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Abstrakt

Vyskyt rezistentnich bakterii na dostupna antibiotika je vaznym civilizaénim
problémem. Statistiky ukazuji, Ze prevalence se neustdle zvysuje a to v celosvétovém
méfitku. Pokud by se situace stale zhorSovala, mohlo by se lidstvo dostat znovu do cas,
které panovaly pied vynalezem antibiotik. Divodem by byla jejich témef nulova
u¢innost antibiotik. Bakterie se vyznacuji schopnosti rezistence, ktera se u nich
vyskytuje bud’ pfirozené, nebo rezistenci ziskaji genovymi mutacemi, pifedavanim
genetické informace mezi druhy ¢i rody. Takto vybavené kmeny poté prezivaji I po
podani jinak uc¢inného antibiotika, nasledné¢ prodluzuji 1é€bu, zvySuji morbiditu 1
mortalitu pacientii a zvySuji nédkladnost l€cby. Aktudlnost a zavaznost tématu vedla k

vypracovani této prace.

V teoretické casti se prace zabyva piiblizenim funkci jednotlivych casti
bakterialni bunky, které se podileji na mechanismech rezistence. Nasleduje kapitola,
ktera ptiblizuje antimikrobialni latky. Je zmapovana historie objevu jednotlivych skupin
antibiotik, jejich funk¢ni déleni, pfiblizeni mechanismu a spektra ti¢inku. Skupina beta-
laktamovych antibiotik (peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a karbapenemy) je
popsana podrobnéji z divodu sledovaného souboru. Navazuje popis jednotlivych
zpusobl rezistence S vétSim zaméfenim na rezistenci zptisobenou produkci enzymi
inaktivujicich antibiotika. Zkoumanym souborem jsou kmeny bakterii produkujicich
Sirokospektré beta-laktamazy - enzymy, které zabranuji UCinnosti beta-laktamovych
antibiotik. Soucasti prace je i popis bakterialnich rodd, jez jsou nejcastéjSimi producenty
Sirokospektrych beta-laktamaz. Teoreticka Cast je zakoncena popsanim rizikového
chovani zdravotnikt i laiki vedouciho ke vzniku rezistence a jeho nasledného dopadu

na terapii. Zavérem jsou navrzeny moznosti feseni.

Vyzkum k bakalatské praci probihal v Nemocnici Ceské Bud&jovice, a. s. béhem
roku 2013. Vyzkumné otazky smétuji K zjisténi vyskytu producentti Sirokospektrych

beta-laktamaz ve zminéné nemocnici V porovnani S vyskytem obdobnych producent



v komunité. Nasleduje vyhodnoceni, ve kterém materialu a na jakém oddé€leni vyskyt

prevazuje a identifikace nejcastéjsich producenti Sirokospektrych beta-laktamaz.

Do zkoumaného souboru jsou zafazeny vzorky dorucované na Bakteriologické
oddéleni Nemocnice Ceské Budgjovice, a. s. Od kazdého pacienta je vybran vzdy jeden
kmen daného druhu, ktery je z pfislusného materialu izolovan jako prvni. Metodika se
zabyva 1 postupem zpracovani jednotlivych typd biologického materialu na kultivac¢ni
plotny, podminkami jejich kultivace a, po nasledné identifikaci lékafem, zplsoby
testovani citlivosti na antibiotika. V praci je popsana metoda dle Hrabaka Double Disk
Synergy Test (DDST) detekujici producenta dle deformace inhibi¢nich zén, dale
kvantitativni metoda, pracujici na principu minimalni inhibiéni koncentrace
v kombinaci s detekci na chromogenni pidé. Pro zajimavost je uvedena i rychla metoda
detekce, pracujici na chemické reakci reaktantti s danou kolonii, pomoci B-LACTA
testu od firmy BIO-RAD. Ziskané vysledky jsou zpracovany v Microsoft Office Excel
2007.

V porovnani s ostatnimi studiemi z jinych nemocnic se Nemocnice Ceské
Budgjovice, a.s. tfadi K primérnym az podprimérnym ve vyskytu producentt
Sirokospektrych beta-laktamaz. Béhem roku 2013 bylo zpracovano 12 347 vzorki
cilové skupiny a ztoho 226 izolath bylo pozitivnich. Prevladajicim producentem je
Escherichia coli (183 izolatt), Klebsiella pneumoniae (16 izolati) a Enterobacter
cloacae (15 izolati). Vyskyt producenti byl vy$si na internich odd€lenich nez na
oddélenich chirurgickych. Jednoznacné ptevazovaly izolaty ziskané z moci, jelikoz
Escherichia coli je vyznamnym pivodcem infekci mocového Ttstroji. Vyskyt
producentli Sirokospektrych beta-laktamaz nebyl vyrazné zaznamendn v komunité,
z2226 pozitivnich izolath pouze 4 pochazely zkomunitniho prostiedi. U druhu
Escherichia coli se ve zvySené mife vyskytovala rezistence na cefotaxim, ciprofloxacin,
trimetoprim + sulfonamid, cefuroxim a amoxicilin + kyselinu klavulanovou. Druh
Klebsiella pneumoniae vykazoval rezistenci k ciprofloxacinu, cefotaximu, ceftazidimu,
norfloxacinu, tobramycinu a trimetoprimu. Enterobacter cloacae mél vyssi rezistenci

k cefotaximu. Dale byly vysledky z roku 2013 porovnany s vysledky z pfedchozich let



v Nemocnici Ceské Budéjovice, a. s. Pozitivnim zjisténim byl niz8i vyskyt producentd
Sirokospektrych beta-laktamaz ve sledovaném roce nez byl v roce 2012, 2011 i 2010.
Neustale ptevazujicim producentem je druh Escherichia coli, ktery zastinil diive
vedouci rod Klebsiella. V posledni ¢asti diskuze se poukazuje na mozna feseni dané
situace. Duraz je kladen na aplikaci cili Narodniho antibiotického programu, které
vedou ke zlepSeni pfistupu lékari k predepisovani antibiotik, sniZzeni preskripce
antibiotik tam, kde to neni nutné. Vhodnym sledovanim vyskytu rezistentnich kmenti se
pomize =zabranit jejich S$ifeni. Dulezitou soucéasti je vhodna edukace Iékart,
zdravotnického persondlu, ale i laické vefejnosti v tomto problému. K zabranéni Sifeni
rezistentnich nozokomialnich kmeni pomohou i zvySena hygienicko-epidemiologicka

opatteni.

Kli¢ova slova: B — laktamova antibiotika, bakteridlni rezistence, Sirokospektra [ —

laktamaza, Enterobacteriaceae



Abstract

The incidence of bacteria resistant to available antibiotics has become an important
problem. Statistics show the rising number of resistant bacteria worldwide. If the
situation gets worse, the mankind will be in a period similar to that before the invention
of antibiotics. Almost zero efficiency of antibiotics will be the reason. Bacteria have
ability to be resistant naturally or they develop from point mutation of genes and relay it
between species or kinds. These pathogens survive after taking a normal dose of
antibiotics, which cause a prolongation of cure, an increase of morbidity, mortality and
costs of treatment. The study was made because of significance and relevance of this

problem.

In theoretical part the study is focused on the functional parts of bacterial cell,
which participate in mechanisms of resistance. The thesis describes history, functional
dividing, mechanism and spectrum effect of antibiotics. p — lactam antibiotics
(penicillins, cephalosporins, monobactams and carbapenems) are described in more
detail. The following chapter is about mechanisms of resistance, mainly producing a
group of enzymes, which have the capability of inactivating the antibiotics, called
extended spectrum P lactamases (ESBL). The final chapter is focused on the most

frequent ESBL producers and risk behaviour.

The research took place in Hospital Ceské Bud&jovice, a. s. during 2013. The
study aimed to determine the frequency of ESBL — positive producers in this hospital
and to compare with frequency in community, and to identify units with highest

frequency of ESBL producers.

Pathogens are isolated from clinical material, being delivered to bacteriology lab
in Hospital Ceské Bud&jovice, a. s. In each patient we counted the first sample with an
ESBL producer. We describe the way of culturing and testing to antibiotics. Sensitivity
to antibiotics is detected by a disc diffusion method. Resistant samples were examined
with double disc synergy test (DDST) and quantitative method based on principle of

minimal inhibition concentration in combination with chromogenic agar. In addition we



mention a chemical method of § — LACTA test by BIO — RAD. The results were
evaluated in MS Excel 2007.

The prevalence rate of ESBL producers is average to low in Hospital Ceské
Budgjovice, a. s. During 2013, 12, 347 isolates were identified, ESBL production was
identified in 226 isolates. Escherichia coli (183 isolates), Klebsiella pneumoniae (16
isolates), and Enterobacter cloacae (15 isolates) were the most prevalent species. The
incidence of ESBL producers was higher in Medical units compared to Surgical units.
The most prevalent material was urine. Only 4 isolates were from outpatients.
Escherichia coli were considered highly resistant to cefotaxime, ciprofloxacine,
trimetoprime + sulphonamide, cefuroxime and amoxiciline + clavulanic acid. Klebsiella
pneumoniae was resistant to ciprofloxacine, cefotaxime, ceftazidime, norfloxacine,
tobramycine, trimetoprime. Enterobacter cloacae was resistant to cefotaxime. Results
from Hospital Ceské Bud&jovice, a. s. were compared with results from previous years
in the same hospital. The number of ESBL producers was lower compared to 2012,
2011, and 2010. Escherichia coli is now the most prevalent producer, but previously it
was Klebsiella pneumoniae. Applications of aims of the National Antibiotics
Programme lead to improve the attitude of doctors when prescribing antibiotics, along
with decreasing prescription of inappropriate antibiotics. Monitoring the prevalence of
resistant strains helps stop their spreading. Education of GPs, medics and community is
important part of this programme. Higher hygienic — epidemiological measures stop

spreading of nosocomial strains.

Key words: B — lactam antibiotics, bacterial resistance, extended spectrum beta —

lactamases, Enterobacteriaceae
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Seznam zkratek

ATB

CBD

CFU

CNA

DDST

DNA

EA

EARS-Net

ECDC

ESBL

EUCAST

CHOC

1Z

KPC

antibiotika

Columbia agar s 5 % ptimési ov¢i krve

colony forming unit

Columbia agar s pfimési 5 % ov¢i krve a kyseliny nalidixové
Double Disk Synergy Test

deoxyribonukleova kyselina

Endtiv agar

European Antimicrobial Resistance Surveillance Network
European Centre for Disease Prevention and Control
Extended Spectrum Beta- Lactamase

European Committee on Antimicrobial Suspectibility Testing
cokoladovy agar

inhibi¢ni z6na

karbapenemaza

MALDI — TOF Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight

MIC

MRNA

MBC

MCV

minimalni inhibiéni koncentrace
mediatorova ribonukleova kyselina
minimalni baktericidni koncentrace

MacConkeyho ptida s ptimési krystalové violeti
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MH Mueller — Hinton agar

NAP Narodni antibioticky program
NemCB Nemocnice Ceské Bud&jovice, a. s.
PBP penicillin binding protein

SCG Sabouraouduv agar

S. S. agar Salmonella — Shigella agar
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Uvod

Zavaznou zdravotni hrozbou je zvySujici se odolnost bakterii na soucasna
antibiotika. Tento trend ma mezinarodni charakter a zabyva se jim nejen Svétova
zdravotnickd organizace (WHO), ale i samotni 1ékati v jednotlivych zemich.
Multirezistentni bakterie se nachazeji pfedevSim v nemocni¢nim prostiedi, kde

~ N

dlouhodob¢ piezivaji a Sifi se vzduchem, kontaminovanymi pfedméty nebo rukama
oSetfujiciho personalu, ¢imz zapftic¢inuji komplikujici infekce u hospitalizovanych
pacientt. Gramnegativni bakterie patfi mezi jednu rizikovou skupinu zptsobujici
rezistenci k antibiotikiim. Pomoci mechanismu produkce Sirokospektrych beta-laktamaz
typu ESBL ziskavaji odolnost k cefalosporinim, penicilinim, monobaktamim ¢i

karbapenemiim. Navic s vyuZitim 1 jinych mechanismli dochazi k rezistenci i1 na jiné

skupiny antibiotik.

Do celedi Enterobacteriaceae patii vyznamné kmeny zpusobujici uroinfekce,
infekce ran, krevniho feCisté a intraabdominalni abscesy. K jejich nalezu dochazi i
Vv dolnich dychacich cestach, kde zplisobuji pneumonie. Rezistence kmeni z této celedi
se neustadle zvySuje a dochazi tak k prodluzovani 1éCby, zvySovani morbidity a
pouzivani nakladné;jsi 1éCby, ktera nékdy selze. V takovém ptipade neni uz jind moznost
a zalezi na pacientovi, zda dokaze nad infekci zvitézit pomoci vlastniho imunitniho

systému.

Na vzniku rezistence se podili pfedevSim neadekvatni volba antibiotické terapie na
zaCatku hospitalizace, nedostatecné pouceni pacienta pred zahajenim 1écby v primarni
péci, Ci nespravny postup 1éCby. Rezistentni kmeny se poté $iii hlavné v nemocni¢nim
prostiedi, ¢emuz napomahaji i pfipadné snizena hygienicko — epidemiologicka opatteni
(izolace pacienta, pfizpisobena péfe o pacienta, hygiena rukou, péle o pfistroje a
zdravotnické pomicky, odstranovani infekéniho materidlu, dezinfekce a uklid

prostiedi).

Cilem této prace je zmapovat situaci v Nemocnici Ceské Budgjovice, a. s.,

detekovat a porovnat pocty kmend produkujicich Sirokospektré beta-laktamazy
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S ostatnimi studiemi, zjistit, zda dochazi k nardstu vyskytu rezistentnich kmenti nejen
v nemocnici, ale i v komunité. Dal§im tkolem je zjistit, jak se li$i vyskyt jednotlivych

kment dle typu biologického materialu a odd€leni, na kterém je pacient hospitalizovan.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Bakterialni burika

Bakterialni bunka se fadi mezi bunky prokaryotické, tedy buinky S nepravym
jaddrem. Bunka obsahuje pouze nukleoid, ¢ili jaderny ekvivalent, ktery predstavuje do
kruhu sto¢ena dvousroubovice DNA. Tento utvar neni od cytoplasmy oddélen jadernou
membranou, na rozdil od bun¢k eukaryotickych, které maji geneticky aparat viditelné
oddélen od cytoplasmy pomoci jaderné membrany s pory a uvnitt jejichz jadra se
nachazi vice molekul DNA. Pti dal§im porovnani s buiikou eukaryotickou lze zjistit, ze
cytoplasma je méné Clenitd a nachazi se zde krom¢ jadra pouze ribozomy, granula a
v nékterém piipad€ 1 plasmidy, molekuly DNA s ptidatnou genetickou informaci.
Cytoplasma je ohrani¢ena cytoplasmatickou membranou, na kterou ptiléhd pevna
bunécna sténa. U nékterych bakterii se vyskytuje jesté slizova vrstva nebo
polysacharidové pouzdro. K pohybu bakterii mohou slouzit biCiky, kratké vybézky

zvané fimbrie nebo pili. (1; 2)

Cytoplasmatickd membrana bakterii zastava jedinou vnitini biologickou
membranu. Jeji stavba se vyrazné nelisi od jinych biologickych membran. (1) Je tvofena
dvojitou vrstvou fosfolipidi s vnofenymi bilkovinami. Tato struktura buiice
zprostiedkovava nékolik funkci. Nahrazuje mitochondrie v procesu dychani, zastupuje i
funkci syntetickou, kdy se podili na utvaifeni bunécné stény a slizové vrstvy a pomoci
vmezetenych bilkovin dochézi k transportu zivin do buiiky. Membranou se vylucuji do
vnéjsiho prostiedi odpadni latky, poptipad¢ bakterialni toxiny a extraceluldrni enzymy.

