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10. Diskuze

Jednim z aktualnich problémt, kterému se dnes v medicin€ vé€nuje velka pozornost je
vzristajici rezistence na antibiotika. Je nesporné€, Ze nadmeérna spotieba antibiotik
v komunité 1 nemocnicich je hlavni pfi¢inou tohoto stavu, protoZe antibiotika velmi i¢inné
selektuji nové rezistentni kmeny. Podle dosavadniho vyvoje Ize bohuzel predpokladat, ze
dfive nebo pozdéji budou bakterie rezistentni vii¢i v§em doposud pouzivanym
antibiotiktim. Zatim situace v Ceské republice neni tak vazna jako v nékterych jinych
zemich, 1 kdyz ji zdaleka nelze povazovat za optimalni a to hlavné v nemocnicich (viz vyse
uvadéné vysledky EARSS). PredevSim intenzivni medicina je oborem, kde rezistence
k antibiotikiim pfinas$i mnoho tézkosti.

NI na jednotkach intenzivni péce a anesteziologicko resuscita¢nich oddélenich patfi
k zavaznym, mnohdy zivot ohrozujicim infek&nim komplikacim, které predstavu;i
vyznamny medicinsky a soucasné ekonomicky problém. Je do jisté miry paradoxem
souc¢asné mediciny, Ze diky svym stale dokonalejSim diagnostickym a [é¢ebnym postuplim
zachranuje Zivot pacientim, ktefi by v minulosti ve vétsiné€ pfipadt pravdépodobné
neprezili, at uz se jedna o tézké urazy, naro¢né operace, transplantace kostni diené a
organu, tézké otravy apod., ale soucasné jsou tito jedinci v sebelépe vybavené a $pi¢kovou
péci zajisténé nemocnici vystaveni uritému riziku rozvoje zavazné infekce, ktera je
ohrozuje o to vice, Ze diky zdkladnimu onemocnéni a 1é¢bé maji ¢asto vyrazné naruSenou
imunitu.

Klebsiely s produkci ESBL. patti, diky svym adapta¢ni mechanismiim a radé faktorti
patogenity a virulence, k obdvanym oportunnim patogeniim. Z prezentovanych vysledki
vyplyva, ze vyskyt ESBL pozitivnich kment mezi klinickymi izolaty K. pneumoniae se 1i§i
prave v zavislosti na jednotlivych oddélenich. ESBL fenotyp byl detekovan u 33%

z celkového poctu 182 izolatu klebsiel zachycenych na oddélenich ARO a JIP. Na
ostatnich oddéleni, kde byla izolovany z klinickych vzorkil K. pneumoniae bylo ESBL
pozitivnich kment 15,6%. Skute¢nost, Ze pravdépodobnost Sifeni klebsiel ve
zdravotnickém zarizeni je vy$si dokazuje srovnani poétu pacientl prijatych z komunity a
pacientd jiz hospitalizovanych.

Vyznam Casnosti kolonizace pacienta nemocni¢ni bakteriaini mikroflérou
dokumentuje i mnou prezentované sledovani. V sledovaném souboru pacientt se
v pribéhu hospitalizace stacila kolonizovat vice nez tfetina pacientu a 6 z nich (33 %)

bylo nasledné postizeno klinicky vyznamnou NI.
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1. Uvod

Antibiotikum se v dnes$ni dobé uziva jako spole¢ny nazev pro prirodni i chemické
latky s antimikrobialnim Géinkem, které se uZivaji pro lé¢bu infekénich nemoci. Maji
schopnost inhibovat riist mikroorganismu nebo ho usmrtit. Obrannym procesem bakterii je
mikrobidlni rezistence na tyto latky. Bylo zji$téno vice mechanismi rezistence. NejcastéjSim
podkladem rezistence je inaktivace antibiotika vlivem bakterialnich enzymu. Typické jsou
zejména beta-laktamazy, které jsou schopny hydrolyzovat beta-laktamova antibiotika. Velka
skupina beta-laktamu je charakteristicka beta-laktamovym kruhem ve své chemické strukture,
ktery beta-laktamazy atakuji a zpiisobuji hydrolyzu antibiotika. Po létech intenzivniho
podavani, se vyvinula u ¢etnych druhli multirezistence zptisobend enzymy schopnymi
inaktivovat $ir§i spektrum beta-laktamaz. Souhrnné se oznacuji ESBL (extended spectrum
beta-lactamases). Tento mechanismus rezistence byl poprvé zjistén v roce 1983.

V poslednich dvou desetiletich vzrlista pocet producentl Sirokospektré beta-
laktamazy, zejména u druhti K. preumoniae, K. oxytoca a E. coli. Tyto kmeny jsou schopné
mnaktivovat beta-laktamova antibiotika (peniciliny, cefalosporiny a monobaktamy) s vyjimkou
karbapenemi, a jsou ¢asto rezistentni k antibiotikiim z dalSich skupin. Geny kodujici ESBL
Jsou lokalizovany na plazmidech a proto dochazi k snadnému horizontalnimu pfenosu v ramci
druhu 1 mezidruhové.

Vzristajici pocet bakteridlnich kmeni s nebezpe¢nymi fenotypy rezistence je jednim
z problému soucasné mediciny. K tomuto vyvoji dochdzi 1 na oddélenich ARO a JIP, kde
nozokomialni infekce vyvolané multirezistetnimi bakteriemi predstavuji velmi vazné ohrozeni
pro pacienty. Omezuji se drive ispésné moznosti lé¢by infekei zpisobenych témito kmeny a
Je potfeba neustale ménit terapeutické postupy, zvysuji se naklady na lé¢bu v disledku
podavani antibiotik a prodlouzené hospitalizace.

Jako prevence se doporucuje sledovat aktualni vyskyt bakterialnich kmeni
s definovanymi fenotypy rezistence, které maji vyznam z hlediska vysokého rizika zdvazné
infekéni komplikace pro primarmé nemocne a také predchazeni vzniku a Sifeni

nozokomidlnich infekei, jako naptiklad ESBL-pozitivnich kment K. preumoniae.
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2. Cil prace

Cilem mé bakalarské prace bylo zaméfit se na problematiku antimikrobni rezistence
v nemocnicl. JelikoZ je toto téma nesmirn€ rozsahlé a nelze komplexné obsahnout, zvolila
jsem dilé¢i problém. Na prikladu bakterialniho druhu Klebsiella sp. ukazuji narustajici
hrozbu soucasné antibiotické 1é¢by, vyskyt a Sifeni Sirokospektrych beta-laktamaz (ESBL).
Rozsifeni téchto enzymi, jejichZ jsou klebsiely nejéastéj$imi producenty, pfinasi zejména
u kritickych pacientd (JIP, ARO) vysoké riziko zavaznych nozokomialnich infekci
somezenou moznosti uéinné antimikrobni 1é¢by. Zrekapitulovat moznosti soucéasné
tenotypové diagnostiky ESBL a zmapovat jejich vyskyt na oddélenich s intenzivni péci

povazuji za hlavni cil a napln mé prace.
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3.2. Ziskana rezistence

Geny rezistence ziskavaji bakterie vertikalné (dédi je) nebo horizontalné (od bakterii
stejneho, ale 1 jiného druhu v prislusném ekosystému), mimoto rezistence vznika na
podkladé spontannich genetickych mutaci.” Bakterie mohou ziskat rezistenci na jednotliva
antibiotika nebo byt mulitirezistentni (rezistence na 3 a vice skupin antibiotik).

Rezistentni bakterie maji selektivni vyhodu nad bakteriemi cithivymi na antibiotika a
proto mohou ve velmi kratké dobé v dané populaci zcela previadnout, zejména pod
selekénim tlakem antibiotik. Cim nartista jejich pocet, tim je snadnéjii $ifeni rezistence

z bakterie na bakterii, z ¢lovéka na ¢lovéka a v rdmei nemocniéniho prostedi i komunity.®
3.2.1. Chromozomalni (mutacné-selekini) rezistence

Nové geny rezistence vznikaji spontannimi mutacemi, jenz jsou velmi ¢astymi déji.
Muzeme ji definovat jako nahlou dédi¢nou zménu, ktera vytvari novy genotyp. MiiZe jit o
bodové mutace, které cilovou strukturu méni do té miry, Ze nemuZe antibiotikum vazat,
ackoli vSechny funkce nutné k trvalému preziti jsou stale zachovany, odstranéni ¢asti genu
(deleci), jeho nahradu (substituci), anebo pridani (adici) jednoho ¢i né€kolika part bazi
v deoxyribonukleové kyseling, ¢imz vznikne jiny bilkovinny produkt, ktery ma omezenou
schopnost vazat antibiotikum. Stupen rezistence zavisi na biologickych disledcich
chromozomové mutace.

Vznikla rezistence ma trvaly charakter, tj. pfenasi se na dal$i dcefinné burky, zejména
tehdy, jak je vySe uvedeno, prinasi-li nové nabyta vlastnost (rezistence) néjakou vyhodu ve
smyslu adaptace a piezivani v prostiedi.' Naptiklad mutace genti pro syntézu beta-
laktamaz u gramnegativnich bakterii miize mit za nasledek vysokou produkeci téchto
enzymu a v diisledku toho rezistenci k cefalosporinim, které jsou normalné k beta-

;. .7
laktamazam odolné.
3.2.2. Prenosna rezistence

Prenosna neboli extrachromozomalni rezistence spoc¢iva v prevzeti genetického
materialu od rezistentnich bakterialnich bunék. Pfenos DNA se mezi bakteriemi prenasi
trojim zpiisobem: transdukci (prenos zprostfedkovany bakteriofagy), konjugaci

(zprostiedkovavana plazmidy) a transformaci.’ Zavaznym zdravotnickym problémem

12



z hlediska pfenosné rezistence jsou zejména mikroorganismy z ¢eledi enterobakterii,

nefermentujicich gramnegativnich tyéek a Staphylococcus aureus.'

