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Multirezistentni kmeny Pseudomonas aeruginosa jsou stale Castéji se vyskytujici
hrozbou zejména mezi nozokomialnimi patogeny. Terapie infekci vyvolanych timto mikrobem
se stava problémem a jiz se vyskytly i pfipady, kdy neni i€¢inné zZadné antibiotikum.

Obsahem této diplomové prace je shrnuti dosud zndmych poznatkii o této bakterii, o jeji
diagnostice, terapii infekci a epidemiologickém vyskytu. Experimentalni ¢ast se zamétuje na
celkovy vyskyt multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa, pii¢emz jako multirezistentni byla
tato bakterie vyhodnocena pfi rezistenci na alespoil 3 ze 6 pouzivanych
protipseudomonadovych antibiotik, za roky 2012 - 2014. Dale je vyhodnocen pocet novych
ptipadd vyskytu multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa za roky 2012 - 2014, ktery je
rozdélen podle typu materidlu, podle klinik, podle oborti, v€ku a pohlavi pacienta a obdobi
zachytu. Finaln€ byl sledovan charakter fenotypu antibiotické rezistence za roky 2008 — 2014,
spole¢né se spotiebou antibiotik ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové.

Ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové bylo za roky 2012 — 2014 vykultivovano
celkem 2 923 pozitivni izolath multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa od 685 pacientu.
Jako nejrizikovéj$im pracovistém, co se tyce vyskytu multirezistentnich Pseudomonas
aeruginosa byla vyhodnocena Klinika gerontologicka a metabolicka a to zejména JIP B
oddéleni. Nejcastéji byli postizeni muzi ve star§im v€ku. U novych piipadl vyskytu dominoval
jako klinicky material z mo€ového traktu a to zejména z moci z permanentni cévky a
Zz mocového katétru. Nejzastoupenéjsi fenotyp antibiotické rezistence byl ceftazidim,

ciprofloxacin, gentamicin, meropenem a piperacilin/tazobaktam.



Abstract

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biological and Medical Sciences

Candidate: Bc. Sarka Fenclova
Supervisor: MUDr. Pavla Paterova
Title of diploma thesis: Occurence of multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa in

University Hospital Hradec Kralové

Multidrug-resistant strains of Pseudomonas aeruginosa are increasingly frequent threat
especially among nosocomial pathogens. Therapy of infections caused by the microbe becomes
a problem has occurred and even when there is no effective antibiotic.

The content of this thesis is a summary of knowledge of the bacterium, its diagnosis,
treatment and epidemiology of infections. The experimental part focuses on the overall
incidence of multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa, and as multiresistant this bacterium
was evaluated in resistance to at least 3 of the 6 anti-pseudomonas used antibiotics, for the
years 2012 - 2014. It is also evaluated the number of new cases of multidrug-resistant
Pseudomonas aeruginosa for the years 2012-2014 which is divided according to the type of
material, according clinics, by subject, age and sex of the patient and the period of coverage.
The final character was observed phenotypic antibiotic resistance for the years 2008 - 2014,
together with the consumption of antibiotics in the University Hospital in Hradec Kréalové.

At the University Hospital in Hradec Kralové was for the years 2012 - 2014 a total of
2,923 bacterial rods positive isolates of multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa from 685
patients. As most risky workplace, as regards the occurrence of multiresistant Pseudomonas
aeruginosa was evaluated Clinic gerontology and metabolic particular ICU B department. The
most commonly affected older males. For new incidences dominated as clinical material from
the urinary tract and particularly urinary catheter and a permanent urinary catheter. The most
frequently antibiotic resistance phenotype was ceftazidime, ciprofloxacin, gentamicin,

meropenem and piperacillin / tazobactam.
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Pouzité symboly a zkratky

AMP — ampicilin

ATB — antibiotika

CAZ — ceftazidim

CIP — ciprofloxacin

CN — gentamicin

CNS — centralni nervova soustava

CSF — colony forming unit

CRP — C-reaktivni protein

CT — kolistin

DCD - dolni cesty dychaci

def. - defekty

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dsDNA — double - stranded DNA

ECDC — Europe Centre for Disease Prevention and Control
E. coli — Escherichia coli

ESBL — Extended-spectrum B-lactamase, Sirokospektré f-laktamazy
FN — Fakultni nemocnice

FOX — cefoxitin

GIT — gastrointestinalni trakt

HCD — horni cesty dychaci

HK — Hradec Kralové

hosp. - hospitalizovany

JIP — jednotka intenzivni péce

KARIM — Klinika resuscitace, resuscitace a intenzivni mediciny
kys. klavulanova — kyselina klavulanova

MALDI — matrix assisted laser desorption/ionization

mat. — material

MER - meropenem

M-H agar — Miieller-Hintoniiv agar

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MRNA — mediatorova ribonukleova kyselina
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MR - multirezistentni

MRSA — Methicillin-rezistentni Staphylococcus aureus
P. aeruginosa — Pseudomonas aeruginosa

Pohl. Gstr. — pohlavni ustroji

PSAE — Pseudomonas aeruginosa

S. aureus — Staphylococcus aureus

RTF — rezistance transfer factor

TOF — time of flight

TZP — piperacilin/tazobactam



Z.adani diplomové prace— cil prace

Bakterie Pseudomonas aeruginosa se hojné vyskytuje v okolnim prostiedi s normalni
atmosférou, jakoz i v atmosféfe se snizenym podilem kysliku. Pseudomonas aeruginosa je
jednou z nejcastéjsich pivodcu infekci popalenin, zanéti vnéjsiho ucha a kontaminace
nemocni¢nich pomicek. U imunokompromitovanych jedinci mtize byt pfic¢innou
generalizovaného zanétu, sepse nebo i smrti.

P. aeruginosa je primarn¢ rezistentni na velkou ¢ast antibiotik a ¢asto se u ni rozvine
ziskana rezistence proti zbyvajicim klinicky pouzitelnym antibiotikiim. Proto je tato bakterie
jednim z nejobavanéjsich celosvétovych problému v mikrobiologii.

Jednim z prvkil prevence proti multirezistenci P. aeruginosa je znalost epidemiologie.
Na vyvoji teorie procesu Sifeni se netinavné pracuje, napiiklad pomoci genotypizace
jednotlivych kmend. Pro Géely preventivnich opatieni je nutné zjistit, jakym dilem se podili
na multirezistenci pfenos geni mezi nepiibuznymi kmeny.

Jako cil mé diplomové prace je vytyCen shrnuti veskerych dosud znamych informaci o
diagnostice, terapii a nozokomialnim pfenosu MR kmeni P. aeruginosa. Dale se budu
vénovat vyskytu MR kmeni P. aeruginosa na jednotlivych oddélenich FN a v riiznych
klinickych materidlech. A na doplnéni bude tato prace pojednavat o moznych souvislostech
mezi spotfebou antibiotik a vyskytem MR kmenti P. aeruginosa ve FN v Hradci Kralové
v letech 2008 — 2014.

-10 -



A. TEORETICKA CAST

1. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa je celosvétove se vyskytujici gramnegativni ty¢inka a z diagnostického
hlediska se fadi mezi tzv. gramnegativni nefermentujici bakterie. Mizeme ji nalézt
V odpadnich vodach, v ptde¢, ve stolici lidi 1 doméacich zvitat, ale v Cisté vod¢ se nemnozi. Je
schopna prezit i v atmosféte se snizenym obsahem kysliku, kde jako nahradni zdroj Zivin
vyuziva Sirokou skalu organickych latek. P. aeruginosa ¢asto kolonizuje jak pfirodni tak i
uméla prostiedi, konkrétné se mtize nachazet na poskozenych tkéanich lidi i1 zvifat, u osob se
sniZenou imunitou kolonizuje sliznice respira¢niho a mocového traktu. Na umélych povrsich
j1 miiZeme najit na lékatskych nastrojich a katetrech. Tipuje se, Ze az 10 % nozokomidlnich
infekcei je zpisobeno timto patogenem. (Juhanak, 2012, Bednar, 1996)

Morfologicky jde o mirné zahnuté, $tihlé gramnegativni ty¢inky. Jedna se o
nesporulujici mikroby, které se pohybuji pomoci jednoho nebo vice polarné usporadanych
bi¢ikd a mohou byt obaleny ve slizové vrstvé, ktera pfipomina pouzdro. Nékteré druhy z rodu
Pseudomonas mohou tvofit diftizibilni fluoreskujici pigmenty prostupujici do okoli, nalézame
barvy zelené, zluté, modrozeleng, svétle Cervené i jiné. Naproti tomu existuji i druhy, které

barviva netvoii. Rada z nich se vyznaduje svou typickou vimi. (Votava 2006, Jedlickova

1981)

1.1Taxonomie

Taxonomie Pseudomonas aeruginosa je neustale vyvijena s novymi poznatky a vyvojem
metod, které se zabyvaji evolu¢ni hierarchii. V této dobé¢ je podle databaze uniprot.org
Pseudomonas aeruginosa tazena do tise Eubacteria, kmene Proteobacteria, téidy
Gammaproteobacteria, fadu Pseudomonadales, ¢eledi Pseudomonadaceae a rodu

Pseudomonas. Tato prace bere v potaz celou druhovou skupinu Pseudomonas aeruginosa.
1.2 Diagnostika

1.2.1 Morfologie

Po obarveni preparatu dle Grama se P. aeruginosa nijak nelisi od jinych
gramnegativnich nesporulujicich ty¢inek. Ve svételném mikroskopu mé podobu §tihlé a
rovné, nebo jen lehce zahnuté tyCinky, ktera je dlouhd 1,5 — 5,0 um a Sirokd 0,5 — 1,0 um.

Pokud se preparat zhotovi z kultury, ktera je starSi mize mit podobu pies kokobacily po koky,

-11 -



které jsou Casto usporadany do dvojic, ¢i kratkych tetizktl, coz je tieba mit na paméti.
Vétsinou mizeme nalézt jeden a vice polarné umisténych bi¢ikt. (Bednat 1996, Votava 2010,

Palleroni 2005)

1.2.2 Kultivace

Cely rod Pseudomonas je velmi nenaro¢ny na kultivaci. Je nenaro¢ny jak na pfisun
zivin, tak je i celkem rezistentni na vlivy okolniho prostiedi, takze je mtizeme najit i
v fedénych dezinfekcnich roztocich (Votava 2010). Mohou se vyskytovat 1 pfi pH niz$im nez
4,5 a1 teplotni rozmezi ristu je velmi Siroké — 4 - 42°C nejlépe se jim vSak daii pfi teplote
35 °C (Stanier 1966, Ondrov¢ik 2003). Rostou na vétsing béznych kultivaénich ptd, jako je
Endiv agar, krevni agar, a dalsi. Kolonie maji kovové leskly povrch s pravidelnymi okraji. Na
Mueller Hintonové agaru se nejlépe sleduji pigmenty, které P. aeruginosa tvoii. Mohou byt
Zlutozelené, zelené, zelenomodré, modré i hnédé barvy. U nékterych kment Ize sledovat i
pigmenty fluoreskujici. Pokud chceme zvysit produkci pigmentli, mizeme pouzit specialni
média — Pseudomonas agar P (pro pyocyanin a pyorubin) nebo Pseudomonas agar F (pro
fluorescein). Na krevnim agaru nalézame vyraznou zonu -hemolyzy. Na Endové agaru jsou
kolonie mensi a obvykle fialové. Kultury vydavaji typicky zapach od viing kvétinové (u
cerstvych kultur) ptes zapach trimetylaminu az po amoniakalni zapach, typicky pro starsi

izolaty. (Bednat 1996, Votava 2010, King 1954)

1.2.3 Biochemicka aktivita

Jak uz bylo zminéno vyse, Pseudomonas aeruginosa se fadi do skupiny
gramnegativnich nefermentujicich bakterie. To znamena, Ze se projevuje neschopnosti
fermentovat glukézu. Na zacatku identifika¢niho procesu, stoji kultivace na Endové (nebo
MacConkeyho agaru), ktery je typicky pro gramnegativni bakterie. Pseudomonas aeruginosa
neni schopna $tépit laktdzu, takZe roste v bilych (popf. prithlednych) koloniich.

Dale miizeme pokrac¢ovat s oxidazovym testem, ktery dokazuje pfitomnost
cytochromoxidazy. Tento test odliSuje oxidazapozitivni pseudomonady, vibria a acromonady
od celedi Enterobacteriaceae, které jsou oxidazanegativni. Provadi se pomoci diagnostickych
prouzki s reakéni ploskou, na kterou se nanese testovana kolonie. Pozitivita testu se projevi
zmodranim reakéni plosky.

Pseudomonas aeruginosa jsou katalazapozitivni, coz zjistime pomoci katalazového
testu. Principem je §tépeni peroxidu vodiku na kyslik a vodu, pomoci enzymu katalaza. Pokud
je tento enzym piitomny objevuji se v suspenzi bakterialni kultury a peroxidu vodiku

bublinky. (Votava 2010, Jedlickova 1981)
-12 -



K identifikaci druhové ptislusnosti mizeme pouzit napt. komercéni test
v mikrotitracnich destickach NEFERMtest 24, ktery se kultivuje 48 hodin pii 30 °C. (Votava
2010)

Typické pro rod Pseudomonas je produkce barviv. Drtiva vétSina P. acruginosa
produkuje ve vodé dobte rozpustny pigment pyocyanin. Uz v roce 1981 Reyes a kol.
testovali, identifikaci pomoci Tech agaru na produkci pyocyaninu a 98% testovanych P.

aeruginosa bylo pozitivnich.

1.2.4 Hmotnostni spektrometrie

V rutinni mikrobiologii se za¢ind pomalu rozméhat i diagnostika pomoci MALDI-
TOF, ktera je zaloZzend na porovnavani hmotnostniho spektra ziskanych peptidii
Z vysetiovaného materidlu a zndmého hmotnostniho spektra mikroorganismu, které jsou

pfistupné v tzv. knihovnach (Melter 2014).

