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Infekce mocovych cest zpisobené Pseudomonas aeruginosa na
Urologické klinice ve VFN v Praze

Abstrakt

Prace se zabyva infekcemi mocovych cest bakterialniho ptivodu zptisobeny ch patogenem
Pseudomonas aeruginosa, ktera se podili spiSe vyjimecné na komunitnich infekcich

mocovych cest, ale ma vyznamnéjsi podil na nozokomialnich infekcich.

Metodiku tvoifi pracovni postupy V bakteriologické laboratofi veetné zpracovani
biologického materialu a Stanoveni citlivosti Kk antibiotikim za pomoci dvou metod;

diskového difuzniho testu a mikrodilu¢ni metody (pro stanoveni MIC kolistinu).

Studie je zaméfena na vyskyt Pseudomonas aeruginosa u mtzu a zen za obdobi tii let
(2017-2019) na Urologické klinice ve VSeobecné fakultni nemocnici (dale jen ,,VFN®).
V roce 2017 bylo 126 pacientt, v roce 2018 bylo 129 a v poslednim roce bylo 171
pacientii snalezem Pseudomonas aeruginosa ve vzorku moci. Dale prace uvadi
procentualni zastoupeni Pseudomonas aeruginosa ve vzorcich moci. V roce 2017
ptipadalo 64 % zachytu Pseudomonas aeruginosa na mo¢ odebranou z katétrii a 40 % na
mo¢ spontanni. V nasledujicich dvou zkoumanych letech byl zachyt Pseudomonas
aeruginosa ve vzorcich moci stejny, (ve vzorcich z katétri 60 %, ve vzorcich spontanni
moc¢i 40 %). Soucasti studie je dale retrospektivni shrnuti rezistence Pseudomonas

aeruginosa k jednotlivym antibiotikim.

Posledni kapitoly shrnuji a hodnoti naplnéni cile vypracované prace vcetné diskuze

k dané problematice.

Klicova slova

Nozokomialni infekce; Pseudomonas aeruginosa; rezistence; mocové cesty; VFN;
biofilm; antibiotika



Urinary tract infections caused by Pseudomonas aeruginosa at the
Department of Urology of General University Hospital in Prague

Abstract

The work deals with urinary tract infections of bacterial origin caused by the pathogen
Pseudomonas aeruginosa, which is rather exceptionally involved in
community —acquired urinary tract infections, but has a more significant share in

nosocomial infections.

The methodology consists of working procedures in a bacteriological laboratory,
including the processing of biological material and the determination of susceptibility to
antibiotics using two methods; Disc Diffusion Assay and Microdilution method (for the
MIC of colistin).

The study focuses on the prevalence of Pseudomonas aeruginosa in menand women over
a period of three years (2017-2019) at the Department of Urology at the General
University Hospital (hereinafter "VFN"). In 2017 there were 126 patients, in 2018 there
were 129 and in the last year there were 171 patients with Pseudomonas aeruginosa in
the urine sample. The work also shows the precentage of Pseudomonas aeruginosa in the
urine samples. In 2017 60 % of Pseudomonasa aeruginosa was found in samples of urine
collected from catheters, 40 % was found in samples of spontaneous urine. In the
following two years which were examined, the occurence of Pseudomonas aeruginosa in
the urine samples was the same (60 % in the urine samples from catheters, 40 % in the
samples of spontaneous urine). The study also includes a retrospective summary of the

resistance of Pseudomonas aeuruginosato individual antibiotics.

The last chapters summarize and evaluate the fulfillment of the goal of the work,

including a discussion on the issue.

Key words

Nosocomial infection; Pseudomonas aeruginosa; resistence; urinary tract; General
University Hospital; antibiotics
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Uvod

Jednou z problematik u infekci mocovych cest jsou nozokomialni nakazy vznikajici
béhem hospitalizace ve zdravotnich zafizenich. Jednim z patogeni, ktery se podili na

téchto infekcich je Pseudomonas aeruginosa.

K rizikovym faktorim pro vznik infekce se fadi nezajisténi aseptické techniky pfi
zavadéni permanentniho mocového katetru (dale jen ,,PMK*), nedostate¢né vzdélavani
zdravotnického persondlu v metodice zavadéni PMK, nedodrzovani zékladnich

preventivnich hygienickych opatieni.

Pseudomonas aeruginosa patii mezi saprofytické bakterie — neni tedy zavisla na
pritomnosti hostitele a je dobfe adaptovana na podminky ve volné ptirod¢, kde je pro ni
casto omezené mnozstvi zivin pottebnych pro jeji rist, o které zarovein musi soutézit
s dalsimi mikroby v prostiedi. Z tohoto divodu si také vyvinula schopnost produkovat
ruzné substance, které potlaci okolni bakterie, s ¢imz souvisi i jeji pfirozena rezistence

k fadé antibiotik.

Pro zdravého cloveéka obvykle tato bakterie nepfedstavuje riziko, ale v nemocni¢nim
prostfedi, kde jsou Casto hospitalizovani imunokompromitovani pacienti, piedstavuje
znacné nebezpeci. Miize zplisobovat infekce prakticky jakékoliv orgdnu ¢i systémutéla,
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osteomyelitidy (Benes, 2009).

V diagnostice bakterialni infekce mocovych cest je zasadni mikrobiologické vySetfeni
moci, kdy se pouziva zejména kultivace. V pfipadé pozitivni kultivace, kdy je
Pseudomonas aeruginosa V signifikantni kvantité, se nasledn¢ stanovuje citlivost na
antibiotika—k dispozici je specialni sada antibiotik, ktera maji tzv. protipseudomonadovy

recidive.

Cilem mé prace je popsat problematiku infekci mocovych cest zpisobenych timto

zkoumanym patogenem. Dale podrobné popisu morfologii Pseudomonas aeruginosa, jeji



charakteristické jevy pii kultivaénim vySetfeni a pfi vySetieni citlivostia budu se zabyvat

grafickym zmapovanim na Urologické klinice ve VFN v Praze.

Toto téma jsem si vybrala z divodu profese, kterou vykonavam v laboratoii Klinické

mikrobiologie a antibiotického centra ve VFN v Praze.



1. Anatomicka stavba moc¢ového systému

1.1 Ledviny

Ledviny jsou parovy organ usazeny retroperitonealné¢ podél bederni patete, maji
Cervenohnédou barvu a hladky povrch. Konzistence ledvin je tuhd. Ledviny maji
fazolovity tvar; dosahuji délky 10-12 cm a Sifky 5-6 cm. Jeji hmotnost je 120—170 gramu
(Cihék, 2002).

1.1.1 Stavba

Na ledviné rozliSujeme ptedni plochu (facies anterior), zadni plochu (facies posterior),
horni pdl (extremitas superior), dolni pdl (extremitas inferior), zevni okraj (margo
lateralis), vnitini okraj (margo medialis) a hilus ledviny (hilum renale), kde vstupuji
a vystupuji cévy a odvodné cesty mocové. Posledni souc¢asti ledvin je sinus renalis. Sinus

renalis obsahuje ledvinové kalichy, které tisti do ledvinové panvicky (Cihak, 2002).

Ledvina je tubulosni Zlaza sloZena z ledvinovych tubult, nefron. Nefron se sklada
z ledvinového (Malpighiho) téliska, dale z glomerulu (klubka vlase¢nic). Glomerulus
tvofi arteriola glomerularis afferens (misto vstupu) a arteriola glomerularis efferens
(misto vystupu). Glomerulus je obalen Bowmanovym pouzdrem. Pouzdro tvofi vnéjsi
a vnitini list. Vnéjsi list obklopuje ledvinové télisko a vnitini list kryje vlasecnice
glomerulu. Mezi obéma listy je ulozeny ledvinovy kanalek (tubulus renalis), ktery filtruje

priméarni mo¢ (Cihak, 2002).

Ledvinovy kanalek obsahuje uzaviené segmenty; proximalni tubulus, zde se rozlisuje
pars contorta a pars recta. Poté pokracuje jako Henleova klicka, kterd ma sestupné
raménko, které ve dfeni sméfuje k papile a vraci se zpatky cestou ve tvaru U jako
vzestupné raménko smérem do kury. Konec klicky navazuje na posledni ¢ast nefronu,

distalni tubulus (Cihak, 2002).

Na povrchu ledvin je slabé vazivové pouzdro (capsula fibrosa). Pfi pohledu na prifez
ledvinou makroskopicky rozezname kiru ledvin (cortex renalis) a dien ledviny (medulla

renalis). Kira ledvin je svétla, jemnozrnna. Dienl ledvin je tmava s paprskovitym
10



vzhledem. Utvafti konkrétni jednotky, jako jsou naptiklad ledvinové pyramidy (pyramides
renales), podobné kuzelkdm. Ledvinové papily (papillae renales), které tvoii zaoblené
hroty ledvinovych pyramid. Povrch ledvinovych papil je perforovan §térbinami. Soucasti
ledvinovych pyramid jsou lali¢ky (lobi renales), zodpovédné za jejich vyvoj (Cihak,
2002).

1.1.2 Funkce

Nepostradatelnou tlohou ledvin je vylu¢ovani moci, ktera obsahuje odpadni latky jako
konec¢né produkty metabolismu. Je vylu¢ovana mocovina, koneény produkt metabolismu
aminokyselin, kyselina mocova (vychozi latka metabolismu nukleovych kyselin),

kreatinin, koncovy produkt katabolismu kreatinu a dalsi (Kittnar et al., 2011).

Ledviny udrzuji stalou koncentraci mineralt a osmolalitu v télesnych tekutinach. Dale
reguluji acidobazickou rovnovahu a produkuji dtlezité hormony zejména erytropoetin

(rustovy hormon ¢ervené krevni fady) (Kittnar et al., 2011).

1.2 Ledvinna panvicka a kalichy

Ledvinové kalichy obklopuji papily ledvinové. Kalichy maji tvar poharkd, které volné
pfechazeji do tkané ledvin podél papil. Kalichy jsou uloZzeny v oblasti tuku. Rozeznéavaji
se dva druhy kalichu; calices renales minores, které obklopuji papily v poctu 7-14.
Spojenim dvou malych kalichii dojde ke vzniku velkych calices renales majores, které
konverguji do ledvinové panvicky. Ledvinova panvicka je rozsifena, trojuhelnikového
tvaru, uloZena v hilu ledviny kolem rozvinutych tepen. Stavba panvicky je shodna se

stavbou kalicht1 (Cihak, 2002).

