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ESBL kmeny ve vzorcich moci zpracovanych v oddéleni klinické

mikrobiologie Nemocnice Pisek, a.s.

Abstrakt

Beta-laktamazy (ESBL) jsou enzymy, které produkuji nékteré bakterie z celedi
Enterobacteriaceae. Mezi nejéastéj$i puvodce téchto enzymi patii zejména rody
Klebsiella, Enterobacter, Proteus a Escherichia zpusobujici nejcastéji infekce
mocovych a dychacich cest. Dalsi méné cCasté jsou bakterie rodu Morganella,
Providencia a Serrtia). Sledovani téchto bakterii je dulezité hlavné kvili moznému
vzniku rezistence na nckterd ATB. Po vzniku rezistence by dalsi lécba ATB jiz

nemusela byt G¢inna.

Cilem mé bakalafské prace bylo popsat a charakterizovat vlastnosti a plisobeni
ESBL kment, coZ je popsano v teoretické ¢asti, stanovit mnoZzstvi vyskytu téchto
kmenti v Nemocnici Pisek, a.s. a v okrese Pisek. Jsou tedy vyhodnocovany vzorky
z nemocnice i mimo ni. Hlavnim cilem bylo celkové shrnout pozorovani vyskytu
zachycenych ESBL kmenl na oddéleni klinické mikrobiologie. Data byla ziskdna
z databaze laboratorniho informac¢niho systému Open Lims mikrobiologického odd¢€leni

zarok 2016. Vysledky jsou dany do grafii a tabulek pro lepsi orientaci.

Pro detekci ESBL se v této laboratofi pouzivaji metody MAST test, MIC a
chromogenni pidy. Prikaz je pomérné rychly, béhem 24 hodin lze prokazat pozitivitu

¢1 negativitu.
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ESBL tribes in urine specimens processed in the Department of

Clinical Microbiology of Pisek’s hospital

Abstract

Beta-lactamases (ESBLs) are enzymes that produce some bacteria of the
Enterobacteriaceae family. The most common of these enzymes include family of
Klebsiella, Enterobacter, Proteus and Escherichia, which most often cause urinary and
respiratory infections. Other less common bacteria are the bacteria of tribe Morganella,
Providencia and Serratia. Monitoring of these bacteria is important mainly because of
the possible resistance to some ATBs. After the emergence of resistance by additional

treatment with antibiotics has not be effective.

The aim of my bachelor thesis was to describe and characterize the properties
and effects of ESBL tribes, as described in the theoretical part of my thesis, to
determine the occurrence of these strains at Pisek’s Hospital, a.s. and in the Pisek
district. Therefore, samples from and outside the hospital are evaluated. Therefore,
samples from and outside the hospital are evaluated. The main purpose was to
summarize data from the observation of the occurrence of ESBL tribes detected in
clinical microbiology. The data were obtained from the database of the laboratory
information system. (as called Open lims) of the microbiological department for 2016
year. The results are shown in graphs and tables for better orientation. The results are

shown in graphs and tables for better orientation.

For detection of ESBL tribes in this laboratory are used metods as MAST, MIC
and chromogenic soil. The detection is relatively fast, and positivity or negativity can be

demonstrated within 24 hours.
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ESBL, beta-lactamases, beta-lactams, resistance, sensitivity, ATB
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UvoD

Sirokospektré beta-laktamazy jsou enzymy, které se nachdzeji hlavng
v gramnegativnich bakteriich, jako jsou napt. Klebsiella, Proteus, Enterobacter a
Escherichia, a jsou schopné hydrolyzovat beta-laktamovy kruh nékterych

antimikrobialnich latek. ESBL (extended spectrum beta lactamases) jsou objevovany od

60. let 20. stoleti a za tuto dobu je popsano celkem pies 400 druhd.

Sirokospektré beta-laktamazy mohou byt rozdéleny podle citlivosti na
antibiotika, podle hydrolytického spektra nebo citlivosti na inhibitory. Dale také podle
toho, zda jsou kodovany plazmidem nebo chromozémem. Mohou se rozdélovat bud’
podle Amblerovy Klasifikace, nebo do klasifikace podle Bushové, Jackobyho a
Medeirose. Tyto enzymy mohou hydrolyzovat antibiotika, jako jsou cefalosporiny,
peniciliny, karbapenemy a monobaktamy. Hlavnimi druhy beta-laktamaz jsou TEM,
SHV, CTX a OXA, a kazdy druh ma své dalsi déleni.

Nejcastéji ESBL kmeny zpusobuji komplikace jako infekce mocového ustroji a infekce

dychacich cest.

Nejcastéjsi 1écbou proti témto infekcim jsou antibiotika. V ptipadech, kdy je infekce
zpusobena ESBL bakteriemi, pouzivaji se beta-laktamova antibiotika, ktera blokuji

syntézu bunécné stény. To je vSak problém vzhledem ke stale se zvysujici rezistenci.

Inhibitory beta-laktamaz jsou latky podobného slozeni jako beta-laktamova
antibiotika a podavaji se spolecné s antibiotiky. Zpisobuji to, Ze beta-laktamézy ztrati
hydrolyticky u¢inek a chrani peniciliny pfed jejich inaktivaci. Jsou to latky jako

kyselina klavulanova, tazobaktam a sulbaktam.

NejcastéjSimi producenty ESBL jsou bakterie rodt Escherichia, Klebsiella, Proteus a
Enterobacter. Mezi ty méné Casté patii rody Morganella, Providencia a Serratia.

Mohou zptsobovat nej¢astéji infekce dychacich a mocovych cest.

Hlavnim problémem téchto nékaz je rezistence proti antibiotikiim. Ta mlzZe byt

primarni (vrozena), nebo ziskana.

V bakaladiské praci se zabyvam vyskytem téchto ESBL kment v moc¢i v
Nemocnici Pisek, a.s. a v celém okrese Pisek za rok 2016. Zpracované vysledky jsou

porovnany a z vyslednych tabulek a grafti vyhodnoceny vysledky kone¢né.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Beta - laktamazy

Beta—laktamazy jsou enzymy hydrolyzujici beta—laktamovy kruh, ktery se
nachazi v penicilinech, cefalosporinech a dalSich pfibuznych antibakteridlnich latkach
Prvni beta-laktamaza pfenosna plazmidy gramnegativnich bakterii byla popsana v 60.
letech 20. stoleti Tento enzym byl poprvé objeven v Recku u bakterie Escherichia.coli
(Jur¢ickova, 2010, s. 29).

1.1.1 Rozdéleni

Beta-laktamazy mohou byt rozdéleny podle riiznych kritérii jako napt. podle
citlivosti na antibiotika, hydrolytického spektra, citlivosti na inhibitory beta-laktamaz

nebo podle toho, zda jsou kodovany chromozémem nebo plasmidem.
1.1.1.1 Podle Amblerovy klasifikace
Toto rozdéleni je podle sekvenci aminokyselin v buiikach.

Trida A: Enzymy z této tfidy byvaji vétSinou kdédovany plasmidem a velmi
rychle hydrolyzuji beta-laktamova antibiotika. Jsou produkovany grampozitivnimi a
gramnegativnimi bakteriemi. NejCastéjSimi beta-laktamdzami u tfidy A Vv Celedi
Enterobacteriaceae jsou enzymy TEM-1 a SHV-1. Mutaci téchto enzymut vznikaji
nové, a to zejména TEM, SHV a CTX-M.

Trida B: Tato tfida enzymii ma schopnost rozkladat karbapenemy. Do této

skupiny patii enzymy IMI, VIM a dalsi.

Trida C: Do této skupiny patii beta-laktamazy typu AmpC. Vykazuji je rody
Enterobacter sp., Morganella morganii, Seratia sp., Citrobacter sp. U rodu Klebsiella
a Escherichia coli jsou popisovany beta-laktamazy typu AmpC, které jsou kdodované

plazmidem.

Trida D: V této tfidé jsou OXA enzymy kodovany plazmidy nékterych
enterobakterii. Nékteré OXA beta-laktamazy patii mezi ESBL (Kolat, 2007, s. 198).

Vétsina se vyskytuje u pseudomonad a acinetobaktert (Livermore a Woodford, 2006).
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1.1.1.2 Podle Bushové, Jackobyho a Medeirose

V téchto skupinach jsou ESBL tfidény podle citlivosti k antibiotikiim a podle

preferovaného substratu.

Skupina 1: Obsahuje cefalosporinazy, které nejsou inhibovany inhibitory beta-
laktaméz. Enzymy jsou vétSinou kédovany chromozomalné. Nékteré odpovidaji AmpC

(tfida C Amblerova rozdéleni).

Skupina 2: Tato skupina je zastoupena nejpocetnéji. Obsahuje penicilinazy a
cefalosporindzy dobte inhibovatelné kyselinou klavulanovou. Enzymy jsou kédované
plasmidem. Skupina se shoduje stfidami A a D z Amblerova rozdéleni a ma 8

podskupin podle substratové specifity 2a, 2b, 2be, 2br, 2¢, 2d, 2e a 2f.

