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1. UVOD

Bakterialni infekce byly, jsou a s velkou pravdépodobnosti i budou vyznamnym problémem
V jakémkoli odvétvi humanni mediciny. Vyvoj antibiotik od ¢tyficatych let dvacatého stoleti
poskytnul lékafim uc¢innou zbrain K boji proti bakteridlnim infekcim, diky které byly
zachranény miliony lidskych Zivotd. Pfesto jsou infekéni choroby celosvétové v soucasnosti
jednou z nejcastéjsich pti¢in mortality. Infekce dolnich cest dychacich stoji na zebiicku ptic¢in
umrti na ¢tvrtém misté a roén¢ umiraji na tyto infekce piiblizné tfi miliony lidi na svété. Na
otazku, pro¢ se pies pokroky ve vyvoji antibiotik nedafi vymytit bakterialni infekce, Ize
odpovédét jednim slovem: rezistence.

Celosvétove je dokumentovano vysoké procento rezistentnich bakterii, které bézné
zpusobuji infekce jako sepse, infekce v misté operaéniho vykonu, infekce urogenitalniho
systému ¢i pneumonie. Rezistence bakterii zvySuje morbiditu pacientli, prodluzuje jejich
pobyt v nemocnici, prodrazuje 1é¢bu a zvysuje riziko imrti. Objevuji se nové mechanismy
rezistence, které se celosvétove §ifi a které ohrozuji moznosti antibiotické 1écby. Bez efektivni
protiinfekéni terapie Se mohou dnes zcela béZzné a relativné bezpeéné 1ékatské procedury stat
v budoucnu velmi riskantnimi zakroky. Orgéanové transplantace, lé¢ba nadorovych
onemocnéni a rozsahlé chirurgické operace by nebyly mozné bez ucinné antimikrobni
profylaxe a 1éCby. Nelze vyloucit, Ze antibioticka éra, ktera zaCala ptfed necelymi sto lety
objevem penicilinu, se blizi svému konci. Bez v€asného a efektivniho zasahu v podobé
obnoveni Uc¢innosti antibiotik nebo nahrazeni antibiotik jinymi zplsoby lécby infekénich
onemocnéni mohou dosud zcela bézné 1éCitelné infekce opét zabijet.

PredloZzena disertatni prace se zabyva rezistenci klinicky vyznamnych
Sirokospektrych beta-laktamaz a mozZnosti jejich pfesné a rychlé fenotypové detekce

v mikrobiologické praxi.

1.1. Beta-laktamova antibiotika

Beta-laktamova antibiotika jsou Sirokou a rGznorodou skupinou latek, které maji spolecnou
chemickou strukturu, a to beta-laktamovy kruh. Tradi¢né se beta-laktamova antibiotika
rozd€luji na peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a karbapenemy. Jednotlivé skupiny se
1i§i sloZzenim dalSich struktur navazanych na beta-laktamovy kruh. Ptiklady chemickych

struktur beta-laktamovych antibiotik uvadi obrazek 1.



Obrazek 1. Beta-laktamova antibiotika
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Mechanismus u¢inku spoc¢iva v inhibici tvorby bunééné stény. Vazba beta-
laktamového antibiotika na enzymy zvané PBP (z angl. Penicillin-Binding Proteins, proteiny
vazajici penicilin) zpasobi zastaveni katalytickych reakei pro tvorbu peptidovych a
glycinovych mistki v peptidoglykanu a zéaroven také uvolnéni autolytickych enzymd,
vyust'ujici v smrt buiiky. Beta-laktamy jsou tedy baktericidni antibiotika pisobici na mnozici
se buiiky, kterd mohou byt s tuspéchem nasazena na progredujici infekce, véetné septickych
stavil. Z mechanismu u¢inku také vyplyva selektivni toxicita vi¢i prokaryontnim bunikam
(eukaryontni buiiky peptidoglykan neobsahuji), takZe podavani beta-laktaml 1ze povazovat
za bezpecné a vhodné 1 pro t€hotné Zeny ¢i kojence.

Beta-laktamova antibiotika jsou obecné velmi oblibend pro svilij rychly baktericidni
ucinek, nizkou toxicitu, Siroké terapeutické rozmezi, malé¢ mnozstvi 1€kovych interakci,
vyhodné farmakokinetické vlastnosti a relativné nizkou cenu. Nevyhodou u nich byvaji
alergické reakce, kratky davkovaci interval a snadny vznik rezistence.

Spektrum beta-laktamovych antibiotik je velmi Siroké a lisi se dle jednotlivych skupin
piipravkl. Obecné lze fici, ze pusobi na grampozitivni 1 gramnegativni bakterie, vcetné
anaerobnich. Nejsou ucinné na mykobakterie, intracelularni bakterie, mykoplazmata a

ureaplazmata.



Z farmakokinetickych vlastnosti je nutné zminit se o zavislosti u€inku na ¢ase. Beta-
laktamy se vylucuji ledvinami velmi rychle, biologicky polocas u vétSiny piipravkl je pouze
30-60 minut a z toho vyplyva nutnost ¢astého podavani téchto ptipravku (kazdych 6 az
8 hodin). Vyjimkou je ceftarolin, ktery se podava dvakrat denné, a ceftriaxon, ktery je mozné
podavat pouze jednou denné. Pro G¢innost antibiotika je nutné udrzet jeho hladinu v krvi nad
hodnotou MIC (z angl. Minimal Inhibition Concentration, minimalni inhibi¢ni koncentrace)
co nejdéle béhem davkovaciho intervalu. U imunokompetentnich osob je dostacujici udrzet
hladinu antibiotika nad hodnotou MIC minimaln¢ 40 % davkovaciho intervalu, ale u pacienti
Vv sepsi je optimalni udrzet hladinu antibiotika nad hodnotou MIC minimélné 90 %
davkovaciho intervalu (1,2). Z tohoto divodu je preferovana prodlouzena infaze (3,4).

Vzhledem Kk polarni molekule beta-laktamii se tyto pripravky omezené vstiebavaji
z gastrointestinalniho traktu, zistavaji v podstaté jen v extracelularni tekuting a jen minimalné
pronikaji do bunék.

Z nezddoucich UC€inkd lze zminit na prvnim misté alergické reakce. U beta-
laktamovych antibiotik vznikaji rtizné typy alergii od urtiky, ptes 1ékovou horecku, kontaktni
dermatitidu az po anafylakticky Sok. Dale se uplatiiuji také pseudoalergie jako exantém u
infekéni mononukledzy ¢i Sesté nemoci, popt. Hoigného syndrom u prokain-penicilinu.
Alergie mohou byt u beta-laktami zk¥izené mezi peniciliny a cefalosporiny I. generace,
jejichz zastupci maji podobné postranni fetézce navazané na beta-laktamovy kruh. Zkiizené
alergické reakce mezi peniciliny a vys$§imi generacemi cefalosporind se vyskytuji jen
vyjimecné. Z velmi vzacnych nezddoucich Gc€inkil je nezbytné vyjmenovat také nefrotoxicitu,
neurotoxicitu, trombocytopenii a Vv neposledni tadé¢ i dysmikrobni projevy od

postantibiotického priijmu az po pseudomembran6zni kolitidu.

1.1.1. Peniciliny

Prvnim penicilinem a modernim antibiotikem vibec byl penicilin G (benzylpenicilin),
popsany vroce 1928 Alexandrem Flemingem a izolovany o dvanact let pozdg&ji
H. W. Floreym a E. B. Chainem. Penicilin G byl pro sviij razantni baktericidni t¢inek a
netoxi¢nost povazovan za zazraény 1€k, nicméné kvuli izkému spektru, nemoznosti oralniho
pouziti a velmi kratkému biologickému polocasu byly vyvinuty dalsi skupiny — peniciliny
s prodlouzenym uc¢inkem (prokain-penicilin, benzatin-penicilin), oralni peniciliny (penicilin
V, penamecilin), peniciliny stabilni vuéi stafylokokové beta-laktamaze (meticilin, oxacilin),
peniciliny s rozsifenym spektrem (aminopeniciliny) a protipseudomonadové peniciliny

(piperacilin).
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Spektrum  zakladnich penicilini  zahrnuje streptokoky, vcetné pneumokoki,
enterokoky, grampozitivni tycky (korynebakterie, listerie, Bacillus anthracis), neisserie,
spirochety a anaerobni bakterie, v¢etn¢ klostridii a aktinomycet. Aminopeniciliny jsou u¢inné
navic i proti né¢kterym gramnegativnim bakteriim (Haemophilus influenzae, Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Salmonella sp., Shigella sp.). Mnoho bakterialnich kmenu si v§ak vyvinulo
sekundarni rezistenci vii¢i aminopenicilinim produkei beta-laktaméz, coz vedlo k objeveni
inhibitort beta-laktamaz (kyselina klavulanova, sulbaktam, tazobaktam a avibaktam) a jejich
pouziti v kombinaci s témito antibiotiky (amoxicilin s kyselinou klavulanovou, ampicilin se
sulbaktamem). Diky tomu jsou tato kombinovana antibiotika stale i¢inna i proti producentim

fady beta-laktamaz.

1.1.2. Cefalosporiny
Cefalosporiny ptisobi, podobné jako peniciliny, na grampozitivni a gramnegativni bakterie,
nékteré anaeroby (peptostreptokoky, aktinomycety) a spirochety. Na rozdil od penicilint
nejsou ucinné proti listeriim a enterokoktim. Cefalosporinova antibiotika se podle chronologie
rozdéluji do péti generaci. Cefalosporiny I. generace (cefalotin, cefazolin, cefalexin, cefaclor,
cefadroxil) jsou ucinné na grampozitivni bakterie, zejména na streptokoky a stafylokoky.
Proti stafylokokiim vSak plisobi o néco hiife nez protistafylokokové peniciliny. Cefalosporiny
Il. generace (cefuroxim, cefprozil, cefoxitin) maji rozsifené spektrum i na gramnegativni
bakterie — pusobi proti Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Neisseria sp. a také
proti né€kterym enterobakteriim. Jsou stabiln&j$i vici bakteridlnim beta-laktamazam, jejich
ucinek lze piirovnat ke kombinovanym aminopenicilinim. Cefalosporiny III. generace
(cefoperazon, ceftazidim, cefotaxim, ceftriaxon) jsou u¢inné predev§im na gramnegativni
bakterie, nékteré piipravky (ceftazidim, cefoperazon) ptsobi dokonce i proti
pusobi na gramnegativni bakterie v¢etné Pseudomonas aeruginosa a ve srovnani s tieti
generaci lépe na grampozitivni bakterie. Nejnovejsi skupinou jsou cefalosporiny V. generace,
do které se zatazuji ceftarolin, ceftobiprol a ceftolozan. Podrobn¢jsi charakteristika
jednotlivych ptipravki V. generace je uvedena v kapitole 1.1.5. snazvem Nova beta-
laktamové antibiotika.

Vzhledem Kk tomu, Ze cefalosporinova antibiotika jsou velmi rtiznorodou skupinou
zahrnujici celou fadu pfipravkd, lze s vyhodou vybirat jednotliva 1é¢iva podle spektra t¢inku,
zpiisobu podani a farmakologickych vlastnosti. Napiiklad cefoperazon, ktery se vylucuje ze

70 % zluci, lze s vyhodou pouzit u bilidrnich infekci nebo u pacientl s renalni insuficienci.
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Ceftazidim, cefotaxim a ceftriaxon dobie pronikaji do mozkomis$niho moku a tim jsou vhodné

pro 1écbu bakteridlnich meningitid.

1.1.3. Monobaktamy

Jedinym zastupcem této skupiny je aztreonam. Plsobi pouze na gramnegativni mikroby,
ucinek proti pseudomonadam je vSak niz$i nez u ceftazidimu ¢i karbapenemtl. Nevsttebava se
z traviciho traktu a nepronika do mozkomi§niho moku. V souéasnosti neni v Ceské republice

bézn¢ dostupny pro terapii.

1.1.4. Karbapenemy

Karbapenemy vykazuji nejSirSi spektrum GCinnosti, pasobi proti grampozitivnim |
gramnegativnim bakteriim, anaerobim véetné Bacteroides fragilis, nejsou vsak ucinné na
meticilin-rezistentni kmeny Staphylococcus aureus (MRSA), a Stenotrophomonas
maltophilia. Podavaji se predev§im u Zzivot ohrozujicich infekci polymikrobialni etiologie.
V Ceské republice jsou registrovany V soucasnosti tii piipravky — imipenem (ptisobi 1épe na
grampozitivni koky), meropenem (je GCinn¢j$i na gramnegativni bakterie) a ertapenem

(neptsobi na gramnegativni nefermentujici tycky).

1.1.5. Nova beta-laktamova antibiotika

1.1.5.1. Ceftarolin

Ceftarolin je Sirokospektry cefalosporin, ktery byl schvalen pro 1é¢bu akutnich bakterialnich
infekci kize, mékkych tkani a komunitnich pneumonii. Do spektra jeho ucinku se zatazuji
grampozitivni koky, vcetné¢ multirezistentnich kmend Staphylococcus aureus a kment
Streptococcus pneumoniae rezistentnich k penicilinu. Z gramnegativnich bakterii je ceftarolin
uéinny proti respiranim patogenim jako jsou Moraxella catarrhalis a Haemophilus
influenzae (véetné kment produkujicich beta-laktamazy) a proti dal$im gramnegativnim
patogentim s vyjimkou ESBL- ¢i AmpC-pozitivnich enterobakterii a vétSiny nefermentujicich
gramnegativnich tyéek. Z klinickych studii vyplyva, Ze intravendzni podavani ceftarolinu
v davkovani 600 mg kazdych 12 hodin ma v 1é¢bé komplikovanych infekei kiize a mekkych
tkani podobny efekt jako kombinace vankomycinu s aztreonamem (5). Rovnéz 1écba
hospitalizovanych pacientii s komunitni pneumonii ceftarolinem vykézala podobny ucinek
jako 1écba ceftriaxonem (6). Ceftarolin diky svému Sirokému spektru ucinku muize byt
S vyhodou nasazen jako monoterapie u polymikrobidlnich komplikovanych infekei kize,

meékkych tkdni a komunitnich pneumonii.
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1.1.5.2. Ceftobiprol

Ceftobiprol je novy cefalosporin fadici se do V. generace. Je stabilni vici beta-laktamazam
produkovanym grampozitivnimi bakteriemi a ma vysokou afinitu k PBP, vcetn¢ PBP2a
(pfitomnym u MRSA) a PBP2x (pfitomnym u penicilin-rezistentnich kmenti Streptococcus
pneumoniae). Uvedené vlastnosti rozsituji spektrum ve srovnani se star§imi beta-laktamy a
umoznuji vyuzit jeho potencidl pii 1€cbé komunitnich i nozokomialnich pneumonii,
komplikovanych infekei ktize a mékkych tkani, v€etné diabetické nohy. Jeho vyjimecnost
spociva v ucinku proti MRSA, penicilin-rezistentnim kmentm Streptococcus pneumoniae a
také proti citlivym enterobakteriim a kmenim Pseudomonas aeruginosa. Aktivita
ceftobiprolu nepokryva enterobakterie produkujici Sirokospektré beta-laktamazy a nékteré
dalsi patogeny jako jsou Enterococcus faecium nebo Acinetobacter baumannii. Obecné je
velmi dobfe tolerovan, z vedlejsich G¢inkl byly popsany pouze cefalea a nausea. Ceftobiprol
reprezentuje slibnou alternativu pro terapii mono- a polymikrobnich infekci zptisobenych

multirezistentnimi grampozitivnimi a citlivymi gramnegativnimi patogeny.

1.1.5.3. Ceftolozan-tazobaktam

Ceftolozan je novy cefalosporin, ktery je v kombinaci s tazobaktamem indikovan pro 1é¢bu
komplikovanych mocovych, intraabdomindlnich infekci a nemocni¢nich pneumonii u
ventilovanych pacient. Chemicka struktura ceftolozanu je podobna ceftazidimu
s modifikovanym postrannim fetézcem, coz potencuje antipseudomonadovou aktivitu.
Ceftolozan vykazuje zvySenou aktivitu proti gramnegativnim ty¢inkam, véetné producentii
klasickych beta-laktamaz (TEM-1, SHV-1), ale podobné jako ceftazidim a ceftriaxon je
rozkladan  Sirokospektrymi  beta-laktamazami typu ESBL. Nicméné v kombinaci
S tazobaktamem je u¢inny i proti ESBL-producentim a také proti anaerobnim bakteriim. Jeho
antipseudomonadova aktivita je zaloZzena na potencidlu piekonat rizné mechanismy

rezistence, jako jsou efluxni pumpy, snizena permeabilita bunécné stény a modifikace PBP.

1.1.5.4. Ceftazidim-avibaktam

Avibaktam je semisynteticky, non-beta-laktamovy inhibitor beta-laktamaz, ktery je aktivni
proti enzymum typu ESBL, AmpC a také nckterym serinovym beta-laktamazam tfidy D.
Ptidavek avibaktamu k ceftazidimu zvySuje jeho aktivitu proti enterobakteriim a kmentm
Pseudomonas aeruginosa, avSak nezlepSuje jeho puasobeni proti Acinetobacter sp.,

Burkholderia cepacia komplex a vétsiné anaerobnich gramnegativnich tycek. Studie
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provedené na animalnich modelech demonstruji, ze ceftazidim-avibaktam by mohl byt
indikovan Vv ptipadech pneumonii, pyelonefritid, meningitid a sepsi zpisobenych ceftazidim-
rezistentnimi gramnegativnimi bakteriemi. Limitované klinické studie naznacuji, ze
ceftazidim-avibaktam (v kombinaci s metronidazolem) je stejné Géinny jako karbapenem pfi
1é¢bé intraabdominalnich infekci (7). RovnéZz pii 1é¢bé komplikovanych uroinfekci je
ceftazidim-avibaktam srovnatelny s uc¢inky imipenemu (8). Stejné jako ceftolozan-tazobaktam
je urcen pro lé€bu infekei s ocekavanou nebo prokédzanou multirezistentni gramnegativni
etiologii (ESBL- nebo AmpC-pozitivnimi enterobakteriemi a multirezistentnimi kmeny

Pseudomonas aeruginosa).

1.2. Rezistence k beta-laktamovym antibiotikiim

Rezistence k beta-laktamovym antibiotikiim byla popsana jiz dva roky pted podanim prvniho
antimikrobniho pfipravku, penicilinu G, prvnimu pacientovi (9). Jiz Alexander Fleming
varoval ve své piedndSce pifi udileni Nobelovy ceny Vv roce 1945 pied rezistenci
k antibiotikiim, kterou si bakterie umi vytvofit (10). V soucasnosti je problém zvySujici se
odolnosti k antibiotikiim natolik zavazny, Ze je povazovan za jedno z nejvétsich globalnich
rizik pifimo ohrozujici stabilitu svétového zdravotnického systému, a to jiz v horizontu
nasledujicich deseti let (11).

Jak vypada rezistence k beta-laktamovym antibiotikim v soucasnoSti, muzeme
posoudit podle udaji uvedenych v databazi EARS-Net (surveillance bakterialni rezistence
invazivnich bakterialnich izolatd v Evrop€) (12). Jeden z nejéastéjSich nemocniénich
bakterialnich patogenti Klebsiella pneumoniae vykazuje rezistenci k cefalosporinim
I11. generace v roce 2013 u izolath z krve ptes 50 % v celé fadé evropskych zemi, véetné
Ceské republiky (Obrazek 2). V piipadé Pseudomonas aeruginosa, neméné ¢astého piavodce
nozokomidalnich infekci, se rezistence ke karbapenemum pohybovala ve vétsiné Evropy ve
stejném roce mezi 10-50 % (Obrazek 3).

Rezistence k antibiotikiim neni jen pouhy védecky poznatek ¢i akademicky termin; je
to fenomén, ktery ma své klinické dopady na jednotlivé pacienty. Schwaberova meta-analyza
Sestnacti studii doklada, Ze v ptipad¢ enterobakterii zptisobujicich infekci krevniho fecisté je
rezistence Kk cefalosporinim III. generace asociovana se zpozdénim nasazeni efektivni
antibioterapie a se zvySenou mortalitou pacientt (13). Tumbarellova studie potvrzuje tyto
zavery svymi vysledky, kdy mortalita pacientt s infekci krevniho fecisté zpisobenou ESBL-
pozitivnimi enterobakteriemi dosahla v ptipadé neadekvatni antibiotické 1écby az 60 % (14).

Stejn¢ tak 1 v pfipadé Pseudomonas aeruginosa je mortalita infekci krevniho feciste

14



prokazateln€ vyssi u kment rezistentnich ke karbapenemim nez u kment citlivych (62 %,
resp. 44 %) (15).

Nejcastéji je rezistence k této skupiné antibiotik zptisobena produkci Sirokospektrych
beta-laktamaz a dale snizenim propustnosti bakterialni stény, efluxem antibiotika z burniky a
kombinaci téchto mechanismii. U stafylokoku rezistence vznika zménou cilového mista, napf.
pfijetim genu mec A, ktery koduje pozménény enzym PBP2a s velmi nizkou afinitou k beta-

laktamuam.

Obrazek 2. Rezistence invazivnich izolati Klebsiella pneumoniae k cefalosporinum

I11. generace v Evropé v roce 2013
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Obrazek 3. Rezistence invazivnich izolati Pseudomonas aeruginosa ke karbapenemtiim

v Evropé v roce 2013
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1.2.1. Sirokospektré beta-laktamazy typu ESBL a AmpC

Prvni zminka o latce produkované kmenem Escherichia coli a schopné inhibovat G¢inky
penicilinu pochazi z roku 1940, tedy dva roky ptedtim, nez bylo toto antibiotikum uvedeno na
komer¢ni trh (9). Dnes je jiz identifikovano pres 900 typti beta-laktaméz a pies 150 typi beta-
laktamaz s roz§ifenym spektrem, které se oznacuji jako ESBL (Extended-Spectrum-Beta-
Lactamase) (16-18).

Beta-laktamazy se klasicky rozdéluji podle klasifikace Bushové, Jacobyho a
Medeirose, ktera rozdéluje beta-laktamazy podle spektra substratti hydrolyzy a podle citlivosti
K inhibitorim beta-laktamaz do tii skupin 1-3 a podskupin a-f (19). Stale uzivanou klasifikaci
je také Amblerv systém rozdé€leni do 4 tiid podle chemické struktury (20).

Klinicky vyznamné skupiny beta-laktamdz a korelace mezi funkéni a molekuldrni

klasifikaci jsou ukazany v tabulce 1.

Tabulka 1. Hlavni skupiny beta-laktamaz u gramnegativnich bakterii podle funkéni

klasifikace Bushové, Jacobyho a Medeirose a Amblerovy molekularni klasifikace*

Funk¢ni | Molekularni Nézev Spektrum hvdrolvz Inhibitor beta-
skupina | tiida P yaroyzy laktamazy
. .| peniciliny, cefalosporiny, o o
1 C cefalosporinazy monobaktamy kKys. 3-aminofenylborita
2b A penicilinazy penlc111ny,. nizst
cefalosporiny
peniciliny, cefalosporiny | kys. klavulanova,
2be A ESBL kromé cefamycind, sulbaktam, tazobaktam,
monobaktamy avibaktam
e peniciliny véetné oxacilinu
2d D kloxacilinazy 2 kloxacilinu
, vSechny soucasné beta-
2df D karbapenemazy laktamy
, vSechny soucasné beta- . o
2f A karbapenemazy laktamy Kys. 3-aminofenylborita
metalo-beta- | viechny beta-laktamy chelatory kovovych iontt
3 B . < ] (EDTA, kyselina 2-
laktamazy krom& monobaktamu . , -
merkaptopropionova aj.)

* Upraveno podle Bushové K. (19)

Klinicky nejvyznamnéj$imi Sirokospektrymi beta-laktamazami jsou enzymy typu

ESBL (patfici do skupiny 2be a tfidy A) a AmpC (zatazované do skupiny 1 a ttidy C).
Terapeuticky problém spociva v tom, Ze bakterie produkujici ESBL enzymy hydrolyzuji
vSechny peniciliny, vSechny cefalosporiny (kromé cefamycinli) a monobaktamy. Bohuzel i

pouziti kombinace téchto antibiotik s inhibitory beta-laktamaz (kyselina klavulanova,
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sulbaktam a tazobaktam) casto v praxi selhava. Dalsi problém, ktery se vaze s rozhodovanim
o antibiotické terapii, je fakt, ze rezistence k beta-laktamim podminénad produkci ESBL se
Casto véaze srezistenci i k jinym antibiotickym skupindm, napf. fluorochinolonim,
aminoglykosidiim, tetracykliniim a kotrimoxazolu, coz jesté¢ vice ztézuje 1écebnou rozvahu
(21). Tato sdruzena rezistence je dana lokalizaci genti rezistence k vySe jmenovanym
antibiotikim na stejném mobilnim elementu, na kterém je i umistén gen pro produkci ESBL.
Pienos plasmidu s témito geny bakteridlni konjugaci vede k rychlému horizontalnimu §ifeni
multirezistence (22).