3.2.2.1. Plazmidy

Plazmidy, tvofené do kruhu uzavienou DNA, ptedstavuji pridatnou, nikoli
nepostradatelnou genetickou informaci bakterie. Dovedou se samostatné replikovat a
segregovat do dcefinnych bunék. Funkce, které koduji nejsou obecné Zivotné
nepostradatelné, ale ve zvlastnich podminkéach prostredi mohou svého nositele
zvyhodnovat nebo zachranit pied zahynutim.” Pienos plazmida konjugaci ma ze viech tfi
zplUsobll pfenosu genl pro rezistenci nejvétsi vyznam. Plazmidy, které determinuji
rezistenci k jednomu nebo k vice antibiotikim (R-plazmidy), se v populaci mohou rychle
Sifit konjugaci.

R-plazmidy byly prvné objeveny v Japonsku v roce 1959, kdy se ukazalo, zZe
rezistence k nékolika antibiotiklim se prenasi konjugaci mezi kmeny shigel a £. coli.
Vzapéti se ukéazalo, Ze se R-plazmidy bézné vyskytuji ve vSech ¢astech svéta.
Uzpisobeni R-plazmidt in vivo se v jednotlivych pripadech 1isi, je vSak jisté, Ze prosté
faktory pfenosu mohou ziskat geny rezistence a rekombinovat s nepfenosnymi plazmidy
rezistence. Tak mohou vzniknout R-plazmidy nesouci rezistenci az k osmi antibiotikim.
Evoluci plazmidl akceleruji genetické elementy zvané transpozony, coz jsou linearni
useky DNA, ¢asto obsahujici geny pro rezistenci, migrujici mezi neptibuznymi plazmidy a

;. A , - ’ 7
chromozomem nezavisle na normalnich rekombinacich.

Rozdil, zda rezistence vznikd chromozomalnimi determinantami, které vznikly
spontannimi mutacemi, nebo plazmidy je vyznamny.

Plazmidy nesouci rezistenci se na rozdil chromozomt $ifi explozivné. Jiz maly pocet
bunék majicich R-plazmid (plazmid nesouci geny rezistence) dokaze zménit celé populace
bakterii. ®

Chromozomalni rezistence se obyCejné omezuje pouze na jedno antibiotikum nebo
jednu skupinu charakterizovanou shodnou molekuldrmni strukturou, zatimco prenosna
rezistence je mnohdy charakterizovana multirezistenci.

Jev pfenosné rezistence zpusobil vytvofeni rezervodru multirezistentnich oportunnich

nebo 1 saprofytickych kmenil nachazejicich se v organismu nebo mimo néj. Zvlasté znacny
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vyskyt téchto kmenl nachdzime v nemocnicich, kde vyvolavaji velmi zdvazné

., , . 1
nozokomiélni infekce.
3.3. Obecné mechanismy rezistence

Ziskana antimikrobialni rezistence mé sviij plivod v biochemickych procesech, které

jsou kédovany bakterialnimi geny. Lze je rozdélit zhruba do &tyf typi.®
3.3.1. SniZeni permeability bunécné stény

Priichod Zivin a produkti latkové vymeény umoziuje vnéj$i bunéénd sténa a vniténi
plazmatickd membrana, které funguji také jako bariéra proti latkdm, které burice Skodi.
Rozdily ve sloZzeni membrany mezi grampozitivinimi a gramnegativnimi bakteriemi jsou
odpovedné za rozdily v ptirozené rezistenci vii¢i antibiotikiim.” Zména prichodnosti pies
obal bakterialni buriky zpisobi, Ze do ni antibiotikum nemtze proniknout a tudiz ji zniit.
Zména povrchu miZe vést také k tomu, Ze antibiotikum nemutzZe buriku nalézt.

ZhorSeny prinik antibiotika do buiky byl popsan napf. u aminoglykosidd, tetracyklinu

nebo chinolong. "
3.3.2. ZneSkodnéni antibiotika bakterialnimi enzymy

Rezistentni kmeny produkuji enzymy, které bud’ $tépi nebo substituuji molekuly
antibiotika a ¢ini je neu¢innymi.

Enzymy rozkladdajici antibiotika (peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy) jsou
napriklad beta-laktamazy, které se navdzou na antibiotika vazebnymi misty obsahujicimi
aminokyselinu serin a tim zpusobi hydrolyzu beta-laktamového kruhu. Ten se jiz nevéze
na své zasahové misto, a proto nema zadnou antimikrobni aktivitu.’

Dalsi specifické enzymy naptiklad modifikuji aminoskupiny nebo hydroxylové

skupiny antibiotika. Ptikladem bakteridlnich enzymi, které zptsobuji rozklad antibiotika
jsou acetyltransferaza chloramphenikolu nebo fosfotransferazy, adenyltransferazy a

acetyltransterazy aminoglykosidii a dalsi vysoce specializované enzymy.’

3.3.3. Aktivni vylucovani antibiotika - eflux
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Rezistentni mikrob dokaze uréity antibioticky prostedek aktivné ,,vypumpovat® ven
z bunky jesté drive, nez dosahne intracelularné uloZzeného cilového mista. Rychla exkrece

antibiotika je spojena s produkci membranovych bilkovin.’
3.3.4. Modifikace cilovych molekul pro antibiotika

Vétsina antibiotik plisobi na metabolické pochody tim, Ze se vazi na proteiny
bakterialni bunky. V téchto pripadech zcela postaci zmény v lokusu nukleinové kyseliny,
na kterém dochazi k vazbé antibiotika. Receptorove misto je tudiz pozménéné, coz ma za
nasledek rezistenci k pfislusnému antibiotickému preparatu.'

Zména cilové molekuly na antibiotika je zndma u rezistence na makrolidy nebo
linkosamidy, ale i beta-laktamy.'® Pikladem jsou bilkoviny buné&nych obalt vazebné pro
penicilin, tzv. penicillin-binding proteins (PBP), které jsou zasahovymi misty pro beta-
laktamova antibiotika. PBP jsou vlastné enzymy, které se ucastni biosyntézy bakterialni
bunééné stény a buné¢ného ristu. Navazana antibiotika zbavuji u citlivych bakterii tyto

bilkoviny aktivity, ¢imZ zabrafuji jejich funkei.’
3.3.5. DalSi zménéné vlastnosti rezistentnich mutant
Mikrobidlni perzistence

Perzistence je fenomén patiici do adaptivnich jevii. Znamend vyskyt genotypicky sice
citlivych, ale fenotypicky rezistentnich bakterii v celkové citlivé bakteridlni populaci.'
Mikrob pteziva in vivo pod vlivem antibiotika, na néz je in vitro citliv)'/.lO Predpoklada se,
Ze bakterialni buniky prezivaji bud’ ve stavu nevnimavém k antibiotiku (L-varianty) nebo
jsou lokalizovany v buiikach makroorganismu a témito vlastné chranény pred jeho vlivem.
Ke klinickému relapsu pak dojde za nékolik dnii, tydnti, mésicu ¢i dokonce roku, kdyz se
bunky vrati do svého ptivodnihe morfologického ¢i fyziologického stavu nebo kdyz se

’ !
uvolni z tkani.

‘ 4. Beta-laktamova antibiotika



Antibakteridlni antibiotika se rozdéluji do skupin podle chemické struktury, které
odpovida fada spole¢nych vlastnosti, jako je mechanismus u¢inku 1 rezistence, spektrum
nebo nezadouci u¢inky.'® Velkou skupinu tvoii beta-laktamy, inhibitory syntézy
bakterialni stény, jimz je spole¢na struktura - beta-laktamovy kruh v molekule.’ Beta-
laktamovy kruh je étytélenna struktura skladajici se ze tfi atomu uhliku a jednoho atomu
dusiku. Rizné typy beta-laktami se 1i$i slozenim dalSiho kruhu pfipojeného na cyklus
beta-laktamovy.

Beta-laktamy se déli na peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a karbapenemy. '
4.1. Peniciliny

Ziskavaji se z kultury plisné Penicillium chrysogenum a dalSich, které produkuji
kyselinu 6-aminopenicilanovou. V jeji molekule je beta-laktamovy kruh konjugovan
s péti¢lennym kruhem thiazolidinovym (péti¢lenny kruh s atomem siry).'® Typickym
ptirozenym antibiotikem je penicilin G, jehoZ antimikrobialni plsobeni je v§ak dosti uzké.
Po zjisténi jeho chemického slozeni se podatilo chemickou cestou, navazovanim riiznych
chemickych radikall na kyselinu penicilanovou, sestrojit mnozstvi novych latek tzv.
semisyntetickych peniciling,'’ které se lisi $itkou antibakterialniho spektra a stabilitou vii¢i
nizkému pH a vii¢i beta-laktamazam. Na zakladé téchto odliSnosti je mizeme ¢lenit do
nékolika skupin: pfirozené peniciliny (penicilin G, penicilin V), peniciliny rezistentni
k beta-laktamazam (meticilin, oxacilin), aminopeniciliny (ampicilin, amoxicilin) a

peniciliny protipseudomonadové (karboxypeniciliny, ureidopeniciliny).'
4.2. Cefalosporiny

Cefalosporiny jsou blizce ptibuzné penicilindm.” Zakladem je kyselina 7-
aminocefalosporanova, poprvé izolovana z plisné rodu Cephalosporium.'o V jeji molekule
je na beta-laktamovy kruh pfipojen Sesti¢lenny dihydrothiazinovy cyklus, na né€jz jsou u
riznych cefalosporinil napojefiy postranni fetézce, jez udéluji molekule specifické
farmakologické vlastnosti nebo modifikuji spektrum ucinnosti. Pocitaji se k nim 1
cefamyciny (cefalosporiny 2. generace), které misto atomu uhliku v Sesti¢lenném kruhu
obsahuji atom kysliku.’

