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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a lékskych \&d

Kandidat: Bc. Kat&na Schrammova

Skolitel: MUDr. Pavla Paterova

Nazev diplomové prace: Vyskyt multirezistentnichekinKlebsiella sppve FN Hradec
Kralové v letech 2008-2010

Klebsiella pneumoniagrodukujici Sirokospektré beta-laktamazy (ESBL) gelos¥tove
rozStenym patogenem #pobujici casté nozokomialni infekce, které jsou spojeny $ivys
mortalitou a omezenim débnych moZznosti. Pro prevenci nozokomialnih@npsu je
nezbytné stanoveni a dodrzovani postigpravné oSébvatelské praxe zatifenych na
multirezistentni kmeny.

Praktickacast diplomové prace je za&iena na vyskyK. pneumoniaeprodukujici
ESBL ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové od le@3®9 do prosince 2010. Do souboru
byly zarazeny vSechny pozitivni kultivace matetiabd pacient FN HK. Vyskyt K.
pneumoniaeéyl hodnocen podle materidlu, zachytu na jedmgtlivklinikach, v intenzivni a
strandardni p#, v chirurgickych oborech, podieku a véase.

V roce 2009 bylo izolovano celkem 1545 kmef. pneumoniagorodukujici ESBL,
vroce 2010 1716 kmén Negasgji pozitivnim materialem je mo(34-35 %) a vzorky z
dychacich cest (43-52 %). ESBL pneumoniagvori 33 % v roce 2009 a 40 % v roce 2010
ze vSech izolovanycK. pneumoniaez hemokultur. NejvysSi prevalence je pozorovana na
jednotkach intenzivni @é, na oddlenich s dlouhodobou hospitalizaci a starSimi pegie

Je potvrzen viistajici trend vyskytu ESBK. pneumoniaal pacieni v nemocnini
p&i. Infekce timto patogenem nadaléstavaji problémem zvlaStu starSich pacieit

Prevence v jejich Bni je vyznamnou sdasti spravné |ékaké a oSébvatelské pée.



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biological and medical Sciences

Candidate: Bc. Kateha Schrammova

Supervisor: MUDr. Pavla Paterova

Title of diploma thesis: The incidence of multidmegistant strains dflebsiella sppat UH
in Hradec Kralove in the years 2008-2010

Klebsiella pneumoniaproducing a broad spectrum beta - lactamases ( E$BLe of global
common pathogen causing nosocomial infections @inatassociated with higher mortality
and limiting treatment options. To prevent nosodbitnansmission is necessary to determine
and compliance with procedures of the correct ngrpractice focused on multidrug-resistant
strains.

The practical part is focused on the occurrenceSBL-producingK. pneumoniaén
a University Hospital Hradec Kralové from Januai®02 to December 2010. The file
contains all the positive culture of material frpatients of HK Hospital. The incidencekof
pneumoniaeas evaluated by material, capture the individdaics, in intensive and standard
care, in surgical specialties, age and time.

In 2009 is isolated a total of 1545 strains of ESPBtoducingK. pneumoniagl716
strains in 2010. The most positive material isn@ri{34-35 %) and samples from the
respiratory tract (43-52 %). ESB{ pneumonia@ccount for 33 % in 2009 and 40 % in 2010
from all of K. pneumoniagsolated from blood cultures. The highest prewvedeis observed
in intensive care units, in wards with long-ternspitalization and with the elderly.

Is confirmed the growing trend of ESBL pneumoniaen patients in hospital care.
Infection by this pathogen still remains a problespecially in elderly patients. Prevention of

spread is an important part of good medical andingrcare.
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I. UVOD A ZADANI PRACE

Klebsiella pneumoniage celos¥tove rozStenym patogenem #apobujicic¢asté komunitni i
nozokomialni infekce. V poslednich letech byl zameaan rychly vyvoj rezistence
k antibiotikim u tSiny bakterialnich patogén ktery se nevyhnul ani kmém K.
pneumoniae Infekce multirezistentnimi bakteriemi jsou obtizieSitelnym Iéebnym a
preventivnim problémem a jsou spojeny s vy3Si rittea naklady na terapii.

Cilem mé prace je stanovit zastoupeni E&Blpneumonia& materialech pacieintF-N HK a

urcit zakladni charakteristiky jejiho vyskytu.

II. Obecna cast

a. Taxonomie
Rod Klebsiella je fazena da:eledi Enterobacteriaceae, jez se jevi barveninGdéna jako
gramnegativni t§inky. Bakterie téta@eled’i, ktera je znané rozsahla a krotroduKlebsiella
spp zahrnuje jest dalSich 13 rof@l, jsou velmi¢asto izolovany z klinického materialu.
Enterobakterie jsou fakultatignanaerobni mikroby. Ddb snaseji zeémy teplot a do jisté
miry i vyschnuti. NejfirozergjSim Zivotnim prosedim WtSiny enterobakterii je i&vo
¢lovéka a jinych obratlovit (enteron <+ecky stevo). Nekteré (nap. Enterobacterspp.) jsou
na stevo vyrazg vazany, jiné (nap Klebsiellaspp.) nachazimeéasto i mimo sevo a dalSi
jsou Serratiaspp.) jiz gizptisobeny Zivotu ve Sim prostedi jako firozena sotast vody
a pady. Lidskych-primar patogennich radtéto ¢eledi existuje jen malo, a mohouswobit
infekce nafiznychéastechdla.
Nomenklatura roduKlebsiella odrazi pestrou taxonomickou historii. Nejprve byly
pojmenovany 3 druhy podle onemeénn které zfisobovaly:K. pneumoniagK. ozaenae, K.
rhinoscleromatis Pozdji ji Orskov rozsfil o dalsi 3 druhyK. teriggenaK. ornithinolyticaa
K. planticola(Podschun, 1998).

b. Diagnostika

- Mikroskopie
Mikroskopicky jsou to Gram-negativnidyy, které se vyskytuji jednotléy ve dvojicichgi
hromadr v podol fetizki. Mikroskopicky obraz neni specificky a morfologgelehce

zanenitelna s ostatnimi rody a druhy enterobakterii.



- Kultivace

Kultivacné nenaréna bakterie tvil na Endo¥ a McConkey agaru typické velké
laktozapozitivni  kolonie s mukdzni  konzistenci.
Ristové optimum maji okolo 37°C. Pro svaistovou
nenar@gnost mohou na krevnim agartefistat ostatni

bakterie a zakryvat jejichifjomnost.

Obr.1 KultivaceK. pneumonia€Krevni agar)(http:/atlas.medmicro.infp/

Identifikace

K identifikaci je mozno uzit biochemickych reakckrdtké pestréiady, mikrometody
komeknich sei). Pro K. pneumoniaeje charakteristické &pbeni glukdzy, meéoviny a
negitomnost pohybu. Proifmou diagnostiklK. pneumoniae materialu nebo identifikaci
kmene Ize uzit i molekulaérdiagnostické metody (PCR, sekvenaci).

c. Historie
K. pneumoniaébyla objevena fed vice jak 100 lety. Mikroba poprvé izoloval rok882
berlinsky patolog Carl Frielander ze zesnulych gl se zapalem plic. Pojmenovani
.Klebsiella“ vSak ziskala na gest znamého mikrobiologa Edwina Klebse.

d. Prirozeny vyskyt
U c¢lovéka je K. pneumoniaepritomna jako saprofyt v nasopharyngu a travicim ttrak
Noskstvi u vzork stolice se pohybuje v rozmezi 5-38 %, zatimco sopharyngu jsou
zastoupené v menSim mnozstvi: 1-6 %stevé podminky na lidskéuki pro ni nejsou
idealni. Tyto ponary se ale mohou dramaticky Zmt v nemocninim prostedi, kde se
kolonizace zvySuje v zavislosti na délce hospitalez

e. Patogenita

Nejprve bylaK. pneumonia@iznivana jako plicni patogen. DalSi studie vSakrgiy

jeji vyznamny podil i na vzniku jaternich absgdsyla také ufena jako pvodce meningitidy
u adolescerit (Paterson, 2002). VSechny tyto studie sledovdigkice ziskané v komugit U
ambulantnich  pacieit K. pneumoniae zpisobuje pneumonie fpdevSim u

imunokompromitovanych jedifiqalkoholici) (Carpenter, 1990).
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K. pneumoniaegati mezi nefastjSi nozokomialni (,nemoctiné-ziskané”, ziskané
v souvislosti s pobytem ve zdravotnickéntizani) patogeny. Uéthto pacient zpisobuje
casté infekce mamvych cest, nozokomialni pneumonie (s nebo bezislmsti s unglou
plicni ventilaci). Porérné casto se vyskytuje i vifpadech rychle nastupujici sepse. Ve
smiSenych kulturach seastni i intraabdominalnich infekci (Paterson, 2002ko oportunni
patogen zfisobuje také&zké infekce u jedint s oslabenou imunitou, jako jsou pacienti v
neutropenii a na jednotkach intenzivnic¢ee Diky rychlému $eni nuiZze vyvolavat i
nozokomialni epidemie (n&ma novorozeneckych jednotkach) (Hart, 1993).

f. Terapie infekci

Terénni kmeny ddle reaguji na kbu cefalosporiny (ndp cefuroxim), chinolony
(nag. ciprofloxacin, norfloxacin), kotrimoxazolem netmracykliny.

Pro l&bu nemocninich infekci jsou vyuzivany cefalosporiny vysSianegraci (lII.
generace: cefotaxim, ceftriaxon, IV. generace: mafe cefpirom), aminoglykosidy
(gentamicin, amikacin), karbapenemy (imipenem, menem, ertapenem) nebo kolistin.
Lécba zavaznych stavu je obtizna, zwéstozokomialni kmeny vykazujitazné typy
rezistence na antibiotika.

g. Rezistence na antibiotika

Bakterialni rezistence je schopnost bakterialmpybace pezit inhibtni koncentrace
antibiotik (Jedltkova, 2004). Nkteré bakterialni druhy jsourippzerg odolné vici nékterym
antibiotikim (prirozend rezistence), jiné typy rezistence vznikgji sekundagh po styku
s antibiotikem (ziskana rezistence).

Jiz v roce 1928 byl Alexandrem Flemingem popsaibakterialni ¢inek roduPenicilliumna
kmen Staphylococcus aureusimz zahajil jednu z nejdezit¢jSich etap vyvoje mediciny,
lécbu antibiotiky (Kol& 2007). Prvni rezistence k penicilinu se objevilzy po jeho
zavedeni do lékaké praxe vroce 1942. Za rezistenci zodpovidalktdoglni enzymy
(penicilindzy). Sam Fleming v roce 1945 na tutoistenci upozornil a zarovienevyloL&il
moznost penosu penicilin-rezistentnich kmemezi lidmi (Saier, 2000). &em rékolika
dalSich desetileti vznikly dalSi druhyrédy antibiotik a déasré zastinily problém bakterialni
rezistence. | fes vyvoj no¥jSich antibiotik, pokréovani jejich seletniho tlaku a adaptace
bakterii na vzniklé podminky nakonec vedlo k praotle ktery jiz nemohl byt dale ignorovan.
V dnesni dobjiz existuje rezistenceii vSem dostupnyn¥idam antibiotik (Cohen, 1992).

- P¥irozena rezistenceK. pneumoniae
Klebsiellavlastni gen pro produkcitipozené beta-laktamazy, které hydrolytickypitbeta-

laktamovy kruh a tim zabrani beta-laktamu navaeana jeji bua¢nou sénu. Katalyza je
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umoZréna serinovym zbytkem v aktivnim mistbeta-laktamazy. Jsou chromozongaln
kédované a vykazujitpozenou odolnostii penicilinim a v menSi nii¢ k Sirokému spektru
cefalosporiid I. a Il. generace. Zda se, Ze se jedndenlghudce plasmidogkdédované SHV-
1. (Haeggman, 1997) Dale vykazuje jaké&tSina enterobakterii fpozenou rezistenci ke
glykopeptidim, makrolidim, linkosamidm a linezolidu.

- Ziskana rezistenceK. pneumoniae
Genetickym podkladem rezistence je mutace nebengseni genu rezistence pomoci
plazmidu nebo transpozonu. Odolnost bakterie loanikim je zpisobena &kolika

mechanizmy:
e Zabrana pfiniku antibiotika do biaky - ztrata péii vrejSi membrany

Poriny jsou bilkoviny ftomné ve vijSi membrdd Gram-negativnich bakterii nebo
v burg¢né sténé. K. pneumonia@rodukuje 2 hlavni poriny: OmpK 35 a OmpK 36, aged
tzv. ,klidovy* OpmK 37, ktery neni za normalnich gminek vyjaden (Domenech-Sanchez,
1999). Péry slouzi pro pasivni transport Zivin dSith latek do nitra hiky pres vrgjSi
membranu bakterie. Ztrata pokimebo zmna jejich terciarni struktury zamezi vstupu
antibiotik, predevSim penicililtm a cefalosporiim. VétSina klinickych izolal K.
pneumoniaebez ESBL exprimuje oba poriny (OmpK 35, OmpK 3&timco producenti
ESBL tvai jen Opmk 36 a v ojedéiych piipadech mohou chyb oba(Martinez-Martinez,
2002). Absence OpmK 36 agobuje rezistenci k cefoxitinu a dalSim cefalogpiori u ESBL

a rezistenci ke karbapenédm u kmeri s plasmidovym AmpC typem beta-laktaméaz
(Ardanuy et al., 1998).

* Rychlé vyldovani antibiotik z biky - nadndrna tvorba chromozoméankoédovanych

efluxnich pump

ZvySend exprese genu pro efluxni pumpy vede keesaiZcitlivosti K. pneumoniae
k jednotlivym tidam antibiotik, které jsou vysokym gem pump vypuzovany.rBdstavuji
tak dilezitou roli ve vzniku multirezistentniho fenotyplirozert mohou byt exprimovany

nap. jako reakce na tité toxicke latky, kde maji proteki charakter.
» Znena struktury cilového mistafilku antibiotika - modifikace topoizomeraz

Topoizomeraza 1l (DNA gyraza) a IV jsou proibu esencialni z hlediska rozpleteni
bakterialni dvojSroubovice DNA, bezhoZz by nemohla poktavat v transkripci genetické
informace ani deni. Jako jejich inhibitory {sobi fluorochinolony, kteréipdnost& blokuji

DNA gyrazu. Stupe rezistence k fluorochinoldim je dana p&em mutaci &chto enzyn.
9



Prvni zasah do struktury enzyrje ozngovan jako primarni mutace. Sekundarni mutace pak
zvySuji miru bakterialni rezistencéd t¢émto agens (Hooper, 1999).

» Tvorba inaktivujicich enzyin

Produkce enzyid inaktivujicich aminoglykosidova antibiotika (acktsnsferazy,
adenyltransferazy, fosfotransferazy). Geny pro tgtymy jsou fenasSeny i mezi rody
bakterii pomoci plazmid transpozof a integrofi (geneticky element obsahujici ékolik
geni rezistence).

Tvorba betalaktamaz inaktivujich beta-laktamovy hkrpenicilini a cefalosporia je

jednou z nejrychleji se vyvijejicich odolnosti eonteakterii (viz nize).

