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Abstract

This Bachelor thesis, calledBéta-lactamase PositiveHaemophilus influenzae
in Children* deals with the basic properties and current ocoggeof the bacteria
Haemophilus influenzagnd also with the occurrence or other hemofiiagmophilus
specie¥ in children, which occurred in the biological maal sent to the microbiological
laboratory- Laboma s.r.o. i€eské Budjovice, where some of them were producers
of B-lactamase. The occurrence of these enzymes mgghatderious problem for the right
choice of antibiotics for the treatment of diseassssed by these hemofils.

The essential objective was to collect and assdisslata aboutp-lactamase
positive hemofils in the material from airways dfildren from birth to 15 years of age
and with a certain numbers of diagnoses in the eafentioned microbiological
laboratory.

The data for my thesis was collected in the sedoalfl of 2008 and first half
of 2009 and was later statistically processed graphic figures and charts in the form
of results. | have also learned to use an easy wmmdl diagnostic method for the
verification of p-lactamase J-LACTAstrip test), during which the color was chadg
in the zone of the indicator paper [fFlactamase was present. | have also visited
pediatricians, who co-operate with this laboratoffhey were willing to reply
to four questions in my questionnaire. The maineotiye of these questions was
to focus on the treatment of ill children whoseldgical material from upper airways
shows preserfi-lactamase positive hemofils.

From the collected data | managed to reject hygsmhNo. 1 by calculating the
average relative quantity from the total occurrentehemofils producingi-lactamase,
and | have found that the production of these emzmynis lower by 50 %.
Then, | confirmed hypothesis No. 2 that more compaducers of-lactamase are other
hemofils {H. speciesthanH. influenzae From replies provided by pediatricians, | found

out that all of these pediatricians take the preseof p-lactamase into consideration



when they chose antibiotics and this confirmed hiypsis No. 3.
This Bachelor thesis can be used as an argumentpddiatricians to take
into consideration the presencepafictamase in the biological material of producersen

they choose antibiotics.
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Uvod

Haemophilus influenzafe dnes jednou z nggstji vyskytujicich se bakterii, ktera
ma vyznamnou Ulohu tack respir&nich onemoceni, zejména u &i. Jeji vysoky vyskyt
v hitanu ditte, ktery se s postupujicicltkem pomalu snizuje (22), ma velky vliv na vznik
téchto onemoctni. Nekteré hemofily se vyzraiji svou produkcip-laktaméz, jejichz
piitomnost v hornich cestach dychacich jdedita pro uéeni spravné antimikrobialni
terapie. Zajimala # predevSim otazka, jalkcasta je produkce éthto p-laktamaz
u Haemophilus influenzg jestli je produkce&astjSi u ostatnich hemofil (Haemophilus
specie} a zda berou odefici prakttti l1ékai pii terapii ohled na jejich ffitomnost
v hornich cestach dychacich.

Haemophilus influenzae je gramnegativni bakterie, kter& ma kokobacilarni
az vlaknity tgkovity tvar. Je sotasti Ezné lidskeé flory v oblasti hornich cest dychacich,
ale také mze byt givodcem Siroké Skaly onemasri (27). Tyto hemofily jsou jednou
z hlavnich picin zavaznych bakterialnich infekci wttl v rozvojovych regionech, kde
zpasobuji kolem 30 % ifpadi pneumonii a 20-60 %ifpadi bakterialni meningitidy (37).
Je také sitoveé vyznamnym patogenem v oblastitegmého zdravi. Krogh pneumonii
a meningitid zpsobuji také za&ty sttedniho ucha, vedlejSich dutin nosnich, septikémie
a dnes jiz mén vyskytujici se epiglotitidy u &i. Tato onemoaini ¢asto probihaji
s komplikacemi, a proto jeatkzita Wasna diagnostika adéa. Pokud nejsou malé&itd
a kojenci @kovani proti H. influenzaetypu b, je vyskyt &chto onemocEni naopak
ponmerné casty a pitbeh smrtelny.

Pi vyskytu Haemophilus influenzag hornich cestach dychacictgsto spoléné
I s piitomnosti jingych kmein bakterii Streptococcus Moraxellg), je dilezité proveést
vySeteni Fitomnostip-laktamazy, pomoci testrLACTAstrip, aby byla antimikrobialni
terapie delna a nedoSlo k vysoké, ri@iné spotebd antibiotik, a pedevsim ke vzniku

rezistence na antibiotika.



1. Sowasny stav

Hemofily tvori priblizné 10 % z normalni bakterialni flory zdravych hornioést
dychacich. Neopouzdné kmenyHaemophilus influenzgsou gitomny v hitanu u $tSiny
zdravych dti (80 %), ale obvykle tMd méré nez 2 % z celkové bakterialni flory (22).
Disponovanou skupinou jsou hlayvdéti od 3 nesial do 3 let.Haemophilus influenzaje
ptivodcem primarnich i sekundarnich infekci (Zfisobujici zejména sinusitidy, otitidy,
meningitidy a epiglotitidy. Kmen¥. influenzaemohou produkovag-laktamazy, coz jsou
enzymy rozkladajicp-laktamova antibiotika, které tak ztraciagantimikrobialni @inek.

Proto je nutné brat v Gvahu jejickifpmnost pi terapii €mito antibiotiky.

1. 1Haemophilus influenzae

Bakterie Haemophilus influenzage nejvyznamgjSim patogenem zcéeleck
Pasteurellaceaerodu Haemophilus(17). Tyto nepohyblivé, nesporulujici, gramnegaitivn
ty¢inky, jejichz tvar je zpravidla pleomorfni (prémlivy), od kratkych kokobadil
az po dlouhé vlaknité formy, vyvolavagdu rozmanitych onemoéni zejména u &i (34).
Kritériem pro z#&azeni mikroorganisin do rodu Haemophilusjsou naroky na tstové
faktory, které byly nazvany X a V. Faktor oZoaany v tradini bakteriologickeé literatie
X se fyziologicky uplatuje jako hemin, faktor V je totozny s nikotinami@adh-
dinukleotidem (NAD). Podle nardkna uvedené faktory je mozné hemofily drukiov
rozlisit. H. influenzagH. haemolyticus H. aegyptiusvyZzaduji k fistu faktor X i faktor V.
H. parainfluenzaea H. parahaemolyticumvyzaduji pouze faktor VH. aphrophilus
a H. ducreyijen faktor X (3). Tyto faktory se vy&eii na vhodnych kultivénich médiich,
jez tyto faktory obsahuji, nebo nadach nadkovanych &¢mito bakteriemi, nadz se polozi
papirové disky napudté €mito faktory, a podletrstu se daji hemofily druhéwozlisit (2).

U clovéka negastji izoluiemeHaemophilus influenzagHaemophilus parainfluenzae

H. influenzaebyl pri svém objevu koncem XIX. stoleti pokladan za eiiitké agens



chripky.

Haemophilus influenza@e mozné podle pouzdernych antifeonzdlit do 6 skupin
(a-f); nejzavazysi je skupina b (20), coz je polymerni ribozyltdifosfat. Kmeny s timto
pouzdrem jsou invazivni a égobuji zdvazna onemaoam zejména u &i.

