriaxon objeveném ve Francii. Tento kmen byl
oznacen F89 (MLST ST 1901) a obsahuje mozaikovou alelu genu penA, ktera
nebyla doposud u neisserii popsana. Tento geneticky podnét propujCuje tomuto
kmeni znac¢nou rezistenci k antibiotikiim. U cefiximu doslo ke zvySeni MIC mezi
8 a 500 krat z 0,25 na 2 — 8 mg/l a u ceftriaxonu 31 — 500 krat z 0,25 na 0,5 - 4
mg/l. Tento kmen také vykazuje rezistenci k dfive pouzivanym antibiotikim k
|éCbé kapavky a to k makrolidim, tetracyklindm, fluorochinolonim, aj., ale ma
nizkou Uroven rezistence k penicilinGm, karbapenemim, ampicilinu,
neprodukuije totiz Zadnou betalaktamazu.®

Studie provedena v Tel Avivu v lIzraeli v roce 2000 testovala citlivost 100
izolat gonokokl k penicilinu, tetracyklinu, ciprofloxacinu, ceftriaxonu a
spektinomycinu. Spektinomycin a ceftriaxon mély 100 % citlivost, ciprofloxacin
61 % rezistence, 3 % intermedialni a 36 % citlivy, tetracyklin 8 % rezistence, 66
% intermedialni a 26 % citlivy a penicilin 16 % rezistence, 73 % intermedialni a
11 % citlivy.®

Tabulka €. 4 Antibioticka citlivost 100 izolatll N. gonorrhoeae Tel Aviv, Izrael

Antimicrobial MIC (ug/ml)2 Distribution (%)
agent Susceptib Intermediat Resistan
50% 90% Range le e t
Penicillin 1.0 2.0 0.016-64.0 11 73 16
Tetracycline 1.0 2.0 0.032-2.0 26 66 8
Ciprofloxacin 40 8.0 0.002-16.0 36 3 61
Ceftriaxone 0.01 0.03 0.016- 100 0 0
6 2 0.032
Spectinomycin NAR NA NA 100 0 0

a 50% and 90%, MICs at which 50 and 90% of isolates are inhibited, respectively.
b NA, not applicable; the disk diffusion test was used.
Snizujici se citlivost k cefiximu 2010 a 1é¢né selhani cefiximem 2010 — 2012 v

Evropé — pfiloha 4.
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EXPERIMENTALNI CAST
8. Material

8.1. Zpracovani klinického materialu

Prace vychazi z retrospektivni analyzy dat z laboratorniho informacéniho
systému OKM FN Brno a spadovych oblasti za obdobi poslednich 15 let, tedy
od roku 1998 do roku 2012. Do zpracovani byly zafazeny klinické izolaty N.
gonorrhoeae a to vzdy prvni izolat od pacienta.

Material byl do laboratofe Oddéleni klinické mikrobiologie (OKM) Fakultni
nemocnice Brno dodavan prepravni sluzbou od praktickych Iékafa ze
spadovych oblasti nebo od ambulantnich i hospitalizovanych pacientil FN Brno.
Po kontrole preanalytické faze pracovnici pfijmu materialu jsou vzorky pfedany
laborantce ke zpracovani dle SOP (standardniho operacniho postupu) OKM FN
Brno.

Natér na mikroskopickém podloznim skli¢ku byl barven metodou dle Grama.
Material na vySetfeni N. gonorrhoeae byl oCkovan na krevni agar,
MacConkeyho agar, C3 agar (Sokoladovy) a selektivni agar pro neisserie —
GC.™®
Material z tampdnu byl inokulovan na pudy specifickym zpusobem, misky byly
oznaceny Cislem vzorku a datem inokulace.
— tamponem bylo naneseno husté inokulum
— z hustého inokula byly rozoCkovany nékolika Carami ke strané stény
misky
— bylo oto€eno ocko klicky a nékolika Carami byl zopakovan pfedesly krok
— poté byla pouzita nova vyzihana a zchlazena kliCka a z pfedchozich ¢ar
byly opét vedeny dalSi Cary
— otoCenim klicky byla dokonCena posledni série Car a ukonCena hadkem
— pfes husté inokulum byla vedena ¢ara Staphylococcus aureus
— u KA byl umistén mimo ¢aru disk s amikacinem

- agary byly inkubovany 18 — 24 h pfi 35 — 37 °C v prostiedi 5 — 8 % CO,"®

59



Obr.¢.x Priklad spravného
rozoCkovani materialu na

agar

MacConkey agar: - byl inkubovan za bézné atmosféry 18 — 24 h pfi 35 — 37
o2
GC agar: - byl inkubovan 42 — 48 h pfi 35 — 37 °C v prostfedi 5 — 8 % CO2,
kontrolujeme i po 24 h
Cokoladovy agar: - byl inkubovan 42 — 48 h pfi 35 — 37 °C v prosttedi 5 — 8 %
CO;, kontrolujeme i po 24h

Vzhled kolonii N.gonorrhoeae na téchto agarech je biloSedé barvy, s granulaci,
velikost 1 — 2 mm, kruhovité s lalo¢natymi Ci celistvymi okraji, neprahledné a po
48 h inkubace i mukoidni. Senzitivita kultivace je 70 % u obou pohlavi ™
Vzorky, oCkovani a inkubace — pfiloha 2

Real-time PCR byl provadén u klinickych vzorkl (nikoli z kultury) v pfipadé,
kdy je napf. vlivem uzivani nevhodnych antibiotik ovlivnéna zivotaschopnost
bakterii a nedo$lo by tak k naristu bakterie na kultivacnich padach. Touto
metodou byla identifikovana pfitomnost DNA neisserie i kdyz bakterie jiz neni
viabilni.
8.2. Identifikace kmen
Podezielé kolonie s charakteristickym rlstem na ¢okoladovém a GC agaru byly
zkontrolovany mikroskopicky. Byl proveden oxidazovy a katalazovy test a u
vSech kmenu provedena biochemicka identifikace Neisseria testem firmy
Lachema.

