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Sledovani a detekce kmenti Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae
s produkci ESBL v Nemocnici Prachatice, a. s. v obdobi 2014-2018.

Abstrakt

Bakteridlni rezistence a jeji stale se zvySujici narist je velmi zdvaznym problémem
rozSitenym po celém svété. Nekteré bakterie jsou rezistentni pfirozené, nékteré vsak
rezistenci ziskavaji. Proto se mizeme setkat s bakterii, ktera byla piivodn¢€ antibiotiky bez
problémi znicena, ale v pribéhu casu, diky komunikaci mezi riznymi bakteridlnimi
druhy a ptredavani si informaci vV podobé rtiznych mutaci a také ¢asto i nespravnému
podani antibiotik a ptusobeni selekcniho tlaku, se stane bakterii rezistentni na urcita
antibiotika. Jednim typem takto ziskané rezistence je produkce Sirokospektrych
beta-laktamaz typu ESBL.

Cilem této prace je zjistit zastoupeni a vyvoj produkce ESBL u kmenti Escherichia
coli akment Klebsiella pneumoniae, jakozto nejcastéjSich producenti téchto
Sirokospektrych beta-laktamaz, na jednotlivych nemocni¢nich oddélenich a v rtiznych
typech klinického materidlu v ¢asovém useku 5 let. Prace je také zaméfena na vyvoj
antibiotické rezistence rovnéz v Casovém useku 5 let.

Sbér dat a metodické provedeni probihalo na Oddéleni 1ékaiské mikrobiologie
v Nemocnici Prachatice, a.s. Pro urCeni mikroba byla pouzita komeréni souprava
ENTEROtest 24 N a INDOL test. Pro stanoveni citlivosti k antimikrobialnim latkam byla
pouzita diskova difuzni metoda a metoda stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace.
Pro detekci ESBL byl pozit komercni set MASTDISC AmpC a ESBL (D68C).

Bylo zjisténo ze, téméf kazdym rokem (kromé 2016) se pocet kment Escherichia
coli s produkci ESBL a kment Klebsiella pneumoniae s produkci ESBL zvysoval. Bylo
také zjiSténo, ze nejveétsi pocet producenti ESBL byl zachycen u kmenu Klebsiella
pneumoniae. Dale byly producenti ESBL rozdéleni podle nemocni¢nich oddéleni, kde
byl zjistén u obou producentti nejéastéjsi vyskyt ESBL na internim oddéleni. Dale bylo
provedeno rozdeleni producenti ESBL podle zachytu v riznych typech klinického
materidlu, kde u obou mikrobii byl nejvetsi zachyt v moci. Diky této skuteCnosti byl
zjistén vyvoj antibiotické rezistence u obou mikrobli v Casovém useku 5 let pravé
ve vzorcich moci.

Pti sledovani vyvoje antibiotické rezistence V ¢asovém useku 5 let nebyl zjistén
U jednotlivych antimikrobidlnich latek vyrazny nartst rezistentnich kmeni. Pouze

u cefalosporinti 3. generace byl zaznamenan jisty nartist rezistence témeét kazdym rokem



u obou mikrobu. Konkrétné u izolatt Escherichia coli se procentualni pocet rezistentnich
kmenti na tato antibiotika zvysil z 6 % na 9 % a u izolati Klebsiella pneumoniae se zvysil
z 29 % na 33 %.

Klicova slova
Bakterialni rezistence; beta-laktamova antibiotika; Sirokospektré beta-laktamazy ESBL;

Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae



Monitoring and detection of Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae strains with Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL)
production in Hospital Prachatice, a. s. in 2014-2018.

Abstract

The ever increasing resistance of bacteria is a grave issue world-wide. Some bacteria
are resistant naturally but for other resistance is acquired. As a result, we can encounter
bacterium that would formerly be quite easily killed by administering antibiotics but, in
the course of time, as a result of, for example, communication between various bacteria
species and strains in the form of various mutations and, frequently, after the
administration of incorrect antibiotic and the effects of selective antibiotic pressure, the
same bacterium becomes resistant to antibiotics. One of the types of such acquired
resistance is the production of broad-spectrum beta-lactamases ESBL.

The objective of this thesis is to establish the representation and development of
ESBL production in Escherichia coli strains and Klebsiella pneumoniae strains as these
make the most frequent producers of these broad-spectrum beta-lactamases, in certain
hospital departments and in various types of clinical materials over the period of 5 years.
In addition, the thesis focuses on the development of antibiotic resistance, accordingly,
over the 5 year period.

Data gathering and utilization of methods took place at the Medical Microbiology
Department of the Prachatice Hospital (Nemocnice Prachatice, a.s.). To identify
microbes to a more precise level, the commercial set ENTEROtest 24 N and INDOL test
were used. The disk diffusion method and method for determining the minimum
inhibitory concentration were used to determine sensitivity to antimicrobial agents. The
commercial set MASTDISC AmpC and ESBL (D68C) were used to detect ESBL.

The outcomes indicated that the number of Escherichia coli strains producing ESBL
and Klebsiella pneumoniae strains producing ESBL grew almost each year (with the
exception of 2016). The outcomes also indicated that the greatest number of ESBL
producers were found with Klebsiella pneumoniae strains. Furthermore, the ESBL
producers were grouped depending on hospital departments in which most frequent
occurrences were found; the most frequent ESBL occurrence of both producers was found
in the department of internal medicine. Additionally, the ESBL producers were grouped
based on capture in various types of clinical materials; the greatest quantities of both

microbes were found in urine. Based on these findings, the development of antibiotic



resistance for both microbes over the period of 5 years was analyzed on samples of urine.

When monitoring antibiotic resistance development, no considerable growths in
bacterial strains resistant to individual anti-microbial agents was found over the 5 year
period. Only for 3rd generation cephalosporins, there was a certain growth in resistance
detected almost every year for both microbes. Namely, Escherichia coli isolates showed
a growth from 6 % to 9 % and Klebsiella pneumoniae isolates showed a growth from

29 % to 33 % in the percentual quantity of strains resistant to these antibiotics.
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1. Uvod

Antibiotika jsou dnes v klinické praxi rutinné vyuzivana piedev§im pro Iécbu
bakteridlnich infekei. V pribehu let, ale zejména v soucasné dobé, diky jejich masivnimu
pouzivani doslo k tomu, ze bakterie si vyvinuli své vlastni ochranné mechanismy, které
jim umoznuji prezit utok konkrétniho antibiotika a stavaji se pak vii¢i nému rezistentni.
Pokud je bakterie rezistentni k urcité skupiné antibiotik, velice Casto také ziskava
rezistenci i k dal$im skupinam antibiotik, coz piedstavuje velkou hrozbu v 1é€bé infekci,
zpusobenych praveé témito multirezistentnimi kmeny.

Jednou z moznych typt rezistence piedstavuji tzv. Sirokospektré beta-laktamazy
s rozSifenym spektrem Uc¢inku, oznaCované jako ESBL. Jejich nejcetngjsi vyskyt je
zaznamenan u Celedi Enterobacteriaceae, hlavné u gramnegativnich tyéek kment
Escherichia coli a kmenu Klebsiella pneumoniae, které patii i s dalSimi zastupci této
celedi také mezi obavané multirezistentni kmeny bakterii.

Bakterie produkujici ESBL piedstavuji celosvétove stale se zvySujici problém, a to
zejména diky jejich schopnosti hydrolyzovat beta-laktamova antibiotika, ktera se pak
stavaji nefunk¢énimi. Diisledkem toho dochazi k selhani antimikrobidlni terapie. Nastavaji
komplikace v 1é¢bé a s tim také spojené i zvySené naklady na 1é€bu a Castéj$i umrti. Dalsi
dopad spojeny s inaktivaci této skupiny antibiotik je zpozdéné podani skute¢né uc¢inného
antibiotika. Zakladni problém, souvisejici s ¢im dal ¢ast&jsim vyskytem ESBL, je rovnéz
naduzivani Sirokospektrych antibiotik, pfedevSim cefalosporinti 3. generace.

Nedilnou soucasti je 1 Sifeni ESBL pozitivnich bakterii, pfedev§im v nemocnicnich
zafizenich, kde mohou zplsobit u hospitalizovanych pacientli vazné a obtizné 1écené
infekce, jelikoz se vétSinou jednd o kmeny multirezistentni. V tomto sméru by mél byt
kladen velky diiraz na hygienu, volbu dezinfekénich prostredki, likvidaci potencialné
infekéniho materidlu,... Spravnym dodrZzovanim hygienickych piedpisi a opatieni

na piislusnych odd¢lenich je mozno pfispét k zamezeni Sifeni tohoto typu rezistence.
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2. Teoreticka ¢ast

2.1 Rod Escherichia

Patti do ¢eledi Enterobacteriaceae a je tvofen gramnegativnimi rovnymi ty¢kami,
které se mohou vyskytovat jednotlivé a ve dvojicich. VétSina kment je pohyblivych diky
pritomnosti bic¢iki. Kultivuji se na béznych ptadach pii teplot¢ 37 °C. Biochemicka
aktivita se vyznacuje $tépenim glukédzy a laktézu s produkci plynu, tvoii indol a nestépi
mocovinu (Sedlacek, 2007).

Nejznaméjsim mikrobem patfici do tohoto rodu je Escherichia coli (Pfiloha ¢. 4).
Svij nazev ziskala po svém objeviteli, rakouském Iékati a bakteriologovi, jménem

Theodor von Escherichia v roce 1885 (Votava, 2003).
2.1.1 Vztah s makroorganismem

U zdravych lidi tvoifi béznou soucast stfevni mikroflory. Ve vztahu
s makroorganismem je Escherichia coli komenzal, ¢aste¢né saprofyt a také symbiont.
Symbioticky vztah spoéiva v moznosti bakterie produkovat tzv. koliciny, které jsou
pro nékteré jiné bakterie toxické. Escherichia coli je tudiz timto zplisobem schopna
znemoznit prinik patogend. Muze se jednat i o pfimou prospésnost, jako je tvorba

vitaminu K (Votava, 2003).
2.1.2 Patogenita

Escherichia coli se fadi mezi podminéné (oportunné) patogenni. Mimo stfevo je
patogenni skoro vzdy, ovSem ve stievé je patogenni pouze, pokud kmen obsahuje
specifické faktory virulence. Mezi stfevni patogenni kmeny jsou zafazeny
EPEC (enteropatogenni), = ETEC  (enterotoxigenni), = EIEC  (enteroinvazivni),
STEC (shigatoxigenni), DAEC (difuzné adherentni) a EAggEC (enteroagregativni).
Mimo stfevo se vyskytuji patogenni kmeny UPEC (uropatogenni). Obecné lze fici, Ze

Escherichia coli tvoti az 80% moznych mocovych infekci (Votava, 2003).
2.1.3 Klinicky vyznam

Kmeny Escherichia coli, produkujici enterotoxiny a jiné faktory virulence, jsou
Castymi ptivodci priijmovych onemocnéni. Déle tento druh je také vyznamnym piivodcem
mocovych infekci a nozokomidlnich infekci. Oportunné patogenni kmeny se vyskytuji

nejcastéji ve spojitosti s infekcemi riznych ran (Sedlacek, 2007).
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2.2 Rod Klebsiella

Patti do ¢eledi Enterobacteriaceae a je tvofen gramnegativnimi rovnymi ty¢kami,
které¢ se mohou vyskytnout bud’ jednotlivé, ve dvojicich nebo kratkych fetizcich.
Charakteristickym znakem mutze byt pouzdro, které zplsobuje mukozni vzhled
narostlych kolonii a také nepohyblivost bakterie. Kultivace probih4 na béznych pidach
pti teploté 37 °C. Biochemické vlastnosti jsou u toho druhu fermentace glukozy za tvorby
plynu a cukernych alkohold, netvoii indol (kromé Klebsiella oxytoca) a vétSina druht
$té€pi mocovinu (Sedlacek, 2007).

Klebsiella ziskala sviij nazev po némeckém lékafi Edwinu Klebsovi v roce 1883.
Objevena a izolovana byla vtémze roce, ovSem berlinskym patologem Carlem
Friedldnderem. Mezi nejbéznéjsi druhy se fadi Klebsiella pneumoniae (Piiloha ¢. 5)

a Klebsiella oxytoca (Votava, 2003).
2.2.1 Vztah s makroorganismem

Pusobi jako stfevni komenzaly a tvoii béznou soucast sttevni mikroflory. Stejné jako
Escherichia coli se fadi mezi oportunné patogenni. Vyskytuje se také bézné v dychacich
cestach (Sedlacek, 2007).

2.2.2 Patogenita

Pro tento rod jsou vyznamné manodza senzitivni fimbrie, které¢ plni svou funkci
pti adhezi bakterie k povrchim. Déle pak ptitomnost polysacharidového pouzdra piinasi
bakteriim urcitou vyhodu, ale i nevyhodu. Kmeny bez pouzdra se vyznacuji tim, Ze jejich
schopnost adheze na epitelie stteva nebo mocoveého mechyie je vyssi nez u opouzdienych
kment. OvS§em naproti tomu kmeny opouzdiené ziejmé potlacuji imunitni odpovéd’ jako

naptiklad tim, Ze dochazi k produkci IL-6 a TNF (Votava, 2003).
2.2.3 Klinicky vyznam

Klebsiella je druhym nej¢astéjsim pivodcem infekci mocovych cest. Je také znama
tim, Ze se velice Casto uplatiiuje u nozokomidlnich infekei, které jsou vétSinou pticinou
sepse a jsou velmi obtizn¢ 1€Citelné, protoze pravé nemocni¢ni kmeny jsou Casto nositeli
sirokospektrych beta-laktamaz. Mize také zpisobit infekce dychacich cest, kdy se
obvykle jedna o0 pneumonie Srychlym nastupem infekce. Ta se vyznacuje
charakteristickym cervenohnédym sputem. V jinych ptipadech mlze zptisobit az plicni

abscesy (Votava, 2003).
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2.3 Rezistence k antibiotikiim

V soucasné dob¢ patii rezistence k antibiotikim k velmi zavaznym problémim a je
pravdépodobné, ze v nedaleké budoucnosti nastanou situace, kdy i bézna infekce se stane
obtizn¢ nebo zcela nelécitelnd (Nyc¢, 2017).

Antibiotickd rezistence je pfirozeny jev, ke kterému dochézi, jakmile jsou
mikroorganismy vystaveny pusobeni antibiotik. Vlivem selek¢niho tlaku antibiotik jsou
citlivé bakterie inhibovany, zatimco bakterie rezistentni maji vétsi Sanci piezit a mnozit se
(Prestinaci et al., 2015).

Pokud pfrestane puasobit selekéni tlak, rezistentni kmeny mohou byt postupné
zniCeny, diky pfitomnosti a konkurenci ptivodnich tzv. wild bakterii, které tvoii béznou
mikrofloru. Jak rychle bude dochéazet k eliminaci poctu rezistentnich kment, zavisi
ovsem na tom, o kolik budou mit tyto kmeny v disledku rezistence snizenou celkovou
zdatnost zvanou fitness (Benes, 2018).

