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1. Uvod

Kolistin je polymyxinové antibiotikum posledni volby pro 1é¢bu humannich infekei klinicky
rezistentnich gram-negativnich bakterii, jako jsou Enterobacteriaceae rezistentni na
karbapenemy (Tzouvelekis a kol., 2012). Kolistin se pouziva k terapeutickym t¢elim také u
zvitat uréenych k produkci potravin (Pardon a kol., 2012). Az donedavna byla rezistence na
kolistin omezena na chromozomalni mutace (Landman a kol., 2008). Situace se v roce 2015
zménila objevem plazmidy zprostiedkovavaného mechanismu rezistence viici kolistinu, tzv.
mcr-1 genu popsaného u bakterii izolovanych u zvitat, ze syrového masa a hospitalizovanych
pacienttl v Ciné (Liu a kol., 2016). Od té doby je vyskyt genu mcr-1 hlasen po celém svété u
lidi, zvitat a ze vzorkl zivotniho prostiedi (Schwarz a Johnson, 2016). Do roku 2019 bylo
postupné popsano dal§ich 9 mcr gent kodujicich kolistinovou rezistenci u enterobakterii jako

je Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae a Acinetobacter baumannii (Carroll a kol., 2019).

O prevalenci mcr genti v potravinach dostupnych v Ceské republice existuje pouze omezené
mnozstvi informaci. Proto jsme se v této studii zaméfili na hodnoceni miry vyskytu mcr-1 gend
u vzorku kufeciho masa z maloobchodni sité, které majoritné odpovidaji za kolistinovou

rezistenci.



2. Teoreticka ¢éast studie

2.1. Escherichia coli a jeji vyznam z hlediska zdravi ¢lovéka a driibezZe
Escherichia coli patii podle Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology (Scheutz a
Strockbine, 2005) do celedi Enterobacteriaceae, tad Enterobacteriales. Jedna se o
gramnegativni ty¢inku 1,1-1,5 x 2,0-6,0 uM, vyskytuje se samostatn¢, nebo v parech (viz
Obrazek 1). Patii mezi oxidaza negativni, chemoorganotrofni bakterie. Ma respiratorni i
fermentativni metabolismus. Fermentuje vétSinu sacharidd s tvorbou organickych kyselin a

plynu. Nefermentuje i-inositol a D-adonitol. Vé&tSina kment E. coli fermentuje laktozu.

Obrazek 1: Elektronova mikrografie E. coli O157:H7 (pfevzato z Scheutz a Strockbine, 2005)

A

E. coli patfi mezi zastupce piirozené mikrobioty traviciho traktu teplokrevnych zivocichu. Je

znamo, ze kromé nepatogennich kmeni existuji 1 patogenni sérotypy, které mohou u hostitele
vyvolat celou fadu onemocnéni, v ptipadé dribeze zejména tzv. ,kolibacilozu“. Patogenni
sérotypy literatura déli do minimaln¢ Sesti skupin: enteropatogenni E. coli (EPEC), v souc¢asné
dobé¢ pattici do skupiny ,,attaching-effacing E. coli (A/EEC), enterotoxigenni E. coli (ETEC),
enteroinvazivni E. coli (EIEC), difizné adherentni E. coli (DAEC) a shigatoxigenni E. coli
(STEC), casto oznaCované jako verotoxigenni E. coli (VTEC). Jako aviarni kolibacilozu
oznacujeme onemocnéni zpisobené sérotypy skupiny APEC, zejména sérotypy O1, O2 a O78

(Dziva a Stevens, 2008). Nejcastéjsi patologicko-anatomicky obraz onemocnéni zahrnuje



perihepatitis, aerosakulitis, perikarditis. Mize se objevit 1 peritonitis, salpingitis,

osteomyelitis/atrtitis apod. (Barnes a Gross, 1997).

Souvislost vyskytu E. coli u dribeze s onemocnénim byla zvetfejnéna v roce 1961 (Sojka a
Carnaghan, 1961). Dnes je jiz notoricky znamo, ze infekce jsou zplisobovany skupinou
escherichii oznacovanou jako APEC. Manifestace onemocnéni do znané miry zavisi na
virulenci daného kmene, zdravotnim stavu hostitele a na vnéjSich podminkach (napf. systém
chovu, slozeni krmné davky apod.). Onemocnéni zpravidla zacina septikémii, po niz nasleduje
nahly uhyn, nebo cela fada patologii, vyjmenovanych vyse v textu (Barnes a Gross, 1997).
V predkladané studii je sledovana rezistence ke kolistinu u E. coli vyizolované z dribeziho
masa, konkrétn¢ z masa kura domaciho; proto v textu neni vénovana pozornost dal§im druhiim
driibeze. Nicméné je tfeba upozornit na fakt, Ze napt. u krlit se onemocnéni Casto sdruzuje s
virovou infekci a jeho manifestace je pak zna¢né odlisna (Stehling a kol., 2003). Nej¢ast&jsimi
vstupnimi branami infekce jsou pochopitelné travici a respiracni aparat. Bylo zjisténo, ze
10 — 15 % vsech koliformnich bakterii, vstupujicich do traviciho traktu drubeze, je ze skupiny
APEC. V travicim traktu se koliformni bakterie obecné usidluji pomérné ochotné, vlivem
oslabeni/stresu pak mohou kolonizovat také extraintestinalni tkané. Je zfejmé, ze pritomnost
APEC v travicim traktu a potazmo v trusu predstavuje hygienické riziko napt. v prostredi
jateCniho zafizeni. V trusu se koliformnich mikroorganismi vyskytuje zna¢na koncentrace a
samotné APEC mohou perzistovat v prostiedi v mnozstvi az 10® KTJ/g (Dziva a Stevensem,
2008).

2.2. Antibiotikum kolistin: charakteristika, mechanismus pisobeni
Kolistin (Polymyxin E) je bazické polypeptidové antibiotikum s baktericidnimi ucinky,
pusobici na gramnegativni bakterie. Pivodné se jedna o produkt mikroorganismu Bacillus
polymyxa subsp. colistinus. Kolistin patii mezi polypeptidova antibiotika, jezZ jsou aktivni vici
bakteriim fadu Enterobacteriales a dale bakteriim rodd Pseudomonas a Acinetobacter
(Pomorska a kol., 2018). Cilovou strukturou kolistinu je lipopolysacharid (LPS) vngjsi
membrany gramnegativnich bakterii. Zde se diky svému kladnému néboji mize navézat,
zpisobit destabilizaci a zvySeni permeability membrany, uvolnéni bunééného obsahu

Z bakterialni buiiky a nasledné i jeji zanik (Lim a kol., 2010).

Kolistin I1ze podavat lokaln¢ 1 systémové pfi sepsich, pneumoniich, nebo zdvaznych infekcich
mocovych cest a v soucasné dobé je jeho hlavnim piinosem pouZziti pti [é€bé infekci vyvolanych

multirezistentnimi ptivodei, u nichz pfedchozi antibioticka 1é¢ba selhala (Benes a kol., 2009).