Metodika MALDI-TOF byla pouZzivana pro identifikaci podezielych kolonii a
pro ovéfeni vysledku biochemie a pro zkraceni ¢asu do vydani vysledku.

8.3.Stanoveni citlivosti

Ke stanoveni citlivosti N. gonorrhoeae byla pouzita metoda diskového

difuzniho testu. Inokulum bylo o&kovano na &okoladovy agar C3
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(zaklad od firmy Columbia Agar Merck), vyrobu agarl na Petriho miskach
provadi oddéleni OKM FN Brno). Ke stanoveni citlivosti byly pouzity disky firmy
OXOID o sile — tetracyklin — 30 ug, ciprofloxacin — 5 pg, azitromycin — 15 ug,
spektinomycin — 100 ug, cefuroxim 30 pg . Poté byly misky inkubovany 18 — 24
— 48 hodin v termostatu pfi 35 + 2 °C pfi zvySené tenzi CO,. VySetfeni dle SOP
odecitano po 24 — 48 hodinach. Po ubéhnuti doby inkubace byly méfeny
pravitkem praméry inhibi€nich zén danych antibiotik a tento priamér byl
srovnavan s hraniénim pramérem zoény inhibice citlivych kmenu, ktery je
stanoven dle EUCAST. Byl-li prumér vétSi nez hrani¢ni hodnota, byl kmen
hodnocen jako citlivy, byl-li hrani¢ni hodnotime jej jako intermedialni, byl-li

pramér mensi jedna se o kmen rezistentni. &’

Ke stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace MIC penicilinu a cefotaximu
byla pouzita kvantitativni metoda E-testu OXOID, provedena na ¢okoladovém
agaru C3 (zaklad od firmy Columbia Agar Merck, vyrobu agar(i na Petriho
miskach provadi oddéleni OKM FN Brno). Kultivace probihala dnem vzhuru, 18
— 24 hv 5 -8 % prostfedi CO2 pfi 35 + 2 °C se zvy3enou tenzi CO,.

Hodnota minimalni inhibicni koncentrace byla odecCitana v misté protnuti
inhibi€ni zény a prouzku, ze stupnice vycislené na prouzku. Hodnota MIC byla
porovnavana s hrani¢nim prdmérem zény inhibice citlivych kmend stanovenych
dle EUCAST. Byl-li primér vétSi nez hrani¢ni hodnota, byl kmen hodnocen jako
citlivy. Byl-li hraniéni kmen byl hodnocen jako intermedialni, byl-li primér mensi

jednalo se o kmen rezistentni.®
8.4. VySetreni produkce betalaktamazy pomoci nitrocefinového testu

U vSech kolonii byl proveden nitrocefinovy test. Zména barvy ze Zluté na
Cervenou byla hodnocena jako pozitivni, N. gonorrhoeae byla producentem
betalaktamazy. Jako negativni je hodnocen kmen N. gonorrhoeae nedoslo-li ke

zmeéneé barvy a tercik zUstal Zluty.
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9. Vysledky
Ve sledovaném obdobi 1998 — 2012 bylo ve FN Brno zachyceno 231 kmenu.
9.1. Pocet vySetreni

V tabulce 5 a grafu 5 je znazornén vyskyt izolatd v letech 1998-2012
v rozdéleni podle pohlavi. Vétsi vyskyt onemocnéni u muzud (celkem 180 izolatu

u muzu oproti 51 kmenu u zen).

Tabulka €. 5 Vyskyt izolatl u muzd a zen ve FN Brno v letech 1998 - 2012

muzi zeny
1998 3 0
1999 3 1
2000 3 0
2001 5 1
2002 5 2
2003 9 2
2004 11 4
2005 18 4
2006 19 5
2007 16 3
2008 20 8
2009 16 2
2010 13 5
2011 13 4
2012 26 10
celkem 180 51
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PocCet izolatl N. gonorrhoeae ve FN Brno
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Graf €. 5 Vyskyt izolatl N. gonorrhoeae ve FN Brno v letech 1998 — 2012,

rozdéléno podle pohlavi.
9.2. Rozdéleni dle klinickych materialt

V tabulce 6 a grafu 6 vidime zachyt kmenud N. gonorrhoeae v jednotlivych
klinickych materialech celkové za celé obdobi 1998-2012. Material s nejvysSim

procentem zachytu (55 %) byl vytér z uretry.

Tabulka ¢. 6 Vyskyt izolatG N. gonorrhoeae ve vySetfovanych klinickych

materialech v % ve FN Brno celkové za obdobi 1998 - 2012

Material %
uretra 55
cervix 30
rektum 10
krk 5
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Procentualni zastoupeni dle vySetfovanych klinickych
materiall v %

5%

M uretra
W cervix
O rektum
B krk

Graf ¢ 6. Vyskyt izolath N. gonorrhoeae ve vySetfovanych Kklinickych
materialech v % ve FN Brno za obdobi 1998 — 2012

9.3. Zachyt N. gonorrhoeae ve vékovych skupinach

Rozdéleni klinickych izolati N. gonorrhoeae podle vékovych skupin zachycuje
graf 7 a tabulka 7. V&kovou skupinou s nejvysSim zachytem je 31 — 40. Ve

sledovaném Casovém obdobi nebyl zaznamenan Zadny pfipad u déti do 16 let.