1.3 Patogenita a virulence

Typickou vlastnosti mikroorganismil je jejich patogenita, kterou mizeme definovat
jako schopnost vyvolat onemocnéni u hostitele. Patogenita je druhové specificka na rozdil od
virulence, ktera je charakteristickd pro dany kmen. Virulenci tedy zle povazovat za schopnost
daného kmene uplatnit druhovou patogenitu na uréitého hostitele (Votava 2005). Cely rod
Pseudomonas patii mezi oportunni patogeny potiebujici pro svoje $ifeni snizenou imunitni
schopnost hostitele. Patii mezi jednu z nejéastéjsich pfi¢in nozokomialnich infekci, kde
muzou byt zdroji ndkazy sami pacienti, navstévy i zdravotnicky personal. Infekce se miize
Sifit pomoci neumytych rukou personalu nebo kontaminovanymi zdravotnickymi pomtickami
jako napf. katétry, respiratory a dalsi. (Gowan 1999, Votava 2005)

Vymyceni pseudomonad je velmi obtizné, protoZe maji nizké pozadavky na ziviny a
jsou zna¢né rezistentni vuci dezinfekciim i antibiotikim. (Walker 1998) Pseudomonady se
bézné vyskytuji v oropharynxu az u 6% populace a asi u 20 % se objevuji 1 ve fekaliich.
Pokud se jedna o nemocni¢ni prostiedi, je riziko kolonizace pseudomonadami mnohokrat
vyssi (Van Delden 1998). Pseudomonas aeruginosa disponuje faktory patogenity, které jsou
spolecné v§em gramnegativnim ty¢inkam, jako jsou pouzdro, fimbrie a lipopolysacharid. Ale

oproti ostatnim se chlubi navic 1 produkci toxinl a enzymi (Carey 2011).
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1.3.1 Faktory vazané na bakterialni buriku

1.3.1.1 Algindt a biofilm

Alginat je soucast pouzdra Pseudomonas aeruginosa. Jedna se o exopolysacharid,
ktery je tvofeny mukoidni formou této bakterie. Diky této latce bakterie snadnéji ptilnou
k bunikam epitelu a postupné se hromadi do tlusté vrstvy, kterou je znama pod pojmem
biofilm. V této struktufe jsou bakterie u¢inné chranény proti opsonizaci protilatkami, nasledné
fagocytdze hostitelovymi buiikami i proti volnym radikalim, které produkuji makrofagy.
Také jsou mnohem vice rezistentni k antibiotikiim. Pokud kmen produkuje velké mnozstvi
alginatu, je na prvni pohled odli$itelny na kultiva¢nich médiich. U pacientt s cystickou
fibroézou se plicni epitelie nejprve kolonizuji bakteriemi kmene, ktery netvofi alginat.
Postupem casu ale dochazi k selekci mukoidni varianty. U pievazné ¢asti mukoidnich kmenti
je za nadprodukci alginatu odpovédna mutace v genu mucA. (Vavrova a kol. 2006, Carey
2011, Ryder a kol. 2007, Hentzer a kol. 2001)

1.3.1.2 Lipopolysacharid

Lipopolysacharid je spolecnym jmenovatelem pro vSechny gramnegativni bakterie.
Jedna se o ¢ast vnéj$i membrany, kterd indukuje lokalni 1 systémovou imunitni reakci
(infiltrace polymorfonuklearti, syntéza proteinti a cytokint). Cely komplex molekuly
lipopolysacharidu se miize délit na ¢ast diefiovou S lipidem A, ktery je pro hostitelské bunky
toxicky a polysacharidovy fetézec odpovidajici za virulenci bakterii. Lipopolysacharid se vaze
na plazmaticky LPS-vazajici protein na mononuklarech hostitele, coz indukuje rozpad
bakterialni buiiky. V mensich davkach ma lipopolysacharid podpirné ucinky na tvorbu
protilatek, naproti tomu ve vétSim mnoZstvi se podili na rozvoji toxického Soku.
Pseudomonas aeruginosa je jedna z nejéastéjsich bakterii s biologickou aktivitou endotoxinu,
kdy pyogenni reakce vznika uz ze 100 bakterialnich bunék. (Morrison 1987, Watson 1994,
Rivera 1989)

1.3.2 Extracelularni produkty

1.3.2.1 Enzymy
Enzymy s patogennim potencidlem, kterymi disponuje Pseudomonas aeruginosa,
muzeme rozdélit do tfi skupin: protézy, hemolyziny a lipazy. Produkce extracelularnich

enzymu je charakteristicka pro stacionarni fazi riistu. (Stehling 2008)
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1.3.2.1.1 Proteazy

Tato skupina enzymu se nejvice uplatituje u pacientd s cystickou fibrézou nebo
kornealni infekei. (van Delden 1998). Setkavame se s elastazou, LasA (stafylolytickou)
proteazou, alkalickou proteazou a s protedzou IV. Vyznacuji se spolecnou schopnosti §tépit
fibrin, elastin a kolagen, ni¢i imunitni proteiny a mohou degradovat drobné cévy. Toto
poskozeni mize progredovat az do stadia nekrozy. (Sokol 1979)

Elastaza $tépi elastin, fibrin, kasein, IgG, IgA a nékteré ¢asti komplementového
systému. Ma schopnost rozkladat i latky s ochrannymi ucinky pted proteazami (inhibitor o-1-
proteinazy, inhibitor bronchialni protedzy). ProtozZe elastin zodpovidé za pruznost tkani, jeho
degradace miize vést az k destrukci plicni tkané. (Palleroni 2005, Schultz 1974, van Delden
1998)

LasA proteaza spolecné s elastazou, alkalickou protedzou - produkovanymi bakterii a
s neutrofilni elastazou produkovanou hostitelem, $tépi elastin. (van Delden 2004)

Alkalicka proteaza degraduje interleukin-2, fibrin, fibronektin a nékteré slozky
komplementu. Tim, ze $tépi interferon-y a TNF-a se podili na potlaceni imunitni odpovédi a
muze vyvolat az nekrézu. (van Delden 2004, Walker 1998)

Proteaza IV stépi IgG, slozky komplementu C1q a C3, fibrinogen, plasmin a
plasminogen. (van Delden 2004)

1.3.2.1.2 Hemolyziny

Pseudomonas aeruginosa se uchyluje k produkci hemolyzint v prostfedi s nizkou
koncentraci Zeleza, kde se podileji na zisku pottebnych Zivin a iontl Zeleza. Mezi
produkované hemolyziny patfi termolabilni fosfolipaza C a termostabilni rhamnolipidy.
(Bednar 1994, Berka 1981)

Fosfolipaza C (jinak i lecitinaza) rozklada fosfatidylcholin (lecitin) na fosfocholin.
Fosfatidylcholin je jednou z hlavnich soucasti cytoplazmatické membrany, po jehoz destrukci
dochazi k destabilizaci vnitiniho prostiedi buriky. V celkovém dasledku se fosfolipaza C
podili na imunitni reakci hostitele, zvySeni propustnosti cév, produkci zanétlivych mediatorti
a jistou mérou zasahuje i do oxidativniho vzplanuti neutrofilt. (Lee 2005, van Delden 2004)

DalSim typem hemolyzinii je glykolipid, ktery obsahuje thamnézu. Spole¢né
s fosfolipazou C se rhamnolipid podili na infekcich dychacich cest, protoZe rozrusuje plicni
surfaktant, ¢imz ¢ini plicni tkan citlivou k degradaci fosfolipazou C. Pomoci rhamnolipidi P.
aeruginosa omezuje aktivitu ciliarnich buné¢k, brani fagocytoze, podporuje produkci mucinu a
je 1 dtlezitou soucasti pii jejim pohybu, protoze snizuje povrchové napéti. (van Delden 1998,

Walker 1998, Overhage 2007)
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1.3.2.1.3 Lipazy

Existuji dva druhy lipaz — LipA a LipC, které spolecné s fosfolipazou C $tépi
dipalmitoylfosfatidylcholin - tato sloucenina je hlavni komponenta plicniho surfaktantu. Dale
pak stimuluji prozanétlivou reakci hostitele. Co se tycCe lipaz, jsou nejohrozenéjsi pacienti

s popaleninami nebo s infekci dychacich cest. (van Delden 2004)

1.3.2.2 Pigmenty

Typickou vlastnosti rodu Pseudomonas je produkce riznych druht pigmentd, z nichz
nékteré maji velmi podstatnou virulen¢ni aktivitu. Pseudomonas aeruginosa produkuje
skupinu pigmentl zvanou siderofory (konkrétné sekretuje pyoverdin a pyochelin) a navic i

rozpustné barvivo pyocyanin.

1.3.2.2.1 Siderofory

Siderofory slouzi k ziskavani zeleza z komplexnich sloucenin hostitelova systému
(laktoferin, transferin). Pseudomonas aeruginosa je schopna vyuzit i siderofory jinych
organismil — xenosiderofory. Ziskané zelezo ve formé Fe®' je ve vnitinim prostiedi
redukovano na Fe?*, které se vyuziva na oxida¢né-redukéni reakce v bufice, produkci energie
nebo pro vyzravani biofilmu. Cim vé&tsi koncentraci Zeleza bakterie disponuje, tim vétsi
virulenci ma. (Cornelis 2010, Bednai 1994, Singh 2002)

Jednim ze sideroford, kterym pseudomonady disponuji je pyoverdin (fluorescein), coz
je fluorescentni peptid. VSechny typy pyoverdinu jsou specifické pro jednotlivé druhy rodu
Pseudomonas, a toho se vyuziva pfi tzv. siderotypizaci pii taxonomickém fazeni. Pokud se
objevi Zlutozelené zabarveni v okoli kolonii na médiu, které navic fluoreskuje po ozareni
kratkovinnym svétlem, je jasné, Ze se jedna o bakterii produkujici pyoverdin. (Fuchs 2001,
Meyer 2000).

U P. aeruginosa se muze objevit i pigment pyochelin, ktery ma nahnédlou barvu a je
schopen vychytavat kromé Zeleza i Zn?*, Cu?*, Co?" i dalsi kovy. Kromé chelatace ma i
prooxidativni U€inky a participuje na zanétlivych procesech hostitele. Pyochelin ma nejvétsi
ucinnost pii niz§im pH, ale celkové vzato ma k Zelezitym iontim mensi afinitu nez

pyoverdiny. (Cornelis 2010, Brandel 2012)

1.3.2.2.2 Pyocyanin

Nejvyznamnéj$im barvivem je pyocyanin. Jedna se o rozpustny pigment zelené barvy,
ktery ,,obarvuje* hnis v infikované ran€ nebo hlen z plic pacientt s cystickou fibrézou.
Rozpousti se ve vode 1 v chloroformu, a toho se vyuZiva i pti jeho stanoveni. Pyocyanin neni

vzdy zeleny, ale jeho barva se mize ménit s hodnotou pH — v alkalickém prostiedi je
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bezbarvy a piechazi az do ¢ervené barvy pii nizkém pH. Pseudomonas aeruginosa ho vyuziva
pro chelataci fosfatu a ionti zeleza. Jelikoz pyocyanin inhibuje bunééné dychani je toxicky
pro zivo¢i$né tkané a ni¢i zejména plice pacientd s cystickou fibrozou, protoze narusuje
transport iontl, zastavuje pohyb cilii a celkoveé potlacuje imunitni reakci. Nékteré derivaty
pyocyaninu se vyznacuji antibiotickym t¢inkem na grampozitivni bakterie. (Ondrov¢ik 2003,

Liu 2009, Walker 1998, Mara 1972)

1.3.2.2 Exotoxin A

Jedna se o jednotetézcovy toxin skladajici se ze tii strukturdlnich domén, ktery
katalyzuje pienos ribosyl-ADP z NAD na elongacni faktor 2 a tim dava vznik inaktivnimu
proteinu. Exotoxin A zpusobuje smrt bunék (pomoci mitochondridlnich dysfunkeci,
superoxidového aniontu, indukce apoptdzy) a lokélni poskozeni tkani. Je diilezitym faktorem
pfti bakterialni invazi. Zptsobuje poskozeni plicni tkan€ u pacientl s cystickou fibrozou a

hraje roli i pfi infekci oka. (Pillar 2002, Walker 1998, van Delden 2004)

1.3.2.3 Exoenzymy

Pseudomonas aeruginosa produkuje tfi typy exoenzymu — ExoS, ExoT a ExoU.

ExoS a ExoT slouzi jako ochranné prvky pted pisobenim lyzozymu
polymorfonuklearii a makrofagli, dale maji vliv na pribéh proteosyntézy a podili se na
poskozovani plicnich alveolt a Sifeni infekce. Zejména ExoS je nejvice rizikovym u pacientli
S plicnim onemocnénim, u kterych indukuje tvorbu prozanétlivych cytokinti a podporuje
proliferaci lymfocytd. (Walker 1998, van Delden 2004, Lee 2005)

ExoU plisobi pfedevsim na bunééné membrany, které rozruSuje svou fosfolipazovou
aktivitou. Podporuje zanétlivou reakci zasahem do metabolismu kyseliny arachidonové a

zvysuje poskozeni tkani. (Sato 2004, Saliba 2005)

1.4 Onemocnéni zplisobena Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je oportunni patogen mimo ¢lovéka i dalsich zivoc¢isnych
druhti. Jeho patogenita se projevuje, na kterékoli ¢asti téla s vhodnymi podminkami. Docela
beézné se vyskytuje jako kolonizator u mnoha lidi, ale u osob s porusenou imunitou mutze
vyvolat onemocnéni az s fatadlnimi nasledky. (Palleroni 2005, Krbkova 2009)

Mezi komunitni infekce, které je tento mikrob schopen vyvolat patii externi otitidy a
velmi nebezpeéné keratitidy. Otitidy jsou velmi vzacné a vznikaji u osob, u kterych se
kumuluje uSni maz nebo u malych déti, kde je vektorem infekce bazénova voda. Tato infekce

muze progredovat az do stavu tzv. maligni otitidy, kdy penetruje do stfedniho ucha a
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spankové kosti a letalita dosahuje az k 20 %. Infekce o¢i se vyvinou nejcastéji u osob nosicich
kontaktni cocky, které se velmi snadno kontaminuji. Je v§ak mozné keratitidy nalézt i po
poranéni rohovky nebo jako superinfekci herpetickych 1ézi. (Krbkova 2009)

Pseudomonady se velmi snadno §ifi v nemocni¢nim prostiedi a proto lehce
kontaminuji jidlo, medicinské vybaveni i roztoky zfedénych desinfekciich. Odhaduje se, Ze
zhruba 10. den hospitalizace je touto bakterii kolonizovan kazdy druhy pacient.
Pseudomonadové infekce 1ze nejcastéji diagnostikovat u pacient imunokompromitovanych,
oslabenych nebo pokud maji zaveden katétr. (Gowan 1999, Murray 2002, van Delden 1998)

Mikrob je nejcastéji vykultivovan z klinického materialu od osob trpicich cystickou
fibrézou, ale bohuzel se kvili antibiotické rezistenci tézce 1é¢i. Nejvice ohrozenym oddélenim
jsou JIP, kde jsou nejcastéjSimi plivodci pneumonii a infekci mo€ovych cest. Rozvoj infekce
souvisi pfedevs§im se zavedenim pro télo ciziho materidlu, jako jsou katétry, drény, savky

dychacich cest nebo respiratory. (Vavrova 2006, Bodey 1983)

1.4.1 Onemocnéni dychacich cest

P. aeruginosa se nejcastéji vyskytuji jako etiologické agens u respira¢nich infekci diky
svym faktoriim patogenity, které jsou nejlépe uzptsobené na dychaci cesty. Obvykle je
nachazime u 0sob s cystickou fibrézou nebo u pacientd odkazanych na umélou plicni
ventilaci.