Krychlé, pgedkezné diagnéze se provadi mikroskopickeé vigst natru
odebraného vzorku, obarveného podle Grama&f&movo barveni je diferenciai barveni
uzivané v bakteriologické diagnostice. Uriioje rozdlit bakterie na grampozitivni G
a gramnegativni G Podstata odliSné barvitelnosti iné stny bakterii je dana rozdily
v jeji struktde (21). Fixovany preparat bakterii se nejprve ob&rystalovou violeti,
a po naslednémigobeni Lugolova roztoku (Gramova jodového roztokanika barevny
komplex zbarvujici preparat intensévnmodrofialow. Po vhodnou dobu tgobeni
na preparat acetonem nebo acetonalkoholem doka¥enisit grampozitivni bakterie,
které modrofialové barvivo gsobenim alkoholu neztracejia Zistavaji modré,
a gramnegativni, které se alkoholem odbarvuji eéjeemozno po odbarveni znovu obarvit
nag. karbolfuchsinem nebo safraninem, takze jsou gEkené (18). Hemofily se barvi
dolre, ale wit, Ze jde oH. influenzae véetre produkce p-laktamézy, je mozné jen

kultivagng.

1.1.1 Morfologie a fyziologie

Haemophilus influenzaje, podle Gramova barveni , gramnegativni krathér(g
Stihla tginka az kokobacilus. Jednotlivéctgky jsou samostatné, po dvou nebo v kratkych
fetzcich. V patologickém materialu magiasto podobu drobnych diplokibk mohou
napodobovat pneumokoky, ale jsou podstatrensi a nedaji se s nimi splést. Jednotlivé
ty¢inky mohou byt s&zeny doretizki a tak kratké, Ze fppominaji streptokoky. Jindy
se setkdvame s dlouhymiasto vlaknitymi nebo zcela nepravidelnymi rokdvitymi
Gtvary, na konci zdielymi. Polymorfie vznikadcéasto pod vlivem antibiotik, zvlast
B-laktam. Jde pak vlastho sferoblasty, &kdy nazyvané L formy. Tvarova rozmanitost je
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pro hemofila charakteristickdH. influenzaeje velice citlivy na vyschnuti, teplotu
a slunéni swtlo (24).

Hemofily jsou fakultativé anaerobni a &Sin¢ z nich vyhovuje atmosféra
obohacena o 5-10% GHaemophilus influenzage CO,-dependentni kmen, protgwust
na g@itomnost takzvanychastovych faktoii. Jsou to hemin oztiavany jako X faktor
a NAD ozn&ovany jako V faktor (20).

Tab. 1.Rozdleni hemofili podle zavislosti na fistovych faktorech

druHaemophilus X faktor V faktor

H. influenzae + +
H. haemolyticus 4 +
H. aegyptius + +
H. parainfluenzae +
H. parahaemolytit +
H. aphrophilus +

H. ducreyi +

Na zaklad prikazu tvorby indolu aiftomnosti ureasy a ornitindekarboxylasy jsou
kmeny H. influenzaerazeny do osmy biotyp Nejastji se vyskytuji biotypyl, 1l a lll
(34).

11



Tab. 2.Biotypy H. influenzae

Biotyp indol ureasa ornithinkarboxylasa

1 + + +

I + + -

I - + -

v - + +

vV + + +

VI - - +

[ + - -
VIII - - -

Zdroj: (34)

Podle charakteru polysacharigouzdra se hemofilyidi do Sesti antigennich t§p
které se ozralji pismeny a az f (3). Specifickym typovym antigen je rozpustny
polysacharid pouzdra. Mohou se tedy typovat jenrigmapouzdené.

Hemofilus obsahuje dva bilkovinnéldvé antigeny, a to P substanci, kteraitvo
vétSinu bilkovin bakterialnihcila a je rozkna u fiznych kme#, a povrchovou M

substanci, toxickou pro laboratorni tath, kterou nalezneme u vSech kin€v).
1.1.2 Klinicky vyznam

Haemophilus influenzasroii priblizné 10 % normalni bakterialni flory zdravych
hornich cest dychacich.ié¥aZujicim druhem je ipdevSimH. parainfluenzag ktery
piedstavuje 3/4 hemofilové fléry v dutinistni a v hltanu, ale chybi v nosni ddtide zde
pokladan za saprofyta. V hltanu, &3iny zdravych &ti, se vyskytuji neopouzené kmeny
H. influenzaepiredevSim biotypu Il nebo Ill. i lokalni infekci kmenyH. influenzae
obvykle dominuji nad ostatni bakterialni floroultanu a nosni dutih(22).

12



1.1.2.1 Patogeneze

Infekce se penasi obvykle kapénkamifipadré kontaktem. K rozvoji klinicky
manifestniho onemoéni vSak dochazi pouze tasti infikovanych, zvlast pokud jsou
jejich sliznice uz poskozeny virovou infekci (34).

Virulence kmeneH. influenzage podmirgna tvorbou pouzder (2), kdy nejangjsi
jsou pouzdra s antigenem typu b, jez obsahuji pohyarid. Proto jsou kmery. influenzae
s pouzdrem typu b nejvice virulentni, a js@stymi givodci €Zkych invazivnich infekci
u déti (34).

Neopouzdené hemofily se wlovéka povazuji za sast &zné fléry horniho
dychaciho traktu. Ukazuje se vSak, Ze i tyto forsgy mohou uplébvat u akutnich
a chronickych bronchitidRada kmenovych typ b uvohuje proteazu, ktera &ti IgA.
Opouzdené hemofily (a znich ipdevSim typ b) vyvolavaji hnisavé sinusitidy,
laryngotracheititidy, konjunktivitidy a otitidy. \Znymi onemoc#énimi jsou hemofilova
epiglotitis a obstruéni laryngitis. Hemofilové pneumonie se uetid vyskytuji jako
komplikace virovych onemoéni, predevsSim chipky. NejzavazgiSim hemofilovym

onemocknim v cttském ¥ku je meningitis (2).

1.1.2.2 Patogenita

Haemophilus influenza@etvdi Zadny exotoxin, a role toxickych somatickych
antigeris u onemoc#ini neni jasna. Neopouihé kmeny tvii normalni fléru respiréniho
traktu ¢lovéka, opouzeené formyH. influenzag zejména typ b, vyvolava hnisave infekce
respir&niho traktu (sinusitidy, laryngitidy, otitidy, epditidy, a u malych &i zejména
meningitidy) (15).

Sinusitis vznikd nepsgji jako sekundarni onemoéni, navazujici na bakterialni
zarety probihajici v blizkém okoli. Pravidelnoufignou je ryma, p které dochéazi

k ptfimému pestupu infekniho agens doipehlych dutin. Zat je nefastji lokalizovan
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v ¢elistnich dutindch a wichovych sklipcich, pak v dutinacéelnich a kosti klinové.
Praibéh miZe byt akutni nebo chronicky (26).

Laryngitis mize probihat bdi jako samostatné onemaeri nebo jako satést
rozséhlejSiho postizeni dychacich cest. ¢chis§ji je pokratovanim infekce HDC.
Haemophilus influenzaje ¢astou picinou tohoto onemocmi zejména u &i predskolniho
veéku.

Vzhledem k moznostiipstupu infekce hornich dychacich cest dedsiusni dutiny
Eustachovou trubici, je otitis media obavanou kadkagi rhinitid a rhinopharyngitid,
a to gedevSim u kojenic a malych dti. Prinik bakterii do stdouSic¢asto usnailje
piredchozi virova infekce HDC (26).

Akutni epiglotitida je infekce ZisobenaH. influenzaetypu b, @i niz epiglotis
a okolni tk& mohou uzakit dychaci cesty. Projevi se systémovou infekctiznpky
zvySené obtiznosti v dychani.&aa nahle, s hot&ou, bolesti v krku, chrapotem a rychlou
progresi k vaznému ¢grpani Bhem 24 hodin (30). Epiglotitida se vyskytuje hlawndti
ve &ku kolem 5 let, miZe mit velmi rychly pibé¢h a byt smrtelna.

