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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Bc. Lenka Smardova
Skolitel: MUDr. Pavla Paterova
Nazev diplomové prace: Vyskyt multirezistentnich kment Escherichia coli ve FN

v Hradci Kralové

Escherichia coli patii mezi nejb&znéjsi patogeny vyskytujici se v nemocnicich.
V soucasné dobé predstavuje bakteridlni rezistence vici antibiotikim velky klinicky
problém na celém svéte, ktery mize vést potencionalné k selhani 1écby nebo dokonce
k smrti pacienta, kde rezistentni bakterie jsou etiologickou agens zavaznych

onemocnéni.

Prakticka ¢ast diplomové prace se zamétuje na analyzu vyskytu multirezistentnich
kment Escherichia coli ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové za casové obdobi
2008 — 2012. Za pozitivni materidly byly povazovany vSechny pozitivni kultivace
materialtl od pacientd hospitalizovanych nebo pfichazejicich do FN HK. Analyza byla
hodnocena podle materialu, jednotlivych Klinik, intenzivnich a standardnich oddéleni,

chirurgickych klinik, véku a v ¢ase.

Vysledkem mé diplomové prace byla analyza multirezistentnich kment
Escherichia coli, kde bylo izolovano 1562 pozitivnich izolati. Za rizikové faktory
muzeme povazovat Kliniku gerontologickou a metabolickou a jeji Lizkové oddéleni A,
kde byl zaznamenan nejvétSi prvni pozitivni zachyt. Vyznamnym problémem jsou
jednotky intenzivni péce ¢i nechirurgické kliniky. Dale je potvrzen vzristajici vyskyt
prvnich pozitivnich zachytlii u pacienti v nemocnicni péci. Dal§im vyznamnym
rizikovym faktorem je vek. Infekce témito multirezistentnimi kmeny nadale ziistavaji
problémem starSich pacientil, nejvice v rozmezi 56 — 75 roky. Dulezitym ptedpokladem

Vv prevenci Sifeni je spravna 1ékarska a oSetfovatelska péce.



ABSTRACT

Charles University in Prague
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Title of diploma thesis: Incidence of multiresistant Escherichia coli in University
Hospital Hradec Kralové

Escherichia coli is one of the most common pathogens occurring in the hospitals.
Currently bacterial resistance to antibiotics represents major clinical problem all over
the world, which can potentially lead to treatment failure or even death of the patient,
where resistant bacteria are etiological agents of serious diseases.

The practical part of the thesis focuses on the analysis of multidrug-resistant strains
of Escherichia coli in the University Hospital Hradec Kralové for period of time 2008 -
2012. As the positive materials were considered all positive culture materials from
patients hospitalized or coming to FN HK. The analysis was evaluated according to the

material, individual clinics, intensive and standard units, surgical clinics, age and time.

The result of my thesis was an analysis of the multidrug resistant strains
of Escherichia coli, where was isolated 1562 positive isolates. As for the risk factors
can be considered Department of Gerontology and Metabolic and its patient ward A,
where the largest first positive detection was reported. A major problem are the
Intensive Care Units or non-surgical clinics. The increase of incidence of positive first
seizures is also confirmed in patients in hospital care. Another important risk factor is
age. Infections by multidrug-resistant strains remain problem of older patients, most
in the range of 56 - 75 years. An important prerequisite in preventing the spread is a

good medical and nursing care.
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Seznam zkratek
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EHEC

EAEC

EXPEC

SEPEC
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NEMEC

XLD

ST

LT

cGMP

ESBL

PBP

MHA

OXA

MIC

enteropatogenni Escherichia Coli (enteropathogenic Escherichia coli)
enterotoxigenni Escherichia Coli (enterotoxigenic Escherichia coli)
enteroinvazivni Escherichia Coli (enteroinvasive Escherichia coli)

Escherichia coli produkujici vero-cytotoxin (verotoxin producing

Escherichia coli)

enterohemoragicka Escherichia coli (enterohaemorrhagic Escherichia

coli)

enteroadheretni Escherichia coli (enteroaggregative Escherichia coli)

extraintestinalni patogenni Escherichia coli (extraintestinal pathogenic

Escherichia coli)

se sepsi asociovana Escherichia coli (sepsis-associated Escherichia

coli)
uropatogeni Escherichia coli (uropathogenic Escherichia coli)

S novorozeneckou meningitidou asociovana Escherichia coli

(neonatal-meningitis-associated Escherichia coli)

xyloza, lysin, deoxycholat (xylose, lysine, deoxycholate)
tepelné stabilni toxin (heat stabile toxin)

tepelné labilni toxin (heat labile toxin)

cyklicky guanosinmonofostat

Sirokospektré B-laktamazy (extended-spectrum B-lactamases)
peniciliny vazajici protein (penicil binding protein)
Mueller-Hintonovuv agar

oxolinova kyselina

inhibi¢ni zéna

minimalni inhibi¢ni koncentrace (minimum inhibitory concentration)



MBC

MBL

MR

CLSI

DDST

PCR

JIP

HUS

SHV

TEM

CTX-M

TZL

TZ

LDN

PCR - SSCP

PCR — RFLP

MALDI - TOF

LCR

minimalni  baktericidni  koncentrace  (minimum  bactericidal

concentration)

metalo-B-laktamazy (metallo-p-lactamase)
multirezistentni (multiresistant)

clinical and laboratory standards institute
double disc synergy test

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
jednotka intenzivni péce
hemolyticko-uremicky syndrom
B-laktaméza typu SHV

B-laktaméza typu TEM

B-laktaméza typu CTX-M

ceftazidin + kyselina klavuldnova
ceftazidin

lécebna dlouhodobé nemocnych

jednotetézcovy konformacni polymorfismus (polymerase chain

reaction — single strand conformational polymorphism)

restrikéni fragmenty délkového polymorfismu (polymerase chain

reaction — restriction fragment length polymorphism)
matrix-assisted laser desorption/ionization — time of flight

ligazova fetézova reakce (ligase chain reaction)


https://www.google.cz/search?hl=cs&biw=1280&bih=685&q=mbl+metallo+beta+lactamase&spell=1&sa=X&ei=yWZmUbaZMPHV4QT7mYHoAw&ved=0CCwQvwUoAA
https://www.google.cz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=7&ved=0CE4QFjAG&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FRestriction_fragment_length_polymorphism&ei=CtZdUe3hLofS4QTSpIGQDQ&usg=AFQjCNHbdyf7Y-NBxT0S2vrbJctzzx2E0Q&sig2=qB4kZ_suASng68dFZTUs0w&bvm=bv.44770516,d.Yms
http://en.wikipedia.org/wiki/Matrix-assisted_laser_desorption/ionization

Cil prace — zadani prace

Cilem mé diplomové prace je V teoretick¢ Casti shromdzdit a sepsat zakladni
informace o Escherichia coli se zaméfenim na jeji rezistenci a P-laktamazy a jeji
diagnostiku. Dale se zaméfit na epidemiologickou situaci v Evropé a ve svété. Na zavér
bych chtéla zdlraznit preventivni opatfeni proti multirezistentnim kmentum Escherichia

coli.

Cilem mé praktické casti je stanovit zastoupeni multirezistentnich kmeni
Escherichia coli ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové a wurCit zakladni
charakteristiky jejiho vyskytu. Za dulezity parametr povazuji zastoupeni pozitivnich
izolatl v klinickém materialu, protoze Escherichia coli byva povazovana za Castou
pii¢inou infekci mocovych cest. Dalsi dulezitou oblasti je zjistit vyskyt Escherichia coli
Vv jednotlivych  klinikach, rozebrat zastoupeni vyskytu pozitivnich izolati
Vv chirurgickych a nechirurgickych klinikdch ¢i na intenzivnich a standardnich
oddélenich a provazat jejich vyskyt s vyskytem podle klinického materialu. Dtlezitym
znakem je 1 v€k a pohlavi a jeho souvislost se zasoupenim pozitivnich izolatd. Dal§im

dialezitym znakem je uréeni rizikového ro¢niho obdobi se specifikaci podle mésica.



Teoreticka ¢ast

1 Uvod

Escherichia coli byla identifikovana némeckym détskym lékafem Theodorem
Escherichem v pribéhu jeho studie stievni flory déti. (Borriello, Murray, Funke, 2005)
Popsal ji v roce 1885 a nazval ji Bacterium coli commune a stanovil jeji patologické
vlastnosti extraintestinalnich infekci. Nazev Bacterium coli byl Siroce pouzivan
az do roku 1919, kdy mikrobiologové Castellani a Chalmes definovali rod Escherichia
a stanovili rod Escherichia coli. Escherichia coli je jako organismus studovana
pod riiznymi aspekty. V obecné bakteriologii byva pouzivana jako model organismu
pro studii bunéfnych struktur, ristu a metabolismu. Pozdéji se stala dilezitym
vehikulem pro klonovani genti z prokaryontnich a eukaryotnich bun¢k a pro expresi
genovych produkti. Escherichia coli je pouzivana jako kontrolni organismus.
Je povazovana za dulezity parametr pii testovani fekalniho znecisténi potravin, vody

a zivotniho prostiedi.
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2 Charakteristika Escherichia coli

Escherichia coli patii mezi nejznaméjsi bakterie a nejvyznamnéjsi potencionalné
patogenni enterobakterie. Je fakultativné anaerobni organismus, ktery ma respiracni
1 fermentacni typ metabolismu. Slouzi jako modelovy organismus, jehoz zkoumani
neslouzi jen k poznéni jeho samého, ale je systematicky pouzivano ke zkoumani
a popisovani obecnéjSich jevii a odvozovani vlastnosti a vztahl platicich pro jiné

organismy. (Votava a kol., 2010)
2.1 Taxonomie

Escherichia coli se fadi do kmenu Proteobacteria, tfidy Gamma Proteobacteria,
fadu Enterobacteria, ¢eledé Enterobacteriaceae a rodu Escherichia. (Votava a kol., 2010)
Cleny rodu Escherichia coli jsou oxidaza-negativni, gramnegativni ty¢ky netvofici
spory a pohybujici se pomoci peritrichalni flagellou. Tyto bakterie jsou fakultativné
anaerobni, plyn tvofici obvykle fermentaci karbohydrata. (Borriello, Murray et al., 2005)
Bakterie miize dosahovat velikosti 2 — 3 um do délky a 0,6 pm do S$itky, na svém
povrchu nese dva typy fimbrii. Prvni typ se sklada z kyselého hydrofobniho proteinu
fimbrinu, ktery umoziuje bakterii pfichytit se na epitel hostitele a nasledné jej
kolonizovat. Tento prvni typ je vysoce antigenni, jelikoz obsahuje F antigeny. Druhym
typem fimbrii jsou sex pili, které hraji dulezitou ulohu pfi konjugaci. (Votava a kol.,
2010)

2.2 Diagnostika
2.2.1 Mikroskopie

Pod mikroskopem mtizeme Escherichia coli pozorovat jako gramnegativni ty¢inku.
(Mahon, Lehman et al., 1995) Principem této metody je rozdilna barvitelnost bakterii
dle Grama na zédklad¢ jejich stavby stény. Krystalova violet’ obarvi bakterialni bunky
fialové. S Lugolovym roztokem, ktery obsahuje jod, vytvoii barvivo komplex, ktery se
u gramnegativnich bakterii pti odbarvovani alkoholem snadno z buiiky odplavi a ty se
nasledn¢ dobarvi Cervenym barvivem safraninem. U grampozitivnich bakterii se
komplex odplavi hiife a tyto bunky pod mikroskopem maji barvu modrou az fialovou.

(Votava a kol., 2010)
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http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=F_antigen&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Pilus

Tento obraz neni specificky a je lehce zaménitelny s ostatnimi z rodu enterobakterie.

(Mahon, Lehman et al., 1995)
2.2.2 Kultivace

Escherichia coli tvofi na Endové nebo
McConkey pudé laktozastépici kolonie purpuroveé
barvy a na ptidé¢ XLD zluté kolonie. Nékteré kmeny
se poznaji podle beta hemolyzy na krevnim agaru

z diivodu produkce hemolyzint. (Votava a kol., 2010)

Escherichia  coli  roste na  béznych

mikrobiologickych ptdach, optimélni podminky pro

rast jsou pii teplot¢ 37°C/24 hodin. (Borriello, Obrazek1 Escherichia colina krevnim
agaru (foto autor)

Murray et al., 2005) V zavislosti na stupni

lipopolysacharidii na vnéj$i membrané rostou na pevnych pliidach v charakteristickych

lesklych, hladkych nebo suchych, vrascitych, hrubych koloniich.

V tekutych pudach Escherichia coli tvofi homogenni zakal, ktery po 12 - 18
hodinach spontanné aglutinuje a poté sedimentuje na dn¢ nadoby. (Borriello, Murray
et al., 2005)

2.2.3 Identifikace

Koliformni mikroby se identifikuji rutinné v laboratofi podle biochemické aktivity.
(Votava a kol., 2010) Na biochemické aktivité¢ koliformnich mikrobu jsou zaloZeny
identifika¢ni sety (napf. Lachema, Vitek, API a dalsi). Mezi nov¢jsi metody identifikace
rodd a druhG patii hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF). Problematicka je
identifikace diky uzké pfibuznosti s rodem Shigella.

K odliseni od ostatnich zakladnich koliformnich bakterii se provadi fada testd,
kde se sleduje produkce indolu, pohyb ¢i negativni produkce uredzy. Mezi takové testy
patii zakladni biochemickd fada. Je to fada zkumavek obsahujici rizny biochemicky
substrat, po jehoz naockovani kmene se sleduje vysledek jednotlivych biochemickych

testll. Souhrn téchto vysledka je charakteristicky pro urcity druh.
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Mezi takové testy patii:

Zkvaseni glukézy a tvorby plynu

Pida obsahuje nepatrné mmnozstvi glukozy. V reakci se vyuziva zmény pH
pti zkvaSovani cukru. Indikatorem je fenolova Cerven. Pokud bakterie produkuje plyn,

nahromadi se v ni a vytvoii bublinku.
o pozitivni s bublinami — Zluta barva (zkvaSeni glukozy) + bubliny
o pozitivni bez bublin — zluta barva (zkvaseni glukdzy)
o negativni — zelenomodra barva (bez kvaseni)

Tvorba H,S

Hajnova puda (TSI — triple sugar iron) obsahuje tfi cukry glukozu, fruktoézu a
laktézu. Dale obsahuje tiosulfat sodny, z néhoz redukci vznika H,S. Indikatorem této

reakce je citrat zelezitanoamonny.

o pozitivni: ¢erna barva

o negativni: ¢ervena, zluta barva
Tvorba indolu

Pudy ve vysokém mnozstvi obsahuji tryptofan. Z tryptofanu vznika cinnosti

bakterii indol, jehoZ ptitomnost prokdzeme piidanim Kovacsova ¢inidla.
o pozitivni: ¢erveny prstenec na hladiné
o negativni: zluty prstenec na hladiné

Simmonsuv citrat

Pida obsahuje citrat amonny a bromthymolovou modi jako indikator. Bakterie
vyuzivaji citrat amonny jako jediny zdroj uhliku. Dochazi k uvolnéni amoniaku,
alkalizaci prostfedi a zmodrani pady.

o pozitivni: modra barva
o negativni: zelend, zIlutd barva
Tvorba ureazy
Pida obsahuje mocovinu. Ureaza, ktera je produkovana bakteriemi, rozklada

mocovinu v pud¢ a dochazi k alkalizaci prostfedi a zmodrani pidy. (Bednat, 1996),

(Votava a kol., 2010)
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o pozitivni: modré barva

o negativni: zelena, zluta barva

Obrazek 2 Biochemické testy pozitivni vysledek Obrazek 3 Biochemické testy negativni vysledek
Zleva: pozitivni Hajnova puda, tvorba indolu, Zleva: negativni Hajnova puda, negativni tvorba
negativni Simmonsav citrat, negativni ureaza indolu, pozitivni SimmonsQv citrat, pozitivni ureaza
(foto autor) (foto autor)

2.2.4 Antigenni struktura

Antigenem je nazyvana latka, kterd imunitni systém rozpozna a reaguje na néj.
Aby imunitni systém mohl reagovat na antigeny, je potifeba, aby byly rozpoznany
ve form¢ makromolekul. Nejcastéjsimi antigeny jsou proteiny, polysacharidy a také

lipidy a lipoproteiny. (Hofejsi, Barttinkova, 2009)

Principem aglutinace je reakce antigenu (Ag) s protilatkou (Ab). Vysledkem této
reakce je shlukovani ¢astic a tvorba aglutinatu (granuli), ktery rychle sedimentuje.
(Litzman, Freiberger et al., 2009)

Diagnostika je zaloZena na antigenech O, H a K. (Schindler, 1999) Serotypizace je
zalozena na distribuci liposacharidi (LPS) télovych (O), flagellarnich (H) nebo
kapsulérnich (K) antigenech, které¢ jsou detekovany pomoci aglutinacnich testl se

specifickymi krali¢imi protilatkami. (Greenwood at al., 2007)

Je popséno vice nez 180 O antigenii, které detekuje zkiizenou reakci diky

spole¢nym epitopum na LPS exprimovanych kmenem Escherichia coli a mohou se
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vyskytovat i u rodu Brucella, Citrobacter, Salmonella, Shigella nebo Yersinia.

