Epidemiologie 4-08

30.10.2008 11:18 sStr. 141 . ?E B

FEpidemiol. Mikrobiol. Imunol. 57, 2008, ¢. 4, s. 141-146

Detekce B-laktamaz typu AmpC u gramnegativnich
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Souhrn

B-laktamazy typu AmpC, enzymy produkované radou gramnegativnich bakterii, které hydrolyzu-
ji peniciliny, monobaktamy, cefalosporiny a cefamyciny, nejsou inhibovany inhibitory B-laktamaz.
Jsou §ifeny cestou plazmidua a piedstavuji velky epidemiologicky a také diagnosticky problém.
Zjistovali jsme produkci B-laktamaz typu AmpC u raznych gramnegativnich bakterii. Kmeny, izo-
lované z moci pacienta s diagnézou mocové infekce, byly vybrany na zakladé rezistence k cefalo-
sporinum 3. generace a pritom nebyly uréeny jako producenti ESBL (extended-spectrum beta lac-
tamases). Produkce inducibilnich AmpC byla zjistovana pomoci DDST (double disk synergy test)
a produkce konstitutivnich AmpC pomoci agaru s oxacilinem, ktery slouzi jako inhibitor enzymu
AmpC. U vSech kmenu s produkci konstitutivnich AmpC byla testovana také citlivost k amikaci-
nu, piperacilinu s tazobaktamem, cefoperazonu se sulbaktamem, imipenemu, meropenemu a kolis-
tinu pomoci diskové difuzni metody na MH-agaru.

Celkem bylo testovano 119 kmenu (z toho 68 kmenu Klebsiella pneumoniae, 20 Escherichia coli
a 12 Enterobacter aerogenes). Bylo zachyceno 38 konstitutivnich AmpC producenti. Produkce byla
nejvyraznéjsi u kmenu K. pneumoniae (17), E. coli (10) a E. aerogenes (4). Produkce inducibilni
AmpC B-laktamazy byla prokazana u 32 kmenu (z toho 21 bylo kmenu K. pneumoniae, 6 kmenu
Morganella morganii a 3 kmeny E. aerogenes). U 2 kmenu (K. pneumoniae) byla zjisténa soucasna
produkce ESBL a AmpC. Kmeny s konstitutivnimi AmpC byly pomérné dobie citlivé k cefepimu
(84,2 %), také citlivost ke karbapenemum zuastala zachovana.

Kli¢ova slova: AmpC - ESBL - gramnegativni bakterie — infekce moc¢ovych cest.

Summary

Cernohorska L., Andrysik T.: Detection of AmpC beta-Lactamases in Gram-
negative Bacteria Isolated from Urine

AmpC beta-lactamases, enzymes produced by a range of Gram-negative bacteria and able to
hydrolyse penicillins, monobactams, cephalosporins and cephamycins, are not inhibited by beta-
lactamase inhibitors. They are spread via plasmids and pose a huge epidemiological and
diagnostic problem.

The production of AmpC B-lactamases was tested in various Gram-negative bacteria. Of strains
isolated from urine of patients diagnosed with urinary tract infection, we selected those that were
resistant to third generation cephalosporins and did not produce extended-spectrum beta-
lactamases (ESBL). The production of inducible AmpC was assayed by modified DDST (double
disk synergy test) and that of constitutive AmpC was tested on agar containing oxacillin as an
AmpC inhibitor. All constitutive AmpC producers were also tested for susceptibility to amikacin,
piperacillin/tazobactam, cefoperazon/sulbactam, imipenem, meropenem and colistin by the disk
diffusion method on MH-agar.

Altoghether 119 strains (68 strains of Klebsiella pneumoniae, 20 strains of Escherichia coli and 12
strains of Enterobacter aerogenes) were tested. We detected 38 constitutive AmpC producers,
including primarily K. pneumoniae (17 strains), E. coli (10 strains) and E. aerogenes (4 strains).
Thirty-two strains were inducible AmpC producers (21 K. pneumoniae strains, 6 Morganella
morganii strains and 3 E. aerogenes strains). Two K. pneumoniae strains were ESBL/AmpC
coproducers. The constitutive AmpC producers showed relatively good susceptibility to cefepim
(84.2 %) and carbapenems.