I1I. ESBL

a. Beta-laktamazy - historie

Prvni beta-laktamaza byla nalezenk.ucoli jeS€ pied uvolrénim penicilinu do Iékeské
praxe. U mnoha Gram-negativnich bakterii 8mpere vyskytuji beta-laktamazy zakdédované
na chromozomech.r@dpoklada se, ze vznikly modifikaci penicilin-vamgbh proteiri, se
kterymi vykazuji uéitou homologii (Bradford, 2001). Tytofjpozené enzymy mohou mit
fyziologickou roli ve struktie a usptadani peptidoglykan nebo poskytuji zbig ktera
ochrawuje bakterii ped ®&inkem beta-laktaiin produkovanych bakteriemi a houbami
v Zivotnim prostedi (Livermore, 1995).

Prvni plazmidem-kddovana beta-laktamaza byla nakezeGram-negativriEscherichia
coli (E.coli) vroce 1965 a pojmenovaneEM-1, neba byla izolovana z krevni kultury
pacientky se jméneniTemoniera vRecku (Bradford, 2001). Dalsi plazmidovou beta-
laktamazou nalezenouki pneumonia@ E. colibyla SHV-1 (pojmenovana pmolfhydrylove
variaci aktivniho mista) (Livermore, 2005)¢tim rEékolika dalSich desetileti vzniklo velké
mnozstvi novych antibiotik, které byly schopné @dalt hydrolytické aktivit beta-laktamaz.
Nicmére pouzivani &chto novych itid k I&bé pacient, jejich selekni tlak, naduzivani a
zneuzivani vedlo p&ase k bakterialni rezistenci a selekci novych variaeta-laktamaz
(Bradford, 2001).

Zavedeni a nasledné Siroké pouzivani oxyimino-osfairimi na za&atku 80. let bylo
rozhodujici pro I&u ®zkych infekci zfisobenych Gram-negativnimi bakteriemi, které
produkovaly beta-laktamazy rezistentni &Sin¢ tehdy dostupnych beta-laktamovych

antibiotik. Navic jejich hlavni vyhodou bylo zmen$enefrotoxického efektu ve srovnani
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s aminoglykosidy a polymyxiny (Paterson, 2005).rPreprava na sebe nenechala dlouho
¢ekat a jiz v roce 1983 byla hlaSena plazmidem-kédaweta-laktaméaza, ktera byla schopna
hydrolyzovat Siroké spektrum cefalospdriifAsma, 2006). Gen toho enzymu vykazoval
mutaci jednoho nukleotidu ve srovnani s genem KooajSHV-1.

Brzy nato byly objeveny dalSi nové beta-laktamédiujici rezistenci Sirokému spektru
cefalosporif, které GUzce souvisely s TEM-1 a TEM-2 (Paters@952. Proto bylo dlezité
sestavit schéma, podle kterého by byly ESBL rozh$iy na zakla#l jejich substratove
specifity, klasifikace dle Bushe-Jacobyho-Medierpse tab.1).

b. Struktura a mechanismy ptisobeni beta-laktamovych antibiotik

Beta-laktamova antibiotika (zejména peniciliny) ysonejznangjSimi a nejdéle
pouzivanymi antibiotiky. Jejich charakteristickymrukturnim rysem jectyi¢lenny p-
laktamovy kruh kondenzovany s heterocyklem in&yB- thiazolidinem (peniciliny), dihydro-
1,3- thiazinem (cefalosporiny a cefamyciny) a Ifdazolinem (penemy) (Hampl a spol.,
2009).

Baktericidni efekt beta-laktainje zaloZzen na schopnosti inhibovat enzymy podilejé
na syntéze buxiné stny, diky gitomnosti L-cysteinu a L-valinu v jejich strukeu (proto
jsou rekdy ozn#&ovana jako antibiotika peptidovda). Integrita B&mé stny je esencialni pro
udrzeni tvaru biiky v hypertonickém a ,ndgatelském prosedi® (Massova, 1998).
Osmotickd stabilita bakterialni bky je zajiStna rigidni bugc¢nou sénou, ktera se sklada ze
stiidajicich se jednotek N-acetylmuramidové kyselip1) a N-acetylglukosaminu (NAG
Tyto glykosidické jednotky jsou spojovany transgigidazou. Pentapeptid jgipojen ke
kazdé NAM jednotce, zk’ené propojeni (cross-link) dvou D-alanin-D-alankAM
pentapeptiddz  je katalyzovano PBPs (penicilin-iézaprotein), ktery fsobi jako
transpeptidaza (Goffin, 1998). Tento cross-litkehlych glykopeptidovych vidken gthje
rigiditu burgcné stné. Beta-laktamovy kruh vykazuje sterické podobnasi-alanin-D-
alaninem NAM pentapeptidazy, takze ji PBPs miyyuzije jako stavebni kamen higmé
sttny (Zapun, 2008). To vede k acylaci PBP, kterynghmize dal plnit funkci transpeptidazy.

Bunééna stna se stdva mémpermeabilni a hrouti se.
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c¢. Mechanismus piisobeni beta-laktamaz

VétSina beta-laktamaz vyuziva reaktivnino serinovékaidua v jejich aktivnim mist
k naruSeni beta-laktamového kruhtida A, C, D dle
” Bmm Amblera). Mnohem mensi mnoZzstvi katalyzuje tuto
Nom-covaten: hydrolyzu ®&inkem €Zkych kowi, predevsSim ZIf,
.—ou OJ_‘ spolu se zbytky histidinu a/nebo cysteiniida B).

l Acylation

Covalent acyl
anzyme
N

H;0 Hvdrolysis

L NH
HO 4]
OH

Obr. 2 Hydrolyza serinovou beta-laktamazou (Livermore93)9

d. Pienos genii pro beta-laktamazy

Resistant bacterium Sensitive bacterium Prenos geﬁ pro beta-laktamézy je
Plasmid v o . , .
carrying umozreén transferem genetického materialu
resistance
genes z rezistentni bakterie na senzitivni pomoci

W W konjugace (fenos genetické informace

Chromosome =¥

piimym stykem mezi hikami). Geny
ESBL jsou pedevSim kédovany plazmidy

Gopy of (n¢které i chromozomalf) a mohou byt

plasmid

transferred WI W prenaseny vnitrodruh@ mezidruho¥.

Conjugation
bridge

Both
bacteria

Obr. 3 Prenos rezistence pomoci konjugace
(http://www.mja.com.au/public/issues/177 06 _16096@/@836 fm.html
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e. Klasifikace beta-laktamaz

V pribéhu let bylo vyvinuto skolik klasifika¢nich systém. Prvni schéma bylo navrZzeno
v roce 1968, obsahovalo penicilindzy a cefalosgayn dalSi schéma vzniklo roku 1970 s
jeho aktualizaci o 3 roky pogjl a odrazelo jejich substratovy profil. AZ do neda byly
beta-laktamazy identifikovany podle jejich hydratieho spektra, citlivosti k inhibitém a
druhem kodovani (chromozomy plazmidy). Dale podle jejich schopnosti hydrolyab
cefaloridin \&tSi rychlosti nez benzylpenicilin (a naopak) a taéieZelo na inaktivaci enzymu
kloxacillinem, klavulanatem, aztreonamenp-chloromercuribenzoatem.

Jelikoz kazdy rok vznikaly nové enzymy, bylo numme/rhnout aktualni klasifikaci. Tak
v roce 1989 Bush aktualizoval jiz existujici rélhi a pokusil se dat do vztahu substratové a
inhibitorové vlastnosti s molekularni strukturodakifikace podle molekularni struktury byla
poprvé navrzena v roce 1980 Amblerem a obsahoehldyttidy A a B (Paterson, 2005).
V nésledujicich letech vznikly dalSi @ttidy C a D. Koneéné v roce 1995 doslo k aktualizaci
schématu dle Bushe zroku 1989, které i nadale ivgl@ funkénich charakteristik a
molekularni struktury (Bush, Jacoby, Medeiros, )99%k doSlo ke spojeni dvou hlavnich
schémat: Molekularniho klasifikaiho schématu dle Amblera a Fdnkho klasifik&niho
systému dle Bushe-Jacobyho-Medeirose (viz tab.1).

Dle Amblera jsou rozliSovany 4itly: A, B, C, D. Dotidy A, C a D s&adi serinové beta-
laktamazy, dottdy B metalo-beta-laktamazy.

Bush-Jacoby-Medeiros klasifikace se z#me na funkni podobnosti (substratovy a
inhibitorovy profil). Rozéluje beta-laktamazy na 4 hlavni skupiny a mnohosgogdin. Toto
klasifikacni schéma je mnohem vice bezptedhi ve vztahu k |[eékdm nebo mikrobiologm
v diagnostické laboraty neba@ povaZzuje inhibitory beta-laktaméz a substraty Heteami
za klinicky velmi vyznamné (Paterson, 2005).
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Tab. 1 Klasifikatni schéma dle Bushe-Jacobyho-Medeirose, dle Ami§l2ravz, Bonomo,
2010; upraveno)

Bush- -
Jacoby- Inhibited Representative
Ambler class Medei Preffered substrates by
edeiros enzyme (S)
clavulanate
class
A (serine 2a Penicillins + PC1 from St. aureus
penicillinases) 2b Penicillins, narrow- + TEM-1, TEM-2,
spectrum cephalosporins SHV-1
2be Penicillins, narrow- + SHV-2 to SHV-6,
spectrum and extended- TEM-3 to TEM-26,
spectrum cephalosporins CTX-Ms
2br Penicillins - TEM-30, SHV-72
2c Penicillins, carbenicillin + PSE-1
2e Extended- spectrunt FEC-1, CepA
cephalosporins
2f Penicillins, cephalosporins+ KPC-2, SME-1,
carbapenems NMC-A
B (metallop- 3 Most B-lactams, including - IMP-1, VIM-
lactamases) carbapenems 1,CcrA, and Bcll
(B1);  CphA(B2);
L1(B3)
C 1 Cephalosporins - AmpC, CMY-2,
(cephalosporinases) ACT-1
D (pxacillinases) 2d Penicillins, cloxacillin * OXA-1, OXA-10
Not classified 4
ESBL (Extended Spectrum Betd actamase - beta-laktamaza se Sirokym spektrem)

producenim je gifazovanaiida 2be podle B-J-M a dle Amblerida A. BZné uzivana
pracovni (rutinni) definiceifazuje beta-laktamazam ESBL ozeai, jsou-li schopné it
bakterialni rezistenci k penicilim, 1., Il.(pf. cefuroxim) a lll. generaci cefalospatir(3a
oxyimino skupiny: cefotaxim, ceftriaxon; 3b: cefidim) a aztreonamu, a jsou-li inhibovany
inhibitorem beta-laktamaz jako je kyselina klavaaa (Paterson, 2005). ESBL jsou derivaty
jejich predchidci, TEM-1, TEM-2, SHV-1 ze skupiny 2b dle B-J-M ailge od nich jednou
nebo vice aminokyselinovymi zé&mami. TEM-1 je nejBzr¢jSi plazmidem-koédovana beta-
laktamaza, ampicilin-rezistentnichifestnich Gram-negativnich bakterik.( coli). Zatimco
SHV-1 je produkovéna drtivouéts§inou K. pneumoniagLivermore, 1995). TEM-2 je mén
bézny druh v této skupin ma podobné biochemické vlastnosti jako TEM-1o&ispektré
beta-laktaméazy vychazejici z AmpC typu beta-laktawyizivaji jako substrat Ill. generaci

cefalosporifi, ale nejsou na rozdil od , klasickych® ESBL inhildmy kyselinou
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klavulanovou. Také u OXA typbeta-laktamaz se Sirokym spektretinéu byla pozorovana
hydrolyticka aktivita wci Siroko-spektralnim cefalospofim, mnoho autdr je z tohoto
duvodi fadi k ESBL (Medeiros, 1997).

f. Typy ESBL
TEM-beta-laktamazy

Jak bylo uvedeno vyse, TEM-typy ESBL jsou odvozemivodnich TEM-1 a TEM-
2. TEM-1 hydrolyzuje ampicilin ve vySSi mei nez karbenicilin, oxacilin nebo cefalotin,
a zanedbatetni Siroké spektrum cefalospotinJe inhibovana kyselinou klavulanovou.

TEM- 2 ma stejné dinky, ale m& na rozdil od TEM-1¢&tsi aktivitu girozeného
promotoru a odlisny izoelektricky bod (5,6 ve sréamh s 5,4). TEM-13 ma podobné
hydrolytické &inky jako TEM-1 a TEM-2 (Jacoby and Medeiros, 1991)

U izolati K. pneumoniaenalezenych ve Francii roku 1984 byla odhalena nova
plasmidem-kédovana beta-laktaméaza, ktera byikeog@gné pojmenovana CTX-1, nebanéla
vysokou aktivitu wéi cefotaximu. Tento enzym, ndwzna&en TEM-3, se od TEM-2 lisil
dvéma aminokyselinovymi substitucemi (Asma, 2006).\@ tbky dive (1982) byla v Anglii
izolovanaKlebsiella oxytocas geneticky zakddovanou rezistenci k ceftazidiktara byla
pienosna plazmidy (Du Bois et al., 1995). Ceftazibyhurcen k I&b¢ infekénich pacient a
vznik ttchto TEM-ESBL je dobrym ifpkladem seletniho tlaku indukovaného Sirokym
spektrem cefalosporin Bylo jiz popsano vice jak 100 TEM typbeta-laktaméaz, &Sina
z nich ESBL. Jejich izoelektrické body se pohylwijozmezi od 5,2 do 6,5.¢Roli se wtSina
TEM beta-laktamaz nachazi H. coli a K. pneumoniage byly nalézany se zvySujici se
frekvenci i u ostatnich drihGram-negativnich bakterii.

SHV-beta-laktamazy

SHV-1 beta-laktamazy jsou nachazenkl.ypneumonia@eiastji a zodpovidaji az za
20 % plazmidem-zprostdkované rezistence u tohoto druhu (Tzouveleki89L9Na rozdil
od TEM typu beta-laktaméaz, existuje pgnmé malo derival SHV-1, jen 33 enzyinvlastni
po aminokyselinové substituci ESRL IRS (inhibitor-rezistentni SHV) fenotyp. Na druho
stranu jsou mnoherastji nachazeny v klinickych izolatech nez ostatniytygSBL. SHV-1
u K. pneumoniaaickluje rezistenci kampicilinu, amoxicilinu, karbenilcilinu and tikatficiu
(Babini a Livermore, 2000). V mnoha kmenech nomBEX. pneumoniagsou bul’ blagyy-1
nebo jiné souvisejici geny, zabudovany do bakthal chromozomu (Livermore, 1995).
Gen kodujici SHV-1 by také mohl existovat jakast fenosného prvku (plazmidu). Mutace,
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které byly pozorovany v oblasti genu &la, vedly ke vzniku variant SHV vyskytujicich se

v nékolika pozicich v ramci strukturalniho genu.

