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Uvod
1 UvVOoD

1.1 Bakterialni rezistence - vazny problém soucasné mediciny

Nové poznatky v oblasti mediciny v poslednich letech vyrazné rozsifily a nadale
rozsiruji moznosti a kvalitu diagnostickych i Ié¢ebnych postupl, které jsou mnohdy
invazivnéjsi nez drive. Soucasné se zvysujici se invazivitou téchto zdkrok( vyrazné roste i
riziko mikrobidlnich infekci, jejichz zavainost neustale stoupa. Rostouci vyznam
bakteriadlnich infekci souvisi rovnéz se zvysujicim se poctem imunokompromitovanych
osob a s pribyvanim pacientl s nejriznéjSimi ndhradami z umélych materiall. Neméné
dllezitou ulohu vsak sehrava i narlst poctu rezistentnich bakterialnich izolata.

Zavedeni antibiotik do klinické praxe pred 70 lety znamenalo obrovsky pfelom a
umoznilo se vyporadat sfadou do té doby smrtelnych bakteridlnich infekci. Nicméné
témér soucasné s pouzivanim antimikrobidlni latky ve vétsi mife doSlo i krozsSifeni
bakterialnich izolatd rezistentnich vici ni. Kratce po zavedeni penicilinu se objevily prvni
penicilin-rezistentni kmeny Staphylococcus aureus. Poutziti streptomycinu v lécbé
tuberkuldzy nasledoval objev mutantniho kmene Mycobacterium tuberculosis
rezistentniho k terapeutickym davkam tohoto antibiotika [1, 2]. RovnéZ vyvoj celé fady
dalsich antibiotik v 50. az 70. letech 20. stoleti byl velmi rychle nasledovan vznikem
rezistentnich bakterii. Velky podil na této skute¢nosti ma pocatecni optimismus, kdy se
zdalo, Ze diky antibiotikim se bakterialni infekce stanou minulosti. NeuvaZzena aplikace
antibiotik a nazor, Ze antibiotikum je |épe podat i v nejasnych pfipadech, vsak vedl
k vytvoreni vyrazného selekéniho tlaku, ktery prispél k vyznamnému nardstu odolnosti
bakterii vUc¢i antibiotické [écbé [3]. Selekéni tlak antibiotika jako dUlezity faktor podilejici
se na narlstu poctu rezistentnich bakteridlnich izolatl byl doloZen fadou odbornych praci.
Urbanek a kolegové popsali statisticky vyznamny narGst poctu izolatl Klebsiella
pneumoniae rezistentnich k cefalosporinim Ill. generace v souvislosti se zvySenou
spotfebou téchto antibiotik v pfislusném zdravotnickém zafizeni [4]. V jiné studii bylo
zaznamendno zvySeni rezistence analyzovanych bakterii Enterobacter cloacae,
Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter spp., Providencia rettgeri a
Pseudomonas aeruginosa k cefolosporinm Ill. generace, fluorochinolonim a

meropenemu [5]. Tento problém vSak neni omezen pouze na zdravotnickd zafizeni.
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Vyrazny selekéni tlak vytvofilo rovnéz nerozvainé pouzivani antibiotik v zemédélstvi nejen
pro terapii, ale také jako profylaxe vzniku bakteridlnich infekci a prostfedk( podporujicich
rast. Vyuzivani antimikrobidlnich pfipravk(i ve veterindrni oblasti tak velkou mérou
prispélo k rozsifeni rezistentnich bakteridlnich izoldtd [6]. DdaleZitou ulohu v Sifeni
rezistence bakterii sehrdvaji mobilni genetické elementy (predevSim plazmidy a
transpozony), které se mohou v bakteridlnich populacich snadno prenaset nejenom
v ramci jednoho druhu, ale i mezi druhy nebo rdznymi rody. Stale Castéji se v posledni
dobé objevuje novy pfristup ktéto problematice, ktery je zaloien na metogenomice.
Zameéruje se pfitom na bakterie pfitomné v prostredi a snaZi se ziskat prehled o diverzité,
distribuci a plvodu genu rezistence [7].

Oblast rezistence bakterii k antibiotikim je velice rozsahld a predstavuje
komplexni problém, ktery se netykd pouze mikrobiologli, ale vyznamné zasahuje radu
dalSich medicinskych oborl a ma rovnéz vyrazny ekonomicky dopad. Vysoké naklady
spojené s lécbou infekci vyvolanych rezistentnimi bakteriemi jsou spojené nejenom
s nutnosti vyuZiti drazSich antimikrobidlnich pfipravk(, ale souvisi i prodlouzenim doby
hospitalizace, vyssim rizikem komplikaci a zvySenou mortalitou. Vydaje zvysuji rovnéz
preventivni opatfeni a nezbytna izolace pacientl infikovanych vysoce rezistentnimi
mikroorganismy. Napfiklad v roce 1995 presahly naklady na zdravotni péci ve Spojenych
statech americkych, kterd souvisela sinfekcemi vyvolanymi rezistentnimi bakteriemi,
4 biliony dolart [8]. O dva roky pozdéji byl odhad 7 bilidon( dolart [9]. V roce 1995 se
vydaje spojené s epidemii MRSA (meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus) v jedné
britské nemocnici vySplhaly na 400 tisic liber [9, 10]. Lautenbach a kolegové zaznamenali
témér trojndsobné zvyseni ndkladl spojené s prodlouzenim délky hospitalizace pacient(
infikovanych ESBL-pozitivnimi bakteriemi Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae
ve srovnani s pacienty s infekci ESBL-negativnimi kmeny [11].

V odborné literature byla publikovana celd fada praci, které dokladaji vyssi
morbiditu a mortalitu u infekci vyvolanych rezistentnimi bakteriemi. Velmi vyznamny je
tento fakt zejména u kriticky nemocnych pacientl na jednotkach intenzivni péce, kde je
nutné zacit s Iécbou co nejdfive. Pocatecni antibiotickd terapie tak casto musi byt
zahdjena bez znalosti etiologického agens a jeho vlastnosti, coZ v pripadé infekce vyvolané
zejména multirezistentnimi kmeny vyrazné zvysuje riziko selhani zvoleného postupu.
Napfiklad Alvarez-Lerma uvadi u pacient( v intenzivni pécéi se ziskanou pneumonii 16%
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mortalitu v pfipadé adekvatni inicidlni antibiotické terapie narozdil od 25% mortality
v pfipadé l1é¢by neadekvatni [12]. Vysokou mortalitu pacientl s ventildtorovou pneumonii
s pocatecni neadekvatni terapii (91 %) ve srovnani s terapii adekvatni (38 %) popisuje
rovnéz Luna a kolegové [13]. Souvislost mezi vy$si mortalitou a nevhodnou inicidlni
antibiotickou terapii pacientd s ventilatorovou pneumonii byla publikovana i v dalsi studii.
Neadekvatni lécba byla spojena s37% mortalitou, u adekvatni to bylo 15% [14].
Statisticky vyznamny rozdil v mortalité mezi pacienty na jednotkach intenzivni péce
s pocatecni adekvatni (28 %) a neadekvatni (62 %) antibiotickou terapii byl zaznamenan
také v pripadé infekci krevniho recisté [15]. Vallés a kolegové, ktefi se zaméfili na infekce
krevniho feciSté ziskané v komunité, rovnéz poukazali na rozdily v poCtu Uumrti mezi
skupinami pacientd s inicialni vhodnou a nevhodnou antibiotickou Ié¢bou. Obzvlast velky
dopad mélo zahajeni terapie neadekvatnim antibiotikem na skupinu pacientl v septickém
Soku, kde byla popsana témér 87% mortalita. Po 48 hodinach byl pocet prezivsich
pacientl se septickym Sokem v pfipadé adekvatni lécby 79 % ve srovnani s51 %
s nevhodnou terapii [16]. Vy3$si mortalitu u pacient( v tézké sepsi pfi neadekvatni inicidlni
terapii v porovnani s pouzitim ucinného antibiotika prokazali také Micek a kolegové (63 %
vs. 40 %) [17]. Data tykajici se dopadu pocatecni antibiotické |é¢by na pacienty s vaznymi
infekcemi prehledné shrnuje graf 1. Nevhodné zvolenad inicidlni antibiotickd terapie ma
vSak vyznamny dopad i na pacienty s mnohem méné zavaznymi infekcemi, jak doklada
napftiklad prace zamérend na nekomplikované infekce mocovych cest. Pacientky s infekci
vyvolanou rezistentnimi mikroorganismy mély déle trvajici symptomy, byla u nich ¢asté;i
nutnd opétovna ndvstéva lékare, predepsani dalSich antibiotik a v pribéhu nasledujiciho

meésice u nich byla zaznamenana vyznamna bakteriurie [18].
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Graf 1: Mortalita pacientll se zavaznymi infekcemi v zavislosti na inicidlni antibiotické

terapii [12-17]
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1.2 Mechanismy rezistence bakterii k antimikrobialnim pfipravkiim

1.2.1 Geneticka podstata bakteridlni rezistence

Rezistenci bakterii k antibiotikim je mozné definovat jako schopnost bakteridlni
populace prezit ucinek definované koncentrace antibiotika. Existuji v podstaté dva
zakladni typy bakteridlni rezistence, a to rezistence pfirozena (primdrni) a rezistence
ziskana (sekundarni), ktera je zklinického hlediska mnohem zavaznéjsi. Primarni
rezistence souvisi s nepritomnosti nebo nizsi citlivosti cilové struktury daného antibiotika.
Klasickym prikladem tohoto typu rezistence je neucinnost beta-laktamovych antibiotik
na mykoplasmata, ktera nemaji pevnou bunéénou sténu, netvofi peptidoglykan a chybi
jim PBP (penicilin vazajici proteiny), takZe se beta-laktamové antibiotikum nema na co
navazat [19]. Neucinnost glykopeptidovych antibiotik na gramnegativni bakterie souvisi
s pritomnosti lipopolysacharidové vrstvy vnéjsi membrany, kterd chrani peptidoglykanové

prekurzory, proti nimz jsou glykopeptidy namifeny [20]. Daleko nebezpecnéjsi je ovsem
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rezistence ziskana, kdy se puvodné citlivd bakterie stane odolna. Riziko, které souvisi
s timto typem rezistence, predstavuje vyssi pravdépodobnost selhdni antibiotické terapie
[19]. Ddllezitou roli pfi vyvoji sekunddrni odolnosti hraje selekéni tlak pouZivanych
antimikrobialnich latek. Podstatou ziskané rezistence je zména v genomu bakterie, ktera
je zplsobena bud mutaci stdvajicich genli, nebo ziskem nové genetické vybavy

prostfednictvim mobilnich genetickych elementd.

1.2.1.1 Mutace

Mutace jsou pfirozenym jevem, k némuz dochazi v pribéhu replikace molekuly
DNA s frekvenci jedné chyby na 10’ bazi. Vzhledem k velikosti bakteridlniho genomu,
rychlosti bunééného cyklu a replikace molekuly DNA, neni vyskyt mutaci Zddnou vzacnou
vyjimkou. Rada mutaci m@iZe byt pro bufiku fatalni, na druhou stranu viak nékteré zmény
DNA mohou zvysit odolnost prislusné bakterialni bunky vici plsobeni antimikrobidlnich
latek. Takova bakterie pak v prostfedi s antibiotikem ziskava vyhodu, prezZiva a postupné
vytésni citlivou populaci [21]. Spontdnni mutace mohou zajistit rezistenci bakterie
nékolika zplsoby. Jednou z moZnosti je mutace v genech kddujicich cilovou strukturu
proti niz je namirend antimikrobialni latka. Zména ve strukture cilového proteinu, ktera
modifikuje nebo eliminuje vazebné misto znemozni vazbu antibiotika. Dalsi mozZnosti je
zména na Urovni regulace riznych genl. MlzZe dojit naptiklad k mutaci, ktera zvysi expresi
genu, jejichz produkty antibiotikum inaktivuji. ZvySena mulze byt také exprese geni
kdédujicich membranové proteiny, jez se podileji na aktivnim vycerpavani antibiotika
z buniky. Nebo naopak muze dojit ke snizeni produkce membranovych protein(, které
funguji jako kandly umoZiujici vstup latek do bunky. Ziskana rezistence, jez se vyviji jako
disledek chromozomalnich mutaci a selekéniho tlaku, se oznacuje terminem vertikalni
evoluce [22]. Klicovym mechanismem vzniku bakteridlni rezistence jsou mutace napfiklad
u druhu Mycobacterium tuberculosis, kde je rezistence k pouzivanym antituberkulotikiim
zaloZena na mutaci v genech rpoB (rezistence k rifampicinu), katC, inhA, oxyR, ahpC, furA
(isoniazidu), rrs, rpsL (streptomycinu), pncA (pyrazinamidu), embB (ethambutolu), gyrA a
gyrB (fluorochinolontiim). Chromozomalni mutace jsou zodpovédné za rezistenci bakterie
Helicobacter pylori k tetracyklinGm, metronidazolu, amoxicilinu [23]. Velky vyznam

sehrdvaji mutace také v evoluci genl rezistence. Ukdzkovym prikladem muizZe byt pocet
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Sirokospektrych beta-laktamdz, kde je v sou¢asné dobé popsano vice nez 160 typl TEM a

140 typl SHV enzym( [24].

1.2.1.2 Horizontalni pfenos genu

Druhy zakladni zplsob, jakym bakterie ziskavaji odolnost vici antimikrobidlnim
latkam, predstavuje vedle mutaci prfenos genl rezistence pomoci mobilnich genetickych
pfenos genl nejen mezi rlznymi DNA systémy v ramci jedné buriky (chromozomem a
plazmidem), ale také z jedné bakterie do druhé [25]. Zisk rezistence spojeny s pfenosem
genetického materidlu z bunky do bunky se nazyvd horizontdlni evoluce. Existuji tfi
mechanismy, kterymi bakterie mohou ziskat novou genetickou vybavu, a to konjugace,
transdukce a transformace. U gramnegativnich bakterii dochdzi béhem konjugace
ke spojeni dvou bunék prostfednictvim specifické struktury oznacované jako pilus a
pfenosu gend nesenych na plazmidu z jedné ,donorové” buriky do druhé ,recipientni”.
V pripadé grampozitivnich bakterii zacind konjugace zpravidla produkci sexualnich
feromon, které usnadnuji ,shluknuti“ donorové a recipientni buriky a vyménu DNA.
Transdukce predstavuje proces, pri kterém dochdzi k prenosu genu z jedné bakterialni
bunky do druhé prostrednictvim bakteriofaga (bakteridlniho viru). Bakterie rovnéz mize
ziskat ¢ast genetické informace pfimo z prostfedi, kam se mohou molekuly DNA uvolnit

po rozpadu bunky. Tento zplsob prenosu se oznacuje jako transformace [22].

1.2.2 Biochemicka podstata bakterialni rezistence

Bakteridlni rezistence je spojena se zménami v genomu bakteridlni bunky, které
jsou zplsobeny bud mutaci stavajicich genl, nebo ziskem nové genetické vybavy
prostfednictvim mobilnich genetickych element(. PrestoZe je pocet a rozmanitost gend,
jez se podileji naodolnosti bakterii vici antimikrobidlnim [dtkdam, velmi vysoky,
z biochemického hlediska Ize jejich plsobeni rozdélit na pouhé ctyfi zakladni kategorie.
Témito ¢tyfmi mechanismy jsou (1) inaktivace antibiotika, (2) zména cilového mista, (3)
snizeny prijem antibiotika nebo jeho aktivni vyCerpavani z bunky a (4) nahrazeni vyrazené

metabolické drahy jinou.

13



Uvod

1.2.2.1 Inaktivace antibiotika

Asi nejzndméjsi mechanismus rezistence bakterii k antibiotikim predstavuje
inaktivace téchto latek pomoci enzym(, které je stépi nebo néjakym zplsobem modifikuji.
Typicky priklad enzyma s hydrolytickou aktivitou predstavuji bakterialni beta-laktamazy.
Tyto enzymy Stépi ctyréleny kruh beta-laktamovych antibiotik (penicilin(i, cefalosporing,
monobaktam( a karbapenem() a tim je inaktivuji. Zaroven patfi k jednomu z nejdéle
zndmych mechanismu rezistence, protozZe prvni penicilinazy byly popsany jiz v roce 1940,
tedy pred rozsahlejSim zavedenim penicilinu do klinické praxe [2]. V soucasnosti jsou
znamy stovky beta-laktamaz, které jsou na zdkladé hydrolytického spektra, citlivosti
k inhibitordm, sekvence a umisténi kodujicich gen( klasifikovany do nékolika skupin.

Vedle rozstépeni mulze byt antibiotikum inaktivovano také prostrednictvim
pfenosu nékterych skupin, které nasledné znemozni jeho vazbu na cilovou strukturu.
Timto zplUsobem vyrazuji antibiotikum zfunkce enzymy oznacované obecné jako
transferazy. K nejCastéji pfenasenym patfi adenylova, fosforylova a acetylova skupina,
které se uplatnuji napriklad pfi inaktivaci aminoglykosidd, chloramfenikolu, makrolidd,
rifampicinu nebo streptograminu. K modifikaci antibiotika muaze dojit také
prostiednictvim glykosylace, ribosylace nebo prenosem thiolové skupiny. Pomérné vzacna

je inaktivace antibiotika na zakladé jeho oxidace nebo redukce [26-28].

1.2.2.2 Zména cilového mista

Jednim z predpoklad( ucinnosti antibiotika na bakterialni burnku je existence cilové
struktury v burice, na kterou se navaie. Touto strukturou mohou byt napfiklad
peptidoglykanové prekurzory nezbytné pro syntézu bunééné stény. Zaména
aminokyseliny na C-konci peptidoglykanového prekurzoru je pfi¢inou rezistence
grampozitivnich kokd kvankomycinu. Glykopeptidova antibiotika jako vankomycin a
teikoplanin se vdZou na dipeptid D-Ala-D-Ala na konci peptidoglykanovych prekurzor(,
coz vede k inhibici syntézy bunécné stény a zastaveni rdstu a déleni bakteriadlni bunky.
Zaména koncové aminokyseliny D-alaninu za D-laktat (fenotyp VanA, VanB, VanD) nebo
D-serin (VanC, VanE, VanG) znemoiZni vazbu antibiotika a pfivodi rezistenci bakterie
ke glykopeptidiim [20].

Zména cilového mista se casto uplatiuje také v pripadé rezistence vUci

antimikrobidlnim latkdm zamérenym na syntézu bakteridlnich protein(i. Napfiklad mutace
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nebo posttranskripéni modifikace 23S rRNA, kterd tvori soucast 50S bakteridlni
ribozomalni podjednotky, je pfiCinou rezistence bakterii k makrolidim, linkosamid({m
nebo streptograminu B. Mutace voblasti 16S rRNA zplsobuje rezistenci
k aminoglykosidim [28].

Rezistence spojend s modifikaci cilového mista hraje roli také u antibiotik
zamérenych na syntézu bakteridlni DNA. Prikladem mohou byt fluorochinolony a
rezistence vyvolana mutaci v genech gyrA, gyrB, parC a parE kédujicich podjednotky

bakteridlnich enzym( DNA gyrazy a topoizomerdazy IV [29].

1.2.2.3 SniZeny pftijem antibiotika nebo jeho aktivni vycerpavani z buniky

Dalsi dllezity mechanismus zapojeny vrezistenci bakterii k antibiotikim
predstavuji zmény v propustnosti bakterialni membrany nebo membranové pumpy, které
mohou vyznamné snizit mnozstvi antibiotika, jez se do buriky dostane nebo v ni zlistane a
omezit tak jeho vazbu na cilové struktury. To se tyka zejména antibiotik namifenych proti
syntéze DNA nebo proteind jako jsou fluorochinolony, makrolidy nebo tetracykliny, jejichz
cilové struktury lezi uvniti bakterie. Vnéjsi membrana gramnegativnich bakterii tvorena
vnitfni vrstvou fosfolipidd a vnéjsi vrstvou obsahujici lipopolysacharid predstavuje
dllezZitou bariéru, ktera chrani bakterii pfed prinikem fady latek. Zména propustnosti
membrany pak souvisi jednak se strukturnimi zménami lipopolysacharidu, ale také
s transmembranovymi proteiny tzv. poriny, coZz jsou v podstaté kanaly umoznujici
prichod hydrofilnich molekul. SniZeni poctu porin(, zména velikosti nebo selektivity pak
mUZe vyrazné ovlivnit mnoZstvi antibiotika, které se do burnky dostane [30]. Byla
detekovana napfiklad rezistence k cefoxitinu a ceftazidimu u klinickych izolatl Klebsiella
pneumoniae a Escherichia coli zplsobena ztratou porinu Omp K35 [31].

Vyznamnou uUlohu pfi snizovani koncentrace antibiotika uvnitf bunky maji rovnéz
membranové proteiny oznacované jako pumpy, které jsou schopny z burky aktivné
vyCerpat obrovské spektrum latek. V soucasné dobé jsou bakteridlni membranové
transportéry rozdéleny do péti skupin: MFS (major facilitator superfamily) a ABC
(adenosine triphosphate (ATP)-binding cassette), které jsou velmi pocetné a tfi mensi
rodiny SMR (small multidrug resistance), RND (resistance-nodulation-cell division) a MATE
(multidrug and toxic compound extrusion). Kromé toho jsou efluxni pumpy déleny

na jednoslozkové a viceslozkové. Zapojeni vice slozek do efluxu je typické
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pro gramnegativni bakterie, kde ucast dalSich proteinli jako je periplasmaticky
membrdanovy fazni protein (MFP) a protein vnéjsi membrany (OMP) zajisti prlichod latky
celym bunéénym obalem [30]. Dobfe popsany jsou napriklad transportni systémy MexAB-
OprM a MexXY-OprM udruhu Pseudomonas aeruginosa, které maji velmi Siroké

spektrum a vyznamné zvysuji odolnost vici celé radé latek [32].

1.2.2.4 Nahrazeni vyfazené metabolické drahy jinou

Ctvrtym zpGsobem umozriujicim bakteriim eliminovat G¢inek dané antimikrobialni
latky je tzv. ,bypass”. To znamend, Ze vedle citlivé struktury burika tvofi i alternativni
molekulu (zpravidla enzym) se sniZzenou citlivosti. Pozménény enzym pak bakteridlni
bunice umozni prezit plUsobeni antibiotika tim, Ze prfevezme funkci plvodniho proteinu.
Zarazena do této kategorie mulze byt naptiklad rezistence k trimetoprimu a
sulfonamidiim, kterd je dlsledkem snizeni senzitivity a afinity pozménénych enzym(

dihydropteroatsyntetdzy a dihydropteroatreduktdzy k témto latkam [33].

1.3 Bakterialni beta-laktamazy

Produkce enzym( oznacCovanych obecné jako beta-laktamazy predstavuje jeden
z nejdalezitéjSich mechanisml rezistence bakterii k beta-laktamovym antibiotikiim

(penicilinim, cefalosporinlim, monobaktamm a karbapenemim).

1.3.1 Klasifikace beta-laktamaz a jejich klinicky vyznam

Beta-laktamazy jsou klasifikovany jako enzymy hydrolyzujici amidy, amidiny a dalsi
C-N vazby. Dnes jsou popsany desitky beta-laktamdz, které jsou roz€lenény na zakladé
raznych parametrll do nékolika skupin. Prvni rozdéleni beta-laktamaz podle funkce
na penicilindzy a cefalosporindzy se objevuje uz v roce 1968. Dalsi klasifikace z roku 1973
fadi beta-laktamazy jiz do péti skupin na zakladé jejich substratového profilu. DalSim
parametrem, ktery byl pouzit pfi tvorbé klasifikaéniho schématu, se stal isoeloektricky
bod. V soucasné dobé jsou preferovany dva systémy déleni beta-laktamaz a to klasifikace
podle Bushové-Jacobyho-Medeirose, ktera déli enzymy podle jejich substratové specifity

a citlivosti k inhibitorim, a Amblerovo schéma zalozené na molekularni strukture [34].
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Amblerova klasifikace beta-laktamaz vychazi se znalosti sekvence aminokyselin
tvoricich molekulu enzymu a €leni beta-laktamazy do Ctyf tfid oznacenych pismeny A az D.
Tridy A, C a D obsahuji enzymy, jez maji v aktivnim misté serin na rozdil od tfidy B, ktera
obsahuje metaloenzymy, kde je v aktivnim misté zapojen minimalné jeden ion kovu,
nejcastéji zinku. Rozdéleni beta-laktamdaz zalozené na jejich molekularni strukture
predstavuje asi nejobjektivnéjsi parametr, jak rozclenit mnoiZstvi popsanych enzym.
Na druhé strané vsak klasifikace enzymU vychdzejici z jejich funkce muze byt velice
vyhodna z hlediska posouzeni jejich role a klinického dopadu [35].

Systém Bushové-Jacobyho-Medeirose cClenil beta-laktamazy na Ctyfi skupiny
oznacCené cCiselné 1-4 [34], v posledni dobé se skupina 4 vynechava [35]. Skupina 1
zahrnuje cefalosporinazy, které jsou fazeny do molekularni tfidy C podle Amblera.
AZ na vyjimky nejsou inhibovany kyselinou klavulanovou a patfi sem napfiklad AmpC
beta-laktamdzy. Nové je vyclenéna podskupina le s vyssi ucinnosti vici ceftazidimu a
dalsim oxyimino-beta-laktamovym antibiotikim. Do skupiny 2 jsou fazeny serinové beta-
laktamazy spadajici do molekularni tfidy A a D. Spolecnou vlastnosti je vétSinou dobra
citlivost k inhibitordm beta-laktamovych antibiotik. Tato skupina je nejpocetnéjsi a
pavodné byla ¢lenéna na 8 podskupin (2a, 2b, 2be, 2br, 2c, 2d, 2e, 2f) podle
preferovanych substrat(l. Dnes jsou definovany dalsi ¢tyfi podskupiny (2ber, 2ce, 2de,
2df). Patii sem napfriklad beta-laktamazy TEM a SHV, a to jak pavodni enzymy s Gzkym
spektrem ucinku (TEM-1, SHV-1 - podskupina 2b), tak od nich odvozené Sirokospektré
beta-laktamazy ESBL (zarazené do skupiny 2be). Skupinu 3 predstavuji metalo-beta-
laktamazy, které hydrolyzuji velké mnoiZstvi beta-laktamovych antibiotik véetné
karbapenem( a jsou jen velice malo citlivé ke klasickym inhibitordm s vyjimkou kyseliny
ethylendiaminotetraoctové (EDTA) a p-chloromerkuribenzoatu (pCMB). V soucasnosti
jsou také metalo-beta-laktamazy rozdéleny do podskupin (3a, 3b, 3c). Plvodné
definovana skupina 4, kam byly fazeny malo ¢etné penicilinazy, které nejsou inhibovany
kyselinou klavulanovou, se v posledni dobé vynechava a uprednostiuje se jejich zarazeni
do jedné z pfedchozich skupin [34, 35].

DalSim kritériem pro clenéni beta-laktamaz muize byt jejich umisténi, a to bud
na chromozomu, nebo na plazmidech. Tento Uhel pohledu ma velky vyznam zejména
z epidemiologického hlediska, protoze enzymy kddované geny uloZzenymi na plazmidech
se mohou snadno S$ifit.
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Velkou pozornost si v rdmci velice pocetné rodiny beta-laktamaz zasluhuji zejména
enzymy se Sirokym spektrem ucinku typu ESBL a AmpC, jejichZ pocet se neustale zvysuje.
Vyrazny je tento trend zejména u skupiny 2 (podle Bushové-Jacobyho-Medeirose)
(molekularni tfida A, D podle Amblera), kde se mnoistvi popsanych beta-laktamaz
za poslednich dvacet let zdesetindsobilo [35]. Vedle rostouciho poctu nové popsanych
beta-laktamaz narlstd také mnozstvi bakteridlnich izolatl s touto genetickou vybavou.
Siteni bakterii produkujicich Sirokospektré beta-laktamdazy se odraii i ve vysledcich
sledovanych v ramci EARS-Net (European Antimicrobial Resistance Surveillance Network).
Ty ukazuji, Ze frekvence enterobakterii rezistentnich k cefalosporinim IIl. generace
v poslednich letech v Evropé stoupa. Napftiklad v ptipadé Escherichia coli se rezistence
k cefalosporintim llI. generace v Ceské republice zvysila ze 2 % v roce 2005 na 10 % v roce
2010, u Klebsiella pneumoniae doslo ve stejném obdobi k narlstu poctu rezistentnich
izolatl z 32 % na 48 % [36].