Dale bylo identifikovani vice jak 50 H antigenii. Je jen malo vyznamnych
zkfizenych reakci mezi H antigeny Escherichia coli a dalsimi H antigeny ¢leny

Enterobacteriaceae.

Termin K antigen byl prvné pouzit spolecné pro povrchové nebo kapsularni
antigeny, které brani bic¢ikové - specifickym protilatkdm z vazby na somatické antigeny.

(Greenwood et al., 2007)

Escherichia coli se pro aglutina¢ni reakce kultivuje na Endové ptadé. Pro snadnéjsi
identifikaci v mnozstvich antigen se zkou$i kmeny nejdiive s polyvalentnimi séry

a poté s monovalentnimi séry. (Votava a kol., 2010)
2.3 Prirozeny vyskyt

Escherichia coli je sou¢asti normalni stievni flory lidi a teplokrevnych zivocicha.
Je vyluCovana s exkrementy a mize ptezivat v prostredi mimo lidské t€lo. Escherichia
coli je také pouzivana za ukazatele fekalniho zneCiSténi a za dulezity parametr
v hygien¢ potravin a vodni hygiené. Mlze zplsobovat fadu onemocnéni v huméanni a

sav¢i populaci. (Borriello, Murray et al., 2005)
2.4 Cesta prenosu

Zdroj infekce se rozvi bud’ endogenni, nebo exogenni cestou. Endogenni cestou
rozumime pienos pivodce pochazejiciho z mikrofléry lidského téla (pfedevsim pacienti
s nozokomialnimi infekcemi). Exogenni cestou rozumime pienos pivodce
nepochazejiciho z mikroflory lidského téla (nemocni¢nim zafizenim a rukama

nemocni¢niho personalu). (Kolat, 2012)

Ptirodni reservoar enterovirulentniho kmene jsou stfeva lidi. Organismy se dale §ifi
pfimym kontaktem nebo pomoci kontaminovaného jidla ¢i vody. (Borriello, Murray
et al., 2005)

2.5 Patogenita

Escherichia coli je komenzalnim kmenem stfeva, kde pusobi prospésné. Je
prospesna jako soucast prirozené mikroflory, jelikoz produkuje fadu latek, které¢ brani

roz$ifeni patogennich bakterii a podili se 1 na tvorbé nékterych vitamind (napf. vitamin
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K). Jde ale o oportunniho patogena (mikroorganismy neinvazivni nebo dokonce
za normdlnich okolnosti nepatogenni, které vyvoldvaji onemocnéni vétSinou jen
u hostitele s vyznamnou poruchou imunity), ktery se za uréitych podminek muze stat
patogennim. Patogenni kmeny Escherichia coli koduji faktory virulence: produkce
toxini nebo specifické antigenni struktury (kapsularni, somaticky a bi¢ikovy antigen).

(Votava a kol 2003)
2.6 Onemocnéni

Mezi nejéastéj$i onemocnéni zpusobené Escherichia coli patii komunitni
nekomplikované mocové infekce ziskané mimo nemocnici. Déle zpiisobuje onemocnéni
napiiklad meningitidu, sepsi novorozencti, poopera¢ni infekce a abscesy v organech.

(Schindler, 1999)

Dostupné studie Escherichia coli z infekce mocovych cest, krevniho obéhu,
centralni nervového systému, dychaciho Ustroji a pobfisnice ukazuji, ze vétsina z téchto
izolati je zcela odlisSna od komenzalni a Escherichia coli zptsobujici stievni
onemocnéni. V posledni dobé byla navrzena nova terminologie, kdy kmeny Escherichia
coli jsou souhrnné nazyvané EXPEC (extraintestinal pathogenic Escherichia coli).
Kmeny asociované se sepsi se nazyvaji SEPEC (sepsis-associated Escherichia coli),
kmeny pfidruzené s novorozeneckou meningitidou NEMEC (neonatal-meningitis-
associated Escherichia coli) a uropatogenni kmeny UPEC (uropathogenic Escherichia
coli). Divodem novych nazvi je, aby odrazely jejich spoleéné schopnosti piekonat nebo
rozvratit obranu hostitele a zplsobit onemocnéni ve vice anatomickych oblastech.

(Johnoson, Russo, 2005)
2.6.1 Mocové infekce

Infekce mocovych cest patii mezi nejcastéjsi bakteridlni onemocnéni jak
v komunité, tak v nemocnici. Multirezistentni izolaty Escherichia coli jsou obvykle
rezistentni vi¢i ampicilinu a trimethoprim—sulfamethoxazolu, méné casto odolné vici

fluorochinolontim a jen ziidka odolné vuci nitrofurantoinu. (Karlowsky et al., 2007)
2.6.2 Sepse

Escherichia coli mtze zptsobit novorozenecké meningitidy a septikémie, sepse

u operacnich ran a abscesy v riznych organech. Dle svétové zdravotnické organizace se
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dostava novorozenecka meningitida mezi predni infekce novorozencii. Escherichia coli
je v soucasnosti druhou pfi¢inou novorozenecké meningitidy. Na prvnim misté stale
zustavaji streptokoky typu B, kdy se vyskytuje jeden piipad zptisobeny Escherichia coli
na dva piipady zptisobené streptokoky. (Bonacorsi, Bingen, 2005)

Pribéh infekce novorozeneckou meningitidou probiha v nékolika fazich.
Escherichia coli ziskana od matky nebo z okolniho prostfedi kolonizuje stfevni trakt
kojence. (Bonacorsi, Bingen, 2005) Dalsi krok spociva v bakterialni translokaci
ze stfevniho lumen do krevniho feCiSt€. Pifi bakteriémii dojde ke zmnozeni
a k intravaskularnimu pfeziti. Bakterémii pifedchézi ptes hemato-encefalitickou bariéru

a invazi z arachnoidalniho prostoru. (Kim, 2001)
2.6.3 Prijmova onemocnéni

Ackoli se Escherichia coli bézné nachazi ve stievech jako neSkodna bakterie, mize
zpusobit gastrointestindlni onemocnéni v rozmezi mirného prijmu az hemoragické
kolitidy i onemocnéni potencidlné ohrozujici zivot - hemolyticky uremicky syndrom.

Kmeny, které zplusobuji prijem, muzeme rozd€lit do néckolika skupin

dle patogenetickych mechanismii:

Enteropatogenni Escherichia coli (EPEC)

Tyto kmeny, jejichZ vysledkem je hojny vodnaty prijem, provazi bézné horecka a
zvraceni. Tento kmen je velmi podobny kmenu EHEC, zptsobuje vyhlazeni povrchu
stfeva. Dilezitym rozdilem mezi EPEC a EHEC je to, ze EPEC neprodukuje shiga toxin,
a proto nevytvaii symptomy charakteristické pro danou bakterii. (Talaro, Cowan, 2009)
Zejména v tropech zplisobuje prijem kojenct Casto s piimési krve. Dale se vyskytuje

hromadné v nemocnicich a ma vysokou mortalitu. (Schindler, 2010)

Enterotoxigenni Escherichia coli (ETEC)

Produkuje dva adheziny, které se vdZou na intestindlni mukézu, a produkuje
enterotoxiny, které jsou dvojiho druhu. Bud’ tepeln¢ stabilni (ST) nebo tepelné labilni
(LT) a jsou zodpovédné za prijem. LT toxin je podobny toxinu Vibrio cholerae.
ST toxin se vaze ke guanylatcyklaze vedouci ke zvyseni intraceluldrniho cGMP hladiny
a odtoku vody a elektrolytii ze stfevnich bunék. Pacienti trpi tzv. cestovatelskymi

prujmy, které jsou charakterizovany vodnatymi prijmy. (Mahon, Lehman et al., 1995)
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Enteroinvazivni Escherichia coli (EIEC)

Zpusobuje infekci podobnou jako u infekce zptisobené bakterii Shigella. U pacientti
se zprvu objevuje vodnata stolice, ktera je podobna stolici zpisobené ETEC. Pozd¢ji
prograduje vodnaty prijem do invazivniho typu prijmu, ktery je provazen horeckou,
bolestmi bficha a kie¢emi, az se nakonec objevi krev ve stolici. (Mahon, Lehman, et. al.,

1995)

Escherichia coli produkujici vero-cytotoxin (VTEC)

Infekce mtize byt asociovana s Sirokou Skélou klinickych symptomt, a to zejména
s mirnym prijmem bez ptitomnosti krve, ktery vede k rozvoji hemolyticko-uremického
syndromu. Hemorhagicka kolitida zptisobuje priijem se silnou pfimési krve, obvykle
s absenci horecky. Pfedchazi tomu bfisni bolest a vodnaty prijem. Biologické vlastnosti,
fyzikalni charakteristika a antigenni struktura jsou velmi podobné shiga toxinu

produkovany kmenem Shigella dyseteriae.

Enterohemoragicka Escherichia coli (EHEC)

Infekce EHEC zacinéd obvykle vodnatym prijmem. Dale dochéazi druhy nebo dalsi
den ke zvySené bolesti bficha a ve stolici se objevuje krev. Tato nemoc se muze
vyvinout také v hemolyticko-uremicky syndrom, ktery je charakterizovany
hemolytickou anémii, nizkym poc¢tem krevnich desti¢ek a naslednym selhanim ledvin.

(Mahon, Lehman at al., 1995)

Enteroagreqativni Escherichia coli (EAEC)

Je charakterizovéana svoji schopnosti adherovat ¢astice laboratorné nakultivovanych
bun¢k. Prijmy zpiisobené t€émito kmeny jsou pomérné vzacné a vyskytuji se castéji
v endemickych oblastech. Z endemickych oblasti je pak cestovnim ruchem pienaSen

do vyspélych zemi.
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Obrazek 4 PGsobeni patogenni Escherichia coli ve stfevé (Wilson, 2002)

2.7 Terapie

Terapie spo¢iva v podavani cefalosporinti prvni, maximaln¢ druhé generace.

U citlivych kment se podava ampicilin. (Votava a kol., 2010)
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3 Vznik a vyvoj rezistence

V soucasné¢ dobé predstavuje bakteridlni rezistence vuci antibiotikim velky
klinicky problém na celém svété, ktery mize vést potencionalné k selhani 1écby nebo
dokonce k smrti pacienta, kde rezistentni bakterie jsou etiologickou agens zavaznych

onemocnéni. (Chroma, Kolar, 2010)

Rezistence k urcitému antibiotiku mtze byt pfirozenou nebo ziskanou vlastnosti.
Pfirozena rezistence byva uvedena v souhrnné charakterizaci antibiotika. Pfi¢innou je
absence cilového mista G¢inku nebo absence sterolii v cytoplazmatické membrané
bakterii, které znemoznuji ucinek antifungalnich polyenu. (Marek, 2010) Protoze je

mozné tento typ rezistence piedpokladat, neptedstavuje zasadni problém. (Kolat, 2012)

Mikroby, které byly k danému antibiotiku ptivodné citlivé, mohou rezistenci ziskat
mutaci genii nebo ziskem determinant rezistence. Mutacni rezistence se vyskytuje
pomérné vzacné a je vysledkem spontanné se vyskytujicich chyb v procesu replikace
DNA, které nebyly opraveny. Podanim u¢inného antibiotika dochazi k inaktivovani
ristu a mnozeni citlivych bunék. Rezistentni buniky se mnozi a ptezivaji. (Marek, 2010)
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predpokladat. (Kolar, 2012)

Je mnoho mechanismul, kterymi se bakterie chrani pfed antibiotiky. Ty jsou

klasifikovany do ¢tyf zédkladnich skupin:
1. Chyb¢jici cilova struktura, na niZ by antibiotikum t¢inkovalo

Zména v primarnim U¢inku muZe vzniknout mutaci v genu, coZ ma za nasledek
modifikaci cilové struktury. Tato cilova struktura si zachova své nezbytné bunécné
funkce, ale je nepfistupna pro antibiotickou inhibici. DalSim typem modifikace je
import genu, ktery specifikuje novy ndhradni enzym, ktery vyrazné sniZi citlivost na lék.
(Chroma, Kolar, 2010)

2. Zména v propustnosti membrany

Bakteridlni buiikky maji vnitini schopnost omezit vstup malych molekul do bunky.
Takova schopnost je typickd pro gramnegativni bakterie, jejichz vnitini membrana,
asymetricka dvojvrstva slozena z fosfolipidl, polysacharidi a proteind, poskytuje
ucinnou bariéru a prvni linii obrany proti antimikrobidlnim latkam. Nekteré proteiny

tvofi vodou naplnéné kandly nazyvané poriny, které umoziuji diftzi hydrofilnich
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rozpu$ténych latek do bunky. Mala antibiotika, napt. f—laktamova, tetracykliny nebo
chloramfenikol s hydrofilnim charakterem, vyuziji tuto cestu k piekroceni vnéjsi
membrany. Jakykoliv pokles schopnosti nebo rychlosti vstupu téchto sloucenin mize
vést k rezistenci v mnoha bakteriich pomoci ztraty funkcnich porinti. (Chroma, Kolafr,

2010)
3. Enzymaticka inaktivace

Bakterialni P-laktamdzy jsou nejvice znamym piikladem tohoto mechanismu
rezistence. U¢inek této skupiny enzymi se skladd z interakce s B-laktamovymi
antibiotiky a naslednym naruSenim amidové vazby na Ctyt ¢lenény B-laktamovy kruh,

¢imz dochazi k inaktivaci antibiotika. (Chroma, Kolat, 2010)
4. Rychlé vylucovani antibiotik z bunky

Vytokové pumpy jsou transmembranové transportni proteiny pouzivané
fyziologicky u gramnegativnich a grampozitivnich bakterii pro export specifickych
metabolitii a xenobiotickych toxickych latek ven z bun¢k. Pumpy mohou byt specifické
pro jednotlivé substraty nebo mohou transportovat fadu strukturdlné riznych sloucenin.
Tyto transportni molekuly mohou byt spojovany s multirezistenci. (Chroma, Kolaf,

2010)

Rezistence vznika neuspésnou 1é€bou danymi antibiotiky, kdy dochazi ke zméné
genomu. Geny zodpovidajici za rezistenci se pfenasi pomoci plazmida, které se nachéazi
v bunikdch v mnoha kopiich. Pokud se plazmidy piendsi z jedné bunky do dalSich
v ramci jedné generace, jedna se o horizontalni pfenos. Mezi horizontalni pfenosy patii
1 pfenos pomoci bakteriofagu (transdukci) anebo DNA (transformaci). Posledni dva
typy se objevuji jen zfidka. Dal$im typem pienosu je vertikdlni pfenos, kdy se
rezistence piendsi na potomstvo. Dochazi tak z didvodu plsobeni antibiotika

na normalni citlivé buniky, zatimco rezistentni buiiky se nadale mnozi.