Cysticka fibrdza je dédiéné autozomalné recesivni onemocnéni, pii némz dochézi
Kk produkci hustého sekretu v dychacich cestach a gastrointestinalnim traktu. Kvuli
nahromadénému hlenu v dychacich cestach dochazi u téchto osob k ¢astému vyskytu
bakterialnich infekei, které Casto recidivuji a v kone¢né fazi zptsobi degeneraci plicni tkan€.
V ramci studie v Ceské republice byla P. aeruginosa vyizolovéana z klinického materialu
82 % mrtvych a 50 % dosud Zijicich pacienti trpicich cystickou fibrézou. Tento ¢asty vyskyt
ma pravdépodobné souvislost se zménénym prostfedim dychacich cest, jako je naptiklad
snizeni mukociliarniho odstraniovani cizich téles, klesajici aktivita neutrofilti nebo ptitomnost
specifickych receptort GMi. Navic se jevi do souvislosti 1 urcité vlastnosti tohoto mikroba, a
to tvorba biofilmu a vyskyt mukoidnich forem kolonii. Ve formé biofilmu mohou bakterie
ptrezivat uvnitt tvoticiho se sekretu dychacich cest po velice dlouhou dobu i béhem
antibiotickeé terapie. U pacientil s cystickou fibrézou trpicich chronickou infekci jsou nalézany
kmeny P. aeruginosa, které charakteristicky snizi produkci extracelularnich faktort virulence,
ztrati O antigen a je u nich zvySeny vyskyt varianty typu malych kolonii. I kdyz nalézame

sputum masivné kolonizované, jsou tyto infekce neinvazivni a netoxické. A 1 presto, Ze maji
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pacienti s témito infekce vysoké titry protilatek, jejich imunitni systém si neni schopen poradit
s loziskem infekce. Pokud se nasadi antibioticka terapie, vétSinou dochazi ke klinickému
zlepseni, ale bohuzel agens v dychacich cestach i nadale zGstavaji. (Krbkova 2009, Vavrova
2006, Parsek 1991, Vavrova 2008, Breidenstein 2011, Iglewski 1996)

Dale se P. aeruginosa vyskytuje jako Casté etiologické agens u pozdniho typu
ventilatorovych pneumonii. Nalézame ji u 30 % nozokomidlnich pneumonii a tak jsou spolu
se Staphylococcus aureus na pomyslné prvni piicce mezi vyvolavateli téchto infekci. Zdrojem
kolonizace dychacich cest mtize byt vlastni mikroflora pacienta (orofaryngu nebo i zaludek
pti zvySeném pH jeho obsahu) nebo bakterie z okolniho prostfedi (inhalacni pfistroje — napf.
endotrachealni trubice, respiratory). Pseudomonadova pneumonie se vyznacuje zhorSenim
celkového stavu, hnisavym aspiratem odsavanym z dychacich cest a zvySenym CRP v séru.
Casto nedojde ani ke zvyseni teploty pacienta, coZ je u jinych typd pneumonii typickym
doprovodnym znakem. Nejhorsi prognozu, co se ty¢e pseudomonadové pneumonie maji
pacienti s neutropenii. Celkové mortalita tohoto typu pneumonie dosahuje az k 80 %, za coz

muze omezena moznost U€inné antibiotické 1é€by. (Marek 2010, Krbkova 2009, Mad’ar 2006)

1.4.2 Katétrové infekce

Stale vice se v moderni medicin€ uzivaji mocové a cévni katétry, které mohou byt
asto kolonizovany a stavaji se zdrojem nozokomialni ndkazy. Nebezpeci ndkazy hrozi,
protoze katétry vedou pies obranné bariéry pacienta, traumatizuji okolni tkan a stavaji se tak
vhodnym médiem pro kolonizaci bakterii. Zda infekce propukne ¢i ne, je ddno nékolika
faktory: vlastnostmi katétru, predev§im jeho hydrofobicitou nebo elektrostatickymi silami;
zpusob reakce pacienta na katétr, ¢imzZ se mysli napf. pokryti katétru plazmatickymi proteiny
a pfitomnosti faktord virulence u dané bakterie, hlavné schopnost adherovat a tvofit biofilm.
Pokud vznikne ,,biofilmova vrstva“ na (nebo v) katétru, jednd se pak o permanentni zdroj
bakterii, ktery se dale §ifi do organismu a navic je zde obtizné zvladnutelna antibioticka
terapie. Je znamo, Ze P. aeruginosa spole¢né s dal§imi gramnegativnimi bakteriemi je

pti¢inou 10 — 20 % katétrovych infekci. (David 2005, Trautner 2004, Rodriguez-Baiio 2002)

1.4.2.1 Infekce cévnich katétrii

Katétr se po zavedeni do cévy, pokryje plazmatickymi proteiny — hlavné
fibronektinem a fibrinem, jako reakce pacienta na cizi predmét, a to usnadnuje naslednou
kolonizaci. Rod Pseudomonas se s témét 20 % ucastni na vzniku septikémie na podklade
zavedeni centralniho Zilniho katétru. Mortalita na tyto infekce dosahuje 50 %, kvuli vznikajici

rezistenci mnoha kmenu P. aeruginosa. (Trautner 2004, Droste 2003, Iglewski 1996)
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1.4.2.2 Infekce mocovych katétrii

Infekce spojené se zavedenim mocového katétru tvoti jednu z nejcastéjsich
nozokomidlnich nakaz. Uvadi se, ze mésic po zavedeni katétru trpi uroinfekci témét vSichni
pacienti. Na vzniku infekce se podili délka katétrizace, primarni onemocnéni, stav pacienta a
dale provedené terapeutické zakroky v mocovém traktu. Infekce mocového katétru se
povazuje za vaznou komplikaci, jelikoz kromé zvySenych nakladt na 1é€bu pacienta trpiciho
uroinfekci, je riziko dalsiho Sifeni bakterii dale do organismu, kde mohou zptisobit
bakteriémii az v 17 %. Dalsi komplikaci kolonizace katétru je pyurie, pyelonefritida az
chronicky zanét ledvin. Pokud ma pacient mocCovy katétr zaveden delsi dobu, je tento katétr
obalen proteiny, elektrolyty a dal$Simi organickymi slou¢eninami pochézejici z moci pacienta.

(Mittal 2009, Savas 2006, van Delden 1998, Sramova 1995, Saint 1999, Trautner 2004)

1.4.3 Infekce popalenin

Na oddélenich popalenin je P. aeruginosa velmi ¢astym agens. U popalenych pacientti
je prvni ochrannd bariéra znicena a navic je popalena nekrotickd tkan pro bakterie velmi
ptihodné prostredi pro bakterialni kolonizaci a rozvoj infekce. Na pocatku procesu kolonizace
popalenin se vyskytuji pfevazné grampozitivni bakterie, které jsou zhruba po tydnu
,»doplnény* gramnegativnimi ty¢inkami. Asi desetinu izolovanych kultur tvoii P. aeruginosa,
a toto Cislo stoupa s délkou hospitalizace pacienta. Pokud bakterie proniknou do krevniho
feCisté, mize nasledna sepse skoncit imrtim az v 60 % piipadl. Je proto vhodné provadét
kultivaci biopsii z klize, ktera 1€kati napovi, kdy je potieba vykonat vyc€isténi rany a odstranit
tkang kolonizované hojnym mnozstvim tohoto mikroba. (Lipovy 2010, Sramova 1995,

Ondrov¢ik 2003, Carey 2011)

1.4.4 Jiné infekce

Krom¢ jiz zminénych infekci mize P. aeruginosa zptsobovat i infekce
gastrointestinalniho traktu pfedev§im u pacientl s neutropenii, nedonosenct nebo jinak
postiZzenych novorozenct a kojencti. Manifestné se nakaza projevuje bolestmi bficha, prijmy
s horeckou, mizeme zjistit loZiska nekrdzy, hemoragii az gangrény ve sttevé. U nékterych
pacientll vznikne absces stievni stény, ktery miize az perforovat sttevo.

Pokud se vyskytnou pseudomonady v krevnim obé¢hu, je 50% riziko imrti pacienta.
Tato bakteriémie je Castd u intravendznich uzivatelii drog (u kterych navic mize propuknout
infekéni endokarditida) a dale se vyskytuje i u 0sob s hematoonkologickymi diagnézami,
diabetiki a popalenych. Krvi se tyto bakterie mohou déle §ifit a zptisobovat napft. septickou

artritidu.
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Pfi poranéni, které vzniknou ve vlhkém prostiedi, pfedevsim ve vod€ nebo bodnou
ranou do chodidla pii chtizi v mokrych botach (kde je pfedpoklad vniknuti patogena
Z pénovych vystelek bot), vznikaji Casto osteomyelitidy. Takto vzniklé irazy pomahaji
pseudomonaddm proniknout do podkoZznich tkani, tam znicit hostitelovy buiiky a pokracovat
do tkani hlubsich.

Pfi hematogennim rozsevu septickych lozisek do klize se objevuji lokalni nekrozy,
které se oznacuji jako ecthyma gangrenosum. V nedostate¢né osetienych koupelovych
vodach, napft. v laznich, se mtize vyskytnout tzv. ,,hot-tub* vyrazka, zptisobena pravé timto
patogenem

P. aeruginosa je schopna vyvolat i meningitidu, ale jen na zaklad¢ operace nebo
urazu. Nastup této infekce byva velmi nendpadny, ¢imz se odliSuje od jinych purulentnich
meningitid. JakoZto primarni meningitida je diagnostikovana u novorozenct, ktefi se

Pseudomonas aeruginosa je prirozen¢ rezistentni na celou fadu infikovali prenatalné

nebo perinatalné. (Krbkova 2009, Juhanak 2012, Carey 2011)

1.6 Terapie onemocnéni zptisobena Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je ptirozené rezistentni na celou fadu antibiotik a navic
velmi rychle vykazuje i rezistenci ziskanou, a to zejména po selhani terapie. Pokud je totiz
pacient vystaven vicero antimikrobidlnich 1é¢iv, paradoxné to uleh¢i dalsi kolonizaci této
bakterie z divodu selektivniho zvyhodnéni. Proto by se, pii podezieni na infekci vyvolanou
P. aeruginosa, méla antibioticka terapie zahajovat nejlépe az po vySetteni citlivosti
izolovaného kmene.

Pfirozena rezistence P. aeruginosa vznika zejména diky efluxni pumpé, vypuzujici
lé¢iva z bunky, dale diky chromozomalnim genlim antibiotické rezistence a neméné
vyznamna je i jen mald propustnost stény bunky. Ziskana rezistence vznika velmi snadno
mutaci chromozomalnich genti nebo horizontalnim pfenosem gent pro antibiotickou
rezistenci. Tzv. hypermutace selektuje rezistentni kmeny vyvolavajici chronické infekce.
Dalsi vyznamnym typem rezistence je tvorba biofilmt a také kmeny v malych koloniich.

Pro terapii systémovych infekci se pouzivaji s oblibou penicilinové antibiotika
s rozSitenym spektrem ucinnosti (piperacilin, ticarcilin). Ale je nutné védét, ze pouzitim
inhibitort B-laktamazy (tazobactamu, klavulanatu) se G¢innost nezvySuje nijak drasticky, ale
pouze mirné€. Proto se u tézkych infekci Casto pouzivaji velmi vysoké davky B-laktamového
antibiotika s rozsitenym spektrem G¢innosti s inhibitorem B-laktamazy. Je mozné tyto

kombinovat s aminoglykosidy (gentamicin, tobramycin a amikacin), ale je vhodné nejprve
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provést test na citlivost daného kmene, aby nevznikaly zbyte¢n¢ rezistence. Pseudomonas je
rezistentni k mnoha z fad cefalosporintl, vyjimku tvofi pouze ceftazidim a cefepim. Zatim
jedinym antibiotikem, které je podavané s ispéchem peroralni formou je

flurochinolon - ciprofloxacin. (Juhanak 2012, Carey 2011, Alan 2005)

1.7 Rezistence Pseudomonas aeruginosa na antibiotika

Pseudomonas aeruginosa se ucinné brani uc¢inku nepieberného mnozstvi antibiotik.
Pomaha ji k tomu nékolikero mechanismt rezistence. Mezi ty pfirozen¢ se vyskytujici
mechanismy patii obecné€ nizka propustnost vnéjsi stény membrany, kterd dosahuje pouze
8 % permeability bunécné stény E. coli. Dalsi slozkou neenzymatické rezistence jsou vykonné
efluxni pumpy, schopné aktivné vylucovat antibiotika z buniky ven a diky Siroké substratové
specifité implikuje téméf vSechny antibiotika pouZzivané k protipseudomonddové terapii.