Key words: AmpC - ESBL - Gram-negative bacteria - urinary tract infection.
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Objev penicilinu, jeho uvedeni do klinické pra-
xe a vyvoj dalSich antibiotik ptinesl nadéji, Ze
bakterialni onemocnéni jiz piestanou byt problé-
mem. Na zakladé téchto nazoru se zacalo podce-
novat dodrzovani hygienicko-epidemiologického
rezimu ve zdravotnickych zafizenich a dochazelo
téz k nadmérnému a neucelnému uzivani anti-
biotik [17, 18, 19]. To vedlo k rozsiteni bakterial-
nich kment rezistentnich k jednotlivym antibioti-
ktim a nasledné i kment multirezistentnich. Jako
hlavni pFi¢ina rezistence se ukazuje prave selek¢-
ni tlak antibiotik [17, 27]. Mechanismu vzniku
rezistence je cela Fada, nejéastéjsi p¥i¢inou rezi-
stence bakterii k B-laktamovym antibiotikiim je
v8ak produkce B-laktamaz [11, 15]. Geny pro tvor-
bu B-laktaméaz mohou byt pifitomny jak na bakte-
ridlnim chromozomu, tak i na plazmidech [3, 10,
28]. B-laktamaz existuje cela Fada, pro jejich kla-
sifikaci se pouziva bud klasifikace podle Amblera,
nebo klasifikace podle Bushové-Jacobyho-Madei-
rose [2, 4, 14]. Klinicky nejvyznamnéjsi je pro-
dukce B-laktamaz typu ESBL (extended-spect-
rum beta lactamases) a AmpC [5, 10, 11, 14, 23].

f-laktamdzy typu AmpC

Amp C jsou fadou mikrobt produkovany inhe-
rentné, hydrolyzuji peniciliny, monobaktamy,
cefalosporiny a cefamyciny, nehydrolyzuji karba-
penemy a vétSinou nejsou inhibovany inhibitory
B-laktaméaz. Diky svému spektru uéinku jsou
nékdy oznacovany jako cefalosporinazy [9, 10].
Podle Amblerovy klasifikace se Fadi do skupiny C,
podle Kklasifikace Bushové-Jacoby-Meiderose do
skupiny 1 [2, 4]. Geny pro B-laktamazy typu
AmpC jsou pFitomny v chromozomu u celé tady
bakterialnich druht, napt. Pseudomonas aerugi-
nosa, Enterobacter spp., Morganella morganii,
Serratia spp., Providencia spp., Citrobacter freun-
dii aj. [9, 10, 11, 25]. Pavodné byly identifikovany
pouze chromozomalni B-laktaméazy AmpC, pozdé-
ji byly popsany i B-laktamazy AmpC kédované
geny piitomnymi na plazmidech [9, 10, 25]. Prvni
B-laktaméaza AmpC tohoto typu byla identifikova-
na u druhu Proteus mirabilis, 1ze se s ni setkat
i u ostatnich bakterialnich druhu, jako napi. Sal-
monella enterica, Shigella sp., Escherichia coli aj.,
nicméné klinicky a epidemiologicky je nejzavaz-
néjsi vyskyt u druhu Klebsiella pneumoniae [5, 9,
10, 25]. Pravé ptritomnost gend pro tyto enzymy
na plazmidech je pii¢inou jejich rychlého Siteni
u stale vétsiho mnozstvi gramnegativnich bakte-
rii na v8ech kontinentech [5, 21].

Inducibilni enzymy AmpC (GAmpC) nejsou
exprimovany bez pFitomnosti induktoru. Tim
muze byt napf. imipenem, cefoxitin nebo inhibito-
ry B-laktamaz (kyselina klavulanova, sulbaktam,
tazobaktam). V mechanismu indukce hraji dulezi-
tou roli proteiny vazici penicilin [6, 10, 13]. Muta-

Ao

ce v regulaénim systému AmpC vede ke konstitu-
tivni nadprodukci B-laktamaz (tzv. hyperproduk-
ci), tato zména byva ireverzibilni [21].

