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1. [bookmark: _Toc373132671][bookmark: _Toc382688815]ÚVOD
Pro lepší pochopení klíčových sdělení této práce, bude na její úvod stručně shrnuta základní problematika bakteriální rezistence a nejvýznamnější mechanismy jejího vzniku. Krátce bude popsán vývoj bakteriální rezistence s vědomím, že vznikla již mnohem dříve, než byla použita první komerčně dostupná antibiotika. Dále bude zmíněna problematika Gram-pozitivních a Gram-negativních bakterií s důrazem na vybrané nefermentující kmeny bakterií, které jsou v kontextu této práce chápány především jako kmeny nozokomiální. 
1.1. [bookmark: _Toc382688816] Bakteriální rezistence
Bakteriální rezistenci lze charakterizovat jako schopnost přežití daného mikroorganismu v přítomnosti antimikrobiálního přípravku. Tedy jakékoliv látky (např. antibiotikum, dezinfekční přípravek), která je pro jiný kmen ve stejném množství smrtící nebo je schopna výrazně omezit jeho růstové schopnosti. Tato definice je sice okleštěná a neříká nic o kvantifikování bakteriální rezistence (tzv. „breakpointech“), nicméně je dostatečná pro pochopení základního principu. Pojem bakteriální rezistence se objevil s prvním použitím moderních antimikrobiálních přípravků a v současné době dospěl do celosvětového a celospolečenského problému. Tento fakt podtrhuje i skutečnost, že vývoj a šíření bakteriální rezistence k antibiotikům a dopady tímto vzniklé na lidstvo byly zahrnuty mezi největší globální rizika (Global Risks 2013). Ve zprávě Global Risk Report 2013 je bakteriální rezistence uvedena jako riziko přímo ohrožující stabilitu světového zdravotnického systému a to již v horizontu příštích deseti let. Zpráva odhaduje, že jen evropské země stojí šíření rezistentních kmenů bakterií asi 1,5 miliardy EUR a ztrátu 600 miliónů odpracovaných dnů během jediného roku. Závažnost této situace zhoršuje i absence vývoje nových antibiotik, kdy od roku 1987 (objevení daptomycinu) nebyla přivedena do léčebné praxe žádná chemicky zcela nová skupina účinných látek (Silver 2011).
Vznik bakteriální rezistence je podmíněn změnou genotypu nebo fenotypu bakteriálního kmene. V případě změny genetické informace se jedná nejčastěji o získání genu rezistence v podobě plazmidu nebo jiných transferabilních elementů, méně často, vznikem mutace „de novo“ (Hooper 2000). Změna fenotypu znamená ve většině případů zabránění průniku antimikrobiální látky do bakteriální buňky a je dána změnou exprese genů rezistence, kterými již bakterie disponuje. Principy rezistence lze uvést tři. Rezistenci přirozenou, získanou a adaptivní (Fernandez 2012). Bakterie přirozeně rezistentní nemá strukturu, proti které antimikrobiální látka účinkuje nebo disponuje mechanismy rezistence, které jsou pro ni obvyklé. Získaná rezistence je spojena se získáním nové genetické informace (viz výše) a adaptivní je spojena s různou mírou exprese genů pro rezistenci v bakteriálním genofondu již obsažených.
1.2. [bookmark: _Toc382688817] Mechanismy bakteriální rezistence
Mezi mechanismy rezistence patří na prvním místě enzymatická inaktivace antimikrobiálních přípravků. K dalším patří snížení propustnosti bakteriální stěny omezující vstup antimikrobiálních přípravků do buňky (čímž dojde k zabránění jejich vazby na cílové struktury) aktivním vylučováním molekul proti koncentračnímu gradientu, tzv. eflux nebo snížení počtu či funkce porinů. Posledním z uváděných mechanismů rezistence je změna či úplné nahrazení struktury cílového místa, na které antimikrobiální látka působí (Silver 2011).
1.2.1. [bookmark: _Toc382688818]Enzymatická inaktivace
V současné době je věnována pozornost především mechanismu enzymatické degradace antibiotik, zejména beta-laktamových. Beta-laktamázy jsou velkou skupinou enzymů s různou afinitou k různým beta-laktamovým antibiotikům (včetně cefalosporinů a karbapenemů) a jsou produkovány Gram-pozitivními i Gram-negativními mikroorganismy. Protože byla popsána velká spousta těchto enzymů, jsou pro lepší orientaci děleny podle molekulární struktury do tříd dle Amblera (třída A-D) nebo podle Bush-Jacoby-Medeirose do skupin podle substrátové specifity (Bush 1995, Ambler 1969). Některé beta-laktamázy jsou inaktivovatelné specifickým inhibitorem, čímž dojde ke ztrátě jejich aktivity buď in vitro a/nebo i in vivo. Tohoto efektu se využívá jak v terapii, tak ve fenotypové diagnostice vybraných druhů beta-laktamáz. V tabulce č. 1 je uveden přehled nejdůležitějších skupin beta-laktamáz, jejich zařazení do tříd a skupin, substrátová specifita a případný inhibitor (Htoutou Sedláková 2011).
V současné době narůstá případů rezistence Gram-negativních mikroorganismů ke karbapenemům. Tyto antibiotika patří mezi záložní a rezistence k nim znamená velké riziko pro pacienta. Enzymy inaktivující karbapenemy patřící do třídy B a jsou označovány jako metalo-beta-laktamázy a obsahují ve svém aktivním místě atom zinku. Nejznámější metalo-beta-laktamázy třídy B jsou enzymy označené NDM, IMP nebo VIN.
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	Tabulka č. 1. Hlavní skupiny beta-laktamáz Gram-negativních bakterií, jejich rozdělení, substrátová specifita a specifické inhibitory (Htoutou Sedláková 2011)



	Funkční skupina
	Molekulární třída
	Název
	Spektrum hydrolýzy
	Inhibitor beta-laktamázy

	1
	C
	Cefalosporinázy
	Penicilliny, cefalosporiny, monobaktamy
	Kyselina 3-aminofenylboritá

	1b
	A
	Penicilinázy
	Peniciliny, nižší cefalosporiny
	

	2be
	A
	ESBL beta-laktamáza
	Peniciliny, cefalosporiny kromě cefamycinů, monobaktamy
	Kyselina klavulanová, sulbaktam, tazobaktam

	2d
	D
	Kloxacilinázy
	Peniciliny všetně oxacilinu a kloxacilinu
	

	2df
	D
	Karbapenemázy
	Všechny současné beta-laktamázy
	Kyselina 3-aminofenylboritá

	2f
	A
	Karbapenemázy
	Všechny současné beta-laktamázy
	Kyselina 3-aminofenylboritá

	3
	B
	Metalo-beta-laktamázy
	Všechny beta-laktamy kromě monobaktamů
	Chelátory kovových iontů (EDTA, kyselina 2-merkaptopropionová aj.)




Samozřejmě, existují i karbapenemázy bez atomu kovu patřící do třídy A (KPC a GES) a třídy D (skupina enzymů OXA) (Livermore 2011).
Pro úplnost je třeba dodat, že i jiné skupiny antibiotik jsou degradovány enzymaticky. Patří zde aminoglykosidy, které jsou inhibovány aminoglykosidy-modifikujícími enzymy, dále fluorochinolony, chloramfenikol a jiné (Li 2009, Robicsek 2009, Nordmann 2008). Inhibice těchto enzymů však nemá diagnostické ani léčebné využití.
1.2.2. [bookmark: _Toc382688819]Mechanismus efluxu
Jedná se o evolučně velice starý mechanismus transportu látek různých molekul vně bakteriální buňku a tím snížení jejich intracelulární koncentrace. V případě, že je transportována antimikrobiální látka, dojde k zabránění její vazby na cílovou strukturu v buňce a antibiotikum se stává neúčinným. Tento způsob přenosu je vlastní jak bakteriím, tak i eukaryotickým buňkám, tedy i buňkám lidského těla. Vznik rezistence lidských nádorových buněk vůči chemoterapeutikům, je často způsoben právě efluxem (Xia 2012, Toyoda 2010). Popisuje se pět základních skupin efluxních pump, které vedou ke vzniku MDR (Multi drug resistance) rezistence k antibiotikům.
· ABC (The ATP-binding cassette superfamily)
· MFS (The major facilitator superfamily)
· MATE (The multidrug antimicrobial extrusion protein family)
· SMR (The small multidrug resistance family)
· RND (The resistance-nodulation-cell division superfamily)
Dělení MDR pump je členěno podle počtu podjednotek, podle zdroje energie využitého k funkci a podle typu substrátu jednotlivých pump. Činností efluxních pump je transport molekul různých velikostí a struktur proti koncentračnímu gradientu ven z buňky. Mezi transportované látky patří toxiny, produkty metabolismu, antibiotika, dezinfekční látky, ale i molekuly „quorum sensing“ a stavební podjednotky struktur uložených vně bakteriální buňky či hmota tvořící biofilm. Geny kódující MDR pumpy jsou uloženy většinou na chromozomu bakterií, ale mohou se vyskytovat i na plazmidech (Piddock 2006).
1.2.2.1. [bookmark: _Toc382688820]MDR efluxní pumpy 
Všechny z výše uvedených skupin efluxních pump mohou být asociovány se vznikem klinicky významné rezistence. Za MDR rezistenci může být zodpovědný pouze jeden druh pumpy nebo častěji kombinace více skupin. Jednotlivé bakterie disponují různou škálou různých efluxních pump. Mohou tvořit více než jednu skupinu nebo více typů téže skupiny.
V současné době jsou nejlépe prozkoumány pumpy skupiny RND. Skládají se ze tří částí. Z transportního proteinu (například AcrB u Salmonella sp., MexB u Pseudomonas aeruginosa či CmeB u Campylobacter jejuni), který prochází vnitřní cytoplazmatickou membránou. Z proteinu vnější cytoplazmatické membrány („outer membrane channel“), především TolC, který se vyskytuje u většiny bakterií s RND pumpami. A třetí částí je pomocný protein („membrane fusion protein“), který celou strukturu stabilizuje (AcrA u Salmonella sp. či Escherichia coli nebo MexA u Pseudomonas aeruginosa) (Piddock 2006). Absence genu kódujícícho AcrA podjednotku nevede u kmenů Salmonella sp. k omezení funkce RND pump a nemá tedy specifickou transportní funkci (Baugh 2012). Struktura RND pumpy AcrAB-TolC je ukázána na obrázku č. 1, který byl získán s laskavým svolením Dr. J. Blair. Transportní protein AcrB je asymetrický a skládá se ze tří podjednotek. Každá z nich má v každém okamžiku jinou funkci. Jedna podjednotka substrát váže, druhá přenáší a třetí vypouští do proteinu vnější cytoplazmatické membrány, který funguje jako kanál. V dalším kroku se celý systém posune a podjednotky převezmou funkci podjednotech předcházejících. Vše se děje proti koncentračnímu gradientu substrátu a za současného spotřebování energie (Murakami 2008).

[image: ]Obrázek č. 1: Struktura RND efluxní pumpy AcrAB-TolC (převzato s laskavým svolením autora z práce Blair et al. 2009) 


Z antibiotik patří mezi substráty RND pump chloramfenikol, fluorochinolony, tetracykliny, aminoglykosidy a celá řada zástupců beta-laktamových antibiotik (např. ceftazidim, imipenem, piperacilin/tazobactam). Mezi další molekuly přenášené efluxními pumpami patří žlučové kyseliny, ethidium bromid, dezinfekční látky, detergenty a barviva (Fernandez 2012, Li 2009, Piddock 2006, Poole 2001, Matsuda 2000). Z klinického hlediska se stává nebezpečnou nadměrná exprese MDR efluxních pump, která může vést, často v kombinaci s jinými mechanismy rezistence, až k selhání léčby a smrti pacienta.
1.2.2.2. [bookmark: _Toc382688821] Inhibitory efluxnich pump
Podobně jako u beta-laktamáz i pro efluxní pumpy různých skupin byly objeveny látky omezující jejich funkci. Jako EPI (z anglického „efflux pump inhibitor“) byla popsána relativně široká skupina látek. Jedná se o přírodní molekuly a zároveň substráty efluxních pump, ale i o nové chemické sloučeniny.
Jako první EPI byla popsána sloučenina PAβN (Phe-Arg-β naphthylamid dihydrochlorid) schopná inhibovat RND pumpy MexAB-OprM, MexCD-OprJ a MexEF-OprN (Fernandez 2012, Lomovskaya 2001). Následovaly další látky jako CCCP (carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone), deriváty tetracyklinů či chinolonů. Některé EPI, jako třeba širokospektrý inhibitor efluxních pump CCCP, se experimentálně využívají ke stanovení efluxní aktivity zkoumaných bakteriálních kmenů in vitro. U jiných, např. PAβN je potenciál i terapeutický a uvažuje se o využití EPI v kombinaci s konvenčními antibiotiky k zvýšení jejich účinnosti a zabránění vzniku rezistentních mutant v subinhibičním pásmu koncentrace antibiotik (Fernandez 2012, Li 2009, Martinez 2006). Využití EPI k zvýšení účinnosti dezinfekčních látek bylo již také testováno a vzhledem k možným nežádoucím účinkům EPI na makroorganismus se zdá být, oproti použití v terapii infekčních onemocnění, i snáze realizovatelné (nepublikované údaje).
1.2.3. [bookmark: _Toc382688822]Změna porinů
Poriny, které byly poprvé popsány v roce 1976 u kmene Escherichia coli, jsou proteiny tvořící kanály v bakteriální stěně Gram-pozitivních i Gram-negativních bakterií (Nakae 1976). Tvoří jakési funkční síto mezi prostředím a bakteriální buňkou, kdy hydrofilní molekuly prochází dle koncentračního gradientu dovnitř bakteriální buňky a to bez spotřebování energie. Struktura porinů je velice variabilní a závislá od bakteriálního druhu. Stejně tak propustnost pro různé molekuly o různých molekulárních hmotnostech a nábojích se liší. Některé poriny jsou tvořeny třemi monomery (OmpF u Escherichia coli), ale existují i varianty sestávající z jendnoho (OmpA, taktéž u Escherichia coli). Počet porinů může u jedné bakteriální buňky dosahovat až 106 a za množství porinů je zodpovědná jejich exprese, podmíněná stimuly ze zevního prostředí.
Rezistence způsobená poriny je dána snížením jejich počtu v buněčné stěně, změnou velikosti porinu nebo změnou náboje porinu a tedy schopnosti propustit molekuly o konkrétním náboji. Všechny tyto změny vedou ke snížení propustnosti a tím i snížení koncentrace antimikrobiálních látek v buňce. V případě Gram-negativních mikroorganismů dochází k efektivnímu zamezení prostupnosti různých skupin antibiotik (fluorochinolonům, tetracyklinů, chloramfenikolu, ale i beta-laktamů), které se tak nedostanou do periplazmatického prostoru, kde za normálních okolností inhibují penicilin vázající proteiny (PBP) (Fernandez 2012). Jedním z klinických příkladů vzniku rezistence v důsledku ztráty porinů jsou karbapenem-rezistentní kmeny Pseudomonas aeruginosa, které ztrácí OprD poriny (Wolter 2004).
1.2.4. [bookmark: _Toc382688823]Změna cílové struktury
Změna cílové struktury je důležitým mechanismem rezistence známým především u Gram-pozitivních mikroorganismů v případě stafylokoků, enterokoků a streptokoků. Tento mechanismus je u Gram-pozitivních bakterií klinicky významný i díky méně časté produkci beta-laktamáz.
Asi nejtypičtějšími příklady jsou rezistence k meticilinu (oxacilinu) u stafylokoků způsobená tvorbou pozměněného PBP označovaného jako PBP2a a rezistence enterokoků ke glykopeptidům (Werner 2008, Zapun 2008). Stejně tak i alterace cílového místa je příčinou snížení afinity PBP k beta-laktamům u kmenů Streptococcus pneumoniae (Hakenbeck 2012).
1.3. [bookmark: _Toc382688824]Vývoj bakteriální rezistence
V současné době převládá názor, že převážná část mechanismů rezistence se u bakterií vyvinula mnohem dříve, než byly k léčbě použity první moderní antibiotické přípravky. Může za to zřejmě skutečnost, že většina skupin antibiotik je odvozena od sloučenin, které jsou běžně produkovány jinými mikroorganismy, především půdními. Antimikrobiální látky vznikající v přírodě slouží jako evoluční výhoda proti konkurenčním mikroorganismům. Mechanismy bakteriální rezistence pak funguji jako obrana a zároveň jsou další výhodou v neustávajícím konkurenčním snažení vůči ostatním bakteriím (Davies 2010, Levy 2007). Mechanismy rezistence tedy většinou nevznikají náhodou a náhle, ale čekají na podmínky, které jim umožní se v populaci uplatnit. Typickým příkladem může byt rezistence Staphylococcus aureus k beta-laktamovým antibiotikům. Již začátkem 50. let minulého století, krátce po zavedení penicilinu do klinické praxe, byl popsán první kmen Staphylococcus aureus rezistentní k penicilinu (Deurenberg 2008, Livermore 2000). Vinou přílišného a nekontrolovaného užívání penicilinu se v dalších letech počet rezistentních kmenů rychle zvýšil a na začátku šedesátých let dosáhl podíl rezistentních kmenů 50 %. V současné době se rezistence kmenů Staphylococcus aureus k penicilinu pohybuje okolo 95 % (Livermore 2000). Je tedy zřejmé, že narůst rezistence byl způsoben selekcí kmenů odolných vůči penicilinu, což bylo umocněno předáváním genetického materiálu s vlohou pro rezistenci mezi stafylokoky navzájem. Podobně tomu bylo i u meticilinu (předchůdce oxacilinu). I zde trvalo jen několik měsíců od uvedení meticilinu do klinické praxe, než byl v roce 1961 izolován první kmen rezistentní k meticilinu – MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) (celý odstavec převzat z práce Hanulík et al. 2011).
1.4. [bookmark: _Toc382688825] Problematika bakteriální rezistence Gram-pozitivních bakterií
V předchozím odstavci byla zmíněna problematika rezistence kmenů Staphylococcus aureus k beta-laktamovým antibiotikům. Na tomto místě je pro úplnost třeba dodat, že stejný problém, tedy rezistence k oxacilinu se týká i koaguláza-negativních stafylokoků (KNS). Jejich výskyt se v České republice odhaduje na 65 % (Hanulík 2011, Urbášková 2002).
V současné době je otázkou šíření kmenů Staphylococcus aureus rezistentních ke glykopeptidovým antibiotikům. První zmínka o těchto kmenech je z roku 1996, kdy byl v Japonsku izolován kmen s vyšší hodnotou MIC (minimální inhibiční koncentrace) k vankomycinu, tzv. VISA (Vancomycin intermediate-resistant Staphylococcus aureus). V roce 2002 byl v USA izolován kmen Staphylococcus aureus, který již byl k vankomycinu plně rezistentní (tzv. VRSA neboli Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus) (Conly 2002). Mechanismus je způsoben přítomností genu vanA způsobující rezistenci ke glykopeptidům u enterokoků, u kterých se vyskytují i další podobné geny vanB, vanC, vanD, až vanL (Werner 2008).
Ostatní formy rezistence Gram-pozitivních mikroorganismů, jako rezistence stafylokoků, streptokoků a enterokoků k makrolidům, linkosamidům a streptograminu B nebo rezistence Streptococcus pneumoniae k penicilinu jsou z klinického hlediska samozřejmě neméně důležité. Nicméně, v současné době nepředstavují v rámci České republiky vážné riziko ve smyslu extenzivního šíření.
Problematika bakteriální rezistence není omezena pouze na humánní medicínu. Množství oportunně patogenních Gram-pozitivních kmenů se na člověka přenáší z animálního prostředí, především z hospodářských chovů. Příkladem za všechny jsou stafylokoky rezistentní k oxacilinu, ať už MRSA, nebo meticilin-rezistentní KNS nacházející se u živých zvířat, v prostředí farem či v produktech určených k přímému prodeji (Bardoň 2012, Kolář 2010).
1.5. [bookmark: _Toc382688826] Problematika bakteriální rezistence Gram-negativních bakterií
Gram-negativní bakterie, v užším slova smyslu především zástupci čeledi Enterobacteriaceae, jsou mikroorganismy disponujícími velkou škálou mechanismů rezistence. V kontextu zpomalení až zastavení vývoje nových antibiotik s účinkem proti Gram-negativním bakteriím, začínají tyto kmeny představovat stále vážnější hrozbu. Bakteriální rezistence u Gram-negativních mikroorganismů, a neplatí to pouze pro tuto skupinu, je z klinického hlediska nebezpečná z několika důvodů. Při léčbě infekcí způsobených patogeny rezistentními k léku první volby hrozí selhání iniciální antibioterapie. To může vést v lepším případě k prodloužení doby hospitalizace a zvýšení finančních nákladů s léčbou spojených. V horším případě může špatně zvolená iniciální antibioterapie vést k úmrtí pacienta (Tumbarello 2007). Ve studii Luny et al. byla prokázána několikanásobně vyšší pravděpodobnost úmrtí u pacientů se špatně zvolenou iniciální antibioterapií (Luna 1997). Pravděpodobnost úspěchu terapie empiricky zvoleným antibiotikem zvyšuje důsledná surveillance jak komunitních tak nozokomiálních patogenů, dobrá laboratorní praxe zabezpečující správné stanovení a interpretaci dat a fungující komunikační kanál mezi epidemiology a mikrobiology na jedné straně a klinickými lékaři na straně druhé. 
Dalším problémem spojeným s bakteriální rezistencí Gram-negativních bakterií je skutečnost, že MDR kmeny omezují možnost volby antibiotika a limitují jiná z farmakokinetického, farmakodynamického, finančního a bezpečnostního hlediska vhodnější antibiotika. Zde mohou být příkladem nozokomiální MDR kmeny Klebsiella pneumoniae či Serracia marcescens rezistentní k většině použitelných antibiotik. V tomto ohledu je tedy nebezpečí MDR kmenů v odolnosti k antibiotikům jako cefepim či meropenem, které by měly být použity jako záložní v případě rezistence k základním antibiotikům.
U Gram-negativních bakterií se na vzniku rezistence podílí všechny výše uvedené mechanismy rezistence. Největší pozornost je bezesporu věnována enzymatické degradaci. Klinicky nejdůležitější jsou pak širokospektré beta-laktamázy, především ESBL (Extended-spectrum beta-lactamases), AmpC a karbapenemázy. Geny pro tyto enzymy se ale velice často vážou s geny pro enzymy degradující i jiné skupiny antibiotik (fluorochinolony, aminoglykosidy, tetracykliny) čímž se možnosti terapie dále limitují (Htoutou Sedláková 2011, Schwaber 2005).
Jiným, neméně důležitým pohledem na tuto problematiku je včasnost podání adekvátní antibioterapie. Prodleva v nasazení správného antibiotika z důvodu selhání iniciální antibioterapie, běžně dosahující i 48 hodin, totiž zvyšuje mortalitu pacientů (Htoutou Sedláková 2011, Poulton 2006).
1.6. [bookmark: _Toc382688827] Problematika nefermentujících Gram-negativních tyčinek
Mezi nejčastěji se vyskytující nefermentující, klinicky významné patogeny patří kmeny Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia a Acinetobacter sp. Mezi méně často izolované patogeny patří zástupci Burkholderia cepacia komplex (Bcc).
Kmeny Pseudomonas aeruginosa a zástupci Bcc jsou přirozeně rezistentní k řadě antibiotik. Patří mezi ubikvitární mikroorganismy, což je předurčuje k přirozené odolnosti vůči nepříznivým zevním podmínkám. Mohou způsobovat onemocnění zvířat, ze kterých se mohou přenášet i na člověka. Jsou schopny kolonizovat nemocniční prostředí a personál a vyvolávat těžká nozokomiální onemocnění u predisponovaných jedinců, především u pacientů v intenzivní péči. V této souvislosti se jedná velmi často o MDR kmeny, disponujícími různými mechanismy rezistence. Podobně jako u fermentujících Gram-negativních mikroorganismů, i zde je klinicky nejvýznamnější rezistence způsobená enzymatickou degradací antibiotik. Nicméně, rezistence způsobená „down-regulací“ porinů v bakteriální stěně a „over-expresí“ velkého počtu efluxních pump různých skupin vede u těchto kmenů k zvýšení rezistence častěji než u jiných bakterií.
1.6.1. [bookmark: _Toc382688828]Pseudomonas aeruginosa
Je striktně aerobní, oxidáza-pozitivní, Gram-negativní bakterie přirozeně se vyskytující v prostředí (především vodě) a jako obávaný multirezistentní nozokomiální patogen v prostředí nemocničním (Youenou 2014, Mena 2009). Pro MDR kmeny je charakteristická častá rezistence k antipseudomonádovým penicilinům a cefalosporinům, k aminoglykosidům, fluorochinolonům či karbapenemům (Htoutou Sedláková 2011). Největším problémem v současné době představují MDR nozokomiální kmeny způsobující infekce ran, popálenin, močových cest, krevního řečiště nebo pneumonie (Mulet 2013, Oncül 2013, Lipovy 2011). Kmeny Pseudomonas aeruginosa jsou častým a obávaným původcem pneumonií u ventilovaných pacientů s mortalitou dosahující až 69 % (Rello 1994, Crouch Brewer 1996). Pseudomonas aeruginosa je schopna produkce širokospektrých beta-laktamáz typu AmpC i metalo-beta-laktamáz štěpících karbapenemy (Strateva 2009). Epidemiologická data výskytu rezistentních kmenů jsou v této souvislosti velice ceněné a celosvětově sledované. Nejnižší rezistence k aminoglykosidům, karbapenemům, cefalosporinům a fluorochinolonům se uvádí v severských státech (menší než 10 %) a nejvyšší ve státech jižní Evropy, především Řecka, kde dosahuje úrovně 25 – 50 % (Livermore 2012, Poole 2011, Livermore 2002). Z efluxnich pump byly u kmenů Pseudomonas aeruginosa popsány MexAB-OprM, MexCD-OprJ či MexEF-OprN. Jejich „up-regulace“ snižuje účinnost fluorochinolonů, cefalosporinů a meropenemu. Rezistence ke karbapenemům může být způsobena pouhou „down-regulací“ porinů OprD (porinem propouštějícím karbapenemy, ne však ostatní beta-laktamová antibiotika) a může vést k selhání léčby karbapenemy (Breidenstein 2011, Poole 2011, Walsh 2007). U kmenů Pseudomonas aeruginosa byly popsány mechanismy „quorum sensing“ a produkce biofilmu, které znesnadňují eradikaci nozokomiálních kmenů z prostředí a komplikují možnosti terapie pacientů (Mou 2011, Jaryszak 2009, Kirov 2007). Výskyt kmenů v nemocničním prostředí pak komplikuje i míra odolnosti vůči dezinfekčním přípravkům, především chlorhexidinu a přípravkům narušující buněčnou stěnu (Loughlin 2002, Nakahara 1982).
1.6.2. [bookmark: _Toc382688829]Burkholderia cepacia komplex
Je tvořen fenotypově velice podobnými a v klinické praxi běžnými biochemickými testy těžko odlišitelnými bakteriemi. Pro bližší identifikaci a určení tzv. genomovarů (nověji hlavně v zahraniční literatuře „species“) je třeba využít dalších molekulárně-genetických metod. Pomocí polymerázové řetězové reakce (PCR) s použitím sady specifických primerů lze spolehlivě odlišit jednotlivé genomovary a pomocí MLST (Multilocus sequence typing) lze určit jedinečné sekvenční typy (ST). V případě nejběžnějších kmenů Bcc je dostačující sekvenace genu gyrB (Mahenthiralingam, Cardiff School of Biosciences, Cardiff University, Velká Británie, ústní sdělení).
Jako první byla identifikována Burkholderia cepacia (původně pojmenována Pseudomonas cepacia) jako fytopatogen způsobující hnilobu cibulovin (Burkholder 1950). Do současnosti bylo do komplexu Bcc zařazeno 17 genomovarů, přičemž mezi nejčastěji se vyskytující patří Burkholderia cepacia (genomovar I), Burkholderia multivorans (genomovar II) a Burkholderia cenocepacia (genomovar IIIA a IIIB). Z dalších je vhodné zmínit Burkholderia stabilis (genomovar IV) a Burkholderia vietnamiensis (genomovar V) (Vial 2011, LiPuma 2010). Nejčastěji jsou kmeny Bcc spojovány s pacienty, kteří trpí cystickou fibrózou (CF). Jedná se o geneticky vrozené onemocnění postihující sekreční funkci Cl- transportérů buněk, což má za následek sekreci vazkého hlenu především v plicích a zažívacím traktu. Plicní forma tohoto onemocnění je charakteristická střídáním akutních pneumonií s různě dlouhými remisemi. Dolní cesty dýchací CF pacientů bývají postupem času kolonizovány kmeny Pseudomonas aeruginosa a Bcc, nejčastěji genomovary IIIA, IIIB (Burkholderia cenocepacia) a genomovar II (Burkholderia multivorans) v poměru přibližně 1,5:1 (LiPuma 2010, Baldwin 2007, Reik 2005). Protože se CF pacientům podá během jejich života velké množství antibiotik různých skupin, není překvapivé, že se CF pacienti postupem času kolonizují MDR kmeny Pseudomonas aeruginosa a Bcc. Tzv. „cepacia syndrom“ je těžká forma nekrotizující pneumonie na kterou část CF pacientů kolonizovaných kmeny Bcc zmírá (Nash 2010). Nebezpečím pro CF pacienty je kontakt s jiným CF pacientem kolonizovaným kmenem Bcc. K přenosu dochází hlavně v léčebnách a nemocničním prostředí, během hospitalizace. Následná dekolonizace kmenů Bcc je v podstatě nemožná a proto se v současné době klade důraz na vzájemnou izolaci pacientů bez a s prokázaným kmenem Bcc. 
Genom kmenů Bcc je z mikrobiologického hlediska neobvyklý. Obsahuje sadu tří bakteriálních chromozomů o celkové velikosti až 8 Mbp. Dále obsahuje jeden velký plazmid a množství dalších plazmidů v různém počtu kopií. Genom kmenů Bcc patří k jednomu z největších bakteriálních genomů (Rodley 1995). Pro srovnání enteroagregativní kmen Escherichia coli má jediný cirkulární chromozom o velikosti 5,2 Mbp (Chaudhuri 2010). Nepřekvapí, že kmeny Bcc disponují mnohými mechanismy rezistence, ke kterým patří především eflux. Na obrázku č. 2 jsou znázorněny geny pro různé mechanismy rezistence (McArthur 2013). Jedná se o genomovou mapu jednoho z kmenů Burkholderia multivorans, který byl izolován pacientovi hospitalizovanému na jednotce intenzivní péče (JIP) Fakultní nemocnice Olomouc (FNOL). Je z něj patrno, že nejčastěji jsou zastoupeny geny kódující bakteriální eflux a zbývající čtvrtina genů kóduje bakteriální rezistenci způsobenou enzymatickou degradací substrátu.

