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— Souhrn

Bujénovou dilu¢ni mikrometodou a standardni diskovou difuzni metodou EUCAST byla vySetfena citlivost
k ciprofloxacinu, tetracyklinu a erytromycinu u konsekutivnich klinickych izolati Campylobacter jejuni (n = 693)
a C. coli (n=175), zaslanych 49 mikrobiologickymi laboratofemi v priitbéhu jednoho mésice do Narodni referenc-
ni laboratofte pro antibiotika SZU. Pfi interpretaci vysledki, ziskanych z 4608 méfeni kombinaci kmen-antibioti-
kum dvéma metodami a interpretovanych podle klinickych breakpointi EUCAST se vyskytly pouze dvé diskre-
pance (0,043 %) mezi hodnotou minimalni inhibice a pfislusnym primérem inhibic¢ni zony. Lze konstatovat, Ze
pii peclivém dodrZeni postupu vySetfeni je standardni diskova difuzni metoda EUCAST pro vySetfeni antibiotic-
ké citlivosti Campylobacter jejuni a C. coli vysoce reprodukovatelna.

The EUCAST broth dilution micromethod and standard disk diffusion method were used to test susceptibility to
ciprofloxacin, tetracycline, and erythromycin in consecutive clinical isolates of Campylobacter jejuni (n=693)
and Campylobacter coli (n=75) referred to the National Reference Laboratory for Antibiotics of the National
Institute of Public Health from 49 microbiological laboratories within one month. When considering the results
obtained in 4608 measurements of strain-antimicrobial combinations by two methods and interpreted according
to the EUCAST clinical breakpoints, only two discrepancies (0.043%) were found between the value of the mini-
mal inhibitory concentration and the respective inhibition zone diameter. It can be stated that as long as the
protocol is followed carefully, the EUCAST standard disk diffusion method for antimicrobial susceptibility testing
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of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli shows high reproducibility.
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Kampylobaktery jsou hlavnimi ptivodci bakteridlnich
stievnich infekci v Ceské republice od roku 2007, kdy na-
hradily ve vedouci pozici salmonely. V roce 2013 zptsobi-
ly kampylobaktery vice nez polovinu téchto infekci, sal-
monely jen necelou tietinu, a u necelych 20 % se uplatnily
shigely a jini bakteridlni pivodci [1]. Stfevni kampylobak-
teriézy jsou stejné jako salmonel6zy samotizdravné a 1éc¢-
ba antibiotiky je nezbytna jen ve vymezenych situacich (in-
fekce se zdvaznym prabéhem, u malych déti a t€hotnych,
nebo u osob se zavaznym zakladnim onemocnénim) [2].
Kampylobaktery jsou in vitro citlivé k fadé antibiotik, pro-
kazatelny klinicky ucinek na infekce zptisobené témito
bakteriemi maji zejména makrolidy, fluorochinolony a te-
tracykliny. Pro nizkou prevalenci rezistence, dobrou sna-
Senlivost, pouZitelnost u déti a minimum nezadoucich G¢in-
kt jsou makrolidy preferovanymi antibiotiky volby [2].

Vysetieni antibiotické citlivosti ptivodct infekcei je po-
ttebné pro volbu tc¢inné 1é¢by a je jedinym zdrojem infor-
maci pro epidemiologické monitorovani rezistence, ktera
je rozdilnd v zavislosti na druhu kampylobaktera, druhu
antibiotika, a na ptivodu a lokalité izolatu [3,4,5,6]. Obec-

né plati, Ze u druhu Campylobacter coli se antibioticka re-
zistence vyskytuje Castéji nez u C. jejuni, frekvence rezis-
tence k erytromycinu je bez ohledu na druh kampylobak-
tera pomérné nizka a k fluorochinolontim je Casta, izolaty
od zvirat jsou Castéji rezistentni k antibiotiktim neZ izolaty
od lidi a znaéné rozdily ve frekvenci antibiotické rezisten-
ce jsou mezi zemémi.

VySetreni citlivosti k antibiotikiim u Campylobacter spp.