Tabulka €. 7 Zachyt N. gonorrhoeae ve vékovych skupinach u muzl a Zen ve
FN Brno v letech 1998 - 2012

Vékové kategorie |0 - 16 17 - 30 31-40 41 — 61 > 61
muzi 0 54 82 40 0
zeny 0 34 13 4 0
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Zachyt ve vékowych kategoriich u muzi a Zen
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Graf €. 7 Zachyt N. gonorrhoeae ve vékovych skupinach u muzd a zen ve FN
Brno za obdobi 1998 - 2012

Tabulka €. 8 a graf €. 8 zobrazuji vyvoj incidence kapavky v jednotlivych
vékovych skupinach v letech 1998-2012. V pribéhu let se zvySuje podil zachytu

ve vékove skupiné 17-30 let.

Tabulka ¢€.8 Souhrn zachytu N. gonorrhoeae ve vékovych skupinach ve FN
Brno za obdobi 1998 - 2012

Rizikova sk. 17-30 31-40 41-61
1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
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Pocet onemocnéni v zavislosti na véku FN Brno
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Graf €.8 Souhrn zachytu N. gonorrhoeae ve vékovych skupinach ve FN Brno
za obdobi 1998 - 2012

9.4. Zastoupeni muzii a zen

V nasledujici tabulce €.9 a grafu ¢€.9 jsou data celkové incidence v rozdéleni

podle pohlavi. Celkovy pocet izolatd N. gonorrhoeae je vySSi u muzu.

Tabulka ¢.9 Pocet izolatd u muzd a Zzen ve FN Brno v letech 1998 — 2012 v %

FN Brno muzi zeny
% 77,9 22,1
pocet 180 51

Pomér vyskytu infekce u muzi
a zen v %FN Brno

221%

B v
mF

Graf 6.9 Pocet izolatd u muzl a zen ve FN Brno v letech 1998 — 2012 v %
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9.5. Rezistence na ATB

Tabulky a grafy ¢€.10-17 zobrazuji vyvoj citlivosti N. gonorrhoeae na ATB

v letech 1998-2012.

9.5.1. Penicilin

Tabulka €.10 Pocet kmend citlivych na penicilin ve FN Brno za obdobi

1998 - 2012

Penicilin Pocet C % Pocet | % PotetR | %
1998 2 66,7 1 33,3 0 0
1999 4 100 0 0 0 0
2000 3 100 0 0 0 0
2001 6 100 0 0 0 0
2002 7 100 0 0 0 0
2003 9 81,8 0 0 2 18,2
2004 1 73,3 3 20 1 6,7
2005 10 50 8 40 2 10
2006 6 25 9 37,5 9 37,5
2007 2 10,5 8 421 9 47,4
2008 2 7,15 24 85,7 2 7,15
2009 4 22,2 13 72,2 1 5,6
2010 3 16,6 14 77,8 1 5,6
2011 2 11,8 6 35,3 9 52,9
2012 2 5,6 16 44.4 18 50

C —citlivy, | — intermedialné citlivy, R - rezistentni

30
25
20
15
10

pocet pfipadu

Rezistence na penicilin FN Brno

TN

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
sledované obdobi

Graf €. 10 Vyvoj rezistence na penicilin ve FN Brno za obdobi 1998 - 2012
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9.5.2. Cefuroxim

Tabulka €. 11 Pocet kmena citlivych na cefuroxim ve FN Brno za obdobi 1998 -
2012

Cefuroxim Pocet C % Pocet | % Pocet R %
1998 3 100 0 0 0 0
1999 4 100 0 0 0 0
2000 3 100 0 0 0 0
2001 5 83,3 0 0 1 16,7
2002 7 100 0 0 0 0
2003 1 100 0 0 0 0
2004 14 100 0 0 0 0
2005 15 68,2 2 9,1 5 22,7
2006 1 50 4 18,2 7 31,8
2007 8 471 1 5,8 8 47,1
2008 14 50 7 25 7 25
2009 10 55,5 2 11,1 6 33,4
2010 7 38,9 4 22,2 7 38,9
2011 7 41,2 7 41,2 3 17,6
2012 24 66,7 8 22,2 4 11,1

C — citlivy, | — intermedialné citlivy, R — rezistentni

Vywvoj rezistence na cefuroxim FN Brno
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Graf €. 11 Vyvoj rezistence na cefuroxim ve FN Brno za obdobi 1998 — 2012
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9.5.3. Tetracyklin
Tabulka €. 12 Poc¢et kmend citlivych na tetracyklin ve FN Brno za obdobi 1998 -
2012

Tetracyklin Pocet C % Pocet | % Pocet R %
1998 3 100 0 0 0 0
1999 3 75 0 0 1 25
2000 3 100 0 0 0 0
2001 4 66,7 0 0 2 33,3
2002 7 100 0 0 0 0
2003 10 90,9 0 0 1 9,1
2004 12 80 0 0 3 20
2005 14 63,7 3 13,6 5 22,7
2006 5 22,7 7 31,8 10 45,5
2007 1 5,2 6 31,6 12 63,2
2008 6 21,4 10 35,7 12 42,9
2009 2 11,1 6 33,3 10 55,6
2010 2 11,1 9 50 7 38,9
2011 3 17,7 4 23,5 10 58,8
2012 4 11,1 17 47,2 15 41,7

C — citlivy, | — intermedialné citlivy, R — rezistentni

Vyvoj rezistence na tetracyklin FN Brno

18
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Graf €. 12 Vyvoj rezistence na tetracyklin ve FN Brno za obdobi 1998 - 2012
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9.5.4. Ciprofloxacin
Tabulka €. 13 Pocet kmenu citlivych na ciprofloxacin ve FN Brno za obdobi
1998 - 2012