Na $ifeni rezistence se podili souhra faktori, kdy dochazi k tomu, Ze se bakterie
mnozi rychle, vyskytuji se v pocetnych populacich, maji pomémé vysokou mutacni
rychlost nebo mohou pifenaset ¢ast chromozomu, prevazné plazmidy. Zvlasté mezi
plazmidy s geny rezistence (R-plazmidy), které se v buiice mnozi, a tim se fetézoveé

infikuji dalsi bunky.
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3.1 B - laktamazy

Nejcastéjsi pricinou rezistence k penicilinovym a cefalosporonovym antibiotikiim
je exprese B-laktamézy. Jsou to enzymy, které $t€pi amidovou vazbu v B-laktamovém
kruhu. (Tomanicek et al., 2011) Jsou produkovany gramnegativnimi a grampozitivnimi
tyckami, koky, anaeroby a mykobakteriemi. Inhibitory B-laktaméz se vyuzivaji k 1é¢bé.
Mezi inhibitory patii B-laktamy, mezi néz patii kyselina klavulanova, sulbaktam nebo
tazobaktam. Maji zanedbatelnou hydrolytickou aktivitu, nicméné pomérné silnou afinitu
k aktivnimu centru enzymu, kam se vazi a inhibuji hydrolytickou aktivitu. (Bednar,
1996)
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Obrazek 5 Chemické schéma penicilinti s oznaéenim $tépeni B- laktamaz (Livermore, 1995)

3.1.1 Klasifikace B-laktamaz

Historie

Divodem klasifikace laktamdz na =zakladé jejich funkce bylo odliSeni
cefalosporinaz (laktamazy s vysokou hydrolyzou cefalosporini) od penicilindz
(s dobrou penicilin-hydrolazovou aktivitou). V roce 1968 bylo pfijato klasifikacni

schéma od Sawai et. al. popisujici penicilinazy a cefalosporindzy pomoci reakce
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antiséra jako dal§iho diskriminatora. O par let pozdéji, v roce 1973, bylo doplnéno
o schéma od Richmonda a Sykese, které¢ zahrnuje vSechny laktamazy z gramnegativni
bakterie popsané v té dobé. Vysledkem bylo tiidéni enzyma do péti hlavnich skupin
na zaklad¢ profilu substratu. Dal§i zména nastala Bushem v roce 1989, ktera zahrnovala
enzymy ze vSech bakterialnich zdrojt. Byl to prvni systém, ktery se pokusil korelovat

substratové a inhibi¢ni vlastnosti s molekularni strukturou. (Bush, Jacoby et al., 1995)

Prvni klasifikace na zdklad¢ molekularni struktury byly navrhovany uz v roce 1980,
kdy byly znamy pouze ¢tyfi aminokyselinové sekvence z laktamazy. Enzymy jsou
rozdéleny do ctyt tiid A, B, C a D zalozenych na podobnosti primarni sekvence
a katalytického mechanismu. (Bush, Jacoby at al., 1995) Tiidy C a D vyuzivaji serin
jako aktivni misto mechanismu u¢inku, zatimco tfida B vyzaduje bivalentni kationty,

napt. zinek, ktery katalyzuje B-laktamovou hydrolyzu. (Maiduddin, Materon et al., 2002)

Ambler class Bush-Jacoby- Preferred substrates Inhibited by Representative
Medeiros clavulanate enzyme(s)
class
A (serine 2a Penicillins PCifrom 5. aureus
penicillinases)
2b Penicillins, narrow-spectrum TEM-1, TEM-2, SHV-1
cephalosporins
obe Penicillins, narrow-spectrum and SHV-2 to SHV-6, TEM-3 to
extended- spectrum cephalosporins TEM-26, CTX-Ms
2br Penicillins TEM-50, SHV-72
2c Penicillins, carbenicillin PSE-1
28 Extended-spectrum cephalosporins FEC-1, CepA
of Penicillins, cephalosporins, KPC-z, SME-1, NMC-A
carbapenems
B (metallo-f- 3 Most p-lactams, including IMP-1, VIM-1, CerA, and
lactamases) carbapenems Bell (B1); Cpha (B2);
Li(B3)
C 1 Cephalosporins AmpC, CMY-2, ACT-1
(cephalosporinases)
D (oxacillinases) 2d Penicillins, cloxacillin 0XA-1, 0XA-10
Not classified 4

Obrazek 6 Klasifikacni schéma dle Bushe, dle Amblera (Drawz, Bonomo, 2010)

Trida A

Enzymy, které jsou soucasti této tfidy, velmi rychle hydrolyzuji B-laktamova

antibiotika. Nejcastéji jsou produkovany gramnegativnimi

bakteriemi. (Maiduddin, Materon et al., 2002)
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Irida B

Tato tfida enzymut je vyznamna svoji schopnosti hydrolyzovat karbapenemy.
Rezistence byva rozsifena i na peniciliny nebo cefalosporiny, ale jsou rezistentni vici
vSem B-laktamovym inhibitoram. Tiida B je dale rozdélena na podtfidy B1, B2 a B3
podle potieby kovu. Podtiida Bl zahrnuje vétSinu metalo-B-laktamaz. Funk¢ni
podskupina B2 ma dvé zinkové stranky, kazdé s podobnou vazebnou afinitou.

V podskupiné B3 se zinek vaze pevné pro maximalni enzymatickou aktivitu.

(Maiduddin, Materon et al., 2002)
Trida C

Enzymy této tfidy jsou produkovany pouze gramnegativnimi bakteriemi. Do této
ttidy patii chromozomalni B-laktamazy typu AmpC, které zpisobuji rezistenci
na cefalosporiny 1. a II. generace a na Sirokospektré peniciliny. Ackoliv tazobaktam ma

schopnost tfidu C inhibovat, dal$i mechanismy na bazi inhibitord jako kyselina

klavulanova jsou netacinné proti tiidé C. (Maiduddin, Materon et al., 2002)
Trida D
Do této tiidy patii OXA enzymy. Nazev OXA pochazi ze schopnosti téchto enzymi

efektivné hydrolyzovat oxacilin. Dalsi klinicky problém piedstavuje nedostatek
inhibitord pro tyto enzymy. (Maiduddin, Materon et al., 2002)

Dalsi klasifikace podle Bushové, Jacobyho a Medeirose mé dobrou ndvaznost
na Clenéni dle Amblera. B-laktamézy se tfidi do nckolika skupin podle funkénich
vlastnosti. (Bednaf, 1996) Tti hlavni skupiny enzymut jsou definovany dle jejich

substratu a inhibitoru.

Prvni skupina
Do prvni skupiny patii cefalosporinazy, které nejsou dobie inhibovany kyselinou

klavulanovou. (Bush, Jacoby et al., 1995)

Prvni skupina, rozsifené spektrum B-laktamaz (ESBL), ma schopnost hydrolyzovat
a zpusobit rezistenci k riznym typlim novéjSich B-laktamovych antibiotik, véetné treti
generace cefalosporintt a monobaktamd, ale nema schopnost hydrolyzovat a zptisobit
rezistenci cefamycinu a karbapenemum. (Pitout, Laupland, 2008) V této skupiné se

nachazi indukovatelné enzymy, které jsou primarné lokalizované na chromozomu,
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preferencné aktivni k cefalosporinim. (Bednat, 1996)

Druha skupina

Do druhé skupiny patii penilicinazy, cefalosporinazy a Siroké spektrum laktamaz,
které jsou obecné inhibovany aktivnimi laktamazovymi inhibitory. (Bush, Jacoby at al.,
1995)

Druhé skupina, jez je charakterizovana primarni aktivitou k peniciliniim, je aktivni

i k cefalosporinim. Obsahuje osm podskupin. Nejznaméjsi je podskupina, ve které je

zatazena plazmidova B-laktaméza gramnegativnich tyc¢inek TEM-1. (Bednat, 1996)

Treti skupina
Tteti skupina, do které patii metalo-pf-laktamazy, hydrolyzuji peniciliny,
cefalosporiny a karbapenemy a jsou nedostate¢né inhibovany téméf vSechny laktamové

molekuly. (Bush, Jacoby et al., 1995)

Tteti skupina je zastoupend metaloenzymy, které nejsou inhibovany klavulanatem.

(Bednat, 1996)
3.2 Klinicky vyznamné laktamazy
3.2.1 ESBL - Sirokospektré B-laktamazy

Sirokospektré B-laktamazy jsou plazmidy kodované B-laktamazy. (Rodrigtiez-Bano,
Navraro et al.,, 2006) Jsou rezistentni na peniciliny, cefalosporiny vSech generaci
a monobaktamy. Jsou inhibovany inhibitory B-laktamaz, nehydrolyzuji karbapenemy
a obvykle ani cefamyciny. Dle funkéni klasifikace navrzené K. Bush et al. spadaji
do skupiny 2be, ast spada do skupiny 2d. (Hrabak, Bergerova, Zemli¢ova, 2009) ESBL
produkuji Enterobakterie, ktefi hraji dtlezitou vedouci roli mezi nozokomialnimi a

ziskanymi multirezistentnimi organizmy.

ESBL jsou déleny do nékolika typl. Dva nejcastéjsi typy jsou TEM a SVH typ.
V posledni dobé byl navrzen novy typ CTX-M odvozeny od cefotaximu,
Sirokospektrého antibiotika ze tieti generace cefalosporinti. (Rodrigiez-Bano, Navarro
et al., 2006)

TEM- B-laktamazy

TEM ESBL typy jsou nejcastéji nalezeny u Escherichia coli a Klebsiella
pneumoniae. Vsechny typy TEM jsou odvozeny od enzymi TEM-1 a TEM-2.

27



(Al-Jasser, 2006) Enzym TEM byl ptivodné izolovan z kmene Escherichia coli,
z hemokultury pacientky jménem Temoniera v Recku v roce 1965. Prvni TEM varianta
se zvySenou aktivitou proti rozsifenym spektriim cefalosporinit byla TEM-3, ktera byla
zaznamenana V roce 1987. Od té doby doslo k rychlému zvyseni v poctu a rozmanitosti
rozsiteného spektra TEM variant. Pocet variant nyni dosahl vice nez 100 variant. (Shah,

Hasan et al., 2004)

SVH- B-laktamazy

SVH typ ESBL lze nalézt v klinickém materidlu cast&ji nez jakykoliv jiny typ
ESBL. Na rozdil od TEM typu B-laktamaz existuje relativné malo derivatid SHV-1.
Vétsina variant SHV maji ESBL fenotyp a vyznacuji se tim, ze je serin nahrazen
glycinem na pozici 238. Také nékteré maji nahrazen lysin za glutamat na pozici 240.
Zbytkovy serin na pozici 238 je rozhodujici pro efektivni hydrolyzu ceftazidimu
a lysinu. Ve svété je popsano jiz vice nez 50 SHV typu. Vétsina ESBL fenotypt
a inhibitorti odolnych vuéi fenotypu byly hlaseny v nékolika enzymech SHV.

CTX-M- B-laktamazy

CTX-M-B-laktamazy jsou pomérné novou skupinou, ktera je plazmidem pienasena
a hydrolyzuje cefotaxim. Nazev CTX odrazi silnou hydrolytickou aktivitu téchto
B-laktaméaz proti cefotaximu. Tyto enzymy hydrolyzuji cephalothin 1épe nez
benzylpenicillin a ptednostné hydrolyzuje cefotaxim pies ceftazidim. CTX-M typ byl
pfevazné nalezen ve tfech zemépisnych oblastech: Jizni Amerika, Dalny vychod
a vychodni Evropa. Nicméné v poslednich letech byl CTX-M typ ESBL hlasen také
v zépadni Evropé, Severni Americe, Cing, Japonsku a Indii. CTX-M typ je nejéast&jsi
typ ESBL po celém svété. Pocet CTX-M typu B-laktamaz se rychle §ifi. V soucasné

dobé je znamo vice nez 40 CTX-M variant.
3.2.2 B-laktamazy typu AmpC

Podle klasifikace Bushové et al. jsou enzymy AmpC fazeny do prvni skupiny.
Podle Amblerovy Klasifikace jsou fazeny do skupiny C. Jednd se o B-laktamazy se
serinem v aktivnim misté, hydrolyzujici peniciliny, cefamyciny a vétSinu cefalosporini
a monobaktamy. Nehydrolyzuji karbapenemy a nejsou inhibovany inhibitory
B-laktamaz. (Hrabak, Bergerova, Zemliova, 2009) Od Sirokospektrych B-laktamaz se
lisi predev§im schopnosti hydrolyzovat cefamyciny a necitlivosti k inhibitorim.

Na zékladé svého spektra cinku jsou ¢asto oznacovany jako cefalosporindzy. (Hrabak,
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2007b)
Rozlisujeme nekolik druht B-laktamaz typu AmpC:

e inducibilni enzymy AmpC (iIAmpC) - exprimuji se pouze v piitomnosti

induktoru (cefoxitin nebo inhibitory p-laktamaz — kyselina klavulanova,

sulbaktam nebo tazobaktam).

e Kkonstitutivni AmpC - dochazi k nadprodukci B-laktamaz, které se exprimuji

i bez pritomnosti induktoru. (\Votava a kol., 2003)
3.2.3 Metalo-B-laktamazy

Substratova specificita metalo-B-laktamaz zahrnuje peniciliny, cefalosporiny a
karbapenemy. Monobaktamy nejsou MBL hydrolyzovany. Nejsou inhibovany
inhibitory B-laktamaz s B-laktamovym kruhem. Donorem molekuly vody pfi hydrolyze
amidové vazby B-laktamu je kovovy iont vdzany v aktivnim mist€¢ enzymu.
V Amblerové klasifikaci jsou MBL zatazeny do skupiny B a v klasifikaci navrzené

Bushem et al. jsou zafazeny ve tfeti skupiné. (Hrabak, Bergerova et al., 2009)

29



4 Metody detekce ESBL

Metody pro prikaz antimikrobidlnich rezistenci muzeme rozdélit na metody
screeningové (vyhledavaci) a na metody fenotypové rezistence, a na metody, které

prokazuji jeji genotyp.
4.1 Screeningové testy

Screeningové testy prikazu rezistence se déli na kvalitativni a kvantitativni testy.
Mezi kvalitativni testy se fadi diskovy difuzni test a mezi kvantitativni E-testy nebo
dilu¢ni testy. (Votava a kol., 2003)

4.1.1 Kuvalitativni testy

Diskovy diftizni test

Diskovy diftizni test patii mezi nejbéznéji uzivanou metodu kvalitativniho
stanoveni citlivosti. Tento test je ptfisné standardizovan a jeho spravny vysledek zavisi
na mnoha faktorech. Test probih4 na Mueller-Hintonové¢ agaru v Petriho misce. Agar je
nalit ve standardni tloust’ce se standardnim pH v rozmezi 7,2 - 7,4. Nejdfive se v bujonu
pfipravi suspenze ze Ctyf az péti kolonii. Uziva se koncentrace 160 bakterii v 1 ml. Dale
se k naoCkovani pouzije sterilni vatovy tampoén smaceny v suspenzi a naockuje se
rovnomérné po celém povrchu agaru. Nakonec se polozi na agar maximalné Sest
papirovych diskii nasycenych standardnim
mnozstvim antibiotika. Disky se kladou proti
sméru hodinovych ruc¢icek. Inkubace probiha
18 - 24 hodin pii 37 °C. Behem inkubace disk
nasaje vodu z pidy a antibiotikum difunduje
do okoli. Jestli jsou bakterie inhibovany
v rustu, vytvoii se kolem disku inhibi¢ni zo6na.
Po inkubaci se zméti primér inhibi¢ni zony.

(Votava a kol., 2003) Ty se nasledné porovnaji

s tabulkovymi hodnotami daného antibiotika a

Obrazek 7 Diskovy difuzni test (foto autor)

mikroba s tzv. referen¢ni zonou. (Bednat, 1996)
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4.1.2 Kvantitativni testy

Mikrodiluéni metoda - minimalni inhibiéni koncentrace

Timto testem se stanovuje minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC) daného
antibiotika, pomoci kterého se vyjadiuje mira citlivosti antibiotika. Test se provadi
v plastovych mikrotitracnich destickéch s jamkami. Jedna desti¢ka ma 96 jamek a slouZzi
pro jeden kmen. V pravém hornim rohu je umisténa kontrola ristu, kterd obsahuje
rustové médium bez antibiotika. Zbylé jamky jsou naplnény ristovym médiem, které
obsahuje rizné koncentrace antibiotik fedéné geometrickou fadou. (VVotava a kol., 2003)
Do pidy se naockuje zkoumany mikrob a po 18 - 20 hodinach inkubace se hodnoti rist
podle zékalu pidy. Diky stanoveni MIC lze urcit ddvku antibiotika, kterd nejméné
zatézuje organismus toxickymi ucinky. (Bednat, 1996)

Cv v

ktera je jeSté schopna testovany kmen bakterie zastavit v rustu. (Votava a kol., 2010)
Tato hodnota se udava v jednotkdch mg/l nebo pg/ml a srovnava se s hrani¢ni hodnotou

nazyvanou break point. Je-li MIC niz$i nebo rovna hrani¢ni hodnoté, je dany mikrob

na antibiotikum citlivy. Je-li MIC vyssi, je dany mikrob na antibiotikum rezistentni.

(Votava a kol., 2003)

Obrazek 8 Mikrodilu¢ni metoda (foto autor)

Stanoveni minimalni baktericidni koncentrace

U véaznych onemocnéni s poruchami imunity musi byt pouzita antibiotika

s baktericidnim ucinkem. U téchto stavli se stanovuje minimalni baktericidni

v v
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schopna vysetfovany kmen usmrtit. (\Votava a kol., 2010) Vychazi se ze stanoveni MIC,
kdy je tekutina z jamek, ve kterych doslo k zabrané rtstu, pfeockovana na pevnou pidu.
Tato ptuda se nechd 18 hodin kultivovat. Po této dobé se odecita rast mikroba na pade¢.
Pokud mikrob neroste, je usmrcen. Pokud vSak roste, koncentrace antibiotika

ho neusmrtila. Toto stanoveni se vyuziva v praxi vyjimecné. (Votava a kol., 2003)

E-test

E-test poskytuje rychlou a pohodlnou metodu pro urceni minimalni inhibi¢ni
koncentrace na agarové plotné. Na agar se ptilozi dlouhy kalibrovany prouzek, ktery je
napustén gradientem koncentraci dané¢ho antibiotika. Po pfilnuti prouzku na agar
dochazi k diftizi a podél prouzku, kolmo smérem od né&j, se vytvoii kontinualni gradient.
Kolem prouzku, na kterém je vyznacena stupnice s hodnotami MIC, se vytvofi inhibi¢ni
zona ve tvaru kapky. Kapka zasahuje svym koncem piimo do mista, kde je koncentrace
antibiotika rovna MIC. (Bednat, 1996)

Obrazek 9 E - test pro prukaz Sirokospektrych B-laktamaz (Bradford, 2001)

Na obrazku ¢. 9 muzeme vidét, ze v obou pfipadech je leva strana prouzku
napusténa ceftazidimem v kombinaci s kyselinou klavulanovou (TZL), prava strana je
napusténa gradientem ceftazidimu (TZ). Horni obrazek znazornuje pozitivni vysledek.
Na spodnim obrazku je vysledek testu obtizn& interpretovatelny, protoze kyselina
klavulanova difunduje agarem z levé Casti prouzku do pravé &asti, ktery obsahuje

samotny ceftazidim. (Bradford, 2001)
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4.2 Fenotypové metody prukazu rezistence
4.2.1 Stanoveni Sirokospektrych B-laktamaz

Mezi testy, pomoci kterych se stanovuji Sirokospektré [-laktamézy, patii

konfirmaé¢ni metoda CLSI nebo metoda DDST.