NejzavazgjSim onemocénim je ovSem hemofilovA meningitida, kterou jsou
ohrozeny hlavé déti ve wku zhruba 1 az 4 roky, u nichz jsou hemofilyvpdcem
meningitid v 70 % fipadi (17).
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Tab. 3.Etiologie akutnich bakterialnich meningitid dle wku (v %), stupeii letality a ¢asnost
neurologickych nasledk

vék  Streptococcus Haemophilus Neisseria pstdbtreptococcus  Listeria

agalactiae influenzae mgitidis pneumoniae monocytaen

0-1 mes. 49 5 <1 33 3 9

1-4 roky 2 70 13 6 9 <1

5-29 let <1 8 43 28 18 2

pramer 5 45 14 15 18 3

letalita + + + + +++ F++
nasledky + +++ + ++ ++ ++

Zdroj: (36)

Do centralniho nervového systému bakterie pronikégis epitel nasopharyngu
a krevni a lymfaticky systém. Bez¢l®y (adekvatni terapie) je onemdaan ténet vzdy
smrtelné, smrti nebo trvalému poskozeni vs&édyg nezabrani anidasna a vhodna terapie
(7).

Meningitidy vyvolané hemofily (a jinymi kmeny, km@# Neisseria meningitid)s
jsou vilaste komplikace jiného onemoéni: zartu stedniho ucha, vedlejSich dutin
nosnich¢i onemocini dychacich cest a plic. Nemocni siZsiji na stéle Gpojsi bolesti
hlavy, opakova#é zvraci, mivaji vysokou hotku a brzy niZzeme zpozorovat poruchy
védomi. Neni-li nemocny t&en, upada do bezdomi a Bhem rgkolika dni ¢asto umira
(29).

1.1.3 Diagnostika

K rychlé predlEzné diagndze se provadi mikroskopické viggtnadtru odebraného

vzorku, obarveného podle Grama - mozkomisniho miokisu, sputa, aspiratu, z kloubni
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dutiny, ze stedousi nebo z paranazalnich dutin.

Po odlgru, Haemophilus influenzagchle hyne, zejménaipryschnuti a teplat
4 °C i nizSi. Odebrany vzorek se musi dopravit doofatée na tamponu potieném
ve vhodné transportniudé a neprodlett naagkovat na vhodnou kultivai pidu.
Pro kultivaci je nejvhod¥jSi cokoladovy agar. Plotny se inkubuji za anaerobnadngnek
v atmosfée obsahujici 5-10 % C@8).

V transportnich fdach vydrzi az 24 hodin, atém kratSi je interval mezi odbem
a zpracovanim, tim je vysSi zachytnost.

NejcastjSimi materialy pro odlr u dti je vy®r z krku, nasofaryngealni \irt
sputum a u meningitid likvor.

Pro izolaci se pouzivad obvyklmkoladovy agar nebo jinéagy (KA) s obsahem
rastovych fakto#i, pripadré se vyuziva satelitovy fenomén, schopnost heihofiist
na krevnim agaru v okoli kolorfitaphylococcus aureygiz obr. 11) (34). Vhodné je také
pouZziti selektivnich {d s vybranymi antibiotiky pro pottani ostatni flory.

Na vhodnych kultivénich médiich obsahujicich faktory X a V ugtaji hemofily
do 24 a7 48 hodin. Pro druhotné rozliSeni heraa$# ruting uziva papirovych disk
které jsou napushy rastovymi faktory X, V a X + V. Disky se kladou naagiované
pudy, které neobsahuji ani hemin ani NAD. Typizacehyaeného kmene se provadi

latexovou aglutinaci, testem bobtnani pouzdra aofiuorescenci (2).

1.2 Beta-laktamazy

Heamophilus influenzaeje bakterie, ktera @ze produkovat p-laktamazy.
Tyto enzymy kromd hemofila produkuji i jiné bakterie, jejichz produgk pokud jsou
bakterie ve své blizkosti, set#te navzajemuznr¢ ovliviovat. Pro piikaz B-laktaméaz je
proto dilezité odliSeni d&chto jednotlivych bakterii od sebe. V dutimistni a hornich
cestach dychacich jsouildzité pB-laktaméazy, které rozkladaji penicilin G a V, adaal

ampicilinfamoxicilin. Ritomnostf-laktamaz je proto nutné&igerapii brat v tvahu.
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1.2.1 Definice a vyznam

Beta-laktamazy (penicilindzy) byly poprvé izoloyarv materidlu s bakterii
Escherichia coliv roce 1940 (32). Dnes existuje jiZ vic jak 34@neatatnychB-laktamaz,
které byly identifikovany (6). Jednd se o né@Zit¢jSi druh enzym, které jsou
nejrozstenéjSim mechanismem rezistence [klaktamovym antibiotikm, jako jsou
peniciliny a cefalosporiny (14). Tyto enzymy ragst choulostivy beta-laktamovy kruh,
¢imz antibiotikum ztrati antimikrobialnicinnost (35).

Rezistence bakterii mefilaktamovymi antibiotiky a inhibitory-laktaméz, je stéle
vétSim problémem,éasto se vyskytujicim, ktery ohroZuje Kklinickou &Spost I€iv,
jez tvai dnesni zaklad pro terapii bakterialnich onendo€i(l3). Beta-laktamazy jsou
produkovany jak grampozitivnimi tak gramnegativnibakteriemi, ale jejich klinicky
vyznam je mnohem &Si u gramnegativnich vysletlk(28). JelikoZz u gramnegativnich
patogefi jsou B-laktamazy hlavnim mechanismem zapojenych do mmst Wci
B-laktamovym antibiotikm.

Dnes jso-laktamézy, podle jejich primarni struktury, popg&e ctyirech tidach:
A, B, Ca D. Fidy A, C a D jsou enzymy se sloZkou serinu ve swaitivnim centru,
zatimco struktura enzyintiidy B je tvaena kofaktorem, kterym je kov (25).

NejvetSi klinicky vyznam maji Ambleriidy C enzyni, a rostouci vyznam Ambler
téidy B metalo beta-laktamaz (MBLs), jeZ jsou dnelkae hrozbou pro Kliniku z@vodu
jejich Sirokého specifického substratu (28).

Nicmérg vznikly také noveé ridy B-laktamaz tzv. enzymy rozgéhého spektra
beta-laktamazy (ESBL), které byly poprvé objevengwop na p&atku roku 1980 (23),
a jejich ¢etné a neustélé mutace vedly k vyvoji engysnrozsfenym profilem substratu.
K dnesSnimu dni existujez¢thto enzyni s rozSfenym profilem, vice nez 130 TEM t§p
a vice nez 50 SHV typp-laktamaz, které d¥eme nalézt v produkci gramnegativnich
bakterii (9). Tyto enzymy jsou nejva&isi z no¥jSich p-laktamaz, a obsahuji enzymy

v kazdé ze&tytr skupin uvedenych vyse. Misledku schopnosti plazmidnadale ziskavaji
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tyto enzymy roz§eného spektra dalSi faktory, které maji vliv naistenci antibiotik
a stavaji se Wi [ékam multi-rezistentni. V kombinaci se snizenou prépasti se mohou
organismy stat prakticky neliéelnymi sowasnou terapii (5).

1.3 Streptokoky

Streptokoky jsou fakultativnanaerobni grampozitivni koky, rodstreptococcus
které sefadi do dvojic aZetizki, a mohou byt fitomny spoléné s hemofily v materiélu
hornich cest dychacich.