Skupina 3: Tato skupina obsahuje metalo-beta-laktamazy, které maji ve své
struktufe iont zinku, a které hydrolyzuji Siroké spektrum substratl véetné karbapenemii.

Odpovida ttidé B v Amblerove rozdéleni.

Skupina 4: Do této skupiny spadaji penicilinazy neinhibovany kyselinou

klavulanovou a nemaji zatazeni do molekularni t¥idy (Brhelova, 2010, s. 22).

Diilezitou skupinou jsou beta-laktamazy typu AmpC. Jsou to enzymy, které spadaji do
ttidy C Amblerova rozdéleni a do 1. tfidy Bushova rozdé€leni.Hydrolyzuji peniciliny,
cefamyciny, monobaktamy, vétSinu cefalosporinti a nejsou inhibovany inhibitory beta-
laktamaz. Jako ATB muze byt pouzit cefoxitin. VétSina beta-laktamaz ho dobie
hydrolytuje. Existuji druhy bakteri, které jsou schopné produkovat jak ESBL, tak
AmpC. Pro toto zjisténi je uréen MAST test. (Hrabak et al., 2009).

1.1.2 Sirokospektré beta-laktamdzy

Sirokospektré beta-laktamazy (dale jen ,,ESBL“) z anglického piekladu
extended spectrum beta lactamases) jsou enzymy produkovany nékterymi bakteriemi
zejména gramnegativnimi tyCkami. Tyto enzymy hydrolyzuji antibiotika penicilin,
cefalosporin a monobaktam. Jsou samy inhibovany inhibitory beta-laktamaz, kyselinou

klavulanovou, sulbaktamem a tazobaktamem (Hrabak, 2007a, s. 103 - 111). Vétsina
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ESBL jsou enzymy spadajici do tfidy A podle Amblerova rozdéleni, tudiz obsahuji ve
svém aktivnim misté serin. Molekularni hmotnost ESBL je 29 000 Da (Bradford,
2001).

Sirokospektré beta-laktamazy vznikaji substituci nejméné jedné aminokyseliny
v zakladnich enzymech TEM-1, TEM-2 a SHV-1. Prvnim popsanym enzymem, ktery
byl schopny hydrolyzovat beta-laktamy, byl SHV-2 z kmene Klebsiella ozaenae (Kliebe
et al., 1985). V soucasné dob¢ se popisuje cca 400 druht (Smet et al., 2010). Vyskyt
Sirokospektrych beta-laktamaz je celosvétovy problém. Nova beta-laktamaza muze
vzniknout pouze jedinou mutaci v nukleotidové sekvenci gent kodujici jiz znamé

enzymy. Je nutné udrzovat a aktualizovat databazi (Brhelova, 2010, s. 23).
1.2 ESBL
1.2.1 Kilasifikace
1.2.1.1 TEM beta-laktamazy

VSechny Sirokospektré enzymy skupiny TEM pochédzeji z enzymi TEM-1.
Vznikaji substitucemi v nejméné jedné aminokyseliné. Prvnim Sirokospektrym
enzymem této skupiny je TEM-12 se substituci Argl64Ser poprvé popsany v Londyné
v roce 1982 (Du Bois et al., 1995). Dalsim enzymem se stal TEM-3, ktery byl izolovany
v roce 1987 (Sougakoff et al., 1988). Beta-laktamaza TEM-3 se odliSuje od TEM-1 ve
ttech aminokyselinach: GIn39Lys, Glul04Lys a Gly238Ser. Ve skupin¢ TEM byvaji
Casté substituce na pozicich: Leu21, GIn39, Glu104, Argl64, Aspl79, Metl182, Ala237,
Gly238, Glu240, a Thr265. U derivati TEM se udava izoelektricky bor v rozmezi 5,2 -
6,5 pl (Bradford, 2001).

1.2.1.2  SHV beta-laktamdzy

Jsou druhou nejpocetnéjsi skupinou beta-laktamaz. Tuto skupinu koduje gen
blaSHV. Izoelektricky bod se udava v rozmezi pl 7 - 8,2 (Bradford, 2001). Nejcastéjsi
substituce jsou V pozicich: Alal46, Glyl156, Leul69, Aspl79, Arg205, Gly238 a
Glu240 (Gniadkowski, 2008).

1.21.3 CTX-M beta-laktamdzy
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Tato skupina je pomémné nova, patii ke skupindm plazmidem pirendSenych
Sirokospektrych beta-laktaméz, které hydrolyzuji cefotaxim. V osmdeséatych letech se
vyskytovaly v Japonsku, Argentin¢ a Evropé (Bonnet, 2004). V devadesatych letech
bylo masivni rozsifeni enzymu CTX-M v Argentiné a okoli (Rossolini et al., 2008).
V soucasnosti je zhruba 80 % pftipadl bakteridlnich infekci s produkci ESBL spojeno
senzymy CTX-M (Ben-Ami a Schwaber, 2006). Enzymy CTX-M se vyskytuji
zejména u druhu Salmonella enterica a Escherichia coli, ale mozny je vyskyt i u dalsich

bakterii z Celedi Enterobacteriaceae (Bradford, 2001).

Ve vétsiné pripadi byly tyto enzymy vyizolovany z mocovych infekci v bézné
populaci a nemusi se jednat o infekeci spojenou s pobytem ve zdravotnickém zafizeni
(,,HAI“ z anglického piekladu Healthcare associated infection) (Canton et al., 2008).
Izoelektricky bod této skupiny je v rozmezi pl 7,6 — 8,9 (Bradford, 2001). Enzymy
CTX-M se déli do Sesti podskupin: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-25, CTX-M-8,
Toho-2 a CTX-M-9 (Rossolini et al., 2008). Skupina CTX-M se vyskytuje zejména
v Jizni Americe, vychodni Evropé a na Blizkém Vychod¢ (De Champs et al., 2000).
Posledni dobou se ale §iti i do Ciny a Indie (Paterson a Bonomo, 2005). Nékteré typy
jsou rozsifeny celosvétove, ale nékteré lokalizovany pouze na urcitych mistech (Canton
et al., 2008). Na lé¢bu infekce zpisobenou ESBL typu CTX-M jsou beta-laktamova

antibiotika karbapenemy (Paterson a Bonomo, 2005).
1.2.1.4 OXA beta-laktamazy

Tato skupina je fazena do tfidy D podle Amblera. OXA enzymy maji schopnost
hydrolyzovat kloxacilin a oxacilin. Mohou se slabé inhibovat klavulanovou kyselinou
(Bush et al., 1995). Izoelektricky bod se pohybuje od pl 5,9 - 8,9. Do této skupiny patii
OXA-10, ten hydrolyzuje cefotaxim, ceftriaxon a astreonam, OXA-11, OXA-14, OXA-
16, OXA-17, OXA-19, OXA-15, OXA-18, OXA-28, OXA-31, OXA-32, OXA-35 a
OXA-34. Produkce metalo-beta-laktamaz a aztreonam hydrolyzujicich enzymt muize
vést k tomu, Ze vznikne rezistence na vSechna beta-laktamova antibiotika (Toleman et

al., 2003).
1.3 Antibiotika

Antibiotika (dale jen ,ATB‘) jsou latky, které jsou produkovany

mikroorganismy a jsou schopny zabijet nebo pozastavovat rast jinych mikroorganismd.
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Rozdé&luji se na baktericidni (zabijeji patogenni buniky) a bakteriostaticka (zastavuji rst
a rozmnozovani mikroorganizmii a tim zabranuji Sifeni infekce). ATB na nckteré
bakterie pusobi bakteriocidné a na nékteré pouze bakteriostaticky nebo vibec,

Vv zavislosti na citlivosti mikroba na ur¢itou latku (Votava 2005, s. 235 - 236).

ATB slouzi jako antimikrobidlni terapie pii infekcich u lidi i zvifat a jako
profylaxe pfti chirurgickych zakrocich. U nékterych zvifat se podavaji ATB jako riistovy
stimulator, v zemich EU je to vSak zakézano v disledku mozného vzniku rezistence.
Proto se pro lécbu zvifat pouzivaji jiné ATB nez pro 1écbu lidi. Diky tomuto

zbyteénému podavani ATB se stale zvySuje riziko rezistence (Smet et al., 2010).
1.3.1 Beta-laktamova ATB

Beta-laktamova antibiotika jsou jednémi z nejCastéji pouzivanych antibiotik
v soucasné dob€. Usmrcuji mikroorganismy tim, Ze blokuji syntézu bun&tné stény.
V burice bakterie to probihd tak, ze se beta-laktamy navazou na enzym transpeptidazu a
karboxypeptidazu. Ty se ucastni na tvorbé peptidoglykanu, coz je zakladni slozka
buné¢né stény. Beta-laktamova ATB se skladaji z beta-laktamového kruhu (viz obr. 1).
Je to struktura, ktera se sklada ze tii atomut uhliku a jednoho atomu dusiku. Typy téchto
ATB se lisi ve slozeni dal§iho pfipojeného beta-laktamového kruhu na tento kruh
(Benes, 2018, s. 96).