Jedna se tedy o tzv. ,,antibiotikum posledni volby*. Kolistin je antibiotikem nejen humanni, ale
i veterinarni mediciny. To podpofilo Sifeni rezistence k tomuto antibiotiku, zejména u cilovych
bakterii, tj. bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae (Kempf a kol., 2016). Nevyhodou kolistinu je
jeho pomérné vysoka toxicita, zejména nefrotoxicita, ale i ototoxicita a neurotoxicita (Trifi a

kol., 2016; Dai a kol., 2013).

Citlivost mikroorganismu ke kolistinu se tradi¢né stanovovala diskovou diftizni metodou, jejiz
vyuziti vSak bylo zpochybnéno. Kolistin se, vzhledem ke své chemické struktuie a
polykationické povaze, pomérné snadno adheruje na povrchy laboratorniho materidlu, coz
znacné komplikuje jeho in vitro analyzy spojené se stanovenim inhibi¢nich koncentraci (MIC)
(Shibata a kol., 2003). Dalsi nevyhodou vyse zminéné metody je fakt, ze pfitomnost surfaktantu
polysorbat 80 (P-80), ktery se v dané metod€ pouziva, s vysledky do jisté miry interferuje
(Miriagou a kol., 2010). Z téchto dtivodi se MIC v soucasné dobé doporucuje stanovovat tzv.
bujonovou mikrodiluéni metodu (CLSI, 2013), jejiz pouziti tato negativa eliminuje a o niz bude
pojednano dale v textu této studie. Jedna se o znacné rozsifenou, standardizovanou metodu,

vyuzivanou pro stanoveni MIC vSech antibiotik.

2.3. Rezistence ke kolistinu
Po obdobi chromozomalné¢ kdédované rezistence, kterd ma epidemiologicky omezeny potencial,
se v poslednich letech, zfejmé vlivem masivniho pouzivani kolistinu, zafala objevovat
rezistence plazmidova. Tento druh rezistence se velmi rychle §ifi, jak horizontalng, tak
vertikalné, coZ je v souc¢asné dob€ velkym problémem zejména v nemocnicich. Determinanty
kolistinové rezistence jsou geny mcr, umisténé na plazmidech. Koéduji fosfoetanolamin
transferazu, kterd je zodpovédnd za pfidani fosfoetanolaminu na lipid A vnéj$i membrany
gramnegativnich bakterii. Dochazi tak ke sniZeni zaporného naboje, coz znemoZuje navazani
pozitivn& nabitého kolistinu. Sifeni téchto gendl pfedstavuje zavazné epidemiologické riziko,
zejména pro pacienty nemocnicnich zatfizeni. Bylo dokdzéano, ze produkce genu mcr-1 zvySuje

MIC kolistinu 4 — 8krat (Poirel a kol., 2017).

Od roku 2016, kdy byl tento novy mechanismus rezistence poprvé popsan, bylo zjisténo jiz
nékolik variant téchto gentli. Podle dostupnych studii je zatim nejvice rozsifeny gen mcr-1, ktery
je prokazovan u klinickych izolatl po celém svété. Tento byl mj. z tohoto diivodu pouziti v
nasi studii.

Prvni zdznam o rezistenci ke kolistinu kédované mcr-1 genem pochézi z Ciny; jednalo se o

rezistenci u bakterii Celedi Enterobacteriaceae (Liu a kol., 2016). Do dnesniho dne byla
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zveiejnéna cela fada pfipadu rezistence, zejména u E. coli (Skov a kol., 2016; Al-Tawfiqg a kol.,
2017). Dalsi gen nesouci rezistenci ke kolistinu je mcr-2, jeho ptitomnost byla popsana u
hospodaiskych zvitat (prasata a hovézi dobytek) v Belgii (Xavier a kol., 2016). Jeho vyskyt v
dalSich zemich byl zatim sporadicky (Zhang a kol., 2018). V roce 2017 byl popsan vyskyt genu
mcr-3 u E. coli izolované z prasat v Ciné (Yin a kol., 2017) a mcr-4 gen ze salmonel a E. coli
u prasat z Belgie, Italie a Spanélska (Carattoli a kol., 2017). U driibeze byl v témZe roce
detekovan gen mcr-5 v Némecku (Borowiak a kol., 2017). Rok poté byla zvetejnéna detekce
genu mcr-6 v Moraxella pluranimalium, izolované z prasat ve Velké Britanii (AbuOun a kol.,
2018). Pivodné se mélo za to, ze se jedna o mcr-2.2 variantu. Dale byl detekovan gen mcr-7
(Klebsiella pneumoniae, druibez) a mcr-8 (K. pneumoniae, dribez, prasata, clovék) (Wang a
kol., 2018; Yang a kol., 2018). V roce 2019 byl popsan gen mcr-9 (Carroll a kol., 2019) a jako
posledni i mcr-10 (GenBank, accession number MN179494.1).

Muze se zdat, ze mcr rezistence je velmi recentnim fenoménem. Nicméné¢ retrospektivni studie
ukazaly, ze tento typ rezistence se vyskytoval jiz v 80. letech minulého stoleti (Shen a kol.,
2016). V soucasné dob¢ je situace alarmujici zejména proto, Ze se rezistentni bakterialni kmeny
Casto vyskytuji i u pacientl s infekcemi zplisobenymi multirezistentnimi kmeny bakterii, tedy

u pacientd s velmi omezenou moznosti antibiotické 1éCby.

2.4. Monitoring rezistence ke kolistinu

Kolistinovou bakterialni rezistenci, slouzici k mapovani rozsifeni mcr genti, monitoruje v ramci
tzv. celoevropského prizkumu na karbapenemy a/nebo kolistin rezistentni enterobakterie
(Europe-wide survey of carbapenem- and/or colistin-resistant Enterobacteriaceae; prizkum
CCRE) EARS-Net (European Antimicrobial Resistance Surveillance Network) spolu
s EURGen-Net (European Antimicrobial Resistance Genes Surveillance Network),
pfedstavujici mezinarodni sit' narodnich systémi surveillance antibiotické rezistence u
nejéastéji se vyskytujicich invazivnich bakterii na tizemi Evropy, kterou koordinuje Evropské
centrum pro prevenci a kontrolu infekénich onemocnéni (European Centre for Disease
Prevention and Control; ECDC) (ECDC, 2016).

Probihajici prizkum CCRE dopliiuje udaje o fenotypové antimikrobidlni rezistenci dostupné z
EARS-Net o genomické informace. Tyto poznatky dohromady poslouzi k identifikaci vysoce
rizikovych bakteridlnich klont, a pro ziskdni podrobnéjsiho porozuméni pfenosovym cestam.