Vyznamnym nebezpecim zpisobenym rezistenci je vznik patogennich bakterii, které
byly ptivodné zcela medicinsky nevyznamné. Nejvétsi problém piedstavuji s tim spojené
nozokomialni infekce u oslabenych pacientt, kteti pfi pobytu a 1é¢bé v nemocnici mohou
ziskat tyto rezistentni bakterie. VEtSinou jsou velmi obtizné 1€¢itelné kviili multirezistenci
bakterii a pfimo ohrozuji zivot pacienta. Celosvétove se vyskytly opodstatnéné obavy
ze ztraty ucinnosti antimikrobidlnich latek a vyrazné se také zvysily naklady praveé
na 1écbu infekci, zptisobené rezistentnimi kmeny (Rozsypal, 2015).

Ke zvySeni odolnosti bakterii k antibiotikim pfispiva jednak jejich nadmérné
uzivani, nevhodné pouziti ¢i nedostate¢né davkovani. Z toho vyplyva, ze by se tyto léky
mély indikovat zcela cilené a nejlépe na podkladu mikrobiologického vysetieni, diky
kterému ziska klinik uréeného pivodce infekce (Prestinaci et al., 2015).

V soucasné klinické praxi vSak stdle misto cilené 1écby prevlada zcela opacny
pfistup, zvany empiricky. Ten spociva v aplikaci antibiotik bez laboratorniho podkladu,
tedy bez konkrétniho mikrobiologického vySetifeni. Vybér konkrétniho 1éku se pak tidi
jen podle charakteristickych klinickych piiznakt. Ne vzdy se vSak jedna o jasnou
etiologii. V téchto pripadech se podavaji Sirokospektra antibiotika, ktera maji mimo jiné

velmi vyznamny vliv na vzniku a $ifeni rezistence (Bauer et al., 2011).
2.3.1 Prirozena rezistence

Pfirozena rezistence, jinak zvana také vrozena ¢i primarni, je urcena strukturou

bakterialni bunky. Builka s pfirozenou rezistenci nemd transportni systém, ktery
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by umoznil dopravit antibiotikum do konkrétni buiky. Dalsi pfic¢inou nefunkénosti
antibiotika muze byt neptitomnost cilové struktury bakterialni buiiky, na kterou ptisobi.
Bunécna sténa nékterych bakterii mtize byt také pro antibiotika nepropustna, coz je dalsi
Z moznosti piirozené rezistence (Schindler, 2014).

Pfirozenou rezistenci via¢i penicilinu, makrolidim a linkosamidim maji
gramnegativni stfevni ty¢ky. Naptiklad Klebsiella pneumoniae je primarné rezistentni
k ampicilinu (Votava, 2001).

2.3.2 Ziskana rezistence

Ziskana rezistence, jinak zvana také sekundarni, predstavuje velkou hrozbu, protoze
stale vice ptibyva lékatsky vyznamnych rezistentnich bakterii. Tato rezistence spociva

Vv tom, ze kmen, ktery byl ptivodné citlivy, se stane k antibiotiku necitlivy (Votava, 2005).
2.4 Mechanismy rezistence

Bakterie vyuzivaji rizné mechanismy, které jim umoziuji stat se rezistentnimi

k antibiotikiim. Vybrala jsem 4 zasadni mechanismy.
2.4.1 Enzymaticka inaktivace antibiotika

Mnoho bakterii produkuje enzymy, které nevratné modifikuji a inaktivuji
antibiotika. Mezi vSemi enzymy majici tuto schopnost, patii také beta-laktamazy. Tyto
enzymy hydrolyzuji beta-laktamovy kruh, ktery je soucasti vSech beta-laktamovych
antibiotik, a tim se tato antibiotika stavaji neucinna (Jacoby a Munoz-Price, 2005).

Dal8i moZnosti miize byt pfipojeni rtiznych postrannich skupin napt. acetylace
¢i fosforylace aminoglykosidu (Benes, 2018).

Tento mechanismus se vyskytuje velice Casto, jelikoZ se jedné o velmi u¢inny zptisob
dosazeni rezistence. U¢innost spodiva v jediné molekule enzymu, ktera dokaze rychle
inaktivovat velké mnozstvi molekul antibiotika. Dalsi vyhodou je snadné §ifeni rezistence

mezi bakteriemi (Benes, 2018).
2.4.2 SniZeny prijem antibiotika nebo jeho aktivni transport z bunky

Pomoci téchto mechanismi dochazi ke zméné propustnosti bakteridlni membrany
nebo membranové pumpy. Oba tyto zpusoby vedou ke sniZzeni mnozstvi antibiotika
Vv bakterialni bunce (Benes, 2018).

Dilezitou bariéru piedstavuje membrana gramnegativnich bakterii. Jeji vnitini

vrstva je tvofena fosfolipidy a vnéjsi vrstva obsahuje lipopolysacharid. Obecné tato
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membrana chrani bakterie pfed pronikdnim rbaznych latek. Hlavni roli zde hraji
transmembranové proteiny zvané poriny, coz jsou jakési kanalky, pfes které mohou
prochazet hydrofilni molekuly antibiotik. Zména propustnosti membrany souvisi tedy
jednak poriny a jednak se strukturnimi zménami lipopolysacharidu. Mnozstvi antibiotika,
které se do bunky mize dostat, vyrazné ovliviiuje snizeni poctu, zména velikosti
¢i propustnosti porint (Kumar a Schweizer, 2005).

V roce 2005 byla napft. zjiSténa rezistence k cefoxitinu a ceftazidimu u kment
Klebsiella pneumoniae a kment Escherichia coli pravé diky ztraté porinu, konkrétné
porinu Omp K35 (Ananthan a Subha, 2005).

V aktivnim transportu antibiotika z bakteridlni bunky je dulezitd ptritomnost
tzv. efluxnich systému. Téchto systému vyuZzivaji bakterie k odéerpavani nezadoucich
latek (antibiotika) z buniky proti koncentra¢nimu gradientu, coz je pro bunku velmi
energeticky narocné. Efluxni pumpy zajistuji likvidaci molekul antibiotika, které se
dostaly do bunky. Jejich kapacita je vSak omezena, tzn. Ze mohou z bakterialni bunky
odcerpat pouze urcité mnozstvi antibiotika za dany ¢as. Z toho vyplyvéa hlavni tloha
celého mechanismu, kterd je snizovani koncentrace antibiotika v bakteridlni buiice.
Vyhoda efluxnich pump je takova, Ze jsou schopné odCerpat z buniky i nékolik druha
nezadoucich molekul. Timto zplisobem se stavaji bakterialni buitky odolné proti nékolika

riznym druhtim antibiotik (Benes, 2018).
2.4.3 Modifikace cilového mista

U tohoto mechanismu je dilezita schopnost bakterii zménit struktury, na které se
antibiotika vazou. Miizou to byt enzymy, ribozomy nebo stavebni latky bunécné stény.
Pokud vznikne takto modifikované cilové misto, antibiotikum k nému ztrati afinitu
a bakterialni bunku nezabije (Benes, 2018).

Zména cilového mista mize byt zpiisobena napi. mutacemi v genech, které koduji
ribosomalni RNA. Tim zplsobuji rezistenci napf. tetracyklinli a makrolidi. DalSim
prikladem je rezistence k beta-laktamtm, ktera je zpisobena mutaci gent, jejichz
produkty se podileji na syntéze peptidoglykanu. Také byla popsana rezistence
k chinolonim, ktera mtize byt zptisobena mutaci v cilovych mistech DNA gyrazy. Muze
byt ale také vyvoldna syntézou peptidu Qnr, ktery chrani DNA gyrazu ptfed navazanim

antibiotika (Urbaskova et al., 2012).
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2.4.4 Nahrada zablokované metabolické drahy

Tento mechanismus spociva v zablokovani néjaké metabolické drahy a vyuziti jiné
drahy zvané alternativni. Muze nastat piipad, kdy antibiotikum zablokuje bakteriim
nekterou z dulezitych metabolickych drah. Bakterie jsou vSak schopné branit se tim, ze
vyuzivaji alternativni drahy. Ty jsou sice nékdy mén¢ vykonné, ale bakteriim zcela staci
pro zivot. Napf. u enterokokt je popsana kompenzace ti¢inku sulfonamidi. Sulfonamidy
blokuji enterokoklim syntézu kyseliny tetrahydrolistové. OvSem tyto bakterie jsou
schopné zacit vyuzivat kyselinu listovou, které je v lidském téle dostatek, coz predstavuje

alternativni drahu (Benes, 2018).
2.5 Geneticka podstata rezistence

Bakterie maji pozoruhodnou genetickou variabilitu, kterd jim umoziuje reagovat
na Sirokou $kalu environmentalnich vlivili, jako jsou praveé i molekuly antibiotik, které
jejich existenci mohou ohrozit. Bakterie vyuzivaji dvé hlavni genetické strategie,
aby odolaly antibiotickému ttoku. Prvni z nich jsou mutace v genech a druhou strategii
je horizontalni pfenos gend (Munita a Cesar, 2016).

U celedi Enterobacteriaceae, kam patii i Klebsiella pneumoniae a Escherichia coli,
je vysoka rezistence k antibiotikim zplsobena mutacemi chromozomalnich gent,
schopnosti sdilet geneticky material a pfitomnosti mobilnich genetickych elementt.
Nejvyznamnéjsi pro Sifeni rezistence jsou prave tyto mobilni genetické elementy, které
jsou zodpovédné za zachycovani rezistentnich genil z chromozom riznych bakteridlnich

druhi a jejich pfesunu mezi molekulami DNA (Partridge, 2015).
2.5.1 Mutace

Obecny vyznam mutace je mozné chapat tak, Ze se z bézné citlivé bakterie stane
pravé diky néjaké mutacni zmeéné tzv. rezistentni mutant. Bakterie, u kterych se vytvoii
mutace v genech, ziskavaji jakousi vyhodu pro preziti. Tato vyhoda spociva v jejich
preziti v pfitomnosti antimikrobialni latky. D4 se fici, Ze mutace vedouci k bakterialni
rezistenci méni ucinek pisobiciho antibiotika (Munita a Cesar, 2016).

K mutacim mtZe dochdzet zcela spontdnné, a to pifi déleni bun€k. Pocet mutantt,
tedy vzniklych rezistentnich bakterii, je ptiblizné 108, Pfedpokladejme, ze v 1 ml kultury
Escherichia coli, je 10° citlivych bunék. Z toho vyplyva, Ze 10 bunék bude rezistentnich
(Schindler, 2014).
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2.5.2 Horizontilni pienos geni

K horizontalnimu pfenosu genti dochazi pfes mobilni genetické elementy, mezi které
patii plazmidy, transpozony a integrony. Tyto elementy jsou schopné pienaset genetickou
informaci z jedné bakterie do druhé. Dokazi ale také pfenaSet geny i v ramci jedné buniky
napf. mezi chromozomem a plazmidem (Bennett, 2008).

K tomuto typu pienosu rezistence muze dojit tfemi zpdsoby. Prvnim z nich je
konjugace. Tento mechanismus je zprostiedkovan pomoci charakteristického vybézku
cytoplazmy, zvaného sex pilus nebo F pilus. Jedna se o pfimy ptfenos genetické
informace. Druhou mozZnosti je transdukce. Zde ma hlavni tlohu bakteriofag (virus
napadajici bakterie), diky némuz dojde k pfenosu genetické informace do bakterialni
bunky. Jak velky fragment DNA bude pfenesen, zaleZi na velikosti viru. Poslednim tfetim
mechanismem je transformace. Jedna se o schopnost bakterii, ziskat DNA pfimo z okoli,
nejCastéji z mrtvych bakterii. Cilem je snaha bakterie ziskat z okolniho prostiedi

nukleotidy, jinymi slovy ziskat hotové substraty pro syntézu své DNA (Benes, 2018).
2.5.3 Multirezistence

Pod pojmem multirezistence (z anglického MDR, multidrug resistance) si miizeme
piredstavit bakterii, ktera je necitliva alespon k jednomu antibiotiku ze tfi riznych skupin
antibiotik. Typickym piikladem je kmen Pseudomonas aeruginosa, ktery spliiuje
pozadavky na multirezistenci tim, Ze je necitlivy k imipenemu (skupina karbapenemtu),
ceftazidimu (cefalosporin) a k ciprofloxacinu (fluorochinolon) (Benes, 2018).

Multirezistentni kmeny bakterii jsou povazovany za jednu z nejvétSich soucasnych
hrozeb pro lidstvo. Velmi €asto jsou plivodci nozokomidlnich nédkaz. Z toho vyplyva, ze
infekce zplsobené témito rezistentnimi kmeny, jsou spojeny se zvySenou morbiditou
(nemocnosti), mortalitou (Umrtnosti) a také se zvySujicimi naklady na zdravotni péci
auzivani antibiotik. Nejvétsi hrozbu predstavuji bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae,
a to kvuli jejich, ¢im dal ¢astéjsi, produkci beta-laktamaz s rozsifenym spektrem ucinku

(Van Duin a Paterson, 2016).
2.6 Beta-laktamova antibiotika

Tato skupina antibiotik pfedstavuje nejCastéji pouzivand léciva v praxi. Jejich velka
vyhoda spocivad v Gc¢innosti a vlastnostech, jako napt. baktericidni u€inek a minimalni
toxicita. Jsou velmi Casto aplikovéana jak u komunitnich, tak i nozokomialnich infekeci.

Jejich spektrum ucinku je Siroké, protoze zahrnuje grampozitivni i gramnegativni
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bakterie. Zakladni strukturni slozkou je Ctyf¢lenny beta-laktamovy kruh, ktery je
zodpovédny za antibakteridlni uclinek vSech téchto antibiotik. Podle rozdilnosti
molekularnich struktur se rozlisuji 4 skupiny: peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy,
karbapenemy. V posledni dobé&, kvili velmi ¢asté aplikaci téchto antibiotik, doslo
K vyznamnému rozSifeni bakteridlnich ~mechanismi, zpusobujicich rezistenci
k beta-laktamtiim. Z téchto mechanismu jsou nejdilezitéjsi Sirokospektré beta-laktamazy

typu ESBL, zptsobujici rezistenci k zminénym antibiotikim (Htoutou Sedlakova, 2012).
2.6.1 Peniciliny

Peniciliny jsou ziskavany nejéastéji z plisn¢ Penicillium chrysogenum. Mohou byt
vSak také ziskany i zjinych plisni. VSechny ovSem musi byt schopné produkovat
kyselinu 6-aminopenicilanovou. Ta je zde dulezita, protoze v jeji molekule je obsazen
beta-laktamovy kruh, ktery je konjugovan s thiazolidinovym péti¢lenym kruhem. Tato
antibiotika se vyznacuji velmi nizkou toXicitou, vysokou t¢innosti a dobrou pronikavosti
do télnich tekutin a tkani. Rozdéluji se do nékolika skupin, které se 1iSi svou Sifi
antibakterialniho spektra a jak moc jsou stabilni vic¢i nizkému pH a beta-laktaméazam.
Mezi nejznaméjsi penicilinova antibiotika se fadi penicilin G (benzylpenicilin),
penicilin V, oxacilin, ampicilin, amoxicilin a piperacilin (Votava, 2001).