Ciprofloxacin Pocet C % Pocet | % Pocet R %
1998 3 100 0 0 0 0
1999 3 75 1 25 0 0
2000 3 100 0 0 0 0
2001 4 100 0 0 0 0
2002 6 85,7 0 0 1 14,3
2003 8 72,7 0 0 3 27,3
2004 7 46,7 0 0 8 53,3
2005 14 63,6 0 0 8 36,4
2006 7 31,8 1 4,5 14 63,7
2007 3 15,8 1 5,3 15 78,9
2008 13 46,4 0 0 15 53,6
2009 4 22,2 0 0 14 87,8
2010 5 27,8 0 0 13 72,2
2011 3 17,6 0 0 14 82,4
2012 7 19,4 2 5,6 27 75

C — citlivy, | — intermedialné citlivy, R — rezistentni

Vywoj rezistence na ciprofloxacin FN Brno
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Graf €. 13 Vyvoj rezistence na ciprofloxacin ve FN Brno za obdobi 1998 — 2012,

75 % rezistence k ciprofloxacinu 2012.
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9.5.5. Cefotaxim

Tabulka €. 14 Pocet kmenu citlivych na cefotaxim ve FN Brno za obdobi 1998 -

2012

Cefotaxim Pocet C % Pocet | % PotetR %
1998 3 100 0 0 0 0
1999 4 100 0 0 0 0
2000 3 100 0 0 0 0
2001 6 100 0 0 0 0
2002 7 100 0 0 0 0
2003 11 100 0 0 0 0
2004 15 100 0 0 0 0
2005 22 100 0 0 0 0
2006 23 100 0 0 0 0
2007 19 100 0 0 0 0
2008 27 96,4 1 3,6 0 0
2009 18 100 0 0 0 0
2010 18 100 0 0 0 0
2011 15 88,2 0 0 2 11,8
2012 35 97,2 0 0 1 2,8

C — citlivy, | — intermedialné citlivy, R — rezistentni
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Graf €. 14 Vyvoj rezistence na cefotaxim ve FN Brno za obdobi 1998 — 2012.

Prvni vyskyty rezistence na cefotaxim 2011 a 2012.
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9.5.6. Azitromycin
Tabulka €. 15 Pocet kmen citlivych na azitromycin ve FN Brno za obdobi 1998
- 2012

Azitromycin Pocet C % Pocet | % PotetR |%
1998 1 100 0 0 0 0
1999 0 100 0 0 0 0
2000 0 100 0 0 0 0
2001 2 100 0 0 0 0
2002 0 100 0 0 0 0
2003 0 100 0 0 0 0
2004 0 100 0 0 0 0
2005 0 100 0 0 0 0
2006 1 100 0 0 0 0
2007 1 100 0 0 0 0
2008 4 100 0 0 0 0
2009 0 100 0 0 0 0
2010 9 100 0 0 0 0
2011 17 100 0 0 0 0
2012 36 100 0 0 0 0

C — citlivy, | — intermedialné citlivy, R — rezistentni

Vyvoj rezistence na azitromycin FN Brno
40
35
30
25
20

Hc
LN
15 | OR
10
5 I

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
sledované obdobi

pocet pripadl

Graf €. 15 Vyvoj rezistence na azitromycin ve FN Brno
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9.5.7. Spektinomycin
Tabulka €. 16 Pocet kmenu citlivych na spektinomycin ve FN Brno za obdobi
1998 - 2012

Spektinomycin | Pocet C % Pocet | % Pocet R %
2011 4 100 0 0 0 0
2012 36 100 0 0 0 0

C — citlivy, | — intermedialné citlivy, R — rezistentni
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Graf €. 16 Vyvoj rezistence na spektinomycin ve FN Brno. Zavedeni testovani.

9.6. Souhrny vyvoj rezistence N. gonorrhoeae

Tabulka ¢€.17 Vyvoj rezistence ve FN Brno za obdobi 1998 — 2012

R PEN CRX TET CIP CTX AZI SPE
1998 0 0 0 0 0 0 0
1999 0 0 1 0 0 0 0
2000 0 0 0 0 0 0 0
2001 0 1 2 0 0 0 0
2002 0 0 0 1 0 0 0
2003 2 0 1 3 0 0 0
2004 1 0 3 8 0 0 0
2005 2 5 5 8 0 0 0
2006 9 7 10 14 0 0 0
2007 9 8 12 15 0 0 0
2008 2 7 12 15 0 0 0
2009 1 6 10 14 0 0 0
2010 1 7 7 13 0 0 0
2011 9 3 10 14 2 0 0
2012 18 4 15 27 0 0 0

R — rezistentni
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pocet

Graf €. 17 Vyvoj rezistence k danym antibiotikim ve FN Brno
9.7. Distribuce minimalni inhibiéni koncentrace

V nasledujicich tabukach a grafech je zobrazena distribuce

inhibicnich koncentraci (mg/l) (MIC) ve vybranych letech.

9.7.1. Penicilin

Tabulka €. 18 Vyvoj minimalni inhibi¢ni koncentrace penicilinu ve FN
vybranych letech 2006, 2009, 2012.
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Vyvoj MIC u penicilinu
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Graf ¢. 18 Vyvoj MIC penicilinu ve FN Brno

9.7.2. Cefotaxim

Tabulka €. 19 Vyvoj minimalni inhibi¢ni koncentrace cefotaximu ve FN Brno v
roce 2012
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Graf €. 19 Vyvoj MIC cefotaximu ve FN Brno
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10. Diskuze

Prvnim, dileZitym krokem je rozpoznani kapavky oSetfujicim Iékafem.
Vzhledem k tomu, ze az 80% Zen nemusi mit pfiznaky, mize byt stanoveni
diagnozy obtizné. Nespravna diagnéza muaze vést k chybné zvolené antibiotické
léCbé a snizuje moznost pozdéjsi identifikace neisserie. Stejné tak samolécba
pacienta, ktery uziva antibiotika bez fradného vysSetieni Iékafem, vede pouze k

doCasnému zmirnéni pfiznakd a mize vést k rozvoji rezistence.