Vysledky prizkumu CCRE budou pouZity na vnitrostatni a evropské urovni pro hodnoceni



rizik, rozhodovani a pro lepsi zacileni kontrolnich opatieni. Oc¢ekava se, ze v prizkumu CCRE

bude shromazdéno a analyzovano az 6000 izolati (ECDC, 2020).

Na tzemi Spojenych statli americkych je rezistence vici polymyxinim monitorovana siti
laboratofi pro antimikrobidlni rezistenci hlasici jednotlivé ptipady Narodnimu systémemu pro
sledovani antimikrobialni rezistence enterobakterii (National Antimicrobial Resistance
Monitoring System for Enteric Bacteria; NARMS) (CDC, 2020).

2.4.1. Situace ve svété
AZ donedavna byla polymyxinova antibiotika zahrnujici kolistin pouzivana pouze omezené
vzhledem Kk jejich toxicité, ktera omezuje jejich davkovani. Nedostatek terapeutickych
alternativ pro infekce zptisobené vysoce rezistentnimi gramnegativnimi bakteriemi vSak vedl
ke zvySenému pouzivani téchto antibiotik (Li a kol., 2019). Prvni hlasena kolistin-rezistentni
K. pneumoniae byla izolovana v Aténach v roce 2004 a kolistin-rezistentni enterobakterie se od

té doby rozsitily do celého svéta (Antoniadou a kol., 2007).

Plazmidova rezistence k polymyxiniim nesena genem mcr-1 byla doposud popséna u nékolika
riznych druhi enterobakterii, zejména u izolati E. coli, a dale napt. Salmonella enterica,
Enterobacter spp. a K. pneumoniae. Dle soudobé literatury zabyvajici se timto tématem, gen
mcr-1 je distribuovan v bakteriich na vSech kontinentech (Skov a Monnet, 2016). Neni zatim
zndmo, zda jeho $ifeni bylo zjednoho piivodniho zdroje (pravdépodobné Cina), &i se
mobilizoval v riznych ¢astech svéta nezavisle. Probihajici epidemiologické prizkumy by mély

poskytnout dulezita voditka (Poirel a kol., 2017).

Jesté¢ vroce 2009 byly miry rezistence gramnegativnich patogeni (Acinetobacter spp.,
Pseudomonas aeruginosa, E. coli a Klebsiella spp.) k polymyxinim hodnoceny jako nizké
(<0,1 % az 1,5 %) (Gales a kol., 2011), avsak oproti pfedchozim létim se zvySujicim se
trendem, pravdépodobné zapfiCinénym rozsdhlym, a/nebo neadekvatnim celosvétovym
pouzivanim polymyxinl k 1é€b¢ infekei pravé gramnegativnimi multirezistentnimi bakteriemi
(Poirel a kol., 2017). V soucasnosti Li a kol. (2019) uvadi miru rezistence E. coli ke kolistinu u
lidi do 1,1 %, u potravinovych zvitat v§ak az 21 % (viz Tabulka 1). Nejvyssi rezistence je pak
detekovana u klinickych izolati K. pneumoniae potravinovych zvifat, kde dosahuje hodnoty
témer 75 %. Nejcastéji se vyskytujici gen (mcr-1) kolistinové rezistence je dle Wanga a kol.
(2018) mozno identifikovat u izolatd E. coli s nejvyssi zaznamenanou mirou vyskytu v Ciné

(viz Obrazek 2).



Tabulka 1: Mira rezistence ke kolistinu vybranych mikrobt lidi a potravinovych zvitat (ptevzato z Li a kol., 2019)

Klebsiella pneumoniae Acinetobacter baumannii Escherichia coli Salmonella spp.
potravinova zvitrata 0-74,2% NA 0,2-21% 0-18,2%
lidé 1,5-6,8% 0-6,45% 05-1,1% 1,5%

Obrazek 2: Globalni distribuce a $ifeni genu mobilni rezistence na kolistin mcr-1 (pievzato z Wang a kol., 2018)

W Escherichia [ Klebsiella [C] Citrobacter
B Salmonella B Kluyvera ] Cronobacter
4 6 ‘ 1
® 2 ®
1@
P b z.
14 e o 3
- ®
2
1 1 10
% .
4
®
]
1
2

B

[ 1%

2.4.2. Situace v Ceské republice
Od roku 2018 probiha studie zamétfena na detekci gentt mcr, tj. ukazateld kolistinoveé rezistence.
Studii realizuje Narodni referen¢ni laboratot pro antibiotika (NRL pro ATB) ve spolupraci s

Veterinarni a farmaceutickou univerzitou (VFU) Brno.

~r o7

V NRL pro ATB jsou na ptitomnost genii mcr vysetfovany gramnegativni bakterie patiici do
fadu Enterobacterales (i ty pfirozené rezistentni ke kolistinu) a gramnegativni nefermentujici
bakterie nalezici k rodu Pseudomonas a Acinetobacter. Epidemiologicky zavazné geny mcr
jsou detekovany metodou multiplex PCR. Detailni typizace pozitivnich kmeni metodou

celogenomového sekvenovani nasledné probiha v laboratofich VFU Brno.

Kmeny rezistentni ke kolistinu (bez ohledu na druh klinického materialu) by mély
mikrobiologické laboratofe zaslat do NRL pro ATB pro nezbytnou konfirmaci rezistence ke

kolistinu a pritkaz ptitomnosti mcr genti. Konfirmac¢ni metoda je pro spolupracujici laboratoie



provadéna zdarma a neni Uctovana pojiStovnam. Monitorovani mechanismii rezistence ke
kolistinu slouzi k mapovani rozsiteni mcr genti u klinickych izolati v Ceské republice, je také
i pfedmétem vySe zminéné genomové surveillance karbapenem a/nebo kolistin rezistentnich

enterobakterii.

Rozséhlou studii zabyvajici se detekci rezistence ke kolistinu v driibezim mase ze zemi EU i
mimo EU zvefejnila Gelbicova a kol. (2019). Bylo zjisténo, ze v zemich EU i mimo ni bylo
21 % (18/86) izolata celedi Enterobacteriaceae pozitivnich na gen mcr-1. Prevalenci mcr
pozitivnich bakterialnich izolatd u hospitalizovanych pacientt v CR mezi 1éty 2008-2018
hodnotila ve své studii Zelendova a kol. (2019) s konstatovanim, ze mira vyskytu téchto gent

je zde pouze nizka (0,3 — 1,3 %).