V neposledni fadé je tento mikrob schopen, pomoci mutace genu gyrA meénit cilovou
strukturu pro ptisobeni fluorochinolonti.

Jiny mechanismus rezistence se odehrava pomoci bakterialni produkce enzymu, které
jsou schopny inaktivovat antibiotika.

Jako by uz tak tento mikrob nebyl dostate¢né chranén, je navic schopen velice
jednoduse zapojit i sekundarni rezistenci. Proto ze tyto bakterie dokazi efektivné kombinovat
mechanismy rezistence, mohou tak eliminovat kmeny vice citlivé a dat tak vznik kmeniim
multirezistentnim. Diky tomu jsou tyto pseudomonady velice obavanym infekénim agens.

(Liptakova 2005, Strateva 2009, Gowan 1999, Lambert 2002)

1.7.1 Nizka permeabilita bunécné stény

Buné¢na sténa Pseudomonas aeruginosa obsahuje vodné kanaly porinovych proteint,
které umoznuji prinik malych hydrofilnich molekul (mj. i B-laktamy a chinolony) do buiky a
tim ma buiika pfijem téchto molekul pod kontrolou.

Kromé téchto uz zminénych porinti pseudomonady produkuyji 1 jiné typy. Jednim
Z nich je porin OprD, ktery slouzi k pfenosu kladné€ nabitych aminokyselin (napft. lysin).
Pokud dojde k mutaci a nasledné ztraté tohoto typu porinu, dojde K rezistenci k imipenemu.
Dal8im porinem davany do souvislosti s rezistenci na antibiotika je OprH, jehoz zvySena
produkce vede k rezistenci k aminoglykosidim a kolistinu, jelikoZ tento porin blokuje vazbu
antibiotika na lipopolysacharid. (Lambert 2002, Poole 2002, EI Amin 2005)
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1.7.2 Efluxni pumpy

Efluxni systém je podcenovany, ale velice i€¢inny mechanismus rezistence u bakterii a
zejména u Pseudomonas aeruginosa. Cely efluxni systém je slozeny ze tii proteinovych ¢asti
— Z vlastni pumpy v cytoplazmatické membrané, ktera je zavisla na pfijmu energie z buiiky,
Z porinti na vn&j$i membrang a ze spojovaciho proteinu, ktery cely systém slepuje dohromady.
Takto vznikla pumpa je pak schopna aktivné eliminovat pro bunku toxické latky
Z cytoplazmy, cytoplazmatické membrany nebo z periplazmy.

U rodu Pseudomonas aeruginosa bylo dosud popsano 10 rtiznych efluxnich systémii,
z nichz dva se vyskytuji u vS§ech kmeni a ostatni typy jsou vytvatreny az po setkani
s antibiotikem. Tyto dva jsou MexAB-OprM — schopny transportovat B-laktamy,
flurochinolony, makrolidy, tetracykliny, trimetoprim, sulfamidy a chloramfenikol a MexXY -
OprM — eliminujici aminoglykosidy, fluorochinolony, makrolidy a tetracykliny. Mezi dalsi se
fadi MexCD-OprJ — vylucujici n¢které B-laktamy, flurochinolony, makrolidy, tetracykliny,
trimetoprim a chloramfenikol a nebo MexEF-OprN, ktery se podili na pfenosu
flurochinolond, trimetoprimu a chloramfenikoli.

Geny efluxnich systému jsou detekovany u vSech kment, ale jsou exprimovany jen
Vv tzv. ,,baseline®, po expozici antibiotiku se v$ak tako exprese mnohonasobn¢ zvysuje.
Ptitomnost antibiotika je ddle nebezpecné v selektivnim tlaku, kdy pteziji jen ty nejschopnéjsi
kmeny schopné vylucovat dané antibiotikum. Dal$i hrozbou je kiiZova rezistence vyvolana
expresi efluxnich pump — napf. u flurochinolonti dochazi ke kiiZové rezistenci na

aminoglykosidy nebo B-laktamy. (Lambert 2002, Avrain 2013, Poole 2002)

1.7.3 Enzymaticka produkce

Dalsim mechanismem rezistence, kterym se Pseudomonas aeruginosa G¢inné brani
ucinkiim antibiotik, je produkce enzymii. Jsou schopné produkovat B-laktamazy, fosforylazy a
adenylazy.

Co se tyce B-laktamaz, tak tento mikrob je schopen syntetizovat v§echny 4 typy
z Amblerovy klasifikace B-laktamaz — A, B, C i D. Za skupinu A (rychle hydrolyzujici)
produkuje penicilindzy se Sirokym spektrem U¢inku (ESBL), které jsou schopny $tépit
peniciliny, cefalosporiny vSech generaci a monobaktamy a jejich t¢inek Ize potladit
inhibitorem B-laktamaz (napf. kyselinou klavulanovou). Dalsi -laktamovou skupinou je B
(metalo-B-laktamazy), které potiebuji ke svému ptisobeni iont kovu (zinek nebo jiny tézky
kov) a dokazi hydrolyzovat karbapenemy, peniciliny a cefalosporiny, naproti tomu jsou

neucinna na monobaktamy. Skupinu C zastupuje AmpC, kter¢é s§tépi cefalosporiny s lepsi
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efektivitou nez peniciliny, dale cefamyciny a monobaktamy a Ize je inhibovat kyselinou
boritou. Ve skupiné D jsou B-laktamy degradujici oxaciliny a ddle aminopenicliny a
ureidopeniciliny.

Fosforylazy a adenylazy se podileji na rezistenci inaktivaci aminoglykosida. (Gowan

1999, Hrabak 2009, Bush 1995, Mascaretti 2003, Vavrova 2006)

1.7.4 Biofilm

U bakterii Pseudomonas aeruginosa se ¢asto setkavame i s biofilmem, coz je
spoleCenstvi mikroorganismu tvoiené bakterialnimi buiikami a exopolysacharidem, v tomto
pfipad¢ alginatem, produkovanym vlastnimi mikroby. Obvyklé nalezy biofilmu jsou u osob
s cystickou fibrozou a pacientd s katétry.

Mikroby ve formé biofilmu jsou rezistentni na vyssi koncentrace antibiotik a mimo
jiné 1 na dalsi fyzikdlni a chemické vlivy. Mlze se zdat, Ze biofilm je homogenni hmota, ale
neni tomu tak, vznika zde gradient zivin, kysliku a odpadnich metabolitd a bunky v této
struktufe rostou rizné rychle a maji i odliSny fenotyp. Protoze biofilm sdm o sobé ma jakousi
ochrannou sténu, je ztizeny prostup vysokomolekularnich antibiotik a diky negativnimu
naboji této stény je dale mikrob v ramci biofilmu chranén i proti aminoglykosidiim a i napf.
proti ciprofloxacinu. Mohlo by se jevit, ze bunky V této struktuie jsou neaktivni, ale naopak
jsou schopny produkovat enzymy jako kataldza nebo B-laktamazy. S jistou mérou jsou na
bakterie ve formé biofilmu uc¢inné fluorochinolony, které do této struktury penetruji az po
casové prodleve.

Pfi terapii infekce vyvolanou bakteriemi v biofilmu, nastava problém u laboratorni
diagnostiky, kterd se jevi negativné. Pokud se pfece jen podafti vykultivovat néjaké bakterialni
kolonie je problém i u stanoveni citlivosti na antibiotika, kdy se tyto mikroby stanovi jako
citlivé ale ve struktufe biofilmu je dané antibiotikum neucinné. (Mah 2001, Suci 1994, Hatch

1998, Starkey 2009, Stewart 2001)

1.7.5 Zména cilové struktury
Bakterie mohou antibiotikum inaktivovat naptiklad tim, Ze zméni cilovou strukturu, ke
které ma ATB afinitu. Z toho diivodu se ATB nemiiZze navazat a tim padem ani t¢inkovat.
Konkrétné u Pseudomonas aeruginosa se mize vyskytnout mutace enzymu duilezitych
pii replikaci DNA, a nejsou tudiz schopna vazat chinolony. U zmén ve struktuie podjednotky
30S ribozému dochazi k rezistenci na aminoglykosidy, pro néz je tato cilova. Pfi rezistenci na
B-laktamova antibiotika se mizeme setkat se zménami v penicillin-binding-proteins (PBP).

(Schindler 2010, Lambert 2002, Poole 2002)
- 24 -



1.7.6 EARSS v Ceské republice

Kwvli stale ¢astejsimu vyskytu multirezistentnich kmeni v klinickych materidlech, se
stalo dilezitym sledovat vyvoj téchto rezistenci. Z toho divodu vznikl v roce 1998 pod
zastitou Evropské unie projekt surveillance antibiotické rezistence invazivnich izolatt bakterii
nazvana EARSS. Ceska republika se k tomuto projektu piipojila v roce 2000, a co se tyce
Pseudomonad, tak ty byly opomijené az do roku 2005.

I kdyz se podle grafu mtize zdat, ze rezistence je na Gstupu, nenechme se mylit. VSe mize byt
pouze zkresleno jesté nestandardizovanym sbérem dat, ktery se zda byt podle grafu stabilni az

po roce 2010, kdy je vidét mirné stoupani v % rezistentnich kmend. (EARSS Net, SZU 2010)

Graf. €. 1: Vyvoj rezistence na antibiotika v % podle EARSS za roky 2008 - 2013
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1.8 Detekce B-laktamaz

Laboratorni detekce enzymi branici ucinkiim antibiotika se povétSinou zuZuje
konkrétn¢ jen na B-laktamazy. Tento laboratorni prikaz se provadi bud’ ur¢enim fenotypu
danych bakterii, nebo se detekuji pfimo kodujici geny pro B-laktamazy. V rutinnim provozu
se pouzivaji zejména ,,fenotypové metody, mezi které se fadi pfimé testy a testy na prukaz
sirokospektrych B-laktamaz. Metody pifimého prikazu p-laktamaz se u Pseudomonas
aeruginosa nepouzivaji, protoze jimi produkované p-laktamazy vykazuji rozli¢nou citlivost

K riznym B-laktamtim. (Ferrari 2003)
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1.8.1 Detekce ESBL

V mnoha ptipadech ESBL vznikaji z TEM-1, TEM-2 nebo SHV-1 B-laktamaz
jednobodovou mutaci. Od pivodnich enzymu se 1isi schopnosti §tépit i cefalosporiny vyssich
generaci — cefuroxim, cefotaxim, ceftriaxon, ceftizoxim, ceftazidim, cefpirom nebo cefepim,
mimo to hydrolyzuji i peniciliny a monobaktamy. Na infekce zptisobené bakteriemi
produkujicimi ESBL je mozné pouzit cefalosporiny 2. generace nebo karbapenemy a i¢inné
jsou i antibiotika s inhibitory B-laktamaz (kys. klavulanova, tazobaktam, sulbaktam).
(Livermore 2001, SZU 2008)

Jako jakysi screening pti vyhleddvani kment bakterii produkujicich ESBL, 1ze pouzit
porovnani inhibi¢nich zo6n kolem diskti napusténych indikdtorovymi antibiotiky nebo
srovnanim minimalni inhibi¢ni koncentrace u diluéniho testu antibiotické citlivosti. U kment
vybavenych ESBL je detekovana zvysena rezistence na aztreonam a cefalosporiny 3.
generace (cefpodoximu, ceftazidimu, cefotaximu a ceftriaxonu).

Pokud objevime kmen s touto rezistenci, mizeme si obavu z produkce ESBL potvrdit
testem s dvéma antibiotickymi disky. Prvnim diskem je ceftazidim a druhy je ceftazidim
s klavulanovou kyselinou, které se umisti na Mueller Hintonové agar a porovna se inhibi¢ni
zo6na kolem obou diskt. Pokud se prokéze rozdil mezi obéma alespont 5 mm, je prokazéana
produkce ESBL. (SZU 2008, Vahdani 2012)

Je mozné provést i dalsi test na detekci ESBL a tim je double-disc synergy test
(DDST). Jedna se o test se dvéma antibiotickymi disky — jednim z nich je cefotaxim a druhym
je amoxicilin s kyselinou klavulanovou. Oba disky se musi umistit do vzdalenosti 30 mm
(méteno od stfedu prvniho do stfedu druhého). Pokud se produkce ESBL prokéaze jako
pozitivni, dojde k zmenseni inhibi¢ni zony u cefotaximu a navic ke zvétSeni inhibi¢ni zony na
stran¢ bliz§i k disku s amoxicilinem a kyselinou klavulanovou. (Drieux 2008)

V dnesni ,,automatické* dobé bychom se neobesli bez automatickych systémi. Pro
detekci ESBL producentti 1ze pouzit syst¢émy VITEK 1 a VITEK 2, které jsou navrZzeny na
vyhodnoceni antibiotické citlivosti k cefepimu, cefotaximu a ceftazidimu. Méti se jejich
antibiotickd aktivita jak samostatné, tak i v pfitomnosti kyseliny klavulanové na principu
turbidimetrie. Vyhodnoceni minimalnich inhibi€nich koncentraci a porovnani s uloZzenymi

fenotypy ESBL producenti je v rezii poc¢itatového systému. (Drieux 2008)
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1.8.2 Detekce metalo-B-laktamaz

V klinické praxi se jako nejpodstatnéjsi metalo-f-laktamazy berou ty, které patii do
skupiny IMP a VIM. U nich se setkdvame s rezistenci na veskera B-laktamova antibiotika
S vyjimkou monobaktamii.

K detekci metalo-B-laktamaz najdou vyuziti chelatory kovii — napf. EDTA, kyselina
2 — merkaptopropionové, které jsou schopny téinek téchto enzymu inhibovat. Tato metoda se
provadi podobn¢ jako v ptipadé detekce ESBL diskovym difiznim testem s antibiotikem bez
a s inhibitorem (v tomto ptipad¢ chelatorem kovil). Jako referen¢ni metoda se vSak bere
spektrofotometrickd detekce hydrolyzy imipenemu, kterd je provadéna pouze v laboratotich

k tomu ur¢enych. (Hrabak 2009, Vahdani 2012, Cornaglia 2007)

1.8.3 Detekce AmpC

Enzymy AmpC hydrolyzuji peniciliny, velkou ¢ast cefalosporinii a monobaktamd,
naproti tomu jsou citlivé k uc¢inku karbapenemii. Od ESBL se odlisuji rezistenci
K antibiotikiim s inhibitorem betalaktamaz. Producenti AmpC mohou tento enzym tvofit bud’
konstitutivné nebo inducibilné.