Ampicilin, amoxicilin, piperacilin a tikarcilin mohou byt uzivany také jako
kombinované 1éky s inhibitory beta-laktamaz (budou popsany nize). Aplikuji se
pii zavaznych infekcich, které jsou zpusobené enterobakteriemi nebo penicilin-

rezistentnimi stafylokoky (Drawz a Bonomo, 2010).
2.6.2 Cefalosporiny

Pliseni Cephalosporium acremonium produkuje cefalosporin C, ktery sam o sobé
neni pro terapeutické ucely dostate¢né silny. MiiZze vSak byt pfeménén na kyselinu
7-aminocefalosporanovou, ktera jiz tvofi zaklad vSech cefalosporinii. Spektrum ucinku
téchto antibiotik je velmi Siroké, protoZe se vyuzivaji jak pro 1écbu infekci zptisobenych
grampozitivnimi bakteriemi, tak 1 pro infekce zplisobené gramnegativnimi bakteriemi
(Hardianto et al., 2016).

Pravé diky spektru ucinku jsou cefalosporiny rozdéleny do péti generaci. Plati Ze,
¢im vyssi je Cislo generace, tim se zhorSuje ucinnost piislusnych antibiotik proti
grampozitivnim bakteriim, ale ucinnost proti gramnegativnim mikrobim se zvysSuje

(Lincové a Farghali, 2007).
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Je zndmo, ze cefalosporiny vyssich generaci jsou velice finan¢né naro¢na antibiotika

(Votava, 2001).
2.6.2.1 1. generace

Antibiotika patfici do této generace maji spektrum uclinku pokryvajici
grampozitivni koky, vcetné viridujicich streptokokti, hemolytickych streptokoku
skupiny A a Staphylococcus aureus. Velmi dobie také plisobi na gramnegativni bakterie
rodu Escherichia, Klebsiella a Proteus. Nepusobi na enterokoky a meticilin-rezistentni
Staphylococcus aureus, stejné jako vSechny ostatni cefalosporiny (Papadakis et al., 2018).

Pro peroralni podani se pouziva cefalexin a cefadroxil (Duracef). U injekéni aplikace

je to cefalotin a cefazolin (Vulmizolin) (Votava, 2001).
2.6.2.2 1. generace

Druhd generace cefalosporinli pisobi proti dal§im gramnegativnim bakteriim, jako
jsou Haemophilus influenzae (véetné kmend, produkujicich beta-laktamazu), Moraxella
catarrhalis a zastupce anaerobnich mikroorganismt Bacteroides fragilis. Jak jiz bylo
popséno vyse, U¢innost na grampozitivni koky je nizsi, nez uz prvni generace. Peroralné
se vyuziva cefuroxim axetil, ktery se po absorpci deesterifikuje na cefuroxim. Ma delsi
biologicky polocas, ktery umoziiuje davkovani dvakrat denné€ a absorpce se zvySuje, kdyz
se uziva s jidlem (u mnoha jinych peroralnich antibiotik tomu tak neni). Parenteralné se

vyuziva cefuroxim, cefoxitin, cefamandol a cefamycin (Papadakis et al., 2018).
2.6.2.3 111. generace

Cefalosporiny tfeti generace maji jeSté vice rozSifené spektrum a vétsi ucinnost
na gramnegativni bakterie. Perordlné se podava cefixim, cefpodoxim a ceftibuten.
Parenteralné se vyuziva cefotaxim, ceftazidim, ceftizoxim, ceftriaxon a cefoperazon.
Ceftazidim je unikdtni mezi témito cefalosporiny tim, Ze je G¢inny proti Pseudomonas
aeruginosa a rodim Acinetobacter, Citrobacter a Enterobacter (Papadakis et al., 2018).

Cefoperazon je také ucinny proti Pseudomonas aeruginosa, ale méné stabilni k beta-
laktamazam. Proto je pouzivan v kombinaci s inhibitorem beta-laktamaz sulbaktamem,
nazvanym co-cefoperazon (Sul-perazon). Jeho plsobeni je u¢inné také na acinetobaktery
(Votava, 2001).

Z dat uvedenych ve zpravé Evropské sit€¢ pro sledovani antimikrobialni rezistence
(EARS-Net) se uvadi, ze vroce 2017 bylo zaznamenano v Evropé 14,9 % kment

Escherichia coli rezistentnich k cefalosporinim 3. generace (Ptiloha ¢. 12). U kmeni
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Klebsiella pneumoniae bylo zaznamenano 31,2 % rezistentnich k cefalosporinim
3. generace (Pfiloha ¢. 13). Celosvétovy trend je tedy takovy, Ze pievazuji spiSe
rezistentni kmeny Klebsiella pneumoniae. Ceska republika je rovnéZz zapojena
do projektu Evropské surveillance antibiotické rezistence, kde je také sledovana
rezistence k cefalosporintim u jiz vy$e zminénych kment. V Ceské republice v roce 2017
bylo zaznamenano 53,2 % rezistentnich kment Klebsiella pneumoniae k cefalosporinim
3. generace a 14,2 % u kmenu Escherichia coli (Surveillance of antimicrobial resistance

in Europe..., 2018).
2.6.2.4 V. generace

Cefalosporiny této generace jsou velmi dobfe stabilni k beta-laktamazam.
V porovnani se vSemi ostatnimi cefalosporiny, maji lepSi ucinek na grampozitivni
mikroorganismy, zejména stafylokoky. Proto se mohou vyuzit i k 1écbé smiSenych
infekci, zpusobenych jak grampozitivnimi, tak gramnegativnimi bakteriemi. Jejich
podani je pouze parenteralni. K dispozici jsou dva druhy antibiotik, a to jsou cefpirom
a cefepim (Votava, 2001).

2.6.2.5 V. generace

Patou generaci tvoii dva cefalosporiny, a to ceftobiprol a ceftarolin. Jsou podavany
pouze parenteralné a vyuzivaji se pro 1é¢bu infekci, zpisobenych bakterii meticilin-
rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA). Tato antibiotika jsou schopna vazat nativni
PBP2a, coz je protein vazajici penicilin, kddovany genem mecA, ktery je zodpovédny

za rezistenci na meticilin a dal$i penicilinova antibiotika (Greninger et al., 2016).
2.6.3 Monobaktamy

Do této skupiny se fadi pouze jedno klinicky pouzivané antibiotikum, nazvané
aztreonam. Zakladni stavebni strukturou je jen beta-laktamovy kruh, se schopnosti
odoléavat ptsobeni beta-laktamaz (Lincova a Farghali, 2007).

Aztreonam se podava parenteralné a jeho spektrum ucinku je od ostatnich
cefalosporinii zaméfeno pouze na infekce, zplisobené gramnegativnimi bakteriemi.
Aplikuje se zejména u infekci S problematickym pribéhem, kde se nemohou k 1écbé
vyuzit aminoglykosidova antibiotika jako napf. pfi renalnim selhdni a chinolony

napt. u gravidity (Rozsypal, 2015).
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2.6.4 Karbapenemy

Jedna se o moderni beta-laktamové antibiotika, jejichz antibakteridlni i¢innost je
velmi vysoka a taktéz i spektrum ucinku je extrémné Siroké. Vyznacuji se 1 minimalni
toxicitou a organismus je vétSinou dobie snasi. Do této skupiny se fadi imipenem,
meropenem, ertapenem a doripenem (Benes, 2011).

Vsechna tato antibiotika jsou podavana parenteralné. Jsou také vyuzivana jako
tzv. rezervni antibiotika a Iéky volby, nebot’ se fadi k poslednim Ié¢ebnym piipravkiim,
ktera lze jesté aplikovat U infekci zpusobenych gramnegativnimi tyckami s produkci
ESBL. Rezistence na karbapenemy je v souc¢asné dob¢ zatim spiSe vyjimecna, diky jejich

velmi vysoké stabilité K mnoha mechanismtim rezistence (Rozsypal, 2015).
2.6.5 Inhibitory beta-laktamaz

Tyto inhibitory beta-laktamaz se fadi mezi skupinu antibiotik, ktera piedstavuji
jednu z moznosti feSeni a zabranéni vzniku rezistence, zpusobené beta-laktamazamy.
Maji schopnost ochranit hydrolyzovatelné betalaktamy pravé pied jejich inaktivaci.
Inhibitory jsou svou strukturou podobné beta-laktamovym antibiotikiim a rozdé€luji se
na dvé skupiny. Do prvni skupiny patii kyselina klavulonové, ktera je bez antibiotické
aktivity. Druhou skupinu tvoii sulfony kyseliny penicilanové, sulbaktam a tazobaktam,
které maji antibiotickou aktivitu omezenou. Dulezitd vlastnost vSech téchto inhibitorti
spociva v tom, ze beta-laktamazy se k nim vazou daleko ochotnéji (maji mnohem vyssi
afinitu), nez k beta-laktamovym antibiotikim. NepouZzivaji se samostatné, pouze
v kombinaci s jinym antibiotikem. Z toho vyplyva, Ze pfitomnost inhibitoru rozsifuje
antibakterialni spektrum oproti samotnému antibiotiku, které by bylo tfeba jiz rezistentni.
Pokud je totiz soucasné aplikovan inhibitor spole¢né s beta-laktamovym antibiotikem,
dojde k nevratné inaktivaci beta-laktamaz, které se vazou pravé na inhibitor. Diky tomuto
mechanismu je umoznéno antibiotiku uspé$né plnit svou funkci a ucinné tak likvidovat
patogeny. Pro ptiklad sem patii antibiotika jako amoxicilin + kyselina klavulanova,

piperacilin + tazobactam, ampicilin + sulbaktam (Svihovec et al., 2018).
2.7  Beta-laktamazy

Beta-laktamazy jsou bakteridlni enzymy, které zpusobuji nejcastéjsi formu
rezistence proti jiz zminénym beta-laktamovym antibiotikim. Jejich jedind, avSak zcela
zéasadni funkce, je hydrolyza beta-laktamového kruhu, coz ma za nasledek inaktivaci

antibiotika, ktera se poté stavaji vici bakterii neti¢inna (Benes, 2018).

21



V dusledku pouzivani cefalosporini 3. a 4. generace v klinické praxi, doslo
ke vzniku pravé jiz zminénych beta-laktamaz, schopné hydrolyzovat tato antibiotika.
Velka skupina téchto enzymu je tvofena tzv. Sirokospektrymi beta-laktamazami ESBL

(Hrabék, 2007).
2.7.1 Klasifikace

Bakterialni beta-laktamazy jsou tfidény podle raznych hledisek jako napf. jestli jsou
kodovany plazmidem nebo chromozomem, podle hydrolytického spektra a také podle
rozdilné citlivosti k inhibitorim beta-laktamaz. K tém nejvice uzivanym patii klasifikace

Bushové-Jacoby-Medeirose a klasifikace podle Amblera (Kolat, 2007).
2.7.1.1 Dle Bushové-Jacoby-Medeirose

Tato klasifikace rozdéluje enzymy podle toho, jaky uptfednostiiuji substrat a jak jsou
citlivé k inhibitorim. Jsou popsany 4 skupiny:

1. skupina: V této skupiné jsou zafazeny takové beta-laktamazy, které neinhibuje
kyselina klavulanova. Vétsina z nich je kdodovana chromozomalné. Hlavni producenti
této skupiny jsou enterobakterie a Pseudomonas aeruginosa.

2. skupina: Nejpocetnéjsi skupina obsahujici enzymy kodované plazmidy, které
jsou vétsSinou dobte inhibované kyselinou klavulanovou. Podle substratu, ktery preferuji,
se dale déli do podskupin. Patii sem Sirokospektré beta-laktamazy tiidy A (ESBL).

3. skupina: Zastupcem této skupiny jsou metalo-beta-laktamazy, které ni¢i Siroké
spektrum substrati jako napt. karbapenemy. Neplisobi na aztreonam a nejsou inhibovany
kyselinou klavulanovou.

4. skupina: Zde jsou zahrnuty malo ¢etné enzymy produkované napf. druhem

Burkholderia cepacia (Bush et al., 1995).
2.7.1.2 Dle Amblera

Tato Klasifikace beta-laktamaz vychazi z jejich chemické struktury, konkrétné
ze sekvence aminokyselin. Opét je rozd€leni uzptisobeno do 4 skupin, resp. tiid:

Trida A: Do této tfidy beta-laktamaz patii takové, které jsou ve vétSiné piipadu
kédovany plazmidy. NejpocetnéjSi a nejcastéji produkované enzymy, vyskytujici se
u celedi Enterobacteriaceae, jsou TEM-1,2 a SHV-1. Pokud dojde k mutaci gent
kodujicich tyto enzymy, a to predevSim zplsobenou substituci jedné nebo vice
aminokyselin, dochazi ke vzniku a rozSifeni Sirokospektrych beta-laktamaz AmpA
(ESBL). Enzymy, které¢ zahrnuje skupina ESBL, jsou TEM, SHV a CTX-M.
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Trida B: Skupina enzymd, které vynikaji svou u€innosti na karbapenemy. Jsou zde
zatazeny enzymy typu IMIL, VIM, a dalsi. Druhy jako Stenotrophomonas maltophilia
a Pseudomonas aeruginosa jsou zastupci produkujici tyto enzymy.

Trida C: Zahrnuje chromozomalni beta-laktaméazy typu AmpC. Piirozenymi
producenty jsou Enterobacter sp., Citrobacter sp., Serratia sp., Morganella morganii
a Pseudomonas aeruginosa. V poslednich letech, a to zejména u druhit Escherichia coli
a Klebsiella pneumoniae, jsou zaznamenany AmpC, které jsou ovSem kodované
plazmidy.

Trida D: Do této tfidy se fadi enzymy typu OXA. Mezi zastupce producentt téchto
enzymu patii rod Aeromonas sp. a nefermentujici bakterie. Vyskytuji se zde také nékteré
OXA beta-laktamazy, jejichz produkce je znama u Pseudomonas aeruginosa a patii mezi
ESBL (Ambler, 1980).

2.7.2  Sirokospektré beta-laktamazy typu ESBL

Jedna se o enzymy, které jsou produkované nejcastéji gramnegativnimi tyCkami
z ¢eledi Enterobacteriaceae. Maji schopnost hydrolyzovat peniciliny, v§echny generace
cefalosporinii a monobaktamy. Timto mechanismem zpisobuji jejich ztratu ucinnosti.
Jsou inhibovany diky inhibitorim beta-laktamaz (kyselina klavulanova, sulbaktam,
tazobaktam (Hrabak, 2007).

Avsak pfi pouziti beta-laktamovych v kombinaci praveé s inhibitory beta-laktamaz,
muze ¢asto jejich ucinek selhavat. Dalsi problém u bakterii produkujicich ESBL spociva
ve vytvofeni rezistence 1 k jinym skupinam antibiotik, jako naptiklad fluorochinolonim,
aminoglykosidiim, tetracyklinim a kotrimoxazolu. Tim dochéazi opét ke ztiZzeni lécby
(Schwaber et al., 2005).