Produkce Sirokospektrych beta-laktamaz neni okrajovou zalezZitosti, ale ma stejné
jako jiné typy rezistence, vyrazny klinicky dopad. U gramnegativnich bakterii predstavuje
dokonce nejvyznamnéjsi mechanismus rezistence k beta-laktamovym antibiotik(im.
Odolnost bakterii vici antibiotiklim spojend s produkci téchto enzym( muze vést k selhdni
antibiotické terapie a s tim souvisejicimu zvySeni morbidity a mortality. Trojndsobné vyssi
mortalitu pacientl s infekcemi krevniho fecisté zplsobenymi ESBL-pozitivnimi bakteriemi
v dUsledku pocdtecni neadekvatni terapie doklada retrospektivni analyza Tumbarella a
kolegll [37]. Studie vedend Schwaberem ukazuje, Ze infekce vyvolané ESBL-pozitivnimi
bakteriemi jsou spojeny se zvySenou mortalitou, prodlouzenim doby hospitalizace a
vysSimi ekonomickymi ndklady. Konkrétni cisla odhalila 30% mortalitu pacientl
s bakteriémii vyvolanou ESBL-pozitivnimi kmeny Escherichia coli, Klebsiella spp. a
Proteus spp. U pacientl s etiologickou roli ESBL-negativnich enterobakterii byla zjisténa
mortalita 16 %. Ndaklady spojené slécbou a hospitalizaci byly u infekci ESBL-pozitivni
etiologie ve srovnani sinfekcemi zplsobenymi ESBL-negativnimi kmeny témér
trojndsobné [38]. Statisticky vyznamny rozdil selhani antibiotické 1é¢by (73 % vs. 17 %)
u pacientll se spontanni bakteridlni peritonitidou vyvolanou ESBL-pozitivnimi a ESBL-
negativnimi kmeny Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae prokazala také studie Kanga a
kolegll. Kromé toho byla u pacientll infikovanych ESBL-pozitivnimi bakteriemi prokazana
vyssSi tficetidenni mortalita (60 %) ve srovnani s pacienty sinfekci vyvolanou ESBL-
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negativnimi bakteriemi (23 %) [39]. Vysoky podil selhani antibiotické terapie byl

zaznamendan i u AmpC-pozitivnich izolatl Klebsiella pneumoniae [40].

1.3.2 ESBL a AmpC

1.3.2.1 Bakterialni beta-laktamazy typu ESBL

Zkratka ESBL vychazi z anglického terminu ,,extended-spectrum beta-lactamases” a
oznaCuje enzymy s tzv. rozSifenym spektrem ucinku. Tyto beta-laktamazy jsou schopny
hydrolyzovat a tim padem inaktivovat nejenom peniciliny a cefalosporiny I. a Il. generace,
ale Stépi rovnéz cefalosporiny Ill. a IV. generace a aztreonam. Naopak je omezen jejich
ucinek na cefamyciny (napfr. cefoxitin) a karbapenemy. Druhou zakladni vlastnosti, ktera
spojuje tuto velice pocetnou skupinu, je citlivost téchto enzym( k pusobeni inhibitord
beta-laktamadz, predevsim pak ke kyseliné klavulanové [41]. V ramci klasifikace Bushové-
Jacobyho-Medeirose jsou ESBL beta-laktamdzy fazeny do skupiny 2be a 2d, které
odpovidaji molekularnim tfiddm A a D podle Amblera [35]. Spole¢nym znakem beta-
laktamaz typu ESBL je jejich casté umisténi na plazmidech, které navic pfispiva k jejich
snadnému Sitfeni. Prvni beta-laktamaza s rozSitenym spektrem uUcinku byla identifikovana
vroce 1983, velice brzy po zavedeni oxyiminocefalosporinli do klinické praxe. Byla
nalezena v Némecku u izolatu Klebsiella ozenae a oznaCena jako SHV-2 [42]. Schopnost
Stépit cefalosporiny Ill. generace je u enzymu SHV-2 vysledkem mutace a zamény jediné
aminokyseliny oproti plvodni beta-laktamaze SHV-1 s uzkym spektrem ucinku. Brzy
nasledoval objev dalSich derivatl enzymu SHV-1 schopnych Stépit Sirokospektré
cefalosporiny a dnes jejich pocet presahuje 140. K obdobnym mutacim a vzniku rady
novych variant s rozSifenym spektrem ucinku doSlo i v pfipadé enzymu TEM-1. Tato
plazmidem-kddovana beta-laktamdza byla identifikovdna u gramnegativnich bakterii
na pocatku 60. let 20. stoleti a dnes je popsano vice nez 160 jejich derivatl [24, 43].

Vedle pocetné skupiny derivatl TEM a SHV beta-laktamaz vsak v posledni dobé
narlistd vyznam jinych ESBL enzym(, a to beta-laktamaz typu CTX-M [44]. Oznaceni
CTX-M odrazi vysokou hydrolytickou aktivitu téchto enzyma v(ci cefotaximu [41]. Bylo
popsdno 40 beta-laktamaz CTX-M, které byly na zdkladé homologie sekvenci rozdéleny
do 5 skupin a to CTX-M-1 (zahrnuje enzymy CTX-M-1, -3, -10, -12, -15, -22, -23, -28 a
FEC-1), CTX-M-2 (-2, -4, -4L, -5, -6, -7, -20, Toho-1), CTX-M-8, CTX-M-9 (-9, -13, -14, -16,
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-17, -19, -21, -27, Toho-2) a CTX-M-25 (-25, -26). VétSina genu kddujicich beta-laktamdazy
typu CTX-M ma plvod v chromozomalnich genech bakterii rodu Kluyvera, které se dostaly
na mobilni genetické elementy, coz umoznilo jejich dalsi rozriznéni a snadny prenos
na jiné bakterie [45]. Napfiklad beta-laktamdza KLUG-1 se Sirokym spektrem ucinku, ktera
je kdédovana genem uloZzenym na chromozému bakterie Kluyvera georgiana, se v 99 %
shoduje s aminokyselinovou sekvenci plazmidem kdédované beta-laktamazy CTX-M-8 [46].

V devadesatych letech minulého stoleti previladal vyskyt kmenQ Klebsiella
pneumoniae s produkci SHV a TEM variant, pficemz tyto kmeny byly Casto izolovany
od nemocnic¢nich pacientl, predevsim na jednotkach intenzivni péce [47]. V poslednich
letech se vsak situace dramaticky zménila a hlavnimi producenty ESBL se staly kmeny
Escherichia coli s produkci CTX-M-typu beta-laktamaz, které jsou navic stale castéji
izolovany z komunitniho prostredi [48].

Dalsi skupinu beta-laktamaz zarazenych do kategorie ESBL tvofi enzymy typu OXA.
Oznaceni vychazi zjejich schopnosti Stépit oxacilin a v klasifikaci Bushové-Jacobyho-
Medeirose jsou fazeny do skupiny 2d. Na rozdil od vySe jmenovanych typ( TEM, SHV a
CTX-M je jejich citlivost ke klasickym inhibitorim beta-laktamdz jako napftiklad ke kyseliné
klavulanové promeénliva [35]. Poprvé byla OXA beta-laktamdza detekovana u druhu
Pseudomonas aeruginosa a vyvoj dalSich variant srozSifenym spektrem Ucinku
z plvodniho enzymu s uzsim spektrem je analogicky s evoluci enzymU typu TEM a SHV
[49].

Byly objeveny a popsany také dalsi typy beta-laktamaz molekularni tfidy A, které
se Siti pomoci plazmidl nebo jsou asociovany s integrony. Patfi sem napfiklad enzymy

PER, VEB, BES, GES a dalsi [41].

1.3.2.2 Bakteridlni beta-laktamazy typu AmpC

Dalsi dualezitou skupinu enzym(, které umoznuji bakteriim odolat Ucinku beta-
laktamovych antibiotik, predstavuji enzymy AmpC. Vramci Amblerovy molekularni
klasifikace jsou zafazeny do tfidy C, v systému Bushové-Jacobyho-Medeirose patfi
do skupiny 1 [35]. AmpC beta-laktamazy hydrolyzuji peniciliny, cefalosporiny vcetné
oxyiminocefalosporini (ceftazidim, cefotaxim, ceftriaxon), cefamyciny (cefoxitin,
cefotenan) a monobaktamy (aztreonam). Na rozdil od predchazejicich beta-laktamaz typu

ESBL nejsou AmpC enzymy inhibovany kyselinou klavulanovou a ve vétsiné pfipadd ani
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sulbaktamem nebo tazobaktamem. RovnéZz na né neplisobi pCMB nebo EDTA, co?Z je
logické, protoZe v aktivnim misté figuruje serin, nikoli ionty kov( [50].

Geny kodujici AmpC beta-laktamazy se nachazeji na chromozomu celé fady
bakteridlnich druhl zceledi Enterobacteriaceae napftiklad Citrobacter freundii,
Enterobacter spp., Escherichia coli, Hafnia alvei, Providencia stuartii, Serratia marcescens,
Yersinia enterocolitica, ale i bakterii zjinych skupin jako je Acinetobacter spp.,
Pseudomonas aeruginosa, Psychrobacter immobilis a dalsi. U fady enterobakterii je
exprese genu ampC nizka, ale mlze byt indukovana v souvislosti s vystavenim bakterie
pusobeni beta-laktamového antibiotika. Poskozeni bakteridlni bunécné stény vede
k hromadéni peptidoglykanovych meziproduktl (oligopeptid N-acetalglukosamin-1,6-
anhydro-N-acetylmuramové kyseliny), které pak ovliviiuji expresi dalSich genl ampR,
ampD, ampG a spolecné se podili na regulaci produkce AmpC enzymu [50, 51]. Mutace
v nékterém zgend zahrnutych vexpresi AmpC beta-laktamdz mulzZe vést ke zméné
inducibilni produkce na trvalou. V klinickych izolatech byva nejcastéjsi pri¢inou zvysené
exprese AmpC proteinu mutace vgenu ampD, kterd zplsobi hyperinducibilitu nebo
konstitutivni hyperprodukci AmpC. Jinak je to v pfipadé druhu Escherichia coli, ktery
postrada regulacni gen ampR. U této bakterie je exprese genu fizena prostfednictvim
promotorové oblasti genu ampC a atenuatorového mechanismu [52].

Druhou skupinu AmpC beta-laktamaz tvofi enzymy kddované geny umisténymi
na plazmidech. Stejné jako chromozomalni AmpC nejsou inhibovany klasickymi inhibitory
a poskytuji rezistenci k velkému poctu beta-laktamovych antibiotik. Plazmidové kédované
beta-laktamdzy AmpC se ¢asto nachazeji u druhd, které nenesou chromozomalni gen
ampC jako je Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Proteus mirabilis nebo zastupci
rodu Salmonella. Identifikovdany ovSem byly i u bakterii, jez chromozomalni gen maji,
napfiklad u izolatl Escherichia coli nebo Enterobacter spp. [51]. Nékteré geny kddujici
AmpC beta-laktamazy jsou na plazmidu prendseny spolecné s regulacnim genem ampR a
jsou proto inducibilni, u jinych je exprese vétSinou konstitutivni a je regulovana
promotorovou oblasti. Obdobné jako beta-laktamazy ESBL jsou i plazmidové kédované
AmpC enzymy rozdéleny do nékolika skupin na zakladé rozdil(i v sekvenci aminokyselin

[50].
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1.3.3 Spolecny vyskyt genti kddujicich beta-laktamazy ESBL a AmpC s dalSimi geny

rezistence

V soucasné dobé je ziejmé, Ze produkce Sirokospektrych beta-laktamaz je velice
zavaznym jevem. Problematika moZného selhani antibiotické terapie u infekci vyvolanych
rezistentnimi bakteriemi a stim spojena vysSi morbidita a mortalita pacientd byla
diskutovana v predchazejicich odstavcich. Navic dnes neni tento problém omezen pouze
na vysoce rizikova nemocnicni pracovisté, jako napfriklad jednotky intenzivni péce, ale
stale Castéji se rezistentni izolaty objevuji také v komunitnim prostiredi. Zatimco ve druhé
poloviné 20. stoleti nebyla volba vhodného antibiotika u infekci vyvolanych napfiklad
enterobakteriemi pfiliS sloZitd, protoZe cefalosporiny i fluorochinolony byly povazovany
za spolehlivé, vsoucasné dobé se situace vyznamné zkomplikovala [53]. Produkce
Sirokospektrych beta-laktamaz vyrazné omezuje moznosti IéCby, protoze z volby vyrazuje
velice pocetnou skupinu beta-laktamovych antibiotik. Vedle toho narlstd také pocet
ESBL- a AmpC-pozitivnich izolatd, které jsou rezistentni i k dalSim antimikrobidlnim latkam
napfiklad ciprofloxacinu, trimetoprimu nebo gentamicinu [54]. Existence zkfizené
rezistence navic zvysuje selekéni tlak antimikrobidlnich latek, protoZe pUsobeni jedné
latky selektuje izolaty, které jsou rezistentni i k dalSim latkam.

Do popredi zdjmu se dostdvd soucasnd rezistence bakterii k beta-laktamovym
antibiotikdm a fluorochinolonlim, jak dokladd fada neddvno publikovanych praci [55-63].
Vzhledem k tomu, Ze fluorochinolony patfi mezi dalsi ¢asto pouzivané pripravky v terapii
bakteridlnich infekci zplsobenych gramnegativnimi tyCinkami, je tento trend velmi
neptiznivy. Velky podil na této skutecnosti ma rozsifeni plazmidové kdédovanych genl
rezistence k chinolonlim, které se mohou snadno prenaset. Zakladni mechanismus
rezistence bakterii k fluorochinoloniim je zaloZzen na kumulaci chromozomalnich mutaci
genl kodujicich podjednotky DNA gyrdzy (gyrA) a DNA topoizomerazy IV (parC). Rovnéz
byla popsdna rezistence souvisejici se snizenou permeabilitou bunécné stény nebo
zvySenym efluxem antibiotika z buriky [64, 65]. Rostouci frekvence bakteridlnich izolatd
rezistentnich k fluorochinolonidm je vsak tésné provdzdna sdalSimi mechanismy
rezistence kédovanymi geny na plazmidech. Poprvé byl tento mechanismus zaznamendan
v roce 1998 a od té doby se pocet popsanych gen( a jejich variant znacné rozrostl [66].

Samotné plazmidem prenasené PMQR (plasmid-mediated quinolone resistance) geny
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zvysSuji rezistenci k chinolonovym antibiotikim pouze mirné, ovSiem umoznuji bakterii
vystavené nizS§im koncentracim v pfitomnosti antibiotika prezit. Vytvari se tak podstatny
selekéni tlak, ktery zvySuje pravdépodobnost vzniku a uplatnéni se mutaci spojenych
s uplnou rezistenci. Existuje nékolik plazmidem kdédovanych mechanism( rezistence, a to
proteiny qnr, aminoglykosidacetyltransferaza AAC(6°)-Ib-cr, efluxni pumpy QepA a OgxAB
[67]. Qnr jsou definovany jako proteiny, v jejichz strukture se opakuje motiv 5
aminokyselin, které snizuji citlivost ke kyseliné nalidixové a/nebo fluorochinolonim.
V soucasné dobé je popsano pét typl gnr proteind (gnrA, gnrB, gnrC, gnrD a gnrS) a je
znamo vice neZ 50 jejich variant [68]. Funguji jako ochrana DNA gyrazy a topoizomerazy
IV, protoZze znemoznuji vazbu chinoloniT na tyto enzymy. Protein
AAC(6°)-lb-cr je variantou enzymu AAC(6°)-lb (rezistence k aminoglykosidiim) a acetyluje
norfloxacin a ciprofloxacin, které timto zplsobem inaktivuje. Proteiny QepA a OgxAB
pracuji jako efluxni pumpy a vyCerpavaiji fluorochinolony z buriky [69].

PMQR geny jsou celosvétové znacné rozsifeny a byly identifikovany v fadé zemi.
Publikované prace navic ukazuji jejich ¢asty spolec¢ny vyskyt s plazmidové kdédovanymi
Sirokospektrymi beta-laktamdzami. Napfiklad Jeong a kolegové prokazali pritomnost
minimalné jedné beta-laktamazy ESBL nebo AmpC u 38 ze 47 (81 %) gnr-pozitivnich
izoldtd [55]. Prevalence genl kodujicich beta-laktamdazy byla sledovana také u PMQR-
pozitivnich izolatl Klebsiella pneumoniae z ¢inské nemocnice. Mezi 59 zdastupci Klebsiella
pneumoniae nesoucimi minimalné jeden PMQR gen byly geny blawewm, blasyy, blacrxm,
blaoxa a blapya detekovany v 51 %, 92 %, 56 %, 59 % a 22 %. U vSech bakterii s genem gnrB
byla zachycena beta-laktamaza DHA. Autofri rovnéz poukazali na castéjsi vyskyt genl gnr
spolecné s geny blactx.v @ blapua [56]. Vyskyt gnr genl a genl kdédujicich enzymy ESBL a
AmpC byl sledovan rovnéz u izolatl Klebsiella pneumoniae ziskanych od détskych
pacientl. Zcelkového poctu 410 klinickych izolatl bylo 92 gnr-pozitivnich (22 %).
Detekovany byly geny gnrA (10 izolatd), gnrB (25) i qnrS (62). U 82 z 92
gnr-pozitivnich izolatd (88 %) byl identifikovan minimalné jeden gen pro beta-laktamazu
TEM, SHV, CTX-M nebo DHA-1 [57]. Jind studie odhalila mezi 47 ESBL-pozitivnimi izolaty
dva nesouci gen gnrS a 12 s genem AAC(6°)-Ib-cr [58]. Pai a kolegové detekovali gen gnrB
u 100 % (54/54) izolath Klebsiella pneumoniae nesoucich plazmidové kdédovanou beta-

laktamdazu DHA-1 a u 22 % (10/45) s genem pro beta-laktamazu SHV-12. Celkové mezi 158
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ESBL- a AmpC-pozitivnimi klinickymi izolaty Klebsiella pneumoniae odhalili 44 % nesoucich
gen gnr. V ramci druhu Escherichia coli (81 izolatl) zaznamenali geny gnr v 5% [59].
Prevalence PMQR gen(l u ESBL-pozitivnich bakterii byla studovana i ve Svédsku. Mezi 319
enterobakteriemi ziskanymi z klinického materialu pacientl v letech 2001 az 2008 bylo 12
gnr-pozitivnich (1 gnrA1, 2 qnrB1, 3 qnrB2, 1 qnrB4, 1 qnrB6 a 4 qnrS1) a zadny z nich
nebyl izolovan pred rokem 2006. Pomérné nizkd byla prevalence gnr genl u druhu
Escherichia coli (2 %) ve srovnani se zastupci Klebsiella pneumoniae (16 %) a Enterobacter
cloacae (67 %) [60]. Také italskd studie ukazala vyssi zastoupeni gnr gen( u druhu
Klebsiella pneumoniae. Autofi analyzovali celkem 232 klinickych izolatd celedi
Enterobacteriaceae rezistentnich k ciprofloxacinu nebo produkujicich ESBL a identifikovali
mezi nimi 40 bakterii (17 %) nesoucich néktery z genl gnr. Gen gnr byl detekovan u 68 %
izolatd Klebsiella pneumoniae (32/47) a u 5% Escherichia coli (8/157). U jinych druh(
nebyli gnr geny zaznamendny [61]. Naopak prdce jiného kolektivu zamérend na prevalenci
PMQR genl u izolatd enterobakterii z krve, rezistentnich k cefotaximu a zaroven
k ciprofloxacinu, odhalila pfitomnost genu gnrA nejen u zastupch druhu Klebsiella
pneumoniae, ale i Escherichia coli, Citrobacter freundii a Enterobacter cloacae. Celkové
bylo zachyceno 32 % gnrA-pozitivnich izolatl (15/47) a u 11 z nich byl detekovan gen
pro Sirokospektrou beta-laktamdzu SHV-12 [62]. Vyskyt PMQR genli u ESBL-pozitivnich
izolatl Klebsiella pneumoniae a Escherichia coli mapovali Jiang a kolegové. V ramci 362
analyzovanych izolatd odhalili 29 nesoucich néktery z genl gnr a 36 s genem AAC(6°)-1b-
cr. RovnéZz poukazali na moiny prenos plazmidi nesoucich geny gnr prostfednictvim
konjugace spolu s dalSimi geny rezistence kdédujicimi beta-laktamazy ESBL a enzym

AAC(6)-lb-cr [63].
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2 CiLE PRACE

Cilem predlozené disertacni prace byla identifikace a typizace bakterii s produkci

Sirokospektrych beta-laktamaz. Konkrétni témata Ize definovat nasledujicimi body:

1. Nejcastéjsi bakteridlni druhy s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz
v klinickém materidlu hospitalizovanych pacientd.

2. Nejcastéjsi bakteridlni druhy sprodukci Sirokospektrych beta-laktamaz
v nemocni¢nim prostredi.

3. Nejcastéjsi bakterialni druhy sprodukci Sirokospektrych beta-laktamaz
v klinickém materidlu osob v komunitnim prostredi.

4. Geneticka analyza Sirokospektrych beta-laktamaz.

5. Stanoveni identity/podobnosti bakterialnich izolatl s produkci Sirokospektrych
beta-laktamaz.

6. Stanoveni vyskytu PMQR gen( u vybranych ESBL-pozitivnich izolat(.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Nejcastéjsi bakterialni druhy s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz

v klinickém materialu hospitalizovanych pacienti

3.1.1 Sbér, izolace a identifikace bakterii

3.1.1.1 ESBL-pozitivni enterobakterie z klinického materialu hospitalizovanych pacienti

Do studie byly zahrnuty bakteridlni izolaty ziskané zklinického materialu
(trachealni endosekret, bronchoalveolarni lavaz, sputum, krev, mo¢, hnis, punktat, sekret
z rdny) pacientd hospitalizovanych ve tfech riznych zdravotnickych zafizenich v Ceské
republice, a to konkrétné ve Fakultni nemocnici Olomouc (1406 ltzek, z toho 155 na JIP),
ve Fakultni nemocnici Ostrava (1389 lGzek, 181 na JIP) a v Krajské nemocnici T. Bati
veZliné (1046 lGZek, 74 na JIP) v obdobi 1.1.-31.12.2009. Enterobakterie byly
identifikovany standardnimi mikrobiologickymi postupy vcetné Enterotestul6 (Erba-
Lachema s.r.o., Ceskd republika) a ve vybranych piipadech byl vyuZit automatizovany
systém Phoenix (Becton Dickinson, USA). Od kaZzdého pacienta byl zafazen vidy jen jeden
izolat daného druhu, a to ten, ktery byl z pfislusného klinického materidlu ziskan jako
prvni. Pro dalsi analyzu byly vybrané izoldty uchovavany v hlubokomrazicim boxu

pfi teploté -80 °C za poufziti ITEST Kryobanka B (ITEST plus s.r.o., Ceska republika).

3.1.1.2 Bakterie produkujici Sirokospektré beta-laktamazy z klinického materialu
novorozenci

Enterobakterie byly izolovany z klinického materidlu novorozenct (stéry z nosu,
krku a rekta; hemokultura; moc; stéry z okoli pupecniho pahylu a axily; bronchalveolarni
lavaz) hospitalizovanych na Novorozeneckém oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc
v Casovém obdobi dvou rok(i od 1.4.2008 do 1.4.2010. Novorozenecké oddéleni
Fakultni nemocnice Olomouc je ¢dasti Perinatologického centra se spadovou oblasti 7000
porodu za rok. Oddéleni neonatalni intenzivni a resuscitacni péce (NICU) ma dvanact plné
V uvedeném obdobi bylo hospitalizovano na NICU celkem 622 novorozenc(, z toho 141
déti s porodni hmotnosti pod 1500 gramu. V ramci mikrobiologickych vysettfeni jsou

na NICU standardné odebirany stéry z krku, nosu a rekta dvakrat tydné u vsSech déti.
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Na oddéleni nasledné péce jsou stejné odbéry provadény jedenkrat tydné. V pripadé
podezieni na infekéni onemocnéni a u déti sinvazivnimi vykony jsou odebirany dalsi
vzorky - hemokultura, moc, stéry z okoli pupecniho pahylu a axily, bronchalveolarni lavaz.
Identifikace enterobakterii, jejich vybér a uchovani pro naslednou analyzu bylo shodné

s postupem uvedenym v kapitole 3.1.1.1.

3.1.1.3 Bakterie produkujici Sirokospektré beta-laktamazy v gastrointestinalnim traktu
hospitalizovanych osob

V obdobi od 1.3.2010 do 1.5.2010 byly izolovany enterobakterie z rektalnich
vytérQl pacientl hospitalizovanych ve Fakultni nemocnici Olomouc (FNOL). Od kazdé
osoby byl zpracovdn jen jeden rektalni vytér. Vytéry byly inokulovany na selektivni
ChromID™ ESBL agar (BioMérieux, Francie). Narostlé kolonie byly identifikovany
standardnimi mikrobiologickymi postupy véetné Enterotestul6 (Erba-
Lachema s.r.0., Ceskd republika) a sou¢asné pomoci automatizovaného systému Phoenix

(Becton Dickinson, USA) a uchovavany zpisobem popsanym v kapitole 3.1.1.1.

3.1.2 Fenotypova detekce produkce sSirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL

U izolatl z klinického materidlu hospitalizovanych pacientd a zklinického
materialu novorozencl (kapitoly 3.1.1.1 a 3.1.1.2) byla stanovena citlivost k antibiotikim
standardni diluéni mikrometodou [70, 71]. K protokolované kontrole kvality slouZily
referencni kmeny Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218 a
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. VSechny izolaty enterobakterii, u nichz presahla
minimalni inhibicni koncentrace alesponn jednoho ztestovanych cefalosporin(
Ill. generace (cefotaxim, ceftazidim, cefoperazon) hodnotu lug.ml'l, byly podrobeny
fenotypové analyze pro detekci produkce Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL.
Ze selektivniho média ChromID™ ESBL byly fenotypové analyze produkce ESBL podrobeny
vSechny izolaty (kapitola 3.1.1.3).

K fenotypové detekci ESBL byl pouZit modifikovany Double Disk Synergy Test
(DDST) (obrazek 1), ktery ve srovnani s klasickym DDST testem podle Jarliera obsahuje
navic disk s cefepimem a disk s ceftazidimem s kyselinou klavulanovou [72-74]. Vyhodou

zarazeni disku s cefepimem je jeho odolnost vici beta-laktamazam typu AmpC, ktera
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usnadniuje detekci ESBL enzymU v pripadé, Ze testovany bakterialni izolat produkuje vedle
ESBL i AmpC enzym [75]. Produkce ESBL se pfi tomto usporadani projevi jako rozsifeni
klasické inhibi¢ni zony smérem k disku obsahujicimu inhibitor nebo rozsitenim zdny o vice

nez 5 mm okolo disku s inhibitorem.

Obrazek 1: Modifikovany Double Disk Synergy Test [73]

O

aztreonam

O | 25-30 mm ) «<mm

cefotaxim amoxicilin+ cefepim
kys. klavulanova

ceftazidim

ceftazidim + kys.
klavulanova

3.1.3 Fenotypova detekce produkce Sirokospektrych beta-laktamaz typu AmpC

Stanoveni citlivosti k antibiotikiim a vybér izolatl pro fenotypovou analyzu byly
provedeny stejné jako v pripadé bakterii produkujicich Sirokospektré beta-laktamazy typu
ESBL (viz kapitola 3.1.2). Kfenotypové detekci AmpC beta-laktamaz byl pouzit AmpC
diskovy test s kyselinou 3-aminofenylboritou, ktery je schematicky znazornén na obrazku
2 [73, 74, 76]. Kyselina 3-aminofenylborita funguje jako inhibitor AmpC beta-laktamaz,
takZe rozsifeni inhibi¢ni zony o 5 mm okolo disku se 400 ug této kyseliny oproti disku bez

kyseliny znaci produkci beta-laktamdz typu AmpC.
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Obrazek 2: AmpC diskovy test [73]
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3.2 Nejcastéjsi bakterialni druhy s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz

v nemocnicnim prostredi

3.2.1 Sbér, izolace a identifikace bakterii

V pribéhu dvou mésicl (listopad-prosinec 2010) bylo provedeno jednorazové
epidemiologické Setfeni mikrobidlni kontaminace vzduchu, povrch( a zdravotnického
personalu (vytér zobou nosnich direk a stér pravé ruky bez rukavice) ve FNOL.
Epidemiologické Setfeni probéhlo na Iizkovém zafizeni Kliniky anesteziologie, resuscitace
a intenzivni mediciny (KARIM, 10 lGZek) a Oddéleni intenzivni péce chirurgickych obor(
(IPCHO, 12 lazek).

Mikrobialni kontaminace vzduchu byla stanovena pomoci aeroskopu Merck-100.
Odbéry byly provedeny celkem na 10 mistech na kazdém oddéleni. Ve vSech pripadech

bylo odebrano 100 litr( vnitfniho ovzdusi po dobu 1 minuty.
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Mikrobidlni kontaminace povrch( byla stanovena pomoci sterilni vytérovky
smocené ve sterilnim fyziologickém roztoku. Stér byl proveden zplochy o velikosti
10x10 cm ve dvou smérech na sebe kolmych, v pfipadé vypusti umyvadel a diezl byl
proveden stér z jejich vnitfniho povrchu. Na kazdém oddéleni bylo takto vySetfeno
30 rGznych ploch (parapety, madla postele, ovlddaci panel infuzni pumpy, Zaluzie, dfezy,
umyvadla, Sibenice na hadice, roztoky pro proplach).

Sliznice nosu zdravotnického personalu byly vysSetfeny jednorazovym vytérem
obou nosnich direk pomoci sterilni vytérovky smocené ve sterilnim fyziologickém roztoku.
KGze pravé ruky bez rukavice byla vysetfena stérem klze téch mist, kterda byvaji pfi
hygienickém zabezpeceni rukou ve zdravotni péci opomijena, a to oblast palce a
meziprstni prostory z horni i spodni ¢asti. Také v tomto ptipadé byl stér proveden sterilni
vytérovkou smocenou ve sterilnim fyziologickém roztoku. Na kaidém oddéleni bylo
vySetieno 15 osob.