Klinicky vyznam bakterii produkujicich AmpC

Klinicky vyznam B-laktamaz AmpC je srovna-
telny s ESBL [10]. Zatimco producenti ESBL jsou
povazovani za rezistentni ke vSem [B-laktamum
kromé karbapenemu, bez ohledu na vysledky
vySetieni citlivosti, a uéinek cefoxitinu a kombi-
nace penicilint s inhibitory B-laktaméaz je nejisty,
producenti AmpC jsou rezistentni k inhibitorum
B-laktaméz, cefamycinam a k vétsiné cefalospori-
nu [3, 10, 11]. T kdyZ nebyl ve skupiné AmpC
dosud popsan zadny enzym schopny hydrolyzovat
karbapenemy, je jiZ popisovana rezistence k této
skupiné [10, 20]. Tato rezistence je dana obvykle
sniZzenim permeability vnéjsi bunécéné stény [20,
21]. Déale je u producenti AmpC popisovana rezi-
stence k ostatnim skupinam antibiotik, koédovana
geny nesenymi na stejném mobilnim elementu
[21]. Dalsi nebezpeci selhani 1é¢by u producentt
AmpC spoéiva v projevujicim se efektu inokula.
Jedna se o jev, kdy MIC neni konstantou, ale je
zavislda na mnozstvi ptritomnych bakterii. P#i
standardnim vySetfeni se pouziva inokulum 10°
CFU/ml, p¥iéemz v organismu p¥i infekci mtze
byt koncentrace bakterii i o nékolik Fada vyssi,
a tak piitomna koncentrace antibiotika nemusi
byt t¢inna [10].

Terapeutickd doporuceni u infekci zptisobenych
producenty AmpC

U producenti AmpC je podani B-laktamovych
antibiotik omezené. Mozné je podani cefalospori-
nu 4. generace (napft. cefepimu), je-li k nému
kmen citlivy a neprodukuje-li dana bakterie zaro-
venn ESBL [11, 23]. I v pripadé cefepimu byl vsak
prokazan efekt inokula, proto je tieba posuzovat
kazdy pripad individualné [10]. U producentt
inducibilnich enzymu lze zvazit podani cefalospo-
rind 3. a 4. generace pouze u kment izolovanych
z mocovych cest. V ostatnich piipadech se podani
téchto antibiotik nedoporucuje [10, 11, 24].
Lékem volby jsou zde karbapenemy, pokud k nim
je dany kmen citlivy. U producenttt AmpC se lze
Casto setkat s rezistenci k chinolonum, ktera
muze byt podminéna piitomnosti genu pritom-
nych na stejném mobilnim elementu jako AmpC.
Podani chinoloni je mozné v pripadé, Zze kmen je
k antibiotiku citlivy [10]. V krajnich ptipadech,
pri rezistenci ke karbapenemtm a jinym antibio-
tiktim, lze pouzit polymyxiny (kolistin). Je tieba
se vyhybat kombinacim s inhibitory B-laktamaz.
Béhem 1é¢by je tfeba sledovat pripadny vyvoj
adaptivni rezistence pravidelnym vySetiovanim
(10, 23].
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Diagnostika AmpC v klinické praxi

K detekci AmpC byla vyvinuta cela rada
metod, véetné metod molekularné biologickych
[5, 6, 7, 10]. Ty se ale k rutinni diagnostice
vzhledem k ¢asové a ekonomické naroénosti
zatim moc nehodi. Podobné je tomu u metod
vyuzivajicich bakterialnich extraktt jak testo-
vaného kmene, tak referen¢nich kmentu — napft.
E. coli citlivych k cefalosporintim [10]. Pro uce-
ly rutinni laboratorni diagnostiky se jevi jako
nejvhodnéjsi metody vyuzivajici antibiotickych
disktt na Muellerové-Hintonové agar (MH).
Neékteré testy jsou shodné s testy na produkeci
ESBL, coz umoznuje zatradit testovani produkce
AmpC do algoritma diagnostiky ESBL. Jde
zejména o modifikace DDST (double disk syner-
gy test), kdy se vyuziva detekce deformace inhi-
bi¢nich z6n mezi disky s cefalosporiny (cefotaxi-
mem, ceftazidimem), aztreonamem a diskem
s amoxicilinem/kyselinou klavulanovou. Tento
test slouzi jak k detekci ESBL [16], tak induci-
bilni AmpC. Pro detekci hyperprodukce AmpC
nebo pro detekci kmenu souéasné produkujicich
AmpC a ESBL se pouziva poznatku, Ze nékteré
latky jsou schopny inhibovat enzymy AmpC. Jde
napriklad o kyselinu boritou nebo oxacilin [6, 7,
10, 11].