Obrázek č. 2. Poměr zastoupení jednotlivých genů zodpovědných u kmene Burkholderia multivorans za rezistenci k antibiotikům 
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Zpracováno dle metodiky McArthur et al. (2013)



I u kmenů Bcc bylo popsáno několik mechanismů „quorum sensing“ a schopnost tvořit biofilm (Van Acker 2013, Chapalain 2013, Suppiger 2013, Lewenza 1999). Jsou schopny přežívat v nemocniční prostředí a kontaminovat sterilní pomůcky a roztoky jako dezinfekční přípravky, ultrasonografické gely či tekutá mýdla (Hakuno 2010, Dizbay 2009, Hoe 2008, Masser 2004). Kmeny Bcc jsou také známy pro svou zvýšenou odolnost vůči dezinfekčním přípravkům (Rose 2009). Jak již bylo uvedeno, kmeny Bcc jsou známy především v souvislosti s nemocnými cystickou fibrózou. Nicméně, objevují se zprávy o sporadických lokálních epidemiích postihujících pacienty, kteří cystickou fibrózou netrpí (non-CF). Jedná se především o sekundárně imunokompromitované pacienty hospitalizované na JIP a novorozeneckých JIP (Kuzumoto 2011, Graindorge 2010, Dizbay 2009, Siddiqui 2001). U obou skupin pacientů (CF i non-CF) však vykazují kmeny Bcc podobnost v mechanismech rezistence a přenosu kmenů Bcc. Podobná je i jejich schopnosti kolonizovat pacienta a možnost vyvolání vážného onemocnění.
Přirozeným prostředím výskytu kmenů Bcc je rhizosféra, půda, voda a povrch rostlin. Aktuální znalosti o zatím popsaných zástupcích Bcc a jejich výskytu v přirozeném prostředí a v lidské populaci jsou shrnuty v tabulce č. 2.
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Tabulka č. 2. Zastoupení jednotlivých genomovarů Bcc a jejich výskyt (převzato podle Vial et al. 2011)
	Druh
	Přírodní výskyt 
	Výskyt v lékařství 
	Charakteristika 

	B. cepacia 
	Rhizosféra, půda, voda
	CF, medicinální roztoky 
	Původce hniloby cibule

	B. multivorans 
	Rhizosféra, půda, voda
	CF, chronická granulomatózní nemoc, non-CF
	Hlavní pathogen chronické granulomatózní nemoci, epidemický výskyt u CF pacientů

	B. cenocepacia 
	Rhizosféra, půda, voda, rostliny, zvířata
	CF, non-CF
	Hlavní pathogen CF pacientů, epidemický výskyt

	B. stabilis 
	Rhizosféra
	CF, lékařské pomůcky
	

	B. vietnamiensis 
	Rhizosféra, půda, voda, zvířata, rostliny
	CF
	Stimulace růstu rostlin, fixace vzušného N2

	B. dolosa 
	Rhizosféra kukuřice, rostliny
	CF
	Epidemický výskyt u CF pacientů

	B. ambifaria 
	Rhizosféra , půda
	CF
	Stimulace růstu rostlin

	B. anthina 
	Rhizosféra , půda
	CF
	

	B. pyrrocinia 
	Rhizosféra , půda, voda, rostliny
	CF, non-CF
	

	B. ubonensis 
	Půda
	Nozokomiální infekce 
	Zachycen pouze jeden environmentální a jeden klinický kmen

	B. latens 
	V prostředí nenalezen
	CF
	

	B. diffusa 
	Půda, voda 
	CF, lékařské pomůcky, non-CF
	

	B. arboris 
	Rhizosféra, půda, voda
	CF, non-CF
	

	B. seminalis 
	Rhizosféra rýže
	CF, nozokomiální infekce 
	

	B. metallica 
	V prostředí nenalezen
	CF
	

	B. contaminans 
	Půda, voda, zvířata
	CF, non-CF, lékařské pomůcky
	

	B. lata 
	Půda, voda, květiny
	CF, non-CF
	




2. [bookmark: _Toc382688830]CÍLE PRÁCE
Primárním cílem této práce bylo zmapovat výskyt vybraných nefermentujících bakterií Burkholderia cepacia komplex a Pseudomonas aeruginosa izolovaných v klinickém materiálu pacientů FNOL s důrazem na pacienty hospitalizované na JIP, zjištění jejich citlivosti k antibiotikům a stanovení možností antibioterapie. Sekundárním cílem bylo sledování výskytu kmenů Burkholderia cepacia komplex u hospitalizovaných pacientů, zjistit jejich klinický význam a ověřit možnosti klonálního šíření těchto kmenů ve FNOL a v rámci České republiky. Další snahou bylo zjistit vliv bakteriálního efluxu kmenů Burkholderia multivorans na vybrané antibiotika.
Konkrétní cíle rozdělené do dvou samostatných kapitol lze definovat následujícími body.

2.1. [bookmark: _Toc382688831]Burkholderia cepacia komplex
2.1.1. [bookmark: _Toc382688832]Epidemiologie kmenů Burkholderia cepacia komplex
2.1.1.1. [bookmark: _Toc382688833] Zjištění výskytu kmenů Burkholderia cepacia komplex u pacientů s nemocniční pneumonií
	Cílem bylo zjistit výskyt kmenů Bcc u ventilovaných pacientů hospitalizovaných na Klinice anesteziologie, resuscitace a intenzivní medicíny (KARIM) FNOL s projevy nemocniční pneumonie (HAP).
2.1.1.2. [bookmark: _Toc382688834] Stanovení výskytu kmenů Burkholderia cepacia komplex ve Fakultní nemocnici Olomouc
	Cílem bylo popsat výskyt kmenů Bcc u pacientů hospitalizovaných nebo vyšetřovaných ve FNOL a stanovení epidemické situace těchto kmenů na různých oddělení FNOL.
2.1.1.3. [bookmark: _Toc382688835] Zjištění výskytu kmenů Burkholderia cepacia komplex v České republice
	Cílem bylo zjistit výskyt kmenů Bcc v rámci České republiky a ověřit možnosti šíření těchto kmenů mezi jednotlivými nemocničními zařízeními.
2.1.2. [bookmark: _Toc382688836]Průkaz vlivu spotřeby kolistinu na výskyt kmenů Burkholderia cepacia komplex ve Fakultní nemocnici Olomouc
	Cílem bylo ověrit možnost vlivu spotřeby kolistinu ve FNOL na výskyt kmenů Bcc v tomto zařízení.
2.1.3. [bookmark: _Toc382688837]Stanovení antibiotického profilu kmenů Burkholderia multivorans, „epidemiological cut-off“ hodnot pro vybraná antibiotika a možnosti antibiotické léčby u pacientů s nemocniční pneumonií
	Cílem práce bylo zhodnotit rezistenci nejčastěji izolovaného genomovaru Bcc v České republice i FNOL k vybraným antibiotikům a stanovení ECOFF (epidemiological cut-off) hodnot u vybraných antibiotik vhodných k léčbě HAP s ohledem na jejich terapeutické uplatnění.
2.1.4. [bookmark: _Toc382688838]Stanovení vlivu bakteriálního efluxu na rezistenci kmenů Burkholderia multivorans
	Cílem bylo zjistit vliv bakteriálního efluxu na účinnost vybraných antibiotik u kmenů Burkholderia multivorans.

2.2. [bookmark: _Toc382688839]Pseudomonas aeruginosa
2.2.1. [bookmark: _Toc382688840]Epidemiologie kmenů Pseudomonas aeruginosa
2.2.1.1. [bookmark: _Toc382688841] Zjištění výskytu kmenů Pseudomonas aeruginosa u pacientů s nemocniční pneumonií
	Cílem bylo zjistit výskyt kmenů Pseudomonas aeruginosa u ventilovaných pacientů hospitalizovaných na KARIM FNOL s projevy HAP.
2.2.1.2. [bookmark: _Toc382688842] Zjištění výskytu kmenů Pseudomonas aeruginosa u hematoonkologických pacientů
	Cílem práce bylo zmapovat výskyt kmenů Pseudomonas aeruginosa u hematoonkologických pacientů v rámci České republiky.
2.2.2. [bookmark: _Toc382688843]Ověření vlivu spotřeby karbapenemů na výskyt meropenem-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa
	Cílem práce bylo zhodnotit vliv spotřeby karbapenemů ve FNOL na výskyt meropenem-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa v tomto zařízení.
2.2.3. [bookmark: _Toc382688844]Stanovení vlivu spotřeby kolistinu na výskyt kolistin-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa
	Cílem práce bylo zhodnotit vliv spotřeby kolistinu ve FNOL na výskyt kolistin-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa v tomto zařízení.
2.2.4. [bookmark: _Toc382688845]Stanovení antibiotického profilu kmenů Pseudomonas aeruginosa a vývoje rezistence
	Cílem bylo zhodnotit vývoj rezistence a stanovit antibiotický profil kmenů Pseudomonas aeruginosa.


3 [bookmark: _Toc382688846]MATERIÁL A METODY
3.1 [bookmark: _Toc382688847]Burkholderia cepacia komplex
3.1.1 [bookmark: _Toc382688848]Epidemiologie kmenů Burkholderia cepacia komplex
3.1.1.1 [bookmark: _Toc382688849]Zjištění výskytu kmenů Burkholderia cepacia komplex u pacientů s nemocniční pneumonií
3.1.1.1.1 [bookmark: _Toc382688850]Soubor pacientů
Do studie byli zahrnuti všichni pacienti hospitalizovaní v době od 1. 1. 2009 do 31. 12. 2009 na KARIM FNOL s projevy HAP. Všichni pacienti byli zajištěni orotracheální intubací a žádný netrpěl cystickou fibrózou (Uvizl 2011). Pro zařazení pacienta do souboru musely být splněny tyto vstupní kritéria: průkaz nově vzniklého nebo progredujícího infiltrátu plic na rentgenu plic a alespoň dvě z těchto dalších: tělesná teplota větší než 38°C, purulentní sputum, leukocytóza větší než 10·103/mm3 nebo leukopenie s počtem leukocytů menším než 4·103/mm3, poslechové známky zánětu plic, kašel a/nebo respirační insuficience s hodnotou oxygenačního indexu paO2/FiO2 menší nebo rovno 300mm Hg. Pacientům, kteří splnili vstupní kritéria, byl odebrán vzorek endosekretu k bakteriologické kultivaci. 
3.1.1.1.2 [bookmark: _Toc382688851]Zpracování klinického materiálu
Vzorky endosekretu byly zpracovány běžnými mikrobiologickými postupy (Uvizl 2011).
3.1.1.1.3 [bookmark: _Toc382688852]Izolace a identifikace patogenů
Všechny potenciální patogeny byly identifikovány biochemickými testy ENTEROtest 16, STAPHYtest 16 (Lachema) a pro identifikaci nefermentujících bakterií byly použity biochemické testy RapIDTM System (REMEL). Dále byl použit automatizovaný systém Phoenix (Becton Dickinson) nebo systém MALDI-TOF (Bruker Daltonics). Do studie byl zařazen vždy prvně izolovaný patogen (Uvizl 2011). Bližší identifikace zástupců Bcc a určení jejich genomovarů nebylo v této studii provedeno.
3.1.1.1.4 [bookmark: _Toc382688853]Uchování bakteriálních vzorků
Všechny izoláty určené jako zástupci Bcc byly uchovány v hlubokomrazícím boxu při teplotě -80°C za použití setů ITEST Kryobanka B (ITEST). V pravidelných intervalech, dle doporučení výrobce, byly kmeny vyočkovány na krevní agar a inkubovány 18 hodin při 37°C pro ověření jejich viability. Poté byly všechny kmeny opětovně uchovány.
3.1.1.1.5 [bookmark: _Toc382688854]Stanovení genetické podobnosti izolátů Burkholderia cepacia komplex
U všech získaných izolátů Bcc byla testována jejich vzájemná podobnost pomocí srovnání restrikčních fragmentů genomové DNA separovaných pomocí pulzní gelové elektroforézy (PFGE). Genomová DNA testovaných bakterií byla izolována dle Shi et al. (1996). Následně byla naštěpena restikčními enzymy XbaI. PFGE probíhala za následujících podmínek. Byl použit 1,2% agarózový gel a separace fragmentů DNA probíhala 24 hodin při 6 V · cm-1 v pulzních časech 2 - 35 s a 14°C. Poté byl gel obarven ethidium bromidem a vyfotografován. Výsledné restrikční profily byly porovnány prostřednictvím počítačového programu GelCompar II (Applied Maths) (Uvizl 2011).