H H
C C

Beta-Lactam
Ring Structure

€ N

Obrazek 1: Beta-laktamovy kruh (http://agscientific.com)

1.3.2 Mechanismus ucinku beta-laktamovych ATB

Proteiny, které vazou penicilin (dale jen ,,PBP*), jsou bilkoviny bunécné stény
bakterii, vazou penicilin a jsou zdsahovymi misty pro beta-laktamy. Kazda bunka

bakterie ma nékolik téchto proteinti. Tyto enzymy jsou pfitomny u biosyntézy bunécné
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stény, pusobi pii rustu buiiky nebo jsou dilezité pro jeji preziti. Bilkoviny vazajici
penicilin tvofi s ATB komplex a samy piestanou byt aktivni. Po pferuseni
transpeptidace zpiisobi inhibici syntézy stény buiky diky odstépeni koncové
aminokyseliny z peptidoglykanu. Ta se pfipoji k jinému fetézci nebo zlstane volna.

Tyto enzymy se oznacuji jako serinové peptidazy nebo hydrolazy (Benes, 2018, s. 97).
1.3.3 Rozdéleni beta-laktamovych ATB

1.3.3.1  Peniciliny

vvvvvv

synteticka. Ve svém jadfe obsahuji kyselinu 6 - aminopenicilanovou. Sklada se z beta-
laktamového kruhu, ktery je pfipojen ke kruhu thiazolidinovému (viz obr. 2). Skupiny
penicilint se od sebe li§i dalSimi pfipojenymi fetézci. Ty ovliviluji jejich
farmakokinetické a antimikrobidlni vlastnosti. Jsou u€inné proti vétSin€é grampozitivnich
bakterii, nékterym druhiim gramnegativnich bakterii a anaerobtim Rozd¢leni penicilind

na jednotlivé skupiny zavisi na jejich spektru antimikrobidlniho t¢inku.

Obrazek 2: VVzorec penicilinu (Votava, 2005, s. 246)

Penicilin G (benzylpenicilin) je uzkospektré ATB, je u¢inngjsi nez vétSina
jinych ATB. Pii oralnim podéni se v zaludku rozklada a v travicim traktu se vstfebava
obtizné¢ a do tkani tedy projde pouze omezené mnoZstvi. Spatné pronikd pres
Membrany a ma velmi kratky polocas rozpadu. Béhem 4 hodin je ATB vylouceno
z organizmu tubularni sekreci nebo glomerularni filtraci. Caste¢né se metabolizuje
Vv jatrech (asi 30 %). Ma i nezadouci Gcinky jako je alergie, flebitidy, encefalopatie,
hemolytickd anémie, neutropenie, hyperkalémie, koagulacni poruchy a v horSim ptipade
i anafylakticky Sok. Ne¢které bakterie citlivé na penicilin mohou byt rezistentni diky

ziskané schopnosti tvofit beta-laktamazy.
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Penicilin V (phenoxymethylpenicilin) je stabilngjsi na ptisobeni beta-laktamaz
a oproti penicilinu G je acidorezistentni, vydrzi tedy kyselé prostiedi zaludku. Proto se
muze podavat ve form¢ tablet. Tento penicilin je dobfe sndSen, nevyvolava
dysmikrobie, ale mezi nezadouci G¢inky patéi alergické reakce, nauzea a prujem.
Nevyhodou je nizkéd bakteridlni u¢innost a kratky biologicky polocas. Nehodi se na

1é¢bu smisSenych infekei a infekci s nejasnou etiologii.
1.3.3.2 Cefalosporiny

Cefalosporiny jsou také velmi pouzivana ATB. Skladaji se z beta-laktamového
kruhu spojeného s dihydrothiazinovym cyklem (viz obr. 3). Podle toho jaké substituenty
se nachazi na pozicich 3 a 7, se mohou ménit antimikrobialni vlastnosti cefalosporin.
Lze je rozdélit do ¢tyf skupin podle spektra uc¢inku a odolnosti proti beta-laktamazam.

V soucasnosti se na svété pouziva kolem 20 cefalosporind.

Obrazek 3: VVzorec cefalosporinu (Votava, 2005, s. 246)

1.3.3.2.1 Cefalosporiny 1. generace

Tato skupina se pouziva pro onemocnéni zplsobené streptokoky, stafylokoky a
nékterymi grampozitivnimi bakteriemi. Dfive se uzivaly i proti bakteriim jako
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae nebo Proteus mirabilis. Dnes se vSak stavaji
tyto bakterie na cefalosporiny této generace rezistentni, proto nemaji klinicky lé¢ebny
vyznam. Tato generace je odolna na penicilinazu, ale ne Kk beta-laktamazam

gramnegativnich bakterii.
1.3.3.2.2 Cefalosporiny 2. generace

Tyto cefalosporiny pusobi na grampozitivni bakterie, ale Ktomu vykazuji

uéinnost na gramnegativni bakterie, jako jsou Eschericha coli, Klebsiella pneumoniae,
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Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Neisseria gonorrhoeae a jiné. Na
enterobakterie, které maji kodovanou inducibilni rezistenci nepiisobi. Jsou to napf.
Enterobacter, Morganella a Serratia. Jsou odolné k zakladnim beta-laktamazam tiidy

A, ale mohou byt hydrolyzovany Sirokospektrymi beta-laktaméazami.
1.3.3.2.3 Cefalosporiny 3. generace

Tato skupina ma velmi silny ucinek na gramnegativni bakterie a vysokou
odolnost proti beta-laktamazam tfidy A, ale mohou byt rozlozeny Sirokospektrymi beta-

laktaméazami.
Rozdé€luji se do n€kolika skupin:

Zakladni cefalosporiny 3. generace — maji vysokou ucinnost proti
gramnegativnim bakteriim, neptisobi na pseudomonady, pronikaji dobie poriny a

hemato-likvorovou bariérou.

Protipseudomonadové cefalosporiny — skupina podobna ptedeslé, navic

pusobi na Pseudomonas aeruginosa.

Cefalosporiny kombinované s inhibitory beta-laktamaz — kombinace
s n¢kterymi inhibitory zvySuje U¢innost proti beta-laktamazam téidy A. Neni vSak

ucinna proti Sirokospektrym beta-laktaméazam a karbapenazam.
1.3.3.24 Cefalosporiny 4. Generace

Tato generace cefalosporini ma nejvétsi spektrum Gcinku. M4 stejnou tc€innost jako 1.
generace na gramnegativni bakterie, jako 3. generace a ma odolnost proti beta-

laktamazy typu AmpC (Benes, 2018, s. 142 - 144).
1.3.3.3 Monobaktamy

Od ostatnich beta-laktamovych ATB se monobaktamy odliSuji v tom, Ze beta-
laktamovy kruh neni spojen s Zadnym jinym (viz obr. 4). Poprvé bylo izolovano ATB
z bakterie Chromobacterium violaccum. To vedlo ke vzniku aztreonamu. Ten je ucinny
na Escherichii, Salmonelu, Klebsiellu, Protea, Providencii, Morganelu, Moraxelu aj.
Caste¢né rezistentni je na Enterobactera, Serratii, Citrobactera a Pseudomonas. Zcela
neudinny je na kmeny tvofici ESBL, AmpC (Benes, 2018, s. 192 - 194).
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Obrazek 4: VVzorec monobaktamu (Votava, 2005, s. 246)

1.3.3.4 Karbapenemy

Karbapenemy jsou nejucinngjsi skupinou beta-laktamovych ATB. Maji velmi
Siroké spektrum Ucinku a jsou velmi odolné proti riiznym serinovym beta-laktaméazam.
Jsou slozeny z beta-laktamového kruhu a dihydropyrolového kruhu (viz obr. 5). Jejich
odolnost se pripisuje hydroxyetylové skupiné na 6. uhliku, kterd mechanicky brani
vstupu molekul karbapenemu do aktivniho centra beta-laktamaz. Methylova skupina na
1. uhliku brani ptfed ucinkem renalni dehydropeptidazou. Plsobi na grampozitivni 1
gramnegativni bakterie a jsou velmi odolné na inaktivujici enzymy Sirokospektrych

beta-laktamaz (Benes, 2018, s. 194 - 196).

Obrazek 5: VVzorec karbapenemu (Votava, 2005, s. 246)

1.3.4 Inhibitory beta-laktamdz
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Jsou to latky, které maji podobnou strukturu jako beta-laktamova ATB, ale
nemaji antibakterialni G¢inek. Podavaji se spole¢né s beta-laktamovymi ATB. Nejvice
se pouziva kyselina klavulanova, dale sulbaktam a tazobaktam. Jsou to efektivni
inhibitory bakteridlnich beta-laktamaz, na které se navazou za vzniku ireverzibilnich
komplexii. Tim se inaktivuji a zaroven beta-laktamazy ztrati hydrolyticky uc¢inek. ATB

se tak mlize navazat do bunky.
1.3.4.1 Kyselina klavulanova

Tato kyselina je produkovana plisni Streptomyces clavulingerus a ptisobi ve
spojeni s peniciliny a cefalosporiny. Pouziti je pii 1écbé infekci zplsobenych
bakteriemi, které produkuji beta-laktamazy jako jsou stafylokoky, klebsiely a jiné

enterobakterie.

et

COOH

kyselina klavulanova

Obrazek 6: Vzorec kyseliny klavulanové (Hohel I, 2015)

1.3.4.2 Sulbaktam

Jedna se o semisynteticky sulfon kyseliny6-deaminopenicilanové se slabou

antimikrobialni aktivitou.