2.5. Rezistence ke kolistinu u ¢lovéka
Po svém objeveni v roce 1947 byl kolistin v 50. letech pouzivan v Japonsku a Evrop¢. Poté, co
byl schvalen americkym ufadem pro potraviny a lé¢iva (U. S. Food and Drug Administration;
FDA) v roce 1959, byl kolistimetat, neaktivni prolécivo kolistinu, nahrazen kolistinem pro
parenteralni podavani (Bialvaei a Samadi Kafil, 2015). Kolistin a kolistimetat se Siroce
pouzivaly po cela desetileti k 1é¢bé infekei zplisobenych gramnegativnimi bakteriemi. V 70.
letech vSak bylo jejich pouziti z divodu toxicity, zejména nefrotoxicity (Magiorakos a kol.,
2012), znovu piehodnoceno. Nasledné tak byly nahrazeny novymi, aktivnéj§imi a méné
toxickymi antibiotiky, jakymi jsou aminoglykosidy, chinolony a B-laktamy. Poté bylo po dobu
20 let medicinské vyuziti kolistinu omezeno pouze na o¢ni a lokalni aplikaci. Systémovy
kolistin byl pouzivan jen u pacientt s cystickou fibr6zou. Rostouci prevalence gramnegativnich
multirezistentnich bakterii (Biswas a kol., 2012), zejména pak K. pneumoniae, A. baumannii a
P. aeruginosa, vSak piimé¢la lékafe znovu zavést systémové pouzivani polymyxint jako
terapeutickou moznost (Li a kol., 2006; Falagas a Kasiakou, 2005; Biswas a kol., 2012).
Vzhledem k nedostatku novych antibiotik je kolistin v sou€asnosti Casto jedinym G¢innym
antibiotickym ¢inidlem proti multirezistentnim mikroorganismiim, zejména bakteriim

produkujicim karbapenemézu.

V oblasti humanni mediciny se kolistin tedy v sou¢asnosti pouziva k 1é¢bé infekci zptisobenych
bakteriemi ¢eledi Enterobacteriaceae a je vétSinou lékem posledni volby u multirezistentnich
gramnegativnich ptuvodci (Al-Tawfiq a kol., 2017), coz jasn¢ poukazuje na dulezitost

Cv v

pouzivani tohoto antibiotika, CoZ se tykd i veterinarni sféry, jak ukazuji vysledky studie z Ciny,



kde byla detekovana rezistence ke kolistinu u pacienti s nulovou historii kolistinové terapii.
Vzhledem k tomu, Ze polovinu z nich tvofili farmafi, autofi usuzuji, ze rezidua z veterinarni

terapie/prevence muze hrat signifikantni roli (Luo a kol., 2017).

Infekce zptisobené multirezistentnimi bakteriemi, které ziskaly mcr gen vyzaduji slozitou 1é¢bu
a mohou byt pfi¢inou vyssi mortality. Je doporuceno rutinné testovat rezistenci ke kolistinu a
nasledn¢ pfitomnost mcr genii u vSech pacienti infikovanych, ¢i kolonizovanych
enterobakteriemi rezistentnimi ke karbapenemiim. V piipadé¢, Ze byl u pacientii prokazan kmen
(enterobakterie) nesouci gen mcr (a to bez ohledu na dalsi mechanismy rezistence k ostatnim
antibiotikiim) je doporucena jejich kontaktni izolace. U pacientli, kteti jsou infikovani
karbapeneméza pozitivnimi, nebo jinymi multirezistentnimi enterobakteriemi, a pfisli do
kontaktu s mcr pozitivnimi pacienty, nebo byli osetfovani stejnym nemocni¢nim personalem,

je zapotiebi provadét screening kolistinové rezistence.

Na tzemi Evropské unie/Evropského hospodatrského prostoru (EU/EHP) nedoslo mezi lety
2012 — 2016 ke statisticky vyznamnému rozdilu u v populaci vazeného priméru spotieby
polymyxint. V roce 2016 Cinila spotfeba polymyxinti v nemocnicich EU/EHP celkem 0,016
DDD na 1 000 obyvatel za den. U zemi vykazujicich srovnatelné udaje za vSechny roky béhem
let 2012 — 2016 doslo k nartstu u deviti zemi (Bulharsko, Dansko, Recko, Italie, Mad’arsko,
Malta, Rumunsko, Slovensko, Rumunsko a Slovinsko) a k poklesu u dvou zemi (Francie a
Irsko) (ECDC, 2017).

2.6. Rezistence ke kolistinu ve veterinarni sfére

Na rozdil od humanni mediciny se ve veterinarni medicing kolistin po desetileti hojné pouzival
a stale pouziva k 1é¢bé a prevenci infek¢nich chorob. Vétsina spotieby polymyxind odpovida
oralné podavanym formam v riznych podobach (premix, prasek nebo oralni roztoky). Hlavni
pouziti se tyka enterobakteridlnich infekci, a zeyména gastrointestindlnich infekci zptisobenych
E. coli v intenzivnich systémech chovu driibeze a prasat. Kromé tohoto bézného vyuziti pro
lé¢bu infekei, plni kolistin také funkci antibiotického stimulatoru rustu. V roce 2011 byly
polymyxiny patou nejproddvanégjsi tfidou antimikrobidlnich latek (7 %) pro lécbu zvitat
uréenych k produkci potravin v Evropé (Catry a kol., 2015). Po zdkazu antibiotickych
stimulatort rustu klesla v Evropé spotieba antibiotik u zvitat mezi 1éty 2011 — 2017 celkové 0
32 %, z toho polymyxint o 66,4 % — viz Graf 1 (EMA, 2019).

10


https://www.ecdc.europa.eu/sites/portal/files/documents/Final_2017_EAAD_ESAC-Net_Summary-edited%20-%20FINALwith%20erratum.pdf

Graf 1: Podil celkového prodeje cefalosporini 3. a 4. generace, fluorochinolont, chinolond a polymyxint pro
potravinova zvitata, v mg/PKJ, v 31 evropskych zemi, v roce 2017 (zadny prodej polymyxint ve Finsku, na Islandu

a v Norsku) (ptevzato z EMA, 2019)
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| pres rozsahlé pouzivani ve veterinarni sféfe ziistava mira rezistence vii¢i kolistinu u kment
E. coli ziskanych ze zdravych zvifat v mnoha evropskych zemich nizka (<1 %) (Kempf a kol.,
2013). Avsak rezistence na kolistin byla ¢astéji detekovana (10 %) mezi patogennimi kmeny E.
coli v Belgii u prasat (Boyen a kol., 2010) a vyskyt rezistence byl zaznamenan také u skotu
(Kieffer a kol., 2015). Nedavna studie provedena v Asii navic odhalila moznost horizontalniho
ptenosu z hospodaiskych zvitat na lidi (Olaitan a kol., 2015). Vzhledem k rostouci potiebé
zachovat G¢innost kolistinu pii 1écbé humannich infekci zptisobenych multirezistentnimi
bakteriemi, moznosti Sifeni kolistin-rezistentnich izolatd ze zvifat na ¢lovéka a neddvna
identifikace kolistin-rezistentnich enterobakterii zvifat, u nichz byly zjistény determinanty
kolistinové rezistence, je pouzivani kolistinu ve veterinarni mediciné¢ pifehodnocovano.
Naptiklad ¢inské ministerstvo zemédé€lstvi rozhodlo 0 zakazu kolistinu jako krmného aditiva

pro zvitata (Walsh a Wu, 2016).