Prvni bakterie, produkujici rozsifené spektum B-laktamaz byly poprvé detekovany
v zapadni Evropé v poloviné osmdesatych let. Od t¢ doby se jejich vyskyt neustale
zvysuje. Nejpocetnéjsi skupinou ESBL piredstavuji beta-laktamazy TEM a SHV, které
jsou zaznamenavany rovnéz 0d 80. let. Mezi nejéastéjsimi bakterialnimi kmeny, u kterych
jsou detekovany tyto TEM a SHV enzymy, se tfadi kmeny Klebsiella pneumoniae
a kmeny Escherichia coli. Nov¢jsi skupinu ESBL piedstavuji enzymy skupiny CTX-M,
hydrolyzujici pfedev§im cefotaxim. Frekvence vyskytu této skupiny se v poslednich
letech vyznamné zvysSuje. Jiz v mnoha zemich pfevazuji kmeny s produkci téchto
enzymu. Nejvyznamnéj$im bakterialnim kmenem produkujici CTX-M je Escherichia

coli, a to v¢etné izolath z komunitniho prostiedi (Bradford, 2001).
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3. Cile prace a hypotézy
3.1  Cile prace

Cilem této prace bylo osvojit si mikrobiologickou techniku pfi zpracovani klinického
materialu, diskovou difuzni metodu a metodu stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace
pro urceni citlivosti k antimikrobialnim latkam a také metodu prukazu ESBL. Dale zjistit
pocet kment Escherichia coli a kmena Klebsiella pnemumoniae s produkci ESBL
za casovy usek 5 let arovnéz vyvoj antibiotické rezistence u téchto kmenti v moci.
Dalsim cilem bylo porovnat vyskyt a jednotlivé zastoupeni téchto dvou kmenti s produkci

ESBL podle nemocni¢nich oddéleni a v riznych typech klinického materialu.
3.2 Hypotézy

1. Ptedpokladam, Ze s naristajicim ¢asem stoupa i pocet kment Escherichia coli
a kmenu Klebsiella pnemumoniae s produkci ESBL.
2. Predpokladam, ze nejcastejsim producentem ESBL bude Klebsiella pneumoniae.
3. Ptfedpokladam, ze nejvétsi pocet producenti ESBL bude v klinickém materidlu
sputum.

4. Predpokladdm, Ze nejvétsi pocet producenti ESBL bude na internim oddéleni.
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4. Metodika

V mé¢ bakalarské praci jsem vyuzila data ziskana z provedenych metod, na kterych
jsem pracovala od 1. 1. 2018 do 31. 12. 2018 na Odd¢leni 1ékarské mikrobiologie
Nemocnice Prachatice, a. s. Z databaze laboratorniho informacniho systému od firmy
STAPRO se systémem OpenLIMS jsem pouzila jesté data zroku 2014 az 2017
pro zhodnoceni po¢tu kmentd Escherichia coli a kment Klebsiella pneumoniae s produkci
ESBL, jakozto nejcastéjsich producentt téchto Sirokospektrych beta-laktamaz. Data byla
rovnéz vyuzita pro zhodnoceni vyvoje antibiotické rezistence u téchto kmenti v moci
V obdobi 5 let, protoZze pravé v tomto typu materialu jsem zaznamenala nejvétsi pocet
producentt  ESBL. Pokud doslo kizolaci rodu Escherichia a rodu Klebsiella
z biologického materialu, zhotovila jsem ENTEROtest 24 N pro nasledné presné urceni
bakteridlniho kmene. Dale jsem si vyzkousSela diskovou difuzni metodu a metodu
stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace pro testovani mikrobi na citlivost kK vybranym
antimikrobidlnim latkdm. V pfipadé rezistence jsem zjiStovala jeSt€ jejich moznou
produkci ESBL. Bakterie byly izolovany z klinického materialu, ktery byl pfijat
na Oddéleni 1ékaiské mikrobiologie v Nemocnici Prachatice, a.s. Pro svou praci jsem si
vybrala klinicky material, ze kterého byly zachyceny producenti ESBL kment
Escherichia coli a kmentu Klebsiella pneumoniae. U kazdého jednotlivého klinického

materidlu jsem popsala postup pfi jeho zpracovani.
4.1 Postup p¥i zpracovani klinického materidlu

Kazdy vzorek, ktery byl dorucen do laboratote, musel byt fa4dné€ oznacen ke spravné
identifikaci a musela byt k nému ptilozena zadanka o mikrobiologické vysetieni. Ta byla
zkontrolovéna laborantkou, zda obsahuje vSechny potiebné udaje jako napf. jméno
a ptijmeni, identifikacni Cislo pojisténce, zdravotni pojistovna, diagndza, datum a cas
odbéru, razitko zadatele, druh materialu a typ vySetieni,...).

Pokud vse ze zminénych bodt bylo splnéno, vzorek byl pfijat. Prijaty vzorek
znamend, ze se na zadanku pfidalo datum a ¢as pfijeti laboratofi a podpis laborantky,
ktera material pfijala a je zodpovédna za spravnost piijatého materialu.

Poté byly vzorky ocislovany. Systém byl takovy, Ze moce se znacCily pismenem M,
ptislusnym c¢islem a pfi Cislovani pid se celé Cislo podtrhavalo. To proto, aby nemohlo
dojit k zdméné piidy rozockované moci s jinym klinickym materialem, kde se tato stejna
puda mohla také pouzit. Ostatni klinicky material se znacil pismenem K a ptisluSnym

¢islem bez podtrzeni.
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Veskery klinicky material byl zpracovan podle standardnich operac¢nich postupti
laboratote. Po zpracovani byl material uloZzen do termostatu, kde se nechal kultivovat.
U béznych pud jako krevni agar (Columbia agar), Mueller-Hintontv agar, Enduv agar,
UriSelect, Sabouradtiv agar trvala kultivace 1842 hodiny pf#i teploté 36=1 °C. Pady jako
¢okoladovy agar a NGO vyzaduji mikroaerofilni prostredi a kultivuji se také 18+2 hodiny
pti teploté¢ 36+1 °C. Piady Schaedler se kultivuji pfi teploté 36+1 °C po dobu 48 hodin
a vyzaduji anaerobni prostfedi. Podrobnéji bude popsano u materidlu punktat.

Druhy den rano bylo provedeno lékafem zhodnoceni kultivaci. Mohly nastat tii
moznosti. Zaprvé se mohlo jednat o negativni vysledek, tedy bez nartstu kolonii.
Zadruhé se mohlo jednat o béznou mikrobidlni fléru, tedy bez patogennich
mikroorganismu a zatieti o pozitivni ndlez mikroba, se kterym se pak dale pracovalo.
Mikrob se mohl identifikovat napt. pomoci riznych biochemickych testi a byla také

zhotovena citlivost k antimikrobialnim latkam pomoci diskové difuzni metody.
4.1.1 Mo¢

Vzorek moci je tésné pied zpracovanim lehce promichdn ve sterilni zkumavce.
K samotnému zpracovani je potieba sterilni jednorazova kalibrovana klicka o objemu
10 pl. Ta se ponoii kolmo do vzorku moci tésné€ pod povrch a vytahne se. Poté dochazi
k inokulaci UriSelectu, a to tak, ze stfedem misky se provede svisla ¢ara shora dola
(inokulum), kam se vyprazdni veskery obsah klicky. Stejnou klickou se provede
V kolmém sméru rozockovani inokula po celé ploSe pidy. Vysledné rozockovani
pfipomind tvar stromecku. Naockované pudy se sefadi vzestupné podle Cisel a ulozi se
do termostatu. Jak jiz bylo zminéno, ke kultivaci se pouZzivaji diagnostické pudy UriSelect
od firmy BIO-RAD. Jedna se o neselektivni chromogenni agarové pudy, které podle
barvy dokazi alespon pfiblizn€ urcit mikroba.

Po inkubaci se pocitaji vyrostlé kolonie a vysledek se vyjadiuje poctem tzv. CFU
(z angl. colony-forming unit) na 1 ml (Votava, 2001, s. 231).

Laboratorni nalez >10° CFU zna¢i jiz vyznamnou bakteriurii (Bryan, 2015).
4.1.2 Sputum

Zpracovani sputa se provadi v laminarnim boxu, protoze se jedné o tekuty material.
Do laboratofe je transportovano v Sir§i zkumavce zvané ,,sputovka®.
K zakladni kultivaci se pouzivaji tyto ptidy: Columbia agar s pfimési 5% berani krve,

Endiv agar a ¢okoladovy agar. Rozockovany vzorek na krevnim agaru se preskrtava
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kolmo k inokulu ptes cely agar laboratornim kmenem Staphylococcus aureus CCM 4223,
ktery vytvoifi hemolyzu pro pfipadny zachyt hemofild tzv. satelitniho rastu.
Nad stafylokokovou ¢aru mimo inokulum do rozo¢kované plochy se polozi disk
optochinu.

Optochin je latka, kterd umoziiuje rozpoustét pneumokoky, ale ostatni viridujici
streptokoky nijak nerozpousti. Jestlize se jedna o Streptococcus pneumoniae, vytvoii se
okolo optochinového disku viditelnd zoéna uplné inhibice rlstu, zatimco ostatni
a-hemolytické streptokoky rostou az k okraji disku (Carey et al., 2011).

Endav agar je selektivni a ma tu vlastnost, Ze na ném nerostou grampozitivni koky,
tudiz slouzi k diferenciaci gramnegativnich ty&ek, piedevsim enterobakterii. Cokoladovy
agar se zde vyuziva pro kultivaci rodi Haemophilus a kultivuje se v mikroaerofilnim
prostiedi. Pokud je podezieni na kvasinkové organismy pfidava se jest€¢ Sabouraudiv
agar. Nakonec se zhotovuje preparat, ktery je barven dle Grama a je Cten lékafem

(Votava et al., 2000).
4.1.3 Rana

Stéry z ran ptichazeji do laboratote v odbérovych soupravach na vatovém tamponku
s transportni pidou Amies. Mezi tyto typy vytéra fadime sekret z jakékoliv rany. Jedna
se nejen o chirurgické rany, ale také rany z dekubitu ¢i bércového viedu. Proto je velmi
dulezity i vybér pud. Jako zékladni pudy se pouzivaji Columbia agar s ptimési 5% berani
krve a Enduv agar. K rozsifené kultivaci napt. pro kvasinkové organismy a plisné Se
pouziva Sabouraudiv agar. U bércovych viedil a dekubitl se vétSinou nachazi vice druhi
mikrobt. Proto se navic pridava puda UriSelect, ktera dokaze barevné odlisit rizné druhy
bakterii, ¢imz se pak odecitajicimu lékati usnadni identifikace mikroba. Déle se zhotovuje
preparat, ktery je obarven podle Grama. Jako posledni krok se vytérovy tampon
nékolikrat ponoii do thioglykolatové pomnozovaci pldy. Tato tekutd puda slouZzi
k pomnozeni jiz malého mnozstvi mikroba. Pokud 1ékai druhy den zaznamena v této padé
zékal, ktery znaci pfitomnost mikroba, je pomnoZovaci pida vyockovana na Columbia

agar a druhy den odectena (Votava et al., 2000).
4.1.4 Hemokultura

Hemokultura je zlatym standardem pro hledani pticin infekce krve. Identifikace
bakterii a plisni pomoci hemokultury je nezbytné u pacienti se sepsi pro spravnou 1écbu

a vybér vhodnych antimikrobialnich latek (Abdollahi et al., 2014).
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Krev pfichazi do laboratofe v hemokultivac¢nich lahvic¢kach, které¢ jsou aerobni
(Bactec Plus Aerobic/F), anarcobni (Bactec Lytic/10 Anaerobic/F) a ptimo uréené
pro déti tzv. pediatrické (Bactec Peds Plus/F).

Odbér krve na hemokultivaci se musi provést za aseptickych podminek, aby
nedochézelo ke kontaminacim a tudiz i falesné pozitivité¢. Krev se obvykle odebira
u dospélych do dvou lahvic¢ek. Prvni je urcena k ristu acrobnich mikroorganismu a druha
pro rust anaerobni. Kazda lahvicka musi byt opatfena Stitkem z oddéleni se jménem
a rodnym ¢&islem pacienta. Stitek nesmi na lahviéce zakryvat Sarovy kéd, protoZe systém
Bactec by ji nenacet a nemohla by byt pfijata k hemokultivaci. Do aerobni i anaerobni
lahvicky se odebira 8-10 ml krve. U déti se odebira pouze jedna hemokultura s objemem
krve 4-5 ml Odbér je vhodné opakovat 2-3 krat vintervalu 15-30 minut
(Vytejckova, 2013).

Pro ptipadné odhaleni kontaminace krve pti odbéru se doporucuje provést stér z ktize
v misté odbéru po jeho dezinfekei a pied vlastnim odbérem krve. Tento stér v transportni
pudé se zasila spolecné s prislusnou hemokulturou a kultivuje se na krevnim agaru
a v pomnozovaci pudé.

Kultivacni vySetteni krve probihd v automatizovaném hemokultivaénim systému
Bactec 9050 Becton Dickinson s maximalnim obsahem 50 hemokultur.

Ptistroj Bactec 9050 slouZi pro rychlou detekci mikroorganismi v hemokulturach.
Testovaci vzorek se inokuluje do lahvicky, ktera je vlozena do Bactecu k inkubaci
a pravidelnému odecitani. Kazda lahvicka obsahuje c¢idlo, které detekuje nartst COp,
ktery je produkovan riistem mikroorganismu. Ptistroj monitoruje zvysSenou fluorescenci
pomoci ¢idla kazdych deset minut, kterd je pfimo imérnd mnozstvi pfitomného COo.
Pozitivni odecitani znamend, ze se v lahvicce pravdépodobné nachdzi zivotaschopné
mikroorganismy (Cohen, 1998).

Ptistroj je naprogramovan na 7 dni kultivace. Pokud neni detekovéna pozitivita
hemokultury do 7 dnli od jejiho vlozeni, je pfistrojem vyfazena jako negativni bez
zvukového signalu.

Pokud pfistroj vyhodnoti hemokulturu jako pozitivni, ozve se zvukovy signal, ktery
se v pravidelnych intervalech opakuje az do té doby, dokud neni hemokultura vyjmuta.
Na hemokulturu se napiSe datum pozitivity. Poté nastdvd samotné zpracovani
V lamindrnim boxu. Nejdiive se provede dezinfekce vicka hemokultury. Po zaschnuti
dezinfekce se zasune sterilni injekéni jehla do lahvi¢ky a nabere se malé mnozstvi krve

potifebné pro zhotoveni mikroskopického preparatu, ktery je barven dle Grama. Lékar
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na zaklad¢ mikroskopického nalezu urci, na které ptidy bude krev naockovana a také urci
vhodnou sestavu antibiotickych diskli pro zjisténi citlivosti. Zakladnimi pidami jsou
Columbia agar s piimési 5% berani krve a Endav agar. Columbia agar se navic jesté

preskrtava laboratornim kmenem Staphylococcus aureus CCM 4223.
4.1.5 Punktat

U téchto vzorki rozliSujeme, z jaké ¢asti téla byl punktat odebran. Prvni skupinu
tvoti punktaty z kloubti a hrudniku. Kultivuji se na Columbia agaru s ptimési 5% berani
krve a Endové agaru. Na ¢okoladovém agaru se zachycuje ptipadny rist hemofila. Dalsi
pudou je selektivni agar pro Kultivaci Neisseria gonorrhoeae (NGO). Dale pak
Schaedlertiv agar, ktery zachycuje rust anaerobnich bakterii.

Druhou skupinu tvofi punktaty z dutiny bii$ni a Zlu¢niku. Zde se ke kultivaci vyuziva
Columbia agar s piimési 5% berani krve, Endv agar, Schaedleriv agar a deoxycholat-
citratovy agar pro rast rodi Salmonella, Shigella a Yersinia.