19



COOH

Sulbactam

Obrazek 7: Vzorec sulbaktamu (Hohel I, 2015)

1.3.4.3 Tazobaktam

Tazobaktam je piibuzny sulbaktamu, je to sulfonovy derivat kyseliny
penicilanové. Samostatné ma velmi nizkou antimikrobidlni aktivitu (Brhelova, 2010, s.

17).

37° /NiN
N
/
N _ CH3
(0] =
COOH
Tazobactam

Obrazek 8: Vzorec tazobaktamu (Hohel I, 2015)

1.4 Nejcastéjsi producenti beta-laktamaz
1.4.1 Rod Klebsiella

Klebsiely jsou gramnegativni nepohyblivé tycky. Patfi mezi nemocni¢ni
patogeny a mohou produkovat ESBL. Ptezivaji v zazivacim traktu a dychacich cestach,
ve ventilatorech, zvlh¢ovacich rezervoarech a inhalatorech (Polenova, 2005, s. 32).
Dobfie piezivaji i mimo stfevo. Nejéastéji zpusobuji infekce mocovych cest a HAI
dychacich cest. Casty vyskyt HAI byl zjiitén na oddéleni jednotek intenzivni péde a na

novorozeneckych oddélenich. Vytvaii bile mukdézni kolonie a  produkuji
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polysacharidové pouzdro, obsahuji pouzderné antigeny a vyznauji se uredzovou
aktivitou. Pienasi se fekalné oralni cestou a na kratké vzdalenosti i vzduchem (Votava,
2003, s. 495). Hlavnim druhem je Klebsiella pneumoniae (jako jeji poddruhy se
oznacuji Klebsiella ozaenae, Klebsiella rhinoscleromatis a Kilebsiella oxytoca).
Rozlisuje se na 77 sérotypt podle pouzderného polysacharidového antigenu. Kmeny

jsou variabilni ve virulenci podle pouzdra a odlisuji se specifitou somatického antigenu.

Jsou ptirozené rezistentni k ampicilinu, citlivé na cefalosporiny, chinolony, ko-
trimoxazol, tetracyklin aj. Pfibyva rezistentnich kmenu, které nesou plasmidy kodujici
Sirokospektré beta-laktamazy. Ty ptisobi v nemocnicich jako HAIL. Mohou také zpisobit
sepse a hnisavé meningitidy. K jejich 1é¢bé Gcinné pusobi pouze karbapenemy,
aminoglykosidy, nitrofurantoin a kolistin (Bednar et. al., 1996, s. 265).

1.4.2 Rod Enterobacter

Rod Enterobacter se vyskytuje ve stfevé a je to pohybliva opouzdiena
gramnegativni tycka. Biochemickou aktivitou se vyznacuji podobné jako u klebsiel.
Nejznaméjsimi zastupci jsou Enterobacter cloacae a Enterobacter aerogenes. Je
pfirozené rezistentni na ampicilin, amoxicilin- klavulanat a cefalosporiny 1. generace
(Votava, 2003, s. 66). Jeho patogenita je podstatné niz$i nez u klebsiel, vyskytuje se
také v pidé a ve vodé (Bednaf et al., 1996, s. 226). Mimo stfevo zptsobuji infekce
mocovych cest a respiracniho traktu. SnaSeji 1 plilhodinové zahtati na 60°C. Ve své
sttn€ maji skupinovy antigen D a polysacharid serologické skupiny Q. Kromé
moc¢ovych a dychacich cest zpusobuji infekce ve zlucnikovych cestach,

gynekologickych zanétech a v pooperacnich jizvach (Klaban, 2005, s. 167).
1.4.3 Rod Escherichia

Escherichia je pohybliva gramnegativni bakterie, $t€pi glukozu a laktozu, pritom
vytvaii plyn, neStépi mocovinu a vytvari indol. Nekteré kmeny se vSak jevi jako
laktozanegativni diky opozdéné sacharolytické aktivité. NejvyznamnéjSim zastupcem
rodu je Escherichia coli, ktera je komenzalem stfevni mikroflory. Dal$imi znamymi
druhy jsou Escherichia vulneris, Escherichia hermanni a Escherichia albertii. Brani
uchyceni patogent a pomaha syntetizovat vitamin K. Ma rdzné antigenni struktury (O,
H, K) a jejich kombinaci vznikaji rizné sérotypy jako O55, O111, O126, O86 aj.
(Votava, 2003, s. 64).
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U novorozencli a kojencii zplisobuje prijmy vyvolané enteropatogennimi
sérotypy, které produkuji enterotoxin. U déti a dospélych vyvoldva enteroinvazivni
nebo enterohemorhagicky sérotyp kromé prijmi i onemocnéni postihujici srdce,
pankreas, centralni nervovou soustavu a dal$i. Je to Casty ptvodce HAI, zplisobuje
hnisavé zanéty kiize, infekce mocovych a dychacich cest a pfi migraci do krve se stdva
puvodcem septickych stavil. K 1é¢bé extraintestinalnich infekci se pouzivaji ATB, na
které je Escherichia coli primarn¢ citliva. U intestinalnich forem se doporucuje dieta.
V posledni dobé se zvySuje pocet zachytu Escherichie produkujici ESBL a rezistence
k ptivodné citlivym ATB (Polenova, 2005, s. 33). Bakterie se prenasi oralné fekalni
cestou a casty prenos je zpotravin, coz vede k prijmam. Escherichia coli neni
ptirozené rezistentni k ampicilinu, ale rezistence i pfes to stoupd. K terapii se pouzivaji

cefalosporiny, peniciliny, chinolony a ko-trimoxazol (Votava, 2003, s. 66).
1.4.4 Rod Proteus

Ptivodné pod tento rod spadaly také rody Providencia a Morganella. Jedna se o
bakterie s velkou biochemickou aktivitou (Votava, 2003, s. 69). Jsou to saprofyté,
zajistuji prirozeny rozklad odumftelych zivocéisnych tél a jejich vyméskt. Jedna se o
Stépeni bilkoviny a jejich produkti bez pfistupu vzduchu. (Votava, 2005, s. 53).
Nejcastéjsi zastupci jsou Proteus mirabilis a Proteus vulgaris. Mohou se vyskytovat ve
stieve jako bézna flora, patogenni jsou mimo stievo jako jsou mocové cesty, dekubity a
rany. Dobfe se kultivuji na vSech béznych ptdach. Nekteré kmeny tvofi na agaru tzv.
Rausstiv fenomém, coZ znamena, Ze se z inokula plazi a vytvafi piibojové viny. Tento
jev je viditelny na krevnim a Endové agaru. Proteové jsou biochemicky velmi aktivni.
Maji proteolytickou aktivitu, ktera také zapfiGitiuje zapach. St&pi mocovinu, deaminuji
fenylalanin, tvofi sirovodik a nékteré kmeny S$té€pi indol. Pfenos probiha fekalné oralni
cestou. Rod Proteus je pomérné citlivy na ATB, ale vyskytuji se také rezistence.
Proteus mirabilis je rezistentni na nitrofurantonin a citlivy k colymicin, tetracykliny,
tygecyklin. Proteus vulgaris je prirozen¢ rezistentni k amoxicilinu, cefalosporinim 1. a

2. generace a nitrofurantoninu.
1.45 Ostatni producenti

Mezi ostatni fadime gramnegativni bakterie, které se stavaji rezistentni na beta-

laktamova ATB. Mezi né patii:
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Morganella a Providencia — Tyto rody pivodné patiily pod rod Proteus, protoze
maji velmi podobné vlastnosti. Dilezité druhy jsou Providencia stuartii, Providencia

rettgeri a Morganella morganii.

Serratia — Tento rod byva rezistentni na dezinfekci a byva ¢astym puvodcem
HAI. Bakterie tohoto rodu jsou vysoce odolné, tvofi Cerveny pigment. Nejznaméjsi
puvodce jsou Serratia marcescens a Serratia rubidaea. Jsou rezistentni na ampicilin,

cefalosporiny a kolistin. (Votava, 2003, s. 68).

1.5 Rezistence

Rezistence je schopnost bakterie piezit G¢inek inhibi¢ni koncentrace k ur¢itému
ATB. V soucasnosti je rezistence bakterii jednim z nejvyznamnéjSich problémi pfi

1é¢bé ATB. Déli se na 2 druhy:

Piirozena — celd populace urcitého druhu je rezistentni na uréité ATB. Tato
schopnost zavisi na stavbé stény buriky. Znamena to, Ze napi. Enterococcus faecium je
rezistentni ke v§em beta-laktamovym ATB, bakterie nékteré druhy rod Enterobacter, a

Citrobacter jsou rezistentni na cefalosporiny 2. generace.