Dulezité jsou beta-hemolytické streptokokyre@evsim druh Streptococcus
pyogenes zpisobujici ¢asté hnisavé onemoari akutni tonsilofaryngitidu (anginu),
kde se pedpoklada, Ze podanf-laktamova antibiotika (peniciliny) byla rozloZzena
v tonsilach pitomnymi mikroorganismy produkujicinfi-laktamazu, nap H. influenzae
(34). Ztoho vyplyvéa, Ze pokud se v tonsilach vysig spoléné S. pyogenes bakterii
produkujici B-laktamazu miZze byt ovlivien inek €chto antibiotik, které se stanou
neltinnymi, proto se zde také musi brét polb¢ I&Civ ohled na pitomnost producefit
B-laktamaz.

1.4 Terapie

Haemophilus influenzaje citlivy k fact antibiotik. K terapii se pouZivajicedevsim
beta-laktamova antibiotika (ampicilinfamoxicilirefalosporiny 2. generace).

Ve WwtSine pripadi dochazi krezistenci i¢i beta-laktamovym antibiotikm,
coz byva zfisobeno produkdi-laktamaz gmito hemofily (22). V sotiasné dob 40-55 %
Haemophilus influenzagou rezistentni &i penicilinu (4). Krong téchto ATB se dnes
vyuZziva k terapii zejména kombinace aminopenigibnnhibitofi B-laktamaz nap
kyselina klavulanovd/amoxicilin {paugmentin) (16).

Velky vyznam pro terapii maji i alergie n@laktamova antibiotika, zejména
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na peniciliny, které byvajtasto hlaSeny. Je potvrzeno asi 1-10 #parh alergii na tyto
léky (19). Ve skuténosti se ¥tSinou jedna o nesnasenlivgiiaktami. Casto ponize
(a je to uvedeno naripalovych letacich) polknoutied podanim antibiotika sousto jidla.
V pripadt alergii se podavaji n&jsgji makrolidy, jejichz nevyhodou jeasty vznik

rezistence.

1.4.1 Beta-laktamy

s

Mezi nejdilezitéjSi 1éky pouzivané v boji proti bakterialni infekgpati

beta-laktamova antibiotika (beta-laktamy), kteréoujspovaZzovany za nejusprjSi
antimikrobialni latky od p&htku éry ATB (25). Beta-laktamova antibiotika obggh
tzv. B-laktamovy kruh,¢lerénou strukturu zett atomi uhliku a jednoho atomu dusiku.
Razné typy beta-laktamn se 1iSi sloZzenim dalSiho kruhufigojeného na cyklus
B-laktamovy, nafiklad u peniciliri jde o gticlenny kruh s atomem siry (35).

Pisobeni beta-laktain v bakterialni btice je dano jejich vazbou na enzymy
(acyl-enzymovy komplex), rowz ozn&ovaneé jako proteiny vazajici penicilin (PBP), které
se podileji na tvorbpeptidoglykanu, zakladni sloZky jejich iné sény. Touto vazbou
dojde v rostouci bakterii k zastaveni (inhibici)olyy peptidoglykanové vrstvy,
a k uvolreni autolytickych enzyiin které rozvolni bugnou sénu bakterie. Vysledkem
je rozpad bakterialni kiky (35).

Beta-laktamy jsou tMeny dwmi zakladnimi antibiotiky, a to peniciliny
a cefalosporiny, které pat mezi nejstarSi znama antibiotika, pouzivanych tipro
bakterialnim infekcim. Bohuzel, dnes jéinhost €chto Iéki stale vice zpochylmvana
vznikem rezistentnich bakterii, coz je hlavrkvali jejich produkci B-laktaméz,

které zmisobuji u &chto antibiotik jejich ne€innost v terapii (viz 1.2 Beta-laktaméazy) (11).
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1.4.1.1 Peniciliny

Peniciliny jsou vysoce dinna antibiotika s extréménnizkou toxicitou. Ziskavaji
se z kultury pliséd Penicillium chrysogenuma dalSich, které produkuji kyselinu
6-aminopenicilinovou. V jeji molekule j@-laktamovy kruh konjugovan sépclennym
kruhem thiazolidinovym (35).

Mezi zakladni peniciliny pé&t hlavre penicilin G penzylpenicilif, penicilin V
(phenoxymethylpeniciljn nejdilezit¢jSi  Sirokospektré peniciliny jsou ampicilin
a amoxicilin. Tyto typy peniciliat se vyuzivaji k terapii nejvice (16) a jsou lekymgrvolby
v terapii streptokokovych onemasni.

Ze zakladnich penicilinje na prvém mistpenicilin G, ktery je ve forgh sodné
nebo draselné soli aplikovan do svalu nebo nindzina relativié tzké spektrum dinku,
je baktericidni, netoxicky. Penicilin V je u nas ¥ermé sirupu nebo tablet a hodi
se k terapii letich infekci. Je vhodny pro ambulantnébdé. Oral se aplikuje kazdé 4-5
hodin.

Z Sirokospektrych penicilin je dodnes nejuzivajsi ampicilin, ktery ma fvodni
silnou &innost penicilinu G proti grampoztitivnim ko, ale misobi dobe i nafadu
gramnegativnich bakterii. Lze jej podavat perafaintomto gipact se ale véebava ki,
proto se davaipdnost amoxicilinu f&d ampicilinem, ale i parenterélnkdy se podava
0,5-1,5 gramuitkrat az¢tyrikrat den (12). Je vhodnym Iékem u l&lch gramnegativnich
a smiSenych infekci, napu otitid, bronchitid, epiglotitid nebo i u menitig.

ModerrgjSim derivatem ampicilinu je amoxicilin s podobnympektrem
a indikacemi (10). Pro svou dobrou biologickou dpsbst se podava prakticky jen
peroral. Pouziva seipinfekcich hornich a dolnich cest dychacich, utaich sinusitid,
zareta sttedniho ucha a u infekci rvych cest (35). Amoxicilin se podava po 8 hodinach
(10).

Jak ampicilin tak amoxicilin mohou vyvolavat alietge reakce u kEenych osob

véetns déti.
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Kromé téchto drulii penicilind se dnes pouzivaji, zejmén# prakazu producerit
B-laktamaz, kombinace amoxicilinu s inhibitorys-laktamaz tzv. potencované
amino-peniciliny (amoxicilin/kyselina klavulanova ce-amoxicilin, ampicilin/sulbaktam)
(35).

1.4.1.2 Cefalosporiny

Zakladem cefalosporinovych antibiotik je kyselir@minocefalosporinova, poprvé
izolovana z plisé rodu CephalosporiumV jeji molekule je ng-laktamovy kruh fipojen
Sestélenny dihydrothiazinovy cyklus obsahujici atom sifgto antibiotika dinkuji stejré
jako ostatni beta-laktamy: inhibuji syntézu &tme stny a na mnozici se bakteriégobi
baktericidré. Podle spektra dinnosti, citlivosti \i¢i p-laktaméazam a podle miku
buns¢nou sénou se rozduji do ¢tyi generaci (35).

Cefalosporiny prvni generace vstoupily na trh #erd964. Druha adti generace
cefalosporifi byla rozvinuta pozgi, jsou vykonrjsi nez prvni generaceCtvrta generace
cefalosporih je skupina vysoce dinnych cefalosporit, pouzivana fedevsim k terapii
sepsi a celkovych onemaan, zpisobenychPseudomonas aerugingsa pouziva se tedy
prevazie pri hospitalizaci. Kazda n@si generace cefalospotirma \tSi gramnegativni
antimikrobialni vlastnosti neZz ipdchozi generace, naopak starSi generace &t& v
grampozitivni pokryti (vysokadinnost na G + bakterie) (1).