Cefalosporiny maji ztetelnou vyhodu svou odolnosti k penicilinaze, maji $irsi

spektrum u¢innosti.” Podle spektra i¢innosti, citlivosti viiéi beta-laktamazam a podle
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priiniku bunéénou sté€nou se rozdéluji do ¢tyt generaci. Co se tyka spektra, od prvni do
¢tvrté generace stoupa uéinnost na gramnegativni bakterie. Cefalosporiny 3. generace jsou
vice stabiini k beta-laktaméaze, plisobi na vS§echny kmeny enterobakterii a ¢aste¢né i na

kmeny rezistentni k peniciliniim a cefalosporiniim 1. a 2. generace. '
4.3. Ostatni beta-laktamy

Tyto latky maji shodnou strukturu — beta-laktamovy kruh — s peniciliny a

cefalosporiny.
4.3.1. Monobaktamy

Prakticky jediny z této skupiny je aztreonam, monocyklicky beta-laktam
(monobaktam). Neni hydrolyzovan zakladnim beta-laktamazami a neindukuje jejich

produkei."?
4.3.2. Karbapenemy

Maji ve svém jadru nahrazenu siru skupinou —CHj,-. Karbapenemy, imipenem a
meropenem, maji diky stabilité¢ vii¢i beta-laktamazam velmi Siroké spektrum uéinnosti.
Jejich vynikajici antimikrobni vilastnosti, ale také mozny rychly nariist rezistence radi tyto

leky mezi preparaty rezervni.'
4.4. Inhibitory beta-laktamaz

Roz8ifujici se poznatky o ucéincich beta-laktaméz a narustajici rezistence k beta-
laktamim vedly k usili zvysit stabilitu antibiotika upravou jeho struktury. Jednu
Z moZnosti nabizi kombinace beta-laktamového antibiotika s inhibitory — slou¢eninami,
které na sebe mohou vazat nékteré typy beta-laktamaz a tim chranit vlastni molekulu

1913 Tnhibitory beta-laktamaz jsou

antibiotika pred hydrolyzou a to miiZze nerusené pisobit.
chemickou strukturou beta-laktamy (obsahuji beta-laktamovy kruh), ale vykazuji jen
zanedbatelnou hydrolytickou aktivitu.’

Prvnim, dodnes Siroce uzivanym inhibitorem beta-laktamaz, je kyselina klavulanova,

déle nasledoval sulbaktam a tazobaktam — zatim neju¢innéj$i inhibitor zavedeny do praxe.
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[dealni inhibitor beta-laktamaz by mél velmi rychle proniknout do bakterialni bunky,
ireverzibilné. Kapacita inhibitoru je limitovana a v pripadé nadprodukce i plivodné citlivé

beta-laktamazy mize dojit k selhani u&inku."
4.5. Mechanismus aéinku beta-laktamu

Zakladni soucasti bunééné stény bakterii je vrstva peptidoglykanu (murein,
mukopeptid), ktery se sklada z vrstev polysacharidovych fetézcli pospojovanych naprti¢
kratkymi peptidy. Peptidoglykan obsahuje stfidavé dva cukry, kyselinu N-
acetylmuramovou a N-acetylglukosamin. Vlastni struktura stény se podstatné 1iSi u bakterii
grampozitivnich a gramnegativnich.'® U grampozitivnich bakterii je sténa relativng
jednodussi; jeji hlavni vrstvou je peptidoglykan, ktery je u ¢etnych druhi navic obklopen
vrstvou teichoové kyseliny, u nékterych druhii téz vrstvou polysacharidi. U
gramnegativnich bakterii je buné¢na sténa komplexnéjsi a sestava se z vrstvy mureinu,
ktery je obklopen vrstvami lipoproteini a polysacharidd.'

V bakterialni bunce se beta-laktamy vazou na enzymy transpeptidazy a
karboxypeptidazy ucastnici se tvorby peptidoglykanu, zakladni slozky bunécné stény. Tyto
enzymy katalyzuji tvorbu peptidovych a glycinovych mistkl spojujicich fetézce
stfidajicich se molekul N-acetylglukosaminu a kyseliny N-acetylmuramové. Oznacuji se
téz PBP. Vazba beta-laktamu na PBP zastavi rostouci bakterii tvorbu peptidoglykanové

vrstvy a naopak podniti uvolnéni autolytickych enzyma, které rozvolni jiz hotovou sténu. '
4.6. Rezistence na beta-laktamova antibiotika

Rezistence vznika trojim zplisobem. Gramnegativni bakterie ziskaji schopnost
blokovat prinik beta-laktamt skrze pdry zevni membrany. U pneumokokii vznikaji
pozménéné PBP, které si zachovavaji svoji enzymatickou schopnost, ale prestavaji maji
snizenou vazebnou schopnost k penicilinu. NejéastéjSi pricinou vzniku rezistence na beta-

laktamy je, Ze bakterie ziskaji schopnost tvorby beta-laktamaz.'°

5. Rezistence zprostifedkovana beta-laktamazami
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3.1. Charakteristika beta-laktamaz

Beta-laktamazy patii k nejvice prostudovanym enzymilm, které dokazi inaktivovat
antibiotikum. Jsou skupinou enzymd s uréitymi podobnostmi ve struktufe.® Jsou
produkovany jak grampozitivnimi, tak 1 gramnegativnimi mikroorganismy. Grampozitivni
koky uvolnuji tento enzym do prostedi; u gramnegativnich bakterii se nachazi uvnitr
buiiky a jeho priikaz se proto snaz zjisti po poruseni bunéené stény.' Geny, které je
determinuji, jsou umistény na chromozomu, ale 1 na plazmidech, diky nimz se v populaci
bakterii enormné zvysil jejich vyskyt.’

Beta-laktamazy mohou byt produkovany konstitutivné ¢i induktivné. Pti konstitutivni
produkci vytvari bakterie tyto enzymy nezavisle na pfitomnosti ¢i nepritomnosti
antibiotika uvnitf nebo vné buiiky. Induktivni beta-laktamazy jsou produkovany pouze
v pripade€, Ze v okoli nebo uvnitf bakteridlni buriky je pritomno beta-laktamové

antibiotikum. ‘2
5.2. Vznik a evoluce beta-laktamaz

Prvni enzym tohoto typu byl popsan v roce 1940 E. Abrahamem, ktery zjistil, ze
necitlivost n€kterych bakteridlnich species na penicilin spo¢iva v jejich produkci
penicilinazy."” V nasledujicich letech se pod tlakem intenzivniho pouzivani ATB objevilo
velké mnoZstvi podobnych kultur produkujicich enzym, ktery inhibuje penicilin. Do roku
1975 bylo vice nez 80% typu Staphylococcus aureus rezistentnich vii€i penicilinu a tento
trend pokracoval zhruba az do celkovych 90%. Se zac¢atkem pouzivdni beta-laktamovych
derivatd, penicilint a cefalosporint, se objevilo také mnozstvi mikroorganizmt schopnych
produkovat nékolik typt beta-laktamaz a tim hydrolyzovat nové slougeniny.'* Nyni je
znémo asi 200 ruznych typil beta-laktamdz s riznym spektrem a intenzitou uéinku.

Z historického pohledu je dulezity rok 1965, kdy byly objeveny Sirokospektré beta-
laktamazy (TEM-1 popsana u £. coli) vazané na plazmidech, v soucasné dobé
nejrozsirenéjs$i enzymy vebec. V roce 1980 byly poprveé popsany u nékterych
enterobakterii mutanty s trvalou nadprodukci chromozomélnich beta-laktamaz, které
kromé penicilinll inaktivuji 1 prvni, druhou a tfeti generaci cefalosporini. Dals$i neméné
zavazny mechanismus rezistence k penicilinim, cefalosporinim a monobaktamim byl
zjiStén v roce 1983 — jsou jim tzv. beta-laktamazy s rozSirenym spektrem t€inku (ESBL),

wrvr s . . o . . . 13
Sirici se velmi rychle predev§im mezi klebsielami a £. coli.
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Mnoho gramnegativnich bakterii ma pfirozené chromozomalné kédované beta-
laktamazy.'> Nékteré z téchto gend produkuji tento enzym kontinualné (Branhamella sp.,
Acinetobacter sp., Bacteroides sp.), jin€ ho produkuji az po indukci nékterym ze sloucenin
cefalosporinid (Enterobacter sp., Citrobacter sp., Serratia marcescens, Pseudomonas sp.,

Providencia sp.)."
5.3. Mechanismus ucinku a struktura beta-laktamaz

Utinek beta-laktamaz spoéiva v interakci s beta-laktamovym antibiotikem a jeho
nasledné hydrolyze. Beta-laktamazy atakuji amidovou vazbu v beta-laktamovém kruhu.
Rychlost 1 efektivnost pfipojeni beta-laktamazy k danému antibiotiku a rychlost hydrolyzy
vzniklého komplexu zavisi na afinit€ beta-laktamazy k antibiotiku a U¢innosti nasledné
hydrolyzy.® Tyto bakterialni enzymy mohou uplatnit svoji katalytickou uginnost dvojim
zpusobem:

- pomoci reaktivniho serinového zbytku v aktivnim misté (tfida A, C, D podle
Amblera)

- Geinkem tézkych kovi, nejcastéji Zn*", spolu s zbytky histidinu a (nebo) cysteinu
(tfida B) (16) Do skupiny beta-laktamaz s reaktivnim serinovym zbytkem patti vétSina

znamych beta-laktamaz.