)

Tvar bunice udavd bunécnd sténa. Je to silnd a tuha vrstva, kterd mechanicky
chrani cytoplasmatickou membrénu. Sté€na chrani buniku i pfed pisobenim chemickych
latek, zafenim, vyschnutim a odolava osmotickému pietlaku uvnité bunky. (1)
Peptidoglykan je zékladni latka tvofici buné¢nou sténu. Je to polysacharidovy fetézec
obsahujici stfidavé dva cukry, kyselinu N-acetylmuramovou a N-acetylglukosamin.

Pomoci ¢tyf peptidi dochazi K propojeni peptidickymi mustky a vytvari se tak
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polymerni sit’. (2) U gramnegativnich bakterii Se nachazi pouze jedna ¢i mensi mnozstvi
peptidoglykanové vrstvy, naopak grampozitivni bakterie maji vice vrstev navzijem
propojenych. Tetrapeptidy se propojuji pomoci reakci, které jsou Kkatalyzovany
transpeptiddzami. Tyto enzymy maji schopnost vazat B-laktamova antibiotika a nazyvaji
se penicillin binding proteins (PBP). Po navazani antibiotika (ATB) muze dojit
Kk inhibici reakce, pii které dochazi ke Stépeni stavajiciho peptidoglykanu a ke vsunuti
nové podjednotky, ¢imz prestdva byt syntetizovan peptidoglykan a nésleduje zniceni
bakterie. Peptidoglykan je st€pen pouze v aktivné rostouci bunce a -laktamy tak ptisobi
pouze V rustové fazi bunécného cyklu. (1) Bunécna sténa je rozdilného charakteru u

grampozitivnich a gramnegativnich bakterii (viz piiloha ¢. 1).

Bunétna sténa grampozitivnich bakterii je tvofena mnohovrstevnatou
peptidoglykanovou siti v tloustce 20 nm. Na povrch pronikaji fetézce kyseliny
teichoové, které vazi kationty a jsou hlavnimi antigeny grampozitivnich bakterii. Mezi
vrstvami nejsou zakomponovany lipidy, a tak pii Gramové barveni dochazi k uvéznéni
komplexu krystalové violeti s jodem a nedochazi k jeho vymyti acetonem (alkoholem).

Bunky se pak nemuseji dobarvovat karbolfuchsinem (safraninem). (2)

vvvvvv

jednoduchou vrstvou peptidoglykanu se nachazi zevni membrana, tvofena podobné jako
biologické membrany z dvojité vrstvy fosfolipidi a bilkovin, a navic obsahuje
lipopolysacharidy. Peptidoglykan je z jedné strany poutan k cytoplasmatické membrang,
Z druhé k vnéjsi membrané. Mezi membranami se nachazi periplasmaticky prostor.
Vyznamnymi proteiny vn¢j§i membrany jsou do trimeru uspoifddané poriny
(,,kanalky*), integrdlni proteiny, podilejici se na prichodu malych latek.
Lipopolysacharidy tvofici zevni vrstvu vng€j§i membrany jsou tvofeny spole¢nym
polysacharidem, lipidem A (Zivo¢isnymi bufikami vniman jako endotoxin) a rtiznymi
sacharidy tvoticimi O antigen, specificky pro dany druh a serotyp bakterie. Vngjsi
membrana poskytuje buiice lepsi ochranu pted chemickymi latkami, ATB a zlucovymi
kyselinami. Navic se v periplasmatickém prostoru nachazi i enzymy, které jsou schopny
znicit podané ATB. (1)
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Bakterie, stejn¢ jako eukaryotické buiky, obsahuji enzymy, které slouzi jako
biokatalyzatory chemickych déja, tudiz snizuji aktivacni energii. Chemickou podstatou
to jsou bilkoviny, na kterych se nachazi aktivni centrum specifické svou konformaci pro
dany substrat. Do aktivniho mista se mohou navéazat aktivatory, ale predevsim i
inhibitory, ovliviiujici pribéh reakce. Inhibitory o misto mohou soutézit se substratem,

rrrrr

se vyuziva pfi podavani nékterych ATB ¢i chemoterapeutik. (3)

1.2 Antimikrobialni latky

1.2.1 Historie antibiotik
Pokud antibiotiky oznac¢ime antibakterialni pfipravky, u kterych se nerozliSuje,
zda byly ziskany z mikroorganismi nebo chemickou syntézou. Historie téchto latek se

fadi jesté pred objev penicilinu, tedy do éry objeveni sulfonamida (1910). (4)

Imunolog a chemik Paul Ehrlich ptichdzi s myslenkou wvyuziti toxicky
pusobicich barviv, ktera jsou schopna se navazat a usmrtit patogenni bakterie. Po
mnoha pokusech na trh pfichazi ptipravek Salvarsan, ktery je tvofen molekulou
arsfenaminu, schopny neublizit Clovéku, ale usmrtit plvodce syfilis, Treponema
pallidum. Dalsi védci poté riznym piipojovanim chemickych fetézct vytvofili celou

fadu preparatu, fadicich se do skupiny sulfonamida. (4)

Na zéklad¢ pozorovani antagonismu, jevu, pti kterém dochazi k ovliviiovani az
zabranéni rastu a mnozeni mikrobud, dochazi bakteriologové ke zjisténi, ze plisné rodu
Penicillium maji antibakterialni G¢inky. Tomuto poznatku vSak nebyla vénovana
dostate¢na pozornost. T¢ se dostalo az siru Alexandru Flemingovi, ktery na zakladé
nahodného ponechani laboratorni misky se stafylokokovou kulturou a kontaminovanou
plisni (Penicillium notatum) zjistil, ze pliseii nejspiSe produkuje urcitou latku, ktera je
schopna usmrcovat bakterie - kolonie stafylokoka. Tuto latku nazval penicilin. Jak
uvadi ve svém c¢lanku Bene§ (4), zasluhy Fleminga na ziskani penicilinu jako léku

zachranujiciho lidské Zzivoty jsou nadhodnoceny, jelikoz az o nékolik let pozdéji se
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tymu védct pod vedenim Howarda Floreye, podatilo penicilin extrahovat a urcit jeho
chemickou strukturu. K masovému rozsifeni a uvedeni do klinické praxe doslo az po

zapojeni americkych farmaceutickych firem.

K objeviim dalSich antibiotik dochazelo zkoumanim streptomycet, od kterych
byla odvozena vétSina pouzivanych ATB. (4) Bohuzel vtéto éfe vznikl i podnét
K preventivnimu podavani ATB na cokoliv a navic byla volné dostupna. Z dne$niho
hlediska je tento ptistup nezadouci, nejen z hlediska toxicity, ale hlavné kvuli vzniku a
Sifeni bakteridlni rezistence. V dnesni dob¢ se nedaii ptijit s novou skupinou ATB, ktera
by byla G¢inngjsi, méla lepsi vlastnosti a nebyla pouze odvozena od jiz existujicich

skupin.

1.2.2 Typ uinku ATB

Rozlisuje se dvoji uc¢inek ATB na bakterie. Pokud ATB reverzibiln¢ zastavuji
rist a mnozeni mikrobi,, jedna se o UCinek bakteriostaticky (chloramfenikol,
tetracykliny, makrolidy, linkosamidy). Nastup ucinku se klinicky projevuje za 3-4 dny.
Pokud hostitel neni dostate¢né silny, po vysazeni téchto ATB mohou mikroby opét zacit
rust. (2)

Ireverzibilni usmrceni bakterii je charakterizovano baktericidnim t¢inkem ATB
(B-laktamy, aminoglykosidy, glykopeptidy). Klinicky projev je patrny jiz do 48 hodin.
Této schopnosti se vyuziva k podani ATB bud’ pfi zavaznych klinickych stavech, nebo

pii sniZzené obranyschopnosti pacienta. (2)

Toto rozdéleni vSak neni absolutni. Baktericidni ATB mohou mit v nizSich
koncentracich bakteriostaticky Gi¢inek a naopak bakteriostaticka antibiotika ve vysSich

koncentracich pusobi baktericidné, pokud ptsobi na vhodnou skupinu bakterii. (5)

Pokud se kolonie bakterii naockuji do tekuté pudy, projevi se rast zakalem.
Pokud se pfedem do tekuté pidy aplikuji ATB, zdkal se neprojevi. Po nasledném
vyockovani na zivny agar dochdzi pii bakteriostatickém Uc¢inku k ristu nové kolonie
bakterie. Pfi baktericidnim U¢inku mikroby na agaru nevyrostou. Laboratorné se

ucinnost ATB miiZze stanovit pomoci hodnot minimélni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a
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antimikrobialni latky, ktera béhem 24 hodin usmrti 99,9 % ptvodni populace mikrob.
(1; 2) ATB je nutno podavat v takové davce, aby dosazena sérova hladina byla vyssi
nez MIC. Klinicky efekt ATB zavisi na nékolika faktorech. Prvnim z nich je
koncentrace (davka) a ¢as pisobeni daného ATB. Aminoglykosidy, fluorochinolony aj.
nici bakterie tim lépe, ¢im vice jejich hladina ptevySuje MIC, jejich u€innost zavisi na
davce. Naopak glykopeptidy ¢i B-laktamy zavisi na dobé€, po kterou se udrzuje jejich
hladina nad urovni MIC. (2)

Soucasné podavani vice druhti ATB mtize vést k pozitivnim, ale i negativnim
u¢inkiim. K podavani vice ATB najednou vétSinou vede zamér rozsifit spektrum
ucinku, omezit vznik rezistence, zvysit ucinnost, poptipadé snizit nezadouci G¢inky. Pfi
nespravné kombinaci ATB mulze vSak dojit k potlaceni uc¢inku. Kombinace
baktericidnich antibiotik, ktera plsobi pouze v ristové fazi mikroba (peniciliny,
cefalosporiny, karbapenemy aj.), s bakteriostatickymi antibiotiky s rychlym nastupem
ucinku (tetracykliny, chloramfenikol aj.), zptsobi inhibici rtstu mikrobt dfive, nez
baktericidni ATB za¢ne ucinkovat. V dne$ni dob& je zavaznym problémem vznik
rezistence na obé podana antibiotika a indukce tvorby B-laktamazy, enzymu s Gi¢inkem
proti p-laktamovym ATB. (5) Vyhodna je kombinace f-laktamt s inhibitory
bakterialnich beta-laktamaz, jelikoz kombinaci se ziskava velmi ucinny preparat proti

pusobeni téchto enzymi. (2)

1.2.3 Spektrum uéinku

Dle zabéru ucinku ATB se rozdéluji ptipravky na latky s izkym spektrem, které
zahrnuji pouze urcitou ¢ast mikrobl (napf. antituberkulotika na ptivodce tuberkuldzy),
latky se stfednim spektrem, kam fadime napf. penicilin piisobici na vSechny
grampozitivni mikroby, gramnegativni koky a spiralovité mikroby. Posledni skupinou
jsou Sirokospektra ATB, ktera se snazi zahrnout co nejSirs$i plisobeni (napf. tetracykliny,

cefalosporiny a chinolony vyssich generaci). (2)
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1.2.4 Mechanismus uéinku ATB

Zpusobu, kterymi antibiotika zasahuji bakteridlni buiku, neni mnoho, coz vede 1
Kk pfi¢in¢ vzniku sekundarni rezistence. Nasledkem je omezeny vyvoj novych antibiotik
z divodu omezeného poctu zasahovych mist a pfipadné rychlému vzniku rezistence. (1)
Diky rozdilim ve struktufe prokaryotické a eukaryotické bunky lze bakterie zasahnout

S minimalni toxicitou viici lidskym buikam.

1.2.4.1 Syntéza bunécné stény

Do této skupiny ATB patii latky s velmi nizkou toxicitou vici eukaryotnim
buikdm, jelikoz zasahuji buné€nou sténu bakterii, kterou eukaryotickd bunika nema.
Bunécéna sténa je tvotfena peptidoglykanem, jenz je zpevilovan pificnymi vazbami
enzymy PBP. Tyto enzymy jsou schopny vazat penicilin a jiné [B-laktamy. Tato
skuteCnost je zpusobena podobnosti B-laktamového kruhu a D-alanyl-D-alanyl-
dipeptidu mureinu. PBP jsou dtlezité pro metabolismus a déleni buiiky, po navazani -
laktamu dochazi k acylaci a inaktivaci, ¢imz se zastavi déleni a burnka hyne.
Glykopeptidy zabrafiuji rustu bufiky navazanim se na sténovy pentapeptid. (1) Do
skupiny tzv. ,sténovych“ ATB se fadi p-laktamova antibiotika (peniciliny,
cefalosporiny, monobaktamy a karbapenemy), glykopeptidy (vankomycin) a néktera
antituberkulotika (isoniazid, cykloserin, ethambutol). VSechny latky maji ucinek

baktericidni. (2)

1.2.4.2 Funkce bunécné membrany

Toxické pusobeni na Clovéka vykazuji polypeptidickd antibiotika (kolistin,
polymyxin B) poskozujici cytoplasmatickou membranu, ktera tak ztraci selektivni
permeabilitu a integritu. Pusobi baktericidné, u ¢lovéka vSak poskozuji tubularni aparat

ledviny. (1)

1.2.4.3 Syntéza bilkovin

Na syntéze bilkovin (proteosyntéze) se podili ribozom. Ribozom bakterie se
sklada ze dvou podjednotek 0 velikosti 30S a 508, spojujicich se ve funkéni jednotku
70S.  Pomoci ribozomu dochdzi k piekladu genetické informace, kterou nese

mediatorova ribonukleova kyselina (mRNA), do sekvence aminokyselin. (1)
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Proteosyntézu inhibuji ATB vazbou na jednotlivé ribozomalni podjednotky.
Aminoglykosidy (streptomycin, gentamicin, amikacin) se ireverzibiln¢ vazi na mensi
zacatek syntézy nového peptidového fetézce. Zpiisobuji pti translaci mylnou cetbu, coz
ma za nasledek jeji pred¢asné ukonceni a vznikaji nefunkéni bilkoviny. Tetracykliny po
vazbé na mensi podjednotku zabranuji navazani aminoacyl-t-RNA na ribozom.
Vysledkem je nedostatek aminokyselin pro syntézu peptidového Tfetézce.
Chloramfenikol se vaze na vétsi podjednotku ribozomu 50S a zabranuje transpeptidaci,
ucinek je bakteriostaticky. Na vétsi podjednotku se vazi i makrolidy (erytromycin) a
linkosamidy (linkomycin) zabranujici posuvu 70S ribozomu k nasledujicimu kodonu
MRNA. (1)

1.2.4.4 Syntéza nukleovych kyselin

DNA gyraza bakterii je dalezitym enzymem podilejicim se na spravném
pribéhu replikace DNA, a to pomoci rozpleteni fetézce DNA. Sklada se ze dvou
podjednotek a v aktivni formé tvoii komplex DNA. Chinolony se vazi na tuto strukturu
a zabranuji replikaci bakteridlniho chromozomu. Tato ATB do buiiky vnikaji pomoci

oy e

Syntéza mRNA je naruSena pomoci ansamycinu (rifampicin). (1; 2)

1.2.4.5 Antimetabolity

Antimetabolity se oznacuji latky, které zasahuji do metabolismu konkrétni latky
a vyznacuji se podobnosti k dané latce. Sulfonamidy brzdi syntézu kyseliny listové
pomoci mechanismu kompetitivni inhibice. Bakterie obsahuji metabolit, kyselinu p-
aminobenzoovou, ktera je koenzymem pro vznik kyseliny listové. Sulfonamidy se ptilis
nelisi svou strukturou od této kyseliny a kompetitivné blokuji misto pro navazani tohoto
metabolitu. ATB, které poté vstoupi do bunééného metabolismu, zpiisobi vznik
nefunkénich struktur. (6) Trimethoprim zasahuje metabolismus kyseliny listové v jiném

misté. Po kombinaci téchto dvou latek se ziska baktericidni antibiotikum co-trimoxazol.

