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1. Uvod

Téma diplomové préce jsem si vybral na zdkladé svého dlouhodobého
z&jmu o problematiku podminéné patogennich gramnegativnich bakterii a jejich
rezistence k antimikrobnim latkdm. Tyto bakterie jsou castymi pavodci
nozokomidlnich infekci nebo zavaznych infekci u predisponovanych pacient.

Mezi vyznamné gramnegativni patogeny patfi bezesporu bakterie
komplexu Burkholderia cepacia. Jejich nejvétsi vyznam spocivd ve schopnosti
kolonizovat dychaci cesty a zpusobit zavazné infekce u nemocnych cystickou
fibrézou.

V CR predstavuje vysoka prevalence komplexu Burkholderia cepacia
v populaci pacientt s cystickou fibrézou zédvazny epidemiologicky problém na
jehoz feSenim se ve specializovanych centrech podileji multidisciplindrni tymy
slozené z klinickych lékaiti, mikrobiologti, epidemiologti a hygienikd. Studium
problematiky infekci Burkholderia cepacia mi umoZznilo poznat préci téchto tymu i

jeji klinické aplikace.



2. Cystickd fibréza

Cysticka fibréza (CF) neboli mukoviscidéza je jednim z nejcastéjsich
recesivnich autozomadlnich lidskych genetickych onemocnéni. Nemoc je
rozsifena hlavné v Evropé a v Severni Americe mezi europoidni populaci.
Incidence choroby se v ramci jednotlivych oblasti ligi, v CR je postiZeno zhruba

jedno z 2500 - 3000 zivé narozenych déti (Vaviinec et al. 2002).

2.1.  Etiopatogeneze

Pfi¢inou choroby je mutace genu pro CFIR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator), coz vede ke zmeéné této molekuly, kterd plni funkci
chloridové pumpy zavislé na cyklickém adenozinmonofosfatu (cAMP). Tato
pumpa se nachazi v apikalni membrané bunék dychacich cest a dalSich bunék
epitelidlni tkané kde transportuje chloridové ionty vné bunék ¢imz se podili na

regulaci osmolality extracelularnich sekrett (Boucher et al. 2005).
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Obrazek 1. - schéma CFTR a umisténi mutace A F508 na CFTR - dle Boucher et al. (2005)

Gen pro CFTR se u c¢lovéka nachéazi na 7. chromozomu a je popsano jiz
aminokyselinu fenylalanin na 508. misté molekuly (A F508), ktera se vyskytuje v
70 - 90 % pripadt CF v severni Evropé a Severni Americe a u 50 % nemocnych ve
stfedomoiské oblasti. Dalsi mutace genu nejsou tak casté a jsou zemépisné a

etnicky omezené. Mutace genu pro CFIR jsou v europoidni populaci velmi



rozsitené - kazdy 23. az 32. ¢lovék je nositelem jedné poskozené alely (Boucher et

al. 2005).

Lumen Lumen Lumen
Ostatni Ostatni Defektni CFTR Ostatni
CFTR () . aniy g e

Zdrava butika Burika postizena CF Butika postizena CF
(mutace AF508 ) (CFTR nevéze CAMP)

Obrazek 2. - Rozdily ve tvorbé a funkci CFTR u zdravé buriky a bunék postizenych CF -
dle (Boucher et al. 2005)

Mutace miZze pumpu zmeénit tak, Ze ta viibec neopusti endoplazmatické
retikulum a do apikalni membrany se nedostane (pfipad produktu genu s mutaci
A F508), anebo nemtze vazat cAMP. To vede ke naruSeni pfenosu chloridovych
iontt,, sniZzeni jejich extracelularni hladiny a tim kompenza¢nimu zvyseni
vstfebavani natria a vody z extracelularniho sekretu do buriky (Boucher et al.

2005).

2.2.  Klinické projevy

SniZeni koncentrace chloridovych iontd vsekretu a nasledné
vstfebavani ionti natria a vody vede k zahusténi extracelularniho sekretu. Ten
je zvysené viskézni a hromadi se v nékterych organech, ¢imz vyvolava postiZzeni
vedlejsich dutin nosnich, dolnich cest dychacich a plic, pankreatu (insuficience
zevni sekrece), tenkého i tlustého stfeva, jater a zlu¢niku a reprodukéniho tstroji
(Vavftinec et al. 2002).

Nasledky hromadéni vazkého hlenu jsou nejvyznamnéjsi v plicich.

NaruSeni mukocilidrni clearance, kterd u zdravych lidi hraje hlavni roli

v odstrafiovéni infekénich ¢astic z dolnich cest dychacich vede k bakterialni



kolonizaci a vzniku chronického zénétu. Ten déle vede ke vzniku bronchiektézii,
hyperinflaci a snizeni elasticity. Tyto zmény zptsobuji kasel s expektoraci

hnisavého sputa a dychaci obtize (Vavtinec et al. 2002).
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Obrazek 3. - Mukocilidrni clearance - nahromadéni vazkého hlenu v dychacich cestach

pacienta s CF vede ke bakterialni kolonizaci a zanétu - volné dle Boucher et al. (2005)

Chronicky zanét zptisobeny infekci rovnéz zptisobuje masivni pifiliv
polymorfonuklearti (PMN) a aktivaci makrofagti, diisledkem ¢ehoz je hromadéni
protedz (elastaz a kolagendz), eosinofilti (uvolnuji kationicky protein), cytokind,
volnych Kkyslikovych radikald, DNA wuvolnéné 2z rozpadlych PMN a
filament6zniho aktinu (Gibson et a. 2003). To nadale zhor$uje zmény zptsobené
zanétem a vede k tézkym poskozenim plicni tkané (Boucher et al. 2005).

Projevy CF vjednotlivych orgédnovych systémech shrnuje Tabulka 1.
Vzhledem k tomu, Ze projevy CF a jejich zavaznost se u jednotlivych nemocnych
lisi, nemusi byt pfiznaky dlouho rozpoznany nebo jsou zaménény s pfiznaky
jiného onemocnéni jako je astma bronchiale nebo intolerance lakt6zy.
Predpoklada se, ze s nediagnostikovanou CF Zije az 1/3 nemocnych (Dfevinek

2005).

2.3. Diagnoza

Diagnéza CF je u velké ¢asti nemocnych stanovena jiz v raném véku. Na
pocéatku diagnézy stoji obvykle klinické podezieni, které se opira o pfitomnost
nékterého z charakteristickych klinickych respira¢nich a gastrointestinalnich

pfiznaki nebo neprospivani (Vaviinec et al. 2002).

10



Tabulka 1. - Nejcastéjsi priznaky - dle (Boucher et al. 2005)
e DPostiZeni respira¢niho traktu
o Dpychaci cesty
= Chronicky kasel
* Hemoptyza
* Bronchiektasie
*  Nosni polypy
* Pansinusitis
o Plice
Recidivujici pneumonie
Tachypnoe
Hvizdani
Atelektaza
= Chronické infekce
o Projevy mimo dychaci trakt
*  Soudkovity hrudnik
= Palic¢kovité prsty
e DPostiZeni gastrointestinalniho traktu
o Pankreas
= Chronicka pankreatitida
* Insuficience zevni sekrece
* Diabetes mellitus (CF related DM)
» Porucha stavu vyzivy
o Jatra a zluc¢ové cesty
* Novorozenecka cholestaza
* Steat6za jater
= Fokélni nebo multilobularni jaterni cirh6za
* Abnormality zlu¢niku
*  Cholelitidza
o Jicen a zaludek
*  Refluxni choroba jicnu,
= ezofagitis
* Zalude¢ni a duodendlni vied
*  Gastritis
o Stievo

Crohnova choroba
Celiakie
Mekoniovy ileus
Syndrom obstrukce distalniho stteva (DIOS)
Invaginace a volvulus
Apendicitis, absces nebo perforace apendixu
Fibrotizujici kolonopatie
Prolaps rekta
Karcinom
e Projevy postiZeni ostatnich organovych systému
o Kardiovaskularni systém
= Kardiomyopatie
*  Vaskulitidy
*  Amyloidéza
o Krevahomeostaza
= Deficit vitaminu A
* Anémie a edém u kojenctt
* Hyponatrémie
* Hypochlorémie
*  Metabolicka alkal6za
*  Vyrazné slany pot
o RozmnoZovaci systém
* SniZena fertilita u Zen
*  Umuzt v 98% sterilita
o Pohybovy aparat
»  Arthritidy
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Pro 1é¢bu je véasné rozpoznani nemoci velmi dtlezité. U naprosté vétsiny
nemocnych je diagnéza CF stanovena potnim testem, kterym je zjistén vysoky
obsah NaCl v potu a je ho mozné provadét i ambulantné. Pot pacienta se odebira
po stimulaci tzv. pilokarpinovou iontoforézou. Za normalni koncentraci
chloridu v potu povaZzujeme u déti hodnoty NaCl do 40 mmol/1, u dospélych do
60 mmol/1 (Vavtinec et al. 2002). Na CF je potfeba myslet i pfi hrani¢nim nélezu
a pozitivnich klinickych pfiznacich. K vylouceni laboratorni chyby, je nutné test
opakovat, pficemz kazdy pozitivni test je nutno ovéfit genetickym vysetienim

mutaci genu pro CF (Dfevinek 2005).

2.4.  Lécebna péce

Vzhledem k tomu, Ze chronicka infekce dychacich cest zhorsuje priabéh
CF, je tfeba pfed ni nemocné chranit. Je nezbytné, aby nemocni byli informovani
o tom, kterymi mikroby jsou infikovani a dodrZovali vSechna doporucend
hygienicka opatfeni. V zdravotnickych zafizenich je dtilezité dodrzovat kromé
obvyklych preventivné hygienickych opatfeni i rezim piisné separace
nemocnych s CF (Dfevinek 2005).

Protizanétliva léc¢ba se provadi kortikoidy i nesteroidnimi antiflogistiky.
Lécba kortikoidy zlepsuje funkci plic,c ma vsak radu vedlejsich pfiznaku
(katarakta, poruchy rtstu, diabetes, osteoporéza). Nesteroidni lé¢ba neni tak
vyrazné zatiZena nezadoucimi G¢inky a ptlisobi selektivné na ¢innost neutrofilti
(Gibson et a. 2003).

Dalsi vyznamnou ¢asti péce o pacienty s CF je inhala¢ni 1é¢ba, jejimz
cilem je lokalni farmakoterapie sliznice dychacich cest pomoci inhalatoru.
Inhalatory vytvafi jemnou suspenzi farmaka, které je pak deponovano v riznych
¢astech dolnich dychacich cest a plic. Prostfednictvim inhalatoru se podavaji
antibiotika, mukolytika, bronchodilatancia i protizanétlivé léky (Gibson et a.
2003). Pro inhalaé¢ni lé¢bu se v soucasnosti pouzivaji tryskové inhalatory typu
PAR]I, které rozprasuji aerosol pomoci kompresoru. Inhalatory je nutné udrzovat
v dostatecné Cdistoté, je vhodné je denné myt, dezinfikovat, dikladné po

dezinfekci proplachnout a vysusit. Kazdy pacient ma vlastni inhalator (CF Klub).
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Mezi dalsi 1é¢ebné metody patii lé¢eni komplikaci postihujici dychaci
astroji, dlouhodoba doméci kyslikova lé¢ba a transplantace plic. Velké nadéje pro

lé¢bu CF se vkladaji do metod genové terapie (Vaviinec et al. 2002).

2.5.  Infekce

Specifickou kapitolu soucasné 1écby nemocnych sCF je lécba
recidivujicich a chronickych bakteridlnich infekci dychacich cest, které jsou
hlavni pfi¢inou vysoké nemocnosti a tmrtnosti (Dievinek 2005).