Jednotlivé beta-laktamdzy jsou schopny hydrolyzy rizné skupiny beta-laktamovych
antibiotik, nékteré i dokonce Sir§i skupinu téchto latek. Na zaklad€ substratové specifity
rozliSujeme penicilinazy, které hydrolyzuji peniciliny, cefalosporindzy hydrolyzujici
cefalosporiny riznych generaci, karbapenemazy, jejichZ substratem je karbapenem a
v neposledni radé také monobaktamazy hydrolyzujici monobaktam. V poslednich
desetiletich se zacinaji stale ¢astéji objevovat kmeny, které produkuji Sirokospektré beta-
laktamazy. Jsou vSak izolovany i bakterialni kmeny s produkci beta-laktamaz rezistentnich
k u¢inku inhibitord beta-laktamaz.'”

5.4. Klasifikace beta-laktamaz

Podle riznych vyzkumi, byla predkladdna 1 rizna klasifikaéni schémata beta-
laktamaz. Klasifikace navrZzena Sawaiem a spol. v roce 1968 byla zaloZena na reakci

k antiséru. Klasifikace dle Richmonda a Sykese z roku 1973 rozdélovala beta-laktamazy
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dle substratového profilu. Schéma bylo roku 1976 rozSifeno Sykesem a Mathewem a
kladlo diraz na plazmidem kodované beta-laktamazy. Autofi popsali 1 déleni podle
izoelektrického bodu. Mitsuhashi a Inoue navrhli v roce 1981 schéma, které klasifikaci
skupiny penicilindz a cefalosporinaz rozsiilo o novou kategorii beta-laktamaz
hydrolyzujici cefuroxim. '8

Klasifikace beta-laktamaz v soucasné dobé vychazi ze dvou zakladnich hledisek.
Prvni, které bylo navrZzeno v roce 1989 Bushovou a znovu upraveno v roce 1995 a
publikovano jako Bush-Jacoby-Madeirosovo, rozdéluje beta-laktamazy do ctyt zakladnich
skupin (1-4) a jedenacti podskupin podle fenotypickych vlastnosti, a to predevSim na
zakladé spektra a stupné hydrolytické aktivity ke standardni fadé antibiotik a citlivosti
k riznym inhibitordm (EDTA, kys. klavulanova). Druha koncepce, podporovana napf.
Livermorem, rozviji strategii navrzenou ptiivodné Amblerem v 80.letech, ktery na podkladé
molekularni struktury rozélefiuje beta-laktamazy do &ty evoluéné odlignych trid (A-D).">"?

PRILOHA A — Klasifikace beta-laktamaz

6. Beta-laktamazy s rozSirenym spektrem uéinku (ESBL)

ESBL (extended spectrum beta-lactamases) jsou bakterialni enzymy prenosné na
plazmidech schopné hydrolyzovat a inaktivovat Sirokou paletu beta-laktamti, zahrnujici
tfeti generaci cefalosporint, peniciliny a aztreonam. Enzymy $irokospektrych beta-
laktamaz vznikly disledkem mutaci enzymi dosud znamych beta-laktamaz TEM-1 a
TEM-2 a SHV-1. VSechny jsou obycejné nachazeny u Celedi Enterobacteriae. Pfirozené
udéluji enzymy TEM-1, TEM-2 a SHV-1 vysokou rezistenci k dfivéj$im penicilinim a
niZ$i rezistenci k prvni generaci cefalosporinti. Velké roz$ifeni uzivani tfeti generace
cefalosporint a aztreonamu bylo hlavni pfi¢inou mutaci téchto enzymt, které vedlo ke
vzniku beta-laktamaz s rozSirenym spektrem. Tyto enzymy udéluji rezistenci k cefotaximu,
ceftazidimu a dal$im Sirokospektrym cefalosporiniim a k monobaktamtim jako aztreonamu,
ale nejsou aktivni vi¢i cefamycinu a imipenemu. Enzymy byly nazvany ESBL diky svému
zna¢né rozSifenému rozsahu substratu. Mutace se Sifi v aktivnim misté, coz zpusobuje
odchylku v oxyimino skupin€ a umoziuje utok na beta-laktamovy kruh. Takové mutované
enzymy — nyni je znamo asi 200 druhl — napadaji vS§echny oxyiminocefalosporiny, ale ne

a-methoxy-cefalosporiny (cefamyciny) nebo karbapenemy. Mimo to, organismy
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produkujici ESBL projevuji korezistenci k mnoha dal§im tfidam antibiotik, ktere se
projevuji v omezené volbé terapeutik. Svédéi o tom nékolik rizikovych faktord.

Hlavnimi rizikovymi faktory pro kolonizaci a infekct zpisobenou organismy
produkujicimi ESBL je dlouhodoba lééba antibiotiky, déle trvajici hospitalizace na
jednotkach intenzivni péce, pobyt v 1é¢ebnach, zdvazna onemocnéni, pobyt v ustavech
s hojnym uzivanim ceftazidimu a jinych cefalosporinil tieti generace a pouzivani nastroja,

cévkovani.'®
6.1. Evoluce ESBL

Prvni izolovany kmen produkujici ESBL byl objeven v Némecku v priibbéhu
osindesatych let.'® Byl to enzym SHV-2 objeven u kmene K. ozanae, schopny
hydrolyzovat nové beta-laktamy.'’ Nasledné se ESBL objevily i ve Spojenych statech.
Rezistence organismi je nyni celosvétovym problémem. Hlavnimi kmeny produkujicimi
ESBL jsou kmeny z ¢eledi Enterobacteriaceae — K. pneumoniae, K. oxytoca a E. coli.
Dal§imi organismy, ktere vykazuji produkc: Sirokospektrych beta-laktamaz, avsak jiz
s niz8i frekvenci, jsou druhy Enterobacter sp., Salmonella sp., Morganella morganii,

P . : 18
Proteus mirabilis, Serratia marcescenc a Pseudomonas aeruginosa.

Historie ESBL”’

1983 — prvni popis v Evropé

1988 — zpravy o Siteni v USA

1990 — zvySujici se prevalence globalné
- JIP
- akutni péce
- LDN

2000 — problém nozokomialnich patogeni

6.2. Klasifikace

VeétSina ESBL obsahuje serin v aktivni misté a naleZi tak do tfidy A dle Amblerova
schématu. Trida A zahrnuje enzymy TEM-1, SHV-1 a penicilinazu produkovanou S.
aureus. Molekularni klasifikaéni schéma se stale uziva k charakterizovani beta-laktamaz;

avsak dostate¢né nerozli$i mnohé odlisné typy enzymi tfidy A. Klasifikaéni schéma
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Richmonda a Sykese bylo zaloZeno na profilu substratu a umisténi genu kodujiciho beta-
laktamazu. Toto klasifikaéni schéma bylo utvoreno jesté pred objevenim ESBL a
neposkytovalo rozliSent mezi plivodnimi TEM a SHV enzymy a jejich ESBL derivaty.
Témér nedavno bylo vypracovano klasifikacni schéma Bushovou, Jacobym a Medeirosem,
které¢ kromé€ molekularni struktury a nukleotidové sekvence genid vyuziva biochemické
vlastnosti enzymu k zatazeni beta-laktamaz do funkénich skupin. Pouzitim tohoto
schématu jsou ESBL definovany jako beta-laktamy schopné hydrolyzy oxyimino-

cefalosporind, které inhibuje kyselina klavulanova, a fadi se do funkéni skupiny 2be."’
6.3. Typy Sirokospektrych beta-laktamaz

Nejvice ESBL je odvozeno od TEM nebo SHV enzymu. V soudasnosti je vice nez 90
beta-laktamaz typu TEM a vice nez 25 SHV beta—laktamaz. V obou skupinach enzymi
sta¢i nékolik bodovych mutaci ke vzniku nového ESBL fenotypu. Beta-laktamazy OXA a
CTX-M rodin jsou obvykle zastupci inhibitor rezistentnich beta-laktamaz, ale pfesto
existuji mnohé enzymové varianty s ESBL fenotypovym projevem.

TEM a SHV beta-laktamazy jsou nejcastéji nachdzeny u kimeni E. coli a K.
pneumoniae; avsak jsou objevovany i u kmenl Profeus sp., Providencia sp., a dalSich

druhtl Seledi Enterobacteriaceae."
6.3.1. TEM

TEM-1 je nejcastéji se vyskytujici beta-laktamaza u gramnegativnich bakterii. Byla
detekovédna u vice nez 90 % kmeni E. coli rezistentnich k ampicilinu. Enzymy TEM-1 jsou
schopné hydrolyzovat peniciliny a dfiv€j$i generace cefalosporini. TEM-2, prvni derivat
odvozeny od TEM-1, se li8i pouze substituci jedné aminokyseliny. Prvnim enzymem typu
TEM-, ktery ukazal fenotyp ESBL byl TEM-3, poprvé hlaSen v roce 1989. V nasledujicim
roce po prvnim hlaseni bylo popsano dalsich 90 derivatl. Nékteré z téchto beta-laktamaz

jsou inhibitor-rezistentni enzymy, ale vétiina z novych derivatd jsou ESBL."
6.3.2. SHV

Beta-laktamaza SHV-1 je nejcastéji produkovana kmenem K. prneumoniae a je

zodpovédna za plazmidicky pfenosnou rezistenci k ampicilinu az u 20% té€chto kimend. Na
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rozdil od beta-laktamaz typu TEM- existuje pomérné hodné derivatu SHV-1:SHV-2, SHV-
3, SHV-4, SHV-5 oznacovana jako CAZ-5 respektive CAZ-4. Doposud ma vétSina
derivati odvozenych od SHV- fenotyp ESBL. SHV enzymy podobné jako TEM-3 a TEM-

4 maji vyssi afinitu k cefotaximu nez k ceftazidimu.” >

6.3.3. CTX

V 90. letech 20. stoleti byl objeven novy typ beta-laktamaz s rozsifenym spektrem, na

plazmidech kédovany CTX-M, ktery ptednostné hydrolyzoval cefotaxim."

