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Vyskyt Enterobacteriaceae produkujicich Sirokospektré beta-
laktamazy typu ESBL a AmpC u pacienti s komunitni infekci

mocovych cest

Abstrakt

Rezistence na antibiotika je celosvétovym problémem a kazdym rokem stoupa. Jelikoz
infekce mocovych cest jsou jednou z nejéastéjSich pii¢in k piedepisovani antibiotik,
vyskyt bakterii rezistentnich k bézné uzivanym antimikrobialnim latkdm se zvysuje.
Zastupci Celedi Enterobacteriaceae, gramnegativni tycky, patéi K nejrozsifenéj$im
patogentim zpusobujici uroinfekce. Jedna se o producenty beta-laktamaz, které rozkladaji
a inaktivuji beta-laktamova antibiotika, jinak bézné pouzivané terapeutikum k 1é¢bé

uroinfekci.

Teoreticka Cast bakalarské prace se zabyva charakteristikou komunitnich mocovych
infekci, zejména jejich diagnostikou, terapii a prevenci vzniku. Jsou zde popsany obecné
vlastnosti a laboratorni diagnostika ¢eledi Enterobacteriaceae. V zavére¢né casti je
nastindna naplii ¢innosti antibiotické politiky a stiedisek v Ceské republice. Navazuje
popis pusobeni antimikrobialnich latek, konkrétné beta-laktamovych antibiotik.
Nésleduje rozdéleni mechanismi rezistence k antibiotikim. Pozornost je zaméfena na
rezistence k beta-laktamtm, pomoci produkce enzymu beta-laktamaz (zejména typu
ESBL a AmpC), které beta-laktamova antibiotika inaktivuji. Teoreticka cast konci

popisem laboratorni diagnostiky beta-laktaméaz ESBL a Ampc.

Prakticka cast se zabyva zpracovanim moce vV mikrobiologické laboratofi a prikazem
enterobakterii produkujicich Sirokospektré beta-laktamazy. Proces zpracovani zahrnuje
odbér moce, transport a Kultivace vzorku na ptislusné diagnostické pudé. Nasleduje
mikroskopie preparatu a izolace ¢isté kolonie mikrobl z ¢eledi Enterobacteriaceae.
Enterobakterii diagnostikujeme pomoci biochemickych vlasnosti mikroba vyrostleho na
specialni Svejcarové padé a zménou barev reagenci v INDOL testu. K prikazu produkce
beta-laktaméz, typu ESBL a AmpC slouzi soubor testd. Diskovym difuznim testem
prokdzeme, zda je kmen citlivy ¢i rezistentni k pfislu§né antimikrobidlni latce. DDST test
slouzi K prikazu enterobakterii produkujicich ESBL a AmpC beta-laktamazy.

Chromogenni ESBL puda ur¢i kmeny produkujici Sirokospektrou beta-laktamézu.



Vyzkum byl provadén v mikrobiologické laboratofi Stafila za obdobi 3 mésici. Byla zde
porovnana ¢etnost jednotlivych zastupci enterobakterii zptsobujicich komunitni infekce
mocovych cest, Vv zavislosti na vé€ku a typu odebrané moci. Dalsi porovnani bylo
z hlediska procentualniho zastoupeni ESBL a AmpC pozitivity u polyrezistentnich
Enterobacteriaceae, také v zavislosti na véku a typu odebrané moci. Escherichia coli je
nejzastoupenéjSim patogenem diagnostikovanym v mo¢i u pacientt s uroinfekci, a to az
z 60,67%. Pichlizeni by neméli byt ani Proteus mirabilis a Klebsiella pneumoniae.
Primérny ve€k pacientl se zanétem mocovych cest je 54 let. ESBL pozitivnich vzorkt
bylo 9% z celkového poctu zpracovanych moc¢i. AmpC pozitivnich moc¢i bylo o néco
méné, konkrétné 4% z celkového poctu moci. Dle vysledki do nejohrozenéjsi skupiny
pacientl patii Seniofi V peCovatelskych zafizenich, se zavedenym permanentnim katétrem

¢i jednorazové vycévkovani.

V zavéretné Casti bakalaiské prace se poukazuje na mozna feSeni problému vyskytu

polyrezistentnich kment u pacientd s komunitni infekci mocovych cest.
Klic¢ova slova

Komunitni infekce mo¢ovych cest; Enterobacteriaceae, Sirokospektré beta-laktaméazy
typu ESBL a AmpC



Occurence of Enterobacteriaceae producing extended-spectrum beta-
lactamases (ESBL and AmpC type) in patients with community

acquired urinary tract infection

Abstract

Antibiotic resistance is a global problem and is increasing every year. As urinary tract
infections are one of the most common causes for prescribing antibiotics, the incidence
of bacteria resistant to commonly used antimicrobials is increasing. Representatives of
Enterobacteriaceae, a gramnegative bacteria, are among the most common pathogens
causing UTlIs. They are producers of beta-lactamases, that break down and inactivate

beta-lactam antibiotics, that are commonly used therapeutics to treat UTIs.

The theoretical part of the bachelor thesis deals with the characteristics of community-
acquired urinary tract infections, especially their diagnosis, therapy and prevention.
General properties and laboratory diagnostics of the Enterobacteriaceae family are
described here. The final part outlines the content of antibiotic policy and centers in the
Czech Republic. The description of the action of antimicrobial substances, specifically
beta-lactam antibiotics, follows. The following is a division of the mechanisms of
antibiotic resistance. Attention is focused on the description of beta-lactam resistance, the
production of beta-lactamase enzymes (especially of the ESBL and AmpC types), which
inactivate beta-lactam antibiotics. The theoretical part ends with a description of

laboratory diagnostics of beta-lactamases (ESBL and Ampc types).

The practical part deals with urine sample processing in a microbiology laboratory and
the detection of enterobacteria producing extended-spectrum beta-lactamases. The
process involves urine collection, transport and culture process of the sample on the
appropriate diagnostic medium. This is followed by microscopy of the microbes and
isolation of a pure colony of microbes from the family Enterobacteriaceae. Enterobacteria
is diagnosed by using biochemical properties of a microbe grown on a special Svejcar
medium and by changing colors by reagents in the INDOL test. A set of tests is used to
demonstrate the production of beta-lactamases, ESBL and AmpC types. Disk diffusion
test shows whether the strain is sensitive or resistant to the relevant antimicrobial agent.
The DDST test is used to detect Enterobacteria producing ESBL and AmpC beta-



lactamases. Chromogenic ESBL medium identifies strains producing extended-spectrum

beta-lactamase.

The research was performed in the Stafila microbiological laboratory for a period of 3
months. The frequency of individual representatives of enterobacteria causing
community-acquired urinary tract infections was compared here, depending on the age
and type of urine collected. Another comparison was in terms of the percentage of ESBL
and AmpC positivity in polyresistant Enterobacteriaceae, also depending on the age and
type of urine collected. Escherichia coli is the most common pathogen diagnosed in the
urine of patients with urinary tract infections, with up to 60.67%. Proteus mirabilis and
Klebsiella pneumoniae should not be overlooked either. The average age of patients with
urinary tract inflammation is 54 years. ESBL positive samples were 9% of the total
number of processed urine. AmpC positive urine was slightly less, 4% of the total urine
count. According to the results, the most vulnerable group of patients are the elderly in

care facilities, with an permanent catheter or one-time catheterisation.

The final part of the bachelor thesis points to possible solutions to the problem of poly-

resistant bacteria in patients with community-acquired urinary tract infections.
Key words

Community-acquired urinary tract infections; Enterobacteriaceae, Extended-spectrum

beta-lactamases (ESBL and AmpC type)
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Uvod

Vv

Infekce mocovych cest patii mezi nejcastéjsi infekce dospélych, u kterych je
Enterobacteriaceae, gramnegativnimi bakteriemi. Zastupci této ¢eledi patii do rizikové
skupiny bakterii zpusobujicich rezistenci k antimikrobialnim latkam. Svoji produkci
enzymu, Sirokospektrych beta — laktamaz (specialné typu ESBL a AmpC), $tépi beta-
laktamovy kruh a inaktivuji antibiotikum. Bakterie tak primarné citlivé se stavaji

rezistentni k bézn¢ uzivanym terapeutikiim pouzivanych v 1é¢bé uroinfekci.

Do komunity ohrozené na zanéty mocovych cest patfi jednozna¢né gerontologicti
pacienti. Vzhledem k fyziologickém starnuti se méni stavba mo¢ového ustroji a zvysSuje
se tak riziko infekce. Diky zdravotnim problémim je vzorek moci Casto u seniorl
odebiran zavedenim permanetniho katétru, nebo jednorazovym vycévkovanim.
Nespravné hygienické navyky pii zavadéni a vyméné katétru zvySuji $anci nastupu
infekce modovych cest. Casté predepisovani antibiotické 1éby tak zvySuje i vyskyt

rezistentnich patogent.

Bakterialni rezistence se diky kazdoro¢nimu naristu polyrezistentnich baketerii stava
stale aktualn&j$i. NaduZzivani a preskripce $patného antimikrobialniho 1é¢iva souvisi
S vys$§i smrtnosti a nemocnosti v populaci. Proto je dilezita surveillance o vyvoji

rezistence.
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1. Teoreticka ¢ast

1.1 Infekce mocovych cest

Mocové infekce (dale jako IMC nebo uroinfekce) se fadi spolu s respira¢nimi infekcemi
mezi nejéastéjsi zanétliva onemocnéni, vyskytujici se u obou pohlavi v pribéhu celého
zivota. Jako uroinfekci mizeme definovat patologicky stav, pfi kterém je v moci nebo ve
tkanich mocového Ustroji prokazana ptitomnost patogennich mikroorganismi (Kolombo

etal., 2007).

1.1.1 Klasifikace infekci

IMC muzeme rozdélit dle lokalizace na postizeni hornich ¢i dolnich mocovych cest.
Infekce dolnich mocovych cest postihuji uretru a mocovy méchyf, mezi nejéastéjsi
infekce patii uretritida, prostatitida, cystitida (Benes, 2009). Zanéty se ¢asto kombinuji.
Pro Zeny prochazejici si zanéty mocového méchyie, vagindézami ¢i STD je typickym
pfiznakem dysurie. Mezi piiznaky infekci dolnich mocovych cest se tfadi teplota,
zvraceni, celkové nepohodli, velmi ¢astym piiznakem je sexualni dysfunkce. Do zanéta
hornich moc¢ovych cest postihujici ureter, ledvinovy parenchym, ledvinové panvicky
fadime napftiklad pyelonefritidu, absec ledvin ¢i papilarni nekrozu. Klinickymi ptiznaky

Jsou zimnice provazené ttesavkou, bolest odlisné intenzity (Matouskova, 2005).

Uroinfekce zaroven rozdélujeme podle vyvolavajich pti¢in na bakterialni (nejcasté;si
pticiny IMC), virove, parazitélni, kvasinkoveé infekce. Histopatologické zmény nam
infekce rozdé€luji na nespecifické (jedna se o nejfrekventovanéjsi typ zanétu, ktery je
vyvolan gramnegativnimi a grampozitivnimi uropatogeny) a specifické (mykobakterie,
aktinomycety a treponemy zodpovédné =za specifické zanéty s typickymi

histopatologickymi zménami).