1.3 Mocovod

Jedna se o trubici o délce 25-30 cm s primérem 4—7 mm. Odvadi mo¢ z ledvinové
panvicky do dal$i ¢asti mocového traktu; do mocového méchyte. Zacatek mocovodu
vychazi z ledvinové panvicky a sestupuje retroperitonedlné smérem dola pifes malou

panev. Konéi na spodiné mocového méchyie. Mocovod je rozdélen na tii useky; pars
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rov

abdominalis, oblast bficha, pars pelvica, oblast panev a posledni ¢asti je pars intramuralis.
Mocovod je slozen ze sliznice prechodného epitelu a hladké svaloviny. Povrch moc¢ovodu

je pokryty fidkym kolagennim vazivem (Cihak, 2002).

1.4 Mocovy méchyr

Mocovy méchyf je duty organ, ktery slouZzi jako rezervoar moce. Nachazi se v oblasti
malé panve za kosténym podkladem panve (tzv. symfyzou). Mocovy méchyi tvori
sliznice, pod nizZ se nachazi podslizni¢ni vazivo spojené s hladkou svalovou vrstvou stény.
Povrch mocového méchyte je pokryt serosni vrstvou peritonea. Mocovy méchyt je
roztazitelny organ. Méni tvar béhem postupného napliovani. Prazdny mocovy méchyr je
nepravidelného tvaru. Pfi naplnéni se méni na ovoidni tvar. Kapacita mocového méchyte
je odliSnau muzi a zen. Mocovy méchyt dokaze pojmout 500—700 ml moci. Pfi naplnéni

okolo 300 mlse mo&ovy méchyt vyklenuje nad horni okraj symfyzy (Cihak, 2002).

1.5 Zenska mocova trubice

Tato trubice je dlouha 3-4 cm. Postupuje z mocového méchyie za symfysou, pied
vaginou, kK zevnimu vyusténi mezi malymi stydkymi pysky. Zacatek urethry v méchyii
se nazyva ostium urethrae internum. Zevni Gstni urethry se oznacuje terminem ostium

urethrae externum (Cihak, 2002).

Rozlisuji se tfi tseky mocové trubice. Pars intramuralis, ve sténé¢ mocového méchyie.
Pars pelvica, mezi mo¢ovym meéchyiem a perinealni membranou. Pars perinealis, pod

pars pelvica sméfujici k ostium externum (Cihak, 2002).

1.6 Muzska mocova trubice

Muzska mocova trubic slouzi pfedevsim k vyluCovani moce, je také zasadni pohlavni
cestou V procesu rozmnozovani. M4 délku 20-22 cm. Zacfind v mocovém méchyfi,
ostium urethrae internum. Kon¢i jako ostium urethrae externum, zevni vyusténi muzskeé

mocové trubice do vrcholu penisu (Cihak, 2002).

12



Urethru lze rozdélit na nasledujici useky:

Pars intramuralis dosahuje délky 0,5 cm. Prochdzi sténou mocového méchyie. Pars
prostaticav délce 3—4 cm prochazi prostatou. Pars membranacea je dlouha 2 cm, nejuzsi

usek muzské mocové trubice. Posledni usek pars spongiosa dosahujici délky 15 cm
(Cihék, 2002).
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2. Mocové infekce zptisobené bakterii Pseudomonas aeruginosa

Mikrobi zptsobujici infekce mocovych cest (dale jen ,IMC“) se také nazyvaji
uropatogenni. Patogeny mtzeme délit na primarni a sekundarni. Priméarni patogeny
zpusobuji nekomplikované infekce u jinak zdravych jedincti s norméalnim mocovym
ustrojim — patii sem predev§im Escherichia coli, dale potom Staphylococcus

saprophyticus a enterokoky (Jindrak et al., 2014).

Sekundarni patogeny jsou plvodci komplikovanych IMC. Spadaji sem opét
enterobakterie, kdy ve vy$sim zastoupeni je naptiklad Klebsiella a Proteus, vzacnéji poté
napiiklad Serraciamarcescens, Citrobacter freundii a Pseudomonas aeruginosa (Jindrak
etal., 2014).

Kvasinky, které byvaji obvykle jen kontaminaci lokalni flérou, mohou u katetrizovanych

pacientti a pacientl s diabetem zpusobit také infekci (Jindrak et al., 2014).

IMC muzeme klasifikovat podle riznych kritérii. RozliSujeme infekce nekomplikované
a komplikované. Nekomplikovanou infekci je cystitida, kterd postihuje dospélé zeny
mladého a stfedniho véku. Komplikované infekce zahrnuji pfedevSim pyelonefritidu
atykaji se téhotnych zen, déti a muzi. Dale mulzeme infekci hodnotit jako
komplikovanou pii obstrukci mocovych cest nebo pfitomnosti cizich téles (PMK)
(Jindrék et al., 2014).

Mezi zavazné komplikace pyelonefritidy patii akutni selhani ledvin ¢i bakteriémie
(sepse). Pii recidivujicich infekcich déale hrozi rendlni insuficience, kterd musi byt

V pozdni fazi feSena dialyzou ¢i transplantaci (Jindrék et al., 2014).

Dale lze IMC dé¢lit podle mista poskozeni. Infekci muze byt zasazena dolni etaz
mocovych cest — cystitida, ktera nema systémové ptiznaky. Druhou variantou je infekce
horni etaZze mocovych cest — pyelonefritida (zanét ledvin), ktera ma obvykle systémové

priznaky (horecka, ttesavka) a muze ji doprovazet bakteriémie (Jindrak et al., 2014).

Podle formy se rozlisuji infekce na akutni, recidivujici a chronické. Akutni infekce

obvykle vznika nahle a odezniva bez komplikaci. Pti opakujicich se epizodach hodnotime

14



infekci jako recidivujici —jedna se bud’ o relaps ¢i reinfekci (viz nize). Pti opakujicich se
akutnich epizodach miiZze infekce ptejit do chronicity, coZ ma negativni vliv na funkci

ledvin a muze postupné vznikat renalni insuficience (Jindrak et al., 2014).

Jednou z nejcastéjSich ptic¢in nozokomialnich IMC je zavedeni PMK. S délkou zavedeni
katetru roste riziko infekce (nad 10 dni), protoze postupné dochazi ke kolonizaci cévky
bakteriemi. Na vzniku IMC se podileji bakterie, které osidluji mocové cesty — bakterie
lokélni flory z gastrointestinalniho traktu. Bakterie pronikaji ascendentné mocovou
trubici do moc¢ového méchyte a osidluji mocovy méchyt nebo mohou pfimo z moc¢ovodu

infikovat ledviny (Benes, 2009).

Zdroj infekce byva nejCastéji ascendentni, kdy bakterie jsou soucasti flory
gastrointestinalniho traktu. Vzacnéji mize dojit k infekci hematogennim zpusobem,
naptiklad pii infekci krevniho ftecisté. Posledni moznosti je Sifeni infekce per

continuitatem, tedy z loziska blizkého mocovému traktu. (Benes, 2009).

Mikroorganismy pronikaji u Zen pies uretralni usti. Poté ascendentné proniknou do
mocového méchyte, eventualné dale do pelvis renalis a parenchymu ledviny (Benes,

2009).

U muzského pohlavi, kdy infekce byvaji vzdy komplikované je nejcastéjSim pii¢inou
infekce zvétseni piedstojné zlazy (hypertrofie prostaty). Projevi se neschopnosti
vyprazdnit moCovy méchyi na zakladé vzniklé obstrukce. Dalsi ptic¢inou obstrukce

mocovych cest mohou byt napiiklad tumory, ¢i mocové kameny (Benes, 2009).

Hlavnim rizikovym faktorem pii vzniku nozokomialnich infekci mocovych cest je
zavadéni PMK. Ten by mél byt zaveden za aseptickych podminek, a to pouze v situacich,
kdy je to opravdu nezbytné¢ nutné. Za nckolik dni po zavedeni dochéazi ke kolonizaci
cévky bakteriemi (tvofi biofilm), kdy vznika asymptomaticka bakteriurie, ktera ale sama
o sob¢ neni indikaci k 1é€b¢ antibiotiky (vyjimkou jsou t€hotné Zeny a pacienti pied
chirurgickym vykonem). Lé¢ime pacienta (pfiznaky), ne pouze laboratorni nalez.

Dilezité je také pravidelné vyménovani PMK. (Piechota, 2016).
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2.1 Rizikové faktory

Faktory, které maji podil na vzniku IMC miiZeme rozdélit do tfi skupin. Do prvni skupiny
patii stavy, které usnadiiuji prinik bakterii do mocovych cest. Jednd se predevsim
0 infekce u zen, které maji mocovou trubici mnohem krat$i nezZ muzi a prinik bakterii je
tedy snazsi. U déti maze jit o nevhodné navyky utiranim zadecku po defekaci zezadu
dopiedu. U dospélych zen mize nedostatek estrogen zpusobit ubytek lactobacilt
(soucasti flory pochvy a uretralniho ustni), ktefi jsou dulezitym protektivnim faktorem
pfed vznikem IMC diky tomu, Ze svym metabolismem vytvareji kyselé prostiedi a tim

brani priniku patogennich bakterii (Benes, 2009).

Druhou skupinou jsou situace, kdy je usnadnéno ascendentni §ifeni bakterii. Prikladem
Ize zminit pacienty s diabetem, kteti maji asto glykosurii (pfitomnost glukdzy v mo¢i).
Glukoza je dalezitym zdrojem energie pro bakterie, které se poté mohou mnozit. (Benes,
2009).

Do tieti skupiny spadaji stavy, kdy dochézi k perzistenci bakterialni infekce kvili tvorbé
biofilmu. Jde naptiklad o urolitidzu, kdy dochazi k obstrukci mocovych cest. Déle se
jedna o vrozené malformace mocovych cest, ¢i neurogenni poruchy (naptiklad atonie

méchyte) (Benes, 2009).

2.2 Protektivni faktory

cey

Prevenci infekcei je pfirozené osidleni zevniho genitalu spolu zijicimi mikroorganismy,
napiiklad se jedna 0 koagulaza negativni stafylokoky, enterokoky, laktobacily, které se
podileji na obrané pred Skodlivymi mikroby. Dalsi profylaxi je Uplné vyprazdnéni

mocového méchyie (Teplan et al., 2004).

Projevy IMC jsou rtzné podle mista zasazeni. Infekce mocového méchyie (cystitis) se
projevuji nej€astéji jako obtizné a ¢asté moceni, nuceni na moceni, bolestmi za sponou,

subfebriliemi (Jindrak et al., 2014).
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Zanét ledvin (pyelonefritida) ma zavaznéjsi pribéh s priznaky jako jsou horecka,
schvacenost, obtizné moceni, bolesti v bedrech. MiuiZze dochazet i k bakteriémii

a septickému prib¢hu (Jindrék et al., 2014).