6.3.4. OXA

Dalsim typem pochdzejicim z rodiny beta-laktamaz je enzym OXA. Tyto beta-
laktamazy se na rozdil od TEM a SHV tadi do molekularni tfidy D a funkéni skupiny 2d.
Enzym typu OXA udéluje beta-laktamaze rezistenci k ampicilinu a cefalotinu a je
charakteristicky hydrolytickou aktivitou k oxacilinu a cloxacilinu. Jsou slab& inhibovany
kyselinou klavulanovou. Zatimco je vét§ina beta-laktamaz produkovana druhy E. coli a K.
prneumoniae, Sirokospektré beta-laktamazy typu OXA produkuji zejména druhy P.

. 15
aeruginosa.

7. Prikaz beta-laktamaz Sirokého spektra (ESBL)

Dilezitost spolehlivé detekce organismil produkujicich ESBL vede CLST (Clinical and
Laboratory Standarts Institute; dfive NCCLS — National Committe for Clinical Laboratory
Standards) ke stalému vyvijeni novych metod skriningovych a konfirmacnich testd a
pravidel hlaseni vysledk citlivosti testd k riznym fenotypam rezistence.!

Predev§im stdle rostouci Siteni producenti ESBL z bakteridlni ¢eledi
Enterobacteriaceae nuti vyvijet.,presn¢jsi metody k prikazu téchto enzymu v klinickych
izolatech. Testy vyuzivané v klinické mikrobiologii vyuZivaji inhibitory beta-laktamaz,
obvykle klavulanat, v kombinaci s oxyimino-cefalosporiny jako jsou ceftazidim a
cefotaxim. Kyselina klavulanova v téchto testech inhibuje ESBL a tak snizuje stupen

. N ] 15
rezistence k cefalosporintim.
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7.1. Metody prikazu ESBL a fenotypu rezistence

Nize popsané metody pritkazu beta-laktamaz rozsiteného spektra (ESBL) jsou
v sou¢asné dobé doporuéenim Stétniho zdravotniho tistavu Praha (SZU). V rutinni
laboratorni praxi se mohou pouzivat rizné modifikace téchto metod, ptedev§im z divodu

zjednoduseni detekce ESBL v rutinni diagnostice.
7.1.1. Vyhledavani kmeni produkujicich ESBL

Pro zékladni skrining producenti ESBL lze pouzit metodu vyhleddvéani podle priméru
inhibi€nich zon (1Z) okolo diski, nebo podle hodnot minimélnich inhibi¢nich koncentraci
(MIC) indikatorovych beta-laktamovych antibiotik. Kmen podeziely z produkce ESBL je
takovy, ktery ma alespoii jednu hodnotu [Z niZ§i (nebo MIC vys$si), nez je hodnota
hraniéni. Diskova citlivost a stanoveni MIC se provadi standardnimi postupy. Hrani¢ni
hodnoty pro diskovou citlivost jsou pro cefpodoxim <= 17 mm, pro ceftazidim <= 22 mm
a pro aztreonam a cefotaxim <= 27 mm; hrani¢ni hodnoty MIC jsou pro cefpodoxim >

4mg/l a pro ceftazidim, aztreonam a cefotaxim > 1 mg/I.
7.1.2. Konfirmac¢ni metoda CLSI (Clinical Laboratory Standard Institute, USA)

Tato metoda vyuziva srovnani praiméru inhibi¢nich zon, které vytvari testovany kmen
na Mueller-Hinton agaru okolo diskl s uréitym cefalosporinem a okolo disku obsahujicim
kombinaci téhoz cefalosporinu s klavulanovou kyselinou.

Hodnoceni:
- Producent ESBL vytvaii inhibi¢ni zony mezi diskem s cefalosporinem a diskem
obsahujicim kombinaci téhoz cefalosporinu s klavulanovou kyselinou; rozdil priméra >
Smm ve prospéch disku s kombinaci.
- Produkce ESBL miuZze byt skryta, pokud kimen soucasné produkuje AmpC a to i
v piipadé, Ze se pouzije cefglosporin 4. generace a tentyz cefalosporin v kombinaci

s klavulanovou kyselinou. Pro prikaz ESBL je nutno produkci AmpC inhibovat.

7.1.3. Metoda DDST (Double Disk Synergy Test)
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Metoda je zaloZena na principu detekce deformace nhibicnich zdn, které vytvari
testovany kmen na Mueler-Hinton agaru mezi disky s cefalosporiny a aztreonamem, a
diskem s amoxicilinemvklavulanovou kyselinou. Vzdalenost disku je v rozmezi 20-30 mm
od stfedl, podle testovaného druhu a zkusenosti laboratofe. Doporucend kombinace a
rozlozeni diskll ukazuje Obrazek 1. Test se pouziva v rutinni diagnostice, je specificky a
mé vyznam pro volbu optimalni antibiotické 1é¢by, pokud se jedna o klinicky vyznamny
1zolat.

Hodnoceni (PRILOHA B):
- Producent ESBL vytvari zvétSenou inhibiéni zénu, obvykle ve tvaru ,,zatky od
Sampanského®, kolem disku alespon jednoho z antibiotik (aztreonamu, cefotaximu,
ceftazidimu, cefepimu) na strané sousedici s diskem kombinace amoxicilin/klavulanova
kyselina. (PRILOHA C)
- Produkce ESBL miize byt skryta, pokud kmen soucasné produkuje AmpC. Pro pritkaz
ESBL je nutno produkci AmpC inhibovat. (PRILOHA D)

Obrazek 1

Doporucené usporadani disku pri metodé DDST, kombinované s metodou CLSI

(pfevzato z prace Hrabék a spol.)*
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Vysvétlivky a zkratky:

Kédové oznaceni diskt (obsah disku):

AMC: kombinace amoxicilin/klavulanova kyselina (20/10 png)
AZT: aztreonam (30 pg)

CAZ: ceftazidim (30 png)

CPD: cefpodoxim (10 pug)

CD: kombinace cefpodoxinvklavulanova kyselina (10/1 pg)
CTX: cefotaxim (30 pg)

FEP: cefepim (30 ug)

7.1.4. E test

Tato metoda je stejné jako metoda DDST zaloZena na prikazu synergického uéinku
mezi inhibitorem beta-laktamazy a cefalosporiny III. generace. Test vyuZiva prouzky
napusténé dvéma gradienty, na jednom konci ceftazidimem a na opacném ceftazidimem a
klavulanatem.'® Hodnota MIC je interpretovana jako bod priniku inhibi¢ni zony s okrajem
prouzku Etestu. Test je ESBL pozitivni, jestlize primér MIC ceftazidimu a klavulanatu
k MIC ceftazidimu je > 8.*! Metoda je snadna pro praktické vyuziti, ale nékdy obtiZna pro
interpretaci vysledki.'’ Nevyhoda Etestu spoiva v problému s prokazovanim jinych druhi
enzymi ESBL kromé TEM a SHV (napt. CTX-M), kdy test miize vykazovat fale$né

negativni vysledky.
7.1.5. Rychla detekce ESBL

Vysledky produkce ESBL jsou k dispozici nejdfive za 2 dny po indikaci vySetfeni
citlivosti, ¢ili za jeden den po odecteni MIC nebo primeéru inhibi¢nich zon. V rutinni praxi
mikrobiologické laboratore Ize vSak zhruba 90% producentit ESBL odhalit za jeden den
(zhruba za 18 hodin), soucasné s odeétenim vysledkt vysetfent citlivosti ostatnich
antibiotik. Postupuje se jako u metody DDST s tim rozdilem, ze inokulum vysetfovaného
kmene se naockuje roztérem na %2 Mueller-Hinton agaru, na kterou se umisti tii disky,
obvykle ceftazidim, kombinace amoxicilinu s klavulanovou kyselinou a cefotaxim. Na
druhé poloviné plotny se stejnym zplsobem vysetii dal$i kmen. Je-li nasledujici den

vysledek negativni, postupuje se podle odstavce 7.1.1.%
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7.1.6. Detekce ESBL v pritomnosti AmpC

Beta-laktamazy typu AmpC jsou chromozomalné kodované enzymy. Koduji je vlastni
geny ampC, které je mohou transferovat i na plazmidy, ¢imz se mohou vyskytovat i u
druhti béZné nevlastnicich tyto geny (K. preumoniae). Dle Amblerova schéma se fadi do
tiidy C. V rutinni laboratofi se detekuji obtizné.”® Hydrolyzuji peniciliny, cefamyciny,
vétSinu cefalosporinil a monobaktamy, nehydrolyzuji karbapenemy a nejsou inhibovany
mhibitory beta-laktamaz.

- Enzymy typu AmpC inhibuje kyselina borita, kloxacilin a dalsi latky. Tyto

inhibitory lze vyuzit k selektivni inhibici enzymu AmpC.

- ESBL v pfitomnosti AmpC lze detekovat na Mueller-Hinton agaru se 128 mg/|
oxacilinu. Dalsi postup metody a hodnoceni je shodné jako u prikazu ESBL uvedeného
vyse.

- Pokud je primér inhibi¢nich zén okolo diskli na plotné s Mueller-Hinton
agaremm s oxacilinem vét$i, neZ na Mueller-Hinton agaru bez oxacilinu, jedna se o produkci

enzymu typu AmpC.
7.2. Interpretace vysledku

- Ptiklad fenotypu K. pneumoniae bez produkce ESBL viz PRILOHA E. Jsou
patrné velké inhibi¢ni zony, bez znamek synergie mezi klavulanatem a testovanymi
antibiotiky.