NejcastéjSi misto odbéru pfi infekci pfedstavuje uretra, u Zen cervix, dale
rektum, krk a spojivky. Spravny odbér zajiStuje uspé&Snou naslednou
diagnostiku. Uspé&ch znaéné& ovliviiuji i transportni podminky. Teplota je
vyhodnéjSi nizsi, zpomali se metabolismus bakterii. Bohuzel pfi nizSi teploté
citlivéjSi bakterie hynou. Naopak vysoka teplota mlze vést k pomnozeni bakterii
bézné fléry a ty pak zastini vlastni patogeny. Mechanické vlivy — otfesy pfi
transportu mohou vést k vytfepani bakterii z tamponu do média a nasledné
faleSné negativité vySetreni. Jakékoli poSkozeni vzorku jej znehodnocuje a €ini
nepouzitelnym pro vysSetfeni a také mulze vést ke zkontaminovani celého

transportniho prostoru.

Po provedeni standartnich postupl preanalytické faze je material zpracovan
stanovenymi metodami. V pfipadé, Ze je pacient uz léCen antibiotiky, je k
dispozici metoda real-time PCR, ktera zachyti pfitomnost bakterialni DNA i v
pfipadé, Ze bakterie jiz neni zivotaschopna. V ostatnich pfipadech je material
naoCkovan na pfislusné pudy, natér na sklicku barven dle Grama. Po narustu
jsou kolonie ovéfeny mikroskopicky. Biochemicky urCime druh neisserie a
ovefime spravnost uréeni metodou MALDI-TOF. Standartné se u kolonii testuje
citivost na antibiotika. Hlavné diky narUstajici rezistenci k antibiotikiim,
standartné uzivanym k |éCbé je citlivost monitorovana. Lécba je pak
pfizplsobena povaze izolatu u kazdého pacienta. Kdyby nedoSlo ke zméné
|é€ebnych postupl dle citlivosti daného kmene, stanou se rezistentni kmeny
endemickou pfiCinou zvysSujiciho se pocCtu nakazenych. K tomu dochazi v
dusledku infekce rezistentnimi kmeny. Znaény podil na Sifeni infekce maiji také

cestovatelé.
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Monitorovani gonokokové citlivosti neni univerzalni, protoze incidence
endemické kapavky je nizka, ale i z rozvojovych zemi ziskdvame aktualni
udaje, protoze maiji prostfedky pro adekvatni testovani a surveilance programy,
které umoznuji pribézné posuzovani rezistance a sledovani novych trendu.
Globalni udaje o gonokokové citlivosti nejsou uplné a je tfeba na né nahlizet v

kontextu.®*

Gonokoky prokazatelné rozviji rezistenci jak ke starSim, levnéjSim
antibiotikiim, tak k nedavno objevenym preparatim. Existuje uzky vztah mezi in
vitro rezistenci a klinickym selhanim, proto by se antibiotikum nemélo uzivat je-li
vice nez 5 % kmend k nému rezistentni. V. mnoha ¢astech svéta jsou gonokoky
rezistentni k penicilinu a tetracyklinu a je bézna i rezistence k vice
preparatim.64 V nékolika vyspélych zemich jsou peniciliny stale uzivany s
vysokou efektivitou, ale jde-li o importovanou infekci, musi byt detekovana a
léCba pfizplsobena. Byla zjiSténa zkfizena rezistence mezi peniciliny a
dfivéjSimi generacemi cefalosporinl. V oblasti zapadniho Pacifiku a
jihovychodni Asie se objevila vyznamna rezistence k chinolonum, ktera se dale
Sifi.

Z udajli v grafické Casti prace jednoznacné vyplyva, Ze nejen pfibylo pfipadl
nakazy gonorrhoeou, ale také vyrazné narlista rezistence k antibiotik(im,
uzivanym k jeji 1é¢bé&. Tento narlist byl zaznamenan po celé Ceské republice.
Nejvétsi narlst byl v poslednich letech ve FN Brno zaznamenan u tetracyklina,
penicilinu, ciprofloxacinu, cefuroximu a v po&ateéni fazi i u cefotaximu. Uginnost
si zatim uchovaly preparaty azitromycin a spektinomycin. Dale také vidime, Ze v
minulosti byl rizikovéjSi skupinou veék 31 — 40 let, kdezto v souCasnégjSi dobé se
ji stava spiSe skupina 17 — 30 let. Stale zUstava vétsi pocCet nakazenych muzi
nez zen. | u zen doslo ke vzestupu poctu pfipadl a to v mladsi vékové skupiné
(17 — 30 let). Ve svété je u této vékoveé skupiny jednou z pfi€in vétsi zachyt u
homosexualnich muzud, eventuelné cestovatelska anamnéza do rizikovych
oblasti (napf. Thajsko). Je pravdépodobné, Zze i ve FN Brno muze byt vétsi
zachyt z téchto dlvodu, také diky vétsi sexualni otevienosti u mladsi vékové

kategorie.
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Vyrazny narust rezistence je patrny z pfislusnych grafu. Rezistence na penicilin
zacala vzrustat od roku 2004 a v roce 2012 je jen malo citlivych kmenu. V roce
2008 vidime vyrazny narust intermedialni citlivosti. Podle epidemiologického
Setfeni se pravdépodobné jednalo se o hromadny vyskyt (outbreak) pfipadu
vychazejici z jednoho zdroje.

Rezistence na cefuroxim zacala narlstat od roku 2005 (22,7%), do té doby
nebyl zaznamenan zadny rezistentni kmen. Cefuroxim je citlivy, protoze je vice
kmenu s produkci penicilinazy nez s jinymi druhy rezistence a tomu odpovida i
narust rezistence na penicilin.