Cefalosporinazy, jinak nazyvané také AmpC beta-laktamazy, jsou enzymy stejného
klinického vyznamu jako jiz zminované ESBL enzymy. Spektrum hydrolyzy maji podobné,
stejn¢ jako ESBL tucinkuji na peniciliny, cefalosporiny (véetn¢ cefamycintl) a monobaktamy,
ale vétSinou neplisobi na cefepim. Klasické inhibitory beta-laktamaz (kyselina klavulanova,
sulbaktam a tazobaktam) na tuto skupinu neucinkuji, nicméné pro laboratorni ucely byl
popsan jiny inhibitor téchto enzymd, a to kyselina 3-aminofenylborita. Jejich vyznam spoéiva
V tom, Ze jsou Casto nalézany u zastupcu Celedi Enterobacteriaceae (predevsim Enterobacter
sp., Citrobacter sp. a Serratia sp.) jako chromozomalni enzymy produkované konstitutivné
vV nizkych hladinach. Producenti téchto enzym se jevi vétSinou jako citlivi
k cefalosporinovym antibiotikiim ,,in vitro“. V pfitomnosti induktoru, napf. amoxicilinu,
ceftazidimu, imipenemu, kyseliny klavulanové aj., se jejich tvorba zvySuje a mize dojit
k inaktivaci cefalosporind III. generace, popf. i jinych beta-laktamovych antibiotik (23).
V klinické situaci, kdy je pouzit cefalosporin III. generace, dojde k selekci subpopulace tzv.
derepresovanych mutant, které pak jsou zodpovédny za zménu z inducibilni hyperprodukce
AmpC enzymil na konstitutivni. Typicky scéndfem je u infekci zplGsobenych AmpC-
producentem inicidlni odpovéd’ na 1écbu nasledovana selhanim 1écby a rekurenci infekce.
Proto pfi pozitivnim prikazu inducibilni AmpC produkce je doporucovano vyhnout se
terapeutickému pouziti cefalosporinu Ill. generace i pfesto, ze se kmen jevi pfi ,,in vitro*
testovani jako citlivy, a to predevsim v ptipadé sepsi (24).

Vznik derepresovanych mutant neni jedina hrozba provazejici tvorbu AmpC enzymd.
Pokud se k hyperprodukci AmpC enzymi ptida dal$i mechanismus rezistence, napt. deplece
porinit v bakteridlni membrané, bakterie se stane rezistentni i ke karbapenemovym

antibiotikum.
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1.2.2. Rezistence ke karbapenemim

Karbapenemy jsou povazovany za antibiotika prvni volby pfi 1é€b¢ infekci zplsobenych
multirezistentnimi enterobakteriemi. Je logické, Zze v situacich zvySeného vyskytu ESBL-
a/nebo AmpC-pozitivnich bakterii dochazi i k naristu spotieby téchto piipravki. Tim se
zesiluje selekcni tlak a vznikd rezistence i1 k této zalozni skupiné antibiotik. Tuto korelaci
nazorn¢ dokumentuje piiklad jedné newyorské nemocnice s vysokym vyskytem infekci
vyvolanych ESBL-pozitivnimi enterobakteriemi, kdy Cetnost ceftazidim-rezistentnich kmenut
Klebsiella pneumoniae sice poklesla o 71 % v dusledku 80% snizeni spotieby cefalosporintl,
ale nezadoucim efektem zvySeného uzivani karbapeneml byl 69% narGst imipenem-
rezistentnich kment Pseudomonas aeruginosa (25).

Rezistence Kk této skupiné antibiotik je podminéna dvéma rliznymi mechanismy:
produkci enzymil, které¢ hydrolyzuji molekuly karbapenemil (serinové karbapenemazy tiidy A
a D a metalo-beta-laktamazy), nebo produkci ESBL- a/nebo AmpC-beta-laktamaz se
souCasnym poklesem exprese membranovych porinli. Rezistence, kterd neni zplsobena
produkci karbapenemaz, nebyva trvala, nebot’ po vysazeni antibiotika dochéazi k opétovnému
mnozeni citlivé subpopulace (26). Naproti tomu karbapenemdzova rezistence je stala a jeji
nebezpeci spodiva v tom, ze jeji geny jsou umistény na mobilnich elementech, které se mohou

pfenaset i mezidruhové (26).

1.2.3. Karbapenemazy

Karbapenemazy patii do skupiny Sirokospektrych beta-laktamaz a tfidi se podle stejnych
klasifikaci (tj. klasifikace Bushové, Jacobyho a Medeirose a Amblerovy klasifikace) (19, 20).
Karbapenemazy se rozdéluji do dvou vétSich molekuldrnich skupin, které jsou
charakterizovany podle hydrolytického mechanismu v aktivnim mist¢ enzymu. Prvni
karbapenemaza byla popsana u grampozitivni bakterie Bacillus cereus (27). Na rozdil od
ostatnich do t¢ doby znamych beta-laktamaz byl tento enzym inhibovatelny kyselinou
ethylendiamintetraoctovou (EDTA) a z pozdé&jsich praci se ukazalo, ze tyto tzv. metalo-beta-
laktamazy obsahuji atom zinku ve svém aktivnim misté, diky kterému jsou schopny
hydrolyzovat beta-laktamovy kruh téméf vSech beta-laktamt, véetné karbapenemi (nikoli
vsak monobaktamil). Metalo-beta-laktamazy (MBL) jsou zpravidla zafazované do tfidy B
podle Amblera a skupiny 3 podle Bushové, Jacobyho a Medeirose. V osmdesatych letech
dvacatého stoleti byly objeveny dalsi enzymy, schopné hydrolyzovat karbapenemy, a to u
celedi Enterobacteriaceae. Bylo zjisténo, ze tyto enzymy maji serin ve svém aktivnim miste,

a zacaly se nazyvat serinové karbapenemdzy. VétSina serinovych karbapenemdz se zatazuje
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do tfidy A podle Amblera a do skupiny 2f podle Bushové, Jacobyho a Medeirose; mensi cast
jsou tzv. OXA-beta-laktamazy zatazované do tiidy D a do skupiny 2df. Serinové
karbapenemazy tf. A jsou schopny hydrolyzovat vSechna beta-laktamova antibiotika, nejsou
inhibovatelné EDTA, ale mohou byt inaktivovany kyselinou 3-aminofenylboritou (3-APB).

Do devadesatych let dvacatého stoleti byly vSechny karbapenemézy popsany jako
chromozomalné kodované, specifické pro konkrétni species. Nicméné detekce metalo-beta-
laktamazy IMP-1 u Pseudomonas aeruginosa, serinovych karbapenemaz KPC-1 u Klebsiella
pneumoniae a OXA-23 u kmene Acinetobacter baumannii zménila dosavadni nahled na
globalni Sifeni karbapenemaz vzhledem k tomu, Ze se jednd o plazmidové karbapenemazy,
které se mohou pfenaset mezidruhové.

NejrozsitengjSimi  typy karbapenemaz jsou KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase), VIM (Verona integrone-encoded metalo-beta-lactamase), NDM-1 (New-
Delhi metalo-beta-lactamase), IMP a OXA-48. Hlavni skupiny karbapenemaz jsou

sumarizovany v tabulce 2.

Tabulka €. 2. Hlavni skupiny karbapenemaz podle funkéni klasifikace Bushové, Jacobyho a

Medeirose a Amblerovy molekuldrni klasifikace

Funkéni | Molekularni

skupina | tiida Enzym Spektrum hydrolyzy Inhibitor karbapenemazy

KPC, IMI, |peniciliny, cefalosporiny,

kys. 3-aminofenylborita, slabé

2f A SME, GES, | monobaktamy, Kvs. klavalanova
NMC karbapenemy Y5
IMP, VIM, chelatory kovovych iontt

peniciliny, cefalosporiny,

3 B NDM-1,
karbapenemy

GIM, SPM

(EDTA, kyselina 2-
merkaptopropionova, aj.)

peniciliny, cefalosporiny,

2df D OXA
karbapenemy

1.2.3.1. Rozsiieni karbapenemaz ve svété

Kmeny produkujici karbapenemézy nabyvaji na vyznamu svym celosvétovym rozsifenim.
Byly jiz hlaseny KPC-pozitivni enterobakterie v Izraeli, Jizni Americe, Ciné i Evropé (28-32).
V Kolumbii byla KPC identifikovana u kmene Pseudomonas aeruginosa, coz ukazuje
neocekavané S$ifeni téchto enzymi i mimo celed Enterobacteriaceae (33). V odborné
literatufe jsou udaje o vypuknuti az epidemickych situaci. Surveillance vedena

Vv brooklynskych nemocnicich v New Yorku v roce 2004 prokazala u 24 % kment Klebsiella
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pneumoniae piitomnost genu blakpc (34). V Evropé je podobnym endemickym mistem Recko
(31).

Vyskyt enzymii typu MBL je opét celosvétovy, podobné jako u KPC enzymt. Prvni
transferabilni MBL byla detekovana v Japonsku vroce 1990 u kmene Pseudomonas
aeruginosa (IMP-1) (35). IMP enzym se dale rozsitil do Spojenych stati americkych (USA),
Australie i Evropy (36-38). Dalsi rodiny MBL byly identifikovany v Italii (VIM ,,Verona
integron-encoded metallo-beta-lactamase), v Brazilii (SPM ,,Sao Paolo metallo-beta-
lactamase), v Némecku (GIM ,German imipenemase®), a v Korei (SIM ,,Seoul
imipenemase®) (39-42).

Castanheira et al. uvadéji ve své studii v ramci SENTRY programu 97% citlivost
enterobakterii ke karbapenemtim v USA, Evropé a Jizni Americe pro rok 2009 (43). V této
studii bylo nalezeno v uvedenych regionech 3 % karbapenem-rezistentnich kment Klebsiella
sp. a Escherichia coli, z toho 70 % tvoii producenti karbapenemaz (KPC, MBL a OXA-48).
V Evropé ptedstavuji karbapenem-rezistentni kmeny necela 3 %, ztoho 61 % je podil
producentt karbapenemaz. V USA je hlaseno karbapenem-rezistentnich kment Klebsiella sp.
a Escherichia coli 4 %, z toho 87 % produkuje karbapenamazy; v Latinské Americe stoupa
rezistence ke karbapenemum u téchto dvou species k 6 %, z toho necela polovina (46 %) jsou
karbapenemazy-pozitivni kmeny (43). Evropska studie MYSTIC v roce 2002 zmapovala
vyskyt kmend Pseudomonas aeruginosa a Acinetobacter baumannii rezistentnich ke

karbapenemum ve 14 evropskych centrech s vysledkem 29 %, respektive 16 % (44).

1.2.3.2. RozSireni karbapenemaz v Evropé

Situace v Evropé byla a stale je velmi rtiznoroda. V roce 2005 se prevalence karbapenem-
rezistentnich kmend Klebsiella pneumoniae ve vétsin¢ evropskych zemi drzela pod 1 %,
nicméné v Némecku to bylo jiz 2 % a v Recku dokonce ve 28 %. O pét let pozdéji se v Recku
prevalence téchto kmenid zvysila na 49 %, pficemz KPC (piedev§sim KPC-2)-producenti
tvorili 53 % a VIM-pozitivni kmeny zbyvajicich 47 % karbapenem-rezistentnich klebsiel
(45-47). 'V letech 2010-2013 probéhl v némeckém Lipsku nejvétsi ,,outbreak™ KPC-
pozitivnich kmenu Klebsiella pneumoniae v Evropé, jednalo se o 103 pacientd, nicméné u
dalsich 32 pacientti byly béhem tohoto obdobi zachyceny dalsi typy karbapenemaz (NDM-1,
VIM, OXA-48) (48).
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1.2.3.3. Rozsifeni karbapenemaz v Ceské republice

V Ceské republice byly od roku 2008 rovnéz zachyceny kmeny produkujici karbapenemaézy, i
kdyz se jedna o ojedinélé ptipady. V roce 2008 byla detekovana neobvykla MBL, IMP-7, u
Pseudomonas aeruginosa (49). O rok pozdé¢ji se objevil panrezistentni kmen Serratia
marcescens, ktery produkoval zaroven metalo-beta-laktamazu (typ VIM), Sirokospektrou
beta-laktamazu typu ESBL (TEM-6), inherentni beta-laktamazu typu AmpC a ziskanou
AmpC (typ DHA-1) (26). Dale byly zachyceny enzymy VIM u kmeni Klebsiella
pneumoniae, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae a Pseudomonas aeruginosa (VIM-2)
a také enzym KPC-2 a KPC-3 u importovanych kmenti Klebsiella pneumoniae (50) Béhem
roku 2011 bylo v Ceské republice zachyceno dalsich 15 kmend Klebsiella pneumoniae
produkujicich karbapenemazy (VIM-1, VIM-4, KPC-2 and KPC-3) (51). Prvni metalo-beta-
laktamaza typu NDM-1, byla detekovana u kmene Acinetobacter baumannii u ¢eského
pacienta repatriovaného v ¢ervenci 2011 z Egypta (51). V tnoru 2015 byla poprvé zachycena
NDM-1 u kmene Klebsiella pneumoniae (52).

1.2.4. Interpretace vysledki antibiogramu

Jednou z nejdulezitéjSich uloh klinického mikrobiologa je nepochybné interpretace
mikrobiologickych vysledkil, véetné testli ke zjiSténi citlivosti ¢i rezistence dan¢ho agens
k antibiotikim. Cilem tohoto ,,in vitro® testovani a nasledné interpretace je piedpoveédét
uspéch ¢i selhani antibiotické 1é¢by ,,in vivo™. Nicméné vysledek v kategorii ,,citlivy*
nezaruCuje klinicky uspéch stejné jako vysledek v kategorii ,rezistentni nevyjadiuje
stoprocentni jistotu, Ze antibiotikum bude neucinné. Efekt antimikrobni 1é¢by zavisi kromé
konkrétniho etiologického agens také na misté infekce, stavu imunitniho systému pacienta,
velikosti bakterialni naloze, pfitomnosti biofilmu, produkci toxini, farmakodynamice 1€¢ku a
dalsich faktorech. Navrh antibiotické terapie na zéklad€ antibiogramu by proto m¢l byt vzdy
hodnocen spole¢né s klinickym obrazem, epidemiologickymi tidaji a dal§imi laboratornimi

nalezy.

1.2.4.1. Interpretace antibiogramu pri prokazané produkci ESBL ¢i AmpC

Vétsina kment produkujicich ESBL vykazuje tzv. efekt inokula, pii kterém se s rostoucim
inokulem pfi testovani citlivosti zvySuje 1 minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
cefalosporinii. Prace Medeirose a Crellina popsala dramatické zvySeni MIC vétSiny
cefalosporinil pfi zméné denzity inokula z 10° na 10" CFU/mI (53). Predpoklada se, e u

mnohych infekci dosahuje bakteridlni naloz pravé téchto i vysSich hodnot. Z toho diivodu
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bylo doporucovano, aby kazdy mikroorganismus, u kterého je potvrzena ESBL produkce, byl
hlaSen jako rezistentni k cefalosporinovym antibiotikiim bez ohledu na vysledek testovani
citlivosti (54).

Evropska komise pro testovani antibiotické citlivosti (EUCAST) navrhla hodnoty
hrani¢nich citlivosti cefalosporinii u enterobakterii tak, aby byly zachyceny vSechny klinicky
dulezité mechanismy rezistence véetné produkce ESBL a plazmidovych AmpC enzymi (55).
Dtlezitou zménou je, ze ESBL- ¢i AmpC-pozitivni kmeny, které budou podle novych
,breakpointii*“ citlivé k cefalosporiniim Il1l. a IV. generace, by mély byt hlaSeny jako citlivé.
To znamena, ze podle novych hrani¢nich citlivosti EUCAST ptitomnost nebo abscence ESBL
neovlivituje zafazeni do kategorie citlivy/rezistentni (55). Tato nova doporuceni EUCAST
prokazaly, Ze nelze vyloucit faleSnou citlivost téchto kmeni a nasledné selhani lécby
cefalosporiny Ill. generace u infekci zpusobenych ESBL-pozitivnimi bakteriemi (54, 56-58).

Co se tyce kombinace Sirokospektrych penicilint s inhibitorem beta-laktamaz, tato je
povazovana za ucinnou proti mikroorganismu produkujiciho ESBL pfedevsim Vv piipadé nizké
hodnoty MIC u mocovych infekei, kde se predpoklada vysoka koncentrace antibiotika v moci

(59).

1.2.4.2. Interpretace antibiogramu pri prokazané produkci karbapenemaz

Podobné jako u Sirokospektrych cefalosporinti v ptipadé ESBL a AmpC-producentt, i pro
karbapenemy plati podle kritérii EUCAST, Ze soucasné hrani¢ni citlivosti detekuji vSechny
klinicky diilezit¢ mechanismy rezistence ke karbapenemiim (v¢etn€ vétSiny karbapenemaz).
Nekteré enterobakterie, které produkuji karbapenemdzy a spadaji do kategorie ,,citlivy”, by
mély byt takto hlaSeny; tj. potencialni nasazeni karbapenemu do terapie by se mélo fidit podle
hodnoty MIC. Detekce a charakterizace karbapenemaz se doporucuje pro ucely surveillance
bakteridlni rezistence (55). Nicméné urceni typu karbapenemdz mulze klinickému
mikrobiologovi poskytnout vétsi operacni prostor pifi konzultacich antibiotické terapie.
Ptikladem muze byt rozdil ve spektru hydrolyzy serinovych karbapenemaz tfidy A a metalo-
beta-laktamaz v ptipadé monobaktamu. Jinym ptikladem mtze byt enterobakterie produkujici
OXA-48, ale nikoli ESBL, pak je ucinnost sirokospektrého cefalosporinu ,,in vitro* mnohem
vy$$i nez karbapenemu, a to i v piipadé MIC karbapenemu vV citlivych hodnotach (60,61).
Vzhledem k prozatimnimu nedostatku validnich dat je vhodna opatrnost a v piipadé prikazu
produkce karbapenemaz je pravdépodobné 1épe uchylit se ke kombinované terapii. Dokonce i

Vv pfipad€, Ze infekce je zplsobena producentem karbapenemdz, lze pouzit karbapenem
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v kombinované terapii. Je dokumentovano, Ze pouziti karbapenemu v kombinaci s dalsim ,,in
vitro* G€innym pfipravkem vykazuje niz$i mortalitu nez kombinovand terapie neobsahujici

karbapenemy (62,63).

1.2.5. Klinicky vyznam Sirokospektrych beta-laktamaz

V dne$ni dob€ nejsou pochybnosti, Ze infekce zplisobena multirezistentni gramnegativni
bakterii je asociovana s hor$i prognézou, moznosti selhani 1écby a vyssi mortalitou (13, 14).
Zakladni problém spocivd v netcCinnosti zaloznich beta-laktamovych antibiotik, jako jsou
Sirokospektré cefalosporiny, piperacilin s tazobaktamem, karbapenemy, kterd jsou cCastou
empirickou volbou u zavazné€ nemocnych pacienti. Tim dochazi ke zpozdéni podani skute¢né
uc¢inného antibiotika az do chvile mikrobiologické identifikace patogena s urcenim
citlivosti/rezistence k antibiotikim, coz trvd minimadlné 2 dny. Podle doporuceni
,»Surviving Sepsis Campaign®™ je vSak zadouci, aby antibiotikum bylo v 1é¢bé tézké sepse
podano co nejdiive, optimalné do 1 hodiny od zjiSténi diagndzy (64). Pro oSetiujiciho 1ékare
Z toho vyplyvé, Ze pro nasazeni adekvatni inicidlni antibiotické terapie musi vychazet ze
sofistikovaného odhadu etiologickeho agens a znalosti vzorci citlivosti/rezistence
k antibiotikim. Klinicky mikrobiolog tedy musi monitorovat vyskyt nejcastéjsich
bakteridlnich species a jejich fenotypy rezistence v daném regionu, zjistit jejich zdroje a

zpusoby Sifeni a prevadét tyto poznatky do rozhodovaciho procesu v klinické praxi.

24



2. CILE PRACE

Cilem této disertacni prace bylo zjistit vyskyt multirezistentnich kment celedi
Enterobacteriaceae a Pseudomonas aeruginosa, izolovanych z klinického materialu pacientt
Fakultni nemocnice Olomouc (FNOL) a Vojenské nemocnice Olomouc (VNO), komunitnich
pacientli a z nemocni¢niho prostfedi a analyzovat jejich mechanismus. Nemén¢ dulezitym
cilem bylo stanovit optimalni fenotypovou metodu detekce Sirokospektrych beta-laktaméz,

vcetn¢ karbapenemaz.

Konkrétni cile 1ze definovat nasledujicimi body:

2.1. Stanoveni moZnosti fenotypovych metod pro detekci Sirokospektrych beta-laktamaz

2.1.1. Stanoveni senzitivity fenotypovych metod pro detekci Sirokospektrych beta-
laktamaz typu ESBL a AmpC
Cilem bylo stanovit senzitivitu fenotypovych metod pro detekci produkce ESBL a AmpC

enzymu a doporucit nejvhodnéjsi pro rutinni mikrobiologickou praxi.

2.1.2. Stanoveni senzitivity fenotypovych metod pro detekci serinovych karbapenemaz a
metalo-beta-laktamaz

Cilem bylo stanovit senzitivitu fenotypovych metod pro detekci produkce serinovych
karbapenemaz tiidy A, metalo-beta-laktamaz a enzymi OXA a doporucit nejvhodné&jsi pro

rutinni mikrobiologickou praxi.

2.2. Vyskyt enterobakterii s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL a
AmpC

2.2.1. Stanoveni gastrointestinalniho nosi¢stvi ESBL- a AmpC-pozitivnich enterobakterii
u komunitnich a hospitalizovanych pacienti
Cilem bylo ur¢it prevalenci ESBL- a AmpC- pozitivnich enterobakterii v gastrointestinalnim

traktu komunitnich a hospitalizovanych pacientu.

2.2.2. Stanoveni gastrointestinalniho nosi¢stvi ESBL- a AmpC-pozitivnich enterobakterii
u hemato-onkologickych pacientu
Cilem bylo ur¢it prevalenci ESBL- a AmpC- pozitivnich enterobakterii v gastrointestinalnim

traktu hemato-onkologickych pacientt.
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2.2.3. Stanoveni etiologickych agens nozokomialnich pneumonii a jejich rezistence
k antibiotikim se zaméfenim na enterobakterie produkujici Sirokospektré beta-
laktamazy

Cilem bylo urcit nejcastéjsi etiologickd agens se zaméifenim na enterobakterie produkujici
Sirokospektré  beta-laktamazy Vv endotracheadlnim  sekretu  ventilovanych  pacient

S nozokomialni pneumonii, zhodnotit jejich rezistenci k antibiotiktim a klinicky vyznam.

2.2.4. Vyskyt enterobakterii produkujicich Sirokospektré beta-laktamazy v prostiedi
jednotek intenzivni péce

Cilem bylo urcit vyskyt ESBL- a AmpC-pozitivnich enterobakterii ve stérech z nemocnic¢nich
povrchtl, od personalu, ve vzduchu a na zékladé dosazenych vysledkt pak zhodnotit potencial

pfenosu na pacienty v ramci intenzivni péce.

2.3. Analyza rezistence ke karbapenemim

2.3.1. Stanoveni Cetnosti enterobakterii rezistentnich ke karbapenemiim ve Fakultni
nemocnici Olomouc
Cilem bylo stanovit prevalenci karbapenem-rezistentnich enterobakterii ve Fakultni

nemocnici Olomouc a zjistit mechanismus tohoto typu rezistence.

2.3.2. Stanoveni ¢etnosti kment Pseudomonas aeruginosa s rezistenci ke karbapenemim
ve Fakultni nemocnici Olomouc a Vojenské nemocnici Olmouc

Cilem bylo stanovit prevalenci karbapenem-rezistentnich kment Pseudomonas aeruginosa ve
Fakultni nemocnici Olomouc a Vojenské nemocnici Olomouc a zjistit mechanismus

rezistence.

2.4. Analyza vlivu spotieby antibiotik na vyvej rezistence

2.4.1. Stanoveni vlivu selekéniho tlaku beta-laktamovych antibiotik na rezistenci
u vybranych enterobakterii

Cilem byla analyza vyvoje rezistence u vybranych druhd celedi Enterobacteriaceae k beta-
laktamovym antibiotiklim ve Fakultni nemocnici Olomouc a zhodnoceni selekéniho tlaku

téchto antibiotik.
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2.4.2. Stanoveni vlivu selek¢niho tlaku karbapenemi na bakterialni rezistenci
Cilem byla analyza vztahu spotfeby karbapenemu a rezistence vybranych gram-negativnich

bakterii ve Fakultni nemocnici Olomouc a zhodnoceni selekéniho tlaku téchto antibiotik.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Definice souborii testovanych bakteridlnich kmeni
V nésledujicich podkapitolach jsou definovany jednotlivé soubory kment izolovanych od
pacientli, popi. z nemocni¢niho prostfedi, v ramci jednotlivych projekti, jak jsou definovany

Vv kapitole 2. Cile prace.

3.1.1. Soubor bakterialnich kmeni s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz typu
ESBL a AmpC ke stanoveni senzitivity testovanych metod

Kmeny pochazely z klinického materialu pacient hospitalizovanych ve FNOL (mo¢, stolice,
vytér z krku, endosekret, sputum, krev, punktat, vytér z rany apod.). Do studie byl zafazen

vzdy jen jeden izolat s jedine¢nym fenotypovym profilem od kazdého pacienta.

3.1.2. Soubor bakterialnich kmenu s produkci serinovych karbapenemaz a metalo-beta-
laktamaz ke stanoveni senzitivity testovanych metod

Kmeny pochazely z ruznych klinickych materiald (mog¢, stolice, vytér z krku, endosekret,
sputum, krev, punktit, vytér z rany apod.) pacient hospitalizovanych v Univerzitni
nemocnici Lipsko (Universitdtsklinikum Leipzig, Némecko). Do studie byl zatazen vzdy jen

jeden izolat s jedine¢nym fenotypovym profilem od kazdého pacienta.

3.1.3. Soubor bakterialnich kmenu z gastrointestinalniho traktu U komunitnich a
hospitalizovanych pacientu

Vobdobi 1. 3. — 1. 5. 2010 byly provedeny rektalni vytéry ambulantnich pacienti
olomouckého regionu a pacientil hospitalizovanych ve FNOL. Vytéry byly inokulovany na
selektivni chromogenni médium Brilliance ESBL Agar (Oxoid) a vyrostlé kolonie byly

podrobeny nésledné analyze.