- Charakteristické fenotypy citlivosti a rezistence lze rozeznat podle tvaru
mhibiénich zén kolem diskl s beta-laktamovymi antibiotiky na pidé Mueller-Hinton agaru.
Pri interpretaci vysledkl je také potfeba brat v uvahu deformace zo6n, které nejsou
zplisobeny producenty ESBL. Jedna se naptiklad o rozsifeni inhibi¢ni zony okolo disku
cefepimu smérem k disku s amoxicilinem s klavulanovou kyselinou, které je obvykle
zplisobeno enzymem SHV-1 u druhu K. pneumoniae. Tato zéna ma charakteristicky tvar,
pfipominajici vajicko (,,egg-lke®).

- Druh K. oxytoca inherentn¢ produkuje enzym K1, ktery je inhibovan
klavulanovou kyselinou. Hyperprodukce tohoto enzymu, ktera se pti pouziti metody DDST
jevi jako vajicku podobné rozsifeni inhibi¢ni zony u diski s cefalosporiny anebo
s aztreonamem smeérem k disku kombinace amoxicilin/klavulanova kyselina, mize byt

chybné odectena jako produkce ESBL.
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7.3. Sdélovani vysledki

Producent Sirokospektré beta-laktamazy (ESBL) je pokladan za rezistentni ke vSem
penicilinovym antibiotikiim, monobaktamim (aztreonamu) a k cefalosporinim vsech
generaci bez ohledu na vysledky minimaini inhibiéni koncentrace nebo diskové citlivosti.
Klinicky u¢inek cefamycinu (cefoxitinu), a kombinace penicilini s inhibitory beta-

laktamaz (kyselina klavulanova, sulbaktam, tazobaktam), je nejisty.””
7.4. Molekularné-biologické metody pritkazu ESBL

Vyse uvedené metody zaloZené na prikazu fenotypu mohou pouze prokazat
pritomnost ESBL, presné ur¢eni specifickych beta-laktamaz s rozSirenym spektrem
v klinickém materialu je viak komplikovangjsi."> K analyze ptitomnych gent specifickych
pro dany enzym se vyuziva specifické nukleotidové sekvence.”! Pri drivéjsi detekei genli
beta-laktamaz se vyuzivaly DNA sondy, které byly specifické pro enzymy TEM a SHV.
Avsak pouzivani DNA sond bylo nékdy pon¢kud pracovné naro¢né. Snadnéjsi a castéji
pouzivanou molekularni metodou uZivanou k zjisténi pritomnosti enzymi patfici do rodiny
beta-laktamaz je PCR (polymerdzova fetézova reakce) vyuzivajici oligonukleotidové
primery specifické pro geny beta-laktamaz. DalSich molekularné-biologickych techniky,
které se uplatiuji v praxi jsou PCR-RFLP (restriction fragment lenght polymorfism), PCR-
SSCP (single strand conformation polymorfism), LCR (ligase chain reaction),

oligotypizace nebo sekvenovani nukleotidd."®
8. Klebsiella sp.
8.1. Charakteristika
Rod Klebsiella patfi do ¢eledi Enterobacteriaceae.” Nejcastéji se vyskytujici druhem
je K. pneumoniae, v klinické materialu byva rovnéz ptitomen druh K. oxytoca, ostatni

druhy jsou méné vyznamné.” ** Klebsiely jsou nepohyblivé fakultativné anaerobni

gramnegativni tycky vétSinou vyrazné opouzdrené polysacharidovym pouzdrem. Nalézaji
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se v zazivacim traktu a v dychacich cestiach.” Prenaseji se fekdlné€ ordlné, ale i kontaktem,

&
<

na kratké vzdalenosti snad i vzduchem.’
8.2. Patogeneze

Klebsiely jsou podminéné patogenni. Jsou béZnymi pivodci mocovych infekei, nékdy
zpusobuji bronchopneumonie 1 destrukei tkané s tvorbou mnohocetnych abscesu. Ze vieho
nejvice jsou klebsiely dilezité jako pivodci nemocniénich infekci. Uplatiuji se hlavné na
novorozeneckych oddélenich, u novorozencu mohou vyvolavat sepse a hnisavé
meningitidy, a na jednotkach intenzivni péce, kde ¢asto kolonizuji respiracni trakt.>” Po
chirurgickych vykonech a po tézké mocové infekci mize vzniknout klebsielova sepse;
klebsielova infekee je ¢asto spojena s bakteriémii, na niz pacienti umiraji.” Nemocni¢ni
klebsielové infekce se obvykle §ifi prostfednictvim ventilatord, inhalator,
anesteziologickych piistroji nebo kontaminovanych infiznich roztok.”* Pacienti, ktefi
Jsou v nemocnici lé¢eni antibiotiky, jsou velmi ¢asto klebsielami kolonizovani. Klinicky
vyznam kolonizace je zfejmé nepiimy. U pacientl v tézkém stavu, starych a kachektickych

. g 2 . s, . . .7
nemocnych se miZe rozvinout primarni klebsielovd bronchopneumonte.
8.3. Citlivost na antibiotika a lé¢ba

Kmeny izolované z klinického materidlu jsou primarné rezistentni k ampicilinu a
amoxicilinu a citlivé k cefalosporinum, zvlasté k novym derivatim, jako je cefuroxim a
cefotaxim. Rezistence k chloramfenikolu a tetracyklinu je zavisla na individualnim kmeni.
Klebsiely jsou pfirozené citlivé ke gentamycinu a v nemocnicich jsou ¢asté kmeny
s pfenosnou enzymovou rezistenci ke gentamycinu a nékterym cefalosporinim.’ Citlivost
na antibiotika jako u viech podminénych patogenil kolisa. Postupem doby piibyva vlivem

antibiotické 1é¢by rezistentnich kmenu.”
Lécba

Nekomplikované klebsielové mocové intekce dobre odpovidaji na 1éébu
trimetoprimem, nitrofurantoinem, ko-amoxiklavem nebo peroralnim cefalosporinem.
Pneumonie a ostatni vizné infekce vyzaduji energickou parenterdlni 1é¢bu nejlépe podle

. ’ —r b
aktualniho antibiogramu.’



8.3.1 Projekt surveillance antibiotické rezistence (EARRS)

Pro G¢ely EARSS zaznamenavaji laboratofe zi¢astnéné v tomto projektu vysledky
vySetfeni citlivosti pouze k nékolika uréitym antibiotikiim, ktera jsou vyznamna z hlediska
lé¢by invazivni infekce zplisobené danym piivodcem nebo pro epidemiologii AR.

Laboratore CZ-EARSS postupuji podle rutinnich metod pf1 vySetfovani vzorki
pacientd a urCovani citlivosti k antibiotikim.

EARRS zadalo v roce 2005 sbirat vysledky kmenll K. pneumoniae rezistentnich k tteti
generaci cefalosporinti (Obréazek 2), fluorochinolonim, aminoglykosidiim a

karbapenemiim.

Obrazek 2

K. pneumoniae: pomér invazivnich izolati rezistentnich k treti generaci cefalosporinit

v roce 2005 (pievzato z EARSS)"

1 No data
<1%
11-5%
[5-10%
3 10-25%
B 25 - 50%
M > 50
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Vysvétlivky:

Rezistence ke tieti generaci cefalosporini je ponékud heterogenni napri¢ Evropou. Nékteré
zemé hlasily pomeéry pod 5%, Finsko (2%), Francie (4%), Norsko (1%), Nizozemsko (4%)
a Svédsko (1%), zatimco nékteré vychodoevropské zemé a Izrael hlésily 25% a vyssi
pomér rezistentnich kmenti: Bulharsko (50%), Chorvatsko (46%), Kypr (33%), Ceska
republika (32%), Recko (61%), Mad’arsko (31%), Izrael (38%) a Polsko (66%). !

9. Stedovani vyskytu nozokomialnich infekei vyvolanych gramnegativnimi
multirezistentnimi puvodci (Klebsiella sp.) produkujicimi ESBL na oddéleni JIP a
ARO ve FN Motol

9.1. Uvod

Jednim z problémi sou¢asné mediciny je zvySujici se pocet bakteridlnich kment
s nebezpecnymi fenotypy rezistence, véetné K. pneumoniae s produkci Sirokospektrych
beta-laktamaz. K tomuto vyvoji dochazi i na specializovanych oddélenich JIP a ARO, kde
nozokomidlni infekce vyvolané multirezistentnimi bakteriemi pfedstavuji velmi vazné

ohroZeni pacientd.
9.1.1. Cil studie a hlavni sledované ukazatele

Hlavnim cilem sledovani bylo zhodnoceni ¢asnosti a rizika kolonizace nemocniéni
bakteridlni flérou pacientd pfijatych na oddéleni s intenzivni péci (ARO). Konkrétné bylo
sledovano osidleni sliznic dychacich nebo moc¢ovych cest Klebsiella sp. produkujicich
ESBL, které se toho ¢asu vyskytovaly jako jedny z nejcasté;jSich pivodcl NI na
prisluSnych oddélenich. Ve vztahu k predchozi kolonizaci byla také hodnocena

pravdépodobnost rozvoje infekénich komplikaci.
9.1.2. Zdroje informaci pro analyzu

Bakteriologické monitorovéni pacienti v pravidelnych intervalech. Mikrobiologicka
data ziskana z pocitacového software AMIS. Zaznamy o infekcich v chorobopisech

pacienttl a ustni sdéleni konzultanta pro antibiotickou lécbu.
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9.2. Material a metody

9.2.1. Metodika sledovani

Pacientlim, pfijatym na oddéleni ARO, je odebiran material na bakteriologické
vySetfeni: v den piijeti a potom kazdy druhy nebo treti den, v ptipadé€ projevii infekce
podle moznosti okamzité. Pro ucel pravidelného sledovani bakterialni mikroflory pacienta
je biologicky material odebirdn z hornich cest dychacich (vytér z nosu a nosohltanu), dale
endotrachedIni aspirat (ETR), pokud je pacient pfipojen na umélé ventilaci, a u vSech je
kultivovana mo¢. Dale, podle konkrétni situace, je material odebiran z pfipadného
infek¢niho loZiska jako stér nebo sekret z operacni rany, ptipadné dalSi materialy (sekret z
drénli, mozkomiSni mok, punktaty z abscesi) a hemokultury u pacientid s celkovymi
ptiznaky infekce.