V Cervnu 2016 Evropska agentura pro 1éCivé ptipravky rovnéz vydala stanovisko, v némz jsou
poskytovany aktualizované rady ohledné pouzivani kolistinovych produkti u zvifat v EU
s doporucenim ke snizeni pouzivani kolistinu zaroven bez zvySeného pouzivani (v mg/PKJ)
fluorochinolond, cefalosporinti 3. a 4. generace nebo celkové spotieby antimikrobidlnich latek

(EMA, 2016).

11



3. Experimentalni ¢ast studie

3.1. Material a metodika

3.1.1. Sbér vzorku
Tticet vzorkt kufeciho masa bylo v obdobi 1. — 15.3.2020 zakoupeno v maloobchodni siti
prodejen potravin v oblasti prazskych méstskych ¢asti Praha 2, Praha 11 a Praha 22. Po
zakoupeni byly vzorky v ptivodnim obalu umistény do chladicich boxt a transportovany do
laboratofe béhem 2 hodin v den odbéru. Vzorky byly skladovany pii 4 + 1 °C v laboratofi do

doby zpracovani nasledujici den.

3.1.2. lzolace E. coli
Zakoupené maso jakostni tiidy A bylo v piipadé 29 vzorkt prsnich kufecich fizkl pro Gcely
studie kolistinové rezistence pfitomnych kment E. coli asepticky rozemleto. Jeden vzorek
predstavovalo jiz z vyroby rozemleté dribezi maso — Viz seznam vzorku (Tabulka 2).
Pomnozovani a izolace E. coli ze vzorki zakoupeného masa bylo provedeno dle metodiky ISO
21528-1: Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal methods for the
detection and enumeration of Enterobacteriaceae. Stru¢né, po rozemleti bylo od kazdého
vzorku odebrano 25 g rozemletého masa do 225 ml peptonové vody po sterilizaci pii 121 °C
po dobu 15 min, ktera byla pfipravena smichanim 10 g bakteriologického peptonu (Oxoid,
Brno, Ceska republika) s 5 g chloridu sodného (Penta, Praha, Ceské republika) v 1 1 destilované
vody. Vzorek v peptonové vodé byl tfepan po dobu 10 min pfi 37 °C a 170 RPM na
automatické vyhtivané tiepacce Orbital Shaker-Incubator ES-20 (Biosan, Riga, Lotys$sko) a
nasledné inkubovan 24 hod pii 37 °C v termoboxu. Po 24 hod bylo 25 ml vzorku ptevedeno
do 225 ml Luria bujénu (Sigma-Aldrich, Praha, Ceské republika) — slozeni: 10 g/l pepton, 10 g/l
chlorid sodny, 5 g/l kvasni¢ni extrakt. Bujon se vzorkem byl poté opét inkubovan 24 hod pfi
37 °C v termoboxu. Nasledné bylo 20 ul vzorku bakteriologickou kli¢kou rozeteno na Petriho
misky s T.B.X. agarem (Oxoid, Brno, Ceska republika). Jedna se o selektivni, chromogenni
médium uréené pro detekci a enumeraci E. coli v potravinach a krmivech (slozeni: 20 g/l

pepton, 1,5 g/l Zlucova stl €. 3, 15 g/l agar, 0,075 g/1 X-glucuronid).
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Tabulka 2: Seznam testovanych vzorkd a jejich specifikace

cislo vzorku 1 2 3 4 5
Driibez Dysina — kureci
nazev Vocilka — kureci Dobré maso — kureci Vodnanskeé kufe — kureci | Vodnanské kufe — kufeci
prsni fizek bez klize a
vzorku prsni fizky prsni fizek prsni medailonky prsni Fizky
kosti
Cerstvé kureci hluboce zmrazené kuteci prsni Fizky
typ vzorku bez kliZe, cerstvy bez kdze, Cerstvé
maso délené driibezi maso krajené, cerstvé
ptvod . . . .
Ceska republika Polsko Ceska republika Ceska republika Ceska republika
vzorku
ochrannd
typ baleni mrazené ochrannd atmosféra ochrannd atmosféra ochranna atmosféra
atmosféra
DriibeZ Dysina
Drubezarsky zavod 3 . Vodnanska dribez,
vyrobce MRAZIRNY PLZEN — Vodnanska drlbez, a.s. Vodnanska dribez, a.s.
Klatovy a.s. - a.s.
DYSINA a.s.
kéd vyrobce CZ931ES CZ4288ES CZ921ES CZ921ES CZ921ES
Sarie L:0058 194224 L 1000022600 L 1000022800 L 1000022600
datum
5.3.2020 30.4.2021 7.3.2020 5.3.2020 4.3.2020
spotieby
Bidfood Czech
prodavajici Billa, spol. s.r.o. Penny Market s.r.o. NORMA, k.s. NORMA, k.s.
Republic s.r.o.
datum
1.3.2020 1.3.2020 1.3.2020 1.3.2020 1.3.2020
zakoupeni
cislo vzorku 6 7 8 9 10
Reznikova &erstva
nazev Kufeci steak bez kize
Kurata BD A VL porce — kuteci prsni Kuteci prsni fizky Kurata BD A VL
vzorku mlety
fizky
polotovar z ¢erstvého
kuteciho masa (99%
kufeci maso, 0,5%
kuteci prsni Fizky, Cerstvé kureci maso, kureci prsni Fizky,
typ vzorku jedla stl, smés koreni: Cerstvé maso
Cerstvé bez kiize Cerstvé
paprika, kurkuma,
skorice, extrakty
kvasinek)
ptvod . . . .
Ceska republika neuvedeno Ceska republika Ceska republika Ceska republika
vzorku
typ baleni pultovy prodej ochrannd atmosféra ochrannd atmosféra ochrannd atmosféra pultovy prodej
Vodnanska dribe?, DrlbeZéfsky zavod DrlbeZéfsky zavod
vyrobce Vodnanska drabez, a.s. Vodnanska drabez, a.s.
a.s. Klatovy a.s. Klatovy a.s.
kéd vyrobce CZ921ES CZ931ES CZ931ES CZ921ES CZ921ES
Sarie L 1000022600 L:0059 L:0059 L 1000022928 L 1000030600
datum
4.3.2020 6.3.2020 10.3.2020 7.3.2020 12.3.2020
spotieby
Albert Ceska Lidl Ceska republika Albert Ceska republika,
prodavajici PMU CZ, a.s. PMU CZ, a.s.
republika, s.r.o. V.0.S. s.r.o.
datum
1.3.2020 2.3.2020 2.3.2020 2.3.2020 8.3.2020
zakoupeni
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Pokracovani Tabulky 2