Dale mezi protektivni faktory patii neporusend sliznice mocovych cest a antirefluxovy

mechanismus (Jindrak et al., 2014).

2.3 Nozokomialni nakaza

Jednd se o infekce, které vznikaji u pacientli hospitalizovanych v nemocni¢nich
zatizenich ¢1 v souvislosti s ambulantnimi 1ékaiskymi vykony. Nejcastéji se jedna
o0 respiracni infekce, IMC, ¢i infekce krevniho fecisté. Puvodcem téchto nakaz jsou
vétSinou mikroby s vys$sirezistenci na antibiotika oproti komunitnim kmentim. Napiiklad
se jedna o bakterie z celedi Enterobacterales, které produkuji enzymy zvané
betalaktamazy typu ESBL (extended spectrum beta-lactamase), ¢i AmpC (Ampicillin C).
Pomoci téchto enzymu inaktivuji bakterie vétSinu dostupnych beta-laktamti a v 1é¢bé je

poté nutné pouzit rezervni antibiotika — napiiklad karbapenemy (Jindrak et al., 2014).

Nozokomialni ndkazy mlzeme rozdélit na infekce exogenni (agens je do organismu
zavlecen zvenci) a endogenni (mikroby, které jsou soucasti bézné flory jiného systému).
Naptiklad u IMC je zdroj patogenu casto ve flofe gastrointestinalniho traktu. Nejéastéjsi
pric¢inou téchto infekci je katetrizace ¢i invazivni vykony v mocovych cestach, naptiklad
cystoskopie. Ma-li pacient PMK déle nez 30 dni, je pravdépodobnost infekce témét 100
% (Jindraket al., 2014).

Nozokomialni infekce se muze §ifi v riiznych nemocni¢nich zafizenich véetn€ domut
S pecovatelskou sluzbou, prostfednictvim kontaminovanych ndstrojl, loZniho pradla
nebo za pomoci aerosolu. Vliv na dalsi Sifeni infekce méa i zdravotnicky personal (Xia et.

al., 2016).

Literatura uvadi, Ze az 60 % nozokomidlnich infekci ve zdravotnictvi je zpiisobeno
pfenosem z nedostateéné vydezinfikovanych rukou. Aby se zabranilo Sifeni
nozokomialnich ndkaz, musi byt disledné dodrzeny hygienicka preventivni opatieni.

Hygiena rukou se ma provadét pred zahajenim a po ukonceni pracovni sluzby, pted a po
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kontaktu s pacientem, pied jidlem, pted zahajenim jakychkoliv vykonu, které vyzaduji
sterilni prostfedi. Dale neni vhodné noSeni Sperklt (naramky, fetizky, prsteny).
(Kapounova, 2007).

Podle epidemiologické studie, kterou provedla WHO v roce 2016 v padesati péti
nemocnicich ¢trnacti zemi ze Ctyt regiont jako je Evropa (7,7 %), vychodni Sttedomoti
(11,8 %), jihovychodni Asie (10,0 %), a zapadni Pacifik (9 %), bylo zjisténo, ze 8,7 %
hospitalizovanych pacientii mélo nozokomidlni ndkazu. Ukazalo se, Ze na celém svéte
trpi nemocni¢ni infekci ptes 1,4 milionu lidi. Bylo potvrzeno, ze nozokomialni infekce

maji velky podil na imrti hospitalizovanych pacientt (Xia et. al., 2016).

Kvtli zvySené rezistenci bakterii, jsou 1ékafi Casto nuceni indikovat rezervni antibiotika
— Sirokospektré peniciliny (piperacilin/tazobaktam), cefalosporiny vysSich generaci
(cefepim), karbapenemy (meropenem u ESBL a Ampc kment enterobakterii). Dale se
Castéji pouzivaji kombinace dvou a vice antibiotik, ¢imz je zajiSténo rozsifeni spektra
Gginnosti 16¢by a synergeticky efekt antibiotik (Stefan, 2019). Rezistence k antibiotikim
se rychle §ifi po celém svété a vyvolava vaznou hrozbu pro celosvétové zdravi obyvatel

(Xiaet. al., 2016).

Jednim z nej¢astéjSich mechanismu rezistence u gramnegativnich bakterii jsou produkce
enzymu, které hydrolyzuji molekulu ATB (ESBL a AmpC u enterobakterii, metalo-beta-
laktamazy u Pseudomonas aeruginosa) a snizeni propustnosti vn&j$i bunécné stény

pomoci zmény exprese membranovych porind (Xiaet. al., 2016).

Mezi nozokomialni patogeny se fadi i Pseudomonas aeruginosa, ktera je castym
pavodcem vzniku mocovych infekci spojenych s poskytovanou zdravotni péci. (Paz-
Zarza, et al., 2019). Zdravy ¢loveék je obecné vuci Pseudomonas aeruginosa velmi
odolny; infekce timto mikrobem se v komunité proto vyskytuji vzacné a jedna se
predev§im o infekce nozokomidlni. NejCastéji postihuji bud’ pacienty se sniZzenou
imunitou (chemoterapie), nebo pti destrukcei pfirozenych bariér (defekty kize ¢i sliznice)
(Jindrak et al., 2014).
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3. Morfologie Pseudomonas aeruginosa

Rod Pseudomonas se fadi mezi nefermentujici, nesporulujici, ohnuté gramnegativni
tycky. K riistu vyzaduji ptitomnost kysliku, jsou striktné aerobni. V ptirod¢€ se nejcastéji
nachazi ve vod¢, v puadé ¢i rostlinach. (Butaité, 2018). Pseudomonas aeruginosa je

puvodcem nozokomialnich infekci (Aleksic, et al., 2019).

3.1 Bakterialni stavba

Bakterialni buiika Pseudomonas aeruginosa je tvofena cytoplasmou Ohrani¢enou
cytoplasmatickou membranou. Na ni pfiléha odolnd, tenkd a zaroven slozita bunécna
sténa slozena z vrstvy peptidoglykanu. Uvniti buniky se nachazi obrovsky nukleoid.
V nukleoidu je uzaviena dvousroubovice DNA. Nukleoid nema membranu, neni oddélen

od cytoplazmy (Bednaf et.al., 1996).

V nepravém jadfe nejsou pritomné histony. V jadfe je umistnénd genetickd informace
buriky, ktera stanovi kroky pro stavbu a funkci burniky za pomoci jednotlivych kodujicich
genll DNA. Celkovy soucet genli odpovida 3 500 tisekiim DNA (Bednaf et.al., 1996).

Genetickd informace bakterii je haploidni s konkrétnim genem pouze v jediné alele.
Piepis genetické informace je zahajen transkripci strukturniho genu. Dochéazi ke vzniku
mRNA. Vznikla molekulamRNA se vyuzivad rovnou k translaci, nebot’ bakterialni DNA
neni separovana od membrany cytoplasmy. Ribozomy jeden za druhym nasedaji na
vytvofenou molekulu mRNA a soucasné¢ se podileji na tvorbé proteinti. Misto
dvousroubovice DNA se na tvorbé jadra mohu podilet plazmidy, které maji DNA
uspofadanou do kruhu. Plazmidy se podili na rezistenci k antibiotiklim. Na zékladé
enzymu, ktery produkuji, dochazi k rozkladu ¢i chemické deformaci u¢inku antibiotik

(Bednaf et.al., 1996).

Cytoplasma se nachdzi v celém prostoru. Neobsahuje vakuoly. Sestava se ze tiech
komponent: ribozomy, chromozom, zrn zasobnich latek. Vzhled odpovida gelu. Zasadni
¢ast pro zivotaschopnou buiiku je pfitomnost bilkovin, které maji své enzymatické

pochody (Bednaf et.al., 1996).
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Soucasti cytoplazmy jsou volné uloZzené ribozomy, které ihned ptiléhaji na vzniklou
molekulu mRNA. Podileji se na syntéze bilkovin. K piekladu genetické informace
dochazi za ucasti tRNA do proteinu. Samostatna cinnost ribozomu se nazyva
proteosyntéza. Pro bakterie jsou ribozomy oznaceny 70 S. Podle abecedniho pismena
velké S se posuzuje reakce ribozomuna antibiotika. Dale slouzi ke spojeni mensi a velké
podjednotky ribozomu. Mala podjednotka ma 30 S a velké 50 S, spojenim dojde ke
vzniku ribozomalniho komplexu 70 S (Bednaf et.al., 1996).

Cytoplasma je ohraniena cytoplazmatickou membranou, kterd se podili na pohybu
bakterie. Sklada se ze 70 % z proteint, 30 % lipidd, kde ptevazuji fosfolipidy (neni zde
ptitomen cholesterol). Nad membranou cytoplasmy se nachazi pevna bakterialni sténa.

Dodava tvar a zabrafuje poskozeni buniky (Bednar et.al., 1996).

Pseudomonas aeruginosa ma tenci a slozitou sténu. Tvoifena dvojitou vrstvou
peptidoglykanu, ktera je slozena zcukri hexdozy  N-acetylglukosaminu
a N- acetylmuramové kyseliny a aminokyselin. Prostor nachdzejici se mezi dvéma
vrstvami se nazyva periplazmaticky prostor. V periplazmatickém prostoru se nachazi
enzymy ze skupiny hydrolaz. Dale beta-laktamaza. Tyto enzymy dokazou S$tépit
peniciliny a vyvolavaji rezistenci bakterie na pouzita antibiotika. Povrch buné¢né stény

tvori vrstva slizu, glykokalyx (Georing et al., 2019).

Vétsina bakterii ma na bunééné sténé biciky umoziujici jejich pohyb. Rozlozeni
bakterialnich biciki mize byt jednotlivé, polarni, nebo ve shluku tzv. lofotrichalni
ulozeni, nebo mohou byt biciky pfitomné po obvodu celé¢ bakteridlni bunky.
Pseudomonas aeruginosa ma polarni ulozeni bi¢iku. Zakladnim stavebnim kamenem
bi¢iku je protein flagelin (Garcia, 2018). Krom¢ bi¢ikti se vyskytuji pevné fimbrie
slouzici nejen ke komunikaci s okolnimi bakteriemi, ale také podporujici adhezi na
povrchu epitell, zejména v urogenitalnim, stfevnim, respiracnim systému. Kromé
adhezivni funkce slouzi jako ochranny aparat pted fagocytéozou hostitelské bunky

(Georing et al., 2019).

Na zakladé t€lovych antigent Pseudomonas aeruginosa rozeznavame 17 sérovaru. Dalsi

antigeny jsou antigeny bicikli a fimbrii, které ochraiiuji bunku pfed napadenim
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fagocytdzy a umoznuji pfilnavost. Ulehcuji kolonizovat. Kromé télnich antigend jsou
vyznamné celularni a extracelularni prvky slouzici jako virulentni faktory (King, 2009).
Na burku je navazany endotoxin lipopolysacharid (dale jen, LPS®), ktery je stavbou
shodny jako u Gram negativnich tycek, rozdil je pouze v toxicité. Oproti LPS

enterobakterii, které jsou malo toxické (Julak, 2015).