Podle patogeneze je dulezité si definovat IMC nekomplikované (jinak zdravi pacienti,
ktefi maji funkéné a strukturalné normalni mocové tstroji) a komplikovane (oslabeni
jedinci s funkénimi nebo strukuralnimi zménami mocopohlavniho Ustroji) (Kolombo et

al., 2007).
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Problematickou skupinou, ktera se nezafazuje ani do jedné z kategorii je asymptomaticka
bakteriurie vyznadujici se piitomnosti vyznamného mnozstvi uropatogenu v mo¢i (10° a
vice bakterie v 1 ml moce) s absenci klinickych pifiznaki. ABU je charakteristicka u
pacientd vysSiho véku, u pacientt se zavedenymi mocovymi katétry (Bartoni¢kova et al.,
2006). Pro spravnou lé¢bu mocovych infekci je vyznamné schématické rozdéleni na

infekce zptisobené nozokomialnimi a komunitnimi kmeny bakterii (Bartonickova, 2004).

1.1.2 Komunitni infekce mocovych cest

Komunitni moc¢ové infekce zptisobuji Vvyskytujici se bakterialni puvodci ze
stteva, slizni¢nich a koznich povrchll. Vyskyt a ¢etnost mikroorganismil zavisi na véku a
pohlavi. IMC se $iii 3 zpusoby: hematogenné, lymfogenné nebo ascendenté. Nejéastejsi
je ascendetni forma Sifeni infekce z oblasti zevniho genitdlu mocovou trubici

(Bartonickova, 2005).

V novorozeneckém véku se vyskytuji IMC az 5x vice u chlapct. Dale se IMC vyskytuji
u muza pravidelné az od 60 let a vyse. U divek se vyskyt uroinfekci zvySuje az v obdobi
dospivani. Béhem obdobi reprodukce uroinfece vyrazné prevysuji praveé u zen (Kolombo,
2007). Alespon jedna ze tii zen v reprodukénim véku do 24 let si projde symptomatickou

IMC, na kterou je nutno zareagovat podanim antibiotické 1écby (Bartonickova, 2005).

Vyraznymi zastupci komunitnich IMC jsou geriatri¢ti pacienti, pro které uroinfekce patii
spiSe do skupiny komplikovanych infekci, vzhledem k fyziologickym zménam v téle. U
muzt to ma souvislost se subvezikalni obstrukci dolnich mocovych cest a nasledného
zavedeni permanentniho mocového katétru. Zendm po menopauze klesa hladina
estrogend, tudiz dojde ke ztenceni sliznic v mo¢ové trubici a pochve. Statistiky uvadi, ze
po jednorazové Kkatetrizaci se infekce objevuje u 1-7 % pacientt, pii zavedeni
pernamentniho katétru ¢islo stoupa az na 25% (Romzova, 2013). Asi 5%
hospitalizovanych gediatrickych pacienti ma zaveden pernamentni mocovy Kkatétr,

vsichni se potykaji 3-4 den po zavedeni katéru s bakteriurii (Nicolle, 1997).
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1.1.3 Prevence vzniku infekce

Spolu se spravnou diagnostikou a lécebnym postupem je velice dilezita prevence

opakovanych IMC. To zahrnuje pfedev§im pouceni o spravné hygieng.

U mladych divek a zen v reprodukénim véku je dobré ucinit preventivni kroky proti
recidivujicim cystitidam. Zahrnujeme tam naptiklad: vymoceni se po koitu S nejkratsi
moznou ¢asovou prodlevou, doporucuje se preferovani hormonalni antikoncepce oproti
bariérové, ¢asto ménit menstruacni pomicky a dat si pozor na jejich vhodny vybér (bez
parfermace). Mezi rizikové postupy se naopak fadi az pfehnand hygiena, zptusobena
naduzivanim desinfekénich mydel, intimnich mycich prostiedk se Spatnym pH nebo
s parfemaci. U Zen v obdobi menopauzy se doporucuje v dusledku ubyvajiciho estrogenu

k jeho nahradé ve formé lokalnich krému obsahujicich estriol (Bartoni¢kova et al., 2006).

U hospitalizovanych geriatrickych pacienti se zavedenym pernamentnim katétrem je
prevence velice dulezitd. A to konkrétné, aby katetrovy systém byl uzavieny a doba
katetrizace pacienta by méla byt dle okolnosti co mozna nejkrat$i. Vyména
pernamentniho katétru by meéla byt pravidelna a méla by se uskute¢nit v intervalu 4-6
tydni. Samotnd ma byt provadéna za aseptickych podminek branici kontaminaci a
podporovana antibiotickou profylaxi. Pfi podezieni na IMC je vhodné zavedeny katétr
vymeénit, odeslat na mikrobiologické vySetteni sedimentu a kultivace. Poté je doporuceno
zahdjit terapii pomoci antibiotik, dulezité je davat si pozor na jejich nadmérné uzivani
(Romzova, 2013).

Soucasné informace nedoporucuji pii asymtomatické bakteriurii nasadit 1écbu, ani pfi

dlouhodobé Katetrizaci. Lécba, ktera je pfili§ kratka, nebo naopak pfili§ dlouha, mtze

Mrwe
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1.1.4 Diagnostika infekci

Stanoveni diagndzy mocovych cest zavisi na klinickém stavu vySetfovaného pacienta a
vySetfeni moce. Chemické vySetieni moce je pouze orienta¢ni. Mikrobiologické a
mikroskopické vySetfeni patii mezi nezbytné, byva voditkem k diagnostice IMC a
nasazeni spravné terapie. NejprukaznéjSim vySetfenim je kultivace moci a nasledna

identifikace uropatogenu (Matouskova, 2005).

Kvantitativni kultivace mo¢i zahrnuje izolaci a identifikaci organismu, stanoveni poc¢tu
bakterii — CFU (jednotky tvofici kolonie na jednotku objemu). Kvantifikace bakterii
umoznuje interpretaci vyznamnosti bakterii pfitomnych ve vzorku moc¢i (Olin et al.,

2015).

U mladsich lidi se IMC projevi ¢astou mikci. Mocéeni mize byt doprovazeno dysurii,
v nékterych ptipadech i inkontinenci o rtizné sile. Pro pacienty je indikatorem zépach
moci, ¢i pritomnost krve. U starSich pacientli je moZna absence vySe uvedenych pfiznaki,
velmi ¢asta je pro né inkontinence, je mozné pozorovat i zmény v chovani (zmatenost,

rozruseni) (Romzova, 2013).

1.1.5 Bakterie zpiisobujici infekce mocovych cest

Bakteridlnimi pavodei, ktéti vyvolavaji vétSinu IMC pochazi zejména z Celedi
Enterobacteriaceae. Nejcastéj$im uropatogenem komunitnich infekci mocovych cest je
prokazatelné z 75-95% Escherichia coli (Matouskova, 2005). Mezi dal$i vyznamné
zastupce Celedi Enterobacteriacea zpusobujici IMC patii Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Enterobacter sp., Providencia sp., Morganella sp. a Seratia sp. (McLellan,
2016).

Jako dalsi bakterie zpisobujici IMC muzeme uvést: Staphylococcus epidermidis,

Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus faecalis (Kawaciuk, 2009).

14



1.1.6 Terapie infekci

Antimikrobialni l1éky jsou zakladnim kamenem lécby IMC. Ve vétsing ptipadt by zvolené
ATB mélo byt zalozeno na testovani citlivosti uropatogenu. Naduzivani a zneuzivani
antimikrobidlnich 1é¢iv miize mit za nésledek vznik rezistentnich organismd, coz je
situace, kterd ma negativni dusledky pro uspésnou l1é¢bu infekei u pacientt (Olin et al.,
2015).

Smyslem ATB 1é¢by je eliminovat patogen z tkani urogenitalniho traktu a moce. Lécba
se zahajuje vétsinou empiricky — na piedpokladu uropatogenu, rezistence na
antibiotikum, alergie daného pacienta. U recividujicich zanéta se vyckava s nasazenim
terapie az po zhodnoceni a pfimé identifikaci bakterie (Matouskova, 2005). Empiricka
lé¢ba se pouziva z divodu rychlosti a efektivity zvladnuti IMC. Roli zde hraje i

ekonomicky aspekt. (Bartoni¢kova, 2005).

K 1é¢bé komunitnich infekci mocovych cest se voli ve vétsing piipada relativné stejna
skupina  beta-laktamovych ~ATB, peniciliny a cefalosporiny, cotrimoxasol,
fluorochinolony, aminoglykosidy (Bartonickova, 2005). Mezi bézné pouzivané
aminoglykosidy patii gentamicin a amikacin. P¥i empirické Gvodni terapii se v nékterych
ptipadech pouzivaji v kombinaci s beta-laktamy, kvuli rozsifeni spektra G¢inku. Jako
dalsi diivod kombinace téchto antibiotik je jejich synergicky ucinek pfti 1é¢bé tézkych
infekci, kazdé ATB pusobi na jiny metabolicky proces v buiice. Velice zastoupené
peroralni antibakterialni chemoterapeutikum, pouzivané k terapii infekci mocovych cest,
je nitrofurantoin. Mechanismus uéinku spociva v proniknuti do bakterialni bunky a
poskozeni jejich struktur toxickymi metabolity antibiotika. Zatim nizka rezistence
mocovych patogent K tomuto ATB se vysvétluje pravé jeho pisobenim na vice mist
Vv bakterialni buiice. Je nutné brat zfetel na to, Ze nitrofurantoin nepronika do tkani, jeho
ucinek je tak omezen jen na moc¢ a nelze ho vyuzit k terapii pyelonefritidy, prostatitidy a
urosepse. Fosfomycin je schvélen jako terapeutikum pro nekomplikované infekce
mocovych cest, toto ATB si zatim zachovava ucinnost na bakterie produkujici beta-
laktamazy typu ESBL, AmpC a karbapenemdazy. Fosfomycin inhibuje ¢asnou fazi
syntézy bunééné stény. Pronika do tkani, a proto ho lze pouzit i k 16¢bé prostatitid (Stefan,
2017).
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V souasné situaci se Vyrazné zvySuje vyskyt rezistentnich bakterii jako puvodci
zastupci celedi Enterobacteriaceae, produkujici ruzné typy Sirokospektrych beta-
laktamaz. Vyskytu multirezistentnich kment a vzniku rezistence mizeme preventivné pii
1écbé predchazet tak, ze se antibiotika nebudou nadmérné uzivat. U zbytecném
zaléCovani asymptomatickych bakteriurii jsou pacienti ohrozeni selekci rezistentnich
patogend, coz pak v ptipad¢ skutecné IMC v budoucnosti muze komplikovat 1é¢bu
(Stefan, 2017).