Ziskana: Rezistence vznika také nasledkem podavani ATB. Mechanizmt

vzniku je celkem 7:

¢ Enzymaticka inaktivace ATB
Vznik je pii rozSt€peni molekuly ATB nebo pii pfipojeni postranni skupiny.
Tento typ rezistence je velmi Casty, protoze je velmi ucinna, nebot’ jedna molekula
enzymu dokéze rychle inaktivovat velké mnozstvi molekul ATB. Snadno se Sifi

Vv bakterialnich populacich.

e Zabrana pristupu ATB k cilovému mistu

Cilové misto mlze branit pouzdro, vrstva hlenu, zevni membriana nebo

cytoplazmatickd membrana.

e Aktivni transport ATB do buiky

23



Zde jsou pouzivany efluxni systémy. Jsou to transmembranové pumpy, které
vyCerpavaji nezadouci latky z bunky. Likviduji molekuly ATB proniklé¢ do bunky. Do

jisté miry mohou bakterie vykon téchto pump regulovat.

e Zabrana aktivace ATB
Bakterie snizuji aktivitu enzymu, ktery ATB pievadi do aktivované formy. Déle
mohou vytvofit netcinny enzym. To zplsobi, ze ATB zistane v ptivodni formé a nema

na bakterii vliv.

e Modifikace cilového mista
V tomto ptipadé se jedna o zménu struktury, na kterou se navazou ATB. Muze
se jednat o enzymy, ribozomy, prvky bunéné membrany. ATB ztraci afinitu
k takovému mistu. Zména muize byt zapfi¢inéna mutaci genu, ktery koduje enzym

zménou metabolické drahy.

e Nahrada zablokované metabolické drahy

Pokud se zablokuje jedna metabolickad drdha, vytvoii se druhd, kterd sice neni

tak vykonnad, ale postacuje k pteziti.

e Vytvoreni cilovych mist v nadbytku
Pokud ATB napadé néjaky enzym bakterie, za¢ne ho sama produkovat ve vétSim
mnozstvi. Takto mohou byt vytvafeny i cilové buiky. I ptes velkou energetickou

naroc¢nost je bakterie schopna ptezit. (Benes, 2018, s. 47 - 52).
1.5.1 Rezistence beta-laktamovych ATB

Beta-laktamy patfi k ¢asto pouzivanym ATB, a proto roste i pocet rezistentnich
bakterii. Rezistence je zplisobena ptfitomnosti beta-laktamaz nebo mutacemi PBP. Ty
snizuji afinitu k beta-laktamovym ATB. Rezistence také vznika, kdyz je snizena

propustnost ATB pies bunécnou sténu nebo jejich vypuzovanim diky pumpam (Fluit et
al., 2001).

1.5.2 Rezistence zprostiedkovand beta-laktamadzami

Prvni beta-laktamaza byla zjisténa v roce 1965 po zahdjeni 1é¢by penicilinem
(Livermore, 1995). N¢které gramnegativni bakterie maji kodované beta-laktamazy

pfirozené. Enzymy se nejspiSe vyvinuly z PBP a pravdépodobné vznikly nasledkem
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selekéniho tlaku pidnich organismi, které produkuji beta-laktamy (Bradford, 2001).
Beta-laktamazy mohou byt produkovany konstitutivné (bakterie vytvaii enzymy bez
ohledu na pfitomnosti nebo neptitomnosti ATB a to v okoli nebo uvnitt bunky), anebo
induktivn¢ (beta-laktamazy jsou produkovany pouze, kdyZ je v okoli beta-laktamova

ATB) (Livermore, 1995).
1.6 Laboratorni pritkaz

V této kapitole jsou popsany metody detekce ESBL, ale v Nemocnici Pisek, a.s.

se neprovadi.

1.6.1 Konfirmacni metoda CLSI (Clinical Laboratory Standard Institute)

Tato metoda srovnava vytvofené inhibiéni zony kolem ATB diski. Mueller-
Hintonova ptida se naockuje testovanou kulturou, na kterou se poté pokladaji papirové
disky s ATB. Jeden je napustény cefalosporinem a druhy je napustény stejnym
cefalosporinem a inhibitorem beta-laktamaz (napf. kyselinou klavulanovou). Pokud se
primér zon lisi o 5 mm a vice, je kultura hodnocena jako producent ESBL. Inhibi¢ni
zona kolem cefalosporinu a inhibitoru musi byt vét$i nez inhibi¢ni zona pouze

s cefalosporinem (Hrabak et al., 2007b).

$ 40 - 60 mm

AMC - amoxicilin /
kyselina klavulanova

CTX - cefotaxim

CAZ - ceftazidim

FEP - cefepim

ATM - aztreonam

CPD - cefpdodoxim

CD - cefpodoxim /
kyselina klavulanova

Obrazek 9: Rozlozeni diskti v metodé CLSI (Hrabak et al., 2008)

1.6.2 Metoda DDST (Double Disk Synergy Test)
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V této metod¢ se opét rozoCkuje bakterie na Mueller-Hintonovu ptidu. Poté se
pokladaji disky s ATB. Hodnoti se deformace inhibicnich zén mezi diskem a
amoxicilinem nebo kys. klavulanovou, aztreonamem a cefalosporiny (viz obr. 10 a
11). Pokud se vytvoii inhibi¢ni zona ve tvaru ,,Spuntu od vina“ a je smérovana od disku
s amoxicilinem smérem k disku s jinym ATB, je kultura povazovana za producenta
ESBL (Jarlier et al., 1988).

Obrazek 10: DDST test s pozitivnim vysledkem (Kolat, 200, s. 196)

Obrazek 11: Rozlozeni diski v metodé DDST (Kolaf, 200 s. 201)
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2 CIiL PRACE A HYPOTEZY

2.1 Cile

e Charakterizovat vlastnosti a ptisobeni ESBL kmenti
e Stanoveni mnozstvi vyskytu ESBL kmenti v moc¢i Vv porovnani Nemocnice
Pisek, a.s. a okres Pisek

e Celkové shrnuti pozorovani vyskytu v oddéleni klinické mikrobiologie

Zpracovana data jsou sledovéana v prabéhu roku 2016.
2.2 Hypotézy
U této bakalaiské prace predpokladam ze:

e Vyssi vyskyt pozitivnich ESBL kmenti bude v nemocnici
e Nejvyssi vyskyt bude na oddéleni ONP, DIOP, SOCSL

e Vyssi vysledky rezistence bude mit rod Escherichia
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3 METODIKA

3.1 Charakteristika souboru

Laboratorni ¢ast bakalafské prace byla provedena na oddéleni klinické
mikrobiologie v nemocnici Pisek, pod vedenim pani primaiky MUDr. Véry Kuarkové.

Vsechna vySetfeni byla provadéna pod odbornym dozorem.
3.2 Technika sbéru dat

Pro analyzu cetnosti vyskytu a rezistence kmenli ESBL byla pouzita data
z databaze oddéleni klinické mikrobiologie nemocnice Pisek, a.s., Karla Capka 589,

Pisek, za rok 2016. Pti praci nebyla pouzita zadna jména ani rodna ¢isla pacientd.
3.3 Kultivace vzorki
Pro detekci ESBL jsem provadéla tyto metody:

e Kultivace chromogennich ptad
e MAST test
¢ Dilu¢ni mikrometoda MIC

V praktické ¢asti jsem si také vyzkouSela kultivaci na krevnim agaru (viz ptilohy 1 -
3), na biochemickém klinu (viz pfilohy 4 - 8), mikrotra¢ni desticky (viz ptiloha 9) a

pohybt v tekuté pudé (pfilohy 10 - 12).

3.3.1 Chromogenni piidy

Tyto diagnostické pudy zplisobuji barevny rust bakterie. Obsahuji indikatory,
které v disledku zmén v okoli zméni barvu napf. zménou pH. Tyto pidy obsahuji
chromogeny, barevné molekuly navazané na substrat. Bakterie po rozstépeni substratu

chromogen uvolni a zpisobi barevny rust (viz obr. 12 - 17).

Pracovni postup:
Sterilni klickou se setie bakterie z jiz nakultivované plotny kolonie bakterie a
vytvofime inokulum, které poté rozockujeme do jednotlivych kolonii. Kultivace trva

18 - 24 hodin pti 37°C.
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Hodnoceni:

Hodnoti se vysledna barva narostlych kolonii.