Pro vznik onemocnéni mikrobem je nezbytny extracelularni polysacharid alginat.
Vyskytuje se v ristové mukozni fazi, obklopuje a chrani Pseudomonas aeruginosa pied
zevnim pusobenim (Ghadam, et al. 2017). Vysledkem extracelularnich produktt mikroba

je enzym protedza. Tento enzym roz$tépi proteiny za pomoci proteolytické aktivity.

Vv

a nekréz (Julak, 2015).

Enzym se také podili na neschopnosti spravného fungovani komplementu a utlumeni
opsonizace a fagocytozy. Vedle proteaz produkuji mikroby dva druhy hemolyzint.
Enzym fosfolipaiza C a termostabilni glykolipid s cytotoxickym plsobenim.
Charakteristickym prvkem Pseudomonas aeruginosa je ze pomoci plazmidu ptijima od
jinych bakterii geny kodujici mnohocetnou rezistenci. (Juladk, 2015). Tato bakterie stoji
za zvySenym naruistem rezistence v nemocni¢nich zafizenich, lze hovofit o tzv.

polyrezistenci (Votava, 2003).

3.2 Biofilm

Biofilm Ize definovat jako uskupeni spolecné zijicich mikroorganismd, které jsou
ptipevnény k podkladu nebo k sousednim buikam. Biofilm je uloZen v extracelularnim
matrixu, ktery produkuje polysacharidy lepivého vzhledu, vytvati matrici hlenového
charakteru. Udrzuje také mikrobialni bunky pospolu — v mikrokoloniich v podobé
kanalku (Schindler, 2010).

Biofilm se v zasadé podili na vzniku infekci. (Aparna, et al., 2008). Chemicka a fyzikalni

povaha struktury biofilmu vede k nadmérné rezistenci k antimikrobialnim latkam (Mah,

etal., 2001).
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K tvorbé biofilmu nejcastéji dochazi v ptitomnosti ciziho télesa — protetické chlopné
srdce, ortopedické endoprotézy, PMK. Bakterie adheruji na povrch ciziho télesa a zaénou
se mnozit. Dochdzi ke vzniku strukturovaného spolecenstvi bakterii, které mezi sebou
komunikuji a postupné se kolonie obaluji slizovym obalem. Timto mechanismem se

bakterie brani a zdsadn¢ snizuji iCinek antibiotik (Benes, 2009).

3.3 Diagnostika Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa lze diagnostikovat pfimym prukazem — mikroskopii (barveni
dle Grama) a kultivaci. Barvenim neni mozné provést identifikaci od ostatnich Gram

negativnich bakterii, viz obrazek ¢.1.

3.3.1 Barveni podle Grama

Pracovni postup pro rozliSeni Gram pozitivnich od Gram negativnich mikrobt je
nasledujici: (Bednat, 1996).

1) Provedeme tenky natér kolonii na podlozni sklo z kultury nebo z klinického
materialu

2) Natér nechame zaschnout a nasledné ofixujeme bud’ kratkym protazenim nad
plamenem (3x) ¢i namocenim do metanolu na 3-5 min. Ofixovany preparat
obarvime krystalovou violeti (nechame pusobit 20 sekund). Dojde ke vzniku
tmavomodrého nebo modrofialového zbarveni bunécné stény.

3) Prilejeme Lugoluv roztok, ktery v misté obarvenych struktur vytvoii jodovy
komplex (nechame pusobit 20 sekund).

4) Nasledné preparat odbarvujeme acetonem, dokud odtéka fialova barva. U¢inkem
alkoholu jsou bakterie schopné zadrzet komplex krystalové violeti s roztokem
jodu. Oproti jinym bakteriim se plisobenim alkoholu snadno odbarvi.

5) Vysledkem je, ze grampozitivni bakterie odpovidaji tmavomodrému zbarveni.
Gramnegativni bakterie podléhaji poslednimu kroku v barveni podle Grama.

6) Poslednim krokem je dobarveni nefedénym fuschinem na 5 sekund. Vznikne
cervené zbarveni. Zakladni rozliSeni v barveni podle Grama zavisi na rozdilné

stavbé bakterialni bunécné stény.
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Obrazek ¢.1.: Obarveny preparat Pseudomonas aeruginosa

(Zdroj vlastni)

3.3.2 Kultivace

Pseudomonas aeruginosa neni naro¢na na ziviny a lze ji snadno vykultivovat. K ristu
vyzaduje ptitomnosti kysliku. Na krevnim agaru jsou kolonie vétsi s nerovnomérnym
okrajem, Casto maji beta — hemolyzu. Jsou typické svym kovovym leskem. K rlistu
potiebuje organické zaklady Zivného média (agaru), kde velmi dobfe roste. Zivny agar
obsahuje acetat slouzici jako ptivodce uhliku a amonné soli jako puvodce dusiku (Julak,

2015).

Pii ristu na agaru Se Pseudomonas aeruginosa vyznacuje tvorbou pigmentu.

Modrozeleny pigment pyocyanin (Lau, 2004), ktery oxiduje samovolné¢ na
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alfa- oxyfenazin a pigment Zluty fluorescein. Kolonie spi§ voni po rostliné jasminu

a jejimukvétu (Julak, 2015).

Tvarcem zapachu jsou metabolity 2-aminoacetofenon a trimethylamin. Kromé& zépachu
maji nékteré kmeny charakteristicky mukézni vzhled. Tyto bakterie vykazuji rizné
ristové faze. Oznacuji se jako R — rough, drsné kolonie, S — smooth, hladké kolonie, pro

posledni oznaceni M je typicky hlenovity az mukoézni vzhled (Julak, 2015).

3.4 Citlivost k antimikrobialnim latkam

Pseudomonas aeruginosa patii mezi druhy obvykle pfirozené rezistentni na b&zné
pouzivana antibiotika (dale jen ,,ATB*) (Pang, 2019). Z tohoto divodu je nutné pouzit
protipseudomonadova ATB, na které ale mize vzniknout ziskana rezistence, ato i béhem
je tieba uplatnit dvoji kombinaci antibiotik s pfidatnym pisobenim, tzn. beta-laktamy
s aminoglykosidy, s fluorochinolony, aminoglykosidy s flurochinolony (Teplan et al.,
2004).

vrwe

rezistence od jinych bakterii. Jedna se naptiklad o tyto mechanismy — sniZeny vstup ATB
do bunky, produkci ¢etnych beta-laktaméz (enzymy) ¢i eflux ATB. Neblahym vysledkem
je vznik multirezistentnich kment. Volba ATB by proto méla vychazet z vySetieni
citlivosti daného kmene (cilena 16¢ba) (Stefan, 2019). Prevenci ziskané rezistence je
neptiklanét se k empirické 1é¢be jeste pred vysetienim kmene citlivostina ATB (Votava,

2005).

Pseudomonas aeruginosa jako oportunni patogen (Schniederberend, 2019), postihuje
hlavné oslabené jedince. Protipseudomonadova ATB jsou: piperacilin (s tazobaktamem),
ceftazidim, cefepim, cefoperazon, karbapenemy (kromé ertapenemu), aminoglykosidy,

ciprofloxacin, kolistin (\VVotava, 2005).

24



3.4.1 Stanoveni citlivost Pseudomonas aeruginosa na antibiotika

Ke stanoveni citlivosti je nutné mit k dispozici vykultivovany kmen Pseudomonas
aeruginosa napiiklad na krevnim agaru v Cisté kultufe. Ke spolehlivému stanoveni
citlivosti je nutné dodrzovani pfedem stanovenych postupti v¢éetné zachovani sterilnich

podminek v laboratofi.

Zakladni metodou pro vySetfeni citlivosti je Diskovy difuzni test. K vySetfeni MIC se

poté pouzivaji E-test a mikrodilu¢ni metoda.

3.4.2 Diskovy difuznitest

Diskovy diftzni test je nejpouzivanéjsi kvalitativni laboratorni metodou pro stanoveni
citlivosti k ATB v mikrobiologii. Test sestava ze savého papirového disku o priméru 6,5
mm, ktery je napustény antimikrobialni latkou. VySetfovany kmen vytvoii okolo
antibiotického disku inhibi¢ni zénu. Zény se méfi v milimetrech (mm). Pramér zony

inhibice je umérny citlivosti testovaného kmene (Votava, 2005).

Pudou pro stanoveni citlivosti je Mueller — Hinton agar, ktery zaru¢uje homogenni rist
bakterialniho kmene (Votava, 1999). Slozeni agaru je standardizované, obsahuje Ca 2+,
Mg 2+, thyamidin a thyamin. Dal$im nezbytnym prvkem Kk dosazeni kvalitni citlivosti je

vyska agaru v Petriho misce. Vys$ka odpovida standardam; tedy 4 mm (Votava, 2005).

Jednotlivé bakterie maji pro kazdé ATB stanoveny breakpoint neboli hranici, podle které
se urcuje, zda je dany kmen citlivy ¢i rezistentni. Pokud je priimér inhibi¢ni zény (v mm)
mensi neZz breakpoint, je bakterie k ATB rezistentni; pokud je vé&tsi je citliva

(EUCAST.org).

3.4.3 Stanoveni MIC pomoci mikrodilu¢ni metody (bujonova mikrodilucni metoda)

MIC je minimalni koncentrace ATB, ktera inhibuje viditelny rust bakterii. Hodnotu MIC
lze wur¢it pomoci mikrodiluéni metody, nebo E-testu. Mikrodiluéni metoda se
u Pseudomonas aeruginosa pouziva piedev§im u ATB kolistinu, protoze u diskové

difuzni metody neni stanoven breakpoint. K dispozici jsou mikrotitra¢ni desticky,
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skladaji se z urcitého poctu jamek, které obsahuji ptislusné ATB ve stoupajici

koncentraci. Uvadi se v jednotkachmg/1 (Votava, 2005).

Pseudomonas aeruginosa ma kmeny citlivé na kolistin s MIC < 2 mg/l a rezistentni
s MIC> 2 mg/l, viz priloha ¢.14 (EUCAST.org).

3.4.4 Stanoveni MIC pomoci E —testu

Jednoduchou metodou pro stanoveni MIC je E — test. Zde se pouziva prouzek nasyceny
ptislusnym ATB ve stoupajici koncentraci s ¢iselnou stupnici. Tenky prouzek se poklada
na naockovanou misku podobné jako u disky ATB u diskového difuzniho testu.
Vysledkem je vej¢ity tvar inhibi¢ni zony. V misté, kde se dotyka okraj inhibi¢ni zony

hodnotové stupnice je hodnota MIC, viz obrazek ¢.2 (Votava, 2005).