Pro terapii hemofilovych infekci se pouZivaji defporiny 2. generace, které
pusobi na ¥tSinu bakteridlnich patogéndychacich cest a maji vysSi rezistenci
k B-laktamézam.
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2. Cil prace a hypotézy

2.1 Cil prace

Haemophilus influenzaea mnohé dalSi bakterie, které se za fyziologickych
podminek vyskytuji v hornich cestach dychacichmeégja u dti, se mohou vyznmvat
svou produkcip-laktamaz, jejichz gitomnost v HDC je dlezith pro spravné ueni
antimikrobialni terapie. To znamena, Ze préktiekai pro dti a dorost by rili brat
v Gvahu nejen citlivost na antibiotika @#eppokladané bakterialni agens, ale téZ moznost
ovlivnéni terapie producenti-laktamaz.

Cilem této prace je zjistit jakasto hemofily produkujip-laktamazu u é&i,
ze shromazghych dat, ve spolupraci s mikrobiologickou labo¥at@boma s.r.o., a osvojit
si metodu pro gikaz beta-laktamazové aktivity z jednotlivych nalsast kolonii hemofib.
Dale zjistim, zda jsowastjSimi producentyp-laktamaz jini hemofilové Haemophilus
specie} nez Haemophilus influenzaa ziskané vysledky nasledrzpracuji statisticky.
ProtoZze mi zajimalo, jaka antibiotika prvni volby voli prakii Iékai pro déti a dorost
u onemoc#ni HDC, a zda beroufipvolbé antibiotik ohled na fitomnostp-laktamaz,
rozhodla jsem se zjistit tyto informace pomoci dotku.

Zakladni cile této bakaiské prace bych mohla tedy shrnout d&atika bodi:

1. zjistit, jak¢asto produkuji hemofilg-laktamazu u &ti

2. nawit se ovladat uvedenou metodu v ramci laboratprake

3. zjistit, zdacasgjSimi producenty-laktamaz nejsou jini hemofilové nék influenzae
4. pomoci dotazniku, zjistit zda |&kderou ohled na fitomnostp-laktamaz p volbé

antibiotik v terapii
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2.2 Hypotézy

Hypotéza 1:

Hemofily piitomné v materialu dychacich cest produkuji z 5@-paktamazu.

Hypotéza 2:
Castjsim producentem p-laktamaz v dychacich cestach jsou ostatni hemofily

(Haemophilus specigsezHaemophilus influenzae
Hypotéza 3:

Pri terapii berou oSétjici praktiti Iékart skuteEnost, Ze v materialu jefipomen producent
B-laktamazy v avahuipvolb¢ antibiotik.
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3. Metodika

3.1 Charakteristika souboru

Data pro svou bakaiskou praci jsem ziskala z databaze mikrobiologlakératde
Laboma s.r.o., ktera sidliGeskych Budjovicich. Veskeré informace o pacientech jsou
vazany povinnou nienlivosti, proto jsou zmbvany anonym& Materidl pro
mikrobiologické vyseeni sem fichazi zejména od praktickych I&ka jiznichCech.

Data jsem sbirala v obdobi ¢édrvence do prosince roku 2008 a v obdobi od ledna
do ¢ervna roku 2009. Zaghila jsem se na dskou populaci, jak uZz napovida téma mé
bakaldské prace, vedku do 15 let. Odebranym materidlem é&étide zejména material
z HDC (nasopharyngealni ackii vytry). Do souboru dat jsem zahrnul&tids vytrem, u
kterého byla ufena tatocisla diagnéz: J03.9 (akutni tonzilitida NS), JO3akutni
tonzilitida zpisobend jinymi ufenymi organizmy), J03.0 (streptokokova tonzilitid2(2.9
(akutni zést hitanu NS), J02.8 (akutni z#&nhltanu zgsobeny jinymi u. org.), J02.0
(streptokokovy za#t hitanu), JOO. (akutni zdhnosohltanu), J01.9 (akutni zéwedlejSich
nosnich dutin NS), J04.0 (akutni Z&hrtanu), JO6.0 (akutni zé&nhltanu a hrtanu), J04.1
(akutni zast pradusnice), J20.9 (akutni bronchitida), J06.9 (akutfgkce HCD NS), J06.8
(jiné akutni infekce HCD na vice mistech), H68.bsfoukce Eustachovy trubice), H66.9
(zaret sttedniho ucha NS), H65.0 (akutni 2&etredniho ucha), RO5 (kasSel), J11.1i{pka
s jinymi projevy na dychacich cestach), R50.9 (tkaeNS). Podledchto dat jsem vybirala
pacienty (dti) a nasledd zpracovala psebna data statisticky ve vysledcich, za jiz zmén
obdobi.

Pribéh 1&by a postup, pokud je v materialéitpmen produceni-laktamazy, jsem
zjiStovala pomoci dotazniku, se kterym jsem navstividékiické I€kde pro dti a dorost ve

spolupréci s laboratbLaboma s.r.o.
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3.2. Stanoveni beta-laktamazoveé aktivity

Stanoven-laktaméz je dlezité dnes pro spravnédeni antibiotik, k pouziti proti
jednotlivym onemocEnim, zpisobovanych kmeneraemophilus influenzaale i jinymi
bakteriemi.

Pokud by Iéka podal dikti antibiotikum, zejména beta-laktamy, proti bakter
tvorici p-laktamazu v HDC, mohlo by dojit k tomu, Ze pouzidtibiotikum ztrati svou
acinnost, coz je ziwsobeno rozgpenim B-laktamového kruhu antibiotika, apobenim
B-laktamazy. Proto v dkterych pipadech onemoéni nestai zjistit jen citlivost
na antibiotika a fedpokladané agens, alelm by se stanovit iiftomnost beta-laktamaz,
nejcastji pomoci jednoduchého tespdLACTAStrip (viz obr. 12), ktery jsem si v fibchu
své laboratorni praxe, v laboréitbaboma s.r.o., osvojila akolikrat provedia.

3.2.1 Diagnosticky teg##-LACTAstrip

B-LACTAstrip je rychly, prouzkovy diagnosticky tesf-laktamazové aktivity
mikroorganisni. Principem testu je hydrolyz@#-laktamového kruhu benzylpenicilinu
za vzniku kyseliny penicilinové. Tim dojde k okymel bakteridlni suspenze a am
zbarveni acidobazického indikatoru. Acidobazickgt felaktamazové aktivity je vhodny
pro Haemophilus influenza®leisseria gonorhoea&Staphylococcuspp. Vysledna reakce
se odeita za 2-10 minut.

Test obsahuje plastové prouzky s instalovanou duinkdénou, kterad je nasycena
benzylpenicilinem a acidobazickym indikatorem a‘gevena. Detedni zona slouzi jako
reakeni ploSka pro kolonie s&né z kultivéni misky. Je zde také zvdbvaci roztok, ktery
obsahuje pH indikéator - pH 7,5 - 7,6 (31).

Potebny material, tubu s diagnostickymi prouzky i 2aaci roztok,
pro provedeni pgikazu B-laktaméazové aktivity, najdeme v ledog, ze které je vyndame

a nechame chvili statriplaboratorni teplat na stole. RBpravime si natkovanou plotnu
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s koloniemiH. influenzae Tubu oteveme a vyndame z ni diagnosticky prouzek, ktery
navlihtime zviitovacim roztokem &kolika kapkami pomoci jednorazového kapatka tak,
aby byl cely vihky.