3.1.1.2 [bookmark: _Toc382688855]Stanovení výskytu kmenů Burkholderia cepacia komplex ve Fakultní nemocnici Olomouc
3.1.1.2.1 [bookmark: _Toc382688856]Sběr izolátů
V období od 1. 2. 2011 do 30. 9. 2011 byly sbírány všechny izoláty Bcc získané z klinického materiálnu pacientů hospitalizovaných nebo vyšetřovaných ve FNOL. Pokud byl u stejného pacienta nalezen kmen Bcc vícekrát, byl do studie zařazen pouze prvně získaný. Pro sběr nerozhodoval druh materiálu, z něhož byl zástupce Bcc získán, ani kvantita. Všechny vzorky byly zpracovány běžnými mikrobiologickými postupy bez použití selektivních médií určených pro izolaci kmenů Bcc (Hanulik 2013a).
3.1.1.2.2 [bookmark: _Toc382688857]Fenotypová identifikace izolátů
Každý vzorek byl zpracován běžnými mikrobiologickými postupy a identifikace mikroorganismů byla prováděna biochemickými testy ENTEROtest 16, STAPHYtest 16 (Lachema) a RapIDTM System (REMEL) nebo pomocí automatizovaných systémů Phoenix (Becton Dickinson) a MALDI-TOF (Bruker Daltonics) (Hanulik 2013a).
3.1.1.2.3 [bookmark: _Toc382688858]Uchování bakteriálních vzorků
Uchovávání izolovaných kmenů je popsáno v kapitole 3.1.1.1.4.
3.1.1.2.4 [bookmark: _Toc382688859]Molekulárně genetické metody
Pro každé testování byla použita bakteriální DNA testovaného kmene, která byla získána z čerstvé kultury (18 hodin kultivace při 37°C na Mueller-Hinton agaru) tak, že dvě kolonie byly resuspendovány ve 100 μl sterilní vody, která byla násleně zahřáta na teplotu 95°C po dobu 10 minut. Templátová DNA byla získána jako supernatant po centrifugaci extraktu při 13000·g po dobu dvou minut (Hanulik 2013a).
3.1.1.2.4.1 Identifikace izolátů Burkholderia cepacia komplex
Podrobná identifikace izolátů Bcc jejich rozdělením mezi genomovary byla provedena PCR reakcí za použití specifických primerů pro nejčastěji se vyskytující genomovary (Mahenthiralingam 2000). Jednalo se o Burkholderia cepacia (genomovar I), Burkholderia multivorans (genomovar II), Burkholderia cenocepacia (genomovar IIIA, IIIB), Burkholderia stabilis (genomovar IV) a Burkholderia vietnamiensis (genomovar V). U těchto genomovarů byl předpoklad největšího zastoupení a jejich izolace byla tedy nejpravděpodobnější. 
Reakční směs obsahovala pufr s MgCl2 (100 mmol/l Tris-HCl [pH 8.8], 500 mmol/l KCl, 1% Triton X-100, 15 mmol/l MgCl2) (Top-Bio, Czech Republic), 200 μmol/l po každém nukleotidu, 0.8 μmol/l specifického primeru a 1 U Taq DNA polymerázy (Top-Bio, Czech Republic) (Hanulik 2013a).
3.1.1.2.4.2 Stanovení podobnosti izolátů
U kmenů Burkholderia multivorans byla zjištěna genetická podobnost pomocí RAPD (Random amplification of polymorphic DNA) (Hanulik 2013a). Použity byly primery 270 a 272 a PCR reakce probíhala podle metodiky Mahenthiralingam et al. (1996) a Crowley et al. (2002). Amplikony byly následně elektroforézou separovány v 1,5% (w/v) agarózovém gelu a vizualizovány po expozici ultrafialovým světlem za přítomnosti ethidium bromidu (SigmaAldrich) v koncentraci 1 μg/ml. Každý izolát byl analyzován dvakrát a finální vzorek byl srovnán pomocí počítačového software GelCompar II, verze 2.0 (Applied Maths) za použití algoritmu UPGNA.
3.1.1.2.4.3 Multilocus sequence typing
U vybraných izolátů Burkholderia multivorans různých RAPD skupin byla provedena MLST analýza dle doporučení platných pro zástupce Bcc. Alela gyrB testovaných kmenů byla amplifikována a následně sekvenována dle Jolley et al. (2004). Výsledek sekvenace alely gyrB byl srovnán s internetovou databází (http://pubmlst.org/bcc/) (Hanulik 2013a).
3.1.1.2.5 [bookmark: _Toc382688860]Epidemiologické hodnocení výskytu
Informace o dobách hospitalizace a úmrtí pacientů byly získány retrospektivně z Nemocničního informačního systému FNOL s odstupem několika měsíců po ukončení sběru kmenů.
3.1.1.3 [bookmark: _Toc382688861]Zjištění výskytu kmenů Burkholderia cepacia komplex v České republice
3.1.1.3.1 [bookmark: _Toc382688862]Sběr izolátů
Do studie byly zařazeny izoláty zaslané ze třinácti participujících laboratoří (včetně Ústavu mikrobiologie FNOL). Rozmístění jednotlivých center v rámci České republice je znázorněno na obrázku č. 3. Všechny izoláty byly získány z klinického materiálu hospitalizovaných nebo vyšetřovaných pacientů, kteří netrpěli cystickou fibrózou. Izoláty byly v souladu se standardy participujících laboratoří určeny fenotypovými testy nebo automatizovanými systémy jako zástupci komplexu Burkholderia cepacia. Každý takový izolát, pocházející vždy od jiného pacienta, izolovaný v době od 1. 7. 2012 do 30. 9. 2012, byl zaslán k dalšímu testování a podrobnější identifikaci na Ústav mikrobiologie Lékařské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci (Hanulik 2014, Hanulík 2013c).

Obrázek č. 3. Rozmístění laboratoří, které se zůčastnili sběru kmenů Bcc v rámci České republiky (Hanulík 2013c)
[image: centra_buce_2012.jpg]

3.1.1.3.2 [bookmark: _Toc382688863]Uchování kmenů
Uchovávání izolovaných kmenů je popsáno v kapitole 3.1.1.1.4.
3.1.1.3.3 [bookmark: _Toc382688864]Identifikace izolátů
Identifikace jednotlivých genomovarů Bcc byla provedena pomocí PCR reakce za použití specifických primerů pro v našich podmínkách nejčastěji se vyskytující zástupce: Burkholderia cepacia (genomovar I), Burkholderia multivorans (genomovar II), Burkholderia cenocepacia (genomovar IIIA a IIIB), Burkholderia stabilis (genomovar IV) a Burkholderia vietnamiensis (genomovar V). Identifikace jednotlivých genomovarů byla provedena dle Mahenthiralingam et al. (2000).
3.1.1.3.4 [bookmark: _Toc382688865]Stanovení podobnosti izolátů
U kmenů určených jako Burkholderia multivorans byla pro jejich vzájemné srovnání provedena metoda RAPD. Byly použity primery 270 a 272 a PCR reakce probíhala dle metodiky Mahenthiralingam et al. (1996) a Crowley et al. (2002).
3.1.1.3.5 [bookmark: _Toc382688866]Hodnocení epidemických údajů
Během studie byly získány základní informace o pacientech, od kterých byl zástupce Bcc izolován. Mezi sledované údaje patřila hospitalizace na JIP v době záchytu kmene, zda byl pacient v době odběru pozitivního vzorku ventilován a případná antibiotická léčba (Hanulík 2013c).

3.1.2 [bookmark: _Toc382688867]Průkaz vlivu spotřeby kolistinu na výskyt kmenů Burkholderia cepacia komplex ve Fakultní nemocnici Olomouc
3.1.2.1 [bookmark: _Toc382688868]Sběr dat o kmenech Burkholderia cepacia komplex
V počítačové databázi laboratorního systému Envis® LIMS (DS Soft), který je používán na Ústavu mikrobiologie FNOL, byly vyhledány kmeny určené jako zástupci Bcc. Do studie byly zařazeny kmeny izolované z klinického materiálu pacientů hospitalizovaných nebo vyšetřovaných ve FNOL v letech 2007 a 2011. Pro omezení zpracování duplicitních dat, byly do studie zahrnuty izoláty konkrétního pacienta vždy s odstupem 90 dnů od předchozího vyšetření (Hanulík 2013b). Protože se kolistin podává především u nemocných hospitalizovaných na JIP, byla analyzována i tato skupina pacientů.
3.1.2.2 [bookmark: _Toc382688869]Sběr dat o spotřebě kolistinu ve Fakultní nemocnici Olomouc
Spotřeba kolistinu byla pro sledované období stanovena na základě definovaných denních dávek (DDD) podle ATC/DDD klasifikace (Guidelines for ATC classification and DDD assignment 2013). Relativní roční spotřeba antibiotik (RDDD) byla určena dle Bergmana et al. (1980) jako počet DDD na 100 ošetřovacích dnů/lůžkodnů podle následujícího vzorce: RDDD = (DDD x 100)/počet lůžkodnů (Hanulík 2013b).
3.1.2.3 [bookmark: _Toc382688870]Statistická analýza
Data o výskytu kmenů Bcc a jejich vztah ke spotřebě kolistinu byly analyzovány lineární regresní analýzou pomocí Spearmanovy korelace. Statistická významnost byla stanovena pro p < 0,05 (Hanulík 2013b).

3.1.3 [bookmark: _Toc382688871]Stanovení antibiotického profilu kmenů Burkholderia multivorans, „epidemiological cut-off“ hodnot pro vybraná antibiotika a možnosti antibiotické léčby u pacientů s nemocniční pneumonií
3.1.3.1 [bookmark: _Toc382688872]Sběr izolátů
Pro zjištění antibiotického profilu bylo použito 207 izolátů Burkholderia multivorans, které byly uchovány ve sbírce kmenů Ústavu mikrobiologie Lékařské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci a pocházely z klinického materiálu pacientů hospitalizovaných nebo vyšetřovaných ve FNOL a jiných nemocničních zařízeních České republiky. Ve studii nebyly použity dva kmeny izolované od jednoho pacienta a žádný z pacientů, jimž byl kmen Burkholderia multivorans izolován, netrpěl cystickou fibrózou. Genetická podobnost mezi kmeny byla určena v předcházejících studiích (Hanulík 2013a, Hanulík 2013c).
3.1.3.2 [bookmark: _Toc382688873]Uchování bakteriálních vzorků
Uchovávání izolovaných kmenů je popsáno v kapitole 3.1.1.1.4.
3.1.3.3 [bookmark: _Toc382688874]Stanovení citlivosti k antimikrobním přípravkům
Hodnota MIC pro testovaná antibiotika byla stanovena standardní diluční mikrometodou dle standardů EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) (EUCAST 2003). Testovaná antibiotika (kotrimoxazol, ciprofloxacin, ofloxacin, piperacilin, piperacilin/tazobaktam, cefotaxim, ceftazidim, cefepim, meropenem, tigecyklin, tetracyklin a aztreonam) byla naředěna v rozmezí od 512 mg/l do 0,002 mg/l. Kultivace probíhala 18 hodin při teplotě 37°C za normální tenze CO2. Pro vnitřní kontrolu kvality byly použity referenční kmeny Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 a Staphylococcus aureus ATCC 29213. U všech testovaných kmenů byla stanovena hodnota MIC pro jednotlivá antibiotika a dále byly určeny hodnoty MIC50, MIC90 a rozsah hodnot MIC.
3.1.3.4 [bookmark: _Toc382688875]Stanovení „epidemiological cut-off“ hodnot
Pro účely stanovení ECOFF (Epidemiological cut-off value) byly kmeny rozděleny podle hodnot MIC na WT (wild-type) kmeny (u kterých se předpokládá dobrá citlivost na antibiotika a nepřítomnost genů rezistence) a NWT (non-wild-type) kmeny (které mají v ideálním případě hodnoty MIC o několik ředění větší než WT kmeny a disponují geny rezistence pro příslušné antibiotikum). Dále byly stanoveny hodnoty MIC50, MIC90 a rozsah hodnot MIC. V případě antibiotik, u kterých byl nalezen alespoň jeden NWT kmen, bylo metodou zhodnocení rozložení hodnot MIC, stanovena hodnota ECOFF. Ta byla následně ověřena dle metodiky Pfaller et al. (2011) jako hodnota MIC vyšší než hodnota MIC u 95 % testovaných kmenů.
3.1.3.5 [bookmark: _Toc382688876]Detekce genů rezistence
U dvou vybraných kmenů, které vykazovaly nejvyšší hodnoty MIC k beta-laktamovým antibiotikům, byla testována produkce beta-laktamázy CTX-M. Tento enzym byl zvolen podle fenotypového profilu rezistence testovaných kmenů. PCR reakce byla provedena za použití specifických primerů CTX-M universal (817F a 818R), CTX-M group 9 (819F a 820R) a CTX-M group 1 (1021F a 1022R). Samotná PCR reakce probíhala za následujících podmínek: 95°C 5 min, 30 x (95°C 30 s, 51°C 30 s, 72°C 30 s), 72°C 10 min (Pagani 2003). Výsledný produkt byl separován v 1% (w/v) agarózovém gelu a byl vizualizován pomocí MidoriGreen (Nippon Genetics) za pomoci ultrafialového záření. Jako pozitivní kontrola byly použity CTX-M pozitivní kmeny Klebsiella pneumoniae.
3.1.4 [bookmark: _Toc382688877]Stanovení vlivu bakteriálního efluxu na rezistenci kmenů Burkholderia multivorans
3.1.4.1 [bookmark: _Toc382688878]Soubor kmenů
K testování byly použity vybrané kmeny získané z klinického materiálu pacientů hospitalizovaných ve FNOL (Hanulik 2013a).
3.1.4.2 [bookmark: _Toc382688879]Stanovení efluxní aktivity kmenů Burkholderia multivorans
Aktivita efluxu byla u testovaných kmenů stanovena akumulací Hoescht 33342 (SigmaAldrich), což je substrát MDR efluxních pump, který je po vazbě na intracelulární DNA fluorescenčně aktivní. Hodnota fluorescence byla měřena bez a za přítomnosti inhibitoru MDR efluxních pump PAβN (SigmaAldrich) v koncentracích 50 µg/l, 100 µg/l a 200 µg/l (Hanulik 2012). Koncentrace, která se ukázala jako nejúčinnější, byla použita pro další testování.
3.1.4.3 [bookmark: _Toc382688880]Stanovení účinku efluxního mechanismu
Hodnoty MIC pro vybrané antimikrobiální látky (tigecyklin, piperacilin a ciprofloxacin) byly stanoveny diluční mikrometodou dle platných standardů BSAC (Andrews 2001). Dále byly stanoveny hodnoty MIC50, MIC90 a rozsahy hodnot MIC pro jednotlivá testovaná antibiotika. Celý postup byl následně zopakován za přítomnosti inhibitoru PAβN v koncentraci, která nejlépe inhibovala efluxní mechanismus. Kmeny Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 a Staphylococcus aureus ATCC 29213 byly použity pro vnitřní kontrolu kvality (Hanulik 2012).


3.2 [bookmark: _Toc382688881]Pseudomonas aeruginosa
3.2.1 [bookmark: _Toc382688882]Epidemiologie kmenů Pseudomonas aeruginosa
3.2.1.1 [bookmark: _Toc382688883]Zjištění výskytu kmenů Pseudomonas aeruginosa u pacientů s nemocniční pneumonií
3.2.1.1.1 [bookmark: _Toc382688884]Soubor pacientů
Metodika výběru pacientů pro studii je popsána v kapitole 3.1.1.1.1.
3.2.1.1.2 [bookmark: _Toc382688885]Zpracování klinického materiálu
Metodika získání a zpracování klinického materiálu je popsána v kapitole 3.1.1.1.2.
3.2.1.1.3 [bookmark: _Toc382688886]Izolace a identifikace patogenů
Metodika izolace a identifikace patogenů je popsána v kapitole 3.1.1.1.3.
3.2.1.1.4 [bookmark: _Toc382688887]Uchování bakteriálních vzorků
Metodika uchování bakteriálních vzorků je popsána v kapitole 3.1.1.1.4.
3.2.1.1.5 [bookmark: _Toc382688888]Stanovení genetické podobnosti kmenů Pseudomonas aeruginosa
U všech kmenů Pseudomonas aeruginosa byla testována jejich vzájemná podobnost pomocí srovnání restrikčních fragmentů genomové DNA separovaných pomocí PFGE. Genomová DNA testovaných bakterií byla izolována dle Shi et al. (1996) a následně byla naštěpena restikčními enzymy SpeI. PFGE probíhala za následujících podmínek. Byl použit 1,2% (w/v) agarózový gel a separace fragmentů DNA probíhala 23 hodin při 6 V · cm-1 v pulzních časech 5 - 60 s a 12°C. Poté byl gel obarven ethidium bromidem a vyfotografován. Výsledné restrikční profily byly porovnány počítačovým programem GelCompar II (Applied Maths) (Uvizl 2011).

3.2.1.2 [bookmark: _Toc382688889]Zjištění výskytu kmenů Pseudomonas aeruginosa u hematoonkologických pacientů
3.2.1.2.1 [bookmark: _Toc382688890]Sběr kmenů
Kmeny Pseudomonas aeruginosa byly izolovány v letech 2010 a 2011 z klinických materiálů hematoonkologických pacientů. Sběr kmenů probíhal v devíti hematoonkologických centrech České republiky (Fakultní nemocnice Motol, Všeobecná fakultní nemocnice Praha, Ústav hematologie a krevní transfuze Praha, Klinika dětské onkologie Fakultní nemocnice Brno, Interní hematoonkologická klinika Fakultní nemocnice Brno, Fakultní nemocnice Ostrava, Fakultní nemocnice Hradec Králové, Fakultní nemocnice Plzeň a Fakultní nemocnice Olomouc). Mezi klinický materiál, ve kterém byl sledován výskyt kmenů Pseudomonas aeruginosa, byly zařazeny materiály z dolních cest dýchacích (bronchoalveolární laváž a sputum), krev a moč. Do studie byl zařazen vždy prvně izolovaný kmen daného pacienta. V případě, že se jednalo o vzorek moči, byl do studie zařazen pouze izolát s kvantitou větší než 1·104 CFU/ml a v případě materiálu z dolních cest dýchacích v kvantitě větší než 1·105 CFU/ml (Kolář 2012).
3.2.1.2.2 [bookmark: _Toc382688891]Zpracování klinického materiálu
Všechny vzorky klinických materiálů byly zpracovány běžnými mikrobiologickými postupy v participujících mikrobiologických pracovištích (Kolář 2012).
3.2.1.2.3 [bookmark: _Toc382688892]Izolace a identifikace patogenů
Bakteriální izoláty byly identifikovány standardními biochemickými testy používanými v příslušných participujících zařízeních (Kolář 2012).

3.2.2 [bookmark: _Toc382688893]Ověření vlivu spotřeby karbapenemů na výskyt meropenem-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa
3.2.2.1 [bookmark: _Toc382688894]Sběr dat o výskytu meropenem-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa
Data o bakteriální rezistenci kmenů Pseudomonas aeruginosa byla získána z databáze laboratorního systému Envis® LIMS (DS Soft). Sledován byl výskyt kmenů Pseudomonas aeruginosa a jejich rezistence k meropenemu. Kmeny Pseudomonas aeruginosa byly získány z klinického materiálu pacientů vyšetřovaných nebo hospitalizovaných ve FNOL v období od 1. 1. 2005 do 31. 12. 2011(Kolář 2013b).
3.2.2.2 [bookmark: _Toc382688895]Sběr dat o spotřebě karbapenemů ve Fakultní nemocnici Olomouc
Data o spotřebě karbapenemů (meropenem, imipenem) ve sledovaném obdodí pro roky 2005 až 2011 byla získána Ústavem farmakologie FNOL a hodnocena pomocí ATC/DDD systému (Guidelines for ATC classification and DDD assignment 2013). Absolutní spotřeba karbapenemů byla vyjádřena v definovaných denních dávkách (DDD) a jejich relativní spotřeba byla vyjádřena počtem DDD na 100 ošetřovacích dnů/lůžkodnů (DBD). Výpočet byl proveden dle Bergman et al. (1980) podle vzorce: DBD = (DDD x 100)/počet lůžkodnů (Kolář 2013b).
3.2.2.3 [bookmark: _Toc382688896]Statistická analýza
Vztah spotřeby karbapenemů a výskytu meropenem-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa byl analyzován lineární regresní analýzou pomocí Spearmanovy korelace. Hranice statistické významnosti byla stanovena pro p < 0,05 (Kolář 2013b).