1.2 Enterobacteriaceae

Z pohledu klinické mikrobiologie patii mezi nejdulezitéjsi celedi a bakterie vibec.
Pfirozenym prostfedim vyskytu vétSiny enterobakterii je stfevo savcu. Pisobi tam bud’
jako komenzélove, saprofyté, ale také jako patogeni — naptiklad muize jit o druh s vyssi
patogenitou, nebo virulenci. Schopnost jejich patogenity se mize uplatiiovat i mimo
stievo. IMC jsou nejcastéjsi infekce zptisobené prave enterobakteriemi. Mezi dalsi mozné
infekce fadime: infekce dychacich cest ¢i pohybového aparatu, patii mezi mén¢é bézné. U

o4

et al., 2003).

1.2.1 Obecné vlastnosti

Bakterie, které tvoii tuto ¢eled” jsou gramnegativni tycky dlouhé v rozmezi mezi 1 az 6
pm a tlusté od 0,4 do 1 um. Jsou si velice podobné metabolismem i geneticky. Vyznacuji
se svoji schopnosti pohybu coz zajist'uje bi¢ik (aZ na néjaké vyjimky), nepohyblivé jsou
shigely, klebsiely, Yersinia pestis. Soucasti vnéjsi stény membrany je lipopolysacharid,
ktery ma az 150 chemicky a antigenné rozdilnych druhi. Maji 3 hlavni typy antigent: H-
bi¢ikové, O — télové, K — pouzderné (Schindler, 2010). Pro diferenciaci bakterii se
pouzivaji jejich biochemické vlastnosti, pro virulenci je to jejich antigenni slozeni. Pro
vyskyt velkého poctu druhtl, se v praxi rozliSuji jen nékolik vyznamnych rodi, nejcastéji
izolujicih se v laboratotich. Uvadéji se tedy zejména rody: Escherichia, Klebsiella,
Proteus, Enterobacter, Citrobacter, Serratia, Morganella, Providencia, Salmonella,
Shigella. Mezi dalsi klinicky vyznamné rody patii: Yersinie, Hafnia, Plesiomonas
(Schindler, 2010). V soucastnosti rozeznavame v ¢eledi Enterobacteriaceae jiz 53 rodi

a vice jak 170 druhi bylo pojmenovano (Santos et al., 2020).
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1.2.2 Laboratorni pritkaz

Enterobakterie jsou dobie laboratorné prikazné. Z&sadni vyznam ma Kkultivace a
biochemicka identifikace. Rostou dobie pti 37°C, jsou kultiva¢né nenaro¢né (Kramar,
2007).

K pfimém prikazu enterobakterii se ke kultivaci pouzivaji selektivné diagnostické pudy.
Mezi nejpouzivanéjsi patii: Endova piida, MacConkeyho agar, XLD, DC, WB, MAL. Ty
dokazou na zaklad¢ jejich biochemickych vlastnosti rozlisit jednotlivé mikroby.
V poslednich letech je nejvice uzivany chromogenni agar, protoze odliSuje jednotlivé
bakterie na zakladé specifické barvy kolonii. Nesmi se zapomenout zminit ani tekuté
selektivné pomnozovaci pudy, selenitovy bujon. Biochemické testy se vyuzivaji kvuli
vzédjemnému odliseni bakterii. Pro nejzakladnéjsi biochemické testovani se vyuzivaji
kombinované diagnostické pudy — biochemicky klin, agar podle Hajny. Vnitrodruhova
diagnostika se testuje antigenni analyzou, detekuji se tak kmeny s vyssi virulenci (Votava
et al., 2010).

V poslednich letech je k identifikaci bakterii hojné vyuzivana metoda MALDI-TOF-
hmotnostni spektrometrie. Je to pfesna, rychla a nakladové efektivni metoda. Poskytuje
jedine¢ny hmotnostni spektralni otisk mikroorganismut. Zakladni vlastnosti hmotnostni
spektrometrie je detekovat pomér hmotnosti k naboji sledovaného analytu, ktery

poskytuje spektra béhem nékolika minut (Carbonnelle et al., 2011).

Pokud je piislusna bakterie povazovana za patogena, soucasti diagnostiky byva zjisténi
citlivosti na antibiotika. Rezistentni kmeny jsou testovany na ptitomnost Sirokospektrych
beta-laktaméaz (Votava et al., 2010).
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1.3 Antibiotika

Antimikrobialni latky se vyuzivaji k terapii a profylaxi infekéniho onemocnéni. Vétsina
z téchto latek je mikrobialniho pavodu, oznacujici se jako antibiotika. Chemicky
modifikované a synteticky vyrabéné antimikrobialni latky se nazyvaji chemoterapeutika.
Jelikoz se jako antibiotika klasifikuje vétsina latek s antibakterialnim ucinkem, tento

termin se v praxi pouziva pro vSechny latky a nerozliSuje se jejich pavod.

Aby se antimikrobidlni latky daly pouZit jak terapeutika, musi byt selektivné toxické pro
mikroba, ale nesmi poSkozovat organismus. Toto se definuje chemoterapeutickym
indexem, coz je pomér mezi davkou toxickou pro hostitelsky organismus a davkou

ucinnou na mikroba (Votava et al., 2005).

1.3.1 Antibioticka politika

Vzhledem K vzrastajici rezistenci na vybrana antimikrobialni 1é¢iva a jejich nevhodné
uzivani, se zavedl souhrn opatieni pro u¢inné a bezpeéné uzivani antibiotik. Cilem je
omezit vznik a $ifeni rezistentnich kment, zachovat co nejdelsi uc¢innost ATB. Hlavni
naplni antibiotické politiky je rozdéleni antimiktobialnich latek na vazana a volna. Volna
antibiotika predepisuji 1ékafi bez omezeni (vétsina peroralnich forem antibiotik). Vazana
ATB jsou piedepsany po piedchozi konzultaci s 1ékatem antibiotického stiediska (vétSina

injek¢nich forem antimikrobialnich latek) (Votava et al., 2005).

Antibioticka stfediska jsou specializované mikrobiologické laboratote. Ovliviuji a
dohlizi na dodrzovani zasad antibiotické profylaxe a usmériiuje uvazené pouzivani ATB
v ambulantni, primérni i lizkové péc¢i. Sleduji a analyzuji Udaje o epidemiologii
rezistence. Poskytuji odborné konzultace a hodnoti spotfebu téchto terapeutik. Vytvari
a poté i aktualizuji lokalni postupy na uzivani antibiotik, ktera vychazi z narodnich

odbornych doporugeni garantované CLS JEP (Sturma, 2010).
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1.3.2 Pisobeni antibiotik

Subinhibicni G¢inek nastva pii podani velmi nizké koncentrace ATB. Diky tomu nastavaji
v bakterii morfologické zmény. Dochazi tak k trvalym porucham adheze na epiteélni
povrch, prodlouzeni genera¢ni doby a dysfunkci toxint a enzymi. Tento typ Géinku je

reverzibilni a podili se na vzniku rezistence (Jedlickova, 2004).

Bakteriostaticky (inhibicni) €inek pfichdzi s podanim terapeuticky tcinné koncentrace
ATB. Zabrani se tak mnoZzeni, rastu mikroba (Jedlickova, 2004). Klinicky efekt
antimikrobidlnich latek trva 3-4 dny. Vysazenim ATB se mikrob za¢ind opét mnozit,
uc¢inek pisobeni je tedy reverzibilni. Terapeutika s inhibi¢nim u¢inkem jsou naptiklad:
tetracykliny, makrolidy, sulfonamidy, linkosamidy, nitrofurany, trimethoprim a
chloramfenikol (Votava et al., 2005).

Baktericidni latky zastavuji mnozeni a dochazi tak az k 1yze mikrobialni buiikyn. Docili
se tak podanim dostate¢n¢ vysoké koncentrace ATB. Pusobeni je ireverzebilni
(Jedlickova, 2004). Jejich plsobeni je rychlé a klinicky ucinek se dostavuje jiz do 48
hodin. Podavani latek s baktericidnim t¢inkem se dava piednost u zavaznych stavi. Mezi
tyto ATB tadime napiiklad: beta-laktamy, aminoglykosidy, glykopeptidy, polypeptidy,
ansamyciny. Patfi tam i nékterda kombinovana chemoterapeutika a antituberkulotika
(Votava et al., 2005).

Utinost ATB na piisluiného mikroba miizeme laboratorné stanovit pomoci 2 zakladnich

laboratornich hodnot.

vwr

antimikrobialni latky, ktera zabrani mnoZeni a ristu daného mikroba -90 % testovanych
kmeni ur¢itého druhu (Jedlickova 2004, VVotava et al. 2005).

Minimalni baktericidni koncentrace (MBC) je nejnizsi koncentrace ATB, ktera béhem 24
hodin usmrti az 99,9 % testovanych kmenti. Pfi volb¢ antibiotika s baktericidim u¢inkem
se musi brat v avahu farmakokinetické a farmakodynamické vztahy. Podle vztahu
muzeme baktericidni antibiotika rozdélit na: ATB s G¢inky zavislymi na koncentraci
davky (aminoglykosidy, metronidazol, fluorochinony, azithromycin a clarithromycin),

ATB s ucinky zavislymi na case (beta-laktamy, erytromycin) (Votava et al., 2005).
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1.3.3 Mechanismy #cinku antibiotik

Antibiotika se 1isi jak velikosti molekuly, tak svoji skladbou. Proto je jejich mechanismus
uc¢inku razny. Zavisi na tom, jaka syntéza makromolekul je v buiice zasazena. MiiZe byt
postizena syntéza bunéfné stény, nukleovych kyselin a bilkovin, funkce bunééné
membrany. Antimetabolity patfi mezi inhibitory syntézy kyseliny listové (Votava et al.,
2005).

1.3.4 Beta — laktamové antibiotika

V roce 1928 Alexander Fleming pozoroval baktericidni Géinek plisné Penicillium
notatum, coz vedlo k identifikaci prvniho beta-laktamového antibiotika, penicilinu. Od té
doby byla objevena nebo syntetizovana celd fada beta-laktamovych antibiotik s riiznymi
antimikrobialnimi profily, jako jsou derivaty penicilinu, cefalosporiny, monobaktamy a
karbapenemy. VSechna beta-laktamova antibiotika sdileji spole¢né jadro obsahujici beta-
laktamovy kruh (Zeng et al., 2013). Piiklad chemickych struktur beta-laktamovych
antibiotik je uveden na obrazku ¢.1. Rozdé€leni jednotlivych ATB do tfid je uvedeno

v tabulce ¢.1.