Inducibilni AmpC se vytvaii v mikrobialni bufice v nizké hladin€ stéle, ale pokud
dojde k setkani s induktorem, jeho produkce se rapidné zvysi. K jeho detekci se pouziva
double-disc synergy test podobné jako v ptipadé detekce ESBL, ale s jinym vysledkem.
Pouziva se disk s cefotaximem (ceftazidimem ¢i aztreonanem) a druhy disk s induktorem —
nejcastéji amoxiciln s kyselinou klavulanovou. Pokud jsou pfitomny inducibilni AmpC je
inhibi¢ni z6na kolem induktoru na stran¢ prevracené k druhému disku deformovana a cela
tato inhibi¢ni z6na ma tvar pismene D.

Konstitutivni produkce AmpC se testuje stejné jako v pfipadé ESBL, ale v ptipadé
tvorby obou typt B-laktamdz je tvorba ESBL zastiena. Proto se v dal§im kroku pouziva
selektivni inhibice kyselinou boritou ¢i Mueller Hintontiv agar s oxacilinem, které blokuji
produkci AmpC. (Cernohorska 2008, Hrabak 2009)

1.9 Epidemiologie multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa

vvvvvvv

Pseudomonas aeruginosa ale i tfeba mezi enterobakteriemi. Mezi nejcastéjsi faktory
rezistence patii produkce B-laktamaz, z nichz nejvice zastoupenou u Pseudomonas
aeruginosa je metalo-p-laktamaza. Pokud dojde Kk infekci témito multirezistentnimi kmeny,
jsou terapeutické mozZnosti znac¢n¢ zzeny a existuji uz i ptipady, kde (z hlediska rezistence)

neni mozna zadna volba u¢inného antibiotika. Geny pro karbapenemazy se nachazeji na
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transferabilnich genetickych jednotkéch — plazmidech a transpozonech, které se mohou
pfenaset horizontalni cestou mezi mikroby. Tyto mobilni elementy spolu s geny pro
karbapenemazy nesou i dalsi genetické informace — napt. pro aminoglykosidové
acetyltransferazy, pro rezistenci k chinolontim a dalsi, coZ je ¢ini jesté vice nebezpecnymi.

K nasazeni antibiotik by mélo dojit az po zralé uvaze, v nejlep$im ptipadé az po
testovani antibiotické citlivosti vyizolovaného mikroba. Pokud se podavaji antibiotika,
dochazi k selekci rezistence i na ostatni typy antibiotik a navic se dana rezistence
mezidruhové $ifi horizontalni cestou a tim dochézi k rozsifeni epidemicky tspésnych klont
pro pieziti v daném prostiedi.

V soucasnosti se velkou mérou na §ifeni (multi)rezistence podili mezinarodni
cestovani. Je znam seznam zemi, Ve kterych se nachazi rezistentnich mikroby s vyssi
frekvenci, proto pokud dojde k hospitalizaci pacienta oSetfené¢ho v nékteré z téchto zemi, je
vhodné provést mikrobiologicky screening na multirezistentni kmeny. Jako definovanym
rizikovym faktorem je recentni hospitalizace (do 1 roku) v kterémkoli z daného statu —
Pakistan, Indie, Velka Britanie, Recko, Izrael, USA (ptedevsim vychodni pobieZzi).

U Pseudomonas aeruginosa se nejéastéji naléza enzym metalo-f3-laktamaza. Jako

prvni transferabilni metalo-p-laktamaza byla objevena v Japonsku v roce 1990. (Hrabak 2011)

1.9.1 Situace v Ceské republice

V Ceské republice se Pseudomonas aeruginosa ,,chlubi® prvenstvim v detekci ziskané
karbapenemazy (IMP-7) v roce 2008. Nasledné byl nalezen i dalsi typ metalo-B-laktamazy -
VIM-2 a do roku 2011 bylo identifikovana pies 50 izolati Pseudomonas aeruginosa tvoticich
metalo-p-laktamazy.

Na podporu teorie o $ifeni pomoci cestovani byl tento kmen objeven i v Polsku. Podle
studie Nemce a kolektivu z roku 2008 se na rezistenci v Ceské republice podileji celkem dva
klony multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa. Jeden z nich je rozsiten po dalsich
evropskych zemich, z ¢ehoZ 1ze usuzovat evolucné Sirsi klonalni uskupeni. A shoda
sledovanych genotypovych markerti poukazuje na neddvné klonalni rozsiteni
multirezistentnich kment po CR. Tento vyskyt se davé za vinu nedostate¢né surveillance
téchto multirezistentnich kment. (Nemec 2008, Hrabak 2011)

Podle mapy ECDC je patrné, ze karbapenem-rezistentni Pseudomonas aeruginosa

nejsou zanedbatelnou zéleZitosti a zejména ve vychodnich zemich smérem od CR (aZ na
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vyjimky) procento takto rezistentnich kment stale stoupa pti porovnani let 2012 a 2013.
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Obr. ¢. 1: Rozlozeni karbapenem-rezistentnich Pseudomonas aeruginosa ve zacastnénych
zemich za rok 2012 podle ECDC
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Obr. & 2: Rozlozeni karbapenem-rezistentnich Pseudomonas aeruginosa ve zacastnénych
zemich za rok 2013 podle ECDC
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Pacient dfive hospitalizovany v ciziné (pfedevsim s vysokou prevalenci producentl karbapenemaz)

~

provedeni dikladného mikrobiologického screeningu pfi pfijmu do nemocnice (<48 hodin); Material: stolice nebo
vytér z rekta, pfipadné stér z ran; Kultivace: selektivni média (McConkey agar, chromogenni média pro prikaz ESBL) a
disky ceftazidim + ertapenem nebo meropenem nebo imipenem
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Obr. &. 3: Postup pro zachyceni bakterialnich izolatd Pseudomonas aeruginosa produkujicich

karbapenemazy podle Hrabaka 2011

-30-



B. EXPERIMENTALNI CAST

1. Material a postupy

Experimentalni Cast této prace sleduje vyskyt multirezistentnich pseudomonad ve
Fakultni nemocnici v Hradci Kralové. Jedna se o retrospektivni analyzu dat ziskanych
z laboratorniho informaéniho systému v ramci Ustavu klinické mikrobiologie. Statistick4 data
se tykaji vSech hospitalizovanych pacientti, jakoz i pacientti ambulantnich, u kterych se

podatilo vykultivovat multirezistentni Pseudomonas aeruginosa za obdobi let 2008 — 2014.

1.1 Zpracovani klinického materialu

Vysetirovany klinicky materidl byl zpracovan podle standardnich operacnich postupt
Ustavu klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Po piijmu materialu byl
zhotoven mikroskopicky preparat, ktery byl ndsledn¢ obarven dle Grama a nasledné se dany
material naoCkoval na mikrobiologické pidy v zavislosti na ptivodu klinického materialu.
Déle se takto naockované médium kultivovalo pii 36 £+ 2 °C v bézné atmosféie nebo
Vv anaerobnim termostatu Bug Box za nepiistupu vzduchu. Po kultivaci trvajici 24 — 48 hodin
(u anaerobnich kultivaci 2 — 5 dnt) se pudy dale odecitaji. Pseudomonas aeruginosa se
vyznacuje jako nefermentujici gramnegativni ty¢inka, produkujici pigmenty, zvIasté patrné na
agaru Mueller-Hintonové a se specifickym zapachem. Jako identifika¢ni biochemické testy se
pouzivaji testy na produkci oxidazy, Hajnova pida — ziistdva cervena a lze pouZzit i
NEFERMtest 24 (Mikro-La-Test), u néhoz inkubace trva 48 hodin a kultivuje se pti 30 °C. U
kment s nejistou pfedchozi identifikaci nebo u statim vySetieni se pouZil systém VITEK 2
(Bio-Mérieriux).

Citlivost Pseudomonas aeruginosa k antibiotikiim byla stanovena diskovym difuznim
testem s antibiotickymi disky (Oxoid) a Mueller-Hintonové agaru (Trios). Dal§im testem

stanoveni byla mikrodilu¢ni metoda antibiotické citlivosti (Trios).

1.2 Zpracovani dat

Veskera ziskana data byla zpracovana v programu Microsoft Excel. Do databaze byly
zatazeny pacienti s vykultivovanym multirezistetnim kmenem Pseudomonas aeruginosa za
konkrétni obdobi 1. 1. 2008 —31. 12. 2014. Soucasti zpracovanych dat byly identifika¢ni

udaje pacientdl, Ciselné kody oddéleni, ze kterych pacienti pochazeji, druh klinického
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materialu, datum (u hemokultivaci i ¢as) odbéru a vysledky vySetieni citlivosti na antibiotika.
Pro nasledné zpracovani byly pacienti rozifazeny dle pohlavi a véku, zjisténych pomoci
rodného ¢isla.

ProtoZe stale neni standardizovan zpusob hodnoceni multirezistence u Pseudomonas
aeruginosa, vychazela jsem z nékolika studii, kde byl jako multirezistentni kmen
vyhodnocen, pokud je rezistentni alespoii na tfi z Sesti pouzivanych antipseudomonadovych
antibiotik (konkrétné: ceftazidim, meropenem, ciprofloxacin, gentamicin, colistin, piperacilin
s tazobaktamem). Takto vyfiltrované multirezistentni kmeny byly dale sledovany podle typu
klinického materialu, ze kterého byly izolovany, podle zastoupeni na jednotlivych odd€lenich,
podle véku a pohlavi pacient a podle obdobi zachytu. V neposledni fadé davame v souvislost
antibioticky profil rezistence a spotfebu antibiotik ve FN HK.

Ptipad je myslen jako jeden pacient, u které¢ho byl v daném obdobi izolovan
multirezistentni kmen. Jako prvni zachyt je definovan prvni nalez u jednoho pacienta
Vv prubehu sledovaného obdobi, kdy jsou do statistické analyzy zatazeny pouze prvni izolaty
bez ohledu na vysetfeny klinicky material. Pokud se v tomto vybéru dat objevil né&jaky ptipad
duplicitné, byl eliminovan.

Zadana databéaze byla dale roziazena dle n¢kolika kategorii. VySetfovany klinicky
material byl rozdélen podle télnich systémi (viz tab. 1). Jednotliva odd€leni obsazena
Vv databazi byla rozfazena na chirurgické a nechirurgické obory (viz tab. 2) a déle na
standardni oddéleni a jednotky intenzivni péce (viz tab. 3). Déle bylo z jednotlivych ptipadi
vytvofeno osm vékovych skupin, které vychéazelo z rozdéleni zivotnich etap dle Machové
(2008):

= 0-5let - predskolni veék

= 6—15 let - skolni v&k

= 16— 30 let = adolescence a obdobi plné dospélosti
= 31-45 let - obdobi mladého veéku

= 46 —60 let - obdobi stfedniho veéku

= 61— 75 let - obdobi starnuti

= 76 —90 let - obdobi staré¢ho veéku

= >09] let - obdobi stafeckého v€ku

Nasledné se ve vyskytu zachycenych ptipadi multirezistentnich pseudomonad davalo
Vv souvislost ro¢ni obdobi nalezu: jaro (biezen, duben, kvéten), 1éto (Cerven, Cervenec, srpen),

podzim (zafi, tijen, listopad), zima (prosinec, leden, unor).
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Takto vytvorené kategorie byly dale zpracovany v ramci kontingenc¢nich tabulek a
grafil.
Tab. 1 Rozd¢leni klinického materialu podle té€lnich systému
Télni systém Klinicky material

Aerobni hemokultivace
Anaerobni hemokultivace
Krevni obéh Détska hemokultivace
Hemokultivacni vysetieni jiného materidlu
Tkan sleziny
Mykologicka hemokultivace
Anaerobni kultivace pistéle
Kultivace hnisu, z abscesu
Kultivace punktatu
Rany a defekty Kultivace z bércového viedu, z operaéni rany, z pistéle,
z dekubitu, z puchyre
Kultivace tekutiny, tekutiny z drénu
Kultivace tkdné
Kultivace cévkované moci
Kultivace moci z nefrostomie
Mocovy trakt Kultivace mo&i z permanentni cévky
Kultivace moci
Kultivace vytéru z uretry
Kultivace pleuralniho vypotku, hrudni ascites, punktat
hrudniku, tekutina z hrudniho drénu
Kultivace aspirdtu z dolnich cest dychacich
Dolni cesty dychaci Kultivace bronchoalveolarni lavaze
Kultivace sputa
Kultivace tkané z plice
Kultivace trachealniho aspiratu, trachealniho vytéru
Kultivace vyplachu z bronchu
Kultivace ascitu, punktatu z bficha, tekutiny z bfisniho
drénu, tekutiny z pararektalniho drénu
Kultivace Zlugi
Gastrointestinalni trakt =
Kultivace stéru z dutiny Ustni
Kultivace vytéru z dutiny brisni, vytéru z rekta, vytéru
z rekta — screening pro JIP
Kultivace Zaludecni lavaze
Kultivace arterialniho katetru, centralniho Zilniho katetru,
periferni Zilni katetr
Kultivace stentu z ledviny, dialyza¢ni kanyly, mocového
Cizorody material katetru
Kultivace drenu, savky, pigtailu
Kultivace stéru z kanyly, katetru, drenu
Kultivace vytéru z drenu
Kultivace tekutiny z paranazalni dutiny, vytér z paranazalni
dutiny
Horni cesty dychaci Kultivace stéru z vulvy
Kultivace stéru dutiny ¢ichové, vytéru z nosu/nosni dirky
Kultivace vytéru z nasopharyngu, vytéru z krku, vytéru z
laryngu
Pohlavni ustroji Kultivace ejakulatu
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Opérny systém

Zrakovy systém

Centralni nervovy systém

Kryci systém

Sluchovy systém

Ostatni

Kultivace z abscesu genitalu, z obsahu scrota
Kultivace stéru stydkych pysk(, stéru glans penis
Kultivace vytéru z vaginy (+ GO)