3.3.1.1 Brilliance ESBL agar

Vzhled jednotlivych bakterii vidime na obrdzcich 12 a 13.

e Rod Klebsiella

Obrazek 12: Klebsiella pneumoniae na ESBL pudé (vlastni zdroj)

e Rod Escherichia

Obrazek 13: Escherichia coli na ESBL pud¢ (vlastni zdroj)
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3.3.1.2 Brilliance UTI agar
Na obrazcich 14 - 17 vidime nakultivované bakterie na UTI ptdé.

e Rod Enterobacter

Obrazek 14: Enterobacter na UTI plotné (vlastni zdroj)

e Rod Klebsiella

Obrazek 15: Klebsiella pneumoniae na UTI plotné (vlastni zdroj)
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Kolonie, které¢ se nachédzeji mimo rozockovanou ¢ast pudy jsou zplsobeny

Spatnym naockovanim.

e Rod Escherichia

Obrazek 16: Escherichia coli na UTI plotné (vlastni zdroj)

e Rod Proteus

Obrazek 17: Proteus na UTI plotné (vlastni zdroj)
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3.3.2 MAST test

Tento test se pouziva pro detekci AmpC a Sirokospektrych beta-laktaméz (viz

obr. 18).

Pracovni postup:
Pfipravime si inokulum o denzit¢ 0,5 MacFarlanda a pfelijeme ptdu.

Piebytecnou tekutinu odstranime a polozime sterilni jehlou disky.

SloZeni diskii:
A =10 pg cefpodoxim
B = 10 ng cefpodoxim + ES_L inhibitor
C =10 pg cefpodoxim + AmpC inhibitor
D =10 pug cefpodoxim + ES_L inhibitor + AmpC inhibitor
Po kultivaci 17-24 hodin pii 37°C se nejprve zony zméfi. Pokud nevykazuji

zadnou inhibicni zonu, jejich vysledek se zapise jako praiméer 6 mm.
Hodnoceni je ve 4 krocich:

1. Dale se porovnava inhibi¢ni zéna disku A s ostatnimi (B, C, D). Pokud jsou
vSechny zony od sebe vzdaleny do 2 mm, bakterie nevykazuje znamky ESBL
ani AmpC aktivity.

2. Zobny se od sebe odecitaji a to A od B, C od D, B od D, A od C. Pokud je
vysledek rozdilu B od A, a D od C vétsi nebo roven 5 mm, a rozdily D od Ba C
od A mensi nez 5mm, bakterie vykazuje ESBL.

3. U tohoto kroku se provadi stejné odeCty jako u predchoziho. Pokud jsou
vysledky rozdilti u zén B od A, a D od C mensi nez 5 mm a rozdily D od B a C
od A vétsi nebo rovny 5 mm, vykazuji AmpC aktivitu.

4. Odecitaji se primeéry zon u disku C od zén diski D a A od B. Pokud je rozdil
zon D-C vétsi nebo roven Smm, ale rozdil B-A mensi nez 5 mm, bakterie

vykazuje kombinaci ESBL i AmpC (ptibalovy letak).

Vzhled pozitivniho a negativniho MAST testu miZeme vidét na obrazcich 18 - 20.
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Obrazek 18: ESBL pozitivni MAST test (Www.mastgrp.com)

Obrazek 19: ESBL a AmpC pozitivni MAST test (www.mastgrp.com)
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AmpC and ESBL Negative

_— IR

All zones differ by = 2mm

Obrazek 20: ESBL negativni MAST test (www.mastgrp.com)

3.3.3 Mikrotitracni desticky
3.3.3.1MIC G-I

Tento test je uréen pro stanoveni citlivosti k ATB ¢eledi Enterobakteriaceae na

cv v

rstu bakterie. Principem je rehydratace ATB v jamkach za pomoci Mueller-Hintonovy
IT pudy, a pfidani bakterialni suspenze. Poté se cela desti¢ka inkubuje 16 - 20 hodin a
vizualn¢ jsou odecitany vysledky. V kazdé svislé fadé je jiné ATB a podle pozice jamky
v fadé se lisi jeho koncentrace (viz obr. 21). Podle toho, kde bakterie naroste, se vytvoii

zakal.
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Obrazek 21: Tabulka koncentraci ATB v jamkach u setu G-I (vlastni zdroj)

Pracovni postup:

1. Do zkumavky si ptipravime si 12 ml fyziologického roztoku.

2. Z kultury (18 - 24 hodin staré) pouzijeme nékolik kolonii k ptiprave bakterialni
suspenze (sterilni kli¢kou setfeme kolonie a ve fyziologickém roztoku za
pomoci tiepacky rozmichame). Suspenze musi mit denzitu 0,5 MacFarlanda.
Pro spravné méfeni pouzijeme denzitometr.

3. Pipetou preneseme 50 MIKRO této suspenze do zkumavky s 13 ml suspenzniho
média MIC.

4. Desticka se vybali z hlinikového obalu a postupné se do kazdé jamky napipetuje
100 mikro nafedéné suspenze.

5. Takto napipetovanou desticku vlozime do PE saCku (musi byt zavieny, aby
nedochézelo k vysychani inokula).

6. Takto inkubujeme 16 - 20 hodin pfi 37°C.

Hodnoceni:

Podle zakalu vytvofeného v jamkach se odecita prvni jamka odspoda, ktera je
cira (je tedy citliva na urcit¢é ATB) a zamezuje ristu bakterie. Pro lepsi viditelnost je
vhodné odecitat proti svétlu nebo c¢ernému pozadi. Jamka vpravo dole je kontrola

(oznaceni K). V této kontrole musi byt vzdy narust (viz obr. 22 a 23).
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Obrazek 22: Naockovana mikrotitraéni desticka set G-1 ESBL pozitivni (vlastni zdroj)

Obrazek 23: Naockovana mikrotitracni desticka set G-1 ESBL negativni (vlastni zdroj)
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Vysledky se zapisuji do pocitace do systému Open Lims, v kterém ma kazdéy
pacient tabulku. Do té se zapisuje Cislo jamky, ktera je jako prvni odspoda citliva.

Systém sam vyhodnoti, zda je bakterie citliva nebo rezistentni.
3.3.3.2MIC G-I

Princip testu je stejny jako u desti¢ek MIC G-I, s tim rozdilem, Ze tento typ se
pouziva pro pacienty se zdvaznymi infekcemi, zejména u pacientii hospitalizovanych.

Jsou zde pouze rozdily v ATB a jejich koncentracich (viz obr. 24).

Pracovni postup i hodnoceni je stejné jako u setu MIC G-I.

AT R R O SN

428 1284 8 16 64 e4nz2 16 16K 2R 08 16 s8R

A

7 B 64 a4 4x 8K 32 3me BR B, 14 AR BR a4
L c 22p 32k 2.0 AM 16 188 4K Ap 0SCT24 AA 2 Ce
D 160 1644y 1 ¢ 24 8 B4 24 2C 02 e 20 1

06 1 4 42 1 1 o2 08 1 08

y E F ML ¥

7 F 4 44 026 05 2 21 06 06 00 026 05 026
7 G 2 24 012 026 1 105 025 028 003 012 028 012
7 H 1 14 006 012 06 08025 012 012 0015 008 012 K

Obrazek 24: Tabulka s koncentracemi ATB v jamkach u setu G-l (vlastni zdroj)

Vysledky se oproti setu G-I 1i§i. Vysledky jsou viditelné na obrazcich 25 a 26.
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Obrazek 25: Naockovana mikrotitraéni desticka set G-11 ESBL pozitivni (vlastni zdroj)
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Obrazek 26: Naockovana mikrotitracni desticka G-II ESBL negativni (vlastni zdroj)

3.3.4 Chi kvadrat (Test dobré shody)

Tato matematickd funkce slouzi ke statistickému posuzovani shody vuci
pozorovanym a ocekavanym hodnotam (zda se testovany pomér shoduje s teoreticky

o¢ekavanym). Test se nehodi pro soubory s malymi ¢etnostmi.
Vzorec pro vypocet chi kvadratu je:
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Kde:
P jsou pozorované hodnoty

O jsou ocekavané hodnoty pro danou kategorii

Hladina vyznamnosti = 0,05 (5 %)

Podle vypoctu se vysledek porovna s hladinou vyznamnosti a dale se ur¢i, zda

ma tento soubor ocekavanou shodu a vyplati se ho sledovat.

Pokud mé vysledek mens$i hodnotu, je velmi mald pravdépodobnost, Ze jsou

hodnoty nezavislé a statisticky ma vyznamny vliv. (Papakova, 2010, s. 18 - 25).
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4 VYSLEDKY

Pro vyhodnoceni vysledkii z databaze jsem vytvorila tabulky a grafy, které
ukazuji na vyskyt ESBL kmenii v Nemocnici Pisek, a.s. a v komunit¢ mimo nemocnici

okresu Pisek. U nekterych tabulek je vypocitany chi kvadrat.

Celkové porovnani v tabulkach a grafech

4.1 Celkovy rozdil mezi pozitivnimi a vSemi vzorky z nemocnice a z komunity

Z tabulky ¢. 1 plyne, ze nejvice vzorka zastupuje rod Escherichia a to 4034, ze
kterych bylo 178 pozitivni na ESBL. Rody Proteus a Klebsiella maji ptiblizné stejny
pocet celkovych vzorku, avSak rod Klebsiella ma pozitivnich 231 a Proteus pouze 37.
Rod Enterobacter ma celkovych vzorkd 229, coz je nejméné, ale pozitivnich je

srovnatelné s Proteem a to 36. Chi kvadrat =< 1 %.