Biologicky material je mikroskopicky a kultivacné vySetien a vysledky vcetné€ postupt
zaznamenany do programu AMIS pouzivaného pro rutinni zaznamy, ukladani, analyzu a

tisk vysledki na Ustavu lékafské mikrobiologie FN v Motole.

Pacienti byly pro ucel sledovani rozdéleni do 2 skupin :

A. pacienti prijati pfimo z komunity (terénu) - nejastéj s diagndzou zavaznych
poranéni (polytrauma a/nebo poranénim hlavy ¢i patere), zavazné komunitni pneumonie
apod.

B. pacienti preloZeni z jinych oddéleni - z divodu zhorSeni klinického stavu
vyZadujiciho intenzivni péci. U té€chto pacientd byla jiz predpokladdna pravdépodobnost
kolonizace nemocniéni flérou v zavislosti na podminkach na oddéleni, na kterém byli

pivodné hospitalizovani.

V chorobopisech a také na podkladé ustnich konzultaci byla vymezena skupina

pacientl, u kterych probéhla infekce v souvislosti s hospitalizaci na oddéleni ARO.

9.2.2. Odbér a transport biologického materialu pro bakteriologické sledovani
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Material byl odebiran v souladu s rutinnimi postupy zavedenymi na oddéleni. Odbéry
se provadéji pravidelné kazdé pondéli, stiedu a patek. Kromé toho u kaZzdého nemocného
vden piijeti na oddéleni ARO a také v pripadé znadmek infekce. Vytéry z nosohltanu a
nosu byly odebirany na dacronovy tampon. Odsaty sekret z dolnich cest dychacich
(endotrachealni aspirat) u pacientd na fizené ventilaci z injek¢ni stiikacky aplikovan do
sterilni odbérové lahvicky.

Vytéry z ran se odebiraji na sterilni dacronovy tampon nebo, pokud je mozZné ziskat
tekuty material, pfimo do injekéni stfikacky, kterd se rfadné utésnéna a zabezpecena
gumovou zatkou mlZe soucasné pouZit pro transport na mikrobiologické oddéleni. U takto
odebraného materidlu je v ptipadé podezieni na anaerobni nebo smiSenou infekci tieba
provést 1 anaerobni kultivaci.

Odbéru krve na hemokultivaéni vySetfeni je tfeba vénovat maximalni pozornost i
z hlediska vysokého rizika kontaminace kozni mikroflorou (koaguldza negativni
stafylokoky, Corynebacteruin sp. ... ). Spravné provedena desinfekce mista odbéru a
technicky spravny odbér krve patii proto kzcela zasadnim ukonim, které mohou
vyznamné ovlivnit vysledek odbéru ve smyslu omezeni faleSné pozitivnich nalezl
v hemokultute, které mohou byt v nékterych piipadech velmi obtizné hodnotitelné a
pfinaseji interpretatni obtiZze. Krev na hemokultivaci se odebira nejcastéji z periferie
(kubitalni Zily). Pokud ma pacient zavedeny cévni vstupy (centralni Zilni katétr, arteridlni
katétr, periferni kanyla...) je vhodné odebirat krev z nékolika mist soucasné z dliivodu
odliseni klinicky vyznamnych nalezi od kozni kontaminace nebo kolonizace cévnich
vstuptl. Pokud se cévni katétry odstranuji nebo vyménuji je také nezbytné jejich kultivaéni
vySetfeni a zhodnoceni pripadnych pozitivnich nalezii v kontextu nalezii z hemokultur.

Odebrany biologicky material na tamponech nebo v nadobkach musi byt doru¢en do 2
hodin na Ustav lékafské mikrobiologie FN v Motole k dal§imu zpracovani nebo uchovan
v transportni pudé (vytéry) nebo v hemokultivaéni nadobé (hemokultivaéni systém

BACTEC) pii pokojové teploté.

9.2.3. Bakteriologické vySetreni

Biologicky materidl se vySetfuje podle lokalnich standardnich opera¢nich postupt

(SOP) na bakteriologické laboratofi .
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Mikrobiologicka laboratot hraje klicovou ulohu ve sledovani, 1é¢b&, kontrole a
prevenci NI. Hlavni ukoly mikrobiologické laboratofe v této oblasti lze shrnout do
naslednych vzajemné navazujicich bodi :

I. Co nejrychlejsi uréeni a presna identifikace pivodcl NI vcetné stanoveni citlivosti
k antibiotikim in vitro a prukazu vyznamnych fenotypl rezistence (vcetné produkce
ESBL) v kontextu spravné volby antibiotika u klinicky ovétenych infekci. Do této oblasti
spada 1 ddraz na spravnou techniku odbéru biologického materialu urceného
k mikrobiologickému vySetfeni, dodrzeni zdsad a doporucené doby transportu ptislusnych
vzorki do mikrobiologické laboratore. Chyby a nedostatky v dodrzovani téchto principt
mohou mit za nasledek ziskani chybnych vysledki se vSemi negativnimi disledky pro
pacienta ve smyslu racionalni antibiotické 1é¢by i pro aktualni epidemiologickou situaci na
prislusném oddéleni.

2. Mikrobiologické wvysledky kromé jiného slouZi jako primarni zdroj dat pro
sledovani trendd ve vyskytu a vyvoji NI a zaroven Casné informace podezieni na infekci
nozokomialniho ptvodu. Rutinni surveillance NI zahrnuje denni pfehled signifikantnich
pivodcli nemocni¢nich infekci a je podkladem pro dalsi mikrobiologické a zejména
epidemiologické Setfent.

3. Casna diagnoza NI je vyznamna z hlediska preventivnich opatieni sméfujicich
k zabran¢ dal$iho diseminace pfislu$ného typu nakazy na dal§i pacienty s dirazem na
vyhledavani zdroju a cest Sifeni a realizaci u¢innych opatfeni.

4. Laboratof ma sviij podstatny vyznam v obdobich epidemického vyskytu prislusné
NI prostfednictvim presné typizace izolatd (fenotypické nebo genotypické) slouzici jako
zdroj pro uréovéni epidemiologickych souvislosti, identifikace zdroji a zptisobd pfenosu.

5. Monitorovani antibiotické rezistence, jeji lokéalni i celkové ptehledy v definovanych
tasovych obdobich, detekce zavaznych fenotypi rezistence apod. patfi k dalsSim z pohledu
epidemiologickych  sledovani zasadnim Ulohdm  mikrobiologického  pracovisté
v nemocni¢nim prostiedi.

Pro ucel sledovani byly k dalsi analyze uchovany kmeny K. oxvtoca, K. pretmoniae.
U téchto kmcai byly zpéine vitodnoceay 2 srovaiay Viskdy cilivost & antiboikdm 77
Witro a to bud’ metodou diskové difusniho testu nebo stanovenim MIC (minimdlni inhibi¢ni
koncentrace) metodou v mikrotitraéni desti¢ce. U viech kmenid klebsiel byl rovnéz

proveden diskovy test (DDST) na pritkaz produkce ESBL beta-laktamaz.
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9.2.4. Specifikace a antibiogram sledovanych species

V Tabulce 1 jsou uvedeny charakteristické antibiogramy sledovanych species. Jedna
se ve valné vétSin€ o rezervni antibiotika pouzivana k parenteralni 1é¢bé zavaznych infekci.
Antiblogram slouzi jako informace pro vybér pro [é¢bu vhodnych, (in vitro) citlivych
ptipravk(, a také jako voditko pro pravdépodobnou identitu kmeni se stejnym fenotypem

rezistence.

Tabulka 1

Specifikace a charakteristicky fenotyp rezistence sledovanych oportunnich patogent

AMP/inh. | PIP/inh. | GEN [AMI | CIP |[MER | IMI |CTX |CTZ| CEF [COT

KLPN C/R C/R R|C/R R C C R Rl C/R R

KLOX C/R C/R R R R C C R R C/R R

Zkratky:

KLPN - K. penumoniae, KLOX — K. oxytoca

Antibiotika: AMP/inh — aminopenicilin s inhibitorem beta laktamaz, PIP/inh — piperacilin
s inhibitorem beta laktamaz, GEN — gentamicin, AMI — amikacin, CIP — ciprofloxacin,
MER — meropenem, IMI — imipenem, CTX — cefotaxim, CTZ — ceftazidim, CEF —
cefepim, COT - ko-trimoxazol.

C —citlivy

R — rezistentni
9.2.5. Prikaz produkce ESBL ~

K prokazani fenotypu rezistence u izolovanych kmeni byla pouzita metoda difuzniho

diskového testu (DDST). Jelikoz nova doporuceni SZU vysla az béhem sledovani, byla
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pouzita modifikace této metody, kterad byla v soucasne dobé zavedena v misté vykonu

sledovani na Ustavu lékaiské mikrobiologie EN v Motole.