Klinické projevy téchto infekci zahrnuji zejména chronickou bronchitidu
a recidivujici pneumonie. Chronickd bronchitida vede u CF pacientt
k chronickému kasli a vzniku bronchiektazii (Gibson et al. 2003). Recidivujici
pneumonie jsou doprovazeny vysokymi teplotami, poskozuji plicni parenchym a
postupné vedou k respira¢ni insuficienci nebo prechdzeji v sepsi, kterd mize
kon¢it smrti pacienta (Caparro et al. 2001; Vaviinec et al. 2002).

Infekce se 1é¢i trvale ode dne stanoveni diagnézy. Lécba je zahdjena vzdy
pfi zachyt patogenniho mikroba v sekretu dychacich cest i pfi objeveni i
nejméné zavaznych klinickych pifiznakd. Antibiotika se ve vysokych davkach
podavaji minimélné po dobu 10 - 14 dna (Fila 2007).

Existuje pomérné tizké spektrum patogenti, které mohou uplatnit jako
etiologické agens zdvaznych infekci pacientt s CF (Gibson et a. 2003). V utlém
véku jsou pacienti infikovani predevsim Staphylococcus aureus a Haemophillus
influenzae, v pozdéjsim véku pak vyznamné stoupa procento pacientli s infekci
zptusobenou Pseudomonas aeruginosa (viz obrazek 4.). Spektrum patogent
asociovanych s CF doplnuji bakterie Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter
xylosoxidans, Acinetobacter spp., Ralstonia spp., Pandoraea spp., bakterie komplexu
Burkholderia cepacia, atypickd mykobaktéria, mykotické organismy Candida spp. a
Aspergillus spp. pripadné viry jako napf. Respira¢ni syncytialni virus (Dfevinek

2005; O’Malley 2009; Razvi et al. 2009).
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Obrazek 4. - Zavislost kolonizace jednotlivymi druhy na véku pacienta - procentualni
zastoupeni vybranych patogenti u vsech CF pacientti v USA v roce 2002 - dle Gibson et
al. 2003
P. aeruginosa 57,8% S. aureus 49,7 % H. influenzae 16,3 %

S. maltophilia 9,4% B. cepacia 3,1%

2.5.1. Staphylococcus aureus

Je grampozitivni kok bézny v prosttedi, ktery se ¢asto kolonizuje kiizi a
nosni sliznici ¢lovéka. U lidi zptisobuje fadu zdvaznych infekci. Pacienty s CF
kolonizuje predevsim v détském véku, pozdéji jeho procentudlni zastoupeni
klesa. Postupnym nartistem rezistence vici antibiotiktim, spolu s vyraznou
odolnosti vc¢i vnésim vlivim (vysychani, vysoka teplota, dezinfekéni
prostfedky) se staly kmeny S. aureus velkym problémem v péci o nemocné s CF
(Hutchison et al. 1999). Jako vyznamny CF patogen se uplatiiuji i kmeny
rezistentni k meticilinu (MRSA - methicillin resistant S. aureus), které se mohou

mezi jednotlivymi pacienty prenaset (O’Malley 2009).

2.5.2. Haemophilus influenzae

Je gram negativni tyc¢inka, kterd se uplatiiuje jako vyznamny patogen
dychacich cest v komunité. Je znamo Sest sérologickych typa H. influenzae
odlisovanych podle polysacharidového pouzderného antigenu, z nichz klinicky

N P

nejvyznamnéjsi je typ b. H. influenzae se pfendsi kapénkami a zdrojem je
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Nt

vyhradné clovék. Je castéjsi u CF pacientlt v détském véku (Hutchison et al.
1999). Vyznamna je jeho rezistence k -laktamovym antibiotikiim (Gibson et al.

2003).

2.5.3. Pseudomonas aeruginosa

Je nefermentujici gramnegativni tycinka, kterd se bézné vyskytuje v
zevnim prostiedi, zejména ve vodé a ptdé kontaminované vykaly lidi a zvifat.
Radi se mezi vyznamné puvodce nozokomiidlnich ndkaz, fada izolatd je
multirezistentnich.

Je vyznamnym patogenem u neutropenickych pacientli, pacientt na
jednotkach intenzivni péce, kde zptisobuje nozokomidlni infekce. U pacient s
CF zpusobuje tézkou chronickou plicni infekci a ¢asto kolonizuje i jejich vedlejsi
nosni dutiny. Pocet infikovanych pacienti s CF roste s vékem (Gibson et al.
2003). V dospélém véku je kolonizovano az 80 % pacienti. Chronicka infekce
zpuisobena P. aeruginosa je definovand jako trvala perzistence bakterie po dobu
nejméné Sest mésicti nebo jako prikazny vzestup protilatek (Hutchison et al.
1999). Charakteristickym pfiznakem chronické infekce P. aeruginosa je tvorba
mukoidniho algindtu (obr. 5) a mikrokolonii, které jsou Spatné prostupné pro

antibiotika.

Obrazek 5. - Mukoidni kolonie Pseudomonas aeruginosa

Publikovéano s laskavym svolenim P. Dievinka (FIN Motol)
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Mukoidni fenotyp P. aeruginosa je spojen s horsim pribéhem infekce
(Hutchison et al. 1999). Proto je dulezity v¢asny zachyt pocatecni kolonizace P.
aeruginosa tj. v dobé, kdy bakterie jesté nebyva pfitomna v mukoidni formé.
Primarni zachyt nutné nasleduje razantni antibioticka lécba, kterou Ize

chronickou kolonizaci oddélit o nékolik mésicii az let (O’Malley 2009).

2.5.4. Stenotrophomonas maltophilia
Je nefermentujici gramnegativni tyc¢inka, béZzné rozsifena v pfirode,
pfirozené rezistentni k nékterym p-laktamim a aminoglykozidim. Patii mezi

vyznamné pivodce nozokomidlnich ndkaz. Vyskyt u CF pacientti neni zavisly na

véku a pohybuje se obvykle pod hranici 10% (Davies & Rubin 2007).

2.5.5. Alcaligenes xylosoxidans

Je gramnegativni aerobni pohybliva bakterie tvaru malych tyc¢ek ¢i koka.
Vyskytuje se ¢asto v plidé, vodé a stolici. Je podminénym patogenem a piisobi
¢asto nozokomidlni infekce, napf. mocovych cest. Je pfirozené rezistentni proti
fadé antibiotik vcetné aminoglykozidd. U pacientdt sCF miize zptsobit
pneumonii. Vzhledem k tomu, Ze se incidence nékaz v jednotlivych CF centrech
lisi, usuzuje se, ze pravdépodobné dochédzi k pfenosu infekce mezi pacienty

(O’Malley 2009).

2.5.6. Rod Acinetobacter

Jsou gramnegativni striktné aerobni kratké tyc¢inky az koky usporadané
obvykle ve dvojicich. Jsou bézné rozsiteny v pfirodé a mohou se vyskytovat na
ktizi zdravych lidi (Coenye et al. 2002). Jsou vyznamnymi ptvodci
nozokomidlnich nédkaz zejména u pacientt v intenzivni péci. U pacientt s CF je
nejcastéji postizen dolni respira¢ni trakt. Klinické izolaty acinetobakterti
naleZejici k lékafsky nejvyznamnéjsimu druhu Acinetobacter baumannii jsou ¢asto
multirezistentni. Pokracujici vyvoj rezistence A. baumannii vede k obavam z

uplného selhani antibiotické 1écby vyvolanych infekci (Davies & Rubin 2007).
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2.5.7. Rod Ralstonia
Jsou nefermentujici gramnegativni tyc¢inky, béZzné rozsifené v prostredi.
Vzacné zpusobuji nozokomialni ndkazy a nékteré druhy (napt. Ralstonia insidiosa

a Ralstonia respiraculi) se vzacné izoluji ze sputa nemocnych s CF (Davies & Rubin

2007; Coenye et al. 2002).

2.5.8. Rod Pandoraea

Jsou nefermentujici gramnegativni  ty¢inky, blizce pfibuzné
burkholderiim. Nékteré druhy (napf. Pandoraea apista, Pandoraea pulmonicola,
Pandoraea pnomenusa a Pandoraea sputorum) mohou zptsobovat nozokomidlni
infekce a izoluji se i ze sputa pacient(i s CF. Pii rutinni fenotypové identifikaci je
lze snadno zaménit s druhem B. cepacia (Davies & Rubin 2007; Coenye et al.

2002).

2.5.9. Rod Burkholderia

Jako patogeny u nemocnych CF se vyznamné uplatiiuji bakterie
komplexu Burkholderia cepacia, jimz se podrobné vénuje kapitola 3. Vzacné se
mohou u pacientlt s CF uplatnit i druhy rodu Burkholderia nezatazené do

komplexu, napt. B. gladioli nebo B. fungorum (Coenye et al. 2002).

2.5.10. Atypicka mykobaktéria

Jsou acidorezistentni tyc¢inky s dlouhou genera¢ni dobou, zptisobujici u
¢lovéka specificky granulomatézni zanét. Jako patogeny u nemocnych s CF se
muzou uplatiiovat zejména Mycobacterium avium a Mycobacterium abscesus
(O'Malley 2009). Vyznamnymi rizikovymi faktory infekce jsou pravdépodobné
systémova steroidni lé¢ba a soucasné probihajici aspergilova infekce (Mussaffi et

al. 2005).

2.5.11. Rod Candida

Jsou dimorfni kvasinky, které se ¢asto vyskytuji jako soucast piirozené
stfevni a astni mikrofléry. Typickou vlastnosti kandid je stfidani fenotypt véetné
zmény vzhledu bunék. Pti infekci u pacient s CF se do plic dostava obvykla

jednobunéénd kvasinkova forma. Ta se vlivem prostfedi mtze zménit v
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invazivni mnohobunéénou vlaknitou formu, coz obvykle vede ke zhorSeni

klinického stavu pacienta (O’'Malley 2009).

2.5.12. Rod Aspergillus

Jsou vieckovytrusné vlaknité houby, Siroce rozsitené v prostfedi. Nékteré
druhy (napf. Aspergillus fumigatus) zptsobuji infekce, tzv. aspergilézu, a
alergické reakce, které zasahuji predevsim nosni dutiny a dolni dychaci cesty. U
pacienttt s CF muze dojit k alergické bronchopulmonarni aspergiléze nebo ke
kolonizaci dolnich dychacich cest, kterda mize piertst v diseminovanou infekci

s infaustni prognézou (O'Malley 2009).

2.5.13. Respiraéni syncytialni virus (RSV)
Je RNA virus zpusobujici u zdravé zejména détské populace bézné
respira¢né pfenosné onemocnéni, bronchiolitidu. U pacientt s CF vsak infekce

RSV probiha pod véaznéjsim klinickym obrazem vyZzadujicim hospitalizaci a

umélou plicni ventilaci (O’'Malley 2009).
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3. Burkholderia cepacia

Bakterie rodu Burkholderia jsou gramnegativni ty¢inky, bézné rozsifené v
pfirodé. Jejich pfirozenym rezervoarem je stojatd i tekouci voda a ptida, v niz
vétsinou osidluji kofeny rostlin. Poprvé se tato bakterie zapsala do odborné
literatury jakozto rostlinny Sktidce. V roce 1950 americky botanik Walter H.
Burkholder popsal hnilobu cibule a bakterii, jez byla jeji pficinou, zafadil mezi
pseudomonady a podle latinského nazvu cibule (Allium cepa) pojmenoval
Pseudomonas cepacia. Po reklasifikaci pseudomonad na zédkladé vysledkt
analyzy gent pro 16S rRNA, DNA-DNA hybridizace, analyzy mastnych kyselin
a fenotypovych testd byla P. cepacia piefazena do rodu Burkholderia (Dfevinek
2005).

Pozdgji byl tento druh zachycen jako ptavodce zavaznych
nozokomialnich infekci a zafadil se mezi vyznamné podminéné patogeny. B.
cepacia byla opakované diagnostikovdna u imunokompromitovanych pacient
(napf. u pacient(i s chronickou granulomatézni nemoci), avsak nejvice se zacala
objevovat u pacientti s CF (Mahenthiralingam et al. 2008).