Metodou volby pro vySetfeni citlivosti kultivaéné naroc-
nych bakterii, ke kterym kampylobaktery patfi, je stanove-
ni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) antibiotik. MIC
u kampylobakteri 1ze stanovit klasickou agarovou dilu¢ni
metodou nebo srovnatelné validni a prakti¢téjsi bujéonovou
diluéni mikrometodou [3]. Tyto metody se vSak vyplati
pouzivat pri vySetfeni vétSich souborti kment naroénych
bakterii z divodt ekonomickych (agarova diluéni meto-
da), respektive pro pozadavek na zkusenost s odecitanim
inhibice rdstu naro¢nych bakterii (bujénova dilu¢ni mikro-
metoda).

Pro vétsinu mikrobiologickych laboratofi, jejichZ hlav-
nim ukolem je rychle prokazat ptivodce infekce a v pripa-
dé bakterie vysetfit citlivost k pfislusnym antibiotikiim, je
metodou volby vySetieni citlivosti diskova difuze. Disko-
va difuzni metoda je odvozend od stanoveni MIC, na roz-
dil od ni ma vSak vétsi pocet omezeni. Je uréena k vysetre-
ni citlivosti rychle rostoucich nenaro¢nych bakterii a jeji
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pouZitelnost pro vySetfeni nékterych naro¢nych bakterii je
mozné jen u nékterych druhii a za presné definovanych
podminek. V roce 2006 sice vydala americka instituce Cli-
nical and Laboratory Standards Institute (CLSI) prvni me-
tody pro vySetieni citlivosti ndro¢nych bakterii, ale disko-
va difuzni metoda pro Campylobacter jejuni a C. coli
zahrnovala jen skrinink ciprofloxacinu a erytromycinu [7].
Systematicka analyza opakovaného méfeni pramért inhi-
bi¢nich z6n vytvarenych kolem erytromycinu a ciprofloxa-
cinu pfi pouziti breakpointi CLSI prokédzala u 174 kment
C. jejuni a C. coli pomérné nizkou reproducibilitu této me-
tody pro vysoky pocet nepfesnosti, které dosahly 10 % [8].

Evropska instituce European Committee on Antimicro-
bial Susceptibility Testing (EUCAST) zvefejnila 1.1.2013
metodu pro vysetfeni citlivosti a interpretaci vysledki MIC
a diskové difuzni metody pro druhy Campylobacter jejuni
a C. coli [9]. Tuto metodu jsme pouZili k ovéreni, zda dis-
kova difuzni metoda je vhodna pro ziskani reprodukova-
telnych vysledkt vySetfeni antibiotické citlivosti téchto
bakterii v rutinni praxi.

Kmeny kampylobaktert a metody vySetieni

Kmeny byly ziskany v rdmci studie prevalence antibiotic-
ké rezistence u kampylobakterti v Ceské republice, kterd je
podrobné popséna v jiné publikaci [6]. V pribéhu jednoho
meésice roku 2013 zasilalo 49 laboratofi sdruzenych v Pra-
covni skupiné pro monitorovani rezistence kmeny kampy-
lobakterti do Narodni referencni laboratofe (NRL) pro an-
tibiotika, z nichz 693 bylo v NRL pro E. coli a shigely
identifikovano jako C. jejuni a 75 jako C. coli. Citlivost
k ciprofloxacinu, tetracyklinu a erytromycinu byla vyset-
fena bujénovou dilué¢ni mikrometodou [10] v Mueller-Hin-
ton bujonu s 5 % defibrinované koniské krve a 20 mg/l
B-NAD a diskovou difuzni metodou na Mueller Hinton aga-
ru s 5 % defibrinované koiiské krve a 20 mg/1 B-NAD s dis-
ky ciprofloxacinu (5 mg), tetracyklinu (30 mg) a erytromy-
cinu (15 mg) [9]. Inkubace probihala pti41°C v anaerostatu
v mikroaerofilni atmosfére (CampyGen Oxoid). Po 24 ho-
dinach inkubace (pfi nedostate¢ném rastu po dalSich 24 ho-
dinach) byly odecitany hodnoty MIC a priméry inhibic-
nich zén. Naméfené hodnoty byly interpretovany podle
klinickych breakpointi EUCAST [9]. Ke kontrole kvality
byl pouzit kmen Campylobacter jejuni ATCC 33560 [11].