Obrazek ¢.2.: E — test Ceftolozan/tazobactam Pseudomonas aeruginosa

(Zdroj vlastni)
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4. Prakticka cCast

4.1 Metodika vyzkumu

Zakladem vyzkumu je diikladny sbér dat o vyskytu Pseudomonas aeruginosa ve vzorcich
moci u pacienti Ve VFN v Praze na Urologické klinice za obdobi od zac¢atku roku 2017
do konce roku 2019. Kompletni statisticky pfehled jsem zpracovala z dostupnych dat
laboratorniho systému JanigaLabs v bakteriologické laboratofi. Veskeré ziskané
materialy vyuziji K vytvofeni statistického prizkumu béhem uplynulych tfi let. Kromé
celkového vyskytu potvrzeného patogenu je také dalezity antibiogram na prislusna ATB.
Poskytnuté udaje o rezistenci k ATB jsou graficky znazornény vuci ostatnim ATB ve
zkoumaném obdobi v¢etné porovnani antimikrobialni rezistence z dat European Centre

for Disease Prevention and Control.

Mikrobiologické vysetieni spo¢iva v zachytu bakterii v biologickych vzorcich, v pribéhu
celého mikrobiologického vySetieni musi byt dodrzeny akreditované standardni operac¢ni
postupy stanovujici pravidla pro odbér vzorku a kultivaci mo¢i. Pro kultivaci je dalezité
spravné provedeny odbér moci do sterilnich zkumavek. Dale musi byt dodrzen spravny
postup transportu vzorku do laboratofe pii chladnickové teploté (28 °C) v dobé dodani

vzorku ke zpracovani (nejpozdéji do 2 hodin po odbéru).

Biologicky vzorek je oznacen laboratornim ¢islem, pod kterym vstupuje do analytické
faze a zaroven i vystupuje na definitivnim vysledkovém listu laboratofe. Aby bylo
dosazeno kvalitniho vysledku je nutné dodrzet veskeré instrukce pred samostatnym
stanovenim (preanalyticka faze), v prib¢hu stanoveni (analyticka faze), a po stanoveni

(postanalyticky faze).

4.2 Preanalyticka faze
Féze, ktera je nezbytné nutnd pro ziskani validniho vysledku béhem celé¢ho laboratorniho
vySetieni.

Preanalytickou fazi ovliviiuje zejména zdravotnicky persondl v€etné 1ékatt, kteti davaji

pokyn k laboratornimu vySetieni. Kromé zdravotnického personalu ma na danou fazi
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vyznamny vliv ponauéeni pacienta o technice odbéru moci. Neni-li pacient fadné poucen,
napiiklad o tom, Ze je pied odbérem nutné fadné o€isténi genitdlu miZe dojit pfi odbéru
moci ke kontaminaci vzorku lokélni flérou a vysledek kultivace potom neni validni

(Benakova, 2006).

Vyjma pacientil je tfeba fadné poucit zdravotnicky personal. Persondl by mél znat
techniku odbéru, pouziti vhodné odbérové zkumavky pro konkrétni typ laboratorniho
vySetieni. V pfipadé nedodrZeni stanovené¢ho postupu persondlem neni mozné kvalitni
zpracovani vzorku a vystup z laboratote poté neni adekvatni. Vzorek pacienta je nutné
vratit zpét na oddéleni s pozadavkem na novy, spravné odebrany vzorek (material)

(Benakova, 2006).

Problémem v preanalytick¢ fazi cCasto byvaji nespravné oznacené zkumavky
s biologickym materialem, kdy neni mozné provést identifikaci pacienta. Zaména
pacientli nasledné znemoznuje postup do dalsi laboratorni faze, vzorek se neprodlené
vraci na oddéleni, kde byl odebran. Nasleduje zapisu do laboratorni karty neshod

s uvedenym typem neshody a jeji napravy po konzultaci s oddélenim (Benakova, 2006).

Preanalyticou fazi déale ¢lenime na mimolaboratorni a laboratorni, rovnéz se rozliSuji
zdroje ovlivnitelné a neovlivnitelné. Mimolaboratorni preanalyticka faze obsahuje
ptipravu pacienta, odbér biologického vzorku a adekvatni transport vzorku do laboratofe.
Laboratorni preanalyticka fdze zahrnuje identifikaci vzorku, centrifugaci, skladovani

a ptipravu vzorku pted vlastnim vySetfenim (Benakova, 2006).

4.2.1 Odbér biologického vzorku moce

Standardnim postupem je odbér sttedniho proudu prvni ranni moci. Pfed odbérem je
nutné fadné ocistit genital, aby nedoSlo ke kontaminaci lokalni florou (pfedev§im

gastrointestinalni) coz vede k tomu, Ze vysledek neni validni (Bendkova, 2006).

Mo¢ se odebira do sterilni zkumavky o objemu 10 ml. Poté se mo¢ dorucéuje ihned do
laboratote, pokud neni mozny okamzity transport, je vhodné uchovat moc¢ pfi

chladnickové teploté 2—8 °C, a to maximaln¢ po dobu 16 hodin, nez dojde k dopraveni
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do laboratoie. Obvykla doba transportu vzorku do laboratote jsou 2 hodiny po odbéru

(Benakova, 2006).

Odbér vzorku zavisi na druhu a zptisobu ziskani sterilni moce. Lze rozlisit samovolné
vylou¢enou moc¢ pacienta— spontanni, mo¢ z permanentniho mo¢ového katétru, ziskanou
za dukladnych aseptickych podminek a dale mo¢ ziskanou tzv. suprapubickou punkci

— punkéni jedlou pres brisni sténu (Bendkova, 2006).

Posledni varianta odbéru je ziskani moce katetrizaci pomoci jednorazové sterilni cévky,
kterda se zavadi do mocové trubice rovnou k mocovému méchyii (Vytejckova et. al.,

2013).

4.3 Analyticka faze

V této fazi je nutné pouzivat ochranné pomucky jako jsou ochranné rukavice, odév, plast’

a adekvatni obuv do laboratofe.

4.3.1 Prijem vzorku do laboratoie

Ptijem vzorku probihd v pfijmové laboratoti, kde dochazi k fadné kontrole Stitku pacienta
se Stitkem uvedenym na zadance. Néasleduje kontrola, zda je vzorek odebran do spravné
zkumavky. V ptipad¢ nevalidniho vzorku (vyliti biologického materialu) a neshod na
zadance se informuje dané odd¢leni a vzorek je vracen zpét s pozadavkem na provedeni

nového odbéru s novou zadankou pacienta.

V ptipadé spravné zadanky pacienta vcéetné spravného odbéru biologického materialu
dostava vzorek se zadankou jedine¢né laboratorni ¢islo. Pod laboratornim ¢islem
vystupuje vzorek pacienta béhem vySetieni az do vystupu vysledku v papirové formé

Z laboratore.

4.3.2 Kultivace vzorku

Po dikladném promichdnim vzorku moce nésleduje vyockovani na pevnou kultivacni

pudu s krevnim agarem a chromogenni pudou Uriselect (tzv. viceti¢elova mocova
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desticka) od vyrobce Viamar International, s.r.o. Inokulace se provadi semikvantitativni

fedici metodou, viz ptiloha ¢.1.

Kultivaéni mocova desticka je rozdélena na Sest ¢tvercovych ¢asti, které jsou naplnéné
kultiva¢nimi ptidami: tfi jamky tvoii Uriselect a tfi jamky krevni agar. Kultivace se
provadi za pomoci dvou kalibrovanych bakteriologickych klicek o objemu 10 pla 1 pl

a 1 ml fyziologického roztoku, ktery je vyuzivan pro fedéni vzorku, viz ptiloha ¢.2.

Po dikladném promichéani vzorku moce se ponoii kolmo bakteriologicka jednorazova
klicka o objemu 10 ul a naockuje se na Uriselect do prvni jamky a vedle na krevni agar
zpusobem zakladniho kiize a od stfedu do stran ockujeme po celé plose agaru. V prvnich
jamkach je nefedény vzorek moce. Poté stejnou klickou 10 pl nafedime vzorek moce do
1 ml sterilniho fyziologického roztoku, oboji se promicha a naoc¢kuje 10 ul klickou do
druhé jamky moc¢ové desticky. Nakonec se posledni ¢istou 1 pl klickou pienese nafedéna
mo¢ a naockuje se do posledni jamky mocové desticky. Nyni dojde na prikryti vickem

a ulozeni vzorku do termostatu na 18—24 hodin pii teplotnim rozmezi od 35 °C do 37,5°C.

Nasledujici den vyhodnoti povéieny lékat nartst jednotlivych bakterialnich kolonii
Vv jednotkach CFU/ml (colony forming units). Pfi nalezu signifikantni bakteriurie indikuje

1ékaf stanoveni citlivosti pomoci diskové difuzni metody na ptislu$na antibiotika.

Pokud je ve vylouéené spontanni moci nalez bakterii v kvantité mensi nez 10* CFU/ml,
jedna se s nejvétsi pravdépodobnosti o kontaminaci. V piipad¢ vycévkované moci znaci
jakykoliv nélez signifikantni bakteriurii. P¥i nalezu 10° CFU/ml je pravdépodobnost IMC
vysoka, viz ptiloha ¢.3. V takovém ptipadé 1ékat poda pokyn ke stanoveni citlivosti na
antibiotika, eventualné provedeni douréeni bakterialniho kmene za pomoci
biochemickych vlastnosti nebo k pifimé identifikaci mikroba hmotnostni spektrometrii

MALDI — TOF.

K identifikaci Pseudomonas aeruginosa se pouziva diagnosticky test pro okamzity

prikaz cytochromoxidézové aktivity.
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4.3.3 OXlstrip

Jde o diagnostickou soupravu vyvinutou vyrobcem TestLine Clinical Diagnostics s.r.0.,
viz ptiloha €. 4. Slouzi k rychlému prikazu cytochromoxidazové aktivity Pseudomonas
aeruginosa. Aby mohla bakterie produkovat energii, potiebuje k tomu cytochrom c
oxidazu, enzymaticky komplex zabudovany v membrané bakterii, ktery je soucasti

dychaciho fetézce (Arai, 2011).

Mikrobiologicky test slouzi K prikazu pfitomnosti cytochromoxidazové aktivity.
Principem je reakce N, N-dimethyl-1,4-fenylendiaminu a o-naftolu senzymem
cytochromoxidazy za vzniku viditelného indofenolové modfi. K priikkazu se pouziva
testovaci prouzek S papirovou zonou na konci, ktery je napustény roztokem

N, N- dimethyl-1,4-fenylendiaminu a a-naftolu.