Vvhledavani kmenut produkujicich ESBL

Kmen, ktery testujeme na produkci ESBL, mé v diskovém testu u indikatorovych
B-laktamovych antibiotik alespont jednu hodnotu inhibi¢ni zény niZs8i, nez je hodnota

hrani¢ni. (Votava a kol., 2003)

Konfirmacéni metoda CLSI

Detekce ESBL pomoci konfirma¢ni metody vyuZziva srovnani priméru inhibi¢nich
z6On, které se vytvafi testovanym kmenem na Mueller-Hintonové agaru okolo diskl
s uréitym cefalosporinem a okolo disku obsahujicim kombinaci téhoz cefalosporinu
s kyselinou klavulanovou. Je-li rozdil priméru inhibi¢nich zon vétsi nez 5 mm, tak je

kmen hodnocen jako producent ESBL.

Tato metoda plati pouze pro druhy Klebsiella spp., Escherichia coli a Proteus
mirabilis. (Hrabak, Vanis a kol., 2008)

Metoda DDST (Double disc synergy test)

Tato metoda je zaloZena na prikazu synergického ucinku mezi inhibitorem
B-laktamasy a cefalosporiny tfeti generace nebo aztreonamem. Na nao¢kovanou plotnu
se polozi doprostied disk s inhibitorem a ve vzdalenosti 30 mm od stiedu tohoto disku
se umisti dalsi disky se substraty. Synergii mizeme pozorovat rozsifenim inhibi¢ni zény

v oblasti jejich spole¢né diftize ve tvaru vysece. (Votava a kol., 2003)

Obrazek 10 Vysetfeni produkce ESBL (vlevo metoda DDST a vpravo metoda CLSI). (Hrabak, 2007a)

33



Na obrazku ¢. 10: (1) cefpodoxim/k. klavulanova, (2) cefpodoxim, (3) ceftazidim,
(4) cefotaxim, (5) cefepim, (6) aztreonam, (7) amoxicilin/kyselina klavulanova. Vlevo
se nachazi kmen Klebsiella pneumoniae neprodukujici ESBL, vpravo se nachazi kmen
Escherichia coli produkujici ESBL. (Hrabak, 2007a)

4.2.2 Stanoveni B-laktamaz typu AmpC

U stanoveni P-laktamaz typu AmpC se rozliSuje stanoveni inducibilnich nebo

konstitutivnich enzymtt AmpC, které byly popsany v kapitole Vznik a vyvoj rezistence.

Detekce inducibilnich enzymi typu AmpC

Inducibilni enzymy AmpC (iAmpC) se exprimuji pouze v pfitomnosti induktoru
(cefoxitin nebo inhibitory  B-laktamaz — kyselina klavulanova, sulbaktam nebo

tazobaktam).

K detekci se pouziva modifikovany DDST-test, ktery slouzi jak k detekci ESBL,

tak i inducibilni AmpC. Producenti iAmpC vytvaii inhibi¢ni zénu ve tvaru pismene D

u aztreonamu, cefotaximu a u ceftazidimu. Vzdalenost disku je 25mm. (Votava a kol.,
2003)

Obrazek 11 Exprese B-laktamazy AmpC za pfitomnosti induktoru (Hrabak, 2007a)

Detekce hyperprodukce (konstitutivhiho) AmpC.

U konstitutivni AmpC dochazi k nadprodukci B-laktamaz, které se exprimuji

| bez ptitomnosti induktoru.

Pro detekci iIAmpC nebo pro detekci soucasné produkujicich AmpC a ESBL se
vyuziva toho, ze neckteré latky jsou schopny inhibovat enzymy AmpC. Jednd se
o kyselinu boritou nebo oxacilin. Nejdiive se pfipravi suspenze bakterii

ve fyziologickém roztoku s glukdézou. Timto inokulem naockujeme Petriho misky a

34



MHA a souasné¢ MHA s oxacilinem. Na obé plulky se wumisti disk
s amoxicilinem/kyselinou klavulanovou. Do vzdalenosti 25 mm se umisti disky
s aztreonamem, ceftazidimem, cefepimem a cefotaximem. Odeéitaime a interpretujeme
za 24 hodin. (Votava a kol., 2003)

MHA+OXA

Obrazek 12 Konstitutivni produkce ESBL a AmpC (Hrabak, Bergerova et al., 2009)

Na obrazku ¢. 12: kmen vpravo je producentem ESBL: na Mueller-Hinton agaru +
oxolinova kyselina (MHA+OXA) je ziejma deformace inhibi¢nich zén (IZ) smérem

k disku s amykacinem (AMC), sipka oznacuje naznak hranice IZ.

Kmen vlevo je konstitutivnim producentem AmpC: na MHA + OXA je zfejmé

zvétéSeni 1Z u cefalosporini tfeti generace v porovnani s MHA.
4.2.3 Stanoveni metalo-3-laktamaz

Priikaz metalo-B-laktamaz

Metody prikazu metalo-B-laktamaz jsou zalozeny na prikazu inhibice B-laktamaz
chelatory kovovych iontli, mezi které patii EDTA, kyselina 2-merkaptopropionova a
dalsi. Vzhledem k tomu, Ze u n€kterych druhii neni EDTA dostate¢né citliva, je nutné
pouzit kombinaci obou zminénych inhibitort EDTA a kyseliny 2-merkaptopropionové.
Produkci MBL je nutné vzdy konfirmovat spektrofotometrickou metodou hydrolyzy
imipenemu, které jsou provadény specializovanou laboratofi. (Hrabak, Bergerova a kol.,
2009)

4.3 Genotypové metody priikazu rezistence

Pouzivani téchto metod ma celou fadu vyhod. Usnadiiuje vyhodnocovani vysledki
minimalni inhibi¢ni koncentrace, kdyz se hodnota pohybuje na hranici G¢innosti, nebo

tésné okolo ni. V ptipadech akutni infekce umoznuje rychlé zjisténi genti rezistence
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v porovnani s fenotypovymi metodami v€asné nasazeni terapeutické 1écby.
4.3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Nejjednodussi postup genetické detekce p-laktaméz je amplifikace celého
B-laktamazového genu nebo jeho ¢asti pomoci PCR s oligonukleotidovymi primery,

které jsou specifické pro cilové geny. (Chroma, Kolat, 2010)
4.3.2 Jednofetézcovy konformacéni polymorfismus (PCR-SSCP)

Jedna se o jednoduchou metodu pro identifikaci sekvence zmén v amplifikované
DNA. Je zalozena na poznatku, Ze pohyb single stranded DNA v nedenaturovaném
polyakrylamidovém gelu je velmi citliva na priméarni sekvenci. Jakykoliv rozdil
v zakladni sekvenci ssDNA v disledku mutace nebo polymorfismu bude rozpoznan
diky posunu pohybu. Tato metoda byla pouzita pro detekci jednotlivych bodovych
mutaci v bla SHV genu. Tato metoda byla aplikovana pro detekci genu SHV-7
a identifikaci riznych geni SHV v ramci jednoho genu. (Fujita, Silver, 1994), (Chroma,
Kolat, 2010)

4.3.3 PCR - délka restrik¢nich fragment( polymorfismu (PCR-RFLP)

Analyza RFLP wumoziuje charakterizaci DNA po natraveni restrikénimi

endonukledzami a nasledné separace fragmentti DNA v agardézovém gelu.
RFLP je jednoduchd a rychld metoda pro detekci zndmych mutaci, které jsou
rozpoznany restrikénimi endonukleazami. (Arlet, Brami, Decre, 1995)

4.3.4 Ligazova retézové reakce (LCR)

LCR metoda zahrnuje pouziti dvou part sond, kdy je kazda komplementarni k ¢asti
z denaturované cilové DNA. Kazdd sonda je navrzena tak, aby hybridizovala
na pfilehlych usecich DNA. V disledku nedokonalé hibridizace sondy s cilovou
strukturou je ligace inhibovana. (Wiedmann, Wilson et al., 1994)

LCR je vhodna pro detekci bodovych mutaci, jako jsou ty, které vyskytujici v genu
bla. (Chroma, Kolat, 2010)
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4.3.5 Real-time PCR

U této metody dochazi k redukci jedné doby cyklu, eliminace detekce a pouziti
citlivych fluorescenénich detekénich zatizeni. Na rozdil od jednoduché PCR, real-time
PCR umoznuje kontinudlni sledovani akumulace amplikon v redlném Case pomoci
znaCenych primerti, oligonulkeotidi nebo amplikonii s molekulami schopnych

fluorescence.
Real-time PCR s naslednou analyzou tani kiivky nasla praktické uplatnéni v detekci
SHV rozsiteného spektra B-laktamaz. (McKay, 2004), (Chroma, Kolat, 2010)

4.3.6 DNA microarray

Hlavni nevyhodou vySe uvedené metody je omezeny pocet cilli, které maji byt
detekovany a diferencovany v jednotlivych reakcich. DNA microarrays se zdaji byt
slibnou genotipizacni technikou s vysokou multiplexni schopnosti. Misto rozpoznavani
a studie jednoho genu v jedné reakci, umoznuji DNA mikroc¢ipy v jednom cyklu urcit

vétSinu az vSechny geny daného organismu.
DNA microarrays byvaji pouzivany ve tfech hlavnich klinickych oblasti:
A pro profil exprese genti — méfeni hladiny exprese ve tkanich.

A pro genotipizaci — stanoveni onemocnéni pomoci pfislusnych genti nebo

ptuvodct chorob.

A pro DNA sekvenci — hledani novych mutaci. (Chroma, Kola#, 2010), (Timothy,
2001)

4.3.7 Primé sekvenovani

Piimé sekvenovani zlstdva zlatym standardem pro identifikaci nezndmych

produktt. (Chroma, Kolaft, 2010)
4.3.8 MALDI - TOF

MALDI-TOF nabizi moZnost detailni identifikace a diferenciace bakterii béhem
neékolika minut ptimo z kolonii vypéstovanych na kultiva¢nich padach. Tento novy,
metodicky jednoduchy pfistup sniZzuje néklady na spotfebni material a dobu strdvenou

pfi diagnostice. Poskytuje hmotnostni spektra pomoci latek, které jsou obsaZené
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v bakterialni buiice a jsou charakteristické pro analyzovany rod, druh ¢i kmen. (Wieser,

Schneider et al., 2012)

Tabulka 1 Pfifazeni pikii hmotnostnich spekter Escherichia coli (Gidden, Denson et al., 2009)

mfz E. coli

675.5
685.5 Na+ PG (28:2)
686.5 Na + PE (30:0)
700.5

708.5

7125 Na+PE (32:1)
7135

7145 Na + PE (32:0)
717.5

722.5

726.5 Na+PE (33:1)
7315

734.5 2Na-H +PE (32:1)
736.5 2Na-H + PE (32:0)
739.5

7405 Na+PE (34:1)
7455

7485 2Na-H +PE (33:1)
753.5

754.5 Na +PE (35:1)
755.5

762.5 2Na-H +PE (34:1)
767.5

768.5

7765 2Na-H + PE (35:1)
823.6

851.6

887.7

901.7

915.7

(PE) fosfatidylethanolamin, (PG) fosfatidylglycerol, ¢isla v zavorkach uvadi pocet atomi uhliku a dvojnych vazeb
(Gidden, Denson et al., 2009)
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5 Lécba

Lécba multirezistentni Escherichia coli by se méla stat cilenou terapii, ktera je
zalozena na vysledcich testl citlivosti provadénych in vitro. Je také dulezité dodrzovat
zasady antibiotické 1écby multirezistentnich infekci. Mezi tyto zésady patii dodrzovani
spravné indikace, rozliSovani mezi kolonizaci a infekci, dale v¢éasné zahajeni 1é¢by,
podavani ucinného antibiotika nebo jejich kombinace, spravné davkovani, vhodny
zpusob podani nebo adekvatni délka 1é¢by. Bez dodrzovani téchto zasad muze mnoho
1éCebnych postupt selhavat, coz vyznamné prodluzuje dobu trvani infekce, ohrozeni

pacienta na zivoté a zvySuje 1 naklady na Iécbu.
5.1 Karbapenemy

Karbapenemy (meropenem, imipenem, ertapenem) jsou povazovany za lék prvni
volby pro vazné, zivot ohrozujici infekce zptisobené organismy produkujici ESBL.
Zéakladem pro toto tvrzeni neni jen téméf jednotna in vitro citlivost téchto slouéenin, ale
také stale rozsahlé klinické zkuSenosti. Meropenem je povazovan za 1€k volby
u nemocni¢nich meningitid, podobnou u¢innost najdeme téz u polymyxinu B. (Paterson,

Bonomo, 2005)
5.2 Cefalosporiny

Cefalosporiny by nemély byt pouzivany k 1é¢bé zavaznych infekci ESBL
produkujicich organismd, i kdyz jsou testy citlivosti v normé. (Falagas,
Karageorgopoulos, 2009) Ani cefepim by nemél byt pouzivan v prvni linii terapie proti
organismy produkujici ESBL. Je-li pouzit, m¢l by byt pouzivan ve vysokém davkovani.
Rezistence na cefipim mize byt ¢astéjsi pro kmeny, které produkuji CTX-M typ ESBL.
(Paterson, Bonomo, 2005)

5.3 Cefamyciny

Cefamyciny (napf. cefoxitin, cefotetan) jsou strukturné stabilngjsi k hydrolyze
ESBL neZ jiné cefalosporiny. Mnoho organismi produkujici ESBL zlstavaji citlivé
na cefamyciny. Kromé toho dochazi ke zvySeni poctu kmend produkujicich ESBL,
véetné AmpC enzymd, které zprostiedkovavaji odolnost viuéi cefamycinam. (Rupp, Fey,

2003)
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5.4 Kombinace: B-laktamové antibiotikum s inhibitorem B-laktamazy

B-laktamova antibiotika s inhibitory B-laktamaz nejsou povazovany za vhodnou
1é¢bu prvni volby zavaznych infekci zptisobené organismy produkujici ESBL. Udaje
tykajici se jejich pouzivani pfi 1é€bé zavaznych infekci jsou rozptyleny a selhani 1écby
byly jiz hlaseny. Jejich ucinnost muze byt snizena v organismech, které produkuji vice
ESBL. Hyperprodukce matefskych enzymi (napt. TEM-1, SHV-1 aj.) nebo kombinace
s B-laktaméazy muze vést ke ztrat¢ membranovych porinli, coz ma za nasledek snizeni
aktivity inhibitora B-laktamazy. Stupen inhibi¢ni aktivity inhibitort B-laktamaz proti
hydrolyze B-laktami se muze liSit podle typu inhibitoru, jakoz i typu ESBL. V tomto
ohledu bylo zjisténo, Ze tazobaktam je siln¢j$i ve srovnani s kyselinou klavulanovou
proti CTX-M typu ESBL. Ob¢ vyse uvedené latky se zdaji byt u¢inné&jsi nez sulbaktam
v inhibici TEM a SHV typu ESBL. (Paterson, Bonomo, 2005)

5.5 Chinolony

Chinolony mohou byt povazovany za vhodnou I[é¢bu prvni volby
u komplikovanych infekci mocovych cest a v druhé volbé k 1é¢bé bakterémie,
nemocni¢ni pneumonie nebo nitrobfiSnich infekei zplisobené organismy produkujici
ESBL v ptipadé, ze je in vitro prokazana citlivost na chinolony. Bohuzel, rostouci
in vitro rezistence ESBL produkujicich organismi na chinolony omezuje roli téchto
antibiotik v budoucnu. (Paterson, Bonomo, 2005) Obecné plati, Ze novéjsi chinolony

neposkytuji dalsi skvélé vyhody oproti ciprofloxacinu.