Kultivace vzorkd a identifikace bakterii probihala standardnimi mikrobiologickymi
postupy véetné Enterotestul6 (Erba Lachema s.r.o., Ceskd republika). Ve vybranych
ptipadech byl k identifikaci pouZit systém Phoenix (Becton Dickinson, USA) a MALDI-TOF
MS (Bruker Daltonics, USA). Izolované bakterie byly skladovany zplsobem uvedenym v
kapitole 3.1.1.1.

Pro porovnani byly enterobakterie izolovdany rovnéz z klinického materialu
(trachealni endosekret, bronchoalveolarni lavaz, sputum, krev, mo¢, hnis, punktat, sekret
z rany) pacient( hospitalizovanych v uvedeném obdobi na KARIM a IPCHO ve FNOL. Vybér
kmenl byl realizovan tak, Ze od jednoho pacienta byl zafazen vidy jen jeden kmen

daného druhu, ktery byl izolovdn z pfislusného materialu jako prvni.

3.2.2 Fenotypova detekce produkce sSirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL

Vybér izoldtl z nemocni¢niho prostiedi a fenotypova detekce produkce ESBL

enzymU byla provedena stejné jako je uvedeno v kapitole 3.1.2.

3.2.3 Fenotypova detekce produkce Sirokospektrych beta-laktamaz typu AmpC

Vybér izolatl z nemocnicniho prostredi a fenotypova detekce produkce AmpC

enzymU byla provedena postupem uvedenym v kapitole 3.1.3.
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3.3 Nejcastéjsi bakterialni druhy s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz

v klinickém materialu osob v komunitnim prostredi

3.3.1 Sbér, izolace a identifikace bakterii

Bakterie byly izolovany z rektalnich vytérl komunitnich pacient( Zijicich na uzemi
Olomouckého kraje v obdobi od 1. 3.2010 do 1. 5.2010. Od kazdé osoby byl zpracovan
jen jeden rektalni vytér. Vytéry byly inokulovany na selektivni ChromID™ ESBL agar
(BioMérieux, Francie). Identifikace vypéstovanych enterobakterii a jejich uchovavani bylo

totozné s postupem popsanym v kapitole 3.1.1.3.

3.3.2 Fenotypova detekce produkce Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL

Vsechny izolované enterobakterie byly podrobeny fenotypové analyze pro detekci

produkce ESBL enzym( shodné s popisem v kapitole 3.1.2.

3.3.3 Fenotypova detekce produkce Sirokospektrych beta-laktamaz typu AmpC

Vsechny izolované enterobakterie byly podrobeny fenotypové analyze pro detekci

produkce AmpC enzymd, ktera jiz byla popsana v kapitole 3.1.3.

3.4 Geneticka analyza Sirokospektrych beta-laktamaz

Pfitomnost genl koédujicich jednotlivé typy Sirokospektrych beta-laktamaz byla
stanovena u vySe uvedenych skupin izolatd enterobakterii ziskanych z klinického
materidlu pacientll hospitalizovanych ve FNOL, od komunitnich pacientd z oblasti
Olomouckého kraje a bakterii izolovanych z nemocni¢niho prostiedi vletech 2008 az
2010. Podrobnéjsi udaje, blize specifikujici jednotlivé skupiny enterobakterii, pacientd,
material( a casové obdobi, ve kterém probihal sbér, uvadi kapitoly 3.1.1.2,3.1.1.3,3.2.1 a
3.3.1. Genetické analyze byly podrobeny izolaty, u nichz byl pozitivni ESBL nebo AmpC
diskovy test (provedeni test( viz kapitoly 3.1.2 a 3.1.3).
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3.4.1 Geneticka detekce Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL

3.4.1.1 Izolace DNA

DNA pro genetickou detekci Sirokospektrych beta-laktamaz byla izolovana
z bakterialni kultury ¢erstvé narostlé na Mueller-Hintonové agaru (MH agar) (Trios, s.r.o.,
Ceska republika). Jednotlivé bakterialni izolaty, které byly uloZeny v hlubokomrazicim
boxu, byly nejprve preockovany na MH agar a kultivovany aerobné pti 37 °C 18 hodin.
Nasledné byly 1-2 vyrostlé kolonie resuspendovany ve 100 pl sterilni destilované vody,
bunécnd suspenze byla zahtfdta po dobu 10 minut na 95°C a poté centrifugovana
2 minuty pri 13000xg. Ziskany supernatant obsahujici DNA byl pouzit jako templat

pro polymerdzovou fetézovou reakci.

3.4.1.2 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova retézova reakce (PCR) byla zamérena na detekci genl kddujicich
beta-laktamazy typu TEM, SHV a CTX-M, které se u enterobakterii vyskytuji nejcastéji.
Pouzity byly primerové pary (syntetizované firmou East Port Praha, Ceskd republika)
specificky rozpoznavajicich geny blatem, blaspy @ blactx-m [77-79]. Sekvence pouZzitych
oligonukleotidl je prehledné uvedena v tabulce 1. PCR probihala v objemu 25 ul a byla
provedena na pristroji Robocycler Gradient 96 Temperature Cycler (Stratagene, Kanada).
Slozeni reakéni smési a podminky amplifikace shrnuji tabulky 2 a 3. Pro ovéreni pribéhu
PCR byly pouZity kmeny Escherichia coli s produkci TEM-1 a CTX-M-15 enzymu (Ustav
mikrobiologie LF UP v Olomouci) a Klebsiella pneumoniae CCM 4985 produkujici beta-
laktamazu SHV-18 (CCM Brno, Ceskd republika) jako pozitivni kontroly. Jako negativni

kontrola slouzila zkumavka, kde byla templatova DNA nahrazena PCR vodou.

Tabulka 1: Nukleotidové sekvence primeru pro detekci genl blatgvm, blasyy a blacrxm

cilovy gen | primer | sekvence nukleotidi 5‘— 3‘ | velikost produktu | literatura

TEM-F | ATGAGTATTCAACATTTCCG
b/GTEM 858 bp 77

TEM-R | CCAATGCTTAATCAGTGAGG

SHV-F | CTTTACTCGCCTTTATCG
bIGSHV 475 bp 78

SHV-R | TCCCGCAGATAAATCACCA

MU1 | ATGTGCAGYACCAGTAARGT
blaCTX-M 593 bp 79

MU2 | TGGGTRAARTARGTSACCAGA
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Tabulka 2: SloZeni reakéni smési pro detekci jednotlivych genl blatem, blasky a blacrxm

. zasobni konecna

slozky reakce
koncentrace koncentrace

10x pufr (100 mM Tris-HCl (pH 8,8 pfi 25 °C),
500 mM KCl, 1% Triton X-100, 15 mM MgCl,) 10x 1x
(Top-Bio, Ceska republika)
dNTP’s (Promega, USA) 25 mM 0,2 mM
primer F (East Port Praha, Ceska republika) 100 uM 1 uM
primer R (East Port Praha, Ceska republika) 100 uM 1 uM
Taq polymeraza (Top-Bio, Ceska republika) 5U/ml 1U/reakce
PCR voda (Top-Bio, Ceska republika) - -
templatova DNA - -

Tabulka 3: Podminky PCR pro detekci gent blaem, blasyy a blacrxm

faze reakce teplota | ¢as | pocet cyklt
pocatecni denaturace 95°C | 5min 1
denaturace 95°C | 1min

nasednuti primer( (annealing) | 58°C | 1 min 30
amplifikace 72°C | 1 min

zavérecnd amplifikace 72°C | 5min 1

3.4.1.3 Elektroforeticka analyza amplikonu

Produkty PCR byly elektroforeticky rozdéleny v 1,5% (w/v) agarézovém gelu
obarveném ethidium bromidem (1 ug.ml'l) (Sigma-Aldrich, Némecko) a zdokumentovany
prostiednictvim zobrazovaciho zatizeni (Transluminator Discovery™ (UltraLum, USA)). Gel
byl pfipraven rozpusténim odpovidajiciho mnoZstvi agardzy (Serva, Némecko) v TBE pufru
(Biotech, Ceskd republika), zahfatim a naslednym ochlazenim. Separace probihala po
zatuhnuti gelu v TBE pufru v elektroforetickych vani¢kach Easy-Cast (model B2, Owl;
Thermo Scientific, Velkd Britanie). Velikost separovanych amplikoni byla stanovena
srovnanim s DNA markerem s velikosti fragment(l v rozsahu 200-1500 bp (Top-Bio, Ceskd

republika).
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3.4.1.4 Polymorfismus délky restrikcnich fragment

U izolatl s pozitivni PCR reakci detekujici geny blaem nebo blasyy byla provedena
restrikéni analyza. TEM produkty byly Stépeny enzymy Msel, Sau3Al, Mspl a Hphl
(NewEngland BiolLabs, USA) (odhaleni nej¢astéjSich mutaci v pozicich 104, 164, 238 a 240
zodpovidajicich za rozsifeni spektra ucinku u beta-laktamaz typu TEM) a vysledné
fragmenty DNA byly separovany ve 2,5% (w/v) agarézovém gelu obarveném ethidium
bromidem (1 pg.ml'l) [77]. Pro restrikci SHV produktl byly pouZity endonukledzy Nhel,
Ddel a Sacll (NewEngland Biolabs, USA; Fermentas, Kanada) pro zachyt pfipadnych
mutaci v pozicich 238, 35 a 179 nejcastéji zodpovidajicich za vznik ESBL fenotypu u beta-
laktamdaz SHV typu [78]. RozStépené fragmenty DNA byly rozdéleny ve 2% (w/v)

agarézovém gelu obarveném ethidium bromidem (1 pg.ml™).

3.4.2 Geneticka detekce Sirokospektrych beta-laktamaz typu AmpC

3.4.2.1 Izolace DNA
Pfiprava DNA pro PCR detekujici geny kddujici beta-laktamazy je podrobnéji
popsdna v kapitole 3.4.1.1.

3.4.2.2 Polymerazova fetézova reakce

Pritomnost genl kodujicich beta-laktamazy typu AmpC byla stanovena pomoci
dvou multiplex PCR reakci, umoziujicich soucasnou detekci typu ACC spolecné s typem
CIT a DHA, nebo typu EBC spolu stypy FOX a MOX. Pro PCR byly pouZity primery
(syntetizované firmou East Port Praha, Ceska republika) umozriujici detekci AmpC beta-
laktamaz patficich do jedné ze Sesti vySe popsanych skupin [80]. Reakce byla provedena
vobjemu 25 pl na pfistroji Robocycler Gradient 96 Temperature Cycler (Stratagene,
Kanada). Sekvence primer(, koncentrace jednotlivych sloZek reakce a reakéni podminky
jsou prehledné shrnuty vtabulkdch 4 az 6. Jako pozitivni kontrola byl pouzit kmen
Klebsiella pneumoniae produkujici beta-laktamazu typu DHA a kmen Escherichia coli
s produkci enzymu EBC (Ustav mikrobiologie LF UP v Olomouci). U negativni kontroly byla

do zkumavky k reakéni smési pipetovana misto templatové DNA jen PCR voda.
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Tabulka 4: Nukleotidové sekvence primerl pro detekci gend blaampc

I . 4o et velikost .
cilovy gen primer sekvence nukleotidii 5‘— 3 produktu literatura
MOX-1, MOX-2, | MOX-F | GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT
CMY-1, CMY-8 520 bp
a3 CMY-11 MOX-R | CACATTGACATAGGTGTGGTGC
LAT-1 aZ LAT-4, CIT-F TGGCCAGAACTGACAGGCAAA
CMY-2 az 462 bp
CMY-7. BIL-1 CIT-R TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC
DHA-F | AACTTTCACAGGTGTGCTGGG T
DHA-1, DHA-2 405 bp
DHA-R | CCGTACGCATACTGGCTTTGC 80
ACC-F | AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA
ACC 346 bp
ACC-R | TTCGCCGCAATCATCCCTAGC
EBC-F | TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG
MIR-1T, ACT-1 302 bp
EBC-R | CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT
FOX-F | AACATGGGGTATCAGGGAGATG
FOX-1 az FOX-5b 190 bp
FOX-R | CAAAGCGCGTAACCGGATTGG

Tabulka 5: SloZeni reakéni smési multiplex PCR pro detekci jednotlivych genl blaampc

slozky reakce zasobni konecna
koncentrace | koncentrace
10x pufr (100 mM Tris-HCI (pH 8,8 pfi 25 °C),
500 mM KCl, 1% Triton X-100, 15 mM MgCl,) 10x Ix
(Top-Bio, Ceska republika)
dNTP’s (Promega, USA) 25 mM 0,2 mM
primer F, (East Port Praha, Ceska republika) 100 um 1uM
primer F, (East Port Praha, Ceskd republika) 100 uM 1uM
primer F; (East Port Praha, Ceska republika) 100 uM 1uM
primer Ry (East Port Praha, Ceskd republika) 100 uM 1uM
primer R, (East Port Praha, Ceskd republika) 100 pM 1uM
primer R; (East Port Praha, Ceska republika) 100 uMm 1uM
Taq polymeraza (Top-Bio, Ceska republika) 5U/ml 1U/reakce
PCR voda (Top-Bio, Ceska republika) - -
templatova DNA - -
pozn.: byly provedeny 2 multiplex PCR s nasledujicimi kombinacemi primer(:

multiplex 1: ACC, CIT, DHA; multiplex 2: EBC, FOX, MOX
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Tabulka 6: Podminky PCR pro detekci gend blaampc

faze reakce teplota | dcas pocet cykli
pocatecni denaturace 95°C | 5min 1
denaturace 95°C 40s

nasednuti primer (annealing) | 64°C | 40s 30
amplifikace 72 °C 60 s

zavérecna amplifikace 72°C | 10 min 1

3.4.2.3 Elektroforeticka analyza amplikoni
Produkty PCR reakce detekujici geny kdédujici AmpC beta-laktamazy byly
analyzovany stejné jako produkty PCR zamérené na detekci gent kddujicich ESBL enzymy,

postup je uveden v kapitole 3.4.1.3.

3.5 Stanoveni identity/podobnosti bakterialnich izolatu s produkci

Sirokospektrych beta-laktamaz

3.5.1 Izolace DNA pro restrikéni analyzu

DNA byla izolovana z bakterialni kultury inkubované aerobné po dobu 18 hodin
pfi 37 °C ve 20 ml Mueller-Hintonova bujénu. Buriky byly centrifugovany pfi 4000xg 10
minut a pelet byl tfikrat promyt promyvacim roztokem (10 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA,
10 mM EGTA, 1 M NaCl; pH 7,5). Néasledné byly bakterie nafedény promyvacim roztokem
na optickou denzitu 0,2-0,3 pfi 600 nm a 10 ml této suspenze bylo centrifugovano. Bunky
byly resuspendovany ve 100 ul promyvaciho roztoku, smichany se stejnym objemem 2 %
»low melting point”“ agardzy (Bio-Rad, USA) a napipetovany do tvoritka block(i. Hotové
agarozové blocky byly preneseny do 1ml lyzacniho roztoku (6 mM Tris/HClI,
100 mM EDTA, 1 M NacCl, 0,5% BRIlJ, 0,2% Na-deoxycholat, 0,5% laurylsarkosin; pH 7,6)
s lysozymem (0,5 mg.ml™) (Sigma-Aldrich, Némecko) a inkubovany pies noc pfi 37 °C.
Nasledné byly blocky preneseny do 1 ml deproteinizacniho roztoku s proteindzou K
(0,5 mg.ml'l) (Thermo Fisher Scientific, Finsko) a inkubovany pfi 55°C 24 hodin.
Proteindza K byla inaktivovana promytim bloc¢kd v10 ml TE pufru (10 mM Tris/HCI,
1 mM EDTA; pH 7,8) 24 hodin pfi 4 °C.
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3.5.2 Restrikce celogenomové DNA

Z kazdého agardzového blocku (obsahujiciho DNA a pfipraveného dle postupu
v kapitole 3.5.1) byl ukrojen tenky prouzek (o tloustce asi 1 mm), ktery byl pfenesen do
50 pl restrikéniho roztoku (10 mM Tris-HCl, pH 7,5, 10 mM MgCl,, 1 mM dithiothreitol,
50 mM NaCl, 0,01% BSA) s 15U restrikéni endonukleazy Xbal (Takara Biotechnology,

Japonsko) a inkubovan po dobu 24 h pfi 37 °C.

3.5.3 Pulzni gelova elektroforéza

Agardzové prouzky s nastépenou DNA byly prfeneseny do jamek 1,2% agardzového
gelu pfipraveného rozpusténim 1,2 g ,Pulsed Field Certified” agarézy (Bio-Rad, USA)
ve 100 ml 0,5x TBE pufru (Bio-Rad, USA), zahfatim a naslednym ochlazenim. Ziskané
fragmenty DNA byly separovany pulzni gelovou elektroforézou (PFGE) prostfednictvim
pristroje CHEF-DRII System (Bio-Rad, USA). Pro analyzu byly zvoleny parametry 24 h,
6V.cm™ a pulzni &asy 2-35 s. Gel s rozdélenymi fragmenty DNA byl inkubovan 90 minut
ve vodni 1azni s ethidium bromidem (0,75 pg.ml'l) (Sigma-Aldrich, Némecko). Po obarveni
byly vysledné restrikéni profily zdokumentovdany pomoci zobrazovaciho zafizeni
(Transluminator Discovery™ (UltraLum, USA)) a porovnény prostiednictvim potitatového

programu GelCompar Il (Applied Maths, Kortrijk, Belgium).

3.6 Stanoveni vyskytu PMQR geni u ESBL-pozitivnich izolata Klebsiella

pneumoniae

3.6.1 Vybér ESBL-pozitivnich izolatli pro analyzu

Pro stanoveni vyskytu plazmidem kdédovanych gend podilejicich se na rezistenci
k fluorochinolonim byly bakterie vybrany ze sbirky enterobakterii vytvofené na Ustavu
mikrobiologie FNOL a Lékarské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci v letech 2008 az
2011, u nichzZ byla fenotypové detekovana produkce ESBL enzymU (fenotypova detekce
Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL viz kapitola 3.1.2). Pro analyzu bylo vybrano
celkem 100 izolath Klebsiella pneumoniae ziskanych zklinického materidlu
(bronchoalveoldrni lavdz, endosekret, hemokultura, likvor, moc¢, sputum, stéry a vytéry

z krku, nosu, perianalni oblasti a ran) pacientl hospitalizovanych ve FNOL v obdobi
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od1.1.2008 do 31.1.2011. Zvoleny byly izoldty od pacientld hospitalizovanych
na jednotkach intenzivni péce nékolika klinik (ll. interni; Illl. interni; détskd; hemato-
onkologicka; I. chirurgickd; kardiochirurgickd; neurochirurgicka; neurologickd; KARIM a JIP
novorozeneckého oddéleni), pricemz od kazdého pacienta byl zafazen pouze jeden izolat

jmenovaného druhu.

3.6.2 Geneticka detekce Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL

3.6.2.1 I1zolace DNA
DNA pro genetickou detekci Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL byla

izolovana postupem popsanym v kapitole 3.4.1.1.

3.6.2.2 Multiplex PCR

Pro detekci genl blatem, blasyy a blacrx-m [79, 81-83] byla pouZita multiplex PCR se
specifickymi primery, jejichz sekvence prehledné uvadi tabulka 7. SloZeni reakéni smési a
podminky PCR shrnuji tabulky 8 a 9. PCR probihala v objemu 25 ul a byla provedena
na pristroji Rotor-Gene 6000 (QIAGEN, Némecko). Pro ovéreni pribéhu PCR byly pouzity
pozitivni kontroly v podobé DNA izolované z kmenu se znamou produkci ESBL enzymu, a
to konkrétné z kmene Escherichia coli s produkci TEM-1 a CTX-M-15 enzymu (Ustav
mikrobiologie LF UP v Olomouci) a Klebsiella pneumoniae CCM 4985 produkujici beta-
laktamazu SHV-18 (CCM Brno, Ceska republika). Jako negativni kontrola byla misto

templatové DNA do zkumavky s reakéni smési pipetovana pouze PCR voda.

Tabulka 7: Nukleotidové sekvence primerld pro multiplex PCR detekujici geny blaewm,

blasyy a blactx-m

cilovy gen | primer | sekvence nukleotidli 5‘— 3‘ | velikost produktu | literatura
blares TEM2-F | TTCTTGAAGACGAAAGGGC 1150 bp 82
TEM2-R | ACGCTCAGTGGAACGAAAAC
blassy SHV2-F | TCAGCGAAAAACACCTTG 475 bp 81
SHV2-R | TCCCGCAGATAAATCACCA
blacryn MU1 | ATGTGCAGYACCAGTAARGT 593 bp 79
MU2 | TGGGTRAARTARGTSACCAGA
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Tabulka 8: SloZeni reakéni smési pro multiplex PCR detekujici geny blatewm, blasyy a blacrywm

slozky reakce zasobni konecna
koncentrace koncentrace
10x pufr bez MgCl, (100 mM Tris-HCI (pH 8,8 pfi 25 °C),
500 mM KCl, 1% Triton X-100) 10x Ix
(Top-Bio, Ceska republika)
LCGreen Plus+ (Idaho Technology, USA) 10x 0,4x
MgCl, (Top-Bio, Ceska republika) 25 mM 2 mM
dNTP’s (Promega, USA) 25 mM 0,2 mM
primer TEM2-F (East Port Praha, Ceskd republika) 100 uM 0,8 uM
primer SHV2-F (East Port Praha, Ceska republika) 100 uM 0,8 uM
primer MU1 (East Port Praha, Ceska republika) 100 uM 0,4 uM
primer TEM2-R (East Port Praha, Ceskd republika) 100 pM 0,8 uM
primer SHV2-R (East Port Praha, Ceska republika) 100 uM 0,8 uM
primer MU2 (East Port Praha, Ceska republika) 100 uM 0,4 uM
Taq polymeraza (Top-Bio, Ceska republika) 5U/ml 2U/reakce
PCR voda (Top-Bio, Ceska republika) - -
templatova DNA - -

Tabulka 9: Podminky multiplex PCR detekujici geny blatewm, blasyy @ blacrxm

faze reakce teplota | c¢as | pocet cykla
pocatecni denaturace 95°C | 7min 1
denaturace 95°C 30s

nasednuti primer(i (annealing) | 58°C | 30s 35
amplifikace 72°C 60 s

zavérecna amplifikace 72°C | 7 min 1

3.6.2.3 Analyza PCR amplikonu

PCR produkty byly charakterizovany na zakladé analyzy kfivky tani (high resolution

melting analyse - HRMA) provedené na pfristroji Rotor-Gene 6000 (QIAGEN, Némecko).

Analyza probihala v teplotnim rozmezi 75 az 99 °C s rychlosti teplotniho prechodu 0,1°C

za sekundu. Vysledky byly zpracovany prostrednictvim pocitaCovych programd Rotor-

Gene operating software a Rotor-Gene ScreenClust HRM Software (QIAGEN, Némecko).
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3.6.2.4 Polymorfismus délky restrikcnich fragmentt

Restrikéni analyza je podrobnéji popséna v kapitole 3.4.1.4.

3.6.3 Geneticka detekce gnr genli

3.6.3.1 Izolace DNA

Postup izolace DNA je uveden v kapitole 3.4.1.1.

3.6.3.2 Multiplex PCR

Pro PCR byly pouzity specifické primerové pary umoZziujici stanoveni pritomnosti
nejcastéji se vyskytujicich gent gnrA, gnrB, qnrS [84, 85]. PCR byla provedena v objemu
25 ul na pfistroji Robocycler Gradient 96 Temperature Cycler (Stratagene, Kanada).
Podrobnéjsi podminky provedeni PCR a nukleotidové sekvence pouzitych primer( jsou

popsdany v tabulkach 10 az 12.

Tabulka 10: Nukleotidové sekvence primeru pro detekci gent gnrA, gnrB, gnrS

cilovy gen | primer sekvence nukleotidli 5‘— 3* velikost produktu | literatura
gnrA gnrA-F | TTCTCACGCCAGGATTTG 521 bp 84
gnrA-R | CCATCCAGATCGGCAAA
gnrB gnrB-F | GGMATHGAAATTCGCCACTG 261 bp 85
gnrB-R | TTYGCBGYYCGCCAGTCG
- 84
gnrs gnrS-F | GTGAGTAATCGTATGTACTTTTGC 169 bp
gnrS-R | AAACACCTCGACTTAAGTCT
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Tabulka 11: SloZeni reakéni smési pro multiplex PCR detekujici geny gnrA, gnrB, gnrS

slozky reakce zasobni konecna
koncentrace | koncentrace
10x pufr (100 mM Tris-HCI (pH 8,8 pfi 25 °C),
500 mM KCl, 1% Triton X-100, 15 mM MgCly) 10x 1x
(Top-Bio, Ceska republika)
dNTP’s (Promega, USA) 25 mM 0,2 mM
primer gnrA-F (East Port Praha, Cesk4 republika) 100 uM 0,4 uM
primer gnrB-F (East Port Praha, Ceska republika) 100 uM 0,8 uM
primer gnrS-F (East Port Praha, Ceska republika) 100 uM 0,4 uM
primer gnrA-R (East Port Praha, Ceska republika) 100 uM 0,4 uM
primer gnrB-R (East Port Praha, Ceska republika) 100 uM 0,8 uM
primer qnrS-R (East Port Praha, Ceska republika) 100 um 0,4 uM
Taq polymeraza (Top-Bio, Ceska republika) 5U/ml 1U/reakce
PCR voda (Top-Bio, Ceska republika) - -
templatova DNA - -

Tabulka 12: Podminky multiplex PCR detekujici geny gnrA, qnrB, gnrS

faze reakce teplota | cas pocet cyklt
pocatecni denaturace 95°C | 10 min 1
denaturace 95°C 60 s

nasednuti primerd (annealing) | 60°C | 40s 30
amplifikace 72°C 60 s

zavérecna amplifikace 72°C | 5min 1

3.6.3.3 Elektroforeticka analyza amplikont

PCR produkty byly separovany prostrednictvim gelové elektroforézy v 1,5% (w/v)

agarozovém gelu stejné jako je uvedeno v kapitole 3.4.1.3.

3.6.4 Charakterizace plazmidu

3.6.4.1 Izolace plazmidové DNA

Plazmidy byly izolovany z bakteridlnich kolonii narostlych na MH agaru (Trios,

s.r.o., Ceska republika) po 18 hodinové aerobni inkubaci pfi 37 °C. 1 aZ 2 vyrostlé kolonie

byly resuspendovany v 90 ul roztoku RI (25 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM EDTA-NaOH
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(pH 8,0), 1% glukdza). K pripravené bakteridlni suspenzi bylo pfidano 180 ul roztoku Rl
(0,2 M NaOH, 1%SDS) a vzorky byly 5-10 minut prevraceny pfi laboratorni teploté.
Ndasledovalo pfidani 135 ul ledové vychlazeného roztoku RIll (5 M CHsCOOK, ledova
CH5COOH 11,5% (w/v)) a inkubace 5 minut pfi laboratorni teploté. Po pfiddni 180 pul
chloroformu a 180 ul upraveného fenolu (Fluka Chemika, Svycarsko) byly vzorky
centrifugovany 8 minut pfi 10000xg. K vodni fazi bylo pfidano 350 pl isopropanolu a 36 ul
3 M octanu sodného a po 5 minutach byly zkumavky zcentrifugovany 15 minut pfi
10000xg. Pelet na dné zkumavky byl dvakrat promyt 300 pl ledové vychlazeného 96%
ethanolu a resuspendovan ve 20 ul TE pufru (10 mM Tris-HCI (pH7,5), 1 mM EDTA-NaOH
(pH 8,0)) s 1 ul RNazy.