Rezistence k tetracyklinim velmi markatné narista od roku 2005. V dalSich
letech dosahuje takovych hodnot (50 a vice %), Ze tetracykliny v regionu Brno
jiz nejsou dale doporucovany k lé¢bé kapavky.

Rezistence na ciprofloxacin je v sou¢asné dobé natolik vysoka (75 % v roce
2012), Ze nejsou k |éCbé kapavky pouzivany. Velmi zajimavy prvek je uplné
vymizeni kmenu s intermedialni citlivosti v obdobi od roku 2008 do roku 2011,
kdy kmeny nevykazovaly fazi snizeni citlivosti, ale jen citlivost nebo rezistenci.

U rezistence na cefotaxim je vidét trend, ktery se objevuje i ve svété a to Ze se
zacinaji objevovat kmeny na cefotaxim rezistentni. Zatim byly zachyceny pouze
dva pfipady v roce 2011 a jeden 2012, ale tyto pfipady musi byt brany jako
varovné signaly, které mohou pravdépodobné vést k rozvoji rezistence na dalSi
typ antibiotika, prozatim velmi uspésné pouzivaného k léCbé.

DalSim testovanym antibiotikem je azitromycin, jeho citlivost byla v letech 1999,
2000, 2002 — 2005 a v roce 2009 vySetfovana jen cilené na vyzadani
oSetfujicim lékafem. Od roku 2010 byl azitromycin zafazen do standardni
sestavy antibiotik pro testovani rezistence N. gonorrhoeae.

Poslednim testovanym antibiotikem ve FN Brno je spektinomycin. Tento
pripravek sice neni doposud v Ceské republice registrovany, ale je standardné
testovan od roku 2011 a to na zadost oSetfujicich Iékafu. Spektinomycin Ize v
CR ziskat na tzv. mimofadny dovoz pro pacienty s polyrezistentnimi kmeny,

pfipadné pro pacienty s vyskytem alergie na ostatni ATB.

V souhrnném grafu rezistence na stanovovana antibiotika Ize pozorovat fakt, Ze

od roku 2005 zacina narustat rezistence na penicilin, pak dochazi k poklesu
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rezistence a od roku 2010 rezistence znovu vyrazné pfibyva.

Stejny trend vyvoje pozorujeme i u tetracyklinl, které od roku 2005 zvySuji
rezistenci a tento trend si udrzuji. | u tetracyklint doSlo k poklesu rezistence v
roce 2010, ale jen nepatrnému na rozdil od penicilinu a stale tedy nejsou
doporucovany k lécbé. DalSim antibiotikem s velmi vyraznym narustem
rezistence je ciprofloxacin. Jeho rezistence stoupa skokovité, nejprve v roce
2004 a dal$i skokovy narust byl v roce 2005. Od té doby si udrzoval konstantni
miru rezistence. V roce 2011 doSlo ke tfetimu skoku v pocCtu rezistentnich
pfipadld smérem nahoru. Duvodem pro¢ tato tfi antibiotika vykazuji shodny,
vyrazny narlst rezistence zhruba ve stejném obdobi muze spocivat v
mechanismu chromozomaini rezistence N. gonorrhoeae. Protoze vSak nebylo u

izolatl provedeno vysetieni fenotypu, nelze toto jednoznaéné urcit.

Co se tyka cefalosporinu 3. generace, cefotaxim zUstava pouzitelny v terapii,
byl zaznamenan pouze vyskyt rezistence v roce 2011 ve dvou pfipadech, u
cefuroximu se v pribéhu let objevuji pfi testovani kmeny jak citlivé,
intermedialné citlivé tak rezistentni soucasné, pocet rezistenci je zatim v
poméru k citlivostem v mensiné, ale je to vyrazné individualni. Z grafu nakonec
plyne i nadéjny fakt, ze azitromycin a spektinomycin zatim maji nulovy pocet
pfipadl rezistence a jsou tak dalSi terapeutickou moznosti, dojde-li k selhani

cefalosporint 3. generace.

Posledni dva grafy znazorfiuji vyvoj minimalnich inhibi¢nich koncentraci u
penicilinu a cefotaximu, stanovené metodou E-testu ve vybranych letech. U
penicilinu je v roce 2012 zaznamenana nejCastéjsSi koncentrace 0,25 ug a 4 ug.
To odpovida zjisténi z pfedchoziho grafu naleziciho rezistenci k penicilinu, v
roce 2012 bylo nejvice kmenu rezistentnich a intermedialné citlivych. Stejné tak
si grafy odpovidaiji i v dalSich vybranych letech 2009 a 2006. U cefuroximu byl v
roce 2012 zaznamenan jen jeden rezistentni kmen.

Narust rezistence v8ak neni zalezitosti jedné zemé, ale tyka se stéle vétsiho
poCtu statl a stava se celosvétovym velmi obavanym problémem. Dfive
pomérné lehce Iécitelna gonorrhoea, jejiz pavodce byl citlivy k podavanym
antibiotiklim se stava chorobou, jejiz |é€ba se diky ziskanym faktorim
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rezistence ztiZila a antibiotikum je tfeba uvazlivé volit dle stanovenych citlivosti,
aby nedoSlo k rozSifeni rezistence i na antibiotika dosud rezistenci
odolavajicich.

Situace v CR je podobna jako ve svét&. Z Gdaji uvedenych v kapitole 7. se
muzeme presvecit, Ze narust rezistence byl zaznamenan i v Praze a v Ostrave,
jak poukazuje studie provedena v letech 2006 — 2010. Vysledky této studie
zaznamenaly snizeni po¢tu PPNG (penicilinazu produkujici N. gonorrhoeae)
kmenl a vétSina kmenl je QRNG (chinolon rezistentni N. gonorrhoeae). Na
rozdil od naSich vysledkd byly objeveny prvni kmeny rezistentni k azitromycinu
a se sniZzenou rezistenci k ceftriaxonu.