R 4 R\_I/S

| AN =
AN G~
0 COOH

COOH

peniciliny cefalosporiny

R R— c
\_I _-I/\Z'R
AN

¢ 080 0 COOH

monobaktamy karbapenemy

Obrazek ¢.1: Beta-laktamové antibiotika, chemicka struktura (zdroj: Votava et al., 2010)
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Tabulka ¢.1: Rozdeleni beta-laktamovych antibiotik do jednotlivych trid

Rozdéleni beta-laktamu

Peniciliny
acidolabilni benzylpenicilin (penicilin G)
acidostabilni fenoxymethylpenicilin (penicilin V)

odolné viici stafylokokové penicilinase |Oxacilin

ampicilin, amoxicilin, co-ampicilin, co-

aminopeniciliny amoxicilin
ureidopeniciliny azlocilin, piperacilin, co-piperacilin
karboxypeniciliny co-ticarcilin
Cefalosporiny
I. generace inj.: cefalotin, cefazolin

p.o.: cefalexin, cefadroxil, cefaclor
Il. generace inj.: cefuroxim

p.o.: cefuroxim axetil, cefprozil

inj.: cefotaxim, ceftriaxon, ceftazidim,

I11. generace cefoperazon,
co-cefoperazon
p.o.: cefixim
IV. generace inj.: cefepim
p.o.: -
monobaktamy Aztreonam
karbapenemy imipenem, cilastatin, meropenem

Zdroj: Votava et al., 2010
1.3.4.1 Mechanismy #cinku beta — laktamii

Pro beta-laktamova ATB je charakteristika inhibice syntézy bakteridlni stény, do té
zasahuji velmi ucin¢ beta-laktamazy. Enzymy, které vyrdb&ji v bunécné sténé
peptidoglykan, na sebe vazou beta-laktamy a ty jejich funkce zrusi. Tento typ enzymd Se
oznacuje zkratkou PBP (proteiny vazajici penicilin). U bakterii s poSkozenou bunéénou

sténou dochazi k jejimu rozpadu. Uginek je baktericidni (Schindler, 2010).
1.3.4.2 Klinické vyuZiti beta — laktami

Beta-laktamy patii mezi nejuzivangjsi tfidy antibiotik k 1é¢bé bakterialni infekce,
zejména kvili jejich spektru aktivity, zpusobu terapeutického ptisobeni a vynikajicim
bezpecnostnim kvalitdm (Lomovskaya et al.,2017). Toxicita téchto ATB je nizka. Mohou
vyvolat vedlejsi reakce lehéiho typu, jako je alergické reakce projevena kopiivkou. Mezi
téz81 vedlejsi reakce patii anafylakticky Sok, ktery v nékterych piipadech nastavéd po

podani penicilinu. Jejich spektrum G¢inku je velice odlisné. Obecné muzeme fict, Ze

21



puasobi na grampozitivni a gramnegativni bakterie. Naopak nemohou ovlivnit

mykoplazmata, mykobakterie a intracelularni bakterie (VVotava et al., 2010).

Je dulezité si uvést farmakokineticky aspekt beta-laktamovych antibiotik: zavislost
ucinku na case. Pro jejich rychlé vylucovani ledvinami, je nutné ¢asté podani (kazdych
6-8 hodin). Optimalni G¢innost antimikrobialni latky je dosaZena, jestlize koncentrace
volného [é¢iva zlistava nad MIC po co nejdelsi dobu uzivani antibiotik. Prodlouzena (3-
4 hodiny) nebo kontinualni infuze 1V. téidy beta-laktami ma vyssi pravdépodobnost
dosazeni farmakodynamickych cild ve srovnani se standardnimi 30 minutovymi
prerusovanymi infuzemi. Jak vyskyt rezistence stoupa, zlepSeni farmakodynamiky miize
umoznit klinicky Gspéch i u pacientl infikovanych rezistentnimi mikroby (Bolus et al.,
2015).

Pro 1écbu IMC se historicky pouzivaly aminopeniciliny, konkrétné¢ ampicilin a
amoxicilin. Produkce beta-laktamaz gramnegativnimi bakteriemi, zapfti¢inila vyvoj a
uziti antibiotik odolnych vic¢i témto enzymtm. PouZivaji se kombinované piipravky typu
amoxicilin-klavulanatu, nékolik generaci cefalosporinii a karbapenemy. Nartstajici
rezistence nuti vice selektovat antibiotika. Proto se vice objevuji bakterie, které stépi
bézné beta-laktamy, cefalosporiny vysSich generaci a karbapenemy. Znaény
epidemiologicky vyznam ma genové pienaseni beta-laktamaz i mezi neptibuznymi druhy
bakterii (Stefan, 2017).

1.3.4.3 Inhibitory beta-laktamaz

Mezi inhibitory beta-laktamaz patii kyselina klavulanova, tazobaktam a sulbaktam.
Kombinace ATB s inhibitory beta-laktamaz se vyuziva nejéastéji u aminopenicilind,
dalsich penicilini a u cefalosporinii (Votava et al., 2010).  Potencované peniciliny
vznikaji kombinaci penicilini s inhibitory beta-laktamaz. Tato kombinace pomohla
odstranit rezistenci bakterii na peniciliny, ktera vznikd na zakladé¢ ptsobeni beta-
lakaktamaz. Tyto enzymy inaktivuji ATB rozstépenim beta-laktamoveho kruhu drive,
nez se penicilin ma moznost dostat k mistu jeho ptisobeni. Inhibitor se irevizibilng vaze
na beta-laktamazy, které maji vyssi afinitu nez dany penicilin a tim enzym inaktivuje.
Svou ¢innosti pfitom neovliviiuje Uc¢innost beta-laktaml. V klinické praxi se pouZziva
kombinace amoxicilin s kyselinou klavulanovou, ampicilin se sulbaktamem (Vojtova et
al., 2010).
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1.4 Rezistence na antibiotika

Odolnost bakterii vici antimikrobialnim latkdm muze byt pfirozena (primarni), nebo

ziskana (Julék et al., 2010).

1.4.1 Rozdéleni rezistence

Nékteré druhy bakterii jsou prirozené (primarné) rezistentni viaci ATB. Pfi¢inou mize
byt sniZzena citlivost cilové struktury (ribosomy, bunééna sténa) k vybranému antibiotiku.
Piikladem jsou enterobakterie, které jsou primarné rezistentni K penicilinu. Cilova
struktura mtize Upln€ chybét, naptiklad mykoplasmata postradaji bunéénou sténu, proto

jsou primarné rezistentni k peniciliniim, které ptisobi na jeji syntézu (Julak et al., 2010).

VEtsi problém zpusobuje ziskana rezistence. Bakterie jsou na vybrané ATB primarné
citlivé, ale mohou si ji vybudovat. Klasickym ptikladem je penicilin, ktery byl objeven
pro svij ucinek na Staphylococcus aureus, v dnesni dobé¢ je vice nez 90 % tohoto kmenu
na penicilin rezistentni. Obavy jsou z nadmérného uzivani antibiotik, protoze vyzkum

nestiha piipravovat nové typy ATB (Votava et al., 2005).

1.4.2 Rezistence k beta — laktamovym antibiotikiim

Rezistence vici beta-laktamum se nadale zvySuje, zejména u gramnegativnich
organismi. A to z divodu rozSifené terapeutické zavislosti na téchto ucinnych a
bezpecnych antibiotikdch. Mutace PBP je hlavnim mechanismem rezistence beta-

laktami u grampozitivnich bakterii.

v

Nejbeéznéjsi a nejSkodliveéjsi mechanismy rezistence mezi gramnegativnimi patogeny jsou
beta-laktamazy, které stépi beta-laktamovy kruh. Dal$im moznym mechanismem je
snizeni propustnosti zevni membrany, eflux antibiotika z bunky. Bézna je kombinace
téchto mechanismi. Snad nejvice povzbudivou vyhlidkou v boji proti rezistenci je vyvoj
novych tfid inhibitord beta-laktamaz, které pfinejmensim v soucasné dobé poskytnou

ochranu témto antibiotikdm v klinické praxi (Bush et al., 2016)
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Byla popsana vy$si umrtnost pacientti s infekcemi krevniho fe€isté zpisobenymi

Enterobacteriaceae, produkujicich sirokospektré beta-laktamazy, kterd v piipadé
neadekvatni antibiotické 1é¢by dosahla 60 %. S u¢innou 1é¢bou Umrtnost klesla na 19 %.
Problematika Sifeni multirezistentnich bakterii byla nejdiive registrovana ve
zdravotnickych zatizenich. Multirezistentni bakterie zpusobuji i komunitni infekce.
V Ceské republice v oblasti olomouckého regionu se pro piiklad uvadi narust
ciprofloxacin-rezistentnich kmenti E. coli, pivodce IMC. V roce 2000 byla ¢etnost 5 %,
roku 2006 témét 20 %. Vyvoj rezistenci lze posoudit v databazi EARS-Net (European

Antimicrobial Resistance Surveillance Network) (Kolaf, 2019).

1.5 Beta - laktaméazy

Beta-laktamazy se klasifikuji podle 2 systémi. Bush-Jacoby klasifikace je zalozena na
substratovém a inhibi¢nim profilu, rozdéluje beta-laktamazy do 3 skupin (1-3) a
podskupin (a-f). Amblertv systém klasifikuje enzymy podle homologie aminokyselinové
sekvence do ¢tyf skupin A-D (Kolaf, 2019). Pichled bakterialnich beta-laktamaz ndm

udava tabulka &.2.

Tabulka ¢.2: Hlavni skupiny beta-laktamaz u gram-negativnich bakterii

Bush-Jacoby | Ambler Preferovany Néazev Inhibitor beta-
substrat laktamazy
. cefalosporinazy o "
1 C cefalosporiny (AmpC) kys. 3-aminofenylborita
peniciliny, T
2b A cefalosporiny 1. penicilinazy
Sirokospektré kys. klavulanova,
2be A cefalosporiny, ESBL sulbaktam, tazobaktam,
monobaktamy avibaktam
2d D kloxacilin kloxacilindzy
2df D karbapenemy karbapenemazy
2f A karbapenemy karbapenemazy | kys. 3-aminofenylborita
3 B karbapenemy karbapenemazy EDTA, kysel_lna 2',
merkaptopropionovéa

Zdroj: Kolat, 2019; Htoutou Sedlakové, 2015
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151 ESBL

Rada zastupcti Enterobacteriaceae produkuji beta-laktamazy Sirokého spektra, které se
oznacuji zkratkou ESBL. Mezi vyznamné klinické zastupce patti Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Enetrobacter spp., Proteus spp., Morganella morganii (Stefan,
2017).

Dle funk¢ni klasifikace spadaji do skupiny 2be, ¢ast do 2d. Tento typ enzymu hydrolyzuje
peniciliny, cefalosporiny I.-1V. generace, monobaktamy. Inhibitorem beta-laktamaz typu
ESBL muze byt napiiklad kyselina klavulanovd, kterd se vyuziva pii mikrobiologické
diagnostice k inhibici hydrolyzy antibiotika (Hrabak et al., 2009).

V terapii IMC se uplatiiuji karbapenemy, které jsou vici ptisobeni ESBL odolné. Déle je
mozné pouzit aminoglykosidy, nitrofurantoin, fosfomycin, kotrimoxasol a
fluorochinolony. Dtilezité je zminit 1 narGst rezistence bakterii produkujici ESBL pravé
vaci témto antibiotikiim, na které maji byt primarné citlivé. Z nové vyvinutych antibiotik

se uplatiiuji i ceftolozan — tazobaktam, ceftazidim-avibaktam (Stefan, 2017).

