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ABSTRAKT

Literarni reSerSe shrnuje zakladni vlastnosti antibiotik, jejich rozd€leni a
charakteristiku, hlavné vybranych skupin pouzivanych v minulosti a soucasnosti k 1é¢b¢
kapavky. Dale nasleduje morfologicky popis Neisserie gonorrhoeae a jeji vyvoj
antibiotické rezistence, kterd se stava celosvétovym problémem. V ramci téchto kapitol
je popsana i kapavka, jeji klinicky pritbéh s moznymi nasledky a souc¢asnou pouzivanou
1é¢bou. Soucasti prace jsou teoreticky popsané laboratorni metody vyuzivané na detekci

Neisserie gonorrhoeae a k posouzeni citlivosti k antibiotikiim.

Néplni praktické €asti je porovnani citlivosti kmenli Neisserie gonorrhoeae k 6
vybranym antibiotikiim, archivovanym ve Stitnim zdravotnim tustavu. Vzorky byly
zaslané ze spolupracujicich ceskych pracovist vramci plosné studie Surveillance
antibiotické rezistence. Postup se bude drzet doporuceni Evropského centra pro prevenci
a kontrolu infekénich chorob (ECDC). Mezi testovanymi vzorky byly kmeny rezistentni
na azitromycin a ciprofloxacin. Prace také zkoumala souvislost mezi rezistenci, lokalizaci

infekce a sexualni orientaci pacientd.

Vyskyt rezistentnich kmenli byl zaznamenan jak u heterosexudll, tak i u muzi
majicich sex s muzi (MSM). VéEtsi procentudlni zastoupeni rezistenci se vSak objevilo u

MSM s vyskytem genitélni infekce.

Klicova slova

Antibioticka rezistence; surveillance program; Neisseria gonorrhoeae; antibiotika; E-

test; kapavka.



ABSTRACT

The literature review summarizes the basic properties of antibiotics, their division and
characteristics, especially of particular groups used nowdays and in the past for the
treatment of gonorrhoea. Following part is focused on the morphological description
of Neisseria gonorrhoeae and its development of antibiotic resistance, which is becoming
a worldwide problem. Gonorrhoea, its clinical symptoms with possible after-effects and
current treatment are also described within the chapters. The theoretical part also includes
description of laboratory methods used to detect Neisseria gonorrhoeae and to assess its

antibiomicrobial resistance.

The practical part is dealing with a comparison of the Neisseria gonorrhoeae resistance
to 6 selected antibiotics, archived in the National Institute of Public Health. The samples
were sent from the cooperating Czech institutes within the framework of a nationwide
antibiotic resistance surveillance study. The laboratory part will follow the
recommendations of the European Centre for the Prevention and Control of Infectious
Diseases (ECDC). Among the tested samples, the samples were azithromycin and

ciprofloxycin resistant.

The result shows relation between resistance and place of infection. Resistant strains
were discovered in heterosexual and men who have sex with men (MSM). The bigger
number of resistance appeared in group MSM with genital infection.

Keywords

Antimicrobial rezistence, Surveillance program, Neisseria gonorrhoeae; E-test;

gonorrhoea
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1 UVOD

Neisserie gonorrhoeae zpusobujici pohlavné pfenosné onemocnéni — kapavku, je uz
od starovéku vyhradné lidsky patogen. Priibéhem staleti si vyvinula faktory virulence a
po zacatku antibiotické éry, 1 rizné mechanismy rezistence. Bakterie postupné vyvinula
rezistenci na penicilin a dale na vétSinu bézné¢ pouzivanych antibiotik. V soucasné dob¢

zustavaji posledni moznosti 1€cby cefalosporiny (cefixim, ceftriaxon) a azitromycin.

Od nartstu hladsenych antibiotickych rezistenci se Evropské centrum pro prevenci a
kontrolu infekénich chorob (ECDC), rozhodlo zalozit projekt EURO-GASP, zabyvajici
se vyzkumem a kontrolou antibiotické rezistence. Souéasti projektu je i Ceska republika,
ktera sbiranim, archivaci a vySetfovanim rezistence vzorkl ve Statnim zdravotnim ustavu

(SZU) prispiva k surveillance antibiotické rezistence Neisserie gonorrhoeae.

Vysetiovani rezistence se fidi doporuc¢enymi postupy ECDC. Zpracovava se souvislost
mezi rezistenci na urcité typy antibiotik a mezi pohlavim, zptisobem ptenosu infekce a
mistem infekce. DalSim dilezitym faktorem jsou téZ ptfidruzené infekce, které mohou

ovlivnit vyvoj rezistence.

Vsechny znamé udaje, které se v ramci projektu ziskavaji, napoméhaji nejen v oblasti
prevence, ale i probihajicimu vyzkumu gonokokovych vakcin. Je dilezité, aby se
predeslo nartistu nakaZenych osob a s tim souvisejicim vyvojem novych mechanisml
rezistence. Multirezistentni kmeny N. gonorhoeae by mohly znamenat v podstaté

nevylécitelnou kapavku.
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2 CILE PRACE

Cilem teoretické casti je shrnuti poznatkli o antibioticich a bakterii Neisseria
gonnorhoeae, zejména jeji vzrastajici antibiotické rezistenci. Bude popsana morfologie,
faktory virulence, prinik do organizmu a interakce s hostitelskym imunitnim systémem,

coz souvisi s klinickym obrazem kapavky.

Hlavnim cilem prace bude popis rozvoje rezistence k antibiotikim u gonokokii,
vySetenim citlivosti na vybrand antibiotika metodou E-test. Dil¢im cilem bude vysledny
rozbor vysledkt znazornénych v grafech, které budou porovnavat zkoumané souvislosti

rezistence a pohlavi, sexuélni orientace nakazené osoby, mista nédkazy a dalSich faktort.

12



3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

3.1 Antibiotika

Antibiotika jsou antimikrobni latky, které mohou byt pfirozeného nebo umélého
puvodu. Jako pfirozeny produkt jsou tvofené pievazné plisnémi nebo bakteriemi a
slouzi jim na obranu nebo komunikaci s ostatnimi organismy. Po chemické strance, se
jedné o riznorodé¢ slouceniny, které selektivné poskozuji struktury nebo metabolizmus

prokaryotnich bun€k s minimalnimi u¢inkem na buniky eukaryotické (Benes 2018).
3.11 Mechanismus ucinku

Ve farmakologii existuje velky pocet variaci antibiotik, které se li§i podle velikosti
molekul a téZ chemickou stavbou. Od téchto vlastnosti se také odvijeji mechanismy
uc¢inku antibiotika na cilovou strukturu. Cilova struktura je misto v buiice, kde se podany
1€k vaze a zabrani nékteré funkci bakterialni bunky. Antibiotikum muize G¢inkovat na
bunécnou sténu, ovlivnit syntézu bilkovin, DNA, kyseliny listové nebo i RNA

polymerazu a tim inhibovat jejich funkci (Schindler 2014).

Podle mechanizmu, jakym antibiotikum plisobi a poskozuje cilovou strukturu
rozliSujeme baktericidni a bakteriostaticky ucinek. Baktericidni ucinek zplsobuje
degradaci bakterie a bakteriostaticky jenom zpomali nebo zastavi mnozeni bakterie.

Parametry vyjadiujici u€innost antibiotik jsou:

1) Minimalni antibakterilni koncentrace (MAC)

e nejniZsi koncentrace antibiotika, kterd je potfebna na zménu
morfologie nebo metabolizmu bakterie, aby doSlo ke
zpomaleni infekce, naptiklad ovlivnéni adheze k bunkdm;

2) Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)

e MIC je nejniZsi koncentrace antibiotika, kterd je pottebna

k zastaveni rlstu kolonii a v praxi se pouziva jako jediny

ukazatel k urCeni ucinnosti antibiotik;

13



3) Minimalni baktericidni koncentrace (MBC).

e nejniz§i koncentrace antibiotik, kterd usmrti bakterie a
podobn¢ jako MAC, se v bézné praxi, kvili ndrocnosti
nepouziva;

Jelikoz jsou nékteré bakterie citlivéjsi a jiné naopak odolnéjsi je obtizné stanovit
hranici mezi bakteriocidnim a bakteriostatickym ucinkem. Bakterocidni schopnost
antibiotika neni absolutni.Vybrané typy baktericidnich antibiotik mohou piisobit na
odolné bakterie pouze jako bakteriostaticka. Vzhledem k tomuto faktu byla stanovena
arbitrarni hranice, kterd udava teoretickou hodnotu, kdy by antibiotikum mélo byt
baktericidni, nebo bakteriostatické vzhledem ke konkrétni bakterii. Hranice se stanovila
podle hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), kterd je charakterizovand jako
minimalni koncentrace antibiotika potfebna na zastaveni rtstu populace bakterii. Za
baktericidni jsou povazovana antibiotika, kterym pti dosazend baktericidniho G¢inku
potiebuji koncentraci v organizmu maximalné 2 aZ 4krat vyssi, nez je MIC. Nenastane
tak obvykle problém s jejich toxicitou pro makroorganizmus. Naopak, pokud musi byt
minimalni koncentrace antibiotika na hranici snasenlivosti pfipravku pro organizmus,
coz je vétSinou o mnoho vyssi koncentrace nez MIC, antibiotikum oznacujeme za

bakteriostatické (Benes 2018; Schindler 2014).

3.1.2 Klasifikace antibiotik

Existuje vice zpusobu, jak délit antibiotika. Dle zékladnich schémat miizeme

antibiotika dé€lit podle chemické struktury a podle mechanismu tc¢inku (Benes 2018).
3.1.2.1 Déleni antibiotik na ziakladé chemické struktury

Podle chemické struktury délime antibiotika na: peniciliny, cefalosporiny,
karbapenemy, monobaktamy, flurochinolony, aminoglykosidy, glykopeptidy a
lipoglykopeptidy, makrolidy, inkosamidy s streptograminy; tetracykliny, oxazolidinony;
sulfoamidy, ketolidy, ,glycinglyciny a makrocyklicka antibiotika. Od objeveni antibiotik
se stale pridavaji nové skupiny, které jsou vice ¢1 mén¢ podobné ucinkem a mechanizmem
pusobeni. Potfeba objevu novych antibiotik souvisi ve velké mife s antibiotickou
rezistenci. Jednou z mnoha bakterii, ktera si rozvinula multirezistenci na nize uvedena

antibiotika je Neisseria gonorrhoeae (Etebu a Arikekpar 2016).
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1) Beta-laktamova antibiotika

Spole¢na struktura B-laktamovych antibiotik je 3-uhlikovy a I-nitrogenovy kruh,
taktéz nazyvany Ctyf¢lenny B-laktamovy kruh, ktery zptsobuje jejich vysokou reaktivitu.
Navazanim na specidlni penicilin-biding proteins (PBP) inaktivuje enzymy, které jsou
potfebné na vystavbu a upravu peptidoglyganu, napt. transpeptidazy. Do této skupiny

patii peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy a monobaktamy (Etebu a Arikekpar 2016).

Antibiotika z fady B-laktamt se vyuzivaji hlavné pii akutnich infekcich a jich
vyhodou je pouziti u velkého spektra pacientd napiiklad gravidnich zen, novorozenct i
seniorti. Vyhodou pouziti je selektivni zasah molekul antibiotika do metabolizmu
peptidoglykanu, ktery se pfirozené v lidském téle nevyskytuje. B-laktamy jsou tudiz
netoxické a jejich vedlejsi G€inky jsou mirné a nespecifické. Vyjimkou je podavani
davky v tadech desitek grami na den, kdy se B-laktamy mohou vazat na receptory pro
kyselinu y-aminomaselnou (GABA — receptory) v centralni nervové soustavé a

vyvolavaji psychotické reakce, nebo kiece (Benes 2018).

2) Makrolidy, azalidy a ketolidy

Makrolidova antibiotika jsou tvofend 14—16¢lennym laktonovym kruhem, na kterém
jsou ve dvou mistech piipojeny glykosidickou vazbou molekuly sacharidu. Podle Gpravy
a poctu postrannich skupin laktonového kruhu, maji jednotliva antibiotika patfici do této
skupiny, rozdilny u¢inek. Mechanismus ucinku spo¢iva v inhibici proteosyntézy. Navazi
se na bakterialni ribozomalni podjednotku 50 S a zabrani syntéze peptidového fetézce a
nasledné zplisobi pied¢asné uvolnéni transferové ribonukleové kyseliny (tRNA). Do této
skupiny patii hlavné klaritromycin, roxitromycin, spiramycin, azitromycin a telitromycin.

(Schindler 2014, Etebu a Arikekpar 2016).

Vyuziti makrolidovych antibiotik je velice vyznamné hlavné u atypickych bakterii,
napf. mykoplasmata, chlamydie. TaktéZ jsou velice u¢inné na kultivaéné¢ narocné
gramnegativni bakterie, napi. Bordetelly a Legionelly (Schindler 2014, Etebu a
Arikekpar 2016).
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3) Tetracykliny

Tetracykliny jsou zakladni Sirokospektra, bakteriostaticka antibiotika. Jejich jadro je
tvofené Ctyfmi linedrnimi aromatickymi kruhy. D¢Eli se podle metody syntézy na tzv.
generace. Tetracykliny, které byly vytvofené biosyntézou, jsou tetracykliny prvni
generace. Jako semisynthetické se oznacuji tetracykliny druhé generace a do tfeti

generace patfi tetracykliny vyrobené synteticky (Etebu a Arikekpar 2016).

Mechanizmus uc¢inku spociva v zabranéni pristupu tRNA na ribozomalni podjednotku
30 S zablokovanim mista A. Jejich akumulace v bufice je zavisla na typu transportu, ktery
nebyl prokazan v eukaryotické buiice, a proto je eukaryotickd buitka odolnd Zakladni
zastupce tetracyklinovych antibiotik shrnuje tabulka 1 (Bene§ 2018; Etebu a Arikekpar
2016).

Tabulka 1- Rozdéleni tetracyklinii a ptiklady antibiotickych p¥ipravkii

Podskupina tetracyklini Néazev antibiotika
l.generace Oxytetracyklin,tetracyklin
2.generace Doxycyklin

3.generace Tigecyklin

Tetracykliny 1. a 2.generace U€¢inkuji na gram pozitivni a negativni bakterie, ale 1 na
nékterd mykoplazmata a parazity. Jediné antibiotikum pouzivané z 3.generace je
Tigecyklin a je pouzivané pro lécbu fady infekci zpusobenych bakteriemi, které si

vyvinuli rezistenci na 1. a 2.generaci (Benes 2018).

4) Chinolony

Chinolony jsou antibiotika tvofena odvozenim od kyseliny 4-chinolon-3-
karboxylové. Zakladnim antibiotikem této skupiny je kyselina nalidixova, kterd se pak
riznymi Upravami zacala synteticky vyrabét v novych a u¢innéjSich formach. Jednou
z mnoha uprav bylo pfidani fluoru do zékladni struktury, ¢imZ vznikly fluorochinolony.

(Bush et al. 2020)
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Fluorochinolony jsou samostatna skupina antibiotik, kterym ptidani fluoru na pozici
6. uhliku, zvysilo antibakteridlni i¢inek. Mechanizmus u¢inku spo¢iva v inhibici dvou
druhti topoisomerazy II. (gyrdza) a topoisomeraza IV. Diilezitost spravné funkce

enzymu ovliviiuje zejména cely prubéh transkripce (Benes 2018, Bush et.al. 2020).

Topoisomeraza, znama téz jako gyraza zabezpecuje svinuti molekuly DNA do
superSroubovice a topoisomeraza IV zabezpecuje oddé€leni dcetfiného vldkna od
matefského pii transkripci. Zablokovani enzymu vede k baktericidnimu ucinku

antibiotika (Benes 2018, Bush et.al. 2020).

Podle uprav struktury se déli na generace podobné jako u skupiny tetracyklinovych
antibiotik, na zaklad¢ chemické struktury a vztahu reaktivity po navazani funkcnich
skupin. Spektrum uc¢inku zdlezi na generaci jednotlivych pfipravki, primérné jsou
zaméfeny vuc¢i gramnegativnim bakteriim. Jejich rozdéleni s ptiklady je uvedené

v tabulce ¢.2 (Benes 2018, Bush et.al. 2020).

Tabulka 2- Rozdeleni chinolonovych antibiotik a priklad nejvyznamnéjsich pripravki

Typ Piiklad antibiotika Bakterialni ucinek

l.generace Non-fluorované: Ecterobakterie neisserie
kyselina nalidixova

Fluorované: flumechin

2.generace Ciprofloxacin, norfloxacin Chlamydie,mykoplazmata,
mykobakterie
3.generace Moxifloxacin, delafloxacin Gram positivni bakterie

3.1.2.2 Déleni antibiotik na zakladé ptisobeni

1) Pisobeni na bunéénou stenu bakterii

Zékladni stavbou stény baktérii, at’ jiz gram pozitivni nebo gram negativni je
peptidoglykan. Peptidoglykan je polymer, ktery se sklad4 z N-acetyl-glukosaminu
(NAG) a kyseliny N-acetylmuramové (NAMA). Zakladni funkce spoc¢iva v udrzovani

tvaru buniky a zabranéni jejimu rozpinani (Benes 2018).
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Vnitini prostor buriky je hyperosmolarni vii¢i okolnimu prostfedi a samotna
bunéna membrana neni schopné zadrzet velké molekuly, které by zptisobili lyzu
bakterie. Na syntéze peptidoglykanu se podileji rizné enzymy, které spojuji molekuly

NAG a NAMA do vlaken a posléze do pevné sité (Benes 2018).