3.6.4.2 Typizace plazmidii pomoci polymerazové retézové reakce (PCR-based replicon
typing)

Zarazeni plazmid( do jedné z 18 hlavnich inkompatibilnich skupin (FIA, FIB, FIC,
HI1, HI2, I11-ly, L/M, N, P, W, T, A/C, K, B/O, X, Y, Frep, Flla) nejéastéji se vyskytujicich
u Celedi Enterobacteriaceae bylo provedeno pomoci PCR se specifickymi primery
ohranicujicimi oblasti replikacnich pocatkud [86]. Jednotlivé primerové pary byly rozdéleny
do skupin umoznujicich soucasnou detekci nékolika typl replikacnich pocatkd najednou.
Celkem bylo provedeno 5 multiplex PCR (multiplex 1: HI1, HI2, 11- ly; multiplex 2: L/M, N,
X; multiplex 3: FIA, FIB, W; multiplex 4: P, Y, FIC; multiplex 5: A/C, T, Flla) a 3 simplex PCR
(K; B/O; Frep). Do reakce o celkovém objemu 25 pul byla jako templat pouZita DNA
izolovana vyse popsanym zpUsobem (kapitola 3.6.4.1). PCR probihaly na pfistroji
Robocycler Gradient 96 Temperature Cycler (Stratagene, Kanada). Sekvence nukleotid(i
pouzitych primerovych pard, sloZeni reakénich smési a podminky, za kterych byly reakce

provedeny, jsou prehledné uvedeny v tabulkach 13 az 16.
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Tabulka 13: Nukleotidové sekvence primer( pro typizaci plazmidu

Material a metody

cilovy gen | primer sekvence nukleotidd 5‘— 3¢ velikost literatura
produktu
parA-parB HI1-F | GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC 471 bp
HI1-R | TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA
. HI2-F | TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC
iterony 644 bp
HI2-R | GGCTCACATCGTTGTCATCCT
RNA I1-F | CGAAAGCCGGACGGCAGAA 139 bp
1-R | TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT
. X-F AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT
oriy 376 bp
X-R | TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC
repA, B, C L/M-F | GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG 785 bp
L/M-R | CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG
repA N-F GTCTAACGAGCTTACCGAAG 559 bp
N-R | GTTTCAACTCTGCCAAGTTC
. FIA-F | CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG
iterony 462 bp
FIA-R | GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG
FIB-F | GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG
repA 702 bp
FIB-R | CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT
repA W-F | CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG 242 bp
W-R | GGTGCGCGGCATAGAACCGT 86
Y-F AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG
repA 765 bp
Y-R GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT
. P-F CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA
iterony 534 bp
P-R | TCACGCGCCAGGGCGCAGCC
repA2 FIC-F | GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 262 bp
FIC-R | TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT
repA A/C-F | GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 465 bp
A/C-R | ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT
T-F TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT
repA 750 bp
T-R CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC
repA Flls-F | CTGTCGTAAGCTGATGGC 270 bp
Flls-R | CTCTGCCACAAACTTCAGC
RNAI/repA FrepB-F | TGATCGTTTAAGGAATTTTG 270 bp
FrepB-R | GAAGATCAGTCACACCATCC
RNA K/B-F | GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 160 bp
K-R | TCTTTCACGAGCCCGCCAAA
RNAI B/O-R | TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA 159 bp
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Tabulka 14: SloZeni reakéni smési multiplex PCR pro typizaci plazmid(

slozky reakce zasobni konecna
koncentrace | koncentrace
10x pufr bez MgCl, (100 mM Tris-HCI (pl-l 8,8 pfri 25 °C), 10x 1x
500 mM KCl, 1% Triton X-100) (Top-Bio, Ceska republika)
MgCl, (Top-Bio, Ceska republika) 25 mM 1,5mM
dNTP’s (Promega, USA) 25 mM 0,2 mM
primer F, (East Port Praha, Ceska republika) 100 uM 1um
primer F, (East Port Praha, Ceska republika) 100 uM 1uM
primer F; (East Port Praha, Ceska republika) 100 uM 1uM
primer Ry (East Port Praha, Ceskd republika) 100 pM 1uM
primer R, (East Port Praha, Ceska republika) 100 uM 1uM
primer R; (East Port Praha, Ceskd republika) 100 uMm 1uM
Taq polymeraza (Top-Bio, Ceska republika) 5U/ml 1U/reakce

PCR voda (Top-Bio, Ceska republika)

templatova DNA

pozn.:

bylo provedeno 5 multiplex PCR s nasledujicimi

kombinacemi

primerQ:

multiplex 1: HI1, HI2, 11-ly; multiplex 2: L/M, N, X; multiplex 3: FIA, FIB, W;

multiplex 4: P, Y, FIC; multiplex 5: A/C, T, Flla)

Tabulka 15: SloZeni reakéni smési simplex PCR pro typizaci plazmid(

slozky reakce zasobni konecna
koncentrace | koncentrace

10x pufr bez MgCl, (100 mM Tris-HCI (pl-l 8,8 pfi 25 °C), 10x 1x

500 mM KClI, 1% Triton X-100) (Top-Bio, Ceska republika)

MgCl, (Top-Bio, Ceska republika) 25mM 1,5 mM

dNTP’s (Promega, USA) 25 mM 0,2 mM

primer F (East Port Praha, Ceska republika) 100 um 1uM

primer R (East Port Praha, Ceska republika) 100 pM 1uM

Taq polymeraza (Top-Bio, Ceska republika) 5U/ml 1U/reakce

PCR voda (Top-Bio, Ceska republika)

templatova DNA

pozn.: simplex PCR probihala s primery K; B/O; Frep
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Tabulka 16: Podminky PCR pro typizaci plazmid(

faze reakce teplota | c¢as | pocet cykla
pocateéni denaturace 95°C | 5min 1
denaturace 95 °C 60 s

nasednuti primerG (annealing) | 60°C | 30s 30
amplifikace 72 °C 60 s

zavérecna amplifikace 72°C | 5min 1

pozn.: reakéni podminky byly shodné pro vSech 5 multiplex PCR a simplex PCR s primery
K nebo B/O; pro simplex PCR s primerovym pdrem F., byla pouZita teplota annealingu
52°C

3.6.4.3 Elektroforeticka analyza amplikont
Elektroforeticka separace PCR produktd umoznujici detekovat velikost jednotlivych
amplikond probihala v 1,5% (w/v) agarézovém gelu stejné jako je popsano v kapitole

3.4.1.3.

3.6.5 Stanoveni identity/podobnosti izolatu

Izolace DNA, jeji pfiprava, zpracovani a provedeni vlastni restrikéni analyzy
pro porovnani podobnosti/identity jednotlivych izolatl Klebsiella pneumoniae byla

provedena stejné, jako je popsano v kapitole 3.5.

3.6.6 Stanoveni citlivosti k antibiotikim

Citlivost testovanych izolatl k antibiotikim byla stanovena standardni dilu¢ni

mikrometodou [70, 71].
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4 VYSLEDKY

4.1 Nejcastéjsi bakterialni druhy s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz

v klinickém materialu hospitalizovanych pacientt

4.1.1 ESBL-pozitivni enterobakterie z klinického materialu hospitalizovanych pacientt

V obdobi od 1. 1. do 31. 12. 2009 bylo ve tfech zdravotnickych zafizenich (Fakultni
nemocnici Olomouc, Fakultni nemocnici Ostrava a Krajské nemocnici T. Bati ve Zliné)
analyzovano celkem 12922 izolatl z Celedi Enterobacteriaceae. Fenotypové testy odhalily
produkci ESBL enzym( u 907 z nich, coZ predstavuje 7,0 %. Prevalence ESBL-pozitivnich
izolatl mezi jednotlivymi nemocnicemi se pohybovala vrozmezi 4,3-11,8 %. Nejcastéji
byla produkce ESBL-enzymU zaznamenana u druhu Klebsiella pneumoniae (9,8-24,5 %),
Klebsiella oxytoca (1,3-11,4 %) a Escherichia coli (2,5-8,3 %). Tyto tfi druhy predstavuji
v celkovém poctu 93,5% vSech ESBL-pozitivnich enterobakterii. Absolutni pocty
vySetifovanych bakterii v jednotlivych zdravotnickych zafizenich a podil ESBL-pozitivnich

izolatli zndzornuje graf 2. Druhové zastoupeni shrnuji grafy 3 az 5.

Graf 2: Pocet enterobakterii izolovanych v obdobi 1.1. - 31.12.2009 ve tfech
zdravotnickych zafizenich (Fakultni nemocnice Olomouc, Fakultni nemocnice Ostrava,
Krajskda nemocnice T. Bati ve Zliné) a procentuelni vyjadfeni podilu ESBL-pozitivnich
izolatud
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Graf 3: Druhové zastoupeni bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae véetné izolatd s produkci

enzym0 typu ESBL v klinickém materialu pacientl hospitalizovanych ve Fakultni nemocnici
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Graf 4: Druhové zastoupeni bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae vcéetné izolatd s produkci

enzym0 typu ESBL v klinickém materialu pacientl hospitalizovanych ve Fakultni nemocnici
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Graf 5: Druhové zastoupeni bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae véetné izolatd s produkci
enzym0 typu ESBL v klinickém materiadlu pacientl hospitalizovanych v Krajské nemocnici

T. Bati ve Zliné
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Ziskané vysledky umozZnily rovnéZz porovndni vyskytu ESBL-pozitivnich
enterobakterii mezi jednotlivymi oddélenimi. Ze tfi vySe zminénych druhd, u nichZ byla
produkce ESBL enzym( zaznamenadna nejcastéji, byly ESBL-pozitivni izolaty Klebsiella
pneumoniae a Klebsiella oxytoca Ccastéji zachyceny u pacientd hospitalizovanych
na jednotkach  intenzivni péce 53,3 % (JIP)/46,7 % (standardni oddéleni),  resp.
71,4 %/28,6 %. Naopak v pfipadé druhu Escherichia coli se izolaty s produkci ESBL
vyskytovaly s vyssi frekvenci na standardnich liZkovych oddélenich 31,6 %/68,4 %.

V ramci vySetfovanych klinickych materialll byly enterobakterie produkujici
enzymy typu ESBL ve vétsi mire izolovany z moce. Vice nezZ tretina (37,3 %) zachycenych
ESBL-pozitivnich bakterii byla izolovana pravé ztohoto typu materidlu. V Krajské
nemocnici T. Bati ve Zliné pak podil ESBL-pozitivnich izolatd z moce presahl dokonce
polovinu (52,9 %) z celkového poctu ESBL-pozitivnich bakterii detekovanych vtomto
zdravotnickém zafizeni. Mezi klinickymi materidly, z nichz byly izolovany bakterie
produkujici beta-laktamazy typu ESBL, byly ¢astéji zastoupeny také vzorky z dolnich cest

dychacich (12,6-19,3 %), stéry z ran (6,8-11,4 %) a hemokultury (4,1-9,2 %).

48



Vysledky

4.1.2 Bakterie produkujici Sirokospektré beta-laktamazy z klinického materialu

novorozencu

Z klinického materidlu déti hospitalizovanych na Novorozeneckém oddéleni FNOL
bylo v obdobi 1.4.2008 - 1.4.2010 zachyceno celkem 1526 izolatl celedi
Enterobacteriaceae. Podrobnéjsi udaje shrnuje tabulka 17. K nejcastéji izolovanym
bakteriim patfily druhy Escherichia coli (29,3 %), Klebsiella pneumoniae (26,4 %) a
Klebsiella oxytoca (25,0 %). Tyto vyjmenované druhy zaujimaji 80,7 % z celkového poctu

izolatu.

Tabulka 17: Prehled izolovanych enterobakterii na Novorozeneckém oddéleni Fakultni

nemocnice Olomouc v obdobi 1. 4. 2008 - 1. 4. 2010

pocet izolatd | ESBL-pozitivni | AmpC-pozitivni
druh L o g o s
(celkovy pocet) izolaty izolaty
Citrobacter spp. 82 0 2
Enterobacter spp. 156 3 6
Escherichia coli 447 24 6
Klebsiella oxytoca 382 14 0
Klebsiella pneumoniae 403 13 2
Morganella morganii 6 0 1
Proteus mirabilis 3 0 0
Serratia spp. 47 1 0
celkem 1526 55 17

Z celkového pocétu 1526 analyzovanych enterobakterii byla produkce beta-
laktamdz typu ESBL fenotypové prokazana u 55 izoldtd, coZz predstavuje 3,6 %. AmpC
diskovy test byl pozitivni v 17 pfipadech (1,1 %). Mezi ESBL-pozitivnimi izolaty vyznamné
ptevazoval druh Escherichia coli (43,6 %). Zachycené enterobakterie produkujici enzymy

AmpC pattily zejména do druhl Enterobacter spp. (35,3 %) a Escherichia coli (35,3 %).

4.1.3 Bakterie produkujici Sirokospektré beta-laktamazy v gastrointestinalnim traktu

hospitalizovanych osob

Ve sledovaném obdobi 1.3.2010-1.5.2010 bylo analyzovano celkem 378
rektalnich vytér( od pacientl hospitalizovanych ve FNOL. Rist na selektivnim médiu
ChromID™ ESBL byl zaznamendn u 35 zcelkového poctu 378 vzorkid. Nasledna

fenotypova detekce potvrdila celkem 31 ESBL-pozitivnich a 1 AmpC-pozitivni izolat patfici
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do celedi Enterobacteriaceae. Mezi ESBL-pozitivnimi izolaty jednoznacné prevaZovaly
druhy Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae, které predstavuji 90,3 %. Jedind AmpC-
pozitivni enterobakterie patfila k druhu Klebsiella oxytoca. Podrobnéjsi druhové

zastoupeni zobrazuje tabulka 18.

Tabulka 18: Prehled ESBL- a AmpC-pozitivnich izolatli zachycenych v GIT osob

hospitalizovanych ve Fakultni nemocnici Olomouc v obdobi 1. 3.2010- 1. 5. 2010

druh ESBL+ (pocet) | AmpC+ (pocet)
Enterobacter aerogenes 1 0
Escherichia coli 9 0
Klebsiella oxytoca 2 1
Klebsiella pneumoniae 19 0
Celkem 31 1

Ziskana data tak ve sledovaném obdobi odhalila v gastrointestinalnim traktu osob
(GIT) hospitalizovanych ve FNOL 8,2 % prevalenci bakterii produkujicich beta-laktamazy

typu ESBL a 0,3 % prevalenci AmpC-pozitivnich enterobakterii.

4.2 Nejcastéjsi bakterialni druhy s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz

v nemocnicnim prostredi

V prlibéhu dvou mésicl (listopad-prosinec 2010) byl na 10 mistech lGzkového
zatizeni Kliniky anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny (KARIM) a na 10 mistech
Oddéleni intenzivni péce chirurgickych obord (IPCHO) ve FNOL odebran vzduch
pro posouzeni bakteridlni kontaminace a dale bylo provedeno 60 stéri z povrchll a
60 stérl od persondlu (stér pravé ruky bez rukavice, vytér obou nosnich direk).
Z celkového poctu 140 vzorkud bylo v 18 z nich zachyceno 21 bakteriadlnich izolatd z celedi
Enterobacteriaceae, 16 enterobakterii (1 izolat Escherichia coli; 3 Enterobacter cloacae;
2 Klebsiella oxytoca; 9 Klebsiella pneumoniae; 1 Proteus vulgaris) bylo izolovano ze stér(
z prostiedi, zbyvajicich 5izolatl (2 Citrobacter koseri; 1 Escherichia coli; 1 Klebsiella
oxytoca; 1 Klebsiella pneumoniae) bylo nalezeno ve stérech od persondlu. Modifikovany

Double Disk Synergy test odhalil produkci ESBL enzym( u 4 izolatd. AmpC diskovy test byl
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pozitivni v 7 ptipadech. Druhové zastoupeni ESBL- a AmpC-pozitivnich izolatl z prostredi

shrnuje tabulka 19.

Tabulka 19: Druhové zastoupeni ESBL- a AmpC-pozitivnich enterobakterii zachycenych

v prostiedi KARIM a IPCHO v obdobi listopad-prosinec 2010

Cislo | druh typ vzorku odd. |fenotyp
M1 | Klebsiella pneumoniae | stér z povrchu | parapet u hlavy pacienta IPCHO ESBL
M2 | Klebsiella oxytoca stér z povrchu | dfez vypust IPCHO ESBL
M3 | Klebsiella pneumoniae | stér z povrchu | umyvadlo vypust, pokoj 6 KARIM | AmpC
M4 | Klebsiella pneumoniae | stér z povrchu | umyvadlo vypust, pokoj 7 KARIM | AmpC

M5 | Enterobacter cloacae | stér z povrchu | roztok pro proplach, pokoj 6 KARIM | AmpC

M6 | Enterobacter cloacae | stér z povrchu | roztok pro proplach, postel 8 | KARIM | AmpC

M8 | Klebsiella pneumoniae | stér z povrchu | madla postele, postel 8 KARIM ESBL

Sibenice na hadice pacienta,

M10 | Enterobacter cloacae | stér z povrchu
postel 8

KARIM | AmpC

M11 | Klebsiella pneumoniae | stér z povrchu | roztok pro proplach, postel 9 KARIM | AmpC

ovlada¢ davkovaci pumpy,

M12 | Klebsiella pneumoniae | stér z povrchu KARIM | AmpC
postel 9

M13 | Klebsiella oxytoca stér z povrchu | dfez vypust pokoj 5 KARIM ESBL

Cislo - Cislo wvzorku; IPCHO - oddéleni intenzivni péce chirurgickych obor(;

KARIM - klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny; odd. - oddéleni

4.3 NejcastejsSi bakterialni druhy s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz

v klinickém materialu osob v komunitnim prostredi

Studie zamérena na vyskyt bakterii produkujicich Sirokospektré beta-laktamazy
v GIT ambulantnich pacientd probéhla od 1.3.2010 do1.5.2010 soubéiné se
sledovanim vyskytu téchto bakterii v GIT pacientld hospitalizovanych ve FNOL (kapitola
4.1.3). V této dobé bylo zpracovano celkem 901 rektdlnich vytér( od osob z komunitniho
prostiedi olomouckého regionu. Nérist na selektivnim médiu ChromID™ ESBL byl patrny
u 41 vzork(, z nichz u 39 byla fenotypové prokazana produkce Sirokospektrych beta-
laktamaz typu ESBL (29 izolatd) nebo AmpC (10 izolatd). Ve sledovaném obdobi tak
prevalence ESBL- a AmpC-pozitivnich bakterii v GIT komunitnich pacientd dosahla 3,2 %
resp. 1,1 %. Naprostou vétsinu identifikovanych izolatd produkujicich enzymy typu ESBL
predstavovali zastupci druhu Escherichia coli (89,7 %). V ramci AmpC-pozitivnich bakterii

byly Castéji zastoupeny izolaty Escherichia coli (30,0 %) a Citrobacter freundii (30,0 %).
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Pfehled vSech ESBL- a AmpC-pozitivnich izolatl zachycenych v GIT ambulantnich pacient(

uvadi tabulka 20.

Tabulka 20: Prehled ESBL- a AmpC-pozitivnich izolatd zachycenych v GIT pacientl
z komunitniho prostfedi olomouckého regionu v obdobi 1. 3. 2010-1. 5. 2010

druh ESBL+ (pocet) | AmpC+ (pocet)
Citrobacter freundii 0 3
Citrobacter werkmanii 0 1
Enterobacter cloacae 0 2
Escherichia coli 26 3
Klebsiella oxytoca 1 0
Klebsiella pneumoniae 2 0
Morganella morganii 0 1
Celkem 29 10

4.4 Geneticka analyza Sirokospektrych beta-laktamaz

4.4.1 Geneticka detekce Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL

4.4.1.1 Bakterie produkujici ESBL beta-laktamazy z klinického materialu novorozenct
Podrobnéjsi geneticka analyza byla provedena u 32 z55 bakteridlnich izolatQ
s ESBL fenotypem (kapitola 4.1.2), pficemZ od jednoho novorozence byly zafazeny
maximalné dva izolaty, ziskané zrGznych klinickych materidlid. PCR reakce prokdzala
pritomnost genu blacrym, kédujiciho beta-laktamazy typu CTX-M se Sirokym spektrem
ucinku u 27 (84,4 %) ze 32 analyzovanych ESBL-pozitivnich izoldtd, ¢imZ byl u nich
potvrzen vysledek predchoziho fenotypového stanoveni. Gen blasyy byl detekovédn u 12
izolatli a gen blargv u 15. Podrobnéjsi prehled zachytu bla gend uvadi tabulka 21.
Restrikéni analyza PCR produktl TEM, zamérena na odhaleni nejcastéjSich zmén
v pozicich 104, 164, 238 a 240, které jsou zodpovédné za rozsifeni spektra ucéinku u beta-
laktamaz typu TEM, neprokdazala Zzadnou z téchto mutaci ani u jednoho izolatu. V pfipadé
SHV produktd byla mutace, spojena s rozsifenim spektra ucinku pfislusné beta-laktamazy
SHV, potvrzena prostiednictvim restrikéni analyzy pouze u izolatu E33 (Klebsiella

pneumoniae), u néhoz byla detekovana v pozici 35 a 238.
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Tabulka 21: Vyskyt bla genl kdédujicich jednotlivé typy beta-laktamaz u ESBL-pozitivnich

enterobakterii z klinického materialu novorozencl

¢islo vzorku | druh blatem | blasyy | blacrx-m
E3 Klebsiella pneumoniae | - + -
E4 Klebsiella pneumoniae | - + -
E5 Klebsiella pneumoniae | - + -
E6 Klebsiella pneumoniae | + + +
E7 Klebsiella pneumoniae | + + +
ES Klebsiella pneumoniae | - + -
E9 Escherichia coli + - +
E10 Escherichia coli - - +
E11 Escherichia coli - - +
E12 Klebsiella pneumoniae | + + +
E13 Escherichia coli - - +
E14 Escherichia coli + - +
E15 Klebsiella pneumoniae | - - +
E16 Escherichia coli + - +
E17 Escherichia coli - - +
E18 Klebsiella pneumoniae | + + +
E19 Escherichia coli - - +
E20 Escherichia coli - - +
E21 Klebsiella oxytoca + - +
E22 Enterobacter cloacae | - - +
E23 Escherichia coli - - +
E24 Escherichia coli + - +
E25 Escherichia coli - - +
E26 Escherichia coli + - +
E27 Escherichia coli + - +
E28 Escherichia coli - - +
E29 Klebsiella pneumoniae | - - +
E30 Klebsiella pneumoniae | + + +
E31 Klebsiella pneumoniae | + + +
E32 Klebsiella pneumoniae | + + +
E33 Klebsiella pneumoniae | + +* -
E34 Escherichia coli + - +

*- mutace rozsitujici spektrum G&inku detekovana pomoci restrikéni analyzy

4.4.1.2 Bakterie produkujici

hospitalizovanych osob

ESBL beta-laktamazy v gastrointestindlnim traktu

Genetickd analyza 31 bakterii s ESBL fenotypem izolovanych z rektdlnich vytéru

pacientd hospitalizovanych ve FNOL (kapitola 4.1.3) odhalila pfitomnost genu blacrx.m

u 29 izolatl (93,5 %), pricemz u 28 se jednalo o geny kddujici beta-laktamazy ze skupiny

CTX-M-1 a pouze v jednom pripadé byl detekovan gen pro enzym ze skupiny CTX-M-9.
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Gen blasyy byl detekovan ve 20 ptipadech (64,5 %) a gen blamgy u 23 izolatd (74,2 %).
Zastoupeni bla gent u jednotlivych izolatli uvadi tabulka 22. U jednoho zastupce Klebsiella

oxytoca nebyl ESBL fenotyp prostiednictvim PCR potvrzen.

Tabulka 22: Vyskyt bla genl kddujicich jednotlivé typy beta-laktamaz u enterobakterii

z GIT hospitalizovanych osob

Cislo vzorku | druh bIaTEM bIGSHV b’aCTx.M-]_-"ke blaCTx.M.g."ke
3753/B Klebsiella pneumoniae + + + -
3944/B Klebsiella pneumoniae + + + -
3945/B Klebsiella pneumoniae + + + -
4010/Ca Klebsiella pneumoniae + + + -
4010/Cb Escherichia coli + - + -
4011/C Klebsiella pneumoniae + + + -
4148/C Escherichia coli - - + -
4159/C Klebsiella oxytoca - - - -
4184/C Escherichia coli - - + -
4248/B Escherichia coli + - + -
4259/B Klebsiella pneumoniae + + + -
4316/B Klebsiella pneumoniae + + + -
4330/C Escherichia coli - - - +
4473/C Klebsiella pneumoniae + + + -
4563/A Klebsiella pneumoniae + +* + -
5003/C Klebsiella pneumoniae + + + -
5053/C Klebsiella pneumoniae - +* - -
5188/B Klebsiella pneumoniae + + + -
5802/A a Klebsiella oxytoca + - + -
5802/A b Escherichia coli + - + -
5866/A Escherichia coli - - + -
6642/B Enterobacter aerogenes + + + -
6916/C Escherichia coli - - + -
6963/C Klebsiella pneumoniae + + + -
7144/8 Klebsiella pneumoniae + + + -
7240/A Klebsiella pneumoniae + + + -
7399/B Klebsiella pneumoniae + + + -
7473/C Klebsiella pneumoniae + + + -
7534/Ca Escherichia coli - - + -
7534/Cb Klebsiella pneumoniae + + + -
8155/B Klebsiella pneumoniae + + + -

*- mutace rozsirujici spektrum ucinku detekovana pomoci restrikéni analyzy

Restrikéni analyza PCR produktl zamérend na detekci nejéastéjsich mutaci, které

jsou zodpovédné za rozsifeni spektra ucinku pfrislusné beta-laktamazy, neodhalila
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v pfipadé produktll TEM Zadnou z téchto zmén ani u jednoho izoldtu. U SHV produktl
byla mutace spojena s rozsitenim spektra ucinku prokdzdna prostfednictvim restrikéni

analyzy u dvou izolatu Klebsiella pneumoniae (4563/A a 5053/C).

4.4.1.3 Bakterie s produkci ESBL beta-laktamaz v nemocni¢nim prostredi

ESBL-pozitivni bakterie, zachycené v prostiedi KARIM a IPCHO (kapitola 4.2), byly
podrobeny genetické analyze zamérené na detekci jednotlivych typl beta-laktamaz.
Ta odhalila ptritomnost genu blagy U 3, genu blasyy u 2 a genu blacry.v U vSech 4 izolatd.
U jednoho ze dvou izolatl Klebsiella pneumoniae nesoucich gen blasyy byla na zakladé
restrikéni analyzy detekovdna mutace v pozici 238, spojend s rozsirenim spektra ucinku
pfislusné beta-laktamdzy. U genl blamgy nebyly mutace rozsifujici spektrum ucinku
prostfednictvim analyzy délky restrikénich fragmentl prokazany. VSechny detekované
geny blacrxm patfily do skupiny CTX-M-1. Zastoupeni bla gen( u jednotlivych izolatd
shrnuje tabulka 23.

Tabulka 23: Vyskyt bla genl kddujicich jednotlivé typy beta-laktamaz u enterobakterii
z prostiedi KARIM a IPCHO

cCislo vzorku | druh bIaTEM blasw blac'rx.M
M1 Klebsiella pneumoniae | + + +
M2 Klebsiella oxytoca + - +
M8 Klebsiella pneumoniae - +* +
M13 Klebsiella oxytoca + - +

*- mutace rozsitujici spektrum Gcinku detekovana pomoci restrikéni analyzy

4.4.1.4 Bakterie sprodukci ESBL beta-laktamaz vklinickém materialu osob
v komunitnim prostiedi
Pfitomnost bla genl byla analyzovana u 29 bakterii s ESBL fenotypem izolovanych
z rektalnich vytérd komunitnich pacientd (kapitola 4.3). PCR detekovala blactxm u 28
izolatll (96,6 %), blasyy u 2 izolatl (6,9 %) a blawgm v 11 pripadech (37,9 %). U jednoho
izoldtu Klebsiella oxytoca nebyly vysledky fenotypové analyzy geneticky potvrzeny.

Zastoupeni genl u jednotlivych izolatu je prehledné uvedeno v tabulce 24.
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Tabulka 24: Vyskyt bla genl kddujicich jednotlivé typy beta-laktamaz u enterobakterii

z GIT pacientll z komunitniho prostredi

¢islo vzorku | druh bIaTEM blaSHv blaCTx.M.]_ like blaCTx.M.g like
924 Escherichia coli + - + -
942 Escherichia coli + - - +
983 Escherichia coli - - + -
998 Klebsiella oxytoca - - - -
1002 Escherichia coli - - + -
1077 Escherichia coli - - - +
1078 Escherichia coli - - - +
1173 Escherichia coli - - + -
1206 Escherichia coli - - - +
1307 Escherichia coli + - + -
1320/1 Escherichia coli + - + -
1435 Escherichia coli - - - +
1437 Klebsiella pneumoniae + + + -
1452 Escherichia coli - - - +
1455 Escherichia coli + - - +
1489 Escherichia coli - - - +
1492 Escherichia coli - - + -
1554 Escherichia coli + - - +
1589 Escherichia coli - - + -
1696 Escherichia coli + - - +
1724 Escherichia coli - - + -
1760/2 Escherichia coli - - - +
1761 Escherichia coli - - + -
1776 Escherichia coli - - - +
1795 Escherichia coli - - + -
1807/1 Klebsiella pneumoniae + + + -
1812 Escherichia coli + - - +
1855 Escherichia coli - - + -
1881/1 Escherichia coli + - - +

restrikéni analyza nepotvrdila Zadnou mutaci rozsitujici spektrum ucinku prislusné beta-
laktamazy

4.4.2 Geneticka detekce Sirokospektrych beta-laktamaz typu AmpC

4.4.2.1 Bakterie produkujici AmpC beta-laktamazy z klinického materiadlu novorozencu
Multiplex PCR, specializovana na detekci AmpC beta-laktamdz, potvrdila AmpC

fenotyp u 12 ze 17 zachycenych izolatl (kapitola 4.1.2). U kazdého z nich byl detekovan

pouze jeden PCR produkt. U osmi izolati byl zaznamenan amplikon o velikosti 302 bp, coz

se shoduje s beta-laktamdazami typu EBC. PCR produkt o délce 462 bp spojeny s typem CIT
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byl zachycen u dvou izolatQ, v jednom pfipadé vznikl 405 bp velky amplifikacni produkt
odpovidajici AmpC beta-laktamdaze DHA typu a u jednoho kmene amplikon dlouhy 520 bp
odpovidajici MOX typu. U zbyvajicich péti izoldth Escherichia coli byla multiplex PCR
negativni. Pulzni gelova elektroforéza (postup popsan v kapitole 3.5) ukazala, Ze se jedna
o identické izolaty se shodnym restrikénim profilem, pficemz tfi z této pétice pochazely
z rlznych materidld jednoho novorozence a zbyvajici dva od dalSich déti. Prehled
jednotlivych typli AmpC beta-laktamaz u enterobakterii z klinického materialu
novorozencU shrnuje tabulka 25. Osekvenovani promotorové oblasti chromozomalniho
genu ampC u izoldtu A2 (Escherichia coli), zastupujictho vySe jmenovanou pétici
s negativnim vysledkem PCR, odhalilo mutace v pozicich -88, -82, -42, -18, -1, +32, +58,
+110, které jsou spojeny se zvySenou expresi a naslednou nadprodukci AmpC enzymu. To
znamend, Ze i tomto pripadé byl geneticky konfirmovan vysledek predchazejiciho

fenotypového stanoveni.