Kultivace kloubniho punktatu

Kultivace stéru z kycle, stéru z kolena, stéru z hlezna
Kultivace vytéru z o¢niho koutku, vytéru z oka

Kultivace likvoru

Kultivace punktatu hlavy

Kultivace punktatu z podkoZzi

Kultivace stéru z okoli, stéru z kiiZe, stéru z pupku, stér
k hemokulture, stér kiize okoli rekta

Kultivace hnisu z ucha, vypotku stfedniho ucha
Kultivace vytéru ze zvukovodu

Screening multirezistentni kmeny

Tab. 2 Kategorizace klinik ve FN HK na chirurgické a nechirurgické obory

Klinické obory

Chirurgické obory

Nechirurgické obory

Kliniky

Kardiochirurgicka klinika

Chirurgicka klinika

Oddéleni détské chirurgie a traumatologie
Neurochirurgicka klinika
Ortopedicka klinika

Urologicka klinika

Klinika usni, nosni a kréni

Oc¢ni klinika

Porodnicka a gynekologicka klinika

I. Interni klinika

II. internf klinika

Klinika infekénich nemoci

Plicni klinika

Neurologicka klinika

Psychiatricka klinika

Détska klinika

Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny
Klinika nemoci koZnich a pohlavnich
Klinika onkologie a radioterapie
Klinika gerontologicka a metabolicka
Il. IK — oddéleni klinické hematologie

Rehabilitac¢ni klinika
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Tab. 3 Piehled jednotek intenzivni pé¢e ve FN HK
Nazev kliniky

l. Interni klinika

Klinika infekénich nemoci
Plicni klinika
Neurologicka klinika

Détska klinika

Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny

Klinika gerontologicka a metabolicka

Kardiochirurgicka klinika

Chirurgicka klinika

Oddéleni détské chirurgie a traumatologie
Neurochirurgicka klinika
Ortopedicka klinika
Urologicka klinika
Porodnicka a gynekologicka klinika

Il. IK — oddéleni klinické hematologie

-35-

Prislusna jednotka intenzivni péce
Akutni kardiologie
Koronarni a arytmologicka jednotka
JIP

JIP

JIP

JIP VD

JIP novorozenci

Laminarni box

Oddéleni intermedialni péce
Oddéleni ltzkové

JIP geriatricka

JIP interni A

JIP interni B

JIP

JIP KCH 2

JIP1

JIP 2

JIP

JIP

JIP

Urologicka JIP

JIP

JIP —transplantacni

OHIP

JIP



4. Vysledky

Pro vétsi prehlednost je zadana databaze zpracovana skrze tabulky a grafy pouze za

roky 2012 — 2014.

4.1 Celkovy vyskyt multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa ve FN HK za

roky 2012 — 2014

Za roky 2012 — 2014 se multirezistentni Pseudomonas aeruginosa podatila
vykultivovat celkem z 2 923 vySetiovanych vzorki. Multirezistentni kmeny byly zjistény u
685 pacienttii. Na jednoho pacienta pripada 1 — 84 vySetfenych pozitivnich izolatl, pricemz
pramérné na jednoho pacienta pripada 4,3 izolati (median je 2).

V roce 2012 byla multirezistentni PSseudomonas aeruginosa objevena v 666 vzorcich
ziskanych od 213 pacientl. Od jednoho pacienta bylo ziskdno 1 — 39 a priimérné¢ 3,1 (medidn
je 2) izolatl s multirezistentnimi kmeny.

Za rok 2013 se multirezistence prokéazala v 871 klinickych vzorcich od 243 pacientt.
Primérné€ od jednoho pacienta bylo ziskano 3,6 pozitivnich izolatl (s medidnem 2), pficemz
od jednoho pacienta byla multirezistence nalezena u 1 — 37 izolatq.

A Vv roce 2014 uz bylo vykultivovano na 1 386 multirezistentnich kmenti
Pseudomonas aeruginosa od 302 pacientl. Od jednoho pacienta bylo ziskano 1 — 84 vzorkd,
prumér ¢inil 4,5 vzorku na jednoho pacienta (median je 2).

Celkové vyhodnoceni za vSechny tfi roky a rozdéleni pozitivnich izolat na
multirezistentni Pseudomonas aeruginosa podle klinického materialu je v tabulce 4. Podle
tohoto byla multirezistence nejcetnéjsi ve vzorcich ziskanych z dolnich cest dychacich
(29,3 %), dale z moc¢ového traktu (19,8 %) a nakonec stoji za zminku vyskyt v ranach a
defektech (13,7 %). Naproti tomu v materialu z kloubnich punktati a z pohlavniho ustroji se
vyskytuje pouze sporadicky (0,2 %) a pouze vyjimecné je nalezena v likvoru (0,1 %).

V grafu ¢. 3 je patrny stoupajici trend vyskytu multirezistentnich Pseudomonas
aeruginosa ve vsech typech klinického materialu. Nejvetsi narust vyskytu je ziejmy u vzorkt

Z dolnich dychacich cest a ze vzorki z ran a defektl zejména za rok 2014.
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Graf ¢. 2: Pocet pozitivnich izolatl z klinického materialu v zavislosti na poctu pacientti s MR
Pseudomonas aeruginosa za roky 2012 — 2014 ve FN HK
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Tab. 4: Rozdéleni klinického materialu pozitivniho na multirezistentni Pseudomonas aeruginosa za
roky 2012 - 2014

Material Celkovy soucet za roky 2012 - 2014
Relativni (%) Absolutni
Krevniobéh 1,9 54
HCD 11,3 330
DCD 29,3 857
Mocovy trakt 19,8 580
Gastrointestinalni trakt 8,1 238
Cizorody material 9,6 281
Rany a defekty 13,7 400
Oci 0,6 17
Ucho 1,0 29
Pohlavni ustroji 0,2 5
Kosti 0,2 6
CNS 0,1 4
Kaze 1,8 52
Nezarazené (Screening) 2,4 70
Celkem 100 2923
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Graf ¢. 3: Znazornéni vyskytu multirezistentnich kmenti Pseudomonas aeruginosa podle klinického
materialu za jednotlivé roky 2012 — 2014
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Nejvice zastoupenym klinickym materidlem z dolnich cest dychacich pozitivni na
multirezistentni Pseudomonas aeruginosa je sputum, z hornich cest dychacich je to vytér
Z nasopharyngu a vytér z laryngu. Za mocovy trakt je nejzastoupenéjs$i v moci
z permanentniho katétru a zaroven je mocovy katétr 1 nejCastéjsi za cizorody material. Dale
jsou multirezistentni kmeny zachyceny ¢asto pfi screeningu z vytéru z rekta a u ran a defekti
jsou Casto vykultivovany z vytérl z ran. VSechny vysledky jsou za roky 2012 — 2014

srovnatelné.

Tab. 5: Konkrétni rozd€leni ¢etnosti vyskytu multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa za roky
2012 — 2104 podle klinického materialu

2012 2013 2014
Druh materidlu
Relativni (%) Absolutni Relativni (%) Absolutni Relativni (%) Absolutni

DCD 100 183 100 231 100 443
BAL/BAL CF 3/0,5 6/1 6/0 13/0 4/0 16/0
Pleuralni vypotek 2 3 0 0 0 0
Sputum/Sputum CF 22/11 40/20 12/13 28/30 16/21 70/95
Trachealni aspirat/TA CF 56/0,5 103/1 61/0 142/0 51/0 228/0
Trachealni vytér 0 0 1 3 0,2 1
Vyplach bronchu 2 4 4 10 5 20
Punktat-hrudni 3 5 2 5 3 13
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HCD 100 75 100 104 100 151
Vytér z krku/VK CF 8/1 6/1 0/1 0/1 3/3 4/4
Vytér z krku - screening 0 0 3 3 0 0

Vytér z nasopharyngu 15 11 46 48 46 69
Vytér z nosu/VN CF 7 5/0 2 2/0 0,7/0,7 1/1
Vytér z laryngu 68 51 46 48 48 72
Vytér vedlejsich nos. dut. 1 1 2 2 0 0

Mocovy trakt 100 166 100 214 100 200
Cévkovana moc 8 5 6 12 6 12
Mo¢ 32 53 28 59 35 70
Moc z permanent. katétru 60 99 55 118 51 102
Moc¢ z nefrostomie 5 8 11 23 8 16
Vytér z uretry 0,6 0,9 2 0 0

GIT 100 29 100 84 100 125
Zlug 7 2 0 0 2 2

Stér dutiny ustni 0 0 2 2 2 3

Stér dutiny bfisni 14 4 2 2 4 5

Zaludeéni lavaz 3 1 0 0 0 0

Tekutina z dutiny bfisni 21 6 10 8 37 46
Vytér rekta 7 2 1 1 11 14
Vytér rekta — screening 48 14 85 71 44 55
Cizorody material 100 62 100 92 100 127
Arteridlni katétr 3 2 9 8 8 10
Centralni zilni katétr 10 6 11 10 10 13
Dren 8 5 9 8 14 17
Mocovy katetr 56 35 61 56 54 68
Savka 10 6 8 7 13 17
Stér kanyly 13 8 3 3 1,6 2

Rény a defekty 100 106 100 93 100 271
Hnis 0 0 3 3 4 11
Stér 1 1 0 0 0,4 1

Stér dekubitu 10 11 5 5 7 20
Stér bércového viedu 0 0 11 10 9 25
Stér z rany 68 72 46 43 40 109
Tekutina z drénu, punktat 16 17 6 6 19 51
Tkan 4 4 0 0 2 5

Absces, pistél 1 1 1 1 1 3

Screening (dale nespecif.) 0 0 27 25 17 46
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Podle tabulky 6 je vidét, Ze jako nejrizikovéjsi pracovisté z hlediska nalezu
multirezistentnich Pseudomonad je klinika gerontologické a metabolicka, ktera se za posledni

tfi roky drzi v ¢ele (2012 — 53 %; 2013 — 42 %; 2014 — 48 %).

Tab. 6.: Vyjadreni vyskytu multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa za roky 2012 — 2014 na

jednotlivych klinikach
Klinika 2012 2013 2014
Relativni Absolutni  Relativni Absolutni  Relativni Absolutni
(%) (%) (%)
m 7 49 5 44 10 126
m 3 20 8 66 10 137
Kl. onkologie a 1 7 0,9 8 0,2 2
radioterapie
Kl. gerontologicka a 53 345 42 347 48 630
metabol.
Il. IK — odd. klin. 3 20 13 106 6 85

hematologie

Na grafu €. 4 se jevi jako nejcetné;jsi za roky 2012 a 2013 nalez multirezistentnich
Pseudomonad na klinice gerontologické a metabolické ve vzorcich z mocového traktu. Za rok
2012 a 2013 se dale ¢etna multirezistence prokazala ve vzorcich z dolnich dychacich cest a

dale v cizorodém materialu a v ranach a defektech. V roce 2014 je nejpocetné;jsi skupinou
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vzorkl pozitivniho materialu z dolnich dychacich cest, a vzorky z mocového traktu jsou
srovnatelné se vzorky z ran a defektd, které jsou druhou nejzastoupenéjsi skupinou

pozitivniho materidlu na multirezistentni Pseudomonady.

Graf ¢. 4: Shrnuti vyskytu pozitivnich izolati Pseudomonas aeruginosa vyjadieno v procentech,
Vv jednotlivych klinickych materialech na klinice gerontologické a metabolické za roky 2012 - 2014
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Graf ¢. 5: Relativni zastoupeni vyskytu multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa v klinickém
materialu souhrnné za roky 2012 — 2014 na jednotlivych klinikach
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Jako material s nejvétsi Cetnosti vyskytu multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa
jsou zcela zieteln€ dle grafu €. 4 vzorky z mocového traktu a dale z ran a defektu, které se
vyskytuji (azZ na jednu vyjimku) na vSech oddé€lenich. Vysoké procento vyskytu maji i vzorky

Z dolnich cest dychacich. Ostatni material je, az na n€kolik pfipad, v procentu mizivém.
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4.2 Zachyt novych pripadd multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa ve FN

HK za roky 2012 - 2014
V roce 2012 bylo podle vyro¢ni zpravy FN HK hospitalizovano 41 382 a z toho se

objevilo 163 novych ptipadti multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa. V roce 2013
pozorujeme zvySeni ve vyskytu multirezistentnich P. aeruginosa, kdy je v ptepoctu na 1 000
hospitalizovanych pacientt 4,64 novych ptipadi. Za rok 2014 je patrny opét vzestupny trend
v celkovém vyskytu MR Pseudomonas aeruginosa na 7,23 na 1 000 hospitalizovanych

pacienttl.

Graf. ¢. 6: Incidence a prevalence vyskytu multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa na 1000
hospitalizovanych pacienti ve FN HK za roky 2012 - 2014

O P, N W b U1 O N

2012 2013 2014
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Tab. 7: Pocet hospitalizovanych pacientt, opakovaného vyskytu a novych pfipadi multirezistentni P.
aeruginosa s piepoc¢tem na 1000 hospitalizovanych pacientd za rok 2012 — 2014 ve FN HK

2012 2013 2014
Pocet hospitalizovanych pacientti celkem 41 382 40 957 41 766
Pocet pfipadii MR P. aeruginosa 213 243 302
Pocet novych pripadt MR P. aeruginosa 163 190 167
Pocet pFipadd MR P. aeruginosa/1000 hospit. pacienti 5,15 5,93 7,23
Pocet novych pfipadi MR P. aeruginosa/1000 hospit. pacientt 3,94 4,64 4,00

4.2.1 Vyskyt multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa podle véku a pohlavi

Podle tabulky 8 je vidét, Ze nejvetsi cetnost vyskytu novych piipadt multirezistentnich
Pseudomonas aeruginosa je u pacientt s vékovym rozpétim 61 — 75 let (2012 — 43 %; 2013 —
49 %; 2014 — 39 %) bez rozdilu pohlavi. Dale jsou multirezistentni kmeny castéji
vykultivovany u pacientil v 5. a 7. vékové skupiné a to vcelku srovnateln€ béhem let 2012 —
2014.
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S ohledem na pohlavi pfevazuji mezi pacienty s vyskytem multirezistentnich

Pseudomonas aeruginosa muzi vic¢i Zzenam a to v poméru 1,6 : 1 (vroce 2012)a 1,4:1 (v

letech 2013 a 2014). V grafu ¢. 7 je patrné, ze nejpropastnéjsi rozdil vyskytu mezi muzi a

Zenami je ve ve€kové skuping 46 — 60 let, kdy jsou v poméru 2,4 : 1.