3.2.3 [bookmark: _Toc382688897]Stanovení vlivu spotřeby kolistinu na výskyt kolistin-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa
3.2.3.1 [bookmark: _Toc382688898]Sběr dat o kolistin-rezistentních kmenech Pseudomonas aeruginosa
Informace o počtu izolovaných kolistin-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa ve FNOL byl získán z počítačové databáze laboratorního systému Envis® LIMS (DS Soft), který je používán na Ústavu mikrobiologie FNOL. Do studie byly zařazeny pouze kolistin-rezistentní kmeny izolované pacientům v letech 2007 až 2011 hospitalizovaných nebo vyšetřovaných ve FNOL. Pro omezení zpracování duplicitních dat byly do studie zahrnuty kmeny izolované od jednoho pacienta vždy s odstupem 90 dnů od předchozího vyšetření (Hanulík 2013b). Protože se kolistin podává především u pacientů hospitalizovaných na JIP, byla analyzována i tato skupina pacientů.
3.2.3.2 [bookmark: _Toc382688899]Sběr dat o spotřebě kolistinu ve Fakultní nemocnici Olomouc
Metodika sběru dat o spotřebě kolistinu ve FNOL je uvedena v kapitole 3.1.2.2
3.2.3.3 [bookmark: _Toc382688900]Statistická analýza
	Metodika statistického zpracování je uvedena v kapitole 3.1.2.3.

3.2.4 [bookmark: _Toc382688901]Stanovení antibiotického profilu kmenů Pseudomonas aeruginosa a vývoje rezistence
3.2.4.1 [bookmark: _Toc382688902]Vyhledání dat
Z počítačové databáze laboratorního systému Envis® LIMS (DS Soft), který je používán na Ústavu mikrobiologie FNOL, byly vyhledány kmeny Pseudomonas aeruginosa izolované v období od 1. 1. 2008 do 30. 6. 2013 z klinického materiálu pacientů hospitalizovaných ve FNOL. Mezi sledovaný klinický materiál patřil endosekret, bronchoalveolární laváž, sputum, hemokultura, moč, hnis, punktát a sekret z rány (Kolář 2013a). U všech kmenů byl zhodnocen jejich antibiogram získaný taktéž z informací uložených v počítačové databázi.
3.2.4.2 [bookmark: _Toc382688903]Sběr kmenů pro stanovení rezistence ke karbapenemům
V období od 1. 11. 2012 do 31. 1. 2013 byly sbírány všechny kmeny Pseudomonas aeruginosa s hodnotou MIC meropenemu > 2 mg/l. Do studie byly zařazeny pouze kmeny izolované z endosekretu, bronchoalveolární laváže, sputa, hemokultury, moči, hnisu, punktátu a sekretu z rány pocházejících od pacientů hospitalizovaných ve FNOL (Kolář 2013a).
3.2.4.2.1 [bookmark: _Toc382688904]Identifikace kmenů
Kmeny Pseudomonas aeruginosa byly identifikovány biochemickými testy RapIDTM System (REMEL) a automatizovaným systémem Phoenix (Becton Dickinson). Do studie byl zařazen vždy prvně izolovaný kmen Pseudomonas aeruginosa od konkrétního pacienta (Kolář 2013a).
3.2.4.2.2 [bookmark: _Toc382688905]Stanovení citlivosti k antibiotikům
Stanovení citlivosti k vybraným antibiotikům meropenemu bylo provedeno standardní diluční mikrometodou dle platných doporučení EUCAST a kmeny Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218 a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 byly použity k vnitřní kontrole kvality (EUCAST 2003, EUCASTa).
3.2.4.3 [bookmark: _Toc382688906]Uchování bakteriálních vzorků
Uchovávání izolovaných kmenů je popsáno v kapitole 3.1.1.1.4.
3.2.4.4 [bookmark: _Toc382688907]Detekce rezistence ke karbapenemům
U kmenů s MIC meropenemu > 2 mg/l, které byly získány v období od 1. 11. 2012 do 31. 1. 2013, byla provedena detekce metalo-beta-laktamáz, serinových karbapenemáz a AmpC beta-laktamáz (Kolář 2013a). Fenotypové testy byly provedeny dle Koláře et al. (2007).
3.2.4.4.1 [bookmark: _Toc382688908]Fenotypová detekce metalo-beta-laktamáz
K detekci metalo-beta-laktamáz byl použit modifikovaný „Double disk synergy test“ (DDST) s kyselinou ethylendiamintetraoctovou (EDTA) jako specifickým inhibitorem. Schéma rozložení diagnostických disků je znázorněna na obrázku č. 4 (Kolář 2013a).

[image: Obr2]Obrázek č. 4. Modifikovaný DDST pro detekci metalo-beta-laktamáz (Kolář 2013a)


3.2.4.4.2 [bookmark: _Toc382688909]Fenotypová detekce serinových karbapenemáz
K detekci serinových karbapenemáz byl použit diskový test s kyselinou 3-aminofenylboritou (3-APB). Schéma rozložení diagnostických disků je znázorněna na obrázku č. 5 (Kolář 2013a).

[image: Obr1]Obrázek č. 5. Diskový test pro detekci serinových karbapenemáz (Kolář 2013a)


3.2.4.4.3 [bookmark: _Toc382688910]Fenotypová detekce AmpC beta-laktamáz
K detekci AmpC beta-laktamáz byl použit modifikovaný diskový test s kyselinou klavulanovou a 3-APB (Kolář 2013a). Schéma diagnostických disků je znázorněno na obrázku č. 6.
[image: Obr3]Obrázek č. 6. Modifikovaný AmpC test pro detekci AmpC beta-laktamáz (Kolář 2013a)



3.2.4.4.4 [bookmark: _Toc382688911]Detekce genů rezistence ke karbapenemům
K detekci metalo-beta-laktamáz a serinových karbapenemáz bylo použito PCR reakce za použití sady specifických primerů, kódujících nejčastěji se vyskytující serinové karbapenemázy, patřící do třídy A (NMC, SME, IMI, KPC a GES typy), třídy D (OXA-23 a OXA-48) a metalo-beta-laktamázy (IMP, VIM a SIM typy). Jako pozitivní kontrola byl použit KPC-2 pozitivní kmen Klebsiella pneumoniae (Kolář 2013a).


4 [bookmark: _Toc382688912]VÝSLEDKY
4.1 [bookmark: _Toc382688913]Burkholderia cepacia komplex
4.1.1 [bookmark: _Toc382688914]Epidemiologie kmenů Burkholderia cepacia komplex
4.1.1.1 [bookmark: _Toc382688915]Výskyt kmenů Burkholderia cepacia komplex u pacientů s nemocniční pneumonií
4.1.1.1.1 [bookmark: _Toc382688916]Charakteristika souboru pacientů
Ve sledovaném období (1. 1. 2009 až 31. 12. 2009) bylo na KARIM FNOL hospitalizováno 508 pacientů, z nichž 51 bylo zařazeno do studie. Z těchto 51 hospitalizovaných pacientů s projevy HAP onemocnělo 7 (14 %) z nich časnou formou HAP a 44 (86 %) formou pozdní. Pacientům bylo odebráno celkem 77 vzorků endosekretu, které byly bakteriologicky zpracovány.
4.1.1.1.2 [bookmark: _Toc382688917]Bakteriální původci nemocničních pneumonií
Z celkového počtu 77 vzorků endosekretu bylo získáno 90 bakteriálních izolátů, přičemž 78 bylo označeno za etiologické agens a 12 jako kontaminující flóra z horních cest dýchacích a dutiny ústní. Celkem 7 izolátů ze 78 etiologických agens bylo izolováno opakovaně a nebyly do studie zahrnuty.
U dvou pacientů nebyl původce HAP nalezen a u čtrnácti (23 %) byla prokázána etiologická role více patogenů.
4.1.1.1.3 [bookmark: _Toc382688918]Výskyt kmenů Burkholderia cepacia komplex u pacientů s nemocniční pneumonií
Celkem bylo izolováno 7 (10 %) zástupců Bcc a jejich četnost byla mezi ostatními patogeny třetí nejvyšší. Nejčastěji byly izolovány kmeny Klebsiella pneumoniae (23 kmenů, 32 %) a Pseudomonas aeruginosa (16 kmenů, 22 %). V tabulce č. 3 jsou uvedeny všechny izolované patogeny. Pouze jeden kmen Bcc byl izolován pacientovi s časnou formou HAP a zbylých šest kmenů pacientům s pozdní formou HAP. Celkem šest pacientů s HAP zemřelo.


Tabulka č. 3. Původci HAP u pacientů hospitalizovaných na KARIM FNOL a počet multirezistentních kmenů (Uvizl 2011)
	

	etiologické agens
	časná HAP    (kmenů/MDR)
	pozdní HAP (kmenů/MDR)

	
	
	

	Aspergillus fumigatus
	 
	1

	Acinetobacter baumannii
	 
	1/0

	Burkholderia cepacia komplex
	1/1
	6/6

	Candida albicans
	 
	2

	Citrobacter freundii
	 
	2/2

	Enterobacter aerogenes
	 
	1/0

	Enterobacter cloacae
	 
	2/1

	Enterococcus faecalis
	 
	1/1

	Escherichia coli
	1/0
	5/2

	Klebsiella oxytoca
	 
	2/1

	Klebsiella pneumoniae
	1/1
	22/11

	Morganella morganii
	1/0
	1/1

	Proteus mirabilis
	 
	1/0

	Providencia retgerii
	 
	1/1

	Providencia stuartii
	 
	2/2

	Pseudomonas aeruginosa
	 
	16/9

	Staphylococcus aureus
	 
	1/0

	celkem kmenů/MDR:
	4/2
	67/37





















4.1.1.1.4 [bookmark: _Toc382688919]Genetická podobnost kmenů Burkholderia cepacia komplex
Ze sedmi kmenů Bcc byla provedena restrikční analýza u pěti z nich. U dvou kmenů se totiž ani opakovaně nepodařilo získat genomovou DNA v dostatečné kvalitě a nebyly tedy testovány.
Z pěti testovaných kmenů Bcc byly, dle analýzy restrikčních fragmentů, čtyři geneticky identické. Tyto identické kmeny byly izolovány ze vzorků odebraných v období od 19. 1. do 14. 3. 2009. Dendrogram testovaných kmenů je zobrazen na obrázku č. 7.


[image: ]Obrázek č. 7. Dendrogram kmenů Burkholderia cepacia komplex izolovaných od pacientů s nemocniční pneumonií (Uvizl 2011)


4.1.1.2 [bookmark: _Toc382688920]Výskyt kmenů Burkholderia cepacia komplex ve Fakultní nemocnici Olomouc
4.1.1.2.1 [bookmark: _Toc382688921]Charakteristika souboru izolátů
V průběhu studie, která trvala od 1. 2. 2011 do 30. 9. 2011, bylo izolováno celkem 74 zástupců Bcc 52 pacientům. K nejčastějším materiálům, ze kterých byly kmeny Bcc izolovány patřily endosekret (31 %), stěr z horních cest dýchacích (23 %), sputum (15 %) a bronchoalveolární laváž (6 %).
4.1.1.2.2 [bookmark: _Toc382688922]Molekulárně genetické určení kmenů Burkholderia cepacia komplex a jejich genetické podobnosti
4.1.1.2.2.1 Zastoupení jednotlivých genomovarů kmenů Burkholderia cepacia komplex
Z celkového počtu 52 zástupců Bcc byl největší počet (46 kmenů, 89 %) určen jako Burkholderia multivorans (genomovar II). Celkem 4 kmeny (8 %) byly určeny jako Burkholderia cenocepacia (genomovar IIIA) a u dvou kmenů se příslušnost k testovaným genomovarům nepodařilo určit. Všechny kmeny Burkholderia multivorans a dva kmeny, kterým se příslušnost ke genomovaru nepodařilo určit, byly získány z klinického materiálu pacientů, kteří netrpěli cystickou fibrózou. Na druhou stranu, všechny kmeny Burkholderia cenocepacia byly izolovány pacientům hospitalizovaným v souvislosti s cystickou fibrózou. Většina pacientů, kterým byl kmen Burkholderia multivorans izolován, byli mužského pohlaví (59 %) a věku vyššího než 56 let (80 %). Z celkového počtu bylo 83 % vzorků s nálezem Burkholderia multivorans získáno z dýchacích cest.
4.1.1.2.2.2 Podobnost kmenů Burkholderia multivorans a Burkholderia cenocepacia
[bookmark: Obrázek_č6]Pomocí RAPD analýzy bylo u Burkholderia multivorans stanoveno 20 různých genetických profilů označených římskými číslicemi I-XX. Nejpočetnější skupinou byla skupina RAPD III (24 izolátů, 52 %). Další dvě skupiny obsahovaly dva (RAPD VI) a tři (RAPD VII) izoláty a celkový počet geneticky podobných izolátů dosahoval 63 %. Dendrogram testovaných izolátů je uveden na obrázku č. 8. Ze čtyř kmenů Burkholderia cenocepacia, byly dva geneticky podobné.

Obrázek č. 8. Dendrogram kmenů Burkholderia multivorans izolované od pacientů FNOL (Hanulik 2013a)
[image: ]
4.1.1.2.2.3 MLST analýza
Na základě MLST analýzy genu gyrB pěti náhodně vybraných izolátů nejpočetnější skupiny III bylo zjištěno, že všechny disponovaly stejnou alelou (alela 254). K této alele patřil jen jeden sekvenční typ 439 (ST439).
4.1.1.2.3 [bookmark: _Toc382688923]Výskyt kmenů Burkholderia cepacia komplex
Z nejpočetnější RAPD skupiny III bylo 15 (63 %) izolátů Burkholderia multivorans izolováno od pacientů hospitalizovaných na JIP osmi různých oddělení. Časové osa hospitalizace a záchytů izolátů, v případech, kdy bylo více izolátů skupiny III nalezeno na témže oddělení, jsou uvedeny v grafu č. 1. Z RAPD skupiny VII byly všechny tři ilozáty získány od pacientů v intenzivní péči. Ze sporadických kmenů bylo 11 (65 %) kmenů taktéž nalezeno v klinickém materiálu pacientů hospitalizovaných na JIP. Celkem se tedy kmeny Burkholderia multivorans vyskytly u 29 (63 %) pacientů v intenzivní péči.

[image: ]Graf č. 1. Časová osa hospitalizace a izolace kmenů Burkholderia multivorans od pacientů hospitalizovaných na JIP FNOL (Hanulik 2013a)

Legenda: Tlustá čára znamená dobu hospitalizace na JIP, tenká čára znamená hospitalizaci mimo JIP. Kroužek znázorňuje první pozitivní kultivaci kmene Burkholderia multivorans.
Ze 46 pacientů s pozitivní izolací kmene Burkholderia multivorans 11 zemřelo. Mezi kmeny, které byly asociovány s úmrtím pacientů, bylo šest zástupců nejpočetnější skupiny III a pět bylo sporadických. V osmi (17 %) případech se jednalo o úmrtí pacientů ve spojitosti s HAP. Všech osm pacientů bylo hospitalizováno na JIP. Ze čtyř úmrtí, kdy byl zástupce skupiny III asociován s úmrtím pacienta na HAP, byl kmen Burkholderia multivorans izolován opakovaně v čisté kultuře ve dvou případech. Ve zbylých dvou případech se kmeny Burkholderia multivorans vyskytovaly se sporadicky izolovanými MDR kmeny Acinetobacter spp. a Klebsiella pneumoniae.
Srovnáním délky hospitalizace pacientů mezi příjmem na KARIM a první izolací kmene Burkholderia multivorans bylo zjištěno, že průměrná délka hospitalizace pacientů se sporadickým kmenem Burkholderia multivorans byla 16 dní, zatímco u skupiny III byl čas hospitalizace 12 dní. Pro obě skupiny byl medián doby hospitalizace 12 dní a rozdíl mezi těmito skupinami nebyl statisticky signifikantní (p < 0,64).
Kmeny Burkholderia cenocepacia se vyskytovaly pouze u pacientů s CF, kteří v době odběru nebyli hospitalizováni na JIP.

4.1.1.3 [bookmark: _Toc382688924]Výskyt kmenů Burkholderia cepacia komplex v České republice
4.1.1.3.1 [bookmark: _Toc382688925]Charakteristika souboru izolátů
Ze třinácti participujících laboratoří bylo získáno celkem 142 izolátů fenotypově určených jako zástupci Bcc. Všechny byly získány od různých pacientů a vždy byl do studie zařazen pouze prvně izolovaný kmen.
4.1.1.3.2 [bookmark: _Toc382688926]Zastoupení jednotlivých genomovarů Burkholderia cepacia komplex
Ze 142 izolátů bylo 139 (98 %) určeno jako Burkholderia multivorans (genomovar II). Dva izoláty se nepodařilo určit a jeden byl identifikován jako zástupce Burkholderia cenocepacia (genomovar IIIA).
4.1.1.3.3 [bookmark: _Toc382688927]Podobnost kmenů Burkholderia multivorans
Pomocí RAPD analýzy bylo nalezeno 64 různých profilů, přičemž šestnáct z nich bylo nalezeno u více než jednoho izolátu. Geneticky podobné izoláty byly nalezeny v osmi centrech (obrázky č. 9 až 16). Sporadických kmenů bylo nalezeno celkem 48 (35 %) a většina (65 %) kmenů patřila do některé z 16 RAPD skupin.
Obrázek č. 9. Dendrogram kmenů Burkholderia multivorans zachycených ve Fakultní nemocnici Královské Vinohrady (Hanulík 2013c)
[image: ]

[image: ]Obrázek č. 10. Dendrogram kmenů Burkholderia multivorans zachycených ve Fakultní nemocnici Plzeň (Hanulík 2013c)


[image: ]Obrázek č. 11. Dendrogram kmenů Burkholderia multivorans zachycených ve Fakultní nemocnici Motol (Hanulík 2013c)

[image: ]Obrázek č. 12. Dendrogram kmenů Burkholderia multivorans zachycených v Nemocnici Vsetín (Hanulík 2013c)


[image: ]Obrázek č. 13. Dendrogram kmenů Burkholderia multivorans zachycených v Nemocnici Nový Jičín (Hanulík 2013c)


[image: ]Obrázek č. 14. Dendrogram kmenů Burkholderia multivorans zachycených ve Fakultní nemocnici Brno (Hanulík 2013c)



Obrázek č. 15. Dendrogram kmenů Burkholderia multivorans zachycených ve Fakultní nemocnici Hradec Králové (Hanulík 2013c)
[image: ]

[image: ]Obrázek č. 16. Dendrogram kmenů Burkholderia multivorans zachycených ve Fakultní nemocnici Olomouc (Hanulík 2013c)

4.1.1.3.4 [bookmark: _Toc382688928]Vyhodnocení výskytu kmenů Burkholderia multivorans
Z celkového počtu 139 pacientů, z jejichž klinických materiálů byl izolován kmen Burkholderia multivorans, bylo 81 (58 %) hospitalizováno na JIP a 30 % z nich bylo ventilováno. Většině (59 %) pacientů byla v době odběru pozitivního vzorku podávána antibiotika. Z šestnácti RAPD skupin nebylo 14 nalezeno ve více různých léčebných zařízeních. U dvou skupin (RAPD 1 a RAPD 2) se našly geneticky podobné izoláty ve více léčebných zařízeních. V prvním případě se jednalo o výskyt stejné skupiny geneticky podobných izolátů ve Fakultní nemocnici Motol a Fakultní nemocnicí Plzeň, ve druhém případě byla nalezena shoda ve FNOL, Fakultní nemocnici Motol a v Nemocnici Vsetín. Mezi centra, ve kterých se geneticky podobný izolát vyskytl více než jednou, patřily Fakultní nemocnice Královské Vinohrady, Fakultní nemocnice Motol, Fakultní nemocnice Hradec Králové, Nemocnice Nový Jičín, Nemocnice Vsetín, Fakultní nemocnice Brno, Fakultní nemocnice Plzeň a FNOL. Nemocnice s největším počtem epidemických klonů (4 různé RAPD skupiny) byla Fakultní nemocnice Královské Vinohrady. Největší počet sporadických kmenů byl popsán v Nemocnici Nový Jičín (13 kmenů) a RAPD skupina s největším počtem geneticky podobných izolátů byla nalezena ve FNOL (29 kmenů). Data jsou shrnuta v tabulce č. 4.
Tabulka č. 4. Počet epidemických a sporadických kmenů v těch centrech České republiky, kde byla nalezena alespoň jedna dvojice geneticky podobných izolátů (Hanulík 2013c)
	Původ vzorku:
	Profil
	počet
	
	Původ vzorku:
	Profil*
	počet

	FN Motol
	RAPD 1
	3
	FN Královské Vinohrady
	RAPD 9
	4

	
	RAPD 2
	2
	
	RAPD 10
	2

	
	S
	3
	
	RAPD 11
	2

	FN Hradec Králové
	RAPD 3
	15
	
	RAPD 12
	2

	
	RAPD 4
	7
	
	S
	1

	
	RAPD 5
	3
	Nemocnice Nový Jičín
	RAPD 13
	2

	
	S
	4
	
	RAPD 14
	2

	FN Olomouc
	RAPD 2
	29
	
	RAPD 15
	2

	
	RAPD 6
	3
	
	S
	13

	
	RAPD 7
	2
	FN Brno
	RAPD 16
	4

	
	S
	8
	
	S
	2

	Nemocnice Vsetín
	RAPD 8
	2
	FN Plzeň
	RAPD 1
	5

	
	S
	1%
	
	S
	4

	Legenda: S – sporadický; % identický s RAPD 2


4.1.2 [bookmark: _Toc382688929]Vliv spotřeby kolistinu na výskyt kmenů Burkholderia cepacia komplex ve Fakultní nemocnici Olomouc
4.1.2.1 [bookmark: _Toc382688930]Charakteristika souboru izolátů
Ve sledovaném období od 1. 1. 2007 do 31. 12. 2011 bylo na Ústavu mikrobiologie FNOL identifikováno 456 izolátů fenotypově určených jako zástupce Bcc. Počet izolátů získaných v jednotlivých letech je znázorněn v tabulce č. 5. Z celkového počtu 456 bylo 112 (25 %) izolováno z dolních cest dýchacích od pacientů hospitalizovaných v době odběru na JIP. Podrobnosti jsou uvedeny v tabulce č. 6.