)
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1.2.5 p-laktamova antibiotika

Do této skupiny antibiotik fadime latky, jejichz zdkladem je beta-laktamovy
kruh. Tato sloucenina se sklada ze tiéi atomt uhliku a jednoho atomu dusiku. Odolnost
této struktury je zékladnim pozadavkem, aby ATB bylo u¢inné. Podskupiny beta-
laktamovych ATB se od sebe lisi ptipojenim dal$iho kruhu rizného sloZeni. Rozdilné

atomy prvka v danych skupinach ukazuje Obr. 1.
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Obrazek 1 Beta-laktamy (2)

Beta-laktamy se vazi na enzymy, které se podileji na tvorbé peptidoglykanu,
latky, z které je tvofena bunécna sténa bakterii. Enzymy slouZzi jako katalyzatory, které
snizuji aktivacni energii pfi tvorbé peptidovych a glycinovych mustkl, stfidave
spojujicich N-acetylglukosamin a kyselinu N-acetylmuramovou. Oznacuji se jako PBP.
Pokud se vazba uskutecni, dochazi k zastaveni tvorby peptidoglykanu a je iniciovano

pusobeni autolytickych enzymt, které zpusobi rozpad dané bakterie. Jejich ucinek je
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baktericidni a zavisi na dobé, po kterou je ATB vséru pacienta V dostatecné
koncentraci. Tato ATB jsou rychle vylu¢ovana moci, proto je nutno tyto 1éky aplikovat
Vv Castych intervalech (6-8 hodin). (2) Rozdily u¢inku mezi preparaty jsou dany
schopnosti vazat se na prislusné receptory, pronikat do bunécné stény a predevsim
odolavat G¢inku beta-laktamaz. Spektrum uc¢inku se lisi u jednotlivych podskupin, jejich

ucinek se vztahuje ke strukture dané latky. (7)

Rezistence na tato ATB je trojiho ptivodu: znemoznéni praniku latky do zevni
membrany skrze pory (gramnegativni bakterie), dale geneticky pozménéné PBP, které
maji niz8i afinitu k danému antibiotiku (napf. pneumokoky) a nejcastéjsi pticinou je
tvorba beta-laktamaz, enzymii, schopnych rozstépit beta-laktamovy kruh (grampozitivni
I gramnegativni mikroby). (2)

Toxicita této skupiny antibiotik neni vysokd. Cast€j§im nezadoucim ucinkem je

alergicka reakce, pocinaje koznim exantémem, konce anafylaktickym Sokem.

Beta-laktamova antibiotika se d¢li na peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a

karbapenemy (piiloha ¢. 2). Zvlastni skupinou jsou inhibitory beta-laktamaz.

1.2.5.1 Peniciliny

Tato beta-laktamova ATB se =ziskavaji =z kultury plisné Penicillium
chrysogenum, ktera produkuje kyselinu 6-aminopenicilanovou, jejiz soucasti je i beta-
laktamovy kruh. K pfirozenym i polysyntetickym formdm jsou piipojovany rtzné
fetézce, majici vliv na vlastnosti a u¢inek danych skupin. Jsou to antibiotika, ktera

dobie pronikaji do télnich tekutin a tkani a vykazuji nizkou toxicitu. (2; 5)

Benzylpenicilin (penicilin G) je nestalée ATB pii nizkém pH v zaludku, podava
se proto parenteraln€. Nejsilngjsi aktivitu vykazuje proti grampozitivnim bakteriim, dale
anaerobnim bakteriim s vyjimkou Bacteroides fragilis, dale na Treponema pallidum a

aktinomycety. Nevyhodou je citlivost k beta-laktamazam. (1)

Fenoxypenicilin (penicilin V) ma shodné spektrum ucinku s penicilinem G,

navic odolava kyselému pH zaludku, uziva se proto k peroralni aplikaci. (2)
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Peniciliny rezistentni vii¢i stafylokokovym B-laktamazadm (oxacilin, cloxacilin,
methicilin) se vyznacuji témét shodnym spektrem ucinku jako penicilin G, ale s niz§im
ucinkem a neplsobi na gramnegativni bakterie. Vyuzivaji Se Vv terapii stafylokokovych
infekci (osteomyelitidy, pyodermie,...), pfipadné smiSenych infekci (stafylokoky a
streptokoky soucasné - ¢asto infekce mekkych tkani). Problémem pouziti téchto ATB je
narUstajici rezistence Staphylococcus aureus (oznacovany jako MRSA - methicillin-

resistant Staphylococcus aureus). (2)

Peniciliny druhé generace, neboli aminopeniciliny (ampicilin, amoxicilin) jsou
antibiotika se stfednim spektrem ucinku. Pusobi na vétSinu grampozitivnich druht i
Enterococcus faecalis, dale hemofily, listerie a nékteré fermentujici gramnegativni
ty¢ky (Escherichia coli, Proteus mirabilis, salmonely, shigelly). Nemaji odolnost viici

B-laktamazam produkovanym gramnegativnimi ty¢inkami. (1)

Posledni skupinou penicilint jsou karboxypeniciliny (tikarcilin), jejichZ uc¢inek
se shoduje s ureidopeniciliny. V kombinaci s kyselinou klavulanovou (co-ticarcilin)

ucinkuje i na fadu rezistentnich nemocni¢nich kmeni v¢etné¢ Pseudomonas aeruginosa.

)

1.2.5.2 Cefalosporiny

Strukturalni jadro téchto ATB je tvofeno kyselinou 7-aminocefalosporanovou,
poprvé izolovanou z plisné rodu Cephalosporium. Na beta-laktamovy kruh je pfipojen
Sesticlenny dihydrotiazinovy kruh obsahujici atom siry (kyslik u cefamycinl).
Cefalosporiny uzivané v praxi jsou polysyntetické derivaty. Plisobi na bakterie stejnym
mechanismem jako beta-laktamy, maji $ir$§i spektrum ucinnosti, které se vétSinou
roz8ifuje danou skupinou. Vterapii je Ize kombinovat s aminoglykosidy,
fluorochinolony, polypeptidickymi antibiotiky a nitrimidazoly. Rozdé€luji se do Ctyf
generaci dle spektra u€inku, citlivosti vii¢i beta-laktamazadm a podle priniku bunécnou

sténou. (2)

Cefalosporiny I. generace (cefalotin, cefazolin, cefalexin) maji izké spektrum.

Vykazuji vysokou G¢innost na grampozitivni Koky, gramnegativni bakterie (konkrétné
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Escherichia coli, Klebsiella pneumonie, Proteus mirabilis), ostatni gramnegativni
bakterie jsou rezistentni. Jsou odolné vuéi stafylokokové penicilinaze, ale ne proti beta-

laktamazam gramnegativnich bakterii. (5)

Cefalosporiny 1l. generace (cefaclor, cefuroxim, cefoxitin) se vyznacuji stejné
vysokou ucinnosti na grampozitivni koky, jsou odolné¢ vic¢i stafylokokovym
penicilinazam a vyznacuji se veétSi odolnosti k beta-laktamazam gramnegativnich
bakterii. Maji rozsifené spektrum uU¢innosti o nékteré gramnegativni bakterie

(Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae, Enterobacter, Citrobacter aj.) (5)

Cefalosporiny I1l. generace (cefixim, cefotaxim, ceftriaxon, ceftazidim,
cefoperazon) maji vysokou Uc¢innost na gramnegativni bakterie. Vyznacuji se odolnosti
vuci beta-laktamazam této skupiny. Naopak se vyrazné snizuje jejich ucinnost na
stafylokoky. Dalsi vyhodou je i ptsobeni nékterych preparati na Pseudomonas
aeruginosa. Nevyhodou je jiz rozsifena existence Sirokospektrych beta-laktamaz k této
skuping antibiotik. (2)

Cefalosporiny IV. generace (cefepim) maji vysokou G¢innost na grampozitivni i
gramnegativni bakterie, odolavaji uCinkiim beta-laktamaz piedchozich generaci.
Podavaji se pouze parenteralné. Pronikaji rychleji bunéénou sténou a vazi se Iépe na
PBP. Vyuzivaji se u smiSenych infekci, kde se mohou podavat i v kombinaci
s aminoglykosidy nebo glykopeptidy a nitroimidazoly. Bohuzel byl jiz také zaznamenan

vyskyt beta-laktamazy pusobici na tuto skupinu cefalosporint. (2)

1.2.5.3 Monobaktamy
Strukturalnim jadrem téchto antibiotik je samotny beta-laktamovy kruh. Jedinym
zéstupcem je aztreonam. Uéinkuje na gramnegativni aerobni bakterie. Svym spektrem

muze nahradit toxické aminoglykosidy. (5) V soucasné dobé¢ se jiz ale nevyrabi.

1.2.5.4 Karbapenemy
Tato antibiotika jsou odvozena od pfirozeného antibiotika thienamycinu. Do této
skupiny se fadi imipenem, meropenem a novéji ertapenem. Uginkuji na grampozitivni

koky, pii 1é€bé infekci vyvolanych nemocni¢nimi multirezistentnimi kmeny
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gramnegativnich druht, tézkych infekcich, 1écbé infekce zptsobené Klebsiellou
pneumoniae a dal§imi druhy produkujicimi Sirokospektrou beta-laktamazu. (2) Tyto
Iéky jsou vétSinou posledni volbou pii selhani 1écby ostatnimi beta-laktamy.

Neptijemnym faktem je novéji prokazana existence karbapenemazy. (8)

1.2.5.5 Inhibitory beta-laktamaz

Jako inhibitory beta-laktamaz se oznacuji latky, které obsahuji B-laktamovy kruh
a kompetitivné se ireverzibiln¢ vazi na aktivni mista beta-laktamaz, ¢imz znemoZni
ucinek bakteridlnich enzymt na beta-laktamové ATB. Inaktivaci beta-laktamazy tak
miize ATB uc¢inné pronikat do cilovych struktur. (5) Touto inhibici lze rozsitit spektrum
penicilini, ale jednim inhibitorem se ovlivni pouze &ast beta-laktamaz. Uskalim této
1€¢cby je, ze dochazi ke kombinaci 1éCiv, ktera jsou ve tkénich v riznych koncentracich a

vétsinou nepiedstavuji spojeni nejvhodnéjsiho penicilinu s inhibitorem. (7)

Prvnim zastupcem inhibitori je kyselina klavulanova (klavulanat), ktera ma
samostatné velmi nizkou antimikrobialni U€innost, ale vyznacuje se vyznamnymi
inhibi¢énimi  u¢inky na stafylokokové beta-laktamazy 1 na beta-laktamazy
gramnegativnich ty¢inek, které produkuji napf. Enterobacteriaceae, Neisseria
gonorrhoeae, Klebsiella pneumoniae aj. Vpraxi se pouziva v kombinaci
s amoxicilinem, kdy pusobi na spektrum bakterii, které jsou vétSinou na samotny
amoxicilin rezistentni (Staph. aureus, Staph. epidermidis, H. influenzae, E. coli,...) ato
pravé z divodd produkce P-laktamazy. Druhou moznou kombinaci je klavulanat
s ticarcilinem, ktery ma vyhodnéjsi spektrum nez amoxicilin (Pseudomonas aeruginosa,

Bacteroides fragilis) a je odolngjsi vici nékterym beta-laktamazam. (5)

Dal$im inhibitorem je sulbaktam, sulfon kyseliny penicilanové, ktery se
vyznacuje inhibici stafylokokovych penicilinaz a gramnegativnich beta-laktamaz,
kment rodu: Enterobacter, Citrobacter, Serratia, Proteus, Morganella, Providencia a
ve spojeni s cefoperazonem i na Pseudomonas aeruginosa. Kombinuje se predev§im

s ampicilinem. (5)
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Poslednim inhibitorem je tazobaktam, sulfon kyseliny penicilanové, s dobrymi
ucinky na stafylokokové penicilinazy a vétSinu beta-laktamaz. Kombinuje se
s ureidopenicilinovym antibiotikem piperacilin, které ma dobrou Uc¢innost na

Pseudomonas aeruginosa a Enterococcus faecalis. (5)

1.3 Rezistence mikrobu k antibiotikum

Zivé organismy maji schopnost se prizpisobit vlivim vngjsiho prostiedi.
Antibiotika maji pfi soustavném podavani schopnost vytvaret selek¢ni tlak, a tak dat
podnét ke vzniku bakterialni rezistence. Pii vybéru ATB k pouZiti rozhoduje nejen
ptinos a rizika lécby, cena piipravku, ale i riziko vzniku rezistence. V dnesni dobé¢ je
tfeba regulovat preskripci antibiotik pouze v odiivodnénych piipadech a pokud mozno

s nejveétsim efektem na dané agens. (9)

Rezistenci bakterii k ATB Ize definovat z nékolika pohledd. Kolaf a spol. (10) ji
uvadi jako: ,,Schopnost bakteridalni populace prezZit ucinek inhibicni koncentrace
prislusného antibiotika.* Z genetického vyznamu, jak uvadi Urbaskova a spol. (11):
,,Obsahuje rezistentni kmen geny rezistence kjednomu nebo vice antibiotikiim.
Bakterialni rezistence se fadi mezi nebezpeci, kterd nejvice ohrozuji zdravotnictvi 21.
stoleti. Vyskytuji se kmeny, které jsou rezistentni k vétSiné dostupnych antibiotik
(Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. a nckteré Enterobacteriaceae

produkujici Sirokospektré beta-laktamazy) nebo i ke vS§em dostupnym antibiotikim, tzv.