Tab. 8: Rozd¢leni vyskytu novych piipadt multirezistentnich P. aeruginosa podle véku a pohlavi

0-5let
6—15let
16 —30 let
31-45let
46 - 60 let
61— 75 let
76 — 90 let

Celkem

Graf ¢. 7: Relativni zastoupeni novych piipadt vyskytu multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa
podle veékovych skupin a pohlavi souhrnné za roky 2012 - 2014
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Graf ¢. 8: Relativni zastoupeni vékovych skupin novych piipadii pozitivnich na multirezistentni
Pseudomonas aeruginosa za jednotlivé roky 2012, 2013 a 2014
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4.2.2 Vyskyt multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa podle kalendainich mésicti a

ro¢niho obdobi

V tabulce 9 je znazornén zachyt novych ptipadt multirezistentnich Pseudomonas
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aeruginosa za roky 2012 — 2014. Nejvice evidovanych ptipadu bylo v prosinci 2012 (22; 13

%) a naopak nejméné v lednu 2014 (9; 5 %).

Podle grafti €. 9 a 10 neni viditelnd zadna zvlastni souvislost s vyskytem

multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa a kalendainim mésicem ani roénim obdobim.

Vyskyt je hodné kolisavy, ale drzi se v izkém rozmezi, co se tyce poctu piipadi. Snad je
mozné vyjadfit uréitou hypotézu ohledné vyskytu v jarnich mésicich, kdy se v relativnim

zastoupeni poctu piipadi, zda jako nejrizikovéjsi obdobi.
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Tab. 9: Rozd¢leni novych piipadi multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa podle obdobi zachytu
dle kalendainich mésict za roky 2012 - 2014

2012 2013 2014
Kalenda#ni mésic

Abs. (%) Abs. (%) Abs. (%)

Leden 11 7 15 8 9 5
Unor 10 6 20 11 16 10

Biezen 17 10 16 8 14 8

Duben 14 9 20 11 13 8
Kvéten 15 9 14 7 17 10

Cerven 11 7 13 7 10 6
Cervenec 15 9 17 9 14 8
Srpen 14 9 12 6 19 11
ZaFi 12 7 19 10 12 7
Rijen 11 7 15 9 16 10
Listopad 11 7 16 8 15 9
Prosinec 22 13 13 7 12 7
Celkem 163 100 190 100 167 100

Graf ¢. 9: Vyskyt novych ptipadti multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa podle jednotlivych
kalendarnich mésict za roky 2012 - 2014
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Graf ¢. 10: Relativni vyskyt novych ptipadi multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa podle
ro¢nich obdobi za roky 2012 - 2014
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4.2.3 Vyskyt multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa podle klinického materialu
Multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa se nové podatilo zachytit nejc¢astéji

Vv dolnich dychacich cestach a v mocovém traktu. V roce 2012 byl nejcastéji pozitivni material

Z mocového traktu (25 %), z ran a defektd (21 %) a déale z dolnich dychacich cest (20 %).

V roce 2013 vyrazné stoupla pozitivita vzorkll z dolnich dychacich cest (28 %), vzorky

z moc¢ového traktu zdstavaji, co se ty¢e MR Pseudomonas aeruginosa, stabilni (25 %).

Klinicky materidl z hornich cest dychacich vyrazné nabyl pozitivity (14 %). Za rok 2014 se

vyrovnaly rozdily mezi vyskytem MR kment v dolnich dychacich cestach a mocovém traktu

(23 %) a mirn¢ se opét navysila pozitivita u vzorki z ran a defektti (19 %) oproti roku 2013.

Tab. 10: Rozdé€leni vyskytu novych ptipadi multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa podle
klinického materialu za roky 2012 — 2014

Material

(%) Absolutni (%) Absolutni (%) Absolutni

Krevni obéh 0,6 1 3 5 3 5
HCD 5 8 14 26 12 20
DCD 20 33 28 53 23 38
Mocovy trakt 25 41 25 48 23 38
GIT 6 10 7 14 7 11
Cizorody material 13 21 9 17 9 15
Rany a defekty 21 34 11 20 19 31
Oci 0,6 1 0,5 1 1 2
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Ucho 5 8 0,5 1 0 0
Pohlavni ustroji 0 0 2 4 0 0
CNS 0,6 1 0 0 0 0
Kaze 3 5 0,5 1 4 6
Nezafazené (Screening) 0 0 0 0 0,6 1
Celkem 100 163 100 190 100 167

Graf ¢. 11: Relativni zastoupeni vyskytu novych ptipadi MR Pseudomonas aeruginosa Vv klinickém
materialu za roky 2012 — 2014
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MR Pseudomonas aeruginosa se, v dolnich dychacich cestach, nejcastéji podafiilo
vykultivovat z trachealniho aspiratu (48 % 2012; 55 % 2013; 53 % 2014). V hornich cestach
dychacich je vyskyt nejcetnéjsi ve vytéru z laryngu a nasopharyngu. Mocovy trakt je celkoveé
nejzastoupenéjsi a konkrétné se MR Pseudomonas aeruginosa vyskytla v mo¢i
Z permanentniho katétru a v moci (spontann€ vymocene¢). I v cizorodém materialu vévodi
mocovy trakt, kde se MR kmeny nejcastéji vyskytuji v mocovém katétru (67 % 2012; 76 %
2013; 67 % 2014).
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Tab. 11: Konkrétni ptehled klinického materialu pozitivniho na MR Pseudomonas aeruginosa

v novych pfipadech za roky 2012 - 2014

Druh materidlu

DCD

BAL

Pleuralni vypotek
Sputum/Sputum CF
Trachealni aspirat
Trachealni vytér
Vyplach bronchu
Punktat-hrudni

HCD

Vytér z krku/VK CF
Vytér z krku - screening
Vytér z nasopharyngu
Vytér z laryngu
Mocovy trakt
Cévkovana moc

Moc

Moc z permanent. katétru

Moc z nefrostomie

GIT

Stér dutiny bfisni
Zaludeéni lavaz
Tekutina z dutiny bfisni
Vytér rekta

Vytér rekta — screening
Cizorody material
Arterialni katétr
Centralni Zilni katétr
Dren

Mocovy katetr

Savka

Stér kanyly

Rany a defekty

Stér

Stér dekubitu

Stér bércového viedu

Stér z rany

Relativni
(%)
100

9
3
27/6
48

100
0/0

37
63
100

27
63

100

10

10

10

70

100

24

67

100

15

21
44

2012

Absolutni

33
3
1

9/2

16

15
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2013

Relativni (%)

100
8
2
15/4
55

13

100
0/0

77
19

100

50
38

100

14

79
100

Absolutni

53
4
1

8/2

29

26
0/0

20

48

24
18

14
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2014

Relativni (%)

100
0
0
29/11
53

100
5/5

50
40
100

37
42
16
100

100
100

67
27

100
13

16
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Absolutni

38
0
0
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4.2.4 Vyskyt multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa podle klinik

Jako nejrizikové€jsi pracoviste, co se tyce vyskytu multirezistentnich Pseudomonas

aeruginosa je podle tabulky 16 klinika gerontologicka a metabolicka, kde je zachycena

nejvetsi frekvence nalezt novych ptipada (33 % 2012 a 2013; 32 % 2014). Jako nejméné

rizikové je naopak kardiochirurgicka a ortopedicka klinika, klinika usni, nosni a kréni a

klinika onkologie a radioterapie, kde byly MR pseudomonady detekovany v mizivém

procentu.

Tab. 12: Cetnost novych piipadit MR Pseudomonas aeruginosa na jednotlivych klinikéch za roky

2013 2014

2012 - 2014

Klinika infekénich nemoci

Neurologicka klinika
Détska klinika

Kl. nemoci koznich a pohl.
Kl. onkologie a radioterapie

Kl. gerontologicka a

R W U1 0 W o N

metabol.

AL °
i
L °
BRI
3
6

KI. usni, nosni a kréni

Il. IK — odd. klin.

hematologie

Absolutni

19
3
7
9

13

53

12

10
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Absolutni
9
2
2

16

13

16

(%)
6
4

Absolutni
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10
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Podle grafu €. 12 je vidét, ze v prepoctu na 1 000 hospitalizovanych pacient
z jednotlivych klinik se MR Pseudomonas aeruginosa vyskytuje pozoruhodné ¢asto i na

klinice anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny zejména v roce 2013.

Graf ¢. 12: Relativni Cetnost vyskytu novych ptipadi MR Pseudomonas aeruginosa piepoctena na
1 000 hospitalizovanych pacientti na jednotlivych klinikach za roky 2012 — 2013 (za rok 2014 se
nepodafilo ziskat udaje)
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Pti dalS$im rozd¢leni kliniky gerontologické a metabolické na jednotliva oddéleni je
znazornéno v tabulce 13, Ze nejcastéji je MR Pseudomonas aeruginosa zachycena na jednotce
intenzivni péce interni A a B a to nezavisle na roku 1 kdyz je zde zna¢ny nartist na JIP interni

B v roce 2013 (z 5,65 % na 9,38 %).
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Tab. 13: Vyskyt novych piipadi MR Pseudomonas aeruginosa na jednotlivych oddélenich kliniky
gerontologické a metabolické za roky 2012 - 2014

Nazev oddéleni 2012 2013 2014
(%)* Abs. (%)* Abs. (%)** Abs.

JIP geriatricka 0,81 2 1,22 3 - 0
JIP interni A 7,26 18 7,34 18 - 25
JIP interni B 5,65 14 9,38 23 - 11
Odd. geriatrické 2,02 5 3,67 9 = 3
LGZkové odd. A 2,42 6 3,67 9 - 7
Odd. diabetologické 0,40 1 0 0 = 1

*relativni ¢etnost prepoctena na 1 000 hospitalizovanych pacientd

** nepodafilo se ziskat udaje

V tabulce 14 a grafu ¢. 13 je znazornén vyskyt novych ptipadi MR Pseudomonas
aeruginosa rozdélenych na jednotky intenzivni pée a standardni ltizkova odd¢leni. Vsechny
roky jsou srovnatelné a je zde vidét jasny rozdil v ¢etnosti vyskytu, kdy definitivné prevazuji

jednotky intenzivni péce (2,20 % 2012; 2,91 % 2013; 2,30 % 2014).

Graf ¢. 13: Relativni zastoupeni novych piipadd MR Pseudomonas aeruginosa piepocétenych na 1 000

hospitalizovanych pacientd na jednotkach intenzivni péce a standardnich oddélenich za roky 2012 -
2014
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Tab. 14: Zastoupeni novych piipadtit MR Pseudomonas aeruginosa na jednotkach intenzivni péée a
standardnich odd¢lenich za roky 2012 - 2014

Oddéleni

(%)*  Abs.  (%)* Abs.  (%)*
_ 220 91 2,91 119 230 9
Standardni oddéleni [z RlZ 1,73 71 1,70 71

*relativni Cetnost prepoctend na 1 000 hospitalizovanych pacientd
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Graf ¢. 14: Vyskyt MR Pseudomonas aeruginosa v typech klinického materialu na jednotlivych
klinikach FN HK souhrnné za roky 2012 - 2014
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Z grafu ¢. 14 pozorujeme jako nejzastoupenéjsi klinicky materidl pozitivni na MR

Pseudomonas aeruginosa z mocového traktu a z dolnich cest dychacich.

4.2.5 Vyskyt multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa podle klinickych obora

Podle tabulky 15 je zfejmé, ze vyskyt multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa
jasn¢ prevazuje u nechirurgickych obort (2,97% 2012; 3,15 2013). Pozitivni izolaty jsou
Vv ptevaze v poméru 3,3 : 1 (za rok 2012), 2,3 : 1 (za rok 2013). Za rok 2014 se rozdily mezi

nechirurgickymi a chirurgickymi obory trochu stiraji s pomérem 1,9 : 1.
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Tab. 15: Rozdéleni vyskytu MR Pseudomonas aeruginosa podle chirurgickych a nechirurgickych
oboru za roky 2012 - 2014

(%)* Abs. (%)* Abs. (%)*
Nechirurgické obory X)) 123 3,15 129 2,61 109
Chirurgické obory 0,89 37 1,39 57 1,41 59

*relativni pocet piepocteny na 1 000 hospitalizovanych pacientli

Graf ¢. 15: Relativni zastoupeni MR Pseudomonas aeruginosa piepoéteny na 1 000
hospitalizovanych pacientl v chirurgickych a nechirurgickych oborech za roky 2012 - 2014
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4.3 Charakter antibiotické rezistence multirezistentnich Pseudomonas

aeruginosa ve FN HK za roky 2008 az 2014

Profil antibiotické rezistence multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa byl
sledovan regresivni analyzou za roky 2008 az 2014. Ze zadané databaze byli vybrani pouze
prvni izolaty od jednoho pacienta a zarovei byli sledovani jen pacienti s vySetienou
antibiotickou rezistenci na vS§echny zadana antibiotika.

Podle vysledki v tabulce 16 je drtiva vétSina izolati rezistentni na ciprofloxacin, i
kdyz v poslednich letech pocet takto rezistentnich kment mirn¢ poklesl. Vyznamna je
rezistence na meropenem, ktera se také objevuje s vysokou frekvenci. Dulezity nardst v poctu
rezistentnich kment byl zaznamenan u antibiotika piperacilin s tazobaktamem, ktery se od
roku 2008 (45 %) do roku 2014 téméf zdvojnasobil (86 %). Naopak nejnizsi procento
rezistentnich kment bylo zaznamenano v souvislosti s colistinem, ktery si zachovava svoji
ucinnost téméf u vsech vySetienych kment Pseudomonas aeruginosa.