Pro zajiSténi nepropustnosti peptidogykanu, musi jeho molekuly tvofit pevnou a
pravidelnou sit’. Antibiotikum, které ptisobi na buné¢nou sténu bakterie, zablokuje
enzymy potiebné pro syntézu peptidoglykanu a tim nevznikne plné funkéni polymer.
Velké molekuly nejsou zadrzeny, miizou piechazet do bunky a nastava lyza bakterie.
Do této skupiny patii antibiotika ze skupiny p-laktamatt (peniciliny, karbapenam,
oxapenam, karbapenem, oxapenem, cefalosporiny, karbacefem, moxalaktam) (Benes

2018).

2) Pusobeni na buné¢nou membranu

Obal bakterii je tvofen bakterialni st€énou, pod kterou se nachdzi cytoplazmaticka
membrana. U gram negativnich bakteriich se nachdzi vnitini i vnéj$i membrana, mezi
kterymi je ulozeny peptidoglykan. Gram pozitivni bakterie maji jenom jednu
membranu, ktera je ulozena pod peptidoglykanem a je tvotfena lipidovou dvouvrstvou.

(Egan 2018).

V bakterialni membrané dochézi k bunéénému dychdni a je mistem kde je
soustfedéna tvorba adeninozintrifosfatu (ATP). Antibiotika, kterd piisobi na bakteridlni
membranu, poskozuji jeji morfologickou strukturu nebo metabolickou funkci. Proto
ucinek antibiotik je fatdln€j$i pro aerobni bakterie, nez pro anaerobni Podle stavby
antibiotika existuje vice €inkll na bakteridlni membranu. Jestlize ma antibiotikum jeden
konec hydrofilni nebo hydrofobni, piisobi jako detergent a antibiotika, kterd obsahuji
vétsi mnoZstvi aminoskupin plsobi jako polykationty zplsobujici rozpad vné&jsi
membrany buiiky. Tyto Gginky se oznaCuji poskozeni morfologie. Uginek na
metabolizmus maji antibiotika, ktera vytvati v cytoplazmatické membrané péry nebo
kanalky, tim dochazi k poruseni elektrochemického gradientu buiiky a poruSeni tvorby
ATP. Pii ztrat€¢ funkce membrany, maji antibiotika rychlej$i ucinek na bakterie
v klidovém stavu i aktivnim stavu. Do této skupiny patii antibiotika ze skupiny

cyklickych lipopeptidi, peptidova antibiotika a aminoglykosidy (Benes 2018).
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3) Inhibitory funkce nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny jsou linedrni polymery. Hlavni funkci nukleovych kyselin je
uchovavani a ptenos genetické informace. Zakladni jednotkou nukleovych kyselin jsou
purinové baze, fragmenty kyseliny trifosfore¢né a cukerné slozky. Cukerna slozka mtze
byt tvofena B-D-ribézou nebo B-D-2-deoxyribozou. Na zdklad¢ cehoz rozliSujeme
DNA (deoxyribonukleova kyselina) a RNA (ribonukleova kyselina). V buiikach se
genetickd informace uchovava ve formé DNA, ale podle dogmatu molekuldrni biologie
je RNA dilezita predevsim z hlediska pfenosu genetické informace a ma také

enzymatické funkce, které jsou patrn€ na ribozomech (Benes 2018; Kodicek et al. 2015).

DNA bakteridlni bunky je té€sné svinuta do super Sroubovice, kterd zaujima uvnitt
buiikky co nejmensi objem. Takto uloZzenda DNA neni pouzitelnd pro replikaci a

transkripci, a proto se pomoci specialni skupiny enzymi nazyvanych topoisomerazy,

rrrrr

Skupina topoizomerdz obsahuje enzymy ocislované od I — IV. Mezi nejznamé;jsi
topoisomerazy, patii topoisomeraza I, ta nepiimo spojuje a povoluje jedno vlakno DNA.
Béhem tohoto procesu sbaluje ¢i rozbaluje super Sroubovici. Na rozdil od
topoisomerazy II, ktera rozpléta dveé spojené molekuly DNA. VSechny procesy dopliiuje
topoisomeraza IV, kterd povoluje torzni napéti a vyrovnava pnuti mezi jejimi useky.
Podle inhibice vyse popsanych dé&ji, rozliSujeme antibiotika z této skupiny na inhibitory

topoizomeraz a inhibitory RNA-polymerazy (Benes 2018, Kodicek et al. 2015).
4) Inhibitory syntézy bilkovin
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probihd v procesu translace, a jedna se proces, ktery nasleduje po vyse zminéné replikaci
a transkripci. DulezZitou soucésti procesu transkripce je ribozom, ktery se sklada
z ribozomalni RNA (rRNA). Jednotlivé typy rRNA tvoii dvé podjednotky malou a
velkou. Na malou podjednotku ribozomu se vaze vznikajici fetézec mRNA a na velkou
podjednotku se navaze tRNA s aminokyselinou (Etebu a Arikekpar 2016, Kodicek et al.
2015).
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Nasledné se podle trojice bazi, tzv. kodonu napojuji ptislusné aminokyseliny, az do
chvile, kdy dorazi ke stop kodonu zplsobujiciho navazani molekuly vody misto
aminokyseliny. Po odd¢leni vzniklého proteinu se velkd a mald ribozomalni
podjednotka rozd€li a tim proces translace konc¢i (Etebu a Arikekpar 2016, Kodicek et
al. 2015).

Vzniklé proteiny jsou velmi dilezité pro metabolismus a dalsi vitadlni procesy v
bakterialni bunce. Jakékoliv poruSeni procesu syntézy proteini, vede rozvratu
metabolismu bakteridlni buiiky a ukonceni jejiho rastu, pfipadné az bakteriolyze.
Antibiotika, kterd inhibuji proteosyntézu se déli na dvé podtiidy, podle inhibice malé
nebo velké podjednotky ribozomu. Inhibitory velké podjednotky zabranuji navazani
aminokyseliny na jiz syntetizovany fetézec. Naopak inhibitory malé podjednotky

zabranuji navdzani aminoacyl-tRNA na ribozom (Etebu a Arikekpar 2016).

I kdyz do skupiny inhibitori ribozomut patii antibiotika hlavné bakteriostaticka,
nékterd maji i baktericidni ti€¢inek. Mezi bakteriostaticka patfi hlavné erytromycin a
klindamycin. Do této skupiny patiii chloramfenikol, ktery miize mit na vybrané bakterie

1 bakteriocidni u¢inek (Benes 2018, Etebu a Arikekpar 2016).

5) Antibiotika inhibujici jednotlivé metabolické drahy

Metabolické drahy bakterii se 1i$i od metabolickych drah eukaryotickych bungk, a
proto antibiotika ktera je blokuji, nejméné poskozuji ostatni buiiky organismu. Existuje

cela fada ucinkd na metabolismus bakterii, ale nejpouzivanéjsi jsou inhibitory syntézy

kyseliny listové (Etebu a Arikekpar 2016).

Kyselina listova je dllezitd zejména pii syntéze kyseliny tetrahydrolystové. Bez ni
by nebylo mozné uskute¢nit metabolické procesy degradace nebo biosyntéza nékterych
aminokyselin a syntézu energetickych substrati jako napiiklad ATP. Mechanismus
spociva v napodobeni ¢asti kyseliny listové. Dochazi k navazani substratu na enzymy
misto kyseliny listové. Funkce kyseliny listové v metabolismu je tak inhibovana (Benes

2018).
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diaminopyrimidiny a kotrimoxazol (Etebu a Arikekpar 2016).
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3.2 Antibioticka rezistence

Antibioticka rezistence je odolnost bakterie viici ucinku antibiotik a v dnesni dob¢ je
celosvétovy problém. Po staleti se musely bakterie stejné¢ jako lidé vyvijet a
pfizpisobovat se okolnimu prostiedi. Po objeveni antibiotik a jich pouzivani k 1&cbé si
vici nim vyvinuly bakterie rezistenci. Béhem zkoumani G¢inkti antibiotik, jako nové
1écebné¢ latky si bakterie vyvinuly rezistenci ziskanou, nebo naopak mohla byt uz predem
dand, pfirozena. Hlavnim cilem bakterii je co nejrychlejsi mnozeni bez vydavani
nadbyteéné energie. Pfi udrZeni rezistence, je generaéni ¢as vyrazné prodluzeny. Uspora
energie neni jednoduchd, obzvlast’ v piipadech, kdy chce bakterie ziskanou vlastnost
rezistence geneticky ptenést do dalSich generaci. Znamena to vyvijeni nadbytecné energie
na replikaci upraveného genomu a tim zvySeni energetické narocnosti nebo vyuziti méné

vyhodnych metabolickych drah (Benes 2018, Schindler 2014).

3.2.1 Prirozena rezistence

Pfirozena rezistence takzvand inherentni je absence cilové struktury vici danému
antibiotiku, tudiz se nemdjak aktivovat nebo navézat. Vyplyvd ze struktury nebo
metabolizmu a jeji charakteristika spociva v rezistenci celého druhu na jedno nebo vice

antibiotik (Benes 2018, Schindler 2014).

3.2.2 Ziskana rezistence

Ziskana rezistence je charakteristicka vyvojem mechanizm, které nemusi byt
ptitomné v kazdé bakterii jednoho kmene. VSeobecné si bakterie vyvinuly sedm typil

rezistence (Benes 2018).
1) Enzymaticka inaktivace antibiotika

Bakterie produkuje Siroku Skalu enzymu, které jsou schopné Stépit latky
v intraceluldrnim i extracelularnim prostfedi. Nekteré enzymy jsou schopné inaktivovat
antibiotika rozstépenim molekuly, nebo navdzanim acetylové nebo fosforylové skupiny.
Acetylace nebo fosforylace tak zplusobi znehodnoceni molekuly a jeji ucinek je

vvvvv

neporusuje ve velké mitfe zdatnost (fitness) bakterie (Benes 2018).
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2) Zabrana pristupu antibiotika k cilovému mistu

Mechanismus zébrany piistupu je vyuzivany pfevazné gramnegativnimi bakteriemi.
Zevni membrana obsahuje poriny, pies které se dostavaji latky do intraceluldrniho
prostiedi. V piipad¢ detekce antibiotika, tak Ize zménit genetickou variabilitu porint,
zmenS$it pocet anebo je Uplné prestat vytvaret. Antibiotikum se nedostane do bakterialni

bunky viibec, nebo jenom v malém mnozstvi (Benes 2018).

Po zevni membran¢ nasleduje cytoplazmatickd membrana, pfes kterou se latky
dostavaji pomoci transportnich systémi. Pokud se jednd o transportni systém, ktery neni
nezbytny pro metabolismus, bakterie ho vyfadi. V opacném piipadé dochazi k jeho

utlumu (Benes 2018).
3) Aktivni transport antibiotika z bakterialni bunky

Pfirozenou vlastnosti bakterii je pfitomnost efluxnich systémil. Jedna se o aktivni
transport nezadoucich latek z intracelularniho do extracelularniho prostiedi. Nevyhoda je
jeho energetickd naroénost a stim souvisejici omezena kapacita. Uinnost je také
omezena z diivodu, Ze neZ je molekula antibiotika vyhodnocena jako Skodliva, ¢ast se jiz
dostane na cilové misto, které poskodi. Vyhoda spociva v prenaseni vicero nezavislych
molekul a tim je bakterie chranéna pied UCinkem vétSiho poctu antibiotik. Nejvice
potiebné efluxni systémy bakterii se mohou horizontalné prenaset a zdokonalovat (Benes

2018).
4) Zabrana aktivace antibiotika
Antibiotika, ktera jsou pfijimana v neaktivni form& a aktivuji se plisobenim

bakterialnich enzymt mohou byt inaktivovana snizenim produkce potfebného enzymu.

Tim se ucinek antibiotika snizi (Benes 2018).
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5) Modifikace cilového mista

Molekuly antibiotika jsou zavislé na navazani na struktury bakterialni buiiky jako jsou
ribozomy anebo stavebni prvky bakteridlni membrany. Bakterie zabrani navéazéani
antibiotika modifikaci cilovych mist a cilovych molekul metylaci, nebo napodobenim

potiebné molekuly (Benes 2018).

6) Nahrada zablokované metabolické drahy

Po napadeni bakteridlni buniky molekulami antibiotika a zablokovani metabolické
dréhy, dochazi k poupraveni metabolismu. Potfebné latky se ziskavaji méné Gcinnou

cestou, nebo je bakterie zacne piijimat z okoli (Benes 2018).

7) Vytvoreni cilovych mist v nadbytku

Jedna se o mén¢ energeticky vyhodné mechanizmy. V ptipad¢, Ze antibiotikum napada
enzym nebo prechazi pies bakteridlni membranu, se bakterie brani zvySenou syntézou
potiebnych latek. Na membrané se zacne syntetizovat vétsi vrstva peptidoglykanu, nebo
se syntetizuji specialni molekuly, které jsou soucasti molekuldrni mimikry bakterie.
Naptiklad antibiotikum se misto na DNA navaze na podobnou latku, ktera je vystavena

na membrang bakterie (Benes 2018).

3.2.3 Prenos rezistence

Rezistence spoc¢iva v upraveni genetického kodu bakterie a dédi se pfenosem pfi jejich
déleni. Bakterie s takto upravenym genetickym kdédem s vysS$i rezistenci, prosazuje

v koloniich vice, ¢imZ umoziuje potlaceni slabSich kmenii vlastni populace (Benes 2018).

Dva zakladni procesy pienosu rezistence jsou vertikalni a horizontalni. Vertikalni
pfenos znamena pienos na potomstvo pii déleni bakterie. Horizontalni pfenos probiha
mezi buikami jiZ rozmnoZzenymi. Zakladnim mechanismem horizontalniho pfenosu je
konjugace, transdukce a transformace. Konjugace je ptimy ptenos z buiiky do burniky pies
membranové struktury, transdukce je pienos pies bakteriofaga nebo virus. Transformace
je ziskavani DNA ptimo z okolniho prostiedi, nejcastéji z uhynulych bakterii (Benes

2018).
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3.3 Neisseria gonorrhoeae

Neisseria gonorrhoeae (N.gonorrhoeae nebo gonokok) patii do rodu Neisseria
(Neisseria spp.). Je to skupina riznych patogennich i non-patogennich bakterii, které
mohou byt soucasti lidské mikroflory prevazné ve orofaryngu nebo mohou zpiisobit
zavazné infekce. Krom¢ jiz zminéné N.gonorrhoeae, je velice vyznamnym zastupcem
rodu Neisseria meningitidis (N.meningitidis nebo meningokok.). Ob¢& bakterie maji
spolecného piedchudce, ale momentalné representuji dvé odlisné linie zpisobujici
odlisné onemocnéni. N.meningitidis je puivodcem infekce hornich cest dychacich
neuroinfekce menigitidy, piipadné sespse a je odolnéjsi nez N.gonorrhoeae , dokaze
prezit dlouhé mésice bez hostitele. Pfenasi se kapénkovou cestou. N. gonorrhoeae je
puvodcem kapavky, ktera patii k nejrozsifenéj$Sim i nejstar§im pohlavnim chorobam.
pfenasend pohlavnim stykem mezi muzi a nazyvana Venusino potéSeni. Ve druhém
stoleti si starovéky 1ékai Galén vSiml jejich ptiznakid a pojmenoval kapavku gonorrhea,
coz v prekladu znamena tekouci semeno. Po dlouhd stoleti se kapavka a syfilis
povazovaly za stejné nemoci, az v roce 1882 byla poprvé vykultivovana N.gonorrhoeae.
Druhy objev se odehral v roce 1963 uplnym porozuménim a popsanim mechanizmu
patogenity a rozdilem virulence mezi jednotlivymi gonokoky (Holmes 2007; Quilllin

a Seifert 2018).
3.3.1 Morfologie

Buiika bakterie je zploSténa a vytvaii dvojice, které se spojuji oplosténou stranou.
Takto spojené buniky se nazyvaji diplokoky a pfipominaji kdvové zrno. Gonokoky maji
Gram negativni vnéj$§i membranu s tenkou vrstvou pepidoglykanu a cytoplazmatickou
membranou. Mnohé bakterie z rodu Neisseria obsahuji polysacharidové pouzdro, které
ale N.gonorrhoeae nema. Proto je oproti jinym bakteriim z rodu velice nachylna na vnéjsi

vlivy (Holmes 2007).
3.3.2 Faktory virulence

Bakterie N.gonorrhoeae si vyvinula faktory virulence, diky kterym dokaze byt
odolnéjsi vici imunitnimu systému. Doslo k vyvoji specifickych membranovych struktur,
které napomahaji adhezi ke sliznici az po tvorbu specifickych enzym. (Quillin a Seifert
2018).
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3.3.2.1 Pilus

24

jsou pili. Tyto struktury jsou tvotfené z jednotlivych fibril a jejich agregat. Hlavni ilohou
je adheze ke sliznici. Existuje mnoho znamych variacii pilt, které maji rozdilné role
v patogenité. Jsou stejné dilezité pifi bakteridlni agregaci, DNA transformaci,
IV, je dlouhy utvar ptfipominajici vlas, pfipevnény na membranu bakterie. Pfitomnost pila
je podminéna geny, které se v bakterii nachdzeji, ale nemusi se projevovat. U ¢asti kmeni
dochdzi k deleci na strukturnim genu a bakterii se v tomto piipad€ pili na povrchu
membrany nevytvoii. Hlavnimi geny, jejichZ exprese podmiiiuje tvorbu pild jsou PilCl a
PilC2, které zabezpecuji jejich hydofobicitu a zlepSuji adherenci ke sliznici (Holmes

2007; Ghanem 2020).