Porovnani vysledku vySetieni

citlivosti kampylobaktera bujénovou dilu¢ni metodou
a diskovou difuzni metodou

Na obrazcich 1-3 jsou scattergramy porovnavajici prameé-
ry inhibi¢nich zén s MIC ciprofloxacinu, tetracyklinu a ery-
tromycinu s vyznacenymi breakpointy pro odliSeni citli-
vych arezistentnich kment C. jejuni a C. coli. U obou druhti
kampylobakterti jsou breakpointy identické pro ciproflo-
xacin (MIC 0,5 mg/l, primér inhibi¢ni z6ny 26 mm), i pro
tetracyklin (MIC 2 mg/l, primér inhibi¢ni zény 30 mm),
odlisny breakpoint pro erytromycin maji C. jejuni (MIC
4 mg/l, primér inhibi¢ni zény 20 mm) a C. coli (MIC
8 mg/l, primér inhibi¢ni zény 24 mm). Z celkového poctu
4608 méreni MIC a priméra inhibi¢nich z6n tif antibiotik
u 768 kment byly diskrepance zaznamenany pouze ve dvou

pripadech (0,043 %), kdy vysledek vySetieni citlivosti dis-
kovou difusni metodou byl v jiné kategorii citlivosti nez
pri vysetfeni MIC. V obou pfipadech se diskrepance po-
tvrdily pfi opakovaném vySetieni. Uplna shoda vysledkii
(100 %) v kategorii citlivosti a rezistence byla u obou dru-
ht kampylobaktert a tetracyklinu, u C. coli a ciprofloxaci-
nuau C. jejuni a erytromycinu. Shoda vysledkt u C. jejuni
a ciprofloxacinu byla v 99,6 % a u C. coli a erytromycinu
v 98,7 %. Souhrnné srovnani vysledkil vySetieni citlivosti
ziskané bujonovou dilu¢ni mikrometodou a diskovou di-
fuzni metodou jsou v tabulce 1.

Chyba, kdy kmen C. jejuni rezistentni k ciprofloxacinu
(MIC 1 mg/l) byl podle vysledki diskové difuzni metody
citlivy (pramér inhibi¢ni zé6ny 26 mm), se poklada za vel-
mi zdvaznou (obrazek 1a). Zavazna chyba se vyskytlau jed-
noho kmene C. coli, ktery byl k erytromycinu citlivy (MIC
2 mg/l) avsak rezistentni podle vysledka diskové difuzni
metody (primér inhibi¢ni zény 22 mm) (obrazek 3b).
Vzhledem k tomu, Ze v obou pfipadech byly priméry inhi-
bicnich z6n v té€sné blizkosti prislusnych breakpointt, a pro
celkové nizky pocet diskrepanci (0,043 %) lze ziskané vy-
sledky povazovat za velmi pfiznivé pro podporu zavedeni
diskové difuzni metody EUCAST pro vySetfeni citlivosti
u C. jejuni a C. coli do rutinni praxe mikrobiologickych
laboratori.
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Obrazek 1a): CAMPYLOBACTER JEJUNI
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Obréazek 1b): CAMPYLOBACTER COLI
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Obrazek 1: Scattergram minimalnich inhibi¢nich
koncentraci (MIC) ciprofloxacinu a odpovidajicich pri-
méru inhibi¢nich zon kolem diski s 5 mg ciprofloxaci-
nu u konsekutivnich izolat Campylobacter jejuni (1a) a
C. coli (1b).
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Klinické breakpointy oddé€lujici citlivé a rezistentni
kmeny k ciprofloxacinu podle MIC a primeéra inhibi¢nich
z6n [9] jsou vyznaceny vodorovnou, resp. svislou pieruso-
vanou ¢arou. Na obrazku 1a) je zvyraznén jeden rezistent-
ni kmen C. jejuni (MIC ciprofloxacinu 1 mg/l), ktery vy-
tvéafel inhibi¢ni zénu o priméru 26 mm (v citlivé kategorii).