Cokoladovy agar spoleéné s NGO agarem se kultivuji v prithlednych foliovych
obalech v mikroaerofilnim prostiedi, tedy se zvySenou tenzi CO2 pfi teploté 36+1°C
do druhého dne (18-20 hodin). Schaedleriv agar se kultivuje anaerobné pfi teploté
36+1°C po dobu 48 hodin v polopruhlednych zlatych foliovych obalech, do kterych se
pridava katalyzator a diagnosticky prouzek pro kontrolu anaerobniho prostifedi. Tyto
specificka prostfedi jsou vytvofena v Latalové anaerobnim systému, pomoci dvou
tlakovych bomb s pfislusnym plynem. Prvni obsahuje jen CO:z pro mikroaerofilni
kultivaci a druha bomba pro anaerobni kultivaci je tvofena smési plynt 80% N2, 10% CO>
a 10% H..

Zpracovani punktatl probiha v lamindrnim boxu. Vzorek je sterilnim vatovym
tamponem naockovan na vySe zminéné piidy, provede se natér na sklicko, které se barvi
dle Grama. Nakonec se malé mnozstvi punktatu prenese do thioglykolatové pomnozovaci
pudy. Pokud se jedna o punktat z bii$ni dutiny a Zlu¢niku, pienese se ¢ast i do selenitové
pomnozovaci pudy, ktera podporuje rist kmentt Salmonelly a inhibuje rtst ostatnich

bakterii. Tato tekuta ptida se druhy den vyockovava na deoxycholat-citratovy agar.
4.1.6 Pochva

Mezi bézné kultivaéni pudy pro vytér z pochvy patii Columbia agar s ptimési 5%
berani krve, Enduv agar a Sabourauduv agar pro rist kvasinkovych organismi. Zhotovuje

se preparat, ktery je obarven dle Grama. Pokud je podezieni na piitomnost Neisseria
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gonorrhoeae, kultivace probihda na predehratém Columbia agaru a selektivnim agaru
NGO. U Neisseria gonorrhoeae jsou potieba preparaty dva. Jeden je barven dle Grama
(fixace plamenem) a druhy dle Giemsy (fixace methanolem). Nakonec se vytérovy
tampon nékolikrat ponoti do thioglykolatové pomnozovaci pudy.

Lékar se také zamétfuje na mozny nalez Streptococcus agalactiae, a to hlavné

u tehotnych Zen.
4.1.7 Kanyla

Kanyly pfichazi do laboratoie ve sterilnich zkumavkach. Kazda kanyla by méla mit
délku do 5 cm. Pokud je delsi, musi byt sterilné zkracena. Ke kultivaci se pouziva
Columbia agar s ptimési 5% berani krve a Endv agar. Kanyla se opatrné pfenese pomoci
sterilni pinzety ze zkumavky na zminéné pidy. Mirnymi poklepy ruky o sténu Petriho
misky se kanyla né€kolikrat posouva po ptidé. Nakonec se vrati zpét do piivodni zkumavky

a zalije se pomnozovaci thioglykolatovou ptidou.
4.2  Biochemicka identifikace

Vzajemna identifikace mikrobli na biochemické Grovni spociva v testovani riznych
biochemickych testu. Identifikace je zaloZena na tom, ze kazdy druh mikroba produkuje
jiné enzymy, které jim slouzi napf. k §té€peni zivin. Produkci svych metaboliti dochazi

pak ke zméné barevnosti pady (Votava et al., 2000).
4.2.1 ENTEROtest 24 N

Souprava ENTEROtest 24 N je urc¢ena pro rutinni identifikaci vyznamnych druht
stfevnich bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae, vibrii a acromonad bez pouziti ¢inidel
(Erba Lachema ENTEROtest 24 N — piibalovy letak, 2018).

Tato komer¢ni souprava obsahuje mikrotitraéni desticku s 24 jamkami (tfi fadky
po 8 jamkach). Dno kazdé jamky obsahuje jinou pidu v suchém stavu. V kazdé jamce
tak probiha jina biochemicka reakce jako napt. fermentace riznych cukri, tvorba indolu,
sirovodiku, Stépeni urey a dalsi testy. Pro pfehlednost se kazdy test oznacuje zkratkami
ttech pismen napi. GLU je zkratka pro $tépeni gluk6zy nebo IND znaci tvorbu indolu.
Po doporucené dobé kultivace, vétSinou druhy den, se pfitomnost bakterii prokdze tim,
ze V jednotlivych jamkach vlivem rlstu mikroba dochazi k produkci jeho metaboliti,

které pak zméni barvu pidy (Votava et al., 2000).

30



Pracovni postup

1. Set s mikrotitracni destickou se vynda zlednice a necha se vytemperovat
na pokojovou teplotu.

2. Piipravime si fyziologicky roztok o objemu 3 ml.

3. Bakteriologickou klickou vybereme izolované kolonie bakterii a vnaSime je
do fyziologického roztoku, aby se vytvofil zakal 1 McF. Stupen zakalu je méfen
na Densi-LA-Metru.

4. Mikrotitra¢ni destiCku popiSeme laboratornim ¢islem vzorku. Do kazdé z jamek
se kape 100 pl z pfipravené suspenze.

5. Do péti jamek prvniho fadku, oznaené D-H se ptidavaji 2 kapky sterilniho
parafinového oleje. Ten vytvaii v konkrétni jamce anaerobni prostiedi, protoze
nékteré biochemické reakce probihaji pouze anaerobng¢.

6. Takto vyplnéna desticka se piikryje vickem, vlozi se do sacku a necha se
kultivovat v termostatu pii teploté 37°C po dobu 24 hodin (Piibalovy letak —
ENTEROtest 24 N, 2018).

Interpretace

Lékai hodnoti barevné zmény pud podle barevné skaly dodavané se soupravou
(Ptiloha €. 2) a zaznamenava je do blocktl. Negativni reakce je znaCena symbolem minus
a pozitivni reakce plus. K vyhodnoceni slouzi pocitacovy software TNW (verze 7.0),
do kterého se zadaji symboly z blocku a program v procentech vyhodnoti, o ktery

bakterialni druh se pravdépodobné jedna.
4.2.1.1 Indol test

Tento dopliikovy biochemicky test se zhotovuje ke kazdému ENTEROtestu 24 N.

Pouziva se k rozliseni jednotlivych druhii bakterii z rodiny enterobakterii. Test je
zalozen na schopnosti organismu rozkladat esencialni aminokyselinu tryptofanu
a produkovat tak indol, pyruvat a amoniak. Produkce indolu se detekuje ptidanim
p-dimethyl-aminobenzaldehydu zvaného Kovacsovo ¢inidlo (Vashist et al., 2013).

Zkouska na tvorbu indolu probiha tak, Ze se na klicku nabere testovany kmen
arozsuspenduje se v tekuté pude s tryptofanem. Ulozi se do termostatu a nechd se
inkubovat 18-24 hodin pfi teploté 361 °C. Druhy den se pfida 5 kapek Kovacsova
¢inidla. Pokud je pfitomen indol, dojde ke zCervendni nakapaného cinidla. Pokud indol

pfitomen neni, ¢inidlo zistava v pivodni zluté barve (Ptiloha €. 3).
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4,2.1.2 Escherichia coli

Tab. 1: Identifikac¢ni tabulka ENTEROtestu 24 N s typickymi vysledky biochemickych
reakci kment Escherichia coli (Data pievzata z: Erba Lachema ENTEROtest 24 N —
ptibalovy letak, 2018).

ESCZZrI'iCh'a Zkratka testu
"y URE | ARG ORN LYS H»S SCI MAL ONP
1. fadek

- 1 Q[ d [ ® [ -] - - [d
5 ¥adek SAL SOR MLB | CEL | LAC | TRE MAN GLR

' d | ) [ d [ - [ d [+ + I'(
o DUL | ADO ART | SUC INO RAF ESL bXY

3. fadek q : - q : q q :

Legenda: + pozitivni reakce, (+) vétSinou pozitivni reakce, - negativni reakce,
(-) vétSinou negativni reakce, d - variabilni reakce
Indol test: vétsinou pozitivni reakce

Zhotoveny test je zobrazen v Ptiloze ¢. 1.

4.2.1.3 Klebsiella pneumoniae

Tab. 2: Identifikac¢ni tabulka ENTEROtestu 24 N s typickymi vysledky biochemickych
reakci kmenu Klebsiella pneumoniae (Data pievzata z: Erba Lachema ENTEROtest 24 N
— ptibalovy letak, 2018).

Kleb5|el_la Zkratka testu
pneumoniae
" URE ARG ORN LYS H>S SCI MAL ONP
1. radek
+ - - + - + (+) +
" SAL SOR MLB CEL | LAC | TRE MAN GLR
2. fadek
+ + + + + + + -
., DUL | ADO ART SuUcC INO RAF ESL bXY
3. radek
d (+) + + + + + (+)

Legenda: + pozitivni reakce, (+) vétSinou pozitivni reakce, - negativni reakce,
(-) vétsinou negativni reakce, d - variabilni reakce
Indol test: negativni reakce

Zhotoveny test je zobrazen v Ptiloze ¢. 1
4.3  Zjistovani citlivosti K antimikrobidlnim latkam
K zakladnim metodam, které umoznuji zjistit citlivost k antimikrobialnim latkam, se

fadi kvalitativni priikaz citlivosti a kvantitativni stanoveni citlivosti. Stale nejbéznégji

uzivanou metodou, patfici mezi kvalitativni, je diskovy difuzni test. U kvalitativniho
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stanoveni citlivosti se vétSinou vyuziva dilu¢ni metoda, u které se stanovuje minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) konkrétniho antibiotika pro vySetfovany kmen mikroba

(Votava, 2001).
4.3.1 Diskovy difuzni test

Diskovy difuzni test je jednou z nejstarSich kvalitativnich metod pro stanoveni
citlivosti antimikrobidlnich latek. Stale vSak zlistdva nejrozsirenéjs$i pouzivanou metodou
Vv rutinnich mikrobiologickych laboratofich. Metoda je vSestrannd v tom, ze je vhodna
pro testovani vétSiny  bakteridlnich kmentt a lze 1 vySetfovat téméf vSechny
antimikrobialni latky a také nevyzaduje zadna specialni ptistrojova vybaveni (Ronald a
Jones, 1992; Woods, 1995).

Pro provedeni této metody jsou zapotiebi antibiotické disky. Jedna se o papirové
disky napusténé urc¢itym antibiotikem. Pokladaji se bud’ jednotlivé ru¢né pomoci sterilni
jehly nebo dispenzorem, ktery obsahuje 6 pozic pro jednotliva antibiotika, kterd se
stlatenim pfitisknou na agar. Antibioticky disk ihned po pfilozeni na agar za¢ne pisobit,
tzn. Ze se zacne uvoliovat antibiotikum. Proto je dilezité disk spravné polozit a lehce
ptitlacit k agaru sterilni jehlou, aby se zabranilo jeho posunuti nebo spadnuti z agaru. Tato
metoda, jak vyplyva z nazvu, vyuziva antibioticky disk a difuzi. Antibiotikum difunduje
z disku agarem a jeho koncentrace se k okrajim misky snizuje (Votava et al., 2000).

Princip tesu je takovy, Ze pokud pfitomny mikrob nevyroste okolo antibiotického
disku, dojde k vytvofeni tzv. inhibi¢ni zony (Votava, 2001).

Vytvorend inhibi¢ni zona se porovnava s hrani¢nim pramérem zoény referen¢niho
citlivého kmene stejného druhu mikroba. Mikrob je citlivy k antibiotiku, pokud je primér
inhibi¢ni zony véEtsi nebo stejny se zonou, kterou tvoii referencni kmen. Pokud je
naméfeny pramér inhibi¢ni zony mensi, jedna se o kmen rezistentni (Votava et al., 2000).

Hrani¢ni koncentrace, tj. minimalni u¢inna koncentrace antibiotika, je oznacovana
také jako breakpoint. Tyto breakpointy rozhoduji o citlivost ¢i rezistence daného mikroba
a jsou stanovené evropskou instituci EUCAST, coz je zkratka pro European Committee
on Antimicrobial Suspectibility Testing (EUCAST, 2019).

K vySetfovani citlivosti u béznych rychle rostoucich bakterii se vyuziva Mueller-
Hintonlv agar (Pfiloha €. 6). Pro stanoveni citlivosti napt. streptokokti ¢i pneumokoki se

vyuziva Mueller-Hintonlv agar s ptimési 5% defibrinované konské krve.
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Pracovni postup

1. Z primokultury se snazime vybrat vzdy ¢isté kolonie bakterii, aby citlivost byla
presna a nedoslo k testovani smisenych kolonii.

2. 'V objemu 2-3 ml fyziologického roztoku pfipravime suspenzi vybranych bakterii.
Suspenze musi mit hodnotu zékalu 0,5 McFarlanda, ktery je méfen na Denzi-La-
Metru. Tato pfipravend suspenze musi byt pfenesena na testovaci agar,
a to do 15 minut.

3. Do inokula se ponofi sterilni vatovy tampon. Tim se inokulum rovnomérné rozetie
po celé plose agaru. Miska se pootoci a inokulum se znovu jednotlivymi tahy
roztirad. Po dokonceni se agar nechava zaschnout.

4. Poté dochazi k aplikaci antibiotickych diskii pomoci dispenzoru nebo rucné
sterilni jehlou, nejdéle vSak do 15 minut od zaschnuti agaru s rozetfenym
inokulem.

5. Takto hotovy agar s polozenymi disky je nutné nejpozdéji do 15 minut pienést
do termostatu pii teploté 35+1°C a nechat kultivovat 18+2 hodiny dnem vzhtiru
(EUCAST, 2019).

Interpretace

Druhy den lékat méfi pramér inhibi¢ni zony kolem antibiotickych diskli posuvnym
méfitkem a porovnava je s jiz zminénymi breakpointy. Podle velikosti IZ lékat stanovi

antimikrobialni latku jako citlivou nebo rezistentni.
4.3.2 Diluéni mikrometoda (MIC)

U vSech mikrobt izolovanych z likvoru, krve a dalSich télnich tekutin, které jsou
za béznych okolnosti sterilni, je nutné davat pfednost stanoveni citlivosti pomoci dilu¢ni
metody. Vysledek této metody totiz zajisti 1ékafi vybrat spravnou antimikrobidlni latku
a jeji davkovani. Slouzi k pfesnému stanoveni minimdalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
antimikrobialni latky u bakteridlniho kmene. MIC se bézn¢ udava v jednotkach mg/l nebo
jesté dokaze zabranit ristu vySetfovaného bakterialniho kmene (Votava, 2000).

Ke stanoveni MIC se pouziva mikrotitracni desticka obsahujici 96 jamek. Na dné
jamek jsou dehydratované antimikrobidlni latky, které tvofi sestupny koncentracni
gradient. Stanovuje se MIC 12 antibiotik v 8 moznych koncentracich pro jeden
bakterialni kmen (Pfiloha ¢. 11).
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Pro tuto praci byly pouzity komer¢ni sety od firmy DIAGNOSTICS s.r.o., konkrétné
sety pro Enterobacteriae MIC GN 1, MIC GN 2.