panrezistence (Klebsiella pneumoniae, produkujici karbapenemazu - KPC). (12)

Rozeznédva se rezistence ptirozend (primarni) vyjadiujici odolnost bakteridlniho
druhu, ktery se nachazi mimo spektrum ucinku daného antibiotika. VétSinou z diivodu
nepfitomnosti cilové struktury (mykoplasmata odolna k beta-laktamim z dtvodu
absence tvorby bunécné stény a absence PBP). Tento poznatek Ize vyuzit k identifikaci
mikroba. Pfirozené rezistentni jsou vétSinou bakterie, které se vyskytuji ve svém

zivotnim prostiedi s konkurujicimi mikroorganismy. Bakterie se tak adaptuji na ATB
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produkované konkurujicimi bakteriemi (pseudomonady v odpadnich vodach a pudé,

enterokoky v zazivacim traktu). (9)

Druhym typem je rezistence ziskanad (sekundarni), pfi které dochazi k pfreméné
puvodné citlivé bakterie na rezistentni. Tento medicinsky problém vznikd ve vétSiné
pripadd bud’ pti dlouhodobé a nekontrolované 1€cb¢ antibiotiky ¢i nevhodné profylaxi.
RozliSuje se vicestupiiova rezistence, pii které se reverzibiln¢ a postupné zvysSuje
koncentrace ATB potiebna k usmrceni mikroba (penicilin, chloramfenikol). Druhym
typem je jednostupniova rezistence, pii niz dochazi k jejimu rychlému néstupu, cCasto

ireverzibilnimu (Streptomycin, erytromycin). (6)

Pomoci rychlé evoluce bakteridlniho genomu a selekénimu tlaku prostredi
dochazi k vzestupu bakterialni rezistence. K tomuto jevu nemusi dochazet pouze
pfimym podanim ATB, ale i riznymi faktory prostfedi (dezinfek¢ni latky). Ke zméndm
bakteridlniho genotypu miZe dochazet modifikaci genu na chromozomu zodpovédném
za citlivost k ATB (mutacné-selek¢ni rezistence) nebo pievzetim genetického materialu
od rezistentnich bun¢k (extrachromozomalni). Pii chromozomalni rezistenci dochdzi
ke spontanni mutaci genu, pfi¢emz bakterialni buiika nemusi ptijit do styku s ATB. Tato
zména genotypu se dale trvale pfenasi na dcefiné bunky. Antibiotikum poté vyvola tlak,
ktery vede k uhynuti citlivych bunék. Pii vzniku rezistence na vice druhli antibiotik se
v8ak uplatiiuje extrachromozomalni rezistence a to pomoci plazmida (R-plazmidy).
Plazmidy se pienaseji hlavné¢ konjugaci, kdy dochdzi k vytvoieni pieklenovaciho
mustku v mist¢ dotyku dvou bun€k a propojeni cytoplazem, mohou se prenaSet i
pomoci transdukce, kdy se k pfenosu genetické informace DNA vyuziva bakteriofag a
transformace. V tomto ptipadé dochazi k ziskani dané genetické informace bez pfimého
kontaktu s danou buiikou, mikrob DNA ziskd z volného prostiedi piichycenim na
bunécném povrchu. Za piedurceni plazmidi k Sifeni rezistence nesou zodpovédnost
genetické Useky, transpozony, které parazituji na DNA a mohou se uvoliiovat a
zaClenovat do riznych mist chromozomu. K jejich Siteni dochazi velmi rychle

pod vyraznym tlakem ATB. (10; 6)
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1.3.1 Mechanismy rezistence bakterii
Mikroby vyuzivaji 5 znamych mechanismu rezistence, které¢ mezi sebou mohou

kombinovat.

1.3.1.1 Produkce enzymii inaktivujicich antibiotikum

Tento mechanismus je nejrozSifenéjSi u rezistence k beta-laktamovym
antibiotikim, aminoglykosidim a chloramfenikolu. Dochazi k destrukci nebo
modifikaci molekuly antibiotika.

Jedna se o jednoduchy mechanismus a sta¢i jediny gen kodujici tento typ
rezistence. Dochazi k snadnému pienosu mezi jednotlivymi bakteriemi V ramci druhu,
ale i mezi riznymi druhy bakterii a tim dochazi k jejich rychlému §ifeni. Tuto rezistenci
lze vétSinou snadno inaktivovat podanim faleSného substratu, ktery zablokuje aktivni
misto enzymu. Jako inhibitory se zde uplatiiuji vySe zminéné: kyselina klavulanova,

sulbaktam a tazobaktam. (9)

U beta-laktamovych antibiotik se tyto enzymy nazyvaji beta-laktamazy. Ty
hydrolyzuji amidovou vazbu beta-laktamového kruhu antibiotika. Vysledkem je vznik
neucinné kyseliny penicilanové nebo cefalosporanové, bakterie se tak stavd odolnou.
Enzymy jsou produkovany piedev§im gramnegativnimi  bakteriemi a to

Vv periplasmatickém prostoru, v mensi miife grampozitivnimi bakteriemi extracelularné.

(12)

1.3.1.2 SniZeni permeability bunécné stény

Gramnegativni bakterie pomoci porinti, které jsou obsazeny ve vnéjSi membrané
bunééné stény, mohou omezit piisun latek a zivin, tim 1 mnozstvi vstupujiciho
antibiotika do buniky. Nevyhodou je, Ze dochazi i k omezeni pfisunu Zivin, ¢imz dochézi
K znevyhodnéni rezistentni bufiky va¢i pavodni populaci. Tento mechanismus
rezistence se uplatiiuje predev§im u beta-laktamovych antibiotik (Pseudomonas

aeruginosa a Enterobacter spp.). (9)
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1.3.1.3 Eflux

Pomoci enzymatickych systémti dochazi k aktivnimu vypuzovani antibiotika
z buiky, ¢imz se snizi jeho koncentrace. Bakterie efluxni pumpy vyuzivaji i
K odstranovani metaboliti a toxinl. Podileji se i na vzniku rezistence k nékterym
detergentnim piipravkim. Hyperprodukci efluxnich pump dochazi i k ovlivnéni
vypuzovani jinych latek vnitiniho prostfedi bunky a k oslabeni buiiky. Timto zpisobem
dochazi k inaktivaci chinolint, tetracyklini a makrolidi. (9) U rodu Ps. aeruginosa jsou

efluxni systémy odpovédné za multirezistenci (K vice druhtim antibiotik soucasn¢). (12)

1.3.1.4 Zména cilového mista

Vlivem pusobeni antibiotika dochazi k mutaci (zméné sekvence nukleové
kyseliny). Mutace muize postihnout vazebné misto podjednotky ribozomu nebo
topoizomerazu, enzym podilejici se na replikaci DNA, ¢imz dochdzi k nerozeznéani
cilové struktury antibiotikem. Tento mechanismus rezistence je znamy proti

aminoglykosidiim, tetracyklinim, makrolidim aj. (12)

1.3.1.5 Zapojeni alternativni metabolické drahy

K vyuziti dochazi u sulfonamidi, kdy dochazi k nalezu jiné metabolické drahy,
aby se obesel zablokovany krok pfi tvorbé kyseliny listové. (9) Dalsi moznosti je zména
PBP na jiny druh, ¢imZz dochéazi k nerozeznani proteinu antibiotikem, mechanismus

vyuziva bakterialni druh methicillin-rezistentni Staph. aureus. (12)

1.3.2 p-laktamazy

Jsou to enzymy hydrolyzujici amidy, amidiny a jiné C-N vazby. Patfi mezi
nejcastéj$i typ mechanismu rezistence k beta-laktamovym antibiotikiim. Mezi dalsi
mechanismy rezistence, uplatiiujici se vuci beta-laktamtm, se fadi snizena permeabilita

a zména PBP.

Beta-laktamazy jsou klasifikovany podle riiznych systémi, nejvice pouzivané
jsou klasifikace od Amblera, rozdélujici je do ¢étyf téid A-D dle sekvenci aminokyselin.
(13) Dalsi v literatuie ¢asto uzivana klasifikace je dle Bush-Jacoby-Medeirose, ktefi

vytvofili 4 skupiny (dle substratu a profilu inhibice) dale se délicich do podskupin a-f.
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(14) Klinicky vyznamné skupiny beta-laktamaz a propojeni obou systémi ukazuje
tabulka 1. (15)
Tabulka 1 Hlavni skupiny beta-laktamaz u gramnegativnich bakterii podle funkéni

klasifikace Bushové, Jacobyho a Medeirose a Amblerovy molekulirni klasifikace (podle
13, 14)

Funkéni Molekularni  Nazev Spektrum hydrolyzy Inhibitor B-laktamazy
skupina  tfida
1 C cefalosporinazy peniciliny, kyselina 3-
cefalosporiny, aminofenylborita
monobaktamy
2b A penicilinazy peniciliny, nizsi -
cefalosporiny
2be A ESBL peniciliny, cefalosporiny  kyselina klavulanova,
kromé cefamycinu, sulbaktam, tazobaktam
monobaktamy
2d D kloxacilinazy peniciliny véetné -
oxacilinu a cloxacilinu
2df D karbapenemazy Vsechny soucasné kyselina 3-
B-laktamy aminofenylborita
2f A karbapenemazy Vsechny soucasné kyselina 3-
B-laktamy aminofenylborita
3 B metalo-pB- Vsechny B-laktamy chelatatory kovovych
laktamazy kromé& monobaktamis  iontl (EDTA), kyselina

2-merkaptopropionova

Beta-laktamazy jsou produkované jak gramnegativnimi, tak grampozitivnimi
bakteriemi. U gramnegativnich bakterii jsou nejdulezitéj$imi Sirokospektrymi beta-
laktamazami enzymy typu ESBL (extended spectrum beta-lactamase) - skupina 2be a
tfida A, a typu AmpC-skupina 1 a tfida C. Mezi zakladni typy ESBL se tfadi TEM,
SHV, OXA a CTX-M enzymy. Mutaci nejcastéji typt TEM-1, TEM-2 a SHV-1
vznikaji beta-laktamazy, které hydrolyzuji vétSinu cefalosporini i nové generace,
monobaktamy a peniciliny. Tyto enzymy vSak nejsou odolné k u€¢inku inhibitord beta-
laktamaz (kyselina klavulanova, sulbaktam a tazobaktam). (16) Produkce ESBL
vétSinou vykazuje 1 sdruZenou rezistenci k jinym skupindm antibiotik (fluorochinolony,
aminoglykosidy aj.). Tato skutecnost je dana lokalizaci genil rezistence na stejném

mobilnim elementu, kde se vykytuje i gen pro ESBL. Pokud je plazmid s témito geny
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pfenesen konjugaci mezi jiné mikroorganismy, dochazi k Sifeni horizontdlni

multirezistence. (15)

Grampozitivni bakterie vykazuji produkci beta-laktamaz tfidy A, typu
penicilinazy, které jsou schopny S$tépit beta-laktamovy kruh a tak pokracuje syntéza
peptidoglykanu pomoci enzymu PBP. Antibiotika odolna vici penicilinazam se jiz také
stavaji neucinnymi, jelikoz dal$i modifikaci vznikd mechanismus, pfi kterém bakterie
syntetizuji peptidoglykan enzymem PBP2a. Tento enzym se vyznacuje niz$i afinitou

k methicilinu/oxacilinu, ktera vede k rezistenci na beta-laktamova ATB (17)

1.4 Nejcastéjsi producenti ESBL

1.4.1 Rod Klebsiella

Klebsiely jsou nepohyblivé gramnegativni tyCinky a fadi se mezi zavazné
nozokomialni patogeny, které mohou produkovat ESBL. Nachazi se v zazivacim traktu,
v dychacich cestach, v ptidé a ve vodé. V nemocnicich tyto kmeny pretrvavaji ve
zvlhéovacich rezervoarech, ventilatorech, inhalatorech aj. (18) Radi se mezi podminéné
patogenni bakterie, které nejcastéji zpusobuji uroinfekce, nozokomidlni sepse Ci infekce
dychacich cest. Nozokomidlni infekce jsou nejcastéji na novorozeneckych oddélenich a
jednotkach intenzivni péce. (1) Nejbéznéjsimi druhy jsou Klebsiella pneumoniae a

méné Klebsiella oxytoca.

Tento rod vytvarejici bilé mukozni kolonie se vyznacuje produkei vyrazného
polysacharidového pouzdra. Klebsiely jsou nepohyblivé, s ureasovou aktivitou a
obsahuji pouzderné antigeny. (19)

Klebsiely se vyznacuji primarni rezistenci k ampicilinu. Komunitni kmeny jsou
citlivée na cefalosporiny, chinolony, ko-trimoxazol a tetracykliny. Piibyvd ale
rezistentnich kmend, nesoucich plasmidy, koédujici beta-laktamazy Sirokého spektra,

které se vyskytuji hlavné v nemocnicich jako plivodci nozokomidlnich nakaz. V lécbé
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jimi zpusobenych infekci zbyvaji k terapii pouze karbapenemy, nékdy aminoglykosidy,
nitrofurantoin a kolistin. (19)

1.4.2 Rod Enterobacter

Enterobaktery jsou pohyblivé opouzdiené gramnegativni tyCinky, vyskytujici se
v lidském stifevé. Vyznacuji se biochemickou aktivitou, podobnou jako u Klebsiel.
Nejvyznamnéj§imi  pivodeci  onemocnéni  jsou  Enterobacter cloacae a

mén¢ Enterobacter aerogenes. (19)

Mimo stifevni trakt zplsobuji infekce mocovych cest a respiracniho traktu.
Vyznacuji se produkcei beta-laktamaz, pfirozenou rezistenci piedev§im na cefalosporiny
I. a Il. generace a citlivosti na cefalosporiny Ill. generace, karbapenemy a polymyxiny.