Tabulka 25: Vyskyt a typy AmpC beta-laktamaz u enterobakterii z klinického materidlu

novorozencU
Cislo vzorku | druh blapmpc | typ AmpC
Al Citrobacter werkmanii + CIT
A2 Escherichia coli - -
A3 Escherichia coli - -
Ad Enterobacter cloacae + EBC
A5 Escherichia coli - -
Ab Morganella morganii + DHA
A7 Escherichia coli - -
A8 Escherichia coli - -
A9 Citrobacter freundii + CIT
A10 Enterobacter cloacae + EBC
All Klebsiella pneumoniae + EBC
Al12 Enterobacter cloacae + EBC
Al4 Escherichia coli + EBC
A15 Enterobacter cloacae + EBC
Al6 Enterobacter cloacae + EBC
Al7 Klebsiella pneumoniae + MOX
Al8 Enterobacter aerogenes + EBC
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4.4.2.2 Bakterie produkujici AmpC beta-laktamazy v gastrointestinalnim traktu
hospitalizovanych osob

Ve sledovaném obdobi 1. 3. 2010 - 1. 5. 2010 byl v rdmci 378 vySetfovanych vzorku

hospitalizovanych pacientd (kapitola 4.1.3) zaznamenan pouze jeden izoldat s AmpC

fenotypem. Jednalo se o bakterii Klebsiella oxytoca, u niz nasledné provedena geneticka

analyza odhalila pfitomnost genu kddujiciho AmpC beta-laktamazu typu DHA.

4.4.2.3 Bakterie s produkci AmpC beta-laktamaz v nemocni¢nim prostredi
Geny kédujici enzymy typu AmpC byly zaznamenany celkem u vsech 7 izolatd,
u nichz byl pozitivni diskovy test (kapitola 4.2). Ve vSech ptipadech (3 izolaty Enterobacter

cloacae, 4 Klebsiella pneumoniae) byl detekovdn gen pro beta-laktamazu typu EBC.

4.4.2.4 Bakterie sprodukci AmpC beta-laktamaz v klinickém materidlu osob
v komunitnim prostredi

Detekce AmpC beta-laktamaz s vyuzitim multiplex PCR potvrdila AmpC fenotyp

u 8z 10 izolatd. U kazdého izolatu byl zachycen pouze jeden PCR produkt. Nejéastéji byl

detekovan amplikon o délce 462 bp odpovidajici beta-laktamazam typu CIT. V jednom

pfipadé byl zaznamendn PCR produkt odpovidajici typu DHA a jedenkrat typ EBC. U dvou

izolatl byla multiplex PCR opakované negativni. Vysledky jsou prehledné uvedeny

v tabulce 26.

Tabulka 26: Vyskyt a typy AmpC beta-laktamaz u enterobakterii z GIT pacient

z komunitniho prostredi

Cislo vzorku | druh blaampc | typ AmpC
1229 Citrobacter werkmanii + CIT
1293 Citrobacter freundii + CIT
1349 Escherichia coli + CIT
1485 Escherichia coli + CIT
1661/1 Enterobacter cloacae - -
1685 Morganella morganii + DHA
1710 Citrobacter freundii + CIT
1713 Citrobacter freundii + CIT
1743/1 Enterobacter cloacae + EBC
1760/1 Escherichia coli - -

58



Vysledky

4.5 Stanoveni identity/podobnosti bakterialnich izolatt s produkci

Sirokospektrych beta-laktamaz

4.5.1 Bakterie produkujici Sirokospektré beta-laktamdazy zklinického materidlu

novorozencu

Pulzni gelovd elektroforéza (PFGE) odhalila mezi 32 analyzovanymi
ESBL-pozitivnimi enterobakteriemi (kapitola 4.4.1.1) celkem 16 geneticky odliSnych ESBL-
pozitivnich kmen0O (7 kmen( Escherichia coli, 7 Klebsiella pneumoniae, 1 Klebsiella
oxytoca, 1 Enterobacter cloacae). Z 16 analyzovanych izolatl Escherichia coli mély Ctyfi
jedinecny restrikéni profil, dale byla nalezena 1 dvojice, 1 trojice a 7 izolatl se shodnym
profilem. ldentické izolaty byly ve vSech pripadech ziskdny od rdznych pacientl a
poukazuji tak na klonalni Sifeni (obr. 3). Mezi 14 izoladty Klebsiella pneumonie byla
1 ¢tvefice, 1 trojice a 2 dvojice sidentickym restrikénim profilem; zbyvajici tfi byly

geneticky odlisné (obr. 4).

Obrazek 3: Dendrogram ESBL-pozitivnich izolatl Escherichia coli z klinického materialu

novorozencUl
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Legenda: horizontdlni osa - podobnost bakteridlnich izolatd v %; vertikalni osa - oznaceni
izolatd
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Obrazek 4: Dendrogram ESBL-pozitivnich izolatl Klebsiella pneumoniae z klinického

materialu novorozencl

Jaccard (Tol 1.2%-1.2%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
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o o o
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Legenda: horizontalni osa - podobnost bakterialnich izolatl v %; vertikdIni osa - oznaceni
izolatu

4.5.2 Bakterie produkujici Sirokospektré beta-laktamazy v gastrointestinalnim traktu

hospitalizovanych osob

Podobnost, resp. identita kmen( byla pomoci PFGE analyzovana celkem u 30 z 31
ESBL-pozitivnich izolatl z GIT nemocni¢nich pacientd (kapitola 4.1.3). Do porovnavani
nebyl zahrnut izolat Enterobacter aerogenes, ktery byl jediny svého druhu. Vysledky
srovnani jsou demonstrovany ve formé dendrogram( na obrdzcich 5 a 6. Z 9 izolatQ
Escherichia coli mélo 8 jedinecny restrikéni profil, vjednom pfipadé se ani opakované
nepodafrilo izolovat DNA v dostatecné kvalité. Naopak vramci druhu Klebsiella
pneumoniae bylo nalezeno nékolik zcela identickych izolatl a nékolik s velice podobnym
restrikénim profilem, ktery s vysokou pravdépodobnosti odpovida jedné genetické zméné.
Shodny profil byl zaznamendn u 1 Sestice, 1 trojice a 1 dvojice izolata Klebsiella
pneumoniae. Vzhledem k tomu, Ze identické izolaty byly ve vSech ptipadech ziskany od
raznych pacientl, poukazuje tato situace na klonalni Sifeni. U jednoho izolatu Klebsiella
pneumoniae se stejné jako v pripadé Escherichia coli opakované nepodafilo ziskat

hodnotitelny restrikéni profil. Dva izolaty Klebsiella oxytoca byly geneticky odlisné.
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Obrazek 5: Dendrogram ESBL-pozitivnich izolatl Escherichia coli z gastrointestindlniho
traktu hospitalizovanych osob

Jaccard (Tol 1.2%-1.2%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE
2. ..8...8 .°F
4010/C b ILIK
4248/B DK
4184/C LDN
_|: 6916/C HOK
7534/C a ILIK
5866/A I.chir. JIP
{ 4148/C IILIK
4330/C II1LIK

Legenda: horizontalni osa - podobnost bakteridlnich izoldtd v %; vertikalni osa - oznaceni
izoldtd a zkratky klinik (DK - détskd klinika; HOK - hemato-onkologicka klinika; I. chir. JIP -
jednotka intenzivni péce . chirurgické kliniky; Ill. IK - 1. interni klinika; LDN - IéCebna
dlouhodobé nemocnych)
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Obrazek 6: Dendrogram  ESBL-pozitivnich  izolatd  Klebsiella  pneumoniae

z gastrointestindlniho traktu hospitalizovanych osob

Jaccard (Tol 1.2%-1.2%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE
:..8..8 °
7240/A HOK
7399/B DK
8155/B DK
7144/B DK
3753/B DK
| 4011/C HLIK
3944/B DK
5188/B DK
L] 4316/B DK
3945/B DK
L— 4010/Ca HLIK
] 4473/C geriatrie
5053/C HLIK
7534/C b HLIK
7473/C ILIK
6963/C I1LIK
5003/C ILIK
4563/A HOK JIP

Legenda: horizontalni osa - podobnost bakteridlnich izoldtd v %; vertikalni osa - oznaceni
izolatl a zkratky klinik (DK - détska klinika; HOK - hemato-onkologickd klinika; HOK JIP -
jedotka intenzivné péce hemato-onkologické kliniky; II. 1K - Il. interni klinika; III. IK -
lll. interni klinika)

4.5.3 Bakterie s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz v nemocni¢nim prostredi

ESBL- a AmpC-pozitivni izolaty z nemocni¢niho prostiedi (kapitola 4.2) byly
podrobeny restrikéni analyze genomové DNA nasledované PFGE pro porovnani
podobnosti resp. identity. Do tohoto srovnani byly zahrnuty i kmeny stejnych druh
enterobakterii produkujici Sirokospektré beta-laktamazy izolované z klinického materialu
pacientl hospitalizovanych na pfislusnych oddélenich v obdobi listopad aZ prosinec 2010.
Seznam ESBL- a AmpC-pozitivnich bakterii izolovanych z klinického materidlu pacient(

ve sledovaném obdobi prehledné uvadi tabulka 27.
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Tabulka 27: Pfehled ESBL- a AmpC-pozitivnich izolatl od pacient(

Vysledky

:;S;(:ku druh typ materidlu oddéleni | fenotyp E;F':a-laktama’zy
M16 Klebsiella pneumoniae | hemokultura IPCHO ESBL | CTX-M, SHV

M17 Klebsiella pneumoniae | stér/vytér rana IPCHO ESBL | CTX-M, SHV

M20 Klebsiella pneumoniae | kanyla KARIM ESBL [SHV"

M22 Enterobacter cloacae | stér/vytér dutina ustni KARIM AmpC | EBC

M23 Enterobacter cloacae |bronchoalveolarnilavaz| IPCHO AmpC | EBC

M24 Enterobacter cloacae |endosekret KARIM AmpC | EBC

M25 Enterobacter cloacae |endosekret KARIM AmpC | EBC

M26 Klebsiella pneumoniae | mo¢ KARIM AmpC |DHA

M29 Klebsiella pneumoniae | stér/vytér rana KARIM ESBL | CTX-M, SHV, TEM
M34 Enterobacter cloacae |endosekret KARIM AmpC | EBC

- mutace rozsitujici spektrum Géinku detekovana pomoci restrikéni analyzy; IPCHO -
oddéleni intenzivni péce chirurgickych obor(; KARIM - klinika anesteziologie, resuscitace a
intenzivni mediciny

Mezi 11 izolaty Klebsiella pneumoniae (6 z prostifedi/ 5 z materidlu pacientl - tabulka 19 a

27) byla nazdkladé PFGE identifikovana cCtverice se shodnym restrikénim profilem,

zbyvajicich 7 izolathd bylo geneticky odlisSnych. Identické izolaty byly zachyceny také

v ramci druhu Enterobacter cloacae (3/5), kde byla nalezena shoda u jedné trojice. U obou

druhG byly identické izolaty objeveny pouze mezi bakteriemi z nemocni¢niho prostredi.

Ve vSech pfipadech se jednalo o stéry z povrchld. Shoda mezi izolaty z prostiedi a

bakteriemi izolovanymi od pacient(i ve sledovaném obdobi nebyla nalezena. Vysledky

jsou demonstrovany ve formé dendrogram(i na obrazcich 7 a 8.
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Obrazek 7: Dendrogram ESBL- a AmpC-pozitivnich izolatd Klebsiella pneumoniae

z nemocni¢niho prostredi

Jaccard (Tol 1.1%-1.19%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE
e o o 8
F...8 . 8 .7
M1 IPCHO
{(: M17  IPCHO
M29  KARIM
M4 KARIM
I . M3 KARIM
M12  KARIM
L] | M1l  KARIM
M20  KARIM
M16  IPCHO
M8 KARIM
M26  KARIM

Legenda: horizontalni osa - podobnost bakteridlnich izoldtd v %; vertikalni osa - oznaceni
izolatli a oddéleni (IPCHO - oddéleni intenzivni péce chirurgickych oborl; KARIM - klinika
anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny)

Obrazek 8: Dendrogram AmpC-pozitivnich izolatd Enterobacter spp. z nemocnicniho

prostredi
Jaccard (Tol 1.1%-1.1%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE
M6 KARIM
‘ M5 KARIM
M10 KARIM
M25 KARIM
M22 KARIM
M24 KARIM
M23 IPCHO
M34 KARIM

Legenda: horizontalni osa - podobnost bakteridlnich izoldtd v %; vertikalni osa - oznaceni
izolatli a oddéleni (IPCHO - oddéleni intenzivni péce chirurgickych oborl; KARIM - klinika
anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny)
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4.6 Stanoveni vyskytu PMQR gentl u ESBL-pozitivnich izolatu Klebsiella

pneumoniae

4.6.1 Geneticka detekce Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL

Souhrnné vysledky genetické analyzy zamérené na detekci nejcastéjSich genl
kodujicich Sirokospektré beta-laktamazy u ESBL-pozitivnich izolatl Klebsiella pneumoniae
z klinického materidlu pacientl hospitalizovanych ve FNOL v letech 2008 az 2011 (kapitola
3.6.1) uvadi tabulka 28. Multiplex PCR potvrdila pfitomnost blasyy genu u 99 izolatd.
U vice neZ poloviny izolatd (59,0 %) byl zaznamendn soucasny vyskyt viech tfi genl blasy,
blacrx.m a blarem. 1zolaty, u kterych byl detekovan pouze gen blasyy, nebo geny blasyy a
blarem byly podrobeny restrikéni analyze s vyuzitim enzymu Nhel. Ta odhalila mutaci
v pozici 238 zodpovédnou za rozsiteni spektra ucinku pfislusné beta-laktamazy u 15z 20
izolatll nesoucich jen gen kédujici beta-laktamazu typu SHV a u jednoho ze dvou izolat(

s geny pro enzymy SHV a TEM.

Tabulka 28: Geneticka analyza ESBL-pozitivnich izolatl Klebsiella pneumoniae

bla geny pocet izolata
SHV 20
SHV + TEM 2
SHV + CTX-M 18
SHV + CTX-M + TEM 59

4.6.2 Geneticka detekce gnr gent

Multiplex PCR zamérena na geny kodujici proteiny qnr ukazala vysoky podil téchto
genli mezi ESBL-pozitivnimi izolaty. Konkrétné bylo detekovano 56 izolatl Klebsiella
pneumoniae nesoucich soucasné sgeny pro beta-laktamazu také gen gnr. Ve vsech
pripadech se jednalo o typ gnrB. Vétsina (55/56) z téchto izolatl nesla soucasné gen

pro beta-laktamazu CTX-M a 43 z nich také pro enzym TEM.
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4.6.3 Charakterizace plazmida

Z 18 hlavnich inkompatibilnich skupin (Inc skupin) plazmidl nejcastéji se
vyskytujicich u celedi Enterobacteriaceae byly mezi ESBL-pozitivnimi izolaty Klebsiella
pneumoniae prostifednictvim PCR zachyceny plazmidy patfici do deviti rlznych
inkompatibilnich skupin. Nejvice byly zastoupeny plazmidy ze skupiny Flls, jez byly
detekovany u 52 izolatl, z nichZ u 46 (88,5 %) byl zachycen gen gnrB. Druhou pocetnéjsi
skupinu tvofily izolaty nesouci plazmidy typu A/C, kterych bylo 19. Zaznamenany byly
rovnéz plazmidy ze skupin Y, P, Frep, L/M, FIA, FIB a FIC. U 10 izolatd byly podle vysledkd
PCR soucasné pritomny plazmidy ze dvou rliznych skupin. Naopak u 16 izolatd se pomoci
této metody nepodafilo plazmidy zaradit do Zadné skupiny. Kompletni prehled zastoupeni
plazmidu a jejich zarazeni do Inc skupiny u jednotlivych izolati véetné pritomnosti genu

gnrB a typu beta-laktamazy uvadi tabulka 29.
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Tabulka 29: Prehled zastoupeni plazmidl a jejich zafazeni do Inc skupiny u jednotlivych

izolatll Klebsiella pneumoniae véetné pritomnosti genu gnrB a typu beta-laktamazy

v ‘. JIP- typ geny .

ozn | Cislo material Klinika/oddgleni | beta-laktamézy anr plazmidy

1 K22-81 | sputum I. interni TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg

2 K2-80 moc . interni TEM, SHV - A/C

3 K24-19 | stér/vytér krk [ll. interni SHV, CTX-M qgnrB Flls

4 | K21-65 | endosekret [ll. interni SHV - -

5 K24-06 | stér/vytér krk lll. interni TEM, SHV, CTX-M qnrB -

6 K21-21 | mo¢ détska TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg

7 | K23-53 | stér/vytér perianalni | détska SHV - A/C

8 | K10-07 | stér/vytér perianalni | détska TEM, SHV, CTX-M qnrB P

9 K10-10 BAL détska TEM, SHV, CTX-M - Flls
10 | K10-32 | stolice détska TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
11 | K10-37 | stolice détska TEM, SHV, CTX-M qnrB Flls, L/M
12 | K1-16 kanyla détska TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
13 | K19-44 | stér/vytérrana détska TEM, SHV, CTX-M gnrB Flls
14 | K19-51 stér/vytér krk détska TEM, SHV, CTX-M qnrB L/M
15 | K19-53 moc¢ détska TEM, SHV, CTX-M qgnrB Flls
16 | K24-18 | stolice détska TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
17 | K1-08 krk HOK SHV, CTX-M - Frep
18 | K1-55 krk HOK TEM, SHV, CTX-M - -
19 | K1-64 stolice HOK SHV, CTX-M qnrB Fllg
20 | K21-03 stér/vytér krk HOK TEM, SHV, CTX-M - Fllg
21 | K21-17 moc HOK SHV - Y
22 | K21-35 | hemokultura HOK TEM, SHV, CTX-M - Fllg
23 | K21-51 | stér/vytér krk HOK TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
24 | K23-66 | stér/vytér krk HOK SHV, CTX-M qnrB Flls, Y
25 | K23-71 hemokultura HOK SHV, CTX-M qgnrB Flls, Y
26 | K10-18 mo¢ HOK SHV, CTX-M - P
27 | K2-17 stolice HOK SHV, CTX-M gnrB A/C
28 | K2-59 stolice HOK TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
29 | K-01 moc HOK TEM, SHV, CTX-M qnrB Flls
30 | K21-04 | stér/vytérrana I. chirurgicka TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
31 | K22-59 | stér/vytérrana I. chirurgicka SHV* - A/C Y
32 | K24-01 | hemokultura . chirurgicka TEM, SHV, CTX-M - Y
33 | K22-07 | stér/vytérrana kardiochirurgickd | TEM, SHV, CTX-M - -
34 | K2-27 endosekret kardiochirurgicka | TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
35 | K2-37 moc kardiochirurgickd | TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
36 | K1-09 uretra kardiochirurgickd | TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
37 | K1-63 BAL kardiochirurgicka | TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
38 | K21-05 | endosekret kardiochirurgicka | SHV, CTX-M qgnrB Flls
39 | K21-64 | kanyla kardiochirurgicka | TEM, SHV, CTX-M qgnrB Y
40 | K10-19 | endosekret KARIM SHV* - A/C, Y
41 | K10-20 | endosekret KARIM TEM, CTX-M qnrB FIA, FIB, Frep
42 | K10-21 | endosekret KARIM SHV* - A/C, Y
43 | K10-29 endosekret KARIM TEM, SHV, CTX-M - -

67




Vysledky

v ‘. JIP- typ geny .
ozn | Cislo material Klinika/oddgleni | beta-laktamézy anr plazmidy
44 | K10-34 | endosekret KARIM TEM, SHV, CTX-M - -
45 | K10-35 | endosekret KARIM TEM, SHV, CTX-M qnrB Y
46 | K10-41 | endosekret KARIM TEM, SHV, CTX-M gnrB Fllg
47 | K10-50 | endosekret KARIM SHV - A/C, Y
48 | K10-64 | endosekret KARIM TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
49 | K10-66 | endosekret KARIM TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
50 | K2-08 moc KARIM TEM, SHV* - A/C, Flls, Y
51 | K2-71 mo¢ KARIM TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
52 | K1-13 endosekret KARIM TEM, SHV, CTX-M - -
53 | K1-14 endosekret KARIM - - -
54 | K1-35 moc KARIM SHV qnrB Flls, Y
55 | K1-78 endosekret KARIM TEM, SHV, CTX-M - -
56 | K-50 krk KARIM TEM, SHV, CTX-M qgnrB -
57 | K-07 endosekret KARIM TEM, SHV, CTX-M - -
58 | K-29 mot KARIM TEM, SHV, CTX-M - Flls
59 | K-46 endosekret KARIM TEM, SHV, CTX-M - -
60 | K-58 endosekret KARIM TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
61 | K19-11 kanyla - PMK KARIM SHV, CTX-M - -
62 | K19-32 | endosekret KARIM SHV, CTX-M qnrB Y
63 | K20-78 | endosekret neurochirurgickd | SHV, CTX-M - -
64 | K21-01 | BAL neurochirurgickd | SHV, CTX-M gnrB Fllg
65 | K21-20 | endosekret neurochirurgickd | TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
66 | K22-26 | stolice novorozenecké SHV* - Y, A/C
67 | K2-18 BAL neurochirurgicka | TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
68 | K2-25 endosekret neurochirurgicka | TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
69 | K2-72 endosekret neurochirurgickd | SHV, CTX-M qgnrB Flls
70 | K1-21 BAL neurochirurgickd | TEM, SHV, CTX-M qgnrB Fllg
71 | K-06 BAL neurochirurgickd | TEM, SHV, CTX-M gnrB Flls
72 | K22-50 | BAL neurochirurgickd | TEM, SHV, CTX-M qnrB -
73 | K23-02 | endosekret neurochirurgicka | SHV, CTX-M - -
74 | K23-43 | likvor neurochirurgickd | SHV, CTX-M qnrB Fllg
75 | K10-70 | moc neurochirurgickd | SHV, CTX-M qnrB Flls
76 | K10-73 | endosekret neurochirurgickd | TEM, SHV, CTX-M - -
77 | K2-52 krk neurochirurgickd | TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
78 | K21-27 | BAL neurochirurgickd | TEM, SHV, CTX-M - -
79 | K21-28 | endosekret neurochirurgicka | SHV, CTX-M - Flls, FIC
80 | K1-01 spojivky neurologicka SHV, CTX-M qnrB Flls
81 | K1-37 kanyla neurologicka TEM, SHV, CTX-M gnrB Flls
82 | K1-53 krk neurologicka TEM, SHV, CTX-M qgnrB Fllg
83 | K1-54 kanyla neurologicka TEM, SHV, CTX-M qgnrB Fllg
84 | K-13 moc neurologicka TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
85 | K-14 hemokultura neurologicka TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
86 | K-16 BAL neurologicka TEM, SHV, CTX-M qnrB Fllg
87 | K22-74 | kanyla neurologicka TEM, SHV, CTX-M - -
88 | K2-06 kanyla neurologicka TEM, SHV, CTX-M qgnrB Fllg
89 | K2-38 kanyla-sputum neurologicka TEM, SHV, CTX-M qgnrB Fllg
90 | K21-52 | stér/vytér krk+nos novorozenecké SHV* - Y, A/C
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v ‘. JIP- typ geny .
ozn | Cislo material Klinika/oddgleni | beta-laktamézy anr plazmidy
91 | K21-59 | moc novorozenecké SHV* - Y, A/C
92 | K21-60 | stolice novorozenecké SHV* - Y, A/C
93 | K21-62 | stolice novorozenecké SHV* - A/C
94 | K21-63 | stolice novorozenecké SHV* - A/C
95 | K22-05 | stolice novorozenecké SHV* - A/C
96 | K22-13 | stolice novorozenecké SHV* - A/C
97 | K22-15 | stolice novorozenecké SHV* - A/C
98 | K22-20 | stolice novorozenecké SHV* - A/C
99 | K22-24 | stolice novorozenecké SHV* - A/C
100 | K22-25 | stér/vytér krk+nos novorozenecké SHV* - A/C

ozn. - oznadeni izoltu; €islo- &islo izolatu ve sbirce; *- mutace rozsitujici spektrum Géinku
detekovand pomoci restrikéni analyzy; HOK - hemato-onkologicka klinika; KARIM - klinika
anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny

4.6.4 Stanoveni identity/podobnosti ESBL-pozitivnich izolatt Klebsiella pneumoniae

Vysledky analyzy podobnosti resp. identity jednotlivych izolath Klebsiella

pneumoniae  ziskané srovnanim restrikénich  fragmentld celogenomové DNA
prostfednictvim PFGE jsou zobrazeny na obrazcich 9 a 10. Izolaty byly rozdéleny do dvou
skupin na zakladé data jejich izolace z klinického materidlu pacient(; porovnany mezi
sebou tak byly zvlast izolaty z roku 2008 a 2010. Srovnani restrikénich profilll odhalilo
nékolik pfipadd klonalniho Sifeni, a to konkrétné v roce 2008 na JIP neurologické kliniky a
také na JIP kliniky neurochirurgické. V roce 2010 pak bylo nalezeno 12 identickych izolata
na JIP novorozeneckého oddéleni. Vedle nékolika zcela identickych izolatt bylo odhaleno
také nékolik s velice podobnym restrikénim profilem, ktery s vysokou pravdépodobnosti
odpovida jedné genetické zméné. Celkové bylo mezi 100 izolaty Klebsiella pneumoniae
identifikovano 65 rtznych kmenu. U jednoho izolatu se nepodafrilo ziskat hodnotitelny

restrikni profil.

69




Vysledky

Obrazek 9: Dendrogram ESBL-pozitivnich izolatli Klebsiella pneumoniae izolovanych

v roce 2008
Jaccard (Tol 1.2%-1.2%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE
.8 .8  §
| FQ 44 K10-34  KARIM 10.11.2008
# I FQs7 k07 KARIM 11.1.2008
FQ2 K2-80 1. 1K 20.5.2008
FQ8 K10-07 DK 31.10.2008
{ FQ 35 K2-37 kardiochirurgicka klinika ~ 6.5.2008
FQ 81 K1-37 neurologicka klinika 31.3.2008
FQ 83 K1-54 neurologicka klinika 8.4.2008
FQ 82 K1-53 neurologicka klinika 8.4.2008
FQ 80 K1-01 neurologicka klinika 11.3.2008
FQ 85 K-14 neurologicka klinika 22.1.2008
il FQ 88 K2-06 neurologicka klinika 23.4.2008
FQ 86 K-16 neurologicka klinika 22.1.2008
FQ 84 K-13 neurologicka klinika 22.1.2008
FQ 89 K2-35 neurologicka klinika 6.5.2008
FQ 28 K2-59 HOK 19.5.2008
FQ 36 K1-09 kardiochirurgicka klinika 18.3.2008
FQ 19 K1-64 HOK 10.4.2008
FQ 34 K2-27 kardiochirurgicka klinika 5.5.2008
FQ 29 K-01 HOK 8.1.2008
FQ10 K10-32 DK 10.11.2008
FQ 12 K1-16 DK 18.3.2008
FQ 46 K10-41 KARIM 14.11.2008
FQ 48 K10-64 KARIM 24.11.2008
FQ 49 K10-66 KARIM 24.11.2008
FQ 37 K1-63 kardiochirurgicka klinika 10.4.2008
FQ51 K2-71 KARIM 20.5.2008
— FQ 60 K-58 KARIM 25.2.2008
FQ 68 K2-25 neurochirurgicka klinika 28.4.2008
FQ 70 K1-21 neurochirurgicka klinika 21.3.2008
FQ 69 K2-72 neurochirurgicka klinika 20.5.2008
FQ 67 K2-18 neurochirurgicka klinika 28.4.2008
| FQ 75 K10-70  neurochirurgické klinika 24.11.2008
FQ77 K2-52 neurochirurgicka klinika 12.5.2008
FQ71 K-06 neurochirurgicka klinika 11.1.2008
FQ 56 K-50 KARIM 13.2.2008
FQ 50 K2-08 KARIM 23.4.2008
— { FQ47  K10-50 KARIM 14.11.2008
— FQ 27 K2-17 HOK 28.4.2008
FQ 40 K10-19 KARIM 7.11.2008
FQ 45 K10-35 KARIM 10.11.2008
FQ17 K1-08 HOK 14.3.2008
FQ 58 K-29 KARIM 25.1.2008
FQ 42 K10-21 KARIM 7.11.2008
FQ53 K1-14 KARIM 18.3.2008
FQ 43 K10-29  KARIM 10.11.2008
FQ 52 K1-13 KARIM 18.3.2008
FQ 59 K-46 KARIM 5.2.2008
FQ 18 K1-55 HOK 8.4.2008
FQ 26 K10-18  HOK 5.11.2008
FQ 55 K1-78 KARIM 17.4.2008
FQ 76 K10-73  neurochirurgickéa klinika 24.11.2008
FQ 41 K10-20 KARIM 7.11.2008
FQ11 K10-37 DK 10.11.2008

Legenda: horizontalni osa - podobnost bakteridlnich izoldtd v %; vertikalni osa - oznaceni
izolatli, oddéleni JIP (DK - détska klinika; HOK - hemato-onkologicka klinika; II. IK -
II. interni klinika; KARIM - klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny) a
datum izolace
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Obrazek 10: Dendrogram ESBL-pozitivnich izolatl Klebsiella pneumoniae izolovanych

v roce 2010
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Legenda: horizontalni osa - podobnost bakteridlnich izolatl v %; vertikalni osa - oznaceni
izolati, oddéleni JIP (DK - détska klinika; HOK - hemato-onkologickd klinika; II. IK -
. interni klinika; IIl. IK - IIl. interni klinika; KARIM - klinika anesteziologie, resuscitace a

intenzivni mediciny) a datum izolace
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4.6.5 Stanoveni citlivosti k antibiotikim

Rezistence  ESBL-pozitivnich izolatd  Klebsiella pneumoniae k vybranym
antimikrobnim ptipravkliim je uvedena v tabulce 30. Z udajl vyplyva, Ze byla prokazana
soutasna vysoka rezistence kfluorochinolonim, aminoglykosidim (predevsim
gentamicinu a tobramycinu) a kotrimoxazolu. Naopak citlivost byla prokdzana ke kolistinu

a meropenemu. Nizsi frekvence rezistentnich izolatl byla zaznamenana u tigecyklinu.