Tabulka č. 5. Počet kolistin-rezistentních kmenů Burkholderia cepacia komplex a Pseudomonas aeruginosa v letech 2007 až 2011 zachycených ve FNOL
	Sledované bakteriální kmeny
	2007
	2008
	2009
	2010
	2011
	trend
	R
	p

	Burkholderia cepacia komplex
	34
	86
	100
	122
	114
	↑
	0,9
	0,072

	Pseudomonas aeruginosa
	11
	5
	6
	2
	0
	↓
	-0,9
	0,072

	Legenda: R – Spearmanův korelační koeficient, p – hodnota statistické významnosti




Tabulka č. 6. Počet kolistin-rezistentních kmenů Burkholderia cepacia komplex a Pseudomonas aeruginosa izolovaných z dolních cest dýchacích pacientů hospitalizovaných v letech 2007 až 2011 na JIP FNOL
	Sledované bakteriální kmeny
	2007
	2008
	2009
	2010
	2011
	trend
	R
	p

	Burkholderia cepacia komplex
	3
	19
	21
	38
	31
	↑
	0,8
	0,109

	Pseudomonas aeruginosa
	3
	1
	1
	1
	0
	↓
	-0,9
	0,074

	Legenda: R – Spearmanův korelační koeficient, p – hodnota statistické významnosti





4.1.2.2 [bookmark: _Toc382688931]Spotřeba kolistinu ve Fakultní nemocnici Olomouc
Spotřeba kolistinu (v RDDD) vzrostala ve sledovaném obdodí téměř desetinásobně. Z  0,043 v roce 2007 na 0,365 v roce 2011. Spotřeba kolistinu pro jednotlivé roky je uvedena v grafu č. 2.

Graf č. 2. Spotřeba kolistinu v RDDD a výskyt kmenů Bcc ve FNOL v letech 2007 až 2011



4.1.2.3 [bookmark: _Toc380746804][bookmark: _Toc380914287][bookmark: _Toc380920373][bookmark: _Toc382688932]Statistické vyhodnocení
Výskyt kmenů Bcc ve FNOL měl ve sledovaném období vzrůstající tendenci, přičemž koeficient spolehlivosti dosáhl hodnoty 0,9. Mírný pokles byl zaznamenán pouze v posledním sledovaném roce 2011. Vztah spotřeby kolistinu a trendu výskytu byl však nad hladinou statistické významnosti a dosahoval hodnoty p = 0,072 (tabulka č. 5). U kmenů Bcc izolovaných z dolních cest dýchacích pacientů hospitalizovaných na JIP byl trend také vzestupný a hodnota spolehlivosti v tomto případě dosáhla hodnoty 0,8. Vztah celkové spotřeby kolistinu a výskytu kmenů Bcc na JIP FNOL byl i v tomoto případě nad hranicí signifikance a dosahoval hodnoty p = 0,109 (tabulka č. 6).


4.1.3 [bookmark: _Toc382688933]Antibiotický profil kmenů Burkholderia multivorans, „epidemiological cut-off“ hodnoty pro vybraná antibiotika a možnosti terapie u pacientů s nemocniční pneumonií
4.1.3.1 [bookmark: _Toc382688934]Charakteristika souboru kmenů
Do studie bylo zahrnuto celkem 207 kmenů Burkholderia multivorans, které jsou součástí bakteriální sbírky Ústavu mikrobiologie Lékařské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Kmeny byly získány od různých pacientů z celé České republiky, žádný z nich netrpěl cystickou fibrózou a jejich vzájemná genetická podobnost byla známa.
4.1.3.2 [bookmark: _Toc382688935]Citlivost kmenů Burkholderia multivorans k vybraným antibiotikům
K jedenácti antibiotikům (kotrimoxazol, ciprofloxacin, ofloxacin, piperacilin, piperacilin/tazobaktam, cefotaxim, ceftazidim, cefepim, meropenem, tigecyklin a tetracyklin) bylo testováno 207 kmenů a k aztreonamu bylo testováno 185 kmenů Burkholderia multivorans. Tabulka č. 7 ukazuje MIC50, MIC90 a rozsah hodnot MIC pro jednotlivá antibiotika. Nejvyšší hodnoty MIC90 byly zjištěny u kotrimoxazolu, meropenemu a tetracyklinu (16 mg/l, 8 mg/l, 8 mg/l), naopak nejnižší pro piperacilin/tazobaktam a tigecyklin (1 mg/l a 1 mg/l). Rozsah hodnot MIC mezi jednotlivými kmeny různých RAPD skupin byl až na několik vyjímek rovný rozdílu maximálně jednoho ředění. Ve dvou případech byl rozsah hodnot MIC větší a to pro ciprofloxacin 1 mg/l až 8mg/l (u RAPD skupiny A, 8 kmenů) a ofloxacin 0,2 mg/l až 2 mg/l (RAPD skupina D, 7 kmenů). Ve třech případech byl rozsah hodnot MIC pro meropenem 0,2 mg/l až 2 mg/l (RAPD skupina J, 3 kmeny) a 0,5 mg/l až 4 mg/l v případě RAPD skupiny I a N (obě skupiny po dvou kmenech). Největší rozsah hodnot MIC příslušného antibiotika v rámci jedné RAPD skupiny byl zjištěn u RAPD skupiny T (2 kmeny), kdy jeden kmen vykazoval nízké hodnoty MIC pro všechna testovaná antibiotika a druhý, geneticky podobný, vykazoval jednu z nejvyšších hodnot MIC pro piperacilin, piperacilin/tazobactam, cefotaxim a cefepim mezi všemi testovanými kmeny. Tyto výsledky jsou shrnuty v tabulce č. 8. Velká variabilita hodnot MIC pro příslušná testovaná antibiotika byla zjištěna u největší skupiny geneticky podobných kmenů RAPD skupiny K, patřící do ST439. Samostatná charakteristika kmenů je shrnuta v tabulce č. 9.

Tabulka č. 7. Celková charakteristika testovaných kmenů Burkholderia multivorans
	Testované antibiotikum
	Rozsah hodnot MIC (mg/l)
	MIC50 (mg/l)
	MIC90 (mg/l)

	kotrimoxazol
	1-32
	4
	16

	ciprofloxacin
	0,12-16
	1
	4

	ofloxacin
	0,25-16
	1
	2

	piperacilin
	0,5-512
	1
	2

	piperacilin/tazobaktam
	0,5-256
	1
	1

	cefotaxim
	0,25-512
	1
	2

	ceftazidim
	0,5-32
	1
	2

	cefepim
	0,5-256
	2
	4

	meropenem
	0,1-128
	2
	8

	tigecyklin
	0,12-4
	0,5
	1

	tetracyklin
	1-64
	4
	8

	aztreonam
	1-512
	2
	4
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Tabulka č. 8. Rozdíly hodnot MIC mezi jednotlivými skupinami geneticky podobných kmenů Burkholderia multivorans
	
	
	
	MIC (mg/l)

	RAPD skupina
	kmen
	NWT
	COT
	CIP
	OFL
	PIP
	PPT
	CTX
	CTZ
	CPM
	MER
	TIG
	TET
	AZT

	B
	III04
	ANO
	4
	1
	1
	16
	8
	8
	2
	64
	4
	1
	2
	16

	
	III03
	NE
	4
	2
	1
	64
	32
	8
	2
	128
	2
	0,5
	4
	64

	K*
	II40
	ANO
	8
	1
	1
	64
	64
	64
	16
	64
	128
	1
	16
	32

	
	II63
	ANO
	2
	16
	16
	512
	128
	256
	32
	256
	16
	2
	8
	512

	
	II72
	ANO
	2
	1
	1
	512
	256
	512
	32
	256
	16
	0,5
	8
	512

	
	II49
	NE
	2
	1
	0,5
	1
	1
	1
	1
	2
	4
	1
	2
	2

	T
	IV21
	ANO
	8
	1
	1
	128
	128
	128
	16
	128
	8
	1
	8
	64

	
	IV23
	NE
	4
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	4
	4
	0,5
	4
	4

	sporadický kmen
	IV29
	ANO
	8
	16
	16
	512
	256
	256
	32
	128
	16
	0,5
	16
	256

	*) kmeny patřící do skupiny ST439; NWT – „non wild-type“ kmen; COT - kotrimoxazol, CIP - ciprofloxacin, OFL - ofloxacin, PIP - piperacilin, PPT - piperacilin/tazobaktam, CTX - cefotaxim, CTZ - ceftazidim, CPM - cefepim, MER - meropenem, 
TIG - tigecyklin, TET - tetracyklin, AZT – aztreonam




Tabulka č. 9. Charakteristika nejpočetnější RAPD skupiny K

	Testované antibiotikum
	Rozsah hodnot MIC (mg/l)
	MIC50 (mg/l)
	MIC90 (mg/l)

	kotrimoxazol
	1-16
	4
	16

	ciprofloxacin
	0,25-16
	1
	4

	ofloxacin
	0,5-16
	1
	1

	piperacilin
	1-512
	1
	2

	piperacilin/tazobaktam
	0,5-256
	1
	2

	cefotaxim
	0,25-512
	1
	2

	ceftazidim
	0,5-32
	1
	2

	cefepim
	1-256
	2
	4

	meropenem
	1-128
	2
	4

	tigecyklin
	0,2-4
	0,5
	2

	tetracyklin
	2-16
	4
	8

	aztreonam
	1-512
	2
	4




4.1.3.3 [bookmark: _Toc382688936]Statistické vyhodnocení a stanovení „epidemiological cut-off“ hodnot
Celkem u šesti antibiotik (piperacilin, piperacilin/tazobaktam, cefotaxim, cefepim, meropenem a aztreonam) byly nalezeny NWT kmeny (6, 6, 5, 7, 1 a 3 kmeny). Distribuce hodnot MIC pro testovaná antibiotika se zvýrazněnými NWT kmeny je uvedena v tabulce č. 10. Některé z těchto kmenů vykazovaly rezistenci k více testovaným antibiotikům a jejich úplný antibiotický profil je uveden v tabulce č. 8. Kmeny II49 a IV23 byly do této tabulky přidány pro srovnání. Hodnoty ECOFF byly pro výše uvedené antibiotika stanoveny v hodnotách 32 mg/l pro piperacilin, 16 mg/l pro piperacilin/tazobaktam, 16 mg/l pro cefotaxim, 32 mg/l v případě cefepimu, 32 mg/l pro meropenem a 128 mg/l v případě aztreonamu. Rozložení WT a NWT kmenů s vyznačenou hodnotou ECOFF pro jednotlivá antibiotika je uvedena v grafech 3 až 8.
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Tabulka č. 10. Distribuce MIC u kmenů Burkholderia multivorans se  zvýrazněnými „non-wild-type“ kmeny

	Testované antibiotikum
	MIC (mg/l)
	počet kmenů

	
	0,12
	0,25
	0,5
	1
	2
	4
	8
	16
	32
	64
	128
	256
	512
	

	kotrimoxazol
	
	
	
	18
	32
	73
	60
	22
	2
	
	
	
	
	207

	ciprofloxacin
	3
	6
	32
	101
	41
	15
	6
	3
	
	
	
	
	
	207

	ofloxacin
	
	4
	71
	92
	31
	3
	1
	5
	
	
	
	
	
	207

	piperacilin
	
	
	9
	115
	62
	12
	2
	1
	
	2
	1
	
	3
	207

	piperacilin/tazobaktam
	
	
	44
	147
	7
	2
	1
	
	1
	1
	2
	2
	
	207

	cefotaxim
	
	4
	3
	139
	52
	2
	2
	
	
	1
	1
	2
	1
	207

	ceftazidim
	
	
	13
	154
	30
	4
	1
	2
	3
	
	
	
	
	207

	cefepim
	
	
	2
	25
	97
	55
	19
	2
	
	2
	3
	2
	
	207

	meropenem
	1
	6
	14
	13
	84
	57
	24
	7
	
	
	1
	
	
	207

	tigecyklin
	3
	37
	99
	50
	9
	9
	
	
	
	
	
	
	
	207

	tetracyklin
	
	
	
	1
	8
	117
	67
	11
	2
	1
	
	
	
	207

	aztreonam
	
	
	
	12
	143
	16
	3
	3
	3
	2
	
	1
	2
	185





Graf č. 3. Rozložení hodnot MIC kmenů Burkholderia multivorans pro piperacilin




Graf č. 4. Rozložení hodnot MIC kmenů Burkholderia multivorans pro piperacilin/tazobaktam




Graf č. 5. Rozložení hodnot MIC kmenů Burkholderia multivorans pro cefotaxim




Graf č. 6. Rozložení hodnot MIC kmenů Burkholderia multivorans pro cefepim




Graf č. 7. Rozložení hodnot MIC kmenů Burkholderia multivorans pro meropenem




Graf č. 8. Rozložení hodnot MIC kmenů Burkholderia multivorans pro aztreonam




4.1.3.4 [bookmark: _Toc382688937]Průkaz genů rezistence
Pomocí PCR za použití tří sad primerů pro detekci CTX-M enzymů nebyl nalezen žádný produkt svědčící o přítomnosti tohoto druhu beta-laktamázy u žádného ze dvou testovaných kmenů. Výsledek PCR analýzy je uveden na obrázku č. 17.

[image: VojtaCTX-M.jpg]Obrázek č. 17. Průkaz CTX-M beta-laktamázy u dvou kmenů Burkholderia multivorans s rezistencí k beta-laktamům

Legenda: L – „ladder“ (200 – 1500 bp), B – negativní kontrola, 1 – Burkholderia multivorans II63 (primer CTX-M universal), 2 – Burkholderia multivorans II73 (primer CTX-M universal), 3 – Klebsiella pneumoniae CTX-M9 (primer CTX-M universal), 4 – Klebsiella pneumoniae CTX-M1 (primer CTX-M universal), 5 – Burkholderia multivorans II63 (primer CTX-M skupina 9), 6 – Burkholderia multivorans II73 (primer CTX-M skupina 9), 7 – Klebsiella pneumoniae CTX-M9 (primer CTX-M skupina 9), 8 – Klebsiella pneumoniae CTX-M1 (primer CTX-M skupina 9), 9 – Burkholderia multivorans II63 (primer CTX-M skupina 1), 10 – Burkholderia multivorans II73 (primer CTX-M skupina 1), 11 – Klebsiella pneumoniae CTX-M9 (primer CTX-M skupina 1), 12 – Klebsiella pneumoniae CTX-M1 (primer CTX-M skupina 1)


4.1.4 [bookmark: _Toc382688938]Vliv bakteriálního efluxu na bakteriální rezistenci kmenů Burkholderia multivorans
4.1.4.1 [bookmark: _Toc382688939]Charakteristika souboru kmenů
Celkem bylo testováno 46 kmenů Burkholderia multivorans izolováných od různých pacientů hospitalizovaných nebo vyšetřovaných ve FNOL. Žádný z těchto pacientů netrpěl cystickou fibrózou.
4.1.4.2 [bookmark: _Toc382688940] Vyhodnocení efluxní aktivity kmenů Burkholderia multivorans
Jako optimální koncentrace specifického inhibitoru efluxních pump PAβN pro inhibici efluxní aktivity kmenů Burkholderia multivorans byla shledána koncentrace 100 µg/l. Všechny zvolené koncentrace inhibovaly v dostatečné míře aktivitu efluxních pump ve srovnání s negativní kontrolou. Nicméně, hodnota 100 µg/l vykazovala nejlepší účinek. Výsledky testování jsou uvedeny v grafu č. 9.

Graf č. 9. Inhibice efluxní aktivity kmenů Burkholderia multivorans specifickým inhibitorem PAβN ve třech různých koncentracích zjištěná metodou akumulace Hoescht 33342


4.1.4.3 [bookmark: _Toc382688941]Vyhodnocení účinku efluxního mechanismu
Hodnoty MIC50, MIC90 a rozsah hodnot pro jednotlivá testovaná antibiotika bez a po přidání ihibitoru efluxních pump je shrnut v tabulce č. 11. Výrazný rozdíl v hodnotách MIC50 či MIC90 nebyl pozorován u žádného testovaného antibiotika. V případě piperacilinu se však po přidání inhibitoru posunul rozsah hodnot MIC směrem k nižším hodnotám.

Tabulka č. 11. Hodnoty MIC50, MIC90 a rozsah hodnot MIC u 46 kmenů Bukholderia multivorans bez a po přidání 100 µg/l PAβN (Hanulik 2012)

	Antibiotikum:
	CIP
	CIP+PAβN
	PIP
	PIP+PAβN
	TIG
	TIG+PAβN

	MIC50
	0,06
	0,06
	1
	1
	1
	2

	MIC90
	0,125
	0,125
	2
	1
	4
	4

	Rozsah hodnot MIC
	0,06 - 2
	0,06 - 2
	1 - 4
	0,5 - 1
	0,5 - 8
	1 - 8

	Legenda: CIP – ciprofloxacin, PIP – piperaciline, TIG – tigecyklin, PAβN – Phe-Arg β-naphthylonide dihydrochloride

	





4.2 [bookmark: _Toc382688942]Pseudomonas aeruginosa
4.2.1 [bookmark: _Toc382688943]Epidemiologie kmenů Pseudomonas aeruginosa
4.2.1.1 [bookmark: _Toc382688944]Výskyt kmenů Pseudomonas aeruginosa u pacientů s nemocniční pneumonií
4.2.1.1.1 [bookmark: _Toc382688945]Charakteristika souboru pacientů
Tyto výsledky byly podrobně shrnuty v kapitole 4.1.1.1.1.
4.2.1.1.2 [bookmark: _Toc382688946]Bakteriální původci nemocničních pneumonií
Tyto výsledky byly podrobně shrnuty v kapitole 4.1.1.1.2.
4.2.1.1.3 [bookmark: _Toc382688947]Výskyt kmenů Pseudomonas aeruginosa u pacientů s nemocniční pneumonií
Pseudomonas aeruginosa patřila, po Klebsiella pneumoniae (32 %), k druhému nejčastěji izolovanému patogenu (16 izolátů, 22 %). Z těchto bylo 56 % multirezistentních a všechny kmeny byly izolovány pacientům, kteří trpěli pozdní formou HAP. Srovnání výskytu jednotlivých patogenů a poměr MDR kmenů je uveden v tabulce č. 3. V souvislosti s HAP způsobenou kmeny Pseudomonas aeruginosa zemřelo sedm pacientů a v rámci pozdní formy HAP byly kmeny Pseudomonas aeruginosa druhou nejčastější příčinou smrtelných pneumonií (23 %). Nejčastěji byly s úmrtím spjaty kmeny Klebsiella pneumoniae (29 %).
4.2.1.1.4 [bookmark: _Toc382688948]Podobnost kmenů Pseudomonas aeruginosa
Z 16 zástupců Pseudomonas aeruginosa byly objeveny dvě dvojice geneticky podobných izolátů. Ty byly izolované čtyřem různým pacientům. Zbylé izoláty (12, 75 %) byly geneticky jedinečné. Doba mezi odběry vzorků s geneticky podobnými izoláty byla kratší než jeden měsíc. Dendrogram ukazující genetickou podobnost jednotlivých izolátů je uveden na obrázku č. 18.


[image: ]Obrázek č. 18. Dendrogram kmenů Pseudomonas aeruginosa izolovaných od pacientů s nemocniční pneumonií (Uvizl 2011)



4.2.1.2 [bookmark: _Toc382688949]Výskyt kmenů Pseudomonas aeruginosa u hematoonkologických pacientů 
4.2.1.2.1 [bookmark: _Toc382688950]Charakteristika souboru kmenů
Výskyt kmenů Pseudomonas aeruginosa, které byly získány v letech 2010 a 2011 v devíti hematoonkologických centrech České republiky dosahoval 13 % u vzorků z hemokultur, 23 % u vzorků z dolních cest dýchacích a 7 % u vzorků z moči. U vzorků z hemokultur tvořily kmeny Pseudomonas aeruginosa čtvrtého nejčastěji izolovaného patogena. Mezi patogeny izolovanými z moči byly kmeny Pseudomonas aeruginosa třetí nejčastější a v případě vzorků z dolních cest dýchacích tvořili nejčastěji izolované patogeny, viz tabulka č. 12.


Tabulka č. 12. Zastoupení kmenů Pseudomonas aeruginosa mezi izolovanými patogeny od pacientů s hematoonkologickým onemocněnín (Kolář 2012)

	 Kmen:
	Hemokultura
(%)
	Dolní cesty dýchací (%)
	Moč
(%)

	Escherichia coli
	25
	9
	39

	Klebsiella pneumoniae
	20
	20
	25

	Pseudomonas aeruginosa
	13
	23
	7

	Enterobacter cloacae
	7
	6
	2

	ostatní
	35
	42
	27




4.2.2 [bookmark: _Toc382688951]Vliv spotřeby karbapenemů na výskyt meropenem-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa
4.2.2.1 [bookmark: _Toc382688952]Charakteristika souboru kmenů
V uvedeném období (1. 1. 2005 až 31. 12. 2011) bylo na Ústavu mikrobiolobie FNOL zpracováno 14057 izolátů Pseudomonas aeruginosa, u kterých byla stanovena citlivost k meropenemu. Z tohoto počtu bylo celkem 1644 (12 %) izolátů Pseudomonas aeruginosa získáno od pacientů hospitalizovaných na KARIM FNOL.
4.2.2.2 [bookmark: _Toc382688953]Výskyt meropenem-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa
Z celkového počtu 14057 izolátů Pseudomonas aeruginosa bylo k meropenemu rezistentních 4185 (30 %). Z  počtu 1644 izolátů, které byly získány z klinického materiálu pacientů hospitalizovaných na KARIM, bylo k meropenemu rezistentních 812 (50 %). Podrobnější informace pro jednotlivé roky studie jsou uvedeny v tabulce č. 13.