Stav v jinych zemich odrazi mezinarodni studie v oblasti zapadni Evropy,
testujici izolaty N. gonorrhoeae na citlivost k vybranym antibiotikim a
pritomnost jednotlivych typu rezistence. Byly pouzity izolaty z téchto evropskych
zemi: Anglie a Wales, Belgie, Francie, Italie, Némecko, Nizozemsko,
Portugalsko, Rakousko, Recko, Skotsko, Spanélsko, Svédsko. K analyze bylo
pouzito 1055 izolatd, 80 % byly izolaty z muzské uretry, rekta &i faryngu a 19 %
od Zen z cervixu, vaginy a uretry. Prvnim testovanym antibiotikem byl
azitromycin. Pouze 3 zemé& mély nulovou rezistenci, a to Francie, Recko a
Portugalsko. NejhorSi situace byla v Rakousku, nasledovalo Nizozemsko a
Svédsko, ostatni staty se pohybovaly pod hranici 10 % rezistence. Druhym
testovanym antibiotikem byl ceftriaxon, zde se malé procento rezistence
objevilo jen v Italii a Svédsku. QRNG kmeny se vyskytovaly velmi &asto, v
Rakousku vice nez 50 %, Svédsko, Belgie, Né&mecko blizko hranice 50 %,
Italie, Francie, Skotsko okolo 30 %, Portugalsko, Nizozemsko, épanélsko,
Anglie a Wales, v rozsahu mezi 10 a 20 % a nakonec se 7,6 % Recko. Déle se
testovala snizena citlivost k ciprofloxacinu, zde byly vysledky mirn&jsi, nejvétsi
podet rezistentnich izolath pochazel ze Spanélska, dalsi staty se pohybovaly v
rozmezi 0 — 5 %. Vyskyt typl rezistence jako CMRNG byl v priméru vSech
stata 8,7 %, PPNG v praméru 6,7 %, PPNG/TRNG v praméru 5,9 % a TRNG v
primeéru 6,2 %. Studie byla provedena v roce 2006 a vidime zde znaény narust
rezistence k chinolonim, azitromycinu a poc€inajici k ciprofloxacinu a

ceftriaxonu.
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Existuji jiz dva kmeny s vysokou urovni rezistence k cefiximu a ceftriaxonu a to
F89 a HO041. F89 byl objeven ve Francii, H 041 v Japonsku. Tyto kmeny jsou
velkou hrozbou, uspésné se Sifi po celém svété. Selhani 1éCby v dasledku
pfitomnosti kmene F89 bylo zaznamenano také v Norsku, Rakousku a Britanii.
Selhani lé¢by faryngealni kapavky bylo hlaSeno ze Svédska a ze Slovinska a
selhani 1&éEby urogenitalni infekce z Francie, kmen podezfely z rezistence k
ceftriaxonu byl hladen ze Spanélska. Byl zfizen Evropsky program pro kontrolu
rezistence gonokokul, a ten potvrdil v letech 2009 — 2010 snizeni citlivosti k
cefiximu, které je nejen Castéjsi, ale Sifi se po celé Evropé, zaroven zjistili, ze
klesa i citlivost k ceftriaxonu. Evropské centrum pro prevenci onemocnéni a
kontrolu vytvofil specifické cile pro minimalizaci dopadu rezistentni kapavky v
Evropé, ty zahrnuji zfizeni vice center ve vice zemich, testujicich citlivost
gonokoku, zajistujici sbér epidemiologickych a demografickych dat a zajisténi
srovnatelnosti vysledkl, dalSim cilem je co nejrychlejSi odhaleni nemocného
pacienta, ktery jiz prodélal selhani |éCby cefalosporiny, aj. Dojde-li ke
globalnimu rozSifeni, mohla by se gonorrhoea stat nelécitelnou nemoci.

V severnim Recku bylo také pozorovano rozsifeni rezistentnich gonokok( se
snizenou citlivosti k cefalosporinlim. Bylo zjisténo, ze bylo zvySeno MIC u
cefiximu a cefotaximu a objevila se vysoka rezistence k cefuroximu, cefoxitinu,
ceftazidimu a cefipimu. Skupinu izolatd se snizenou citlivosti k cefalosporinim
tvofily non-producenti penicilinazy, fluorochinolon rezistentni kmeny a multi
rezistentni kmeny, se snizenou urovni rezistence k penicilinu G, tetracyklinim,
erytromycinu a chloramfenikolu. V8echny tyto izolaty sdilely stejny plazmid a
byly stejného puvodu, ziskané z kozni a venerologické kliniky v Soluni.

Studie provedena v Tel Avivu v lzraeli v roce 2000, ve které se testovala
citivost 100 izolatd gonokokd k penicilinu, tetracyklinu, ciprofloxacinu,
ceftriaxonu a spektinomycinu. Studie prokazala vyraznou rezistenci k
ciprofloxacinu zpusobenou chromozomalnim typem rezistence. Vysoky pocet
intermedialné citlivych kmenu k penicilinu a tetracyklinm a 100% ucinnost
ceftriaxonu a spektinomycinu.