Rezistence na flourochinolony je rezistence zktizena. To znamena, ze zasahuje
bez vyjimky vSechny generace chinolontl. Nastup rezistence je velmi rychld a mize
k nému dojit v néekterych piipadech 1 beéhem I1écby. K tomuto stavu dochazi
pfi dlouhodobém preventivnim podéavani nizkych davek u recidivujicich a chronickych

uroinfekci. (Jindrak, Urbaskova et al., 2007)
5.6 Aminoglykosidy

Pouziti aminoglykosidii zavaznych infekci by mélo byt pravdépodobné omezeno

na kombinaci s f-laktamovymi antibiotiky.
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5.7 Kolistin

I kdyz je kolistin ¢im dal vice pouzivan proti multirezistentnim gramnegativnim
bakterialnim infekcim. Vzhledem k alarmujici odolnosti vii¢i mnoha dalSich, v soucasné
dobé pouzivanych antibiotik, bylo jeho klinické pouziti omezeno kvuli nedostatku
informaci o jeho farmakokinetice, farmakodynamice, a toxikodynamice. (Li, Nation
et al., 2006) Kolistin se mize ukazat jako dualezité antibiotikum pro 1écbu Escehrichia
coli produkujici ESBL. V brzké budoucnosti ma kolistin potencial byt alternativni
terapii pro infekce zpusobené Escehrichii coli produkujici ESBL. (Kiratisin, Tiengrim
et al., 2006)

5.8 Tigecyklin

Tigecyklin je glycyleyklinové antibiotikum, které ukazuje slibnou aktivitu proti
celé tad¢ organisml. Je aktivni proti mnoha gramnegativnim bakteriim vcetné
rezistentnich na vice tfid antibiotik (proti multirezistentnim grampozitivnim a
gramnegativnim patogentim, vcetné MRSA, penicilin-rezistentni pneumokoky,
vankomycin-rezistentni enterokoky a Enterobacteriaceae produkujici ESBL). (Betriu,
Rodriguez-Avial et al., 2006) Tigecyklin je dilezité antibiotikum pro 1é¢bu Escherichia
coli produkujici ESBL. Tigecyklin podobné jako kolistin bude mit v brzké budoucnosti
potencial byt alternativni terapii pro infekce zpisobené Escehrichia coli produkujici
ESBL. (Kiratisin, Tiengrim et al., 2006)
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6 Epidemiologie Escherichia coli ESBL

6.1 Vyskytv Evropé

Prvni vyskyt ESBL pozitivnich pacientii byl zaznamenan v Evropé. Ackoliv prvni
zachyty byly z Némecka nebo Anglie, drtiva vétSina zprav o pozitivnich izolatech
v prvnich deseti letech po objevu ESBL pfichazela z Francie. Prvni velké ohnisko
ve Francii bylo ohlaseno v roce 1986. Sifeni ESBL bylo pomérné dramatické. Nicméné
v uplynulych letech diky protiinfek¢nim opatfenim a investicim do vyvoje novych
laboratornich technik na detekci ESBL se podafilo snizit vyskyt ESBL. Zatimco
dochazelo ke snizovani vyskyt ESBL v zapadni Evrop€, ve vychodni Evropé dochézelo
k opacnému efektu, k postupnému narastu vyskytu ESBL. Ohniska nakazy s organismy
produkujici ESBL byly nyni hlaseny prakticky z kazdé evropské zemé. (Paterson,
Bonomo, 2005)

Ceska republika je fazena k programu Antimikrobialni surveillance v Evropé
(EARSS), ktery sdruzuje vSech 27 clenskych stitt EU a dvé zemé Evropského
hospodatského prostoru Norsko a Island. V této surveillance jsou sledovany rezistence
kment izolovanych pouze z invazivnich nemocniénich materialtt (hemokultury, likvory).
V Zadné ze sledovanych zemi nedochazi k tendenci snizovani rezistence na tieti
generaci cefalosporintl. Ctrnact ze sedmnacti zemi hlasi mezi 85 % a 100 % ESBL
pozitivnich izolati mezi izolaty odolné vici tfeti generaci cefalosporind. V roce 2011
uvedlo jedenact zemi jeden nebo vice rezistentnich izolatd na karbapenemy. VétSina
rezistentnich izolatd (10 izolatd, 40 %) byla zaznamenana u Recka. Vyrazné rostouci
tendence na karbapenemy byly pozorovany v jedenacti zemich na fluorochinolony.
Vyrazné klesajici tendence rezistence na fluorochinolony byly pozorovany v Ceské

republice a Svédsku. (EARSS-Net, 2011)
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Figure 4.1: Escherichia coli: percentage (%) of invasive isolates with resistance to third-generation cephalosporins by
country, EU/EEA countries, 2011
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Obrazek 13 Stupe rozsifeni izolatd Escherichia coli rezistentni k lll. generaci cefalosporinti v roce 2011 (EARSS-
Net, 2011)

6.2 Situace ve svété

Po prvnich zpravach o vyskytu ESBL v Evropé byly hlaSeny dalsi ve svéte. Prvni
zpravy o ESBL produkujicich organismech ve Spojenych statech se objevily v roce
1988. Z narodni surveillance nozokomialnich infekci z ambulantni péée vyplyva, ze 1,8 %
z 12.059 izolatt Klebsiella pneumoniae a 0,4 % ze 71.448 izolatt Escherichia coli byly

1zolaty rezistentni.

V Africe a na stiednim vychod¢ bylo také hlaseno nékolik ohnisek infekce s ESBL,

ale Zadna narodni surveillance nebyla publikovéna.

V Australii byly prvni ESBL zjistény v roce 1986 a 1988 v Perthu. Za poslednich
deset let byly organismy produkujici ESBL zjistény ve vSech statech Australie a
Severniho teritoria. Ohniska nakazy se vyskytly jak u dospélych, tak i u détskych

pacientd.

V Asii byly prvni organismy produkujici ESBL hlaseny v roce 1988 z Ciny.

Ze zprav zahrnujicich omezené mnozstvi shromazdénych izolatd v roce 1998 a 1999
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bylo 30,7 % izolatd Klebsiella pneumoniae, 24,5 % izolatd Escherichia coli byly
organismy produkujici ESBL. Narodni prizkumy ukazaly pfitomnost ESBL v 5 - 8 %
z Escherichia coli izolata z Koreje, Japonska, Malajsiec a Singapuru, ale 12 — 24 %

v Thajsku, na Tchaj-wanu, ve Filipiny a Indonésii.

V poslednich letech doslo také nékolik zprav o komunitnich infekcich nebo

kolonizacich ESBL produkujici Escherichia coli. (Paterson, Bonomo, 2005)
6.3 Nozokomialni infekce

Infekce a kolonizace organismy produkujici ESBL jsou obvykle ziskané
v nemocni¢nim zafizeni, zejména na jednotkach intenzivni péce. Ostatni nemocnicni
jednotky, které jsou vystaveny zvySenému riziku, zahrnuji chirurgicka oddéleni,
pediatrii a neonatologii, rehabilita¢ni jednotky a onkologickd oddé€leni. Komunitni
Kliniky a pecovatelské domy byly také identifikovany jako potencialni rezervoary.
Rizikové faktory pro infekce nebo kolonizace s organismy produkujicimi ESBL
zahrnuji: délku hospitalizace nebo pobyt na jednotce intenzivni péce, piitomnost

cévnich nebo mocovych katétrti, hemodialyzu nebo nizkou porodni hmotnost.

Mezi domy s pecovatelskou sluzbou a organismy produkujici ESBL existuje vztah.
Je prokazano, ze domy s pecovatelskou sluzbou mohou slouzit jako brana vstupu pro
ESBL produkujici organismy do intenzivni pée v nemocnici. Naopak, pacienti
s kolonizaci nebo infekci ziskanou v nemocnici se mohou vratit do jejich domova
S pecovatelskou sluzbou a pienést organismy produkujici ESBL. V domech
s peCovatelskou sluzbou dochazi k naduzivani antibiotik a jsou povazovany za rizikovy
faktor pro kolonizace organismy produkujici ESBL. Pouzivani antibiotik je
v pecovatelskych domech casty jev. Mezi dalsi faktory patfi nachylnost s expozici
na mikrobialni flofe jinych obyvatel, zejména budou-li inkontinentni a vyzaduji-li ¢asty
kontakt se zdravotniky, ktefi jim poskytuji péci. Bylo dobte zdokumentovano, ze myti
katetrizace a dekubity, které byly spojeny s kolonizaci organizmy neprodukujicimi
ESBL. (Paterson, Bonomo, 2005)

6.4 Komunitni infekce

V poslednich letech doslo k nékolika zpravam o komunitné ziskanych infekcich

nebo kolonizacich Escherichia coli produkujici ESBL. Tyto zpravy pochazeji
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ze Spanélska, Izraele, Velké Britanie, Kanady a Tanzanie. U pacienti s infekci
mocovych cest se rozvinula Escherichia coli produkujici CTX-M. Nékteré¢ infekce
mocovych cest byly spojeny s bakterémii. VéEtSina izolat byla odolna proti bézné
pouzivanym antibiotikim podavanym na infekce mocovych cest jako trimethoprim-
sulfamethoxazol, ciprofloxacin, gentamycin a ceftriaxon. Rodriguez-Bano v Seville
ve Spanélsku provadél kontrolni studie, které U hospitalizovanych a
nehospitalizovanych pacientti zkoumaly rizikové faktory infekce zptisobené Escherichia
coli produkujici ESBL. Bylo zjisténo, Ze byly nezavislé rizikové faktory u diabetes
mellitus, pouzitim chinolont u opakujicich se infekci mocovych cest, hospitalizace a
star§i vek. Pitout v Calgary v Kanadé¢ ukazal, ze 22 piipadid infekci zpasobenych
Escherichia coli produkujici ESBL u 100 000 obyvatel/rok bylo u star§ich pacientt
nad 65 let. (Paterson, Bonomo, 2005)
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7 Prevence vzniku

Mezi faktory, které podporuji vznik rezistence, patii uzivani Sirokospektrych
antibiotik, dlouhodoba hospitalizace, Casty transport na operacni sal nebo diagnosticka
vysetieni. Protoze existuji zavazné problémy Vterapii onemocnéni vyvolané
multirezistentnimi kmeny, je nutné t¢émto infekcim ptredchazet. Mezi moznosti prevence
muzeme zatadit postup v raciondlnim uziti ATB nebo v prevenci pienosu infekénich

patogentl.
7.1 Racionalni uziti ATB

Vys§i spotieba antibiotik méa negativni dopad na zvySovani rezistentnich
bakterialnich kmentd. Ptikladem takového klinického dopadu je piedev§im moznost
selhani antibiotické 1éCby. Jednou z moznosti, jak se tomuto selhdni ubranit, je
dodrZovani zasad antibiotické politiky. Obsahem antibiotické politiky je souhrn opatieni
pro u¢inné a bezpecné uzivani antimikrobidlnich ptipravki, jehoz cilem je zajistit
vysokou odbornou uroven antimikrobidlni 1é€by, omezit vznik a Sifeni rezistentnich

r

mikroorganizmi a zachovat tak co nejdelsi ucinnost antibiotik. (Kolaf, Urbanek a kol.,

2003)

Pokud nemutzeme pouzit cilenou antibiotickou léCbu na zaklad¢ identifikace
patogenni bakterie, musime pouzit empirickou antibiotickou 1écbu. Ta vychazi

z n¢kolika nasledujicich podkladi:
1. znalost pfirozeného mikrobidlniho osidleni mista infekce,
2. znalost mikrobti, které zpiisobuji onemocnéni daného organu,

v v

3. informace o regiondlni epidemiologické situaci a rezistenci nejcastéjSich

bakterialnich patogent,
4. znalosti o mikrobiologickych a farmakologickych vlastnostech antibiotik,
5. informace o pacientovi:
o vEk,
e stav imunitniho systému,
e alergie,

e d¢lka hospitalizace,
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e predchozi antibioticka 1écba,
e vysledky vySetfeni.

Pti rozhodovani o tom, které antibiotikum je pro pacienta nejvhodnéjsi, je nutné
komplexn¢ zvazit jeho zdravotni stav. Tézké infekce a pacienty s oslabenou imunitou je
vhodnéjsi 1éCit baktericidnimi antibiotiky, ktera infekcéni agens usmrti. Lehce a stiedné
tézké infekce se 1€Ci pomoci bakteriostatickymi antibiotiky, které zastavuji rast a

mnozeni bakterii. (Kolaf, Urbanek a kol., 2006)

Dalsi moznosti je cilend terapie antibiotiky pfi znalosti ptivodce, infekce a jeho
citlivosti in vitro. Dusledné dodrzovani délky terapie a pravidelné vyhodnocovani
infekce antibiotiky. Mezi zakladni moznosti také patfi podani dostateénych davek
antibiotik a pfisné dodrzovani intervali podani. Bylo prokazano, Ze nizké davky
antibiotik vytvarejici subinkubacni hladiny v misté infekce vedou castéji ke vzniku

rezistentnich subpopulaci bakterii.
7.2 Prevence prenosu infekénich patogenu

Zdravotnické prostiedi je dulezity rezervoar gramnegativnich bakterii b&éhem
propuknuti infekce, stejné jako jejich prokdzand schopnost piezit na umélém povrchu.
Tradi¢ni mista vyskytu gramnegativnich bakterii v nemocnicich jsou ty, které jsou
prerusované vystaveny vod¢. To zahrnuje umyvadla, dfezy, sprchy, koupelny a toalety.
Bakteridlni biofilm se hromadi v instalatérském potrubi, vcetné kohoutkli a vodnich
filtrd. Tyto komponenty hosti a chrani celou fadu vodu milujicich organismi,

piedstavuji hrozbu pro okolni oslabené pacienty. (Khan, Dance ret al., 2012)
7.2.1 Bariérovy reZim

Bariérovy rezim minimalizuje riziko vzniku a Sifeni nemocni¢nich nékaz. (Opatfeni
K prevenci a pfenosu infekénich agens ve FNHK, 2012) Prvnim krokem a prioritou je
peclivé dodrZzovani standardnich a kontaktnich opatifeni za jakychkoliv podminek.
Mezi tyto opatieni pii kontaktu s pacientem patii ochranné osobni pracovni pomiicky,

obleceni, rukavice, rouska. (Khan, Dance ret al., 2012)

Mikrobiologické screeningové vysetieni

Pacienti JIP odd€leni jsou pravidelné monitorovani. Aktivni monitoring se provadi

u pacienti, ktefi ptiSli do kontaktu s pozitivnimi pacienty.
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Doporucené provedeni mikrobiologického screeningu MR kmenl pifi piijmu

do nemocnice je do 48 hodin.

e Gramnegativni MR screening (vytér z rekta, stér z ran):

o provadi se u hospitalizovanych, ktefi navstivili rizikové zahrani¢ni

oblasti.

o pacienti prelozeni zjednotek intenzivnich péci jinych nemocnic,

specializovanych center, dlouhodobé¢ hospitalizovani.

e Pacient s prijmem (pfi ptekladu z jiného zdravotniho zatizeni, LDN, ustavu

socialni péce): vySetieni stolice na antigen a toxin Clostridium difficile.

(Opatieni k prevenci a pienosu infek¢nich agens ve FNHK, 2012)

7.2.2 |zolaéni rezim

[zolaénim reZzimem rozumime obecny postup chovani k pacientiim, kteti se mohou

stat zdrojem nakazy pro ostatni pacienty. Mezi takové opatieni patii:

izolace pacienta od ostatnich pacientd,

hygiena rukou — dezinfekéni ptipravky s u¢innosti na pavodce,

oznacit viditelné pokoj, postel a kartu (ESBL),

veskera zdravotnickd dokumentace zlstava trvale mimo izola¢ni pokoj,
manipulace s pradlem — zajistit v misté vzniku,

manipulace s odpadem — shromazd’ovat v misté vzniku,

izolace kon¢i po tfetim negativnim bakteriologickém vySetteni.

Do doby negativity vysetfeni je zaveden izola¢ni rezim.
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Prakticka cast
8 Material a metodika

8.1 Vybér dat

Vysledky diplomové prace vychdzeji z retrospektivni analyzy dat z elektronické
databaze laboratorniho informaé¢niho systému Ustavu klinické mikrobiologie Fakultni
nemocnice Hradec Kralové. Ve studii jsou zahrnuta data vSech pacienti
hospitalizovanych nebo ptichazejicich k ambulantnimu osetfeni ve FN HK, u kterych
byla izolovana multirezistentni Escherichia coli z klinického materidlu za casové

obdobi od 1. 1. 2008 do 31. 12. 2012.

Databaze byla zpracovana v programu Microsoft Excel. Z databaze byly odstranény
duplicity. Z rodnych &isel pacienta byla vypocitana data narozeni, vék a pohlavi. Z data
nalezu byl vypocitan mésic a rok nalezu. Jednotlivé kliniky byly rozdéleny
na chirurgické/nechirurgické a intenzivni/standardni oddéleni. Vysetieni byla rozdélena
podle klinického materialu. Data byla nasledné zpracovdna pomoci kontingenénich
tabulek a grafi. Na ovéfeni teorie, Ze u jednoho pozitivniho vyskytu je mozné bakterii

opétovné prokazat, byly pouzity tidaje pacientl poprvé pozitivnich v roce 2008.
8.2 Kaultivace Escherichia coli

Klinické materialy byly zpracovany dle standardnich operaénich postupti Ustavu
klinické mikrobiologie FN Hradec Kralové. Po pfijeti vzorku v laboratofi a zhotoveni
mikroskopického preparatu barveného dle Grama byly materidly naockovany na sérii
agart dle lokalizace infekce (krevni agar, McConkyho agar, ¢okoladovy agar, agar
pro anaerobni kultivace, Sabouraudiiv agar a jatrovy bujon). Agary byly kultivovany
V béZzné atmosféfe v termostatu pii 36 + 2°C, anaerobni kultivace probiha v termostatu
Bug Box sanaerobni atmosférou. Dale byly agary odecitany po 24 — 48 hodinach,
anaerobni agary po 2 — 5 dnech. Escherichia coli byla identifikovana charakteristickym
ristem na pevnych bakteriologickych pidach pestrou biochemickou fadou (Hajnova
puda, produkce indolu, negativni Simmonsiv citrat, negativni produkce ureazy — vse
od firmy Trios). Kmeny ze zavaznych klinickych materiali a kmeny s nejistou
identifikaci v kratké biochemické fad¢ dourceny systémem Vitek 2 (Bio-Mérieriux).