3.3.2.2 OPA proteiny

Skupina OPA proteinll je tvofena 11 aZ 12 fenotypové 1 antigenné rozdilnymi proteiny,
které se nachazeji na vnéjSi membrané bakterie a viditelné zvySuji opacitu kolonii.
Skupini tvofici proteiny jsou termostabilni a stejné jako pili jsou podminéné geny a jejich
delece zplisobuje prisvitné kolonie. Zakladnim tkolem je napomahat pili pfi adhezi na
rozdilné bunky, diky tropizmu ke specifickym receptorim (Holmes 2007, Ghanem

2020).

3.3.2.3 Poriny

Na povrchu se krom& OPA proteinli nachazeji i proteiny nazyvané poriny. Jsou

specifické a vytvareji v membrané pory, které umoziuji pfechod ionti a potfebnych latek
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spojené s diseminovanou gonokokovou infekci a jsou rezistentni vici receptoru C3

slozky komplementu (Ghanem 2020).

3.3.2.4 Lipooligosacharidy

Lipooligosacharidy (LOS) jsou schopné vazat bakterialni bunku na lidské
asialoglycoproteiny, nachdzejici se na hepatickych buikéch ale hlavné na buiikach uretry

a na spermiich (Ghanem 2020, Goerinig et al. 2016).
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Navazani zplsobuje pfenaSeni z infikovaného na zdravého jedince. Pomoci LOS
vytvaii bakterie molekularni mimikry, které po navédzani na builku, okamzité brani

rozpoznani imunitnim systémem (Ghanem 2020, Goerinig et al. 2016).

3.3.2.5 Proteaza IgA

Stejné¢ jako ostatni enzymy ze skupiny proteaz, i protedza IgA rozkldda vzniklé
imunoglobuliny ve sliznici a tim se bakterie brani vii¢i imunitnimu systému hostitele.
Ptesny mechanizmus vzniku a zptisobeni patogenity neni zatim uplné¢ prozkoumany, ale
pfedpokladd se, ze je hlavnim divodem vzniku Zenskych infekci po infikovani

N.gonorrhoeae (Ghanem 2020, Goering et al. 2016).

3.3.3 Mechanizmus pruniku N.gonorrhoeae do organizmu
3.3.3.1 Adherence, kolonizace, invaze

Po priiniku bakterie do organismu ¢lovéka adheruje na slizni¢ni povrch, diky Pilus I'V.
Jednotlivé bakteridlni buniky se rozprostiraji po povrchu tak, aby se umoZznilo pokryti
nejvyssiho poc¢tu povrchovych struktur epitelu a doslo k invazi a transcytdze. Po adhezi
dostatecného mnoZzstvi bakterii se vytvareji kolonie aZ biofilmy. Transcytdza zplsobuje
oddélovani LOS, fragmentl membranovych struktur, vcetn€ fragmentd samotné
membrany, které se navazuji na buiiky imunitniho systému. Reakce spusti aktivaci
zangtlivych faktori a dochazi k uvolhovani cytokind a chemokini s naslednym
vyplavovanim neutrofild a ostatnich leukocyti do mista infekce. Ptiliv neutrofilti vytvaii

purulentni exsudat (Quillin a Seifert 2018).

DalS$im dualezitym faktorem virulence podilejicim se na adherenci, jsou OPA proteiny.
Jejich multigenové variace zabraniuji buikam imunitniho systému rozpoznat a spustit
imunitni reakci. Spolu s interakcemi s karcinoembryonalnim antigenem a jinymi
molekulami jako jsou napf. heparin sulfat, napomahaji nejen adherenci, ale i nasledné

kolonizaci sliznice (Quillin a Seifert 2018).

Kolonizace sliznice a epitelu se 1isi, dilezitou roli v rozdilu hraji LOS. Jejich struktura
je vyjimecna pii absenci O-antigenu, coz ovliviluje rozpoznavani bakterie imunitnimi
buiikami. Pfipojeni kyseliny sialové na LOS umoznuje nenavazani komplementu a tim je

umoznény prenos bakterii (Quillin a Seifert 2018).
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Na rozdil od vyznamné funkce sialylace pfi kolonizovani sliznice, je pfi kolonizaci
epitelu dulezita desialylace LOS. Takto upravené lipopolysacharidy jsou schopné se
piipojit na receptory cervikalnich bunék zen a uretralnich bunék u muzi. Kromé buné¢k
na cervixu a uretfe, se navazuji i na receptor lutropi-choriogonadotropniho hormonu

v endometriu a dochézi k rozvoji DIG (Quillin a Seifert 2018).

K dokonceni uplné kolonizace je dilezity metabolizmus a riist bakterie. Vzhledem k
odliSnosti prostfedi v lidském organizmu, kde dochéazi k infekci, neni prezkoumané
vyhovujici prostfedi potfebné pro riist a metabolismus N.gonorrhoeae. Laboratorni
pokusy ukazaly, ze glukdza, glutamin, tiamin, fosfat, zelezo a oxid uhli¢ity jsou nezbytné,
proto se predpokladd, ze pro ziskani nezbytnych zivin pfi kolonizaci musi interagovat
s uz pritomnymi bakteriemi, nebo samotnymi neutrofily. Neutrofily obsahuji Zelezo,
zinek a mangan, které se po rozpadnuti transportuji membranovymi transportnimi

komplexy do bakteridlni bunky (Quillin a Seifert 2018).

N.gonorrhoeae je patogen, ktery infikuje urogenitalni, anorektalni trakt a farynx. Ve
vSech tfech castech dochézi k neustdlym zménam podminek, zejména pH a koncentrace
zivin jako je napf. koncentrace kysliku. Proto, aby se N.gonorrhoeae rozmnozovala, musi
se adaptovat na ménici se podminky prostiedi. Vyvinutim transkripénich reguldtort a
faktorii, které se vyvinuly v pribéhu evoluce, po styku s jinymi, pifevazné lidskymi
patogeny, je schopnd regulovat antimikrobidlni efluxni pumpy, pfeZivat v aerobnim i

anaerobnim prostfedi a redukovat dusi¢nany (Quillin a Seifert 2018).

Mnoho genti v genomu N.gonorrhoeae je modulovano fazovou variaci a ovliviiovano
translaci a transkripci ,vedoucim ke genové expresi. Nejvic genovych variaci mizeme
vidét na OPA proteinech ve zménach 11 alel opa genu a ovliviiyji adherenci a stimulaci
neutrofild. Dal§imi faktory jsou enzym metyltransferaza ModAl3 ovlivilujici expresi
genu faktoru virulence a acetylace, kterd ovliviluje anaerobni rist a schopnost tvofit

biofilmy (Quillin a Seifert 2018).

3.3.4 Interakce N.gonorrhoeae s imunitnim systémem hostitele

Imunitni systém je zakladnim obrannym mechanizmem organizmu. Rozeznava
molekuly na povrchu antigenti a reaguje na né slozkami vrozenych anebo ziskanych
mechanizmii (Hotejsi et al. 2017).
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Mezi vrozené mechanizmy patii bunécny systém, tvofeny fagocyty a piirozenymi
cytotoxickymi bunikami, humoralni systém tvoteny slozkami komplementu, interferony,
lektiny, sérovymi proteiny a pfirozenymi neimunitnimi obrannymi mechanizmy.
Komplement je soustava 30 sérovych a membranovych proteinti, které na sebe po
vyvolani reakce kaskadovité navazuji a rozkladaji membranu bakterie. Hlavni slozkou je
C3, jehoz fragment C3b se vaze na mikrobialni povrch. Podle zahdjeni reakce se

komplement aktivuje bud’ alternativni, nebo klasickou cestou (Hoftejsi et al. 2017).

3.3.4.1 Interakce N.gonorrhoeae s vrozenym imunitnim systémem

N.gonorrhoeae se po vniknuti do organizmu stfetdvd s nepatogenni (komenzalni)
flérou s kterou musi soutézit o navadzani na povrch sliznice. Po adhezi vyvold imunitni
odpovéd, stimuluji se prozénétlivé cytokiny a chemokiny, nastava influx neutrofilii do
mista infekce a vytvaii se purulentni exsudat. OPA proteiny jsou schopny se diky své
genetické variabilit¢ navazat na karcinofetalni receptory a dokazou zasahovat do adheze
neutrofildl, fagocytdzy, oxida¢niho vzplanuti a dochézi k pfenosu Zivych bakterii pomoci
neutrofildl v exsudatu na dalSi mista organizmu. Kromé neutrofili se bakterie dostavaji
do makrofagt, ovliviiuji apoptdézu a produkei cytokind, ¢imz zabranuji proliferaci T-
lymfocytl. Pokud nedojde k navdzani, neutrofily usmrti bakterie a nedochézi k vyplaveni

exsudatu, coz se projevuje jako asymptomatickd infekce (Quillin a Seifert 2018).

Dalsi imunitni reakci, kterou Neisseria vyvolava v hostiteli je vazba komplementu. To,
ze je vyhradné lidsky patogen ma vysvétleni v citlivosti na zvifeci komplement, proti
kterému neni odolna. U lidi si vytvofila dva mechanizmy, kterymi reaguje na vyplavenou
kaskadu protein. Prvnim je navazani proteinu C4b na bakteridlni membranu, ktery
inaktivuje a tim se inaktivuje celd komplementova kaskada (Price a Bash 2019, Quillin

a Seifert 2018).

Zakladem druhého mechanizmu je navazani faktoru H, ktery slouZi k rozpoznani
vlastnich bun€k organizmu, aby nemohly byt napadeny komplementem. Na epitelech se
H faktor navazuje pomoci LOS a v séru se navazuje funkéné podobny faktor CD46 na
pili. Bez obrany pfed komplementem by Neisserria nebyla schopnd kolonizace a

rozmnozovani (Quillin a Seifert 2018).
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3.3.4.2 Interakce N.gonorrhoeae s adaptivnim imunitnim systémem

Infekce zplisobenéd N.gonorrhoeae nezanechava pamétovou imunitu, coz znamena, ze
muze dokazat k nékolikanasobnym, opakovanym reinfekcim. Bakterie na sebe navaze
pomoci LOS, porinti a pillus IV receptory, které vytvori dojem, ze jde o vlastni buiky a
jsou schopné ovlivitovat vyvoj a vyplavovani bun¢k imunitniho systému (Quillin a Seifert

2018).

Schopnost spusténi produkce interleukinu 10 (IL-10) a transformujiciho rstového
faktoru B (TGFp), ma zé& nasledek zablokovani vyvoje Thl a Th2. Dendritické buniky,
které byly napadeny Neisseiriemi, nejsou schopné vyvolat proliferaci CD4+T bun¢k a tim

se suprimuje rozvoj adaptivni imunity (Quillin a Seifert 2018).

Navzdory vyse popsané interakci se v roce 2019, WHO rozhodlo zalozit vyzkumnou
platformu pro ptipravu vakciny. Podkladem je zjistény pokles ptipadi kapavky na Kubé
u pacientt, kteti byli oCkovani proti meningitidé. Vakcina je zalozena proti vnéjSim
membranovym vezikuldm (OMV) N.meningitidis sérotyp B (OMV-MenB) a ukazala se
v nékterych piipadech ¢astecné ucinna proti infekci zpisobené N.gonorrhoeae (Hui,

2022, World Health Organization 2021).

Cilem WHO je vytvofit vakcinu, ktera by byla prevenci proti gonokokové infekci a
byla by dostupna globaln¢ pro vSechny vékové skupiny. Vyzkumy na mySich potvrdily
maly uc¢inek upravené vakciny OMV-MenB, coz mizeme oznacit za maly uspéch v tzv.
dlouhém béhu. Zakladem gonokokové vakciny, by méla byt formalinem inaktivovana
bunka N.gonorrhoeae, slozky LOS epitopt a purifikované proteiny. Prvnim cilem ma byt
sniZzeni vyvoje antibiotické rezistence, pouzitim podptirné vakciny. Dal§im, konecnym
cilem je vyvinuti multivakciny pro N.gonorrhoeae i N.meningitidis (World Health

Organization 2021).

3.4 Antibioticka rezistence N.gonorrhoeae

N.gonorrhoeae jako lidsky patogen, ktery adheruje na sliznice, koexistuje s dalSimi
patogeny, mezi které patfi 1 komenzalni Neisserie spp. Pfi rozmnozovani a zanikani
komenzalnich bakterii dochazi k horizontalnimu pfenosu plazmidl i na N.gonorrhoeae
(Unemo a Shafer 2014).
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Tim ziskava véetné zdokonalovani faktortv virulence i antibiotickou rezistenci.
Konjugace a transformace ma v nékterych piipadech maly ucinek, protoze dochazi k

missense mutacim pii replikovani plazmidové DNA (Unemo a Shafer 2014).

3.4.1 Vyvoj antibiotické rezistence
3.4.1.1 Sulfoamidy

Jako prvni 1€k uvedeny na Iécbu gonokokovych infekci byl v roce 1935 sulfanilamid.
Zaznamy uvadeji vice nez 90% tspesnosti 1é€by az do roku 1944, kdy se objevily prvni
ptipady rezistence. Na konci Ctyficatych let, se uz rezistence rozvinula az na 90 %.
Mechanizmus ptisobeni sulfanilamidu je inhibice enzymu dihydtropteoratu (DHPS), ¢imz

poskodi syntézu kyseliny listové (Unemo a Shafer 2014).

Ptic¢inou vyvinuté rezistence bylo pievzeti bodové mutace od komenzalnich Neisseria
spp. folP geni, které koduji enzym dihydropteorat, a proto molekula antibiotika neni
schopnd navazani na upravenou molekulu enzymu. Druhou moznosti vyvoje rezistence
je nadmérnd syntéza kyseliny p-aminobenzoové, kterd zmensuje G€inek sulfonamidovych

latek (Unemo a Shafer 2014).

3.4.1.2 Penicilin

Penicilin byl objeven v roce 1928. Od té doby byl hojné€ vyuZzivan proti gonokokovym
infekcim oc¢i u novorozenct, ophthalmia nenonatorum. Na lécbu gonokokové uretritis se
jako 1€k prvni volby zacal pouZzivat po objeveni mozné rezistence na sulfonamidy v roce
1943. Po propuknuti gonokokové epidemie v USA do roku 1960 se snizila citlivost
baktérie na penicilin na minimum. V roce 1976 se objevila vysoka rezistence na penicilin,
nejen v USA ale 1 v Africe, severni Asii a ve Velké Britanii. Po objeveni vysoké rezistence
na penicilin pfi lé€bé gonokokovych infekci, se ve vétSiné stati prestal upln€ pouZivat.
Penicilinova rezistence je zprostfedkovana plazmidy nebo chromozémy (Unemo a Shafer

2014).

30



a) Rezistence podminéna plazmidy

Penicilin a cefalosporiny patii mezi B-laktdmova antibiotika. Zakladem je B-laktamovy
kruh, ktery se navaze na penicilin-vazajici protein (PBP). PBP je enzym patiici do
transpeptidaz a navazani B-laktamového kruhu na PBP vede k baktericidni aktivité

(Unemo a Shafer 2014).

Po objeveni penicilinové rezistence, vyzkumy ukazaly, ze si N.gonorrhoeae ptevzala
od Haemophilus parainfluenze konjugacnim pienosem plazmid s genem blaTEM-I1.
BIaTEM-1 kéduje enzym B-laktamazu typu TEM-1, ktera hydrolyzuje amidovou vazbu
¢imz otvira B-laktamovy kruh. Po jeho otevieni je penicilin neaktivni. Existuje vicero
typt mutaci genu blaTEM-1 a jsou pojmenované podle jejich ptivodu. V dnesni dobé jsou
celosvétoveé rozsitené kmeny s asijskym a africkym plazmidem. Jsou objevené jesté
plazmidy - Toronta, Ria, Nového Z¢landu a Johanesburgu, ale za predka, ze kterého se
blaTEm -1 geny vyvinuly deleci a inzerci je povazovany asijsky plazmid. V piipadé, ze
bude dochazet k rozSifovani N.gonorrhoeae a k jejim dal$im mutacim, je velmi
pravdépodobné, Ze se mizou objevit kmeny s rozSitenym blaTEM-1. Rozvine se jeste
k vétsi rezistenci na cefalosporiny, které jsou v dneSni dob¢ 1ékem prvé volby (Unemo a

Shafer 2014).

b) Rezistence podminéna chromozomem

Chromozomova rezistence k penicilinu je zpiisobena mutaci, ktera modifikuje PBP a
ovlivityje 1 eflux a influx penicilinu. V genu PenA dochazi k 5 az 9 mutacim sniZujicim
citlivost vi¢i penicilinu 6 az 8krat. Mutace je ziskana z komenzalnich Neisseria spp. a
hlavnim mechanismem je inzerce aspartatu do vysledného proteinu, ktery se zaroven
zachovava transpeptidazovou aktivitu. Kmeny rezistentni na penicilin nesou navic i
missense mutaci v genu PonA. Vztah mezi mutaci v PenA a PonA neni uplné¢ znamy,
uvazuje se o epistaze vzhledem k tomu, Ze samotna mutace PonA nejevi znaky rezistence

vuci penicilinu (Unemo a Shafer 2014).