Tabulka 30: Rezistence ESBL-pozitivnich izolatli Klebsiella pneumoniae k antimikrobnim

pfipravkiim v procentech

antibiotikum rezistence (%) antibiotikum rezistence (%)
ampicilin 100,0 piperacilin/tazobactam 46,0
ampicilin/sulbactam 91,0 cefoperazon 82,0
cefazolin 100,0 cefotaxim 82,0
cefuroxim 100,0 ceftazidim 96,0
gentamicin 92,0 cefepim 76,0
kotrimoxazol 83,0 cefoperazon/sulbactam 10,0
kolistin 2,0 meropenem 4,0
kyselina oxolinova 67,0 ciprofloxacin 67,0
ofloxacin 54,0 tigecyklin 8,0
tetracyklin 87,0 tobramycin 96,0
aztreonam 98,0 amikacin 20,0
piperacilin 100,0
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5 DISKUZE

5.1 Nejcastéjsi bakterialni druhy s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz

v klinickém materialu hospitalizovanych pacienti

5.1.1 ESBL-pozitivni enterobakterie z klinického materialu hospitalizovanych pacientt

Produkce Sirokospektrych beta-laktamaz je klicovym mechanismem rezistence
gramnegativnich bakterii k ic¢inku beta-laktamovych antibiotik. Bakterie produkujici tyto
enzymy jsou rozSireny po celém svété, nicméné existuji vyrazné geografické rozdily
vjejich prevalenci, a to jak mezi jednotlivymi zemémi, tak i mezi jednotlivymi
zdravotnickymi zafizenimi v dané oblasti. To potvrzuji i vysledky ziskané v ramci EARS-
Net, kde Ize vysledovat nizkou prevalenci izolatll Klebsiella pneumoniae a Escherichia coli
rezistentnich k cefalosporiniim Ill. generace ve skandinavskych zemich a mnohem vyssi
prevalenci ve statech jizni Evropy [36]. Vzhledem k tomu, Ze beta-laktamova antibiotika
patfi mezi nejpouzivanéjsi antimikrobidlni pfipravky, predstavuje znalost mistni
epidemiologické situace velice vyznamnou a klicovou informaci pro zahajeni inicidlni
antibiotické 1é¢by obzvlast v pripadech, kdy neni moiné cekat na vysledky
mikrobiologického vySetfeni. Prvni ¢ast disertacni prace byla proto vénovana prevalenci
bakterii produkujicich Sirokospektré beta-laktamdzy ve tfech velkych moravskych
nemochnicich, které pokryvaji spddovou oblast s témér 2,5 miliony obyvatel.

V roce 2009 se prevalence ESBL-pozitivnich enterobakterii ve tfech sledovanych
zdravotnickych zafizenich (Fakultni nemocnici Olomouc, Fakultni nemocnici Ostrava a
Krajské nemocnici T. Bati ve Zliné) pohybovala vrozmezi 4 az 12 %. Ve srovnani
s francouzskou studii z roku 2005, kterd popisuje 2% prevalenci ESBL-pozitivnich izolatQ,
je toto Cislo o néco vyssi [87]. Prace jiného autorského kolektivu zamérena na produkci
ESBL enzym( u gramnegativnich bakterii izolovanych z klinického materidlu pacient(
naopak uvadi 28% prevalenci ESBL-pozitivnich enterobakterii [88]. VysSi vyskyt
izolatli Celedi Enterobacteriaceae produkujicich ESBL enzymy ve srovnanise ziskanymi
vysledky uvadi také dalsi studie. Ko a kolegové zaznamenali vroce 2005 mezi 1484
enterobakteriemi 14 % ESBL-pozitivnich izolatl [89]. V ramci jednotlivych druht jsou vSak
jejich udaje srovnatelné s nasSimi daty. Mezi nejcastéjsi producenty ESBL enzymU patfily

ve tfech sledovanych moravskych nemocnicich kmeny Klebsiella pneumoniae (10-24 %),
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Klebsiella oxytoca (1-11 %) a Escherichia coli (2-8 %). Ko a kolegové potvrdili produkci
Sirokospektrych beta-laktamaz ESBL u 22 % izolath Klebsiella pneumoniae, 7 % Klebsiella
oxytoca a 10 % izolath Escherichia coli [89]. Nizsi podil ESBL-pozitivnich izolatd mezi
jmenovanymi druhy byl zaznamenan v rdmci francouzské studie, ktera uvadi u zastupct
Klebsiella pneumoniae 4 % izolat( produkujicich ESBL enzymy, u druhu Klebsiella oxytoca
2% a u izolatl Escherichia coli také 2 %. Mnohem vyssi zastoupeni ESBL-pozitivnich
izoladtd vsak autofi zachytili v rdmci druhu Enterobacter aerogenes, a to 21 % [87]. Vysoky
podil (84 %) ESBL-pozitivnich izolatll Enterobacter spp. byl publikovan také v dalsi préci
[88]. Tento vysledek vSak mize byt zkreslen nizSim poctem analyzovanych izolat(.
V moravskych nemocnicich byla vramci tohoto rodu zanamenana prevalence ESBL-
produkujicich izolatld v rozmezi 0 az 5 %. Produkce Sirokospektrych beta-laktamaz byla
sledovana rovnéz u izolatli Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca a Escherichia coli
v Nizozemi. Autofi odhadli prevalenci ESBL-pozitivnich izoldtd u téchto druhli na 5 %, resp.
2% a 2 % [90]. Naopak velmi vysokd jsou Cisla ziskana v ramci studie, ktera analyzovala
izolaty ze tfi jordanskych nemocnic, kde byla zjisténa 71% Cetnost ESBL-pozitivnich izolatl
Klebsiella pneumoniae a 29% resp. 11% prevalence u druhl Klebsiella oxytoca a
Escherichia coli [88]. Udaje z moravskych nemocnic jsou tak ve srovnéni stouto praci
mnohem pfiznivéjsi. Vzhledem ktomu, Ze velkou ¢ast z 12922 analyzovanych izolat{
Celedi Enterobacteriaceae tvofrili zejména zastupci Klebsiella pneumoniae (3118) a
Escherichia coli (5461), lze predpokladat, Ze vypocitand prevalence ESBL-pozitivnich
izolatll u téchto jmenovanych druhll pomérné dobfe odrazi skute¢nou epidemiologickou

situaci.

5.1.2 Bakterie produkujici Sirokospektré beta-laktamazy zklinického materialu

novorozencu

Problematika infekci vyvolanych bakteriemi produkujicimi Sirokospektré beta-
laktamazy byla jiz nékolikrat zminéna v Uvodu. Obzvlast velké riziko predstavuji tyto
kmeny pro pacienty s oslabenym imunitnim systémem, ke kterym je moZno zaradit i
novorozence. Riziko vzniku infekéniho onemocnéni je u jmenované skupiny velice vysoké,
zejména pokud jde o predéasné narozené déti. Velmi nizkd porodni vaha, prodlouzena

hospitalizace a nezbytnd intenzivni péce spojena svyuZitim invazivnich prostredk
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(pfedevsim intravendznich katétrd a mechanickych ventilator() predstavuji faktory, které
vyznamnym zplsobem zvysSuji nebezpeci infekce [91-93]. DlleZitou ulohu sehrava rovnéz
podavani antibiotik, jez mlzZe byt spojeno se selekci a naslednym klinickym uplatnénim
multirezistentnich bakteridlnich kmen0 [91].

V literature je velmi malo dostupnych studii, které by se zabyvaly kolonizaci
novorozencu rezistentnimi kmeny enterobakterii. Soucdsti disertacni prace byla analyza
kmenU produkujicich Sirokospektré beta-laktamazy na Novorozeneckém oddéleni FNOL a
vysledky ukazaly, Ze prevalence ESBL-pozitivnich enterobakterii dosahla ve sledovaném
obdobi necelych 4 %. Toto Cislo je oproti nékterym pracem nizsi [91, 94]. Studie
provedena vroce 2004 na stejném oddéleni udavd 20 % ESBL-produkujicich izolat(
Klebsiella pneumoniae, vtomto pripadé se vSak jednalo o situaci s klonalnim Sitenim
identického kmene [94]. Vyskyt ESBL-produkujicich bakterii na novorozenecké jednotce
intenzivni péce byl sledovan ve Francii. Autofi v obdobi deseti let od roku 2000 do roku
2009 odhalili kolonizaci enterobakteriemi produkujicimi enzymy ESBL u 46 novorozencd,
pficemz u tfi znich se rozvinula infekce [95]. Singh a kolegové popsali kolonizaci
rezistentnimi kmeny enterobakterii u 17 % hospitalizovanych novorozencl, u 14 %
z téchto déti doslo k rozvoji infekce, ktera byla ve 41 % pripadl vyvolana ESBL-pozitivnimi
kmeny [91]. Bhattacharjee a spolupracovnici zaznamenali produkci ESBL u 42 %
enterobakterii izolovanych od novorozencl s probihajici sepsi [96]. Aktas a spoluautofi
uvadi produkci ESBL u 60 % kmenQ Klebsiella pneumoniae zachycenych
z hemokultur novorozencl hospitalizovanych na jednotce intenzivni péce [97]. Vysoky
podil ESBL-pozitivnich izolatlli u novorozeneckych sepsi prokazali i Jain a kolegové,
v pfipadé Escherichia coli odhalili témér 64 % ESBL-produkujicich izolatl, mezi izolaty
Klebsiella spp. dokonce 87 % [98]. Zaznamenané druhové zastoupeni enterobakterialnich
izoldtd z Novorozeneckého oddéleni FNOL se pak vyrazné nelisi od vysSe diskutovanych
vysledkl zahrnujicich vSechna oddéleni nemocnice. Nejvyssi podil mezi ESBL-pozitivnimi
izoldty mély opét druhy Klebsiella pneumoniae (13 z55 ESBL-pozitivnich bakterii),
Klebsiella oxytoca (14/55) a Escherichia coli (24/55). V ramci jednotlivych druhl pak tento
pocet odpovida 3%, resp. 4% a 5% prevalenci ESBL-pozitivnich izoldtd. Jind studie
detekovala mezi 46 ESBL-produkujicimi enterobakteriemi izolovanymi od novorozencu

z JIP 27 izolath Escherichia coli, 9 Klebsiella pneumoniae, 3 Klebsiella oxytoca a narozdil
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od ziskanych vysledk( také vyssi zastoupeni druhu Enterobacter cloacae (5 izolatd) [95].
Na neonatologickém oddéleni FNOL bylo vedle ESBL-pozitivnich bakterii izolovanych
od novorozencu zachyceno také 17 AmpC-pozitivnich izolatd, coz predstavuje zhruba 1 %
ze vsSech analyzovanych enterobakterii. Podobné jako zaznamenand prevalence ESBL-
pozitivnich kmenu je i tato hodnota nizsi v porovnani s dostupnymi Udaji v literature. Ding
a kolegové uvadi 10% prevalenci kmenu Klebsiella pneumoniae tvoricich beta-laktamazy
typu AmpC a 2% prevalenci kmenu Escherichia coli s produkci téchto enzym( [99]. Mezi
AmpC-pozitivnimi izolaty na Novorozeneckém oddéleni FNOL byly nejpocetnéjsi kmeny
Enterobacter spp. (35 %) a Escherichia coli (35 %). Vysoky podil izolatl Enterobacter spp.
(69 %) mezi AmpC-produkujicimi bakteriemi kolonizujicimi novorozence byl pozorovan i

jinym autorskym kolektivem [100].

5.1.3 Bakterie produkujici Sirokospektré beta-laktamazy v gastrointestinalnim traktu

hospitalizovanych osob

K dbleZitym faktor(im, které se podileji na vzniku infekci vyvolanych rezistentnimi
bakteriemi, se fadi napfiklad dlouhodoby pobyt v nemocnici, zejména na jednotkach
intenzivni péce (JIP), poutZiti centralnich vendznich a mocovych katetr(, nebo predchozi
expozice nékterym antimikrobialnim latkdm [101]. Vyznamnou Ulohu ovsem sehrava také
nosicstvi téchto kmenu. Napfiklad Reddy a kolegové zaznamenali, Ze u 35 ze 413 pacientl(
kolonizovanych ESBL-pozitivnimi enterobakteriemi dosSlo ndsledné krozvoji infekce
krevniho recisté vyvolané témito kmeny [102]. Jind prace uvadi, Ze kolonizace ESBL-
pozitivnimi kmeny je u pacientl pfijatych na JIP vyznamnym faktorem pro rozvoj infekce
[103]. Studie zaméfend na mozZny pfinos sledovani nosic¢stvi ESBL-pozitivnich bakterii
u pacientl pfijimanych na JIP detekovala rozvoj infekce u 26 % pacientll majicich
v gastrointestinalnim traktu (GIT) tyto kmeny [104]. Livermore a Paterson uvadéji, Ze
v pfipadé vyssi cetnosti infekci vyvolanych ESBL-pozitivnimi kmeny na konkrétnim
oddéleni ma témér 70 % pacientd GIT kolonizovan témito kmeny [105].

V Ceské republice byla v roce 2007 provedena studie zabyvajici se kolonizaci GIT
bakteriemi produkujicimi ESBL enzymy. Jeji vysledky ukazaly 3% prevalenci ESBL-
pozitivnich izolatd u hospitalizovanych pacient(, pficemz mezi témito izolaty prevazoval

druh Escherichia coli (57 %) [106]. Ve srovnani s touto studii ukazuji aktudini ziskané
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vysledky zvyseni vyskytu ESBL-pozitivnich enterobakterii v GIT hospitalizovanych osob, a
to konkrétné na 8 %. DoSlo také ke zméné druhového zastoupeni, kdy byl mezi
nemocni¢nimi ESBL-pozitivnimi izoldty zaznamenan vyssi pocet kmen( Klebsiella
pneumoniae (56 %). Podobné udaje byly publikovany také dalSimi autory. Castillo a
spolupracovnici  zjistovali  gastrointestinalni  kolonizaci  ESBL-pozitivhimi  kmeny
u hospitalizovanych pacient(. Jejich vysledky odhalily zvySeni prevalence ESBL
produkujicich kmenl ze 3% vroce 2002 na 8% vroce 2004. V obou sledovanych
obdobich dominoval druh Escherichia coli [107]. Nar(st poctu ESBL-pozitivnich bakterii
byl pozorovan rovné? ve Svédsku. Tam se prevalence nosiéstvi téchto izolatd v GIT
nemocnicnich pacientd zvysila ze 2 % v roce 2008 na 7 % v roce 2010. VSechny izolaty
produkujici Sirokospektré beta-laktamazy typu ESBL patfily k druhu Escherichia coli [108].
Naopak jina publikace popisuje mirny pokles prevalence ESBL-pozitivnich enterobakterii
v GIT hospitalizovanych pacientl v roce 2007 (9 %) ve srovnani s rokem 2003 (12 %) [109].
Vyskyt ESBL-pozitivnich bakterii ve stolici pacientld sledovali také Miré a kolegové.
Ti odhalili mezi 1321 analyzovanymi vzorky 44 izolatd produkujicich Sirokospektrou beta-
laktamadzu, coz odpovidd 3% prevalenci. Stejné jako ve vySe citovanych pracech vyrazné
prevazoval druh Escherichia coli (42 ze 44 ESBL-pozitivnich izolat) [110]. Novéjsi udaje
pfinasi napfriklad studie provedend vroce 2009 v Nizozemi, kterd odhalila 5% cetnost
ESBL-produkujicich bakterii v rektalnich vytérech nemocnicnich pacientd [111]. Mnohem
vys$Si prevalence ESBL-pozitivnich izoldtd v GIT pacientd ve srovndni s predchozimi
pracemi byla vroce 2007 zaznamenana v Saudské Arabii, a to 26 %. VétSina (46 z 54)
detekovanych ESBL produkujicich bakterii pattila k druhu Escherichia coli, zbyvajicich

8 izolatl tvofily zastupci druhu Klebsiella pneumoniae [112].

5.2 Nejcastéjsi bakterialni druhy s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz

v nemocnicnim prostredi

Bakterialni infekce ohroZuji predevsim kriticky nemocné pacienty. Rostouci pocet
patogennich mikroorganism( rezistentnich k antimikrobialnim latkam pak vyrazné zvysuje
rizika spojenda stémito infekcemi. Toto nebezpeli se tykd zejména pacientl

hospitalizovanych na JIP. Napftiklad Vincent a kolegové uvadi, Zze u 21 % pacient( na JIP
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doslo k rozvoji infekce v souvislosti s timto pobytem [113]. Jind prace fadi hospitalizaci
naJIP k jednomu z dllezitych faktor(i spojenych s moznym rozvojem infekce vyvolané
ESBL-pozitivnimi bakteriemi [114]. Prospektivni studie zamérena na infekce ziskané na JIP
poukdazala na skutecnost, Ze témér 15 % infekci je disledkem prenosu etiologického agens
mezi pacienty [115]. Prfedpoklada se, Ze klicovou roli vtomto prenosu sehravaji
kontaminované ruce oSetfujictho persondlu [116]. Mezi personalem, pacienty a
nemocni¢nim prostfedim existuje velmi dynamicky vztah, kde neustale dochazi k prenosu
bakteridlnich kment [117]. V této souvislosti je vhodné pfipomenout vysokou odolnost
fady patogennich bakterii a jejich schopnost preZivat v prostredi, a to v fadu nékolika dn,
ale i nékolika mésict [118]. Prace némeckych autorli zaméfend na kontaminaci okoli
pacientd infikovanych nebo kolonizovanych rezistentnimi bakteriemi odhalila pfitomnost
multirezistentnich gramnegativnich bakterii v5 % vysetfovanych vzork(. Grampozitivni
bakterie (meticilin rezistentni Staphylococcus aureus a vankomycin-rezistentni
enterokoky) byly nalezeny dokonce ve 25 % pfipadd [119]. V ramci 140 vzorkU z prostiedi
JIP FNOL bylo detekovano 11 enterobakterii produkujicich Sirokospektré beta-laktamazy,
co? odpovidd téméF 8% prevalenci. Zadny ztéchto izolatd nebyl nalezen ve vzorcich
odebraného vzduchu, coz se shoduje s jinymi publikovanymi udaji a potvrzuje nazor, zZe
prenos téchto bakterii vzduchem je minimalni [120]. Zachyt gramnegativnich bakterii
rezistentnich k ceftazidimu z prostfedi popisuje dalsi prace. Autofi zachytili tyto
mikroorganismy v 9 % vzorkll odebranych zrGznych ploch na dvou chirurgickych JIP.
Nejcastéji kontaminovanym povrchem byly vylevky [121]. Také 4 izolaty z prostfedi JIP
FNOL byly nalezeny pravé ve vypustich dfezi a umyvadel. To je ve shodé s predpokladem,
ze vlhké prostiedi usnadnuje prezivani téchto mikroorganism( [118]. Zaznamenana
prevalence bakterii produkujicich Sirokospektré beta-laktamazy v prostredi JIP ve FNOL je
srovnatelna také spraci dalSiho autorského kolektivu. Touati a kolegové uvadi
kontaminaci prostfedi ESBL-pozitivnimi enterobakteriemi v rozsahu 9 % (14/150). Mezi 14
izolaty rezistentnimi k ceftazidimu a cefotaximu bylo identifikovdno 9 zdstupct druhu
Enterobacter cloacae a 5 Klebsiella pneumoniae [122]. VétsSina izolovanych ESBL- a AmpC-
pozitivnich bakterii z nemocni¢niho prostfedi FNOL patfila k rodu Klebsiella (8 izolata),
zbyvajici ttfi byly identifikovany jako Enterobacter cloacae. Vyssi kontaminaci okoli

pacientld ESBL-pozitivnimi bakteriemi rodu Klebsiella spp. ve srovnani s izolaty Escherichia
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coli zaznamenali Guet-Revillet a kolegové [123]. Pfitomnost rezistentnich enterobakterii
ve stérech z prostfedi dokazuje zna¢nou odolnost téchto mikroorganismu k dezinfekénim
programlm, a zaroven poukazuje na nutnost dUsledného dodrzovani hygienicko-
epidemiologickych opatfeni, kterd mohou vyrazné omezit prenos téchto bakterii mezi

pacienty.

Vvewvs

5.3 Nejcastéjsi bakterialni druhy s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz

v klinickém materialu osob v komunitnim prostredi

Vyskyt rezistentnich bakteridlnich izolatl predstavuje celosvétovy problém, ktery
se dnes netyka pouze zdravotnickych zafizeni, ale stale Castéji a naléhavéji se objevuje
také v komunitnim prostfedi. Tento trend je velice nepfiznivy, protoze vzrlst podilu
nosicl rezistentnich bakteridlnich izolatd v komunité zvysuje riziko, Ze se dalsi jedinci
stanou nosici téchto bakterii jako dlsledek interhumanniho prenosu. Tim se zvétSuje
zdroj gen( rezistence a urychluje ziskavani genl rezistence citlivymi bakteriemi.
V posledni dobé dochdzi ke zvySeni poctu ESBL-pozitivnich bakterii izolovanych
z klinického materidlu pacientd z komunitni oblasti [124]. Valverde a kolegové
porovnavali prevalenci ESBL v GIT u komunitnich pacientl vroce 1991 a vroce 2003.
Ve své studii zjistili, Ze prevalence ESBL v pribéhu dvanacti let vzrostla z1% na 6 %.
V této studii byla také stanovena mira vyskytu ESBL-pozitivnich bakterii u zdravych
dobrovolnikli na 4% vroce 2003 [125]. Ziskané wvysledky odhalily v GIT osob
z komunitniho prostfedi olomouckého regionu 3% prevalenci ESBL-produkujicich
enterobakterii. Ve srovnani se studii provedenou v Ceské republice v roce 2007 [106],
kterd uvadi 1% prevalenci, je toto Cislo vyssi a potvrzuje pozorovani jinych autord,
tj. narlst vyskytu ESBL-nosiCstvi v GIT u komunitnich pacientd. Castillo a kolegové
zaznamenali zvySeni vyskytu ESBL-pozitivnich enterobakterii ve stolici u ambulantnich
pacientll ze 2 % v roce 2002 na 7 % v roce 2004 [107]. DalSi autofi srovnavali ¢etnost
ESBL-pozitivnich enterobakterii u asymptomatickych mladych pacientd v komunité
vrozmezi deseti let a detekovali zvySeni z0 % vroce 1999 na 2% vroce 2009 [126].
Narustajici vyskyt ESBL-pozitivnich enterobakterii v GIT osob v komunitnim prostredi byl

popsan napfiklad i v Britanii [127]. Nej¢astéji jsou mezi nosi¢skymi kmeny identifikovany
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izoldty Escherichia coli [128, 129]. Spanélska studie popisuje, e viechny ESBL-pozitivni
bakterie izolované z GIT komunitnich pacientd v roce 2003 pattily k druhu Escherichia coli.
Stejny vysledek zaznamenali také v ptipadé zdravych dobrovolniki [125]. Rovnéz
Cekanova a kolegové uvadi, 7e viechny identifikované ESBL-pozitivni bakterie z GIT
komunitnich pacient(i ndlezely ke jmenovanému druhu [106]. Porovndni ziskanych udajl
srokem 2007 ukazuje rozrliznéni druhového zastoupeni, i kdyz nadale prevlada
Escherichia coli (90 %). Tyto vysledky jsou ve shodé s jinou praci, kde vétSina ESBL-
pozitivnich enterobakterii izolovanych z GIT ambulantnich pacientl vroce 2004 byla
urcena jako Escherichia coli [107]. V porovnani s ESBL enzymy neni problematika nosicstvi
AmpC-pozitivnich bakteridlnich izoldtl prozatim pfili§ zmapovdna a existuje stale velmi
malo praci, které by se timto tématem zabyvaly. Kaneko a kolegové popsali izolat
Escherichia coli produkujici AmpC beta-laktamazu u zdravého studenta mediciny a
naznadili, Ze konstitutivni i inducibilni AmpC beta-laktamazy mohou byt v komunité Siroce
rozsSitreny [130]. V Dansku bylo v roce 2008 detekovano nosi¢stvi AmpC beta-laktamaz
v GIT zdravych armadnich rekrutl, a to témér ve 4 %. U stejné skupiny byl prokazan
rovnéi vyskyt ESBL-pozitivnich enterobakterii [131]. V ramci Ceské republiky byla v roce
2007 zaznamendna prevalence AmpC-pozitivnich bakterii v GIT osob v komunitnim
prostiedi vrozsahu 1% [106]. Aktudlni udaje ukazaly stejnou prevalenci (1 %)
enterobakterii s produkci AmpC. Rozdil vSak byl zaznamenan v druhovém zastoupeni
AmpC-pozitivnich izolatl, mezi kterymi v soucasné studii prevazovaly druhy Escherichia
coli a Citrobacter freundii.

NejcastéjSim mechanismem odolnosti enterobakterii k beta-laktamovym
antibiotikim je produkce enzym( oznacovanych jako beta-laktamazy. Téchto enzymu je
Sirokospektrych penicilinl a cefalosporint. Nepfiznivy vyvoj v oblasti ESBL- a AmpC-
pozitivnich enterobakterii mohou doplnit Udaje o Cetnosti téchto kmend v GIT. Jejich
prevalence v GIT pacientd FNOL i osob v komunitnim prostiedi se zvysuje. Tyto kmeny
sice predstavuji soucast normdlni mikrofléry, mohou vsak zplsobit napfiklad infekci
Kolonizace GIT ESBL- a AmpC-produkujicimi enterobakteriemi zvysuje riziko infekce
zpUsobené témito oportunnimi patogeny a také zvySuje mozZnost, Ze mobilni elementy
nesouci geny rezistence budou v komunitnim prostredi dale rozsifovany.
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5.4 Geneticka analyza Sirokospektrych beta-laktamaz

Vlastnosti mikroorganismu vyvolavajicich infekce a v€asné odhaleni jejich pripadné
rezistence je v fadé pripadu zcela zasadni, protozZe selhani antibiotické terapie v dusledku
odolnosti etiologického agens k pouzitému antimikrobidlnimu pfipravku muize byt u fady
pacientd fatdlni. Z tohoto pohledu je jednim z nejvyznamnéjsSich mechanismu rezistence
produkce Sirokospektrych beta-laktamaz. Odhaleni jejich produkce je velmi dllezité,
protoZe tyto enzymy znemoznuji pouziti ¢asto aplikovanych beta-laktamovych antibiotik.
Detekce genl rezistence hraje vyznamnou roli v oblasti surveillance bakterialni rezistence.
Molekularné-biologické metody umoziuji nejen konfirmovat fenotyp, ale poskytuji

rovnéz klicové informace z pohledu epidemiologie.

5.4.1 Geneticka detekce Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL

Od roku 1983, kdy byla popsana prvni Sirokospektra beta-laktamaza SHV-2 , jejich
pocet vyrazné vzrostl a dnes je zndmo jiz nékolik stovek téchto enzym( [24, 42].
V poslednich dvaceti letech také doslo k vyrazné zméné v Cetnosti vyskytu jednotlivych
typd beta-laktamaz. Plvodné velmi rozsifené varianty enzym( typu TEM a SHV

v soucasnosti nahradily zejména Sirokospektré beta-laktamdzy typu CTX-M [44].