Burkholderia cepacia patfi spolu s dalsimi blizce pfibuznymi bakteriemi do
komplexu Burkholderia cepacia (Bcc). Bakterie Bcc jsou katalaza-pozitivni,
nefermentujici, gramnegativni, striktné aerobni a pohyblivé tycinky. Jsou
pozoruhodné svym unikatnim genomem, jehoz velikost se pohybuje mezi 6 - 9

Mb a jenz je rozdélen do 2 - 4 replikonti (obr. 5) (Mahenthiralingam et al. 2002).

Casti genomu

(replikony)
oo
_ = .::..:. Bicik
A °o
s M\ * S
A pili
Ribozomy

Obrazek 5. - Schématické zobrazeni buriky Burkholderia cepacia
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3.1. Taxonomie

V klinické praxi uzivané oznaceni Burkholderia cepacia je z taxonomického
hlediska zjednoduSenim. Ve skutecnosti jde o Bcc (komplex B. cepacia) ktery v
soucasnosti zahrnuje 17 druht s taxonomicky validnimi jmény (Tabulka 2). Tyto
druhy se dfive fadily do tzv. genomovarti oznacenych fimskymi ¢islicemi. Tak
napf. klinicky nejvyznamnéj$i druh Burkholderia  cenocepacia  odpovida
genomovaru III (Vanlaere et al. 2008). I kdyZz infekci mohou zptsobit vSechny
druhy Bee, od pacientt s CF se nej¢astéji izoluji B. cenocepacia, B. cepacia, B. dolosa,
B. multivorans a B. stabilis. Nékteré z téchto druhti (zvlasté B. cenocepacia) jsou
et al. 2004).

K spolehlivé identifikaci jednotlivych druhG Bcc je nutno pouzit
molekulové genetické metody. Zakladni metodou je PCR se specifickymi
primery pro gen recA (Vanlaere et al. 2008), ktera odlisuje prvnich sedm druht
(Tabulka 2), coz dostac¢uje pro klinickou praxi. Naprostd veétSina izolatl
z pacientt s CF totiz patii k B. cenocepacia (67,5%), B. multivorans (17,3%) nebo B.
stabilis (2,4%) (Mahenthiralingam et al. 2002). Druhov4 identifikace je vyznamna
pro prognoézu infekce, nebot nejvétsi komplikace (signifikantni zhorseni plicnich
funkci, cepacia syndrom, riziko pfenosu infekce na dalsi pacienty) se vyskytuji u
infekci zptisobenych B. cenocepacia. Nicméné diagnéza jakéhokoli druhu Bcec je
pro dalsi pribéh zakladniho onemocnéni neptiznivd (Mahenthiralingam et al.

2008; Drevinek 2005).
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Tabulka 2. - Nomenklatura komplexu B. cepacia
(Vanlaere et al. 2008)

Oznaceni Rodovy a druhovy nazev
Genomovar I. Burkholderia cepacia
Genomovar II. Burkholderia multivorans
Genomovar III. Burkholderia cenocepacia
Genomovar IV. Burkholderia stabilis
Genomovar V. Burkholderia vietnamiensis
Genomovar VI. Burkholderia dolosa

Genomovar VIL Burkholderia ambifaria

Genomovar VIII. Burkholderia anthina
Genomovar IX. Burkholderia pyrrocinia
Genomovar X. Burkholderia ubonensis

Burkholderia latens

Burkholderia diffusa

Burkholderia arboris

Burkholderia seminalis

Burkholderia metallica

Taxon K Burkholderia contaminans

Taxon K Burkholderia lata

3.2.  Patogenita bakterii komplexu B. cepacia

Genom bakterii Bcc obsahuje velké mnozstvi inzerc¢nich sekvenci, které
zodpovidaji za vysokou cetnost intragenomovych prestaveb a dodavaji tak
genomu mimofadnou plasticitu. Tyto mobilni elementy jsou také soucasti
genomovych ostrovii patogenity, jeZ zfejmé hraji vyznamnou roli v bakteridlni
virulenci (Mahenthiralingam et al. 2008). Tyto ostrovy jsou velké nékolik desitek
kilobazi a obsahuji obvykle desitky genti, mezi nimiz napfiklad geny pro systém
quorum sensing a gen esmR. Quorum sensing umoziuje bakteriim pomoci
signdlnich molekul (N-acylhomoserinovych laktont) vnimat okolni hustotu
vlastni populace a pifi prekroceni kritické biomasy ¥idi expresi dosud

nevyuzitych genti. Gen esmR, jenz pravdépodobné kéduje negativni regulator

21



transkripce, byl jiz del$i dobu znam jako soucast tseku DNA dlouhého 1,4 kb a
oznacovaného BCESM (B. cepacia epidemic strain marker). Tento tsek se vyskytuje
u epidemickych kmend a je také genetickym markerem prenosnych kment
(Mahenthiralingam et al. 2002).

K faktorim patogenity patfi vedle quorum sensing také extracelularni
toxické produkty - lipazy, protedzy, hemolysiny, katalazy a siderofory
(transportni molekuly vazajici ionty Zzeleza). V patogenité se dale uplatriuje
lipopolysacharidovy endotoxin a strukturni komponenty zprostfedkovavajici
primérni adhezi bakterii k epitelu dychacich cest (Gibson et a. 2003). Faktory
patogenity uvadi Tabulka 3.

Bakterie se mohou bréanit pfed antiinfekéni imunitou ¢ pied expozici
antibiotiky vstupem do bunék makrofdgti a epitelii nebo tvorbou biofilmu
(Dtevinek 2005). Bakteridlni spolecenstvi, které na povrchu respira¢niho epitelu
vytvaii exopolysacharidem stmelenou biofilmovou vrstvu, poskytuje
jednotlivym bunikdm vyssi ochranu pifed stresovymi podnéty z prostfedi a je
vyznamnym faktorem snizujicim klinickou odpovéd na lé¢bu antimikrobnimi

latkami (Caraher et al. 2007).

Tabulka 3. - Pravdépodobné faktory patogenity komplexu B. cepacia

Faktor patogenity Funkce
. , Adheze k epiteliim a mucinu (pfedpoklada se, ze Burkholderia ma
Pili (povrchové . . R . P
SN afinitu k mucinu). Ovliviiujicim faktorem je i pfedchozi infekce
vybézky) )
Pseudomonas aeruginosa.
Cable pili Vysoce pfenosné, adheze.
. Intracelularni ptisobeni proteazy vede k poskozeni tkani, u
Proteaza Y P e 1
¢lovéka nenti jejich role presné urcena.
Hemolyzin Indukuje fagocytézu a degranulaci fagocytujicich bunék.
Fosfolipaza C Stépi dilezité fosfatové skupiny u hostitele.
Siderofory Ziskavani zeleza
Lipopolysacharidy Cytotoxické ptisobeni a indukce produkce cytokinti
Exopolysacharidy Jejich ptisobeni je charakterlonano in vitro, ale jejich ptisobeni in
vivo neni vysvétleno
Melanin Adsorpce volnych radikald, pr/odukovan}?ch fagocyty po
fagocytoze.
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3.3.  Infekce

Bakterie Bcc jsou podminéné patogeny, tj. vyvolavaji onemocnéni
vétsinou jen u hostitele s poruchou obranyschopnosti. Ta je pfirozené nizka u
novorozenct, starych lidi a gravidnich Zen. Druhotné sniZeni obranyschopnosti
vznikd nésledkem onemocnéni primarné postihujictho imunitni systém nebo
sekundarnim narusenim imunitnich mechanismy zptsobenych chorobami jinych
organd. Z téchto druhotnych snizeni obranyschopnosti je z hlediska bakteridlnich
infekci nejvyznamnéj$i neutropénie, tj. pokles polymorfonuklearnich leukocyt
pod 500 bunék/ml, vedouci k zdvaznému riziku infekci. Neutropénie vznika u
pacienttt s akutni leukémii, v indukéni fazi chemoterapie, po ozafovani a u
pacientti v ¢asné fazi po transplantaci, zejména kostni dfené (Dfevinek 2005).

Bakterie Bcc ohroZuji predevsim pacienty s chronickou granulomat6zni
chorobou (CGD), tj. vrozenym chronickym postizenim fagocytarni funkce
polymorfonuklearnich leukocytt, a pacienty s CF. S ohledem na vy$si zastoupeni
diagnézy CF nez CGD v obecné populaci predstavuje cystickd fibréza
nozologickou jednotku, jez je nejcastéji spojena s infekci zplisobenou Bcc
(Mahenthiralingam et al. 2002).

Seznam moZného vyskytu bakterii Bcc nutno doplnit o anesteziologicko-
resuscitacni oddéleni ¢i jednotky intenzivni péce, kde se tyto bakterie mohou

uplatnit jako ptivodci nozokomidlnich infekci (Mahenthiralingam et al. 2002).

3.4.  Infekce u pacientii s CF a cepacia syndrom

Klinicky obraz infekce u pacient(i s CF je variabilni. PostiZeny jsou hlavné
plice ve kterych dochazi k velmi téZkym pneumoniim, které jsou jen obtizné
ovlivnitelné antibiotiky. Pablany, které bakterie v alveolech tvoii zna¢né ztézuji
prostup antibiotik k bakteriim. Casto je zmitiovan smrtici cepacia syndrom, ktery
je po rhzné dlouhém trvani infekce charakterizovan nahlym zhorSenim
klinického stavu doprovazenym nekrotizujci pneumonii a sepsi, ktera mtize
kon¢it i smrti pacienta. Infekce vsak mtize vést jen k pozvolnému zhorsovani
klinického stavu, ¢i dokonce nemusi pacienta nijak poskozovat. Dosud nejsou
znamy vsechny faktory, které rozhoduji o tom, jakym zptisobem bude infekce u
konkrétniho pacienta s CF probihat, a nelze tak ani pfedvidat, zda se infekce

nahle neprojevi i u dosud asymptomatickych pacientti (Dfevinek 2005).
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Prestoze infekce Bcc nevede nevyhnutelné ke zhorsovani plicni funkce, je
obecné spojena s pritkaznym sniZzenim dlouhodobého vyhledu pacienta na
preziti a je pravdépodobné, Ze na jeji priitbéh bude mit zasadni vliv jak klinicky
stav pacienta, tak specifické vlastnosti konkrétniho kmene Bcc, jimz je pacient

infikovan. (Mahenthiralingam et al. 2002).

3.5.  Laboratorni pritkaz bakterii komplexu B. cepacia

Prikaz Bcec v klinickém materidlu (zejména sputu) se opira o (i) kultiva¢ni
zachyt na selektivnich ptidach ktery umoziuje pfedbéznou identifikaci Bcc a jeho
odliseni od ostatnich castych patogenti jako je S. aureus a P. aeruginosa a je
predpokladem pro dalsi analyzu izolatu; (ii) fenotypové diagnostické systémy
zpresnujici zatfazeni izoldtu k Bcc a (iii) v soucasnosti nejvyznamnéjsi molekulové
genetické metody, které umoznuji spolehlivou druhovou identifikaci izolatu a

jeho dalsi zafazeni na kmenové (podruhové) trovni pro epidemiologické tcely

(Dtevinek 2005).

3.5.1. Kultiva¢ni metody

Bakterie Bcc jsou relativné ristoveé nenaro¢né. Rostou aerobné pii 20° i 37°
C (rtistové optimum 30° - 35° C) na zdkladnich tekutych kultiva¢nich ptidach
(napf. zivny bujon) a pevnych kultiva¢nich ptadéach (napf. na zivhém a krevnim
agaru). Kmeny Bcc rostou na agarovych ptidach v drobnych koloniich v S fazi a
mohou produkovat hnédy, zeleny nebo nachovy pigment (Obr. 6), pfipadné
vyvijet nasladly zapach. Kultivace se standardné odecita za 72 hodin. Kultivace
kmenti Bcec je presto obtiznd a to z divodu pomérné pomalého riistu a riziku
jejich prekryti rychleji rostoucimi mikroorganizmy (Gibson et a. 2003). Proto jsou
doporucovéna selektivni media (napt. B. cepacia selective agar, OFPBL ¢i PC agar),
jejichz senzitivita je pro kmeny Bcc vyssi nez u konvenc¢nich kultiva¢nich ptd.
Avsak ani kultivace na selektivnich ptidach nezarucuje vylu¢nou izolaci Bcec.
Navic neumoziiuje odliseni jednotlivych druhéi néleZejicich do komplexu

(Dtevinek 2005).