31



U gonokokt je dokdzand existence 4 efluxnich pump produkovanych v§emi kmeny:
MtrCDE (multiple transferable rezistence), MacAB (macrolide efflux), NorM (multidrug
efflux transporter), FarAB (fatty acid efflux). VSechny patii do skupin small multidrug
rezistence (SMR), the resistence-nodulation cell division (RND), the multidrug and toxic
compound extrusion (MATE). U penicilinu je zvySend mira efluxu zavisld na mutaci
v MtrR. Jedna se o kddujici gen efluxni pumpy MtrCDE. Ve spojeni s mutaci genu
PorB1b se zaroven redukuje influx do bakteridlni bunky (Handing et al. 2018; Unemo

a Shafer 2014).

3.4.1.3 Tetracykliny

V ptipadé¢ alergie na penicilin se jako ndhrada pouzivaly tetracykliny. Rovnéz jako po
vypuknuti epidemie kapavky a vzniku rezistence na penicilin, vznikla i1 rezistence na
tetracykliny. V roce 1980 byly popsané plazmidové a chromozémalné¢ podminéné
rezistence. Hlavnim u¢inkem tetracyklini je zabranéni proteosyntézy inhibici navazanim
aminoacyl-tRNA na komplex mRNA-ribozom, konkrétné na 30 S podjednotku ribozomu
(Unemo a Shafer 2014).

a) Rezistence podminéna plazmidy

Rezistence je zplsobend mutaci v genu TetM, ktery ziskaly gonokoky od rodu
Streptococcus. Zpusobuje vyssi afinitu k navazani ribozomu a uvolni tetracyklin. TetM
plazmid mulZe pfenaset i geny kodujici B-laktamazu. Poprvé byl objeven v roku 1984
v USA a byl pojmenovany Americky TetM a dalsi, homologni Americkému byl v roce
1991 objeveny jako Holandsky. Existuje velkd tfada variant dalSich plazmidd, jako

napiiklad Uruguajsky nebo Jihoafricky (Unemo a Shafer 2014).

b) Rezistence podminéna chromozomem

Kromé mutaci v genech MtrR a PenB, jako pfi rezistenci na penicilin, maji i mutaci
Tet-2. Mutace Tet-2 je zmutovana alela pro kddovani zdmény aminokyselin z valinu na
metionin. Valin oznacovany jako Val57 se nachdzi blizko aminoacyl t-RNA, kde se
navazuje molekula tetracyklinu. Misto danych aminokyselin se vytvofi zaména leucinu
na glycin zplsobujici absenci vazebného mista pro tetracykliny. Mutace v MtrR a PenB

rovnéZ jako u penicilinu zptsobuji zvySeny eflux a sniZzeny influx (Unemo a Shafer 2014).
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3.4.1.4 Spektinomycin

Spektomycin byl syntetizovany na zacatku 60.let 20.stoleti z produktu hub
Streptomyces spectabilis. V ptirod¢ je produkovany mnohymi organizmy, hlavné
sinicemi. V roku 1981 byl zavedeny jako Ik prvni volby na lé¢eni gonokokové infekce u
amerického vojska v Jizni Koreji. Po 4 letech byly hlaSené prvni rezistentni kmeny, které
se rozsifovaly do Spojeného kralovstvi a Nizozemska. Aktualn¢ nebyli zachyceny kmeny
s velkou rezistenci na spektinomycin, ale nedoporucuje se jako 1€k prvé volby, vyuziva
se jediné jako suboptimdlni antibiotikum pii gonokokové infekci pharyngu (Unemo a
Shafer 2014).

Spektinomyciny interaguji s ribozomem a inhibuji tim proteosyntézu. Pfesnéji inhibuji
elongaci polypeptidi blokovanim pienosu polypeptidu z A mista ribozomu do P mista.
Vyvinula se proto u nich mutace, ktera vedla k deleci valinu a k znemoznéni navazani

molekuly spektinomycinu (Unemo a Shafer 2014).

3.4.1.5 Chinolony

Na zacatku roku 1980 se zacaly pouzivat fluorochinolony — ciprofloxacin a ofloxacin
na lécbu kapavky s nizkou potiebnou davkou, 250mg. V dob€ vyvijeni rezistence se
davka zvysila az na dvojnasobek. Prvni rezistentni kmen byl objeveny v asijskych zemich
zapadniho Pacifiku. Rychle se rozsitily i do jinych zemi jako je Havaj a USA. Na
zapadnim pobfezi Ameriky se rezistentni kmeny vyskytovaly pfevazné mezi

homosexualnimi muzi (MSM) (Unemo a Shafer 2014).

Centrum ucinku chinoloni jsou nukleové kyseliny, inhibuji DNA gyrazy a
topoisomerdzy. Gyraza se skldda z heterotetramerti dvou podjednotek gyrA a dvou
podjednotek gyrB. Mutace se nachdzi na podjednotkach gyrA zabraniuje navéazani
chinolont. Topoisomeraza IV je tetramer dvou podjednotek ParC a dvou podjednotek
ParE. Rezistence ovlivnénd mutaci v gyrA je slaba nebo stiedni, ale na vysokou rezistenci
je potieba komplex mutaci na ParC. Mutace v v gyrB a v ParE neboli prokdzané jako

vyznamné pro rezistenci k chinolontt (Unemo a Shafer 2014).
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3.4.1.6 Makrolidy

Vroce 1952 byly objeveny makrolidy zpadniho mikroorganizmu Streptomyces
erythraeusj, jednalo se o antibiotikum erytromycin. Pozd¢ji v roce 1980 byl synteticky
vyrobeny azitromycin. Po vyzkumech a testech in vitro, se ucinek erytromycinu na
N.gonorrhoeae ukazal jako nedostateCny v porovnani s azitromycinem. V Latinské
Americe se azytromycin zacal pouzivat pii 1é€bé pohlavnich nemoci, zejména infekci
spojenych s Chlamydia trachomatis. Rezistentni kmeny se z Latinské Ameriky postupné
prenasely do Skotska, Italie, Anglie, Svédska a do USA. Jako monoterapie se azitromycin
po objevu rezistentnich kment vyloucil, ale do dnesni doby je jeden z mala antibiotik

pouzivany v rdmci dudlni terapie (Unemo a Shafer 2014).

Mechanizmus G¢inku makrolidovych antibiotik spo¢iva v navazani na ribozomalni
podjednotku 50 S, ¢imz se zablokuje vystupny peptidovy kanal v podjednotkach 50 S
s interakci 23 S a dochazi k uvoliiovani netplnych peptidii z ribozomalni podjednotky.
Na bakterii to mé bakteriostaticky ucinek. Vytvotrena modifikace metylaci podjednotky
23 S nebo piimou mutaci v genu pro podjednotku 23 S zablokuje navazani makrolid{i na
ribozom. Geny kodujici metylazu rRNA se oznacuji jako geny rezistence k makrolidim,
linkosamidu nebo Erm geny, presnéji ErmF nebo ErmB. Zpusobuji velkou rezistenci k
erytromycinu (MIC 4-16pg/ml) a nizkou rezistenci ke azitromycinu (MIC 1-4ug/ml).
Stejny ErmF gen byl objeven u Bacteroides fragilis, odkud byl pfenesen konjugaci na
gonokoky, meningokoky a na Enterococcus faecalis. Na to, aby byl gonokok uplné
rezistentni na makrolidy, potfebuje mit mutaci ve vSech Ctyfech alel na genu 23 S rRNA.
Pokud m4 jenom 3 a méné, ma snizenou nebo uplnou citlivost na azitromycin. Rezistenci
podporuji 1 efluxni systémy, které jsou kodované mutacemi na genech MtrCDE a Mef,

podobné jako u predeslych antibiotik (Unemo a Shafer 2014).

3.4.1.7 Rezistence k cefalosporinim Siroké uc¢innosti

Hlavnimi determinanty rezistence na ESC jsou zmény v genu PenA kodujiciho PBP2,
ktery je letdlni pro cefalosporiny. Témét shodna mutace se nachazi i v kmenech
srezistenci na penicilin. Rozdil je v absenci inzerce Asp345a v genu PenA a
v rezistentnich kmenech na ESC se alely nachazeji mozaikovité (Bharat 2016, Unemo

a Shafer 2014).
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Predpoklada se, ze takto upravené geny PenA vznikly transformaci DNA a naslednou
rekombinaci s Castecnymi geny PenA komenzdlnich druhli Neisseria, bézné se
vyskytujicich v orofaryngu, Neisseria perflava, Neisseria sicca, Neisseria polysachcarea
,Neisseria flavescenc. Mozaika zpusobuje zvySovani MIC cefiximu vice nez ceftriaxonu.
V Kjotu v Japonsku se objevil kmen, ktery vykazuje velkou miru rezistence na vSechny
ESC. V alele PenA vykazuje 12 aminokyselinovych zmén. Po pfezkoumani se zjistilo, ze
pravdépodobné se jedna o zdménu metylového postranniho fetézce na smycce blizko
aktivniho mista kodujiciho PBP2 za objemnéj$i postranni fetézec prolinu (Unemo a
Shafer 204). Dalsi faktor rezistence jsou jiz zmifiované mutace PenB a MtrR. Ob¢ dvé
mutace maji vysoky vliv na MIC ceftriaxonu jako na MIC cefiximu. Determinanty
rezistence k penicilinu ponA a pilQ jsou mozaikovité obsazené i v kmenech se snizenou
citlivosti na ESC ale nemaji na MIC vyrazny vliv, spiSe to dokazuje horizontalni pfenos

mezi jednotlivymi bakteriemi (Bharat 2016, Unemo a Shafer 2014).

3.4.2 Aktualni 1é¢ba kapavky a jeji vliv na rezistenci N.gonorrhoeae

Lécbu je potiebné zacit co nejdiive, aby se zabranilo zavaznym komplikacim. Problém
s pozdnim zacatkem 1€cby je spojeny s asymptomatickym priab&hem infekce u zen, muzi
se liSi podle stupné€ rozvinuti gonokokové infekce, ptidruZenych infekci, dostupnosti
lécby a zavisi také na alergii pacienta na léCiva stejné jako dostupnost vybraného
antibiotika. U nekomplikovanych infekcich a spolehlivych pacientl se voli ambulantni

1é€ba, v jinych piipadech se pfistupuje k hospitalizaci pacienta (Workowski et al. 2021).

Lékem volby pfi 1é€bé nekomplikované gonokokové infekce je ceftriaxon z fady
cefalosporint s rozsitenym ucinkem (ESC-extended-spectrum cephalosporines). Podava
se jednorazové 1000mg IM (intra muskulédrn€), podle laboratornich vysledkiit MIC.
V ptipadé nedostupnosti ceftriaxonu je mozné pouzit dualni 1é€bu IM gentamycin
240mg i.m. s per os azitromycin 2g, nebo pii neochoté pacienta se nechat vySetfit, v
ptipadé¢ nedostupnosti vysetieni se pouziva jedna davka per os 800mg cefiximu s oralni
1é¢bou doxycyklinem po dobu 7 dna (Resl 2019, Workowski et al. 2021, Holland-Hall
2022).
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Ve vSeobecnosti je lepsi 1écba ceftriaxonem, ktery ma ucinek i na gonokokovou
infekci ve faryngu stejn€ jako na anorektalni, urogenitalni infekci, je mozné pouziti i v
gravidité, u HIV pozitivnich pacientii a je bezproblémové kombinovatelnd s 1écbou
chlamydiovych infekei. Pfi dudlni 1é€bé, bylo pozorované vyléceni 100% urogenitalni
infekce, ale jako 1écba extraurogenitdlni infekce byla nedostatecnd. Pii spojeni
s vedlejSimi neptiznivymi ucinky se jako prvni volba 1écby vyloucila. Dalsi moznost
1é¢by byla monoterapie pomoci samotného azitromycinu 2 g, kterd byla v 99,2% U¢inna
pii léceni nekomplikované urogenitalni kapavky. Problémem je vysoky vyskyt
makrolidové rezistence Neisseria gonnorhoeae, coz zpuisobovalo selhani 1écby. Vysoka
mira rezistence zpusobila nedoporuceni penicilinu, tetracyklinti a starSich makrolidd,
stavech, jako je gonokokova konjunktivitida, diseminovana gonokokova infekce (DGI) a
gonokokova meningitida, poptipad¢ endokarditida, se pouziva rovnéz ceftriaxon, rozdil
je vpodavanych davkach. Pfi konjunktivitidé se podava jednorazova injekce IM
ceftriaxonu 1 g. DGI s gonokokovou meningitidou a endokarditidou jsou pro 1écbu
nejkomplikovanéjsi, musi se podédvat ceftriaxon 1g intra ven6zné (IV) kazdych 8 anebo
24 hodin po dobu 7 dni, podle stavu pacienta (Resl 2019; Workowski et al. 2021, Holland-
Hall 2022).

Kapavka u novorozenct se 1é¢i podle projevi. Jestlize matka nebyla testovand a patii
do skupiny osob s rizikovym chovanim anebo Zije v komunité s vysokym vyskytem
pohlavnich, ¢i jinych infekei, preventivné se nanasi do o¢i novorozence mast s obsahem
0,5 % erytromycinu. V tézsich ptipadech se podava 25-50mg ceftriaxonu IV nebo IM
ptipadné cefotaxim pii vyrazné bilirubinemii (Workowski 2021). V CR je provedeni

credeisace bezprostiedné po porodu ze zdkona povinné.

3.5 Kapavka

Kapavka je nemoc zplisobend kolonizaci sliznice bakterii N.gonorrhoeae . Spolu se
syfilis, chlamydiemi a mnoha dal§imi nemocemi patfi mezi pohlavni choroby, tzv.
sexually transmitted infections (STI). Pfenos je nejcastéj$i sexudlnim stykem
(koitalnim,analnim 1 ordlnim), ejakulatem nebo se muze prenést pii porodu z matky na

novorozence (Ghanem 2020).
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Hlavnim postizenim je infekce urogenitalniho traktu, orofaryngu nebo rekta, o¢i jsou
postizené vyjimecné, a to u novorozencu. Pfi styku sliznice a exsudéatu nebo ejakulatu

nastava navazani bakterie na epitel sliznice a napadd imunitni systém (Ghanem 2020).

Nejcastéjsi vyskyt kapavky je v zemich s nizkym ekonomickym rozvojem jako jsou
Asie, Afrika, Latinskd Amerika, oblast Karibiku. V Evropé a USA se jednd o ndkazu
nejvice rozsifenou mezi homosexudlnimi muzi (MSM), kde tvoii pfiblizné polovinu

nahlaSenych ptipadti nakazy (Meyer a Buder 2020).
3.5.1 Klinické projevy

Inkubaéni doba je v primeéru 3-6 dni od nakazeni. Pfiznaky jsou rozdilné u muza, zen
1 novorozenci. Podle mista prvotni ndkazy rozdélujeme kapavku na urogenitilni a

vvvvv

u 40 % nakazenych muzl a u vice jak 85 % nakazenych zen (Morgan et al. 2016).
3.5.2 Urogenitalni kapavka u muzi

Urogenitalni kapavka u muzi zacina pfedni kapavkou, kterd se projevuje dysurii,
bodavou bolesti pifi moceni s naslednym vytokem. Vytok je ze zacatku hlenovity
s hnisavymi vlo¢kami aZ ¢asem prechazi do tplné hnisavé sekrece, kterd se po ¢as dvou

az tif tydnt uplné ztraci (Resl 2019, Ghanem 2019).

Piedni kapavka progreduje do zadni kapavky, kde jako prvni piiznak nastupuje
krvaceni, bolestivé erekce a poluce. Prechod do zadni kapavky znamend piekondni
piirozené prehrady mocového svérace, ¢imz se umozni bakterii prechod do vyssSich ¢asti

urogenitalniho traktu (Resl 2019).

Ve vyjimecnych piipadech dochazi ke komplikované kapavce, kterd mize vést k
akutni fimdze a parafimoze, balanopostitidé, akutni prostatitidé, epidydimitidé a dalSim
zavaznym komplikacim zplisobujicim neplodnost. Pokud se kapavka dlouhodobé¢ neléci,

dochazi k chronické kapavce s ustupujicimi ptiznaky (Resl 2019; Morgan a Decker 2016).