Ser
SHV-2
SHV-2a
SHV-3
SHV-4
SHV-5
SHV-7
SHV-10
SHV-12
SHV-20
SHV-21
SHV-22

Phe
SHV-7 Ser Phe Ala

SHV-14 SHV-7 val SHV-19 Thr SHV-13
SHV-18 SHV-14 SHV-25 SHV-20 SHV-26 SHV-18

v v v v v v

lle Leu | Arg | Leu | Leu | Met | Ser | Asn | Leu | Asp | Ala | Arg | Gly | Glu

SHV-L | g 35 |43 |51 | 122 | 129 | 130 | 158 | 173 | 179 | 187 | 205 | 238 | 240
Gln Pro Phe Gly Lys Ala Leu Lys
SHV-2a TEM-60 SHV-21 SHV-10 SHV-22 SHV-6 SHV-3 SHV-4
SHV-11* SHV-4 SHV-5
SHV-12 Asn SHV-7
SHV-13 SHV-8 SHV-10
SHV-25 SHV-12
Gly SHV-18
SHV-24 SHV-22

Obr. 4 Vznik SHV-ESBL variant z SHV-1 (Bradford, 2001;rapeno); *SHV-11 neni ESBL
producent

V roce 1983 byla v izolatKlebsielly ozaena& Némecku objevena beta-laktamaza,
ktera dostatné hydrolyzovala cefotaxim a v menSi imii ceftazidim (Paterson, 2005).
Sekvenovani odhalilo ziny v genu SHV-1, které vedly k substituci serinughgin v pozici
238. Vznikla tak prvni SHV beta-laktaméza s prodUk8BL, utenda jako SHV-2. Ser238 je
dulezity pro efektivni hydrolyzu ceftazidimu, Lys prefotaxim (Huletsky et al., 1993).
V prab¢hu 15 let od objeveni tohoto enzymu byly kmeny erpjici SHV-2 nalezeny na
kazdém obydleném kontinentu (Paterson et al., 2003)

SHV beta-laktamazy s aminokyselinovymi substitucenthou byt zodpaidné za
vzrastajici rezistenci k cefalospotim Uzkého i Sirokého spektra, monobakiiam stejré jako
k jejich inhibitorim. Varianty souvisejici s typem SHV-5 maji zgmn lysin za glutamat
v pozici 240. Aminokyselinova substituce v reziduidspl79, Gly238 a Glu240 byla
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nalezena u klinickych izolaf které byly rezistentni k Ill. generaci cefalospar V dnesni
doke ma jiz wtSina SHV derivat ESBL fenotyp. Dokonce bylo hldSeno, Ze variantd/S19
disponuije inhibitor-rezistentnim fenotypem. SHVjé®dvozena od SHV-5 jednou substituci
navic: glycin za serin v pozici 13(Prinarakis et al., 1997). Serl40Glyedstavuje také
inhibitor-rezistentni fenotyp a je zajimave, Ze lantie produkci ESBL u enzyin
obsahujicich jak Gly238Ser, tak Glu240Lys u SHW#=%tSina SHV-ESLB je nalézana u
kmeni K. pneumoniageakoli byly nalezeny také u druhGitrobackter diverus, E. cola
Pseudomonas aeruginofaradford, 2001).

V praci Frenche et al. z roku 1996 studujici vysk§ekce v nemocnici byla hlaSena
aminoglykosid-rezistentniK. pneumoniage ktera dale vykazovala rezistenci k Sirokému
spektru nejen cefalospoftin ale i k amoxicilinu s klavulanovou kyselinou ad&Simi
dostupnym kombinacim beta-laktamu s inhibitoreratbektamaz. Tato ziZend rezistence
byla zpisobena hyperprodukci SHV-5-ESBL a bylgeqosna £.coli in vivo i in vitro
(French et al., 1996). Hyperprodukce SHV-5 by mdhja zpisobena zvySenim Hupocta
kopii odpov¥dného plazmidu nebo pem kopii beta-laktamazového genu na plazmidu.
Druha varianta se zda vice prapddobna, nekltbplazmid je pro zvySeni kopiiitis velky
(160 kB). Také mutace vedouci k zefektimh ¢innosti promotoru v transkrgmich a
transl&nich reakcich beta-laktamézovéeho genizenvést ke zvySené aktiwiSHV-5. Neni
vylouceno, Ze hyperprodukce ESBL-beta-laktamaz u entkteba bude Bzna. To by
znamenalo, Ze mohou byt rezistentni ke vSem dogtmntimikrobnim latkhm a mohla by
vytvaret velkd nemocihi ohniska nelételnych infekci (French et al., 1996).

Tab. 2 Charakteristika SHV-tyfpbeta-laktaméaz (Bradford, 2001; upraveno)

Typ enzymu
al Enzymy Siroké Inhibitor
ESBL . .
spektrum rezistentni
7.0 OHIO-1, LEN-1 X
SHV-3, SHV-14 X
7.5 SHV-24 X
7.6 SHV-1, SHV-11 X
SHV-2, SHV-2a, SHV-6, SHV-8 X
SHV-13, SHV-19, SHV-20,
SHV-21, SHV-22
7.8 SHV-4, SHV-%, SHV-18 X
8.2 SHV-5, SHV-9, SHV-12 X
SHV-10 X
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Inhibitor-rezistentni beta-laktamazy

PrestoZe inhibitor-rezistentni beta-laktamézy nejsB&BL, c¢asto jsou s nimi
spojovany, protoze jsou také odvozeny od klasick$thv- a TEM-tygi enzyni. Beta-
laktamazy rezistentni I¢inku kyseliny klavulanové byly objeveny nacagku 90-tych let.
Bylo nalezeno asi 19inhibitorrezistentnich TEM (IRT) beta-laktamaz wpdevsim
v klinickych izolatechE. coli, mérgé u K. pneumoniaeTyto TEM varianty vykazuji klinickou
rezistenci ke kombinacim beta-laktamu s inhibitoreeta-laktaméaz (amoxicilin-klavulanat,
ampicilin-sulbaktam, tikarcilin-klavulanat), aleistavaji citlivé k inhibici tazobaktamem a
také jeho kombinaci s piperacilinem (Bonomo et 4P97; Chaibi et al., 1999). Mista
aminokyselinovych zasm na TEM-1,-2 jsouietelrt odliSena odéch, které vedou k ESBL
fenotypu. Laboratombyly zkonstruovany mutanty, které obsahovaly stinst spoléné jak
IRT, tak ESBL, ale fenotyp vlastnily pouze jederiaf@eton et al., 1999). Pouze nedavno
objeveny TEM-50 nabyl diky spaieé substituci oba dva fenotypy: IRT a ESBL. Bylyted
rezistentni k inhibici klavulanatem, ale takégladtal mirnou rezistenci k Sirokému spektru
cefalosporii (Sirot et al., 1997).

CTX-M a Toho-beta-laktaméazy

CTX-M je nedavno popsana skupinaipetdo rodiny ESBL. Nazev CTX je odvozen

od hydrolytické aktivity této beta-laktamazydv cefotaximu (Bonnet, 2004). CTX-M dédb

hydrolyzuji cefalotin, cefotaxim achteré udluji rezistenci k ceftazidimu (Poirel et al.,
2002). SpiSe nez na zakéachutaci vznikaji penosem plazmidu s danou beta-laktamazou.
CTX-M-ESBL byly pivodre nalezeny v Jizni Americe, Blizkém Vychod Vychodni
Evrops. Mohly by byt nejastji se vyskytujicimi ESBL na celém &¢. Dnes uZ je zndmo
vice jak 40 CTX-M variant (Tzouvelekis et al., 20000ho-1 a Toho-2 jsou beta-laktamazy
strukturré podobné CTX-M-tyim a maji i podobné hydrolytické vlastnosticv cefotaximu
(Ma et al., 1998).

OXA-beta-laktamazy

Rozmistajici se ESBL doplji OXA-typy, které pat do molekularni fidy D a funkni

skupiny 2d. Tyto enzymy uwtlji rezistenci k ampicilinu a cefalotinu. Maji \glsou
hydrolytickou aktivitu wi¢i oxacilinu a kloxacilinu a jsou Spatninhibovany kyselinou
klavulanovou (Livermore et al., 1995). Zatimcé&tSina ESBL se vyskytujifpdevsim WK.
pneumoniae E. coli, OXA- typy ESBL jsou nalézdny Bseudomonas auruginas¥étSina
OXA-beta-laktamaz nedokaze dostakesilné hydrolyzovat Siroké spektrum cefalospdirin
a proto nejsou povazovany za ESBL. Nickhé@XA-10 slakk hydrolyzuje cefotaxim,

ceftriaxon a aztreonam, a tgobuje u ¥tSiny organism sniZzenou vnimavost krhto
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antibiotikim. DalSimi OXA-typy ESBL jsou: OXA-11, -14, -16,7#Xodvozeny od OXA-10),
-19, -15, -18, -28, -31, -32, -35, -45 (Tolemanakt 2003). Ty udluji cistou rezistenci
k cefotaximu a &kdy i k ceftazidimu a aztreonamu (Paterson, 2005).
DalSi ESBL

Nedavno byly objeveny nové varianty beta-laktankderé se liSily od&ch znamych
slozitymi bodovymi mutacemi. Jsou charakteristig§ich geografickym rozloZzenim.

PER-typy-ESBL se vyznauji se pouze 25-27% homologii v porovnani s SHV- a

TEM-typy-ESBL (Nordmann, Nass, 1994). PER-1 hydzajg peniciliny a cefalosporiny a je
inhibovana kyselinou klavulanovou. Bylaiwmdné nalezena v Turecku, déle se objevila
v Itélii, Francii, Belgii a Korei. PER-2 se vyzhge 86% homologii k PER-1, byla nalezena
pouze v Jizni Americe (Asma M Al-Jasser, 2006). VEBe v 38% shoduji s PER-1 a PER-2.
K ceftazidimu, cefotaximu a aztreonamu jsou vysaEastentni, jejich inhibice je zaj&ta
kyselinou klavulanovou. Poprvé byla VEB-1 nalezenzolatu E. coli ve Vietnamu (Poirl et
al., 1999). Identické beta-laktamazy byly mimo jimadezeny i K. pneumoniae.
PER-typy-ESBL

Vyzn&iuji se pouze 25 az 27% homologii v porovnani s S|VEM-typy-ESBL

(Nordmann, Nass, 1994). PER-1 hydrolyzuje penigitircefalosporiny a je inhibovana
kyselinou klavulanovou. Bylatrodné nalezena v Turecku, dale se objevila v Italii,ieig
Belgii a Korei. PER-2 se vyztiaje 86% homologii k PER-1, byla nalezena pouze&niJi
Americe (Asma M Al-Jasser, 2006).

VEB-typy-ESBL

VEB-1 se v 38% shoduji s PER-1 a PER-2. K ceftazigicefotaximu a aztreonamu jsou

vysoce rezistentni, jejich inhibice je zajisa kyselinou klavulanovou. Poprvé byla VEB-1

nalezena v izolati. colive Vietnamu (Poirl et al., 1999). Identické betthmazy byly

mimo jiné nalezeny i K. pneumoniae.
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IV. Laboratorni detekce beta-laktamaz

Detekce beta-laktamaz v klinickych laboiéth prochéazela a prochazi neustadlym vyvojem
tak, jak jsou objevovany nové typy beta-laktamazsowasné dob je laboratorni detekce
nejbsznéjSich  Sirokospektrych beta-laktamaz standardizovéama pouzivana v rutinni
diagnostice.

Jednou z prvnich metod bylo vyuZiti chromogennicttar. Chromogenni metoda
s nitrocefinem je rychld, prakticka a vysoce sewait(i k vétSine ESBL). Acidimetrické a
jodometrické testy zaloZzené na &m barvy v pfibéhu reakce nejsou tak nakladné jako
metoda s nitrocefinem. Zadna z chromogennich me¢md schopna it typ piitomné beta-
laktamazy. Pro Gram-negativni bakterie neni nitiinoga metoda filiS doporkovana pro
reakce.

nizkou senzitivitu Gram-negativni bakterrodukuji beta-laktamazy do

periplazmatického prostoru a vznikd tu riziko fate&egativnich vysledk
a. Screeningové testy

Diskovy difuzni test (DDT)

Ceftazidim a cefotaxim jsou zakladni sasti pro screeningové vygeni

potencialnich ESBL producent Kmeny s pimérnou inhib&ni zénou < 22 mm pro
ceftazidim a< 27 mm pro cefotaxim jsou povazovany za potenci&®BL podle pedpisi
ustanovenych CLSI (Clinical and Laboratory Stadddnstitute). Kultury sémito vysledky
by mely byt podrobeny fenotypovym konfirmiaim diskovym difusnim tedm. ESBL
producenti jsou vnimavi k cefalospaiin v tizné mie a to v zavislosti na tom, jaka hrémii
koncentrace (break-point) pré byla zvolena. Hradni koncentrace (break-point) antibiotika
je pmmérna koncentrace dosazitelna v séru pacienta ponpdoEné davky obvyklym
zpasobem. MIC pedstavuje minimalni koncentraci antibiotika, ktgigg inhibuje viditelny
rast mikroorganismu (v pg/ml). Mezinarodni rozdilybreak-pointech jsou vSak peémeé
znané.

Tab. 3 Prehled break-poiritpro cefotaxim a ceftazidim

MIC break-point (pg/ml)
y Cefotaxim Ceftazidim
Zemg

CE R @) CE R @)
Spojené Staty Americkée 8 64 8 32
Velka Britanie 1 2 2 4
Francie 4 32 4 32
Nizozemi 4 1 4 16
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Némecko 2 8 4 32
Sparglsko 1 8 1 8

Norsko 2 16 2 16
Svédsko 4 32 4 16

*C- citlivy, R- rezistentni; MIC- minimalni inhikni koncentrace (Paterson and Bonomo,

2005; upraveno)

CLSI navrhl MIC cefalosporiin pro vnimavé druhy, jake 8 pg/ml (CLSI, 2005).
CLSI break-pointy pro Siroké spektrum cefalospbrinaztreonam pro citlivéleny zceledi
Enterobacteriaceae byly zavedeny naageu 80-tych let. S pouziti této koncentrace
cefalosporifi byla isgsnost I€by vice nez 95 %.

Jednotlivé ESBL maji odliSné stupnvnimavosti k gkterym cefalosporitim
(cefotaxim, ceftriaxon, ceftazidim), coz je igmbeno tim, Ze tgzné beta-laktamazy
hydrolyzuji tato agens odliSnymi rychlostmi a tie, rekteré cefalosporiny penetruji do nitra
bunky ve &tSi mie, na rozdil od ostatnich.

DDT by se ndl podle CLSI vyuZivat jako screeningovd metodap8BL pozitivniK.
pneumoniae, E. colia Proteus mirabilis Testovani se provadi pomoci cefpodoximu,
aztreonamu, ceftazidimu, cefotaximu nebo ceftriaxoRouziti vice jak jednoho &dhto

agens usgsre zvysuje citlivost metody. ESBL producenti se vyldeaji pomoci pmméru

inhibi¢nich zén okolo disk napu&nych beta-laktamy. CLSI dopafuje, aby pimérna zona
okolo disku s 10 pg cefpodoximu pro ESBElenhodnotu< 17 mm (NCCLS, 2005). Limity
pro pozitivni vysledek jsou u ceftazidiriu22 mm, aztreonamdg 27 mm, cefotaxim 27
mm a ceftriaxoni 25 mm (CLSI, 2006).