Ao

da. Timto inokulem byly nao¢kovany Petriho misky s MH
a soutasné s MH se 128 mg/l oxacilinu (MH+OXA). Na obé
pady byl umistén doprostifed misky disk s amoxicili-
nem/kyselinou klavulanovou: AMC (20/10 ug). Do vzdale-
nosti 25 mm od tohoto disku byly pravidelné umistény
disky s 30 ug aztreonamu (ATM), 30 ug ceftazidimu (CAZ),
30 ug cefepimu (FEP) a 30 ug cefotaximu (CTX). Po
24hodinové kultivaci byly odeéitany a interpretovany
vysledky nasledovné:

U kmentu s hyperprodukci AmpC vznikl rozdil ve velikosti
nedeformované inhibiéni zony na agarech MH a MH+OXA,
alespon u jednoho antibiotika vét$i nez 5mm.

V pi#ipadé produkce ESBL doslo k deformaci inhibiénich
zon ve tvaru ,Sampusové zatky“, tzn. k rozSifeni inhibi¢ni
zony smérem k disku AMC.

Soucasna produkce AmpC a ESBL: Oxacilin inhiboval
AmpC a umoznil detekci ptivodné skryté ESBL. Doslo proto
soucasné k deformaci inhibi¢nich z6n na MH+OXA a zaroven
k rozdilu velikosti z6n vétsimu nez 5 mm alesponi u jednoho
antibiotika oproti MH.

U kmeni bez produkce AmpC nebo ESBL inhibi¢ni zény na
obou agarech nejevily zadné znamky deformace a rozdil mezi
velikosti z6n na obou agarech byl mensi nez 5 mm.

U v8ech kment s konstitutivni AmpC byla testovana také
citlivost k amikacinu, piperacilinu s tazobaktamem, cefopera-
zonu se sulbaktamem, imipenemu, meropenemu a kolistinu
pomoci diskové diftizni metody na MH [28].

Béhem nasi prace jsme kmeny, které se vyskytovaly
u pacientu opakované, vySettili na produkci AmpC znovu,
abychom zjistili mozny posun rezistence. Téchto 6 kment
bylo do statistiky zahrnuto pouze jedenkrat, tj. p¥i prvnim
vyskytu.

Material a metody

Vysledky

Bylo testovano 68 kmenu K. pneumoniae, z dalSich bakterii
byly vySetifovany kmeny Klebsiella oxytoca (2), E. aerogenes
(12), E. coli (20), M. morganii (9), Providentia stuartii (2), Pro-
teus mirabilis/ Proteus vulgaris (1/3), Serratia marcescens (2).
Tyto kmeny byly izolovany z mo¢i zaslanych k vySetieni na
Mikrobiologicky tstav LF a FN u sv. Anny v Brné z urologic-
ké, I. a II. interni kliniky s diagnézou mocové infekce. VSichni
puvodci pochazeli od pacienti z komunity. Hraniéni koncent-
race bakterii v moéi, od které byly izolované bakterie povazo-
vany za pavodce onemocnéni, byla 104ml. Identifikace kment
probéhla soupravou Enterotest 16 (Lachema, Cz). Kmeny byly
shromazdovany a prubézné testovany od biezna 2007 do biez-
na 2008.

Testovaci kritérium pro vybér kment AmpC: Nejprve byly
vyloufeny kmeny pouze ESBL-pozitivni. K rutinni detekci
téchto kment byla pouzita metoda DDST [11, 16] a metoda
CLSI (metoda plati pouze pro rod Klebsiella, E. coli a P. mira-
bilis) [11]. Nami testované kmeny byly CLSI-negativni
i DDST-negativni a vykazovaly rezistenci k nékterému nebo
ke vSem cefalosporiniim 3. generace.

Testovaci kritérium pro vybér kment iAmpC: Pro detekci
inducibilnich enzymut typu AmpC bylo vyuzito DDST testu.
Producenti iAmpC vytvareli zvétsenou inhibié¢ni zénu ve tva-
ru pismene D u aztreonamu (30 ug), cefotaximu (30 ug)
a u ceftazidimu (30 ug) na strané sousedici s diskem amoxi-
cilin/klavulanova kys. (20/10 ug). Vzdalenost diska byla
25 mm.