Nejcaste¢jSim nasledkem piekonani kapavky u muzii je postgonorrhoickd urethritis.
Infikovani epitelu uretry zplsobi apoptézu bun€k, vyplaveni cytokinl s naslednym
pretrvavajicim zanétem. Oslabeny imunitni systém s poSkozenymi epitelidlnimi buiikami

zarucuje lehkou kolonizovatelnost ptidruZzenymi infekcemi (Resl 2019).
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Ptiznaky spojené s gonokokovou uretritidou po 1é¢bé ustupuji a nastupuji pfiznaky
zpusobené ptidruzenou infekci, napt. Chamydia trachomatis (Ch. trachomatis). Trvalé
nasledky spojené s neplodnosti vznikaji vzacné a jsou spojené s druhotnou neléenou

infekci chlamydiemi nebo s trvalym poSkozenim epitelu pii epidydimis (Resl 2019).
3.5.3 Urogenitalni kapavka u Zen

Projevem infekce zptisobené N.gornohoeae u zen je endocervicitis, ktera piechazi do
panevni zanétlivé nemoci (palvic inflamantory disease-PID). Prvni projev ptichdzi paty
az desaty den po styku s nakazenou osobou. Objevuje se zacervenani cervix s hnisavymi
pseudoerozemi. U Zen kapavka rychle piechazi do chronické faze, kdy je pozorovatelny
ustup vSech symptomil. Po ascenzi infekce nastavaji nejasné bolesti bficha, endometritidy

a zanéty malé panve (Resl 2019; Morgan a Decker 2016).

Ptic¢inou zanétl a infertility je pisobeni LOS na bunky vejcovodu ovliviujici regulaci
faktoru nadorové nekrdzy (TNF). Dusledek je apoptoza cilarni bunék, které jsou dilezité

pfi transportu vajicka do délohy (Apari et al. 2014).

Pénevni zanétlivd nemoc je infekéni postizeni endometria, vystelky vejcovodu a
vajecnikti. Hlavnimi pfiznaky jsou bolest v podbiisku, vaginalni vytok, bolest pii
pohlavnim styku, vSechny vyjmenované pfiznaky jsou doprovazeny horeckou a bolesti

hlavy (Resl 2019; Morgan a Decker 2016).

Komplikace pti nelé¢ené kapavce zpiisobuje prechod do zanétu parauretralnych 714z a
Skeneovych chodeb, coz je pfic¢inou tvorby abscest. Stejné jako u muzl, vyskyt
sekundarni infekce zplsobené Ch. trachomatis, zhorSuje piiznaky a dochazi k
perihepatitis (Fitz-Hugh-Curtis syndrome). Charakteristikou perihepatitis je infekce

jaterniho peritonea bez zasahu do jaterniho parenchymu (Morgan a Decker 2016).

Nasledky po komplikované kapavce se objevuji jen u 15 % postizenych zen. Hlavni
postiZeni je panevni invalidizmus s naslednou sterilitou a méné ¢asté je poSkozeni pochvy

a posevniho vchodu (Resl 2019, Navratil 2017).
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3.5.4 Extraurogenitalni kapavka

Do této skupiny patii postizeni ¢asti organismu, které jsou prvotné infikované mimo
urogenitalni trakt a celkové komplikace kapavky. NejcastéjSimi prvotné infikovanymi
¢astmi téla jsou anorektalni oblast a farynx. K infekci anorektalni oblasti dochazi u zen,
jiz  nakazenych zcervikalni sekrece. Nejvétsi Cast nakazenych s ptiznaky
extraurogenitalni kapavky v anorektalni oblasti jsou MSM. Symptomy infekce
anorektalni oblasti jsou mucopurulentni vytoky, tenesmus a pruritus. Infekce orofaryngu
se vyskytuje jak u MSM, tak i u heterosexudlnich Zen a jeji pribéh je zveEtsi Casti

asymptomaticky (Morgan a Decker 2016).
3.5.5 Diseminovana gonokokova infekce

Vzéacny projev prichazejici po 2-3 tydnech od nakazeni kapavkou je u 0,4-3 % je
diseminovana gonokokova infekce. Je to stav zptisobeny diseminaci N.gonorrhoeae,
vyznamna je i1 i€ast komplementu. Rozd¢€luje se na dvé stadia, prvé je artritis-dermatitis
syndrom a druh¢ je septickd artritida. Prvni stadium se projevuje vysokymi horeckami,
tenosynovitidou, ktera postihuje kolena, lokty a distalni klouby. Po prvotnich ptiznacich
se objevuji na kiizi nebolestivé petechie anebo maculopapuly, pii neléCeni se rozvijeji az
do nekrézy. V druhém stadiu dochézi k endokarditidé a myoperikartitide. Velké procento
pacientt vyhleda lékarskou pomoc uZ pfi prvnim stadiu, takZe velmi ziidka dochazi ke

zhors$eni stavu, které by vedlo k rozvoji druhého stadia (Rice 2005).

3.5.6 Infekce zpusobené N.gonorrhoeae u gravidnich Zen, novorozenci a
déti

Behem 10-17 tydne t€hotenstvi se provadi vySetfeni na pohlavni choroby, které by
mohla matka pfenést na dité. VySetfeni na kapavku,na rozdil od syfilis, HIV 1+2 a
hepatitidé B, neni povinné, ale doporucené zejména, pro promiskuitni matky nebo pro ty,
které¢ se pohybuji v socidlni skupiné s vyskytem STI. Pokud dojde ke zjisténi STI u
matky, je dostatecna doba na podani 1é¢by bez vyssiho rizika pro plod. Pokud vSak matka
nepodstoupi preventivni vySetfeni a trpi asymptomatickou nebo i symptomatickou
kapavkou, dochazi k chorioamnionitidé a k pfedéasnym porodim. Po vystaveni
novorozence infekci béhem porodu dochdzi k vzniku konjunktivitidy (Resl 2019, Morgan

a Decker 2016).
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Vyplachovani antibiotickym roztokem, aneb credeisace je preventivni opatieni, které
se provadi vSem novorozencim, aby se piedeslo zaneseni infekce do oci. Podani
antibiotika musi byt co nejrychlejsi, aby nedoslo k oslepnuti novorozence (Resl 2019,

Morgan a Decker 2016).

Kapavka u déti je velmi raritni, k infekci dochézi hlavné v ptipadech détského
zneuzivani a je velmi mala pravdépodobnost, Zze by mohlo dojit k nakazeni ditéte

nepiimym kontaktem (Morgan a Decker 2016).

3.6 Laboratorni diagnostika N.gonorrhoeae

Pacient musi byt vySetfen klinickym lékatem a v pfipad¢ podezieni je pacientovi
proveden odbér, ktery je poslany do klinické laboratofe. Kromé specializovanych klinik
existuji i neziskové organizace, ve kterych mohou lidé pozéadat o vySetfeni na pohlavni
choroby. V piipad¢ pozitivniho vysledku musi byt pacient dermatovenerologem nahlasen
do evidence pohlavnich chorob a dispenzarizovéan. Dispenzarizace je zdravotnicky ukon
zahrnujici kontrolni vySetfeni GispéS$nosti 1écby a zaroveil vylouceni moznch pfidruZenych
STI s delsi inkubacni dobou. V piipad€ pozitivity na kapavku jsou osoby vedeny
v evidenci po dobu 4 meésicii a kontroly jsou stanovené 3krat po 1é€bé v tydennich
intervalech. Pfed zahdjenim lécby a 3 mésice po 1éc¢bé se stanovuje sérologické vySetieni

na HIV a syfilis. Po negativnim vysledku je pacient z evidence vyfazeny (Resl 2019).

V Soucasné dobé je zdsadnim problémem nikoliv diagnostika, ale vzristajici
antibiotickd rezistence N.gomnorrhoeae. Z rozSitfeni antibiotické rezistence se stal
celosvétovy problém, a proto byl vroce 1986 zalozeny v USA projekt GISP (The
Gonococcal Isolate Surveillance Project). Hlavnim cilem je ptedev§im dohlizet na
spravnou lécbu gonokokovych infekci a zachytit kmeny s novym rozvojem antibiotické

rezistence (Centers for disease control and prevention 2021).
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Laboratorni diagnostika N.gonorrhoeae je zalozend na piimé detekci patogenu
z vytéru nebo ze zachytu prvni moci. Nejpouzivanéjsimi metodami je hybridizace a PCR,
méng¢ Casta je kultivace s naslednou mikroskopii. Neptimé metody pomoci protilatek jsou
kvali nizké specificité a sensitivit¢ nevhodné a viibec se v diagnostické praxi neuplatiiuji

(Meyer a Buder 2020).

3.6.1 Odbér biologického materiilu

Specializované laboratoie na vyzadani dodavaji vhodnou odb€rovou zkumavku
s transportnim mediem. Odbér ve formé stéru se u Zen provadi z cervikdlniho kandlu,

vaginy nebo uretry, u muzi se jedna o odbér z uretry (Zakoucka 2009).

U muzi je dilezité dbat na vytér z mista kde se nachazi nejvic sekretu. Pacient by pred
odbérem nemél dvé hodiny mocit. VySetfeni je mozna provézt i z moci pacienta. Odebira
se prvni ranni mo¢ do sterilni zkumavky bez média. V ptipadé infekce rekta, faryngu nebo
gonokokové konjuktivitidy se postupuje stejnym zpisobem jako pii odbéru z uretry.
Spravny odbér a zachdzeni s odebranym vzorkem je duleZité kvili néachylnosti
N.gonorrhoeae na teploty a vyschnuti. Je potiebné vzorek co nejrychleji transportovat do
laboratote, idealné pii stalé teploté 36°C. Pti selhani 1éCby je nutné vySetieni antibiotické
rezistence. Takto transportovany vzorek je umistén do nevyzivového transportniho media,

které je schopné udrzet Zivotaschopnost gonokokll po dobru 48 hodin (Zakoucka 2009).

3.6.2 Kaultivace N.gonorrhoeae

kultivace béznych bakterii. Ke kultivaci se pouziva ¢okoladovy agar, ktery je obohaceny
o berani krev a vyhovuje pozadavku pH 6,75-7,5. Erytorocyty jsou vice hemolyzované
oproti krevnimu agaru, a proto tvoii dokonalé podminky se vhodnymi latkami pro
metabolizmus N.gonorrhoeae Pted ockovanim bakterie se musi pouzivané Petriho miska
s agarem nahfat na 36-37°C. Pro rist je potieba velka vlhkost (70-80 %) a atmosféra

ey e

hodinach, optimalni ¢as pro kultivaci by mél byt 48 hodin (Meyer a Buder 2020).
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Nejvhodnéj$im materidlem na kultivaci je stér z uretry, délozniho hrdla, orofaryngu,
komenzalnich druhii bakterii. Dilezitym faktorem pii odbéru materialu ke kultivaci je
absence 1éCby antibiotiky. Pokud je pacient jiz léCeny, nebo v nejbliz§i dobé uzival

antibiotika, dochazi k inhibici ristu kolonii (Zakoucka 2009, Meyer a Buder 2020).

3.6.3 Mikroskopické vySetieni

VySetteni pod mikroskopem se provadi pomoci barveni vytoku nebo sekretu z uretry
dle Grama. Endocervikélni, rektalni a faryngealni odbéry jsou kvuli nizké citlivosti na
barveni nevhodné. Bakterie pomoci purulentniho exsuddtu putuji na jiné mista

organizmu, a proto je vyskyt vytoku na barveni dle Grama pottebny (Meyer a Buder

2020).

Vnatéru se pozoruji  polymorfonukledrni  leukocyty s intracelularnimi,
gramnegativnimi diplokoky ve tvaru kavového zrna. Pozitivni nalez neni dostacujici na
prokazani infekce, miize se jednat o meningokokovu infekei, kterd je pod mikroskopem
od gonokokli nerozeznatelnd. Pfi negativnim ndlezu je stdle moznad asymptomaticka
infekce, a proto je v obou pfipadech, barveni dle Grama, jako dikaz nedostacujici

(Centers for disease control and prevention 2021).

3.6.4 Molekularni diagnostické metody
3.6.4.1 Hybridizace

Hybridizace nukleovych kyselin je proces, ve kterém z jednovladknové DNA (ssDNA)
vznikne dvoufetézcovd molekula DNA (dsDNA), na zidkladé komplementarity. Pro
syntézu komplementarniho fetézce se pouzivaji specialni sondy, které jsou oznafené
fluorescencni latkou. Po jeji navazani sonda vyda zafeni, které je mozné odcitat pomoci
luminometru. Sondy jsou specifické pro jednotlivé patogeny a dilezité je spravné urceni
na zakladé hledaného genu, ktery je kddovany znamym potadim nukleotidid (Ng 2005,
Smarda 2005).
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Zakladnimi kroky je denaturace a renaturace. Denaturace probihd pii 90 °C,
dvouretézcova molekula nukleové kyseliny se vlivem tepla na kovalentni vazby rozpoji
a vznikaji dva samostatné fetézce. Po navedeni ptivodnich podminek dochazi k renaturaci
a vznikaji dvoutetezové molekuly podle principu komplementarity. Po prob&hnuti reakce
vzniknou homoduplexy a heteroduplexy. Homoduplex je hybridni molekula s Gplnymi,
komplementarné¢ nové navazanymi nukleotidy. Heteroduplexy jsou na druhou stranu
molekuly, na kterych nedoslo k uplnému navazani Gsek na plivodni fetézec DNA

(Smarda 2005).

Cim vic vzniklo homoduplext, tim se ve vzorku nachazi vice predpokladané DNA
nebo RNA. Metoda umoziuje i vytvaieni hybridnich molekul, kde jeden fetézec je DNA
a druhy, komplementarni je RNA (Smarda 2005).

Metoda je pouZivana v béZnych laboratofich, ale podle odporu¢eni WHO nedosahuje
vysokou specifitu a sensitivitu a neni vhodna na diagnostiku N.gonorrhoeae. Jeji vyhoda
je vyuziti pro vaginalni vytéry nebo pro jiné vzorky, kde se vyskytuje diverzita bakterii

(Centers for disease control and prevention 2021).

3.6.4.2 Polymerazova retézova reakce

Princip reakce spociva v fizené amplifikaci a detekci amplifikovanych molekul
nukleovych kyselin. Roztok pro PCR detekci musi obsahovat kromé¢ zkoumané nukleové
kyseliny, templaty, primery, Taq polymerdzu (termostabilni polymeraza) a hotecnaté
ionty. Reakce probihd ve tiech zakladnich krocich, které na sebe navazuji a opakuji se.
Prvym krokem je zvySeni teploty na 95 °C, dochdzi k denaturaci dvousroubovice DNA a
vznikaji dvé molekuly jednotetézcové DNA. V druhém kroku nastava snizeni teploty na
50°C. Tento krok se nazyva hybridizaci a nastadva v ném dosednuti primerli na zacatek a
konec vybrané sekvence nukleotida. Tieti krok probiha pfi teplot¢ 70 °C a dochézi k
elongaci, extenzi a syntéze. Z jednofetézcové DNA vznika syntézou dvoufetézcova a
vSechny kroky se znovu opakuji aZ do dosahnuti daného mnozstvi molekul nukleové
kyseliny. Pomoci fluorescence se méti kvantitativni mnozstvi vzniklé nukleové kyseliny.
Podrobnéjsi princip metody zalezi od hledaného patogenu, zvolené nukleové kyseliny,

pristroje a firmy, kterd dodava testovaci soupravy (Meyer a Buder 2020).
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Na detekci N.gonorrhoeae je nejvhodnéjsi material vytér nebo prvni zachycend moc,
hlavné u muzl. Geny, na které jsou soustiedéné primery jsou Opa geny nebo Pili geny.
Kromé ptimého testovani vyskytu N.gonorrhoeae jako jednotlivé bakterie, se
ptistoupilo k pouzivani multiplex RT-PCR. V jednom cyklu, z jednoho vzorku je mozné
nardz zjistit pritomnost né¢kolika bakterii. Mezi nejpouzivané;jsi testovaci soupravy se
tadi ty, které jsou schopné zachytit kromé N.gonorrhoeae i Treponema pallidum,
Trichomonas vaginalis ,Herpes virus typu I a 2,Ureplasma urealyticum ,Chlamydia

trachomatis a Hemophilus ducreyi (Abrams a Trees 2017).

3.7 Laboratorni stanoveni citlivosti N.gonorrhoeae na ATB

Sekvenovani genomu N.gonorrhoeae ptineslo mnoho poznatkd, které se daji vyuzit
v hybridizaci na pfimé ur€eni genu pro jednotlivé genomové useky zodpovidajici za

rezistenci k antibiotikiim (Aryal 2021;Abrams a Trees 2017)

Kwvili naro¢nosti a stdle nedokonalym poznatkiim se tato volba nevyuziva v bézné
praxi. Misto toho se voli ovéfeny postup stanoveni citlivosti na antibiotika, a to pomoci
kvantitativni nebo kvalitativni metody (Aryal 2021; Abrams a Trees 2017). Nazorna

ukézka inhibi¢nich zon je na obrazku 1.

Inhibi¢ni zény

Obrizek 1- Ukdzka diskového testu, zdstupce kvalitationi metody
(nalevo) a E-testu, zdstupce kvantitativni metody(napravo) (Aryal 2021)



3.7.1 Diskovy difuzni test

Nejpouzivangjsi kvalitativni metoda je diskovy difuzni test. Na kultivac¢ni piidu se
naockuje bakterie, vlozi se maximaln¢ 6 diski, co jsou celulozové disky napusténé
jednotlivymi antibiotiky v deklarované koncentraci. Podle inhibice rtstu, v nejblizsi
oblasti v okoli disku, se odecitd primér, ktery vyjadiuje citlivost. Inhibice ristu se
porovnavana s referencnimi hodnotami, tzv. breakpoint (BP). Pro testovani citlivosti u
N.gonorrhoeae nenii tato metoda dostatecné robustni a spolehliva, ale kvili vyvoji

antibiotické rezistence se Castéji pouziva kvantitativni metoda E-testu (Aryal 2021).