Obr. 9 Diskovy diftizni test(http://atlas.medmicro.infy/
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Dilu éni testy
Vysledkem standardizované metody stanoveni ogtivbakterii dilénimi testy, za

pouziti Mueller-Hintonova bujonu jaké@stového média, je stanoveni MIC pro dana
antibiotika. Nefasgji se provadi v mikrotitrénich destikach, kde jsou antibiotikéedina
geometrickouadou (0,125; 0,25; 0,5; 1; 2;...) Koncentrace inakdpovida 0,5 zakalové
stupnice McFarlanda (2D Bakterie citlivé i prislusné MIC antibiotika in vitro vdak nemusi
byt dostaténé citlivé in vivo, nebd se zde se uphatje vice efekt inokula. CLSI dopatuje

pro ceftazidim, aztreonam, cefotaxim nebo ceftmagouzit break-point 2 pg/ml. Je-li
prokazaniist za &chto podminek, jedn& se o potkaz z produkce ESBL a je indikovan
fenotypovy konfirmani test. V dilgnich testech se neuziva cefpodoxim, protoze Okver
spol. nasli v roce 2002 u 59 kmieB. colinon-ESBL snizenou vnimavosi MIC 2 nebo 4
png/ml tohoto antibiotika. Coz bylo praysbdobré zpisobeno produkci TEM-1 beta-laktaméaz
spoleng se ztratou nebo poSkozenim hlavniho porinovéhtejpne, zvySenou produkci
AmpC chromozomalni beta-laktamazyjzolaty exprimujicimi OXA-30 beta-laktamazy
(Oliver et al., 2002).

PIP PPTCPR CTX CTZ CPM CPS MER CIP LEV TOB AM|

hhmwwhwwwéﬂ :w‘
A G m&kwﬁﬂﬁh«r H"Hlﬂ
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Obr. 6 Bézny mikrodilwini test gisla: koncentrace atb, ztutreak-point, inhibiceiistu: bez

zakalu), (http://old.If3.cuni.cz/mikrobiologie/baldeb/obsah/mic/zvets_pop.jpQg)
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b. Fenotypové konfirmacni testy

Diskova metoda s kombinaci cefalosporin/klavulanat

Pro fenotypovou konfirmaciip podezeni na ESBL Wlebsiella E. coli doporuje CLSI
pouziti cefotaximu (30 pug) nebo ceftazidimu (30 |ggj)ebo bez kyseliny klavulanové (10
png). Jako pozitivni vysledek je povazovana rozdilikeosti inhibini zény mezi diskem
s cefalosporinem a kombinovanym diskem téhoz csgff@onu> 5 mm, ve prosfrh disku

s klavulanatem (CLSI, 2006).

Mikrodilu éni metoda

Pouziva k provedeni ceftazidim v koncentraci (c)=0,25- 0,128 pg/ml, ceftazidim
s kyselinou klavulanovou c= 0,25/4- 128/4 pg/neffiotaxim c= 0,25- 64 pg/ml a cefotaxim
s kyselinou klavulanovou v ¢ 0,25/4- 64/4 pg/ml é@oan et al., 2004). Snizeni MIC ti

fedni kazdého cefalosporinu s klavulanatem ve srove@rsamotnym, je bran jako pozitivni

vysledek.

FaleSri-pozitivni a faleSré-neqgativni vysledky fenotypovychch konfirma&nich testi

» FaleS® pozitivni vysledky zpsobuji izolaty K. pneumoniae nebo E. coli
s hyperprodukci SHV-1 navic £t8im mnozstvim malych ¥gich membranovych
proteimi (45-kDa); produkce TEM-1, SHV-1 a ztrata ¢jgiho membranovéeho
proteinu OmpK35.

» FaleS® negativni vysledky byly hlaSeny K. pneumoniaes plazmidem-kédovanou
AmpC-beta-laktamazou. AmpC prajmbdobré odolava dinku klavulanatu a proto
neni Zetelrg vidét jeho synergni efekt s cefalosporine@@ivESBL (a to i za pouziti
cefalosporinu IV. generace). Protikaz ESBL je proto nutno produkci AmpC
inhibovat. AmpC-beta-laktaméazy jsou inhibovany Kysmi boritou, kloxacilinem a
dalSimi latkami. Mueller-Hintoiv agar s gidavkem 128 mg/l oxacilinu je metodou
volby pro detekci ESBL se stasnym vyskytem AmpC (Coudron, 2005).

» Pouzitim mensiho mnoZstvi inokula u screeningu afikoacnich test byly také

pozorovany fale&fnegativni vysledky.

c. Dalsi testy
DDST (Double disk synerqy test)
Jednim z prvnich popsanych tegpodobny double disk synergy testu) byl navrzen

Jarlierem et al. v roce 1988. Mueller-Hintenagar byl nejprve n&n testovanou kulturou a
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nasledg na r& byly umistny antibiotické disky: do centra agaru disk s aroilir-
klavulanatem (20pg/10ug;) a 30 mm (oéedu ke dedu disku) od & druhy s oxoimino-
beta-laktamem (cefotaxim, 30upg). &%ena zbéna inhibicedstu okolo oxoimino-beta-
laktamového sirem k disku s klavulanatem ukazovala na pozitivigledek s produkci
ESBL (Jarlier et al., 1988). Antibiotikem volby DDSpro screening ESBL byl navrzen
cefpodoxim, coby zastupce Sirokospektrych cefalosfip neb@ neni tolik pouzivan u
hospitalizovanych pacieint

Souasna varianta DDST seéiné provadi pomoci 30ug diskceftazidimu,
aztreonamu a ceftriaxonu (i agefotaximu), které jsou umésty na agar 30 mm od centra
amoxicilin/klavulanat disku (Paterson, 2005). Penit pro produkci ESBL je po kultivaci
Petriho misky s agarem &$ena zona inhibice smem ke kombinovanému disku

piipominajici tvar zatky od Samigekeho.

Obr. 7 DDST ESBL+ (foto, MUDr. P. Paterovd, 2011)

CAZ...ceftazidim, FEP...cefepim, FOX...cefoxitink...amoxicilin/klavulanat,

ATM...aztreonam
E-test

Vyuziva dvoustranného stripu, ktery obsahuje gradéxoimino-beta-laktamu na jedné
strart, a na op&eé stra gradient stejného beta-laktamu s kyselinou klaveNau
(Cormican et al., 1996). Dostupné jsou stripy saz@fimem a cefotaximem, coz zlepSuje
schopnost detekovat ESBL, ktergegnostd hydrolyzuji cefotaxim jako jsou CTX-M-beta-
laktamazy. Zmensi-li se MIC cefalosporinu s kysalinklavulanovou o> 2 fedéni, je
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vysledek ESBL pozitivni. Tato metoda je vhodna jak screening, tak pro fenotypovou
konfirmaci ESBL producefit Jeji citlivost jako fenotypového konfird@iho testu byla
hlaSena 87-100% a specificita 95-100 % (Asma Mddser, 2006). Mddy je E-test obtizh
interpretovatelny, zejména u kmieslak®¥ produkujicich enzymy jako je TEM-12. Kyselina
klavulanova z opozitni strany difunduje az k saréoto cefalosporinu a takirbe zkreslovat
vysledek testu.

Obr. 8 E-test kmene produkujiciho ESBL
(TZ...ceftazidim, TZL...ceftazidim+klavulanat) (Rferd, 2001)

Automatizované testy pro detekci ESBL

-Komerni systémVitek ESBL testyuziva cefotaximu a ceftazidimu, samotné (0,54gan
jejich kombinaci s klavulanatem (4 pg/ml). Redukiegtu v lazni s cefotaxim/klavulanat nebo
ceftazidim/klavulanat ve srovnani se stépnristu v lazni se samotnym antibiotikem Zha
pozitivni vysledek. Citlivost a specificita metoghyesahuje 90 % (Sanders et al., 1996).
FaleSrg-negativni vysledky byly pozorovany K. pneumoniaes koprodukci ESBL i AmpC
beta-laktaméaz (Paterson, 2005).

-Metoda MicroScarje vysoce spolehlivd a vyuZiva stejnych cefalospiojako u testu Vitek.

Metoda agaru s kyselinou klavulanovou

Antibiotické disky s ceftazidimem, cefotaximem, toefikonem a aztreonamem (vSechny po
30ug) jsou umishy na Mueller-Hintodv agar obohaceny klavulanatem. Sasré jsou
poloZzeny i na agar bez suplementace. Je-li zOniigeh okolo beta-laktamu na meédiu
s klavulanatem &Si o > 10 mm, je vysledek povaZzovan za pozitivni ESBL dpii.
Nevyhodou této metody je geba pipravit cerstvé agary s kyselinou klavulanovou, nebo
jeji ieinek za&iné klesat jiz po 72 hodinach (Paterson, 2005).
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Metoda s nahrazenim disk

Tri disky s amoxicilin/klavulanatem jsou poloZzeny Mueller-Hintoniv agar, ktery je
naatkovan testovanym organismem. Agar je hodinu inkdmo@i pokojové teplad, poté
jsou z ] disky odstragny a na to samé misto nakladeny disky obsahujittazidim,

cefotaxim a aztreonam. Kontrolni diskichto #i antibiotik jsou sodasré umistny alespa

30 mm od mista testovani. Je-li zona inhibice olditkii, na jejichz mistech bylyipd tim
kombinované disky, @ 5 mm \tSi ve srovnani s kontrolou je vysledek pozitivaiptodukci
ESBL (Asma M Al-Jasser, 2006).

d. Genotypové metody detekce ESBL - molekularné-detekéni metody

Genotypizace je vyuzivana zejména v univerzitnieimocnicich, jako saast Iékaského
vyzkumu nebo v referénich laborattich. Pondrné rychle dokazi uiit rezistentni kmeny a
prispivaji ke zvoleni spravné antibiotickeé terapienétypizace potvrdiffomnost ESBL, ale
na rozdil od genotypizace jiz nezjisti, jaky druBBE je p@itomny. Fenotypové metody
odhaluji gitomnost novych rezistentnich dgera detekuji mutace, které souviseji a
antimikrobiélni rezistenci. Molekularni metody jsabzvlas¢ piinosné u rezistentnich
mechanism, které by nemusely by&bnou fenotypovou detekciibec odhaleny. Na druhou
stranu mohou slabé geny a pseudogeny vést k fale&zitivnim vysledkm. DalSi
nevyhodou je, Ze jsou spojeny s vysokymi fictdmi naklady na laboratorni daeni. |
nadéle astava ukeni antibiotické citlivosti pomoci fenotypovych rodtzlatym standardem

pro vykér spravné terapie.

= DNA sondy a oligotypizace (hybridiz&ni techniky)

DNA hybridizasni sondy zn&ené®*?P byly dive pouZivany pro identifikaci TEM-1, SHV-
1, OXA-1 a -2. Tato metoda byla vSak pon¢ nara@na, a proto byly navrZzeny
oligonukleotidové sondy, které byly schopny odhalisto mutace zatisnych hybridizanich
podminek. Nejtive rozeznavaly TEM-1 a TEM-2 v klinickém izolaRozdji byly vyvinuty
oligonukleotidové sondy zgané radioizotopem nebo biotinem, které odhalovalytace
v Sesti pozicich uvnitblargm genu (Mabilat and Courvalin, 1990).

» Polymerazovéaretézova reakce (PCR)

viv s

laktamaz. Tato metoda ¥ippmnosti termostabilni polymerdzy a oligonukleotigich
primeri syntetizuje nové oligonukleotidy, vSe probih& w. termocyclerech. Zakladnim
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principem je stfidani ti cykla: 1. Denaturace DNA (94°C), 2. Annealing, ,nasedpuamert*
(55-60°C), 3. Elongace (72°C). Na konci kazdéholcydojde ke zdvojnasobeni molekul
DNA. U beta-laktaméaz f¥e probihat amplifikace celého genbl#& gen) nebo jen jeho tité
cilové casti Plarem, blasqy, blactx.m, blaoxa), které jsou ohrateny specifickymi
oligonukleotidovymi primery. PCR &ir jednotlivé tidy beta-laktaméaz, ale nedokaze rozlisit
mezi enzymy s Uzkym- a Sirokym-spektrem aktivit akét mezi variantami jednotlivych
enzymi (TEM-1, TEM-2, TEM-3,...). Proto byly navrzeny tetdky zangfené na specifické
bodové mutace (Chroma, Ke)2010).

= PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism, restrik &ni fragmenty

délkového polymorfismu)

Po dokoieni PCR jsou amplifikované molekuly DNA vystavenjspbeni restriénich
endonukleaz, které &i dvoj- nebo jednovidknovou DNA ve specifickychklaotidovych
sekvencich neboli restidkich mistech. Délkovy polymorfismus je¢an podle pitomnosti
nebo chybni restriknich mist. RFLP metoda je zvl&Sthodna pi uréovani TEM-tym
ESBL, kde jsou diky znAmym mutacim rychle detekavaova restriéni mista a nasledn
rozSepena. Jednotlivé &y DNA jsou separovany pomoci elektroforézy a poémy jejich
délky.

= PCR-SSCP (single strand conformational polymorphism jednoretézcovy

konformadéni polymorfismus)

Metoda zaloZzena na pohyblivosti amplifikované ssDNAjedndettzcové)
v nedenaturovaném polyakrylamidovém gelu je schaptibtmutace a polymorfismy, které ji
odliSuji od zakladni nemutované sekvence ssDNAo Tadchylky od zakladni DNA se
projevi znénou v pohyblivosti, a budou produkovany bandy adli®d normalniho Zéigku.
SSCP byla vyuzitaipdetekci jednotlivych bodovych mutaci na specifick mistech v ramci
blasyy genu. Metoda byla aplikovanai pletekci SHV-7 genu a pro identifikadgiznych SHV
geni v rdmci jednoho kmen@'Zali et a., 1998).

= | CR (Ligase chain reaction)

LCR dokaze ufit DNA sekvence liSici se jednim parem bazi za pmdnuvou pai
oligonukleotidovych primer, které jsou komplementarni k cilové sekvenci demaané
DNA. Kazdy primer z paru hybridizuje silghlymi Useky DNA. Zamina jedné baze cilové
DNA zabraiuje ligaci (diky nedokonalé hybridizaci) a nasledm@plifikaci. LCR byla
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navrzena pro identifikaci SHV gén(urcovala 7 SHV variant). LCR produkt v této metod
byl detekovan pomoci NADPH-alkalické fosfatazy (Kibee; 2000).

= Real-time PCR (PCR v redlnémiase)

Od klasické PCR se liSi snizenim doby trvani jednowklu, eliminaci nutnosti dalSi
analyzy vzork (ELFO) a tim, Ze vyuZivaji specifickych floureséeith sond (SYBR Green
). Kvantifikace amplikod probiha v pibéhu reakce diky zri@nym primeéim, které jsou
vmezdéeny mezi baze dsDNA. Real-time PCR a naslednouyamal Kivky tani naSla
praktické uplatani v detekci SHV-ESBL. Randegger a Hatchler dokazalinout metodu
pro detekci mutaci viéch hlavnich kodonech (aminokyselinové pozice 1738, 240)
v ramciblaspyy v pribéhu jedné reakce. Tato metoda byla schop#id omezi blasyy-non-essL @
blasyv-ess. ve studovaném vzorku. Kombinaci real-time a mldkpPCR s naslednou
analyzou kivky tani bylo umozasno sodasnou identifikaci SHV a CTX-M ESBL (Chroma,
Kolar; 2010).