Pii pracovnim postupu je dulezité dodrzeni techniky stéru papirovou zénou
diagnostického prouzku z nékolika bakterialnich kolonii na Petriho misce. V daném

ptipad¢ dojde k rychlé reakci a vysledek hodnotime po uplynuti jedné minuty.

Vyhodnocenti testu je jednoduché, okem viditelné. Negativni reakce se neprojevi Zadnou
barevnou zménou na papirové zoné. Pozitivni reakce se projevi v misté naneseni kolonii

tmaveé modrym zbarvenim, viz ptiloha ¢.5.

4.3.4 MALDI-TOF MS; Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight
mass spectrometry

MALDI-TOF MS je definovadna jako rychld, vykonna identifikace mikrobii pomoci
ionizace laserem za pfitomnosti matrice, spojené s detekci doby letu. (Dingleetal., 2013),

viz ptiloha ¢.6.

4.3.5 Stanoveni citlivosti diskovou difuizni metodou

Diskova difizni metoda je kvalitativni metoda, za jejiz pomoci se stanovi Citlivost

Pseudomonas aeruginosa na testovana ATB.
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Pted samotnym stanovenim je diilezité oznaceni Petriho misek laboratornim ¢islem, na
kterych bude zadana pozadovana citlivost antibiotickych diskii, uréeni kolonii, ze kterych
bude dana metoda stanovena. Pro prevaznou ¢ast bakterialnich kmenti a k uréeni citlivosti
k antimikrobialnim latkam se pouziva Mueller — Hintondv agar, viz ptiloha ¢.7. Pro

Vv

Mueller — Hintontiv agaru obohaceny krvi.

Na zacatku je podstatna ptiprava inokula. Laborant provede nabér sterilni kli¢kou
Z jednotlivych ¢istych bakteridlnich kolonii z pevné pudy, viz piiloha ¢.8. Stari
urc¢ovanych izolati by nemélo ptesahnout 24 hodin. Klickou se pfenese zkoumany kmen
do sterilni zkumavky s 2 ml fyziologického roztoku. Néasleduje protfepani zkumavky na
ttepacce a zméteni hustoty vytvoreného zakalu pomoci pfistroje (denzimetru) na

pozadovanou hodnotu 0,5 McFarlanda, viz ptiloha ¢.9.

Jako dalsi krok nasleduje provedeni inokulace sterilnim vatovym tampénem, ktery se
ponoti do zkumavky se suspenzi odpovidajiciho zakalu. Valivym pohybem Se rozetie na
celou plochu Mueller — Hintonového agaru (Nassar, 2019), viz pfiloha ¢.10. Kli¢ové je
naneseni ATB diska nejpozdéji do 15 minut po nao¢kovani suspenze na misku. V této
fazi se narazi ATB (maximalné 6 diski) prostiednictvim aplikatord, tzv. raznic, viz
ptiloha ¢.11. Po naraZeni disku antibiotikum difunduje do okoli. Primér Petriho misek by
m¢él byt 90 mm, a to z toho divodu, aby stiedy diski byly 2,5 cm od sebe. Plotny
s narazenymi ATB se ulozi do termostatu na dobu 18-24 hodin (u pomalu rostoucich
bakterii 48 a vice hodin) pfi teploté 37 °C. Odecet ptislusnych zoén vyhodnocuje 1ékaf

nasledujici den.

4.3.6 MIC kolistinu stanovené pomoci mikrodiluéni metody

Jedna se o mikrodiluéni metodu, ktera se provadi, pokud lékat identifikuje kmen
Pseudomonas aeruginosa, ktery je rezistentni na stanovovana antibiotika. V ramci
dourceni citlivosti k rozsifené sadé ATB se stanovuje i MIC kolistinu. Principem testu je
stoupajici koncentrace ATB Vv jamkach pomoci Mueller Hinton Il bujonu s bakterialni

suspenzi. Po 16-20hodinové inkubaci v termostatu jsou vysledky vyhodnoceny.
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K jeji realizaci je nutné mit dostatek laboratornich pomiicek k tomu uré¢enych jako jsou:
sterilni fyziologicky roztok, Mueller — Hintoniv bujon II adjustovany na kationty, sterilni
zkumavky, sterilni vani¢ky o 60 ml, rdmecek na stripy, pipety na 100 pl a pipetu na 20—
60 pl, denzimetr a ostatni laboratorni vybaveni mikrobiologické laboratoie (klicky,

kahan, tfepacky), viz ptiloha ¢.12.

K zahgjeni pracovniho postupu je diilezity bakteridlni zdkal vytvoreny ve zkumavce
sterilniho fyziologického roztoku o hustoté ptesn¢ 0,5 McFarlanda. Hustota se ovétuje
denzitometrem. Z bakterialni suspenze ve fyziologickém roztoku se pienese 60 ul do
sklenéné zkumavky o objemu 13 ml suspenzniho media MIC. Bakterialni suspenze ve

zkumavce se fadn¢é promicha (celkem 10x).

Z vyrobenych desti¢ek od spole¢nosti MIKROLATEST se stripy se vyjme pouze jedna.
Strip ma 8 jamek (A-H) o ruznych koncentracich antimikrobialni latky, viz ptiloha 13.
Jamka H slouzi jako kontrola riistu bakterialniho kmene. Jamky od G obsahuji kolistin
nejvetsiho fedéni 16 mg/l. Koncentraéni fada kolistinu odpovida hodnotam 0,25; 0,5; 1;
2;4;8; 16 mg/l.

Strip se nalezité oznaci laboratornim ¢islem a vlozi se do volného ramecku. Poté se
vyplni suspenznim médiem s inokulem po 100 pl do kazdé jamky stripu. Inokulovany
strip se vlozi do PE sacku, jehoz okraje se zahnou pod ramecek, tak aby nedoslo

k vysuseni inokula. Desti¢ka je uloZzena do termostatu na pozadovanou dobu inkubace.
Pred vyhodnocenim Iékar vyjme desticku z PE saCku a odecte nartst v jamkach.

Jadrem vyhodnoceni je, Ze v jamce s kontrolou ristu (jamka v fadé H) musi odeditajici
pracovnik vidét narhst. Jestlize nariist neni, nelze test vyhodnotit. Divodem
znehodnoceného testu miize byt nespravna manipulace s pipetou, neodpovidajici zakal

bakterialni suspenze, nevhodné zachézeni se stripem v termostatu.
Interpretace vysledkt zavisina tzv. klinickych breakpointech pro antimikrobialni latky.

Evropsky vybor pro testovani antimikrobialni citlivosti (EUCAST; European Committee

on Antimicrobial Susceptibility Testing), ktery definuje citlivosti a rezistence bakterii.
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Hrani¢ni hodnota, ktera ur¢i, zda jsou bakterie citlivé, nebo rezistentni se nazyva

breakpoint.

vvvvv

breakpoint pro danou bakterii. Pokud je bakterie citliva (C, S; susceptible), bude dané
antibiotikum v 1é¢bé ucinné. Pokud je rezistentni (R; resistant), je tieba vyuzit jiné
antibiotikum, aby byla 1é¢ba tspésna (EUCAST.org.).

4.4  Postanalyticka faze

Po analytické fazi nasleduje vyhodnoceni vzorku pacienta lékafem. Po uplynuti doby
inkubace odecitajici Iékat vyhodnoti pruméry zon inhibice testovaného kmene za pouZiti

kalibrovaného métitkav mm.

Béhem odecitani asistuje l1ékati pfislusny laborant, ktery zapisuje do laboratorniho
protokolu v programu JanigalLabs priméry zén Kuvedenym ATB. Vyhodnoceni
diskového difuzniho testu je nasledujici: jeli primér inhibi¢nich zén stejny nebo vétsi nez
breakpoint referenénich kment, je zkoumany kmen k ATB citlivy, viz obrazek ¢.3.
V ptipadg, ze je prumér zony mensi nez breakpoint, je testovany kmen k ATB rezistentni,
viz obrazek ¢.4 (Kupidlovska, 2017).

Vyhodnoceni MIC E - testem. Po uplynuti inkubacni doby se hodnoti elipsa
inhibovaného ristu kolem specidlniho prouzku, ktery je napustény zvySujici se
koncentraci ATB. V misté, kde elipsa protind ¢iselnou fadu zvySujici se koncentrace
ATB se odecita MIC. Vysledna hodnota MIC se porovnava s danou hrani¢ni koncentraci
pro citlivé kmeny. Kmeny, které maji hodnotu MIC stejnou nebo niZsi, nez je hrani¢ni
koncentrace jsou citlivé. V ptipadé vyssi MIC, neZ je hrani¢ni hodnota jsou kmeny
rezistentni (Kupidlovska, 2017).

Pti vyhodnoceni MIC u mikrodiluéni metody se hodnoti zakal. Za MIC se
usuzuje nejnizsi koncentrace ATB, ktera zabrani okem viditelny rust Pseudomonas
aeruginosa. Na mikrotitra¢ni desti¢ce hodnotime prvni jamku, kterd je cira (bez
viditelného zakalu). Nasledné se podivame do tabulky, jaka koncentrace ATB je v této

jamce. Naptiklad u kolistinu je breakpoint 2 mg/I, pokud tedy prvni ¢ira jamka obsahuje
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koncentraci ATB nad 2 mg/1 je kmen rezistentni; pokud obsahuje koncentraci pod 2mg/I,

je citlivy (zdroj tabulka, viz ptiloha ¢. 15).

V zakladni fadé€ pro vySetieni citlivosti Pseudomonas aeruginosa jsou ATB: ceftazidim,
ciprofloxacin, amikacin, gentamicin, meropenem, piperacilin/tazobaktam, kolistin.
Ziskana rezistence se Casto projevi nejprve u meropenemu. Pokud je citlivost
meropenemu intermedialni, douréujeme stanoveni MIC E-testem. Disk kolistinu v prvni
fad¢ slouzi pouze jako screening. V ptipadé rezistentniho kmenu, kdy jsou zony vétSiny
ATB mensi, nez je breakpoint, dour¢ujeme MIC Kkolistinu pomoci mikrodilu¢ni metody.
Navic se vySetfuje dopliikova sada antibiotik, do které spadaji naptiklad
ceftazidim/avibaktam a ceftolozan/tazobaktam. Toto jsou rezervni ATB —tedy pouze pro

1é¢bu infekci zpisobenych multirezistentnimi kmeny (Jindrak, 2014).
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5. Vyhodnoceni

Celkovy piijem vzorktimoci za obdobi let (2017-2019) z urologické kliniky VFN v Praze
¢inil v roce 2017; 10 436 vzorkd, v roce 2018; 10 998 vzorku, v roce 2019; 10 822

vzorkda.