3.7.2 E-test

E-test neboli epsilon test je kvantitativni metoda slouzici ke stanoveni minimalni
inhibi¢ni koncentrace. Stupen citlivosti patogenu na vybrané antibiotikum je dilezity
ukazatel zejména u kment s vysokou rezistenci k antibiotikiim. Princip metody spociva
v napusténi nitrocelulozového prouzku antibiotikem v pfesném gradientu, na kterém jsou
poznacené hodnoty koncentrace. Prouzek se polozi na nao¢kovanou ptdu stejné jako pii
diskovém diftiznim testu. Inhibi¢ni zéna ma tvar elipsy a MIC se odecitd na misté kde
inhibi¢ni zéna protne prouzek. Tato metoda je velice piesna ale také nakladna, proto se
vyuziva prevazné u bakterii s antibiotickou multirezistenci nebo v zdvaznych piipadech

(Amlerova a Fajfrlik 2018).

3.7.3 Minimalni inhibi¢ni koncentrace — MIC

Pro testovani citlivosti N.gonorrhoeae se kromé cokoladového agaru pouziva i
Mueller Hinton bujon, ve kterém se rozpusti klickou odebrané kolonie. Mueller Hinton
bujon (MH) je tekuté médium urcené na testovani kvantitativni citlivosti mikroorganizmut

metodou kvantitativni titrace MIC, zejména na pfimou izolaci gonokokti a meningokokii.
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Obsahuje hovézi extrakt, kaseinovy hydrolyzat a $krob. Skrob slouzi jako absorbent

toxickych vedlejsich produktt (Centers for disease control and prevention 2013).

Obrizek 2 - Inhibi¢ni zéna v tvaru elipsy (vlastni fotografie)

3.7.4 Prikaz produkce B-laktamaz

Na stanoveni B-laktamdzy se pouziva nitrocefinovy test. B-laktamézy jsou enzymy
hydrolyzujici B-laktamovy kruh, ktery je zdkladni chemickou strukturou B-laktamovych
antibiotik, jako je penicilin ¢i cefalosporiny. Princip testu je reakce enzymu s B-
laktamovym fetézcem, ve kterém je navazany amid. Po rozpadnuti fetézce dochazi
vlivem amidu k riZovému az cervenému zbarveni. Pozitivni test se vyhodnocuje jako

necitlivy k penicilinu, ampicilinu a amoxicilinu (Brabencova 2013).
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4 METODIKA

Od narastu globalniho vyskytu antibiotické multirezistence N.gonorrhoeae ,byl roku
2011 zalozZeny projekt EURO-GASP (European Gonococcal Antimicrobial Surveullance
Programme),ve kterém zastupuje Ceskou republiku Statni zdravotni Gstav (SZU). Diky
tomu, ma uchované¢ vzorky ze spolupracujicich instituci, na kterych se sleduje
antibiotickd rezistence. Mezi tato pracovisté patii Fakultni nemocnice Bulovka,
Vseobecna fakultni nemocnice v Praze, Nemocnice Na Homolce, Zdravotni tUstav
Ostrava, Fakultni nemocnice Plzeii, Nemocnice Ceské Budgjovice a Fakultni nemocnice

Brno.

Vzorky z roku 2020 byly uchované na specialnich kryokonzervaénich koralcich, které
byly zamrazené a poslané v suchém ledu do Narodni referencni laboratofe (NRL) pro

syfilis.

Vzorkiim bylo pfirazené oznaceni souhlasici se syst¢émem v NRL, pod kterym byly
vedené po cely ¢as prace. Piirazena oznaceni byla vytisknuta na lepici Stitky, které byly

nalepené na ptislusné zkumavky.

Ptedtim, nez zacCalo testovani citlivosti na antibiotika, bylo potiebné naockovat agary
zamrazenymi bakteriemi N.gonorrhoeae, po€kat na rozmnozenti, ¢isté kolonie rozockovat
a nakonec provést E-test. Postupy pro praci s materidlem jsou popsané v nasledujicich
podkapitolach. Odecty a vysledky jsou uvedeny v grafech a tabulkidch v kapitole
vysledky.
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4.1 Technické vybaveni a material

Pro ucely bakalaiské prace byly vyuzivané materialy a zafizeni uvedené v tabulce ¢.3.

Tabulka 3 - Pouzity material a zarizeni

Obchodny nazev Firma
Ockovaci jednorazovi klicky P-lab
Cokoladovy agar PolyViteX (PVX) Biomerieux
Mueller-Hinton bujon Oxoid
Vysokofrekvenéni tiepacka Grant-Bio

Anaer6bni transparentni box

Don whitley scientific

Laminarni box Savemate cyto,tfida II.

Bioair

Termostat INCUCELL BMT Medical technology s.r.o
Sacky Anaerocult® A Merc

E-testy Biomerieux

Nitrocefinovy test Oxoid

4.2 Ockovani agaru

Vzorky byly zmrazené a uchované pii -70°C. Pied zacatkem ockovani, byly vzorky
pfemistény do laminarniho boxu z diivodu dodrZeni hygienickych opatfeni na pracovisti.

Zkumavky se vzorky byly pfehledné rozmisténé do stojanki.

Kvili vySe popsané narocnosti N.gonorrhoeae na kultivacni podminky, byl pro
kultivaci zvolen cokoladovy agar. Agarové plotny byly popsany pfirazenym
identifikacnim c¢islem vzorku, datem ockovani a vyhtaty na 36-37°C. Na odbér a
rozockovani byly pouZity jednorazové sterilni klicky s objemem 10ul. Koralky byly
zachyceny do kli¢ky a pfeneseny na agar. Zmrazeni nemusi vzdy byt pro bakterii ptiznivé,
a proto bylo pouzito vice koralkd na jedno oCkovani, vzdy s novou sterilni klickou. Po
dokonceni se naockované agarové plotny uzaviely a byly vlozeny do anerostatu spolu se
saCky Anaerocult® od firmy Merck, ktery vytvotil atmosféru s 5 % oxidem uhli¢itym.
Cely box se nechal 24—48 v termostatu pii 36,5 °C.
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Po 48 hodinach jiz $lo pozorovat kultivované kolonie. Podobné jako pfi prvnim
ockovani bylo postupovano i pti rozockovani. Sterilni jednorazovou klickou se nabrala
sttedn¢ velka kolonie, ktera se rozockovala na plotnu agaru. Pfi kazdém pietinani
naockované kultury, byla pouzita nova sterilni klicka. Po dokonceni se agarové plotny

znovu ulozily do anaerostatu se sa€ky Anaerocult® a do termostatu na 18 hodin.

Po 18 hodinéach, byly viditelné razné velké kolonie, coz splituje podminky pro

provedeni testu citlivosti antibiotické rezistence.

4.3 Stanoveni antibiotické citlivosti

4.3.1 E-test

Z vypéstovanych kultur na ¢okolddovém agaru, byly pomoci klicky (10ul) kolonie
ptenesené do pfiblizné 2ml MH bujonu. Idedlni je odbér z mista, kde jsou kolonie
izolovany. Mnozstvi rozpusténych kolonii v bujonu, se orientuje podle turbidity
suspenze, kterou porovnavame s 0,5 McFarland BaSOs standardem. S pouzitim
vysokofrekvenéni tfepacky vortexu rozmichdme bujon do Gplného vymizeni jakykoliv
&astic. Po porovnani zakaleni bujonu se standardem, koncentrace kolonii odpovida 10®
colony forming unit (CFU)/ml. Po dikladném promichani se MH bujon nalil na
pfipravenou a popsanou plotnu ¢okoladdového agaru. Pfiblizn€ 1 minutu se nechal agar
s bujonem odstat, aby doslo k dostatecnému vsaknuti a ptebyte¢ny MH bujon se vylil do
odpadni nadob. Ze sterilniho baleni se pinzetou vybral E-test od firmy Biomérieux a
opatrné byl polozeny na agar, tak aby nedoSlo ke vzniku bubliny nebo jinych
nehomogenit. Na jednu naockovanou plotnu byly umistény 2 prouzky s riznymi druhy
antibiotik. Kmeny izolované ze vzorkd byly testované na azitromycin, cefixim,
ceftriaxon, ciprofloxacin, gentamycin a spektomycin. Vyhodnoceni citlivosti bylo
provedené na zdkladé tabulek breakpointl pro interpretaci MIC vydanymi vyborem pro
testovani antibiotické citlivosti z roku 2020, podrobné informace jsou uvedeny v tabulce

4.
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Tabulka 4- Seznam testovanych antibiotik

ATB Sarze Exspirace Zkratka
Azithromycin AZ 256 1008472830 2023-01-04 AZl, AZM
Cefixime IX 256 1008482210 2023-01-08 CIX, CFM
Ceftriaxone TXL 32 1008417610 2021-11-25 CTR, CRO
Ciprofloxacin Cl 32 1008344980 2022-10-15 CIP
Gentamicin GM 256 1008472860 2023-01-04 GEN
Spectinomycin SC 1024 | 1008358870 2022-10-23 SPE, SPT

Plotna s agarem byla pfikryta vickem a nechala se odstat pfi laboratorni teploté. Po 15

minutach se vSechny plotny vlozili do anaerobniho boxu se sd¢kem Anaerocult® a box

byl vloZen do termostatu na 20-24 hodin piti 35+1°C.

V misté dotyku prouzku se pfi citlivosti patogenu na antibiotikum na patogen
objevilo projasnéni ve tvaru elipsy, ktera je viditelné na obrazku ¢.3. Velikost zavisela
na koncentraci antibiotika, na kterou je kmen N.gonorrhoeae citlivy. Podle hodnoty, kde
se protinala elipsa se stripem, se odcCitala koncentrace antibiotika a po porovnani
s tabulkami od EUCAST (The European Committe on Antimicrobial Susceptibility
Testing) se zapsala vysledna citlivost daného kmene. Vysledky dostupnych vzorkd,

které byly zpracovany, jsou zapsané v tabulkach a statisticky vyhodnoceny v nasledujici

kapitole.

Obrazek 3 - Inhibicni zona vytvorena N.gonorrhoeae v blizkosti ciprofloxacinu a
ceftriaxonu (vlastni fotografie)
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4.3.2 Stanoveni produkce pB-laktamaz

Jako dopliyjici byl proveden nitrocefinovy test. Na nitrocelulézovy prouzek byly
naneseny jednotlivé kolonie, které se nechaly 10 min reagovat. Pozitivni a negativni
reakce jsou viditelné na obrazku €. 4. Pozitivni f-laktamdza zpiisobila zménu barvy na

rizovou a roztok s negativnimi kmeny zlstal bez zmény.

Obrazek 4 - Nitrocefinovy test na papirku, P-pozitivni vysledek, N.-negativni
vysledek (viastni fotografie)
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5 VYSLEDKY

Celkovy pocet testovanych vzorkd byl 113. Udaje spolu s oznaéenim vzorkd byly
zaslané elektronicky v pfehledné tabulce. Tabulka obsahuje ¢islo vzorku pfifazené
instituci, datum narozeni pacienta, pohlavi, vék, misto pobytu, misto pravdépodobné
nakazy, sexualni orientace, misto 1écby, lokalizaci infekce, udaje o piedeslé infekci a
udaje o pridruzenych pohlavnich nemocech. V tabulce je také uvedend lécba a vysledky
testovani citlivosti na antibiotika. Pro zjednoduseni pojmenovani grafl a tabulek, budou
dale vzorky od infikovanych osob, kter¢ byly zpracovany a oznaceny jako VNG (vzorky

N.gonorrhoeae).

51 Rozdéleni vzorki N.gonorrhoeae dle véku a pohlavi

Graf ¢.1 popisuje procentudlni rozlozeni pohlavi infikovanych osob. Mensi pocet
vzorki byl od Zen, které tvofili 15 % (17 vzorkl) a 84,96 % (86 vzorki) byly vzorky od
muzil. Zadny pacient neuvedl jiné nebo zadné pohlavi. Oznaceni Total v grafu znamena

celkovy pocet vzork.

Rozdéleni VNG dle pohlavi

3 15.04% Zeny
1 84.96% Muzi

Total=113

Graf'l - Zastoupeni pohlavi v souboru vysetrovanych vzorkii
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Vekové rozlozeni pacientii po péti letech znazoriuje graf €.2. Je viditelné, Ze nejvetsi

pocet nakazenych pacientil je mezi 25 az 29 rokem.

Vékové kategorie VNG

40—
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S 20-
o
104
oL lllmeanm

Graf 2- Vékové kategorie VNG

Nejmlad$im nakazenym pacientem ze ziskanych udaji o izolatech byl 16lety mladik a

nejstar§im 64 lety muz. Nejmladsi Zena méla 20 let a nejstarSi méla 56let. Presné pocty

s procentualnim zastoupenim (PZ) jsou uvedené v tabulce ¢.5.

Tabulka 5- Vekové rozdéleni muzii a Zen s procentudlnim zastoupenim

Vék Podet* PZ Zeny | PZ 7en |Muzi |PZ mui
15-19 4 3,5% 0 0% |4 4%
20-24 24 212 % 6 5% |18 16 %
25-29 32 28,3 % 2 2% |30 27 %
30-34 16 14,2 % 3 3% [13 12 %
35-39 10 8,8 % 2 2% |8 7%
40-44 18 159 % 1 1% |17 15 %
45-49 3 2,7% 1 1% |2 2%
50-54 2 1,8% 1 1% |1 1%
55-59 2 1,8% 1 1% |1 1%
60-64 2 1,8% 0 0% |2 2%
65-69 0 0% 0 0% |0 0 %

*Pocet zen a muza

53



V grafu ¢.3 jsou uvedena zastoupeni vékovych kategorii v porovnani mezi pohlavim.
U muzt je nejveétsi zastoupeni mezi 25-29 lety u Zen je prevaha kolem 20-24 roku. Nalevo

ve dvojicich sloupcti stejné barvy je uvedeny pocet zen vpravo pocet muzu.

Rozdéleni VNG dle véku a pohlavi
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Graf 3- Rozdeéleni VNG dle véku a pohlavi

5.2 Ptehled pouzitych vzorki podle narodnosti infikovanych osob

V tabulce €.6 jsou vypsané narodnosti s pfifazenymi poCty osob jejichZ izolaty byly
pouzity. Jako Ceskou narodnost uvedlo 86 lidi, Slovenskou 7 lidi, u 13 osob je narodnost

nezndma (UNK). Procentudlni zastoupeni je zndzornéno v grafu ¢.4.

Tabulka 6 -Prehled narodnosti VNG

Narodnost Pocet lidi

(074 86

GB 1

SK 7

HR 1

UA 3
1
1

AL
PL
UNK 13
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Zastoupeni narodnosti VNG

76.11% CZ
0.88% GB
6.19% SK
0.88% HR
2.65% UA
0.88% AL
0.88% PL
11.50% UNK

ONEORONE

Total=113

Graf 4- Procentualni zastoupeni vzorkui v zavislosti na narodnost pacientii
5.3 Piehled testovanych vzorki dle mista infekce

Pod mistem infekce se mysli infikovana ¢ast t€la, ve které se nachdzi primarni infekce.
Izolaty vzorkd pochdzely zurogenitalniho traktu a z extragenitdlnich lokalit jako je

farynx nebo rektum. Pocet s procentudlnim zastoupenim mist infekce je podrobné

popsany v tabulce ¢.7.

Tabulka 7- Rozdeleni VNG dle mista infekce a pohlavi

Misto infekce Pocet PZ
Genitalni zeny 11 9,7%
Genitalni muzi 85 75,2 %
Anorektalni 2 1,8 %
Faryngealni 4 3,5%
Neznami 11 9,7 %

V grafu ¢. 5 je nazorné porovnani mist infekci mezi zenami a muZzi. V grafu

se nevyskytuji vzorky s neuvedenim mistem infekce.




Porovnani mista infekce a pohlavi
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Graf'5- Porovnani VNG dle mista infekce mezi muzi a Zenami

5.4 Prehled citlivosti vzorku na antibiotika

V tabulce €.8 je dany pocet citlivych a rezistentnich kmenil na testované antibiotika.
Zkratky antibiotik jsou uvedeny v podkapitole 4.3. Stanoveni citlivosti na antibiotika
shrnuje tabulka ¢.4. Rezistence kmenti N.gonorrhoeae byla zachycena jenom CIP a AZI,
na ostatni testovani antibiotika byly kmeny citlivé. Proto v této podkapitole
v nasledujicich tabulkach budou uvedeny prevazné rezistence na CIP a AZI, popf. jejich
kombinace. Pro azitromycin je MIC =1 mg/l, pro cefixim a ceftriaxon je MIC > 0,125
mg/l1, ciprofloxacin je MIC > 0,06 mg/l , gentamycin je MIC >32 mg/I a spektinomycin
je MIC > 64mg/l. Z 113 vzorkl bylo 105 (93 %) citlivych na azitromycin a 8 (7 %)
rezistentnich. Citlivost na cefixim,ceftriaxon, gentamycin a spektinomycin dosahuje
100%, 113 vzorkt. Na ciprofloxacin bylo citlivych 84 (74 %) a rezistentnich 29 (26 %),5
muzu, z toho 4 MSM.
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Tabulka 8 -Prehled citlivosti a rezistence N.gonorrhoeae na antibiotika

MIC hranice Pocet citlivych Pocet rezistentnich

Antibiotikum | citlivosti [mg/l] | vzorku vzorki

AZI >1 105 8

CIX >0,125 113 0

CTR >0,125 113 0

CIP >0,06 84 29

GEN >32 113 0

SPE >64 113 0

orientace

5.5 Prehled citlivosti vzorkd na antibiotika dle mista infekce a sexualni

V tabulce ¢.9 jsou uvedené pocty vyskytl izolath od muzi a Zen vzhledem k jejich

neuvedlo.

sexudlni orientaci, jejich procentudlni zastoupeni je zndzornéno v grafu €.6. Jak je vidét,

7adna Zena neuvedla svoji sexudlni orientaci jako homosexudlni, ale 7 Zen svoji orientaci

V nasledujicich grafech nejsou zapocitdny vzorky, u kterych nebyly uvedené

a o misté infekce.