Citlivost na ATB byla urcena diskovou difizni metodou, ATB (disky Oxoid), Mueller-
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Hintonliv agar (Trios), dilu¢ni mikrometodou vmikrotitratnich destickdch (Trios).
Ke stanoveni rezistence byla pouzita kultura Eucast. Produkce Sirokospektrych

B-lakamaz ur¢ena modifikovanym DDST.
8.3 Materialy

V tabulce €. 2 je uvedeno rozdéleni materiald dle jednotlivych klinickych systémd.
Prehled klinik Fakultni nemocnice Hradec Kralové je uveden v tabulce ¢. 3, rozdé¢leni
na chirurgické nebo nechirurgické obory je znazornéno v tabulce ¢. 4. Prehled jednotek

intenzivni péce je uveden v tabulce ¢. 5.

Multirezistentni Escherichia coli je definovana jako kmen produkujici

Sirokospektrou -laktamazu ESBL nebo AmpC.

Prvni zachyt je definovan jako ¢asové prvni kultivace multirezistentni Escherichia
coli z jakéhokoliv materidlu daného pacienta. Opakovany zachyt je definovan jako

kazda dalsi kultivace z téhoz nebo z jiné¢ho materidlu z daného pacienta.

Roc¢ni obdobi jsou rozdélena a definovana podle mésict: jaro (bfezen, duben,
kvéten), 1éto (Cerven, Cervenec, srpen), podzim (zafi, fijen, listopad) a zima (prosinec,
leden, unor). VEkové rozmezi je rozdéleno a definovano podle ontogenetického vyvoje
Clovéka: novorozenec, kojenec, batole, predskolni ve&k, Skolni ve€k (0 — 15 let),
adolescence, rana dospélost (16 — 25 let), produktivni veék (26 — 39 let), pracujici
(40 — 55 let), obdobi raného stati (56 — 75 let) a obdobi pravého staii (76 < let).

Tabulka 2 Rozdéleni materiald dle klinickych systémti

material
aerobni hemokultivace
anaerobni hemokultivace
hemokultivace détska hemokultivace
kultivace cévniho katetru — cizi materidl
moc¢ z permanentni cévky
cévkovand moc
mocC v

moc

kultivace mocového katetru — cizi material
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kultivace z laryngu

kultivace vytéru z nasopharyngu
horni cesty dychaci kultivace vytéru z nosu
kultivace vytéru z krku
kultivace stéru z dutiny Ustni
kultivace sputa
kultivace trachealniho aspiratu
kultivace trachealniho vytéru
dolni cesty dychaci kultivace aspiratu z bronchu
kultivace bronchoalveoldrni lavaze
kultivace savky
kultivace punktatu, tekutiny
kultivace z abscesu
kultivace z pistéle
kultivace z rany
kultivace drenu — cizi materidl
kultivace stéru z dekubitu
hnis, rana kultivace tkdné
kultivace kloubniho punktatu
kultivace pleurdiniho vypotku, ascités
kultivace hnisu
kultivace stéru
kultivace vytéru ze zvukovodu, oka

kultivace vytéru z rekta — screening pro JIP

kultivace vytéru z rekta

rektum aerobni kultivace vytéru z rekta
anaerobni kultivace vytéru z rekta
kultivace vytéru z vaginy (+ GO)
vagina kultivace stéru z vaginy
kultivace stéru klze
ktze

kultivace stéru z pupku
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Tabulka 3 Prehled jednotlivych klinik ve FNHK

Kliniky ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové

I interni klinika

IIl. interni klinika

Klinika infekénich onemocnéni

Plicni klinika

Neurologicka klinika

Psychiatricka klinika

Détska klinika

Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny
IV. interni klinika — oddéleni klinické hematologie
Klinika onkologie a radiologie

Klinika gerontologicka a metabolicka

Kardiochirurgicka klinika

Chirurgicka klinika

Oddéleni détské chirurgie a traumatologie
Neurochirurgicka klinika

Ortopedicka klinika

Urologicka klinika

Klinika usni, nosni a kréni

O¢ni klinika

Porodnicka a gynekologicka klinika

Klinika nemoci koZnich a pohlavnich

Rehabilitac¢ni klinika

Tabulka 4 Rozdéleni klinik ve FNHK na chirurgické a nechirurgické obory

Obory ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové

kardiochirurgicka klinika

chirurgicka klinika

oddéleni détské chirurgie a traumatologie

neurochirurgicka klinika

chirurgické obory

ortopedicka klinika

urologicka klinika

klinika usni, nosni a kréni

ocni klinika

porodnicka a gynekologicka klinika

I. interni klinika

. interni klinika

klinika infekénich nemoci

plicni klinika

nechirurgické obory

neurologicka klinika

psychiatricka klinika
détska klinika

klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny

klinika nemoci koznich a pohlavnich
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klinika onkologie a radioterapie
klinika gerontologicka a metabolicka
IV. Interni klinika - oddéleni klinické hematologie

rehabilitac¢ni klinika

Tabulka 5 Pfehled oddéleni intenzivni péce ve FNHK

Intenzivni péce ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové

Akutni kardiologie Korondrni a arytmologicka jednotka

JIP infekéni JIP plicni

JIP neurologie JIP vétsi déti

JIP novorozenci K. anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny
JIP geriatrie JIP interni A

JIP interni B JIP kardiochirurgicka

JIP kardiochirurgicka 2 JIP 1 chirurgickd

JIP 2 chirurgicka JIP neurochirurgicka

JIP transplantacni Oddéleni hematologie

JIP II. Interni hematologicka

Tabulka 6 Poéet hospitalizovanych pacientt v jednotlivych letech (Vyroéni zprava, 2008, 2009, 2010, 2011, 2012)
2008 2009 2010 2011 2012

pocet hospitalizovanych pacientf 42 691 41234 42 574 40515 41 382

Tabulka 7 Poéet hospitalizovanych pacienti na jednotlivych klinikach (Vyroéni zprava, 2008, 2009, 2010, 2011,
2012)

2008 2009 2010 2011 2012

anesteziologie, resuscitace a interni mediciny 505 692 724 737 748
détska 3911 3946 3995 3597 3581
détské chirurgie a traumatologie 1362 1391 1432 1464 1252
gerontologicka a metabolicka 2 402 2439 2418 2476 2479
chirurgickd 4306 3839 3987 3764 4226
. Interni 3253 3138 3180 3126 3358
II. Interni 3840 3482 3392 3575 1678
IV. Interni - oddéleni klinické hematologie N N 1706 1767 1887
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infekénich nemoci 1642 1469 1428 1391 1419

kardiochirurgicka 1447 1435 1536 1492 1619
neurochirurgicka 2372 2312 2287 2243 2210
neurologickd 1733 1872 2017 1869 2 045
onkologie a radioterapie 1779 1739 1969 1779 1716
ortopedicka 2511 2570 2 466 2243 2273
plicni 1308 1225 1175 1202 1349
porodnicka a gynekologicka 4578 4577 4324 4176 4388
psychiatricka 779 813 778 779 1038
rehabilitacni 838 755 777 797 783
urologicka 1451 1759 1940 2087 2200
usni, nosni a kréni 2364 2209 2269 2374 2342

N = udaj nebyl k dispozici

Tabulka 8 Pocet operovanych a neoperovanych pacientti ve FNHK v jednotlivych letech (Vyro¢ni zprava, 2008,
2009, 2010, 2011, 2012)

pocet 2008 2009 2010 2011 2012
operovanych pacient( 26 407 24 839 25 489 24 939
neoperovanych pacient( 15942 16 395 16 085 15576

Tabulka 9 Poéet pacientti hospitalizovanych na intenzivnim nebo standardnim oddéleni ve FNHK v jednotlivych
letech (dle udaji FNHK)

oddéleni 2010 2011 2012
intenzivni péce 8777 8953 9156
standardni péce 32535 31547 32216

Tabulka 10 Pocet hospitalizovanych muzi a Zen ve FNHK v jednotlivych letech (dle tdaji FNHK)

el 2010 2011 2012
mu3 20 463 20180 20 406
Zena 20 849 20320 20966
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9 Vysledky

9.1.1 Vysledky pozitivnich izolatu

V tabulce ¢. 11 nalezneme vysledky vyskytu multirezistentnich kment Escherichia
coli ve FNHK za ¢asové obdobi 2008 — 2012 (1562 pozitivnich izolatt). V tabulce jsou
rozdélena jednotliva data na prvni (580 pozitivnich izolatl) ¢i opakovany zachyt (982
pozitivnich izolatd) nebo ambulantni (71 pozitivnich izolati) ¢i hospitalizované
pacienty (1491 pozitivnich izolat). Tento zachyt je zaznamenan v grafu ¢. 1. Nejveétsi
narlst celkového vyskytu je zaznamenam v roce 2011 (327 novych pozitivnich izolatu).
Nejvétsi nartst prvniho zachytu je zaznamenan v roce 2011 (203 novych pozitivnich
izolati).

Tabulka 11 Vyskyt pozitivnich izolatt v letech 2008 - 2012

zachyt 2008 2009 2010 2011 2012 celkovy soucet
prvni zachyt 49 47 65 189 230 580
ambulance 4 5 2 21 22 54
nemocnice 45 42 63 168 208 526
opakovany zachyt 47 87 134 337 377 982
ambulance 1 1 11 4 17
nemocnice 46 87 133 326 373 965
celkovy soucet 96 134 199 526 607 1562

Vyskyt pozitivnich izolatd Escherichia coli n = 1562
965

pocet
ul
o
o

B prvni zachyt

M opakovany zachyt

100 54 17
o L m—

ambulance nemocnice

typ oddéleni

Graf 1 Zastoupeni pozitivnich izolati ve FNHK v letech 2008 — 2012
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V grafu €. 2 je zaznamenan vyskyt pozitivnich izolatd v letech 2008 — 2012,

s dal$im rokem roste vyskyt prvnich a opakovanych pozitivnich zachyta.

Vyskyt multirezistentnich kmenuU n =580

600 373

Ul
o
o
N
ap

+ 400
3 /
2 300 ={ii=opakovany zachyt

200 === prvni zachyt

100

m
0
2008 2009 2010 2011 2012
vyskyt

Graf 2 Pfehled vyskytu pozitivnich izolatd Escherichia coli ve FNHK v letech 2008 — 2012

V tabulce ¢. 12 a v grafu €. 3 je uveden piepocet prvniho a opakované¢ho zachytu
na 1000 hospitalizovanych pacientdt za jednotlivd casova obdobi. Pocty

hospitalizovanych pacientl jsou uvedeny v tabulce €. 6.

S dalsim casovym obdobim roste riziko ziskani infekce multirezistentnimi kmeny

Escherichia coli.

Tabulka 12 Pfepodet vyskytu pozitivnich izolatd na 1000 hospitalizovanych pacienti v letech 2008 - 2012

zachyt 2008 2009 2010 2011 2012
prvni zachyt 1,05 1,02 1,52 4,15 5,03
opakovany zachyt 1,08 2,11 3,20 8,05 9,01
celkovy soucet 2,13 3,13 4,72 12,20 14,04
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Graf 3 Pfehled vyskytu pozitivnich izolatd Escherichia coli ve FNHK v letech 2008 — 2012

9.1.2 Vyskyt pozitivnich izolati v klinickém materialu

V ¢asovém obdobi 2008 - 2012 byl celkovy pocet pozitivnich izolatd 1562.
V tabulce ¢. 13 je znazornén klinicky material v jednotlivych letech podle prvniho a
opakovaného pozitivniho zachytu. Srovnani vyskytu prvniho a opakovaného
pozitivniho zachytu v letech 2008 - 2012 udava graf ¢. 4. Nejéast&jSim pozitivnim
materialem jsou vzorky z moce (743 pozitivnich izolati) a dolnich cest dychacich (224

pozitivnich izolatl). Podrobnéjsi ptehled je znazornén v grafech ¢. 5 a 6.

Tabulka 13 Celkovy prehled pozitivniho materialu v letech 2008 - 2012

Klinicky material prvni zachyt opakovany zachyt celkovy soucet
relativni absolutni relativni  absolutni relativni absolutni
dolni cesty dychaci 61 10,5 % 163 16,6 % 224 14,3 %
hemokultivace 46 7,9% 65 6,6 % 111 7,1%
hnis, rana 84 14,5 % 130 13,2 % 214 13,7 %
horni cesty dychaci 37 6,4 % 116 11,8 % 153 9,8%
kGize 17 2,9% 10 1,0% 27 1,7%
moc¢ 303 522% 440 44,8 % 743 47,6 %
rektum 20 3,4% 50 51% 70 4,5%
vagina 12 2,1% 8 0,8% 20 1,3%
celkovy soucet 580 100 % 982 100 % 1562 100 %
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Nejcastéjsi materialy prvniho zachytu jsou moc¢ (259 pozitivnich izolatd), hnis a

rana (81 pozitivnich izolatll). Nejcastéjsi materidly opakovaného zachytu jsou moc (429

pozitivnich izolatl) a dolni cesty dychaci (160 pozitivnich izolath).

Prehled pozitivniho klinického materialu n = 1562
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Graf 4 Prehled pozitivniho klinického materialu podle zachytu v letech 2008 — 2012

V mocovych cestach prevazuje vySetfeni z permanentni cévky (119 prvnich
pozitivnich izolati, 230 opakovanych pozitivnich izolatd) a moce (134 prvnich

pozitivnich izolatl, 111 opakovanych pozitivnich izolatl) zndzornéné v grafu €. 5.
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Graf 5 Pfehled pozitivnich vzorkl moce podle zachytu za ¢asové obdobi 2008 - 2012
V materialu hnis a rana prevazuje Kultivace z rany (29 prvnich pozitivnich izolati,
45 opakovanych pozitivnich izolati) a kultivace stéru (12 prvnich pozitivnich izolatd,

19 opakovanych pozitivnich izolatl) zndzornéné v grafu €. 6.

VysSetreni hnisarana n-214

M prvni zachyt B opakovany zachyt

Graf 6 Prehled pozitivnich vzorkl rany a hnisu podle zachytu v letech 2008 — 2012
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V grafu ¢. 7 je zobrazen piehled vyskytu pozitivnich izoatd v hemokulturach
za jednotlivd Casova obdobi. Z grafu ¢. 7 vyplyvd vzrlstajici tendence prvnich

1 opakujicich vyskyta.

’ Prehled hemohlutivaci
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Vyskyt pozitivnich izolatd v jednotlivych klinikach je uveden v tabulce ¢. 14 a
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Graf 7 Pfehled pozitivnich vzorki hemokultur v letech 2008 — 2012

9.1.3 Vyskyt pozitivnich izolatu v jednotlivych klinikach

grafu ¢. 8. Nejvyssi pocet prvnich pozitivnich zachytd byl zaznamenan na Klinice
gerontologické a metabolické (160 pozitivnich izolatd). Nejvyssi narist prvniho
pozitivniho zachytu byl v roce 2011 zachycen na Klinice gerontologické a metabolické
(novych 32 pozitivnich zachytd) a na IV. Interni klinice — oddéleni Kklinické
hematologie (novych 16 pozitivnich zachyt). Pokles byl zaznamenan v roce 2012
na Neurochirurgické klinice (pokles o 8 pozitivnich zachyti) a na Plicni Klinice
(pokles 0 4 pozitivni zachyty). Poprvé se vyskyt prvnich pozitivnich izolatt po jednom
izolatu vyskytl v roce 2012 na Klinice détské chirurgie a traumatologie, psychiatrické a

usni, nosni a kréni.

V tabulce jsou uvedeny pouze prvni zachyty a materialy z nemocnic (pouze
hospitalizovani pacienti) z divodu srovnani (jednotlivych klinik) a ptepoc¢tu na 1000

hospitalizovanych pacientt.
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Tabulka 14 Srovnani jednotlivych klinik FN HK v letech 2008 - 2012 podle ¢etnosti prvniho pozitivniho zachytu

klinika 2008 2009 2010 2011 2012

anesteziologie, resuscitace a interni med.
détska 6
détské chirurgie a traumatologie

gerontologickd a metabolicka 15
chirurgicka

I. Interni

II. Interni

II. Interni - oddéleni klinické hematologie

= O B~ N W

infekénich nemoci
kardiochirurgicka

N

neurochirurgicka
neurologicka

onkologie a radioterapie
ortopedicka

plicni 1
porodnickd a gynekologicka

psychiatricka

rehabilitacni

urologicka

usni, nosni a kréni

celkovy soucet 45

61

2 2 9

2 3 5 7
1

17 20 52 56
2 3 10 13
2 6 14 11
2 6 9 17
7 4 20 20
2 1 10 10
1 1 5 1
2 1 16 8
2 1 8 9
1 1 1

1 4

2 4 6 2
2 4

1

2 2

4 7

1

42 62 167 184

celkovy soucet
13
23
1
160
31
35
38
60
24
8
29
22

15

18

500



Prehled jednotlivych klinik podle prvniho zachytu
na jednotlivych klinikach n =500
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Graf 8 Srovnani klinik FNHK v letech 2008 - 2012 podle ¢etnosti prvniho pozitivniho zachytu
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V tabulce ¢. 15 je uveden prepocet prvniho pozitivniho zachytu na 1000

hospitalizovanych pacienti za jednotliva Casova obdobi. Pocty hospitalizovanych

pacientd jsou uvedeny v tabulce ¢. 7.