3.14. Soubor bakteridlnich kmeni z gastrointestinilniho traktu u hemato-
onkologickych pacienti

V obdobi 1. 11. 2012 — 31. 1. 2013 byly provedeny rektalni vytéry pacientl hospitalizovanych
na Hemato-onkologické klinice (HOK) FNOL. Vytéry byly inokulovany na selektivni
chromogenni médium Chrom ID ESBL agar (BioMérieux). V obdobi 1. 11. 2012 — 1. 3. 2013
byly soucasn¢ izolovany i ESBL- a AmpC-pozitivni enterobakterie z klinického materialu od
pacientl s diagndzou febrilni neutropenie a komplikujicimi bakteridlnimi infekcemi z divodu

stanoveni pfipadné klonality.
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3.1.5. Soubor pilivodci nozokomialnich pneumonii u pacienti v intenzivni péci se
zamérenim na ESBL- a AmpC-pozitivni enterobakterie

Do studie byli zafazeni pacienti hospitalizovani od 1. 5. 2013 — 31. 1. 2014 na
Anesteziologicko-resuscitaéni klinice Thomayerovy nemocnice v Praze (TN), KARIM
Fakultni nemocnice Brno (FN Brno), KARIM Fakultni nemocnice Hradec Kralové (FN HK) a
Kliniky anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny (KARIM) FNOL s ¢erstvym nebo
progredujicim infiltratem na skiagramu hrudniku spole¢né s nejméné dvéma ptiznaky infekce
respiraéniho traktu (febrilie, hnisavé sputum, leukocytdza >10x10%/mm? nebo leukopenie
<4x10°/mm3, zanétlivy poslechovy nalez na plicich, kaSel a/nebo respiracni insuficience
s hodnotou oxygena¢niho indexu PaO,/FiO, <300mmHg), které se objevily nejdiive po
48 hodinach od hospitalizace. Od téchto pacient byl odebran endotrachealni sekret okamzité
pii zatazeni do studie a poté dvakrit tydné. Pokud béhem hospitalizace doSlo k upraveé
klinického stavu a poté k relapsu, byl tento posuzovan jako dal§i nové epizoda HAP. Kazdy
vzorek byl zpracovdn béZnymi mikrobiologickymi postupy. U pacientli byla hodnocena
klinicka data jako Casna, nebo pozdni nozokomidlni pneumonie, antibioticka terapie v den

odbéru a nemocni¢ni mortalita.

3.1.6. Soubor enterobakterii produkujicich Sirokospektré beta-laktamazy v prostiedi
jednotek intenzivni péce

V obdobi 1. 11. 2010 — 31. 12. 2010 byla provedena epidemiologickd studie mikrobialni
kontaminace vzduchu, povrchil a persondlu KARIM a oddéleni Intenzivni péce chirurgickych
obori (IPCHO) FNOL. Mikrobialni kontaminace vzduchu byla hodnocena pomoci
monitorovaciho syst¢ému MAS-100 (Merck). Na kazdém oddéleni bylo vytipovano 10 mist
vhodnych k odbériim vzorkd. Na kazdém misté bylo vysetfeno 100 litri vzduchu. Kromé toho
na kazdém oddéleni bylo vySetfeno 30 riiznych povrchli (okenni parapety, ovladace infiznich
pump, Zaluzie, vylevky dfezli, umyvadel, fedicich roztoki, stojany na inflze, postranice
posteli apod.). Od persondlu byly odebrany vytéry nosu a stéry z pravé ruky. Na kazdém
odd€leni bylo vySetfeno 15 osob. Vytéry byly zpracovany standardnimi mikrobiologickymi
metodami. Ve stejném obdobi byly sbirany i ESBL- a AmpC-pozitivni enterobakterie
z klinického materialu (hemokultury, intravaskuldrni katetry, mo¢, materidl z dolnich cest
dychacich, jiné télni tekutiny a exsudaty) od pacientli hospitalizovanych na KARIM a IPCHO
FNOL pro stanoveni pfipadné klonality.
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3.1.7. Soubor enterobakterii rezistentnich ke karbapenemim ve Fakultni nemocnici
Olomouc

V ¢asovém useku 1. 4. 2009 — 31. 8. 2010 byly zklinického materialu pacienti
hospitalizovanych ve FNOL (1406 lizek, ztoho 155 na JIP) izolovany enterobakterie
s rezistenci ke karbapenemtim. V obdobi 1. 1. 2014 — 31. 1. 2015 byly testovany karbapenem-
rezistentni kmeny cCeledi Enterobacteriaceae izolované zrektalnich vytéri pacientl
hospitalizovanych na HOK FNOL pomoci selektivniho chromogenniho média Chrom ID
ESBL (Oxoid). Od jednoho pacienta byl zafazen vzdy jen jeden kmen se stejnym

fenotypovym profilem.

3.1.8. Soubor kmeni Pseudomonas aeruginosa rezistentnich ke karbapenemim ve
Fakultni nemocnici Olomouc a Vojenské nemocnici Olomouc

V obdobi od 1. 1. 2008 — 30. 6. 2013 byly z klinického materialu pacientii hospitalizovanych
ve FNOL a VNO izolovany karbapenem-rezistentni kmeny Pseudomonas aeruginosa. Od

jednoho pacienta byl zatazen vzdy jen jeden kmen Pseudomonas aeruginosa.

3.1.9. Soubor bakteridlnich kmeni pro hodnoceni vlivu spotieby beta-laktamovych
antibiotik na rezistenci enterobakterii

V obdobi 1. 1. 2000 — 31. 12. 2011 byly retrospektivné hodnoceny vybrané druhy
enterobakterii (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter cloacae a Proteus
mirabilis). Bakteridlni kmeny byly izolovany =z klinického materialu pacientl
hospitalizovanych ve FNOL. Vybér kmenl byl realizovan tak, Ze od jednoho pacienta byl
zatazen vzdy jen jeden kmen daného druhu, ktery byl izolovan z ptisluSného materialu jako

prvni v ¢asovém intervalu 90 dni.

3.1.10. Soubor bakterialnich kmeni pro hodnoceni vlivu spotieby karbapenemii na
rezistenci enterobakterii a Pseudomonas aeruginosa k meropenemu

Analyzovan byl soubor nejcastéjSich gramnegativnich patogenti zachycenych béhem
sedmiletého obdobi (1. 1. 2005 - 31. 12. 2011) v klinickém materialu pacientt
hospitalizovanych ve Fakultni nemocnici Olomouc. Hodnoceny byly nasledujici species:
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Proteus
mirabilis a Pseudomonas aeruginosa. Vybér kmend byl realizovan tak, Zze od jednoho
pacienta byl zafazen vZdy jen jeden kmen daného druhu, ktery byl izolovan z pfislusného

materialu jako prvni v ¢asovém intervalu 90 dni.
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3.2. Identifikace izolati
Kazdy izolat byl identifikovan standardnimi mikrobiologickymi postupy za pouziti
biochemickych identifikacnich testii, véetné vyuziti automatickych systému Phoenix (Becton

Dickinson) nebo MALDI-TOF Biotyper (Bruker Daltonics).

3.3. Stanoveni citlivosti k antibiotikiim

Rezistence k antimikrobidlnim pfipravkiim byla stanovena standardni dilu¢ni mikrometodou
podle kritérii EUCAST (55). Ve vybranych piipadech byla pouzita diskova difizni metoda,
automatizovany systém Phoenix nebo Etest (Biomerieux). Referen¢ni kmeny Escherichia coli
ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218 a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

slouzily k protokolované kontrole kvality.

3.4. Fenotypové metody prikazu produkce Sirokospektrych beta-laktamaz a
karbapenemaz
Nasledujici kapitoly popisuji jednotlivé fenotypové metody pro detekci Sirokospektrych beta-

laktamaz.

3.4.1. Fenotypové metody pro priukaz produkce Sirokospektrych beta-laktamaz typu
ESBL a AmpC

Ur¢ené ESBL-pozitivni kmeny byly testovany pomoci automatizované¢ho systému Phoenix,
modifikované mikrodiluéni metody s determinaci minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
cefoxitinu a poméru MIC cefoperazonu a cefoperazonu se sulbaktamem (Obrazek 4), dale
ESBL Etestu (AB Biodisk) a modifikovaného DDST (Obrazek 5). AmpC-pozitivni izolaty
byly testovany modifikovanym AmpC diskovym testem S pouZitim 3-aminofenylborité
kyseliny jako specifického inhibitoru (Obrazek 6) a modifikovanou mikrodiluéni metodou
sur¢enim MIC cefoxitinu a poméru MIC cefotaximu, resp. ceftazidimu a ptislu§Sného
cefalosporinu s kyselinou 3-aminofenylboritou (Obrazek 4). Kritéria pozitivnich vysledka

jsou zobrazeny v tabulce 3.
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Obrazek 4. Modifikovana sestava antibiotik pro soucasnou detekci produkce ESBL/AmpC

enzymu (koncentrace v mg/I)

AMS AZT CXT CTX CTX/3APB CTZ CTZ/3APB CPR CPS CPM

PIP PPT
64 64 64 64  64/300 64 64/300 64 64 64 256 256
32 32 32 32 32300 32 32/300 32 32 32 128 128
16 16 16 16  16/300 16  16/300 16 16 16 64 64
8 8 8 8 8/300 8 8/300 8 8 8 32 3
4 4 4 4 41300 4 41300 4 4 4 16 16
2 2 2 2 2/300 2 2/300 2 2 2 8 8
1 1 1 1 1/300 1 1/300 1 1 1 4 4
05 05 05 05 0530 05 05300 05 05 05 2 2

AMS — ampicilin/sulbaktam, AZT — aztreonam, CXT — cefoxitin, CTX — cefotaxim, CTZ —
ceftazidim, CPR — cefoperazon, CPS — cefoperazon/sulbaktam, CPM — cefepim, PIP —
piperacilin, PPT — piperacilin/tazobaktam, 3APB — 3-aminofenylborita kyselina

Obrazek 5. Modifikovany DDST pro detekci ESBL

cefotaxim

aztreonam

amoxicilin +
kys. klavulanova

cefepim

20 mm

ceftazidim

30 mm

ceftazidim +
kys. klavulanova
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Obrazek 6. AmpC test k prikazu AmpC

30 mm

e @

ceftazidim ceftazidim + 3-APB

ceftazidim +

ceftazidim + kys. klavulanova +
kys. klavulanova 3-APB

.

A
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Tabulka 3. Kritéria pozitivity pouzitych fenotypovych testi k detekci ESBL a AmpC

enzymdu.

Test Prukaz ESBL Priukaz AmpC

mDDSTY | Rozsifeni/protazeni inhibi¢ni zony
smérem k disku s kyselinou
klavulanovou a/nebo zvétseni praméru
inhibi¢ni zony minimalné 0 5 mm
kolem disku s kyselinou klavulanovou

(Obrazek 7)
mAmMpC Rozsiteni/protazeni inhibi¢ni zony
test? smérem k disku s 3-APB a/nebo
zvétSeni priméru inhibicni zony
minimalné 0 5 mm kolem disku s 3-
APB (Obrézek 8)
mMIC? | MIC cefoxitinu < 16 mg/l a pomé&r MIC | MIC cefoxitinu > 16 mg/l a pomér
cefoperazonu a cefoperazonu se MIC cefotaximu a cefotaximu s 3-
sulbaktamem > 4:1 APB nebo MIC ceftazidimu a
ceftazidimu s 3-APB > 4:1
ESBL Minimaln¢ ¢tyinasobny pokles MIC
Etest daného Sirokospektrého cefalosporinu s

inhibitorem (cefotaxim/kyselina
klavulanova, ceftazidim/kyselina
klavulanova a cefepim/kyselina
klavulanova) oproti samotnému
cefalosporinu, popf. pfitomnost
fantomové zony (Obrazek 9)

Legenda: mDDST — modifikovany “double-disk synergy test”, mAmpC test — modifikovany
AmpC diskovy test, mMMIC — modifikovana mikrodilu¢ni metoda
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Obrazek 7. Pozitivni vysledek mDDST u kmene Klebsiella pneumonia produkujiciho ESBL.

Obrazek 8. Pozitivni vysledek mAmpC testu u kmene Klebsiella pneumonia produkujiciho
AmpC.
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Obrazek 9. Pozitivni vysledek ESBL Etestu u kmene Klebsiella pneumonia produkujiciho
ESBL
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3.4.2. Fenotypové metody pro detekci serinovych karbapenemaz a metalo-beta-laktamaz
Kmeny byly testovany Etestem pro detekci MBL a nasledujicimi tfemi agarovymi difuznimi
testy, CD-testem k detekci serinovych karbapenemaz ttidy A, MBL-testem (modifikovany
double disk synergy test pro detekci MBL) a tzv. Combi-testem (kombinovany test pro
soucasnou detekci serinovych karbapenemaz a/nebo MBL) (65, 66, 67). Dale byl pouzit
modifikovany Hodge test (mHodge test) a Carba NP test (68, 69).

CD-test pouziva nasledujici disky: imipenem, imipenem s 3-aminofenylboritou
kyselinou (3-APB), meropenem, a meropenem s 3-APB (Obrazek 10). V piipad¢ produkce
serinovych karbapenemaz se inhibi¢ni zéna (IZ) kolem disku karbapenemu s 3-APB zvétsi
minimdlné o 5 mm ve srovnani s IZ kolem samotného karbapemu. MBL-test pouziva
centralni disk s kyselinou ethylendiamintetraoctovou (EDTA), imipenem, imipenem s EDTA,
meropenem a meropenem s EDTA (Obrazek 11). Pozitivni vysledek je definovan jako
zvétSeni 1Z okolo disku s inhibitorem minimaln€ o 5 mm ve srovnani s IZ okolo samotného
karbapenemu, a/nebo jako pfitomnost tzv. fantomovych zén ¢i protazeni IZ ve sméru
k centralnimu disku s EDTA. Combi-test pouziva disky meropenemu, meropenemu s 3-APB,
meropenemu s EDTA a meropenemu s obéma inhibiotory (Obrazek 12). Pozitivni vysledek se
projevi jako zvétSeni IZ kolem disku s inhibitory miniméln¢ o 5 mm ve srovnani s IZ kolem
karbapenemu samotného, popt. jako protazeni IZ ve sméru k disku se specifickym
inhibitorem.

Modifikovany Hodge test (mHodge test) umi detekovat vSechny tfidy serinovych
karbapenemaz a/nebo MBL, neni vS8ak vhodny pro pouziti v pfipadé Pseudomonas
aeruginosa. V piipad¢ pozitivniho vysledku enzym rozkladajici karbapenemové antibiotikum,
které je umisténé ve stfedu masopeptonového agaru, umoziuje rust karbapenem-citlivému
kmeni (Escherichia coli ATCC 25922) smérem k disku s karbapenemem.

Carba NP test byl predstaven dvojici Nordmann a Poirel v roce 2012 jako jednoducha
a levna metoda zaloZena na hydrolyze imipenemu, kterd s vysokou senzitivitou a specificitou
detekuje produkci karbapenemaz u enterobakterii 1 gramnegativnich nefermentujicich bakterii
(napf. Pseudomonas aeruginosa). Princip spociva ve zméné barvy indikatoru pH (fenolova
cerveil) na zdékladé¢ kyselé reakce pii hydrolyze imipenemu, pokud je pfitomna
karbapeneméza. Modifikaci testu lze zjistit také typ karbapenemazy na zéklad¢ pouziti
specifického inhibitoru. Tento tzv. Carba NP Il test umi rozli§it mezi serinovymi
karbapenemazami, metalo-beta-laktamazami a enzymy typu OXA-48. Kritéria pozitivnich

vysledk jsou zobrazeny v tabulce 4.
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Obrazek 10. CD-test pro detekci serinovych karbapenemaz tiidy A

imipenem imipenem + 3-APB

meropenem meropenem + 3-APB

Obrazek 11. MBL-test pro detekci metalo-beta-laktamaz

ceftazidim

imipenem meropenem

imipenem + meropenem +
EDTA EDTA
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Obrazek 12. Combi-test pro detekci serinovych karbapenemaz tfidy A a metalo-beta-

laktamaz

meropenem +
meropenem 3_APB

@

A

A 4

.

meropenem meropenem +
+ EDTA 3-APB + EDTA
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Tabulka 4. Kritéria pozitivnich testd pro detekci enterobakterii a gramnegativnich

nefermentujicich tycek produkujicich karbapenemazy.

Detekce serinovych karbapenemaz

Detekce metalo-beta-laktamaz tridy

Test tiidy A B
Rozsiteni/protazeni inhibi¢ni zony
smérem k disku s 3-APB a/nebo
CD test zvetSeni primeru inhibi¢ni zony aspon
0 5 mm kolem disku s 3-APB (Obrazek
13)
Rozsiteni/protazeni inhibi¢ni zony
smérem k disku s EDTA a/nebo
MBL test pritomnost fantomovych zo6n ¢i
zvétseni praiméru inhibi¢ni zony aspon
0 5 mm kolem disku s EDTA
(Obrazek 14)
Rozsifeni inhibi¢ni zony smérem k E 3?:;521&%1111_]2?/;?%2}] smerem
Combi disku s 3-APB a/nebo v e e Ty y
test zvétseni praméru inhibi¢ni zony aspon zvetseni prumeru inhibini z6ny aspof
0 5 mm kolem disku s 3-APB 05 mm kolem disku's EDTA
(Obrazek 15)
Minimaln¢ ¢tyinasobny pokles MIC
karbapenemu s inhibitorem (imipenem
MBL s EDTA, meropenem s EDTA) oproti
Etest samotnému karbapenemu, popf.
pfitomnost fantomoveé zony.
(Obrazek 16)
Rust kafbapenen?-citlivého kmene Rust karbapenem-citlivého kmene
(Esvc herichia CO!I A,‘TCC. 25922) (Escherichia coli ATCC 25922)
smerem k centralnimu disku . s .
mHodge s karba . s smérem k centralnimu disku
test . penememn ve smetu caty s karbapenemem ve sméru ¢ary
inokulovaného testované¢ho hokulovaného testovanéh
karbapenemaza-produkujiciho kmene. Lno U ovancio estovancho
(Obrazek 17) arbapenemaza-produkujiciho kmene.
Carba NP | Zména barvy z ¢ervené na zlutou po gg_l Sgi&iﬁ?&:{ﬁ;&g&ga Zlutou po
test 30-90 minutach inkubace. '

(Obrazek 18)
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Obrazek 13. Zvétseni inhibi¢ni zony kolem disku s meropenemem a 3-APB 0 vice nez 5 mm
ve srovnani s diskem se samotnym meropenemem deformace zony u disku s imipenemem ve
sméru k disku s inhibitorem u pozitivniho CD-testu u kmene Klebsiella pneumoniae

produkujiciho KPC-typ serinové karbapenemazy

41



Obrazek 14. Zvétseni inhibi¢ni zony kolem disku s meropenem (imipenemem) a EDTA o
5 mm ve srovnani s diskem se samotnym meropenemem (imipenemem) a viditelna deformace
inhibi¢nich zon smérem k centralnimu disku s EDTA u pozitivniho MBL testu u kmene

Klebsiella pneumoniae produkujiciho NDM-1 typ metalo-beta-laktamazy

Obrazek 15. Zvétseni inhibi¢ni zony kolem disku s meropenemem a EDTA o vice nez 5 mm
ve srovnani s diskem se samotnym meropenemem u pozitivhiho Combi testu v ptipadé

produkce NDM-1 metalo-beta-laktamazy u kmene Klebsiella pneumoniae
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Obrazek 16. Pozitivni Etest pro prikaz MBL vV ptipadé¢ produkce NDM-1 metalo-beta-
laktamazy u kmene Klebsiella pneumoniae
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Obrazek 17. Pozitivni vysledek mHodge testu u dvou kmend Klebsiella pneumoniae

s produkci KPC enzymd. Indikatorovy citlivy kmen Escherichia coli roste v okoli testovaného

kmene smérem ke stfredovému disku imipenemu

Obrazek 18. Pozitivni Carba NP test (zluty) oproti negativni kontrole (Cervend)
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3.5. Genetické urceni Sirokospektrych beta-laktamaz a karbapenemaz
Nasledujici kapitoly charakterizuji metody pouzité ke genetické detekci Sirokospektrych beta-

laktamaz.

3.5.1. Genetické urceni Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL a AmpC

Vyskyt ESBL byl detekovan vyuzitim PCR a oligonukleotidovych primerd zachycujicich
specifickou oblast blatem, blasqy a blactx-m (70-72). Ziskané amplikony byly nasledné
analyzovany pomoci restrikénich endonukleaz za tucelem detekce nejbéznéjSich mutaci
zodpovédnych za vznik ESBL fenotypu. Pro SHV amplikony byl pouzit enzym Nhel, pro
TEM enzymy Mspl, Msel, Hphl a Sau3Al (70, 71). Geneticka detekce AmpC beta-laktamaz

spocivala ve stanoveni ptitomnosti jednotlivych genti pomoci multiplex PCR (73).

3.5.2. Genetické urceni serinovych karbapenemaz a metalo-beta-laktamaz
K detekci genti kodujicich produkci metalo-beta-laktamaz a serinovych karbapenemaz byla
pouzita polymerazova fetézova reakce (PCR). Byla zvolena sada specifickych
oligonukleotidovych primert kodujicich nejcastéji se vyskytujici serinové karbapenemdazy
patfici do ttidy A (NMC, SME, IMI, KPC a GES typy), tfidy D (OXA-23 a OXA-48) a
metalo-beta-laktamazy (IMP, VIM, SIM typy) (74-82). Jako pozitivni kontrola byl pouzit
kmen se znamym zastoupenim karbapenemaz (produkujici KPC-2 enzym) poskytnuty doc.
Ing. J. Hrabdkem, Ph.D., z Ustavu mikrobiologie Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy
v Plzni.

Ve vybranych ptipadech byla pouzita multiplex PCR (LightMix® Modular Assays,
firma Roche-Diagnostics) k detekci karbapenemaz typu KPC, NDM-1, VIM (varianty 1-36),
IMP (varianty 9, 16, 18, 22, 25), a vétSiny variant skupiny OXA-48 (162, 163, 181, 204, 232,
244, 245, 247).

3.5.3. Stanoveni podobnosti izolati srovnanim polymorfismu délky $tépnych fragmentia

Pomoci pulzni gelové elektroforézy (PFGE) byla stanovena genetickd ptibuznost izolatl, a
tim hodnoceno pfipadné klonalni Sifeni. Celkovd genomova DNA byla Sté€pena restrikénim
enzymem Xbal (Roche Diagnostics, Némecko), naslednad separace takto nastépenych
fragmentii probihala pomoci PFGE na pfistroji CHEF-DRIlI System (Bio-rad, USA).
Restrik¢ni mapy jednotlivych izolatd byly porovnany za pouziti softwaru GelCompar II,
version 2.0 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium). Identi¢nost, resp. jedinecnost kmend byla

ur¢ena na zakladé sestaveni dendrogrami.
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3.6. Hodnoceni selekéniho tlaku
Vlastni stanoveni selek¢niho tlaku bylo hodnoceno podle korelace spotfeby antibiotik a

bakterialni rezistence ve FNOL ve sledovaném obdobi.

3.6.1. Stanoveni spoti‘eby antibiotik

Definované denni davky pro jednotliva antibiotika byly vyjadfeny v absolutni (celkové) ro¢ni
spotiecb¢  (DDDath) na zakladé ATC/DDD klasifikace (83). Relativni ro¢ni spotieba
antibiotik (RDDDatb) byla urcena jako pocet definovanych dennich davek na 100
oSetfovacich dnl/lizkodnli podle nasledujiciho vzorce: RDDDatb = DDDatb x 100/pocet
ltizkodnti (84). Data byla ziskana z Ustavu farmakologie FNOL.

3.6.2. Hodnoceni vztahu mezi spoti‘ebou antibiotik a bakterialni rezistenci

Pro zhodnoceni selekéniho tlaku byl studovan vztah mezi rezistenci sledovanych
bakterialnich druhd k vybranym antibiotikim a spotiebou relevantnich skupin antibiotik. Dale
byl hodnocen vztah mezi rezistenci a spotiebou sekundarniho antibiotika, tj. spotiebou 1éciva
Z jiné antibiotické skupiny. Vztah mezi Cetnosti kment rezistentnich k danému antibiotiku a
spotiebou antibiotik potencidlné vykazujicich selekéni tlak byl analyzovan linedrni regresni

analyzou pomoci Spearmanovy korelace. Statisticka vyznamnost byla stanovena pro p<0,05.
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4. VYSLEDKY

4.1. MoZnosti fenotypovych metod pro detekci Sirokospektrych beta-laktamaz
Nasledujici  kapitoly uvadéji vysledky hodnoceni fenotypovych metod pro detekci
jednotlivych typu Sirokospektrych beta-laktamaz.

4.1.1. Stanoveni senzitivity fenotypovych metod pro detekci Sirokospektrych beta-
laktamaz typu ESBL a AmpC

Celkem bylo testovano 106 kmenu ¢eledi Enterobacteriaceae. Z tohoto souboru bylo pomoci
PCR a pfimym sekvenovanim potvrzeno 85 kment jako producenti ESBL a 21 kment jako
producenti AmpC enzymu (Tabulka 5). Za pouziti mikrodilu¢ni metody s kritérii CLSI
(Clinical and Laboratory Standard Institute) z roku 2009 vysoké procento kment vykazovalo
falesnou citlivost k Sirokospektrym cefalosporiniim: cefoperazon (21 % pro ESBL a 76 % pro
AmpC), cefotaxim (29 % a 67 %), ceftazidim (32 % a 29 %) a cefepim (60 % pro ESBL).
Falesna citlivost se ukazala rovnéz pii pouziti kritérii CLSI u diskové difizni metody
(cefoperazon 9 % pro ESBL a 43 % pro AmpC; cefotaxim 8 % a 14 %; ceftazidim 45 % a
14 %; cefepim 52 %). Poté, co byly sniZzeny hrani¢ni zoény pro cefepim, cefotaxim a
ceftazidim na 1 mg/l, jak je uvedeno v doporuc¢enich EUCAST, procento fale$né citlivosti u
testovanych ESBL- a AmpC-pozitivnich enterobakterii signifikantné¢ pokleslo. Vysledky jsou
sumarizovany v tabulkach 6 a 7.