Ke konfirmaci konstitutivnich AmpC stejné jako indu-
cibilnich AmpC byla pouzita metoda vyuzivajici inhibici
AmpC oxacilinem. Byla ptripravena suspenze bakterii ve
fyziologickém roztoku s glukézou o hustoté 0,5 McFarlan-

Celkem bylo ze 119 rtznych kmena nalezeno
38 kmenu s hyperprodukci AmpC a 32 kment
iAmpC. Konstitutivni produkci AmpC vykazovalo
17 kmena K. pneumoniae, 10 kmentu E. coli, 4
kmeny E. aerogenes a 3 kmeny M. morganii,
ostatni bakterie pak spiSe ojedinéle. Inducibilni
produkci vykazovalo 21 kment K. pneumoniae, 6
kmenu M. morganii a 3 kmeny E. aerogenes. Ten-
to typ rezistence byl zachycen i u jinych nami tes-
tovanych bakterii (tab. 1).

Pouze 2 kmeny (K. pneumoniae) produkovaly
souc¢asné ESBL a AmpC.

P#i opakovaném testovani u zadného z testova-
nych kment nenastal zvrat do jiného typu rezi-
stence, doslo pouze ke zménam ve velikosti pra-
méra inhibiénich zon.

Citlivost 38 producenti konstitutivnich AmpC
byla pomérné dobra k cefepimu (84,2 %), relativ-
né priznivé vychazela i jina antibiotika (graf 1).
Nejméneé byly tyto kmeny citlivé k piperacilinu
s tazobaktamem (39,5 %). Citlivost ke karbapene-
mam zustala zachovana. Podobné citlivost ke
kolistinu (pochopitelné s vyjimkou p¥irozené rezi-
stentnich kment jako jsou v naSem pripadé M.
morganii, P. stuartii, S. marcescens a P. mirabilis)
i nadéale ztstava dobra.
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Tab. 1. Vyskyt iAmpC, AmpC, ESBL a kombinovanych typu citlivosti u gramnegativnich bakterii

Table 1. Production of iAmpC, AmpC and ESBL and antibiotic resistance in Gram-negative bacteria

Typ rezistence ESBL AmpC+ESBL iAmpC AmpC Jiny Celkem
K. pneumoniae 15 2 21 17 13 68
K. oxytoca 0 0 0 1 1 2
E. aerogenes 0 0 3 4 5 12
E. coli 6 0 0 10 4 20
M. morganii 0 0 6 3 0 9
P. stuartii 0 0 1 1 0 2
P. mirabilis/ Pvulgaris 0 0 0/1 1/0 0/2 1/3
S. marcescens 0 0 0 1 1 2
Celkem 21 2 32 38 26 119
o ] =
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Graf. 1. Citlivost producentit AmpC k raznym antibiotiktim

Fig. 1. Antibiotic susceptibility of AmpC producers

Zkratky: tzp — piperacilin/tazobaktam, ak — amikacin, scf — cefoperazon/sulbaktam, fep - cefepim, imi — imipenem, mem- mero-

penem, ct — kolistin, R — rezistentni, C — citlivy

Abbreviations: tzp — piperacillin/tazobactam, ak — amikacin, scf — cefoperazon/sulbactam, fep - cefepim, imi — imipenem, mem-

meropenem, ct — colistin, R — resistant, C — susceptible

Diskuse

Nami pouzita metoda DDST provadéna na MH-
agaru a MH-agaru s inhibitorem AmpC (v nasem
piipadé oxacilinem) je relativné ¢asové a finanéné
nenarofnd, jednoduchid a snadno provediteln4,
plné navazuje na algoritmus testovani ESBL [11].

Zjistili jsme, Ze mezi kmeny K. pneumoniae, E.
coli a E. aerogenes a M. morganii izolovanych
z moce neni produkce AmpC B-laktamaz ojediné-
lou zalezitosti. Na 126 ,mocovych® producentt
ESBL ziskanych v prabéhu 12 mésich na nasi
laboratoii bylo detekovano 38 hyperproducentt
AmpC, produkce AmpC je tedy asi tietinova ve

srovnani s produkci ESBL, neni tedy ojedinél4 [1,
5, 24]. Z tohoto duvodu doporucujeme rutinni tes-
tovani kmenu klebsiell, enterobakterti a escheri-
chii na produkci AmpC. Totéz bychom doporucili
u kment M. morganii. PiestoZze v tomto piipadé
pofet nami ziskanych kmenu nebyl vysoky,
nebot M. morganii byla méné ¢astym ptvodcem
mocovych infekci, bylo nalezeno prekvapiveé velké
mnozstvi kmentu iAmpC i hyperproducentt
AmpC.