Tabulka 9- Vyskyt izolatii vzhledem na pohlavi a sexualni orientaci

informace o mist¢é infekce ¢i sexudlni orientaci. U 2 vzorkd nebyla uvedena sexualni

orientace, ale jednalo se o genitélni infekci. U 11 vzorki chybé€ly udaje o sexualni orientaci

Sexualni orientace Pocet
Heterosexualni zeny 10
Homosexuélni Zeny 0
Heterosexualni muzi 54
MSM 35
Jind 1
Nezname 13
Spolu 113
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Pohlavi a orientace

8.85% Zeny heterosexuélni
47.79% Muzi heterosexualni
30.97% MSM

11.50% Nezname

0.88% Jiné

poooo

Total=113

Graf 6- Procentualni rozlozeni VNG dle pohlavi a sexudlni orientace

Podle sexualni orientace, pohlavi a mista infekce jsou v tabulkach ¢.10,11 a 12 uvedené
pocty rezistentnich kmentl na 6 testovanych antibiotik. V tabulce ¢.10 jsou uvedené pocty
rezistentnich vzorkli od MSM, ktefi mé&li genitalni infekci. Kromé korezistence CIP a AZI

nebyly zjisténé jiné kombinované rezistence.

Tabulka 10 - Pocet a procentualni zastoupent rezistentnich vzorkii u MSM genitalni
infekce

MSM Genitélni infekce Pocet PZ
Celkem 29 100 %
VNG citlivé na vS§echny ATB 14 48 %
VNG rezistentni na v§echny ATB 0 0%
Rezistence CIP 14 48 %
Rezistence jenom CIP 10 34,5 %

Rezistence AZI
Rezistence jenom AZI 3%
Rezistence CIP+AZI 13,8 %

5 13,8 %
1
4

Rezistence CTR 0 0%
0
0
0

Rezistence GEN 0%
Rezistence CIX 0 %
Rezistence SPE 0 %

Tabulka ¢.11 obsahuje spoleény pocet vzorki od MSM u kterych se projevila

anorektalni nebo faryngedlni infekce. Dale obsahuje udaje o citlivosti a rezistenci vzorkd.

58



Tabulky neobsahuji udaje o vSech testovanych antibioticich, a to z divodu, ze nebyly

zjisténé rezistentni kmene k jinym antibiotikiim nez CIP.

Tabulka 11- Rezistence VNG u anorektalni a faryngedalni infekce MSM

MSM Anorektalni infekce Pocet PZ
Celkem 2 100 %
VNG citlivé na v§echny ATB 1 50 %
VNG rezistentni na vSechny ATB 0 0%
Rezistence CIP 1 50 %
MSM Faryngealni

Celkem 4 100 %
VNG citlivé na v§echny ATB 1 25 %
VNG rezistentni na vS§echny ATB 0 0%
Rezistence CIP 3 75 %

Udaje o rezistentnich vzorcich na AZI a CIP od MSM s genitalni, anorektalni &i
faryngealni infekce jsou piehledné porovnané v grafu ¢.7.Hnéda barva popisuje rezistenci
na AZI a Sedé rezistenci na CIP. Vzhledem k objevu korezistence CIP a AZI jenom u

MSM s genitalni infekei, neni v grafu uvedena.

Porovnani rezistence na CIP a AZI
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Graf'7 - Porovnani rezistence na CIP a AZI mezi genitalni, anorektalni a faryngealni
infekcit
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Tabulka ¢€.12 obsahuje pocet a procentudlni zastoupeni vzorki citlivych na antibiotika
u heterosexudlnich osob s genitalni infekci. Korezistence CIP a AZI je uvedena v tabulce
kvuli porovnani s MSM s genitalni infekci. Jiné kombinované rezistence nebyly zjisténé.

Anorektalni ani faryngedlni infekce u osob s heterosexualni orientaci nebyla pfitomna.

Tabulka 12- Vyskyt rezistentnich vzorkii na antibiotika od heterosexudlnich osob s
genitalni infekci

Heterosexualni genitalni infekce | Pocet PZ
Celkem 64 100 %
VNG citlivé na v§echny ATB 53 83 %
VNG rezistentni na vS§echny ATB 0 0%
Rezistence CIP 9 14 %
Rezistence AZI 2 3,8 %
Rezistence CIP+AZI 0 0%
Rezistence CTR 0 0%
Rezistence GEN 0 0%
Rezistence CIX 0 0%
Rezistence SPE 0 0%

Graf ¢. 8 porovnava rozdil mezi rezistenci na antibiotika u muzi heterosexualni a
homosexudlni orientace. V grafu je rozdéleni rezistence i podle mista infekce.
Korezistence na CIP a AZI se objevuje jenom pii homosexualni orientaci, tudiZ neni

v grafu zahrnuta.

Heterosexualni orientac Homosexualni orientace
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Graf 8- Porovnani rezistence na antibiotika mezi heterosexualni, homosexudlni orientaci
a mistem infekce

60



5.6 Prehled pridruZenich a predeslych STI

Ptidruzenou STI mélo celkem 20 osob. Tabulka ¢.13 neni rozdélena dle pohlavi kvuli
nedostateénym informacim u zen. U 8 z 10 izolatl nebyla zndma ptidruzena choroba a

jedna zena méla soucasné infekci chlamydiemi. Ostatni vzorky jsou od muzu.

Tabulka 13- Pridruzené STI

Pridruzena STI Pocet PZ

Celekem 20 18%
Syfilis 6 30 %
Ch.trachomatis 9 45 %
Genitalni herpes 2 10 %
Mycoplasma hominis 2 10 %
Jiné 1 5%
Neznamé 23 20,4 %
Bez predchozi STI 70 61,9 %

Graf ¢€.9 zobrazuje rozdé€leni ptitomnych STI zarovei s kapavkou. Procentudlni pocet
je vypocitany v zavislosti na celkovém poctu vzorki (Total) a je rozdélen na zdkladé
sexudlni orientace, zahrnujici MSM genitalni infekci (MSM GEN), MSM anorektalni
infekci (MSM AR) a heterosexualni orientace s genitalni infekci (HETERO GEN). Ve
vzorkach se vyskytli riizné kombinace pfitomnych nemoci a také i genitalni bradavice,

které jsou zahrnuty v kategorii jiné.

Vyskyt pfidruzenych STI

15.00% Syfilis MSM GEN

5.00% Syfilis HETERO GEN

5.00% Syfilis+ Ch.trachomatis MSM AR
5.00% Syfilis + Herpes HETERO GEN
35.00% Ch. trachomatis HETERO GEN
10.00% Ch. trachomatis MSM GEN
10.00% Herpes HETERO GEN

5.00% M.hominis MSM AR

5.00% M.hominis HETERO GEN

5.00% Jiné

poaoooonan

Total=20

Graf 9 - Vyskyt pridruzenych STI
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Kromé jiz zmitlovanych STI se mezi izolaty vyskytly i vzorky HIV pozitivnich
pacientt. VSechny HIV pozitivni izolaty patfili do kategorie MSM. Ostatni byly negativni

nebo neznami.

Tabulka 14- HIV Status pacientii

HIV Status Pocet PZ

Pozitivni 8 7 %
Negativni 89 79 %
Neznami 16 14 %

Tabulka ¢.14 udava pocet jenom HIV pozitivnich bez rozdé€leni s ohledem na jiné STI.
Tyto udaje jsou v grafu €.10. Rozd¢€leni je pro HIV pozitivni bez ptidruZzenych STI (HIV
POS), HIV pozitivni se syfilis (HIV SYPH) a s infekci Ch.trachomatis( HIV+CHLAM).

HIV status s pridruzenymi STI

3 62.50% HIV POS
B 25.00% HIV +SYF
O 12.50% HIV +CHLAM

Total=8

Graf'10- HIV status s pridruzenymi STI

Rezistence na AZI a CIP u izolatd s ptidruzenou STI popisuje tabulka ¢. 15. Vyskyt
citlivych kment na vSechny antibiotika pfevaZoval nad rezistentnimi. PoCty rezistentnich
izolath se vztahuji jenom na MSM, izolaty od osob s heterosexudlni orientaci, které mély

pfidruZzenou STI byly vSechny na antibiotika citlivé.
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Tabulka 15 - Antibioticka rezistence izolatui s pridruzenou infekci

Rezistence Rezistence Citlivy
STI AZI+CIP jenom CIP
Syfilis 0 1 4
Ch.trachomatis 0 1 8
Genitalni bradavice |0 1 0
M.hominis 0 0 1
HIV 3 2 3

V tabulce €. 16 jsou uvedené poCty a procentudlni zastoupeni predeslé infekce
zpisobené N.gonorrhoeae. lzolaty s neznamymi udaji o predeslé infekci nebudou
zpracované v nasledujicich grafech a tabulkach. Celkovy pocet zpracovanych vzorkt

bude 99.

Tabulka 16- Predesla infekce N.gonorrhoeae

Piedesla infekce N.G. Pocet PZ

Ano 29 26%
Ne 70 62%
Neznama 14 12%

Porovnani rezistence izolatl na CIP a AZI dle vyskytu predeslé gonokokové infekce.
V tabulce ¢.16 je celkovy pocet vzorki s piedeSlou infekci 29 a v tabulce €.17 je pocet

infekei rozdélen dle sexualni orientace.

Tabulka 17- Rezistence izolati dle predesié infekci

Antibiotikum MSM PZ HETERO |PZ Nezname |PZ

Rezistence AZI 2 7 % 1] 3% 0| 0%
Rezistence CIP 7] 24% 2 7% 0| 0%
Rezistence AZI+CIP 3] 10% 0] 0% 0| 0%
Citlivy 5/ 17% 8| 18% 1] 3%
Spolu 171 59 % 11| 38 % 1] 3%

Nazorné a piehledné porovnani poctu rezistenci dle sexudlni orientace uvedené

v tabulce €.17 jsou v grafu ¢.11.
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Porovnani rezistence dle piedeslé infekce

15+
= AZ
= CIP
10+ — = AZI+CIP
N3] = Citlivé
o
o
5_
1nlill ~m n
1 |

1
MSM HETERO UNK
Sexualni orientace

Graf 11- Porovnani rezistence dle predeslé infekce

B-laktamové aktivita (BLA) vzorkl je uvedena v tabulce ¢.18. Hodnoty jsou porovnané
s hodnotami zaslanymi ze spolupracujici laboratofe ve Svédsku, které byly identické

s vysledkem ze SZU. BLA+ je ozna&eni pro pozitivni reakci a BLA — pro negativni.

Tabulka 18 -Vysledky nitrocefinového testu na f-laktamazovou aktivitu

BLA BLA + PZ BLA - PZ

MSM Genitalni infekce 8 7% 21 19 %
MSM Faryngedlni infekce 3 3% 1 1%
MSM Anorektalni infekce 1 1% 1 1%
Zeny celkem 0 0 % 17 15 %
HETERO Muzi Genitalni infekce 0 0 % 54 48 %
Nezname 0 0 % 6 5%
Celkem 12 11 % 101 89%
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5.7 Prehled antibiotické 1écby

V graf ¢.12 jsou vyobrazeny procentudlné rozdéleni pfedepsané 1écby

osobam, od kterych byly testované vzorky.

Antibioticka lééba

OORCO00

25.66% CTR
23.89% AZI

20.35% CTR+AZ|

0.88% CIP+AZI
16.81% INE

12.39% NEZNAMI

Graf 12- Antibioticka lécba osob s gonokokovou infekci

V tabulce ¢.19 je uvedeny pocet vzorku a jejich procentudlni zastoupeni dle

antibiotické 1écby a sexudlni orientace.

Tabulka 19- Predepsana lécba antibiotiky rozdélena dle sexualni orientace

letba | otet Pz

CTR HETERO 19 23%
CTR MSM 10 12%
CTR+AZI HETERO 13 16%
CTR+AZI MSM 0 0%
AZI MSM 3 4%
AZ| HETERO 23 28%
CIP HETERO 1 1%
CIP MSM 0 0%
CIX HETERO 0 0%
CIX MSM 1 1%

65



6 DISKUZE

V teoretické Casti byly uvedeny poznatky z reserSe raznych ¢lanka, které se zaobiraly
ptiblizenim a obecnym vysvétlenim problémi vyskytujicich se ve spojeni s infekci
zpisobenou N.gonorrhoeae. Jak bylo uvedeno v odborném ¢lanku od Unema a Shafera
z roku 2014, bakterie si vyvinula velky pocet mechanismu rezistence na jiz pouzivana
antibiotika az posledni moznosti 1éCby zustaly cefalosporiny, jmenovité ceftriaxon a
cefixim. Rezistentni kmeny na azitromycin a ciprofloxacin se oproti minulosti,

nevyskytuji ve velké mife, stejné jako rezistence na spektomycin (Unemo a Shafer 2014).

Na zaklad¢€ vyskytu novych rezistentnich kment a jejich monitorovani uvedla ECDC
doporucené postupy na vySetfeni antibiotické citlivosti odebranych izolati. Na vySetteni
se pouziva E-test a nitrocefinovy test. K dispozici bylo 113 vzorki ze zdravotnickych
zafizeni v CR archivovanych za rok 2020, s tidaji o nakazenych osobach. V§echny znamé
udaje byly u 100 vzorkid a u 13 vzorkl nebyli zadané informace o sexualni orientaci.
Neznamé vzorky nebyli v tabulkach a grafech uvedené, nebot” byli uvedené pod ndzvem

Neznamé.

Nejveétsi pocet nakazenych Zen bylo mezi 20 — 24let, kde celkovy pocet byl 6 (5 %)

zen a 18 (16 %) muzi. Stejna skupina je druha nejpocetnéjsi po kategorii 25-291et.

Na tfetim misté je vékova skupina 40-44 (15,9 %) let, kde 1 (0,88 %) vzorek je od Zeny
a 17 (15 %) muzi, 14,2 % byli vzorky od osob ve véku 30-34. Zadny izolat nebyl od

infikovaného novorozence nebo ditéte.

Nérodnost u vyskytu rezistentnich kmenti nema tak velkou roli jako zemé ndkazy.
Vsechny osoby méli uvedenou pravdépodobnou zemi ndkazy Ceskou republiku.
Nakazeni se kapavkou v jakékoliv zemi nebo statu a jeji potencialni roznaseni pii
cestovani do dalSich zemi, mize vést k vyskytu rezistentnich kmend, které budou Sifené
do oblasti kde se pfed tim nenachazely. WHO varuje pred sexudlnim turismem
v nerozvinutych zemich, kde je ve vseobecnosti nedostatena STI surveillance a
nedostate¢né kvalitni zdravotni péce. V dnes$ni dobé€ je jednoduché, a hlavné finanéné

dostupné cestovani do vSech koncin svéta.
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Kromé sexudlniho turismu do ekonomicky slabSich zemi je rozSifené cestovani
mladych lidi i do vyspélejSich statd, a ne vzdy dbaji kvili nedostate¢né informovanosti
anebo nezodpovédnosti na bezpecny pohlavni styk. To se netyka jenom kapavky, ale
vSeobecné vSech pohlavnich chorob. Ditlezitd je informovanost o rizicich ale i1 o
moznostech ochrany a o pravidelném testovani, ¢i kontrolach u svého lékare anebo i
anonymnich testech (praxe je dostupna v zahrani¢i, nikoliv v CR) v neziskovych
organizacich. Dalsi rizikovou skupinou spojenou s cestovanim jsou ¢lenové armady, ktefi
vyuzivaji sexualni sluzby jak v zahranic¢i na misiich, tak i po navratu do zem¢ s trvalym
pobytem. Rezistenci v tomto piipad¢ ovliviiuje i asymptomatickd, ¢asto dlouhotrvajici
gonokokova infekce. N.gonorrhoeae ma tak vic prtilezitosti pfevzit rezistenci

s komenzidlnich nebo jinych patogennich baktérii s jednodu$sim pfenosem.

Quilin a Seifert v ¢lanku zroku 2018, popisuji naroCnost N.gonorrhoeae a
jeji variabilitu genovych mutaci, které ji dovoluji ménit metabolismus a tak prezit
v organizmu na mistech s ne vzdy idealnimi podminkami na zivot a mnozeni (Quilin a

Seifert 2018).