Co se tyka hodnoceni dalsich metod K detekci Sirokospektrych beta-laktamaz,
automatizovany systém Phoenix rozpoznal ESBL s vysokou senzitivitou (99 %), ale v piipadé
AmpC-pozitivnich kment dosahl pouze 38% senzitivity. Vysoké senzitivity bylo dosazeno,
pokud se pouzily testy specifické pro dany typ Sirokospektré beta-laktamdzy za pouZiti
ptislusného inhibitoru. ESBL Etest detekoval ESBL v 95 % ptipadt. Modifikovany DDST
vykazal 100% senzitivitu pro ESBL a modifikovany AmpC test s 3-aminofenylboritou
kyselinou detekoval spravné 95 % AmpC-pozitivnich kmenti. Ve skupiné¢ ESBL-pozitivnich
kmenit mélo 87 % MIC cefoxitinu <16 mg/l a pomér MIC cefoperazonu a kombinovaného
cefoperazonu se sulbaktamem > 4:1. Senzitivita modifikované mikrodiluéni metody pro

AmpC beta-laktamazy byla 95 % (Tabulka 8).

47



Tabulka 5. Soubor ESBL- a AmpC-pozitivnich izolatd k uréeni senzitivit fenotypovych

metod
Species Pocet Typ Sirokospektré beta-laktamazy
S 50 | ESBL (CTX-M-1, CTX-M-9, CTX-M-14, CTX-M)-15,
Escherichia coli CTX-M-27, SHV-12)
4 AmpC (CMY-2)
_ ) 33 ESBL (SHV-2, SHV-2a, SHV-12, CTX-M-1-like, CTX-
Klebsiella pneumoniae M-9-like)
11 | AmpC (DHA)
Serratia marcescens 2 ESBL (SHV-12)
Enterobacter cloacae 3 AmpC (EBC)
Citrobacter freundii 2 AmpC (CIT)
Providencia rettgeri 1 AmpC (DHA)

Tabulka 6. Procento falesné citlivosti k cefalosporinim Ill. a IV. generace ve skupiné ESBL

a AmpC producentil za pouziti mikrodilu¢ni metody

Falesna citlivost (%)
ibiotik CLSI kritéria EUCAST Kkritéria
Antibiotikum Breakpoint | ESBL AmpC | Breakpoint | ESBL AmpC

(mg/l) (%) (%) (mg/l) (%) (%)

cefoperazon <16 21 76 nestanoven N N
cefotaxim <8 29 67 <l 7 43

ceftazidim <8 32 29 <l 5 5

cefepim <8 60 N <I 8 N

Legenda: N — nehodnoceno

Tabulka 7. Procento fale$né citlivosti k cefalosporinim Ill. a IV. generace ve skupiné ESBL

a AmpC producentl za pouZiti diskové difuzni metody

Fale$na citlivost (%)
Antibiotik CLSI kritéria EUCAST Kkritéria
ntibiotikum Breakpoint ESBL AmpC | Breakpoint ESBL AmpC

(mm) (%) (%) (mm) (%) (%)

cefoperazon >21 9 43 nestanoven N N
cefotaxim >23 8 14 >21 11 29
ceftazidim >18 45 14 >20 38 10
cefepim >18 52 N >24 19 N

Legenda: N — nehodnoceno
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Tabulka 8. Senzitivita testovanych fenotypovych metod ve skupiné ESBL a AmpC

producenti
Fenotypova metoda Senzitivita (%)
ESBL AmpC

Phoenix 99 38

mDDST 100 N
mAmMpC test N 95
mMIC 87 95

ESBL Etest 95 N

Legenda: N — nehodnoceno, mDDST — modifikovany “double-disk synergy test”, mAmpC
test — modifikovany AmpC diskovy test, MMIC — modifikovand mikrodilu¢ni metoda

4.1.2. Stanoveni senzitivity fenotypovych metod pro detekci karbapenemaz

Celkem bylo testovano 119 kmenu c¢eledi Enterobacteriaceae. Vsechny kmeny z tohoto
souboru byly pomoci multiplex PCR potvrzeny jako nositelé genti pro karbapenemazy, u
101 kment byl detekovan gen pro serinové karbapenemazy tfidy A (KPC), u dalsich
14 kmentt MBL (6 NDM-1 a 8 VIM) a 4 kment OXA-48 (Tabulka 9). U testovanych kment
byly stanoveny hodnoty MIC ke tiem karbapenemim pomoci dilu¢ni difazni metody (Etest).
Rozmezi hodnot MIC byly 0,064 — >32 mg/l pro meropenem, 0,5 — >32 mg/l pro imipenem a
0,5 — >32 mg/l pro ertapenem. MICgy a MICsy byly vypocitany pro jednotliva antibiotika
takto: meropenem 32 mg/l, resp. 6 mg/l, imipenem >32 mg/l, resp. 6 mg/l a ertapenem >32
mg/l, resp. 16 mg/l. Za pouziti kritérii EUCAST byla prokazana falesna citlivost k imipenemu
u 13 % kmenti, meropenemu 12 % a ertapenemu 2 %. Falesna citlivost se vyznamné liSila u
izolatd podle produkovaného typu karbapenemazy (tabulka 10). Z uvedenych vysledkd
vyplyva, ze nejvyssi senzitivitu pro screeningovy zachyt karbapenemaz na zakladé hodnoty
falesné citlivych kmenti.

Metody, jejichz senzitivita byla hodnocena, byly nésledujici: mHodge test, Carba NP
test, Etest pro MBL a diskové diftizni metody (CD-test, MBL-test a Combi-test). Nejvyssi
senzitivitu vykdzal mHodge test (97 %), ktery vykazal 100% senzitivitu v ptipadé¢ KPC a
OXA enzymi, nicméné¢ v piipadé MBL jeho senzitivita ¢inila pouhych 71 %. Diskové difuzni
testy s pritomnosti specifickych inhibitori nevykazaly samostatné vysokou senzitivitu (79 %,
79 %, resp. 88 %), nicméné kombinace vSech tii test pomohla zvysit senzitivitu této metody
na 92 %. Z vysledkti vyplyvé, Zze Combi test pro detekci KPC a MBL enzymi je funkéni
pouze za pouziti meropenemu jako substratu. V ptipad€ pouziti imipenemu senzitivita tohoto

testu ¢inila pouze 10 %. V naSem srovnani dosahl 92% senzitivity i Carba NP test, ktery navic
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disponuje vyhodou detekce OXA enzymi. Velmi nizkou senzitivitu (57 %) vykazal Etest pro

detekci MBL. Vysledky jsou sumarizovany v tabulce 11.

Tabulka 9. Soubor enterobakterii produkujicich karbapenemazy k uréeni senzitivity

pouzitych fenotypovych metod

Species Pocet Typ karbapenemazy
1 KPC
Escherichia coli 1 NDM-1
1 OXA-48
100 KPC
Klebsiella pneumoniae 3 NDM-1
2 OXA-48
1 VIM
Citrobacter freundii 2 VIM
Enterobacter cloacae 3 VIM
1 OXA-48
Enterobacter aerogenes 2 NDM-1
1 VIM
Hafnia alvei 1 VIM

Tabulka 10. Procento falesné citlivosti ke karbapenemtm za pouziti Etestu podle kritérii

EUCAST
Breakpoint Fale$na citlivost (%)
pro citlivé
kmeny(mg/l) KPC MBL OXA CELKEM
meropenem <2 5 43 75 12
imipenem <2 7 43 75 13
ertapenem <0,5 0 0 50 2

Tabulka 11. Senzitivita testovanych fenotypovych metod v jednotlivych skupinach

producentl karbapenemaz

Fenotypova metoda Senzitivita (%)
KPC MBL OXA CELKEM
mHodge test 100 71 100 97
CD-test 79 N N N
MBL test N 79 N N
Combi test s meropenemem 90 71 N 88
Combi test s imipenemem 6 36 N 10
MBL Etest N 57 N N
CD-test, MBL test a Combi N N N 92
test s meropenemem

Carba NP test 99 50 50 92

Legenda: N — nehodnoceno
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4.2. Analyza enterobakterii S produkci Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL a
AmpC
Nasledujici kapitoly charakterizuji vyskyt producenti Sirokospektrych beta-laktamdz typu

ESBL a AmpC u jednotlivych skupin pacientli a v nemocnic¢nim prostiedi.

4.2.1. Gastrointestinalni nosi¢stvi ESBL- a AmpC- pozitivnich enterobakterii u
komunitnich a hospitalizovanych pacienta

Celkem bylo vobdobi 1. 3. 2010 — 1. 5. 2010 vySetieno 378 rektalnich vytérd od
hospitalizovanych pacienti ve FNOL a 901 rektalnich vytéri od komunitnich pacienti
olomouckého regionu. Na selektivnim chromagaru vyrostlo 76 bakteridlnich kultur
Z celkového poctu 1279 vzorkl. Néslednou fenotypovou detekci bylo potvrzeno 60 ESBL- a
11 AmpC-pozitivnich enterobakterii. Nejcastéjsi species s produkci ESBL byly Escherichia
coli a Klebsiella pneumoniae (93 %); nejcastéji izolované AmpC-pozitivni bakterie byly
Escherichia coli a Citrobacter freundii (55 %). Detailni distribuci typu Sirokospektrych beta-
laktamaz v souboru ukazuje tabulka 12.

Prevalence  ESBL-pozitivnich  enterobakterii v gastrointestinalnim  traktu
hospitalizovanych pacienti FNOL byla 8 %. NejcastéjSim species v souboru ESBL-
pozitivnich nemocni¢nich kment byla Klebsiella pneumoniae (61 %), v souboru kment
z komunitniho prostredi se jednalo o Escherichia coli (90 %). Co se tyka AmpC-pozitivnich
kmenti, pouze jeden byl zachycen v souboru nemocni¢nich pacientli, deset z jedenacti bylo
zachyceno v komunitnim prostiedi s prevalenci 1 %. Geneticka analyza uréila jako nejvice
prevalujici ESBL-genotyp CTX-M (95 %), a to jak v nemocni¢nim, tak v komunitnim
prostredi. V ptipadé AmpC potvrdila multiplex PCR pfitomnost genu u 9 kmenil z jedenécti.
V kazdém izolati byl detekovan pouze jeden produkt PCR. U Sesti kment (55 %) se jednalo o
typ CIT, u dvou typ DHA a jeden kmen byl typu EBC.

V souboru nemocni¢nich kmeni byla zkouména ptibuznost, resp. identi¢nost izolatl
pomoci PFGE. V ptipadé Escherichia coli byly izolaty jedine¢ného restrikéniho profilu.
V piipadé Klebsiella pneumoniae byly pozorovany jedna Sestice, jedna trojice a jedna dvojice
identickych izolatl. Vzhledem k tomu, Ze tyto byly izolovany od riznych pacientd, jedna se o

klonalni §ifeni z exogenniho zdroje.
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Tabulka 12. Distribuce ESBL- a AmpC-pozitivnich enterobakterii V gastrointestinalnim
traktu hospitalizovanych pacientt FNOL a pacientli z komunitniho prostiedi olomouckého

regionu (absolutni pocty kmenti)

Celkovy pocet Hospitalizovani Komunitni
izolath pacienti pacienti
ESBL | AmpC ESBL AmpC ESBL | AmpC

Escherichia coli 35 3 9 0 26 3
Klebsiella pneumoniae 21 0 19 0 2 0
Klebsiella oxytoca 3 1 2 1 1 0
Citrobacter freundii 0 3 0 0 0 3
Enterobacter cloacae 0 2 0 0 0 2
Enterobacter aerogenes 1 0 1 0 0 0
Citrobacter werkmanii 0 1 0 0 0 1
Morganella morganii 0 1 0 0 0 1
CELKEM 60 11 31 1 29 10

4.2.2. Gastrointestinalni nosi¢stvi ESBL- a AmpC-pozitivnich enterobakterii u hemato-
onkologickych pacienti

Do zkoumaného souboru hemato-onkologickych pacientd s diagnézou febrilni neutropenie a
komplikujicimi bakterialnimi infekcemi bylo v obdobi 1. 11. 2012 — 1. 3. 2013 celkem
zafazeno 71 pacientll. NejCast&ji se objevily diagnozy akutni myeloblastické leukemie, akutni
lymfoblastickd leukemie, chronickd lymfocytickd leukemie, chronickd myelomonocytarni
leukémie, mnohocetny myelom, Hodgkintiv lymfom, B-bunéény lymfom z velkych bunék a
jiné non-hodgkinovy lymfomy. Mezi pacienty bylo 43 muzl a 28 Zen ve vékovém rozmezi
21-76 let. Primérny vek byl 54 let, median 58 let. Ve sledovaném obdobi 46 pacientil (65 %)
prodélalo febrilni neutropenii.

Patnact pacientil (21 %) mélo ve svém gastrointestinalnim traktu (GIT) zachyceno
kmen celedi Enterobacteriaceae produkujici Sirokospektré beta-laktamazy. ESBL- a AmpC-
pozitivni enterobakterie byly nalezeny u 8 (11 %), resp. 7 (10 %) pacientd. Ze skupiny ESBL-
pozitivnich enterobakterii nejéastéjsi species byly Klebsiella pneumoniae (75 %), Escherichia
coli (13 %) a Enterobacter aerogenes (13 %). AmpC-pozitivni species byly Citrobacter
freundii (43 %), Enterobacter cloacae (29 %), Escherichia coli (14 %) a Klebsiella
pneumoniae (14 %).

Z 15 pacientl, ktefi méli GIT kolonizovany producentem Sirokospektrych beta-
laktamaz, pouze jeden byl hospitalizovan poprvé. 13 pacientl (87 %) bylo hospitalizovano na
hemato-onkologické klinice v pfedchozich 6 mésicich (rozmezi ptedchozich hospitalizaci

3-58 dni, primérna délka 21 dni).
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Primérna délka hospitalizace byla 25 dni (rozmezi 3—70 dni). Pouze jeden pacient byl
v dobé hospitalizace bez vyznamné antibiotické 1éCby (profylakticky rifaximin per 0s), ostatni
pacienti uzivali v pribéhu hospitalizace nebo v obdobi 60 dni pfed zachytem bakterie
s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz ze stolice nasledujici antibiotika nebo jejich
kombinaci: amoxicilin s kyselinou klavulanovou, cefuroxim, piperacilin s tazobaktamem,
meropenem, imipenem, gentamicin, amikacin, ciprofloxacin, Klaritromycin, klindamycin,
teikoplanin a vankomycin.

Ze skupiny 15 pacientii s nosicstvim ESBL- a AmpC-pozitivnich enterobakterii v GIT
prodélalo 9 pacientl (60 %) febrilni neutropenii. V kontrolni skupiné (bez zdchytu ESBL- a
AmpC-pozitivniho kmene v GIT) se rovnéZz objevila febrilni neutropenie, a to v 66 %. Nebylo
tedy prokazano, ze by nosiCstvi enterobakterii produkujicich Sirokospektré beta-laktamazy
Vv GIT bylo rizikovym faktorem vzniku febrilni neutropenie.

PCR odhalila ptitomnost genu pro beta-laktamazy ze skupiny CTX-M-1-like u sedmi
ESBL-pozitivnich izolatt (88 %), gen blasyy byl detekovan v Sesti ptipadech (75 %) a gen
blarem byl prokazan u vsech ESBL-pozitivnich izolatd. U izolati produkujicich AmpC byly
nalezeny geny ze skupiny CIT, DHA a EBC. Distribuce jednotlivych genti kodujicich
Sirokospektré beta-laktamazy ukazuji tabulky 13 a 14.

Srovnani celogenomové DNA pomoci PFGE u species Klebsiella pneumoniae
odhalilo pouze jeden identicky par izolati od dvou rtznych pacienti a jeden par s velmi
podobnym restrikénim profilem odpovidajici pravdépodobné pouze jediné genetické zmeéng.

Ve studovaném obdobi méli dva pacienti s kolonizaci ESBL- nebo AmpC-pozitivni
enterobakterii v GIT prokdzanou bakteridlni infekci, zplisobenou producentem
Sirokospektrych beta-laktaméaz. V jednom piipadé se jednalo o infekci mocového traktu
zpusobenou ESBL-pozitivnim kmenem Klebsiella pneumoniae, ve druhém piipadé byla
infekce krevniho fecisté zplisobena AmpC-pozitivnim kmenem Enterobacter cloacae. V obou

ptipadech byla prok4zéana identita téchto patogent s kolonizujicim kmenem v GIT.

Tabulka 13. ESBL-pozitivni enterobakterie izolované z GIT 71 hemato-onkologickych

pacientl a detekované geny kodujici Sirokospektré beta-laktamazy.

Species Pocet izolath Typ beta-laktamazy

Enterobacter aerogenes 1 CTX-M-1-like, TEM

Escherichia coli CTX-M-1-like, TEM

1
Klebsiella pneumoniae 1 SHV, TEM
Klebsiella pneumoniae 5 CTX-M-1-like, SHV, TEM
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Tabulka 14. AmpC-pozitivni enterobakterie izolované z GIT 71 hemato-onkologickych

pacientil a detekované geny kdédujici Sirokospektré beta-laktamazy.

Species Pocet izolath Typ beta-laktamazy
Citrobacter freundii 2 CIT

Citrobacter freundii 1 CIT, DHA
Enterobacter cloacae 1 EBC

Enterobacter cloacae 1 EBC, DHA
Escherichia coli 1 CIT

Klebsiella pneumoniae 1 DHA

4.2.3. Etiologicka agens nozokomialnich pneumonii a jejich rezistence k antibiotikim
se zamérenim na enterobakterie produkujici Sirokospektré beta-laktamazy

Ve sledovaném obdobi bylo zafazeno celkem 155 pacientli, od 140 pacientd bylo ziskano
264 bakteridlnich izolatd, u 15 pacientl bylo kultivacni vySetfeni negativni.

Prehled vSech ziskanych patogen zobrazuje tabulka 15. Lze pozorovat pievahu
gramnegativnich bakterii (81 %), pfedev§im kment Pseudomonas aeruginosa (17 %),
Klebsiella pneumoniae (17 %) a Escherichia coli (12 %). Enterobakterie tvofi t¢émét polovinu
(48 %) etiologickych agens nozokomialnich pneumonii (HAP). Z grampozitivnich patogent
byl nejcastéjsi Staphylococcus aureus, ale v ramci celého souboru predstavuje pouze 9 %.

Rezistenci k antibiotikiim u tii nejéastéjSich patogenti ukazuji grafy 1-3. Z uvedenych
udaji je ziejmé, ze rezistence kmenu Klebsiella pneumoniae k cefalosporinim Ill. a
IV. generace, fluorochinoloniim, gentamicinu, kotrimoxazolu a piperacilin/tazobaktamu
ptresahuje 50% hranici. Dobrou citlivost si toto species zachovava k meropenemu, kolistinu a
relativné i amikacinu a tigecyklinu. V pfipadé Pseudomonas aeruginosa byla zaznamenana
vysoka rezistence k ciprofloxacinu (50 %), meropenemu (50 %), piperacilin/tazobaktamu
(42 %), ceftazidimu (40 %) a cefepimu (38 %). Relativné dobrou ucinnost na toto species
vykazuji aminoglykosidy. Na kolistin, stejné jako v pfipad¢ Klebsiella pneumoniae, bylo
citlivych 100 % kmentd. Co se tyce Escherichia coli, vysokou rezistenci vykazuji kmeny
k aminopenicilinim, véetné¢ kombinaci s inhibitory bakteridlnich beta-laktamaz, (79 %, resp.
39 %), piperacilinu (68 %) a kotrimoxazolu (42 %). Mén¢ nez pétina kment je odolnych
k cefalosporinim Ill. i V. generace, aminoglykosidiim a fluorochinolonim. K meropenemu,
tigecyklinu a kolistinu byly citlivé v§echny kmeny Escherichia coli.

Fenotypové testy prokédzaly produkci Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL a
AmpC u 37 % enterobakterii (Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli,
Enterobacter sp., Morganella morgannii a Hafnia alvei), které byly potvrzeny detekci gent
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pro CTX-M, SHV, TEM beta-laktamazy nebo CIT, EBC, ACC a DHA enzymy. Nebyly
detekovany zadné bakterie produkujici karbapenemazy.

Nemocni¢ni mortalita byla stanovena na 30 %, pficemz u 25 pacientli nebylo mozné
dohledat data po pielozeni na jiny doléCovaci ustav a tito byli z hodnoceni vyfazeni.
Nejcastéji byly s imrtim pacienta asociovany enterobakterie (26 piipadil) a gramnegativni
nefermentujici tycky (15). Grampozitivni bakterie byly izolovany jen u dvou piipadd umrti
(Staphylococcus aureus).

Adekvatnost inicialni antibiotické terapie byla hodnocena na zakladé urceni bakterialni
rezistence K antimikrobnim piipravkim a aplikace antibiotik v den odbéru vzorku. Z tohoto
hodnoceni vyplyva, Zze adekvatni 1écbu (byla potvrzena citlivost bakteridlnich patogent)

obdrzelo 51 % pacientil.

Tabulka 15. Zastoupeni jednotlivych bakterialnich druhd jako etiologickych agens HAP
(pocty v absolutni hodnot¢)

TN FN Brno FN HK FNOL Celkem
Pseudomonas aeruginosa 8 8 14 14 44
Klebsiella pneumoniae 15 8 12 9 44
Escherichia coli 8 7 12 4 31
Staphylococcus aureus 3 14 6 2 25
Enterococcus sp. 9 0 1 9 19
Enterobacter sp. 5 7 5 2 19
Stenotrophomonas maltophilia 0 1 12 0 13
Burkholderia cepacia komplex 3 0 7 3 13
Klebsiella oxytoca 0 8 0 4 12
Serratia marcescens 4 1 3 3 11
Haemophilus influenzae 0 9 0 0 9
Proteus mirabilis 2 2 0 2 6
Acinetobacter sp. 3 1 1 1 6
Citrobacter koseri 2 1 0 0 3
Streptococcus agalactiae 1 1 0 1 3
Morganella morgannii 1 1 0 1 3
Streptococcus pneumoniae 0 2 0 0 2
Hafnia alvei 0 1 0 0 1

Legenda: TN — Thomayerova nemocnice v Praze, FN Brno — Fakultni nemocnice Brno, FN
HK — Fakultni nemocnice Hradec Kralové, FNOL — Fakultni nemocnice Olomouc
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Graf 1. Rezistence Klebsiella pneumoniae Kk vybranym antibiotikim u pacientd
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Graf 2. Rezistence Pseudomonas aeruginosa K vybranym antibiotikim u pacienti

S nozokomialni pneumonii v CR

100

90

80

70

60

50

40 -
30 -
20 -
10 - i
0 - . . . . . . -
PIP PPT AZT MER Tz CPM GEN AMI C

M % rezistence

oL cip

56



Graf 3. Rezistence Escherichia coli k vybranym antibiotikim u pacienti s nozokomialni

pneumonii v CR
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4.2.4. Vyskyt enterobakterii produkujicich Sirokospektré beta-laktamazy v prostiedi
jednotek intenzivni péce

V pribéhu trvani studie bylo shromazdéno 20 vzorkd z ovzdusi, 60 vzorkl z povrchi a
60 vzorkli od zdravotnickych pracovnikl. Z celkového poctu 140 vzorkd obsahovalo
18 vzorki 21 bakterialnich izolatd c&eledi Enterobacteriaceae. Identifikace jednotlivych
izolatu je uvedena v tabulce 16.

Fenotypova analyza odhalila v souboru 21 kment z prostiedi KARIM a IPCHO c¢tyfti
s produkci ESBL a sedm s produkci AmpC. Béhem studie bylo rovnéz izolovano 16 kment
s produkeci Sirokospektrych beta-laktamaz od pacientd hospitalizovanych na vyse uvedenych
oddélenich. Charakteristika jedendcti izolatd z prostfedi a Sestnacti klinickych izolatd je
uvedena v tabulkach 17 a 18.