Mezi Kliniky s nejvice zaznamenanym vyskytem pozitivnich izolati patii Klinika

gerontologicka a metabolicka.

Tabulka 15 Prepocet pozitivnich izolatt na jednotlivych klinikach pfepocitanych na 1000 hospitalizovanych

pacienti v letech 2008 - 2012

klinika

anesteziologie, resuscitace a interni mediciny

détska

détské chirurgie a traumatologie
gerontologickd a metabolicka
chirurgicka

I. Interni

II. Interni

IV. Interni - oddéleni klinické hematologie
infekénich nemoci
kardiochirurgicka
neurochirurgicka

neurologicka

onkologie a radioterapie
ortopedicka

plicni

porodnicka a gynekologicka
psychiatricka

rehabilitacni

urologicka

usni, nosni a kréni

N = udaj nebyl k dispozici

2008

1,53
6,24
0,70
0,61
1,04
0,61
0,84

1,15

0,40

2009

0,51

6,97
0,52
0,64
0,57

1,36
0,70
0,87
1,07

1,63
0,22

2010

2,76
0,75

8,27
0,75
1,89
1,77

0,70
0,65
0,44
0,50
0,51

3,40

2,57
3,61

2011

2,71
1,39

21,00
2,66
4,48
2,52

11,32
7,19
3,35
7,13
4,28
0,56
0,42
4,99
0,48

2,51
1,92

2012

12,03
1,95
0,80

22,59
3,08
3,28

10,13

10,60
7,05
0,62
3,62
4,40
0,58
1,76
1,48
0,91
0,96
2,55
3,18
0,43

Vyskyt pozitivnich izolath (prvni a opakovany pozitivni zachyt) na jednotlivych

oddélenich Kliniky gerontologické a metabolické je uveden v tabulce &. 16. Cetnost

jednotlivych oddéleni této kliniky je znazornéna v grafu ¢. 9. Nejvyssi prvni zachyt byl

zjistén na Luzkovém oddéleni A (46 pozitivnich izolath) a opakovany zachyt

na Jednotce intenzivni péce A (343 pozitivnich izolatl).
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Tabulka 16 Vyskyt pozitivnich izolatd na oddélenich gerontologické a metabolické kliniky

oddéleni prvni zachyt opakovany zachyt  celkovy soucet
dialyza 1 5 6
JIP geriatricka 14 5 19
JIP interni A 45 343 388
JIP interni B 27 79 106
IGzkové oddéleni A 46 83 129
oddéleni diabetologické 2 2
oddéleni F 4 5 9
oddéleni geriatrické 21 5 26
celkovy soucet 160 525 685

Klinika gerontologicka a metabolicka n =685
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Graf 9 Vyskyt pozitivnich izolatd na jednotlivych oddélenich Kliniky gerontologické a metabolické v letech
2008 - 2012

V grafu ¢. 10 je uveden vyskyt pozitivnich izolatd na Klinice gerontologické a
metabolické podle materidlu. Nejvice zastoupenym materialem je mo¢ (348 pozitivnich

izolath), hnis a rana (110 pozitivnich izolatu).
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Graf 10 Vyskyt pozitivnich izolatl na oddéleni gerontologické a metabolické kliniky podle materialu v letech
2008 - 2012

9.1.4 Vyskyt pozitivnich izolatd na chirurgickych a nechirurgickych oborech

Srovnani vyskytu pozitivnich izolatd na chirurgickych a nechirurgickych oborech
v letech 2008 - 2012 je uvedeno Vv tabulce ¢. 17 a grafech ¢. 11 a 12. Vyssi zastoupeni

pozitivnich izolatl je zaznamenano na nechirurgickych oborech.

V tabulce jsou uvedeny pouze pozitivni zachyty z nemocnic (pouze hospitalizovani

pacienti) z davodu srovnani a ptepoétu na 1000 hospitalizovanych pacientd.
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Tabulka 17 Srovnani vyskytu na chirurgickych a nechirurgickych oborech v letech 2008 - 2012

obor 2008 2009 2010 2011 2012 celkovy soucet
chirurgicky 11 17 31 126 97 282
prvni zachyt 8 9 12 50 46 125
opakovany zachyt 3 8 19 76 51 157
nechirurgicky 80 112 165 368 484 1209
prvni zachyt 37 33 51 118 162 401
opakovany zachyt 43 79 114 250 322 808
celkovy soucet 91 129 196 494 581 1491

Chirurgické obory n-2s2
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Graf 11 Srovnani vyskytu na chirurgickych ooborech v letech 2008 — 2012

Nechirurgické obory n=1491
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Graf 12 Srovnani vyskytu na nechirurgickych oborech v letech 2008 - 2012
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V tabulce ¢. 18 je uveden piepocet pozitivnich zachytd na 1000 hospitalizovanych
pacientil chirurgickych a nechirurgickych obort. Celkové pocty hospitalizovanych

pacientd jsou uvedeny v tabulce ¢. 8.

Za rizikovéj§i oddéleni lze povazovat nechirurgickd oddéleni, kde se

multirezistentni kmeny Escherichia coli vyskytuje vice.

Tabulka 18 Prepocet pozitivnich izolatl pfepocitanych na 1000 hospitalizovanych pacienti v letech 2008 - 2011

obory 2008 2009 2010 2011
chirurgické 0,42 0,68 1,22 5,05
prvni zachyt 0,30 0,36 0,47 2,00
opakovany zachyt 0,11 0,32 0,75 3,05
nechirurgické 5,02 6,83 10,26 23,63
prvni zachyt 2,32 0,18 3,17 7,58
opakovany zachyt 2,70 4,81 7,09 16,05

V grafu ¢. 13 je zobrazeno zastoupeni jednotlivych klinickych materidlt
na chirurgickych oborech v letech 2008 — 2012. V grafu jsou uvedeny pouze prvni

zachyty a materialy z nemocnic (od hospitalizovanych pacienti).

Nejvice zastoupenym materialem je mo¢. Na druhém misté je vyznamné zastoupen

material hnis a rana. V roce 2011 je vyznamné zastoupeni materidlu z dolnich cest

dychacich.
Vyskyt materialt na chirurgickych oborech n=125
I 50
45 T vagina
40 — rektum
= M mo¢é
- 30
>§ 25 m kGze
=20 B horni cesty dychaci
15 ® hnis, rana
10
5 _:H H “ B hemokultivace
0 - B dolni cesty dychaci
2008 2009 2010 2011 2012
oddéleni

Graf 13 Zastoupeni jednotlivych klinickych materialt na chirurgickych oborech v letech 2008 — 2012
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V grafu ¢. 14 je zobrazeno =zastoupeni jednotlivych klinickych materidla
na nechirurgickych oborech v letech 2008 — 2012. V grafu jsou uvedeny pouze prvni

zachyty a materialy z nemocnic (od hospitalizovanych pacientt).

Nejvice zastoupenym materiadlem je mo¢. Na druhém misté je zastoupen material

hnis a rana.

! Vyskyt materialG na nechirurgickych oborech n =401

vagina
rektum
3 H moc¢
8 H kiZe
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Graf 14 Zastoupeni jednotlivych klinickych materialt na nechirurgickych oborech v letech 2008 - 2012

9.1.5 Vyskyt pozitivnich izolatt na intenzivnich jednotkach a standardnich jednotkach

V tabulce ¢. 19 je zobrazen vyskyt pozitivnich izolati na jednotkach intenzivni
péce a standardnich oddélenich rozdélenych na prvni a opakovany zachyt. Vyssi Cetnost

vyskytu (prvniho i opakovaného pozitivniho zachytu) je na jednotkach intenzivni péce.

Vyskyt pozitivnich izolatt (prvnich a opakovanych) na jednotkach intenzivni péce
je zobrazen v tabulce ¢. 19 a grafu ¢. 15. Nejvyssi Cetnost prvniho pozitivniho zachytu
byl v roce 2011 (96 pozitivnich izolat). Nejvyssi Cetnost opakovaného zachytu byla
v roce 2011 (265 pozitivnich zachyti).

Srovnani prvniho a opakovaného pozitivniho zachytu na standardnich odd¢€lenich je
uvedeno v tabulce ¢. 19 a grafu ¢. 16. Nejvyssi Cetnost prvniho pozitivniho zachytu byla
vroce 2012 (135 pozitivnich izolatd). Nejvyssi Cetnost opakovaného zachytu byla
Vv roce 2012 (152 pozitivnich zachytit).
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Tabulka 19 Srovnani vyskytu pozitivnich izolatl na intenzivnich a standardnich oddélenich v letech 2008 - 2012

oddéleni 2008 2009 2010 2011 2012 celkovy soucet
intenzivni péce 55 94 115 361 294 919
prvni zachyt 17 22 27 96 73 235
opakovany zachyt 38 72 88 265 221 684
standardni péce 36 35 81 133 287 572
prvni zachyt 28 20 36 72 135 291
opakovany zachyt 8 15 45 61 152 281
celkovy soucet 91 129 196 494 581 1491

Standardni péce n-=572
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Graf 15 Srovnani vyskytu na standardnich oddélenich v letech 2008 — 2012
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Graf 16 Srovnani vyskytu na intenzivnich oddélenich v letech 2008 — 2012
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V grafu ¢. 17 je zobrazeno =zastoupeni jednotlivych klinickych materidla
ve standardni péci v letech 2008 — 2012. V grafu jsou uvedeny pouze prvni zachyty a

materialy z nemocnic (od hospitalizovanych pacientl).

Nejvice zastoupenym materidlem je mo¢. Na druhém misté je zastoupen material

hnis a rana.

Zastoupeni klinickych materialli ve standardni péci n = 291

140
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Graf 17 Zastoupeni klinickych materiali ve standardni péci v letech 2008 - 2012

V grafu ¢. 18 je zobrazeno zastoupeni jednotlivych klinickych materiala
Vv intenzivni péci v letech 2008 — 2012. V grafu jsou uvedeny pouze prvni zachyty a

materialy z nemocnic (od hospitalizovanych pacientl).

Nejvice zastoupenym materialem je mo¢. Na druhém misté je zastoupen material

zZ dolnich cest dychacich.
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Zastoupeni klinickych materialti v intenzivni péci n = 291
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Graf 18 Zastoupeni klinickych materialt v intenzivni péci v letech 2008 - 2012

V tabulce €. 20 je uveden piepocet pozitivnich izolatth na 1000 hospitalizovanych
pacientii intenzivnich a standardnich odd¢€leni za jednotlivd Casova obdobi. Celkové

pocty hospitalizovanych pacientt jsou uvedeny v tabulce ¢. 9.

Za rizikovéjsi oddéleni 1ze povazovat intenzivni oddéleni, kde se multirezistentni

kmeny Escherichia coli vyskytuji vice. Nejvice byla zaznamenana v roce 2011.

Tabulka 20 Pfepocet pozitivnich izolatl pfepocitany na 1000 hospitalizovanych pacientti v letech 2012 - 2012

oddéleni 2010 2011 2012
intenzivni péce 13,10 40,32 32,11
prvni zachyt 3,08 10,72 7,97
opakovany zachyt 10,03 29,60 24,14
standardni péce 2,49 4,22 8,91
prvni zachyt 1,11 2,28 14,74
opakovany zachyt 1,38 1,93 4,67

9.1.6 Vyskyt podle véku

Tabulka ¢. 21 a graf ¢. 19 zobrazuji vékové rozlozeni pozitivnich izolati v letech
2008 - 2012 prvniho a opakovaného pozitivniho zachytu. S vyssim vékem cCetnost
pozitivity nartistda a nejvy$Si pocet pozitivnich pacientd (prvnich a opakovanych

pozitivnich zachytt) je ve vékovém rozmezi 56 — 75 let.
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Tabulka 21 Prvni a opakovany zachyt podle vékového rozmezi v letech 2008 - 2012

vékové rozmezi prvni zachyt opakovany zachyt  celkovy soucet
0-15 19 21 40
16 - 25 17 6 23
26-39 33 80 113
40-55 69 177 246
56-75 278 574 852
76 < 164 124 288
celkovy soucet 580 982 1562

Rozdéleni dle véku n=1562
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Graf 19 Cetnost prvniho a opakovaného pozitivniho zichytu podle vékového rozmezi pacientli v letech
2008 - 2012

9.1.7 Vyskyt pozitivnich izolatd podle pohlavi

Tabulka €. 22 a graf ¢. 20 zobrazuji vyskyt prvnich a opakovanych pozitivnich
zachytl podle pohlavi v letech 2008 - 2012. Pfevazuje muzské pohlavi.

V tabulce jsou uvedeny pouze pozitivni zachyty z nemocnic (pouze hospitalizovani

pacienti) z davodu srovnani a pfepoc¢tu na 1000 hospitalizovanych pacientd.

72



Tabulka 22 Srovnani zastoupeni pohlavi pozitivnich pacientti v letech 2008 — 2012

pohlavi 2008 2009 2010 2011 2012 celkovy soucet
muz 57 38 98 242 348 783
prvni zachyt 25 15 32 93 97 262
opakovany zachyt 32 23 66 149 251 521
Zena 34 91 98 252 233 708
prvni zachyt 20 27 31 75 111 264
opakovany zachyt 14 64 67 177 122 444
celkovy soucet 91 129 196 494 581 1492

zastoupeni pohlavi pozitivnich pacientti n = 1492
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Graf 20 Srovnani zastoupeni pohlavi pozitivnich pacientl v letech 2008 - 2012

V tabulce ¢. 23 je uveden ptepocet pozitivnich zachyti na 1000 hospitalizovanych
pacientd rozdélenych podle pohlavi za jednotlivd Casova obdobi. Celkové pocty

hospitalizovanych pacientl v jednotlivych letech jsou uvedeny v tabulce ¢. 10.

Za rizikové€j$i pohlavi 1ze povazovat muzské pohlavi, kde se multirezistentni kmeny

Escherichia coli vyskytuje vice.
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Tabulka 23 Prepocet pozitivnich izolatt podle pohlavi na 1000 hospitalizovanych pacienti v letech 2012 - 2012

pohlavi 2010
muz 4,79
prvni zachyt 1,56
opakovany zachyt 3,23
Zena 4,70
prvni zachyt 1,49
opakovany zachyt 3,21

9.1.8 Vyskyt pozitivnich izolatt v roénich obdobich

2011
11,99
4,61
7,38
12,40
3,69
8,71

2012
17,05
4,75
12,30
11,11
5,29
5,82

Prvni a opakovany pozitivni zachyt v jednotlivych ro¢nich obdobich v letech 2008 -

W

2012 je zobrazen v tabulce ¢. 24 a grafu ¢. 21. Nejvyssi pocet prvnich pozitivnich

zachytd byl zjistén na podzim.

Tabulka 24 Zachyt pozitivnich izolatt v letech 2008 - 2012 v zavislosti na ro¢nim obdobi

rocni obdobi prvni zachyt opakovany zachyt
jaro 133 232
léto 157 212
podzim 180 328
zima 109 210
celkovy soucet 579 982

celkovy soucet

365
370
508
319
1562

Rocni obdobi n-1562

350 328
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Graf 21 Srovnani pozitivnich izolatd v letech 2008 - 2012 v zavislosti na roénim obdobi
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9.1.9 Vyskyt pozitivnich izolati v mésicich

~ 77

Prvni a opakovany zachyt pozitivnich izolatl v jednotlivych mésicich ¢asového
obdobi 2008 — 2012 je zobrazen v tabulce ¢. 25 a grafu ¢. 22. Nejvyssi prvni pozitivni
zachyt byl zaznamenan v mésici listopad (68 pozitivnich materialil). Nejvyssi

opakovany pozitivni zachyt byl zaznamenan v mésici zati (136 pozitivnich materidli).