= DNA microarray (mikro &ipy)

Na rozdil od ostatnich molekularnich metod, kteeiekiuji jen omezené mnozstvi
cilovych geri v jedné reakci, DNA microarray ke v jednom cyklu @it vétSinu nebo i
vSechny geny, které organismus vlastni. Je vyuaivy&adevSim ke kvantifikaci genové
exprese; ke genotypizaci (@ni geri rezistentnich na antibiotika, mutace); u sekvenova
(hledani novych mutaci); u hledani SNP (single entdfle polymorphism). Princip metody
spaiva v hybridizaci fluoresce&m¢ znatené DNA ze vzorku s oligonukleotidy kovale&tn
navazanymi na povrchu desty (12 cnf), které pedstavuji genotyp hledaného organismu.
Souwasre se fidava i jinak barevna kontrola a sleduje se vyskedrtenzita jednotlivych

signah.

Obr. 9 DNA mikrogipy (http://bio.cse.ohio-state.edu/MicroarrayDesigner/
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V roce 2004 byla Grimmem a spol. uznana oligonuidesa mircoarray metoda pro rychlou
identifikaci ESBL gram-negativnich bakterii $asnou genotypizabilargy, blasyy a

blactx-m. Pole se 168 sondami zahrnuje i detekci mutacié ligeu zodpo¥dné za 156
aminokyselinovych substituci. Test trva a&i lpodin. DalSi metodu, pro detekci deseti
znamych ESBL zeledi Enterobakterii a pro typizaci Sesile¥itych bodovych mutaci

v oblastiblasyy genu, popsal Zhu a spol. (Chroma a Kok10).

V. Epidemiologie K. pneumoniae ESBL

= Vyskytv Evropé

Rychlost vzniku, zpsob Sfeni a typy ESBL produkovanych enterobakteriemii&iena
kazdém s®tovém kontinentu, ale i mezi jednotlivymi staty,ésty a dokonce i meazi
jednotlivymi nemocnicemi. Prvni ESBL-producenti ibgbjeveni v Nmecku a Anglii. Roku
1986 bylo ve Francii hlaSeno prvni velké ohniskieloe zgisobené ESBL. #ni ve Francii
pokratovalo a na z#&tku 90.-tych let bylo jiz 25-35 % nozokomi&lniskanych K.
pneumoniaegorodukujicich ESBL. Nicmen zavedenim protiinfalnich opaiteni a vyvojem
novych laboratornich technik na detekci ESBLpneumoniagejich vyskyt zde zéal klesat.
(Marty and Jarlier; 1998) Studie prowde v ramci Evropy ukazaly z&@é procento rozdil
mezi produkci ESBLK. pneumoniaena 100 JIP mezi jednotlivymi staty (Svédsko 3 %,
Potrugalsko 34 %). DalSi studie z 25 evropskychaowme ( JIP a non-JIP) odhalily, Ze 21 %
K. pneumoniaenélo snizenou citlivost k ceftazidimu (Paterson, Bmag 2005).

= Situace ve svété
Program antimikrobialniho dohledu (surveillancdgtech 1997-1999, ktery byl z&ben na
celoswtovy vyskyt ESBL pozitivnichK. pneumoniaekazal: 45 % v Latinské Americe, 25 %
v zapadnim Pacifiku, 23 % v Evrdm 8 % v USA. Tato situace bylatgmbena pedevsim
neuvazenym a nekontrolovatelnym podavanim cefatospdll. generacgManzoor Ahmed
Thokar et al., 2010).

V Australii vznikaji ohniska infekci ESBK. pneumoniagak u dosplych, tak u @dtskych
pacienti. Z celos¥tového vyskytu fipada na Australské nemocnice asi 5 %.

Na Asijském kontinentu byla hlaSena pr¥ipneumoniaes SHV-2 v roce 1988 ¢ing.
Nejdiive v jednotlivych studiich dominovaly ESBL typu 8+2, SHV-5, SHV-12. Poziji se
zataly vyskytovat noveé varianty SHV-ESBL na TaiwanuJaponsku. Posledni vyzkumy
ukazuji, Zze CTX-M-typ by mohl byt dominantni ESBIASii.
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Mezinarodni vysledky z let 1998-1999 v ramci Proguaantimikrobialni surveillance
provadné na uzemi Asijského Pacifiku a v Severni Afrlodp z 678 izolatlK. pneumoniae
oznaeno 171 (25,2 %) jako fenotyp®\ESBL pozitivhich. Vysoka prevalence ESHL
pneumoniag> 20%) byla pozorovana ve vsech velkyckistech vCing, v Japonsku a na
Taiwanu, déle ve Filipinach, v Severni Africe, w@ipuru a fedevsim ve vSech fakultnich
nemocnicich (Pfaller, Jones, 2002).

V USA bylo porovnani zkousek rezistence k lll. gexoe cefalosporifi se zbytkem stta
nemozné, nehdefinice rezistence byla odliSna: MIC (ceftazidin®2 pg/m,¢i >64 pg/m
pro cefotaxim/ceftriaxon mistoébné pouzivané MIC mezi 2-16 pg/m. NNIS ghbnal
Nosocomial hfection Surveillance) v letech 1998-2002 odhalila, Ze 6,2 %101 izolai K.
pneumoniadze 110 JIP) bylo rezistentnich k Ill. generaciab@$poriri. Z toho alespou 10
% JIP byla rezistence vysSi nez 25 % (NNIS, 2002).

* Program antimikrobialni surveillance v Evropé
Program antimikrobidlni surveillance v EveopEARSS) ma dlouholetou tradici. Od roku
2000 je z mnoha evropskych zemi hlaSeno zvySsgigirocento a vistajici trend rezistence
k Ill. generaci cefalosporin fluorochinoloim a aminoglykosidm u Gram-negativnich
tycek, zvlast E. coli a K. pneumoniaeV roce 2009 byl zaznamenan i vysoky stupe
rezistence ke karbapaném (blapc K. pneumoniaey Recku a na Kypru. V Belgii a Italii
byla pozorovéana rezistence ke karbapeimamu 1 % izolal. Z 2/3 evropskych zemi byl
hlaSen vice jak 10% podil rezistence k lll. geniersafalosporii a fluorochinolofm.
Multirezistentni kmeny (lll. generace cefalospdrinfluorochinolony, aminoglykosidy)
vykazovaly 10% podil rezistence u poloviny evropdky zemi. ZvySeny pet
multirezistentnichklebsiell byl nalezen i severni Evrdpkde jsou velice ffisné dodrZzovany
zdsady spravné antimikrobialni terapie.étd8iha izolat srezistenci Kk lll. generaci
cefalosporii byla odolna i wéi fluorochinolonim a aminoglykositim. Klesajici trend

rezistentnich kmenbyl pozorovan pouze ve Velké Britanii, Irsku a MdEARS-Net, 2009).
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¢ 1%

1% to ¢ 5%
3 5% to ¢ 10%
B 10% to ¢ 25%
N 25% to ¢ 50%
. = 50%

== No data reported or less than 1o isolates
[ Not included

Non-visible countries
N Luxembourg
E Malia

Obr. 14 Stupa rozsfeni izolati K. pneumoniagerezistentni k lll. generaci cefalospatin
v roce 2009 (EARS-Net, 2009)

* Nozokomialni infekce
Nozokomialni infekce jsou definovany jako nakazyogenniho i endogennihouyodu
vznikajici v @icinné souvislosti s pobytem osob ve zdravotnickétiizeai, jsou dlezitou
pri¢cinou natistajici morbidity, prodlouzeni doby hospitalizaeeySeni nakladl spojenych
s l&bou a mortality (Kolg 2007). Vznik infekce ESBIK. pneumoniage spjat s mnoha
faktory.
antibiotiky, grevazré cefalosporiny lll. generace v kombinaci s amin&gbidy, hned za ni
monoterapie cefalosporiny Ill. generace nebo amykogidy. Ve velkém riziku jsou pacienti
téZce nemocni s dlouhodgbim pobytem v nemocnicich a sanatoriichjiké&tSinou figuruji
jako vektory penosu v ohniscich infekci @pobenych ESBLK. pneumoniaenebad’ jimi
byvaji ¢asto kolonizovani.
DalSimi faktory jsou rozsahlé chirurgické operaczagedeni l&bnych prosedki jako jsou
mocové a cévni katetry, endotrachealni rourky, ¢idmplicni ventilace (zvlast jejich
ponechéani delSi dobu).
DalSi rizikovou skupinou jsou imunokompromitovaedinci, gredevSim pedtasré narozené

déti, na druhé strahstaré osoby; pacienti s dekubity; v rezimu hemgdia se Spatnym
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stavem vyzZivy a ti, kié jsou odkazani na parenteralni nénii davky (Paterson, Bonomo,
2005).

Zdrojem nakazy je pacient s infekci ESB{ pneumoniaenebo pacient kolonizovany.
Kolonizace mist sifrozenou mikroflérou (zvlast gastrointestinalniho traktu, hornich cest
dychacich, chronickych ran) irhe byt dlouhodoba bez zjevnych znamek infekce. Tyto
systémy mohou byt zdrojem endogenni infekdenpdostatéené oSetovatelské p& mohou

byt zdrojem pro kolonizaci idovych a jinych kateir.

Zdravotnicky personal ma podil na vznikeghto ohnisek fedevSim neuvazenym podavanim
antibiotik. OSatujici persondl ize fungovat téZ jako cestaegmosu ESBLK. pneumoniage
zvlast daleZité jsou ruce zdravotnik Spatné dezinfeki navyky a nepouzivani rukavic vede
k prenosu ze zdroje na ostatni pacienty. SGm zdravobii#e byt kolonizovan, a tak byt
piimym zdrojem f oSetovani.

K. pneumonia€=SBL ziskané za pobytu v nemodmim zd&izeni zgisobuji nejastji infekce
dychacich cest, ran, déle sepse, infekcéaw® a intraabdominalni. Zajimavé je, Ze ESBL-
typy, které zpsobily epidemii, mohou koexistovat &rti sporadickymi. Tak rize byt

v ramci jedné nemocnice vice tyfeSBL K. pneumoniaes p‘evahou &ch, které zfpisobuji
ohniska infekce. Dale mohou bygkteré typy ESBL identifikovany v klon&megibuzném
izolatu, nebo naopak izolaty toho samého klondlmpheodu mohou kodovatuené typy
ESBL. Tato rozmanitost je apobena fenosnymi genetickymi elementy, plazmidy, které se

Siti horizontalg (Flagas and Karageorgopolous, 2009).

=  Komunitni infekce

| kdyZz jsou ESBL-producenti povaZzovani za hlaviivgdce ohniskovych nemodmich
infekci, pibyva stale vice fijpadi ziskanych infekci ESBL vdiné spolénosti, cozZ je velmi
dulezity problém veéejného zdravi. K této situackippélo predevSim rozgené neadekvatni
uzivani antibiotik, pedevsim Sirokospektralnich. Dale zvySené uzivatibiatické terapie u
hospodéskych zvfat, mezindrodni cestovani, dlouhod@b preziti oslabenych a starych
osob, vySsi pity imunokompromitovanych osob (alkoholici) a chudolke s¥té (Abinash
and Steckelberg, 2000). Tyto infekce ESBL postipigidevSim méové cesty, otas mohou
piejit v sepsi. Vysoky je et osob se stvnim nosistvim. ESBL byva izolovanargdevsim
u ambulantnich pacieints tiznymi rizikovymi faktory. Podle studietipadi a kontrol byla
rizikova skupina pro ESBL-ziskanou infekgicoli popsana jako: vysSik, Zzenské pohlavi,

cukrovka, opakované infekce ®Wavého traktu, fedchozi pistrojové vySeeni ma@&ovych
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cest a pedeSla |&8ba amonopeniciliny, cefalosporiny a fluorochinolofaiet komunitnich
ESBL infekci maji zvySujici tendenciighos z ZivéiSného zdroje nélovéka nebo z jednoho
pacienta na druhého by mohl byt potencialnim rimikeiseminace ESBL, coz je ale

predmétem dalSich studijRodriguez et al., 2008).

VI. Lécebné moznosti K. pneumoniae ESBL

Cilend terapie je zaloZena na vysledcich utestlivosti provagnych in vitro. ESBL
hydrolyzuji peniciliny, cefalosporiny (s vyjimkowefamycinu) a aztreonam (monobaktam).
Navic jsou gkterymi ESBL-producenty ignaseny i plasmidéwodované geny rezistence
k aminoglykosidm, trimethioprim/sulfametoxazolu, u také u rezisterk flourochinoloim
byla sledovanaastjSi asociace s plazmidem-kédovanou rezistenci dagborilim. Tak
muze mnoho léebnych postup selhdvat, coZ vyznamnprodluZzuje dobu trvani infekce,

ohrozeni pacienta na ziwoa zvySuje i naklady nadbu.

Karbapenemy

Karbapenemy jsou povazovany za lék volby pizké infekce vyvolané ESBL. V in vitro
testech s karbapenemy nebyly pozorovany vykyvyietjeitlivosti a jejich vyuZziti v |eékeské
praxi vziista (Paterson et al., 2004).¢cb& meropenemem je indikovana u nosokomialnich
meningitid, &inny je také polymyxin B. Ertapenem davkovany 1rmemuaze byt vyuZzit pi
tézkych ESBL infekcich u pacieintv sanatoriich nebo d&ich se mimo nemoahii z&izeni.
N¢kdy je pozorovan synergniciiek karbapeneins ostatnimiiidami antibiotik (Paterson,
2005).

Cefalosporiny

Cefalosporiny nejsou prodBu ESBL infekci wbec doportiovany, i kdyz mohou byt testy
citlivosti in vitro v norng. Ani cefepim by nerd byt pouZit jako prvni antibiotikum v &&¢
ESBL infekcePokud uz je zvolen ghby byt uZivan 2x dennve vysSich davkach. Rezistence
k cefepimu jetasto pozorovana u CTX-M tyESBL (Asma M Al-Jasser, 2006).
Cefamyciny

Cefamyciny sefadi mezi nové beta-laktamy a mohou byt vyuZity W hpyoti ESBL
producenim. Mezi cefamyciny, které nejsou hydrolyzovany ES®ifi predevSim cefotetan,
cefoxitin a cefmatezol. V mistech, kde byly cefamychojré pouzivany k terapii infekci
ESBL K. pneumoniagse objevila rezistence k nim samotnym a navie kéarbapenedm.

DalSi rezistence k cefamydim se nize vyskytnout i u enterobakterii, které postradaji

33



membranové poriny nebo exprimuji zaravESBL i AmpC-beta-laktamazy. Proto neni
doporwovan jako prvni antibiotikum &y ESBL infekci, i kdyZ je dostate¢ aktivni in vitro
(Asma M Al-Jasser, 2006). ¥R nejsou tato antibiotika registrovana.