Pracovni postup

1. Set s mikrotitracni destickou se vynda zlednice a nechd se vytemperovat
na pokojovou teplotu.

2. Zcisté kolonie bakterii narostlé 18-24 hodin setfeme bakteriologickou kli¢kou
nékolik jednotlivych kolonii a vneseme je do zkumavky s obsahem 2 ml
fyziologického roztoku.

3. Vytvotime zakal, ktery musi odpovidat 0,5 McF a métime ho na Denzi-La-Metru.

4. Z této pripravené suspenze preneseme 60 ul do suspenzniho media a po diikladné
homogenizaci je suspenze pfipravena k pouziti.

5. Suspenzi prelijeme do sterilni plastové nadobky.

6. Inokulace se provadi osmikandlovou pipetou, kdy se vnasi 100 pl suspenze
Z nadobky najednou do osmi jamek. Postupné se timto zptisobem naplni celd
mikrotitra¢ni desticka.

7. Naplnéna desticka se vlozi do inkubacniho sacku, ktery se uzavie. Vlozi se
do termoboxu a necha se inkubovat pfi teploté¢ 35+1°C po dobu 18+2 hodiny
(Ptibalovy letak MIC GN 2, 2018).

Interpretace

Lékat druhy den hodnoti vizudlni zménu zbarveni objemu jamek mikrotitracni
desti¢ky. Jamky, kde mikroorganismus neroste, tudiz dana koncentrace antimikrobialni
latky na mikroorganismus putisobi a je tedy citliva, maji fialovou barvu. Pokud jsou jamky
zbarveny ruzove€, znamena to, Ze mikroorganismus v jamce roste, tudiz dana koncentrace
antimikrobidalni latky mikroba nijak neovlivni a je tedy rezistentni. Jako hodnota MIC se
odecita prvni jamka, ktera je barevné odlisna a tvoii prechod z rizové do fialové barvy.
Jamka v pozici H 12 (jamka protinajici posledni sloupec a posledni fadek desticky) je
oznacovana jako K a je dilezita pro kontrolu rastu mikroba. Pro validni vysledek musi
byt jamka vzdy zbarvena rGzove, coz signalizuje spravny rist mikroba i v ostatnich

jamkach (Ptiloha ¢. 10).
4.4 Vyhledavani kmenii produkujicich ESBL

Za zakladni screening producentit ESBL se povazuje bud’ diskova difuzni metoda

s ptisluSnymi antibiotickymi disky, podle které se méii priméry inhibi¢nich zo6n kolem
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diskti, nebo hodnoty minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) beta-laktamovych
antibiotik (Urbaskova, 1998).

Pokud izolaty vykazuji rezistenci alesponi k jednomu testovanému antibiotiku
projevenou tim, ze maji alespon jednu hodnotu inhibi¢ni zény nizsi (nebo MIC vyssi),
nez je hodnota hrani¢ni, je kmen podeziely na produkci ESBL. V tomto pfipad¢ by mély
byt pouzity tzv. fenotypové potvrzujici testy (Rawat a Nair, 2010).

4.4.1 MASTDISC AmpC a ESBL detekéni set (D68C)

Jedna se o kombinovany screeningovy fenotypovy test, ktery umoziuje detekovat
produkci beta-laktamaz s rozsifenym spektrem (ESBL) a soucasné i detekci AmpC.

Produkci ESBL i AmpC lze prokazat porovnanim inhibi¢ni zény vytvofené kolem
samotného cefalosporinu 3. generace, vtomto piipadé cefpodoximu, s inhibi¢nimi
z6énami cefpodoximu s inhibitory. Inhibitor ESBL je zde kyselina klavulanova a inhibitor
AmpC kloxacilin (Performance standards..., 2006).

Set obsahuje 4 cartridge a kazda z nich je tvotfena 50 detek¢nimi disky. Jednotlivé
cartridge jsou oznaéeny A, B, C, D, a stejné tak i disky, které obsahuji.

Disk A obsahuje 10 pg cefpodoximu jako screeningového ¢inidla, disk B 10 pg
cefpodoximu a klavulanatu jako inhibitoru ESBL, disk C 10 ug cefpodoximu
a kloxacilinu jako inhibitoru AmpC a disk D obsahuje 10 pg cefpodoximu v kombinaci

obou inhibitort klavulanatu s kloxacilinem (Nourrisson et al., 2015).
Pracovni postup

1. Z primokultury vybereme ¢isté kolonie bakterii.

2. Pripravime suspenzi z vybranych kolonii v objemu 2 ml fyziologického roztoku
a zékalu 0,5 McFarlanda. Zakal je métfen na Denzi-La-Metru.

3. Tuto vytvofenou suspenzi (inokulum) je nutné pienést na Mueller-Hintontv agar
do 15 minut.

4. Do inokula se ponoii sterilni vatovy tampon, kterym se rovnomérné rozetie
suspenze po celém povrchu testovaciho agaru. Poté se miska pootoci a inokulum
Sse znovu rovnomérné rozetre a necha se zaschnout.

5. Do 15 minut po zaschnuti agaru se musi polozit detek¢ni disky. Pokladame je
jednotlivé sterilni jehlou v pfesné ureném potadi a v dostatecné vzdalenosti

od sebe, aby doslo k vytvofeni inhibi¢nich zon.
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6. Hotovy testovaci agar s ¢tyfmi polozenymi detekénimi disky je nutné nejpozdéji
do 15 minut pfenést do termostatu pfi teplot€¢ 36+1°C a nechat kultivovat
18-24 hodin dnem vzhutru (Ptibalovy letak - MASTDISCS® Combi AmpC and
ESBL detection discs, 2018).

Interpretace

Druhy den Iékat porovnava priméry inhibi¢nich zén A, B, C a D v pfesné uré¢eném
potadi (Ptiloha €. 7).

Jestlize je rozdil inhibi¢nich z6n D-C > 5 mm ale rozdil B-A < 5 mm, tak
organismus vykazuje kombinaci ESBL a AmpC aktivity. Kdyz jsou kazdy z rozdilt B-A
a D-C <5mm a D-B a C-A > 5 mm, tak organismus vykazuje AmpC aktivitu. Pokud
jsou kazdy z rozdilti B-A a D-C > 5 mm a kazdy z rozdilti D-B a C-A <5 mm, organismus
vykazuje ESBL aktivitu (Pfiloha €. 8). Jestlize jsou vSechny zony ve vzdalenosti do 2 mm
od sebe (Ptiloha ¢. 10), organismus nevykazuje ani ESBL ani AmpC aktivitu (Nourrisson
et al., 2015).
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5. Vysledky

Na Odd¢leni 1ékaiské mikrobiologie v Nemocnici Prachatice, a.s. v roce 2018 jsem
zaznamenala celkem 1575 izolatt Escherichia coli v klinickém materialu a z tohoto po¢tu
se jednalo o 56 izolath Escherichia coli s produkci ESBL. Dale jsem zaznamenala
celkovy pocet 511 izolatid Klebsiella pneumoniae v klinickém materialu a z toho
65 izolati Klebsiella pneumoniae sprodukci ESBL. Z databaze laboratorniho
informa¢niho systému od firmy STAPRO s.r.0. se syst¢tmem OpenLIMS jsem ze
ziskanych dat zroku 2014 az 2017 zjistila celkovy pocet kmend Escherichia coli
a kment Klebsiella pneumoniae a rovnéz jsem zjistila pocet téchto izolatt s produkci
ESBL. Jejich vyskyt a zastoupeni v jednotlivych letech je shrnuty v tabulce 3. Vyvoj
vyskytu téchto producenti ESBL v roce 2014 az 2018 zobrazuje obrazek 1.

Tab. 3: Celkovy pocet vyskytu kmenti Escherichia coli a kment Klebsiella pneumoniae
véetné produkce ESBL v letech 2014-2018.

Escherichia coli Klebsiella pneumoniae

Roky Celkvovy Produkce ESBL (%) Celkvovy Produkce ESBL (%)
pocet pocet

2014 1758 22 (1%) 452 34 (8%)
2015 1730 42 (2%) 490 80 (16%)
2016 1592 38 (2%) 495 74 (15%)
2017 1614 47 (3%) 545 86 (16%)
2018 1575 56 (4%) 511 88 (17%)

Z tabulky 3 je patrné, ze v letech 2014-2018 bylo zachyceno vice kment Klebsiella

pneumoniae s produkci ESBL v porovnani s kmeny Escherichia coli s produkci ESBL.
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Obr. 1: Celkové mnozstvi kmend Escherichia coli (ESCO) a kmend Klebsiella
pneumoniae (KLPN) s produkci ESBL zachycené v letech 2014-2018.
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Na obrazku 2 je zachyceno statistické zpracovani pomoci linearni regrese, zda celkové
pocty kment Escherichia coli a kment Klebsiella pneumoniae s produkci ESBL

ovliviiuje nartstajici Cas.
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Obr. 2: Korelaéni zavislost po¢tu kment Echerichia coli a kment Klebsiella pneumoniae
s produkci ESBL a roky 2014-2018.

V ptipadé kment Escherichia coli sprodukci ESBL byl vypoditan regresni
koeficient R? = 0,8432, ze kterého byl jesté vypocitan korelacni koeficient s hodnotou
0,9183. Jelikoz se hodnota korela¢niho koeficientu blizi 1, znamena to, ze zavislost je
silnd a pfima. Z toho vyplyva statisticky vyznamny vliv mezi pocty kmeni Escherichia
coli s produkci ESBL a nartstajicim ¢asem. V ptfipadé kment Klebsiella pneumoniae
s produkci ESBL byl vypogitan regresni koeficient R? = 0,662, ze kterého byl jesté
vypocitan korelacni koeficient s hodnotou 0,8136. JelikoZz se hodnota korela¢niho
koeficientu blizi 1, znamena to, Ze zavislost je silna a piima. Z toho vyplyva statisticky
vyznamny vliv mezi pocty kmend Klebsiella pneumoniae s produkci ESBL

a nartstajicim casem.
5.1  Rozdéleni vyskytu izolatii podle jednotlivych oddéleni v nemocnici
5.1.1 Escherichia coli s produkci ESBL

Obrazek 3 zobrazuje vyskyt kmenti Escherichia coli s produkci ESBL v letech
2014 az 2018 na jednotlivych oddélenich, konkrétné interni oddéleni (INT), jednotka
intenzivni péce (JIP), 1é¢ebna dlouhodobé nemocnych (LDN), chirurgické oddéleni
(CHIR), détské oddéleni (DEO), gynekologicko-porodnické oddéleni (GYN), urologicka
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ambulance (UROL.), ortopedicko-traumatologické oddéleni (ORTO) a hemodialyza
(HDS). U kazdého oddé¢leni je vzdy zobrazen jeden barevné odlisny sloupec zobrazujici
pocet zachytl pro dany rok. Pokud sloupec chybi, znamen4 to, ze v daném roce nebyl
zachycen na oddéleni zadny izolat s produkci ESBL. Obréazek 4 shrnuje celkovy pocet
zachytl na jednotlivych oddélenich za 5 let.
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Obr. 3: Pocet kmenti Escherichia coli s produkci ESBL na jednotlivych oddélenich
v letech 2014-2018.
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Obr. 4: Procentualni pocet kment Escherichia coli s produkci ESBL na jednotlivych
oddélenich za 5 let (2014-2018).
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5.1.2 Klebsiella pneumoniae s produkci ESBL

Obrazek 5 zobrazuje vyskyt kment Klebsiella pneumoniae s produkci ESBL
v letech 2014 az 2018 na jednotlivych oddélenich, konkrétné interni oddéleni (INT),
jednotka intenzivni péce (JIP), 1écebna dlouhodobé nemocnych (LDN), chirurgické
oddé¢leni (CHIR), détské oddéleni (DEO), gynekologicko-porodnické odd€leni (GYN),
urologicka ambulance (UROL.), ortopedicko-traumatologické oddéleni (ORTO)
a hemodialyza (HDS). U kazdého oddéleni je vzdy zobrazen jeden barevné odlisny
sloupec zobrazujici pocet zachytl pro dany rok. Pokud sloupec chybi, znamena to,
ze V daném roce nebyl zachycen na oddéleni zadny izolat s produkci ESBL. Obrazek 6

shrnuje celkovy pocet zachyti na jednotlivych oddélenich za 5 let.
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Obr. 5: Pocet kment Klebsiella pneumoniae s produkci ESBL na jednotlivych oddélenich
v letech 2014-2018.
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Obr. 6: Procentualni pocet kmend Klebsiella pneumoniae s produkci ESBL
na jednotlivych oddélenich za 5 let (2014—-2018).

Po statistickém zpracovani s pouzitim chi kvadratu byla zjisténa hodnota
signifikance p = 0,0016, coz je mensi nez 0,05. Proto miZe byt nulova hypotéza, Ze jsou
promé&nné nezavislé, zamitnuta. Rozdil mezi pozorovanymi a ocekdvanymi hodnotami,
v tomto piipadé mezi vysledky jednotlivych nemocni¢nich oddéleni, je statisticky

vyznamny
5.2 Rozdéleni vyskytu izoldati v klinickém materidalu
5.2.1 Escherichia coli s produkci ESBL

Obrazek 7 zobrazuje vyskyt kmend Escherichia coli s produkci ESBL v letech
2014 az 2018 v jednotlivych typech klinického materidlu. Tento bakteridlni kmen byl
detekovadn v moci, sputu, ran¢, hemokulture (HMK), dekubitu, punktitu a pochvé.
U kazdého druhu klinického materidlu je vzdy zobrazen jeden barevné odlisny sloupec
zobrazujici pocet zachyti pro dany rok. Pokud sloupec chybi, znamena to, Ze v daném
roce nebyl zachycen z klinického materialu zadny izolat s produkci ESBL. Obrazek 8

shrnuje celkovy pocet zachytt v jednotlivych klinickych materialech za 5 let.
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Obr. 7: Pocet kment Escherichia coli s produkci ESBL v jednotlivych typech klinického
materialu v letech 2014-2018.

4% 2% 0%

12%

9%

63%
7%

B Mo¢ ®Sputum ®mRana © HMK mDekubit ®Punktat ®Pochva ® Kanyla
Obr. 8: Procentualni pocet kmenti Escherichia coli s produkci ESBL v jednotlivych
typech klinického materialu za 5 let (2014-2018).
5.2.2 Klebsiella pneumoniae s produkci ESBL

Obrazek 9 zobrazuje vyskyt kment Klebsiella pneumoniae s produkci ESBL
v letech 2014 az 2018 v jednotlivych typech klinického materialu. Tento bakterialni
kmen byl detekovan v moci, sputu, ran¢, hemokulture (HMK), dekubitu, punktatu,

pochvé a kanyle. U kazdého druhu klinického materidlu je vzdy zobrazen jeden barevné
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odlisny sloupec zobrazujici pocet zachytli pro dany rok. Pokud sloupec chybi, znamena
to, ze v daném roce nebyl zachycen z klinického materidlu zadny izolat s produkci ESBL.