Tabulka 25 Vyskyt pozitivnich vzorkd v jednotlivych mésicich v letech 2008 — 2012

mésic 2008 2009 2010 2011 2012 celkovy soucet
leden 8 8 10 21 55 102
unor 5 13 8 23 66 115
bfezen 3 11 9 30 54 107
duben 2 19 9 40 65 135
kvéten 4 12 10 50 47 123
cerven 5 13 9 44 55 126
cervenec 14 9 9 41 40 113
srpen 16 8 9 62 36 131
zafi 8 14 38 61 74 195
fijen 10 15 34 60 44 163
listopad 13 12 36 49 40 150
prosinec 8 18 45 31 102
celkovy soucet 96 134 199 526 607 1562

vyskyt v mésicich n-=1s62
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Graf 22 Vyskyt pozitivnich vzorkt v jednotlivych mésicich v letech 2008 — 2012
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9.1.10 Vyskyt rezistence

Vtabulce ¢. 26 a grafu ¢ 23 je zaznamenano srovnani typd rezistence
u Escherichia coli. Pfevlada ESBL typ rezistence (1370 pozitivnich izolatd), z toho je
489 prvnich pozitivnich izolati a 881 opakovanych pozitivnich izolatd.

Tabulka 26 Srovnani typt rezistence v letech 2008 - 2012

typ rezistence prvni zachyt opakovany zachyt celkovy soucet
ESBL 489 881 1370
AmpC 90 99 189
ESBL i AmpC 1 2 3
celkovy soucet 580 982 1562

Zastoupeni jednotlivych typl rezistence n=1562
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Graf 23 Zastoupeni jednotlivych typl rezistence ve FNHK

V grafu €. 24 je zobrazen vyskyt jednotlivych typt rezistence v letech 2008 — 2012,
Nejvyssi zastoupeni ESBL typu je vroce 2012 (190 prvnich pozitivnich izolatd) a
nejvyssi zastoupeni AmpC typu je také v roce 2012 (39 prvnich pozitivnich izolatl).

S dal$im rokem vzrlsta vyskyt ESBL a Ampc typu rezistence.
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Graf 24 Zastoupeni jednotlivych typu rezistence v letech 2008 — 2012

9.1.11 Citlivost pozitivnich izolatd k antibiotikiim

V tabulce ¢. 27 je uvedeno srovnani vyskytu rezistence k antibiotikim v letech

2008 - 2012 podle prvniho pozitivniho zachytu.

Tabulka 27 Srovnani vyskytu rezistence k antibiotikiim v letech 2008 - 2012

ATB
amikacin 54
ciprofloxacin 375
gentamicin 137
trimethoprim+sulfonamid 369
nitrofurantoin 25
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10 Diskuse

Rychlé a nekontrolovatelné zvySeni antimikrobidlni rezistence patogennich bakterii
(zejména ESBL proti B-laktamovym antibiotikiim), které bylo namétené v poslednich
dvou desetiletich, je dnes Siroce povazovano za jeden z hlavnich probléma v humanni
medicin€. Organismy produkujici ESBL ptedstavuji vyzvu pro klinické mikrobiology,

1ékate a hygienické odborniky.

Za casové obdobi 2008 — 2012 bylo zaznamenano 1562 pozitivnich izolath.
Celkovy pocet pozitivnich vysledki s kazdym dalSim rokem roste. Nejvétsi vzestup
celkového vyskytu je zaznamenan vroce 2011 (327 novych pozitivnich izolatd).
Nejvétsi vzestup prvniho zachytu je zaznamenan také vroce 2011 (203 novych
pozitivnich izolatl). Ve srovnani s Piehledem rezistenci bakterii na antibiotika
publikované ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové je opét vidét postupné zvySeni
pozitivnich izolatt v letech 2009 — 2012. Ve srovnani se situaci v Evropé dochazi
k nardstu pozitivnich izolatd téz, i kdyz jsou do studie EARSS zafazeny pouze klinické
kmeny izolované z hemokultur. Multirezistentni kmeny Escherichia coli jsou pfevazné
nemocni¢ni patogeny, avSak uz vroce 2008 byly nalezeny ojedinélé izolaty
od ambulantnich pacientd. S dal$im rokem stoupad vyskyt pozitivnich izolath

ambulantnich pacientd. (EARSS — Net, 2011)

Nejcast€j$im klinickym materidlem vyskytu pozitivnich izolatt je moc¢ (47,6 %)
a dolni cesty dychaci (14,3 %). Oproti dolnim cestdm dychacim je mo¢ zastoupena
az trojnasobné. Z hlediska prvniho pozitivniho zachytu je nejcastéjSim klinickym
materialem moc¢ (52,2 %), hnis a rana (14,5 %) a teprve na tetim misté dolni cesty
dychaci (10,5 %). K témto zavéram dosel i Caselli (Caselli et al., 2001), ktery uvadi
nejCastéjSim klinickym materidlem mo¢. Na druhém misté vSak byly dolni cesty
dychaci. Pravdépodobné diivodem rozdilu mohlo byt, Ze studie byla provedena v roce
2001, kdy byly multirezistentni kmeny Escherichia coli povazovany za dominantni
nozokomialni patogeny a zpusobovaly pfednostné mocové infekce a HAP (hospital-

acquired pnemunia).

V mocovych cestich pifevazuje vySetfeni z permanentni cévky (119 prvnich
pozitivnich izolatl, 230 opakovanych pozitivnich izolatl) a moce (134 prvnich
pozitivnich izolat, 111 opakovanych pozitivnich izolat). Escherichia coli patii mezi

nejcastéjsi ptivodce mocovych infekci. Permanentni cévka je dulezitym rizikovym
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faktorem vzniku infekce. Bakterie maji béhem této doby moznost se dostat pies cévku
do mocové trubice a zde se zalit rozmnozovat. Riziko stoupd s délkou zavedeni a
s trovni oSetfovani cévek. (Votava a kol., 2003) Dle Beharkovy studie (Beharka, 2004)
se vyskyt bakteriémie u jednorazové katetrizovanych pacienti pohybuje od 1 %
do 20 %, avSak dlouhodobé katetrizovani pacienti maji permanentni bakteriurii.

Bakterie mohou kolonizovat povrch katétru a zpétné¢ kolonizovat mocovy méechyt.

U starSich pacienti je frekvence rizikovych faktorG pfidruzenych se zanétem
mocovych cest vyrazné¢ zvySena. Jednim z rizikovych faktorii je kolonizace
gramnegativnich bakterii v distalni ¢asti mocové trubice. U postmenopauzalnich Zzen
dochdzi v souvislosti s deficitem estrogenti k suchosti vaginy, zvySeni Grovné pH a
snizeni mnozstvi glykogenu, coz pfispivd k narGstu rizika kolonizace koliformnimi
bakteriemi. Nejbéznéjsim zdrojem infekce je Escherichia coli, ktera pochazi z vlastni
fekalni fléry pacientd. Dal$im faktorem byva rychlost vytoku moce. Za normalnich
podminek, kdy dochazi k plynulému vyprazdnovani, bakterie nemohou invadovat

do stény mocového méchyie. (Beharka, 2004)

Ojedinéla vySetfeni z rekta jsou zastoupena screeningem pacientd, ktery se provadi
V zdvazném stavu na jednotkach intenzivni péce nebo u pacientli pielozenych z jinych
nemocnic. Podle charakteru nosicstvi v gastrointestinalnim traktu lze populaci rozd¢lit
na osoby s pfechodnym nebo trvalym nosi¢stvim. Osoby s pfechodnym nosi¢stvim jsou
kolonizovani ob¢asné€. U osob s trvalym nosi¢stvim ziistavaji geny adaptivni rezistence,

kdy je ESBL produkovana pouze v ptfitomnosti selekce pii podavani antibiotik.

V dalSich materialech byly multirezistentni kmeny Escherichia coli zachyceny

V nevyznamnych poctech.

Nejvyssi pocet prvnich pozitivnich zachyti byl zaznamenan na Klinice
gerontologické a metabolické (160 pozitivnich izolati). Nejvyssi vzestup prvniho
pozitivniho zachytu byl v roce 2011 zachycen téz na Klinice gerontologické a
metabolické i na IV. Interni klinice — odd¢leni klinické hematologie. Na IV. Interni
klinice — oddéleni klinické hematologie je kazdy zachyt od téchto pacientti vzhledem
k jejich imunosupresi alarmujici a velmi casto muze kolonizace vést k infekci. Pokles
byl zaznamenan v roce 2012 na Neurochirurgické klinice (pokles o 8 pozitivnich
zachytll) a na Plicni klinice (pokles o 4 pozitivni zachyty). V roce 2008 byl nejvétsi

prvni pozitivni zachyt na Klinice gerontologické a metabolické a s kazdym dalSim
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rokem dochéazi k nérlGstu prvnich pozitivnich zachyti a k zaznamenani na dalSich
klinikach, kde dosud nebyly pozitivni izolaty zachyceny. Poprvé se objevil vyskyt
prvnich pozitivnich izolat v roce 2012 na Klinice détské chirurgie a traumatologie,

psychiatrické a usni, nosni a kréni.

Protoze byl nejvyssi vyskyt pozitivnich izolath zaznamendn na Klinice
gerontologické a metabolické, jsem pro lepsi nazornost rozdélila celkovy vyskyt
na jednotliva oddéleni. Nejvyssi prvni zachyt byl zjistén na Lizkovém oddéleni A (46
pozitivnich izolatl) a opakovany zachyt na Jednotce intenzivni péce A (343 pozitivnich
izolatl). NejCastejSim pozitivnim materialem této kliniky shodné s celkovym zachytem
je moC (348 pozitivnich izolatd), hnis a rana (110 pozitivnich izolatl). Divodem
nejvyssiho vyskytu jsou chronicti nemocni s pridruzenymi komplikacemi, chronické
rany, Cast¢ mocové katetry, zavedené umé¢lé materidly, centrdlni katetry nebo Zzilni

katetry.

Vyssi vék je dalSim rizikovym faktorem. S vyS$Sim vékem cCetnost pozitivity
narusta. Nejvys§i pocet pozitivnich pacientt (prvnich i opakovanych pozitivnich
zachyt) je ve vékovém rozmezi 56 — 75 let. Je to z divodu stoupajiciho vyskytu
onemocnéni zplsobujicich stagnaci moc¢i a funkénimi a anatomickymi zménami
mocového systému. Graf prvnich pozitivnich vyskyti ma tvar Gaussovy kiivky.
Jedinou mensi vychylkou je vékové rozmezi 0 — 15, kde je vyskyt nepatrné vyssi. Jedna
se 0 nenonatalogickou péci a vyskyt neonatologickych meningitid.

Ptestoze chirurgické vykony byvaji velkym rizikem nemocni¢nich nakaz (vys$si
riziko souvisi se ztratou kozni bariéry proti mikrobtim), v mé praci bylo zaznamenano
vys§i zastoupeni pozitivnich izolatd na nechirurgickych klinikach. Je to z divodu

kratkodobé hospitalizace vSech vékovych skupin.

Vyssi  Cetnost vyskytu (prvniho 1 opakovaného pozitivniho zéachytu) je
na jednotkach intenzivni péce (919 pozitivnich izol4tl) neZ na standardnich oddélenich
(572 pozitivnich izolatl). Vyskyt multirezistentnich kmenti Escherichia coli je
na jednotkach intenzivni péce vazny problém. Vyskyt je stale stoupajici diky dvéma
klicovym faktortim: sniZené obranyschopnosti pacienta a jeho kolonizace patogennimi
nebo potenciadlné patogennimi mikroby. Na jednotkidch intenzivni péce se provadi
pravidelny screening osidleni ventilaci, aby se rychle a Iépe reagovalo na infekci.

Vyskyt multirezistentnich kmend Escherichia coli byl zaznamenan nejvice

na podzim (180 prvnich a 328 opakovanych pozitivnich zachyttl), at’ uz se jedna o prvni
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nebo opakovany pozitivni zachyt. Jednim z diivodl se mize stat navrat z dovolenych a
letnich prazdnin, kdy je nejvétsi vyskyt opakovanych pozitivnich zachytli zaznamenan
pravé v mesici zaii (136 opakovanych pozitivnich zachytl), ktery postupné klesa.
Zajimavy udaje jsou vV mésici listopad, kdy vyl zaznamenan nejvétsi vyskyt prvnich
pozitivnich zachytt (68 prvnich pozitivnich izolatl).

Za dilezité zastoupeni rezistenci na antibiotika v mé praci je rezistence
na amikacin (54 prvnich pozitivnich izolatt), ciprofloxacin (375 prvnich pozitivnich
izolati), gentamycin (137 prvnich pozitivnich izolati) a trimethoprim + sulfonamid
(369 prvnich pozitivnich izolatt).

V Evropé¢ nadale dochazi k trendu zvySovani rezistence. Zvlasté znepokojujici je
nariist rezistence na cefalosporiny tfeti generace a kombinované rezistence Vvuci
nejméné dal§im tfem antimikrobidlnim latkdm, které se v mnoha zemich vyznamné
zvySovaly za obdobi 2008 - 2011. Pritomnost Escherichia coli produkujici ESBL a
kombinovana rezistence je vaznym problémem vefejného zdravi, protoze vyrazné
omezuje pocet 1écebnych alternativ pro pacienty s zivot ohrozujicimi infekcemi. Dalsi
znepokojujici jsou aminopeniciliny, v roce 2011 oznédmilo 28 zemi 57 920 izolati.
Ve sledovanych zemich se pohybovalo procento rezistentnich izolath mezi 25 — 50 %
v sedmi zemich, zatimco zbyvajicich 21 zemi uvedlo jako procenta rezistentni izolat
vyssi nez 50 %. (EARSS — Net, 2011)

Nejvice zastoupeny typ rezistence ve FN HK je ESBL typ a po t¢ v mnohem
mensi mite AmpC typ rezistence. Nejvyssi vzestup byl vroce 2011 u obou typu,
u ESBL o 96 prvnich pozitivnich izolati a u AmpC 28 prvnich pozitivnich izolatd.
Produkce ESBL a AmpC je Casto spojena s rezistenci k dal$im antibiotikim.

Rizikové faktory jsou povaZovéany za dileZité z toho divodu, protoze pomaéhaji
urcit, ktefi pacienti mohou potiebovat empirickou antibiotickou lécbu cilenou
na bakterie produkujici ESBL.

Za rizikovy je povaZzovan takovy faktor, jehoZ pfitomnost zvySuje pravdépodobné
rozsah a z&vaznost s nim spojenych zdravotnich komplikaci. Za rizikovy faktor je
potvrzen vzristajici trend vyskytu prvnich pozitivnich zachytl u pacientd v nemocni¢ni
péci. Za konkrétni rizikové faktory vyplyvajici zmé diplomové prace mulZeme
povazovat prostiedi Kliniky gerontologické a metabolické a jeji Lizkové odd€leni A.
Dalsim rizikovym faktorem je prostfedi jednotky intenzivni péfe ¢i nechirurgické
kliniky. Vyznamnym rizikovym faktorem je také vek. Infekce témito multizeristentnimi

kmeny nadale zGstavaji problémem starSich pacienti, nejvice v rozmezi 56 — 75 roky.
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Dulezitym ptedpokladem v prevenci §ifeni je spravnd 1ékarska a oSetfovatelska péce.

Dulezité pro prevenci rezistenci je dodrzovani ptredepsanych pokynii v rdmci
prevence nebo jiz ve vzniklém ohnisku infekce. Dat co nejvétsi prostor pro cilenou
1écbu uzkospektrymi ATB, disledné dodrzovat bariérové oSetiovani a izolace
pozitivnich pacientd.

Antibiotika ztraceji svou klinickou t¢innost v disledku nartstajici a rychle se Sifici
rezistence mikrobt, jejiz pficinou vzestupu je Casté naduzivani a nespravné pouzivani
antibiotik v humanni medicin€. K Sifeni rezistence pfispivaji i nedostatky v oblasti
prevence a kontroly infekci ve zdravotnickych zatizenich i v bézné populaci.
Na zékladé toho byl ustanoven Narodni antibioticky program, ktery byl vladou schvalen
dne 4. kvétna 2009. Cilem Narodniho antibiotického programu je zajisténi dlouhodobé
dostupné, ucinné, bezpecné a nakladove efektivni antibiotické 1écby infekénich
onemocnéni. Hlavni ¢innosti Narodniho antibiotického programu je formulace a
pribézna aktualizace zésad narodni antibiotické politiky, sledovani a analyza ATB
rezistence, sledovani a analyza strukturované spotieby a pouzivani ATB nebo realizace

opatieni zaméfenych na prevenci a kontrolu infekci. (Sturma, 2010)
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11 Zaver

Escherichia coli patfi mezi nejbéznéjsi patogeny vyskytujici se v nemocnicich.
V soucasné dobé predstavuje bakteridlni rezistence vuci antibiotikim velky klinicky
problém na celém svéte, ktery miize vést potencionalné k selhani 1é¢by nebo dokonce
k smrti pacienta, kde rezistentni bakterie jsou etiologickou agens zavaznych
onemocnéni. Rezistence K antibiotikim je celosvétove diskutovanym problémem nejen
u Escherichia coli, ale i jinych patogent. Nékdy byva Escherichia coli zastinéna prave
jinymi patogeny jako Methicilin resistentni Staphylococcus aureus, Vancomycin
rezistentni enterokoky nebo Klebsilella pneumoniae a dalsimi. Multirezistence byva
spojena piedev§im s naduzivanim antibiotik. Proto pfisna indikace antibiotik a
dodrzovani spravné antibiotické praxe je prvnim krokem v boji proti infekcim

zpusobené multirezistentnimi kmeny.
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