24



Obrazek 7. - B. cenocepacia v ¢isté kultufe na krevnim agaru

3.5.2. Fenotypové identifikacni metody

Diagnostické identifika¢ni systémy jako API 20 NE se pouzivaji k odliseni
Bcc od ostatnich bakterii. Maji vSak omezenou specifitu a mohou jako Bcc chybné
identifikovat tzv. B. cepacia-like bakterie vyskytujici se u nemocnych CF (napi.
Burkholderia gladioli, Ralstonia pickettii, Achromobacter spp., Pseudomonas spp. &i
Stenotrophomonas maltophilia) (Gibson et a. 2003). Chyba identifikace Bcc v

mikrobiologickych laboratofich je znac¢na: pfiblizné 10 % bakterii je chybné
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zatazeno jako B. cepacia zatimco 36 % izolatd B. cepacia neni spravné

identifikovano (Dfevinek 2005).

Tabulka 4. - Vybrané fenotypové znaky komplexu B. cepacia (Gideon online)
Znak Hodnota
Gramovo barveni Negativni
Morfologie Tyc¢inka - kokobacil
Metabolismus Striktné aerobni
Rast na krevnim agaru +
Hemolyza -
Rist na MacConkeyho agaru +
Katalaza +
Oxidéaza -
Oxidace glukézy +
Tvorba indolu -
Utilizace citrdtu +
Dnéaza -
Lipaza +
Utilizace acetatu +
Utilizace mukéatu +
Utilizace D-mandzy +

3.5.3. Molekulové-genetické identifikaéni metody

Spolehlivou identifikaci umoziiuji genotypové identifika¢ni metody
zaloZené na priikazu specifickych nukleotidovych sekvenci. Zafazeni izolatu do
rodu Burkolderia a Bcc poskytuje sekvencni analyza genu pro 16S rRNA.
Z dtivodu omezeného polymorfizmu vsak tato metoda neumoZiiuje rozliSeni
nékterych druht Bcc. Pro identifikaci druhéi Bee 1ze pouzit prikaz genu recA,
jehoz mezidruhova sekvencni podobnost je u Bec v rozmezi 94 - 95% a dovoluje
identifikovat Bcc jako celek a dale RFLP senzymem Haelll pro zafazeni k
jednotlivym druh@im komplexu (Obr. 8) (Mahenthiralingam et al. 2002; Dfevinek
2005).
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© - ~ o Druh Kmen ¢islo C. sekvence v GenBank

B. gladioli pv. gladioli LMG 22167 AY619665

B. vietnamiensis LMG 109297 AF143793

| [ B. dolosa LMG 189437 AF323971
- B. ubonensis LMG 203587 AY780511 g\‘
B. multivorans LMG 18822 AF143776 E
Al B. diffusa LMG 240657 AM748103 | o3
B. cenocepacia II1.D LMG 21461 AF456021 "
16 B. latens LMG 240647 AM922300 ®
24 B. lata LMG 224857 AM905033 o
®|, [ B. metallica LMG 240687 AF456103 g
B. contaminans LMG 233617 AF456121 §
B. ambifaria LMG 191827 AF323985 Q
[ 2 = B. cenocepacia II.C LMG 19230 AY099316 =
B. cenocepacia III.A LMG 166567 AY951880 g
11 B. cepacia LMG 12227 AF143786 S
(s B. pyrrocinia LMG 141911 AF143794 Q
1330 B. cenocepacia I11.B LMG 18830 AF143785 <
B. stabilis LMG 142947 AF456031 2
i B. arboris LMG 240667 AM748095 S

B. seminalis LMG 240677 AM748102

B. anthina LMG 209807 AF456059

B. glathei LMG 141907 AY619666

B. fungorum LMG 162257 AY619664

Obrazek 8. - Dendrogram pfibuznosti v8ech 17 druhti komplexu B. cepacia a tf{ dalsich
druhti rodu Burkholderia podle sekvence genu recA. Dendrogram byl zkonstruovan

pomoci algoritmu Neighbour-Joining v programu BioNumerics verze 5.0 (Applied Maths).

3.5.4. Molekulové-genetické typizac¢ni metody

Pro epidemiologické tcely se vyuzivaji tzv. typiza¢ni metody umoziujici
citlivé rozliSeni na podruhové (kmenové) trovni. Nejcastéji jde o analyzu
mozného prenosu urcitych kmenti mezi pacienty. Izolaty Bcc lze typizovat
riaznymi metodami zaloZenymi na mezikmenovém polymorfizmu DNA, napi.
RAPD (random amplified polymorphic DNA), makrorestrikéni analyzou v pulznim
elektrickém poli ( PFGE, pulsed-field gel electrophoresis) nebo MLST (multilocus
sequence typing) (Clode et al. 2000). Zatimco fingeprintingové metody RAPD a
PFGE umoziiuji pouze porovnani pravé analyzovanych izolatd metoda MLST
umoZnuje urceni jednozna¢ného genomického profilu, jenz lze porovnat s tdaji
v mezindrodni databazi MLST (http://pubmlst.org/bcc/) (Mahenthiralingam et
al. 2002). Shoda izolatt v MLST profilech nebo vysoka podobnost jejich RAPD
nebo PFGE fingerprinti naznacuje pfitomnost epidemického kmene nebo klonu

(Spilker et al. 2009).
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3.6.  Epidemické klony komplexu B. cepacia

Prevalence infekce vyvolané Bcc se v jednotlivych centrech CF vyznamné
lisi (5-40%). Vysoka prevalence pfitom miize byt dasledkem $ifeni tzv.
epidemickych klont. Epidemické klony jsou evolu¢né samostatné a genotypoveé
relativné homogenni skupiny kment, které se zfetelné odlisuji od ostatnich
kmenti stejného druhu a mohou se vyskytovat vriazném case na rtznych
mistech. Identifikace epidemickych klond mda zasadni vyznam pro charakter
epidemické situace a zného plynouci protiepidemickd  opatfeni
(Mahenthiralingam et al. 2002).

Prvnim identifikovanym epidemickym klonem byl kmen B. cenocepacia
ET12, jenz infikoval mnoho pacientti v kanadskych a britskych centrech CF a jenz
je asociovan se zvysenou mortalitou. V Kanadé byly kromé ET12 popsany dalsi
pfenosné kmeny (epidemické klony) oznacené podle fingerprintového profilu
RAPD jako RAPD 01, 04 a 06. Centra CF na vychodnim pobtezi USA se potykaji
s epidemickym kmenem PHDC, ktery byl nedavno identifikovén i v Evropé. V
americkych statech Michigan a Ohio je pfitomen predevsim tzv. klon Midwest.
V populaci izolatd v CR byl nalezen epidemicky klon pojmenovany CZ1
(Dfevinek et al. 2003; Drevinek et al. 2005). I kdyZz vSechny vyjmenované
epidemické kmeny/klony patii k B. cenocepacia, 1isi se prislusnosti ke skupindm
podle polymorfizmu recA. Kmeny ET12, RAPD 01, 02 a 06 i klon CZ1 naleZeji do
skupiny recA IIIA, PHDC a Midwest kmeny do IIIB (Dfevinek 2005). Epidemické
klony se vyskytuji i u dalsich druhti Bec, napt. u B. multivorans (kmeny OHBM a
TUL2), B. cepacia (DTN1) nebo B. dolosa (SLC6) (Dfevinek 2005).

Epidemicky klon se obecné povaZzuje za virulentnéj$i nez sporadicky
kmen ziskany ze zevniho prostfedi. Laboratorni experimenty in vitro napf.
ukazaly vyssi stupeni virulence u epidemického kmene ET12. Pfedchozi
kolonizace pacienta s CF jinym kmenem nebo druhem Bcc pfitom nebrani
epidemickému kmeni takového pacienta osidlit, potlacit réist ptivodniho kmene a
zhorsit dosavadni prabeéh infekce.

Epidemické klony Ize prokdzat na zakladé specifickych markerda.
Napiiklad u epidemického klonu ET12 byla v mikroskopickém obraze

bakterialnich bunék popsana unikéatni adhezivni obii vlakna o délce 2 az 4 pm,
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oznacovand jako cable pili, kterd jiné kmeny nemaji. Gen cblA kédujici hlavni
komponentu adhezinu obfich vldken se tak stal genetickym markerem tohoto
prenosného kmene (Clode et al. 2000). Za obecnéjsi marker epidemickych kment
se povazuje tsek DNA znamy jako BCESM, ktery v sobé zahrnuje gen kodujici
negativni regulator transkripce (esmR) a je soucasti vétsiho celku - genomového
ostrova patogenity (Drfevinek 2005). Ani BCESM vsak neni univerzalni geneticky
marker epidemickych kment. Pfikladem jsou kmeny PHDC a Midwest, které
nemaji ani na jeden z vyse popsanych markerd. CblA ani BCESM proto nelze

povazovat za jednoznac¢né indikatory epidemickych klont. (McDowell et al.

2004).

3.6.1. CZ1 klon

NP4

V Ceské republice je v soucasné dobé velmi rozsiten epidemicky klon B.
cenocepacia CZ1 sdileny vétSinou pacient(i s infekci Bcc. Jde o BCESM pozitivni,
cblA negativni klon, oznaceny podle vysledkét MLST jako ST-32, jehoz
fingerprintovy profil se velmi podoba profilu kanadskému epidemickému kmeni
RAPD 01 (Dfevinek et al. 2005). Znac¢né rozsifeni tohoto kmene v populaci
Ceskych pacientd je zfejmé dlsledkem pozdniho zavedeni pfisnych
preventivnich opatfeni v ceskych centrech CF (viz kapitola 4.). V soucasné dobé
je z30% pacient s CF infikovanych Bcc zhruba 90% infikovano B. cenocepacia

recA skupiny IIIA a z toho 96% CZ1 klonem viz obrazek (Dfevinek et al. 2005).

Pacienti s
CF
Ostatni
Pacienti Pacienti s
s Bec B.cenocepacia

Ostatni —— .
300 /0 Ostatni
s infekei > 90% ;
e B.cenocepacia CZ1 klon

Obrizek 9. - Infekce CZ1 klonem v populaci ¢eskych pacientti (Dfevinek 2005)
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4. Prevence infekce bakteriemi komplexu B. cepacia

Infekce zptsobené bakteriemi Bcc predstavuji pro pacienty s CF smrtelné
riziko (Gibson et a. 2003) umocnéné existenci epidemickych klont, jenz se
snadno $iff mezi pacienty i jednotlivymi centry CF (McDowell et al. 2004). Proto
se v soucasnosti centra CF fidi podrobnymi smérnicemi, jejichz cilem je zabranit

pfenosu kmenit Bce (O’Malley 2009).

4.1.  Historie preventivnich opatveni

Prvni zminky o bakteriich Bcc v souvislosti s CF jsou datovany na pfelom
70. a 80. let minulého stoleti. Bakterie zacaly byt zahy povazovany za nebezpec¢na
infek¢ni agens, které jsou primarné rezistentni k vétsiné antibiotik a které mazou
zptisobovat u CF pacientti smrtici septicky stav s nekrotizujici pneumonii. V roce
1990 bylo prokédzano, Ze se bakterie mezi pacienty prendasi. Tento pfenos se
mize uskute¢nit piimou cestou (mezilidskym kontaktem), nepfimou cestou
(prostfednictvim  kontaminovanych pfedméti nebo materidlti) nebo
prostfednictvim kapének (O’'Malley 2009).