Tabulka č. 13. Výskyt kmenů Pseudomonas aeruginosa a meropenem-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa ve FNOL celkem a KARIM s uvedenou spotřebou karbapenemů v DDD a DBD (Kolář 2013b)

	Sledované období
	FNOL
	KARIM

	
	Všechny kmeny/MER-R
	DDD
	DBD
	Všechny kmeny/MER-R
	DDD
	DBD

	2005
	1895/493 
	2073
	0,571
	249/95
	430
	16,606

	2006
	1681/420
	1246
	0,359
	184/81
	300
	13,618

	2007
	2211/597
	2483
	0,700
	296/154
	393
	13,031

	2008
	2189/657
	3423
	0,958
	258/134
	449
	16,221

	2009
	2143/643
	4837
	1,392
	233/110
	565
	20,841

	2010
	1989/597
	5640
	1,641
	186/95
	618
	24,197

	2011
	1949/778
	5216
	1,653
	238/143
	739
	29,659

	Legenda: DDD – definovaná denní dávka, DBD – počet DDD vztažených na lůžkodny




4.2.2.3 [bookmark: _Toc382688954]Spotřeba karbapenemů ve Fakultní nemocnici Olomouc
Data o spotřebě karbapenemů (meropenemu a imipenemu) ve FNOL za sledovaná období byla získána z databáze Ústavu farmakologie FNOL. Největší spotřeba karbapenemů v rámci FNOL byla zaznamenána v roce 2010. Za celé sledované období měla spotřeba rostoucí trend. Stejně tak i v rámci KARIM rostla spotřeba karbapenemů kromě roku 2005 po celou sledovanou dobu a vrcholu dosáhla v roce 2011. Data jsou shrnuty v tabulce č. 13.
4.2.2.4 [bookmark: _Toc382688955]Statistické vyhodnocení
Vztah mezi spotřebou karbapenemů a výskytem meropenem-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa vyjádřený koeficientem spolehlivosti dosáhl pro celou FNOL 0,96 a statistická významnost dosáhla hodnoty p = 0,018. Vztah spotřeby karbapenemů a výskytu meropenem-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa v rámci KARIM dosáhl koeficientu spolehlivosti 0,21 a statistická významnost byla stanovena na hodnotě p = 0,596.
4.2.3 [bookmark: _Toc382688956]Vliv spotřeby kolistinu na výskyt kolistin-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa
4.2.3.1 [bookmark: _Toc382688957]Charakteristika souboru kmenů
Ve sledovaném období (1. 1. 2007 až 31. 12. 2011) bylo na Ústavu mikrobiologie FNOL zpracováno 6338 kolistin-rezistentních izolátů. Z tohoto počtu bylo kolistin-rezistentní kmenů Pseudomonas aeruginosa 26 (0,4 %). Výskyt kmenů Pseudomonas aeruginosa rezistentních ke kolistinu se ve sledovaném období snižoval z 11 v roce 2007 na 0 v roce 2011 a trend výskytu byl jasně negativní. Podobný výskyt byl zaznamenán i u kolistin-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa izolovaných od pacientů hospitalizovaných ve sledovaném období na JIP FNOL. Z 26 kolistin-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa izolovaných v rámci celé FNOL připadlo na JIP FNOL 6 (23 %) kmenů. I zde byl vrchol výskytu zaznamenán v roce 2007 (3 kmeny) a v roce 2011 nebyl izolován žádný. Trend výskytu byl rovněž negativní.
4.2.3.2 [bookmark: _Toc382688958]Spotřeba kolistinu ve Fakultní nemocnici Olomouc
Tyto výsledky jsou uvedeny v kapitole 4.1.2.2.
4.2.3.3 [bookmark: _Toc382688959]Statistické vyhodnocení
Statistická analýza vztahu spotřeby kolistinu ve FNOL a JIP FNOL a výskytu kolistin-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa ve sledovaném odbodí je uvedena v tabulce č. 5 a 6. V obou případech se nejednalo o statisticky významnou korelaci. Jejich hodnota dosahovala p = 0,072 pro FNOL a p = 0,074 pro JIP FNOL.

4.2.4 [bookmark: _Toc382688960]Antibiotický profil kmenů Pseudomonas aeruginosa a vývoj rezistence
4.2.4.1 [bookmark: _Toc382688961]Vyhodnocení sledovaného souboru kmenů Pseudomonas aeruginosa
Ve sledovaném období (1. 1. 2008 až 30. 6. 2013) bylo na Ústavu mikrobiologie FNOL zpracováno celkem 11342 izolátů Pseudomonas aeruginosa. Všechny izoláty pocházely z klinického materiálu hospitalizovaných pacientů. Jejich největší počet byl zaznamenán v roce 2012 (2224) a nejnižší v roce 2011 (1852).
4.2.4.2 [bookmark: _Toc382688962]Zhodnocení rezistence kmenů Pseudomonas aeruginosa
V roce 2013 se prevalence rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa pohybovala od 5 % v případě amikacinu po 45 % u ciprofloxacinu. Rezistence k ciprofloxacinu dosáhla v roce 2013 na 45 % a byla to nejvyšší hodnota rezistence pro všechny testovaná antibiotika v průběhu sledovaného období. Na druhou stranu, nejnižší počet rezistentních kmenů byl zjištěn u amikacinu, kde se hodnoty pohybovaly do 6 % v celém sledovaném období. Největší nárust rezistence byl zaznamenán u piperacilin/tazobaktamu, kdy se výskyt rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa zvýšil z 6 % v roce 2008 na 37 % v roce 2013. Souhrn je uveden v tabulce č. 14.

Tabulka č. 14. Antibiotický profil a vývoj rezistence kmenů Pseudomonas aeruginosa izolovaných v roce 2008 až 2013 ve FNOL

	Sledované období
	2008
	2009
	2010
	2011
	2012
	2013

	Počet kmenů celkem
	2070
	2055
	1892
	1852
	2224
	1249*

	
	Rezistence (%)

	meropenem
	30
	30
	30
	40
	37
	43

	ceftazidim
	21
	23
	23
	20
	16
	28

	piperacilin/tazobaktam
	6
	8
	9
	24
	25
	37

	gentamicin
	26
	23
	25
	25
	22
	33

	amikacin
	6
	4
	1
	5
	4
	5

	ciprofloxacin
	37
	34
	37
	36
	36
	45

	Legenda: * data za polovinu roku 2013




4.2.4.3 [bookmark: _Toc382688963]Rezistence kmenů Pseudomonas aeruginosa ke karbapenemům
V průběhu tří měsíců (1. 11. 2012 až 31. 1. 2013) bylo izolováno celkem 57 kmenů Pseudomonas aeruginosa s hodnotou MIC meropenemu > 2 mg/l.
4.2.4.4 [bookmark: _Toc382688964]Detekce genů rezistence ke karbapenemům
4.2.4.4.1 [bookmark: _Toc382688965]Výskyt metalo-beta-laktamáz
U žádného z 57 kmenů s hodnotou MIC meropenemu > 2 mg/l nebyla prokázána přítomnost metalo-beta-laktamázy.
4.2.4.4.2 [bookmark: _Toc382688966]Výskyt serinových karbapenemáz
Žádný z 57 kmenů s hodnotou MIC meropenemu > 2 mg/l nebyl producentem serinové karbapenemázy.
4.2.4.4.3 [bookmark: _Toc382688967]Výskyt AmpC beta-laktamáz
Žádný z 57 kmenů s hodnotou MIC meropenemu > 2 mg/l nebyl producentem beta-laktamázy AmpC.
4.2.4.4.4 [bookmark: _Toc382688968]Průkaz genů rezistence ke karbapenemům
U žádného z testovaných 57 kmenů s hodnotou MIC meropenemu > 2 mg/l nebyly prokázány žádné z testovaných genů nejčastěji se vyskytujících serinových karbapenemáz (NMC, SME, IMI, KPC, GES, OXA-23 a OXA-48) ani metalo-beta-laktamáz (IMP, VIM a SIM typy).

5 [bookmark: _Toc382688969]DISKUSE
5.1 [bookmark: _Toc382688970]Burkholderia cepacia komplex
5.1.1 [bookmark: _Toc382688971]Epidemiologie kmenů Burkholderia cepacia komplex
5.1.1.1 [bookmark: _Toc382688972]Výskyt kmenů Burkholderia cepacia komplex u pacientů s nemocniční pneumonií
Z uvedených výsledků vyplývá, že u pacientů, kteří byly hospitalizováni na KARIM FNOL, byly kmeny Bcc třetími nejčastějšími původci HAP a třetími nejčastějšími původci spojenými s úmrtím pacientů. Tato skutečnost je do jisté míry překvapující, protože se do současné doby nepředpokládalo, že se kmeny Bcc u hospitalizovaných pacientů vyskytují v jiných případech než v lokálních epidemiích způsobených kontaminací sterilních medicinálních roztoků a přípravků (Hakuno 2010, Dizbay 2009, Masser 2004). Dle této studie lze tedy usuzovat na možnost šíření kmenů Bcc z blíže nezjištěného zdroje. Ten může být v samotném nemocničním prostředí konkrétního oddělení, nebo vně. 
Většina kmenů Bcc byla izolována od pacientů s pozdní formou HAP. Ta je definována časem prvních projevů v období po 5. dni od přijetí do nemocničního zařízení (Joseph 2010). Z této definice vyplývá, že původcem pozdní HAP jsou bakteriální kmeny asociované s výskytem v nemocničním prostředí nebo s nemocničním personálem. Tato skutečnost podporuje možnost šíření kmenů Bcc v prostředí KARIM FNOL.
Stejné závěry nabízí i výsledky srovnání restrikčních fragmentů metodou PFGE. U dvou kmenů sice nebylo možné tuto analýzu provést, nicméně u většiny (čtyři ze šesti) kmenů asociovanými s pozdní HAP tato analýza ukázala na možnost klonálního šíření.
Ačkoliv nebylo u žádného z kmenů Bcc provedeno bližší určení pomocí PCR a nebyla tedy zjištěna příslušnost k jednotlivým genomovarům, systém MALDI-TOF určil všechny kmeny jako Burkholderia multivorans. Společně s kmenem Burkholderia cenocepacia se jedná o nejčastěji izolovaný kmen Bcc v nemocničním prostředí (LiPuma 2010, Baldwin 2007, Reik 2005). Dle výsledků této studie je pravděpodobné, že se jedná o epidemický kmen.
Skutečnost, že všichni pacienti s pozdní formou HAP u kterých byly kmeny Bcc izolovány zemřeli, je závažné zjištění. Bohužel, pro nedostatek podobných prací v literatuře a z důvodu absence bližšího určení sledovaných kmenů, je nesnadné toto zjištění srovnávat s dostupnými pracemi. Na vysoké mortalitě pacientů se jistě podílela i skutečnost, že všechny kmeny byly primárně multirezistentní, což výrazně limituje možnosti jak iniciální antibioterapie tak i terapie cílené.
5.1.1.2 [bookmark: _Toc382688973]Výskyt kmenů Burkholderia cepacia komplex ve Fakultní nemocnici Olomouc
Tato práce se již zabývala přímo výskytem kmenů Bcc v celé FNOL bez ohledu na to, zda byl pacient hospitalizován, nebo jen vyšetřován a kde a jak dlouho byl případně hospitalizován. Z výsledků vyplývají následující skutečnosti.
Většina kmenů Burkholderia multivorans (celkem 83 %) byla izolována ze vzorků pocházejících z dýchacích cest pacienta, přičemž největší část tvořily vzorky z dolních cest dýchacích (endosekret, sputum, bronchoalveolární laváž a stěr z horních cest dýchacích). Z tohoto výsledku je zřejmé, že dýchací cesty jsou pro kmeny Burkholderia multivorans predominantní což dokládá i výskyt HAP u sledovaných pacientů.
Výskyt kmenů Bcc u 52 osob v průběhu osmi měsíců lze označit za nízký, nicméně v důsledku úmrtí pacientů za ekonomicky velice významný. Z 52 osob, u nichž byl kmen izolován, čtyři trpěli CF. Od těchto pacietnů byl vždy izolován kmen Burkholderia cenocepacia což je ve shodě s pozorováním Dřevínka et al., který označil tento kmen v podmínkách České republiky za dominantní pro pacienty trpící CF (Drevinek 2003). U zbylých 46 pacientů, u kterých byl kmen Bcc identifikován, však byla zachycena pouze Burkholderia multivorans. Ty se vyskytují u CF i non-CF pacientů, ale i v prostředí a vodě (Vial 2011). Nicméně, takovéto dominantní zastoupení jednoho genomovaru je do jisté míry překvapující a otázkou zůstává důvod takto striktního rozdělení.
Zdálo by se, že vzhledem k snadné kolonizaci běžné populace bude u CF pacientů vyšší výskyt kmenů Burkholderia multivorans. Na tuto otázku snad částečně odpovídá práce Mahenthiralingama et al., kde autoři zmiňují lepší schopnost kmenů Burkholderia cenocepacia se šířit a zvažují předpoklad možného vytěsnění kmenů Burkholderia multvorans „agresivnějším“ kmenem Burkholdeira cenocepacia (Mahenthiralingam 2001). Tato práce však nedokáže objasnit, z jakého důvodu se vyskytují kmeny Burkholderia multivorans u non-CF pacientů a proč se u této skupiny pacientů nevyskytují kmeny Burkholderia cenocepacia.
Dle našeho zjištění bylo 63 % kmenů Burkholderia multivorans geneticky podobných. Tento výsledek potvrdil možnost klonálního šíření kmenů Burkholderia multivorans v nemocničním prostředí, který byl rozebrán v kapitole 5.1.1.1. Důležitým zjištěním je skutečnost, že jeden soubor geneticky podobných kmenů tvořil dominantní skupinu, která obsahovala 52 % všech kmenů Burkholderia multivorans v této studii izolovaných. Tento výsledek ukazuje na epidemický klon, který pravděpodobně disponuje větší mírou tolerance k zevnímu prostředí a který dobře proniká i do prostředí nemocničního. Skupina těchto kmenů byla, dle analýzy MLST, určena jako ST439. Stejný kmen byl již dříve popsán v USA (CF pacient) na Novém Zélandu (CF pacienti), ve Velké Británii (prostředí) a v roce 2011 u non-CF pacienta v České republice (http://pubmlst.org/bcc). Tento kmen se tedy vyskytuje globálně, jak u non-CF, tak u CF pacientů.
Z kmenů ST439 bylo 63 % zachyceno u pacientů hospitalizovaných na JIP osmi různých oddělení, přičemž možnost přímého přenosu kontaktem pacientů v době hospitalizace byla možná pouze jednou. Tento poznatek opět ukazuje na možnost přenosu kmenů Burkholderia multivorans spíše nepřímým kontaktem, personálem nebo z nemocničního prostředí. Nicméně, rozsáhlé šetření provedené na KARIM FNOL, kde bylo nalezeno nejvíce kmenů Burkholderia multivorans  ST439, žádný zdroj v prostředí neprokázalo. Jiná skupina geneticky podobných kmenů (tři kmeny RAPD VII) byla nalezena u pacientů dlouhodobě hospitalizovaných na JIP. U těchto pacientů je přímý přenos kmenů Burkholderia multivorans velice pravděpodobný. Přímý přenos mezi pacienty tedy vyloučen není a mimo JIP může být i mnohem častější.
Dle získaných výsledků lze soudit, že se kmeny Burkholderia multivorans vyskytují u pacientů mnohem častěji, než se dosud myslelo. Je nutno podotknout, že v průběhu této studie nebyly používány žádné speciální kultivační metody ve smyslu selektivních médií, které by zvyšovaly pravděpodobnost záchytu kmenů Bcc. Skutečnost, že v jiných léčebných zařízeních, které jsou svou velikostí srovnatelné s FNOL, není takový počet kmenů zaznamenán, může být dána způsobem zpracování klinického materiálu. V západních zemích se ke kultivaci a identifikaci kmenů používají především automatizované systémy, které obsluhuje personál bez vysokoškolského vzdělání (Loman, Institute of Microbiology and Infection, University of Birmingham, Velká Británie, ústní sdělení). Společně s faktem, že kmeny Bcc patří k obecně pomaleji rostoucím bakteriím bez významnějších morfologických charakteristik (hemolýza, pigment, zápach) mohou tyto faktory vést k falešně negativním výsledkům a k podhodnocení významu kmenů Burkholderia multivorans jako patogenů.
Důležitým zjištěním je míra úmrtí pacientů s izolovaným kmenem Burkholderia multivorans. V rámci celé skupiny zemřelo ve spojitosti s HAP 17 % pacientů. Nicméně, u pacientů hospitalizovaných na JIP dosáhla mortalita pacientů na 28 %. Mortalita pacientů, kterým byl izolován kmen Burkholderia multivorans ST439 zemřeli v souvislosti s HAP čtyři (27 %). Je nutné přiznat, že studie nebyla primárně zaměřena na mortalitu pacientů kmeny Burkholderia multivorans a je možné, že výsledky jsou nepřesné. Proto je v současné době důležité ověření tohoto závažného zjištění.
Ve dvou případech se, z mikrobiologického pohledu, na smrti pacienta v souvislosti s HAP pacientů hospitalizovaných na JIP podílel pouze kmen Burkholderia multivorans a ve dvou případech byly tyto kmeny izolovány společně s dalšími multirezistentními bakteriemi. Je možné, že v těchto případech kmeny Burkholderia multivorans predisponují svou kolonizací dýchacích cest pacienta k těžšímu průběhu HAP v případě, že dojde k superinfekci běžnějším kmenem nozokomiální bakterie (například Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa a jiné).
Délky hospitalizace zřejmě nemá vliv na pravděpodobnost získání sporadických nebo epidemických kmenů Burkholderia multivorans ani na možnost přežití pacientů. V souvislosti s údaji zde uvedenými, je vhodné zmínit dosud nepublikované údaje o distribuci kmenů Bcc u pacientů FNOL dle věku. Z analýzy laboratorního systému Envis® LIMS (DS Soft) vyplývá, že kmeny Bcc mají tendenci se vyskytovat u pacientů starších padesáti let s maximem ve věku 60 – 75 let (graf č. 10).