Existuje riziko ptenosu bakterii s ESBL fenotypem v nemocni¢nim prostiedi (mezi
pacienty a personalem) a v komunité. Pied $ifenim multirezistentnich kmena se jako
prevalence doporucuje nadmérné neuzivat Sirokospektrd antibiotika, dostate¢na hygiena
rukou. Vhodna je i izolace jednotlivych pacienti v ramci epidemického vyskytu ESBL
pozitivnich kmenti (Stefan, 2017).

152 AmpC

Prvni beta-laktamaza, AmpC (pivodné pojmenovana AmpA), byla identifikovana
v koloniich E. coli K-12 citlivych k beta-laktamim obsazenych v kultivaénim médiu
(Zeng et al., 2013). Enterobakterie schopné produkovat AmpC (Ampicilin C) jsou
Enterobacter cloacae, Morganellla morganii, Citrobacter spp., Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae (Stefan, 2017).
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Beta-laktamazy typu AmpC jsou enzymy, které spadaji dle klasifikace do skupiny 1C.
Spektrum G¢inku maji podobny ESBL. Hydrolyzuji peniciliny, cefamyciny,
monobaktamy a vétSinu cefalosporind. Inhibitor typicky pro ESBL (kyselina
klavulanovd) na né neuCinkuje. Dulezitymi inhibotory pro AmpC jsou oxacilin
(kloxacilin), kyselina borita a jeji derivaty (kys. 3-aminofenylboritd) (Hrabék et al., 2008;
Hrabdk et al., 2009). Kterapii se vyuzivaji karbapenemy, fluorochinolony,

aminoglykosidy, fosfomycin a cefepim (ktery na rozdil od ESBL nestépi) (Stefan, 2017).

1.6 Laboratorni diagnostika beta — laktamaz typu ESBL a AmpC

V rutinnim provozu mikrobiologickych laboratofi se nejcastéji pouzivaji fenotypové
metody, které jsou zaloZzené na substratové specifit¢ a citlivosti k inhibitorim.
Genotypové metody se tak ¢asto v bézné praxi nepouzivaji, nejsou schopny popsat stupen

rezistence diagnostikovaného kmene (Hrabéak et al., 2009).

Piitomnost ESBL muze maskovat exprese AmpC ve vysokém stupni. Pro potvrzeni
kmene produkujici ESBL se jako infikator pouziva cefepim, ktery AmpC beta-laktamazy
nehydrolyzuji. Jako alternativu lze pouzit inhibitor beta-laktamaz typu AmpC -

kloxacilin nebo derivaty kyseliny borité (Giske et al., 2017).

1.6.1 Fenotypové metody detekce
1.6.1.1 Screening kmenii produkujicich beta-laktamazy

Pouzivaji se zde metody vyhledavani podle hodnot minimalnich inhibi¢nich koncentraci
(MIC) beta-laktamovych antibiotik, z&stupcem je E-test. Nebo se pouziva metoda
vyhledavani podle priméru inhibiénich zon (IZ) okolo ATB disku, typickym zastupcem
je: Diskova difuzni metoda. Kmen, ktery je podeziely z produkce Sirokospektré beta-
laktamézy, méa bud’ niz$i hodnotu 1Z (¢i vyssi MIC hodnotu), nez je definovana hrani¢ni
hodnota (Hrabak et al., 2008).
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1.6.1.2 CLSI (Clinical Laboratory Standart Institute) konfirmacéni metoda

Vyuziva se zde srovnani priméru inhibi¢nich zon vytvorenych okolo ATB diskd na MH
agaru. Porovnavaji se zde inhibi¢ni zony vytvoiené okolo ATB disku obsahujici ur€ity
cefalosporin a inhibi¢ni zény okolo téhoz cefalosporinu spole¢né s inhibitorem —
kyselinou klavulanovou. Rozdil téchto praméru inhibi¢nich z6n nesmi byt vétsi nez 5
mm (vétsi inhibi¢ni zéna je u disku kombinovaného s inhibitorem), jinak je kmen
hodnocen jako producent ESBL. Producenti AmpC vytvati deformované inhibi¢ni zony
vétsiho pruméru kolem disku bez inhibitoru. Pro prikaz ESBL je nutné inhibovat
produkci AmpC, konkrétné inhibitory jako je kloxacilin ¢i kyselina borita. Dulezité je
zminit, Ze tato metoda plati jen pro urcité druhy enterobakterii a to konkrétné — Klebsiella

spp., Proteus mirabilis, Escherichia coli. (Hrabak et al., 2008).
1.6.1.3 DDST (Double Disk Synergy Test)

Prvnim testem specialné uréenym k detekci produkce ESBL u Enterobacteriaceae byl
pravé DDST test. Pivodné byl navrzen k rozliSeni mezi kmeny rezistentnimi na
cefotaxim, tj. kmeny s nadprodukci cefalosporinazy (AmpC) a kmeny produkujicimi
ESBL. Metoda se provadi se provadi na MH agaru s disky obsahujici cefalosporiny a
aztreonam a diskem amoxicilin — klavulanatu. Disky jsou umistény ve vzdalenosti cca 30
mm od stiedu. ESBL pozitivita je znazornéna vytvoienim zvétSené inhibicni zony ve
tvaru ,,champagne-cork®, neboli ,zatka od Sampanského®. K tomuto dochazi pfi
vytvofeni zvétsené inhibi¢ni zony alespon kolem jednoho z ATB (cefotaxim, aztreonam,
cefepim, ceftazidim), které sousedi s ATB diskem amoxicilin-klavulanat. Producenti
AmpC vytvafi inhibi¢ni z6nu podobnou pismenu D u nékterého z ATB cefalosporinti
(napft. aztreonam) na strané, ktera sousedi s kombinovanym ATB diskem amoxicilin-
klavulanat (Drieux et al., 2008). Doporuéené rozlozeni diskd k métodé DDST je uvedeno

na obrazku ¢.2.

27



068C1 AmpC & ESBL Detection Set
Confirmation of AmpC and/or ESBL production in Enterobacteriaceae

A CPD10 ESBL Positive AmpC Positive
B CPD10 + ESBL inhibitor
C CPD10 + AmpC inhibitor

D CPD10 + ESBL inhibitor
+ AmpC Inhibitor

Calculator programme is
available to download from
www.mastgrp.com

AmpC and ESBL Positive AmpC and ESBL Negative

\ /
\//
CPD - Cefpodoxime ——

Obrazek ¢.2: Doporucené usporadani diskii pri metode DDST k detekci ESBL a AmpC
kmenii (zdroj: MASTDISCS Combi — ESBL&AMpPC only detection Discs Sets)

1.6.1.4 Gradientni test

Test se hodnoti, provadi a interpretuje podle navodii vyrobce. Test je povazovan za
pozitivni, kdyz MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace) v cefalosporinu v kombinaci
s inhibitorem beta-laktaméazy kyselinou klavulanovou je 8x nizsi nez MIC cefalosporinu
bez inhibitoru. Test je pozitivni i za ptitomnosti fantomové zony, deformované elipsy.
Neurcity vysledek testu je, pokud je MIC mimo rozmezi prouzku a test tak nelze
vyhodnotit. Ve vSech ostatnik piipadech se definuje test jako negtivni. ESBL gradientni
test je uréen pouze pro potvrzeni beta-laktamazy ESBL, nejsou spolehlivé pro potvrzeni
MIC (Giske et al., 2017).

1.6.1.5 Bujonova mikrodiluce

Test se provadi v MH bujénu, ktery obsahuje samostatny cefotaxim, ceftazidim a cefepim
Vv fedéni dvojnasobnou fadou pfi koncentraci 0,25-512 mg/l. To samé fedéni se provede
v kombinaci s kyselinou klavulanovou pti dané koncentraci 4 mg/l. Pozitivni vysledek
testu je, pokud MIC cefalosporinu je 8x niz§i ve srovnani s MIC samotného
cefalosporinu. Vsechny dalsi pfipady znaéi o negativnim vysledku testu (Giske et al.,
2017).
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1.6.1.6 Biochemické (kolorimetrické) testy

ESBL NDP test pouziva cefotaxim jako indikator a tazobaktam jako inhibitor. Test se
provadi v desti¢kach (96 jamek) nebo ve zkumavkach. Pozitivitu uréuje zména zbarveni
z ¢ervené na Zlutou. Byla popsana vysoka specifita a senzitivita tohoto testu (Giske et al.,
2017).

B — LACTA koloricky test vyuziva chromogenniho cefalosporinového substratu
(HMRZ-86) na izolatech a na pacienstkych vzorcich. Ve studii provedenée v Belgii a
Francii bylo prokazano, zZe test vykazuje skvélou specifitu a senzitivitu u E. coli a K.
pneumoniae (96 a 100%). Producenti indukovatelné beta-laktamdzy AmpC prokazuji
niz$i senzitivitu (67%). Vysoka hodnota negativni predikce pro K. pneumoniae a E. coli
tento test ¢ini u¢innym v predikci rezistence na cefalosporiny tieti generace (Giske et al.,
2017).

1.6.2 Genotypové metody detekce

Mezi hlavni geny odpovédné za produkci ESBL patii geny TEM (blarem), geny SHV
(blaswv) a geny CTX-M (blacrx-m). V poslednich letech rapidné nartsta produkce beta-
laktaméaz nesoucich gen CTX-M, které hydrolyzuji cefotaxim (Moghaddam et al., 2014).

Molekularni detekce beta-laktamaz je obvykle zalozena na amplifikaci genu bla, pomoci
PCR (Polymeréazoveé fetézové reakce). Nasleduje sekvenovani, které se opira o pouziti
specifickych primert, coz umoziuje amplifikaci ¢lenti bakterialniho kmene. Protoze
beta-laktamazy jsou charakterizovany Sirokou genetickou rozmanitosti, mtize byt detekce
enzymi pomoci metody PCR ¢asov€ naro¢na a v bézné mikrobiologické praxi se ¢asto
nepouziva. Mezi dalsi molekularni testy schopné detekovat beta-laktamazy tadime
restrikéni analyzu (RFLP) a ligdzovou fetézovou reakci (LCR) (Drieux et al., 2008).

vvvvvv

rezistentnich bakterii mezi populaci a v nemocni¢nich zatizenich (Lee et al., 2015).
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2. Cil prace a hypotéza

Rezistence bakterii k antibiotikiim je celosvétovym problémem. V poslednich letech,
vzhledem k jejich nadmérné spotiebé, rezistence bakterii k ptisluSnym antibiotikiim stale
stoupa. Mezi nejvice problematické bakterialni kmeny patii bakterie z celedi
Enterobacteriaceae, gramnegativni tycky, které produkuji Sirokospektré beta-laktaméazy
(predevsim typu ESBL a AmpC). Prave zastupci této celedi jsou ptivodci nejcastéjsich

bakteridlnich infekci, infekci mocovych cest.

Mezi mé cile prace patii zjistit Cetnost vyskytu polyrezistentnich enterobakterii u
komunitnich mocovych infekci a porovnat jejich vyskyt v jednotlivych vékovych
kategoriich. Naucit se postupy detekce beta-laktamdz a seznamit se se zpracovanim moci

v laboratofi.

Hypotéza: Jaka je Cetnost vyskytu polyrezistentnich Enterobacteriacaea u komunitnich

infekci mocovych cest?