Oteweme si natkovanou [idu a gipravenou navléenou zoénou indikatorového
papirku sdaeme z kultivéani misky rekolik kolonii hemofila. Plotnu pak z#&®me
a testovany prouzek si na ni polozime (aby bylogdee kterémuislu vzorku plotna péi,
pokud provadime vice tésha p-laktamézovou aktivitu najednou) a nechame 2-10utnin
takto leZzet. Po uplynuti této doby se podivamepmaiZzek, a mizeme z & od&list zda
hemofil, ze kterého jsme ziskali kolonie, je proeltemp-laktaméazy nebo neni.

Pokud je zéna na diagnostickém prouZ&wena, nedoslo ke zme barvy prouzku,
je test negativni. V pozitivnimifpadt zona na prouzku zezZloutne (Zdranzova skvrna)
to znamena4, Ze testovany hemofil je producerfidaktamazy (viz obr. 13).
Tento test nemusi byt vzdy jednozng, proto kdyZ si nejsme jisti provedeme jej §est

jednou.

3.3. Dotaznik

Navstivila jsem 10 praktickych |ékKa pro dti a dorost, ve spolupraci
mikrobiologické soukromé labora®mLaboma s.r.o., kiebyli ochotni odpow¥dét na otazky
meého dotazniku, které zni:

1. Které antibiotikum volite jako antibiotikum priviolby, kdyZ neméate mikrobiologicky
nalez?

2. Kterym antibiotikm davate pednost B pozitivhim piikazu B-hemolytickych
streptokok?

3. Berete v Uvahuipvolb¢ antibiotik, Ze je v materialuifftomen producerfi-laktaméazy?

4. Jakym zpsobem postupujete, pokud je v nélezu prokadzan Hhemoftvorici

B-laktamazu? A jaké antibiotikum podavate palcast)i?
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4. Vysledky

4.1 Vyskyt hemofili produkujicich p-laktaméazy u déti béhem druhého pololeti roku
2008 a prvniho pololeti roku 2009

4.1.1 Celkovy vyskyp-laktamazy pozitivni bakterie Haemophilus influenzau dti
za druhé pololeti roku 2008 a prvni pololeti roku0@ v laboratéi Laboma s.r.o.

v Ceskych Budjovicich

192; 25%

760; 75%

O Celkovy vyskyt H. influenzae
@ H. influenzags-laktamaza pozitivni

Obr. 1.Celkovy vyskyt p-laktaméazy pozitivniho H. influenzaev hornich cestach dychacich

u déti za druhé pololeti roku 2008
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276; 23%

1224; 77%

O Celkovy vyskyt H. influenzae

@ H. influenzags-laktamaza pozitivni

Obr. 2.Celkovy vyskyt p-laktamazy pozitivniho H. influenzaev hornich cestach dychacic
u déti za prvni pololeti roku 2009

Z téchto obrazl vyplyva, Ze celkovy vysky. influenzaes materialu hornich cest
dychacich, odebraného wtda zaslaného do laborago Laboma s.r.o., bylo za druhé
pololeti roku 2008 celkem 760, z nichZ 182aktamaza pozitivhich vzotk a za druhé
pololeti roku 2009 jich bylo celkem 1224 s276 \aorf-laktamaza pozitivnich
H. influenzae.Byl prokazan vysSi vyskyt jak ptu nemocnych &i s H. influenzage
tak B-laktamazy pozitivhich vzotkza prvni pololeti roku 2009.

28



45

301

vyskyt

151

dervenec srpen ra ftilen listopad prosinec
obdobi

Obr. 3.Vyskyt p-laktamazy pozitivniho H. influenzaeu déti za druhé pololeti roku 2008
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Obr. 4.Vyskyt p-laktamazy pozitivniho H. influenzaeu déti za prvni pololeti roku 2009

Tyto obrazky znazauiji, Ze khem druhého pololeti roku 2008 vysipaktamazy

N1

pozitivnihoH. influenzaeu dti byl nejvySsi v prosinci a to v p 44 gipadi ze 192

(22,9%), a Bhem prvniho pololeti roku 2009 byl vyskyt nejvy§skvétnu s 53 pipady
z 276 (19,2%).
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4.1.2 Celkovy vyskyt-laktamazy pozitivni bakterie Haemophilus speciesidi za druhé
pololeti roku 2008 a prvni pololeti roku 2009 v lafatofi Laboma s.r.o. \Ceskych
Budgjovicich

179; 24%

737; 76%

O Celkovy vyskyt H. species
B H. specieg-laktamaza pozitivni

Obr. 5.Celkovy vyskyt B-laktaméazy pozitivniho H. speciesv hornich cestach dychacich u &i
za druhé pololeti roku 2008
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238; 28%

856; 72%

O Celkovy vyskyt H. species
B H. specieg-laktaméaza pozitivni

Obr. 6 Celkovy vyskyt p-laktaméazy pozitivniho H. speciesv hornich cestach dychacich u éi

za prvni pololeti roku 2009

Tyto obrazky znazawji celkovy vyskyt H. speciesv materidlu hornich cest
dychacich, odebraného étda zaslaného do labor&olLaboma s.r.o0., kdy jich za druhé
pololeti roku 2008 bylo celkem 737, z nichz PBaktamaza pozitivnich vzoika za druhé
pololeti roku 2009, jich bylo celkem 856 s 238 \ksop-laktaméaza pozitivnicld. species.
Je tedy vysSi vyskyt gtu nemocnych &i s H. speciesa B-laktaméza pozitivnich vzoik

za prvni pololeti roku 2009.
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Obr.7.Vyskyt p-laktamazy pozitivniho H. speciesu déti za druhé pololeti roku 2008
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Obr. 8.Vyskyt B-laktamazy pozitivniho H. specieau déti za prvni pololeti roku 2009

Z téchto obrazl mizeme vyist, Ze Bhem druhého pololeti roku 2008 vyskyt
B-laktamazy pozitivnihdH. speciesu cti byl nejvySSi v z8 a to s pétem 44 pipach

ze 179 (25%), a dnem prvniho pololeti roku 2009 byl vyskyt nejvy$&tervnu s 62
piipady z 238 (28%).
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Tab. 4.Celkové shrnuti vyskytuH. influenzaeaH. speciegpodle pFitomnosti

a neffitomnosti p-laktamaz za druhé pololeti roku 2008 a prvni polati 2009

B-Laktaméaza H. influenzae H. species
2.pol. r. 2008 pozitivni 192 (25%) 179 (24%)
negativni 568 (75%) 558 (76%)

celkem 760 737
1.pol. r. 2009 pozitivni 276 (23%) 238 (28%)
negativni 945 (77%) 618 (72%)

celkem 1221 856

Udaje z tabulky vyzriauji celkovy p@et H. influenzaea H. speciesv odebraném
materialu dti v laboratei Laboma s.r.o.B-laktamaza pozitivnich i negativnichghem

druhého pololeti roku 2008 a prvniho pololeti r@09, a jejich relativnietnosti v %.
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Tab. 5.Celkovy vyskyt p-laktamaza pozitivnichH. influenzaea H. speciegpodle wku
digte za druhé pololeti roku 2008 a prvni pololeti rold 2009 s relativnimiéetnostmi