V USA byla prokazana rezistence k penicilinu, tetracyklinu, ciprofloxacinu a k
|éCbé se zde preferuje dualni terapie kombinujici intramuskularni a peroralni
podani antibiotik.
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11. Zavér

Pocet jedinci nakazenych gonorrhoeou v sou€asné dobé znacné stoupa a
gonorrhoea je tak, po infekcich Chlamydia trachomatis, druhou nejrozSifené&jsi
sexualné prenosnou chorobou. Rezistence k antibiotikim N. gonorrhoeae v
poslednich letech zna&né vzrostla, a to zejména k nékterym druhim antibiotik
jako jsou peniciliny, fluorochinolony nebo tetracykliny, aj. Rezistence i k
cefalosporinim 3. generace se u nas zatim nijak vyrazné neprojevuje, ve svété
je vSak velkym problémem ohroZujici uspésnost IéCby a zdravi populace. Nové
objevené, k cefalosporinim vysoce rezistentni kmeny H041 a F89 maji znacnou
tendenci Sifit se po celém svété a teoreticky mohou vytvofit z gonorrhoey
neléCitelnou nemoc. Rezistence N.gonorrhoeae je v soucCasnhosti znacné
diskutovanym tématem a velmi obavanou hrozbou vSech zainteresovanych
osob, bojujicich s touto bakterii.

Pro zachovani ucinnosti antibiotik je tfeba jak dnes, tak v budoucnu velmi
uvazlivé volit antibiotika k IéCbé, aby nebyl vyvijen nadmérny selekcni tlak
antibiotik, zna¢né podporujici rozvoj rezistence. Bude-li situace i nadale takto
zavazna, pak se mozna bude nutné obratit se k jinym cestam, napfiklad k cesté
hledani novych vysoce ucinnych antibiotik, abychom dokazali vylécit dfive tak

snadno |éCitelnou nemoc jakou je gonorrhoea.
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Obrazova pfiloha 1: Vzor zadanky pro vysSetfeni N.gonorrhoeae, zdroj: foto

autor

PFiloha 2: Vzorky, o¢kovani pud, podminky kultivace, zdroj: foto autor
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PFiloha 3: MALDI — TOF, zdroj: foto autor
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Priloha 4: Snizujici se citlivost k cefiximu 2010 a IéEné selhani cefiximem 2010
— 2012 v Evropé, zdroj: 101

FIGURE
Decreased susceptibility to cefixime in 2010 and reported cefixime treatment failures in 2010-2012, EU/EEA
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EU/EEA: European Union/European Economic Area.
Decreased susceptibility to cefixime is defined as a minimum inhibitory concentration (MIC)z0.25 mg/L.
This figure has been is adapted with permission from a map published in [9].
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Seznam zkratek:
ABC - rodina adenosintrifosfat vazebné kazety
AIDS - syndrom ziskaného imunodeficitu
Aj. - ajiné
APCI — chemicka ionizace za atmosferického tlaku
Apod. - a podobné
ARNG - azitromycin rezistentni N. gonorrhoeae
ATB - antibiotika
ATP — adenosin trifosfat
ASGP-R -asialoglykoproteinovy receptor
Atd. - a tak dale
Bp — pary bazi
C3b — rozstépena slozka komplementu
CEA — karcio embryonalni antigen
CEACAM - karcioembryonalni antigen bunécna adhezivni molekula
CD4+ - cluster znak T - lymfocytu
CMP-NANA - cytosin monofosfat — N-acetyl neuraminova kyselina
CMRNG — chromozomalni rezistencie N. gonorrhoeae
dATP — deoxy adenosin trifosfat
dCTP — deoxy cytidin trifosfat
DGI — diseminovana kapavcita infekce
dGTP - deoxy guanosin fosfat
DNA — deoxyribonukleova kyselina
dsDNA — dvouvlaknova deoxyribonukleova kyselina
dTTP — deoxy tymisin fosfat
ESI — ionizace elektron spreyem
GTP — guanosin trifosfat
Hb - hemoglobin
HSPG — heparansulfat proteoglykany
iC3b — inaktivovana rozstépena slozka komplementu
IgA - imunoglobulin tfidy A
IgG — imunoglobulin tfidy G
IgM — imunoglobulin tfidy M
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IL-1beta — interleukin 1 beta

IL-6 — interleukin 6

IL-8 — interleukin 8

KA — krevni agar

Kb — kilo baze

kDa — kilo dalton

LCAT - linkomycin, kolistin sulfat, amfotericin B, trimetoprim
LNnT — lakto — N - neotetraloza

LOS - lipopolysacharidy neisserii

LPS - lipopolysacharidy

MALDI-TOF — laserova desorpce/ionizace za ucasti matrice s detektorem doby

letu

MATE - rodina multilékového a toxického efektu
MFS — hlavni facilitatorova podrodina

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

min - minuta

ml - mililitr

MOP — mikrobialni obraz po$evni

m-RNA — mediatorova ribonukleova kyselina
NaCl — chlorid sodny

NAD — nikotinamidadenindinukleotid
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napf. - napfiklad

nm - nanometr

OPA - s nepruhlednosti asociované proteiny

PBP — penicilin vazajici protein

PCR - polymerazova fetézova reakce

PID — zanétlivé onemocnéni panve

PMN - polymorfonukleary

popf. - popfipadé

PorB — p6r B

PPNG - penicilinazy produkujici N. gonorrhoeae
QRNG - chinolon rezistentni N. gonorrhoeae
RNA — ribonukleova kyselina

r-RNA — ribozomalni ribonukleova kyselina

RND - rodina rezistentni nodulace bunécné divize
rntPCR — real-time polymerazova fetézova reakce
s - sekunda

ssDNA — jednofetézcova deoxyribonukleova kyselina
SMR - rodina malych multilékovych regulatort
STD - sexualné pfenosné choroby
Tag-polymeraza — Thermus aquaticus polymeraza
TNF- a — tumor nekrotizujici faktor alfa
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t-RNA — transferova ribonukleova kyselina

TRNG - tetracyklin rezistentni N. gonorrhoeae

tzv. - tak zvany

UK — Velka Britanie

USA — Spojené staty Americké

UVC — ultrafialové zafeni C

VCAT - vankomycin, kolistin sulfat, amfotericin B, trimetoprim
VCN - vankomycin, kolistin sulfat, nystatin

VCNT - vankomycin, kolistin sulfat, nystatin, trimetoprim
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