Ve VFN v Praze na Urologické klinice bylo za obdobi let 2017-2019 vykultivovano
v souhrnu 426 pozitivnich izolati Pseudomonas aeruginosa v moci. Potvrzenych kment
Pseudomonas aeruginosa vmoc¢i v roce 2017 bylo 126, vroce 2018; 129
a v poslednim roce 2019 bylo 171 vzorka (Graf ¢.1). Z uvedené statistiky vyplyva, Ze
nalez Pseudomonas aeruginosa v moc¢i pievazuje u muzi, protoze Pseudomonas
aeruginosa je nozokomialni patogen a Casto se §ifi v nemocnicich. Vzhledem k tomu, ze
jde o patogenu, je tieba zvysit dezinfekci rukou persondlu a nemocni¢niho prostredi. Také

je dilezité nenechavat PMK pacientiim ptilis dlouho, musi se pravidelné vyménovat.

Ohrozené IMC jsou i Zeny. Zenska mocové trubice je kratkd a zaroven vyustuje
Vv blizkosti pochvy a kone¢niku, kde je vyssi pravdépodobnost osidleni bakteriemi lokalni
flory. U muza se IMC vyskytuji vzacnéji a jsou vzdy komplikované tzn. na podkladé

ruznych patologii v oblastni mocového traktu (vrozené malformace, hypertrofie prostaty).

Celkem potvrzenych izolatt Pseudomonas aeruginosa v moc¢i v roce 2017 bylo 126 od 7
733 pacientt (1,63 %). V roce 2018 bylo 129 izolati Pseudomonas aeruginosa od 9 260
pacientii (1,39 %). V poslednim roce 2019 bylo 171 izolati od 9 314 pacientii (1,84 %).

Celkovy pocet pozitivnich nalezti Pseudomonas aeruginosa Vv prvnich dvou letech je
téméf totozny. V poslednim roce dosSlo k mirnému zvySeni poctu zachycenych

pozitivnich izolati Pseudomonas aeruginosa v moci.

Celkem bakteriologicka laboratof zpracovala z urologické kliniky za uplynulé tii roky

32 256 vzorku moci.

Na zékladé kolacovych grafti (Graf ¢. 2, 3, 4) Ize usoudit, Ze nejpocetnéjsi zachyt
Pseudomonas aeruginosa je v mo¢i z katétrti. Problémem dlouhodobé zavedeného PMK

je, ze dochazi ke vzniku biofilmu, napiiklad s podilem Pseudomonas aeruginosa. Tento
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mikrob osidluje pfedev§im uméla cizi télesa (PMK, tracheostomické kanyly). Je poté
dalezité zhodnotit, zda se jedna pouze o kolonizaci ¢i jde o opravdu o infekcei, kterou je

tieba zalécGit.

Z hlediska preventivnich opatfeni je dilezité, aby PMK me¢li pouze pacienti, ktefi ho
opravdu potifebuji (jedna se o pacienty s obstrukci mocovych cest, po chirurgickém
vykonu béhem operace a kratce po ni). Dale by mél byt kladen diraz na spravnou
techniku zavadéni mocovych katetrli, spravnou techniku péce o mocové katetry vcetné

vCasné vymeny katetru.

Obrazek ¢.3.: Citlivy kmen Pseudomonas aeruginosa.

(Zdroj vlastni)
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Obrazek ¢.4.: Rezistentni kmen Pseudomonas aeruginosa

(Zdroj vlastni)

Obrazek ¢.5.: Vyhodnoceni MIC kolistinu odpovida hodnoté 1, Pseudomonas
aeruginosa je citliva ke kolistinu.

(Zdroj vlastni)
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6. Statisticky priehled vyskytu Pseudomonas aeruginosa na Urologické

klinice VSeobecné fakultni nemocnice v Praze od roku 2017 do
roku 2019

Graf ¢.1.: Vyskyt Pseudomonas aeruginosa u muzt a zen za obdobi 3 let
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Graf €. 2.: Nalez Pseudomonas aeruginosa ve vzorku moci za obdobi 2017
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Graf ¢. 3.: Nalez Pseudomonas aeruginosa ve vzorku mo¢i za obdobi 2018
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Graf ¢.4.: Nalez Pseudomonas aeruginosa ve vzorku moci za obdobi 2019.
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Tabulka ¢.1.:
Nalez Pseudomonas aeruginosa u muzti a zen na oddélenich Urologické kliniky ve

VFN v Praze v roce 2017.

URO - JIP
URO-LO URO - AMB dospéli URO - JIP déti
zeny 6 29 1 0
muzi 17 72 1 0

URO - LO: Urologicka klinika — lazkové oddéleni; URO — AMB: Urologicka klinika
—ambulance; URO — JIP dospéli: Urologicka klinika — jednotka intenzivni péée — dospéli; URO

— JIP déti: Urologicka klinika — jednotka intenzivni péce — déti

Tabulka ¢.2.:
Nalez Pseudomonas aeruginosa u muzti a zen na oddélenich Urologické kliniky ve

VFEN v Praze v roce 2018.

URO - JIP
URO-LO | URO-AMB dospéli URO - JIP déti | URO - ONKO
zeny 6 28 1 0 1
muzi 20 71 0 2 0

URO - LO: Urologickd klinika — lizkové oddéleni; URO — AMB: Urologicka klinika

—ambulance; URO — JIP dospéli: Urologicka klinika — jednotka intenzivni péée — dospéli; URO

— JIP déti: Urologicka klinika — jednotka intenzivni péce — déti

Tabulka ¢.3.:
Nalez Pseudomonas aeruginosa u muzt a zen na oddélenich Urologické kliniky ve

VEN v Praze v roce 2019.

URO - JIP
URO-LO | URO - AMB dospéli URO - JIP déti | URO - ONKO
zeny 4 30 1 1 6
muzi 19 92 2 0 16

URO - LO: Urologickd klinika — lizkové oddéleni; URO — AMB: Urologicka klinika

—ambulance; URO — JIP dospéli: Urologicka klinika — jednotka intenzivni pé¢e — dospéli; URO

— JIP déti: Urologicka klinika — jednotka intenzivni péce — déti
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Graf ¢. 5.: Pfehled rezistence k antibiotikiim kmene Pseudomonas aeruginosa za obdobi
3 let
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7. Diskuze

Prevalence kment Pseudomonas aeruginosa zachycenych ve vzorcich moci na
Urologické klinice ve VFN v Praze je nizka vzhledem k poctu pfijatych vzorkt moéi,
kterych bylo za obdobi tii let (2017-2019) 32 256. Celkovy pocet identifikovanych
kmend Pseudomonas aeruginosa ve vzorcich moci za obdobi roku 2017 je 126. Mirny
vzestup nasledoval v obdobi roku 2018, a to na souhrnnych 129. Posledni rok mého
statistického vyhodnoceni pocet identifikovanych kmenti Pseudomonas aeruginosa ve

vzorcich mo¢i vzrostl na 171.

Z vyse uvedeného antibiogramu, ktery jsem vytvotila za piedeslé tii roky (2017-2019) je
antimikrobialni rezistence k Pseudomonas aeruginosa nasledujici. V roce 2017 byla
rezistence na antibiotika: amikacin (12 %), ciprofloxacin (26 %), kolistin (0 %),
ceftazidim (11 %), gentamicin (19 %), imipenem (15 %), meropenem (17 %),
piperacilin/tazobaktam (8 %). O rok pozd¢&ji (2018) rezistence odpovidala procentim:
amikacin (9 %), ciprofloxacin (19 %), kolistin (0 %), ceftazidim (7 %), gentamicin (12
%), imipenem (18 %), meropenem (17 %), piperacilin/tazobaktam (4 %). V poslednim
zkoumaném roce (2019) byla rezistence na Pseudomonas aeruginosa nepatrné odlisna:
amikacin (13 %), ciprofloxacin (24 %), kolistin (0 %), ceftazidim (8 %), gentamicin (17

%), imipenem (12 %), meropenem (16 %), piperacilin/tazobaktam (9 %).

Antimikrobialni rezistenci tedy povazuji za nizkou, az na malé vyjimky. Citlivé kmeny
prevladaji nad rezistentnimi, coz je pozitivnim faktorem pfi nésledné 1€¢bé, kdy muze

1ékar vybirat z SirSiho spektra ATB a neni nucen pouzit tzv. rezervni antibiotika.

Obecné se uvadi, ze antimikrobialni rezistence neustale vzrista na celém svéte. Napriklad
studie provedena v Rumunsku na urologickém oddéleni ukazala, Ze rezistence k ATB
rostla rychlym tempem. Studie se zaméfila na obdobi od ledna 2015 — fijna 2015. U
pacienttl, kteti méli pozitivni nalez ve vzorku moci byla nasledné stanovena citlivost na
ATB. Celkovy pocet hospitalizovanych pacientt od ledna — fijna 2015 ¢inil 1 745, z toho
bylo pozitivnich vzorkii moc¢i 180, ze kterych byla ATB rezistence potvrzena u 125
pacientll. Z poctu 180 pacientli bylo 104 Zen a 76 muzii. ATB rezistence byla u 56 zen a

69 muzi. Pseudomonas aeruginosa byla potvrzena pouze u dvou pacientd. Nejvetsi
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zastoupeni méla Escherichia coli jako nejéastéjsi patogen IMC. Rezistence ATB u dvou
pacientl s Pseudomonas aeruginosa byla 100 %. Dale bych dodala, ze u dvou
potvrzenych ptipadi nalezu Pseudomonas aeruginosa v moci se jednalo 0 dva muze
s PMK. (Radulescu, 2015). Studie poukazuje nato, ze pacienti z urologickych klinik jsou

vystaveny velkému rozvoji antimikrobialni rezistence v souvislosti se zavadénim katétra.

V porovnani s moji studii je rozdil v zachytu Pseudomonas aeruginosa u muzu a zen.

V mém vyzkumu ptevladaji muzi (312) nad Zenami (114).

Studie z Nizozemska provedla sledovani citlivosti na ATB na Pseudomonas aeruginosa
na urologické klinice na JIP, za obdobi let (1998-2010) bylo odebrano 1 927 izolatd
Pseudomonas aeruginosa od 1393 urologickych pacientti. Ugelem této studie bylo
vyhodnotit trendy v antimikrobialni rezistenci na Pseudomonas aeruginosa Vv prabéhu
uvedenych let. Studie zaznamenala vyznamny vzestup trendi rezistence kmend
Pseudomonas aeruginosa na JIP. Piperacilin/tazobaktam (z 1,2 % na 12,1 %), ceftazidim
(z 1,2 % na 7,8 %), imipenem (z 6 % na 19,1 %), meropenem (z 8,3 % na 17 %),
ciprofloxacin (z 13,1 % na 31,3 %) (Croughs, 2012).