Pomérné velké mnoZstvi kment vSak nelze
zatradit do zadného z typt nami testované rezi-
stence. U nékterych kment (S. marcescens,
K. oxytoca) lze spiSe predpokladat piitomnost
jiného typu rezistence jako napt. hyperprodukci
B-laktamazy K 1 u K. oxytoca, je také vysoce prav-
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dépodobné, Ze muze jit o rizné kombinované typy.
U E. coli se nam touto metodou nepodaiilo proka-
zat ani jediny kmen iAmpC, coZ v8ak nemusi zna-
menat, Ze neexistuji, protoze konstitutivni pro-
dukce AmpC byla prokdzana u 9 kment.
Potvrzeni produkce ESBL ¢i detekce jinych typa
rezistence by bylo moZné zjistit napt. pomoci
modernich molekularné-diagnostickych metod
[10, 12, 14]. V nasi studii jsme nezachytili Zzadny
kmen Citrobacter spp., i kdyZz je jako producent
AmpC uvadén [11], nejspiSe proto, Ze tyto kmeny
nebyly tak c¢astymi ptvodci mocovych infekei
a vétSina z nich se jevila jako dobte citliva.

Prestoze u zadného z opakované testovanych
kment nenastal béhem nasi prace zvrat do jiného
typu rezistence a doslo poze k drobnému posunu
ve velikostech z6n, doporuéujeme sledovat vyvoj
rezistence pravidelnymi screeningy.

Problematické je otazka interpretace citlivos-
ti. Z jiz dtive fe¢eného vyplyva, Ze podani B-lak-
tamovych antibiotik je omezené na cefalospori-
ny 4. generace, pokud jsou citlivé, a pokud
producent AmpC neni zAaroven producentem
ESBL. U producentt inducibilnich enzym izo-
lovanych z mocovych cest lze zvazit podani cefa-
losporint 3. a 4. generace [10, 11, 24]. Nasi
hyperproducenti AmpC byli dobfie citlivi k cefe-
pimu (84,2 %) i karbapenemum, tato antibiotika
by tedy mohla piedstavovat 1éky volby, v polovi-
né piipada dobie reagovali i na amikacin.
S ohledem na jiz zminény efekt inokula v p¥ipa-
dé cefepimu, ale souhlasime s nazorem, Ze je
nutné zvazit podani tohoto antibiotika ptisné
individualné [10]. Prestoze jiz v literatute byla
popséana rezistence ke karbapenemum [10, 20],
u nami testovanych kment zatim rezistence
zachycena nebyla. I kdyZz byly nékteré nasSe
kmeny relativné dobfe citlivé i k piperacilinu
s tazobaktamem (39,5 % kment) ¢i cefoperazo-
nu se sulbaktamem, nelze preparaty s inhibito-
ry B-laktamaz doporuéit [10]. Kolistin 1ze pova-
zovat za rezervni antibiotikum, ale pochopitelné
jej nelze doporudit u kment s p#irozenou rezi-
stenci na toto antibiotikum. Bohuzel faktem
zustava, Ze nami testovana antibiotika jsou
uréena pouze pro intravendzni podani
a u ambulantnich pacientd, ktefi nas soubor
tvorili, maji jen omezené pouziti. V tomto piipa-
dé prichazeji v ivahu i nékteré dalsi preparaty,
jako jsou chinolony, furantoin a doxycyklin,
pokud je k nim vykazovana citlivost. Jinak
nezbyva nez doufat, Ze se osvéd¢i nové prepara-
ty jako je napt. tigecyklin [10, 14] nebo produk-
ty nepatogennich bakterii koliciny. Ty se za¢ina-
ji testovat u mocovych infekci zptsobenych
uropatogeni E. coli jako prevence kolonizace
mocovych katétru a byly uz s efektem vyzkouSe-
ny i u nékterych zvitecich infekeci [22, 26].
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