cislo vzorku 11 12 13 14 15
Vodnanské kure — DribeZ Dysina — kufeci .
nazev Reznikova Cerstva porce
Kufeci prsni fizky Kufeci prsni fizky kureci prsni prsni fizek bez kiize a
vzorku — kureci prsni fizky
medailonky kosti
bez kosti, bez kiiZe, kuteci prsni Ffizky hluboce zmrazené Cerstvé kureci maso, bez
typ vzorku cerstvé maso
Cerstvé krajené, cerstvé délené dribezi maso kGze
ptvod . . . .
Ceska republika Ceska republika Ceska republika Polsko Ceska republika
vzorku
ochrannd
typ baleni ochrannd atmosféra ochrannd atmosféra mrazené ochranna atmosféra
atmosféra
DribeZ Dysina
Vodnanska dribez, Rabbit Trhovy Vodnanska drubez, ; . DrlbeZzafsky zavod
vyrobce . MRAZIRNY PLZEN —
a.s. Stépdnov a.s. a.s. . Klatovy a.s.
DYSINA a.s.
kéd vyrobce CZ921ES CZ993ES CZ921ES CZ4288ES CZ931ES
Sarie L 1000030300 L: 72 2006451 L 1000030600 190942 L:0065
datum
10.3.2020 10.3.2020 12.3.2020 27.8.2020 15.3.2020
spotieby
Albert Ceska . Bidfood Czech Republic Lidl Ceska republika
prodavajici Tesco Stores CR a.s. NORMA, k.s.
republika, s.r.o. s.r.o. V.0.S.
datum
8.3.2020 8.3.2020 8.3.2020 8.3.2020 8.3.2020
zakoupeni
cislo vzorku 16 17 18 19 20
nazev Vodnanské kure — Vocilka — kufeci prsni Dobré maso — kureci
Zlaté kure — prsni fizky Zlaté kufe — prsni fizky
vzorku kufeci prsni fizky fizky prsni filety
Cerstvé drlibezi maso,
typ vzorku bez kliZe, Cerstvé Cerstvé dribeZi maso bez kiiZe, Cerstvé bez klze, Cerstvé
bez kosti a kiize
ptvod . . . . .
Ceska republika Ceska republika Ceska republika Ceska republika Ceska republika
vzorku
ochrannd
typ baleni ochrannd atmosféra ochrannd atmosféra ochrannd atmosféra ochrannd atmosféra
atmosféra
Vodnanska dribe?, DrlbeZéfsky zavod Rabbit Trhovy
vyrobce

Vodnanska drlbez, a.s.

Vodnanska dribez, a.s.

a.s. Klatovy a.s. Stépanov a.s.
kéd vyrobce CZ921ES CZ931ES CZ993ES CZ922ES CZ922ES
Sarie L 1000030600 L:0065 L 722006329 L 3000030300 L 3000031200
datum
13.3.2020 12.3.2020 11.3.2020 13.3.2020 22.3.2020
spotieby
prodavajici NORMA, k.s. Billa, spol. s.r.o. Penny Market s.r.o. Billa, spol. s.r.o. Billa, spol. s.r.o.
datum
8.3.2020 8.3.2020 8.3.2020 8.3.2020 15.3.2020
zakoupeni
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Pokracovani Tabulky 2

Vodnanska dribez, a.s.

cislo vzorku 21 22 23 24 25
Drlibez Dysina — Ceska draibe? — kuteci
nazev Dobré maso — kureci Vocilka — kuteci prsni
kureci prsni fizek prsni fizek bez kosti a Kufeci prsni fizky VL
vzorku prsni filety fizky
bez kliZe a kosti kdze
hluboce zmrazené
délené drlibezi maso, Cerstvé drlibezi maso,
typ vzorku délené drlbezi bez klze, Cerstvy Cerstvé dribeZi maso
hluboce zmrazené bez kosti a klize
maso
ptvod . . . .
Polsko Ceska republika Ceska republika Ceska republika Ceska republika
vzorku
typ baleni mrazené mrazené ochrannd atmosféra pultovy prodej ochrannd atmosféra
DrlibeZ Dysina
) . VAIGL A SYN spol. s Rabbit Trhovy DrlbeZzafsky zavod
vyrobce MRAZIRNY PLZEN —

. r.o. Stépanov a.s. Klatovy a.s.
DYSINA a.s.
kéd vyrobce CZ4288ES CZ4A31ES CZ993ES CZ921ES CZ931ES
Sarie 190942 20191118 L 722007333 L 1000031300 L:0071
datum
27.8.2020 18.11.2020 21.3.2020 19.3.2020 19.3.2020
spotieby
Bidfood Czech Bidfood Czech
prodavajici Penny Market s.r.o. PMU CZ, a.s. Billa, spol. s.r.o.
Republic s.r.o. Republic s.r.o.
datum
15.3.2020 15.3.2020 15.3.2020 15.3.2020 15.3.2020
zakoupeni
cislo vzorku 26 27 28 29 30
Vodrianské kure — Reznikova &erstva Reznikova &erstva porce | Reznikova &erstva porce
nazev Vodnanské kure —
kufeci prsni porce — kuteci prsni — kureci prsni Fizky — — kuteci medailonky z
vzorku kureci prsni fizky
medailonky fizky platky prsnich Fizka
kufeci prsni fizky Cerstvé kureci maso,
typ vzorku bez klize, Cerstvé Cerstvé kufeci maso Cerstvé kureci maso
krajené, cerstvé bez klize
puvod . . . . .
Ceska republika Ceska republika Ceska republika Ceska republika Ceska republika
vzorku
ochrannd
typ baleni ochrannd atmosféra ochrannd atmosféra ochrannd atmosféra ochranna atmosféra
atmosféra
rob Vodnanska dribe?, Vodnanska dribe?, DrlbeZéfsky zavod DrlbeZéfsky zavod DrlbeZzafsky zavod
vyrobce
a.s. a.s. Klatovy a.s. Klatovy a.s. Klatovy a.s.
kéd vyrobce CZ921ES CZ921ES CZ931ES CZ931ES CZ931ES
Sarze L 1000031300 L 1000031300 L:0072 L:0072 L:0071
datum
19.3.2020 20.3.2020 22.3.2020 21.3.2020 21.3.2020
spotieby
Lidl Ceska republika Lidl Ceska republika Lidl Ceska republika
prodavajici NORMA, k.s. NORMA, k.s.
V.0.S. V.0.5. V.0.S.
datum
15.3.2020 15.3.2020 15.3.2020 15.3.2020 15.3.2020
zakoupeni
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3.1.3. Testovani kolistinové rezistence diagnostickym testem
Po 24 hod inkubace byla pfi pozitivnim nartstu jedna kolonie zelené zbarvené E. coli (viz
Obrazek 3) odebrana z T.B.X. agaru pro zjisténi miry rezistence ke kolistinu pomoci in vitro
diagnostického kvalitativniho imunologického testu k rychlé detekci enzymu mcr-1, NG-Test
MCR-1 (NG Biotech, Guipry, Francie). Princip metody spociva v resuspendaci bakterialni
kolonie v extrakénim pufru. Esej se provadi nanesenim vzorku do kazetkové jamky. VVzorek
migruje smérem ke konjugacni podlozce a pokud je pfitomen, mcr-1 enzym reaguje se
znacenymi anti-mcr-1 monoklondlnimi protiladtkami. Tento komplex migruje pies
nitrocelulosovou membranu diky kapildrnim sildm a interaguje s anti-mcr-1 mySimi
monoklonalnimi protilatkami imobilizovanymi na testovaci zon¢ (T). Kontrolni prouzek (C) je
tvofen znaCenym streptavidinem a znacenymi monoklondlnimi protildtkami. Ty reaguji s
biotin-BSA a kozimi polyklonalnimi protilatkami imobilizovanymi na membrang, které jsou
namifené proti mysim protilatkdm. Pokud je vzorek pozitivni na mcr-1, na testovaci zoné (T)
a na kontrolni zoné¢ membrany se objevi ¢erveny prouzek (C). Pokud je testovany vzorek