v procentech

2.pol2008 1.pol. r. 2009

cetnost cetnost cetnost cetnost
ek H. influenzae  H. species H. influenza H. species
15 2 (1%) 8 (4,5%) 13 (4,7%) 18 (7)6%
14 3 (1,6%) @,5%) 5 (1,8%) 7 AP
13 4 (2,1%) (B,9%) 9 (3,3%) 11 (4%
12 8 (4,2%) (B,9%) 11 (4%) 6 @p
11 5 (2,6%) 13,6%) 14 (5,1%) 7 (2,9%)
10 4 (2,1%) G%) 11 (4%) 21 @B
9 6 (3,1%) 1(®,6%) 28 (10,1%) 19 (8%)
8 15 (7,8%) 13,6%) 26 (9,4%) 31 (13%)
7 22 (11,5%) 285,6%) 23 (8,3%) 32 (13,4%)
6 29 (15,1%) 232,8%) 24 (8,7%) 22 (9,2%)
5 22 (11,5%) 222,3%) 46 (16,7%) 26 (10,9%)
4 29 (15,1%) 2A11,7%) 22 (8%) 18 (7,6%)
3 20 (10,4%)  (@,5%) 10 (3,6%) 13 (5,5%)
2 6 (3,1%) 6 (3,4%) 16 (5,8%) 6 @p
1 12 (6,3%) @,1%) 17 (6,2%) 1 (0¥4%
<1 5 (2,3%) 0 1 (0,4%) 0

Z této tabulky vyplyva, Zze n&gstji postizenymi dtmi p-laktamazou pozitivnimi

H. influenzagsou dti ve wku od 5 do 8 let &l. speciesiéti od 4 do 7 let.
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4.2 Celkovy vyskytStreptococcus pyogenesodebraném materialu spoléné s

B-laktamaza pozitivnimi hemofily (H. influenzae a specigs

150
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O |
cervenec srpen b= fijen listopad prosinec
obdobi

O Vyskyt S. pyogenegdaktamaza pozitivnimi H. influenzae
m Vyskyt S. pyogenesslaktamaza pozitivnimi H. species
O Celkovy vyskyt S. pyogenes s H. influenzae a specie

Obr. 9. Celkovy vyskyt Sreptococcus pyogenesmaterialu dychacich cest u &i spoleiné

s B-laktamaza pozitivnimi H. influenzae a speciesa druhé pololeti roku 2008

180
% 120
60 -
0 —
leden unor bezen duben lkdren cerven
obdobi

O Vyskyt S. pyogenegdaktamaza pozitivnimi H. influenzae
B Vyskyt S. pyogenes/slaktamaza pozitivnimi H. species
O Celkovy vyskyt S. pyogenes s H. influenzae a specie

Obr. 10.Celkovy vyskyt Sreptococcus pyogenesmateridlu dychacich cest u &8ti spoleiné s -

laktamaza pozitivnimi H. influenzae a speciesa prvni pololeti roku 2009
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Na obrazcich je zobrazeno, ja&sty je vyskytS. pyogenespol&né s p-laktamaza
pozitivnimi hemofily, v odebraném materialu, zarjetliva pololeti, kdy nejvyssi vyskyt
je s B-laktaméza pozitivninH. influenzaev dubnu roku 2009, a to s Yipady ze 124
(7,3%) vSech fipadi vtomto mésici se S. pyogenesa u B-laktamazy pozitivniho
H. speciesv ¢ervnu roku 2009 ve 43ifpadech ze 157 (27,4%) vSechipadi tohoto

mésice seS. pyogenes

4.3 Vysledky ziskané dotaznikem

Otazkac¢.1
Které antibiotikum volite jako antibiotikum prvnioloy, kdyZz nemate mikrobiologicky

nalez?

Na tuto otdzku z 10 léka odpowvdélo 8, Ze voli antibiotikum podle klinického
stavu nemocného dfe, nikdy nelzetici které. Nefasgji podavaji v pipac anginy
peniciliny a u onemoami dychacich cest Kklaritromyciny (makrolidy)
¢i co-aminopeniciliny (antibiotika s inhibitoreng-laktamaz). DalSi dva |éka bez
rozmysSleni uvedli peniciliny.

Otazkac. 2
Kterym antibiotikim davéte fednost pi pozitivnim pitikazup-hemolytickych

streptokok?

VSech 10 praktickych lék& odpovdélo jednoznang penicilinim.
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Otazkas. 3

Berete v Gvahuipvolb¢ antibiotik, Ze je v materidluiffitomen producerfi-laktaméazy?

Jednoznénou odpo¥di bylo od vSech ANO.

Otazkac. 4
Jakym zfisobem postupujete, pokud je v nalezu prokazan hemd¥orici p-laktamazu?

A jakeé antibiotikum podavate pak dagtji?

Na prvni z otazky odp@déli I€kari jednozn@ng, Ze zéleZi na klinickych obtiZich
nemocného dite a dilezité jsou pedevsim vysledky z mikrobiologické laborggp
laboratorniho vySéeni hemofila na citlivost k jednotlivym antibiotif, a ohled& tohoto
vysledku pak podaji vhodné antibiotikum.

Na otazku jaka antibiotika |ékigpodavaji, pokud je v materidldippmen hemofilus
tvorici p-laktamazu, byli jednotlivé odpeédi vSech lek&l smerovany k tzv. potencovanym

aminopenicilimim (amoxiciliny s inhibitoryB-laktaméaz - zejména augmentin).
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5. Diskuze

Zakladnim cilem mé préace bylo zjistit j&ksto produkuji hemofilyB-laktamazy
u kti, s gedpokladem produkce tohoto enzymu z 50 % v matertBichacich cest,
s pomoci dat ziskanych v laborathaboma s.r.o. Ze ziskanych vyslédkkteré jsem
zpracovala do jednotlivych grafickych obrézfiz obr. 1., 2., 5., 6.) a shrnula do tabulky
(viz tab. 4.), jsem prokéazala, Zze v materialu sablesnH. influenzagza druhé pololeti roku
2008 a prvni pololeti 2009, byla produkfdaktamazy v piméru 24% a u materiélu
sH. species za tato obdobi, byla vi{méru 26%, tedy obe&n hemofily produkuji
dohromady v piméru 46 % pB-laktamazy, ¢imz jsem pedpoklad 50% produkce
nepotvrdila, v mém ippact je produkcep-laktaméaz u hemofil nizSi o 4 %. Produkce
hemofili se pohybuje kolem 40 %, jak naZoge studie, fi niZ byla stanovena produkce
B-laktamaz z kiniho materialu &i, kdy ze 154 hemofilovych izolovanych kniehylo 42
(H.influenzag27%) a 20Kl. species13%) izolai p-laktaméza pozitivnich (33). TudiZin
vysledek 46% produkce-laktamazy je uci vysledku této studie pofmé vysoky,
coz mize byt dané rozdilem oblasti ze kterych byl zisk@aterial kp-laktaméazovému
vySeteni.