Obrazek 10 shrnuje celkovy pocet zachytl v jednotlivych klinickych materialech za 5 let.
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Obr. 9: Pocet kmenii Klebsiella pneumoniae s produkci ESBL v jednotlivych typech
klinického materialu v letech 2014-2018.
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Obr. 10: Procentualni pocet kment Klebsiella pneumoniae s produkci ESBL
Vv jednotlivych typech klinického materialu za 5 let (2014-2018).
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Po statistickém zpracovani s pouzitim chi kvadratu byla zjisténa hodnota
signifikance p = 1,54*10°, coz je mensi nez 0,05. Proto miize byt nulova hypotéza, Ze
jsou proménné nezavislé, zamitnuta. Rozdil mezi pozorovanymi a oc¢ekavanymi
hodnotami, v tomto ptipadé¢ mezi vysledky jednotlivych typa klinického materialu, je

statisticky vyznamny
5.3 Vyvoj antibiotické rezistence

Pro zhodnoceni vyvoje antibiotické rezistence v letech 2014-2018 jsem u obou
mikrobu vyuZila klinicky material mo¢, kde byl zjistén nejcastéjsi vyskyt producentt
ESBL. Zahrnula jsem vzdy vSechny izolaty jak Escherichia coli, tak Klebsiella

pneumoniae, které byly zachyceny v konkrétnim roce.
5.3.1 Escherichia coli

Na Oddéleni 1ékaiské mikrobiologie v Nemocnici Prachatice, a.s. bylo v roce 2018
u kmenta Escherichia coli izolovanych z mo¢i zhotoveno 881 citlivosti. Na piipravé
a zhotoveni citlivosti diskovou difuzni metodou jsem se podilela po cely rok 2018.
Pro ostatni roky jsem vyuzila data z laboratorniho informac¢niho systému OpenLIMS
od firmy STAPRO s.r.o. Tabulka 4 zobrazuje celkovy pocet zhotovenych citlivosti
v letech 2014-2018 u kmenut Escherichia coli izolovanych z moc¢i.

Tab. 4: Celkovy pocet zhotovenych citlivosti v letech 2014-2018 u kmend Escherichia

coli izolovanych z mo¢i.

Escherichia coli

Roky 2014 2015 2016 2017 2018

Citlivosti celkem 875 966 940 913 881

Z tabulky 4 je patrné, kolik bylo v kazdém roce zhotoveno celkem citlivosti u kmenti
Escherichia coli izolovanych z mo¢i. Z celkového poctu zhotovenych citlivosti v kazdém
roce jsem sledovala vyvoj antibiotické rezistence u kment Escherichia coli k vybranym
antimikrobialnim latkam (AMP, FUR, COT, GEN, AMC, CIP, CTX, CTZ, AMI, PPT,
MER) v casovém useku 5 let, ktery je zobrazen v tabulce 5 a graficky je znazornén

na obrazku 11.
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Tab. 5: Vyvoj antibiotické rezistence u kment Escherichia coli izolovanych z moci
v letech 2014-2018 k vybranym antimikrobialnim latkam.

Roky
ATB 2014 2015 2016 2017 2018
R. | %R | R. | %R | R. | %R | R | %R | R | %R
AMP | 414 | 48% | 437 | 45% | 420 | 45% | 426 | 47% | 427 | 49%
FUR | 16 2% 12 1% 14 2% 12 1% 8 1%
COT | 250 | 29% | 262 | 27% | 235 | 25% | 249 | 27% | 230 | 26%
GEN | 23 3% 44 5% 39 4% 40 4% 46 5%
AMC | 94 | 11% | 152 | 16% | 123 | 13% | 145 | 16% | 124 | 14%
CIP | 106 | 13% | 161 | 17% | 112 | 12% | 157 | 17% | 153 | 17%
CTX | 52 6% 66 7% 61 7% 73 8% 76 9%
CTZz | 52 6% 66 7% 61 7% 73 8% 76 9%
AMI 0 0% 0 0% 1 0% 3 0% 0 0%
PPT - - - - 62 7% 72 8% 80 9%

MER 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
Legenda: R. —rezistentni, % R. — procento rezistentnich, AMP —ampicilin, FUR — nitrofurantoin,

COT - trimetoprim + sulfonamid, GEN — gentamicin, AMC — amoxicilin + klavulanat, CIP —
ciprofloxacin, CTX — cefotaxim, CTZ — ceftazidim, AMI — amikacin, PPT — piperacilin +

tazobaktam, MER — meropenem

Hodnoty rezistentnich kmenti u PPT v roce 2014 a 2015 nejsou uvedeny, protoze se

Vv té dobé toto antibiotikum pro testovani v laboratofi nepouZivalo.
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Obrazek 11: Vyvoj antibiotické rezistence u kment Escherichia coli izolovanych z moci

v letech 2014-2018 k vybranym antimikrobialnim latkam.
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5.3.2 Klebsiella pneumoniae

Na Oddéleni 1ékaiské mikrobiologie v Nemocnici Prachatice, a.s. bylo v roce 2018
u kment Klebsiella pneumoniae izolovanych z moc¢i zhotoveno 271 citlivosti.
Na piipravée a zhotoveni citlivosti diskovou difuzni metodou jsem se podilela po cely rok
2018. Proostatni roky jsem vyuzila data z laboratorniho informaéniho systému
OpenLIMS od firmy STAPRO s.r.o. Tabulka 6 zobrazuje celkovy pocet zhotovenych

citlivosti v letech 2014-2018 u kmenut Klebsiella pneumoniae izolovanych z moci.

Tab. 6: Celkovy pocet zhotovenych citlivosti v letech 2014-2018 u kmenta Klebsiella

pneumoniae izolovanych z moci.

Klebsiella pneumoniae
Roky 2014 2015 2016 2017 2018

Citlivosti celkem 243 250 224 268 271

Z tabulky 6 je patrné, kolik bylo v kazdém roce zhotoveno celkem citlivosti u kmenti
Klebsiella pneumoniae izolovanych z moci. Z celkového poctu zhotovenych citlivosti
v kazdém roce jsem sledovala vyvoj antibiotické rezistence u Klebsiella pneumoniae
k vybranym antimikrobialnim latkam (COT, GEN, AMC, CIP, CTX, CTZ, AMI, PPT,
MER) v ¢asovém useku 5 let, ktery je zobrazen v tabulce 7 a graficky je znazornén

na obrazku 12.
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Tab. 7: Vyvoj antibiotické rezistence u kmenid Klebsiella pneumoniae izolovanych

z mo¢i v letech 2014-2018 k vybranym antimikrobialnim latkam.

Roky

ATB 2014 2015 2016 2017 2018
R. | %R. R. % R. R. % R. R. % R. R. % R.
COT | 105 | 43% | 115 | 46% | 104 | 46% | 111 | 41% | 116 | 43%
GEN| 63 | 26% | 72 | 29% | 69 | 31% | 75 | 28% | 79 | 29%
AMC| 87 | 36% | 95 | 38% | 89 | 40% | 97 | 36% | 99 | 37%
CIP | 88 | 36% | 94 | 38% | 81 | 36% | 101 | 38% | 100 | 37%
CTX| 71 | 29% || 74 | 30% | 69 | 31% || 83 | 31% | 89 | 33%
CTZz | 71 | 29% | 74 | 30% || 69 | 31% | 83 | 31% | 89 | 33%
AMI | 0 0% 0 0% 0 0% 1 0% 0 0%
PPT | - - - - 70 | 31% | 85 | 32% || 90 | 33%
MER| O 0% 1 0% 0 0% 0 0% 1 0%

Legenda: R. —rezistentni, % R. — procento rezistentnich, COT — trimetoprim + sulfonamid, GEN

— gentamicin, AMC — amoxicilin + klavulanat, CIP — ciprofloxacin, CTX — cefotaxim, CTZ —

ceftazidim, AMI — amikacin, PPT — piperacilin + tazobaktam, MER — meropenem

Hodnoty rezistentnich kmenti u PPT v roce 2014 a 2015 nejsou uvedeny, protoze se

v té dobé¢ toto antibiotikum pro testovani v laboratofi nepouzivalo. Neni uveden také

ampicilin, protoze druh Klebsiella pneumoniae je ktomuto antibiotiku pfirozené

rezistentni. Také neni uveden nitrofurantoin, protoze pro druh Klebsiella pneumoniae

neni stanoven breakpoint v EUCASTu.
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Obr. 12: Vyvoj antibiotické rezistence u kment Klebsiella pneumoniae izolovanych

z mo¢i v letech 2014-2018 k vybranym antimikrobialnim latkam.

48



6. Diskuse

Tato prace byla zaméfena na sledovani a detekci dvou nejcastéjSich producenta
ESBL, kterymi jsou kmeny Escherichia coli a kmeny Klebsiella pneumoniae, v letech
2014-2018 v Nemocnici Prachatice a.s. V ptipad¢ kmenta Escherichia coli doslo v tomto
¢asovém useku ke zvyseni poctu producenti ESBL z 1 % na 4 %. V porovnani s kmeny
Klebsiella pneumoniae, je to narist mirny, jelikoZz pocet kment Klebsiella pneumoniae
s produkci ESBL se zvysil z 8 % na 17 %.

Po rozdéleni producenti ESBL podle nemocni¢nich oddéleni byl zjistén v obou
pfipadech mikrobi nejcastéjsi vyskyt na internim oddéleni. Konkrétné u kmeni
Eschericha coli se jednalo 0 52 % izolati produkujici ESBL a u kmeni Klebsiella
pneumoniae se jednalo o0 50 % izolath produkujici ESBL. To mize byt zptisobeno tim,
ze interni oddéleni je nejveétsim oddélenim v nemocnici, které disponuje nejvétsim
poctem luzek (51 lizek). Tudiz se zde nachazi a sttida velké mnozstvi pacientii ¢asto
i ve vy$si vekové kategorii Svelmi rozdilnymi nemocemi, u kterych je velka
pravdépodobnost, Ze se jiz setkali s poddvanim antibiotik, a ze zde byli také
hospitalizovani. S velkym pocet pacientl roste 1 vétsi riziko setkani se S nozokomialnimi
kmeny, které mohou produkovat i ESBL a pifedstavuji tak riziko infekce i pro ostatni
pacienty na oddéleni. OvSem s témito nozokomidlnimi kmeny se pacient mize setkat
I v jinych nemocni¢nich zatizenich a pfi hospitalizaci, tfeba praveé na zminéném internim
odd¢leni, miize tyto kmeny Sifit.

Po dal$im rozd¢leni producenti ESBL, tentokrat podle typu klinického materialu,
byl zjistén v obou piipadech mikrobt nejcastéjsi vyskyt v mocéi. U kment Escherichia
coli se jednalo 0 63 % izolati produkujici ESBL a u kment Klebsiella pneumoniae se
jednalo o 54 % izolati produkujici ESBL. Ob¢ tyto bakterie jsou povazovany
za nejcastéj$i puvodce uroinfekci. Jedny z moznych pfic¢in nejvétsiho vyskytu ESBL
kmeni v moci, by mohly byt nadmérné pouzivani Sirokospektrych antibiotik a zbyte¢né
léceni bezptiznakové bakteriurie. Dalsi pfi¢inou miize byt zavedeni permanentnich
katetri, kde se riziko infekce vyrazné zvySuje. Toto tvrzeni se shoduje 1 s ndzorem
Kohoutové (2014), ktera uvadi, ze 15-25 % pacienti ma v prab¢hu hospitalizace
zavedeny katetr a pokud katetrizace trva vice nez 6 dni, je riziko infekce jiz velmi vysoké.
Ve studii Thadena et al. (2016), ktera probihala v letech 2009—2014 v 26 nemocnicich

na jihovychodé Spojenych stat, byl zaznamenan nejcastéjsi vyskyt kment Escherichia
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coli s produkci ESBL (61 %) a kment Klebsiella pneumoniae s produkci ESBL (52 %)
rovnéz v moci. Vysledky této studie jsou velice podobné s mymi zjisténymi vysledky.

Jelikoz jsem zaznamenala nejvétsi mnozstvi producentt ESBL v moci, sledovala
jsem vyvoj antibiotické rezistence u kment Escherichia coli a kmend Klebsiella
pneumoniae izolovanych z moci.

Z testovanych antimikrobidlnich latek bych chtéla vyzdvihnout meropenem,
zastupce karbapenemi, ktery se jevil jako nejvice ucinné antibiotikum u obou mikrobt.
Piedstavuje totiz 1ék volby pfi téZkych infekcich zptisobenych producenty ESBL, a tudiz
rezistence zpusobena tvorbou karbapenemaz k tomuto antibiotiku predstavuje velmi
vyznamny problém, protoze rozSifeni kment produkujicich karbapenemézy znacné
komplikuje 1é¢bu a vyrazné zvySuje naklady na péci. V piipadé kment Escherichia coli
v letech 2014-2018 nebyl zaznamenan u izolath z mo¢i zadny rezistentni kmen
k meropenemu, coz bych vidéla jako velmi pozitivni zjisténi. U kment Klebsiella
pneumoniae byl zaznamenan jeden rezistentni kmen v roce 2015 a jeden v roce 2018.
Z interaktivni online databaze European Antimicrobial Resistance Surveillance Network
(EARS-Net © 2019) je ziejmé, ze v Ceské republice je produkce karbapenemaz stale
velmi nizka, a to jen 1 %.

Dale bych z testovanych antibiotik chtéla zminit cefotaxim a ceftazidim, zastupce
cefalosporintl 3. generace. S cefalosporiny 3. generace je rovnéZ spojen vyskyt ESBL
kmeni. Problém spociva v naduzivani téchto antibiotik, coz vede k ¢ast&jsimu vzniku
rezistence a také Cast€jSimu vyskytu kmend produkujicich ESBL. Pravé u téchto
antibiotik byl zjistén u obou mikrobli téméf kazdym rokem zvySujici se pocet
rezistentnich kment. Konkrétné u kment Escherichia coli v roce 2014 byla zjisténa
rezistence na tato antibiotika 6 %, v letech 2015 a 2016 to bylo 7 %, v roce 2017 8 %
a v roce 2018 to bylo jiz 9 %. V piipadé kment Klebsiella pneumoniae byla v roce 2014
zjisténa rezistence na tato antibiotika 29 %, v roce 2015 to bylo 30 %, v roce 2016 a 2017
to bylo 31 %, v roce 2018 se pocet rezistentnich kment zvysil jiz na 33 %. Ve studii
Bitewa at al. (2017), ktera probihala od zafi 2015 do kvétna 2016 v Addis Ababa
University v Etiopii, bylo zaznamenano 35,6 % rezistentnich izolati Escherichia coli
vmodi Kk cefalosporinim 3. generace. V piipadé Klebsiella pneumoniae bylo
zaznamenano 44,4 % rezistentnich izolati v moci rovnéz k cefalosporinim 3. generace.
Pro dal$i porovnani jsem vyuzila studii Magyara et al. (2017), ktera probihala od roku
2009 do roku 2015 na oddéleni urologie v Nemocnici Jahn Ferenc South-Pest

v Budapesti. Zde bylo zji$téno, ze rezistence kmenta Escherichia coli izolovanych v moci
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se k cefalosporinim 3. generace pohybovala mezi 5-16 %. U kment Klebsiella
pneumoniae izolovanych z moci se rezistence rovnéz k cefalosporinim 3. generace

pohybovala mezi 15-59%.
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7. Zavér

Jednim z cil této prace bylo osvojit si mikrobiologickou techniku pii zpracovani
klinického materidlu. Vyzkouset si také screeningovou metodu prikazu ESBL pomoci
detek¢éniho setu D68C MASTDISC a pro stanoveni citlivosti k antimikrobidlnim latkdm
jsem si vyzkousela diskovou difuzni metodu a metodu stanoveni minimalni inhibi¢ni
koncentrace. Pro dour¢eni mikroba jsem pouzila komeréni soupravu ENTEROtest 24 N
a INDOL test. Mohu tedy fici, ze vSechny tyto metody jsem si prakticky vyzkousela.