Pokud spolu porovname vysledky z mé studie, 1ze uvést, Ze zkoumané obdobi, na které
jsem se zaméfila v praci ja, je kratSi, avSak méam za to, ze V mé praci je procentualni
antimikrobialni rezistence k Pseudomonas aeruginosa srovnatelna a témét nemeénna

V ¢ase s minimalnim vykyvem.

Studie z jihu Mad’arska zaméfena na Pseudomonas aeruginosa (IMC) za obdobi let
(2008-2017) uvadi, ze zachyt Pseudomonas aeruginosa v moci U ambulantnich pacient
Cinil 575 a 1045 u hospitalizovanych pacientli. Na zdklad¢ provedeného diskového
difusniho testu byla uréena antimikrobialni rezistence na karbapenemy (22,16 %),
ciprofloxacin (64, 34 %), gentamicin (60, 17 %), amikacin (27,57 %) (Gajdacs, 2020).

Podle mého nazoru je vzdy nutné pfi stanoveni procentualni antimikrobidlni rezistence
zohlednit povahu pracoviste, rozsah poskytované péce, i to, zda se jedna o lizkovou, ¢i
ambulantni péc¢i. Pokud je zdravotnické zatfizeni akreditované, miizeme ocekavat nizsi

stupeti vyskytu rezistentnich kment oproti neakreditovanym zatizenim.
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Kazda studie se 1i§i délkou doby pozorovani a mistem. Rozdilna jsou 1 vstupni data
a vysledky. Mam za to, ze v rdmci porovnanych studii si stojime 1épe. Divodem jisté
muze byt odliSnd kvalita zdravotnictvi v konkrétnim staté, poloha stitu vcetné
klimatickych podminek, stiidmé pouzivani antibiotik ve zdravotnictvi a zemédé€lstvi. Da
se predpokladat, ze do budoucna se bude antimikrobialni rezistence zvysovat, pokud se

nezméni nadmérné uzivani antibiotik pouze na stavy, kdy je to nezbytn¢ nutné.

Zdat ze sledovaciho atlasu prevalence rezistentnich invazivnich kmenu
(mikroorganismus dokaze ptfekonat obranné mechanismy hostitele a pomnozi se tak
Vv jeho tkanich) (Benes, 2009) vyplyva, Ze antimikrobialni rezistence Pseudomonas
aeruginosa za rok 2017 v Ceské republice odpovida nasledujicim procentiim: 23,0 % na
piperacilin/tazobaktam, 13,4 % na ceftazidim, 14,4 % na aminoglikosidy a 14,8 % na
karbapenemy. V porovnani s okolnimi staty jsou hodnoty antimikrobialni rezistence
vy$$i zejménana Slovensku a v Polsku. Vys$si antimikrobialnirezistence na Slovensku je
na piperacilin/tazobaktam (42,8 %), dale na ceftazidim (35,6 %), aminoglykosidy (36,0
%) a karbapenemy (47,0 %). Niz$i procentualni zastoupeni v antimikrobialni rezistenci

ma Némecko, a to pouze na aminoglykosidy, kde je rezistence 4,8 % (ecdc.europa.eu).

O rok pozdé&ji doslo k mirnému zvyseni antimikrobialni rezistence v Ceské republice.
Konkrétné u ATB ceftazidim o 7 %, u aminoglykosidi o 4,9 %. Naproti tomu se v
Némecku antimikrobialni rezistence na aminoglykosidy snizilao 1,2 %. Na karbapenemy

vSak byla rezistence vyssi o 3,2 % (ecdc.europa.eu).

DostateCna preventivni opatfeni minimalizuji vyskyt Pseudomonas aeruginosa
v nemocnicich. Ve zdravotnickych zatfizenich je nezbytné usilovat 0 zachovani sterilniho
prostiedi U nove prichazejicich pacientl, pouzivat ochranné pomucky, dezinfikovat
zdravotnické pomtcky, které slouzi pro vySetfeni pfi cévkovani, a vyméné mocovych

katétra.

Soucasti  prevence nozokomialnich nakaz je mikrobiologicky screening
u hospitalizovanych pacientli. Principem screeningu je zjistit, jakymi bakteriemi jsou
pacienti kolonizovani a pfi nalezu rezistentnich kmenii aplikovat u daného pacienta

izola¢ni opatieni.
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8. Zavér

Studie vyskytu Pseudomonas aeruginosa v moci odhalila vyssi procentualni zastoupeni
Pseudomonas aeruginosa ve vzorcich moci odebranych z katétri ve srovnani se vzorky
spontanni mo¢i. Divodem je vznik biofilmu, ktery produkuje Pseudomonas aeruginosa
a vyvolava v naSem lidském organismu infekce a znemoznuje tak antimikrobialni terapii.
U kazdého pacienta je poté nutné zhodnotit, zda se jedna pouze o kolonizaci PMK a staci
pouze jeho vyména, nebo zda se jednd o IMC, kterou je nutné zalécit antibiotiky.

Vysledky kultivace je proto vzdy zapotiebi porovnat s klinickym stavem pacienta.

Z vychazejiciho antibiogramu je patrna zvysena rezistence na ciprofloxacin (26 %, 19 %,
24 %) ve zkoumaném obdobi let (2017-2019). V ptipadé zvySené antimikrobialni
rezistence se musi neprodlen¢ zasahnout do prevence nozokomialnich infekci a 1é¢by

pacientii formou testovani antimikrobialni citlivosti.

V mém vyzkumu za slabou stranku povazuji, ze pii celkovém souctu pacienti
s Pseudomonas aeruginosa ve vzorcich moc¢i neni dourCeno, zda ma pacient
diagnostikovanou IMC, zda se jedna o kolonizaci PMK nebo zda jde o asymptomatickou
bakteriurii. Tuto ¢ast by bylo vhodné vice rozpracovat, aby byl objasnén skutecny podil

tohoto oportunniho patogenu na nozokomialnich IMC.

Za silnou stranku prace povazuji zpracovani biologického vzorku moci semikvantitativni

metodou a provedeni citlivosti k antimikrobialnim latkam.

Nakonec bych rdda uvedla, Ze jsem se pokusila na velmi omezeném prostoru objasnit
zvolené téma se zaméfFenim na vybrané aspekty patogenu Pseudomonas aeruginosa. Dle

mého nazoru byl cil prace splnén.
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10. Seznam zkratek

1LF UK 1. 1ékatska fakulta Univerzity Karlovy

AmpC AmpicilinC

ATB antibiotika

CFU colony forming unit

DNA deoxyribonulkeova kyselina

ECDC European Centre for Disease Prevention and Control
ESBL extended spectrum beta-lactamase

EUCAST European Committee on Antimicrobial Suspectibility Testing
IMC Infekce mocovych cest

LPS lipopolysacharid

MALDI-TOF Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight

MH Mueller — Hinton agar

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace
MRNA mediatorova ribonukleova kyselina
PE polyetylenovy sacek

PMK permanentni mocovy katétr

tRNA transferova ribonukleovy kyselina

URO — AMB Urologicka klinika— ambulance
URO —JIP  Urologické klinika— jednotka intenzivni péce
URO -LO  Urologicka klinika— lizkové oddéleni

VFEN Vseobecna fakultni nemocnice

WHO World Health Organization
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11. Prilohy

Ptiloha &.1.: kultivace na viceucelovou mocovou desticku

(Zdroj vlastni)

Piiloha ¢.2.: Semikvantitativni metoda stanoveni

(Zdroj vlastni)
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Piiloha €.3.: Masivni ndlez Pseudomonas aeruginosa

(Zdroj vlastni)
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Priloha ¢.5.: Pozitivni oxidaza Pseudomonas aeruginosa

(Zdroj vlastni)

Ptiloha ¢.6.: MALDI TOF MS

(Zdroj vlastni)
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Ptiloha ¢.7.: Mueller — Hinton agar

(Zdroj vlastni)

Ptiloha ¢.8.: Ptiprava bakterialni suspenze z ¢istych kolonii Pseudomonas aeruginosa

RS T AR

(Zdroj vlastni)
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Ptiloha ¢.9.: Naméfena hodnota 0,5 McFarlanda na denzitometru.

(Zdroj vlastni)

Ptiloha ¢.10.: Sterilnim vatovym tamponem se rozette valivym pohybem na plochu MH

(Zdroj vlastni)
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Ptiloha ¢.11.: Naneseni antibiotickych diskti za pomoci tzv. raznic
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(Zdroj vlastni)

Ptiloha ¢.12.: Laboratorni pomucky pro stanoveni MIC
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Piiloha ¢.13.: Strip o riznych koncentracich antimikrobialni latky

(Zdroj vlastni)

Piiloha ¢.14.: Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters

Pseudomonas spp. EUCAST Clinical Breakpoint Tables v. 10.0, valid from 2020-01-01
Expert Rules and Intrinsic Resistance Tables
Miscellaneous agents MIC breakpoints Disk Zone diameter Notes
(mglL) content breakpoints (mm)  |Numbered notes relate to general comments and/or MIC breakpoints.

$< R> [ ATU (ug) Sz R< | ATU |Lettered notes relate to the disk diffusion method.
Chloramphenicol - - - - 1. Colisfin MIC determination should be performed with broth microdilution. Quality confrol must be performed with both &
Colistin' 2 2 T Note™ Note™ QG strain (E. coli ATCG 25922 or P. aeruginosa ATCC 27853) and the colistin resistant E. colf NCTC 13846
Daptomycin n " " (mor-1 positive).

- 2. Agar dilution is the reference methed for fosfomycin. MICs must be determined in the presence of glucose-6-
|Fosfomycin iv: - - - - (25 mgiL in the medium). Follow the manufacturers' instructions for commertial systems. Infections caused by
Fosfomycin oral® - - - - wild-type isolates (ECOFF: MIC 128 mg/L; corresponding zone diameter 12 mm using the disk potency and reading
Fusidic acid - - - - insfructions for £. coli ) have been treated with fosfomycin in combination with other agents.

Metronidazole - - -
Nio o Ui only) N N N A. Use an MIC method (broth microdilution only).
Nitroxoling i UTI enly) - - -
Rifampicin - - -
 Trimethoprim (uncomplicated UTI only) - - -

(Zdroj EUCAST.org)
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Piiloha ¢.15.: Rozlozeni kolistinu a jeho koncentra¢nifada na desti¢ce v mg/I

(Zdroj piibalovy letak MIC Kolostinu od spole¢nosti MIKROLATEST)
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