ESBL- a AmpC-pozitivni izolaty stejného species byly podrobeny restrikéni analyze
genomové DNA s naslednou PFGE pro urceni klonality. Z jedenacti izolati Klebsiella
pneumoniae jedna Ctvefice a z péti izolati Enterobacter cloaceae jedna trojice byly identické.
Je nutno zduraznit, Ze vSechny tyto klony pochdzely pouze z povrchi prostifedi, nikoli

Z klinického materialu pacienta ¢i stérii personalu.
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Tabulka 16. Pocet enterobakterii izolovanych z prostiedi a personalu KARIM a IPCHO ve

FNOL

Stéry z povrchu Stéry od personalu

KARIM IPCHO KARIM IPCHO

Escherichia coli 0 1 0 1
Klebsiella pneumoniae 6 3 0 1
Klebsiella oxytoca 1 1 0 1
Enterobacter cloacae 3 0 0 0
Citrobacter koseri 0 0 0 2
Proteus vulgaris 0 1 0 0
Celkem 10 6 0 5

Tabulka 17. Charakteristika ESBL- a AmpC-pozitivnich enterobakterii izolovanych
Z prostiedi a personalu KARIM a IPCHO ve FNOL

Oznaceni | Species Lokalita Oddéleni | Fenotyp | Genotyp
CTX-M
SHV
M1 Klebsiella pneumoniae | Okenni parapet IPCHO |ESBL |TEM
CTX-M
M2 Klebsiella oxytoca Vypust’ diezu IPCHO |ESBL |TEM
M3 Klebsiella pneumoniae | Vypust umyvadla, pokoj 6 KARIM |AmpC |EBC
M4 Klebsiella pneumoniae | Vypust umyvadla, pokoj 7 KARIM |AmpC |EBC
M5 Enterobacter cloacae | Proplachovaci roztok, pokoj 6 | KARIM |AmpC |EBC
M6 Enterobacter cloacae |Proplachovaci roztok, postel 8 | KARIM |AmpC |EBC
CTX-M
M8 Klebsiella pneumoniae | Postel 8 KARIM |ESBL |SHV
M10 Enterobacter cloacae | Stojan na infuze, postel 8 KARIM |AmpC |EBC
M11 Klebsiella pneumoniae | Proplachovaci roztok, postel 9| KARIM |AmpC |EBC
M12 Klebsiella pneumoniae | Davkovaé¢ pumpy, postel 9 KARIM |AmpC |EBC
CTX-M
M13 Klebsiella oxytoca Vypust’ diezu, pokoj 5 KARIM |ESBL |TEM
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Tabulka 18. Charakteristika ESBL- a AmpC-pozitivnich
pacientii hospitalizovanych na KARIM a IPCHO ve FNOL

studie jejich vyskytu z prostredi)

enterobakterii izolovanych od

(ve stejné dobé, kdy probihala

Oznaceni | Species Typ vzorku Oddéleni | Fenotyp | Genotyp
M14 Escherichia coli Vytér z dutiny Gstni KARIM |ESBL |SHV
M16 Klebsiella pneumoniae | Hemokultura IPCHO |ESBL |CTX-M, SHV
M17 Klebsiella pneumoniae | Vytér z rany IPCHO |ESBL |CTX-M, SHV
M18 Escherichia coli Mo¢ KARIM |ESBL |[CTX-M, TEM
M19 Serratia marcescens | Sekret z drénu KARIM |ESBL |SHV
M20 Klebsiella pneumoniae | Kanyla KARIM |ESBL |SHV
M21 Escherichia coli Moc¢ KARIM |ESBL |CTX-M
M22 Enterobacter cloacae | Vytér z dutiny tstni KARIM |AmpC |EBC
M23 Enterobacter cloacae |Bronchoalveolarni lavaz|IPCHO |AmpC |EBC
M24 Enterobacter cloacae |Sekret z drénu KARIM |AmpC |EBC
M25 Enterobacter cloacae |Sekret z drénu KARIM |AmpC |EBC
M26 Klebsiella pneumoniae | Mo¢ KARIM |AmpC |DHA

CTX-M, SHV,
M29 Klebsiella pneumoniae | Vytér z rany KARIM |ESBL |TEM

CTX-M, SHV,
M30 Escherichia coli Vytér z rany IPCHO |ESBL |TEM

CTX-M, SHV,
M32 Escherichia coli Sekret z drénu KARIM |ESBL |TEM
M34 Enterobacter cloacae |Sekret z drénu KARIM |AmpC |EBC

4.3. Analyza rezistence ke karbapenemiim

Nasledujici kapitoly poskytuji informace o vyskytu enterobakterii a kmend Pseudomonas

aeruginosa rezistentnich ke karbapenemtim a mechanismu této rezistence.

4.3.1. Cetnost enterobakterii rezistentnich ke karbapenemim ve Fakultni nemocnici
Olomouc

Béhem 17 mésicti bylo vysetfeno celkem 12605 enterobakterii a ziskano 9 kment s MIC
meropenemu > 2 mg/l, coz ¢inilo pouhych 0,07 %. Tabulka 19 uvadi druhové urceni izolatl a
vysledky MIC pro meropenem.

Vsechny izolaty vykazovaly pifi testovani modifikovanym Hodgeovym testem
negativni vysledky. Stejné€ tak i kombinovany test s 3-APB a EDTA, CD-test a mDDST pro
MBL neprokézaly produkci serinovych karbapenemaz ¢i MBL u Zadného z nich. Systém
Phoenix rovnéz nedetekoval produkci karbapenemaz, avSak u 80 % izolatl upozornil na
moznou produkci ESBL. Tabulka 20 shrnuje vysledky fenotypovych testi k prikazu
karbapenemaz a Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL a AmpC.
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Testované izolaty byly podrobeny PCR analyzdm, které nepotvrdily pfitomnost gena
pro serinové karbapenemazy tiidy A, MBL, OXA-23 a OXA-48 enzymy. Prokazaly vSak
ptitomnost blactx-m genu u 5 kment Klebsiella pneumoniae a 1 kmene Enterobacter cloacae
s potvrzenym ESBL fenotypem. Zbyvajici ESBL-pozitivni kmen Klebsiella pneumoniae byl
uréen jako producent Sirokospektré beta-laktamazy SHV-typu. TEM typ ESBL nebyl
zaznamenan. Multiplex PCR odhalila u 2 kmeni s fenotypové prokdzanou produkci AmpC
beta-laktamaz geny pro enzymy typu DHA a EBC. Vysledky genetického stanoveni ukazuje
tabulka 21. Z vysledku je ziejmé, Ze rezistence ke karbapenemim byla u téchto izolata
podminéna produkei Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL a AmpC spolu s jinym
pfidruzenym mechanismem, pfedevSim snizenou propustnosti bunécéné stény.

V dal$im obdobi 1. 1. 2014 — 31. 1. 2015 bylo vySetfeno 1229 rektalnich vytéra od
266 pacientll hospitalizovanych na HOK FNOL. U péti pacientii (2 %) byly detekovany
enterobakterie (Ctyfi kmeny Klebsiella pneumoniae a jeden kmen Serratia marcescens)
rezistentni k meropenemu. Fenotypovymi testy byla potvrzena produkce ESBL u vSech péti
kmenti. PCR nepotvrdila ani v jednom piipadé pfitomnost genu pro produkci karbapenemaz.
Pomoci pulzni gelové elektroforézy byla zjisténa jedine¢nost zkoumanych izolatl; potencidlni
klonalni $iteni na oddé¢leni tedy nebylo potvrzeno. Rezistence ke karbapenemum byla opét
zpusobena produkci Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL spolu s dal§im mechanismem

(snizena propustnost bunécné stény nebo eflux).

Tabulka 19. Minimalni inhibi¢ni koncentrace testovanych enterobakterii k meropenemu

MIC

Species MIC (E-test) | MIC (Phoenix) | (dilu¢ni mikrometoda)
1 |Klebsiella pneumoniae 3 8 2
2 | Klebsiella pneumoniae 4 8 8
3 |Klebsiella pneumoniae 3 8 4
4 | Klebsiella pneumoniae 3 4 16
5 |Klebsiella pneumoniae 2 2 8
6 | Klebsiella pneumoniae 3 2 8
7 | Klebsiella pneumoniae 4 4 16
8 | Enterobacter cloacae 2 8 2
9 | Enterobacter cloacae 4 2 8
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Tabulka 20. Vysledky fenotypovych testi k detekci karbapenemaz a Sirokospektrych beta-laktamaz

CD test s rozdilem IZ > Smm

Species? mHodge test pro IMI MBL test| Combi test mDDST pro ESBL | AmpC test
pro MER /MER+APB
/[IMI+APB
1| Klebsiella pneumoniae | negativni negativni negativni negativni | negativni ESBL negativni
2 | Klebsiella pneumoniae | negativni negativni negativni negativni | negativni ESBL negativni
3| Klebsiella pneumoniae | negativni negativni negativni negativni | negativni negativni AmpC
4 |Klebsiella pneumoniae| negativni negativni negativni negativni | negativni ESBL negativni
5| Klebsiella pneumoniae| negativni negativni negativni negativni | negativni ESBL negativni
6 | Klebsiella pneumoniae | negativni negativni negativni negativni | negativni ESBL negativni
7 | Klebsiella pneumoniae | negativni negativni negativni negativni | negativni ESBL negativni
8 | Enterobacter cloacae negativni negativni negativni negativni | negativni ESBL negativni
9 | Enterobacter cloacae negativni negativni negativni negativni | negativni negativni AmpC

Tabulka 21. Vysledky genetické detekce karbapenemaz, ESBL a AmpC

Genetické stanoveni karbapenemaz Genetické stanoveni
Sirokospektrvch beta-laktamaz

Species Serinové ti. A| MBL | OXA-23 | OXA-48 ESBL AmpC
1|Klebsiella pneumoniae | negativni | negativni | negativni | negativni CTX-M -
2 | Klebsiella pneumoniae | negativni | negativni | negativni | negativni CTX-M -
3| Klebsiella pneumoniae| negativni | negativni | negativni | negativni - EBC
4 |Klebsiella pneumoniae| negativni | negativni | negativni | negativni CTX-M -
5|Klebsiella pneumoniae| negativni | negativni | negativni | negativni CTX-M -
6 | Klebsiella pneumoniae| negativni | negativni | negativni | negativni CTX-M -
7| Klebsiella pneumoniae | negativni | negativni | negativni | negativni CTX-M -
8 | Enterobacter cloacae negativni | negativni | negativni | negativni SHV -

9 | Enterobacter cloacae negativni | negativni | negativni | negativni - DHA
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4.3.2. Vyskyt kmend Pseudomonas aeruginosa s rezistenci ke karbapenemim ve
Fakultni nemocnici Olomouc a Vojenské nemocnici Olomouc

Béhem 66 mésici bylo hodnoceno celkem 11 342 kment Pseudomonas aeruginosa
Z klinického materidlu pacienti hospitalizovanych ve FNOL a 1 341 kment v ptipade
pacienti VNOL. Jak ukazuje tabulka 22, ve FNOL se prevalence pseudomonad rezistentnich
k meropenemu zvysila z 30 % v roce 2008 na 43 % v roce 2013, ve VNOL ze 46 na 56 %.
Izolovéano a dale zkoumano bylo celkem 57 meropenem-rezistentnich kmentt Pseudomonas
aeruginosa od pacienti hospitalizovanych ve FNOL a VNOL béhem tii mésica (od
1.11.2012 do 31. 1. 2013). Meropenem-rezistentni kmeny byly nejéastéji izolovany
z endosekretu (30 %) a moci (20 %). V 32 piipadech (56 %) se jednalo o pacienty
S pneumoniemi, u 8 pacientll (14 %) byla diagnostikovana uroinfekce, u 3 (5 %) infekce
v misté opera¢niho vykonu, jina diagndza byla stanovena u 14 (25 %) nemocnych. Produkce
metalo-beta-laktamaz a serinovych karbapenemaz nebyla prokazana a rezistence

k meropenemu byla podminéna piedevsim produkci AmpC a ztratou sténovych porint.

Tabulka 22. Rezistence Pseudomonas aeruginosa k meropenemu ve FNOL a VNOL

(v procentech)

2008 2009 2010 2011 2012 2013
FNOL 30 30 30 40 37 43
VNOL 46 55 47 59 61 56

Legenda: FNOL — Fakultni nemocnice Olomouc, VNOL — Vojenska nemocnice Olomouc

4.4. Vliv spoti‘eby antibiotik na rezistenci
Nasledujici kapitoly uvadéji vysledky hodnoceni vztahu mezi spotfebou beta-laktamovych

antibiotik a bakterialni rezistenci.

4.4.1. Vliv selekéniho tlaku beta-laktamovych antibiotik na rezistenci u vybranych
enterobakterii

Za studované obdobi bylo hodnoceno celkem 113027 kment celedi Enterobacteriaceae,
konkrétné¢ Escherichia coli (60262), Klebsiella pneumoniae (34417), Proteus mirabilis
(14724) a Enterobacter cloacae (3624). Vyvoj bakterialni rezistence k vybranym
antibiotikiim je dokumentovan v tabulce 23. Rezistence k cefalosporinim Ill. a IV. generace a
piperacilinu s tazobaktamem vzrostla u vSech studovanych bakterialnich druhi, s vyjimkou

Proteus mirabilis. Naptiklad rezistence Klebsiella pneumoniae k ceftazidimu se zvysilaz 5 %
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v roce 2000 na 40 % v roce 2011. V piipad¢ piperacilinu s tazobaktamem byl narist jesté
vétsi, 2 12 % na 42 %.

Vysoka citlivost k meropenemu (97-100 %) zlstala nezménéna u vSech species po
celé sledované obdobi.

Relativni ro¢ni spotieba celkového mnozstvi antibiotik ve FNOL vzrostla o 21 % mezi
lety 2000 a 2011. Absolutni a relativni spotfeba konkrétnich antibiotickych skupin je
zobrazena v tabulce 24. Sila korelace v¢etné statistické vyznamnosti je ukazana v tabulce 25.
Statisticky signifikantni korelace byly nalezeny mezi spotiebou piperacilinu s tazobaktamem
a rezistenci Klebsiella pneumoniae (r=0,85; p=0,01) k tomuto antibiotiku, a dale mezi
spotiebou piperacilinu s tazobaktamem a rezistenci Klebsiella pneumoniae (r=0,84; p=0,01) a
Escherichia coli (r=0,89; p=0,01) k ceftazidimu. U ostatnich vztahli mezi spotifebou antibiotik
a rezistenci k nim byly nalezeny pouze statisticky nevyznamné korelace. Vyvoj spotieby

antibiotik a bakterialni rezistence jsou dokumentovéany v grafech 4 a 5.
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Tabulka 23. Rezistence jednotlivych species k danym antibiotikim v jednotlivych letech
studie v procentech

2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005|2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010|2011

CPR|KLPN| 18 | 22 | 19 | 14 | 14 | 16 | 11 | 20 | 42 | 39 | 41 | 41
ESCO| 4 4 2 2 2 3 4 10 | 11 | 12 | 12 | 11
ENCL| 15 | 18 | 22 | 21 | 24 | 15 | 15 | 22 | 30 | 23 | 35 | 32
PRMI | 4 6 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

CTX |KLPN| 5 7 6 5 11 | 12 8 14 | 38 | 37 | 39 | 40
ESCO| 1 1 1 1 1 1 2 7 9 11 | 11 | 10
ENCL| 10 | 18 | 23 | 23 | 24 | 18 | 17 | 24 | 29 | 23 | 35 | 32
PRMI| 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1

CTZ |[KLPN| 5 7 6 7 12 | 17 | 24 | 24 | 42 | 37 | 40 | 40
ESCO| 1 1 1 1 2 2 3 8 10 | 11 | 11 | 10
ENCL| 6 18 | 23 | 26 | 24 | 19 | 17 | 26 | 30 | 23 | 35 | 32
PRMI | 2 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1

CPM |KLPN | NT | 5 4 3 4 3 2 11 | 34 | 30 | 36 | 36
ESCO| NT | 1 0 0 1 0 1 6 8 10 | 10 9
ENCL| NT | 8 5 1 4 1 2 2 6 8 5 13
PRMI| NT | 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0

MER |KLPN | 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1
ESCO| O 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
ENCL| O 3 0 2 0 2 1 1 1 1 0 0
PRMI| 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0

PPT |KLPN| 12 | 19 | 13 | 10 | 11 | 12 | 23 | 31 | 41 | 40 | 43 | 42
ESCO| 1 2 2 2 2 2 3 9 9 12 | 12 | 11
ENCL| 7 13 | 27 | 17 | 16 | 10 9 20 | 29 | 23 | 35 | 33
PRMI | 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Legenda: CPR — cefoperazon, CTX — cefotaxim, CTZ — ceftazidim, CPM — cefepim, MER —
meropenem, PPT — piperacilin/tazobaktam, KLPN - Klebsiella pneumoniae, ESCO -
Escherichia coli, ENCL — Enterobacter cloacae, PRMI — Proteus mirabilis, NT — netestovano
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Tabulka 24. Spotieba jednotlivych antibiotickych skupin a celkova spotieba antibiotik v FNOL v letech 2000-2011

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
CEF DDDatb 3726 4925 4742 6066 6447 5505 6019 5981 5886 4418 4640 4148
RDDDatb 1.01 1.34 1.32 1.57 1.66 1.52 1.74 1.69 1.65 1.27 1.35 131
PPT DDDatb 1715 1704 968. 1564 1745 2462 1693 2644 2591 3873 4050 3779
RDDDath 0.46 0.46 0.27 0.41 0.45 0.68 0.49 0.75 0.73 111 1.18 1.20
DDDatb 171316 172463 142822 161919 146848 164857 167993 184238 186943 187945 192398 177030
CELKEM RDDDath 46.39 47.05 39.73 41.97 37.92 45.38 48.45 51.97 52.34 54.1 55.99 56.09

Legenda:RDDDatb — relativni ro¢ni spotieba antibiotik, DDDatb — absolutni ro¢ni spotieba antibiotik, CEF — cefalosporiny Ill. a IV. generace
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Tabulka 25. Korelace mezi spotiebou jednotlivych skupin antibiotik a rezistenci sledovanych

species k antibiotikiim

Korelace 2000-2011 Statistické hodnoty
Spotieba antibiotik Bakterialni rezistence R p
Sirokospektré cefalosporiny CTZ KLPN 0,2285 0,4486
ESCO 0,068 0,8216
ENCL 0,1439 0,6333
PRMI -0,6139 0,0417
Sirokospektré cefalosporiny PPT KLPN -0,1121 0,7101
ESCO 0,0437 0,8848
ENCL -0,1329 0,6594
PRMI -0,4804 0,1111
Piperacilin s tazobaktamem PPT KLPN 0,8509 0,0048
ESCO 0,8421 0,052
ENCL 0,5009 0,0967
PRMI -0,175 0,5617
Piperacilin s tazobaktamem CTZ KLPN 0,8398 0,0053
ESCO 0,8855 0,0033
ENCL 0,4921 0,1027
PRMI 0,0679 0,8218

Legenda: R — koeficient spolehlivosti, p — hodnota statistické vyznamnosti
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Graf 4. Spotieba cefalosporinu Ill. a V. generace a rezistence k ceftazidimu v letech 2000-
2011
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Legenda:KLPN — Klebsiella pneumoniae, ESCO — Escherichia coli, ENCL — Enterobacter
cloacae, PRMI — Proteus mirabilis, RDDD CEF — relativni ro¢ni spotieba cefalosporinu Ill. a

IV. generace

Graf 5. Vyvoj spotieby piperacilinu s tazobaktamem a rezistence k nému v letech 2000-2011
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Legenda: RDDD PPT - relativni ro¢ni spotieba piperacilinu s tazobaktamem
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4.4.2. Vliv selek¢niho tlaku karbapenemii na bakterialni rezistenci
Rezistenci nejéastéjSich gramnegativnich bakterii k meropenemu ve FNOL a na KARIM,
vcetné poctu testovanych kmenti jednotlivych species, uvadi tabulka 26.

Z udajt je ziejmé, Ze rezistence sledovanych enterobakterii ke karbapenemiim je na
urovni celé FNOL stale velmi nizkd. Rovnéz v ptipad¢ klinicky vyznamnych enterobakterii,
izolovanych od pacientli hospitalizovanych na KARIM, byla celkové prokazana stabilni a
dobré situace spocivajici v nizké frekvenci meropenem-rezistentnich izolatd (nékteré vyssi
hodnoty rezistence ve sledovanych letech byly zptsobeny chybou malych cCisel). Naopak
vyznamny epidemiologicky 1 klinicky problém ptedstavuje stoupajici odolnost druhu
Pseudomonas aeruginosa, predev§im u pacientl v intenzivni péc¢i, kde v roce 2011 byla jiz u
60 % kmeni prokazéana rezistence k meropenemu.

Data o spotieb€ karbapenemtl, imipenemu a meropenemu (dal$i karbapenemy nebyly
ve FNOL ve sledovaném obdobi pouzity), jsou uvedena v tabulce 27.

Z uvedenych Udaji o spotiebé karbapenem vyplyva narist jejich aplikace ve FNOL i
na KARIM. Vzhledem k této skutecnosti byla provedena linearni regresni analyza vztahu
mezi spotifebou karbapenemi a rezistenci Pseudomonas aeruginosa pomoci Spearmanovy
korelace, jejiz vysledky jsou uvedeny v tabulce 28. Na trovni celé nemocnice byla prokazana
statisticky vyznamna zévislost, kterd vSak nebyla potvrzena na KARIM. Jednim z vysvétleni
muze byt skutecnost, ze narist pouzivani karbapenemi byl mnohem vyraznéjsi v celé FNOL,

kde doslo k téméf trojndsobnému zvysSeni jejich relativni spotieby.
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Tabulka 26. Rezistence vybranych bakterialnich druhti k meropenemu vV procentualnim

vyjadreni (v zavorce je uveden pocet testovanych kment v absolutni hodnot¢)

FNOL 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Klebsiella

pneumoniae 1(2983) | 0(3032) | 0(3411) | 0(3573) | 0(3872) | 0(3825) | 1 (2791)
Escherichia coli | 0 (5548) | 1 (5807) | 1 (4306) | 0 (4597) | 0 (5160) | 0 (5352) | 0 (4535)
Enterobacter

cloacae 2(264) | 1(287)| 1(417)| 1(453)| 1(396) | 0(505) | 0(377)
Citrobacter

freundii 0(592) | 2(481)| 2(269) | 0(288) | 0(306) | 1(278)| 0(213)
Proteus mirabilis | 0 (1296) | 1 (1158) | 0 (1027) | 0 (1026) | 0 (1218) | 0 (1243) | 0 (973)
Pseudomonas 26 25 27 30 30 30 40
aeruginosa (1895) | (1681) | (2211) | (2189) | (2143)| (1989) | (1949)
KARIM 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Klebsiella

pneumoniae 2(350) | 1(296) | 1(413)| 1(363)| 0(348) | 0(259) | 3(298)
Escherichia coli 0(116) | 2(171)| 0(182) | 1(147)| 0(217)| 0(157)| 0(186)
Enterobacter

cloacae 0(12) 0 (18) 0 (33) 0(48) | 17(12) 0 (40) 0 (45)
Citrobacter

freundii 0(7) 0 (6) 0 (10) 0(9) 0 (22) 20 (5) 0(9)
Proteus mirabilis 0 (45) 0 (50) 0 (63) 0 (58) 0 (64) 0 (53) 0 (57)
Pseudomonas

aeruginosa 38 (249) | 44 (184) | 52 (296) | 52 (258) | 47 (233) | 51 (186) | 60 (238)

Legenda: FNOL - Fakultni nemocnice Olomouc, KARIM - Klinika anesteziologie,
resuscitace a intenzivni mediciny FNOL

Tabulka 27. Absolutni a relativni spotieba karbapenemu v letech 2005 — 2011

FNOL 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011
meropenem DDDath | 2073 1099 1790 2377 4147 4490 3876
RDDDatb | 0.571 | 0.317 | 0.505 | 0.665 | 1.194 | 1.307 | 1.228
imipenem DDDatb 0 147 694 1046 690 1150 | 1341
RDDDath 0 0.042 | 0.196 | 0.293 | 0.199 | 0.335 | 0.425
karbapenemy DDDath | 2073 | 1246 | 2483 | 3423 | 4837 | 5640 | 5216
celkove RDDDatb | 0.571 | 0.359 | 0.700 | 0.958 | 1.392 | 1.641 | 1.653
KARIM 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011
meropenem DDDatb 430 300 280 228 500 500 560
RDDDatb | 16.606 | 13.618 | 9.284 | 8.228 | 18.443 | 19.592 | 22.490
imipenem DDDatb 0 0 113 221 65 118 179
RDDDath 0 0 3.747 | 7.993 | 2.398 | 4.604 | 7.169
karbapenemy DDDatb 430 300 393 449 565 618 739
celkove RDDDatb | 16.606 | 13.618 | 13.031 | 16.221 | 20.841 | 24.197 | 29.659

Legenda: DDDatb — pocet definovanych dennich davek (absolutni ro¢ni spotieba), RDDDatb
— pocet definovanych dennich davek na 100 oSetfovacich dnti (relativni ro¢ni spotieba)
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Tabulka 28. Spearmanova korelace mezi rezistenci Pseudomonas aeruginosa a spotiebou

karbapenemi

R P
FNOL 0,9636 0,0183
KARIM 0,2000 0,6241

Legenda: R — koeficient spolehlivosti, p — hodnota statistické vyznamnosti
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5. DISKUSE

5.1. MozZnosti fenotypovych metod pro detekci Sirokospektrych beta-laktamaz
Nasledujici kapitoly diskutuji moznosti jednolitych fenotypovych metod pro detekci
sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL, AmpC a karbapenemaz.

5.1.1. Senzitivita fenotypovych metod pro detekci Sirokospektrych beta-laktamaz typu
ESBL a AmpC

Z mikrobiologického 1 klinického hlediska je spravna a vcasnad detekce ESBL a AmpC beta-
laktaméaz velmi vyznamnd. V rutinni mikrobiologické praxi je identifikace téchto enzymi
Casto komplikovéna fale$n¢ negativnimi vysledky, zejména pokud jsou pouzivany tradi¢ni
metody stanoveni bakterialni rezistence k antibiotikim. Pro ucely této disertaéni prace je
definovana faleSna citlivost jako citlivost producentii beta-laktamaz k vybranym
cefalosporinim Il1l. a V. generace. Vysledky nasi studie ukazuji vysoké procento falesné
citlivosti k cefalosporinim Ill. a 1V. generace pii pouziti standardni mikrodiluéni metody
(21-76 %) a diskové difuzni metody (8-52%), pokud byla aplikovana interpretacni kritéria
CLSI z roku 2009 (85). Pokud se sniZi hrani¢ni hodnota pro cefepim, ceftazidim a cefotaxim
na 1 mg/l podle doporu¢eni EUCAST, fales$na citlivost klesne na 5-43% (86). Pouziti kritérii
EUCAST pro diskovou difizni metodu vykdzalo jasny pokles falesné citlivosti na 10—-38%
(86). Ztéchto duvodi by detekce Sirokospektrych beta-laktamaz ptredev§im pro
epidemiologické ucely méla byt zaloZena na specifickych fenotypovych metodach, zejména
modifikovanych difaznich testech, které v nasi praci vykazovaly vysokou senzitivitu (100 %
v ptipadé mDDST pro ESBL, v ptipadé¢ mAmpC testu 95 %).