Dalsim cilem bylo zjistit celkovy pocet kmeni Escherichia coli a kment Klebsiella
pnemumoniae s produkci ESBL za ¢asovy usek 5 let. U kmend Escherichia coli bylo
v roce 2014 detekovano 22 izolati s produkci ESBL, tedy 1 % z celkového mnozstvi
vSech detekovanych kment Escherichia coli. V roce 2015 bylo detekovano 42 izolatd
s produkci ESBL, tedy 2 %. V roce 2016 bylo detekovano 38 izolati s produkci ESBL,
tedy 2 %. V roce 2017 bylo detekovano 47 izolata s produkci ESBL, tedy 3 %. V roce
2018 jsem zaznamenala jiz 56 izolatu s produkci ESBL, tedy 4 %. V piipadé kment
Klebsiella pneumoniae bylo v roce 2014 detekovano 34 izolatd s produkci ESBL, tedy
8 % z celkového mnozstvi vSech detekovanych kment Klebsiella pneumoniae. V roce
2015 bylo detekovano jiz 80 izolatd s produkci ESBL, tedy 16 %. V roce 2016 bylo
detekovano 74 izolatu s produkci ESBL, tedy 15 %. V roce 2017 bylo detekovano
86 izolatu s produkci ESBL, tedy 16 %. V roce 2018 jsem zaznamenala jiz 88 izolati
s produkci ESBL, tedy 17 %. Mohu tedy fici, ze u kmenta Escherichia coli s produkei
ESBL, doslo ke zvySeni poctu 0 3 % za 5 let. V ptipadé kmenu Klebsiella pneumoniae
produkujici ESBL doslo ke zvySeni poctu 0 9 % za 5 let.

Dalsim cilem bylo porovnat vyskyt a jednotlivé zastoupeni kment Escherichia coli
a kmenu Klebsiella pneumoniae s produkci ESBL podle nemocni¢nich oddéleni. V tomto
pfipadé byl jednoznacné nejvétsi vyskyt u obou bakterii na internim oddé€leni. U kmeni
Escherichia coli s produkci ESBL se jednalo 0 52 % a u kmeni Klebsiella pneumoniae
s produkci ESBL se jednalo o 50 %.

Dalsim cilem bylo porovnat vyskyt a jednotlivé zastoupeni kment Escherichia coli
akment Klebsiella pneumoniae s produkci ESBL podle vyskytu v rtiznych typech
klinického materialu. V tomto pfipadé byl jednoznacné nejvétsi vyskyt u obou bakterii
prokazan v moci. U kment Escherichia coli s produkci ESBL se jednalo o 63 %

a u kmenut Klebsiella pneumoniae s produkci ESBL se jednalo o 54 %.
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Poslednim cilem bylo zhodnotit vyvoj antibiotické rezistence v casovém tseku 5 let
u kment Escherichia coli a kment Klebsiella pneumoniae izolovanych z mo¢i, kde byl
zachycen prave nejveétsi pocet producentit ESBL.

V piipadé izolatia Escherichia coli bylo zjisténo nejvice rezistentnich kment
na ampicilin, a to az 49 %. Druhou nejvyssi rezistenci vykazovaly kmeny na trimetoprim
+ sulfonamid az 29 %. U ciprofloxacinu byla zjisténa rezistence az 17 %. U zastupce
inhibitord beta-laktamaz amoxicilin + kyselina klavulanova byla zji$téna rezistence az
16 %. U druhého zastupce inhibitord beta-laktamaz piperacilin + tazobaktam byla
zjiSténa vzrlstajici rezistence kazdym rokem (2016-2018) ze 7 % na 9 %.
U cefalosporinti 3. generace (cefotaxim, ceftazidim) béhem péti let doslo ke zvyseni
rezistence z6 % na 9 %. Velmi dobra citlivost byla zjisténa u skupiny
aminoglykosidd - gentamicin, amikacin. U gentamicinu se pocet rezistentnich kment
pohyboval mezi 3-5 %, u amikacinu byl zaznamenan pouze jeden rezistentni kmen v roce
2016 a pouze 3 rezistentni kmeny vroce 2017. Nejvétsi ucinnost byla zjisténa
u nitrofurantoinu, kde se rezistence pohybovala jen mezi 1-2 %. Dale jako nejucinngjsi
antibiotikum se jevi meropenem, zastupnce karbapenemd, u kterého za ¢asovy usek 5 let
nebyl zachycen zadny rezistentni kmen.

V piipad¢ izolati Klebsiella pneumoniae bylo zjisténo nejvice rezistentnich kmenti
na trimetoprim + sulfonamid, a to az 46 %. U inhibitori beta-laktamaz amoxicilin +
kyselina klavulanova byla zjisténa rezistence az 40 % a u piperacilin + tazobaktam se
pocet rezistentnich kmenti zvySoval kazdym rokem (2016-2018) z 31 % na 33 %.
Na ciprofloxacin bylo rezistentnich kment az 38 %. U cefalosporini 3. generace
(cefotaxim, ceftazidim) béhem péti let doslo ke zvyseni rezistence z 29 % na 33 %.
Rezistence na gentamicin dosahovala maximalné 31 %. Nejvétsi uc¢innost byla zjisténa
na amikacin, kdy byl detekovan pouze jeden rezistentni kmen v roce 2017. Dale také
nejvetsi téinnost byla zjisténa na meropenem, kdy byl detekovan jeden rezistentni kmen
v roce 2015 a jeden rezistentni kmen v roce 2018.

V letech 2014-2018 nebyl zaznamenan u jednotlivych antimikrobialnich latek zadny
zasadni kontinudlni nardst rezistentnich kmend. Pouze v piipadé piperacilin +
tazobaktamu, kde se u obou mikrobi kazdym rokem (2016-2018) zvySovala rezistence.
U kmenu Escherichia coli doSlo ke zvySeni rezistence o 2 % a u kment Klebsiella

pneumoniae o 2 %.
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Také v pripadé cefalosporinti 3. generace u obou mikrobt se rezistence témét s kazdym
rokem zvySovala. U kment Escherichia coli doslo ke zvyseni rezistence 0 3 % za 5 let.
U kmenu Klebsiella pneumoniae doslo ke zvySeni rezistence o 4 % za 5 let.

Z vySe uvedenych zjisténi mohu hypotézu €. 1 (Piedpokladdm, ze s nartstajicim
Casem stoupa i pocet kmenti Escherichia coli akment Klebsiella pnemumoniae
s produkci ESBL) potvrdit pouze z ¢asti, jelikoZ u obou mikrobii byl v roce 2016 zjistén
mensi pocet izolatli nez v predchozim roce. Hypotéza €. 2 (Piedpokladam, ze nejCastéjSim
producentem ESBL bude Klebsiella pneumoniae) byla zcela potvrzena. Hypotéza ¢. 3
(Pfedpokladam, ze nejvétsi pocet producenttt ESBL bude v klinickém materialu sputum)
mému pozorovani neodpovida, tudiz nebyla potvrzena. Hypotéza €. 4 (Pfredpokladam, ze
nejvetsi pocet producentit ESBL bude na internim oddéleni) mému pozorovani odpovida

zcela, tudiz tato hypotéza byla potvrzena.
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9. Seznam piiloh

Ptiloha ¢. 1: Komeréni souprava ENTEROTtest 24 N — detekovany kmen Escherichia coli
(ESCO) a kmen Klebsiella pneumoniae (KLPN).

ki
(Vlastnl ZdI‘O_])

Ptiloha €. 2: Barevna Sablona dodavana u komercni soupravy ENTEROtest 24 N, podle

které se hodnoti barevné zmény v jednotlivych jamkach.

(Pribalovy letak ENTEROtest 24 N, 2018)
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Ptiloha ¢. 3: Indol test — produkce indolu se projevi tvorbou rtizového prstence.

(Vlastni zdroj)

Piiloha €. 4: Kmen Escherichia coli identifikovan na biochemickém izola¢nim klinu.

(Vlastni zdroj)
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Priloha ¢. 5: Kmen Klebsiella pneumonia identifikovan na biochemickém izola¢nim

klinu.

(Vlastni zdroj)

Ptiloha ¢. 6: Zhotovena citlivost na MHA agaru k vybranym antimikrobialnim latkdm

diskovou difuzni metodou.

(Vlastni zdroj)
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Ptiloha ¢. 7: MASTDISC AmpC a ESBL detekéni set (D68C) — schéma vSech variant,

které mohou nastat.

1. Z4dné produkce,
ani ESBL ani AmpC

2. Produkce ESBL

4. Produkce ESBL

3. Produkce AmpC
i AmpC zéroven

@ vytvorena
inhibiéni z6na

@ © @ antibioticky disk

(Vlastni zdroj)

Ptiloha ¢. 8: MASTDISC AmpC a ESBL detekéni set (D68C) — produkce ESBL.

(Vlastni zdroj)
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Ptiloha ¢. 9: MASTDISC AmpC a ESBL detek¢ni set (D68C) — zadna produkce ESBL
ani AmpC.

(Vlastni zdroj)

Pfiloha ¢. 10: Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace pomoci bujonové mikrodilu¢ni

metody od firmy DIAGNOSTICS s.r.0., konkrétn¢ pro Enterobacteriaceae MIC GN 2.
B |

(Vlastni zdroj)
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Piiloha & 11: Sablona, podle které se odegitaji minimalni inhibi¢ni koncentrace
vybranych antibiotik, konkrétné u Enterobacteriaceae MIC GN 2 od firmy
DIAGNOSTICS s.r.o.

RozloZeni ATB a Eiselné vyjadieni hodnot MIC (v mg/l) pre Enterobacteriaceae
Nazev ( Cefepim T
ATB sulbactam
Cima/l) PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS CEP MER ERT TGC NET TOB

A 128 128/4 8 16 64 64/32 16 16 2 8 16 8
R R R R R R R R R R

B 64 64/4 4 8 32 32116 8 8 1 4 8 4
R R R R R | | R R |

C 32 32/4 2 4 16 16/8 4 4 0,5 2 4 2
R R | | | I S | | S

D 16 16/4 1 2 8 8/4 2 2 0,25 1 2 1

| | | | S S R ) S

E 8 8/4 0.5 1 4 4/2 1 1 0,125 0,5 1 0.5
S S S S S S R S S

F 4 4/4 0,25 0,5 2 21 0.5 0,5 0,064 0,25 0,5 0,25
S S S S S S R S S

G 2 2i4 0,125 0,25 1 1/0.5 0,25 0,25 0,032 | 0,125 0,25 0,125
S S S S S S R S S

H 1 1/4 0,064 0.125 0,5 0,5/0,25 | 0,125 | 0,125 0,016 | 0,064 0,13 K
S S S S S S R S

Vysvétlivky : R = rezistentni / | = intermediarni / S = citlivy / K = kontrola ristu
Interpretace vysledkii podle EUCAST — Expert Rules in Antibacterial Susceptibility Testing (www.eucast org).

i i vy j it pfi i y identifikace mikroorganizmu.
Pfi hodnoceni vysledku testu je potfebné zohlednit pfirozené rezistence podle vysledku rodove ! druhove identi
Pﬁ!rozené rezisgnoe mikroorglanizmﬂ k ATB je mozné vyhledat na internetové adrese www.diagnostics sk/ato.

(Ptibalovy letak MIC GN 2, 2018)

Ptiloha ¢. 12: Rezistence na cefalosporiny 3. generace u kment Escherichia coli v Evropé
v roce 2017.
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== No data reported or fower than 10 isolates
[ Not included

Non-visible countries

[ Liechtenstein
£33 Luxembourg
B Malta

(European Antimicrobial Resistance Surveillance Network, © 2019)
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Priloha ¢. 13: Rezistence na cefalosporiny 3. generace u kmena Klebsiella pneumoniae

v Evropé v roce 2017.
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=3 No data reported or fewer than 10 isolates

1 Notincluded

Non-visible countries
1 Liechtenstein
. Luxembourg
- Malta

(European Antimicrobial Resistance Surveillance Network, © 2019)
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10. Seznam zkratek

ADO - adonitol

AMC — amoxicilin + klavulanat

AMI — amikacin

AMP — ampicilin

AmpC — chromozomalni beta-laktamazy (tfida C dle Amblera)

ARG — arginin

ART — arabitol

bXY — beta-xylosidasa

CCM — Czech Collection of Microorganisms (Ceské sbirka mikroorganismi)
CEL — celobioza

CFU — colony-forming unit (jednotka tvofici kolonie)

CIP — ciprofloxacin

CO2 — oxid uhli¢ity

COT — trimetoprim + sulfonamid

CTX — cefotaxim

CTX-M — AmpA beta-laktamazy (tfida A dle Amblera)

CTZ — ceftazidim

DAEC - difzuné adherentni kmeny Escherichia coli

DEO — détské oddeleni

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DUL — dulcitol

EAQQEC — enteroagregativni kmeny Escherichia coli

EARS-Net — European Antimicrobial Resistance Surveillance Network
EIEC — enteroinvazivni kmeny Escherichia coli

EPEC — enteropatogenni kmeny Escherichia coli

ESBL — extended epectrum beta-lactamases (Sirokospektré beta-laktamazy)
ESCO — Escherichia coli

ESL —esculin

ETEC — enterotoxigenni kmeny Escherichia coli

EUCAST - European Committee on Antimicrobial Suspectibility Testing
FUR — nitrofurantoin

GEN - gentamicin
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GLR — beta-glukuronidaza

GYN — gynekologicko-porodnické odd¢leni
H>S — sirovodik

HDS — hemodialyza

HMK — hemokultura

CHIR — chirurgické oddéleni

IL-6 — Interleukin 6

IMI — AmpB beta-laktamazy (tfida B dle Amblera)
INO — inositol

INT — interni oddé€leni

IZ — inhibi¢ni z6na

JIP — jednotka intenzivni péce

KLPN — Klebsiella pneumoniae

LAC — laktoza

LDN — Ié¢ebna dlouhodobé nemocnych

LYS — lysin

MAL — malonat

MAN — mannitol

MDR — multidrug resistance (multirezistence)
MER — meropenem

MHA — Mueller Hinton agar

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MLB — melibioza

MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus
NGO — Neisseria gonorhoeae agar

ONP — beta-galaktosidaza

ORN — ornithin

ORTO - ortopedicko-traumatologické oddéleni
OXA — AmpD beta-laktamazy (tfida D dle Amblera)
PPT — piperacilin + tazobaktam

RAF — raffin6za

RNA — ribonukleova kyselina

SAL —salicin

SCI — Simmons citrat
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SHV — AmpA beta-laktamazy (tfida A dle Amblera)
SOR - sorbitol

STEC - shigatoxigenni kmeny Escherichia coli
SUC — sachar6za

TEM — AmpA beta-laktamazy (tfida A dle Amblera)
TNF — tumor necrosis factor

TRE — trehal6za

UPEC — uropatogenni kmeny Escherichia coli

URE — ureaza

UROL — urologicka ambulance

VIM — AmpB beta-laktamazy (tfida B dle Amblera)
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