Radi se rovnéz k jednomu z relativné ¢astych producenttt ESBL. (18)

1.4.3 Rod Escherichia

Pro Clovéka dulezitym bakteridlnim zastupcem je Escherichia coli, ktera je
béZznym komenzalem stfevni mikroflory, kde brani uchyceni patogenti a podili se i na
syntéze vitaminu K. M4 antigenni struktury typu O, H, K, jejichz kombinaci vznikaji
ruzné sérotypy. Je to pohybliva bakterie Stépici glukosu a laktosu za tvorby plynu, tvori

indol a nestépi mocovinu. (19)

Pokud kmen obsahuje specifické faktory virulence, vyvolava ve stfevé chorobné
stavy a mimo stfevo je vzdy patogenni. Zpusobuje priijmy novorozenct a kojenct, které
jsou vyvolany enteropatogennimi sérotypy tvoficimi enterotoxin. U dospélych a déti
muze enteroinvazivni nebo enterohemorhagicky sérotyp zpiisobit kromé prijmi i
zavazna onemocnéni postihujici rizné organy (srdce, pankreas, centralni nervovy
systém aj.). E. coli se také Casto podili na nozokomialnich nakazach, kde zptsobuje
hnisavé zanéty klize, infekce mocovych a dychacich cest (pfedev§im u ventilovanych

pacientt), pii migraci do krevniho fecisté se stava pivodcem septickych stavi. (18)

K 1é¢bé extraintestinalnich infekci se pouzivaji antibiotika, ke kterym je E. coli

primarné vétsinou citliva, u intestinalnich forem se doporucuje hlavné dehydratace a
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dietni rezim. V posledni dobé se zvySuje pocet zachytu E. coli produkujicich ESBL a

vykazujici rezistenci k ptiivodné citlivym antibiotikim. (18)

1.4.4 Ostatni producenti ESBL

Mezi ostatni producenty ESBL fadime gramnegativni bakterie, které zacinaji byt
ve stale CastéjSich ptipadech rezistentni na beta-laktamova antibiotika. VétSinou lze
v terapii pouzit cefalosporiny vyssi generace ¢i ATB jiné skupiny. Mezi tyto méné Casté
producenty patii zastupci rodu Citrobacter spp., Morganella spp., Proteus spp.,
Providencia spp., Salmonella spp. a Serratia spp.

1.5 Dopad rezistence na terapii a moznosti 1écby

Geny rezistence se u bakterii vyskytovaly diive, nez byla zavedena samotna
antibiotika do 1ékai'ské praxe. Je to dano tim, ze bakterie, které piirozené produkuji
antibiotické latky, se takto zvyhodiuji pfed jinymi mikroby a geny rezistence vyuzivaji
k ochrané pted inhibici vlastnimi antibiotiky. Mikroorganismy se takto piizpisobuji

novym podminkam v jejich Zivotnim prostiedi. (11)

Pokud se v mikrobialni populaci objevi rezistentni jedinci, snazi se pomnozit a
Sifit rezistenci, ¢imz potlaci citlivé jedince. Tomuto jevu napomaha i1 podéavani
antimikrobnich latek, které sice zniCi citlivou populaci, ale umozni pfevladnuti

rezistentni populace. (11)

Na vzniku rezistence se nepodileji pouze antibiotika, ale 1 pouzivani
dezinfek¢nich prostiedkil ve zdravotnictvi, veterinaistvi, zeméd¢€lstvi a v soucasné dobe
i v domacnostech (Cistici prosttedky). Dochazi ke zneskodnovani bézné se vyskytujicich
bakterii, ale napf. natfedénim piipravkd do nizSich koncentraci vznikéd vhodny prostor
pro vznik rezistentnich bakterii, jelikoZ dochdzi k stimulaci efluxnich pump, kdy jsou
odstranény nejen Skodlivé latky, ale 1 antibiotika. Timto mechanismem mohou vznikat

multirezistentni kmeny, vyskytujici se i v bézné komunité. (11)

34



Nejracionalnéjsi je podani antibiotika k cilené terapii, kdy je znam ptvodce
nemoci, stanovena citlivost, poptipad¢ rezistence k ATB. Poté je mozno podavat cilené
(tzkospektré) antibiotikum piimo na daného puvodce. Pii empirické terapii se aplikuje
antibiotikum bez zndmé etiologie nemoci, predpoklada se nejpravdépodobnéjsi agens a
oGekavana citlivost na tento druh ATB. Sirokospektra antibiotika by se méla podavat
predevsim pfi inicidlni terapii, kdy pacient prodélava zivot ohrozujici infekci a nelze
¢ekat na vysledky mikrobiologického vySetieni. V tomto piipad¢ se pokryje co nejvice
moznych patogenil, avSak po stanoveni etiologického agens by mél nasledovat vybér
antibiotika s izkym spektrem, aby byl selekéni tlak Sirokospektrého ATB omezen na

minimum. (9)

Kolonizace rezistentnimi kmeny vede k negativnim duasledkiim terapie. ZvySuje
se mortalita a dochdzi ke kratSimu pfeZivani pacientll s infekcemi zpiisobenymi

multirezistentnimi kmeny. (20)

Gramnegativni ty¢ky se vyznacuji rychlou schopnosti adaptace na nové zavedena
antibiotika, coz dokazuje fakt rychlého nastupu rezistence k cefalosporinim III.
generace a to predevSim diky produkci ESBL, ktera se muze pomoci konjugace
plazmidu §itit dale. Lékem volby infekci zpusobenych témito kmeny jsou karbapenemy,
avSak Vv posledni dobé piibyva kment produkujicich karbapenemdzy, kdy zlstava
G¢inny pouze kolistin. (11) V roce 2009 byl v Ceské republice zachycen kmen Serratia
marcescens soucasné produkujici metalo-B-laktamazu (MBL), Sirokospektrou J3-
laktamazu (ESBL) a dvé B-laktamazy typu AmpC. Tento kmen vykazoval rezistenci ke
vSem dostupnym antibiotikim, coz piedstavuje hrozbu pro antibiotickou terapii
v dal8ich letech. (21) Takové kmeny se oznacuji jako panrezistentni a lze je akvirovat a

importovat do CR ze zemi s jejich ¢astym vyskytem (Turecko, Recko,...).
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2 Vyzkumné otazky

Pfitomnost a Sifeni bakterialni rezistence k soucasnym antibiotikim se fadi mezi
zavazné problémy dnesni doby. Z tohoto divodu bych chtéla zjistit, jaka je situace
v Nemocnici Ceské Bud¢jovice, a. s. Pti rutinnim sledovani a uc¢asti na laboratorni praxi
bych se chtéla zamétit na otazku, ktery producent ESBL je nejcastéjsi a ve kterém
materidlu byl nalezen, popfipadé, na kterém oddéleni nemocnice se rezistentni bakterie
vyskytuji. Dale bych chtéla porovnat jaky je pomér vyskytu producentii ESBL

v nemocnici oproti komunité.
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3 Metodika

Sbér dat probihal béhem roku 2013 v Nemocnici Ceské Bud&jovice, a. s. (NemCB),
kde jsem se vobdobi 22. 4. — 21. 5. 2013 ucastnila rutinni praxe. Za
spoluprace laborantek a lékaifi Bakteriologického oddéleni Nemocnice Ceské
Budgjovice, a.s. jsem zpracovavala ptichozi biologicky material, testovala bakterie na
citlivost k piislusnym antibiotiktim, poptipadé dale zjistovala jejich pozitivitu produkce
ESBL. Bakterie byly izolovany z klinického materialu pacientti hospitalizovanych
v NemCB, dale pak z klinickych ambulanci obvodnich 1ékatt spadajicich do spadové
oblasti bakteriologické laboratofe. Pfi identifikaci jsem postupovala standardnimi
mikrobiologickymi pracovnimi postupy. Vzdy jsem zatadila od jednoho pacienta jen
jeden kmen daného druhu, ktery byl izolovan z pfislusného materialu pro danou
diagndézu jako prvni. Béhem své piitomnosti v laboratofi jsem izolovala bakterie

z téchto klinickych materialt:

e sputum

e bronchidlni sekret
e vytér z krku a nosu
e moc

e sekret z rany

e cévni katétr

e stolice
e ucho
e krev

3.1 Zpracovani biologického materialu

Vzorky, které byly doruceny do laboratoie, byly zkontrolovany s pfilozenou
zadankou a tadné oznaceny Cislem, poté zpracovany dle standardnich laboratornich
postupti. Material byl dale kultivovan do dal§iho dne v termostatu pfi teploté 36 +/- 1
°C. Za 24 hod., odecitajici lékat urcil, zda se jedna o béznou nebo patogenni mikrofloru.

V druhém ptipadé byla stanovena citlivost mikroba k piislusné skupiné antibiotik.
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Citlivost k antibiotikiim byla stanovena diskovou difuzni metodou (kvalitativni) nebo

automatizovanou testovaci metodou VITEK 2 (semikvantitativni).

3.1.1 Bronchialni sekret a sputum

Tekuty material v podobé sputa je transportovan do laboratofe Vv tzv. ,,sputovce®
(Sirsi zkumavka se Sroubovacim vikem). Materidl se naockuje na pét pevnych puid,
jednu pudu tekutou a zhotovi se mikroskopicky preparat. Pomoci vatového tamponu se
inokuluje vzorek na Columbia agar s 5 % piimési ov¢i krve (CBD) a dale rozoc¢kuje pro
ziskani jednotlivych kolonii. Na této pidé se pouhym okem =zachyti piipadné
hemolytické vlastnosti bakterialnich kment. Inokulum se dale naockuje na ¢okoladovy
K vylouceni kvasinkové infekce se masivné naockuje na Sabourauduv agar (SCG),
ktery obsahuje glukosu a je selektivnim kultivaénim mediem pro kvasinky a plisné.
Jako selektivné diagnostickou pudu pro zachyt gramnegativnich bakterii se pouziva
MacConkeyho agar s piimési krystalové violeti (MCV), ktera navic obsahuje laktosu a
rozdéluje tak mikroby na laktosu $tépici a neStépici. Posledni pevnou padou je
Columbia agar s piimési 5 % ov¢i krve a antibiotika (kyseliny nalidixové - CNA), na
kterém se vyselektuji grampozitivni koky. Tekuta ptda se pouzije pro pomnozeni

malého mnozstvi bakterii. (22)

3.1.2 Vytér z krku a nosu

Vzorky vytéra z krku a nosu piichazeji do laboratofe na tamponu v transportni
pudé. Kazdym tamponem se inokuluje stejna skladba ploten. Inokulum se rozockuje na
krevni agar (CBD) a Endiiv agar (EA) nebo MacConkeyho piidu (MCV) pro selektivni
diagnostiku gramnegativnich bakterii. Pfes krevni agar se navic naockuje Cista kultura
Staphylococcus aureus, v jehoz pfitomnosti se odhali rist hemofilti. Do silného inokula
na krevnim agaru Se polozi antibioticky disk (gentamicin), ktery potla¢i béznou floru a
umoznuje zachytit pfipadné respiracni patogeny (piedevsim Str. pyogenes, méné Str.

pneumoniae).
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3.1.3 Cévni katétry

Odstfizena cast (koneénych 3-5 cm) cévniho katétru se transportuje do
laboratofe ve sterilni zkumavce. Zpracovani katétru se provadi semikvantitativni
metodou dle Makiho: katétr se vyjme sterilni pinzetou z transportni zkumavky a
sterilnim tamponem se rotatnim pohybem povali po krevnim agaru (CBD). Poté se
sterilni pinzetou pienese do tekuté pomnozovaci pidy, kde se nechd 24 hodin
kultivovat. Pozitivni nalez se projevi zakalem, ktery se dale vyoCkovava na pevnou
pudu. Se zaslanym katétrem se vétSinou odebiraji i hemokultury k vylouéeni/potvrzeni

katétrové infekce krevniho fecisteé. (22)

3.1.4 Krev

Pt1 diagnostice sepsi a jinych infekei krevniho fecisté se odebira nesrazliva krev
pacienta do specidlnich lahvi¢ek pro automatickou kultivaci. Odbér provadi sestra nebo
Iékat asepticky, z riznych odbérovych mist. Misto odbéru musi byt fadné ocisténo a
dezinfikovano jodovymi preparaty do zaschnuti. Odbér se provadi vétSinou 3x po sobé,
pii vzestupu teploty pacienta. RozliSuji se lahvicky pro odbér aerobni a anaerobni
kultury a lahvicky urcené k odbéru krve pacienti po podani antibiotik. Do kazdé
lahvicky se odebere cca 10 ml krve. Hemokultury je tfeba odebirat v dostatecném poctu
(min. 2-3 ks), aby se vyloucila fale$nd pozitivita hemokultury kontaminaci béZnou
kozni flérou. Kultivace hemokultur probiha v piistroji BacT/ALERT 3D znacky
bioMérieux, ktery detekuje piipadnou piitomnost CO; produkovaného rostoucimi

bakteriemi.

Ptitomni mikrobi v hemokultuie produkuji CO; pii metabolismu substrata
obsazenych v danych kulturach. S ristem mikroorganismli roste i mnozstvi CO,, to
vede ke zméné barvy dna lahvicky z tmavé na svétlou. Zména barvy je detekovana LED
diodou, jez vyzafuje svétlo, které je poté méfeno fotodetektorem. Cim vétsi mnoZstvi
CO; je tvofeno, tim vice svétla dioda vyzafuje. Takovy vzorek je bran jako pozitivni.
Pokud po 7 dnech hemokultura nevykazuje produkci CO,, je vyhodnocena jako

negativni. (23)
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Pozitivni hemokultury se po detekci ptistrojem déle laboratorné zpracovavaji.
Krev se pomoci sterilni stfikacky a jehly aplikuje v ptipadé aerobni kultivace na
modifikovany krevni agar (CBD) kultivovany za zvysené tenze CO,, dale na Endovu
pudu, zhotovi se mikroskopicky preparat, ktery se barvi dle Grama, a vzorek se aplikuje
i do bujonu s ptidavkem NaCl, jenz lze poté pouzit pro stanoveni MIC. Stanoveni se
provadi v plastovych mikrotitraénich destickach s jamkami. Jamky jsou naplnény
ristovym médiem a postupné se zvysujici koncentraci ptisluSného ATB. Vysetfovany
kmen se nanese Vv suspenzi o hustoté 0,5 McFarlandovy stupnice optické denzity. Pro

anaerobni kultivaci se vzorek navic aplikuje na specialni agar Schaedler s vitaminem K.