30



3. Metodika

Sbér dat k mému vyzkumu probihal za obdobi 1.1-31.3.2020 v mikrobiologickée
laboratoti Stafila k.s. Ceské Budg&jovice. Vyzkumna &ast obsahuje sledovani a
vykonavani rutinni laboratorni prace. Vykon byl zaméfen na zpracovani moci, detekci
beta-laktaméz typu ESBL a AmpC ve vzorcich moce, uréeni citlivosti antibiotik
k bakteriim.

3.1 Zpracovani moce

3.1.1 Odbér a transport moce do laboratoie

Moc€ se odebird riznymi zpisoby. Muzeme rozliSit mo¢ cévkovanou, mo¢ odebranou
z pernamentniho Kkatétru ¢i mo¢ ziskanou suprapubickou punkci. Mezi bézné zasilany

material patii spontanni mo¢ ze stfedniho proudu (Benakova, 2006).

Pted samotnym odbérem spontanniho proudu moci je nutné poucit pacienta o dikladném
omyti genitalu a zevniho Usti uretry. Predchazi se tak kontaminaci materialu nezadoucimi
mikroby. Moc¢ se odebira do sterilni nddobky a transportuje se do piislusné laboratofe.
Standartni doba transportu moce do laboratote jsou 2 hodiny po odebrani. Neni-1i mozny
transport ve standartni Cas, uchovava se moc¢ pfi teploté 2-8 °C maximaln¢ 16 hodin
(Benékové, 2006). Pacient odmoci prvni porci moce a poté jiz bez preruSeni moceni
zachyti stfedni proud moce do sterilni nadobky. U podezieni na zanét mocové trubice se
odebira prvni porce moce. Naopak u podezieni na zanét prostaty a parazitalni infekci se
odebira posledni porce moce. Pokud nelze zajistit transport vzorku do 2 hodin, pouzije se
souprava Urikult. Smyslem soupravy je okamzita kultivace vzorku mo¢i. Do odebrané
moci se zanoii desticka, kterd obsahuje transportni plidy. Pak se desticka ze vzorku

vytahne a vlozi se do transportni nadobky, kde dochazi ke kultivaci (Votata et al., 2010).

3.1.2  Prijem moce v laboratoii

Pii pfijmu vzorku laboratofi je dileZita kontrola samotného vzorku. Zda prochazi
zasadami spravného odbéru a transportu. Poté je vzorek pfifazen k Zadance obsahujici

Udaje pacienta a je k nému ptifazeno laboratorni ¢islo.

Jestlize je vzorek oznacen jako nevalidni, je zazadano o novy odbér a zadanku pacienta.
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3.1.3 Kultivace

Mo¢ se naockuje na prisluSnou diagnostickou ptidu vytemperovanou na laboratorni
teplotu. Oc¢kovani se provadi kalibrovanou klickou 0 objemu 10ul. Ke kultivaci se
Vv laboratofi Stafila pouziva ptida slozena z krevniho agaru a chromogenniho agaru, ktery
nam na zaklad¢ barevné zmény odliSuje jednotlivé kolonie bakterii (Obrazek ¢.2). Poté se
ulozi vzorek do termostatu pii 35-37°C na 18-24 hodin, kde dochazi ke kultivaci a rtstu
bakterii. Nasledny den lékat identifikuje narostlé kolonie a vyjadti jejich zastoupeni
pomoci jednotek CFU/m.

Pro spontanné odebranou mo¢ se nalez jednoho mikroba pii vice jak 10° CFU/mI
povazuje za pravdépodobnou infekci mocovych cest. Hrani¢ni je 10%-10° CFU/ml, pti
pochybnosti o kvalité odbéru tento nalez mize vypovidat o kontaminaci vzorku. Kvantita
méné nez 10* je povazovana za kontaminaci. Do tohoto schématu nepatii mod

katétrizovana a punktovana (Votava et al., 2010).

Sv v

jeho biochemickych vlastnosti, nebo o piimé identifikaci bakterii pomoci MALDI-TOF.
Laboratot Stafila timto pfistrojem nedisponuje, vyfesi se to pfevozem vzorku do
laboratofe, kterd tento piistroj vlastni. Mikrobiolog po bliz§im urceni bakterie nafidi

doprovodné laboratorni testy — vysetfeni citlivosti na ATB, testy Kk prikazu beta-

laktamaz.

Obrazek ¢.2: Kultivacni puda slozena z krevniho a chromogenniho agaru. Vlevo: K.

pneumoniae. Vpravo: E. coli (zdroj: vlastni).
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3.1.4 Mikroskopie

Zmoce se pripravi mikroskopicky preparat. Mo¢ se zcentrifuguje a z mocového
sedimentu se zhotovi preparat podle Grama. Ten odlisi mikroby podle tvaru, usporadani
a velikosti. Rozlis§i bakterie grampozitivni (modra az tmavé fialova barva) a
gramnegativni (riZzova-¢ervena barva) viz obrazek ¢.3. Mohou byt i bakterie gramlabilni.
Podstatou barveni dle GRAMA je rozdilna stavba bunétné stény u grampozitivnich a
gramnegativnich bakterii. B&éhem barveni dochazi v bakterialni buiice ke vzniku
komplexii jodu a krystalové violeti. U gramnegativnich bakterii je tento komplex hned
vyplaven diky pouzitému acetonu nebo alkoholu. Grampozitivni buiiky delSi dobu
vzdoruji piisobeni alkoholu, po delsi dob¢ je mize aceton odbarvit (Votava et al., 2010).
Diky pfistroji na barveni Borealys G se v laboratofi Stafila mize obarvit az 20 preparatu

najednou, viz piiloha ¢.1.

Podle nalezu z mikroskopie se mikrobiolog rozhodne, jaka citlivost na ATB bude
zpracovana. Ridi se doporudenymi postupy EUCAST. Piimé vysetieni antibiotické
citlivosti jako zdroj inokula pouziva vzorek moci. Vyhodou piimého vysetfeni ATB
citlivosti je rychlejsi dostupnost vysledk, na rozdil od vysetieni citlivosti s pouzitim ¢isté
kultury. Dalsi vyhoda je zahajeni v¢asné 1é¢by pacienta a volba vhodného terapeutika
v raném stadiu 1ééby (EUCAST Navod k pfimému vySetfovani antibiotické citlivosti,
2012).

Obrazek ¢.3: Gram-negativni tycky E. coli obarvené GRAMOVO barvenim (zdroj:

vlastni)
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3.1.5 lzolace bakterii
3.15.1 [Izolaéni biochemicky klin

K bliz§imu douréeni kmene se vyuziva prikazu biochemické aktivity pomoci
biochemického klinu (Svejcarovy pidy). Jedna se o kombinovanou diagnostickou ptidu,
kterd nahrazuje n¢kolik zkumavkovych testt — kratkou biochemickou fadu. Puda je do
1/3 sikmo vylita na Petriho misce a obsahuje jako substrat ureu, glukozu a tiosulfat sodny.
Obsazenymi indikatory jsou octan olovnaty a bromthymolova modf. Enterobakterie
stépici ureu produkci amoniaku zvysi svoje pH a tim se klin zbarvi do modra. Fermentace
glukozy zabarvi klin do zluta. Zbytek misky je vylit Endovo pidou, Ize tam pozorovat
stépeni laktdézy. Na tuto Cast, kde je Endova plida se pridava tableta sachardzy a
mannitolu, $tépeni se projevi ¢ervenym dvorcem kolem tablet. Na klinu v horni ¢asti
provadime vpichy, které po z€ernani signalizuji produkci sirovodiku. Taktéz klademe do
horni ¢asti klinu podlozni skli¢ko, pod kterym se odecita tvorba plynu (viz. obrazek ¢.4,5

a priloha ¢. 2).

Biochemicky klin si ozna¢ime laboratornim ¢islem testovaného kmene. Bakteriologickou
klickou vybereme nakultivovanou izolovanou kolonii a inokulujeme ji husté napfic
obéma typum pud v $itce cca 2 cm, husté §ikmo v misté biochemického klinu. Provedeme
klickou nékolik vpichti do horni ¢asti klinu a nad i pod hustym inokulem provedeme

konecéné rozockovani nékolika ¢arami.

Pro snazsi identifikaci provadime také INDOL test a inokulaci na chromogenni agar, kde
mikroby rostou v barevnych koloniich. Vse provadime stejnou kli¢kou. Pti odectu IBK

se bere v ivahu také typicky vzhled, viiné/ zapach mikroba.
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Obrazek ¢.4: IBK E. coli. A — glukosa (+), urea (-); B — plyn (+); C — sirovodik (-); D —

sacharo6za (+/-); E — manitol (-); F — laktéza (+). (Zdroj: vlastni)

Obrazek ¢.5: IBK K. pneumoniae. A — glukosa (+), urea (+), B — plyn (+), C — sirovodik

(), D —sachar6za (+), E — manitol (+), F — laktoza (+). (Zdroj: vlastni)
3.2 Priikaz beta — laktamaz typu ESBL a AmpC

3.2.1 Diskovy difuzni test

Jednd se o kvalitativni test stanoveni antibiotické citlivosti. VVyhodou tohoto testu je
otestovani citlivosti kmene na Sirokou $kalu antibiotik. Pati mezi nejrozsitené;jsi techniky
vhodné pro vySetteni rychle rostoucich a né€kterych naroénych bakteridlnich patogent.
Povrch agarové plotny je inokulovan a jsou na néj umistény papiroé disky obsahujici
vhodné mnozstvi testovaného agens. Agens difunduje do media za vzniku koncentra¢niho
gradientu s vysokou koncentraci v blizkosti disku a snizujici se koncentraci smérem od
disku. Po inkubaci se vytvoii zona inhibice ristu a prumery z6n jsou interpretovany jako

kategorie citlivosti.

Z Ciste narostlé kultury na krevnim agaru (staré nejvyse 24 hodin) vytvoiime ve sterilnim
fyziologickém roztoku zéakal 0,5 McFarlanda. Pomoci denzitometru, ktery je kalibrovan
na stupen 0,5 McFarlanda zakal zmétime a na vortexu protiepeme. Do suspenze ponofime
sterilni vatovy tampon a rotaci tamponu o sténu zkumavky vymackame piebytecnou
tekutinu. Pomoci tamponu rozetfeme husté¢ inokolum ve tfech riznych smérech na
Mueller — Hintonav bily agar, nejlépe do 15 minut od piipravy zakalu. PoloZime vhodné

ATB disky opét do 15 min od piipravy inokula. Cel& plocha disku musi byt v kontaktu
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s povrchem plotny, protoze ATB disky difunduji do prostfedi velice rychle. Plotny se
obréti vickem dolt a daji se inkubovat pii 35-37°C, 16-20 hodin.

Pouzita sestava ATB pro G — bakterie MEC: AMP —ampicilin (10), COT — kotrimoxazol
(25), AMC — amoxicillin clavulanate (30), CXM — cefuroxim (30), FUR — nitrofurantoin
(100), FOS — fosfomycin (200), CIP — ciprofloxacin (5).