To potvrzuje i genetickd analyza enterobakterii produkujicich Sirokospektré beta-
laktamazy typu ESBL izolovanych na Novorozeneckém oddéleni Fakultni nemocnice
Olomouc, ktera odhalila prevazujici zastoupeni enzymO CTX-M (84 % ESBL-pozitivnich
izoladtd). Kolonizaci novorozencl hospitalizovanych na neonatologické JIP bakteriemi
Klebsiella pneumoniae produkujicimi enzymy typu CTX-M zaznamenali také Desimoni a
kolegové [132]. Enzymy CTX-M-15 byly detekovany rovnéz u ESBL-pozitivnich izolatd
Escherichia coli od novorozencl z JIP v severni Indii [133]. Naopak prace italskych autord,
ktera analyzovala ESBL-pozitivni izolaty Klebsiella pneumonie ziskané na novorozenecké
JIP, detekovala pouze enzymy typu SHV a TEM, konkrétné SHV-1, SHV-12 a TEM-136
[134]. Beta-laktamazy SHV a TEM byly identifikovany také u izolat(i Klebsiella pneumoniae
a Klebsiella oxytoca z neonatologickych JIP v Madarsku. Vtomto pfipadé se jednalo
o varianty SHV-5, SHV-12 a zakladni beta-laktamazu s tzkym spektrem ucéinku TEM-1
[135].
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Dalsim cilem disertacni prace byla analyza Sirokospektrych beta-laktamaz
u bakterii izolovanych z GIT hospitalizovanych pacientd. Vétsina (29/31) analyzovanych
izolatl nesla gen pro beta-laktamdzu typu CTX-M. Ve 28 pfripadech se jednalo o geny
kddujici beta-laktamazy ze skupiny CTX-M-1 a pouze u jednoho izolatu byl detekovan gen
pro enzym ze skupiny CTX-M-9. U 61 % izolatl byly vedle genu pro beta-laktamazu CTX-M
piitomny soucasné také geny kédujici typy SHV a TEM. Casté zastoupeni beta-laktamaz
typu CTX-M u bakteridlnich izolatl z GIT hospitalitovanych pacientt uvadi také jini autofi.
Valverde a kolegové publikovali, Ze 42 % bla genl detekovanych u ESBL-pozitivnich
bakterii z GIT hospitalizovanych pacientd v roce 2003 kddovalo beta-laktamazu ze skupiny
CTX-M-9. Ve srovnani s rokem 1991 doslo také k narlstu diverzity detekovanych typu
beta-laktamdz. Zatimco vroce 1991 byla u téchto osob identifikovana pouze varianta
TEM-4, vroce 2003 k ni pfibyly rovnéz varianty CTX-M-9, CTX-M-14, TEM-52, SHV-2 a
SHV-12 [125]. Vys3si zastoupeni enzym( ze skupiny CTX-M-9 mezi ESBL-pozitivnimi
enterobakteriemi nesoucimi gen blacrxm prokazala také dalSi Spanélska studie.
Ze 44 ESBL-produkujicich enterobakteridlnich izolatl byl enzym typu CTX-M zaznamendn
u 33 znich, pficemz v 18 pripadech se jednalo o variantu CTX-M-9. U 5 izolatd byla
identifikovdna varianta CTX-M-14, u zbyvajicich deseti pak typy CTX-M-1, CTX-M-3,
CTX-M-15, CTX-M-29 a CTX-M-34. Vedle toho bylo zachyceno 9 izolatl s beta-laktamdzou
SHV-12, jeden izolat s enzymem SHV-2 a jeden izolat s enzymem PER-1 [110]. Stromdahl a
kolegové detekovali gen pro enzym ze skupiny CTX-M-1 u 11 ze 16 bakteridlnich izolat(
majicich gen blacry.m. Beta-laktamaza typu TEM nebyla v souboru jejich izolatl nalezena a
typ SHV byl pfitomen pouze v jednom pfipadé [108]. Vysoky podil bakterii nesoucich geny
blacrx.m1 mezi ESBL-pozitivnimi izolaty ze stolice pacientl prokazala dalsi prace. Vedle
toho byly u téchto izolatl detekovany také varianty CTX-M-15, CTX-M-2, CTX-M-14,
TEM-52 a SHV-2 [111].

Jednotlivé typy Sirokospektrych beta-laktamaz byly sledovany také u ESBL-
pozitivnich enterobakterii zachycenych v prostfedi JIP dvou klinik FNOL, a to KARIM a
IPCHO. Pfitomnost genu blacrx.m byla prokdzdna u vSech 4 analyzovanych
enterobakteridlnich izolat(l, pricemz vSechny detekované geny kddovaly enzym ze skupiny

CTX-M-1. U tfi izolath byl zdroven identifikovan gen blamgy a u 2 izolatl Klebsiella
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pneumoniae gen blasyy. U jednoho ze dvou blasyy genud byla potvrzena mutace spojena
s rozSifenim spektra Ucinku prislusné beta-laktamazy. Mnozstvi studii, které by se
zabyvaly detailni analyzou jednotlivych typ( beta-laktamaz u bakterii izolovanych
z nemocnic¢niho prostredi a s nimiz by bylo mozné porovnavat ziskané vysledky, je vyrazné
omezené. Nicméné geneticka analyza byla provedena napfiklad u ESBL-pozitivnich
bakterii izolovanych z nemocni¢niho prostredi v Alzirsku. U vSech 5 izolatl Klebsiella
pneumoniae a 9 izolath Enterobacter cloacae byla prostfednictvim PCR a ndsledné
sekvenace detekovana beta-laktamaza CTX-M-15 [122]. Obdobné vysledky uvadi i studie
publikovand v roce 2010, ktera odhalila gen blacrx-m-15 U 10 izoldtd Enterobacter cloacae a
2 izolatd Klebsiella pneumoniae z prostredi. Navic byla u dalSich 4 izolatl Enterobacter
cloacae zachycena beta-laktamaza SHV-12 [136]. Tyto vysledky tak opét potvrzuji fakt, Ze

mezi ESBL beta-laktamazami prevazuji v souc¢asné dobé typy CTX-M.

Mezi ESBL-pozitivnimi izolaty celedi Enterobacteriaceae ziskanymi z rektdlnich
vytérd komunitnich pacientl byly nejcastéji identifikovany enzymy CTX-M, které byly
zachyceny u 28 z 29 analyzovanych bakterii. Polovina izolat( (14/28) nesla gen kddujici
enzym ze skupiny CTX-M-1, druha polovina gen pro beta-laktamazu ze skupiny CTX-M-9.
U 11 izolatd byl navic detekovdn gen blaregm a 2 izolaty Klebsiella pneumoniae nesly gen
blasyy. Ve srovndani s CTX-M-pozitivnimi izolaty z GIT hospitalizovanych pacientd, u nichz
byl gen blacrx.m-a.ike Zachycen pouze u jedné z 29 bakterii (3 %), byl u izolatl z komunity
podil téchto gend vyrazné vyssi (50 %). Zvyseni zastoupeni enzymU ze skupiny CTX-M-9
u izolatl z GIT komunitnich pacientd je patrné pfi porovnani se studii provedenou v Ceské
republice v roce 2007, ktera uvadi blacrx-m-o-ike gENY U 2 ze 7 izolatl (29 %) [106]. Zménu
ve vyskytu jednotlivych typl beta-laktamdaz u bakteridlnich izolatd z GIT komunitnich
pacientd zaznamenali také Valverde a kolegové. Zatimco v roce 1991 byly detekovany
pouze geny blacrx.m-10 @ blatem.s, v roce 2003 byly u téchto bakterii ve vétsi mire nalezeny
geny pro beta-laktamdzy CTX-M-9, CTX-M-14 a SHV-12 [125]. Jina prace popisuje mezi
bakteriemi izolovanymi z GIT komunitnich pacientd produkujicimi enzym CTX-M vyraznou
pfevahu varianty ze skupiny CTX-M-1. Gen blacrx-m-1-ike byl zanamenan u 67 ze 70 izolatl a

pouze ve zbyvajicich tfech pfipadech byl identifikovan gen blactx-m-g-ike [129]. Munday a
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spolupracovnici detekovali u ESBL-pozitivnich bakterii z komunity geny pro beta-

laktamdazy CTX-M-9, CTX-M-14, CTX-M-15, TEM-1, TEM-2 a SHV-12 [127].

5.4.2 Geneticka detekce Sirokospektrych beta-laktamaz typu AmpC

Kromé podrobnéjsi analyzy Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL byla

disertacni prace zamérena také na enzymy typu AmpC.

V rdmci bakterii patficich do Celedi Enterobacteriaceae izolovanych z klinického
materidlu novorozencli hospitalizovanych ve FNOL bylo identifikovano 17 AmpC-
pozitivnich izolatl. Mezi AmpC beta-laktamazami byl nejhojnéji zastoupen typ EBC. Tento
typ byl zaznamenan u 7 ze 12 AmpC-pozitivnich kmen(, pficemz v5 pfipadech byl
prislusny amplikon detekovan u zastupcl rodu Enterobacter, u nichz je gen umistény
na chromozému. Kromé EBC typu byly nalezeny také enzymy typu CIT, MOX a DHA.
U jednoho kmene Escherichia coli s AmpC-pozitivhim fenotypem byla PCR pro prikaz
AmpC enzymU negativni. BIiZSi charakteristika tohoto kmene odhalila mutace
v promotorové oblasti chromozomalniho genu ampC, které jsou spojeny s jeho
nadprodukci. Kmeny Escherichia coli s hyperprodukci AmpC byly zachyceny napfiklad
ve dvou belgickych nemocnicich [137]. Problematice mutaci vampC promotoru a stim
souvisejicim zméndm jak v samotné expresi genu, tak i ve vysledném dopadu na fenotyp,
byla vénovana studie dalSich autori [138]. Infekcemi a kolonizaci hospitalizovanych
novorozencuU rezistentnimi gramnegativnimi bakteriemi se zabyvali napriklad Cézario a
kolegové, ktefi detekovali mezi 68 bakteriemi, kolonizujicimi novorozence rezistentnimi
k cefalosporinim Ill. generace, celkem 13 AmpC-pozitivnich izolatll. AmpC fenotyp byl
zaznamendn u 9 izolatl Enterobacter spp., 3 Klebsiella spp. a 1 zastupce rodu Serratia.
Genetickd analyza detekujici jednotlivé typy pfislusnych enzymu vsak v citované préci
provedena nebyla [100]. Zastoupeni jednotlivych typd AmpC beta-laktamaz u klinickych
izolatl Klebsiella pneumoniae a Escherichia coli pfinasi jina studie, kterd vsak neni striktné
omezena pouze na novorozence, ale zahrnuje i izolaty od starsSich déti. Ding a kolegové
zaznamenali mezi AmpC produkujicimi bakteriemi vyraznou prevahu enzymu typu DHA-1,
ktery byl detekovan u 69 ze 74 bakterii. Z 64 AmpC-pozitivnich izolatd Klebsiella
pneumoniae byl tento typ nalezen u vSech. Kromé beta-laktamazy typu DHA-1

identifikovali autofi u izolatl Escherichia coli také typ CIT, konkrétné variantu CMY-2 [99].
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Zajimavym zjisténim, které prinesla tato prace, je velmi nizky podil AmpC-
pozitivnich izolatd u hospitalizovanych pacientli ve srovnani s osobami z komunitniho
prostfedi. Zatimco v ramci enterobakterii izolovanych z GIT komunitnich pacientl bylo
identifikovano 10 AmpC-pozitivnich izolatli, produkce AmpC enzymu byla prokazana
pouze u jediného izoldtu ziskaného z GIT hospitalizovanych pacientd. Konkrétné se
jednalo o kmen Klebsiella oxytoca produkujici beta-laktamazu typu DHA. Studie
provedena v roce 2007, detekujici bakterie produkujicich Sirokospektré beta-laktamazy
v GIT komunitnich i hospitalizovanych pacientli, neodhalila mezi nemocni¢nimi izolaty
zaddny AmpC-pozitivni [106]. Dalsi publikované prace zabyvajici se nosi¢stvim bakterii
s produkci beta-laktamaz se Sirokym spektrem ucinku jsou zaméreny jenom na enzymy
typu ESBL, takZe neni mozné srovndvat. Uvést Ize pouze vysledky studii, které sledovaly
prevalenci AmpC-beta-laktamaz u bakterii izolovanych nejen zrektalnich vytérQ, ale i
z dalSiho klinického materidlu hospitalizovanych pacientl. Naptiklad beta-laktamaza
DHA-1 byla nalezena u 1 ze 33 analyzovanych izolat( Klebsiella oxytoca od nemocnicnich
pacientll v Cind. Vedle toho byly vcitované studii analyzovény izolaty Klebsiella
pneumoniae a Escherichia coli, u nichZz byl kromé enzymu DHA-1 zachycen také enzym
CMY-2 [139]. AmpC beta-laktamdzy byly rovnéZz zaznamendny napfiklad u izoldtd
Klebsiella pneumoniae a Escherichia coli ziskanych zklinického materidlu pacientt
hospitalizovanych v nemocnici v Thajsku. Autofi detekovali u téchto bakterii beta-

laktamazy CMY-2, CMY-8 a DHA-1 [140].

Produkce Sirokospektrych beta-laktamaz byla v souvislosti s disertacni praci
sledovdna nejen u bakterii izolovanych z klinického materidlu hospitalizovanych nebo
komunitnich pacient(, ale také u enterobakterii zachycenych v prostredi JIP. Geny kddujici
beta-laktamdzy AmpC byly objeveny u 7 izolatl z prostfedi a ve vSech ptipadech se
jednalo o typ EBC. Ten byl zaznamendan u 3 zastupcl Enterobacter cloacae a 4 izolatl
Klebsiella pneumoniae. Geny kédujici AmpC beta-laktamazy mohou byt u enterobakterii
umistény jednak na chromozomu, ale také na plazmidech. Lokalizace téchto genl
na chromozomu je typicka pro druhy Citrobacter freundii, Escherichia coli, Enterobacter
spp., Providentia stuartii, Morganella morganii, Serratia spp., Yersinia spp., Hafnia alvei a
nékteré dalsi. Velky vyznam ovSem v poslednich letech ziskavaji plazmidové kédované

AmpC beta-laktamazy, které jsou odvozeny z chromozomalnich a které se mohou velmi
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snadno Sifit mezi plvodné AmpC-negativnimi druhy jako naptiklad zastupci Klebsiella spp.
[141]. Detekované AmpC-pozitivni izolaty Klebsiella pneumoniae nesouci geny pro beta-
laktamazy typu EBC z prostiedi JIP FNOL tak predstavuji mozné riziko jednak pro samotné

pacienty, ale také potencialni zdroj pro dalsi Siteni gen( rezistence.

Beta-laktamdzy AmpC byly zaznamenany u 1% bakteridlnich izoldtd ziskanych
z rektalnich vytértd komunitnich pacientli v olomouckém regionu. Detekovany byly AmpC
beta-laktamdzy typu CIT, EBC, DHA, a to u izolatl Citrobacter freundii, Citrobacter
werkmanii, Enterobacter cloacae, Morganella morganii a Escherichia coli. Stejnou
prevalenci (1 %) AmpC-pozitivnich izoldtd enterobakterii v GIT osob v komunitnim
prostiedi popisuje také prace z roku 2007 provedend na stejném uzemi. AmpC enzymy
byly detekovany u izolatl Enterobacter cloacae, Escherichia coli a Citobacter freundii,
konkrétni typy beta-laktamaz vsak autofi neuvadi [106]. Pfitomnost AmpC-pozitivnich
bakteridlnich izoldtd byla popsana rovnéZ v GIT zdravych osob. Hammerum a
spolupracovnici zachytili enzymy CMY-2 a CMY-34 u zdravych armadnich rekrut( v Dansku
[131]. Kaneko a kolegové odhalili u studenta mediciny izolat Escherichia coli s produkci

AmpC enzymu typu CIT. Konkrétné se jednalo o variantu CMY-2 [130].

S bakteridlnimi izolaty produkujicimi AmpC beta-laktamdzy a s jejich nosi¢stvim
souvisi stejna rizika jako s enzymy typu ESBL. Tyto bakterie predstavuji dllezity rezervoar
genu rezistence, které mohou byt pomérné snadno preneseny na dalsi pivodné citlivé
kmeny. Kromé toho jsou infekce vyvolané témito bakteriemi ¢asto komplikovanéjsi, mivaji
Spravna detekce pritomnych beta-laktamdz muazZe byt vpraxi obtiznd zejména
v pfipadech, kdy jsou pfitomny oba typy enzymd ESBL i AmpC soucasné. Nicméné udaje
o rezistenci bakterii k antimikrobialnim pripravkim a znalost pripadné produkce
Sirokospektrych beta-laktamaz predstavuji klicové informace pro realizaci adekvatni

antibiotické politiky.
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5.5 Stanoveni identity/podobnosti bakterialnich izolatd s produkci

Sirokospektrych beta-laktamaz

Sledovani pfibuznosti jednotlivych bakteridlnich izolatd a odhaleni jejich pfipadné
identity prinasi dllezita data, kterd jsou vyznamnym podkladem pro odhaleni mozného
klondlniho Sifeni. Tato znalost je duleZitd obzvlast pro posouzeni epidemiologie
nozokomidlnich nakaz a bakteridlni rezistence. Rozliseni infekce endogenniho charakteru
od infekce vyvolané kmenem pochazejicim z prostfedi umoznuje zvolit vhodnou strategii
a ucinna opatreni pro jejich kontrolu. Stanoveni identity/podobnosti bakteriadlnich kment
mUzZe prispét knalezeni zdroje téchto organism(, rozpoznani ,infekénich“ kmen
od ,neinfekénich” nebo odliSeni nové infekce od relapsu. Existuje nékolik metod, jez
umoznuji typizovat bakterie. Klasické postupy zaloZzené zejména na fenotypovych
vlastnostech mikroorganismu, ke kterym patfi napfiklad sérotypizace a fagotypizace, jsou
v posledni dobé nahrazovany molekularnimi metodami zaloZzenymi na analyze bakterialni
DNA jako je ribotypizace, analyza plazmidd, metody vyuzZivajici PCR nebo pulzni gelova
elektroforéza (PFGE) [142]. Velkou vyhodou novych postupl ve srovnani s tradi¢nimi
metodami je jejich mozné vyuzZiti pro analyzu mnohem SirSiho spektra bakteridlnich
patogenu. Tuto podminku spliuje i PFGE, kterd byla vyuZita pro typizaci analyzovanych

bakterialnich izolatd, cozZ byl jeden z dil¢ich cild disertacni prace.

5.5.1 Bakterie produkujici Sirokospektré beta-laktamazy zklinického materialu

novorozencu

Stanoveni identity/podobnosti ESBL-pozitivnich bakterii izolovanych z klinického
materialu novorozencl hospitalizovanych na neonatologickém oddéleni FNOL odhalilo
nékolik izolath se shodnym restrikénim profilem. Z 32 analyzovanych izolatl bylo
16 (50 %) jedinecnych. Zbyvajici polovina pak byla rozdélena do nékolika vétSinou méné
pocetnych skupin (dvojice, trojice), ale detekovana byla také skupina sedmi identickych
izolatll. Shodné izolaty byly nalezeny v ramci druhu Klebsiella pneumoniae i mezi zastupci
Escherichia coli. Vzhledem ktomu, Ze identické izolaty byly ziskany od rdznych
novorozencu, lze predpokladat klonalni Sifeni. ZpUsob, jakym doslo k prenosu téchto
kmenl mezi jednotlivymi pacienty, zkouman nebyl. Vysledky jinych studii ovsem
naznacuji, Zze velky podil na sifeni téchto kmenl ma osetfujici personal [143]. Cohen a
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kolegové uvadi, Zze kazdy novorozenec nebo jeho bezprostfedni okoli je vystaveno 78
dotyk(m zdravotnického personalu béhem dvandcti hodinové smény [144]. Molekularné-
epidemiologicka studie zamérend na gramnegativni bakterie byla provedena napfiklad
na dvou neonatologickych JIP v New Yorku. Autofi porovnali izolaty z klinického materialu
novorozencu i bakterie izolované z rukou oSetfujiciho personalu. Vice nez polovina infekci
(58 %) byla vyvolana jedineénym kmenem. Témér tretina (31 %) infekci byla spojena
s bakteridlnim klonem. Kromé toho ovSem bylo nalezeno 9 % kmenl, které byly izolovany
z klinického materidlu novorozencli a zaroven zrukou zdravotnich sester. Mezi témito
kmeny byly ¢astéji zastoupeny izolaty Klebsiella pneumoniae a Serratia marcescens [145].
Pfenos bakterialniho kmene mezi novorozenci na neonatologické JIP spojeny s oSetfujicim
persondlem byl zaznamenan také ve Svycarsku. Jednalo se o ESBL-pozitivni kmen
Escherichia coli, ktery byl snejvétsi pravdépodobnosti v pribéhu porodu prenesen
z matky na narozena dvojcata. Stejny kmen byl ovSsem nasledné identifikovan také
u dalsich dvou novorozencl hospitalizovanych na stejném oddéleni a jedné osoby z fad
zdravotnikl [146]. Klonalni Sifeni ESBL-pozitivniho kmene Klebsiella pneumoniae
na novorozenecké JIP v souvislosti s oSetfujicim persondlem uvadi také Gupta a kolegové

[147].

5.5.2 Bakterie produkujici Sirokospektré beta-laktamazy v gastrointestindlnim traktu

hospitalizovanych osob

Identita/podobnost izolatd byla analyzovdna rovnéZz u ESBL-pozitivnich
enterobakterii z GIT hospitalizovanych pacient(l. Zatimco vSechny identifikované kmeny
Escherichia coli byly geneticky jedinec¢né, vramci druhu Klebsiella pneumoniae bylo
nalezeno nékolik identickych izolath. Tyto klony byly zachyceny zejména u pacient(
hospitalizovanych na Détské klinice FNOL. Zachyt identickych kmen( Klebsiella
pneumoniae by mohl souviset s vyssi odolnosti tohoto bakteridlniho druhu, ktery je
schopen prezivat v prostfedi i nékolik mésicd [118]. Studie zaméfend na pfitomnost
gramnegativnich bakterii na rukou nemocnic¢niho personalu i kontrolni skupiny osob
ukazala vysoké zastoupeni izolatl Acinetobacter spp. (45 %) a zastupcu Klebsiella spp. a
Enterobacter spp. (39 %) [148]. Guet-Revillet a kolegové sledovali kontaminaci ploch

ESBL-pozitivnimi bakteriemi v tésné blizkosti pacientl a zjistili, Ze tato kontaminace je
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mnohem castéjsi v okoli pacientl kolonizovanych nebo infikovanych ESBL-pozitivnimi
kmeny Klebsiella pneumoniae ve srovnani s pacienty s ESBL-pozitivnimi kmeny Escherichia
coli. Z 18 ESBL-produkujicich izolatl enterobakterii izolovanych ze 470 vzork( z prostredi
patfila vétsina (15/18) pravé k druhu Klebsiella pneumoniae. Bakterie Escherichia coli byla
identifikovdna pouze ve dvou pfipadech a v jednom vzorku byl nalezen izolat Citrobacter
freundii [123]. Uvedené skutecCnosti - dlouhodobé prezivani v prostrfedi, kontaminace
ploch, pfitomnost na rukou oSetfujictho persondlu, pak mohou zvySovat

pravdépodobnost prenosu téchto kmend mezi pacienty.

5.5.3 Bakterie s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz v nemocni¢nim prostredi

Porovnani restrikénich fragmentl celogenomové DNA a posouzeni podobnosti
bylo provedeno také u ESBL- a AmpC-pozitivnich izolatl ziskanych z prostredi dvou JIP
FNOL. Do srovnani byly navic zarazeny bakterie produkujici Sirokospektré beta-laktamazy
izolované od pacient( hospitalizovanych ve stejné dobé na téchto oddélenich. Identické
izolaty byly objeveny mezi zastupci Klebsiella pneumoniae i Enterobacter cloacae a
u obou druhll byly tyto kmeny izolovany ze stér(i z prostredi. Shoda mezi bakteriemi
ziskanymi ze stér(i z povrchi a izolaty od pacientl nebyla zaznamenana. Pfenos mezi
personalem a prostifedim, ani pfenos mezi oddélenim KARIM a IPCHO nebyl prokazan a
lze tak predpokladat, Ze hygienicko-epidemiologicka opatfeni aplikovanda na téchto
oddélenich jsou adekvatni. Zachyt vysokého podilu rezistentnich izolatl z prostredi ovsem
predstavuje pro pacienty riziko. Vyskyt mikroorganism( na fadé umeélych povrchi
v prostfedi jednotek intenzivni péce dokladaji dalsi prace [149, 150]. Navic bylo
prokazano, Ze bakterie jsou schopny v tomto prostiedi dlouhodobé prezivat, coz vyrazné
usnadnuje jejich Sifeni [151, 152]. U zdravotnického persondlu v ramci dvou sledovanych
JIP FNOL nebyly ESBL- a AmpC-pozitivni izolaty enterobakterii ve sledovaném obdobi
detekovany. Vzhledem ktomu, Ze ruce oSetfujiciho persondlu byvaji v pribéhu péce
o pacienty ¢asto kontaminovany [153], muzZe byt vySe popsana skutecnost (nepfitomnost
ESBL- a AmpC-pozitivni izolatl u zdravotnického personalu) jednim z faktor(, ktery prispél
k tomu, Ze v daném obdobi nedoslo k prenosu sledovanych bakterii mezi prostfedim a

pacienty.
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5.6 Stanoveni vyskytu PMQR geni u ESBL-pozitivnich izolata Klebsiella

pneumoniae

Nardstajici pocet rezistentnich bakterialnich izolatd v dnesni dobé vyznamné
snizuje spolehlivost a ucinnost celé fady casto pouzivanych antimikrobidlnich latek. K tém
patfi vedle pocetné skupiny beta-laktamovych antibiotik také chinolonova
chemoterapeutika. Stale castéji jsou navic popisovany bakteridlni izolaty rezistentni
k obéma jmenovanym skupindm léciv. Velkou ulohu vtom sehrava umisténi gen(
kodujicich rezistenci na plasmidech, coZz vyznamné usnadiuje jejich prenos mezi
bakteriemi. Existuje fada praci, které popisuji spolecny zachyt genl pro Sirokospektré
beta-laktamdzy spolecné s geny gnr, jez se podili na rezistenci bakterii k chinoloniim [55-
63].

Mezi 100 analyzovanymi ESBL-pozitivnimi zastupci Klebsiella pneumoniae
izolovanymi od pacient( hospitalizovanych ve FNOL v letech 2008 az 2011 byly geny gnr
zachyceny u 56 izolat(l. Detekovdna byla pouze varianta gnrB. Ziskané vysledky je mozné
porovndvat s Udaji z jinych zemi. Casty vyskyt gnr gend u ESBL- a AmpC-pozitivnich izolatd
Klebsiella pneumoniae uvadi napfriklad korejska studie. Autofi zachytili mezi 158 ESBL- a
AmpC-pozitivnimi klinickymi izolaty Klebsiella pneumoniae 4 % s genem gnrA a 40%
izoldtd nesoucich geny gnrB [59]. Zastoupeni gnr gen( u ESBL-pozitivnich enterobakterii
bylo sledovano rovnéz v Itdlii, kde bylo mezi enterobakteridlnimi izolaty rezistentnimi
k ciprofloxacinu nebo produkujicimi enzym ESBL identifikovdano 17 % bakterii nesoucich
néktery z genud gnr. Podil gnr-pozitivnich izolatl dosahl u druhu Klebsiella pneumoniae
dokonce 68 %. V naprosté vétsiné pripadl (31/32) byla detekovana varianta gnrB19,
pouze jediny izolat nesl gen gnrA1 [61]. Opacny vysledek uvadi studie provedena v USA,
kde byla u izolatl Klebsiella pneumoniae rezistentnich k ceftazidimu castéji zastoupena
varianta gnrA (14 %) nez gnrB (6 %) [154]. Qnr geny byly zaznamenany rovnéz u ESBL- a
AmpC-pozitivnich izolatli Klebsiella pneumoniae od détskych pacientd v Ciné. Autofi
detekovali vyskyt genu gnr u vice nez 22 % analyzovanych izolatd, pricemz nejcastéji byla
zachycena varianta gnrS [57]. Nizsi prevalenci gnr gend u ESBL-pozitivnich izolatd
Klebsiella pneumoniae uvadi studie provedena ve Svédsku. Analyza ESBL-pozitivnich
enterobakterii ziskanych z klinického materidlu pacientl mezi roky 2001 az 2008 odhalila
celkem 4 % gnr-pozitivnich izolatl. U druhu Klebsiella pneumonie byla zaznamenana
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prevalence gnr gen(i o néco vyssi, a to 16 %. Zachyceny byly varianty gnrB1, qnrB2 a qnrS1
[60].