3.1.5 Moc

Mo¢ je transportovana ve sterilnich naddobkach se Sroubovacim uzdvérem.
Klasické zpracovani moce se provadi metodou kalibrované klicky. Nejprve se
kalibrovanou klickou (10 ul) nabere koncentrovana mo¢ a nanese Se svisla ¢ara na
krevni agar (CBD), pfes tuto ¢aru se dale vzorek rozockuje vinovitym pohybem. Stejna
Klicka se pouzije na nabrani dal$iho mnozstvi mo¢e a ponoii se poté do 1 ml
fyziologického roztoku, ¢imz se zvétSilo zfedéni a material se rozockuje vlnovitym
pohybem na polovinu Endovy ptidy a polovinu krevniho agaru. Na druhou polovinu pad
se aplikuje vzorek klickou o menSim objemu (1 upl), ktery se také jeSté ziedi ve

fyziologickém roztoku. (22)

VétSina vzorkli moce v laboratofi je zpracovdna automatickym kultivacnim
systétmem. Pouze vzorky, které pfistroj nedokéze odecist, jsou kultivovany vyse
zminénym postupem. V laboratofi Nemocnice Ceské Bud&jovice, a. s. pouZivaji ptistroj
HB&L UROQUATTRO firmy BioVendor. Vzorek se inokuluje pomoci pipety do
specidlni nadoby s kultivaénim bujonem. Detekce probihd metodou zalozenou na
rozptylu svétla, kdy pfistroj zobrazuje rGstovou kiivku v redlném case, vyjadiujici

kvantitu bakterii (v po¢tu CFU/mI). (24)

Z pozitivnich moc¢i se zhotovi mikroskopicky preparat. Kdyz se moc

zcentrifugovala ptfi 4000 ot. /min., sediment se poté natfe na sklicko a obarvi dle Grama.
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Pro identifikaci bakterii 1ze také pouzit chromogenni ptidu UriSelect 4 firmy BIO-RAD,

na které se podle ptislusné barvy rozlisi nejcastéjsi piivodci infekci mocovych cest. (22)

3.1.6 Stolice

Vzorek ztravici trubice je dodavan jako vytér z recta v Amiesové transportni
pude, nebo plna stolice ve specialni zkumavce. Material Se pfi zpracovani naockuje na
Endovu pldu, na specialni selektivni pidu pro salmonely a shigelly (S. S. agar), dale na
selektivni pudu pro kampylobaktery a vytérovka se vlozi do selenitového bujonu pro

pomnozeni salmonel. (22)

3.1.7 Sekret z rany

Vzorky ziskané otiskem, stérem ¢i vytérem z hnisavych infekci a ran se
inokuluji a rozockuji po celé ploSe krevniho agaru, na ktery se poklada gentamicin. Déle
se material naoCkuje na McConkeyho pudu a Columbia agar s pfimési 5 % ov¢i krve a
kyseliny nalidixové. Zhotovi se preparat, barveny dle Grama a vytérovy tampon se vlozi

do pomnoZovaci pudy. (25)
3.2 Kultivace vzorki

Kultivace pid probiha v termostatu pii teploté¢ 36 +1°C 18-24 hod., popiipadé
déle (podle druhu hledaného patogena). Nékteré pudy jsou kultivovany v prostiedi
s pritomnosti tenze CO; (= mikroaerofiln¢), anaerobni kultivace probiha ve specialnich

saccich, nebo v anaerobnim boxu za nepfistupu vzduchu.
3.3 Identifikace a testovani mikrobi na citlivost k antibiotikiim

Druhy den (popiipadé pozdé&ji) po kultivaci vzorku lékai identifikuje mikroba.
Pokud neni jednozna¢né ziejmé, o ktery bakterialni druh se jedna, laborantka provede
dopliyjici biochemické testy, nebo je mozné vétSinu bakterii uréit pomoci piistroje
VITEK MS od firmy bioMérieux. Tento pfistroj pracuje na principu hmotnostni
spektrometrie technologii MALDI — TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization
Time-of-Flight). VVzorek je nanesen na specialni kovovou desticku, kde je smichan se

specidlni matrici a usuSen. Po vloZeni do pfistroje pracujiciho za vysokého vakua, je
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ostfelovan laserovym paprskem, ktery ionizuje molekuly matrice, jejiz protony ionizuji
molekuly vzorku. Vzniklé elektrické pole poté usmériiuje ionty do vlastniho
hmotnostniho spektrometru, kde jsou jednotlivé ionty identifikovany podle ¢asu doletu.
Ten je uréen pomérem hmotnosti a nabojem iontu (m/e). Po dopadu na detektor je
urceno jejich mnozstvi. Vystupem je hmotnostni spektrum, které je porovnano
s knihovnou spekter v pocita¢i. Kazdy mikrob ma své hmotnostni spektrum a vzorku je

tak ptifazena procentualni pravdépodobnost shody s danym spektrem v PC. (26)

Identifikované vzorky jsou urcené dale k analyze jejich citlivosti k antibiotikiim.
V prvnim kroku se vzorky testuji diskovym difaznim testem, ktery se fadi mezi metody
kvalitativni. Lze takto testovat bakterialni kmeny na Sirokou Skalu antibiotik. Jako
kultivacni piida se pouziva Mueller — Hinton agar (MH), pro choulostivéjsi mikroby
(hemofily, moraxelly aj.) MH s piimési koniské krve. Ockovani plotny se provadi po
ptipravé suspenze z vysetfovaného kmene a fyziologického roztoku (3 ml). Jak uvadi
Hrabak (27), koncentrace inokula bunék bakterii by mé&la byt zhruba 10° bunék/ml. Je
nutno dosahnout stavu, kdy se kolonie dotykaji, ale neptekryvaji. Tato suspenze se
pipetou nanese na plotnu a kyvavym pohybem zajisti jeji rovhomérné pokryti. Ptebytek
suspenze se odsaje Pasteurovou pipetou. Po zaschnuti plotny se pokladaji papirové
disky nasycené danym mnozstvim antibiotika. Kazdy mikrob ma specidlni skladbu

skupiny ATB. Plotny se kultivuji do druhého dne pii teploté 36°C.

ATB difunduje do agaru a inhibuje rostouci bakterie vytvoienim tzv. inhibi¢ni
zony (IZ). Velikost inhibi¢ni zony odecita lékar posuvnym méfitkem. Naméfend
hodnota se porovnava s referencnimi zonami doporucenymi instituci European
Committee on Antimicrobial Suspectibility Testing (EUCAST), ktera uvadi tfi

kategorie rozdéleni:

1. kmen citlivy: aktivita ATB poskytuje vysokou pravdépodobnost uspéchu 1é¢by
2. kmen intermediarné rezistentni: uspéch 1é¢by s danou aktivitou ATB je nejisty

3. kmen rezistentni: aktivita ATB vykazuje vysokou pravdépodobnost selhani 1é¢by
(28)
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Kmeny, které¢ maji IZ vétsi, nez udava referenni mez, jsou povazovany za citlivé.
Bakterie rostouci az k disku, nebo majici IZ mensi nez je referenéni mez, se povazuji za
rezistentni. Z produkce ESBL jsou podeziclé ty kmeny, které mély vétSinu hodnot 1Z

niz$i, nez je hodnota hrani¢ni. (22)

Kmeny podezielé z produkce ESBL se dale podrobuji kvantitativni analyze
citlivosti pomoci ptistroje VITEK 2 od firmy bioMérieux. Metoda je zalozena na
technice MIC za pouziti specidlnich Cipovych karet. Jednd se o zkracenou verzi
techniky dvojit¢ho tedéni pro MIC stanovené mikrodiluéni metodou. Kazdy ¢&ip
obsahuje 63 mikrojamek obsahujicich pfedem odméfené mnozstvi antimikrobialni latky
a kultivaéniho média. Karta obsahuje i jamku kontrolni bez antimikrobidlni latky.
Vlastni analyze piedchazi piiprava suspenze z analyzované kolonie a fyziologického
roztoku (0,45%), odpovidajici zakalu 0,5 McFarlanda. Po vlozeni do ptistroje dochazi
pod tlakem k nasati roztoku do jednotlivych jamek. Probiha inkubace, béhem které
dochazi k ristu mikrobli v jamce. Po uplynuti inkuba¢ni doby dochazi ke stanoveni
MIC kazdé antimikrobidlni latky. Vysledky jsou interpretovany do kategorii citlivosti
pomoci break-pointti antibiotik, vyjadiené hodnotou MIC v mg/l. Break-pointy
stanovuje v zakladnim dokumentu EUCAST. (29)

Detekce ESBL se stanovuje pomoci chromatogenni pidy chromID ESBL od
firmy bioM¢érieux, kterd obsahuje smés ATB, piedevsim cefpodoxim. Tato pida je
uréena k identifikaci producenti ESBL ¢&eledi Enterobacteriaceae. Po inkubaci 18-24

hodin Ize rozlisit jednotlivé druhy podle barvy kolonie.

Presnéjsi metodou detekce ESBL je Double Disk Synergy Test (DDST). Metoda
je zalozena na principu detekce deformace inhibi¢nich z6n, zpisobené testovanym
kmenem na MH agaru mezi disky s cefalosporiny a aztreonamem, a diskem
s amoxicilinem/klavulanovou kyselinou. Suspenze bun¢k bakterii ve fyziologickém
roztoku (0,5 McFarlandova zakalu) se inokuluje na MH agar, piebytek tekutiny se
odsaje sterilni pipetou. Po zaschnuti plotny se polozi skupina ATB o ptedepsaném

sloZeni a umisténi, které znazoriuje schéma 1.
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Schéma 1 Doporucené rozloZeni diskit ATB pii metodé DDST (27)

Legenda: CPD — cefpodoxim, AZT — aztreonam, AMC — amoxicilin + kyselina klavulanova, CTZ —
ceftazidim, IMI — imipenem, CPM — cefepim

Jak uvadi Hrabak (27), producent ESBL vytvati zvétSenou inhibi¢ni zoénu ve
tvaru ,,zatky od Sampanského® kolem disku alespon jednoho z antibiotik (aztreonam,
cefotaxim, ceftazidim, cefepim) na stran¢ sousedici s diskem kombinace

amoxicilin/kyselina klavulanova (viz. ptiloha 3 a 4).

Pro rychlé zjisténi produkce beta-laktamazy lze pouzit produkt firmy BIO-RAD
BLACTA test. Slouzi k rychlé detekci rezistence bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae
vuci treti generaci cefalosporinii. Jednd se o kvalitativni kolorimetricky test, ktery se
provadi pfimo na vypéstovanych koloniich po kultivaci 16-24 hodin na kultivacnich
médiich. Test je schopen identifikovat beta-laktamazy typu ESBL, AmpC, metalo-p-
laktamazy a karbapenemazy. (14) Princip testu je zaloZen na schopnosti $tépeni
substratu. Tim je chromogenni cefalosporin. Roz$tépeni substrdtu zplsobi pouze
bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae s produkei beta-laktamaz. Substrat nejsou schopny

hydrolyzovat ziskané penicilinazy. V baleni jsou obsazeny 2 reagencie, které se
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smichaji, a vysledek se odecte za 15 minut. (30) Princip provedeni testu je zobrazen na

schématu 2.

odi o =4 e
o
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- O @\
+18°C 2-15 mn. ©

Schéma 2 Provedeni BLACTA testu (30)
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4 Vysledky

V pribéhu roku 2013 bylo na Bakteriologickém oddéleni NemCB zpracovano
celkem 12 347 izolatu z Celedi Enterobacteriaceae — konkrétné kmeny Citrobacter

freundii,

pneumoniae a Proteus mirabilis. Z toho byla u 226 producenti potvrzena produkce
ESBL. Jednotlivé poCty producenti ukazuje graf 1. Detailn€jsi udaje jsou uvedeny

v ptiloze 5.

Enterobacter cloacae, Escherichia coli,

v

Graf 1 Pocet producenti ESBL za rok 2013

200
180
160
140
120

B

3100

A

80
60
40
20

Pocet producentii ESBL za rok

Klebsiella oxytoca, Klebsiella

183
15 - 16
4 T 1
— . - . . | . - .
Citrobacter Enterobacter Escherichia  Klebsiella Klebsiella Proteus
freundii cloacae coli oxytoca pneumoniae  mirabilis
Producent ESBL

V dobé od 22. 4. -21. 5. 2013 se izolovalo 9186 mikrobt, z toho 1035 izolat

z ¢eledi Enterobacteriaceae — konkrétné Enterobacter aerogenes, Enterobacter

cloacae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Providencia stuartii a Salmonella

Brandenburg. Zachytilo se 25 producentit ESBL. Poéty zobrazuje tabulka 2.

46




Tabulka 2 Piehled izolovanych kmenii, véetné producenti ESBL 22. 4. - 21. 5. 2013

Druh Pocet celkem Pocet ESBL
Enterobacter aerogenes 6 1
Enterobacter cloacae 77 4
Escherichia coli 763 13
Klebsiella pneumoniae 180 5
Providencia stuartii 8 1
Salmonella Brandenburg 1 1
celkem 1035 25

4.1 Rozdéleni izolati dle typu nemocni¢niho oddéleni

V této casti jsou vzorky rozdéleny dle nemocni¢niho odd€leni na interni ¢i

chirurgické. Mezi interni oddéleni byla zafazena tato oddéleni: anesteziologicko-

resuscitani  (ARO), gastroenterologické, hemodialyza¢ni, infek¢ni, interni,

kardiologické, neurologické, oddéleni néasledné péce, plicni, rehabilitacni. Chirurgické

oddé¢leni tvotila oddé€leni kardiochirurgickd, neurochirurgicka, ortopedicka, porodnicko-

gynekologickd, traumatologickd, urologickd. Nebyla zafazena oddéleni: détske,

neonatologické, kozni, psychiatrické. Analyzu vyskytu uvadi tabulka 3 a 4.

Tabulka 3 Vyskyt ESBL pozitivnich kmenu dle typu oddéleni za rok 2013

Druh Interna Chirurgie
Citrobacter freundii 3 1
Enterobacter cloacae 6 8
Escherichia coli 122 51
Klebsiella oxytoca 4 2
Klebsiella pneumoniae 10 3
Proteus mirabilis 1 0
celkem 146 65
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Tabulka 4 Vyskyt ESBL pozitivnich kmenu dle typu oddéleni 22. 4. — 21. 5. 2013

Druh Interna Chirurgie
Enterobacter aerogenes 1 0
Enterobacter cloacae 0 4
Escherichia coli 11 2
Klebsiella pneumoniae 4 1
Providencia stuartii 1 0
Salmonella Brandenburg 1 0
celkem 18 7

4.2 Rozdéleni izolati dle typu klinickych materiali

Data byla rozd€lena dle vyskytu daného kmene v konkrétnim typu klinického
materidlu. Byl sledovan vyskyt v moci, stéru (absces, drén, hnis, punktat, sekret z rany,
stéry ze sterna, dekubitu, vytér z defektu), dolnich cestach dychacich (bronchialni
aspirat, sputum), hemokultufe. Jiné vzorky byly zatazeny do kolonky ostatni. Vysledky
dle producenta a materidlu jsou zobrazeny v tabulce 5 a 6, celkové pocty dle typu

biologického materialu jsou vyobrazeny v grafu 2 a 3.

Tabulka 5 Vyskyt producentiit ESBL dle klinického materialu v roce 2013

Druh Moé¢ Stér DCD Hemokultura Ostatni Celkem
Citrobacter freundii 3 0 0 1 0 4
Enterobacter cloacae 4 3 5 0 3 15
Escherichia coli 154 15 5 6 3 183
Klebsiella oxytoca 5 1 0 0 1 7
Klebsiella pneumoniae 8 0 1 3 4 16
Proteus mirabilis 1 0 0 0 0 1
celkem (pocet) 175 19 11 10 11 226

Tabulka 6 Vyskyt producenti ESBL dle klinického materialu 22. 4. - 21. 5. 2013

Druh Mo¢ Stér DCD Hemokultura Ostatni Celkem
Enterobacter aerogenes 0 0 1 0 0 1
Enterobacter cloacae 2 2 0 0 0 4
Escherichia coli 9 1 0 2 1 13
Klebsiella pneumoniae 4 1 0 0 0 5
Providencia stuartii 0 1 0 0 0 1
Salmonella Brandenburg 0 0 0 0 1 1
celkem (pocet) 15 5 1 2 2 25
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Graf 2 Celkovy pocet klinickych materiali s ESBL producenty za rok 2013
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Graf 3 Celkovy pocet klinickych vzorki s ESBL producenty 22. 4. - 21. 5. 2013
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4.3 Pocet producentit ESBL v nemocnici a v komunité

V této Casti je zobrazen vztah mezi vyskytem producentdt ESBL v nemocnici a
Vv komunité. Mezi komunitu jsou zafazeni obvodni I¢kafi, ktefi spadaji do oblasti

Nemocnice Ceské Budgjovice, a. s. Vysledky zobrazuje tabulka 7 a 8.