Graf č. 10. Věkový profil pacientů s izolovanými kmeny Burkholderia cepacia komplex ve FNOL

5.1.1.3 [bookmark: _Toc382688974]Výskyt kmenů Burkholderia cepacia komplex v České republice
V této práci, logicky navazující na předchozí, jejichž výsledky byly shrnuty v kapitolách 5.1.1.1 a 5.1.1.2, bylo zjištěno několik důležitých skutečností. Ty přímo potvrzují výsledky v již zmíněných kapitolách. 
I zde byla většina (98 %) získaných kmenů Bcc identifikována jako genomovar II (Burkholderia multivorans). Pouze jeden izolát byl identifikován jako zástupce genomovaru IIIA (Burkholderia cenocepacia) a tento kmen byl izolován od pacienta, který netrpěl CF. Tato studie tedy potvrdila, že dominantním kmenem u non-CF pacientů je v České republice Burkholderia multivorans.
RAPD analýzou byl opět zjištěn velký počet geneticky podobných kmenů (65 %). Toto číslo odpovídá studii komentované v kapitole 5.1.1.2, kde bylo nalezeno 63 % geneticky podobných kmenů. Je tedy potvrzeno, že většina kmenů Burkholderia multivorans se u non-CF pacientů šíří klonálně. Stejně tak byl zaznamenán velký počet kmenů izolovaných od pacientů hospitalizovaných na JIP (58 %). I zde se data shodují s předchozí studíí (kapitola 5.1.1.2), kde se 63 % kmenů Burkholderia multivorans vyskytlo u pacientů hospitalizovaných na JIP FNOL. Byla tedy potvrzena hypotéza, že kmeny Burkholderia multivorans jsou schopny kolonizovat nemocniční prostředí a jsou asociované především s pacienty hospitalizovanými na JIP. Nicméně, zvýšený záchyt kmenů Burkholderia multivorans může být způsobený i selektivním bias. Je totiž pravděpodobné, že u pacientů v intenzivní péči je prováděn důslednější monitoring osídlení dýchacích cest pacientů, které jsou pro tyto kmeny predominantní.
Z  výsledků je zřejmé, že dalším faktorem asociovaným s výskytem kmenů Burkholderia multivorans u hospitalizovaných pacientů je antibioterapie. Zda je rizikem i umělá plicní ventilace, nebo byla tato metoda nasazena až pro zhoršení klinického stavu pacientů v důsledku HAP se touto studií zjistit nepodařilo.
Z RAPD analýzy vyplývá další poznatek a to, že v podstatě v každém léčebném zařízení, kde byl nalezen dostatečný počet kmenů Burkholderia multivorans se tyto vyskytovaly v klonech, které byly omezeny pouze na dané léčebné zařízení. Jedinou výjimkou byly dva případy, kdy se geneticky podobné izoláty vyskytovaly ve více léčebných zařízeních.
Jedním z kmenů, který se vyskytl ve více léčebných zařízeních a zároveň tvořil skupinu nejpočetnějších geneticky podobných izolátů (zjištěna ve FNOL) byl kmen ST439. Jeho identifikace byla provedena pomocí PFGE srovnáním se sbírkovými kmeny Burkholderia multivorans, které jsou součástí sbírky Ústavu mikrobiologie Lékařské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Vzhledem k tomu, že kmen ST439 byl popsán již dříve u non-CF pacienta v Praze, lze usuzovat, že k šíření tohoto kmene opravdu dochází.
Největší počet kmenů Burkholderia multivorans byl zjištěn ve FNOL, což může být způsobeno zvýšeným zájmem o tyto kmeny a většími zkušenostmi s izolací kmenů Burkholderia multivorans z běžných klinických vzorků. Nejvíce geneticky nepodobných kmenů bylo nalezeno v Nemocnici Nový Jičín. Ústav mikrobiologie této nemocnice zpracovává velké množství klinického materiálu z několika různých léčebných zařízení Moravskoslezského kraje, což může vést k menšímu výskytu epidemických kmenů.
5.1.2 [bookmark: _Toc382688975]Vliv spotřeby kolistinu na výskyt kmenů Burkholderia cepacia komplex ve Fakultní nemocnici Olomouc
V předchozích kapitolách bylo prokázáno, že kmeny Burkholderia multivorans jsou dominantním druhem Bcc vyskytujícím se u pacientů hospitalizovaných na JIP. Protože jsou kmeny Bcc primárně rezistentní ke kolistinu, byla v této studii ověřována možnost působení selekčního tlaku kolistinu, který bývá podávám v léčbě HAP pacientům hospitalizovaným na JIP. Jelikož se jednalo o retrospektivní analýzu a nebylo možné zajistit genetickou identifikaci kmenů, jsou zde uváděny výsledky pro celou skupinu Bcc. Se znalostmi nabytými z předchozích studií se však dají tyto výsledky chápat jako výsledky pro kmeny Burkholderia multivorans.
Kmeny Bcc jsou přirozeně rezistentní ke kolistinu, který u citlivých mikoorganismů destabilizuje bakteriální stěnu (Nation 2009, Falagas 2005). V současné době existují dva způsoby podávání tohoto antibiotika. První je i.v. aplikace podávána v infúzi a druhým je lokální léčba podaváná inhalačně. Druhá zmíněná metoda je v podmínkách FNOL preferována. Její předpokládaná výhoda je nižší míra nežádoucích účinků. Nicméně, dle některých názorů, může stát za selekcí kolistin-rezistentních kmenů bakterií (Antoniu 2012, Florescu 2012).
Spotřeba kolistinu v poslední době zaznamenala výrazný nárůst, který je pravděpodobně dán výskytem jiných MDR kmenů bakterií, jako například Pseudomonas aeruginosa a Klebsiella pneumoniae. Ve sledovaném období se několikanásobně zvýšil i počet kmenů Bcc izolovaných jak v rámci celé FNOL, tak u pacientů hospitalizovaných na JIP. Jediný pokles byl zaznamenán v posledním roce sledovaného období. To se odrazilo i ve statistickém zhodnocení pozorovaných znaků, kdy trend růstu výskytu kmenů Bcc i spotřeby kolistinu byl pozitivní, ale korelace mezi jednotlivými znaky nedosahovala statistické významnosti. Je pravděpodobné, že přesnějších výsledků bychom dosáhli rozšířením sledovaného období na roky 2012 a 2013. To však z technických důvodů nebylo možné provést.
Z výsledků tedy vyplývá, že kolistin může hrát roli v selekci kmenů Bcc. Nicméně, pro spolehlivou odpověď by bylo třeba hodnotit delší časový interval.
5.1.3 [bookmark: _Toc382688976]Antibiotický profil kmenů Burkholderia cepacia komplex, „epidemiological cut-off“ hodnoty pro vybraná antibiotika a možnosti antibiotické léčby
V této práci, jejíž výsledky ještě nebyly publikovány, byl stanoven antibiotický profil kmenů Burkholderia multivorans za účelem zjištění nejvhodnější antibioterapie v případě léčby HAP. Z tohoto důvodu byla testována antibiotika teoreticky vhodná k léčbě pneumonií u pacientů v intenzivní péči.
Testování kmenů bylo prováděno dle platného doporučení EUCAST a rozdělení WT a NWT kmenů bylo provedeno prostou inspekcí dat. Za WT kmeny byla označena skupina s nižšími hodnotami MIC, u nichž se předpokládá absence genů kódující mechanismus rezistence k danému antibiotiku. Jako NWT kmeny byly označeny ty, které měli hodnoty MIC vyšší než WT. Mezi skupinou WT a NWT je v ideálním případě „mezera“ několika hodnot MIC. U NWT kmenů se předpokládá přítomnost genu kódujícího mechanismus rezistence k danému antibiotiku (EUCASTb). Stanovení ECOFF se provádí několika metodami. Za nejjednodužší se považuje tzv. „Kahlmeter´s eyeball method“ označená podle, v současnosti snad největšího odborníka na tuto problematiku, prof. Kahlmetera. Je založena právě na rozdělení WT a NWT kmenů. Mezi další patří rozdělení podle MIC95, kdy NWT kmeny mají hodnoty MIC vždy nad touto hodnotou anebo složitější metodě hodnocení na základě iterativních statistických metod (Pfaller 2009, Turnidge 2006). Pro tuto studii byla dostačující prvně zmíněná metoda (Kahlmeter, Department of Clinical Microbiolgy, Central Hospital Värendsg, Växjö, Švédsko, ústní sdělení).
Testováno bylo celkem 207, respektive 185 kmenů Burkholderia multivorans získaných z celkem třinácti různých léčebných zařízení v České republice. Tím byla splněna podmínka stanovení hodnot ECOFF, kdy za minimum je považováno sto kmenů z alespoň tří různých zdrojů (Kahlmeter 2013).
Výsledky ukazují, že kmeny Burkholderia multivorans zařazené do stejné RAPD skupiny vykazují relativně podobné hodnoty MIC. V případech, ve kterých tomu tak nebylo, se s největší pravděpodobností jedná o získání plazmidu kódujícího mechanismus rezistence k danému antibiotiku. Kmeny ST439 vykazovaly velkou variabilitu hodnot MIC pro všechna testovaná antibiotika. I zde se pravděpodobně jedná o plazmidy kódovanou rezistenci, založenou na enzymatické degradaci substrátu.
Důležité je zjištění, že jedna z nejvyšších hodnot MIC90 byla zjištěna pro meropenem, který se v léčbě HAP běžně používá v iniciální antibioterapii. Pokud uvážíme, že kmeny Burkholderia multivorans jsou primárně rezistentní ke kolistinu a k aminoglykosidům, je výběr vhodných antibiotik velice omezen. Nejnižší hodnota ECOFF byla stanovena pro piperacilin/tazobaktam. Ten je lékem volby při léčbě HAP. PK/PD studie zaměřené na pacienty s HAP naznačují, že dávkování piperacilin/tazobaktamu (4g/0,5g) třikrát nebo čtyřikrát denně v 30 minut trvající infúzi je dostatečné k vytvoření hladiny antibiotika v plicní tkáni odpovídající 8 až 16 mg/l (Boselli 2004, Jehl 1994). To se zdá být jako dostatečné pro terapii WT kmenů Burkholderia multivorans, nicméně je zde nebezpečí, že časem může dojít k selekci NWT kmenů. 
Zajímavý výsledek byl nalezen v případě tigecyklinu, u kterého byly zjištěny nejnižší hodnoty jak absolutních hodnot MIC, tak hodnot MIC50, MIC90 i rozsahu MIC. Dle dostupných studií prochází tigecyklin jak do intracelulárních tak do extracelulárních prostor plic a vykazuje na čase závislou účinnost (Conte 2005, Van Ogtrop 2000). Další studie naznačují, že PK/PD parametr, který nejlépe charakterizuje účinnost tigecyklinu je poměr AUC0-24/MIC (Meagher 2005). Ačkoliv klinický „break-point“ není možné v současné době stanovit, zdá se, že toto antibiotikum je potenciálně nejvhodnější k terapii HAP způsobené kmeny Burkholderia multivorans. Před nedávnem byl americkým úřadem „Food and Drug Administration“ tigecyklin schválen pro léčbu komunitních pneumonií, nicméně pro léčbu HAP není jeho použití v současné době povoleno.
Pro všechny kmeny platilo, že nejvyšších hodnot MIC dosahovaly u beta-laktamových antibiotik. U NWT kmenů lze předpokládat přítomnost širokospektré beta-laktamázy, pravděpodobně CTX-M. Nicméně, sadou primerů určených k identifikaci nejčastějších CTX-M genů, nebyl u studovaných kmenů tento gen nalezen. V současné době jsou k dispozici data z celogenomové sekvenace provedené u vybraných kmenů s nízkými a vysokými hodnotami MIC k beta-laktamovým antibiotikům. Z analýzy vyplývá, že rezistentní kmeny mají ve svém genomu geny podobné z asi 60 % genům pro CTX-M-26b, nalezených u Klebsiella pneumonie. Tyto výsledky jsou však zatím předběžné a je třeba je dále analyzovat (Loman, Institute of Microbiology and Infection, University of Birmingham, Velká Británie, ústní sdělení).
5.1.4 [bookmark: _Toc382688977]Vliv bakteriálního efluxu na bakteriální kmenů Burkholderia multivorans
Bakteriální eflux patří k dominantním mechanismům rezistence kmenů Burkholderia multivorans. V současné době je spojován s rezistencí k dezinfekčním látkám a s MDR kmeny bakterií. Eflux sám zřejmě není schopen zapříčinit selhání léčby, nebo pro toto tvrzení nebyly nalezeny jasné zmínky v literatuře, ale na výsledné rezistenci k danému antibiotiku se spolupodílí s dalšími mechanismy rezistence. Příkladem může být rezistence k fluorochinolonům (Oh 2003). Vliv bakteriálního efluxu u testovaných kmenů byl hodnocen na základě rozdílu hodnot MIC v kombinaci s a bez přidaného inhibitoru efluxu. Samotná aktivita efluxu byla stanovena na základě akumulace fluorescenční látky Hoescht 33342 (která je substrátem nejběžnějších efluxních pump) bez a po přidání inhibitoru. Z výsledků je zřejmé, že inhibicí efluxních pump došlo k ovlivnění hodnot MIC ve smyslu snížení pouze u piperacilinu a to jen v případě celkového rozsahu hodnot MIC. Znamená to, že kmeny s původně vyššími hodnotami MIC pro piperacilin nedosahovaly po přidání inhibitoru původních hodnot ale také, že kmeny s nižšími hodnotami MIC nebyly přítomnosti inhibitoru ovlivněny. Účinnost dalších testovaných antibiotik ciprofloxacinu a tigecyklinu zřejmě není bakteriálním efluxem v případě kmenů Burkholderia multivorans ovlivněna. Je nutné dodat, že v současné době není možné terapeuticky ovlivnit účinnosti antibiotik za pomocí inhibitorů efluxu z důvodu pravděpodobných nežádoucích účinků na makroorganismus. Efluxní mechanismus je totiž jeden z nejstarších mechanismů transportu látek přes membránu a je vlastní pro všechny živé organismy (Nakaido 1998).


5.2 [bookmark: _Toc382688978]Pseudomonas aeruginosa
5.2.1 [bookmark: _Toc382688979]Epidemiologie kmenů Pseudomonas aeruginosa
5.2.1.1 [bookmark: _Toc382688980]Výskyt kmenů Pseudomonas aeruginosa u pacientů s nemocniční pneumonií
Kmeny Pseudomonas aeruginosa patří k obávaným a velice častým původcům nozokomiálních pneumonií u pacientů v intenzivní péči (Charles 2013, Quartin 2013, Guidelines for the Management of Adults with Hospital-acquired, Ventilator-associated, and Healthcare-associated Pneumonia 2005). Mortalita pacientů na nemocniční pneumonii dosahuje až 30 % a v případě, že se jedná o kmeny s produkcí metalo-beta-laktamáz až 57 % (Zavascki 2006). Jedná se tedy o velice závažného nozokomiálního patogena, jehož výskyt je třeba v prevalenčních studiích bedlivě sledovat.
Z našich výsledků vyplývá, že kmeny Pseudomonas aeruginosa jsou v podmínkách KARIM FNOL druhým nejčastějším původcem HAP a nejčastějším co se nefermentujících mikroorganismů týče. Četnost dosahovala 22 %, což je srovnatelné s jinými studiemi (Fujitami 2011). Alarmujícím zjištěním je míra výskytu multirezistentních kmenů, která dosahovala 56 %. 
Ze zatím nepublikovaných výsledků studie zaměřené na identifikaci původců HAP u pacientů hospitalizovaných na JIP ve čtyřech fakultních nemocnicích České republiky bylo zjištěno, že kmeny Pseudomonas aeruginosa jsou izolovány v 18 % případů a patří tak k nejčastějším původcům HAP. (Htoutou Sedláková, Ústav mikrobiologie, Lékařská fakulta, Univerzita Palackého, Olomouc, ústní sdělení).
Pozitivním zjištěním je, že pouze čtyři izoláty ze šestnácti byly geneticky podobné a mohly se tedy šířit přímým kontaktem pacientů nebo nepřímo z prostředí KARIM FNOL. Tomu by mohl odpovídat i kratší interval mezi odběry jednotlivých geneticky podobných izolátů, jenž byl v obou případech menší než jeden měsíc. Většina kmenů vykazovala jedinečný genetický profil a jednalo se o sporadické kmeny. Je pravděpodobné, že větší část kmenů Pseudomonas aeruginosa způsobující HAP u pacientů hospitalizovaných na KARIM FNOL pochází ze sekundární kolonizace hospitalizovaných pacientů. Jejich výskyt lze tedy jen velice těžko ovlivnit bariérovým přístupem nebo změnou dezinfekčních režimů.
5.2.1.2 [bookmark: _Toc382688981]Výskyt kmenů Pseudomonas aeruginosa u hematoonkologických pacientů 
Do nedávné doby představovaly pro hematoonkologické pacienty riziko především Gram-pozitivní mikroorganismy, zejména stafylokoky a enterokoky (Mikulska 2009, Viscoli 2002). Nyní se ukazuje, že v případě infekcí krevního řečiště převládají u těchto pacientů Gram-negativní tyčinky (Cattaneo 2012). Kmeny Pseudomonas aeruginosa patří mezi obávané patogeny imunokompomitovaných pacientů u kterých často vyvolávají právě infekce krevního řečiště (Fujitami 2011). Leukémie je přitom nejčastější primární diagnóza všech septických pacientů, kde byla jako etiologické agens zjištěna Pseudomonas aeruginosa (Horino 2012). Ve studii Cattanea et al. bylo z celkového počtu 66 kmenů Pseudomonas aeruginosa vyvolávajících infekci krevního řečiště hematoonkologicky nemocných pacientů 22 multirezistentních a pro pacienty představovaly zvýšené riziko úmrtí. Třicetidenní mortalita pacientů dosahovala 27 % v případě citlivých kmenů Pseudomonas aeruginosa a 36 % v případě multirezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa, přičemž celková třicetidenní mortalita dosahovala 11 % (Cattaneo 2011). Je tedy zjevné, že výskyt kmenů Pseudomonas aeruginosa u hematoonkologických pacientů přímo ovlivňuje přežití pacientů.
V této studii byl sledován výskyt bakteriálních patogenů z primárně sterilních klinických materiálů hematoonkologicky nemocných pacientů, kdy největší výskyt kmenů Pseudomonas aeruginosa byl zaznamenán ve vzorcích z dolních cest dýchacích. Zde dominovaly i ve srovnání s ostatními Gram-negativními bakteriemi.
V práci Yoshida et al. (2011) se Pseudomonas aeruginosa uvádí jako původce pneumonie u pacientů s akutní myeloidní leukémií v 12 %. V naší studii však pacienti nebyli rozdělení podle diagnózy a proto je srovnání s touto studií problematické. Nicméně, klinické projevy pneumonie jsou u hematoonkologických pacientů zastřeny imunosupresí nebo primárním onemocněním. Pneumonie u těchto pacientů jsou pak spíše multibakteriální etiologie, popřípadě patří původci onemocnění mezi kvasinky či viry anebo projevy pneumonie splývají s projevy infekce krevního řečiště (Khayr 2012, Yoshida 2011). Podobně je tomu i v případě vzorků z moči.
Protože zde šlo o zjištění prevalence kmenů Pseudomonas aeruginosa, nebyla pro zařazení kmene do studie rozhodující primární diagnóza pacienta. Z tohoto důvodu je těžké srovnat výsledky s jinými studiemi. Nicméně, přítomnost kmenů Pseudomonas aeruginosa u hematoonkologických pacientů znamená pro pacienty riziko a je nutné tyto kmeny průběžně sledovat, protože většina infekcí hematoonkologických pacientů patří k nozokomiálním.
V případě vzorků pocházejících z krevního řečiště data opět ukazují, že Pseudomonas aeruginosa je v podmínkách hematoonkologických pacientů České republiky relativně častým patogenem a jeho výskyt v krevním řečišti znamená vážnou komplikaci v možnosti terapie pacientů s primárně neinfekční diagnózou.
5.2.2 [bookmark: _Toc382688982]Vliv spotřeby karbapenemů na výskyt meropenem-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa
Skupina karbapenemů byla objevena na konci sedmdesátých let minulého století při identifikaci tienamycinu u kmene Streptomyces cattleya  (Papp-Wallace 2011). Brzy následovaly další a díky svému účinku na široké spektrum mikroorganismů si brzy získaly významné postavení mezi ostatními antibiotiky (Silver 2011). Karbapenemy jsou v současné době vyhrazeny pro léčbu těžce probíhajících, život ohrožujících infekcí v případě, že etiologické agens není známo nebo v případě, kdy je vyvolavatelem onemocnění MDR kmen ke karbapenemům citlivý. 
Mezi mechanismy rezistence ke karbapenemům patří systém různých efluxních pump (MexAB-OprM, MexCD-OprJ), mutace v expresi či struktuře PBP, změna exprese porinů OprD a především enzymatická destrukce karbapenemů (Poole 2011, Rodriguez-Marinez 2009). Karbapenemy štěpí v podstatě všechny třídy beta-laktamáz (A – KPC, GES; B – NDM, IMP, VIN; D – OXA) s tím, že i nadprodukce beta-laktamáz třídy C (například CMY a PBC), která neobsahuje enzymy přímo označované za karbapenemázy, vede, často v kombinaci s jinými mechanismy rezistence (ztráta porinů), k rezistenci ke karbapenemům (Papp-Wallace 2011). Rezistence ke karbapenemům je u kmenů Pseudomonas aeruginosa velice často spojena s MDR kmeny.
Šíření karbapenemáz je v současné době velmi bedlivě sledováno nejen u enterobakterií, ale i u kmenů Pseudomonas aeruginosa. Jejich přítomnost, zvláště u nozokomiálních kmenů, znamená velké riziko pro pacienta. Uvádí se, že rozdíl v mortalitě pacientů s nozokomiálními infekcemi způsobenou citlivými a karbapenem-rezistentními MDR kmeny Pseudomonas aeruginosa je až několik desítek procent (16 % vs. 55 %) (Cao 2004). Rezistence ke karbapenemům je tedy spojena s vážným rizikem selhání léčby. 
Z našich výsledků vyplývá, že ač se spotřeba karbapenemů jak ve FNOL tak i v rámci KARIM FNOL v průběhu let zvyšovala, počet meropenem-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa zůstal relativně stejný. Tomu odpovídá i míra korelace mezi těmito proměnnými. Zatímco v podmínkách KARIM FNOL se o selekci karbapenem-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa nedá vůbec uvažovat (z důvodu časté obněny pacientů), v rámci FNOL je míra korelace výraznější s tím, že se jedná o statisticky významný jev. Dá se předpokládat, že meropemem-rezistentní kmeny Pseudomonas aeruginosa nejsou s největší pravděpodobností geneticky podobné a nelze tedy mluvit o selekci rezistentních mutant v podmínkách FNOL, ale jedná se o komplexnější problém. V současné době totiž nastává zásadní dilema. Zvyšující se frekvence enterobakterií s produkcí širokospektrých beta-laktamáz si vynucuje aplikaci karbapenemů, jejichž spotřeba vede k nárůstu četnosti meropenem-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa (Kolář 2013b).
5.2.3 [bookmark: _Toc382688983]Vliv spotřeby kolistinu na výskyt kolistin-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa
Některé informace ohledně použití kolistinu a jeho vlivu na bakteriální patogeny byly uvedeny v kapitole 5.1.2. a proto zde již nebudou uvedeny.
Kolistin-rezistentní kmeny Pseudomonas aeruginosa jsou nebezpečné především v dalším omezení možnosti antibioterapie v léčbě HAP. Důvodem je, že rezistence ke kolistinu je spojena s MDR kmeny. Kolistin patří k antibiotikům, které se podávají pouze na základě znalosti antibiogramu příslušného patogena. Naštěstí se kolistin-rezistentní kmeny ve vyspělých zemích vyskytují velice málo, a když, jsou spojeny spíše s CF pacienty. Těm se kolistin podává inhalačně v terapii pneumonií (Sun 2011). Důvodem je zřejmě fakt, že rezistence ke kolistinu je způsobena produkcí membránových proteinů stabilizující bakteriální stěnu a nikdy není způsobena enzymatickou destrukcí (Nation 2009).
Potěšujícím zjištěním je, že i když se prevalence kolistin-rezistentních kmenů ve sledovaném období pohybovala pod půl procentem, docházelo k  postupnému poklesu výskytu těchto kmenů a v posledním sledovaném roce nebyl nalezen žádný kmen Pseudomonas aeruginosa rezistentní ke kolistinu.
Důležité je i zjištění, že pouze velmi malá část kolistin-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa se vyskytla u pacientů hospitalizovaných na JIP. V kontextu výše uvedeného je to z hlediska terapie pacientů v intenzivní péči pozitivní informace.
Jak již bylo uvedeno v kapitole 5.1.2, spotřeba kolistinu ve FNOL ve sledovaném období vzrostla téměř deseti násobně. Nemá tedy vliv na kmeny Pseudomonas aeruginosa. Ze zkušeností s léčbou CF pacientů ale vyplývá, že jisté riziko v dlouhodobém podávání ve smyslu selekce kolistin-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa existuje a stejně jako se všemi antibiotiky i s kolistinem by se mělo nakládat dle zásad racionální antibioterapie (Denton 2002).
5.2.4 [bookmark: _Toc382688984]Antibiotický profil kmenů Pseudomonas aeruginosa a vývoj rezistence
Znalost antibiotického profilu kmenů Pseudomonas aeruginosa je důležitá především pro volbu nejvhodnější iniciální antibioterapie a pro srovnání vývoje rezistence ke konkrétním antibiotikům v čase. V této studii bylo sledováno období šesti let s tím, že za poslední sledovaný rok byla zahrnuta data pouze za první polovinu roku. Vzhledem k tomu, že v pěti případech ze šesti (meropenem, ceftazidim, piperacilin/tazobaktam, gentamicin a ciprofloxacin) byl v tomto půlroce zjištěn největší výskyt rezistentních kmenů, musí být zváženo bias způsobené nižším záchytem kmenů.
V této studii byla věnována pozornost zejména meropenemu a několik mechanismů rezistence bylo prokazováno. Ve všech případech však byl výsledek negativní. Rezistence testovaných kmenů tedy bude s největší pravděpodobností způsobena ztrátou porinů a efluxními mechanismy. Opět se jedná o pozitivní zjištění, protože se nedá předpokládat extensivní šíření těchto mechanismů rezistence mezi kmeny Pseudomonas aeruginosa.