Tuto schopnost ziskala z chromozomovych a plasmidovych pfenosti od komenzidlnich
nebo jinych patogennich bakterii. Proto je pro ptfedpokladanou rezistenci dillezité misto
primarni infekce, sexualni orientace a vyskyt ptidruzené¢ STI nebo ptedesl¢ jiz prekonané
gonokokové infekci. Nejvétsi zastoupeni vzorkd, presné 85 vzorki (75,2 %), bylo od
muzil s genitdlni infekei, 11 (9,7 %) od Zen s genitélni infekci, 4 (3,5 %) vzorky od muzil
s faryngealni a 2 (4,8 %) s anorektalni infekci. Misto infekce nebylo zndmé u 11 vzorka
(9,7 %). Heterosexualni orientaci mélo 10 zen (8,85 %) a 54 (47,79 %) muzu.
Homosexudlni orientace byla pfitomnd jenom u muzii, dohromady 35 (30,97 %) vzork.
Jeden c¢loveék uvedl svoji orientaci jako jinou. 13 (11,5 %) lidi svoji orientaci neuvedlo.
Z 29 genitalnich infekci u MSM se u 15 (52 %) vzorkt vyskytla rezistence na azitromycin

a cirpofloxacin.

Rezistenci na azitromycin mél jeden vzorek (3 %) a na ciprofoxacin mélo rezistenci 10
(34,5 %) vzorki. Byla pfitomna i kombinovand rezistence na azitromycin a ciprofloxacin,
celkem ji méyi 4 (13,8 %) vzorky. Citlivost na vSechna testovana antibiotika mélo 14 (48
%) vzorkl. Kromé genitalnich infekci u MSM se rezistence na ciprofloxacin objevila i u

anorektalni a faryngealni infekce.
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Celkem byli u MSM pfitomné 2 anorektalni infekce, z toho jeden vzorek byl citlivy
na vSechna antibiotika a 1 vzorek vykazoval rezistenci na ciprofloxacin. Faryngealnich
infekci bylo vice, a to 3 (75 %) rezistentni na ciprofloxacin a 1 (25 %) citlivy na vSechny
testovana antibiotika. Heterosexualni orientaci uvedlo dohromady 64 lidi a z nich bylo 53
(83 %) vzorki citlivych na vSechna otestovana antibiotika. Bylo pfitomnych 9 (14 %)

rezistentnich vzorkl na ciprofloxacin a 2 (3,8 %) vzorky na azitromycin.

Po porovnani citlivosti a rezistence mezi vzorky ziskanymi od pacientii uvad¢jicich
heterosexualni a homosexualni orientaci, je viditelny procentudlni rozdil. U pacient
sheterosexudlni orientaci bylo 83 % vzorku citlivych, u homosexudlnich muzii bylo
citlivych jenom 48 % vzorki. Tento rozdil poukazuje na vyskyt rezistentnéjSich kment
u MSM. Presny pienos infekce nebyl v datech o vzorcich zahrnuty, ale podle rezistence
na ciprofloxacin u extragenitdlni infekce se da ptfedpokladat, ze kmeny si vyvinutou
rezistenci sprenaseji a vyskytuji v extragenitalni ale i genitalni oblasti. Pfi¢emz kmeny
s rezistenci na azitromycin se pravdépodobné pienéseji a vyskytuji hlavné v genitalni
oblasti. Vys8i mira rezistence u MSM miiZe, byt zplisobena upfednostiiovanym typem
pohlavniho styku mezi muzi, a to je andlni, ordlni, pasivni i aktivni. Stejny typ
pohlavniho styku mtize byt i u heterosexualnich osob, mezi muzem a Zenou, ale tfeba
vychézet téZ z informace o mozné mite promiskuity. U MSM se piedpoklada, Ze je

velka mira promiskuity a s tim souvisejici vyskyt dalSich pohlavnich chorob.

Pfidruzenou STI mélo celkem 20 osob, co je zcelkového mnozstvi 18 %. Mezi
pohlavnimi chorobami se nachazela syfilis, infekce Ch.trachomatis, genitalni herpes,
onemocnéni vyvolané Mycoplasma hominis a jejich kombinace. Syfilis mélo 6 (30 %)
osob. 15 % tvofili MSM s genitélni infekci, 5 % heterosexualni muZi s genitalni infekci,
5 % MSM mélo kombinaci syfilis a chlamydiovou infekci, 5 % bylo heterosexudlnich
muzl s kombinaci genitalniho herpesu a syfilis. Infekci vyvolanou Ch.trachomatis mélo

9 (45 %) osob, z toho bylo 35 % heterosexualni muzi a 10 % MSM.

Pozitivni nalez na genitalni herpes mély 2 (10 %) osoby, z toho pouze jeden
heterosexualni muz mél vyhradné jenom herpes, druhy vzorek byl jiz vySe popsany
v kombinaci syfilis a herpes. Jedna z poslednich STI byla infekce zpisobend M.hominis.
Celkem ji méli 2 (10 %) osoby, z toho jeden byl heterosexualni muz a druhy

homosexualni muz.
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Jako posledni pridruzend STI je HIV. Pozitivni status mélo 8 (7 %) osob, negativni
89 (79 %) osob a neznamy 16 (14 %) osob. Dle ¢lanku od Price a Bash z roku 2019,
pridruzena infekce, kterd nejvic ovliviiuje gonokokovou rezistenci, je HIV. Vyzkum
ukazal, ze sperma od HIV pozitivniho pacienta trpiciho gonokokovou uretritidou
obsahuje az 8- krat vétsi koncentraci HIV RNA. Zaroven se aktivuji lymfocyty coz
zpusobuje t€zsi priabéh obou onemocnéni a tim se zvEtSuje i reakce N.gonorrheae
s komenzalnimi bakteriemi a ,,proptijcuje* si jejich mechanismy rezistence (Price a

Bash 2019).

Z celkového poctu vzorkl od osob s HIV byli 3 rezistentni na azitromycin a zaroven
na ciprofloxacin. Jenom na ciprofloxacin byly rezistentni 2 vzorky a dalsi 3 byly citlivé
na vSechna antibiotika. Ze vzorkl pozitivné testovanych na syfilisu se objevila Gplna
citlivost u 4 vzorkti a 1 vzorek byl rezistentni na ciprofloxacin. Osoby s infekci

zpusobené Ch.trachomatis, mély 8 vzork citlivych a jeden rezistentni na ciprofloxacin.

Jako doplné€k k E-testu byl proveden nitrocefinovy test, ktery dokazuje 3-
laktamazovou aktivitu bakterie. Vysledky byly porovnané s udaji, které byly zaslané ze
spolupracujici Svédské laboratofe. Nase i zaslané vysledky byly totozné. Celkovy pocet
pozitivnich izolatli na B-laktamazu byl 12 (11 %) a negativnich byl 101 (89 %) vzork.

Z 11 % pozitivnich bylo 7 % izolath od MSM s genitélni infekci, 3 % od MSM

s faryngedlni infekci a 1 % izolath od MSM s anorektélni infekei.

Z 89 % negativnich izolatl bylo 48 % od heterosexuéalnich muzi, 19 % od MSM
s genitalni infekci, 15 % od heterosexualnich Zen s genitalni infekci a 5 % bylo od osob
s neznamou orientaci a neznamym mistem infekce. Jenom 1 % negativnich vzorki bylo

od MSM s anorektalni infekci a taktéz 1 % od MSM s faryngedlni infekci.

Z toho mlzeme usoudit, ze kdyz vétSina izolovanych kmenti N.gonorrhoeae ze
vzorkli neméla B-laktamdzovou aktivitu, pfi porovnani mezi sexualnimi orientacemi je
zjevny rozdil. Kviili malému mnoZstvi vzorkil z anorektalni a faryngealni oblasti, neni
mozné z pouzitych vzorki s jistotou potvrdit vyssi B-laktamazovou aktivitu.
Signifikantni rozdil je, ale pfi porovnani mezi vzorky MSM a heterosexualnich muzi
s genitdlni infekei. Oproti heterosexualnim muzim, skupina MSM ma 7 % izolath

pozitivnich.
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Vzhledem na absenci tidajli o pfenosu, mizeme jenom piedpokladat, Ze nakazeni
mohlo byt oro-genitalni nebo ano-genitalni, coz by podporovalo tvrzeni o -
laktamazové aktivité u kmenit od MSM s anorektalni ¢i faryngealni infekci. Dllezitost
monitorovani B-laktaméazové aktivity je vyznamna pro piredpokladani snizeni citlivosti
anebo vyvoje rezistence na B-laktamova antibiotika, mezi ktera patii i cefalosporiny.

V souboru izolatd, které byly pouzivané na testy citlivosti, se nevyskytly zddné vzorky,

ve kterych by byla rezistence viditeln¢ ovlivnéné tvorbou B-laktaméz.

K rezistenci na ciprofloxacin a azitromycin se kromé¢ ptidruzenych chorob, piidava i
rezistence na zaklad¢ predeslé, jiz 1écené gonokokové infekce. Z 113 osob 29 (26 %)
piekonalo gonokokovou infekei v minulosti. Z toho 17 (59 %) vzorki bylo od MSM, 11
(38 %) vzorkll od heterosexuélnich muzii a 1 (3 %) vzorek byl nezndmy. Nejveétsi
zastoupeni méla rezistence na ciprofloxacin u MSM, coz bylo 7 vzorki (24 %).
Kombinovanou rezistenci na azitromycin a ciprofloxacin mély 3 vzorky (10 %) a 2
vzorky (7 %) jevili rezistenci jenom na azitromycin. Citlivych na vSechna antibiotika
bylo 5 vzorkl (17 %). Osoby s heterosexudlni orientaci mély vysokou miru citlivych
kmeni, 8 vzorki z 11, to je 18 %. Rezistenci na cirpofloxacin mély 2 izolaty (7 %) a1
izolat byl rezistentni na azitromycin (3 %). Podle doporuc¢eni CDC na 1é¢bu
gonokokovych infekei se azitromycin pouziva jenom jako dudlni 1é¢ba k
ceftriaxonu nebo cefiximu. Diivod miizeme vidét v piedeslych procentudlnich
zastoupenich rezistenci, ktery nebyl oproti citlivosti vétsi, ale pritkaz uz jenom 8%
rezistence, naznacuje jeji postupny vyvoj. Obava z nariistajici rezistence na azitromycin
je opodstatnéna a to z divodu, 1écby infekei zptisobenych Ch.trachomatis. Osoby
s touto pfidruZenou infekci, nemusi tedy snaSet mén¢ ucinnou anebo méné vhodnou

kombinaci antibiotik (Workowski et al. 2021)

Z poskytnutych udajl o 1é€bé, se 1ékem volby stal ceftriaxon, bylo nim 1écenych 19
osob s heterosexualni orientaci (23 %) a 10 osob s homosexualni orientaci (12 %).
Jenom azitromycinem bylo 1éceno 26 osob a to 3 (4 %) osoby s homosexudlni orientaci
a 23 (28 %) s heterosexualni orientaci. Dudlni 1é¢ba ceftriaxonem a azitromycinem byla
u 13 (16 %) osob s heterosexudlni orientaci a jedna osoba méla pfitomnu i chlamydiovou
infekci. Azitromycinem byly 1éceni 3 (4 %) MSM a jeden MSM byl 1éceny
cefiximem.S dostupnych udaji neni mozné vyvodit zavér, ze u naSich vzorkl byla

pfidruZzena infekce, kterd by ovliviiovala 1écbu.
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I kdyz vzorky byly jiz zpracované v jinych zatizenich, je velmi dalezité dodrzovat
doporuceny postup pro spravny odbér a zpracovani vzorkl. V laboratorni diagnostice se
pouzivaji kromé molekularnich metod i kultivace. VSechny pouzité vzorky byly
identifikované na zaklad¢ kultivace, kterd nemusi byt vzdy dostatecné citliva.
Dulezitym faktorem mimo odbér je i lécba pacienta, kterou nemusi pfiznat. Pokud se
jedna o faryngealni infekcei, pacient miize predpokladat, ze se jedna o jiného patogena,
ktery ma velmi Casto stejné ptiznaky jako gonokokova faryngealni infekce. Lhostejnost
nakazenych lidi mtize ptertst az do takové miry, Ze si sami nastavi 1éCbu, bez
doporuceni specializovaného 1ékafe. Mnohokrat se takové osoby pfi neustupujicich
symptomech ani nepfiznaji ke snaze o samolécbu. Odbér, ktery by byl odebrany od
pacienta s uz uzivajicim antibiotika, neni vhodny na kultivaci. Nevhodna volba
antibiotik nemusi mit baktericidni G¢inek, ale urcité omezi jeji riist a Sifeni, tudiz
inhibovana bakterie na agaru nemusi vyrust a laboratorni nalez bude negativni. Kromeé
toho, mtize podpofit zvySeni rezistence. Proto WHO doporucuje na diagnostiku
molekularni metody. Mezi né patii metody amplifikacni, jako RT-PCR, ktera
amplifikuje nukleovou kyselinu bakterie i po jejim uhynuti. Metoda je financné
nakladngjsi, ale spolehlivejsi a nemusi se dodrzovat slozité podminky na udrzeni
zivotnosti bakterie pti pfevozu vzorkl. Druha vyuzivana metoda je hybridizace, kdy je
dopfedu stanovena sekvence nukleotidl a po komplementarnim napojeni vyzati urcity
svételny signal, ktery se odecitd na specializovaném pfistroji. Tato molekularni metoda,
byla a stale je pouzivana, ale podle CDC je nedostate¢né specificka. Problémem je

genova multivariabilita nékterych N.gonorrhoeae.

Tim se vyrazn€ zvysuji ndklady na diagnostiku a vyvoj novych sond, které by byly
dostatecné specifické. RT-PCR ma v poslednich letech i moznost identifikace vicerych
patogent z jednoho vzorku, metoda se nazyva Multiplex RT-PCR a je mozné jeji
pomoci identifikovat velké mnozstvi patogent v jednom cyklu. Finan¢ni naklady na
potifebny materidl, reagencie a ptistroje, zalezi na zatizeni, které se vénuje identifikaci

patogend.



7 ZAVER

Kapavka je druha nejrozsitenéjsi STI na svété. Od 50. let 20. stoleti je vyrazny pokles
nakaZenych, ale je stale nejrozsifenéjsi pohlavni chorobou i v CR. Hlavnim problémem
je vzrastajici  vyskyt multirezistentnich kmenli mezi symptomatickymi i
asymptomatickymi infekcemi. I v naSem souboru, byla dokdzana souvislost mezi
rezistenci na antibiotika a mistem infekce, kterd souvisi se sexualni orientaci. Vysoky
vyskyt rezistence na azitromycin a ciproloxacin u homosexualnich muzi, od kterych byly
izolaty testované na antibiotika, toto tvrzeni jenom podporuje. Je t€zké fict, ¢i je to
zpisobené nedostateCnou informovanosti anebo jen lhostejnosti promiskuitnich lidi.
Pokud se budou rezistentni kmeny N.gonorrhoeae S§ifit 1 nadadle a globalné, je
pravdépodobné, ze se zkapavky stane v mnohych piipadech nelécitelna choroba.
Problémovou skupinou budou osoby s asymptomatickou infekci, kterd bude ve velké
mife pfendSenda az do objeveni symptomil pozdéjsi infekce. Tim, ze symptomy se miizou

objevit az po n¢kolika letech, bude pocet pienost a velky a incidence infekci vzristajici.

Aby se piedesSlo jiz popsanému riziku, je tfeba podporovat nejen informovanost
o ochran¢ a testovani ale i spolupraci specializovanych zafizeni na programu
monitorovani antibiotické rezistence. Poznatky z podobnych vyzkumt mizou pomoct
vyvijeni vakciny, kterd by byla ze zac¢atku U¢inna asponl na omezeni citlivosti jednice

k infekci a v budoucnost i na kompletni ochranu organizmu pted N.gonorrhoeae.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
ATP — adenosintrifosfat
AZI — azitromycin
BP — breakpoint
CD — diferenciacni antigen
CFU-colony forming unit
CIP — ciprofloxacin
CIX — cefixim
CTR — ceftriaxone
DGI — Diseminovana gonokokova infekce
DHPS — dihydropteorat
ECDC — European Centre for Disease Prevention and Control
ESC — extended spectrum cephalosporines
EUCAST — The European Committe on Antimicrobial Susceptibility Testing
EURO-GASP — European Gonococcal Antimicrobial Surveillance Program
FarAB — fatty acid efflux
GABA — kyselina y-aminomaslena

GEN — gentamycin
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GISP — The Gonococcal Isolate Surveillance Project

GyrA — gyraza typu A

GyrB — gyraza typu B

IgA — imunoglobulin A

IL — interleukin

IM — intra muskularné

LOS — lipooligosacharidy

MAC — minimalni antibakterialni koncentrace

MacAB — macrolide eflux

MATE - the multidrug and toxic compound extrusion

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

MenB — N.meninigitidis , sérotyp B

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MtrCDE — multiple transferable rezistence

MSM — Men who have sex with men

N.gonorrhoeae- Neisseria gonorrhoeae

NAG — N-acetyl-glukosamin

NAMA — kyselina N-acetylmuramova
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NorM — multidrug efflux transporter

NRL — Narodni referen¢ni laboratof

OMYV - outer membrane vesicles

OPA proteiny — opacity proteins

PBP — Penicilin-biding Proteins

PID — Pelvic Infalmantory Disease

PorB-porin B

RND - the resistence-nodulation cell division

SMR — small drug rezistence

SPE — spektinomycin

STI — Sexual Trasmitted Infection

S7ZU — Statni zdravotni tstav

WHO — World Health Organization
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