Tyto hodnoty jsem zanesla i do grafu (viz obr. 27). Na ném je podle barevného

odliseni viditelné, jakou ¢ast zastupuji ESBL pozitivni kmeny.

Tabulka 1: Celkové porovnani vech vzorki mo¢i k pozitivnim ESBL vzorktim
(vlastni zdroj)

VSechny vzorky pozitivni
moci ESBL
rod Proteus 755 37
rod Enterobacter 229 36
rod Escherichia 4034 178
rod Klebsiella 740 231
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Obrazek 27: Graf vSech vzorki a pozitivnich ESBL vzorki (vlastni zdroj)

4.2 Procentudlni zastoupeni rodu Escherichia

Z celkového poctu prijatych vzorku bylo ESBL pozitivnich pouze 4 % (viz obr. 28)

® VSechny vzorky
moci

® ESBL pozitivni

Obrazek 28: Procentualni zastoupeni pozitivnich ESBL vzorkt rodu Escherichia z

celkového poétu vzorku (vlastni zdroj)
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4.3 Procentualni zastoupeni rodu Klebsiella

Z celkového poctu je ESBL vzorkt pozitivnich 24 % (viz obr. 29).

B Viechny vzorky
moci

® ESBL pozitivni

Obrazek 29: Procentualni zastoupeni pozitivnich ESBL vzorkt rodu Klebsiella

z celkového poctu vzorkl (vlastni zdroj)

4.4 Procentudlni zastoupeni rodu Enterobacter

Z celkového poctu vSech vzorkt je pouze 14 % pozitivnich (viz obr. 30).

® Vsechny
vzorky moci
®m ESBL pozitivni

42



Obrazek 30: Procentualni zastoupeni pozitivnich ESBL vzorkti rodu Enterobacter

z celkového poctu vzorku (vlastni zdroj)
4.5 Procentudlni zastoupeni rodu Proteus

Z celkového poctu prijatych vzorki je pozitivnich 5 % (viz obr. 31).

® Vsechny vzorky
moci

® pozitivni ESBL

Obrazek 31: Procentudlni zastoupeni pozitivnich ESBL vzorkd z celkového poctu

vzorku rodu Proteus (vlastni zdroj)

4.6 Srovndni ESBL vzorkii na jednotlivych oddélenich v nemocnici

Tabulka ¢. 2 ukazuje, ze nejvétsi zastoupeni pozitivnich ESBL vzorkt je na
oddéleni DIOP, ONP a SOCSL a naopak nejmensi vyskyt ma oddéleni ONKO a DET.
Graf (viz obr. 32) znazornuje i zastoupeni rodu bakterii. Nejvice infekci zpusobuje rod
Klebsiella a Escherichia. Chi kvadrat =< 1 %.

43



Tabulka 2: Porovnani pozitivnich ESBL vzorki na oddélenich nemocnice (vlastni
zdroj)

ONP +
DIOP +
ARO |DET| SOCSL |HDS| CHIR |INT |NEU|ONKO |ORT|RHB |URO
rod Proteus 0 0 22 2 0 6 1 0 0 1 1
rod
Enterobacter| 0 3 3 8 10 0 0 0 0 1 0
rod
Escherichia 3 0 44 8 17 30 8 0 5 6 18
rod
Klebsiella 7 0 56 18 22 29 3 1 8 28 21
60
50
40
m rod Proteus
30
mrod
20 Enterobacter
rod Escherichia
10
0 - m rod Klebsiella
QO & O & S O 0 8 & .0
3 Q@%OQ ST & E
X
Q
Q)
X
QXQ
S

Obrazek 32: Graf s porovnanim ESBL vzorkti v jednotlivych oddélenich nemocnice
(vlastni zdroj)

4.7 Procentualni rozdéleni podle oddéleni

Na grafu (viz obr. 33) mizeme vidét procentualni rozdéleni pozitivnich vzorku

z nemocni¢nich oddéleni. Nejvice jsou zastoupena oddéleni ONP + DIOP + SOCSL
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s 32 %, INT se 17 %, a CHIR s 13 %. Zbyvajici oddéleni maji pod 10 %. Chi kvadrat =
<1%.

Zastoupeni ESBL na oddéleni v procentech
35 32

30
25
20
15

Obrazek 33: Graf s procentualnim zastoupenim vyskytu ESBL vzorkt (vlastni zdroj)

4.8 Srovndni podle druhu materidlu

V tabulce €. 3 vidime srovnani podle druhu materidlu. Nejvétsi pocet néalezii se
vyskytuje v moci - celkem 225, v katetrizované mo¢i 145, v cévkované moci 70
a v moci z ledviny pouze 36. Nejméné pozitivnich vzorkl bylo v détské moci -

wevr

kvadrat =< 1 %.

Tabulka 3: Srovnani vzorkl podle materialu (vlastni zdroj)

Mo¢ | Moc¢ cévkovana | Moc¢ détska| Moc katetr Mo¢ ledvina
rod Proteus 18 4 0 14 2
rod
Enterobacter 12 2 ! ! 8
rod 93 28 0 49 8
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Escherichia

rod Klebsiella|] 102 36 0 75 18
120
100
80
m rod Proteus
60 m rod Enterobacter
20 rod Escherichia
mrod Klebsiella
20
0 .
Mo¢ Mo¢ Mo¢  Moc katetr Moc
cévkovand détska ledvina

Obrazek 34: Graf's ¢etnosti ESBL pozitivnich vzorkd podle druhu materialu (vlastni
zdroj)

4.9 Piehled vsech vzorkii a pouze pozitivnich v nemocnici

V tabulce ¢. 4 vidime srovnani vSech pozitivnich ESBL vzorkti z nemocnice.
Nejvice celkovych vzorkd ma rod Escherichia, av§ak nejvice pozitivnich rod Klebsiella.

Nejméné pak rod Proteus a Enterobacter. Chi kvadrat =<1 %.

Tabulka 4: Porovnani se vSemi vzorky a pouze pozitivnimi ESBL v nemocnici (vlastni
zdroj)

VSechny vzorky pozitivni ESBL
rod Proteus 466 34
rod Enterobacter 149 25
rod Escherichia 1956 139
rod Klebsiella 515 195
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4.10 Piehled viech vzorki a pouze pozitivnich v komunité okresu Pisek

Mimo nemocnici je mensi mnozstvi materidlu ve srovnani s nemocnici. Tudiz je
1 mén¢ vzorkd pozitivnich. Nejvice celkovych i pozitivnich vzorkd zastupuje rod
Escherichia s39 vzorky ESBL, za ni Klebsiella s36, rod Enterobacter ma 11

pozitivich a Proteus pouze 3 pozitivni vzorky (viz Tabulka ¢. 5), Chi kvadrat =< 1 %.

Tabulka 5: Porovnani se v§emi vzorky a pouze pozitivnimi ESBL vzorky mimo
nemocnici (vlastni zdroj)

VSechny vzorky pozitivni ESBL
rod Proteus 289 3
rod Enterobacter 80 11
rod Escherichia 2078 39
rod Klebsiella 225 36
411 Porovnani pozitivity mezi komunitou a nemocnici

V tabulce ¢. 6 vidime, Ze pozitivnich kmend ma vice nemocnice neZ komunita
okresu. Nejvétsi zastoupeni maji rody Escherichia a Klebsiella. Méné je jich u roda

Enterobacter a Proteus. Chi kvadrat=<3,2 %

Tabulka 6: Srovnani EBL pozitivnich vzorkti v nemocnici a v komunité okresu
(vlastni zdroj)

Komunita Nemocnice
rod Proteus 3 34
rod Enterobacter 11 25
rod Escherichia 39 139
rod Klebsiella 36 195
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4.12 Procentuadlni zastoupeni pozitivity rodu Escherichia v porovndni mezi

nemocnici a komunitou

U rodu Escherichia ve srovnani nemocnice — komunita bylo pozitivnich ESBL

78 % v nemocnici a 22 % Vv komunité (viz obr. 35).

Obrazek 35: Porovnani pozitivnich ESBL mezi nemocnici a komunitou okresu rodu
Escherichia (vlastni zdroj)

4.13 Procentudlni zastoupeni pozitivity rodu Klebsiella mezi nemocnici a

komunitou

U rodu Klebsiella je pozitivita v nemocnici 84 % a v komunité 16 % (viz obr. 36).
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Obrazek 36: Porovnani pozitivnich ESBL mezi nemocnici a komunitou rodu Klebsiella
(vlastni zdroj)

4.14 Procentudlni zastoupeni pozitivity rodu Enterobacter mezi nemocnici a

komunitou

Rod Enterobacter se v nemocnici vyskytuje v 93 %, v komunité v 7 % (viz obr.
37).

Komunita
7%

Obrazek 37: Porovnani pozitivnich ESBL vzorkti mezi nemocnici a komunitou okresu
rodu Enterobacter (vlastni zdroj)

4.15 Procentudlni zastoupeni pozitivity rodu Proteus mezi nemocnici a

komunitou

U rodu Proteus se vyskyt v nemocnici a mimo ni témé&f shoduje s rodem,
Enterobacter. Lisi se pouze 0 1 %. A to ze v nemoci je 92 % a v komunité 8 % (viz obr.
38).