Ackoli velmi dobry vysledek vykazal i ESBL Etest (senzitivita 95 %), jedna se
0 draz§i metodu ve srovnani s diskovymi testy, a proto by tento test nemusel byt vhodny pro
kazdodenni mikrobiologickou praxi. Standardni mikrodiluéni metoda s modifikovanou
sestavou antibiotik se zda byt vhodnou a u¢innou metodou (senzitivita 87 % pro ESBL a 95 %
pro AmpC) vzhledem k mozné soucasné detekci obou typt enzymu.

V porovnani s dalSimi studiemi, které se zabyvaly fenotypovou detekci
Sirokospektrych beta-laktamaz, jsou senzitivity naSich diskovych difuznich testl minimalné
stejné vysoké nebo 1 vySSi pfi nizS8i cenové zatézi a jednodusSSim provedeni. Ve studii
Wieganda et al byly testovany 3 semi-automatické a 3 manualni testy: klasicky DDST, ESBL
Etest a CLSI diskova metoda. Senzitivita téchto testli pro detekci ESBL se pohybovala mezi
93 % a 94 % (87). Linscott a Brown srovnavali 4 fenotypové metody pro detekci ESBL a na

rozdil od studie Wieganda et al. prokazali vyss§i senzitivitu semi-automatizovanych systémi
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(100 % v pripadé MicroScan ESBL plus ESBL confirmation panel, 99 % v pfipadé VITEK 1)
nez agarovych diftznich testi (97 % pro ESBL Etest, 96 % v ptipadé¢ CLSI ESBL disk
method) (88).

5.1.2. Senzitivita fenotypovych metod pro detekci serinovych karbapenemaz a metalo-
beta-laktamaz

Vzhledem K rostoucimu vyskytu gramnegativnich bakterii produkujicich karbapenemazy je
jejich detekce z mikrobiologického i klinického hlediska velmi vyznamna. V rutinni
mikrobiologické praxi je identifikace téchto bakterii Casto komplikovana z diivodu variability
téchto enzymu (serinové karbapenemazy tridy A, MBL, OXA-enzymy tiidy D) a jejich
specifickych inhibitorti (pro serinové karbapenemazy tfidy A kyselina 3-aminofenylborita,
pro MBL chelatory zine¢natych ionti, pro OXA-enzymy téidy D neni znam zadny specificky
inhibitor). Odhaleni produkce karbapenemaz je problematické i z toho divodu, ze zde neplati
rovnice— kmen rezistentni ke karbapenemu rovna se producent karbapenemazy. Rezistence ke
karbapenemiim mtize byt zplUsobena i jinymi mechanismy, stejné¢ tak producent
karbapenemaz muze vykazovat falesnou citlivost. Analogicky k definici v kapitole 5.1.1. i zde
je definovéna falesnd citlivost jako citlivost producenti karbapenemaz k vybranym
karbapenemiim.

Pti hodnoceni celého souboru byla prokazana faleSna citlivost za pouziti kritérii
EUCAST v ptipad¢ imipenemu u 13 % enterobakterii, Vv piipadé meropenemu u 12 % a
Vv piipadé¢ ertapenemu u 2 % enterobakterii. V souboru KPC-pozitivnich enterobakterii byla
fale$na citlivost k uvedenym antibiotikim 7 %, 5 %, resp. 0 %. Podobné vysledky vykazuje
prace Bratu et al., ktefi ve své studii z roku 2005 uvadé;ji, ze klinické laboratoie identifikovaly
15 % zcelkového poctu KPC-pozitivnich kmenti Klebsiella pneumoniae jako citlivé
k imipenemu a 12 % k meropenemu (89).

Z vysledkt vyplyva, Ze nejvyssi senzitivitu pro screeningovy zachyt karbapenemaz na
zékladé hodnoty MIC a interpretace jako ,rezistentni vykazuje ertapenem, coz se shoduje
s fadou dalsich autord (89, 90, 91, 92).

Podle kritérii EUCAST plati, Ze nckteré enterobakterie, které produkuji
karbapenemazy a spadaji do kategorie ,.citlivy*, by mély byt takto hlaSeny; tj. potencialni
nasazeni karbapenemu do terapie by se mélo fidit podle hodnoty MIC. V takovych ptipadech
existuje ale riziko selhani antibiotické terapie, zejména v pfipadé monoterapie
karbapenemem, jak dokazuji nékteré prace (63, 93). Nicméné¢ detekce karbapenemaz je

diilezita nejen z hlediska adekvatni antibiotické terapie, ale i z epidemiologického hlediska,
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kdy je vhodné izolovat pacienta pro snizeni rizika horizontalniho pfenosu téchto
nebezpecnych bakterii v ramci jednoho oddéleni nebo i celé nemocnice. Z téchto divodi by
detekce karbapenemaz méla byt zalozena na specifickych fenotypovych metodach a vysledek
by mél byt hlaSen na odd¢€leni osetiujicimu lékari.

Pro hodnoceni senzitivity specifickych testl k detekci karbapenemaz byly vybrany
metody, které jsou levné, jednoduché na provedeni a nenaro¢né na pfistrojové vybaveni.
Z vysledku vyplyva, ze 100% senzitivity nedosdhla zddnéd z testovanych metod. Nejvyssi
senzitivitu vykdzal mHodge test (97 %), ktery je 1 doporucovanou metodou pro detekci
karbapenemaz americkym institutem CLSI. Tento test, i kdyz ve skupin¢ KPC- a
OXA-enzymu detekoval 100 % kment, selhdva v detekci MBL enzymua. Tyto udaje se
shoduji 1 s praci Girlicha et al., ktefi také pozorovali vybornou senzitivitu tohoto testu
v detekci serinovych karbapenemaz a vyrazné omezené moznosti v detekci MBL (94).
Piestoze ma mHodge test tak vysokou senzitivitu, mnozi autofi jej nedoporucuji pro potvrzeni
produkce karbapenemaz vzhledem k jeho nizké specificité (vysokému procentu falesné
pozitivnich vysledkt) (95). Bley Ribeiro et al. se pokusili kvantifikovat vysledky mHodge
testu na zakladé poméru zméfeného zvétSeného rustu indikatorového kmene u testovaného
kmene a u pozitivni kontroly. Zjistili, Ze pii poméru 0,45 se senzitivita i specificita testu blizi
100 % (96). Z uvedeného vyplyva, Ze interpretace mHodge testu je problematicka, ale je
naznacena mozna cesta, jak interpretaci, a tim 1 specificitu, tohoto jinak velmi senzitivniho
testu zlepsit.

Byly rovnéZ zkoumany diskové difuzni testy se specifickymi inhibitory proti KPC- a
MBL-enzymim (3-aminofenylboritd kyselina a EDTA), které samostatné¢ vykazali velmi
nizkou senzitivitu. V pfipad¢, Ze laboratoif pouzije vSechny tii testy zaroven (CD-test,
MBL test a Combi test s meropenemem), zvysi se senzitivita na 92 %, coz je dle naSich
vysledkil stejna senzitivita jako v piipadé Carba NP testu. Rada autori hlasi az 100%
senzitivitu Carba NP testu, véetné vyborné detekce enzymtt MBL a OXA-48, coz je v mirném
rozporu s nasimi vysledky (97, 98, 99). Vyskytuji se ovSem i prace, které uvadéji niz§i miru
senzitivity. Yusuf et al. hlasi ve své praci senzitivitu Carba NP testu u enterobakterii 91 % a
Tijet et al. dokonce pouze 73 % (100, 101). Zjednotlivych studii vyplyva, Ze spravny
vysledek Carba NP testu je zavisly na mnoha faktorech, napt. slozeni kultivaéniho média pro
piedchozi kultivaci testované bakteridlni kultury (pfidavek zineCnatych iontl zlepSuje
vysledek v pfipadé MBL enzyml), ristové fazi bakteridlni kultury (mukézni kmeny vykazuji

nizsi senzitivitu) apod.
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Carba NP test poskytuje vSak oproti vSem zkoumanym testim nesporné dalsi vyhody.
den. Dal§imi vyhodami jsou snadnd interpretace a moznost detekovat vSechny tiidy
karbapenemaz. Zaroven si test uchovava i prednosti, které byly zminény vyse, tj. nizka cena,
jednoduché provedeni a zadné naroky na pfistrojové vybaveni. Vzhledem k tomu, Ze jiz
existuji komeréné dostupné Carba NP testy a neni tfeba pfipravovat potiebné roztoky na

laboratofi, je tento test velmi vhodnym pro rutinni mikrobiologickou praxi.

5.2. Vyskyt a analyza enterobakterii s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz typu
ESBL a AmpC
Nasledujici kapitoly diskutuji vyskyt Sirokospektrych beta-laktamédz typu ESBL a AmpC

zjistény V ramci této disertacni prace u riznych skupin pacientil a v nemocni¢nim prostredi.

5.2.1. Gastrointestinalni nosi¢stvi ESBL- a AmpC- pozitivnich enterobakterii
u komunitnich a hospitalizovanych pacienti

Prevalence ESBL-pozitivnich izolati je celosvétovym problémem. Ve srovnani s ostatnimi
kontinenty je prevalence ESBL v Evropé vyssi nez v USA, ale niz8i nez v Asii ¢i Jizni
Americe (102). Nosiéstvi téchto kmen ma velky vyznam. Livermore a Paterson stanovili, Ze
Vv piipadé vyssi Cetnosti infekci zpisobenych ESBL-pozitivnimi kmeny na konkrétnim
oddé€leni ¢inila kolonizace gastrointestinalniho traktu (GIT) pacientd témét 70 % (103).
Castillo et al. zjistovali gastrointestinalni kolonizaci ESBL-pozitivnimi kmeny
U hospitalizovanych a komunitnich pacientl. Jejich vysledky prokazaly narist prevalence
téchto kment u obou skupin 0 5 % v priabéhu pouhych dvou let (z 3 %, respektive 2 % v roce
2002 na 8 %, respektive 7 % v roce 2004). V obou letech byla nejvice prevalujicim species
Escherichia coli (104).

V Ceské republice byla provedena studie kolonizace GIT bakteriemi produkujicimi
ESBL-enzymy v roce 2007. Vysledky ukézaly 3% prevalenci u hospitalizovanych pacientii a
1% prevalenci u komunitnich pacientti. Nej¢astéji zachycenym species byla Escherichia coli
(57 %) (105). Na zakladé vysledkd této diserta¢ni prace byl prokazan narlst prevalence
ESBL-pozitivnich enterobakterii v GIT hospitalizovanych pacientd (na 8 %). Distribuce
jednotlivych species se také zmeénila, nejvice prevalujicim druhem byla Klebsiella
pneumoniae (56 %).

Gastrointestindlni nosi¢stvi ESBL-pozitivnich enterobakterii v komunitnim prostredi

v Ceské republice v roce 2007 &inila 1 % a ve vech piipadech se jednalo o Escherichia coli.
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Nejcastéjsimi typy byly CTX-M-15, CTX-M-1 a CTX-M-9-like enzymy (105). Vysledky
vramci této doktorské prace prokazaly narGst gastrointestindlntho ESBL-nosicstvi
vV komunitnim prostiedi na 3 %. Nicméné je to stidle méné nez je evropsky primeér.
V porovnani s rokem 2007 je distribuce jednotlivych species vice variabilni, i kdyz
Escherichia coli ztstava stale nejvice frekventni (90 %). Geneticky zaklad je velmi podobny
s prevalujicimi CTX-M-1-like a CTX-M-9-like typy.

Vzrustajici prevalence ESBL-pozitivnich enterobakterii v GIT pacientll v komunitnim
prostiedi byla také hlaena v ostatnich evropskych statech, napiiklad ve Spandlsku a Velké
Britanii (106, 107). Nejcastéji byly identifikovany kmeny Escherichia coli produkujici
CTX-M Dbeta-laktamazy (108, 109). Valverde et al. detekovali 4% prevalenci ESBL-
pozitivnich enterobakterii ve stolici zdravych dobrovolnikii ve Spanélsku v roce 2003.
Vsechny tyto kmeny byly identifikovany jako Escherichia coli (106). Autofi jiné Spanélské
studie publikované vroce 2007 nasli u 7 % zdravych osob ESBL-pozitivni bakterie;
nejastéj§im typem byl enzym CTX-M (110). Janvier et al. srovnali prevalenci
ESBL-pozitivnich enterobakterii ve skupiné asymptomatickych mladych lidi v komunité
behem 10leté periody (1999-2009) a zjistili nartst z 0 % na 2 %. Nejcastéji byly detekovany
enzymy ze skupiny CTX-M-1 (111).

Na rozdil od ESBL-enzyml nosi¢stvi AmpC-produkujicich bakterii nebylo zatim
prilis studovano. Kaneko et al. zjistili pfitomnost izolata Escherichia coli produkujicich
CMY-2 typ AmpC beta-laktamaz u zdravych studenti mediciny. Autorsky kolektiv vyslovil
Vv praci domnénku, ze konstitutivni i inducibilni AmpC-beta-laktamazy se mohou v komunité
extenzivné $ifit (112). V Dansku bylo detekovano v roce 2008 gastrointestinalni nosicstvi
AmpC beta-laktamaz s typy CMY-2 a CMY-34 témét u 4 % zdravych rekrutti danské armady
(113). V soucasnosti ¢ini prevalence AmpC-pozitivnich bakterii v GIT komunitnich pacientt
v Ceské republice 1 %. Escherichia coli a Citrobacter freundii jsou nejéastéjsimi
identifikovanymi druhy. Ve srovnani se studii z roku 2007 zlstala tato prevalence na stejné
urovni (105). Zajimavym nalezem V ramci této disertacni prace je velmi nizky podil AmpC-
pozitivnich izolath u hospitalizovanych pacienti ve srovnani s komunitnimi pacienty.
Produkce AmpC-enzymu byla detekovana pouze u jediného nemocniéniho izolatu.

Dtlezitym vysledkem této studie je detekce vysokého poctu ESBL-pozitivnich izolatt
Klebsiella pneumoniae, u kterych PFGE odhalila identicky ¢i velmi podobny restrikéni profil.
Tento fakt implikuje klondlni Sifeni kmenid mezi hospitalizovanymi pacienty a zaslouZi si

dal$i pozornosti.
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Vysledky této disertacni prace piispély K stanoveni prevalence gastrointestinalniho
nosi¢stvi ESBL- a AmpC-produkujicich enterobakterii, coz je dulezité pfedevs§im z divodu
vyssiho rizika infekce oportunnim patogenem, ale také z divodu zvySené pravdépodobnosti
diseminace mobilnich elementi nesoucich geny rezistence do Sirsi populace. Je ziejmé, ze
detekce a kontrola rezervoaru téchto genli nejen u hospitalizovanych pacientt, ale i

vV komunité je velmi dulezita.

5.2.2. Gastointestinalni nosi¢stvi u hemato-onkologickych pacienti

U hemato-onkologickych pacientti je vyssi riziko infekce vzhledem k povaze jejich
vlastniho onemocnéni i velmi komplexni 1é¢bé. Vzhledem k oslabenému imunitnimu systému
téchto pacientli je na misté provadét pravidelny monitoring bakterialni flory se zaméfenim na
multirezistentni bakterie, aby adekvatni antibiotick4 terapie mohla byt zapocata okamzité pii
prvnich znamkach bakterialni infekce. Mezi vyznamné patogenni bakterie nalezené u pacientt
s hematologickymi malignitami patii enterobakterie produkujici Sirokospektré beta-laktamazy
typu ESBL a/nebo AmpC. Tyto multirezistentni bakterie byly nalezeny i v gastrointestinalnim
traktu hemato-onkologicky nemocnych (114, 115). Liss et al. dokumentovali, Ze
18 % pacientd S hematologickymi a onkologickymi malignitami bylo kolonizovano
ESBL-pozitivnimi kmeny ¢eledi Enterobacteriaceae (116). Vysledky této diserta¢ni prace
demonstruji 21% prevalenci nosi¢stvi ESBL- a AmpC-pozitivnich enterobakterii v GIT
hemato-onkologickych pacienti a zaroven potvrzuji vliv ptedchozi hospitalizace na pozitivni
nosic¢stvi téchto bakterii v GIT. Celkem 93 % pacientil s prokdzanou ptfitomnosti ESBL- a
AmpC-pozitivnich enterobakterii v GIT bylo hospitalizovano v predchazejicich 6 mésicich.
Nejcastéji byly detekovany ESBL-pozitivni kmeny Klebsiella pneumoniae a AmpC-pozitivni
kmeny Citrobacter freundii. ESBL enzymy byly identifikovany pfedevsim jako typ CTX-M.
Toto zjiSténi dobie koreluje s vysledky jinych studii, které potvrzuji zvySenou prevalenci
CTX-M typu beta-laktamazy ve srovnani s prevalenci enzymtt TEM a SHV (117, 118).
Vysoky podil (81 %) kment produkujicich CTX-M beta-laktamazy izolovanych z rektalnich
vytérti od pacientd s hematologickymi malignitami byl referovdn také v praci Arnana et al.
(119). Autori této Spanélské studie detekovali piedevsim typy CTX-M-9 a CTX-M-1, zatimco
v nasi studii byly detekovany beta-laktamazy pouze ze skupiny CTX-M-1 (119). Calatayud
et al. analyzovali rektalni vytéry od onkologickych pacientii a identifikovali ESBL-pozitivni
bakterie s geny pro typy CTX-M-9 a CTX-M-1 sirokospektrych beta-laktamaz (115).

Podle vysledkl predlozené disertacni prace byly nejcastéjsi typy AmpC beta-laktamaz
enzymy typu CIT a DHA. Na rozdil od ESBL-pozitivnich enterobakterii nebyla kolonizace
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AmpC-producenty u hemato-onkologickych  pacienti  jeSt¢ pfili§ prostudovana.
Korona-Glowniak et al. studovali kolonizaci hornich cest dychacich u hemato-onkologickych
pacienti a ziskali 3 AmpC-pozitivni izolaty z Celedi Enterobacteriaceae od pacienti
s chronickou lymfocytarni leukemii (120). Gudiol et al. dokumentovali, Ze infekce krevniho
feCisté¢ zpusobené gramnegativnimi bakteriemi u neutropenickych pacienti byly asociovany
svysokym vyskytem multirezistentnich kment celedi Enterobacteriaceae, vcetné
AmpC-pozitivnich kmenti Enterobacter cloacae (121).

Dilezitym tukolem soucasné klinické mikrobiologie je detekovat identické
multirezistentni kmeny a determinovat jejich potencidlni horizontalni klonalni Sifeni. V této
praci byly izolovany dva identické kmeny u dvou pard pacientti, coz jasné naznacuje $ifeni
identického klonu mezi pacienty. Je vSak nutné zdaraznit, ze vétsSina izolati méla jedinecny
restrikéni profil. Z toho divodu nebylo prokdzdno Zadné klinicky vyznamné horizontalni
Sifeni 1identického kmene. Maly podil identickych izolath a velka diverzita mezi
ESBL-pozitivnimi kmeny izolovanych z rektdlnich vytérd onkologickych pacienti byly
referovany rovnéz v praci Calatayuda et al. (115).

Nebezpeci ESBL- a AmpC-pozitivnich kment ¢eledi Enterobacteriaceae pfitomnych
vV normalni mikrofléfe spociva ve dvou aspektech— slouZzi jako zdroj genti rezistence pro jiné
bakterie a dale jsou potencidlnim etiologickym agens, jejichz vysoka rezistence
k antibiotikim muze zpusobit selhani antibiotické terapie a kvuli tomu vést ke zvySené
morbidité¢ a mortalité. Arnan et al. nenasli zadny klinicky vyznam ESBL-pozitivnich kment
Escherichia coli kolonizujicich GIT hemato-onkologickych pacientti a nepovazuji monitoraci
téchto kmend v GIT za ptinosné (119). Naproti tomu v této doktorské praci bylo prokazano,
ze nosicské kmeny ptitomné ve stievni mikrofléfe mohou hrat roli jako etiologickd agens
klinicky vyznamnych infekei. U dvou pacientii byla mocova infekce, resp. infekce krevniho
fecisté, zplisobena ESBL-, resp. AmpC-pozitivni enterobakterii, kterd kolonizovala jejich

stievni trakt.

5.2.3. Etiologicka agens nozokomialnich pneumonii a jejich rezistence k antibiotikiim se
zamérenim na enterobakterie produkujici Sirokospektré beta-laktamazy

Z divodu nepiiznivych epidemiologickych dat zlstavd nozokomidlni pneumonie jednou
Z nejobavangjsich nemocnicnich infekci. Vysledky z KARIM FNOL prokazaly 30% smrtnost.
Kolektiv Werarak et al., podobné¢ jako studie Tejada et al., uvadi 46% nemocni¢ni smrtnost,

resp. 44% (122,123). Studie kolektivu Uvizl et al. dokumentuje, ze 35 % pacienti s HAP
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zemielo pfed propusténim z nemocnice (124). Piskinova prace s letalitou 31 % je rovnéz
v souladu se zavéry této prace (125).

Mnohé studie prokazaly, ze vys$i mortalita je asociovana s neadekvatni inicialni
antibiotickou Iécbou a/nebo se zpozdénim antibioterapie (126-128). Neadekvatni inicidlni
terapie je zapfiCinéna piedevSim rezistenci bakteridlnich patogenii vyvolavajicich
nozokomialni pneumonie (129,130). V této praci bylo zhodnoceno, ze 49 % pacienti bylo
léceno neadekvatné. Ackoli se mize zdat toto Cislo vysoké, je srovnatelné s dalSimi studiemi,
naptiklad prace Uvizla et al. uvadi neadekvatni antibioterapii ve 41 %, Luna et al. z roku 2006
az 68 % (124,131).

Selhani antibiotické¢ 1écby z diivodu piitomnosti rezistentni bakterie je jednou
prace vyplyva, Ze vétSina HAP je pozdnich (72 %) a zplisobena gramnegativnimi bakteriemi,
predevs§im enterobakteriemi a gramnegativnimi nefermentujicimi tyckami (78 %). Z literatury
vyplvyva, Ze jednim z nejcastéjSich etiologickych agens je Pseudomonas aeruginosa, které je
izolovano ve 22-24 % ptipadii a je asociovano s vys$i mortalitou ve srovnani s pritomnosti
jinych patogenti (132, 133,134). Tyto zavéry potvrdily i1 vysledky této disertacni prace.