negativni, objevi se pouze jeden ¢erveny prouzek v kontrolni zoné (C) (viz Obrazek 4).

Obrazek 3: Narust E. coli po inkubaci na T.B.X. agaru Obrazek 4: Negativni NG-Test MCR-1

AR
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3.1.4. Testovani kolistinové rezistence bujonovou mikrodilu¢ni metodou
Kolistinova rezistence izolovanych bakterialnich kolonii E. coli bujénovou mikrodilu¢ni
metodou byla hodnocena na zakladé stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) dle
pokyni Institutu pro klinické a laboratorni standardy (CLSI, 2013), a na zakladé laboratorniho
manualu ECDC pro detekci a charakterizaci rezistence ke karbapenemum a kolistinu v ramci
pruzkumu enterobakterii rezistentnich na karbapenem a/nebo kolistin (ECDC, 2019). In vitro
stanoveni MIC bylo provedeno v 96jamkovych mikrotitraénich destickach — design desticky
viz Obrazek 5. Pocate¢ni koncentrace Kolistinu pro testovani byla 8 pg/ml. Pro urceni
rezistence/citlivosti izolovanych kmeni E. coli ke kolistinu byla pouzita sulfatova sul kolistinu
(dale pouze ,kolistin“) od firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika). Desticky byly
inokulovany bakteridlni suspenzi o kone¢né hustoté 5 x 10° KTJ/ml, ktera byla kontrolovana
pomoci McFarland Densitometer Biosan DEN 1 (BioTech, Ceska republika), a inkubovany pii
37 ° C po dobu 24 hod. Bakterialni rust pied a po inkubaci byl hodnocen spektrofotometricky
pomoci ¢teCky mikrotitracnich desticek Tecan Infinite® 200 PRO (Tecan Group Ltd.,
které vedly ke snizeni bakterialniho rastu o 80 % Vv porovnani s kontrolou ristu bakterii bez
kolistinu. Nasledna vizualizace bakterialniho ristu byla provedena pfidanim 20 pl thiazolylové
modfi (Sigma-Aldrich, Praha, Ceskd republika) do kazdé jamky mikrotitraéni desticky.
Validace metody byla provedena testovanim MIC kolistinu pro sbirkovou bakterii E. coli, ktera
slouZzi jako referen¢ni standard pro testovani citlivosti bakterii k tomuto antibiotiku. Jedna se o
kmen z Americké sbirky typovych kultur (American Type Culture Collection; ATCC), E. coli
ATCC 25922. Vsechny bakterialni kmeny izolované ze vzorki byly testovany v triplikatu.
Vyslednou MIC kazdého kmene piedstavuje modus ziskanych hodnot. Na zakladé tzv.
breakpoints, které stanovuje Evropsky vybor pro testovani citlivosti k antimikrobikiim
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; EUCAST), byly jako kolistin
rezistentni hodnoceny ty kmeny izolované E. coli, jejichz MIC byla > 2 ug/ml, a jako senzitivni

ty, jejichz MIC < 2 pg/ml (EUCAST, 2020a).
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Obrazek 5: Design mikrotitraéni desti¢ky pouZity pfi zjistovani MIC kolistinu u jednotlivych bakterialnich kmenti E. coli izolovanych ze vzorka drubeziho masa z maloobchodni
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3.2. Vysledky
Mira prevalence bakterialni kontaminace kmeny E. coli, sledovana v této studii, odpovida
hodnoté¢ 60 % — pozitivné testovano 18 vzorkii namlet¢ho masa z celkového poctu 30
testovanych — Tabulka 3. Rezistence/citlivost ke kolistinu vsech testovanych kmend E. coli
izolovanych ze vzorkil kufeciho masa z maloobchodni sité po pomnozeni byla provedena
diagnostickym testem NG-Test MCR-1 (NG Biotech, Guipry, Francie) a bujonovou
mikrodilu¢ni metodou. Validace bujonové mikrotitratni metody byla provedena ve tfech
opakovanich a v triplikatu zjisténim MIC kolistinu vuci bakterialnimu kmeni E. coli ATCC
25922. Vysledek tohoto testovani potvrdil spravnost provedeni a nastaveni experimentu, kdy
MIC kolistinu vuci standardnimu kmenu E. coli s hodnotou 0,25 pg/ml odpovida referenénimu

rozmezi EUCAST 0,5 — 1 pg/ml i CLSI 0,25 — 2 pg/ml (EUCAST, 2020b; CLSI, 2019).

Jako Kkolistin-rezistentni bylo na zakladé stanoveni MIC identifikovano 11 kmend z 18
testovanych (61 %). Zbylych 7 kmeni, u kterych byla E. coli izolovana (39 %), bylo na zakladé
mikrodiluéni bujonové metody hodnoceno jako senzitivni a vykazalo MIC v rozmezi
0,25 —1 pg/ml — viz Obrazek 6. Na zakladé vysledki uvedenych v Tabulce 3 Ize konstatovat,
ze V piipadé ptitomnosti E.coli ve vzorku masa, rezistentni kmeny se nachazely v mase
z pultového prodeje v obou testovanych vzorcich (2/2; 100 %), v 8 vzorcich masa baleného

v ochranné atmosféie (8/14; 57 %) a v 1 vzorku masa zmrazeného (1/2; 50 %).