Nedavno publikované prace rovnéZ naznacuji, Ze urcité varianty genud spojenych
s rezistenci k chinolondm/fluorochinoloniim se casto vyskytuji spole¢né s konkrétnimi
variantami gen( koédujicich Sirokospektré beta-laktamazy. Napftiklad gen gnrB byl
detekovan u 22 % (10/45) kmen( Klebsiella pneumoniae s produkci enzymu SHV-12 a
u 100 % (54/54) kmen( produkujicich beta-laktamazu DHA-1 [59]. Jeong a kolegové
zaznamenali u gnrB4-pozitivnich izolatd geny pro enzymy DHA-1, SHV-12 a CTX-M-3 [55].
V' ramci qgnrB-pozitivnich izolatl Klebsiella pneumoniae ziskanych od pacient
hospitalizovanych ve FNOL byl s vyjimkou jediného izoldtu u vSech ostatnich detekovan
gen blacrxm-1iike- VEtSina (43/55) ztéchto izolatl méla soucasné gen kddujici beta-
laktamazu typu TEM. Vice neZ polovina ze 100 analyzovanych zastupcl Klebsiella
pneumoniae nesla plazmid zarazeny do inkompatibilni skupiny IncFll. U bakterii patficich
do Celedi Enterobacteriaceae byl v souvislosti s timto typem plazmidu pozorovan prenos
genU blacrxm-1s, blatem.1 nebo gnrB4 [155]. Plazmidy IncF jsou u enterobakterii znacné
rozsifeny a jsou spojeny nejenom s Sifenim gen kédujicich Sirokospektré beta-laktamazy,
ale i dalSich gend rezistence jako napfiklad aac(6°)-Ib-cr, gnr, gepA, armA nebo rmt [156].
U izolatl Klebsiella pneumoniae z FNOL konjugacni experimenty jednoznacné prokazujici
prenos detekovanych gent na téchto plazmidech prozatim provedeny nebyly a stanou se
tématem dalsiho vyzkumu.

Porovnani idenity/podobnosti ESBL-pozitivnich izolatd Klebsiella pneumoniae
ziskanych od pacientd hospitalizovanych ve FNOL prostfednictvim PFGE odhalilo
65 kmenu s jedineCnym restrikénim profilem. Vedle toho bylo nalezeno nékolik zcela
identickych izolatl pochazejicich od rlznych pacientll a tento fakt opét zd(razriuje
klicovou ulohu hygienicko-epidemiologickych opatfeni pro prevenci siteni téchto kmend.

Vysledky testovani citlivosti k antibiotikim odhalily u ESBL-pozitivnich izolatd
Klebsiella pneumoniae z FNOL vysokou miru rezistence nejenom k beta-laktamovym
antibiotikim, ale soucasné napfiklad k aminoglykosidim nebo fluorochinolonim.
Mnozstvi antimikrobialnich ptipravk(l, které jsou pouzitelné pro Ié¢bu infekci vyvolanych
témito kmeny se tak vyrazné redukuje.

Klinicky vyznam gnr genl neni doposud zcela jednoznacné objasnén. Tyto geny

byly detekovany jak u bakterii k chinoloniim rezistentnich, tak i u izolatd citlivych.
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Pfedpoklada se, Ze usnadiuji prezivani bakterie v pfitomnosti nizsich koncentraci téchto
antimikrobidlnich latek, ¢imz se zvySuje selekéni tlak a pravdépodobnost vzniku a udrzeni
chromozomalnich mutaci DNA gyrdzy a DNA topoizomerazy IV, které jsou spojené
s uplnou rezistenci. Pfitomnost gnr genl na mobilnich genetickych elementech navic
pfispiva k jejich snadnému Sifeni spolecné sdalSimi geny rezistence, které jsou

na plazmidech také pfritomny.
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6 ZAVERY

Na zakladé vysledkl prace provedené v ramci doktorského studijniho programu a
zamérené na identifikaci a typizaci bakterii s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz je

mozné uvést nasledujici zavéry:

1. Byly analyzovany ESBL-a AmpC-pozitivni bakterie celedi Enterobacteriaceae

izolované z klinického materialu nékolika skupin hospitalizovanych pacient(.

a) Prevalence ESBL-pozitivnich izolatd enterobakterii ziskanych od pacientl
hospitalizovanych ve trech zdravotnickych zafizenich (Fakultni nemocnice Olomouc
[FNOL], Fakultni nemocnice Ostrava a Krajskd nemocnice T. Bati ve Zliné) se
ve sledovaném obdobi roku 2009 pohybovala kolem 7 %. Nejcastéji byly mezi ESBL-
pozitivnimi izoldty zastoupeny druhy Klebsiella pneumoniae (9,8-24,5 %), Klebsiella

oxytoca (1,3-11,4 %) a Escherichia coli (2,5-8,3 %).

b) V obdobi od 1. 4. 2008 do 1. 4. 2010 dosahla prevalence ESBL- a AmpC-pozitivnich
enterobakterii od pacientd z Novorozeneckého oddéleni FNOL 3,6 % resp. 1,1 %.
Mezi ESBL-produkujicimi izolaty byl nejcastéji identifikovan druh Escherichia coli
(43,6 %). AmpC-pozitivni enterobakterie patfily zejména k druhiim Enterobacter spp.

(35,3 %) a Escherichia coli (35,3 %).

c) V gastrointestinalnim traktu (GIT) osob hospitalizovanych ve FNOL byla v pribéhu
dvou meésicl roku 2010 zaznamenana 8,2% prevalence bakterii produkujicich beta-
laktamazy typu ESBL a 0,3% prevalence bakterii s produkci enzymu AmpC. Vétsina
(19/31) ESBL-pozitivnich izolatl naleZela k druhu Klebsiella pneumoniae. V ptipadé

jediného AmpC izolatu se jednalo o kmen Klebsiella oxytoca.

2. V prostiedi jednotek intenzivni péce KARIM a IPCHO ve FNOL byly béhem dvou
mésicl roku 2010 identifikovdany 4 ESBL-pozitivni izolaty (2 izolaty Klebsiella
pneumoniae, 2 Klebsiella oxytoca) a 7 AmpC-produkujicich enterobakterii (4 Klebsiella
pneumoniae a 3 Enterobacter cloacae). Tyto izolaty byly ve vSech ptipadech zachyceny
ze stérl z povrchi. Pfitomnost bakterii produkujicich Sirokospektré beta-laktamazy
ve vzduchu ani u oSetfujiciho zdravotnického persondlu ve sledovaném obdobi

zaznamendna nebyla.
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3. Prevalence ESBL- a AmpC-pozitivnich bakterii v GIT komunitnich pacientl dosahla
hodnot 3,2% resp. 1,1%. VétSinu identifikovanych ESBL-produkujicich izolata
predstavovali zdastupci druhu Escherichia coli (89,7 %). Mezi AmpC-pozitivnimi

bakteriemi byly ¢astéjsi izolaty Escherichia coli (30,0 %) a Citrobacter freundii (30,0 %).

4. Vysledky genetické analyzy zamérené na detekci beta-laktamaz ESBL a AmpC lze

shrnout nasledujicimi body:

a) Nejcastéji detekovanou beta-laktamdazou ESBL byl u izolatl z klinického materialu
novorozencl hospitalizovanych ve FNOL typ CTX-M. Vétsina (28/29)
ESBL-pozitivnich izolatd z GIT hospitalizovanych osob nesla gen ze skupiny CTX-M-1.
Tento typ byl zachycen rovnéZ u vsech izolatl z nemocni¢niho prostredi. V rdmci
ESBL-produkujicich izolatl z GIT komunitnich pacientd byl u poloviny znich
identifikovdn gen pro enzym ze skupiny CTX-M-1 a u druhé poloviny gen pro enzym

ze skupiny CTX-M-9.

b) Multiplex PCR odhalila u AmpC-pozitivnich izoldtd z klinického materialu
novorozencul hospitalizovanych ve FNOL typy EBC, CIT, DHA a MOX. Vedle toho byl
detekovan  kmen  Escherichia  coli s mutacemi vpromotorové oblasti
chromozomadlniho genu ampC, které jsou zodpovédné za jeho nadprodukci. U AmpC-
produkujiciho izoldtu Klebsiella oxytoca zklinického materialu nemocniéniho
pacienta byla detekovana beta-laktamaza typu DHA. U vSech izolatl z prostredi byl
identifikovan gen pro enzym typu EBC. V GIT osob z komunitniho prostredi byly
zachyceny AmpC-pozitivni izolaty produkujici beta-laktamazy typu CIT, DHA a EBC.

5. Stanoveni identity/podobnosti bakterialnich izolatl s produkci Sirokospektrych beta-
laktamaz pomoci PFGE detekovalo nékolik zcela identickych izolath Klebsiella
pneumoniae a Escherichia coli u nékolika rdznych pacientll na novorozeneckém
oddéleni FNOL a potvrdilo tak Sifeni téchto rezistentnich izolatl mezi pacienty.
U kmen( Klebsiella pneumoniae z GIT hospitalizovanych pacient( byly identické izolaty
detekovany i u pacientll z rGznych oddéleni. Identické izolaty Klebsiella pneumoniae a
Enterobacter cloacae byly zachyceny také ve stérech z nemocnicniho prostiedi. Pfenos
izolatll z prostfedi na pacienty ani prostfednictvim oSetfujiciho personalu zaznamenan

nebyl.
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6. Geny gnrB byly zaznamendny u 56 % ESBL-pozitivnich izolatl Klebsiella pneumoniae
ziskanych od pacientl hospitalizovanych ve FNOL v letech 2008 az 2011. Soucasny
vyskyt genu gnrB s genem kddujicim beta-laktamazu CTX-M byl pozorovan u 55 z 56
izolatll. Nejcastéji detekovanym typem plazmidu byl u této skupiny izolatl plazmid

patfici do inkompatibilni skupiny IncFll.
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7 SOUHRN

Nové poznatky, objevy a také vyrazny rozvoj moderni techniky ddva soucasné
mediciné Siroké moZnosti, které umoznuji zachranit fadu pacientl. Nicméné mnoZstvi
diagnostickych a terapeutickych postupl, zejména v oblasti intenzivni péce, s sebou
prindsi také zvySené riziko rozvoje bakteriadlnich infekci, a to jak klasickych exogennich
nozokomidlnich nakaz, tak rovnéz endogennich infekci vychazejicich z pfirozené
mikrofléry. Bakterie tvofi neoddélitelnou soucast lidského Zivota a bakteridlni infekce
provazeji lidstvo od jeho pocatkd. Objev penicilinu v roce 1928 a jeho zavedeni do klinické
praxe pfed 70 lety znamenalo obrovsky prelom v pohledu a pfistupu k infekénim
onemocnénim. Rada dal3ich antimikrobidlnich latek, které byly uvedeny do praxe
po penicilinu, ddvala nadéji, Ze se bakteridlni infekce stanou minulosti. NeuvaZzena
aplikace antibiotik vSak vyrazné prispéla a urychlila rozvoj bakterialni rezistence a dnes
jsme postaveni pred velky problém multirezistentnich kmena.

Otdzka rezistence bakterii k antimikrobidlnim pfipravkidm neni pouze zéleZitosti
mikrobiologli a mikrobiologickych laboratofi, ale md zcela zasadni klinicky i ekonomicky
dopad. Infekce vyvolané rezistentnimi bakteriemi jsou velmi ¢asto spojeny s vysokou
pravdépodobnosti mozného selhani antibiotické terapie a s tim souvisejicim vysSim
rizikem komplikaci, prodlouzenim doby hospitalizace, snutnosti vyuZiti drazsSich
antimikrobialnich pripravkl a v neposledni radé se zvySenou mortalitou pacientd.

Velmi duleZitou a pocetnou skupinu antimikrobidlnich latek predstavuji beta-
laktamova antibiotika (peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a karbapenemy).
Rezistence ktémto latkdm je vramci Celedi Enterobacteriaceae zaloZena predevsim
na produkci enzym( (tzv. beta-laktamdz), které jsou schopny rozstépit beta-laktamovy
kruh antibiotika, coz vede k jeho inaktivaci. Velice aktualni je v souvislosti s timto typem
rezistence existence tzv. Sirokospektrych beta-laktamaz, predevsim ESBL a AmpC, jejichz
pocet neustdle roste a jez jsou schopny vytradit nejenom zdakladni peniciliny s dzkym
spektrem ucinku, ale dokazou inaktivovat rovnéz cefalosporiny lll. a IV. generace. Vedle
toho, Ze se zvySuje mnoizstvi popsanych variant enzym0 ESBL a AmpC, roste také pocet
bakteridlnich izolatd s timto typem rezistence. V¢asnd a spolehlivd detekce etiologického
agens, spolu se stanovenim citlivosti, je zdsadni informaci pro nasazeni ucinné

antibiotické terapie. Vzhledem ktomu, Ze beta-laktamovd antibiotika patfi mezi
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nejpouzivanéjsi antimikrobidlni pripravky, predstavuje znalost mistni epidemiologické
situace velice vyznamnou informaci pro zahdjeni inicidlni antibiotické 1écby obzvlast
v pfipadech, kdy neni mozné cekat na vysledky mikrobiologického vysetfeni.

Prvni ¢ast disertacni prace byla vénovana prevalenci enterobakterii produkujicich
Sirokospektré beta-laktamazy ve trech velkych moravskych nemocnicich (Fakultni
nemocnici Olomouc [FNOL], Fakultni nemocnici Ostrava a Krajské nemocnici T. Bati
ve ZIing), které pokryvaji spadovou oblast s téméF 2,5 miliony obyvatel. Cetnost ESBL-
pozitivnich izolatl enterobakterii se ve sledovaném obdobi roku 2009 pohybovala kolem
7 %. Mezi ESBL-pozitivnimi izolaty byly nejcastéji detekovany druhy Klebsiella pneumoniae
(9,8-24,5 %), Klebsiella oxytoca (1,3-11,4 %) a Escherichia coli (2,5-8,3 %). Prevalence
ESBL- a AmpC-pozitivnich enterobakterii od pacientl z Novorozeneckého oddéleni FNOL
v letech 2008 a7 2010 dosahla 3,6 % resp. 1,1 %. V ramci ESBL-produkujicich izolatl byl
nejcastéji identifikovan druh Escherichia coli (43,6 %). AmpC-pozitivni enterobakterie
patfily zejména k druhim Enterobacter spp. (35,3 %) a Escherichia coli (35,3 %). Analyza
enterobakterii izolovanych z gastrointestindlniho traktu (GIT) osob hospitalizovanych
ve FNOL odhalila béhem dvou mésich roku 2010 8,2 % prevalenci bakterii produkujicich
beta-laktamazy typu ESBL a 0,3 % prevalenci bakterii s produkci enzymu AmpC. Vétsina
(19/31) ESBL-pozitivnich izolatl patfila k druhu Klebsiella pneumoniae. V ptipadé jediného
AmpC-pozitivniho izolatu se jednalo o kmen Klebsiella oxytoca.

ESBL- a AmpC-produkujici izolaty byly rovnéz prokazany v prostfedi dvou jednotek
intenzivni péce FNOL. Identifikovany byly 4 ESBL-pozitivni izolaty (2 izolaty Klebsiella
pneumoniae, 2 Klebsiella oxytoca) a 7 AmpC-pozitivnich enterobakterii (4 Klebsiella
pneumoniae a 3 Enterobacter cloacae). VSechny izolaty produkujici Sirokospektré beta-
laktamazy byly ziskany ze stérQ z povrchd. Vyskyt téchto bakterii ve vzduchu ani
u oSettujiciho zdravotnického persondlu nebyl ve sledovaném obdobi zachycen.

Zaznamenana prevalence ESBL- a  AmpC-pozitivnich  izolatd  celedi
Enterobacteriaceae v GIT komunitnich pacientd dosahla hodnot 3,2 % resp. 1,1 %. Vétsinu
mezi identifikovanymi ESBL-produkujicimi izolaty tvofili zastupci druhu Escherichia coli
(89,7 %). V rdmci AmpC-pozitivnich bakterii byly ¢astéjsi izolaty Escherichia coli (30,0 %) a
Citrobacter freundii (30,0 %).

DalSim cilem predloZené disertacni prace byla blizSi charakteristika detekovanych

beta-laktamaz ESBL a AmpC. U izolatd zklinického materidlu novorozencl
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hospitalizovanych ve FNOL byla nejcastéji detekovana ESBL beta-laktamdza typu CTX-M.
U vétsiny (28/29) ESBL-produkujicich izolatl z GIT hospitalizovanych osob byl
identifikovdn gen pro beta-laktamdazu ze skupiny CTX-M-1. Enzym CTX-M-1-like byl
zaznamenan u vSech 4 izolatll z nemocnic¢niho prostredi. Polovina ESBL-pozitivnich izolatd
z GIT komunitnich pacientll nesla gen pro enzym ze skupiny CTX-M-1, druhd polovina gen
pro enzym ze skupiny CTX-M-9. Beta-laktamazy identifikované u AmpC-pozitivnich izolat
z klinického materidlu novorozencl hospitalizovanych ve FNOL patfily k typtim EBC, CIT,
DHA a MOX. Soucasné byl zachycen kmen Escherichia coli s mutacemi v promotorové
oblasti chromozomalniho genu ampC, jez jsou spojené s nadprodukci AmpC enzymu.
AmpC-produkujici izolat Klebsiella oxytoca z klinického materidlu nemocni¢niho pacienta
nesl gen pro beta-laktamazu DHA. Mezi AmpC-pozitivnimi izolaty z prosttedi byl ve vSech
pfipadech identifikovan gen pro enzym typu EBC. V GIT osob z komunitniho prostfedi byly
zachyceny AmpC-pozitivni izolaty produkujici beta-laktamazy typu CIT, DHA a EBC.

PFGE odhalila nékolik zcela identickych izolatl Klebsiella pneumoniae a Escherichia
coli u nékolika rdznych pacientll na Novorozeneckém oddéleni FNOL a zachytila Sifeni
téchto rezistentnich izolatli mezi pacienty. Mezi kmeny Klebsiella pneumoniae z GIT
hospitalizovanych pacientt byly identické izolaty detekovany i u pacientl z rdznych klinik
FNOL. Identické izolaty Klebsiella pneumoniae a Enterobacter cloacae byly nalezeny také
ve stérech znemocni¢niho prostredi. Prenos izolatll z prostfedi na pacienty ani
prostiednictvim oSetfujiciho personalu prokazan nebyl.

Dil¢im vysledkem predloZené prace byla pocatecni analyza bakterii produkujicich
Sirokospektré beta-laktamdazy sohledem na dalSi geny rezistence. Mezi 100 ESBL-
pozitivnimi izolaty Klebsiella pneumoniae ziskanymi od pacientd hospitalizovanych
ve FNOL v letech 2008 aZz 2011 byl u 56 detekovan gen gnrB. U 98 % gnrB-pozitivnich
izolatd byl identifikovdn gen pro beta-laktamdzu typu CTX-M. Nejcastéji byl u této skupiny

izolatli zaznamenan plazmid patfici do inkompatibilni skupiny IncFll.
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8 SUMMARY

New discoveries, knowledge and great progress of modern technologies represent
today a powerful tool for saving many patient lives. However, many diagnostical and
therapeutical procedures especially used in intensive care are associated with higher risk
of development of bacterial infection either with exogenous nosocomial infection or with
endogenous infection caused by natural bacterial microflora. Bacteria are an inseparable
part of human life and bacterial infections accompany humankind from its beginning.
The discovery of penicillin in 1928 and its introduction into the clinical practice 70 years
ago has represented a huge turn in perspective and attitude to infections. Many other
antimicrobial agents, which were introduced to practice after discovery of penicillin, have
raised hopes of bacterial infections end. But the inappropriate application of antibiotics
has contributed and accelerated the development of bacterial resistance so today we are
confronted with the big problem of multiresistant strains.

The issue of bacterial resistance to antimicrobials agent is not associated only with
microbiologist and microbiology laboratories, but there is a substantial clinical and
economic impact. The infections caused by resistant bacteria are often associated with
big probability of antibiotic treatment failure, high risk of complications, extension of
length of hospital stay, application of more expensive antimicrobial agents and last but
not least with higher mortality of patients.

The beta-lactam antibiotics (penicillins, cephalosporins, monobactams,
carbapenems) represent a very important and large group of antimicrobial agents.
In members of Enterobacteriaceae family production of enzymes called beta-lactamases,
that are able to cleave antibiotic’s beta-lactam ring, represents the most important
mechanism of inactivation of these antibiotics. Broad spectrum beta-lactamases
especially ESBL and AmpC which number have been rising are able to inactivate not only
penicillins with narrow spectrum but also cephalosporins of 3" and 4™ generation. Today
there are many variants of ESBL and AmpC enzymes and the numbers of bacterial isolates
with this type of resistance have been increasing, too. Early and reliable detection of
etiological agent along with determining of its antibiotic susceptibility is essential for
choice of effective treatment. With regard to frequent use of beta-lactam antibiotics

awareness of local epidemiology situation is very useful information for initiation of
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antibiotic therapy especially in cases when it is not possible to wait for results of
microbiological examination.

The first part of this thesis was the analysis of the Enterobacteriaceae with the
production of broad spectrum beta-lactamases in three large hospitals in Moravia
(University Hospital Olomouc, University Hospital Ostrava and Regional Bata Hospital
in Zlin) with catchment area of nearly 2.5 millions inhabitants. During the study period
in 2009, the frequency of ESBL-positive enterobacterial isolates was about 7%. The most
prevalent species of ESBL-producing isolates were Klebsiella pneumoniae (9.8-24.5%),
Klebsiella oxytoca (1.3-11.4%) and Escherichia coli (2.5-8.3%). The prevalence of ESBL- and
AmpC-positive enterobacteria isolated from infants hospitalized at the Department of
Neonatology, University Hospital Olomouc since 2008 to 2010 was found to be 3.6% and
1.1%, respectively. Escherichia coli were the most frequently identified species among
ESBL-producing isolates (43.6%). AmpC-positive enterobacteria belonged mainly to
Enterobacter spp. (35.3%) and Escherichia coli (35.3%). The analysis of enterobacteria
from gastrointestinal tract (GIT) of patients hospitalized in University Hospital Olomouc
during two month in 2010 revealed 8.2% prevalence of ESBL-producing bacteria and 0.3%
prevalence of bacteria with production of AmpC enzyme. Majority (19/31) of ESBL-
positive isolates belonged to Klebsiella pneumoniae species. The only AmpC-positive
isolate was the strain of Klebsiella oxytoca species.

There were also found ESBL- and AmpC-producing isolates in the environment of
two intensive care units of University Hospital Olomouc. There were identified 4 ESBL-
positive isolates (2 Klebsiella pneumoniae, 2 Klebsiella oxytoca) and 7 AmpC-positive
enterobacteria (4 Klebsiella pneumoniae and 3 Enterobacter cloacae). All isolates with
production of broad spectrum beta-lactamases were only found among isolates from the
hospital surfaces. The occurrence of these bacteria in the air or in health care workers
was not detected.

The prevalence of ESBL- and AmpC-positive Enterobacteriaceae in GIT of
community patients was found to be 3.2% and 1.1%, respectively. The majority (89.7%) of
identified ESBL-producing isolates were the members of Escherichia coli species.
Escherichia coli isolates and Citrobacter freundii isolates were the most frequent within

the AmpC-positive bacteria (30.0% and 30.0%, respectively).
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The next aim of this work was the characterization of ESBL and AmpC beta-
lactamases that were detected. Among the isolates from neonates hospitalized in
University Hospital Olomouc the CTX-M type ESBL beta-lactamase was detected the most
frequently. The gene encoding beta-lactamase from group CTX-M-1 was identified in the
most cases (28/29) of ESBL-producing isolates from GIT of hospitalized patients. The
enzymes CTX-M-1-like were detected in all 4 isolates from hospital environment. One half
of ESBL-positive isolates from GIT of community patients carried the gene for enzyme
CTX-M-1-like, the second half the gene for enzyme CTX-M-9-like. Beta-lactamases
identified in AmpC-positive isolates from clinical material of neonates hospitalized in
University Hospital Olomouc belonged to EBC, CIT, DHA and MOX types. There was also
detected the strain of Escherichia coli with mutations in promoter region of chromosomal
ampC gene, which were responsible for hyperproduction of corresponding enzyme.
AmpC-producing isolate of Klebsiella oxytoca from clinical material of hospitalized patient
carried the gene for DHA beta-lactamase. Among AmpC-positive isolates from hospital
environment the gene for EBC enzyme was identified in all cases. AmpC-positive isolates
producing CIT, DHA and EBC beta-lactamases were detected in GIT of community
patients.

PFGE identified several identical isolates of Klebsiella pneumoniae and Escherichia
coli among different infants hospitalized at the Department of Neonatology University
Hospital Olomouc and reveal a small clonal spread of these strains. Among Klebsiella
pneumoniae isolates from GIT of hospitalized patients there were identified identical
isolates not only in different patients in the same ward but also in different wards of
University Hospital Olomouc. Identical isolates of Klebsiella pneumoniae and Enterobacter
cloacae were found among isolates from the surface swabs of hospital environment. No
similarity was found neither between environmental isolates and strains isolated from
patients, nor between isolates from patients and from health care workers over the study
period.

The constituent result of this work was the initial analysis of bacteria producing
broad spectrum beta-lactamases with respect to other resistance genes. The gene gnrB
was detected in 56 from 100 ESBL-positive isolates of Klebsiella pneumoniae from

patients hospitalized in University Hospital Olomouc since 2008 to 2011. The genes for
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CTX-M type beta-lactamase were identified in 98% of gnrB-positive isolates. The most

frequently detected plasmids belonged to IncFll incompatibility group.
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12 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAC(6°)-1b

enzym aminoglykosidacetyltransferaza

AAC(6°)-Ib-cr varianta enzymu aminoglykosidacetyltransferazy spojena s rezistenci

ACC
ACG,T
AmpC

ampC
ampD
ampG
ampR

bla

bp
CH;COOH
CH5COOK
CIT

cMmY
CTX-M

D-Ala
DDST
DHA

DK

DNA
dNTP’s
EARS-Net
EBC
EDTA
ESBL

FNOL
FOX

k chinolonovym antibiotikim
skupina AmpC beta-laktamaz
zkratky nukleovych bazi (adenin, cytosin, guanin, tymin)

skupina beta-laktamaz se Sirokym spektrem ucinku (molekuldrni tfida C
podle Amblera)

gen kodujici beta-laktamazu AmpC

gen zahrnuty v regulaci chromozomalniho genu ampC
gen zahrnuty v regulaci chromozomalniho genu ampC
gen zahrnuty v regulaci chromozomalniho genu ampC
gen kédujici beta-laktamazu

par nukleotidovych bazi

kyselina octova (kyselina ethanova)

octan draselny (ethanoat draselny)

skupina AmpC beta-laktamaz

typ AmpC beta-laktamazy

skupina beta-laktamaz se Sirokym spektrem ucinku (molekularni tfida A
podle Amblera)

D-alanin

Double Disk Synergy Test

skupina AmpC beta-laktamaz

détska klinika

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleosidtrifosfaty (angl. deoxyriboNucleosideTriPhosphates)
European Antimicrobial Resistance Surveillance Network

skupina AmpC beta-laktamaz

ethylendiamintetraoctova kyselina

beta-laktamazy se Sirokym spektrem ucinku (angl. extended-spectrum
beta-lactamase)

Fakultni nemocnice Olomouc

skupina AmpC beta-laktamaz
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GIT

gyrA

gyrB
HCI

HOK

. 1K

1. 1K

Inc skupina
IPCHO

JIP

KARIM

KCI
MALDI-TOF

MgCl,
MH agar
MOX
NaOH
NICU
OqgxAB
OXA
parC
parkE
PBP
pCMB
PCR
PFGE
PMQR
QepA
gnr
qnr

rRNA

Seznam poutzitych zkratek

gastrointestinalni trakt (angl. gastrointestinal tract)
gen kédujici GyrA podjednotku DNA gyrazy

gen kédujici GyrB podjednotku DNA gyrazy
kyselina chlorovodikova

hemato-onkologicka klinika

Il. interni klinika

I1l. interni klinika

inkompatibilni skupina

oddéleni intenzivni péce chirurgickych obora
jednotka intenzivni péce

klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny
chlorid draselny

typ hmotnostni spektrometrie, ionizace laserem za pfitomnosti matrice
(angl.  matrix-assisted laser  desorption/ionization) v kombinaci
s detektorem doby letu (time-of-flight)

chlorid horecnaty

Mueller-Hinton agar

skupina AmpC beta-laktamaz

hydroxid sodny

oddéleni neonatdlni intenzivni a resuscitacni péce

protein fungujici jako efluxni pumpa

skupina beta-laktamaz (molekularni tfida D podle Amblera)

gen kodujici ParC podjednotku DNA topoizomerazy IV

gen kédujici ParE podjednotku DNA topoizomerazy IV

penicilin vazajici proteiny (angl. penicillin binding proteins)
p-chloromerkuribenzoat

polymerdzova retézova reakce (angl. polymerase chain reaction)
pulzni gelova elektroforéza (angl. pulse field gel electrophoresis)
plasmid-mediated quinolone resistance

protein fungujici jako efluxni pumpa

proteiny podilejici se na ochrané enzym( DNA gyrdzy a topoizomerazy IV
gen kodujici protein gnr

ribozomalni ribonukleova kyselina
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SDS
SHV
TBE pufr
TEM
Tris

w/v

Seznam poutzitych zkratek

dodecylsulfat sodny

skupina beta-laktamaz (molekularni tfida A podle Amblera)
pufr Tris - kyselina boritd - EDTA

skupina beta-laktamaz (molekularni tfida A podle Amblera)
tris(hydroxymethyl)aminomethan

hmotnostni zlomek (angl. weight/volume)
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