Na rozsitenou citlivost E2 pro G — bakterie byly pouzity ATB: GEN — gentamicin (10),
COL - colistin (10), AMI —amikacin (30), MRT (10), PPT — piperacilin tazobaktam (36),
CMP — chloramfenikol (30). Vsechny uvedené sily antibiotik jsou v pug. Sestavy ATB se
méni podle doporu¢eni NRL-EUCAST pro antibiotika.

Nésledny den po inkubaci se ode¢itaji praméry inhibi¢nich z6n (obrazek ¢. 7 a 8). Pri
interpretaci citlivosti mikroba k danému ATB se pouziji katogerie citlivosti: C,IaR. C—
mikroorganismus je definovan jako citlivy pfi standartnim davkovacim rezimu, | —
mikroorganismus je definovan jako citlivy pfi zvySené expozici, R — mikroorganimus je
definovén jako rezistentni. Pro surveillance se vysledky zaznamenavaji jako C, | nebo R.
Pokud je nezbytné spojeni dvou kategorii, je mozné spojit jen kategorie C+1. Definice
kategorii citlivosti, davkovani a zpisoby podavani antibiotik se fidi podle doporuceni
NRL-EUCAST. Pii samotném hodnoceni se musi brat v Givahu i pfirozena rezistence
mikroba k ATB, produkce beta-laktaméz atd. Zarovén je provadéna v laboratofi tydenni
kontrola ATB disk.

S R

Obrazek ¢.7: MEC citlivost pro G — bakterie. E. coli produkujici beta-laktamazu. (Zdroj:

vlastni)
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Obrazek ¢.8: Rozsirenda citlivost E2 pro G — bakterie. E. coli produkujici beta-laktaméazu.
(Zdroj: vlastni).

3.2.2 DDST

Double Disc Synergy Test se fadi svoji formou do diskového difuzniho testu. SlouZzi
k detekci enterobakterii produkujicich Sirokospektré beta-laktamazy typu ESBL a AmpC.
Principem je pouziti ATB diskt napusténych betalaktamem a diski s kombinaci stejného
betalaktamu s inhibitorem ESBL nebo AmpC. Podle produkce ¢i absence
Sirokospektrych beta-laktaméaz vznikaji pfi pouziti specidlnich MASTDICS inhibi¢ni

zoOny, které se nasledné odecitaji.

Pouzije se bily Mueller — Hinton agar, ktery se naockuje pomoci vatového tamponu
namoceny v 0,5 zakalu McF z ¢erstvého kmene. Do 15 minut od rozetfeni inokula se na
pudu polozi sterilni jehlou 4 specidlni ATB disky ve sprdvném potadi s dostate¢nou
vzdalenosti: A — 10ug cefpodoximu, B — 10ug cefpodoximu + ESBL inhibitor, C — 10ug
cefpodoximu + AmpC inhibitor, D — 10ug cefpodoximu + ESBL a AmpC inhibitor
(obrazek ¢.8 a 9). Inkubujeme pii 35-37° C 18-24 hodin. Dalsi den se odecitaji praméry

vzniklych inhibi¢nich zon.

Obrazek ¢.9: DDST test — E. coli produkujici Sirokospektrou beta-laktamazu, rezistentni
k ATB (Zdroj: vlastni)

Obrazek ¢.10: DDST test- E. coli neprodukujici sirokospektrou beta-laktamazu, citlivé
k ATB (zdroj: vlastni)
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3.2.3 ESBL pida

Pro potvrzeni ESBL kmene, narostlou kolonii nao¢kujeme i na ESBL pudu. Jedné se
specialni chromogenni agar pro urceni kmena produkujicich Sirokospektré beta-
laktamazy (obrazek ¢.11). Médium na bazi agaru obsahuje patentovanou smés ATB
(cefpodoxim) a chromogenni substraty. Tato smés umoziuje selektivni rist a ptimou
identifikaci enterobakterii produkujich Sirokospektrou beta-laktamézu typu ESBL. Po
inkubaci 18-24 hodin pii 37°C dojde k zbarveni zvyraznéného chromogennim médiem a

lze tak rozlisit jednotlivé druhy podle jejich specifické barvy kolonie (Biomeérieux

kultiva¢ni média).

Obrazek ¢.11: ESBL puda — potvrzeni kmenu produkujiciho Sirokospektrou beta-
laktaméazu. Vlevo: neprodukuje ESBL, vpravo: produkuje ESBL. (Zdroj: vlastni)
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4. Vysledky

Za obdobi 1.1-31.3. 2020 bylo v mikrobiologické laboratofi Stafila zpracovano 1315
pacientskych vzorki moci véetné urikultt, které byly ze statistiky vyfazeny. Zpracovalo
se tedy celkem 1097 moc¢i odebranych tfemi zpisoby: cévkovana mo¢, permanentni
katétr, stfedni proud. Ze souboru bylo vyfazeno 909 kultivatné negativnich,
kontaminovanych a nevalidnich vzorkli. Mezi vyfazené moce patiily i1 ty, kde byl
bakterialni nalez mensi nez 10* CFU/ml nebo nalez vice kmenti soudasné, kment

odlisnych od enterobakterii.

Pozitivnich mo¢i, obsahujicich bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae, bylo napocitano
181.

4,1 Zastoupeni jednotlivych Enterobacteriaceae zpusobujicich IMC v zavislosti

na véku a typu odebrané moci

Mezi nejCastéjsi zastupce enterobakterii zpusobujicich infekce mocovych cest ve vSech
vékovych kategoriich dle vyzkumu patii E. coli (nejvice se bakterie objevuje v kategorii
20-40 let az z 84 %) dalsi velké zastoupeni zaujimaji P. mirabilis, K. pneumoniae, M.

v e

morganii. Detailn&jsi informace a dal$i kmeny jsou uvedeny v obrazku ¢.11.

Procentualni zastoupeni jednotlivych Enterobacteriaceae
v zavislosti na véku
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Obrazek ¢.11:  Graf zndzornujici  procentudlni  zastoupeni  jednotlivych

Enterobacteriaceae v zavislosti na véku. (Zdroj: vlastni vyzkum, Stafila laboratofr)
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Dalsi porovnani bylo z hlediska typu odebrané moci. Enterobakterie nejvice zastoupena
v odbéru sttedniho proudu modéi je E. coli z 59%, déle je nejvice zastoupend v moci

cévkované.

Naopak P. mirabilis je dle vyzkumu nejvice zastoupeny u mo¢i z permanentniho katétru,

ato z 39% ze vsech tfech moznych odbért (obrazek ¢.12).

Procentualni zastoupeni Enterobacteriaceae v zavislosti na
typu odebrané moci
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Obrazek ¢.12: Procentualni zastoupeni Enterobacteriaceae v zavislosti na typu odebrané

moci. (Zdroj: vlastni vyzkum, Stafila laborator)
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4,2 Procentualni zastoupeni ESBL a AmpC pozitivnich Enterobacteriaceae

v zavislosti na typu odebrané moci a na véku

Z 181 mocich obsahujicich bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae bylo 17 vzorki ESBL

pozitivnich a 8 mo¢i AmpC pozitivnich. Procentudlni zastoupeni je uvedeno na obrazku

¢.13 a 14.

Procento zastoupeni Procento zastoupeni
bakterii ESBL+ bakterii AmpC+

:

w ESBL+ = ESBL- 13 = AmpC+ = AmpC - 14

Obrazek ¢.13: ProcentudlIni zastoupeni ESBL+ Enterobacteriaceae. (Zdroj: vlastni

vyzkum, Stafila laboratof)

Obrazek ¢.14: Procentualni zastoupeni AmpC+ Enterobacteriaceae. (Zdroj: vlastni

vyzkum, Stafila laboratof)

Vzhledem k jednotlivym bakteriim ESBL+ v zavislosti na typu odebrané moci je nejvice
zastoupena E. Coli s 6 pozitivnimi ndlezy ESBL v spontanné odebrané moci (stfedni
proud). Jako dalsi s 5 nalezy je P. mirabilis detekovany v mo¢i odebrané z permanentniho
katétru. 3 piipady jsou zastoupeny enterobakterii K. pneumoniae v mo¢i cévkované a
z permanentniho katétru. Po jednom ptipadu zaujimaji své misto M. morganii, P. rettgeri,
E. cloacae. Procentudlni zastoupeni jednotlivych bakterii ESBL+ je uvedeno v obrazku
¢.15.
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Procentudlni zastoupeni jednotlivych bakterii ESBL + v
zavislosti na typu odebrané modi
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Proteus mirabilis B Providencia rettgeri M Enterobacter cloacae

Obrazek ¢.15: Procentualni zastoupeni bakterii ESBL+ v zavislosti na typu odebrané

moci. (Zdroj: vlastni vyzkum, Stafila laboratot)

AmpC+ Enterobacteriaceae, K. pneumoniae i E. coli se svymi 3 zastupci a E. cloacae
s 2 zastupci, byly diagnostikovany nejcastéji v moci z permanentiho katétru a ze

stfedniho proudu. Procentudlni zastoupeni je uvedeno v obrazku ¢.16.

Procentudlni zastoupeni jednotlivych bakterii AmpC+
v zavislosti na typu odebrané moci
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Obrazek ¢.16: Procentualni zastoupeni jednotlivych bakterii AmpC+ v zavislosti na typu

odebrané moci. (Zdroj: vlastni vyzkum, Stafila laboratof)
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Vékovy pramér pacientt s nalezy ESBL+ enterobakterii v moci je 69 let. U vékové
skupiny do 20 let a v rozmezi 41-60 let je nejcastéjsim producentem Sirokospektré beta-
laktamazy kmen E.Coli a to s ¢etnosti 100% Vv moci odebrané ze stiedniho proudu.
Seniofi byli diagnostikovani nejcastéji na pritomnost P. mirabilis ve skupin¢ 61-80 let az
z 45%. Ve veku 81-100 let jsou procentudlné rovnomérné rozlozeny Enterobacteriaceae

E. coli, K. pneumoniae, P. rettgeri.

U pacienti 60+ let jsou polyrezistentni kmeny pfitomny v mo¢ich cévkovanych ¢i
z permanentniho katétru. Zastoupeni bakterii ESBL+ v jednotlivych vékovych skupinach

je uvedeno v obrazku ¢.17.

Procentualni zastoupeni jednotlivych bakterii ESBL+ v
zavislosti na véku
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Proteus mirabilis B Providencia rettgeri M Enterobacter cloacae

Obrazek ¢.17: Procentualni zastoupeni jednotlivych ESBL+ bakterii v zavoslosti na véku.

(Zdroj: vlastni vyzkum, Stafila)

U pacientii s ndlezem AmpC+ beta-laktamazy v moci je veékovy primér 80 let. Ve
vékovém rozmezi 41-60 let je nejvice zastoupen E. cloacae diagnostikovan v mocich
odebranych ze stiedniho proudu. U pacientti 60+ byly v moci nejcetnéji diagnostikovany
polyrezistentni enterobakterie E. coli a K. pneumoniae rovnomérné v mocich
z permanentniho katétru a spontanné vymocenych. Detailnéj$i procentualni zastoupeni je

uvedeno v obrazku ¢.18.
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Obrazek ¢.18: Procentualni zastoupeni jednotlivych bakterii AmpC+ v zavislosti na véku.