Clenové Pracovni skupiny pro monitorovani rezisten-
ce: Adamkova V. (VEN Praha), Bartonikova N. (Krajska
nemocnice T. Bati Zlin), Bartova M. (Thomayerova nemoc-
nice Praha), Bergerova T. (FN Plzeii), Bohunova Z. (Kraj-
skda nemocnice Liberec), Drozenova J. (Cube Praha),
Glasnak M. (Nemocnice Rudolfa a Stefanie BeneSov), Han-
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Obrazek 2a): CAMPYLOBACTER JEJUNI

> |91 7 6 4 12 25 21 15 15 9 4 5 2 1
8 11 1 1 1
4
E" 2
o 1 1
- 05 1 1
0,25 2 2 2 4 18
0,125 1 2 1 10 89
<0,063 2 3 1 5 6 320
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 2930 31 32 33 34 35 >35
primér inhibicni z6ny kolem disku s 30 pg tetracyklinu (mm)

Obrazek 2b): CAMPYLOBACTER COLI
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Obrazek 2: Scattergram minimalnich inhibi¢nich
koncentraci (MIC) tetracyklinu a odpovidajicich pra-
méru inhibi¢nich z6n kolem diski s 30 mg tetracyklinu
u konsekutivnich izolatt Campylobacter jejuni (2a) a C.
coli (2b).
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nemocnice), Niemczykova J. (ZU Ostrava-Havifov),
Ny¢ O. (FN Motol Praha), Ochvatovd B. (Spadia Ostrava),
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lastni nemocnice Kolin), Prusik F. (FNKV Praha), Rumle-

Klinické breakpointy oddélujici citlivé a rezistentni
kmeny k tetracyklinu podle MIC a primérii inhibi¢nich zé6n
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nou ¢arou.
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Obrazek 3a): CAMPYLOBACTER JEJUNI
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Obrazek 3b): CAMPYLOBACTER COLI
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Obrazek 3. Scattergram minimalnich inhibi¢nich
koncentraci (MIC) erytromycinu a odpovidajicich pri-
méru inhibi¢nich z6n kolem diski s 15 mg erytromyci-
nu u konsekutivnich izolata Campylobacter jejuni (3a)
a C. coli (3b)

primeér inhibiéni zény kolem disku s 15 ug erytromycinu (mm)

Klinické breakpointy oddélujici citlivé a rezistentni
kmeny k erytromycinu podle MIC a priméri inhibi¢nich
z6n [9] jsou vyznaceny vodorovnou, resp. svislou pieruso-
vanou ¢arou. Na obrdzku 3b ) je zvyraznén jeden citlivy
kmen C. coli (MIC erytromycinu 2 mg/l), ktery vytvérel
inhibi¢ni z6nu o priméru 22 mm (v rezistentni kategorii).

Tabulka 1: KORELACE MEZI MIC A PRUMEREM INHIBICNICH ZON U 693 KMENU CAMPYLOBACTER JEJUNI A 75 KMENU C. COLI

Bujonova diluéni mikrometoda Diskova difuzni metoda Shoda Typ chyby
Druh Antibiotikum (BDM) (DDM) BDM a DDM DDM
Breakpoint* C R Breakpoint** c R
C. jejuni ciprofloxacin 0,5 mgl 264 429 26 mm 265 428 99,6 % velmi zavazna
C. coli 21 54 21 54 100,0 % -
P N ~
C. jejuni fetracykiin 2 mg/ 471 222 30 mm 471 222 100,0 %
C. coli 51 24 51 24 100, % -
C. jejuni . 4 mg/l 692 1 20 mm 692 1 100,0 % -
erytromycin
C. coli 8 mg/l 73 2 24 mm 72 3 98,7 % zavazna

Vysvétlivky: * — rezistentni kmeny maji vy$8i MIC; ** — rezistentni kmeny maji mensi primér inhibicni zény; C — citlivy, R - rezistentni;
velmi zavazna chyba: rezistentni kmen oznacen jako citlivy, zdvazna chyba: citlivy kmen oznaéen jako rezistentni.
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