Toto zjisténi pfineslo zasadni zlom v pé¢i o pacienty s CF. Do této doby
se pacienti bézné setkavali v priibéhu lé¢by i béhem pravidelnych prohlidek ve
specializovaném centru, tyto vazby mezi pacienty déle rozvijely specializované
spole¢nosti sdruzuji pacienty s CF, které mnohdy nabizely bohaty socidlni
program. V CR byly napi. konadny pravidelné letni tabory pro détské pacienty
s CF, coz vedlo k zna¢nému rozsifeni infekci zptsobenych Bec, konkrétné klonem
B. cenocepacia CZ1. Zna¢nd prevalence infekce timto klonem v populaci ¢eskych
pacientti je disledkem probéhlé epidemie (Dfevinek et al. 2005). Pod vlivem
novych poznatki bylo potfeba tuto zavedenou praxi zménit a zavést pro
pacienty s CF ptisny hygienicko-epidemiologicky rezim, v CR platny az od
roku 1997 (O’Malley 2009; Dfevinek 2005).

4.2.  Soucasnd preventivni opatieni

Ve specializovanych centrech CF po celém svété v soucasné dobé plati
pfisny rezim oddéleného sledovéani pacientd podle jejich mikrobiologického
nalezu, s cilem zabranit moznému $iteni infekce (O’Malley 2009). Paralelné se

zavadénim hygienicko-epidemiologickych opatfeni se klade velky diiraz i na
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¢asnou a spolehlivou diagnostiku infekce a na provadéni molekuldrné
epidemiologickych Setieni s cilem zmapovani epidemiologické situace v centru
(McDowell et al. 2004; Dievinek 2005). Je potfeba dodrzovat pfisny rezim
separace nemocnych s infekci Bee a neinfikovanych pacientti a to zvlasté tam,
kde je molekulové genetickymi metodami potvrzena pritomnost epidemického
kmene (Dfevinek 2005). V praxi to znamena dbéat na pifisny hygienicko-
epidemiologicky reZzim v radmci centra CF i dal$ich pecujicich zdravotnickych
zatizenich a zabranit tak kontaktu nejen mezi neinfikovanymi a infikovanymi
pacienty, ale i mezi témi, jiz jsou infikovani rdznymi mikroorganizmy, napft.
pseudomonadami nebo Bcc. Vsoudasnosti se uvazuje o novém pravidle,
zahrnujicim vzajemnou izolaci pacientd s odlisnymi kmeny Bce (O’Malley 2009).

V lécebné péci se klade dhraz na umisténi pacient(t na jednoltzkovém
pokoji a vhodné prostorové rozmisténi pokojti, socidlnich zafizeni a oSetfoven
zvlast pro infikované a neinfikované pacienty. V osetfovatelské péci hraji hlavni
vyznam standardni preventivni opatieni, spocivajici zejména v pouzivani
jednorazovych bariérovych pomiicek a hygiené rukou (O’Malley 2009).

V ambulantni péci se pravidelné kontroly, pfistrojovd vysetfeni a
rehabilitace nemocnych infikovanych kmeny Bcc realizuji v jiny den, na konci
dne nebo v jiném misté nez kontroly a vySetfeni pacienti infikovanych
pseudomonadami nebo pacienti neinfikovanych. Pacienti jsou rovnéz povinni
od okamziku vstupu do nemocnice nosit jednordzovou rousku (Dfevinek 2005).
Prostory navstévované infikovanymi pacienty jakoz i piistroje a pomtcky
snimiz se setkaji podléhaji prisnéjsSimu dezinfekénimu reZimu s vyloucenim
téch dezinfekénich prostfedkt, které nejsou dostatecné ucinné proti Bee a jim
tvoteného biofilmu (O’Malley 2009).

V domadci lé¢ebné péci je pak nezbytné aby mél kazdy pacient sviij vlastni
inhalator, ktery musi udrzovat v maximalni ¢istoté a pravidelné dezinfikovat (CF
klub). Velky daraz se rovnéZz klade na edukaci pacientti a jejich rodin (O’Malley
2009).

Pfisnym pravidlim podléhaji piipadné spolecenské akce a dalsi socialni
styk pacienti s CF. Pacienti jsou dtikladné informovani o svém soucasném
mikrobiologickém nélezu a rizicich, které z toho vyplyvaji pro né a osoby v jejich

okoli. Urcitou vyjimku tvoii napiiklad pacienti sourozenci u kterych, rezim

31



ptisné separace dodrzovat nelze. S ohledem na to u nich ¢asto dochazi k infekci
stejnym kmenem (Dfevinek 2005).

Soucasné vysledky ukazuji, Ze v fadé CF center po zahajeni striktniho
oddélovani pacientt kolonizovanych Bcc od ostatnich pacienttt vyznamné klesla

incidence infekci (Razvi et al. 2009; Dfevinek 2005).

4.3.  Management pacientii s infekci Bcc

Cilem managementu CF pacientd s potvrzenou infekci Bcc je udrzet
pacienta v co nejlepsim klinickém stavu a v rdmci moZnosti zabranit progresi
plicniho postizeni (Gibson et a. 2003). Pacienty se vySetfuji v1 - 3 mési¢nich
intervalech, pokud moZno kazdy mésic. Kazda kontrola zahrnuje rutinni klinické
vysetteni, kontrolu véhy, oxymetrii, vySetifeni funkce plic a vySetieni sputa nebo
vytért z hornich cest dychacich. Kontroluje se medikace, kazdd zmeéna se
podrobné rozebere s rodici pfipadné s pacientem a sdéli 1ékati v misté bydlisté
(CF klub). Antimikrobni 1é¢ba Bcc infikovanych pacientd se nasazuje vzdy, pfi
objeveni i téch nejdiskrétnéjsich priznakt aktivni infekce a to minimélné na 14

dni (Caparro et al. 2001; Dievinek 2005).

4.4, Antimikrobni lécba

Antimikrobni lé¢ba infekci bakteriemi Bcc je obtiznd, nebot tyto bakterie
jsou pfirozené rezistentni k celé radé antibiotik, coz vyznamné zuZuje Sifi
pouzitelnych 1ékt (Rose et al. 2009). Citlivost klinického izolatu k antibiotikéim se
v bézné klinické praxi vySetiuje pomoci diskové difuzni metody a uré¢eni MIK, na
jejichz zakladé se urci, zda je izolat k testovanému antibiotiku citlivy nebo
rezistentni. U pacienttt s CF se v3ak v antimikrobni 1é¢bé uplatriuje celd fada
dalsich faktorti, které vyrazné modifikuji odpovéd’ infikovaného pacienta na
lécbu (Gibson et a. 2003). Bakterie se v dychacich cestach nemocnych vyskytuji
v silné vrstvé vazkého hlenu, navic v obrovském mnozstvi a znaéné denzité
(Govan 2006) a vytvareji biofilm ktery vyznamné snizuje prinik antimikrobni
latky (Caraher et al. 2007). Proto se v centech CF od testovani citlivosti izolatt
k antimikrobnim latkdm ustupuje a vyuzivaji se spiSe specidlné vytvorené
protokoly empirické terapie zohlednujici epidemiologickou situaci v misté

(Govan 2006).
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44.1. Antimikrobni latky acinné proti Bcc

Lécba infekce Bcc u pacienta s CF je vzdy indikovédna zkuSenym
klinickym lékafem CF centra (pediatrem nebo pneumologem) ve spolupraci
s klinickym mikrobiologem a posuzuje se znékolika hledisek, zejména na
zékladé dlouhodobych i aktualnich vysledkét kultivace u pacienta, jeho
aktualnim klinickém stavu i zkuSenosti s léc¢bou dal$ich pacientt infikovanych
stejnym kmenem (Govan 2006). Vétsinou se pouzivé dvoj- nebo trojkombinace
acinnych i méné Gcinnych antimikrobnich latek, a to v davkach vyssich nez je u
dané latky obvyklé (Fila 2007). Pravé kombinace antibiotik ve vy3sim davkovani
je u infekci Bcc jedinou moZznosti jak dosahnout pfijatelného tcinku. Obvykle se
kombinuji p-laktamova antibiotika, zejména cefalosporiny III. generace,
protipseudomonddové peniciliny nebo karbapenemy saminoglykozidy,
tetracykliny, chinolony nebo kotrimoxazolem (Rose et al. 2009). Cilem je
zasahnou bakteridlni buniku na nékolika trovnich, tedy pfi syntéze bunécné

stény, tvorbé nukleové kyseliny nebo proteosyntéze (Dales et al. 2009).

Chinolony Amfenikoly Tetracykliny, Aminoglykosidy
- DNA gyraza - 50S ribosom - 30S ribosom

mRNA Proteosyntéza

B-laktamy - syntéza bunééné stény

Obrazek 109. - Schéma ucinku antimikrobnich latek na Bec

Sulfonamidy - Metabolismus folath

Lécba musi trvat minimalné dva tydny a kritériem uGspésnosti neni
kultiva¢ni negativita, které 1ze u pacient(i infikovanych CF dosdhnout jen vzacné,
ale zlepSeni klinické odpovédi (Govan 2006). Pouzitelné antimikrobni

preparaty, jejich kombinace a empirickou lé¢bu udévaji tabulky 5a., 5b. a 5c.
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Zmény ve stavajici terapii zavisi na klinické odpoveédi, vysledcich vySetfeni

citlivosti u daného izolatu, alergické reakci pacienta a zkuSenosti s pfedchozimi

kombinacemi antimikrobnich latek (Gibson et a. 2003; Fila 2007).

Tabulka 5a. - U¢inna antibiotika (Fila 2007)

Antibiotikum Skupina Citlivost Bcc Mec}hvgmsmus
ucinku
Piperacilin Prot} pse udc‘)mc.)n‘adovy Primérné Zabrana syntézy
penicilin + inhibitor - e 4 b
/tazobaktam laktaméz citliva bunécné stény
Ceftazidim Cefalosporin III. Primérné Zabrana syntézy
generace citliva bunécné stény
Cefoperazon Cefalosp'orl‘n .IH' Primarné Zabrana syntézy
generace + inhibitor p- e 4 b
/sulbaktam laktaméz citliva bunécné stény
Meropenem Karbapenem Primarné Zabrana syntézy
citliva bunécné stény
Aztreonam Monobaktam Primarné Zabrana syntézy
citliva bunécné stény
Kotrimoxazol Sulfonamid + Primérné Inhibice
diaminopyrimidin citliva metabolismu
Chloramfenikol Amfenikol Prl.m arne Inhlbl‘CG
citliva metabolismu
Citliva pti
. . . Inhibi
Doxycyklin Tetracyklin pouziti 1b1ce/
laktoferinu proteosyntezy
Citliva pti
. . . . Inhibi
Minocyklin Tetracyklin pouziti 1b1ce/
laktoferinu proteosyntezy
Clivapr | inice RNA
Rifampicin Rifamycin pouziti olvmeraz
laktoferinu POy Y
Rezistentni Inhibice
Tobramycin Aminoglykozid (pouzivé se )
v kombinacich) proteosyntezy
Rezistentni Inhibice
Amikacin Aminoglykozid (pouzivé se )
v kombinacich) proteosyntezy
Rezistentni iy
Ciprofloxacin Chinolon (pouzivé se Inhlblc? DNA
gyrazy

v kombinacich)
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Tabulka 5b. - Terapeutické kombinace pouzivané v soucasné dobé ve FN

Motol (Fila 2007)
Monoterapie Kombinace peroralni (p.o.) a inhala¢ni 1écby
2 ATB z:
. kotrimoxazol
p-0- doxycyklin ciprofloxacin

inhala¢né vysokodavkovany tobramycin

p.0. kotrimoxazol inhala¢né vysokodavkovany tobramycin +

kotrimoxazol
inhala¢né vysokodavkovany inhala¢né vysokodavkovany tobramycin +
tobramycin ciprofloxacin

kotrimoxazol + ciprofloxacin

Kombinace s i.v. preparatem:

2-3 kombinace z 1-2 betalaktamt a 1-2 dalSich antibiotik/chemoterapeutik

piperacilin/tazobaktam

ceftazidim o . .
amikacin (nebo inhala¢né
cefoperazon/sulbaktam ) . .
vysokodavkovany tobramycin)
meropenem . . .
ciprofloxacin + tobramycin nebo
aztreonam

amikacin (nebo inhala¢né
vysokodavkovany tobramycin)
kotrimoxazol + ciprofloxacin
ciprofloxacin + rifampicin

piperacilin/tazobaktam + meropenem
ceftazidim + meropenem

cefoperazon/sulbaktam + meropenem

Tabulka 5¢. - BéZna empiricka 1écba dle zavaznosti infekce (Fila 2007)

Bézna lécba lehéi SO OP L
Bézna pocatecni lécba Bézna pocatecni lécba
exacerbace s -
- tézsi exacerbace nejtézsi exacerbace
(ambulantné):
i.v. ceftazidim + i.v.
p.o. tetracyklin i.v. ceftazidim + p.o. meropenem + inhala¢né
p-o. kotrimoxazol kotrimoxazol vysokodavkovany
tobramycin
4.4.2. Predikce ti¢inku antimikrobnich latek

Predikce tc¢inku antimikrobni léc¢by je u infekci vyvolanych kmeny Bcc
obtizna. Rtizné kmeny maji odlisné profily rezistence, populace téhoz kmene
muZe byt heterorezistentni a vysledek testu in vitro nemusi poskytovat
spolehlivou informaci o tc¢inku antimikrobni latky in vivo, kde se uplatiuji dalsi
vlivy napf. tvorba biofilmu. Laboratorné se stanovuje minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIK), tedy minimélni koncentrace antibiotika, kterd zabrani

viditelnému rtstu bakteridlnich kolonii in vitro (MacKenzie et al. 2004) a to

35




obvykle na planktonickych butikach. MIK u bunék rostoucich ve formeé biofilmu
miize byt vyssi, proto se zvazuje testovani bunék rostoucich ve formé biofilmu,
Davies & Bilton 2009). U vybranych antimikrobnich latek se vySetiuje MIK
v prostiedi obsahujicim laktoferin, ktery zvysuje citlivost Bcc k nékterym latkam.
U antimikrobnich 1é¢iv, vic¢i nimz je izolat Bcc rezistentni a jez se pouzivaji

v kombinacich, se MIK nezjistuje (Caraher et al. 2007).

4.5.  Dezinfekce

Nenahraditelnou roli v prevenci infekci vyvolanych bakteriemi Bcc ma
dezinfekce. Dezinfekce je definovana jako selektivni eliminace nezddoucich
mikroorganizmt vedouci k zamezeni jejich prenosu (Melicharc¢ikovad 1998).
Nejcastéjsi jsou metody chemické nebo kombinované fyzikalné-chemické
dezinfekce, které se pouZivaji k dezinfekci kontaminovanych povrcha,
diagnostickych ¢i lécebnych piistroji a v neposledni fadé dezinfekci rukou
(O’'Malley 2009).
oblastech je schopnost Bcc preZivat ve vnéjsim prostiedi a tvofit biofilm
(Zuckerman et al. 2009). Bakterie obvykle lépe pieZivaji pfi vyssich hodnotach
relativni vlhkosti. Preziti bakterii miize pozitivné ovlivnit i ochranné médium
(napt. krev). Kmeny Bcc mohou vytvéafet na pevnych povrsich biofilm, ktery
vyrazné snizuje citlivost bakterii k dezinfek¢nim latkdm (Caraher et al. 2007).
Problémem je i zna¢nd primarni rezistence Bcc k dezinfekénim latkam, ktera
omezuje ucinnost fady dezinfekénich prostfedki pouzitych v obvyklych
koncentracich (Zuckerman et al. 2009).

Uéinek chemické dezinfekce povrchii zavisi na koncentraci a dobg
ptsobeni prosttedku, mnozstvi a rezistenci kontaminujicich kmenti a
podminkach prostiedi. Pro dezinfekci povrcht lze pouzit fadu komerc¢né
dostupnych prostfedkdt s nékolika typy ucinnych latek jako jsou alkoholy,
halogeny, kvartérni amoniové slouceniny, fenoly nebo glutaraldehyd.
Dezinfekéni prostiedky pro povrchovou dezinfekci se pouzivaji pro stirani
pracovnich povrcht, ostatnich povrchii véetné podlah a stén a nékterych

pouzivanych pfistroji a zatizeni (Melichar¢ikova 1998).
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byva kontaminovdn zna¢nym mnozstvim bakterii. Pouzité dezinfekéni
prostfedky pfitom nemohou byt prilis agresivni, aby nedoslo k poskozeni
ptistroje. V téchto situacich se obvykle se pouZzivaji alkoholy, kvartérni amoniové
slouceniny a aldehydy (Melichar¢ikova 2007).

Specifickou kapitolu pfedstavuje dezinfekce rukou, v soucasné sobé
zaloZena zejména na alkoholovych dezinfekénich prostiedcich. Pfi dezinfekci
rukou nehraje roli pouze kvalita provedené dezinfekce, ale i cetnost a
pravidelnost provadénych dezinfekci vsouladu smodernimi poznatky o
prevenci nozokomidlnich nédkaz. Dezinfekci rukou ma 1ékatsky i oSetfovatelsky
personal provadét vzdy pfi vstupu do mistnosti s pacientem, pfed kontaktem
s pacientem, pfed aseptickym zdkrokem, po kontaktu s biologickym materidlem

a pii odchodu z mistnosti (Melicharc¢ikova 2007; Kac et al. 2009).

4.5.1. Dezinfekéni latky Gi¢inné proti komplexu B. cepacia

Narozdil od vétsiny antimikrobnich latek neni tcinek dezinfekéni latek
pfesné zacileny na konkrétni bakteridlni strukturu. Zakladem tucinku jsou
procesy vedouci k ireverzibilni denaturaci bilkovin v bufice (oxidaci,
hydrolyzou, koagulaci, pfipadné tvorbou soli), naruseni integrity bakterialni

stény nebo cytoplazmatické membrany (Melicharé¢ikova 1998).

Oxidace Hydrolyza

Naruseni . . Tvorba soli s
membrany Koagulace bilkovin bilkovinami

Obrazek 11. - Schéma ucinku dezinfekénich latek na Bec
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Bakterie Bcc jsou proti dezinfekénim ldtkdm odolné na zakladé
nespecifickych déji mezi néz patii vyssi odolnost ke stresujicim faktorim ve
vnéjsim prostredi a schopnost dlouhodobého prezivani a (Caraher et al. 2007;
Zuckerman et al. 2009). Roli hraji i dalsi mechanismy mezi néZ patii tvorba
biofilmu a vy8si rezistence vici antimikrobnim ldtkdm (Smith & Hunter 2008).

Jako nejacinnéjsi se proti kmendm Bcc uplatriuji silnd oxidaéni ¢inidla na
bazi chloru a aldehydy (Peeters et al. 2008). Za stfedné uc¢inné se povazuji
alkoholy a nékteré organické slouceniny napi. kvarterni amoniové soli (KAS).
V fedénych roztocich KAS jsou nékteré izolaty Bcc schopny dlouhodobé preZivat
a dokonce se mnozit (Rose et al. 2009). Pfehled vybranych a¢innych latek uvadi

tabulka 6.

Tabulka 6. - Vybrané dezinfekéni latky

Dezinfekéni Chemick( na Skupi Mechanismus | Pouziti
latka ernicky nazev upina ucinku v dezinfekci
. Chlornan sodny Oxidacni . \
Chlornan sodny (NaCIO) cinidlo Oxidace Povrchti
Sodna sl Oxidaéni
Chloramin B N-chlorbenzen- . . Oxidace Povrcha
. ¢inidlo
sulfonamidu

Jodonal A KI+ Nal + ethylenoxid- Jodofor Oxidace Polfozka a

nonylfenol sliznice

Glutaraldehyd Glutaraldehyd Aldehyd Ko/agulailce Naftrol u
bilkovin a pfistrojt

. . Kyselina . . o
Kyselina peroctova peroxyoctovd Kyselina Hydrolyza Povrchti
Chlorhexidin Ch-lorhexm%m Biguanid Namse:m POl?OZ.ka
diglukonat membrany a sliznice

. Benzildodecyl- .
Benzalkonium . . Narus$eni y
. dimethylamonium- KAS j Pokozka
bromid . membrany
bromid
Koagulace .
Isopropanol 2-propanol Alkohol bilkovin Pokozka
4.5.2. Predikce ac¢inkt dezinfekénich latek

Kvantifikace t¢inku dezinfekéni latky na konkrétniho mikroba je obtizna.
Utinek latky na bakterie je dan vlastnostmi obsazené u¢inné latky, fyziologickym
stavem bakterii a fyzikdlnimi a chemickymi vlastnostmi prostfedi. Dezinfekéni

latka musi mit ireverzibilni letalni G¢inek, kterého dosahuje obvykle v pribéhu

38



nékolika minut (Cremieux et al. 2001). V piipadé rychle piisobicich
baktericidnich cinidel dojde k redukci bakteridlni populace o 99,9 % jiz v
prabéhu jedné az dvou minut. Pro redukci bakterialni populace 0 99,999 % (tj. 0 5
fada) je obvykle potfeba doba expozice 5 az 15 minut. Pokud pfezije vyznamna
¢ast bakteridlni populace, je dezinfekce netucinnd a hrozi riziko, Ze dojde k
selekci nezadoucich nebo rezistentnich druht (Melichar¢ikova 1998; Cremieux
et al. 2001).

Laboratorné se miize stanovit minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIK),
ktera poskytuje informaci o mife Gc¢inku dezinfekéni latky na konkrétni kmen
(Rose et al. 2009). Pro praktické tcely se v8ak upfednostiiuje stanoveni minimalni
baktericidni koncentrace (MBK) v suspenznich nebo povrchovych expozi¢nich
testech v definovaném case (Peeters et al. 2008). Tyto testy poskytuji informaci
nejen o u¢inné koncentraci dezinfekéni latky, které ma byt redlné dosazeno, ale i
o rychlosti tc¢inku latky na mikroba. Mezi dalsi moZnosti zpresiiujici in vitro
predikci G¢inku patii testovani za pouziti interferujiciho ¢inidla a zvysené teploty
(Cremieux et al. 2001, Sattar 2006), pfipadné testovani tcinku proti burikam
narostlym ve formeé biofilmu (Smith & Hunter 2008).

V pribéhu samotného dezinfekéniho procesu je nutné podle in vitro
zjisténych skutecnosti dodrZet G¢inné koncentrace dezinfekéni latky v G¢inném

expozi¢nim ¢ase (Sattar 2006; Melicharéikova 2007; Smith & Hunter 2008).
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Experimentalni c¢ast: Citlivost epidemického klonu B.

cenocepacia CZ1 k antimikrobnim a dezinfekénim latkam

Uvod a cil price

Znacné rozsifeni epidemického klonu B. cenocepacia CZ1 v populaci
¢eskych pacientti s CF predstavuje zavazny epidemiologicky a lé¢ebny problém. I
kdyZz po zavedeni pfisnych hygienickych opatieni incidence infekce poklesla,
prevalence je stale vysoka a infikovano je pfiblizné 26% pacientti v péci centra CF
ve FN Motol (Dievinek et al. 2005). V budoucim managementu kontroly infekce
v CF centru bude hrat velkou roli G¢inna antimikrobni terapie u infikovanych
pacientt i hygienicko-epidemiologické opatfeni, véetné t¢inného dezinfekéniho
rezimu chranici pacienty dosud neinfikované. Cilem této préce bylo ziskat dosud
chybéjici informaci o citlivosti epidemického klonu CZ1 kvybranym

antimikrobnim a dezinfekénim latkam.