Tabulka 7 Pocet producentiit ESBL v nemocnici a v komunité za rok 2013

Misto odbéru Pocet ESBL Pocet celkem
nemaochice 222 10 791
komunita 4 1556
celkem 226 12 347

Tabulka 8 Pocet producentit ESBL v nemocnici a v komunité 22. 4. - 21. 5. 2013

Misto odbéru Pocéet ESBL Pocet celkem
nemocnice 25 895
komunita 0 140
celkem 25 1035
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4.4 U&innost ATB u producenti ESBL

Tabulka 9 a 10 zobrazuje rezistenci gramnegativnich patogeni k vybranym
antibiotikiim, ktera se bézn¢ uzivaji ke zjisténi citlivosti mikroba na ATB. Je tfeba fici,
ze ucinnost cefepimu, cefotaximu, ceftazidimu, cefuroximu a piperacilinu +
tazobaktamu je v terapii nejista. Cefoxitin se jako Iék na mocové infekce jiz nevyrabi,
ale pouziva se k laboratorni diagnostice prukazu produkce ESBL.

Tabulka 9 Rezistence vybranych producenti ESBL k antimikrobnim piipravkim
za rok 2013

ATB Bakterialni druh
Escherichia coli ~ Klebsiella pneumoniae  Enterobacter cloacae

AMI 13 0 0
AXC 112 2 2
CFP 96 3 2
CFX 37 1 2
CIP 128 5 2
COL 0 0 0
CRX 114 2 1
CTX 163 5 5
CTz 105 5 2
EPM - 0 0
FUR 13 2 0
GEN 35 5 3
IMP 1 0 0
MER 1? 0 0
NFN 109 4 2
PPT 28 4 2
TGC 0 2 0
TMN 63 4 2
TMP 101 4 2
TMS 129 5 3

Legenda: AMI — amikacin, AXC — amoxicilin + kyselina klavulanova, CFP — cefepim, CFX — cefoxitin,
CIP — ciprofloxacin, COL - kolistin, CRX — cefuroxim, CTX — cefotaxim, CTZ — ceftazidim, EPM —
ertapenem, FUR — nitrofurantoin, GEN — gentamicin, IMP — imipenem, MER — meropenem, NFN —
norfloxacin, PPT — piperacilin + tazobaktam, TGC - tigecyklin, TMN — tobramycin, TMP — trimetoprim,
TMS — trimetoprim + sulfonamid
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Tabulka 10 Rezistence vybranych producenti ESBL k antimikrobnim
pripravkim 22. 4. - 21. 5. 2013

ATB Bakterialni druh

Escherichia coli Klebsiella pneumoniae  Enterobacter cloacae

AMI
AXC
CFP
CFX
cIp
coL
CRX
CTX
CTZ
EPM
FUR
GEN
IMP
MER
NFN
PPT
TGC
TMN
TMP
™S

PowoocoovwNocohrroUu oo ok ®®o
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5 Diskuze

Prevalence ESBL-pozitivnich mikroba z ¢eledi Enterobacteriaceae se pohybovala
okolo 1,83 %. Pti porovnani se studii Kolafe et al. z roku 2010 ve tfech moravskych
nemocnicich byla procenta nizsi, zde 4 — 12 %. (16) Stale je vSak vysledek priznivéjsi,
nez studie provadéné ve svété, analyza Scicluna et al. na Malté poukazuje na 13,2%
vyskyt ESBL pozitivnich kment, Ko et al. dokonce 14% v nemocnicich v Koreji. (31;

32)

5.1 Zhodnoceni a porovnani vysledki Nemocnice Ceské Budéjovice, a. s.
za rok 2013

Nejcast€jSim producentem ESBL za rok 2013 byl kmen Escherichia coli (183
izolatt), nasledovan kmeny Klebsiella pneumoniae (16 izolat) a Enterobacter cloacae
(15 izolati). Béhem mésice 22. 4. — 21. 5. 2013 bylo pofadi producenti stejné. Ve studii
Kolafe et al. je na prvnim misté kmen Klebsiella pneumoniae (578 izolatt), nasledné
kmen Klebsiella oxytoca (42 izolat) a Escherichia coli (228 izolatt). (16) Nejen, ze je
vyskyt producenti nizsi, zménilo se 1 pofadi ESBL producentii. Tuto skutecnost si lze
vysvétlit kombinaci rtiznych pti¢in. Prvni z nich je selekéni tlak podavanych antibiotik,
dale vliv vnéjSiho prostiedi, ve kterém se rezistentni bakterie nachazeji a hlavné vyména

genetického materialu mezi bakteriemi stejného i odlisného druhu. (33)

Pti rozdéleni izolati dle typu nemocnicniho oddé€leni vySlo najevo, ze vétSina
kmentt ESBL producenti se vyskytuje na internich odd¢lenich, konkrétné Escherichia
coli 122 izolata, Klebsiella pneumoniae 10 izolatd. V jediném piipadé, a to u kmene
Enterobacter cloacae, se vyskytl vyssi vyskyt na chirurgickém oddé€leni, 8 izolati ze
13. Béhem mésice 22. 4. — 21. 5. 2013 ptevazoval vyskyt na internim oddéleni, ale
kmen Enterobacter cloacae se nachazel pouze na chirurgickém oddéleni. Pifevaha na
internim oddé¢leni je dana hlavné rozdilnou skladbou pacientii. Na internich oddélenich
se nachazi pacienti, kteti pravdépodobné jiz byli hospitalizovani, uzivali ATB a

ptichazeli do styku s nozokomialnimi kmeny déle nez pacienti na chirurgickém

53



oddéleni. OdliSnost je dana i rozdilnym mnozstvim lazek na jednotlivych oddélenich —

574 lazek na internim oddéleni a 505 lizek na chirurgickém oddéleni (stav k r. 2012).

Porovnanim poctu vzorkl z jednotlivych typi klinickych materiali byl jednoznacné
nejvetsi vyskyt kment v mo¢i - Konkrétné 175 izolat, ztoho 154 vzorkt kmene
Escherichia coli. Potvrzuje tak své prvenstvi pivodce uroinfekci, vlivem specifickych
faktortu virulence — adhesiny (pili) specifickymi vazbou na epitelie mocovych cest. Pii
srovndni s tfimésini studii Ko et al. dochazi k zachytu pomérné velkého mnoZstvi
ESBL kmenti za tak kratké obdobi. Pfevazujicim materialem s izolaty je zde také moc
(90 izolatd), poté material z dolnich cest dychacich (61 izolat), hemokultura a stéry.
Lisi se vSak piavodce, ktery dominuje. Ve studii jasné vitézi kmeny Klebsiella
pneumoniae, které jsou vyznamnym puvodcem nejen uroinfekci, ale i nozokomialnich

nakaz. (32) Piehled izolatu ukazuje tabulka 11.

Tabulka 11 Vyskyt producenti ESBL dle klinického materialu v Kkorejskych
nemocnicich (32)

Isolation Total E. coli K. pneumoniae E. cloacae
source No. of ESBL P*  No.of ESBL P  No.of ESBL P No.of ESBL  P*
isolates (%) (%) isolates (%) (%) isolates (%) (%) isolates (%) (%)
Sputum 208(20.1)  49(164) 019 16(3.5) 6(37.5) 0003 188(344) 32(17.0) 0026 2221.0) 5(227) 034
Blood 151(10.2)  16(10.6) 0.194 354 (11.7) 4(74) 0468 61(112) 9(148) 0144 14(133) 2(143) 1.000
Bile 36(24) 8(22.2) 0.155 920 2(222) 0232 8(L5) 3(375) 0388 4(3.8) 1(250) 0512
Aspirate 29(2.0) 12 (41.4) <0.001 4(09) J(75.0) 0.004 14(286) B(57.1) 0005 2(1.9) 1 (500) 0299
Urine 598 (40.3) 90 (I5.1) 0379 312(67.8) 26(83) 0053 158(289) 56(354) <0001 17(16.2) 1(59) 029
Urine 136 (9.2) 33(24.3) <0001 48(10.4) 6(12.5) 0613 356(103) 26 (46.4) <0.001 4(3.8) 1] 1.000
catheterized
Urine voided 427(28.8) 53 (124) 0239 238(5L7) I18(7.6) 0052 102(18.7) 30(294) 0130 12(114) 1(83) 0685
Pus 95 (6.4) T(7.4) 0052 18(3.9) 2(1L1) 0705 38(7.0) 2(53) 0.008 B(7.6) 1 (125) 1.000
Peritoneal fluid 26(1.8) 3(1L5)  1.000 4(09) ] 1.000  10(L8) 1(100) 0469 5(48) 2(400) 0.184
Skin 17(1.1) 1(5.9) 0.494 4(09) 0 1.000 T(L3) 1(143) 1.000 2(1.9) 0 1.000
Nasal 47(32) 1(2.1) 0017 1(02) 0 1000 11{20) 1(9.1) 0470 9 (8.6) ] 0349
Wound 25(1.T) 2 (8.0 0.563 6(1.3) ] 1.000 3(0.5) 0 1.000 6(5.T) 2(333) 0249
Others 153(10.3)  18(11.8) 0384 32(7.0) 4(12.5) 0555 48(88) 10(23.8) 0755 16(152) 2(125) 1.000
Total 1484 209 (14.1) 460 47 (10.2) 546 123 (224) 105 17 (16.2)

. 2 . a8 . . + + s . .
* Fisher exact ¢ test or ¥ test. Statistical significance was analyzed to compare ESBL production rate in isolates from a particular source with those in other
SOUICES.

Dale byly sledovany piipady, kdy se ESBL ptvodce vyskytl v komunité.
Z celkového poctu 2371 izolath, které byly zaslany z ordinaci praktickych Iékatt, 4
vzorky obsahovaly ESBL pozitivni kmen. Vsichni pivodci byli nalezeni v mo¢i, 3

kmeny Escherichia coli a 1 kmen Enterobacter cloacae. Relativné nizky pocet vyskytu
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v komunité poukazuje na fakt, ze 1ékafi nemaji moznost pfedepisovat Sirokospektra
ATB a tim podporovat vznik rezistence. Na zlepSeni ptistupu lékait k predepisovani
antibiotik v primarni pé¢i ma ziejmé i vliv Narodni antibioticky program (NAP), jehoz
ukolem je nejen sledovat aktualni stav rezistence, ale i informovat odbornou veiejnost,
zajiStovat spravnou preskripci v lécebném 1 profylaktickém pouzivani antimikrobnich
latek a mimo jiné o pouzivani ATB informovat i laickou vefejnost. Zaroven je nutno
poukézat na fakt, ze nebyla Iékafem zjiSténa pacientova osobni anamnéza a piipadné tak
byly vyloueny kmeny, které by pochazely znemocni¢niho prostiedi. Vyskyt
komunitnich ESBL producentii se vSak ve svété neustale zvySuje, coz doklada i studie
Khanfara et al., kdy dokonce pocet komunitnich ESBL producenti kmene Escherichia

coli ptevazoval nad nemocni¢nimi, viz tabulka 12.

Tabulka 12 Poéty nemocni¢nich a komunitnich pacienti (34)

Organism In-patients Out-patients

Total ESBL (%) Total ESBL (%)
E.coli 690 109 (15.7) 4813 234 (4.8)
K. pneumoniae 225 31 (13.7) 955 30 (3.1)
K. oxytoca 12 3 (25) 55 2 (3.6)
Total 927 143 (15.4) 5823 266 (4.5)

V posledni fazi vyzkumu byla sledovana laboratorni ucinnost k bézné
podavanym antibiotikim. Z vysledki je ziejma vysoka rezistence kment Escherichia
coli i k vice skupinam ATB, tedy multirezistence. Vice jak 60% rezistenci vykazovaly
kmeny k inhibitoru beta-laktamaz — amoxicilinu s kyselinou klavulanovou, chinoloniim
— ciprofloxacinu, cefalosporinim 2. generace — cefuroximu a cefoxitinu, trimetoprimu
se sulfonamidem a nejvétsi rezistenci (89,10 %) k cefalosporinim 3. generace —
cefotaximu a ceftazidimu. Relativné vysokou t¢innost vykazovala antibiotika ze skupin
aminoglykosidl, nitrofurani, a samoziejmé¢ karbapenemy, které jsou v soucasnosti
lékem posledni volby. Vyskytl se zde ale i kmen, ktery mél rezistenci k imipenemu a
hrani¢ni citlivost k meropenemu. Tento zpusob rezistence je vSak piikladem rezistence
zpusobené snizenim permeability bunécné stény redukci poctu porind, nikoli produkei

beta-laktamaz. Zvysujici se rezistence kmenti Escherichia coli ke karbapenemim je
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celosvétovym problémem. Evropsky vyvoj ukazuji mapy European Centre for Disease

Prevention and Control (ECDC), schéma 3 a 4, str. 57.

Utinnost ATB u kmend Klebsiella pneumoniae byla ve vétsing piipadi
zachovana, vice jak 25% rezistenci vykazovaly kmeny v ojedinélych piipadech
k chinolonim — ciprofloxacinu, norfloxacinu; cefalosporiniim 3. generace — cefotaximu,
ceftazidimu; aminoglykosidim — gentamicinu, tobramycinu a trimetoprimu se
sulfonamidem. Kmen Enterobacter cloacae vykazuje vyssi rezistenci (33 %) pouze
k cefotaximu.
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Schéma 3 Rezistence Escherichia coli ke karbapenemim v Evropé 2007 (35)
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Schéma 4 Rezistence Escherichia coli ke karbapenemim v Evropé 2012 (35)
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Studie provedend Sedlakovou et al. ve Fakultni nemocnici Olomouc béhem 17
mésicti zachytila 9 izolatt, které mély MIC meropenemu 2mg/l a vyssi. Producenty
byly kmeny Klebsiella pneumoniae a Enterobacter cloacae, u zddného kmene nebyla
potvrzena produkce karbapenemaz ¢i metalo-beta-laktamazy, ale byla zachycena

produkce ESBL a AmpC, které zptsobovaly rezistenci. Genetickou detekci zobrazuje
tabulka 13. (8)

Pfestoze Hrabak a Zemli¢kova upozorfiuji na Sifeni bakterii produkujicich
transferabilni karbapenemdzy, vysledkem je vyrazn& ztizena léCba téchto pacienti
z diivodu omezeni v dostupnosti G€innych antibiotik. Jedinym U€¢innym antibiotikem
Vtomto piipadé zlstava vétSinou pouze kolistin. Bakteridlni druh, u kterého se
vyskytuje gen rezistence, je schopny pomoci plazmidu ¢i transpozonu §ifit tento gen a
zpusobovat rezistenci 1 k ostatnim skupindim ATB, dokonce horizontdlné prenasSet gen

rezistence na jiné druhy. (36)

Za rok 2013 bylo zachyceno 13 kment,, které produkovaly soucasné
Sirokospektrou i inducibilni beta-laktamazu, konkrétné¢ u kmenu Citrobacter freundii a

Enterobacter cloacae.