Kombinace: beta-laktamové antibiotikum s inhibitorem beta-laktamazy

Inhibitor beta-laktamaz e byt Gizné aktivni vici hydrolyze beta-laktamového antibiotika
za pisobeni ESBL v zavislosti na jeho typu a také na tgSBL. Vici CTX-M typam ESBL
se odolgjsi jevil tazobaktam neZli kyselina klavulanova. cére byly popsany i
terapeutické neugphy: ve studiich prov&tych na zuiatech byla kombinace beta-laktamu
s inhibitorem beta laktamaz m€ncinna nez Iéba karbapenemy (Karadenzili et al., 2001).
Produkuje-li ESBL organismus navic jgsi¢jaky z matéskych enzym (SHV-1, TEM-1)

v nadbytku a fidruZzi-li se k této produkci jeStztrata membranového porinujibe vznikly
fenotyp brzdit aktivitu inhibitoru beta-laktamanhibitory jsou tedy obvykle aktivni u ESBL
infekci s produkci jednoho enzymu. Zda se, Ze kaad® amoxicilin/klavulanat by mohla
slouzit jako druhd linie obrany vdee proti infekcim m@ovych cest. Bylo zaznamenéno, Ze
inhibitor beta-laktaméz vykazujedité protektivni vlastnosti proti infekci a kolon@eESBL
kmenyK. pneumoniaéPiroth et al., 1998).

Chinolony

Pati mezi nebeta-lataktamova antibiotika, jejich megsimus fisobeni je zaloZzen na blokaci
DNA gyrazy. Chinolony by mohly byt zvoleny pracu ESBL infekci mdovych cest. Jako
rezervni antibiotikum je fiedepisovano u bakteriémii, pneumonii ziskanychmaumicnim
prostedi a intraabdominalnich infekci, tgmbenych ESBL. BohuZel rezistence k nindiza
vzrastat, a tak i jejich terapeutické vyuZziti je omezeNyvoj nowjSich chinoloi mize
piinést mnoho vyhod oproti dosavadnéldé ciprofloxacinem,coby zastupcem 3. generace
chinolonmi. V roce 2009 byly provedeny &welké studie, které se zafily na terapii
bakteriémii zpsobenych K. pneumoniae.Prvni preferovala tou karbapenemy nez
fluorochinolony. Druhd povaZzovala ®bdwé antibiotika za stegh Winné (Flagas and
Karageorgopolous, 2009). Vy&lenim by mohlo byt, Ze davkovani chinotoje neadekvatni
u organism, jejichz MIC (chinolori) je vySSi, ale stdle jsou jéStnimavi. In vitro
pozorovani odhalilo moznou synergii ciprofloxacmbeta-laktamem (cefotaxim, imipenem,
cefepim). Kombinace ciprofloxacinu s cefpiromem meatefepimem vedla ke snizeni MIC
ESBL- K. pneumonia® 4 logaritmick&ady (Paterson, 2005).

Aminoglykosidy

Aminoglykosidy jsou @inné v kombinaci s beta-laktamy. Jejich vyuzitiékk ESBL je
nejisté.
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Tigecyklin

Tigecyklin je nové glycylcyklinové antibiotikum, fipuzné tetracykliim, se Sirokym
spektrem dinku. Je schopen se vyhnout rezistenci, kter4 poymvana u Gram-negativnich
bakterii k tetracyklidm. Tigecyklin by mohl snizovat ESBL produkci u iatl K.
pneumoniaes zavislosti na zvolenych break-pointech, kdy jbaltterie jest citlivé. Klinické
vystupy tykajici se vyuziti tigecyklinu nejsou opistické. Pouze 10-15 % podaného
tigecyklinu je aktive vyuzito, zbytek je beze zmy vylowen. Jeho koncentrace v séru
nemusi byt dostaljici, nebd je zvySe® distribuovan do tkani a je velice silnym
antimikrobialnim progedkem wici patogennim organisim s MIC blizko break-pointu pro

citlivost (Flagas and Karageorgopolous, 2009).

VII. Prevence vzniku a sireni ESBL

Hlavnim opatenim proti vzniku a #ni ESBL je jasna informovanost z&tnand
nemocnéniho zdizeni. Povinnosti kazdého zéstnance je dodrzovantgrdepsanych pokyin
bud’ v rdmci prevence, nebo jiz ve vzniklém ohniskiektle, a zéastiovat se vzélavacich

semindu.

= Mikrobiologicka laboratd

Laboratorni detekce a hlaSeni ESBL jsou prvnim retmpv ramci infekni kontroly. Cim
diive dojde provedeni vhodné detekce, titival jsou zahajena preventivni ofeati a niize se
tak zabranit vzniku ohniska infekce ESBL. Informacevyskytu ESBL by rda byt
poskytovana f propuséni pacienta i praktickym [ékam.

Surveillance

Program surveillance (pozorovani) pomaha ustareakiladni Udaje o prevalenci ESBL a

sledovat zminy v jejich rozloZeni. Dokaze identifikovat setek tlaky antibiotik a wuje

Mrivriw s

= Antibioticka politika

Omezeni |éby antibiotiky je spojeno se snizenim vyskytu regitnich organisit

v s

k podavani antibiotik, vyty@ni snérnic pro elné vyuziti antibiotik pevazré dodrzovani

zasad spravné antimikrobialni terapie.
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Zasady spravné antimikrobidlni terapie:

- nepedepisovat antibiotika v situacich, kdy je jejichiinps zpochybovan: podeieni
z virové infekce; asymptomatické bakteriurie u & pacierit se zavedenymi
katetry; dekubity bez znamek abscesu nebo sepkteridéni kolonizace respi¢aiho
traktu

- vytvoreni postup pro zvoleni vhodné empirické ¢lgdy, na podporu omezeni
piedepisovani antibiotik praktickymi Iéka

- predepisovat antibiotikum proti konkrétnimu agensle(@ terapie), preferovat
Uzkospektré antibiotika v zavislosti na vysleddicitivace a test citlivosti

- spravna interpretace vysladkkultivaci a test citlivosti, zabranit a rozpoznat
kontaminaci

- uzivat antibiotikum jen po dobu nezb§tnutnou

- zavést optimalni davkovani

- omezeni antimikrobialni profylaxe v zavislosti nadikaci, trvani infekce a na
zvoleném antibiotiku: neuzivat Ill. generace cedplorini pro profylaxi ani

empirickou terapii

= Kontrola Sfeni ESBL — epidemiologick& ogiahi

Izolace ESBLpozitivniho pacientanebo jeho uloZzeni na samostatny pokoj neni vzdy

nezbytré nutné. Zalezi na rozhodnuti personalu po zhodrnagsiedujicich rizik:

-z jakého mista byl&. pneumonia&SBL izolovana
- mozny zisob Fenosu
- pritomnost dalSich rizikovych faktbrinvazivni terapeutické prasidky (katetry),

oteweneé rany

Po zhodnoceni rizika by potencidélmfekeni pacienti ndli mit ptidéleno vlastni vybaveni
jako: Satna, fedmety k pohybu, ovlddaci #&zeni, myci misy, manzety nacteni krevniho
tlaku, kontroverzninteSenim je i Uplna izolace pacienta a zakaz ®aW&ESBL guideline,
2008).

Ke zjis&ni ESBL stevniho nosistvi je mozné u pacieintprovadt rektalni vyery.
Kultivace neni technicky nakod, i kdyZz vyZzaduje selektivni média. Bylo prokazépe u
znaného procenta pacigns kolonizaci gastrointestinalniho traktu se @fizubjevila ESBL-

infekce (Flagas and Karageorgopolous, 2009). Jé®eni se nabizi dekontaminace
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gastrointestinélniho traktu, kter4 by mohla tyttekte redukovat a omezit tak i horizontalni
pienos ESBL na okolni pacienty. Problém je vSak w&@stajici rezistenci nozokomialnich
ESBL produceri k antibiotikim pouzivanym k dekolonizaci (neomycin, norfloxaciNavic
muze uzivani polymyxifi, které mohou mnohdy slouzit jako posledni vychiodisechy
vysoce rezistentnimy kmeny, napomahat selekci malttentnich Gram-negativnich bakterii
(Flagas and Karageorgopolous, 2009).

Zdravotnicky perzonal (ESBL guideline, 2008)

- Spravna hygiena rukou je jednim z ridgitéjSich Ukorii v prevenci §eni ESBL-
infekci. FedevSim striktni a tkladné omyti rukou mydlem a vodou po kazdé
manipulaci s pacientem nebéedmety v jeho okoli. Zamdstnanci a navévnici jsou
povinni si @ kazdém vstupu a vystupu z izolace myt omyté rjioek hrozi riziko
pienosu dalSich nemodcnich patogei na pacienta.

- Pouzivani osobnich ochrannych pamek jako jsou rukavice na jedno pouZziti, rousky,
zastry jsou rovrez soudasti protiinfeknich zasad. Po pouziti rukavic byelm byt
ruce omyty.

- Dikladny dklid vodou a detergentem v mistnosti pohgfekéniho pacienta, zviast
pokud je pelozen.

Spravné sterilizéni postupy pouzivanych mateial pripadré vySSi stupg desinfekce

lekarskych vySetovacich pistroji (endoskopy).

VIII. Prakticka cast

1. Material a metodika

Vybér dat

Vysledky prace vychazeji z retrospektivni analyay l elektronické databaze laboratorniho
informaniho systému Ustavu klinické mikrobiologie Fakultmémocnice Hradec Kréalové
(UKM FNHK). Do studie jsou zZ@zena data v3ech pacigrtospitalizovanych ve FNHK
nebo pichazejicich k ambulantnimu ofmti do FNHK, u kterych byla izolovanK.
pneumoniae klinického materidlu z obdobi od 1. 1. 2009 do B2. 2010. Jsou zpracovany
Gdaje vSech kmenK. pneumoniaézolovanych z materidluvedenych v tab. 4.

Jako I. zachyt je definovanmsow prvni kultivaceK. pneumoniae jakéhokoliv materidl,

jako zachyt opakovany je definovana kazda dalsiiiade z téhoz nebo jiného materialu.
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Prehled jednotlivych klinik FNHK je uveden v tab. Rozdleni obofi na chirurgické a
nechirurgické je mozno vétl v tab. 6, rozdeni p&e na intenzivni a standardni v tab. 7.
Ro¢ni obdobi jsou definovana na jaradd€ben, duben, Kien), 1éto {erven,cervenec, srpen),

podzim (zé&i, tijen, listopad) a zimu (prosinec, leden, unor).

Tab. 4 Rehled zéazenych materialpodle systérin

Hemokultivace Aerobni hemokultivace
Anaerobni hemokultivace
Détska hemokultivace
Kultivace cévniho katetru

Mo¢& Moc¢ z permanentni cévky
Cévkovana moc¢
Mo¢
Kultivace moc¢ového katetru
Horni cesty dychaci Kultivace vytéru z laryngu

Kultivace vytéru z nasopharyngu
Kultivace vytéru z krku

Kultivace stéru z dutiny Ustni

Dolni cesty dychaci Kultivace sputa

Kultivace trachealniho aspiratu
Kultivace vyplachu, aspiratu z bronchu
Kultivace trachealniho vytéru
Kultivace bronchoalveolarni lavaze
Kultivace savky (DC)

Hnis, rana Kultivace punktatu, tekutiny

Kultivace z abscesu

Kultivace z rany

Kultivace stéru z dekubitu, z bércového viedu
Kultivace tkané

Kultivace pleuralniho vypotku, ascités
Kultivace hnisu

Kultivace vytéru ze zvukovodu, oka

Rektum Kultivace vytéru z rekta - screening pro JIP
Kultivace vytéru z rekta

Vagina, uretra Kultivace vytéru z vaginy
Kultivace vytéru z uretry

Kdze Kultivace stéru z kdze
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Tab. 5 Rozleni klinik ve FN HK

Kliniky FN HK

l.interni klinika

Kardiochirurgicka klinika

[l.interni klinika

Chirurgicka klinika

Klinika infek énich nemoci

Oddéleni détské chirurgie a
traumatologie

Plicni klinika

Neurochirurgicka klinika

Neurologicka klinika

Ortopedicka klinika

Psychiatricka klinika

Urologicka klinika

Détska klinika

Klinika usni, nosni a kréni

Kl. anestez., resuscitace a intenz. medicin

O¢éni klinika

Kl. nemoci koznich a pohlavnich

Porodnicka a gynekologickéa klinika

Kl. onkologie a radioterapie

. Interni Klin. - odd.klinické hematologie

Kl. gerontologickd a metabolicka

Rehabilitaéni klinika

Tab. 6 Rozdleni chirurgické vs. nechirurgické obory ve FN HK

Obory

Kliniky FN HK

NECHIRURGICKE |I. interni klinika

[l. interni klinika

Klinika infek énich nemoci

Plicni klinika

Neurologicka klinika

Psychiatricka klinika

Détska klinika

Kl. anestez., resuscitace a intenz.mediciny

Kl.nemoci koznich a pohlavnich

Kl.onkologie a radioterapie

Kl.gerontologick& a metabolicka

. Interni klin. - odd. klinické hematologie

Rehabilitaéni klinika

CHIRURGICKE

Kardiochirurgicka Kklinika

Chirurgicka klinika

Oddéleni détské chirurgie a traumatologie

Neurochirurgicka klinika

Ortopedické klinika

Urologicka klinika

Klinika usni, nosni a kréni

Oéni klinika

Porodnicka a gynekologicka klinika
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Tab. 7 Zatazeni oddleni do intenzivni p& ve FN HK

Nazev oddleni

Akutni kardiologie

Koronarni a arytmologicka jednotka

JIP infekéni

JIP plicni

JIP neurologie

JIP vétsi déti

JIP novorozenci

KARIM (KI. anesteziologie, resusc. a
intenzivni mediciny)

JIP geriatrie

JIP interni A

JIP interni B

JIP kardiochirurgicka

JIP kardiochirurgické 2

JIP 1 chirurgicka

JIP 2 chirurgicka

JIP neurochirurgicka

JIP transplantaéni

Oddéleni hematol. intenz. péce

JIP (Il. IK hematologickd)

2. Vysledky

2.1 Vyskyt K. pneumoniae ESBL v klinickych materialech

V roce 2009 byl celkovy gt pozitivniho materialu 1545 a 1716 v roce 201¢sRkyt kmeri
K. pneumonia&SBL v klinickych materialech je zobrazen v tala 8 grafu 1 a 2. N&asgji
pozitivnim materidlem je mio(34-35 %) a vzorky z dolnich dychacich cest (2492%

Nejcastjsi prvni zachyK. pneumoniad&SBL je zaznamenén &pu vzorki maodi (33-38 %).