Metodika

Vysetfované kmeny

Kmeny reprezentujici ¢eskou populaci epidemického klonu B. cenocepacia
CZ1 izolované od pacientti s CF byly vybrany ve spolupréaci s Laboratoii
molekuldrni genetiky Pediatrické kliniky ve Fakultni nemocnici v Motole, v niZz
se archivuji dosud izolované kmeny. Tyto kmeny byly jiz dfive vySetfeny
molekulové genetickymi identifika¢nimi a typiza¢nimi metodami. Celkem bylo
vysetteno 11 izolatd od rtiznych pacientt z let 1998-2009 a 4 referen¢ni kmeny, tj.
B. cenocepacia ]2315 a LMG 16656, B. multivorans LMG 14294 a B. stabilis LMG
16660 (Tabulka 7). Kmeny byly uchovavany pifi -20°C a pred pouzitim
vyockovany na MH agar (Oxoid) a kultivovany 48 hodin pti 30°C.
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Tabulka 7. - Studované bakterialni kmeny

Kmen Druh MLST | Sbirkové ¢islo | Klondlni pfislusnost
X127 | B. cenocepacia 3A | ST-32 CZ1 klon
457 B. cenocepacia 3A | ST-32 CZ1 klon
459 B. cenocepacia 3A | ST-32 CZ1 klon
460 B. cenocepacia 3A | ST-32 CZ1 klon
463 B. cenocepacia 3A | ST-32 CZ1 klon
573 B. cenocepacia 3A | ST-32 CZ1 klon
817 B. cenocepacia 3A | ST-32 CZ1 klon
1232 B. cenocepacia 3A CCM7291 CZ1 klon
5420 B. cenocepacia 3A CZ1 klon
6064 B. cenocepacia 3A CZ1 klon
6183 B. cenocepacia 3A CZ1 klon
6184 B. cenocepacia 3A CZ1 klon

14294 B. stabilis LMG14294

16656 | B. cenocepacia 3A LMG16656 Klon J2315

16660 B. multivorans LMG16660

Vysetieni citlivosti k antimikrobnim latkam

Byla vysetfena citlivost k témto 15 antimikrobnim latkam: amikacin,
cefepim, ceftazidim, ciprofloxacin, chloramfenikol, doxycyklin, gentamicin,
imipenem, kotrimoxazol, meropenem, minocyklin, piperacilin, piperacilin-
tazobaktam, temocilin a tobramycin. Citlivost ke vSem latkdm byla urcena
pomoci diskového difuzniho testu podle doporuceni Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI 2005) a u vybranych latek (ceftazidim, ciprofloxacin,
chloramfenikol, doxycyklin, kotrimoxazol, meropenem, piperacilin, minocyklin,
temocilin a tobramycin) byla vySetfena MIK pomoci Etestu (Biomérieux). U
ceftazidimu a meropenemu byla MIK stanovena také agarovou dilu¢ni metodou.
Izolaty byly Kklasifikovany jako citlivé, intermedidrné citlivé nebo rezistentni

podle hrani¢nich koncentraci CLSI (2005).

Vysetfeni citlivosti k dezinfek¢nim latkam

Citlivost k osmi dezinfekénim latkam (benzalkonium bromid, ethanol,
chlornan sodny, chloramin B, chlorhexidin, glutaraldehyd, isopropanol, jodonal
A a kyselina peroctova) byla vysetfena uréenim MIK pomoci dilu¢ni metody
v bujonu (Rose et al. 2009) a stanovenim MBK suspenzni metodou v stfednim

expozi¢nim ¢ase 15 minut pfi 20°C bez pouZiti interferujicitho ¢inidla (Cremieux
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et al. 2001). Izolaty byly klasifikovany jako citlivé pokud vysledky stanoveni
citlivosti k dezinfekénim ldtkdm ani v jedné z obou pouzitych metod nepiesahly

v v

nejniz$i doporucenou koncentraci.
Vijsledky a diskuze

Citlivost k antimikrobnim latkam

Podrobné vysledky vysetfeni citlivosti k antimikrobnim latkdm uvadeéji
tabulky 8 (diskovy difuzni test) a 9 (stanoveni MIK Etestem a agarovou dilu¢ni
metodou). Vysledky pak shrnuje tabulka 10. Odecet hranic inhibi¢ni zény v
diskovém difuznim testu a Etestu byl vfadé piipadd problematicky a to z
dévodu vyskytu drobnych kolonii v oblasti inhibi¢ni zény nebo pfitomnosti
dvou rhGzné citlivych subpopulaci (dvé inhibi¢ni zény) viz obrazek
Jednoznac¢néjsi vysledky poskytla agarova dilu¢ni metoda, kterd je standardem
pti vySetfeni antimikrobni citlivosti. Srovnani kvalitativnich vysledkd ziskanych

riznymi metodami vysetieni citlivosti nicméné ukazalo pomérné dobrou shodu.

PRLETEE T ety

==
com;m

sxesssies | | A mg

-gg- :

Obrazek 12. - P¥iklady problémt p#i odeé¢tu hranic inhibi¢ni zény

v diskovém difuznim testu a Etestu
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Tabulka 8. - Vysetieni citlivosti k antimikrobnim latkam
diskovou difuzni metodou (pramér zé6n v mm)

+ _O‘ ;d E (=] (=1 [«
El g | B gl £ |& ElN|IE| S| E| £ |38|&8|%E
= = g e - (=8| % v *® ~ i~ | 9| g
o | §| R |&| & |58l c|lels| || E|E|E
g | & | 8 |&| 5 |2S|E|EB| S| § S| s|=| 8
“ | 5| E| S |8 &|28|E|S| 8| > BE|E|E| S
== | d = |EE|g|Z|8|F |~ |80
o
%ﬁ <15 | <13 | <17 |<14| <17 | <17 |<10|<18|<15| <12 | <12 |<12|<14 [<12
Pro 1500 | >16 | 221 |>18| 218 | 218 |>16|>18|>21] >16 | >16 |>15|>17|>15
reZlStenCl * *% * *% *% *% * *%% *% Ex *% *% *% *%
a citlivost
x127 | 16| 9 | 28 | 6|2 | 246|616 6| 6 |6|6]|6
457 |24 | 13 | 31 [ 8| 31 |34 |66 6| 6 | 6 |6|6]6
459 | 17 2 16|23 |24l6l6|6!| 91| 6 |[6]|6]6
460 | 15 2816|222 16l6|6| 8 1|6 [6]6]6
463 |19 | 14 | 32 | 6| 29 | 34 | 6|6 |13 2| 6 | 6|6]6
573 | 15 2116 | 19| 216l6|6| 6 | 6 | 6|6]6
817 | 11 9 |6 9 |11|6]|6]6 6 | 6|6]6
1232 | 12 | 10 6| 1112|666 9] 6 |6|6]6
5420 | 15 | 9 6| 12|13 |6|6|6| 2] 6 |6|6]6
6064 | 18 | 10 | 32 | 6 | 26 | 28 [ 6 |6 | 6| 6 | 6 | 6|6 |6
6183 | 10 | 14 | 8 | 6 | 13 | 14 |6 |6 | 6 6 | 6|6]6
6184 | 17 | 15 | 30 | 6 | 26 | 30 [ 6 | 6 | 6 6 | 6|6]6
14294 | 27 | 20 | 34 |15| 32 | 36 | 6|6 |6 21| 9 | 6|66
16656 | 8 | 6 | 8 | 6| 8 | 9 |6 |10/ 8| 6 |11 |6]|6]6
16660 | 20 | 38 | 9 | 6 | 24 | 36 |17|10| 8 | 6 | 16 | 6|6 |6

Breakpointové hodnoty platné * pro B. cepacia; ** pro P. aeruginosa; *** pro Enterobacteriacae,
p yp p 74 p g p

**3%% pro nedostatek udaji jako doxycyklin
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Tabulka 9. - Vysetieni MIK vybranych antimikrobnich latek
Etestem a Agarovou dilu¢ni metodou (mg/1)

_ c c
AR AR AR AR A A AR N
< |glg|€ || & 5§ |E|c|E| »| &| & |E
13) 13 3, 3} o= i 2 o & — Q o <
S| = |9 ] ~ S| 2|5 = ) S
9]
iﬁ’;"t >16| 216 | >32 | =32 |>128| =8 | >4 [>32| 24 | =8 | 16 | =16 | =64
PIO 1«4 <4 | <8 | <8 |<64| <4 | <2 |<8|<1|<2| 4| <4 |<16
rEZZStenCZ *% * *% * *% L *% *% *% *% *% *% *%
a citlivost
Metoda |Etest Agar Etest Agar Etest | Etest | Etest | Etest | Etest | Etest | Etest Etest Etest
X127 [216| 16 | 6 | 32 [ 256 | 4 | 8 |256 |=32(2256(=256| =256 |>256
57 | 6 2 | 8 | 24 | 24 | 28 | 256 |=32|>256|>256| =256 |>256
459 |16| 8 | 6 | 16 | 64 | 4 | 16 | 256 | 32 | 48 [=256| 128 |=256
460 [=24| 16 | 4 | 16 |2256| 4 | 3 | 256 [232| 32 [=256| =256 |=256
463 |12 8 | 3 | 16 | 64 | 48 [232(256 | 8 | 4 [=256(32-48|>256
573 |12 16 | 6 | 64 |2256| 6 | 1 | 256 |=32[>256(=256| =256 |>256
817 232 32 | 96 | 128 [2256| 8 | 1,5 | 96 | 32 |2256|=256| =256 |>256
1232 232 32 | 128 |>128|>256| 48 =32 256 | 32 | 48 [>256| =256 |>256
5420 | 16| 16 | 32 | 64 |>256| 4 24 [232] 4 |296|>256 |>256
6064 |16| 8 | 3 | 16 | 12 | 4 256 | 32 | 64 |2256| 256 |=256
6183 |232| 16 | 256 | 128 |>256| 64 256 | 232 | 96 |=256| =256 |>256
6184 |16| 8 | 8 | 16 | 12 | 4 256 | 232|296 |>256| =256 |> 256
14294 | 2| 8 | 2 |64 | 3 | 3 | 12 | 64 [232 32 | 9 [=256
16656 =32 32 | 32 | 64 | 256 | 16 |=32|256 | 32 [>256|>96| 192 |>256
16660 | 6 | 4 |2256(2128|=256| 12 (025 | 48 | 32 | 48 | 8 | 128 |=256

Hrani¢ni hodnoty podle *CLSI pro B. cepacia a ** Etestu (Biomérieux); *** provizorni hodnota.

Izolaty klonu B. cenocepacia CZ1 byly bez vyjimky rezistentni k amikacinu,

gentamicinu, tobramycinu, doxycyklinu, ciprofloxacinu a cefepimu a s vyjimkou

jednoho nebo dvou izolatt rezistentni k chloramfenikolu a tigecyklinu. Oproti

tomu zhruba polovina izolatlh byla citlivych k meropenemu, ceftazidimu,

piperacilinu, piperacilinu s tazobactamem a temocilinu. U téchto latek lze tudiz

uvazovat o klinickém pouZiti zaloZzeném na pfedchozim vySetfeni citlivosti in

vitro. Jejich klinicka Gc¢innost je vsak i v téchto piipadech nejistd a to vzhledem k

pomeérné vysokym hodnotdm MIK, které - byt jsou v oblasti citlivosti - se blizi

hrani¢ni hodnotdm. Nutno téZ predpokladat nizsi citlivost bakterii pfitomnych

v dychacich cestach ve formé biofilmu ve srovnani s planktonickou formou téhoz
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kmene pii vySetfeni in vitro. Vysledky pro nékteré kmeny (zvlaste ¢. 1232)
zaroven ukazuje obecnou schopnost klonu CZ1 vyvijet rezistenci ke vSem

testovanym antimikrobnim latkam.