Rezistence bakteridlnich pavodci HAP na jednotkach intenzivni péée v Ceské
republice je zna¢né vysoka. Pokud je zhodnocena citlivost Klebsiella pneumoniae, pak je
ziejmé, ze pro inicidlni antibiotickou lé¢bu jsou nejvhodnéjsi meropenem, tigecyklin,
amikacin a kolistin. Vzhledem Kk tomu, Ze stejné ¢astym puvodcem HAP je i Pseudomonas
aeruginosa, tak se situace znaén¢ komplikuje, protoze toto species vykazuje primarni
rezistenci K tigecyklinu a velmi vysokou sekundarni rezistenci k meropenemu. Pro ucely
vCasné a adekvatni antibioterapie byla v fadé zemi vypracovdna doporuceni, kterd po
zhodnoceni mnoha faktorti zatazuji pacienta do urcité rizikové skupiny z hlediska osidleni
rezistentnimi bakterialnimi patogeny a doporucuji inicialni antibiotickou lé¢bu (135,136). Ve
studii loanase et al. byly hodnoceny dvé klasifikace (American Thoracic Society
classificasion a Trouillet classification), které demonstrovaly spravnost piedpoveédi
etiologického agens v 91 %, resp. 83 % (137). Pokud byl pacient 1é¢en podle téchto
doporuceni, byla terapie adekvatni v 79-80 %, coZz je znacné vice nez 51 % v nasi studii. Bylo
by praktické, kdyby byla vytvofena podobna doporuceni i v ¢eském prostiedi, coz by mohlo

znamenat zvysSeni uspésnosti 1€cby pacienti s HAP.
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5.2.4. Detekce enterobakterii produkujicich Sirokospektré beta-laktamazy v prostiedi
jednotek intenzivni péce

Ziskané vysledky dokumentuji pfitomnost ESBL- a AmpC-pozitivnich enterobakterii na dvou
oddélenich intenzivni péce (KARIM, IPCHO) ve FNOL. Vzhledem Kk zavaznosti stavi
pacientd hospitalizovanych na podobnych typech odd€leni a vysokému procentu
nozokomialnich infekci dochazi ke zvySovani spotfeby antibiotik a tim k vyraznému
selekénimu tlaku zpasobujicimu vysoky podil multirezistentnich kmend. Nejen racionalni
antibiotickd politika, ale 1 hygienicko-epidemiologicka opatieni hraji na téchto oddé€lenich
vyznamnou roli v prevenci rozvoje nozokomidlnich infekci a Sifeni rezistentnich bakterii
zZ prostiedi na pacienty a mezi nimi navzajem. V fad¢é studii bylo prokdzano, ze dodrzovani
vySe zminénych opatieni je vysoce efektivni. Noy et al. dokdzali pomoci restriktivnich a
bariérovych opatieni zvysit citlivost kment Klebsiella pneumoniae k ceftazidimu na JIP az
Ctytikrat (138). Toltzis et al. po redukci spotieby ceftazidimu na JIP snizili podil ceftazidim-
rezistentnich bakterii, v ptipadé AmpC-pozitivnich bakterii se prevalence snizila signifikantné
z 68 % na 46 % (139). Dancer et al. se pokusili zméfit efekt zvySeného hygienického uklidu
na chirurgickém oddéleni po piijeti jednoho uklizece navic. Zjistili, ze pomoci tohoto opatfeni
snizili mikrobialni kontaminaci povrchl o 33 % a nemocnici usetfili 30 az 70 tisic liber (140).
Nase studie zdokumentovala piitomnost ESBL- a AmpC-pozitivnich enterobakterii
Vv prostiedi intenzivnich odd¢€leni, ale neprokazala zadny pienos téchto kment na pacienty.
Tento fakt nasvédCuje tomu, ze hygienickd opatieni na téchto odd€lenich jsou adekvatni.
Nicméné vysoky zachyt rezistentnich enetrobakterii ve stérech z povrchli naznacuje odolnost
zminénych mikroorganismi k dezinfekénim programim a potencidlni riziko pro pacienty.
Mezinarodni prospektivni studie (Evropa, Asie, Afrika, Severni a Jizni Amerika, Australie)
poskytla zneklidiujici data, 31 % (78 z 253) epizod nozokomialni bakteriemie a 43 %
(302 69) epizod ziskanych na JIP byly zpisobeny ESBL-producenty. Pfedchozi podani
antibiotik s oxyimino-skupinou (cefuroxim, cefotaxim, ceftriaxon a ceftazidim) bylo
asociovano s vyssim rizikem bakteriemie zpusobené ESBL-pozitivni bakterii. V sedmi
z deseti nemocnic byl detekovan také pienos identického klonu mezi pacienty (141). V této
praci nebyla detekovéana zadna ESBL- ani AmpC-pozitivni enterobakterie u zdravotnického
persondlu. Nicméné studie Patersona et al. nevylucuje kolonizaci pracovnikd jinymi
multirezistentnimi bakteriemi. V jejich studii rovné€z Z4dny z pracovnikil nebyl kolonizovan
ESBL-produkujicim kmenem Escherichia coli, ale 23 % Iékaid a 32 % sester byly nosici
meticilin-rezistentniho kmene Staphylococcus aureus nebo vankomycin-rezistentniho

enterokoka (142). Je zfejmé, ze krom¢ uCinnych opatieni pro kontrolu Sifeni
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multirezistentnich kment ¢eledi Enterobacteriaceae ve zdravotnickych zafizenich, jako jsou
racionalni antibiotickd terapie, striktni dodrzovani hygienicko-epidemiologickych opatfeni a
edukace zdravotnické i laické populace, je tfeba rovnéz monitorovat vyskyt rezistentnich

bakterii v nemocni¢nim prostiedi, v€etné genetické analyzy izolovanych kmenii.

5.3. Analyza rezistence ke karbapenemiim
Nasledujici kapitoly diskutuji vysledky analyzy rezistence ke karbapenemiim vzeSlé na

podklad¢ této disertacni prace.

5.3.1. Cetnost a analyza enterobakterii rezistentnich ke karbapenemiim ve Fakultni
nemocnici Olomouc

Karbapenemy patii mezi velmi u€innd antibiotika a v soucasné dob¢ piedstavuji 1éky volby
Vv piipadé¢ zavaznych infekci zpisobenych ESBL a AmpC-pozitivnimi enterobakteriemi.
Bohuzel, vyvoj bakteridlni rezistence se nezastavil ani pfed touto skupinou antimikrobnich
pripravkl. Rezistence enterobakterii ke karbapenemim muize byt podminéna produkci
karbapeneméz, nebo produkci ESBL a/nebo AmpC B-laktamaz se soucasnym poklesem
exprese membranovych porinli. Nebezpeci karbapenemdz spociva v tom, Ze takto podminéna
rezistence je stald (po vysazeni antibiotika nedojde k opétovnému pomnozeni citlivé
subpopulace) a jejich geny jsou umistény na mobilnich elementech, které se mohou pienaset
horizontaln€ v rdmeci jednoho bakteridlniho druhu ¢i rodu.

Ve Fakultni nemocnici Olomouc bylo v prib&éhu 17 mésict identifikovano 9 kment
¢eledi Enterobacteriaceae rezistentnich ke karbapenemim (pii pouziti ,,breakpointu“ 1 mg/1),
coz Cinilo pouhych 0,07 % z celkového mnoZstvi enterobakterii zachycenych v uvedeném
obdobi. Ve srovnani s primérnou prevalenci karbapenem-rezistentnich enterobakterii
Vv riznych regionech je tato hodnota hluboce pod priimérem (3 % v Evropé, 4 % v USA a 6 %
v Jizni Americe) (143). O 4 roky pozdé&ji (2014) byla pozorovana prevalence enterobakterii
rezistentnich k meropenemu ve FNOL 0,3 % (nepublikovany udaj). I kdyz je znazornén
rostouci trend, stale je hodnota rezistence ke karbapenemiim u enterobakterii velmi nizka.

U zadné =ztestovanych enterobakterii nebyla prokazdna produkce serinovych
karbapenemaz ttidy A, D a MBL. Rezistence téchto kment ke karbapenemiim byla s nejvétsi
pravdépodobnosti podminéna produkci Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL a AmpC
S jinym pfidruzenym mechanismem rezistence, predev§im zvySenou nepropustnosti bunééné

stény.
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Studie, pfedloZena v ramci této disertaéni prace, z obdobi 1. 1. 2014 — 31. 1. 2015
nezjistila v gastrointestinalnim traktu hemato-onkologickych pacientii zadnou enterobakterii
s produkci karbapenemdz. Rezistence ke karbapenemim u péti izolovanych enterobakterii
(2%) byla zpusobena produkci ESBL v kombinaci sjinym mechanismem (sniZzena
propustnost bakteridlni stény, popf. eflux z buinky). Podle soucasnych znalosti nebyla
publikovana zadna studie zabyvajici se nosi¢stvim producenti karbapenemaz u hemato-
onkologickych pacientli. Nicméné byla provedena ftada studii zabyvajicich se
gastrointestinalnim nosi¢stvim u riznych skupin pacientt. Indicka studie hlasi 10% prevalenci
enterobakterii produkujicich karbapenemazy v rektalnich vytérech hospitalizovanych pacienti
(144). V Maroku byla provedena studie, ktera prokazala 13% nosi¢stvi OXA-48 enzymi
Vv gastrointestinalnim traktu hospitalizovanych osob ve fakultni nemocnici, pti¢emz se jednalo
0 majoritni rozsifeni dvou kloni Klebsiella pneumoniae a Enterobacter cloacae (145).
Korejskd studie prokazala 0,3% prevalenci gastrointestindlniho nosi¢stvi enterobakterii
rezistentnich ke karbapenemim u pacientll na JIP, ale zadny z izolati nebyl producentem
karbapenemaz (146). Ve Svycarsku bylo zkoumano nosiéstvi enterobakterii produkujicich
karbapenemézy v komunitni populaci a bylo zjisténo, Ze tyto nebezpeéné kmeny se
Vv komunité zatim nevyskytuji (147). Studie &tyt chicagskych nemocnic zkoumala
gastrointestinalni kolonizaci KPC-produkujicich kment ¢eledi Enterobacteriaceae u
hospitalizovanych pacientl piijatych z komunitniho prostfedi a ze zatizeni s oSetfovatelskou
péci. Zatimco u komunitnich pacientli nebyl nalezen zadny takovy kmen, u pacienti ze
zafizeni S oSetfovatelskou péci Cinila prevalence téchto kmend 8 % (148). A konecné, co se
ty¢e hemato-onkologickych pacientt, v istanbulské studii bylo prokézano, ze 9 % epizod
bakteriemii u pacienti s febrilni neutropenii bylo zplisobeno gramnegativnimi bakteriemi
rezistentnimi ke karbapenemiim (149).

Papadimitriou-Olivgeris et al. definovali rizikové faktory pro intestinalni kolonizaci
KPC-pozitivnimi kmeny Klebsiella pneumoniae, které jsou nasledujici — pfedchozi pobyt na
JIP, chronicka obstruk¢ni plicni nemoc, delsi trvani pfedchozi hospitalizace, predchozi terapie
karbapenemy a beta-laktamy s inhibitory beta-laktamaz (150).

Schechner et al. zkoumali, jaké rizikové faktory vedou u pacientl kolonizovanych
karbapenem-rezistentnimi kmeny v GIT K manifestni infekci zpisobené témito kmeny.
Zjistili, Ze pacienti pfijati na liZzka intenzivni péce, s centrdlnim Zilnim katetrem, na
antibiotické terapii a s diagnézou diabetes mellitus maji zvySené riziko vzniku infekce

kmenem produkujicim karbapenemazy po ptredchozi kolonizaci (151).
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Zuvedeného vyplyva, ze surveillance bakterialnich kment produkujicich
karbapenemazy je vyznamna a méla by byt provadéna pravidelné u vybranych skupin
pacienti. Vysledky ptedlozené vramci této doktorské prace dokumentovaly nizkou
celonemocniéni rezistenci enterobakterii ke karbapenemim (0,07— 0,3 %). Nebyl prokazan

vyskyt enterobakterii s produkci karbapenemaz, a to ani u hemato-onkoologickych pacienti.

5.3.2. Cetnost kmenéi Pseudomonas aeruginosa s rezistenci ke karbapenemim ve
Fakultni nemocnici Olomouc a Vojenské nemocnici Olomouc

Ve srovnani s rezistenci enterobakterii ke karbapenemim je prevalence pseudomonad
rezistentnich k meropenemu nebezpecné vysoka. Ziskané vysledky prokazaly 43% prevalenci
téchto kmenti ve FNOL a dokonce 56% prevalenci ve VNOL v roce 2013. Je to zna¢né vice,
nez byl celorepublikovy primér ve sledovaném roce (30 %). Pokud se podivame na situaci
v sousednich zemich, roste cetnost karbapenem-rezistentnich pseudomonad smérem od
zapadu na vychod (Rakousko 15 %, Némecko 19 %, Polsko 38 % a Slovensko 63 %) (12).

Od roku 2012 je ve FNOL monitorovana rezistence ke karbapenemiim a zjistovan
mechanismus této rezistence. Prozatim nebyly ve FNOL zachyceny zadné kmeny
Pseudomonas aeruginosa s produkci karbapenemaz. V Ceské republice byla prvni
karbapenemaza u druhu Pseudomonas aeruginosa zachycena v poloviné roku 2008 a jednalo
se 0 metalo-beta-laktamazu typu IMP-7 (26). Piedtim byly MBL tohoto typu zachyceny
v Kanadé¢, Japonsku, Malajsii a na Slovensku (26). Do soucasnosti bylo vice nez 50 kment
Pseudomonas aeruginosa produkujicich metalo-beta-laktamazy (VIM-2, IMP-7) hlaseno
v sedmi nemocnicich, kde zpiisobily lokalni ,,outbreaky*“; ve dvou nemocnicich (Praha a

Jihomoravsky kraj) se situace oznacovala dokonce za endemickou (50).

5.4. Analyza vlivu spotieby antibiotik na rezistenci
Nasledujici kapitoly diskutuji vysledky analyzy selekéniho tlaku beta-laktamovych antibiotik

a jeho vliv na bakterialni rezistenci.

5.4.1. Vliv selek¢éniho tlaku beta-laktamovych antibiotik na rezistenci u vybranych
enterobakterii

Rezistence gramnegativnich bakterii k Sirokospektrym penicilinim a cefalosporinim je
V soucasnosti tak vysoka, ze ztrata u€innosti této vyznamné skupiny 1é¢iv je redlnou a aktualni
hrozbou. Kolafova studie z roku 2006 dokumentuje 39 % prevalenci ESBL-pozitivnich

kment Klebsiella pneumoniae na jednotkach intenzivni péée (JIP) v Ceské republice (152).

82



Vroce 2011 na Klinice anesteziologie a resuscitace FNOL dosahl podil rezistence
k cefalosporinim III. generace u tohoto druhu jiz 60 % (nepublikované tdaje). Z tohoto
diivodu je potfeba analyzovat vyvoj rezistence na regionalni Grovni a pfizpiisobovat danému
trendu i aplikaci antibiotik. Lékem prvni volby u infekci zplisobenych enterobakteriemi
rezistentnimi k Sirokospektrym cefalosporinim jsou karbapenemy, ke kterym v Ceské
republice stale zlistava zachovana témét 100% citlivost. V letech 2009-2010 ¢inila prevalence
meropenem-rezistentnich enterobakterii ve FNOL pouhych 0,07 % (153). Nicméné
v dasledku zvysené aplikace karbapenemu pii 1écbé infekci vyvolanych ESBL- a AmpC-
pozitivnimi ptivodci mizeme ocekavat, ze odolnost se i k této skupiné 1é¢iv bude zvySovat.
V newyorské studii bylo prokdzano, ze restrikci podavani cefalosporinti doslo sice
k 71% snizeni vyskytu ceftazidim-rezistentnich kmend Klebsiella pneumoniae na JIP, ale
nezddoucim dusledkem zvySeného uZivani karbapeneml byl 69% narGst imipenem-
rezistentnich kment Pseudomonas aeruginosa (25). V minulych dvou desetiletich bylo
provedeno vice praci, zkoumajici vztah mezi spotfebou antimikrobnich ptipravkl a vyvojem
antibiotické rezistence. Studie Kolafe et al.,, ktera se zabyvala vyvojem rezistence u
gramnegativnich bakterii v letech 1994-1998 a hodnotila jeji vztah ke spotiebé riznych
antibiotickych skupin, prokdzala statisticky vyznamnou korelaci mezi vyvojem bakteridlni
rezistence a spotiebou cefalosporint (154). Studie autorského kolektivu Urbanek et al., ktera
byla provadéna mezi lety 1997-2005, potvrzuje pozitivni korelaci mezi vyskytem ESBL-
pozitivnich izolata Klebsiella pneumoniae a spotiebou cefalosporini Ill. generace (155).
V téchto i jinych ptipadech lze spatfovat potvrzeni Siroce ptijimané hypotézy selekéniho tlaku
a jeho vlivu na vzrustajici odolnost k antimikrobnim ptipravkiim. Nicméné pozd&jsi studie jiz
nepotvrzuji pfimy vztah mezi spotfebou daného antibiotika a bakteridlni rezistenci. Dvouleta
Hallerova studie, probihajici v letech 2003-2004, prokazala signifikantni korelaci mezi
pouzitim cefalosporinii Il. generace a zvySujici se prevalenci kment Enterobacter sp.
rezistentnich k cefalosporinim Ill. generace (156). Avsak v piipadé pifimého vztahu, tj.
vztahu mezi rezistenci k cefalosporinim Il1l. generace a/nebo piperacilinu s tazobaktamem a
jejich vlastni spotfebou, nebyla nalezena pozitivni korelace. Prace Spanélského kolektivu
autorll, zabyvajici se prevalenci enterobakterii rezistentnich k Sirokospektrym cefalosporinim
a fluorochinolonim v letech 1999-2010 a spotfebou antibiotik ve Span€lskych nemocnicich,
popsala vliv aplikace fluorochinoloni na zvySujici se rezistenci k nim i cefalosporiniim
I1l. generace (157). A opét co se tyCe piimého vztahu v ptipadé Sirokospektrych
cefalosporint, nebyla nalezena Zadnéa korelace mezi jejich spotifebou a trendem rezistence.

Bosso et al. se také zabyvali asociaci mezi antibiotickou spotiebou a rezistenci u
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enterobakterii a zjistili, Ze stoupajici €1 klesajici trend rezistence nebyl v korelaci se spotiebou
antibiotika ani v jednom ze sledovanych ptipadt (158). Vyznamnou pozitivni korelaci
vykazovala Escherichia coli rezistentni k ciprofloxacinu se spotifebou ceftriaxonu a
Enterobacter cloacae rezistentni k cefepimu se spotfebou piperacilinu/tazobaktamu. Tato
pouzivani konkrétni antibiotické latky v ptipadech, kdy je rezistence vysokd, a nahrazenim
jinym antibiotikem s podobnym ucinkem. Spotieba sledovaného antibiotika tedy klesne, ale
rezistence k nému 1 nadale roste pod vlivem zkiizen¢ho selek¢niho tlaku zpiisobeného
alternativnim terapeutickym piipravkem.

Ziskané vysledky prokazaly statisticky vyznamnou zavislost rezistence vici
piperacilin/tazobaktamu na jeho spotifebé u Klebsiella pneumoniae a Escherichia coli.
U ostatnich enterobakterii a antibiotik neni tato zavislost prokazatelna. Ackoli celkova
spotfeba antibiotik béhem studovaného obdobi vzrostla, pouzivani antibiotik s vysokym
selekénim potencidlem, jako jsou cefalosporiny Ill. a IV. generace, kleslo. ZvySujici se
spotieba antibiotik mize byt vysvétlena rostoucim poctem zavaznych bakteridlnich infekci ve
Fakultni nemocnici Olomouc, ktera pfijima do své péce tézce nemocné pacienty. Na druhou
stranu snizeni spotfeby Sirokospektrych cefalosporini je vysledkem striktni antibiotické
politiky aplikované nemocni¢nim antibiotickym centrem.

Na zéklad¢ vysledkl této disertacni prace je patrné pomysiné rozevirani nizek mezi
klesajici spotfebou Sirokospektrych cefalosporint a rostouci bakteridlni rezistenci. Je otazkou,
¢im jsou tyto zavéry podminény. Je pravdépodobné, Ze hypotéza piimé zdvislosti mezi
celkovym objemem pouZivanych antibiotik a odolnosti k nim je pfili§ zjednoduSena u tak
sloZitého ekologického vztahu bakterie — antibiotikum. Definované denni davky ani absolutni
ro¢ni spotieba antibiotik nebere v potaz dualezité faktory podilejici se na vzniku a Sifeni
rezistence, jako jsou adekvatnost 1é¢by, kombinace antibiotik, spravné davkovani Iéc¢iv,
dodrzovani délky lécby a intervalu mezi jednotlivymi davkami. Na druhou stranu tyto
parametry nebyly brany v potaz ani v ptedchozich studiich, kdy se jako jednotici parametr
uvadély vzdy definované denni davky pro moZznost srovnavani jednotlivych praci mezi sebou.
Z toho vyplyva jisty posun, kdy pfi stejné metodice jsou ziskany naprosto odlisné vysledky
nez pied 10 lety (154, 155). Tyto uvahy vedou opravnéné k nazoru, ze v soucasné dob¢ byl
prekrocen pomyslny prah a odolnost enterobakterii k Sirokospektrym cefalosporinim je
natolik vyrazna, ze ani omezeni jejich spotfeby nevede k poklesu rezistence, zatimco jeste
pted 10 lety bylo mozné zmirnénim selekéniho tlaku snizit procento rezistentnich kmend. Tim

pomyslnym prahem je minéna urcitd hladina genii rezistence kolujici v bakterialni populaci,
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které se horizontalné pienasi rekombinacnimi procesy a zpusobuji nezadrzitelné Sifeni
odolnosti k antibiotiktim nezavislé na jejich spotiebé.

To v sobé nese kacifskou myslenku, Ze racionalni antibioticka politika nezvrati ani
nezastavi rist rezistence a ze se ocitdme skutecné na konci antibiotické éry. Nicméné ani tyto
pesimistické vyhlidky by nas nemély odradit od dodrzovani, popt. zlepSovani zésad racionalni
antibiotické 1éCby, protoze jen tak miizeme zpomalit tempo tohoto negativniho vyvoje.

Dale stoji za zminku spotifeba piperacilinu s tazobaktamem, kterd na rozdil od
ostatnich sledovanych antibiotickych skupin stale stoupa, coz je dano jeho preferovanim
V 1é¢bé nozokomidlnich infekci pied pouzitim Sirokospektrych cefalosporini. Divodem je
snaha o restrikci cefalosporinti Ill. generace s cilem zabranit zvySovani Cetnosti kment
produkujicich Sirokospektré beta-laktamdzy. V literatufe se popisuje, Ze kombinace
piperacilinu s tazobaktamem je rovnocennou alternativou k ceftazidimu, navic disponujici
vyhodou, Ze ani pfi jeho zvySené spotiebé nedochazi k narlstu rezistence (159-161). Piroth
etal. ve své studii dokonce tvrdi, Ze pouziti beta-laktamu s inhibitorem beta-laktamaz je
protektivnim faktorem a snizuje incidenci rekolonizace ESBL-pozitivnim izolatem (162).
Podle predlozené prace je patrné, Ze nahrazeni terapie Sirokospektrymi cefalosporiny za 1é¢bu
piperacilinem s tazobaktamem nevedlo ke snizeni odolnosti enterobakterii k cefalosporinim
vyssich generaci. To je pravdépodobné vysledkem Sifeni rezistence rekombinacnimi procesy.
Nelze vSak vylou¢it ani moznost, Zze pusobeni selekéniho tlaku kombinace
piperacilin/tazobaktam ma vliv na zvySovani prevalence producent Sirokospektrych beta-
laktamaz, coz by odporovalo vyse uvedenym studiim. Podobné vysledky publikoval i Meyer
et al. ve své pétileté intervencni studii, kdy po zmén¢ standardni terapie intraabdominélnich
infekci z cefalosporint Ill. generace na kombinovany piperacilin/ tazobaktam nedoSlo oproti
oc¢ekavani k poklesu rezistence k cefalosporintim Il1. generace (163). I Meyer pfipousti, mezi
jinymi, hypotézu, Ze kombinovany piperacilin s tazobaktamem muze svym selekénim tlakem
zvySovat prevalenci ESBL-pozitivnich enterobakterii. Bude potieba dalSich studii na tomto
poli, aby se zjistily pfiCiny stoupajiciho vyvoje rezistence k nékterym skupinam antibiotik bez
zéavislosti na jejich spotfeb&é a piipadné se mohla zavést opatieni, ktera by efektivné
zabrafiovala ristu bakterialni rezistence.

Je vhodné zduraznit, Ze bakterilni rezistence je vyznamnym limitujicim faktorem
uspésnosti antibiotické 1é¢by. Bohuzel Ize ocekavat, ze u téch antimikrobialnich skupin, ke
kterym byla pfekrocena tinosna mez rezistence, se nepodafi odvratit jeji zvysujici se trend. Je
pravdépodobné, Ze selek¢ni tlak antibiotik, jakozto faktor Sifeni bakteridlni rezistence, se

dostavda do pozadi a hlavni roli pfebiraji rekombinacni procesy, popt. klondlni Sifeni
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rezistentnich bakteridlnich kmenti. Aby byla udrzena citlivost bakterii asponi k t€m skupinam
antibiotik, které jsou dosud uc¢inné, a zpomalen vyvoj stoupajici antibiotické rezistence, je
nadale nutné dodrzovat zasady racionalni antibiotické politiky a zabranovat klonalnimu $ifeni

hygienicko-epidemiologickymi postupy.

5.4.2. Vliv selekéniho tlaku karbapenemii na bakteridlni rezistenci

Karbapenemy jsou prvni volbou v ptipadé infekci zpiisobené¢ ESBL- a AmpC-pozitivnimi
enterobakteriemi. Protoze prevalence téchto agens neustdle narGstd, zvySuje se i spotieba
karbapenemil. To s sebou nese negativni dasledek v podobé zvyseného selekéniho tlaku
téchto antibiotik v ptfipadé enterobakterii, ale i gramnegativnich nefermentujicich ty¢ek jako
je Pseudomonas aeruginosa. Na zakladé vysledki této disertacni prace byl prokazan velmi
rapidni narGst rezistence kmenti Pseudomonas aeruginosa béhem Sestiletého obdobi z 26 %
na 40 % ve FNOL a z 38 % na 60 % na KARIM. Podobné¢ strmy narust referuji i1 jini autofi.
Lipovy et al. poukazuji na vzristajici trend nejen prevalence tohoto species, ale i1 rezistence u
vazné popalenych pacientd. Béhem desetileté studie vzrostl pocet kmenti Pseudomonas
aeruginosa ze 146 kment v roce 2000 na 521 v roce 2009. Meropenem vykazal nejvetsi
narust rezistence ze vSech sledovanych antibiotik, a to z 18 % na 58 % (164). Croughs et al.
referovali b&hem 13leté studie narust rezistence kmend Pseudomonas aeruginosa
k imipenemu z 5 % na 19 % a k meropenemu z 8 % na 17 % na jednotkach intenzivni péce
14 nizozemskych nemocnic (165).

Zuvedeného vyplyva, Ze lécba infekci zplsobenych gramnegativnimi tyC¢kami
predstavuje zna¢né problematicky piistup. Zdanlivé jednoduché teSeni infekci zptisobenych
ESBL- a AmpC-pozitivnimi enterobakteriemi — aplikace karbapenemi — vede Kk narGstu
¢etnosti meropenem-rezistentnich kmend Pseudomonas aeruginosa a zptsobuje vznik a Sifeni
producenti karbapenemdaz. Enterobakterie produkujici karbapenemazy byly jiz v Ceské
republice zaznamenany (26,49,51,52).