U konkrétnich antibiotickych fenotypt se vyskytlo celkové 24 ruznych profild. Skoro
polovinu multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa tvoii kmeny rezistentni na ceftazidim,
ciprofloxacin, gentamicin, meropenem a piperacilin s tazobaktamem (43 %). A podle grafu 17
je zfejmé, Ze Cetnost tohoto antibiotického fenotypu v pribéhu let stoupa. Dal§im vicecetnym
typem rezistence je neucinnost ceftazidimu, meropenemu a piperacilinu s tazobaktamem
(10 %), ktery se v prub&hu let také mirn¢ navysuje. Rezistence, ktera je na ustupu je odolnost
na ceftazidim, ciprofloxacin, gentamicin a meropenem, ktera se s postupem let snizuje, zfejme
na ukor prvniho jmenovaného typu rezistence.

Mezi spottebou antibiotik ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové byla nalezena
vyznamna souvislost u piperacilinu/tazobaktamu a ciprofloxacinu (graf ¢. 19 a 20), kde
relativni ro¢ni spotieba daného antibiotika témét kopiruje vyskyt specificky-rezistentnich
Pseudomonas aeruginosa v daném roce. U meropenemu byl zachycen spiSe opa¢ny trend
(graf €. 18): spotfeba meropenemu v letech stoupd, ale meropenem rezistentni kmeny spise

klesaji.

Tab. 16: Rezistence MR Pseudomonas aeruginosa na jednotliva antibiotika za roky 2008 - 2014

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Antibiotikum

(%) @ Abs. (%) | Abs. (%) | Abs. | (%) | Abs. | (%) | Abs. | (%) | Abs. | (%) | Abs.
Ceftazidim 73 49 60 118 79 173 84 152 | 85 136 | 85 159 70 115
Ciprofloxacin 99 66 93 185 93 203 | 92 166 | 77 123 | 79 149 | 87 142
Gentamicin 79 53 87 173 80 174 83 151 | 73 117 | 75 141 77 127
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Colistin 0 0 2 3 3 6 1 1 2 3 2 3 1 1
Meropenem 90 60 80 159 83 182 | 86 156 | 75 120 | 80 151 84 137
Piperacilin + tazob. 45 30 61 120 48 104 | 64 115 | 76 122 | 88 166 | 86 141
Celkem 67 198 218 181 160 188 164

Tab. 17: Fenotyp rezistence MR Pseudomonas aeruginosa souhrnné za roky 2008 - 2014
Typ rezistence

Absolutni pocet

Relativni pocet

CAZ, CIP, CN, CT, MER, TZP 1 0,10
CIp, CN, CT, MER, TZP 1 0,10
CAZ, CN, MER 1 0,10
CAZ, CIP, CN, CT, MER 1 0,10
CAZ, CN, CT, MER 0,10
CAZ, CT, TZP 1 0,10
CN, CT, TZP 1 0,10
CAZ, CN, CT, TZP 3 0,30
CiP,CN, CT 3 0,30
CAZ, CN, TZP 5 0,50
CN, MER, TZP 8 0,80
CAZ, CN, MER, TZP 18 2
CAZ, CIP, CN, TZP 39 4
CIP, MER, TZP 26 3
CAZ, CIP, MER 32 3
CAZ, CIP, CN 34 3
CIP, CN, MER, TZP 35 3
CAZ, CIP, TZP 35 3
CIP, CN, MER, TZP 45 4
CiP, CN, TZP 45 4
CiP, CN, MER 55 5
CAZ, CIP, CN, MER 77 8
CAZ, MER, TZP 102 10
CAZ, CIP, CN, MER, TZP 433 43
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Graf ¢. 16: Relativni Cetnost rezistence MR Pseudomonas aeruginosa na jednotliva antibiotika za
roky 2008 - 2014
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Tab. 18: Fenotyp antibiotické rezistence MR Pseudomonas aeruginosa za roky 2008 — 2014

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Charakter rezistence

Abs. (%) Abs. | (%) | Abs. (%) | Abs. (%) | Abs. (%) | Abs. (%) | Abs. | (%)
CAZ, CIP, CN, MER 12 18 27 14 32 15 31 17 13 6 5 3
CAZ, CIP, CN, TZP 0 0 6 3 13 6 6 3 8 5 13 7 6 4
CAZ, CN, MER, TZP 0 0 2 1 1 05 |3 2 7 5 5 3 0 0
CIP, MER, TZP 1 1 3 2 0 0 1 0,6 6 4 7 4 8 5
CAZ, CIP, CN 4 6 8 4 3 1 7 4 12 8 7 4 5 3
CIP, CN, MER, TZP 5 7 26 14 12 6 6 3 4 3 7 4 20 12
CAZ, CIP, TZP 2 3 5 3 8 4 5 3 7 5 8 4 8
CIP, CN, TZP 1 1 17 9 10 5 7 4 6 4 6 3 7 4
CIP, CN, MER 11 16 30 16 20 9 15 8 4 3 6 3 12 7
CAZ, CIP, MER 10 15 10 5 23 11 12 7 8 5 2 1 1 0,6
CAZ, MER, TZP 1 1 7 4 11 5 12 7 21 14 30 16 20 12
CAZ, CIP, CN, MER, TZP 20 30 51 27 78 37 75 42 54 36 86 47 69 43
Celkem 67 192 211 180 150 183 161
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Graf ¢. 17: Relativni Cetnost Ctyf nejcastéjSich fenotypt antibiotické rezistence MR kmenti
Pseudomonas aeruginosa v letech 2008 - 2014
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Graf ¢. 18: Vyvoj rezistence MR kmenti Pseudomonas aeruginosa v letech 2008 — 2014 v souvislosti
se spotfebou meropenemu ve FN HK
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Graf ¢. 19: Vyvoj rezistence MR kment Pseudomonas aeruginosa v letech 2012 — 2014 v souvislosti

se spotfebou piperacilinu/tazobaktamu ve FN HK
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Graf ¢. 20: Vyvoj rezistence MR kment Pseudomonas aeruginosa v letech 2012 — 2014 v souvislosti

se spotiebou ciprofloxacinu ve FN HK
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Diskuze

Pseudomonas aeruginosa je pon¢kud pomijenym druhem bakterie, ktery vSak dokaze
byt velmi nebezpeény. Casto smrtici potencial této bakterie tkvi v jeji velmi dobré odolnosti
na vnéjsi vlivy prosttedi a hlavné vykazuje pozoruhodnou odolnost proti antibiotikiim, at’ uz
ze své podstaty nebo sekundarnim typem rezistence. O to horsi je vyskyt této bakterie
V nemocni¢nim prostiedi, kde vede selektivni tlak antibiotik ke vzniku multirezistentnich
kment a usnadiiuje jejich nasledné Sifeni. Na druhé strané je pravdou, ze pro zcela zdravého
cloveka je tento patogen prakticky neskodny.

Ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové bylo za roky 2012 — 2014 vykultivovano
celkem 2 923 pozitivni izolath multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa od 685 pacientu.
Vyskyt téchto patogenti se zvysuje s kazdym rokem témér o tietinu, coz za rok 2014 Cinilo uz
1386 izolatl od 302 pacientd.

Pii hodnoceni celkového poctu piipadi se MR Pseudomonas aeruginosa nejcastéji
vyskytovala v dolnich cestach dychacich, coz muze byt disledkem chronicky nemocnych
pacientt, ktefi se opakované vySetiuji, konkrétné napiiklad pacientd s cystickou fibrozou.

s multirezistentnimi Pseudomonas aeruginosa. Tam se v drtivé vétsiné piipadi podatilo
tohoto patogena vykultivovat z klinického materialu z mo¢ového traktu, a to pfedevs§im

Z moci z permanentni cévky a z moc¢ového katétru. Povrch katétru je v podstaté pfimou cestou
do vnitiniho prostiedi pacienta a zaroven sam o sob¢ ptfedstavuje vhodné prostiedi pro adhezi
a popiipad¢ i pro vytvoreni biofilmu. Mittal a kol. (2009) dosli k zavéru, Ze infekce mocovych
cest se podileji témét 40 % na celkovém vyskytu nozokomialnich nakaz a Pseudomonas
aeruginosa je jednim z nejcastéjSich vyvolavatelu téchto infekci. Ani vzorky z dolnich cest
dychacich nejsou zanedbatelné, co se MR Pseudomonas aeruginosa tyce. Zejména v roce
2013, kdy se podaftilo zachytit multirezistenci u 53 pacientli a nejvice pozitivnim materidlem
byl tracheélni aspirat.

Nejvyssi pocet pozitivnich izolatd at’ uz opakované nebo v novych piipadech se
vyskytlo na Klinice gerontologické a metabolické ve vSech analyzovanych letech. Velmi
pravdépodobné je tento vysoky po¢et MR kmenti dan spektrem pacientd, ktefi jsou na tomto
oddéleni hospitalizovani. Jedna se o pacienty po naro¢nych operacich, s t€Zkym postizenim
gastrointestinalniho traktu nebo s metabolickymi komplikacemi vyvolanymi lé¢bou
onkologického onemocnéni. Dalsi nezastupitelnou ¢asti pacientl jsou osoby s onemocnénim

ledvin a i diabetici. VétSinovy podil pacient tvoii osoby starsi 78 let. (vyro¢ni zprava FN
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HK) Obecné vzato jsou to tedy pacienti ¢asto imunosuprimovani, star§iho véku, ¢asto

S rozvratem vnitiniho prostfedi a navic mohou byt diky tomuto i dlouhodobé hospitalizovani.
Tito pacienti tedy ,,spliuji* veskeré predpoklady pro vyvolani infekce Pseudomonas
aeruginosa. Podle dat pfepoctenych na pocet hospitalizovanych pacientti na jednotlivych
klinikach se ukazalo, Ze dal$im rizikovym pracovistém, co se tyka MR Pseudomonas
aeruginosa je vcelku prekvapive i Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny.
A to zejména v roce 2013, kdy v poctu pozitivnich izolatd (35 %) dokonce prevysila Kliniku
gerontologickou a metabolickou.

Zdalo by se, Ze pozitivni izolaty budou c¢astéji detekovany v oborech chirurgickych,
ale podle analyzovanych dat tomu tak neni. Nejvyssi zastoupeni MR Pseudomonas
aeruginosa byl zaznamenan v oborech nechirurgickych a to az trojnasobn¢ vyssi. Mizeme
davat v souvislost §irsi spektrum pacientl vSech vékovych kategorii.

Mezi velmi rizikova pracovisté patii jednotky intenzivni péce, kde jsou rizikovi
pacienti z diivodu ¢asto téméf nefunkéniho imunitniho systému a navic jsou tito pacienti
obvykle katétrizovani. Vyskyt MR Pseudomonas aeruginosa je oproti standardnim oddélenim
témét dvojnasobné vyssi a to ve vSech analyzovanych letech.

Nejvyssi pocet MR kment byl zaznamenan u pacientd ve vékové skupiné 61 — 75 let a
to zejména u muzského pohlavi. S velkou pravdépodobnosti jde o vliv starnuti na organismus
a s nim spojené oslabeni obrannych mechanismi organismu. Jde zejména o oslabeny kaslaci
reflex a mukociliarni samodistici funkce, nasledné zména bakterialni kolonizace nosohltanu.
Co se urogenitalniho traktu tyce, jedna se o ztratu bakteriostatickych vlastnosti moci, ke
zpomaleni toku moci v uretfe a k nedostate¢nému vyprazdiovani mocového méchyte.
(Kubesova 2008)

V souvislosti s vyskytem v ro¢nim obdobi nebyla nalezena zadna vyznamna souvislost
s Cetnosti multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa.

V profilu antibiotické rezistence Pseudomonas aeruginosa ve FN HK byl nejcastéji
detekovan typ rezistence na ceftazidim, ciprofloxacin, gentamicin, meropenem a
piperacilin/tazobaktam. Tento typ rezistence nedava moc prostoru pro terapeutické moZznosti,
protoze zde ,,zbyva“ na 1écbu pouze colistin a i na n¢j uz byla zaznamenéana odolnost
nékterych kmenti Pseudomonas aeruginosa i kdyz ne ¢asta. Avsak v ptipadé vyskytu
rezistence 1 na colistin dale neni jiné terapeutické vychodisko, coz ¢ini tuto bakterii velice
nebezpecnou. Podle relativni ro¢ni spotieby antibiotik a poctu multirezistentnich kment
nebyla nalezena vyznamnéjsi zavislost u meropenemu, jak uvadi Kolar (2013) ve své studii.

Nejvyznamngéjsi zavislost byla vypozorovana u piperacilinu s tazobaktamem.
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Zaver

Pseudomonas aeruginosa je veelku neopravnéné v klinické praxi zna¢né opomijena.
Diky iracionalnimu naduzivani antibiotik se této bakterii daii pod selek¢nim tlakem vytvaret
stale odoIngjs$i kmeny. V této praci byl zachycen stoupajici trend multirezistence této bakterie,
u kter¢ je dost pravdépodobné, Ze v budoucnu piekroci zdanlivou hranici, kdy nebude na
tohoto patogena existovat efektivni 1é¢ba dosud dostupnymi antibiotiky. V obecné roving byl
zaznamenan stoupajici vyskyt po¢tu multirezistentnich Pseudomonas aeruginosa ve Fakultni
nemocnici v Hradci Kralové. Problém multirezistence se netyka jen tohoto patogena, ale i
fady dal$ich napt.: methycilin-rezistentni Staphylococcus aureus, multirezistentni Klebsiella
pneumoniae. Da se fici, Ze Pseudomonas aeruginosa stoji v pozadi, coz potvrzuje i fakt, Ze
dosud nebyl oficidlné definovan pojem multirezistence u tohoto patogena.

Jako nejrizikovéjsi skupinou pro vyskyt MR Pseudomonas aeruginosa byli v této
praci shledany muzi starsiho véku, hospitalizovani na jednotkéch intenzivni péce, poptipade
katétrizovani a to zejména v urogenitalnim traktu. Je vice nez na mist¢, aby se zejména u této
skupiny pacientti provadély cilené screeningy pravé na MR Pseudomonas aeruginosa. Pro

zpomaleni vzniku rezistence je vhodné racionalizovat antibiotickou 1écbu.
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