Tabulka 10. - Procentualni zastoupeni izolata CZ1 klonu
rezistentnich k vySetfovanym antimikrobnim latkam (%)

i 3| S| &
SlelEle|ElcBls|5|%|S|5|5|€ =!8
Antimikrobni latka / R R R £ 52| 5|8l 8| E
g-' ol s & = | o S g =y o S| & = s
metoda SlElE| S| &8 E|E| 5|8 | B 5|E|E|%
o= &g =} — o Hal © <
[~ A = =

N
Q1
1

Diskova difuzni metoda | 50 |75/25(100| 25 100|100 | 100 83,4100{100{100|100

Etest 75| - |25 - |58,3

41,758,3191,7| 100 [83,4100(100{100| -
Agarova diluéni metoda 58,3 - |50 - | - -

Citlivost k dezinfekénim 1atkam

Vysledky vysetfeni citlivosti k testovanym dezinfekénim latkam
stanovené pomoci dilu¢ni metody v bujonu (MIK) a suspenzni metody (MBK)
udavaji tabulky 10 a 11. Procento rezistentnich izolatd udava tabulka 13. Izolaty
klonu B. cenocepacia CZ1 i referenéni kmeny byly k dezinfekénim latkdm relativné
rezistentni a v pfipadé chlornanu sodného, glutaraldehydu a jodonalu A

naméfené hodnoty rezistence prekrocily doporucené expozi¢ni koncentrace.

Tabulka 11. - Vysetfeni ucinnosti dezinfekénich latek I.

Latka Chlorhexidin | Benzalkonium bromid Chloramin B |Chlornan sodny
Obwka 12000-10000 mg/1 100000 mg/1 10000 mg/1 500 - 5000 mg/1
koncentrace a éas 30-60 sec 30 sec 30 min 30 min

Hodnota | MIK | MBK | MIK MBK MIK MBK | MIK | MBK
Jednotky | mg/l | mg/l | mg/l mg/1 mg/1 mg/l | mg/l | mg/l
X127 78,125 | 156,25 | 312,5 312,5 1250 2500 2500 | 5000
457 78,125 | 156,25 | 156,25 625 1250 1250 5000 | 5000
459 78,125 | 3125 | 3125 625 1250 2500 5000 | 5000
460 156,25 | 3125 | 3125 625 1250 2500 5000 | 5000
463 78,125 | 312,5 | 156,25 625 1250 1250 5000 | 5000
573 78,125 | 156,25 | 312,5 625 1250 2500 5000 | 5000
817 78,125 | 3125 | 3125 312,5 1250 1250 2500 | 5000
1232 78,125 | 156,25 | 312,5 625 1250 1250 5000 | 5000
5420 156,25 | 3125 | 3125 312,5 1250 1250 5000 | 5000
6064 78,125 | 156,25 | 156,25 625 1250 2500 5000 | 5000
6183 156,25 | 3125 | 3125 625 1250 2500 5000 | 5000
6184 156,25 | 312,5 | 156,25 1250 1250 5000 2500 | 2500
14294 | 78,125 | 156,25 | 156,25 312,5 1250 2500 5000 | 5000
16656 | 78,125 | 156,25 | 312,5 625 1250 2500 2500 | 5000
16660 | 156,25 | 312,5 | 156,25 625 1250 2500 2500 | 2500
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Tabulka 12. - VySetfeni a¢innosti dezinfekénich latek II.

Latka Glutaraldehyd | Kys. peroctova Jodonal A Isopropanol
?1?1211:; 350-1400 mg/1 (1800-32400 mg/1] 5000-30000 mg/1 350 g/1
ol 30-60 min 15-30 min 1-5 min 30 sec
a cas
Hodnota | MIK | MBK |MIK | MBK | MIK MBK MIK MBK
Jednotky |mg/l| mg/l |mg/l| mg/l | mg/] mg/1 g/l g/l
X127 2500 | 5000 |312,5| 1250 6250 12500 18,75 150
457 2500 | 5000 |312,5| 1250 6250 12500 37,5 150
459 2500 | 5000 | 625 2500 | 12500 | 12500 18,75 150
460 2500 | 5000 |312,5| 1250 | 12500 | 12500 18,75 150
463 2500 | 5000 | 1250 | 2500 | 12500 | 12500 18,75 150
573 2500 | 5000 | 1250 | 2500 | 12500 | 12500 18,75 75
817 2500 | 2500 |312,5| 1250 6250 12500 18,75 150
1232 2500 | 5000 |3125| 625 12500 | 12500 18,75 150
5420 2500 | 5000 |3125| 625 6250 6250 18,75 75
6064 2500 | 5000 |3125| 1250 6250 6250 18,75 75
6183 2500 | 2500 |3125| 625 12500 | 12500 37,5 150
6184 2500 | 5000 | 625 1250 6250 12500 18,75 150
14294 1250 | 2500 |3125| 625 6250 6250 18,75 75
16656 2500 | 2500 | 625 1250 | 12500 | 12500 18,75 75
16660 1250 | 2500 |312,5| 1250 6250 6250 37,5 75

Tabulka 13. - Procentualni zastoupeni izolata CZ1 klonu
rezistentnich k vysetfovanym dezinfekénim latkam (%)

£ || s -

§ |2, | 23223

. . 14 ) S E g e | = S | = &
Dezinfekéni latka < = 5 S 5 E g g 3

S SE| S| E|£| 5| 2| &

= g = | g | 2 g1 = g

v = v S © Y =

Diluéni metoda v bujonu (MIK) 0 0 75 | 100 | 0 | 100 | O
Suspenzni metoda (MBK) 0 0 0 [91,7100 | 25 | 100 | O

Z vysledk 1ze usuzovat, Ze chlornan sodny, glutaraldehyd ani jodonal A
za podminek v praxi nedosahuji koncentrace dostate¢né k eliminaci bakterii
klonu CZ1. I kdyZ tcinek chlornanu a glutaraldehydu latek lze zvysit zahtatim
kjeho sniZzeni miize pfispét pritomnost ochranného média (hlen ¢i krev) nebo
rist Bec ve formé biofilmu (Sattar 2006; Smith & Hunter 2008). Jodonal A je
vzhledem k obvyklym kratkym dezinfekénim castim latkou zcela nevhodnou.
Perspektivnimi dezinfekénimi ldtkami jsou oproti tomu chloramin B a kyselina

peroctova, které mély in vitro baktericidni Gé¢inek i v niz$ich neZ doporucenych
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koncentracich. Vhodnym pro dezinfekci kiize mtize byt benzalkonium bromid a
chlorhexidin, u kterych bylo pro klon CZ1 dosazeno vysledkd srovnatelnych
s podobnymi studiemi na Bcc (Rose et al. 2009). Isopropanol jako zastupce
alkohold t¢inkuje pouze ve vysokych koncentracich, nicméné nedosahujicich ani
poloviny doporucenych expozi¢nich koncentraci a lze u né pfi zachovani

spravného postupu predpokladat dostate¢ny tcinek (Kac et al. 2009).

Zavér

Vysledky prace ukazuji, ze populace klonu B. cenocepacia CZ1 v je
rezistentni ke veétsiné z klinicky pouZitelnych antimikrobnich latek. Tato
rezistence je pravdépodobnym dtsledkem kombinace fady molekulovych
mechanism@t a pfedstavuje zavazny problém pti lécbé infekci vyvolanych
klonem CZ1. Za potencialné Gc¢inné lze povazZovat meropenem, ceftazidim,
piperacilin a temocilin, jejichz klinickému pouziti vSak vzdy musi pfedchazet
kvantitativni vySetfeni citlivosti infikujictho kmene. Prace rovnéZ prokézala
dobrou citlivost klonu CZ1 k nékolika dezinfekénim latkdm jako je chloramin B,
kyselina peroctovd, chlorhexidin a benzalkonium bromid, jejichz pouZiti lze
proto doporucit. V piipadé ostatnich latek pfesahovaly naméfené hodnoty MIK
nebo MBK doporucené koncentrace a 1ze ocekavat, Ze pfi jejich pouziti nebude

dosazeno pottebného dezinfekéniho tcinku.
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Souhrn

Cysticka fibréza (CF) je zavazné dédi¢né onemocnéni, zptisobené mutaci
genu pro chloridovy kanal CFTR, které vede k hromadéni vazkého hlenu v
plicich a dalsich organech. Pacienti s CF jsou ohroZeni zejména plicnimi
infekcemi. K vyznamnym ptvodctim téchto infekci patii bakterie komplexu
Burkholderia cepacia (Bcc), které jsou rezistentni k fadé antimikrobnich a
dezinfekénich latek a mohou se &ffit mezi pacienty a lé¢ebnymi centry. Ceskou
populaci nemocnych s CF charakterizuje neobvykle vysoky vyskyt infekci Bcce
zpusobeny rozs$ifenim epidemického klonu B. cenocepacia CZ1. Protoze infekce
Bece vedou u pacienttt s CF k pozvolnému zhor$ovani plicnich funkci a mohou
koncit i fatalné, je potieba jim adekvatné prechazet a efektivné je 1é¢it.

Cilem experimentdlni ¢asti prace bylo definovat citlivost klonu CZ1 k
antimikrobnim a dezinfek¢énim latkam s cilem vybéru potencidlné t¢innych latek
vhodnych k 1é¢bé a prevenci infekce. VysSetfeno bylo 11 izolatt klonu CZ1 od
raznych pacienti z let 1998-2009 a 4 referenéni kmeny Bcc. Citlivost k
antibakterialnim latkdm byla vySetfena diskovym difuznim testem, Etestem a
diluéni agarovou metodou. Citlivost k dezinfekénim ldtkdm byla uréena
stanovenim MIK dilu¢ni metodou v bujénu a MBK suspenzni metodou.

Vysledky ukézaly, Ze populace klonu B. cenocepacia CZ1 je vysoce
rezistentni ke vétsiné z testovanych antimikrobnich latek a nékterym
dezinfekénim latkdm. Za potencidlné Gc¢innd antibiotika lze oznacit pouze
meropenem, ceftazidim, piperacilin a temocilin, vi¢i nimz byla citlivd c¢ast
izolatli. Prace rovnéz prokdzala dobrou citlivost klonu CZ1 k dezinfekénim
latkdm chloraminu B, kyseliné peroctové, chlorhexidinu a benzalkonium
bromidu. Lécebny a dezinfekéni rezim bude vhodné uzptsobit zjisténym

skutec¢nostem.
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Summary

Cystic fibrosis (CF) is a serious inherited disease caused by a mutation in
the gene encoding a chloride ion channel (CFTR), which results in the
accumulation of viscous mucus in lungs and other organs. Patients with CF are
of particular risk of being affected with lung infections caused by different
microorganisms. Bacteria of the Burkholderia cepacia complex (Bcc) are one the
most important group of agents causing these infections. These bacteria are
resistant to multiple antimicrobial agents and disinfectants and can spread
between patients and specialized centres. The Czech population of CF patients is
characterized by the high prevalence of the Bcc infections caused by the epidemic
spread of a B. cenocepacia clone termed CZ1. Infections with Bcc usually result in a
slow deterioration of lung functions in CF patients and can be fatal. Therefore,
there is a need of adequate prevention measures and effective treatment.

In the experimental part of this study, the susceptibility of the CZ1 clone
to antimicrobial agents and disinfectants was assessed with the aim to select
potentially effective therapeutics and biocides to control Bcc infections. Eleven
isolates of clone CZ1 obtained from different patients in 1998-2009 and four
reference strains were studied. Susceptibility to antimicrobial agents was tested
by disk diffusion, Etest and agar dilution. Susceptibility to disinfectants was
determined by assessing of MIC by broth dilution and of MBC by suspension
test.

The results have shown that the population of clone CZ1 is resistant to the
majority of antimicrobial agents and some disinfectants. Yet, some antibiotics
including meropenem, ceftazidime, piperacilline and temocilline retained activity
against some of the isolates. In addition, the CZ1 isolates showed a good
susceptibility to some disinfectants such as chloramine B, peracetic acid,
chlorhexidine and benzalkonium bromide. These compounds can therefore be

recommended for the control of Bcc infectons in Czech CF patients.
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