NG-Testem MCR-1 byla detekovana rezistence u 10 kmenu izolovanych bakterii (56 %) a
8 kment bylo vyhodnoceno jako kolistin-senzitivni (44 %). Na zaklad¢ vysledkd hodnoceni
MIC byly diagnostickymi testy vyhodnoceny 4 vzorky (22 %) jako falesné pozitivni a 5 vzorki
(28 %) jako falesné negativni. Shoda mezi diagnostickym testem a bujonovou mikrodilu¢ni
metodou byla pozorovana tedy v 50 % pfipadi — u 9 testovanych vzorki. FaleSna negativita
diagnostického testu miZe byt vSak zplsobena pfitomnosti kolistinové rezistence u kmene
E. coli, u niz je tato indukovana jinym nez mcr-1 genem. V tomto piipadé by bylo mozné
konstatovat, ze zjiSténa rezistence ke kolistinu na zakladé stanoveni MIC péti vzorkd, u nichz

diagnosticky test neodhalil ptitomnost mcr-1, by byla zptisobena jinou variantou mcr genu.
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Tabulka 3: Vysledky testovani rezistence/citlivosti vzorkd rozemletého kuteciho masa ke kolistinu bujéonovou

mikrodiluéni metodou a diagnostickym testem NG-Test MCR-1

Cislo MIC NG-Test Cislo MIC NG-Test Cislo MiIC NG-Test
vzorku | [pg/ml] | MCR-1 vzorku | [pg/ml] | MCR-1 vzorku | [pg/ml] | MCR-1
1 >8 pozitivni 11 >8 pozitivni 21 NA -
2 >8 negativni 12 >8 pozitivni 22 NA -
3 >8 pozitivni 13 0,25 pozitivni 23 NA -
4 >8 pozitivni 14 0,5 negativni 24 NA -
5 >8 negativni 15 1 pozitivni 25 NA -
6 >8 negativni 16 >8 negativni 26 NA -
7 >8 negativni 17 1 pozitivni 27 NA -
8 1 negativni 18 0,25 pozitivni 28 NA -
9 NA - 19 0,5 negativni 29 NA -
10 >8 pozitivni 20 NA - 30 NA -
Legenda:
kolistin-senzitivni kolistin-rezistentni

NA — nebyla detekovana pfitomnost E. coli ve vzorku
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Obrazek 6: Ptiklad vizualizace vysledk mikrodiluéni bujonové metody v 96ti jamkové mikrotitraéni desticce se vzorky E. coli 12 (kolistin-rezistentni; MIC >8) a 13 (kolistin-

senzitivni ; MIC = 0,25 pg/ml) na zakladé barveni thiazolylovou modii
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3.3. Diskuze
Potravinovy fetézec mize z globalniho pohledu velice vyznamné podporovat celosvétove Sifeni
bakterialni antibiotické rezistence a vznik multirezistentnich kmenti mikroorganismi. Sifeni
rezistence bakterii schopnych odolavat G¢inkiim kolistinu ptfedstavuje zavazné zdravotni riziko
jak v humanni, tak ve veterinarni medicin€¢. Masivni nekontrolované uzivani Kkolistinu ve
veterinarni mediciné pro kontrolu infekci a jejich profylaxi piispélo k vyznamnému zvyseni
prevalence bakterii rezistentnich na kolistin (Kempf a kol., 2016). V humanni medicin¢ se
kolistin pouziva jako antibiotikum posledni instance u pacienti infikovanych
multirezistentnimi gramnegativnimi bakteriemi (Al-Tawfiq a kol., 2017). Zurfluh a kol. (2017)
ve své studii naznacuji, ze potravni fetézec mize byt dilezitou cestou pienosu plazmidi
nesoucich gen mcr-1, a ze za jeho Sifeni v potravinovém fetézci mohou byt zodpovédné spise
nékteré ,,epidemické” plazmidy nez specifické klony E. coli. Z téchto divodi je celosvétove

rezistence bakterii ke kolistinu monitorovdna (ECDC, NARMS a;.).

Obecné lze konstatovat, Ze v Evropé jsou v porovnanim s hovézim a vepfovym masem mcr
geny kolistinové rezistence Castéji detekovany u bakterii ze vzorki dribeziho masa (Zajac a
kol., 2019;). El Garch a kol. (2018) ve sv¢é studii sledujici vyskyt mcr-pozitivnich enterobakterii
u hospodaiskych zvitat v 11 evropskych zvifat mezi lety 2002-2014 detekuju 1,2 % mcr-1-
pozitivnich E. coli. Studie provedena ve $vycarské maloobchodni siti potvrzuje pfitomnost mcr-
1 genu u 25,8 % kuteciho a kritiho masa (Zurfluh a kol., 2017). V Brazilii byla ptitomnost E.
coli s mer-1 detekovana v 19,5 % testovanych maloobchodnich vzorkl kufeciho masa a jater

(Monte et al., 2017).

Prvni mecr-1-pozitivni E. coli byla v Ceské republice v roce 2017 pozorovana Karpiskovou a
kol. (2017) v kratim mase importovanym z Polska. Aktualni prevalenci bakterii s mcr geny
v kriitim mase prodavaném v Ceské republice hodnotila Gelbi¢ova a kol. (2020). Jeji studie
prokézala vysokou miru vyskytu mcr-1 zprosttedkované kolistinové rezistence enterobakterii
(70,6 %), coz je vysledek shodny s vysledky této prace, kdy kolistin-rezistentni bakterie E. coli

byly identifikovany v 60 % testovanych vzorkl kufeciho masa z maloobchodni sité.

Vysledky soucasnych studii prokazuji zvysujici se miru vyskytu mcr pozitivnich bakteridlnich
izolatl enterobakterii u potravinovych zvitat a produktti z nich ziskavanych. Jednim z hlavnich
zdroju kolistin-rezistentnich mikroorganismu jsou chovy driuibeze a také driibezi maso. Tento
fakt potvrzuje nutnost monitoringu a naslednych opatfeni ke zpomaleni §ifeni kolistinové

rezistence.
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4. Zavér
Kolistinova rezistence bakterii je celosvétové se Sificim a prohlubujicim se problémem jak
vV humanni a veterinarni medicing, tak v chovech potravinovych zvifat vzhledem k tomu, ze
nejnovej$i  poznatky naznaCuji moznost horizontdlniho pifenosu. NejvyznamnéjSim
rezervoarem tohoto negativniho fenoménu jsou chovy dribeze a také driibezi maso. Z tohoto
divodu byla v této studii hodnocena prevalence kolistinové rezistence u bakterii E. coli
izolovanych ze vzorki kufeciho masa z maloobchodni sité v Ceské republice na zakladé
stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci bujonovou mikrodilu¢ni metodou a rychlym
diagnostickym testem pro detekci pfitomnosti mcr-1 gent kodujicich rezistenci ke kolistinu u
bakterii. Nase vysledky ukazaly, Ze mira vyskytu kolistin-rezistentnich kment E. coli ve
vzorcich kufeciho masa z maloobchodni sité v Ceské republice dosahuje 60 %. Tato hodnota
ptedstavuje vysokou prevalenci kolistin-rezistentni E. coli. Velka pozornost by proto méla byt
vénovana neptetrzitému fenotypovému a genotypovému sledovani a shromazd’ovani udajii 0
bakterialni rezistenci ke kolistinu v humannim i veterindrnim prostiedi, coz umozni zésah proti

v

jakémukoli rychlému $ifeni mcr-pozitivni E. coli, ¢i jinych enterobakterii.
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