6 [bookmark: _Toc382688985]ZÁVĚRY
6.1 [bookmark: _Toc382688986]Burkholderia cepacia komplex
6.1.1 [bookmark: _Toc382688987]Epidemiologie kmenů Burkholderia cepacia komplex
6.1.1.1 [bookmark: _Toc382688988]Výskyt kmenů Burkholderia cepacia komplex u pacientů s nemocniční pneumonií
U pacientů s HAP v podmínkách FNOL jsou kmeny Burkholderia cepacia komplex za Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa třetím nejčastějším etiologickým agens a jsou asociovány především s pozdní formou HAP.
6.1.1.2 [bookmark: _Toc382688989]Výskyt kmenů Burkholderia cepacia komplex ve Fakultní nemocnici Olomouc
Mezi pacienty FNOL je nejčastěji nacházen genomovar II (Burkholderia multivorans), který je asociován pouze s non-CF pacienty. Jen 8 % kmenů tvoří zástupci genomovaru IIIA (Burkholderia cenocepacia), které se vyskytují pouze u pacientů trpících CF.
Kmeny Burkholderia multivorans se vyskytují zejména u lidí starších 56 let, hospitalizovaných na JIP a medián první identifikace kmene Burkholderia multivorans u pacienta je 12 dní od začátku jeho hospitalizace. Mortalita pacientů hospitalizovaných na JIP s projevy HAP a izolovaným kmene Burkholderia multivorans dosahuje 28 %. Ve FNOL se nachází jedna dominantní RAPD skupina, ktará tvoří většinu izolátů. Kmeny Burkholderia multivorans se šíří z neznámého zdroje, pokud takový existuje, ale není vyloučen ani přenos kontaktem.
6.1.1.3 [bookmark: _Toc382688990]Výskyt kmenů Burkholderia cepacia komplex v České republice
V rámci celé České republiky se u non-CF pacientů vyskytuje zejména genomovar II (Burkholderia multivorans), avšak výskyt genomovaru IIIA (Burkholderia cenocepacia) je také možný, ale ojedinělý. Většina izolátů Burkholderia multivorans vyskytujících se u non-CF pacientů v České republice je geneticky podobných. Skupiny geneticky podobných izolátů jsou pak typické pro konkrétní léčebné zařízení. Pouze ve dvou případech byl prokázán výskyt stejného izolátu jedné RAPD skupiny ve více léčebných zařízeních. Kmeny Burkholderia cepacia jsou tedy schopny tvořit lokální epidemické klony.
V podmínkách České republicky jsou kmeny Burkholderia multivorans asociovány s non-CF pacienty hospitalizovanými na JIP.
6.1.2 [bookmark: _Toc382688991]Vliv spotřeby kolistinu na výskyt kmenů Burkholderia cepacia komplex ve Fakultní nemocnici Olomouc
Ačkoli dochází k dlouhodobému růstu spotřeby kolistinu ve FNOL, je statisticky nepotvrzené, že tvoří pozitivní selekční tlak na kmeny Burkholderia multivorans.
6.1.3 [bookmark: _Toc382688992]Antibiotický profil kmenů Burkholderia cepacia komplex, „epidemiological cut-off“ hodnoty pro vybraná antibiotika a možnosti antibiotické léčby
Kmeny Burkholderia multivorans jsou primárně multirezistentní. Jednotliví zástupci konkrétních RAPD skupin mají téměř identický antibiotický profil. Výjimku tvoří kmeny ST439 nejpočetnější RAPD skupiny. Zde byly nalezeny kmeny s různými hodnotami MIC pro jednotlivá antibiotika. To je pravděpodobně způsobeno přítomností širokospektré beta-laktamázy.
Pro šest antibiotik byla nalezena hodnota ECOFF rozdělující kmeny bez genů rezistence a s pravděpodobnými geny rezistence. Běžnými molekulárně-genetickými metodami ale tyto geny nebyly nalezeny.
Nejlepší in vitro účinnost v případě antibiotik, kde hodnoty ECOFF byly stanoveny, byla nalezena u piperacilin/tazobaktamu. Tigecyklin dosahoval nejlepších in vitro výsledků celkově.
6.1.4 [bookmark: _Toc382688993]Vliv bakteriálního efluxu na bakteriální rezistenci kmenů Burkholderia multivorans
Bakteriální eflux je u kmenů Burkholderia multivorans velice významný faktor. Nicméně, u námi testovaných antibiotik není příčinou bakteriální rezistence. V případě piperacilinu dochází po inhibice efluxu ke snížení rozsahu hodnot MIC.
Jako nejúčinější koncentrace specifického inhibitoru (PAβN) byla stanovena koncentrace 100 µg/l.


6.2 [bookmark: _Toc382688994]Pseudomonas aeruginosa
6.2.1 [bookmark: _Toc382688995]Epidemiologie kmenů Pseudomonas aeruginosa
6.2.1.1 [bookmark: _Toc382688996]Výskyt kmenů Pseudomonas aeruginosa u pacientů s nemocniční pneumonií
Kmeny Pseudomonas aeruginosa patří po Klebsiella pneumoniae k druhým nejčastějším původcem HAP v podmínkách FNOL s mortalitou 23 %. Jsou asociovány s pozdní formou HAP a většina kmenů je multirezistentní k antibiotikům. Většina kmenů má jedinečný genetický profil a jedná se o sporadické kmeny.
6.2.1.2 [bookmark: _Toc382688997]Výskyt kmenů Pseudomonas aeruginosa u hematoonkologických pacientů
U hematoonkoligických pacientů se v rámci celé České republiky vyskytují kmeny Pseudomonas aeruginosa především ve vzorcích z dolních cest dýchacích (23 %). Podíl výskytu těchto kmenů v hemokultuře je 13 % a v 7 % případů se vyskytují v moči hematoonkologických pacientů.
6.2.2 [bookmark: _Toc382688998]Vliv spotřeby karbapenemů na výskyt meropenem-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa
V poslední době dochází ke zvýšení spotřeby karbapenemů i zvýšenému výskytu meropenem-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa ve FNOL. Obě tyto zkutečnosti spolu statisticky korelují a spotřeba karbapenemů se tedy podílí na výskytu meropenem-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa. Jejich průměrný výskyt je v rámci FNOL 30 %.
6.2.3 [bookmark: _Toc382688999]Vliv spotřeby kolistinu na výskyt kolistin-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa
Ačkoli dochází k postupnému zvyšování spotřeby kolistinu ve FNOL, kolistin-rezistentní kmeny Pseudomonas aeruginosa se zde přestaly objevovat. Spotřeba kolistinu zde tedy nijak neovlivňuje výskyt kolistin-rezistentních kmenů Pseudomoans aeruginosa.
6.2.4 [bookmark: _Toc382689000]Antibiotický profil kmenů Pseudomonas aeruginosa, vývoj rezistence a možnosti léčby
Antibiotický profil izolovaných kmenů Pseudomona aeruginosa si s výjimkou piperacilin/tazobaktamu drží stejnou podobu. Podíl rezistentních kmenů právě k piperacilin/tazobaktamu rostl z 6 % na současných 37 %. Nejnižší výskyt rezistentních kmenů byl zaznamenén u amikacinu (5 %), nejvyšší u ciprofloxacinu (45 %) a meropenemu (43 %). U vybraných meropenem-rezistentních kmenů Pseudomonas aeruginosa nebyla zjištěna produkce metalo-beta-laktamáz, karbapenemáz nebo AmpC beta-laktamáz.
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Bakteriální rezistence se stala celosvětově významným problémem, který má přímý vliv na globální ekonomiku, ale zároveň i na jednotlivce. Medicínského významu nabývají zejména multirezistentní kmeny bakterií. Kmeny Pseudomonas aeruginosa a Bcc jsou dva zástupci nefermentujících mikroorganismů, primárně odolných k zevním podmínkám a schopné vyvolat těžká nozokomiální onemocnění pacientů v intenzivní péči. Jejich léčba je svízelná a v případě kmenů Bcc v současné době neexistuje vhodné doporučení k terapii.
V této práci bylo uvedeno a shrnuto několik zásadních poznatků o kmenech Bcc, které dosud nebyly známy, mění současné poznání a dále byly přineseny aktuální informace o výskytu a rezistenci kmenů Pseudomonas aeruginosa u vybraných skupin pacientů.
Kmeny Bcc se vyskytují jako etiologické agens HAP u pacientů v intenzivní péči. Mezi non-CF pacienty dominují kmeny Burkholderia multivorans. V podmínkách České republiky se vyskytují téměř výhradně u non-CF pacientů. Nejvíce ohrožení kmeny Bcc jsou pacienti starší 56 let, hospitalizovaní déle než 12 dní na JIP, kterým je v průběhu hospitalizace podávána antibioterapie. U pacientů jsou kmeny Bcc izolovány zejména z dýchacích cest pacienta. Mortalita pacientů hospitalizovaných na JIP s HAP způsobenou kmeny Burkholderia multivorans dosahuje hodnot 28 %.
Kmeny Burkholderia multivorans mají tendenci se šířit klonálně s tím, že v každém léčebném zařízení se vyskytuje jiný epidemický klon. Nejčastějším epidemickým klonem vyskytujícím se ve FNOL byl ST439, který se dále vyskytl i ve dvou jiných léčebných zařízeních České republiky. ST439 je výjimečný i tím, že byl popsán i na jiných světových kontinentech a z různých zdrojů.
Počet rezistentních kmenů Burkholderia multivorans je způsobena řadou mechanismů, mezi kterými dominuje mechanismus efluxu. Avšak nezdá se být nejdůležitějším mechanismem rezistence k antibiotikům, nepochybně se ale na vzniku rezistence spolupodílí. Enzymatická degradace antibiotik se dá předpokládat u beta-laktamových antibiotik, u kterých byly stanoveny hodnoty ECOFF. Honoty ECOFF byly stanoveny pro piperacilin, piperacilin/tazobaktam, cefotaxim, cefepim, meropenem a aztreonam a jedná se o první úspěšné stanovení těchto hodnot u kmenů Bcc. Jako nejvhodnější antibiotikem v terapii HAP způsobené kmeny Burkholderia multivorans se zdá být piperacilin/tazobaktam. Vzhledem k popsaným NWT kmenům, je zde však možnost selhání léčby, popřípadě šíření genů rezistence v populaci kmenů Burkholderia multivorans. Jako teoreticky možné se jeví i použití tigecyklinu, který u těchto kmenů dosahoval nejlepších výsledků in vitro.
Dosud se nepodařilo zodpovědět otázku, z jakého zdroje se šíří epidemické kmeny Burkholderia multivorans, ani co je toho příčinou, vyloučit však lze rostoucí spotřebu kolistinu.
Kmeny Pseudomonas aeruginosa jsou v rámci FNOL druhým nejčastějším původcem HAP u pacientů v intenzivní péči, přičemž jsou asociovány s pozdní formou HAP. Nicméně, téměř vždy se jedná o kmeny s jedinečným profilem a nejde tedy o šíření epidemických klonů. U hematoonkologických pacientů se kmeny Pseudomonas aeruginosa vyskytují především v materiálech z dýchacích cest.
Rezistence kmenů Pseudomonas aeruginosa k meropenemu se v rámci FNOL v poslední době zvyšuje, což pravděpodobně souvisí se zvyšující se spotřebou karbapenemů. Enzymatický mechanismus rezistence k meropenemu však nebyl prokázán a jedná se tedy nejspíše o rezistenci způsobenou poriny a efluxem. Naproti tomu, kolistin-rezistentní kmeny Pseudomonas aeruginosa se ve FNOL v podstatě přestaly vyskytovat i přes rostoucí spotřebu tohoto antibiotika a lze jej tedy použít v terapii vybraných infekcí způsobených multirezistentními kmeny Pseudomonas aeruginosa. Nejnižší výskyt rezistentních kmenů byl zaznamenán u amikacinu, který se tedy zdá být také vhodnou terapeutickou možností. Opatrnosti je však třeba dbát u piperacilin/tazobaktamu, meropenemu a ciprofloxacinu, jejichž použití lze doporučit až po zjištění antibiogramu konkrétního kmene Pseudomonas aeruginosa.
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Worldwide, bacterial resistance has become a significant problem having an impact on both global economics and individuals. In particular, multiresistant bacterial strains are of medical significance. Strains of Pseudomonas aeruginosa and Burkholderia cepacia complex (Bcc) are two representatives of non-fermenting microorganisms, primarily resistant to external conditions and capable of inducing severe nosocomial diseases in intensive care patients. Their treatment is arduous and, in case of Bcc strains, no adequate treatment recommendations are currently available.
The presented work provides and summarizes some essential facts about Bcc strains that have not been known and change the current knowledge. Also presented is current information on the prevalence and resistance of Pseudomonas aeruginosa strains in selected groups of patients.
Bcc strains have been implicated as etiological agents of hospital-acquired pneumonia (HAP) in intensive care patients. Among non-cystic fibrosis (CF) patients, the most prevalent species is Burkholderia multivorans, capable of causing severe disease in CF patients as well. Patients most at risk are those older than 56 years hospitalized in intensive care units (ICUs) for more than 12 days and receiving antibiotic therapy during their stay. In patients, Bcc strains are mainly isolated from the airways. The mortality of patients staying in ICUs due to HAP caused by Burkholderia multivorans strains is 28%.
Strains of Burkholderia multivorans tend to spread clonally, with various epidemic clones being found in different health care facilities. The epidemic clone most frequently detected in the University Hospital Olomouc (UHO) was ST439, also found in two other Czech health care facilities. ST439 is also exceptional in that it was reported in other continents and various sources.
Resistance of Burkholderia multivorans strains is caused by numerous mechanisms, the most prominent of which is the efflux mechanism. Although it does not seem to be the most important mechanism in resistance to antibiotics, it is undoubtedly involved in the development of resistance. Enzymatic degradation of antibiotics may be assumed in beta-lactam antibiotics for which epidemiological cut-off (ECOFF) values have been established. ECOFF values have been set for piperacillin, piperacillin/tazobactam, cefotaxime, cefepime, meropenem and aztreonam; this is the first time these values have been successfully determined in Bcc strains. The most suitable antibiotic for treating HAP caused by Burkholderia multivorans strains seems to be piperacillin/tazobactam. Given the reported non-wild type strains, however, treatment may fail or resistance genes may spread in the population of Burkholderia multivorans strains. Theoretically, tigecycline could be used as well as it was most effective against these strains in in vivo tests.
So far, neither the source of spread of Burkholderia multivorans strains nor its cause has been elucidated; however, an increasing consumption of colistin may be ruled out.
In the UHO, Pseudomonas aeruginosa strains are the second most frequent pathogen causing HAP in intensive care patients, being associated with late-onset HAP. These strains, however, nearly always have unique profiles, ruling out the spread of epidemic clones. In hemato-oncology patients, Pseudomonas aeruginosa strains are mainly observed in samples collected from the airways.
[bookmark: _GoBack]In the UHO, there has been a recent increase in resistance of Pseudomonas aeruginosa strains to meropenem which is very likely due to an increase in carbapenem consumption. However, most mechanisms of resistance to meropenem have not been proven and the resistance is thus most likely to be caused by porins and efflux. By contrast, colistin-resistant strains of Pseudomonas aeruginosa have in fact ceased to be present in the UHO despite increased consumption of this antibiotic agent; therefore, it may be used to treat selected infections caused by multiresistant strains of Pseudomonas aeruginosa. Since resistant strains were least prevalent in amikacin this drug appears to be an adequate therapeutic option. Piperacillin/tazobactam, meropenem and ciprofloxacin must be used with caution as these are recommended only after an antibiogram of a particular Pseudomonas aeruginosa strain is determined.
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3.0000000000000002E-2	6.0000000000000032E-2	0.12000000000000002	0.25	0.5	1	2	4	8	16	32	64	128	256	512	4	3	139	52	2	2	1	1	2	1	MIC (mg/l)

počet kmenů


cefepim	
3.0000000000000002E-2	6.0000000000000032E-2	0.12000000000000002	0.25	0.5	1	2	4	8	16	32	64	128	256	512	2	25	97	55	19	2	2	3	2	MIC (mg/l)

počet kmenů

meropenem	
3.0000000000000002E-2	6.0000000000000032E-2	0.12000000000000002	0.25	0.5	1	2	4	8	16	32	64	128	256	512	1	6	14	13	84	57	24	7	1	MIC (mg/l)

počet kmenů

aztreonam	
3.0000000000000002E-2	6.0000000000000032E-2	0.12000000000000002	0.25	0.5	1	2	4	8	16	32	64	128	256	512	12	143	16	3	3	3	2	1	2	MIC (mg/l)

počet kmenů

negativní kontrola	1 - 0 min  	2 - 2 min 7 s 	3 - 4 min 15 s 	4 - 6 min 24 s 	5 - 8 min 31 s 	6 - 10 min 39 s 	7 - 12 min 48 s 	8 - 14 min 56 s 	9 - 17 min 3 s 	10 - 19 min 11 s 	30.466666666666629	109.2	198.46666666666658	177.06666666666658	174.06666666666658	168	167.53333333333347	167.66666666666652	171.33333333333411	171.73333333333341	50 μg/l	1 - 0 min  	2 - 2 min 7 s 	3 - 4 min 15 s 	4 - 6 min 24 s 	5 - 8 min 31 s 	6 - 10 min 39 s 	7 - 12 min 48 s 	8 - 14 min 56 s 	9 - 17 min 3 s 	10 - 19 min 11 s 	33.266666666666325	117.33333333333294	203.73333333333341	203.06666666666658	205	203.46666666666658	210.66666666666652	208.46666666666658	207.53333333333347	207.13333333333341	100 μg/l	1 - 0 min  	2 - 2 min 7 s 	3 - 4 min 15 s 	4 - 6 min 24 s 	5 - 8 min 31 s 	6 - 10 min 39 s 	7 - 12 min 48 s 	8 - 14 min 56 s 	9 - 17 min 3 s 	10 - 19 min 11 s 	36.333333333333336	134.66666666666652	224.53333333333347	231.8	232.86666666666665	229.53333333333347	231.4	230.9333333333341	232.4	229.9333333333341	200 μg/l	1 - 0 min  	2 - 2 min 7 s 	3 - 4 min 15 s 	4 - 6 min 24 s 	5 - 8 min 31 s 	6 - 10 min 39 s 	7 - 12 min 48 s 	8 - 14 min 56 s 	9 - 17 min 3 s 	10 - 19 min 11 s 	28	127.33333333333294	194.66666666666652	193	197	192	188	195	191.66666666666652	189.33333333333411	čas

relativní fluorescence


2008 (n=79)	1-10	11-20	21-30	31-40	41-50	51-60	61-70	71-80	80+	4	4	3	3	8	5	26	12	14	2009 (n=93)	1-10	11-20	21-30	31-40	41-50	51-60	61-70	71-80	80+	5	6	7	11	5	11	23	18	7	2010 (n=115)	1-10	11-20	21-30	31-40	41-50	51-60	61-70	71-80	80+	3	2	8	4	8	19	25	32	14	2011 (n=95)	1-10	11-20	21-30	31-40	41-50	51-60	61-70	71-80	80+	2	1	5	4	8	15	32	20	8	Věk pacientů

Počet pacientů
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