Soucasnd zavazna situace bakterialni rezistence K antimikrobnim pfipravkim nema
Vv tuto chvili jednoznaéné teSeni. Je ziejmé, Ze karbapenemy jsou pro své Siroké spektrum,
vyhodnou farmakokinetiku a nizkou toxicitu velmi oblibend antibiotika a je nutné udélat vse
pro to, aby jejich Ui¢innost ziistala co nejdéle zachovéana. Z toho diivodu je vhodné okamzité
po ur¢eni pivodce infekce a jeho citlivosti k antibiotikiim deeskalovat 1é¢bu a v pripadé, ze je
to mozné, nahradit karbapenem antibiotikem s uz§im spektrem ucinku a efektem na dané

etiologické agens.
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6. ZAVERY

Na zaklad¢ vysledkl postgradualniho studia zaméteného na vyskyt, fenotypovou detekci a
klinicky vyznam S$iroskopetrych beta-laktamaz u kment celedi Enterobacteriaceae a

Pseudomonas aeruginosa je mozné formulovat nasledujici zavéry:

1. Byla prokéazana moznost falesné citlivosti enterobakterii produkujicich Sirokospektré beta-
laktamazy typu ESBL a AmpC k Sirokospektrym cefalosporintim Vv rozmezi 2-13 % a rovnéz
enterobakterii produkujicich karbapenemazy ke karbapenemim v rozmezi 5-43 %
(hodnoceno mikrodiluéni metodou podle kritérii EUCAST). Je vhodné provadét detekci
téchto enzyma pomoci specifickych metod, jako jsou modifikovany DDST, AmpC-test ¢i

Carba NP test, které vykazuji nejvyssi senzitivitu.

2. Byl potvrzen vyskyt ESBL a AmpC beta-laktamaz u enterobakterii izolovanych

z klinického materidlu vybranych soubort pacientd. Vysledky jsou shrnuty v nasledujicich

bodech:
a) Prevalence ESBL-pozitivnich enterobakterii v gastrointestinalnim traktu pacientl
hospitalizovanych ve Fakultni nemocnici Olomouc Vvroce 2010 byla 8 % a
vV komunitnim prostfedi olomouckého regionu 3 %. Ve srovnani s rokem 2007 doslo
k signifikantnimu narGstu gastrointestinalniho nosicstvi ze 3 % u hospitalizovanych
pacienti a 1 % ukomunitnich pacientd. Naproti tomu u hemato-onkologickych
pacientii ¢inila na prelomu roku 2012 a 2013 prevalence gastrointestinadlniho nosicstvi
ESBL- a AmpC-pozitivnich enterobakterii 21 %. Bylo prokdzano, ze kmeny
kolonizujici travici trakt mohou zptsobit manifestni infekci.
b) Nejcastéjsimi etiologickymi agens bakteridlnich nozokomialnich pneumonii
U pacienti v intenzivni pédi v Ceské republice jsou Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli. Enterobakterie zpisobujici nozokomialni
pneumonie produkovaly Sirokospektré beta-laktamazy typu ESBL a AmpC v 37 %. U
téchto species byla zjisténa velmi vysoka rezistence k antibiotikiim. Padesétiprocentni
hranici pfesahuje rezistence kment Klebsiella pneumoniae k cefalosporinim Ill. a V.
generace, fluorochinoloniim, gentamicinu, kotrimoxazolu a piperacilin/tazobaktamu a
rezistence kmend Pseudomonas aeruginosa k meropenemu a ciprofloxacinu.
Nemocni¢ni mortalita pacientd Cinila 30 %, adekvatni inicialni 1écbu obdrzelo 51 %

pacientd.
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c) Byla potvrzena piitomnost ESBL- a AmpC-pozitivnich enterobakterii
V nemocni¢nim prostiedi jednotek intenzivni péce a bylo prokdzano minoritni klonalni
Sifeni téchto kmenti. VSechny tyto klony pochazely pouze z povrchli prostiedi, nikoli

Z klinického materialu pacientt ¢i stéra od personalu.

3. Byl potvrzen vyskyt karbapenem-rezistentnich enterobakterii a kment Pseudomonas
aeruginosa izolovanych z klinického materialu vybranych souborii pacientd. Vysledky jsou
shrnuty v nasledujicich bodech:
a) Rezistence enterobakterii ke karbapenemim ve Fakultni nemocnici Olomouc je
nizka, ale byl zjistén stoupajici trend rezistence mezi lety 2009 — 2014 (0,07 — 0,3 %).
Prevalence gastrointestinalniho nosi¢stvi karbapenem-rezistentnich enterobakterii na
hemato-onkologické klinice ¢inila 2 %. Rezistence ke karbapenemum ve FNOL byla
zpusobena produkci ESBL-beta-laktamaz spolu s jingym mechanismem jako je snizena
propustnost bunééné stény a bakterialni eflux.
b) Rezistence pseudomonad ke karbapenemim ve Fakultni nemocnici Olomouc a
Vojenské nemocnici Olomouc je velmi vysoka. Byl prokazan rostouci trend rezistence
mezi lety 2008 — 2013 (30 % — 43 %, resp. 46 % — 56 %). Rezistence pseudomonad ke
karbapenemium ve FNOL byla zptsobena produkci AmpC-beta-laktamaz spolu

s jinym mechanismem jako je snizena propustnost buné¢né stény a bakterialni eflux.

4. Byl prokdzan pozitivni selekéni tlak beta-laktamovych antibiotik na rezistenci
enterobakterii a Pseudomonas aeruginosa. Vysledky jsou shrnuty v nasledujicich bodech:
a) Byl prokazan vliv selek¢niho tlaku piperacilinu s tazobaktamem na vyvoj
rezistence Klebsiella pneumoniae k tomuto antibiotiku, a rovnéz na vyvoj rezistence
Klebsiella pneumoniae a Escherichia coli k ceftazidimu. Zaroven se neprokazal vliv
selekéniho tlaku Sirokospektrych cefalosporint na vyvoj rezistence k témto
antibiotikim. Rist rezistence k této skupiné antibiotik je patrné zplsoben
nezadrzitelnym horizontdlnim Sifenim genl rezistence pomoci rekombinacnich
procesti.
b) Spotieba karbapenemit vykazuje pozitivni selekéni tlak na vyvoj rezistence

Pseudomonas aeruginosa k t¢émto antibiotiktim.
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7. SOUHRN

Beta-laktamova antibiotika jsou Sirokou a rGznorodou skupinou pfipravki, které jsou velmi
oblibené pro sviij rychly baktericidni Gc¢inek, nizkou toxicitu, Siroké terapeutické rozmezi,
malé mnozstvi 1ékovych interakci, vyhodné farmakokinetické vlastnosti a relativné nizkou
cenu. Z divodu velkého mnozstvi jejich pozitivnich vlastnosti jsou velmi Casto aplikovana
v ambulantni praxi, na standardnich oddélenich i jednotkach intenzivni péce. To s sebou nese
nezadouci uc¢inek v podobé¢ nartstajici odolnosti bakterii k t¢émto antibiotiklim. V soucasnosti
je problém zvySujici se rezistence natolik zavazny, ze je povazovan za jedno z nejvétSich
globalnich rizik pfimo ohrozujici stabilitu svétového zdravotnického systému.

NejcastéjSim  mechanismem  rezistence k beta-laktamovym  antibiotikim u
gramnegativnich bakterii je produkce beta-laktamdz. Zavazny klinicky vyznam maji
pfedevsim Sirokospektré beta-laktamazy typu ESBL a AmpC a v soucasnosti i
karbapenemazy. Pro adekvatni antibiotickou terapii infekci zptisobenych producenty téchto
enzymil je nutné rychle a spravné identifikovat nejen etiologické agens a jejich citlivost
k antibiotikiim, ale i detekovat piitomnost téchto nebezpecnych fenotypt rezistence. Jednim
z cilt této prace bylo stanoveni senzitivity fenotypovych metod pro detekci Sirokospektrych
beta-laktamaz a karbapenemdz a vybrat nejvhodnéjsi pro rutinni mikrobiologickou praxi.
Z vysledkti vyplyva, ze detekce Sirokospektrych beta-laktaméz by méla byt zalozena na
specifickych fenotypovych metodach, zejména diskovych difuznich testech, které vykazovaly
vysokou senzitivitu (100 % v ptipad¢ mDDST pro ESBL, v piipadé mAmpC testu 95 %). Pro
detekci karbapenemaz se jevi jako optimalni Carba NP test, ktery na zakladé nasich vysledkt
vykazoval 92% senzitivitu. Navic je tento test velmi rychly a vysledek je k dispozici jesté
tentyz den, je snadno interpretovatelny a schopny detekovat vSechny tfidy karbapenemaz.
Vsechny vyse zminéné fenotypové testy disponuji vyhodnymi vlastnostmi jako je nizké cena,
jednoduché provedeni a zddné naroky na pfistrojové vybaveni, coz jsou piednosti, které oceni
1 malé mikrobiologickeé laboratofte.

DalSim cilem této doktorské prace bylo zjistit vyskyt enterobakterii s produkci
Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL a AmpC u vybranych skupin pacienti a
Vv nemocni¢nim prostiedi. Z vysledkd vyplyva, ze v roce 2010 prevalence ESBL-pozitivnich
enterobakterii v gastrointestinalnim traktu hospitalizovanych pacienti FNOL byla 8 % a
v komunitnim prostfedi olomouckého regionu ¢inila 3 %. U hemato-onkologickych pacientt
Cinila prevalence gastrointestindlniho nosic¢stvi ESBL- a AmpC-pozitivnich enterobakterii
21 %. Bylo rovnéz prokazano, ze kmeny kolonizujici travici trakt mohou zpusobit klinicky

ziejmou infekci.
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vV

hospitalizovanych na jednotkach intenzivni péce je nozokomidlni pneumonie. Je také jednou
Z nejvyznamnéjsich pfi¢in morbidity a mortality. VEasné nasazeni spravného antibiotika hned
napoprvé je pro uspéSnost 1écby a preziti pacienta klicové. Z toho diivodu se tato prace
zabyvala rovnéz stanovenim nejcastéjSich etiologickych agens nozokomialnich pneumonii
v Ceské republice a jejich rezistenci k antibiotikim. Z vysledkil je patrné, Ze u pacientil
Vintenzivni péci byly nejcastéjS§imi etiologickymi agens bakterialnich nozokomialnich
pneumonii identifikovany Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa a Escherichia
coli. U téchto species byla zjisténa velmi vysoka rezistence k antibiotikim. Enterobakterie
zpiisobujici nozokomialni pneumonie produkovaly Sirokospektré beta-laktamazy typu ESBL a
AmpC v 37 %. Vysoka rezistence patogennich bakterii vyustila ve vysoké procento pacientt,
kteti neobdrzeli adekvéatni inicidlni 1écbu (49 %), a ve vysokou nemocni¢ni mortalitu (30 %).
Na zékladé vysledkl je doporucena kombinacéni inicialni antibiotickd 1écba obsahujici beta-
laktamové antibiotikum s G¢inkem na Pseudomonas aeruginosa a aminoglykosid pro
roz$ifeni spektra a zvySeni pravdépodobnosti efektivnosti terapie.

V nemocni¢nim prostiedi jednotek intenzivni péce byly nalezeny enterobakterie
produkujici ESBL- a AmpC Sirokospektré beta-laktamazy ve stérech z prostiedi i stérech od
personalu. Bylo zjisténo klondlni §ifeni nékterych izolatd, ale jednalo se o mensi podil a
vSechny tyto klony pochazely pouze z povrchi prostfedi, nikoli z klinického materialu
pacient ¢i stéri personalu. Prace prokazala dobrou uroven hygienicko-epidemiologickych
opatfeni na sledovanych odd¢lenich.

DalS§im a velmi vyznamnym cilem, ktery si tato prace stanovila, bylo stanoveni
Cetnosti enterobakterii a kmenti Pseudomonas aeruginosa rezistentnich ke karbapenemtim a
zjistit mechanismy této rezistence. Z vysledk je ziejma nizka prevalence enterobakterii
rezistentnich ke karbapenemiim ve Fakultni nemocnici Olomouc. Problémem je ale stoupajici
trend rezistence, ato z 0,07 % v roce 2009 na 0,3 % v roce 2014. Ve sledovaném obdobi roku
2014 ¢inila prevalence gastrointestinalniho nosiéstvi karbapenem-rezistentnich enterobakterii
u hemato-onkologickych pacienti 2 %. Rezistence ke karbapenemim byla zpiisobena
produkci Sirokospektrych beta-laktaméaz typu ESBL a AmpC spolu s jinym pfidruZenym
mechanismem, predevS§im sniZenou propustnosti bunéné stény a bakteridlnim efluxem.
Rezistence kment Pseudomonas aeruginosa ke karbapenemim je velmi vysoka. Byl
prokazan rostouci trend rezistence mezi lety 2008 — 2013 (30 % — 43 % ve Fakultni
nemocnici Olomouc, resp. 46 % — 56 % ve Vojenské nemocnici Olomouc). Ve Fakultni

nemocnici Olomouc zatim nebyly kmeny Pseudomonas aeruginosa produkujici
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karbapenemazy detekovany. Je ziejmé, Ze rezistence pseudomonad ke karbapenemtim je ve
Fakultni nemocnici Olomouc zpisobena hyperprodukci AmpC enzyma spolu s jinym
pfidruzenym mechanismem.

Stoupajici trend rezistence K antibiotikiim je pozorovan celosvétové v dlouhodobém
méfitku. Prevalence nebezpe¢nych fenotypt rezistence (produkce Sirokospektrych beta-
laktamaz u gramnegativnich bakterii, meticilin-rezistentni kmeny Staphylococcus aureus,
enterobakterie rezistentni k fluorochinolonim aj.) je v soucasnosti natolik vyrazna, Ze se
v odborné spole¢nosti hovoii o konci antibiotické éry mediciny. Sifeni bakterialni rezistence
je dano tfemi mechanismy: selekénim tlakem antibiotik, rekombina¢nimi procesy bakterii a
horizontalnim Sifenim epidemicky UspéSnych bakteridlnich klonii. V této doktorské praci,
ktera se zabyvala beta-laktamovymi antibiotiky a rezistenci k nim, se podafilo prokéazat vliv
selekéniho tlaku piperacilinu s tazobaktamem na vyvoj rezistence Klebsiella pneumoniae
k tomuto antibiotiku a rovnéZz na vyvoj rezistence Klebsiella pneumoniae a Escherichia coli
k ceftazidimu a vliv selekéniho tlaku karbapenemti na vyvoj rezistence Pseudomonas
aeruginosa k t€émto antibiotikim. Naproti tomu piimy vliv selek¢niho tlaku Sirokospektrych
cefalosporinii nebyl prokadzén pro jejich stdle se snizujici spotiebu a zaroven rostouci
bakteridlni rezistenci k nim. Je zfejmé, Ze odolnost enterobakterii k Sirokospektrym
cefalosporinim je natolik vyrazni, ze ani omezeni jejich spotieby nevede k poklesu
rezistence. Vysvétleni mize spocivat v tzv. ,,prahové teorii®, podle niz pti prekroceni urcité
hladiny genu rezistence kolujicich v bakterialni populaci, které se horizontalné ptenaseji
rekombinaénimi procesy, dochazi k nezadrzitelnému Sifeni odolnosti k antibiotikiim
nezavislému na jejich spotfebé. To v sobé nese kacifskou myslenku, Ze ani raciondlni
antibiotickd politika nezvrati ani nezastavi rast rezistence a zZe se ocitdme skutecné na konci
antibiotické éry. Nicméné ani tyto pesimistické vyhlidky by néas nemély odradit od
dodrZovani, popf. zlepSovani zasad raciondlni antibiotické 1écby, protoze jen tak muizeme

zpomalit tempo tohoto negativniho vyvoje.
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8. SUMMARY

Beta-lactam antibiotics are a large and varied group of drugs that are very popular for their
rapid bactericidal effect, low toxicity, broad therapeutic range, few drug interactions,
favorable pharmacokinetic properties and relatively low price. Because of their numerous
positive properties, they are very often used in outpatient practice, general wards and
intensive care units. This brings about adverse effects in the form of increasing resistance of
bacteria to these antibiotics. At the present time, the problem of increasing resistance is so
serious that it is considered as one of the greatest global risks directly threatening the stability

of the world’s health care system.

The most frequent mechanism of resistance to beta-lactam antibiotics in Gram-negative
bacteria is production of beta-lactamases. Those having serious clinical significance are
mainly ESBL and AmpC broad-spectrum beta-lactamases and, recently, carbapenemases. For
adequate antibiotic therapy of infections caused by producers of these enzymes, it is necessary
to not only rapidly and correctly identify the etiological agents and their susceptibility to
antibiotics but also detect the presence of these dangerous phenotypes of resistance. One of
the objectives of this dissertation was to determine the sensitivity of phenotypic methods for
detecting broad-spectrum beta-lactamases and carbapenemases and to select the most suitable
ones for routine microbiology practice. The results suggest that the detection of beta-
lactamases should be based on specific phenotypic methods, in particular the disk diffusion
test, showing high sensitivity (100% in case of the mDDST for ESBL; 95% in case of the
mAmpC test). For detection of carbapenemases, the Carba NP test seems to be optimal,
showing 92% sensitivity based on our results. Moreover, the test is very rapid, with the results
being available on the same day, easy to interpret and able to detect all carbapenemase
classes. All the above phenotypic tests have favorable properties such as low price, easy use
and no need of equipment, advantages appreciated by small microbiology laboratories as well.

Another objective of the dissertation was to determine the prevalence of Enterobacteriaceae
producing ESBL and AmpC broad-spectrum beta-lactamases in selected groups of patients
and in the hospital environment. The results showed that in 2010, the prevalence rates of
ESBL-positive Enterobacteriaceae were 8% in the gastrointestinal tract of patients staying in
the University Hospital Olomouc and 3% in the community of the Olomouc region. In
hemato-oncology patients, the prevalence of gastrointestinal carriage of ESBL- and AmpC-
positive Enterobacteriaceae was 21%. It was also proved that strains colonizing the digestive

tract may cause manifest infection.
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At the present time, one of the most serious and frequent complications in patients staying in
intensive care units is hospital-acquired pneumonia. It is also one of the most important
causes of morbidity and mortality. Early administration of the correct antibiotic on the first
attempt is key to the success of treatment and survival of the patient. Therefore, this
dissertation was also concerned with determination of the most frequent etiological agents of
hospital-acquired pneumonia in the Czech Republic and their resistance to antibiotics. The
results clearly show that in intensive care patients, the most common pathogens causing
bacterial hospital-acquired pneumonia were Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa
and Escherichia coli. These species were found to be highly resistant to antibiotics.
Enterobacteriaceae causing hospital acquired pneumonia produced ESBL and AmpC broad-
spectrum beta-lactamases in 37%. High resistance of bacterial pathogens resulted in a high
percentage of patients not receiving adequate initial therapy (49%) and in high in-hospital
mortality (30%). Based on the results, combined initial antibiotic therapy is recommended,
containing a beta-lactam antibiotic effective against Pseudomonas aeruginosa and an
aminoglycoside to extend the spectrum and increasing the likelihood of effectiveness of the
therapy.

In the hospital environment of intensive care units, Enterobacteriaceae producing ESBL and
AmpC broad-spectrum beta-lactamases were found in swabs taken from both the environment
and staff. Some isolates were found to spread clonally. However, this was only a small
proportion and all these clones were only from environmental surfaces and not from patients’
clinical samples or staff swabs. A good level of hygienic and epidemiological measures taken
at the investigated departments was demonstrated.

Another and very important objective of the dissertation was to determine the frequency of
Enterobacteriaceae and Pseudomonas aeruginosa strains resistant to carbapenems and the
mechanisms of this resistance. The results revealed low prevalence rates of
Enterobacteriaceae resistant to carbapenems in the University Hospital Olomouc. However,
there is a problem with increasing resistance, from 0.07% in 2009 to 0.3% in 2014. As of the
year 2014, no strain producing carbapenemases was detected. In 2014, the prevalence of
gastrointestinal carriage of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae in hemato-oncology
patients was 2%. Resistance to carbapenems was caused by production of ESBL and AmpC
broad-spectrum beta-lactamases with other associated mechanisms, in particular decreased
permeability of the cell wall or bacterial efflux pump. The resistance of Pseudomonas

aeruginosa strains to carbapenems is very high. Once again, an increasing trend was
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demonstrated between 2008 and 2013 (30% — 43% in the University Hospital Olomouc; 46%
— 56% in the Military Hospital Olomouc). In the University Hospital Olomouc, Pseudomonas
aeruginosa strains producing carbapenemases have not been detected as yet. It is apparent
that resistance of Pseudomonas spp. to carbapenems in the University Hospital Olomouc is

caused by hyperproduction of AmpC enzymes with other associated mechanisms.

In the long-term perspective, there has been a global trend of increasing resistance to
antibiotics. The prevalence of dangerous phenotypes of resistance (production of broad-
spectrum beta-lactamases in Gram-negative bacteria, methicillin-resistant strains of
Staphylococcus aureus, Enterobacteriaceae resistant to fluoroguinolones, etc.) is currently so
considerable that the experts speak about the end of the antibiotic era of medicine. The spread
of bacterial resistance is due to three mechanisms: selection pressure of antibiotics, bacterial
recombination processes and horizontal spread of epidemically successful bacterial clones.
This dissertation, concerned with beta-lactam antibiotics and resistance to them, showed the
effect of selection pressure of piperacillin with tazobactam on the development of resistance
of Klebsiella pneumoniae to this antibiotic, as well as the development of resistance of
Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli to ceftazidime, and the effect of selection
pressure of carbapenems on the development of resistance of Pseudomonas aeruginosa to
these antibiotics. By contrast, the direct effect of selection pressure of broad-spectrum
cephalosporins was not confirmed due to both their decreasing consumption and increasing
bacterial resistance to them. It is apparent that resistance of Enterobacteriaceae to broad-
spectrum cephalosporins is so significant that it could not even be decreased by reduction of
their consumption. This may be explained by the so-called threshold theory stating that
crossing a certain level of resistance genes circulating in the bacterial population that are
horizontally transmitted by recombination processes causes the unstoppable spread of
antibiotic resistance independent of their consumption. This leads to a heretical notion that
rational antibiotic policy will neither reverse nor inhibit the increase of resistance and this
may actually be the end of the antibiotic era. Nevertheless, even this gloomy outlook should
not discourage us from adhering to or improving the principles of rational antibiotic therapy

as this is the only way of slowing this negative trend.
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AMS ampicilin/sulbaktam

ATCC americka spolecnost pro biologicky vyzkum poskytujici ptesné definované

sbirkové referenéni kmeny

AZT aztreonam

bla gen kodujici produkcei beta-laktamaz

CFU jednotka tvofici kolonie (angl. colony-forming unit)
CIT skupina AmpC beta-laktamaz

CLSI Clinical and Laboratory Standard Institute

CMY skupina AmpC beta-laktamaz

CPM cefepim

CPR cefoperazon

CPS cefoperazon/sulbaktam
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CTX cefotaxim
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DDDatb absolutni celkova spotieba antibiotik
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DHA skupina AmpC beta-laktamaz

DNA deoxyribonukleova kyselina

EARS-Net  European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (Evropska databaze

surveillance antimikrobialni rezistence))

EBC skupina AmpC beta-laktamaz
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
ESBL Sirokospektré beta-laktamazy (angl. extended-spectrum beta-lactamase)
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EUCAST

FN
FNOL
GES
GIM
GIT
HAP
HOK
IMI
IMP
IPCHO
1z

JIP
KARIM
KPC

MALDI-TOF

MBL
mecA
MER
MIC
MRSA

NDM-1
NMC
OXA
PBP
PBP2a
PBP2x
PCR
PFGE
PIP

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (Evropska
komise pro testovani citlivosti K antibiotikiim)

Fakultni nemocnice

Fakultni nemocnice Olomouc

skupina serinovych karbapenemaz tfidy A podle Amblera

skupina metalo-beta-laktamaz (angl. German imipenemase)

gastrointestinalni trakt

nozokomialni pneumonie (angl. hospital-acquired pneumonia)
Hemato-onkologicka klinika

skupina serinovych karbapenemaz tfidy A podle Amblera

skupina metalo-beta-laktamaz

oddéleni Intenzivni péce chirurgickych obort

inhibi¢ni zona

jednotkaly intenzivni péce

Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny

skupina serinovych karbapenemaz tfidy A podle Amblera (angl. Klebsiella
pneumoniae carbapenemase)

ionizace laserem za piitomnosti matrice v kombinaci s detektorem doby letu
(angl. Matrix Assisted Laser Desorption/lonization, Time of Flight)
metalo-beta-laktamaza/y

gen kodujici produkei pozménénych PBP2a

meropenem

minimalni inhibi¢ni koncentrace (angl. minimum inhibition concentration)
meticilin-rezistentni ~ Staphylococcus aureus (angl. methicillin-resistant
Staphylococcus aureus)

skupina metalo-beta-laktamaz (angl. New-Delhi metalo-beta-lactamase)
skupina serinovych karbapenemaz tfidy A podle Amblera

typ karbapenemaz (tfida D podle Amblera)

protein vazajici penicilin (angl. penicillin-binding protein)

protein vazajici penicilin 2a (angl. penicillin-binding protein 2a)

protein vazajici penicilin 2x (angl. penicillin-binding protein 2x)

polymerazova fetézova reakce (angl. polymerase chain reaction)

pulzni gelova elektroforéza (angl. pulsed-field gel electrophoresis)

piperacilin
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PPT
RDDDatb
RFLP

SHV
SIM
SME
SPM
TEM
TN
VIM

VNOL

piperacilin/tazobaktam

relativni ro¢ni spotfeba antibiotik

polymorfismus délky restrikénich fragmenti (angl. restriction fragment
length polymorphism)

typ AmpA beta-laktamaz (tfida A podle Amblera)

skupina metalo-beta-laktamaz (angl. Seoul imipenemase)

skupina serinovych karbapenemaz tfidy A podle Amblera

skupina metalo-beta-laktamaz (angl. Sao Paolo metallo-beta-lactamase)
typ AmpA beta-laktamaz (tfida A podle Amblera)

Thomayerova nemocnice v Praze

skupina metalo-beta-laktamaz (angl. Verona integrone-encoded metalo-beta-

lactamase)

Vojenska nemocnice Olomouc
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