Nejcastji opakovar pozitivni material je mé

Celkovy paotet ESBL pozitivniho materialu v roce 2009, 2010

Tab. 8 Patet pozitivniho materialu celkéy2009 a 2010

Material Celkem 2009 Celkem 2010
hemokultura 82 82
moc 545 578
DCD 400 403
HCD 260 345
hnis, rdna 238 275
rektum 12 20
vagina, uretra 5 4
kuze 3 5
likvor 0 4

1545 1716
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Pozitivni material celkové 2009 (n=1545)

vagina, uretra
0% kaze

rektum
hnis, rana 1% likvor hemokultura
16% 0% 5%

Graf 1 Procentualni ESBbpozitivita jednotlivych materiél 2009 (n1545
Z celkového potu 1545 pozitivnich ESBL vzotknaleZzelo 35 % vzotkn maii a 26 %
vzorkim zdolnich cest dychacic

Pozitivni material celkové 2010 (n=1716)

vagina, uretra likvor

hnis, rana rektum 0% kaze 0% hemokultura
16% 1% - 5%

Graf 2 Procentualni ESBbozitivita jednotlivych materiél2010 6=171¢)
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Z celkového potu 1716 pozitivnich ESBL vzotk nalezelo34% vzorkim mati a 24%

vzorkim zdolnich cest dychacic

Pocet ESBL pozitivniho materialu podle 1. zachytu roce 2009, 2010
Tab. 9Vyskyt ESBL pozitiviiho materialu podle 1. zachytu (2009 a 2010)

Material I. pozit. zachyt 2009 l. pozit. zachyt 2010
hemokultura 15 12
mo¢ 149 138
DCD 88 110
HCD 73 104
hnis, rana 54 43
rektum 5 4
vagina, uretra 2 1
kiize 2 3
likvor 0 0

Pozitivni material podle I. zachytu 2009 (n=388)

kaze  |ikvor

rektum yagina, 19 0%

hnis, rana 1%

14%

uretra

4%

Graf 3 Procentualni ESBpozitivita jednotlivych materiél 2009 (I. pozit. zAchyn= 388)

42

hemokultura




hnis, rana
10%

DCD 27%

vagina, uretra
’e';/”'“ 0% kaze
° 1%

Pozitivni material podle I. zachytu 2010 (n=415)

likvor
0%

hemokultivace
3%

Graf 4 Procentualnpozitivita jednotlivych materiél 2010 (1. pozit. zachyt, 41

Tab. 10Pozitivni material 2009 (celkay |

. Zachyt, opakovaf)

Material Celkem I. pozit. zachyt Opakovany zachyt
hemokultura 82 15 67
moc 545 149 396
DCD 400 88 312
HCD 260 73 187
hnis, rana 238 54 184
rektum 12 5 7
vagina, uretra 5 2 3
kiize 3 2 1
likvor 0 0 0

1545 388 1157
Tab. 11Pozitivni material 2010 (celkéyl. zachyt, opakova

Material Celkem I. pozit. zachyt Opakovany zachyt
hemokultura 82 12 70
mo¢ 578 138 440
DCD 403 110 293
HCD 345 104 241
hnis, rana 275 43 232
rektum 20 4 16
vagina, uretra 4 1 3
kiize 5 3 2
likvor 4 0 4

1716 415 1301

43




Pozitivni material 2009

Celkem mI. pozit. zachyt

545

4 o oY © N\ & e A% o
oF & < 2
& < N
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Graf 5 Pozitivni material 2009 (celk@&y|l. zachyt)
Pozitivni material 2010
Celkem M. pozit. zachyt
578
403
345
275
138 || o
82 104 N
| |12 20 4 1 5 4
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2 .9 Q Q 2 > X N
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N o & S 3
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Graf 6 Pozitivni material 2010 (celkéyl. zachyt
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Pti srovnani materiél podle I. zachyt (viz. tab. 12 a graf 7) ketech 2009 a 2010 dog
k nejvysSimu ndrstu pozitivnich kultivaci dychacich cestach (161rece 2009 vs. 214
v roce 2010).

Tab. 12Srovnani roku 2009 a 2010 ve vyskytu ESBL pozitiermaterialu podle 1. zachy

Material l. pozit. zachyt 2009 l. pozit. zachyt 2010
hemokultura 15 12
mo¢ 149 138
DCD 88 110
HCD 73 104
hnis, rana 54 43
rektum 5 4
vagina, uretra 2 1
kiize 2 3
likvor 0 0

ESBL prvni pozit. material 2009 x 2010
149
160 -
138
140 A
120 - 110 454 W . pozit.
zachyt 2009
100 A 88
S 80 - 7 .
o 60 | 54 [ | I.Ip02|t.
43 zachyt 2010
40
15
20 1 54 21 23 00
0
2> © Q Q 2 > X3 £
& & &£ L & @)@ & & &\@°
W <& & O
o S 2
material

Graf 7 Srovnani roku 2009 a 2010 ve vyskytu ESBL pozitieninaterialu podle I. zachy

Soubor pacierit salespa jednou pozitivni hemokultivacK. pneumonia je zobrazen v tab.
13 a grafu 8, 9ESBL pozitivni kmeny jsou zachycen' 33 % invazivnictK. pneumoniae
v roce 2009 a v 40 % moce 201(
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Tab. 13 Pozitivni zachyEESBL, AmpC a non-ESBLK. pneumoniae hemokultu v letech
2009 a 2010

neprokazany Sirokospektré
hemokultury ESBL+ AmpC betalaktaméazy celkem
2009 25 10 41 76
2010 27 12 29 68

Pozitivni hemokultury K. pneumoniae ESBL vs.
non-ESBL rok 2009 (n=76)

neprokazany
Sirokospektré
betalaktamazy
54%

ESBL+
33%

AmpC
13%

B ESBL+ mAmpC neprokazany Sirokospektré betalaktamazy

Graf 8 ZastoupenESBL, AmpC a non-ESBLK. pneumoniagozitivnick hemokultur v roce
2009. V roce 2009 bylo eelkového zachytu 7K. pneumonia@5 ESBL.

pozitivni hemokultury K. pneumoniae ESBL vs.
non-ESBL rok 2010 (n=68)

neprokazany
Sirokospektré
betalaktamazy
43%

ESBL+
40%

AmpC
17%

WESBL+ ®AmpC neprokazany Sirokospektré betalaktamazy

Graf 9 ZastoupenESBL, Am[C a non-ESBLK. pneumoniagozitivnich hemokultur roce
2010. V roce 2010 bylo eelkového zachytu 6K. pneumonia@7 ESBL.

2.2 Vyskyt K. pneumoniae ESBL na jednotlivych klinikach
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Vyskyt K. pneumoniaeESBL na jednotlivych klinikdch podle 1. z&chytupacienta v roce

2009 a 2010 je zobrazen v tab. 14 a grafech 10N#&jMySSi pdet pozitivnich pacieiit je

zaznamenan na Klinice gerontologické a metabohc&bBou sledovanych letech.

Tab. 14Vyskyt K. pneumoniad=SBL na jednotlivych klinikdch podle I. zachytpacienta v
roce 2009, 2010

Jednotlivé kliniky Pocet zachyt i 2009 Pocet zachyt i1 2010
. Interni K. 30 30
II. Interni K. 14 12
Infekéni 20 5
Plicni 18 50
Neurologie 26 18
Psychiatrie 1 0
Détska 4 2
Anestezie, resusc., int. med. 18 29
Onkologie 7 5
Gerontol. a metabol. 130 136
Kardiochirurgie 17 27
Chirurgie 29 29
Neurochirurgie 22 30
Ortopedie 1 3
Urologie 12 15
Porodnicka 1 0
Il. IK hematologicka 34 24
O¢ni 1 0
Rehabilitace 3 0
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ESBL na jednotlivych klinikach podile I. zachytu

140 130
120
100
80
60
40
20
0 . . " -
M . Interni kl. | II. Interni kl. M Infekeni M Plicni
H Neurologie M Psychiatrie H Détska H Onkologie
m Gerontol., Metabol. ® Kardiochirurgie M Chirurgie m Neurochirurgie
m Ortopedie m Urologie Porodnicka m Il. IK hematol.
= O¢ni Rehabilitace

Graf 10 Vyskyt K. pneumonia&SBL na jednotlivych klinikach podle I. zachyt(®

ESBL na jednotlivych klinikach podile I. zachytu

2010
160
140 136
120
100
80
60
40 24
20 .
0
| |. Interni kl. H II. Interni k. H Infekéni H Plicni
B Neurologie H Psychiatrie H Détska H Anestezie, resus.
 Onkologie B Gerontol., Metabol. ® Kardiochirurgie m Chirurgie
m Neurochirurgie H Ortopedie Urologie m Porodnicka
= 1. IK hematol. O¢ni Rehabilitace

Graf 11 Vyskyt K. pneumonia&SBL na jednotlivych klinikach podle I. zachyt@)1®
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V tab. 14 a grafu 12 je zobrazeno srovnani |. za&cEBSBL K. pneumoniaea jednotlivych
klinikach v letech 2009 a 2010. NejvysSi vzestuBEPozitivnich pacient je zaznamenan
na Klinice plicni (vzestup o 32). Ne&jtsi pokles ESBL pozitivnich paciénje zaznamenan na

Klinice infekeéni (pokles o 15).

Tab. 15 Srovnéni klinik s nejvy§simi @ty |. zachytu vletech 2009-2010 (vzestup

pozitivnich pacierit zvyrazrén éerverg)

Kliniky I. zachyt 2009 I. zachyt 2010 Rozdil obou zachyt 1
. Interni K. 30 30 0
II. Interni KI. 14 12 -2
Infekéni 20 5 -15
Plicni 18 50 +32
Neurologie 26 18 -8
Anestezie, resuscitace 18 29 +11
Gerontologie, Metabolicka 130 136 +6
Kardiochirurgie 17 27 +10
Chirurgie 29 29 0
Neurochirurgie 22 30 +8
Il. IK hematologicka 34 24 -10

Rozdil mezi l. zachyty v roce 2009 a 2010 na
jednotlivych klinikach

Il. IK hematol.

Neurochirurgie

Chirurgie

Kardiochirurgie

Gerontol., Metabol.
Anestezie, resus. M |. zachyt 2010
Neurologie W |. zéchyt 2009

Plicni

Infekéni

1. Interni kl.

I. Interni kl.

0 50 100 150

Graf 12 Srovnani mezi |. zachytg. pneumonia&SBL v roce 2009 a 2010 na jednotlivych
klinikhch FN HK
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V obou sledovanych letedbyl zaznamenanejvyssi pdéet pozitivnich paciefit na Klinice
gerontologické a metabolic, a proto je vytvoien detail@jSi prehled 1. zachyt na
jednotlivych oddlenich této Kklinik' (tab. 15 a graf 13).

Tab. 16 Patet pozitivnich paciefit na jednotlivych odélenich Gerontologie a metabolic
Kliniky v roce 2009 a 200 (I. zachyt

Odd éleni I. z&chyt 2009 I. z&chyt 2010

2311 (JIP geriatricka) 13 7
2312 (JIP A) 32 29
2313 (JIP B) 43 35
2322 (odd. geriatrie) 11 10
2323 (lizkové odd. A) 21 37
2324 (diabetol. odd.) 1 3
2325 (F odd.) 3 1
2345 (transpl. poradna) 2 5
2347 (dialyza) 2 3
2348 (nefrolog. poradna) 2 3

Celkem: 130 Celkem: 133

Gerontologicka a metabolicka klinika 2009,

>0 43
40 52 35 37
29
30
21 m | zachyt 2009

20 13

11 19 I. zachyt 2010
10

13 3, 23 23 23

0 =0 8-—soll o0 oo

Graf 13 Patet ESBL pozitivnich pacie@itna jednotlivych od&enich Gerontologicke
metabolické kliniky woce 2009 2010 (I. zachyt)
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2.3Zachyt ESBL K. pneumoniae v chirurgickych a nechirurgickych oborech

Vyskyt K. pneumoniadeSBL v chirurgickych a nechirurgickych oborech |god zachytu u
pacienta v roce 2009 a 2010 je zobrazen v tab. d@fach 14 a 15. VySSi zastoupeni ESBL

pozitivnich pacierit je zaznamenan v nechirurgickych oborech v obadosignych letech.

Tab. 17 Cetnost vyskytu ESBL na chirurgickych a nechirurgictk pracovistich, 2009 a
2010 (I. zachyt)

Chirurgické Nechirurgické Celkem
2009 82 306 388
2010 104 311 415
Chirurgicke vs. Chirurgické vs.
nechirurgicke obory 2003 nechirurgické obory 2010
350 - 350 _
300 T 300 —
250 — 250 —
200 - 200 —
150 —
82 150 104
100 S 100 —
50 S 50 —
0 : , 0
Chirurgické Nechirurgické Chirurgické Nechirurgické
Obory Obory

Graf 14 a 15Cetnost vyskytu ESBL na chirurgickych a nechirurgidk pracovistich, 2009 a
2010 (I. zachyt)

2.47achyt ESBL K. pneumoniae v intenzivni a standardni péi

Vyskyt K. pneumoniadeSBL na pracovistich intenzivni a standardriepgodle I. zachytu u
pacienta v roce 2009 a 2010 je zobrazen v tab. drafaech 14 a 15. VySSi zastoupeni ESBL
pozitivnich paciernit je zaznamenan na pracovistich intenzivnéep& obou sledovanych
letech.

Tab. 18Cetnost vyskytu ESBL na JIP (jednotka intenzivnig)é standardnich pracovistich,
2009 a 2010 (I. zachyt)

JIP Neintenzivni pé ¢e Celkem
2009 231 157 388
2010 240 175 415
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péce 2009

200 -

150 -

100 -

50 -

Zachyt JIP x neintenzivni

JiP Neintenzivni

250 ~

200 -

150 -

100

Zachyt JIP x neintenzivni
péce 2010

240

175

JIP Neintenzivni

péce

Graf 16 a 17Vyskyt ESBL na JIP a na odeénich standardni pgé 2009, 2010 (I. zachyt)
Vroce 2009 bylo na jednotkach intenzivnié¢@éhldSeno 232 ESBK: pneumoniae

pozitivnich paciernit a na oddlenich neintenzivni g& 157 I. pozitivnich zachit

V obou sledovanych letech byl zaznamenan nejvy&&tgozitivnich paciefitna oddlenich
s intenzivni pé&i, a proto je vytveen detaildjsi prehled I. zachyit na jednotlivych JIP FN HK
(tab. 18 a grafu 18). NejvysSi zachyt je sledovanJiP interni B (KI. gerontologicka a

metabolickd) v obou sledovanych letech.

Tab. 19Cetnost vyskytu ESBL pozitivhich paciéma jednotlivych JIP 2009 a 2010

Nazev odd éleni I. zachyt 2009 I. zachyt 2010
akutni kardiologie 9 9
koronarni a arytmologicka jednotka 5 9
JIP infekéni 15 5
JIP plicni 12 16
JIP neurologie 16 15
JIP vétsi déti
JIP novorozenci
KARIM (KI. anesteziologie, resusc. a
intenzivni mediciny) 18 29
JIP geriatrie 14 8
JIP interni A 32 29
JIP interni B 43 35
JIP kardiochirurgicka 12 16
JIP kardiochirurgické 2 1 5
JIP 1 chirurgicka 19 20
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JIP 2 chirurgicka 2 4
JIP neurochirurgicka 18 30
JIP transplantaéni 3 5
Oddéleni hematol. intenz. péce 5 0
JIP (ll. IK hematologicka) 6 3
Celkem: 232 Celkem: 24(

Vyskyt ESBL podle I. zachytu na JIP 2009, 2010
50
40
30
20
10
0
. Q N ; i ’ Q N
\00’;@ é*é\ NY 3 '\?}\0 & ¥ 6“& & 63(\'@ &’bé\ '\C\'@
s° & & ) & «& & & & O
R R L AR S A PC
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R N N &° \\Q $ )
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K &
M |. zachyt 2009 m . zachyt 2010

Graf 18 Vyskyt ESBLpozitivnichpacient na jednotlivych oddJIP (I. zachy, 2009 a 2010)
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2.5 Zachyt ESBL K. pneumoniae podle Wku pacienti
Zobrazeni zachytl. pneumoniad=SBL ze vSech klinickych materiépodle ¥ku pacienta v
roce 2009 a 2010 je v grafech 19 a 20. VysSi zpstwuESBL pozitivnich pacieintje

zaznamenan veskové kategorii 50 az 90 let.