Zato v produkci u jednotlivych drihhemofili byvaji patrné rozdily. Ve &Siné
zemi se produkce-laktamazy uH. influenzaepohybuje vrozmezi od 5 do 30 %
ale v rekterych oblastech fize pekradit 60% produkci. Nicmé# jsou Udaje o tom,
Ze produkce-laktamaz uH. speciedyva vyssi nez Hl. influenzag22). Z mych vysledk
porovnhanim produkcp-laktaméz uH. influenzae(24%) aspecies(26%) jsem zjistila,
Ze se produkce liSi ve 2 %, kdy vySSimi producgsy H. speciestudiz jsem dokazala
potvrdit druhou hypotézu, Ze jséasgjSimi producenty ostatni hemofily nék influenzae

Podle mych vysledk z grafickych obrazk (viz obr. 3., 4., 7. a 8.) jsem zjistila,
Ze v ziskaném materialu dychacich cesi zllaboratée Laboma s. r. 0., byl za jednotliva
stanovena obdobi (2.pol. 2008 a 1.pol. 2009) n&jvyyskyt B-laktamézy pozitivnich
H. influenzaev prosinci s 44 fipady ze 192 (22,9%) vzaika up-laktamézy pozitivnich
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H. speciesv ¢ervnu s 62 fipady z 238 (28%). Vysoky vyskyt hemdfil jednotlivych
mésicich, zejména v zimnich, i@eme pic¢ist oslabenému organismu jinou infekci
¢i pritomnosti jinych patogen (StreptococcusMoraxelld) v hornich cestach dychacich
spol&né s hemofily produkujicimp-laktaméazy (18). V fipadc onemocgni zpisobenych
druhemStreptococcuspritomnostp-laktaméz produkovanych jmenovanymi rody bakterii,
mohou negativéovlivnit terapii streptokokového onemagarn.

Podle mych vysledkv grafickych obrazcich (viz obr. 9. a 10.) jghbm obdobi,
mych ziskanych dat (2.pol. 2008 a 1.pol. 2009)opiatde, nejvysSi vyskyS. pyogenes
sB-laktamazy pozitivnimH. influenzaev dubnu s 9 fipady z 124 (7,3%) vSechripadi
v tomto nésici a up-laktamazy pozitivnihdH. speciesv ¢ervnu v 43 pipadech ze 157
(27,4%) gipadi tohoto nésice. Proto setrpdpoklada Ze podar&laktamova antibiotika
(peniciliny), v gipad streptokokového onemo&mi (angina), rozlozily v tonsilach
piitomné mikroorganismy produkujiftlaktamazu (34). £ehoz vyplyva, Ze musi byt také
v pripact S. pyogenes kultivae zjiSttn i mozny vyskyt hemofil, ¢i jinych bakterii
produkujicichB-laktamazy pro spravné poddhiaktami.

Z materialu dychacich cest wti jeZz jsem ziskala z dat databaze v labdrato
Laboma s.r.o., jsem zjistila, felaktaméza pozitivnimi hemofily jsou rejsgji postizeny
déti ve wku od 4 do 8 let (viz tab. 5.). NejvysSi vyskythto hemofiti v dychacich
cestach, které mohou igobit onemoceni, je u zdravych &i ve wku 3-6 let, kdy dochazi
s postupujicim &em k pomalému snizeni kolonizacemtto bakteriemi, jak naziaje
studie, ve které byly takto staré zdrauw&i drySeteny, kdy z 425 &i v materialu byla
celkovéa peprava patogen62,8%, z toho 38,1 M. influenzae nichz 4,6 ¥g-laktamaza
pozitivnich (38).

ProtoZze m zajimalo, zda b terapii berou oSésjici praktiti 1ékai v Uvahu
skute&nost, Ze v materialu jeripomen producengt-laktamazy, @ volbé antibiotik, zjistila
jsem tuto informaci pomoci dotazniku, ve kterémmsge ptala 10 praktickych lékana
nékolik otazek (viz 4.3 Vysledky ziskané dotaznikem)ichz jsem nabyla dojmu, Ze

lekati prihliZzeji pri volbé p-laktamovych antibiotik ke klinickému stavu &#, k vysledkm
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citlivosti na antibiotika pro dany hemofil a k puddti B-laktaméz, z odebraného materialu

ditéte, ziskanych kultivaci a testglyfLACTAstrip v mikrobiologické laboratio.
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6. Zavr

Cilem této prace bylo shromazdit a vyhodnotit eedk data of-laktaméaza
pozitivnich hemofilech, f@vazr® z materialu hornich cest dychacich &tidod narozeni
po 15 let, Bhem druhého pololeti roku 2008 a prvniho pololetkur 2009,
v mikrobiologické laboratih Laboma s.r.o. ¥eskych Budjovicich, a tato data statisticky
zpracovat do grafickych obradzka tabulek. Déle se né&u ovladat jednoduchou
diagnostickou metodu prokaz B-laktamézové aktivity z jednotlivych narostlych &oli
hemofili (B-LACTAstrip), a navstivit praktické |éka pro dti a dorost, ve spolupraci
s touto laboratid, jeZ mi byli ochotni odposdét na 4 otazky v dotazniku, jejichZ hlavni cil
byl zantfen na lébu dti, které maji v materialu hornich cest dychacidiitomné
B-laktamaza pozitivni hemofily, a zd&ifpmnost &chto enzyni tito Iékai berou v Gvahu
pii volb¢ p-laktamovych antibiotik. VSechny stanovené cilers@oddilo splnit.

Prostednictvim svého S&ni jsem vyvratila hypotézu 1 a potvrdila hypot@zy 3.
Hemofily piitomné v materialu dychacich cest &tids laboratei Laboma s.r.o. produkuji
mére jak 50 %p-laktaméaz,cimz jsem vyvrétila 1. hypotézu. NiZSi produkgéaktaméaz
muze byt podle mého nazoru ovlégma zejména oblasti v niz &itije a r&nim obdobim,
kdy jednotlivy vyskyt onemocmi zpisobené hemofily v jednotlivych dsicich kolisa.
Potvrdila jsem 2. hypotézu, kdy jsem dokézala,cdsgjSim producentenf-laktaméaz
v dychacich cestach jsou ostatni hemofl; épecies nezH. influenzag coz nize byt
dano tim, Ze ostatni hemofily, zejméHa parainfluenzagjsou normélni &nou flérou
v dychacich cestach, a tudiz se mohou uplatnit vicenemocsnich, které vznikaji
pii oslabeni organismu. Prostnictvim dotazniku, ktery jsemigqulozila praktickym
lekaram pro dti a dorost, jsem pomoci otazek potvrdila 3. hypoi&e Iéka pii volbé
antibiotik berou v Gvahu fftomnost producent pB-laktamaz v materialu hornich cest
dychacich.

VTR TS

pied vlastnim podanim antibiotika, krém zakladniho vySéeni materialu
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v mikrobiologické laborat®, citlivosti na antibiotikum, nechali provést istepro pfikaz
B-laktamazy, pokud je, vifpad nemocného dite, moznost ovlivéni antibiotik &mito

enzymy.
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8. Kliéova slova

* Beta-laktamazy - penicilinazy

» Beta-laktamova antibiotikap-laktamy
e B-LACTAstrip

» cefalosporiny

* Gramovo barveni

e Haemophilus influenzae

e peniciliny

» satelitovy fenomeén
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9. Prilohy

9.1 Obrazky

Obr. 11. Satelitovy fenomén: iist Haemophilus influenzaena krevnim agaru v okoli ¢ary

Staphylococcus aureus

Obr. 12.Diagnosticky testp-LACTAstrip
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Obr. 13 Z6ny diagnostickych prouzki, po provedeném testip-LACTAstrip na p Fitomnost

producenta (hemofila)p-laktamazy, s pozitivni zZlug-oranZovou zénou v prouzku uprosted

9.2 PouZité zkratky

zkratka nazev
NAD nikotinamidadenin-dinukleotid
G+aG- grampozitivni a gramnegativni
Co oxid uhliity
IgA imunoglobulin tidy A;

HDC orhi dychaci cesty
KA krevni agar

MBLs metddeta-laktaméazy

ESBL beta-laktam#&aygSteného spektra
ATB antibiotika

PBP proteiny vazajici penicilin