(Zdroj: vlastni vyzkum, Stafila)
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5. Diskuze

Z celkem 1097 zpracovanych mo¢i Vv laboratofi Stafila za obdobi 1.1-31.3.2020 mélo
181 vzorku pozitivni nalez na bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae zpusobujicich infekce
mocovych cest, procentualn¢ to odpovidd 16,50%. Nejzastoupenéjsi bakterie
identifikovana u komunitnich IMC je dle tohoto vyzkumu Escherichia coli z 60,67%.
Romzova uvadi procentudlni zastoupeni tohoto uropatogenu u infekci mocovych cest
v rozmezi 50-60%, Matouskova dokonce z 75-95% (Romzova, 2013; Matouskova,
2005). Mezi dalsi nejCast€jsi bakterie zpusobujicich IMC patii Proteus mirabilis
(15,58%) a Klebsiella pneumoniae (11,05%).

Ve vyzkumu bylo porovnavano zastoupeni jednotlivych bakterii v zavislosti na véku. E.
coli byla nej¢etnéji zastoupena ve vékové skupiné 21-40 let z 84%. P. mirabilis je nejvice
zastoupeny u vékové skupiny nad 80 let a K. pneumoniae u pacienti v rozmezi 61-80 let.
Dle Bartonickové ma 1 Zena ze 3 do véku 24 let zkuSenosti s IMC, kde je nutno podat
jako terapii ATB. Do nejohrozengjsi skupiny patii rovnéz lidé vyssiho véku
(Bartonickova, 2005) .Veékovy pramér pacientti s pozitivnim nalezem enterobakterie
v moci je 54 let. Vysledek je srovnatelny s vyzkumem Frazee et al. z roku 2018, kde je

jako pramérny vek u lidi s diagnostikovanou IMC 50 let a vySe (Frazee et al., 2018).

Moc¢ byla odebrana tfemi zpusoby: stfedni proud, cévkovana mo¢ a mo¢ odebrana
z permanentniho katétru. V moci odebrané spontannim zptisobem byla diagnostikovana
E.coli u 59% a v cévkované moci u 52% ze 3 moznych odbérd. P. mirabilis je nejvice
zachycen u odbéru z permanentniho katétru (39%). Podle Romzové se u jednordzového
cévkovani miuze IMC objevit u 7% a pifi zavedeni permanentniho katétru az u 25%

pacientil (Romzova, 2013).

Procentualni zastoupeni ESBL pozitivnich vzorkt moci je z celkového poctu vzorkt 181
9% . E.coli ma ze 17 ESBL+ vzork 6 zastupct, P. mirabilis 5, K. pneumoniae 3. Vékovy
prumér pacientd s pozitivnim nalezem Sirokospektré beta-laktamazy je 69 let. Zde je
E.coli nejzastoupengjsi ve vékovych kategoriich 0-20 let a 41-60 let v moci odebrané ze
stfedniho proudu. Zbyli zastupci byli detekovani v mo¢i cévkované a z permanentniho

katétru u pacientt nad 60 let.
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AmpC pozitivni moce mély své zastoupeni procentualné nizsi a to konkrétné 4% (8
vzorki pozitivnich). Bakterie K. pneumoniae i E. coli se svymi 3 zastupci a E. cloacae
s 2 zéstupci, se vyskytovaly v moc¢i odebrané z permanentiho katétru a ze stiedniho

proudu. Vékovy prumér je zde 80 let.

Nartst Enterobacteriaceae produkujicich Sirokospektré beta-laktaméazy zptsobujici IMC
v poslednich letech stale stoupd. Dusledkem velkého selek¢éniho tlaku ve vybéru
antibiotik se objevuji stale vice bakterii, které¢ jiz ne$tépi jen bézna beta-laktamova
antibiotika (peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a karbapenemy), ale i cefalosporiny
vyssich generaci a karbapenemy. Weinstein et al. nds informuje ve svém vyzkumu
publikovaném vroce 2019, Ze se rapidné zvysil podil komunitnich uroinfekci
zapti¢inénych zastupci z ¢eledi Enterobacteriaceae, které vykazuji rezistenci i na
Sirokospektré cefalosporiny. Napiiklad béhem tfiletého obdobi mezi lety 2000 a 2003
Spanélska nemocnice zaznamenala trojndsobny nartist komunitnich infekci mo¢ovych
cest zpusobeny E. coli produkujici Sirokospektré beta-laktamazy typu ESBL.Ve
Spojenych statech byly béhem stejného ¢asového obdobi enterobakterie produkujici
ESBL v komunité méné Casté, v poslednim desetileti vSak byla jejich pfitomnost stale
Castéji zaznamenavana. Nedavné studie v USA uvadéji, Ze 36-83% IMC zplsobenych

E. coli produkujicich ESBL v USA mélo komunitni nastup (Weinstein et al., 2019).

46



6. Zavér

Bakterialni rezistence na bézn¢ dostupna antibiotika celosvétove stoupa. Jelikoz infekce
mocovych cest patii mezi nejrozsifenéjsi zanétliva onemocnéni vibec, terapie se diky
vy$8i  odolnosti mikroorganismt stale vice komplikuje. Enterobacteriaceae,
gramnegativni tycky, patfi mezi nejcastéjsi uropatogeny. Jsou to producenti enzymt,
sirokospektrych beta-laktamaz, které svym hydrolytickym pusobenim na beta-laktamovy
kruh antibiotika inaktivuji. Jinak b&ézné uzivand beta-laktamova terapeutika k 1é¢bé

uroinfekci se diky témto rezistentnim patogenum stavaji neucinna.

Cilem bakalatské prace bylo na problém rezistenci upozornit a zaméfit se na to, jakou
vékovou skupinu pacient nejéast&ji postihuje komunitni infekce mocovych cest
zpusobena polyrezistentnimi Enterobacteriaceae, produkujici beta-laktamézy typu ESBL
a AmpC. Zjistit cetnost vyskytu jednotlivych polyrezistentnich enterobakterii,
zpisobujici IMC. Dalsim cilem bylo vykonani rutinni laboratorni prace, kterd obsahovala

zpracovani mo¢i a detekce zminénych beta-laktamaz.

Mezi nejzastoupengéj$i polyrezistentni uropatogeny patii z vice jak 60% Escherichia coli,
nejbéznéjsi zastupce diagnostikovany ve vzorku moci odebrannym spontannim
vymocenim. Prehlizeni by neméli byt ani Proteus mirabilis a Klebsiella pneumoniae,
kteti patii mezi dal$i nejcastéjsi patogeny zplisobujici infekce mo€ovych cest. Oproti E.
coli tito dva z&stupci byli diagnosticky potvrzeni nejvice ve vzorcich mo¢e odebranych
z permanentniho Kkatétru a jednordzového cévkovani. Pravé tito tfi nejbézn&jsi
uropatogeni z ¢eledi Enterobacteriaceae patii mezi nejéastéjsi producenty beta-laktamaz

typu ESBL a AmpC u infekci mocovych cest.

V nasi studii do nejohrozenéjsi komunity na uroinfekce patii seniofi, ktefi pobyvaji
v pecovatelskych zafizenich. Diagnostikou polyrezistentnich enterobakterii v moci bylo
prokézano, ze vékové rozmezi pacienti s ESBL a AmpC pozitivitou je 69-80 let. Diky
pokro¢ilému véku a zdravotnim problémim byva vzorek odebiran ¢asto zavedenim
permanentniho katétru ¢i jednorazovym cévkovanim. DuleZita je prevence a spravné
hygienické ndvyky pii vymeéné ¢i zavadéni katétru, tyto postupy predchazi piipadné
kontaminaci a naslednemu rozvinuti infekce mocovych cest. Dlraz se musi klast i na
zvoleni vhodné terapie a vybéru spravného terapeutického piipravku, aby se zamezilo
mozné rezistenci uropatogenu vuci danému antibiotiku a ztizeni 1écby. U geriatrickych
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pacientti je zhodnoceni jejich celkoveho zdravotniho stavu a zvoleni spravné medikace
rozhodujici, ovlivituje to kvalitu jejich Zivota. Je prokazano, ze mezi negativni dopady

narUstajici rezistence K antibiotikim patii kratsi zivotnost a vyss§i umrtnost.

Do prevence proti Sifeni polyrezistentnich bakterii v komunité patii soubor ¢innosti, které
na sebe s jistotou zavisi. Zacinaji uz U pouceni pacientl o spravnych hygienickych
navycich, které pifedchazi moznému rozvinuti samotné infekce. Patii sem i dodrzeni
postupt pti odbéru materialu za aseptickych podminek a vhodny transport vzorku. Dal§im
dialezitym krokem je spravnd a vcasna laboratorni diagnostika patogenu. V piipadé
pozitivniho nalezu vyskytu polyrezistentnich bakterii je nutné pfijmout piislusna
epidemiologicka opatieni, které brani Sifeni rezistentnich kment. Zasadnim krokem
V prevenci proti $ifeni polyrezistentnich kment je nasazeni vhodného terapeutickeho
ptipravku. Naduzivani a nevhodny vybér antibiotik komplikuje zpomaleni rozvoje
rezistence. Spravna preskripce antibiotik nam pomuze snizit jejich spotiebu i selekéni
tlak. Pro sledovéani stavu a vyvoje rezistence ndm slouzi databdze EARS-Net, jejiz je

Ceska republika sougasti.
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8. Seznam zkratek

ABU — asymptomaticka bakteriurie

ATB — antibiotikum

CFU — Colony Forming Units

CFU/ml — Colony Forming Units

CLS JEP — Ceska lékaiska spolecnost J. Ev. Purkyné
DC — deoxycholéat-citrat agar

ESBL — Extended Spectrum Beta — Lactamase
IBK — izola¢ni biochemicky klin

IMC — infekce mocovych cest

MAL — mannit-arabinosa-laktosa agar

MBC — minimalni baktericidni koncentrace
McF — McFarland

MH-Mueller-Hintontv agar

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

PBP — penicilin-binding proteins

PCR — polymeradzova fetézova reakce

STD - Sexually Transmitted Diseases

UTIs — Urinary Tract Infections

WB - vizmut-sulfitovy agar

XLD — xylosa-lysin-deoxycholat agar
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9. Prilohy

Pfiloha ¢.1: Pfistroj na barveni GRAM — Borealys G

Zdroj: vlastni

Ptiloha ¢.2: Biochemické vlastnosti vybranych Enterobacteriaceae zptisobujicich IMC

Glukéza/tvorba | Laktéza | Sachardza | Manitol | Urea | Sirovodik
plynu
E. coli + + +/- + - -
C. freundii + +/- -/+ + -/+ +
K. + + + + + -
pneumoniae
E. cloaceae + + + + +/- -
P. mirabilis + +/- +/- - + +
M. + - - - + -
morganii

Zdroj: interni pracovni postupy Stafila
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