49



Komunita
8%

Obrazek 38: Porovnani pozitivnich ESBL vzorkti mezi nemocnici a komunitou rodu
Proteus (vlastni zdroj)

4.16 Procentudlni zastoupeni pozitivity ESBL mezi nemocnici a komunitou

Celkové zastoupeni pozitivnich bakterii vSech rodt (Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter a Proteus) je nékolikanasobné vyssi v nemocnici nez v komunité (viz obr.
39). V nemocnici se vyskytuje 81 % vsSech ESBL pozitivnich bakterii, zatim co

v komunit¢ pouze 19 %.
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m Komunita

m Nemocnice

Obrazek 39: Srovnani ESBL pozitivnich vzorkti v nemocnici a v komunité okresu
(vlastni zdroj)

U vsech testovanych tabulek vysel Chi kvadrat mensi nez 5 %. To znamena, Ze je velmi

mald pravdépodobnost, Ze jsou hodnoty nezavislé a statisticky maji vyznamny vliv.
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5 DISKUZE

Detekce ESBL kment je velice dilezita z hlediska mozné rezistence na néktera
ATB. Mezi nejcastéjsi puvodce téchto kment patii bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae,
zejména rody Escherichia, Klebsiella, Enterobacter a rod Proteus. Tyto bakterie jsou
pomérné Casté, a tak je velmi dulezité zachytit jejich ESBL pozitivitu v¢as. Mimo tyto
rody bakterii dokazi také ESBL vykazovat bakteric rodu Morganella, Providencia a

Serratia.

V Nemocnici Pisek, a.s. se pfimo na oddéleni klinické mikrobiologie ESBL
kmeny kultivuji a to metodami MAST test, MIC a chromogennimi agary. Jsou to

pomérné jednoduché metody a vysledky jsou znamy do 24 hodin.

Ve své bakalaiské praci jsem hodnotila vysledky ESBL vzorka z laboratorniho
informacniho systému Open Lims. Porovnavala jsem vysledky podle rodu bakterii,

podle materialu, podle oddéleni a rozdil mezi nemocnici a komunitou.

Na zakladé vysledku bylo zjisténo, ze z celkového poétu (témét 5 800 vzorka),
bez ohledu na to jestli jsou vzorky z nemocnice nebo z komunity, bylo nejvice
pozitivnich z rodu Klebsiella (231), dale Escherichia (178). Tento rod mél také nejvice
celkovych vzorkd (pfes 4 000). Nejmensi zastoupeni maji rody Proteus (37) a
Enterobacter (36). Z vysledkti podle oddéleni jsem zjistila, Ze nejvice pozitivnich
vzorkd je na oddé€leni DIOP + ONP + SOCSL a to 32 %. Z celé nemocnice jsou
nejcastéjsi ptivodci na tomto oddéleni rody Escherichia a Klebsiella. Oproti komunité je
V nemochnici pozitivita znatelné vyssi. Rod Proteus ma z celkového poctu 34 pozitivnich
ze 466, Enterobacter 25 pozitivnich ze 149, Escherichia 139 pozitivnich z 1956 a
Proteus 195 pozitivnich z 515. Mimo nemocnici je vyskyt téchto pozitivnich kmend
niz8i. U rodu Proteus jsou 3 pozitivni z 289, Enterobacter ma 11 pozitivnich z 80
vzorku, Escherichia pouze 39 pozitivnich z 2 078 a Klebsiella pouze 36 z 225. Nejveétsi
vyskyt ESBL z hlediska rozdéleni podle materidlu byl v moci, protoZe ma nejvice

odebranych vzorkii.

V nemocnici je nejvice pozitivnich ESBL vzorkl zpisobeno rodem Klebsiella,
zatimco mimo ni rodem Escherichia. Rod Escherichia je v 78 % zastoupen v nemocnici
a ve 22 % v komunite. Z celkového poctu je tato bakterie ESBL pozitivni pouze ve 4 %,

v 96 % je tedy ESBL negativni. Rod Klebsiella je v 84 % pozitivni v nemocnici, a v 16
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% Vv komunité. Z celkového poctu je ESBL pozitivni ve 24 %, negativni v 76%. Rod
Enterobacter vykazuje pozitivitu u 93 % v nemocnici a v 7 % mimo ni. Procentualn¢ ze
vSech vysledkt vykazuje ESBL pozitivitu ve 14 %, v 86 % je tedy negativni. A rod
Proteus je pozitivni v nemocnici v 92 % zatim co v komunité pouhych 8 %. Celkov¢ je

pozitivni pouze u 5 % vzorkl. 95 % je tedy negativnich.

Kone¢ny vysledek vypoctl porovnavani dokazuje, ze v nemocnici je téméf 4x vetsi
vyskyt ESBL pozitivnich vzorkli oproti vysledkim mimo ni. Procentualné je z

nemocnice pozitivnich 81 % v komunit¢ pouze 19 %

Je dulezit¢ pomyslet na stale se zvySujici rezistenci a pouziti spravnych ATB.
Rezistentni bakterie nemaji pozadovany ucCinek a nemusi tedy lécba fungovat.

Z vypocitanych chi kvadrati 1ze fici, ze vSechny vypocty jsou statisticky vyznamné.

Z dosazenych vysledki mohu fici, Zze 1. hypotéza (vyssi vyskyt pozitivnich
ESBL kmend bude v nemocnici) se potvrdila. 2. hypotéza (nejvyssi vyskyt bude na
oddéleni ONP, DIOP, SOCSL) je také pravdiva. 3. hypotéza (vyssi vysledky bude mit
rod Escherichia) je pravdiva pouze v porovnani celkovych vzorku s pozitivnimi vzorky

mimo nemocnici. V ostatnich pfipadech vykazuje nejvyssi pozitivitu rod Klebsiella.
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6 ZAVER
Cilem mé bakalaiské prace byla charakteristika vlastnosti a ptsobeni ESBL

kmeni, stanoveni mnozstvi vyskytu ESBL kmend vV mo¢i vV Nemocnici Pisek, a.s. a

okrese Pisek, celkové shrnuti pozorovani vyskytu v oddéleni klinické mikrobiologie.

V teoretické Céasti jsem se zabyvala popisem ESBL kment, jejich
charakteristikou a putsobenim, beta-laktamovymi ATB a inhibitory, rezistenci a
nejcastéj$imi producenty téchto ESBL kmenu. Jsou to nejcastéji rody Escherichia,
Klebsiella, Enterobacter a Proteus. Za ESBL produkujici bakterie se také povazuji i
Providentia, Seratia a Morganella.

V praktické casti jsem byla sezndmena s provozem na oddéleni klinické
mikrobiologie — piijem vzorku, identifikace vzorku zaznamenanim do laboratorniho
informa¢niho systému, proces kultivace (n&které vzorky jsem si sama zkusila
nakultivovat) a odecteni vzorkl a zapsani do pocitatového systému. ESBL detekce se
na oddéleni klinické mikrobiologie provadi metodami MIC, MAST testem a

chromogennimi ptidami.

Ve své praci jsem ze systému OpenLims na odd€leni mikrobiologie zhodnotila
vysledky pozitivnich ESBL kmenti v moc¢i z nemocnice a komunity v okrese Pisek za
rok 2016. Jednotlivé vysledky jsem porovnala v tabulkach a grafech, a tak dosla

k zavére¢nému hodnoceni.

Z celkového poctu piijatych vzorkli do laboratofe ma nejvice ESBL pozitivnich
rod Klebsiella. V porovnani mezi nemocni¢nimi oddélenimi je nejvice zastoupen také
rod Klebsiella na oddéleni DIOP + ONP + SOCSL. Toto oddéleni ma celkem 32 %
pozitivnich vzorkl z celé nemocnice. V nemocnici je nejvice pozitivity zplisobeno
rodem Klebsiella, zatim co mimo ni rodem Escherichia. Rod Escherichia je v 78 %
zastoupen v nemocnici a Rod Klebsiella je v76 % pozitivni v nemocnici. Rod
Enterobacter vykazuje pozitivitu u 93 % v nemocnici. A rod Proteus je pozitivni
v nemocnici v 92 %. Procentualné je z nemocnice pozitivnich 81 % a 19 % z komunity.
Statisticky je vyznamné sledovat tyto ESBL kmeny, jelikoz u vSech testovanych tabulek
vysel Chi kvadrat <1 %.
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A4

(vlastni zdroj)

im agaru

4

Rod Enterobacter na krevn

1-

Priloha ¢é.

Piiloha ¢. 2 - Rod Klebsiella na krevnim agaru (vlastni zdroj)
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Piiloha €. 4 - Spravné rozockovani biochemického klinu (vlastni zdroj)
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"_‘I'
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11 SEZNAM ZKRATEK

ESBL - extended-spectrum beta.lactamases
ATB - antibiotika

PBP - penicillin-binding proteins

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

HAI — healthcare associated infections
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