ESBL+ rozlozeni podle véku 2009
pacienti l. zachyt

16
14
12

-

pocet pacientt
[ole]

] —11 [ AT l
maITETmiimmine

1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57 61 65 69 73 77 81 85 89 93 97
vék

OoON PO

Graf 19 Cetnost pozitivity |. zachytu ESBL podl€ku pacient v roce 2009

ESBL+ rozlozeni podle véku 2010
pacienti l. zachyt

N
o

[EEN
w

pocet pacientt
[EnY
o

v

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 81 86 91 96 101
vék

o

Graf 20 Cetnost pozitivity I. zachytu ESBL podigku pacient v roce 2009
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Zobrazeni zachyti. pneumoniaeESBL z hemokultur podleéku pacienta v roce 2009 a
2010 je vtab. 19 a grafech 21 a 22. Nejvyssi mgsoi ESBL K. pneumoniagozitivnich
hemokultur je zaznamenan vekevé kategorii 61-70 let v obou letech. U non-ESRL
pneumoniaepozitivnich hemokultur je nejvysSi zastoupeni wiové kategorii 61-70 let
v roce 2009 a v kategorii 71-80 let v roce 2010.

Tab. 20Paet ESBL a non-ESBL hemokultur podi€ku pacieni, 2009 a 2010

hemokultury 2009
0-10 | 11-20 | 21-30 | 31-40 | 41-50 | 51-60 | 61-70 | 71-80 | >80
let let let let let let let let let
ESBL+ 0 0 3 0 3 6 6 4 3
non-ESBL 5 1 2 2 4 8 15 6 7
hemokultury 2010
ESBL+ 0 0 0 2 2 4 11 5 3
non-ESBL 4 0 0 3 1 9 8 11 5

Rozlozeni podle véku (pozitivhi hemokultury
K. pneumoniae ESBL vs. non-ESBL rok 2009)

20
18
16
14

y_\
5 12 / \

. . \/I

2 \

0 ‘ T T T T T T T T 1
0-10 11-20let 21-30let 31-40let 41-50let 51-60let 61-70let 71-80let nad 80let

vék

=@=—=veék ESBL+ ==fll=vék non-ESBL

Graf 21 ESBL a non-ESBL hemokultury podleku pacient (2009)
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Rozlozeni podle véku (pozitivni hemokultury
K. pneumoniae ESBL vs. non-ESBL rok 2010)

vék

=@=yek ESBL+ ==ll=vék non-ESBL

20
18
16
14
o 12
3 10 A A
g g ’74.)( AN
¢ / N\
: 7/ NS~ ¥
O ‘ N T T T T T T 1
0-10 11-20let 21-30let 31-40let 41-50let 51-60let 61-70let 71-80let nad 80let

Graf 22 ESBL a non-ESBL hemokultury podleku pacient (2010)

2.6 Zachyt ESBL K. pneumoniae v ¢asové ose

Prvni a opakovany zachit. pneumoniadeSBL ze vSech materiél jednotlivych ngsicich

rokia 2009 a 2010 je zobrazen v tab. 20 a 21 a graf8ct2£2 Nejvyssi I. zachyt ESBIK.

pneumoniage zaznamenan v lednu obou let a nejnizsi v pcosinou let.

Tab. 21 Cetnost vyskytu ESBL v jednotlivych &sicich, 2009 (celkay |. a opakovany

zachyt)
Mésice Celkem l. pozit. zachyt Opakovany zachyt
leden 137 49 88
anor 122 26 95
bfezen 125 34 91
duben 160 29 131
kvéten 126 34 92
Cerven 182 28 154
cervenec 116 27 89
srpen 86 28 58
zari 106 39 67
fijen 126 31 95
listopad 141 36 105
prosinec 118 27 91
1545 388 1156
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Tab. 22 Cetnostvyskytu ESBL \jednotlivych nésicich, 2010 (celkay |. a opakovan
zachyt)

Mésice Celkem l. pozit. zachyt Opakovany zachyt

leden 130 56 74
anor 122 33 89
bfezen 210 33 177
duben 185 37 148
kvéten 199 32 167
¢erven 148 30 118
¢ervenec 94 31 63
srpen 98 22 76
zari 147 42 105
fijen 162 41 121
listopad 161 43 118
prosinec 60 15 45

1716 415 1301

Opakovany a l. pozitivni zachyt (mésicné, 2009)

M |. pozitivni zachyt ~ ® Opakovany zachyt

Graf 23 Srovnani ESBL pozitivit podle |. a opakovanych zathy jednotlivych nésicich,
rok 2009
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Opakovany a l. pozitivni zachyt (mésicné, 2010)

M |. pozit. zachyt  m Opakovany zachyt

Graf 24 Srovnani ESBL pozitivit podle |. opakovanych zachitv jednotlivych n&sicich,
rok 2010

Prvni pozitivni zachyt (mésicné: 2009, 2010)
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Graf 25 Srovnani prvniho pozitivnit ESBL zachytu yednotlivych ngsicich \letech 2009,
2010
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Celkovy zachytk. pneumonia ESBL ze vSech materialv jednotlivych r@nich obdobict
roki 2009 a 2010 jeobrazen tab. 22 a grafu 26. NejvySselkovy zachy ESBL K.

pneumoniage zaznamenana jae roku 2010 (n=594

Tab. 23ESBL celkovy zachyv zavislosti na rénim obdobjrok 2009 a 201

Obdobi
jaro léto podzim zima
2009 411 384 373 377
2010 594 340 470 312
Celkova pozitivita v roCnich obdobich v letech
2009 a 2010
594
600
470
500 411 384
373 377
400 340 312
300 m rok 2009
Hrok 2010
200
100
0
jaro léto podzim zima

Graf 26 ESBL celkovy zachyt zavislosti na rénim obdobjrok 2009 a 201
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IX. DISKUZE

Vyskyt multirezistentnich klebsieV klinickém materialu je v poslednich letech velmi
aktualni. Vysledky prvnich studii jsou datovany gid 90.- tych let 20. stoleti. Rok 2009 a
2010 byl vybran s ohledem na novy laboratorni rmi@ni systém, ktery umaibval
statistické zpracovani dat a byl v provozu od r@R08. Akoli vyskyt komunitnich infekci
ESBL K. pneumoniaeje aktualnim tématem, moje prace byla &Bgna pouze na
nozokomialni vyskyt, a proto materialy od pacieptaktickych lék&i nebyly zdazeny do
studie.

Celkovy vyskyt ESBLK. pneumoniae klinickych materialech je obtiZrsrovnatelny se
swtovymi studiemi pro rozdilnou metodiku prace. S&udtARSS koordinovana ECDC
(Evropské centrum pro prevenci a kontrolu irfelch onemoceni) je zandtena pouze na
invazivni infekce. Do slsu dat EARSS jsou #azovany pouze klinické kmeny izolované
z hemokultur a rezistenc&. pneumoniev CR je sledovana od roku 2005. Vyskyt
Sirokospektrych beta-laktamaz je v tomto programsta@upen rezistenci k cefalospdrimlil.
generace. Od roku 2005, kdy byl vyskyt rezistemtnkmeri v CR 32,4%, kaZdorng
dochéazelo k navyseni o dalSi procenta. Vyskypbneumoniaeezistentnich k cefalospotim
lll. generace v hemokultivacich (z velkésti reprezentovanych produkci ESBL nebo AmpC
beta-laktamézy) v roce 2009 byl 46 %, coZ je nift procento udavané EARSSR
vroce 2009 (52,1 %). Vyrazny 17% vzestup v rocd®2Q57 %) ve FN HK odpovida
vzrastajicimu trendu vyskytu kmén rezistentnich k cefalospofim Ill. generace
v hemokultivacich. Tuto vastajici tendenci sleduje i celkovy vyskyt pozitieimimateriak
ESBL K. pneumoniae (1545 v roce 2009, 1716 v r@dp

V roce 1999 Tenover et al. publikoval, Ze e obrovské riziko, které sebotir@si
ESBL, si mnoho klinickych mikrobiologickych laboa#i ,nedila hlavu“ s detekci gram-
negativnich bakterii, nebo ji prow§d neefektivié¢ (Tenover et al., 1999)0d této doby se
mnohé zmnilo, metodika detekce ESBL proSla rozsahlym vywoje stale se inovuje. Test
detekce ESBL DDST, ktery byl pouZit i v dobkéru mych dat, je v saasné dob negastjsi
screeningovou metodou vyuzivanou v rutinni mikradmgacké praxi. B pochybnostech je
test konfirmovan dileni metodou nebo diskovou metodou s kombinaci
cefalosporin/klavulanat.

Nejcastji pozitivnim materialem je mo(33-38 %) a vzorky z dolnich dychacich cest
(23-27 %), coz odpovida vysledku multicentrickedstuKolde et al. z roku 2004 (Katéet
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al., 2005), kterd udava, Ze sa$tjSimi infekcemi vyvolanymi ESBL pozitivnimi kmenyly
bronchopneumonie (30 %) a infekce dnweych cest (29 %). Mirny rozdil vysletlkje
pravdépodobré zpisoben metodikou mé prace, ktera neodliSuje kolenizainfekci, a
v souboru jsou Zazeny vSechny izolované kmeny. Bagtji opakovag pozitivnim
materidlem je mod (396x v roce 2009 a 440x vroce 2010), co#Zen mit souvislost s
kolonizaci zavedenych permanentnichcowych kateti nebo s opakovanymi nmiovymi
infekcemi.

ESBL K. pneumoniage ze vSech klinik vramci FN HK nejha@jn zastoupena na
klinice Gerontologické a metabolické, ktera je #ddim interniho Iékistvi. Tento stav je
pravdpodobré zpisoben skladbou paciénthospitalizovanych na tomto o#ldni (starsi
pacienti vyzZadujici dlouhodobou hospitalizaci, attickd onemoani s gidruzenymi
komplikacemi,casté moové katetry, chronické rany- dekubity, bércou@dy). Ri blizsi
specifikaci této kliniky bylo odhaleno, Ze nejvyg&idil ESBL I. z&chyi K. pneumoniadyl
na jednotkach intenzivni pé (JIP A a B), ale i na standardniiizkovém oddleni A.

K vyswvétleni by bylo poteba podrobjsi analyzy chodu tohoto odeéni.

V mensSi mite je pozorovan zachyt na klinikach Kardiochirurghirurgie, Neurochirurgie,
cozZ je pravdpodobré zpisobeno vyskytem na JIBchto klinik. Nejvy3Si vzestup vyskytu (z
18 na 50) ESBL pozitivnich paciénbyl zaznamenan na Klinice plicni a byltspben
outbreakem ESBL infekci na podzim roku 2010 s gfpedobnym nozokomialnim
pirenosem kmei

Ackoliv vyskyt na Il. Interni klinice hematologickéehyl nejvysSi (24- 34 |. zachyt je
kazdy zachyt odéthto pacient vzhledem k jejich imunosupresi alarmujici a vekasto
praw kolonizace mze vést k infekci.

ESBL infekce nejsou tak vyraznym problémem digickych obof, protoze az
trojndsobna ESBL pozitivita je pozorovana v neaigickych oborech. Vysledek je @goben
vy8Sim pormdrnym zastoupenim nechirurgickychzek ve FN HK, vysokou pozitivitou na
klinikdch: Gerontologické a metabolické, Plicni, R, Il. Interni klinice hematologické,
které jsou spojeny dlouhodoboupéebo vyskytem na odkenich JIP.

VySSi zastoupeni ESBL pozitivnich paciejg zaznamenan na pracovistich intenzivni
p&e v obou sledovanych letech, coZ odpovida studémaket al. (z roku 1998) a Katéet al.
(z roku 2004). Ve srovnani s rokem 2009 nejsouce rd010 pozorovany velké rozdily ve
vyskytu (JIP 232 na 240, standardni@él57 na 175). VysSSi ESBL pozitivita na JIP je
pravdEpodobré spojena se skladbou pacignkteri jsou kriticky nemocni v ohrozZeni Zivota.

Tito pacienti jsou velmtasto pro st zdravotni stav a snizenou obranyschopnostiiveid
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kolonizovéni a poté infikovani ESBK. pneumoniaeCastym rizikovym faktorem je také
pouziti un€lé plicni ventilace a invazivnich terapeutickychogiredki (centralni vendozni
katetry, m@ové cévky, hrudni dreny, intrakranialdidla atd.). U kriticky nemocnych
pacienfi jsou také pouzivana rezervni antibiotika, kteraasppuji vysSSi selekci
multirezistentnich kmen.

DalSim rizikovym faktorem je vySSiék pacient, coZ bylo potvrzeno i v mém
souboru. NejvysSi zastoupeni ESBL pozitivnich pattidbylo zaznamenano veckove
kategorii 50 az 90 letTaké v souboru pacieits invazivni infekci bylnejcasgjsSi zachyt
ESBL K. pneumoniagozitivnich hemokultur sledovan veékové kategorii 61-70 let v obou
letech.

Nejvice |. zachyt ESBL K. pneumoniae bylo hlaSeno v lednu obou let a trvalejSi
vzestup v podzimnich &sicich obou let. To by mohlo nazieaat souvislost s nizkou
obloZnosti oddeni v nesicich, kdy probihaji dovolené (prosinec, letisioe).

Hlavnim opaitenim proti vzniku a &ni ESBL je vytveeni jasnych internich postiup
vV p&i o0 pacienty kolonizované nebo infikované multisentnimi kmeny. Povinnosti
zdravotnickych zawstnan@ by melo byt dodrzovani fedepsanych pokyin a uz v ramci
prevence, nebo jiz ve vzniklém ohnisku infekce.oTpokyny by ngly byt specifikovany
vzhledem k charakteristikam fgnosu ESBL K. pneumoniae (Casté dgevni nosistvi,
kolonizace méovych cévek a hornich cest dychacich).

Strevni nosistvi je zisobeno selaiim tlakem antibiotik zfisobujicim rozvrat normalni
lidské intestindlni flory, coz umozni klebsiele adbvat na sevni epitelie a dlouhodeéhe
kolonizovat (Di Martino et al., 1997). Existuje jedziko prenosu pi kontaktu s vynisky
pacienti. V literature jsou popisovana téz ohniska infekcitenmsem fes bronchoskopy,

ultrazvuky, tlakové manzety, infuzni roztoky a uragha (Paterson, 2005).
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X. Zaveér

Infekce Klebsiellou pneumoniagsou celosgtové diskutovanym problémem z hlediska
diagnostiky, terapie i prevencergmosu. Vyskyt multirezistentnich kmenje spojen
s naduzivanim antibiotik. Proto byigna indikace zvla8trezervnich antibiotik a dodrzovani
spravné antibiotické praxe & byt prvnim krokem v boji proti infekcim #pobenym
multirezistentnimi kmeny. Ustaveni Narodniho progmaantibiotické politiky v roce 2009,
ktery koordinuje praci antibiotickych isdisek v celéCR a propaguje zasady spravné

antibiotické politiky, je dlezitym krokem v prevenci&ni ESBL kmen.
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