Tabulka 13 Vysledky genetické detekce karbapenemaz, ESBL a AmpC (8)

Genetické stanoveni

Genetické stanoveni karbapenemaz Sirokospektrych beta-
laktamaz
Species Serinovéti. A MBL  OXA-23 OXA-48 ESBL AmpC

1 KLPN negativni negativni negativni negativni CTX-M -
2 KLPN negativni negativni negativni negativni CTX-M -
3 KLPN negativni negativni negativni negativni - EBC
4 KLPN negativni negativni negativni negativni CTX-M -
5 KLPN negativni negativni negativni negativni CTX-M -
6 KLPN negativni negativni negativni negativni CTX-M -
7 KLPN negativni negativni negativni negativni CTX-M -
8 ENCL negativni negativni negativni negativni SHV -
9 ENCL negativni negativni negativni negativni - DHA
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5.2 Porovnani sprevalenci ESBL producentii v Nemocnici Ceské
Budéjovice, a. s. 2007-2013

Zjisténa data byla porovnana s internimi vysledky Nemocnice Ceské Budgjovice,
a. s., za obdobi 2007-2013. Data byla ziskana od MUDr. Magdaleny Hornikové.
K dispozici jsou pouze celkové pocty producentt za dany rok a rozdéleni dle druhd.
V roce 2009 laboratof prechazela na jiny laboratorni program, data byla ziskana pouze
za prvni pololeti, celkovy pocet je zhruba dvojnasobny a vysledek pouze ptiblizny, viz

graf 4 na str. 60.

Béhem let 2007-2012 je patrna vzestupna tendence vyskytu producentt ESBL.
Kazdym rokem se pocet téméf zdvojnasobuje. Zatimco v roce 2007 se vyskytlo pouze
64 producentti, v roce 2012, kdy je hodnota nejvyssi, pocet producenti je az pétkrat
vétsi, t.J. 331 producentu. Lze tak pozorovat, Ze celosvétovy vzestupny trend se
nevyhnul ani Ceské republice. Situace v roce 2013 je piiznivéjsi, doslo k poklesu a
hodnota je dokonce nizsi nez v roce 2010 a 2011. Tento fakt lze ptisuzovat pfiznivému

vlivu aplikace antibiotického programu a aktivnimu sledovani antibiotické rezistence.

Ve sledovaném obdobi dochazi ke zméné cCetnosti jednotlivych bakteridlnich
druht. V roce 2007 byl vedoucim producentem kmen Klebsiella pneumoniae (KLPN),
nasledovany kmenem Escherichia coli (ESCO) a Enterobacter cloacae (ENCL). Jiz
nasledujici rok je nejCastéjSim producentem ESCO a toto prvenstvi pietrvava dodnes.
Vyskyt KLPN se také zvysuje, ale ne v takovém mnozstvi jako ESCO, vyjimkou je rok
2012, kdy cetnost obou kmeni je téméf stejna. Naopak vroce 2013 dochazi
k vyraznému poklesu vyskytu KLPN. Vyskyt kmene ENCL nepiekracuje hodnoty vyssi
jak 50 izolath, nartst byl v roce 2012. V poslednich letech dochazi i ke zvyseni vyskytu
kmene Klebsiella oxytoca, produkujiciho ESBL. Tento fakt lze vysvétlit zavedenim
citlivéjsi moderni metody MALDI-TOF, ktera pomaha stanovit jednotlivé druhy rodu
Klebsiella.
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Graf 4 Incidence producentu Sirokospektré beta-laktamazy, dle bakterialniho
druhu 2007-2013
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Zdroj: Nemocnice Ceské Budéjovice a. s.
Legenda: KLPN — Klebsiella pneumoniae, ENCL — Enterobacter cloacae, ESCO — Escherichia coli,
CIFR — Citrobacter freundii, KLOX — Klebsiella oxytoca, PRMI — Proteus mirabilis

5.3 Mozné pristupy k FeSeni problému bakterialni rezistence

Antibioticka rezistence, kterda ma celosvétové nebezpecné se zvysujici trend, je
vaznym problémem i v Ceské republice. Sifeni rezistentnich kmend, vedouci ke ztraté
ucinnosti vetSiny dostupnych antibiotik, zpiisobuje zvySeni morbidity, s tim spojené
I€katské péce a v neposledni fad¢ 1 zvySeni mortality. Tim, Ze antibiotika ztraceji svou
uc¢innost a zaroven se nedaii objevit nové skupiny 1ékt, lidstvo se pomalu dostdva do
piedantibiotické éry. Tento problém vyzaduje spolupréci I€katii ze vSech medicinskych
naduzivani a casto nespravné predepisovani antibiotik a nedostateCna opatieni

V nemocni¢nich zafizenich piedchazejici $ifeni nozokomialnich nakaz.

Zavedenim surveillance bakterialni rezistence dochazi k zisku informaci o stavu a
vyvoji rezistence bakterialnich pivodct v jednotlivych medicinskych oblastech.
Vyhodou je i i¢ast CR v EARS-Net, umoziiujici sledovat vyvoj i porovnani s ostatnimi
zemémi Evropy. U kazdého sledovani by méla byt provedena i geneticka analyza,

sledujici typ dané rezistence a podobnost multirezistentnich bakterii.
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Nutnosti je zhodnotit mnozstvi spotiebovanych antibiotickych ptipravki, coz
vede ke zjisténi nevhodného predepisovani a pouziti. Stanovenim vhodnych postupt pro
preskripci miize dojit ke snizeni spotteby ATB tam, kde to neni nutné. Celkové zvySeni
kvality preskripce se zlepsi, pokud I€kat uptesni kdy dany 1ék aplikovat, za jakych

podminek, v jakém ¢asovém rozmezi, upfesnénim vhodnych davek.

Antibiotika jsou vétSinou nevhodné predepsana v primarni ¢i ambulantni péci,
vznikajici bakterialni rezistence se nemusi u lehkych infekci thned projevit. Problém
nastava v piipad€ pozdéjsi hospitalizace s vaznéjSim onemocnénim a selhdnim G¢innosti
jinak u¢innych antibiotik. Pfi¢inou je predepisovani antibiotik i v ptipad¢ napiiklad
virovych onemocnéni a zbytecné piedepisovani Sirokospektrych, alternativnich
antibiotik pod vlivem marketingu farmaceutického primyslu. V ordinacich praktickych
I€kait dochazi casto k preskripci ATB 1 bez provedeni nalezitého mikrobiologického

vySetieni.

Diulezitym krokem je i informovat laickou vetejnost o uzivani antibiotik. Pacienti
Casto o tomto problému nevédi a svym chovanim vznik rezistence podporuji. Jako
rizikové chovani lze oznacit snizovani uzivanych davek, vynechani davky, nedobrani
baleni ATB, uzivani ATB z ptfedeslé 1é¢by na jinda onemocnéni, naléhani na lékaie

k pfedepsani ATB k 1é¢bé nachlazeni zptsobeného viry aj.

Hlavni roli na piedepisovani ATB ma Iékat. Je velmi dilezité zajistit jeho
pregradualni, postgradudlni a kontinualni vzdélani ohledné problematiky rezistence
bakterii k antibiotikim. Pti preskripci ATB by se mél fidit postupy, které uptesiuji
vhodné uziti daného ATB. Mikrobiologické vySetieni pacienta by mélo predchazet pred
preskripci ATB. Dochazi tak k urceni ptivodce nemoci a zvoleni vhodného specifického

ptipravku. Lékat by mél dale informovat pacienta o jeho vhodném uZzivani.

Je nutné pomoci vhodnych opatfeni zabrédnit Sifeni rezistentnich bakterii 1 mezi
pacienty a Vv prostfedi. Dodrzovanim vhodnych hygienickych a epidemiologickych
postuptl dochazi ke snizeni poctu nozokomidlnich ndkaz. V piipad€ potvrzeni vyskytu

rezistentni bakterie u daného pacienta je nutné zajistit jeho izolaci, provést kultivacni
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vySetieni u pacientll na stejném oddéleni, vyhrazeni lékatrskych nastroji, dodrzovani
dikladné hygieny rukou po vysetieni pacienta, uvést poznadmku do karty pacienta po
propusténi. Zvysena pozornost by méla byt u pacientt, ktefi byli diive hospitalizovani
V nemocnicich s vysokym vyskytem rezistentnich bakterii, nachdzejici se predevsim

V cizingé.
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6 Zavér

Jak Ize pozorovat, rezistence bakterii k dostupnym antibiotikim, je jednim
Z problémii, ktery ohroZzuje obyvatelstvo celého svéta. Neustale narlstajici pocet
rezistentnich kment komplikuje Iécbu jindy béznych onemocnéni. NezatéZuje jen
pacienty a lékafe, ale i rozpoCty zdravotnictvi jednotlivych stata. Produkce beta-
neustdle zvySuje a tento problém je nutno fteSit, jelikoz produkce ESBL je casto
spojovana s rezistenci 1 na jiné skupiny antibiotik, nezZ jsou beta-laktamova, coz

znemoznuje ucinnou lécbu.

Jednim z cild prace bylo zmapovani vyskytu ESBL pozitivnich kment v Nemocnici
Ceské Budgjovice, a. S. V roce 2013 a porovnani s minulymi roky. Piekvapivé je pocet
producenti ESBL za rok 2013 niz$i nez v pfedchozich dvou letech. V porovnani
S jinymi studiemi je to pozitivni poznatek, ktery lze ptisuzovat spravnému monitoringu
antibiotickym stfediskem a aplikaci cili antibiotického programu. Tento pfistup by mél
byt piikladem jinym nemocnicim v Ceské republice, kde se vyskyt bakterii
produkujicich ESBL neustale zvySuje. Hrozba Sifeni ESBL producentii v komunité
v Ceskych Budgjovicich zatim neni tak velika, coz dokazuje relativnd nizky pocet
producenti mezi ambulantnimi pacienty za rok 2013. Dulezitym tkolem je tento stav

zachovat a snizit riziko Sifeni rezistentnich kmenu v komunit€ na minimum.

Zavaznym problémem je sniZzena uc¢innost cefalosporinovych antibiotik, kterd jsou
Castou volbou pii 1écbé infekci. Lékar tak veétSinou jedna ve smyslu nasazeni ATB co
nejdiive po zjisténi septického stavu. Rezistence bakterii na tento typ antibiotik vSak
komplikuje pritbéh onemocnéni a stav pacienta se nezlepsi do té doby, nez jsou znadmy
vysledky citlivosti mikroba na antibiotika, coZ trva ptiblizné 48 hodin. Je proto na misté
neustale sledovat vyskyt rezistentnich kmenti na jednotlivych oddélenich nemocnice a
provadét  hygienicko-epidemiologicka  opatfeni, vedouci K zabranéni  Sifeni
nozokomidlnich kmenti a v ptipadé¢ podezieni na ESBL pozitivni kmen zvaZzit volbu

antibiotika (karbapenem).
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Dulezitym krokem v piipadé prevence Sifeni rezistentnich kmenii je dostatecna
aplikace antibiotického programu. Zavazny problém Ize pozorovat v nedostatecné
edukaci a ptizptisobeni zdravotniho persondlu v této oblasti, at’ jiz praktickych lékait,
tak zdravotnich sester a lékaii v nemocnicich. Vyznamnou roli hraje zapojeni
antibiotickych stiedisek, ktera pomahaji sledovat vyskyt a Sifeni rezistentnich kment.
Podili se na monitoringu spotfeby danych antibiotik a pomaha ve vybéru vhodného
antibiotika. Prvofadym cilem antibiotické politiky by mélo byt zabranit Sifeni
rezistentnich kmenti a nezvySovat tak ro¢ni statistiky. Zvysujici se vyskyt nékterych
ESBL producentii fadi Ceskou republiku na piedni piicky v evropskych statistikach.
Aplikace vhodnych opatieni by méla zabranit posunuti CR do kritickych pozic, ve

kterych se nachézi napiiklad Italie, Recko, Bulharsko dokonce i sousedni Slovensko.

Moznym pitinosem pro zlepSeni diagnostiky ESBL producenti by byl vynalez
technologie, ktera by urychlovala kultivaci a identifikaci kmenti. Tim by se snizilo
mnozstvi aplikace nevhodné zvolenych antibiotik a zachranila by se tak 1écba, ktera se

Vv poslednich letech stava posledni moznosti.
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8 Prilohy

Priloha 1 Struktura pouzdra, bunééné stény a cytoplasmatické membrany
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii (7)

Grampozitivni bakterie Gramnegativni bakterie
pouzdro
bunéfnd sténa  -»- IR
zevni membrdna - X 252
beta-laktamézy (lipopolysacharid, 2 ;{.'
lipoprotein) Toy o3 B3
I | e )
. — vnitini vrstva peptidoglykant ————I— 1
|

|
*+——— periplazmaticky prostor ~———- beta-laktamazy

._.__TL:_
P—————. )

l |
L_OO0Q0QO00 1 cytoplazmatickd membrana —»t.Q OO0 Q0 QQ OO,

extrace.lulaml sekrece penicilin-vazebné proteiny enzymy v pgri-
enzymu plazmatickém prostoru

Piiloha 2 Rozdéleni beta-laktami (2)

Rozdéleni beta-laktamu

peniciliny

acidolabilni benzylpenicilin (penicilin G)

acidostabilni fenoxymethylpenicilin (penicilin V)

odolné vici stafylokokové

penicilinase oxacilin

aminopeniciliny ampicilin,amoxicilin, co-ampicilin, co-amoxicilin
ureidopeniciliny azlocilin, piperacilin, co-piperacilin
karboxypeniciliny co-ticarcilin

cefalosporiny
inj.: cefalotin, cefazolin

I. generace ) )
p.o.: cefalexin, cefadroxil, cefaclor
inj.: cefuroxim
I1. generace ) ) .
p.o.: cefuroxim axetil, cefprozil
inj.: cefotaxim, ceftriaxon, ceftazidim, cefoperazon, co-
I11. generace cefoperazon
p.o.: cefixim
inj.: cefepim
IV. generace I P
p.o.:-
monobaktamy aztreonam
karbapenemy imipenem/cilastatin, meropenem
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Priloha 3 Negativni produkce ESBL p¥i DDST

Viastni zdroj

Priloha 4 Pozitivni produkce ESBL pii DDST

Viastni zdroj
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Priloha 5 Vyskyt ESBL producentii za rok 2013 dle mésice
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