Prikaz ESBL metodou DDST

DDST byl proveden za podminek viz PRILOHA F na Mueller-Hinton agaru
mokulovaném vysetfovanym kmenem. Disky cefotaximu, ceftazidimu, cefriaxonu a
aztreonamu byly umistény ve vzdalenosti 20 a 30 mm (méteno od sttedu diskl) od
centralniho disku obsahujiciho amoxicilin/kys. klavulanovou (PRILOHA G). Vizualni
hodnoceni probéhlo po nejméné 18 hodinové inkubaci. Kmeny s typickym rozsifenim
inhibiéni zony mezi cefotaximem, ceftazidimem, cefriaxonem, aztreonamem a
amoxicilinem s kys. klavulanovou byly identifikovany jako producenti ESBL. Vysledky

byly zaznamenany do pocitacoveého softwaru AMIS a poté souhrnné zpracovany.

9.3. Vysledky a analyza sledovani

9.3.1. Vysledky sledovani vyskytu nozokomialnich infekci na oddéleni ARO FN Motol
vyvolanych kmeny Klebsiella sp.

V obdobiod 1.12.2006 do 28.2.2007 bylo do sledovani zahrnuto celkem 55 pacientd
prijatych na oddéleni ARO. Z tohoto poc¢tu 30 (54,5%) pacienti bylo ptfijato z komunity, z
nich 19 (63,3%) s diagndzou polytrauma, 4 (13,3%) s diagndézou bronchopneumonie a ve
dvou pripadech se jednalo o komplikaci v pozdnim obdobi po transplantaci plic, ostatni
(5) byli pryati s riznymi diagnézami jako bezvédomi nejasného plivodu, intoxikace apod.

Celkem 25 pacientl bylo pteloZeno z jinych oddéleni, nejCastéji jednotek intenzivni péce.

U pacientd pfijatych z komunity nebyly pfi vstupnich vyté€rech nalezeny zadné
multirezistentni gramnegativni ty¢ky, kromé 2 pacientl s transplantovanymi plicemi,
z nichz jeden byl v dolnich cestack dychacich kolonizovdn multirezistentnim kmenem
Pseudomonas aeruginosa a druhy kmenem Enterobacter cloacea.

U nemocnych prekladanych z jinych oddéleni bylo procento kolonizovanych podle
predpokladu vyssi. Kolonizace kmenem Staphylococcus aereus (Zadny z nich nevykazoval
rezistenci k oxacilinu — MRSA) byla zjisténa celkové u 8 pacientl, hodnoceni téchto

nalezl ale nebylo pfedmétem sledovani.
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Tabulka 2

Kolonizace dychacich a modovych cest pacienti pfi prFijeti na oddéleni ARO

sledovanymi bakterialnimi druhy gram negativnich tycek

| Celkem
Koloni- _ kolonizovanych
Soubor Pocet Sledovana species
zace sledovanymi
druhy
Pacienti
z 30 S* K. pneumoniae (0) 0
komunity
K. pneumoniae (4)
Prelozeni
o 25 18* K. oxytoca (1) 5
pacienti
| 1 .

*dalSi species kolonizujici dychaci cesty pacientll, které nebyly vrdmci sledovani
hodnoceny: Enterobacter cloacea (3), E. coli (2),Pseudomonas aeroginosa (3),
Acinetobacter sp.,(3) Stenotrophomonas maltophilia (2), Serratia marcescens (2),

Alcaligenes sp. (1), Proteus mirabilis (1).

V Tabulce 2 je uvedena postupna kolonizace vybranymi bakterialnimi druhy
v zavislosti na délce pobytu na oddéleni ARO u skupiny pacientl ptijatych z komunity a
pacientl preloZzenych z jinych oddéleni, ktefi nebyly podle odbérl pfi piijeti na ARO

kolonizovani stejnymi bakteridlnimi druhy, které byly pfedmétem sledovani.

Pro obtiznou interpretaci jiz kolonizovanych piekladanych pacientd (celkem 9) nebyla
tato podskupina jiz dale hodnotili. V tabulce je uvadén u souboru pacientu jen prvni den,
kdy byla zjisténa kolonizace a nejsou uvadény opakované nalezy u stejného pacienta nebo

nasledné nalezy dalSich sledovanych species.
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Tabulka 3

Kolonizace a infekce pacientii prijatych

species (K. pneumoniae, K. oxytoca)

na oddéleni ARO vybranymi bakterialnimi

‘ Den

11

12

Celk
em

Pacienti
z komunita

| Kolonizace

(30)

1

Pacienti
komunita

Infekce
(30)

Kolonizace

(16)

Prelozeni -

Prelozeni
Infekce

(16)

(U3}

Jak lyva ztabulky z celkového poctu 46 do sledovani zafazenych pacientll se
vyplyv p p

postupné kolonizovalo klebsielami 18 nemocnych tj. 39% a infekce se rozvinula u 6 tj.

celkem 33% z poctu kolonizovanych.

9.3.2. Prevalence ESBL-pozitivnich kmenii na oddéleni ARO a JIP

Ve sledovaném obdobi od 1.10.2006 do 31.1.2007 bylo na oddélenich JIP a ARO
1zolovano 182 kmenl K. pneumoniae. Produkce ESBL byla prokazana u 60 (33%) z nich.
Na standardnich oddéleni bylo pozitivnich ESBL kmeni 15,5% 2z celkového poctu 224

1izolovanych. Vysledky srovnava Tabulka 4.
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Tabulka 4

Pocet izolovanych kmenu (%) — srovnani specializovanych oddéleni ARO a JIP

s ostatnimi oddélenimi

ARO, JIP Ostatni oddéleni ‘

|
|
ESBL negativni 122(67) 189 (84,4)
ESBL pozitivni 60 (33) 35 (15,6)
Celkem 182 224

Z tabulky je patmé, ze vyskyt ESBL-pozitivnich kmenl na oddélenich ARO a JIP
zdvazné prevySuje vyskyt téchto kmenll na ostatnich oddélenich. Z vysledku se da
ptedpokladat $iteni epidemickych klond vrdmci oddéleni. PtesnéjSi vyvoj ESBL-
pozitivnich kmeni by ndam pomohlo uré¢it molekulamé-biologické vysetieni u jednotlivych

hospitalizovanych pacientd.

ESBL-pozitivni kineny klebsiel byly zachyceny ptedev§im v materidlu z dolnich cest
dychacich (sputum, ETR,..) 27,7%, zdrojem 14,8% ESBL-pozitivnich byla odebrana moc.
Nezanedbatelnym zachytem jsou materialy z katétrdi a kanyl v 10,2%. (PRILOHA H)

9.3.3. Analyza nékterych pripadi infekce

Pacient 1 byl pfijat z komunity s mnohocetnym poranénim po autonehodé€, 5. den byla
prokazana kolonizace ETR kmenem K. pneumoniae s produkci ESBL., 9. den se u tohoto
pacienta rozvinula ventilatorovd pneumonie a podle antibiogramu identicky kmen byl
prokazan i1 v hemokultufe. Volba antibiotik pro 1é¢bu vychazela z antibiogramu izolované
klebsiely a byla lé¢ebné Gsp&ina.

Obdobny byl pribéh i u pacienta 2, ktery byl ptijat z komunity po tUrazu hlavy, 5. den
po piijeti byl u n€ho izolovan kmen K. pneumoniae produkci ESBL v ETR a 6. den
pravdépodobné stejny kmen 1 v moci. Tento den byla u ného diagnostikovana pocinajici

ventilatorova pneumonie. Lécba podle antibiogramu byla uspésna.
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Pacient 3 byl prijat z komunity pro krvaceni do mozku spojené s bezvédomim. 18.
den po prijeti se u né¢ho rozvinula t€zka sepse a z hemokultury byl izolovan kimen K.
oxytoca jehoz primarni zdroj se nepodatilo prokazat. Celkoveé zdvazny a prognosticky
neptiznivy stav se nepodafilo zvladnout. Pacient byl také od 5. dne kolonizovan
multirezistentnim kmenem Pseudomonas aeruginosa i1zolovanym z moce.

Pacient 4 byl prelozen z chirurgické JIP v tézkém stavu s peritonitidou. 7. den byl
z drénli odvadéjicich sekret z bricha a sou¢asné z hornich cest dychacich izolovan
multirezistentni kmen K. preumoniae s produkci ESBL. Soucasné doslo k zhorSeni
klinického stavu a objeveni se septickych teplot. Kausalni 1écba cilend na kultivovany

kmen vedla ke zlepSeni klinického stavu a do¢asné stabilizaci pacienta.
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Zakladnim predpokladem uspés$né antimikrobni terapie je na prvnim misté v€asna a
presna klinicka a bakteriologicka diagnoza véetné zjisténi fenotypu rezistence a na zakladé
zjisténych vysledkl stanoveni presné antibiotické 1é¢by. Interpretace antibiogramu
s vhodné volenou sestavou antibiotik a presnou identifikaci testovaného kmene milze
prinést fadu cennych informaci ohledné mechanismi rezistence véetné uréeni zakladnich
druhti beta-laktamaz. Tento zplUsob umoziuje napf. spolehlivou detekci Sirokospektrych
beta-laktamaz (TEM, SHV) v¢etné ESBL a dalSich enzymd.

Evoluce a Sifeni beta-laktamaz u gramnegativnich tycek je disledkem evoluce a
spotieby beta-laktamovych antibiotik. Vedle noveéjsich beta-laktami zlstaly v pouzivani i
star$i, takZe v pritbéhu ¢asu jsou bakterie vystaveny ucinku zvysujictho se kvalitativniho 1
kvantitativniho poétu molekul téchto antibiotik. Kolisavé koncentrace, které se lokalng
vytvaieji pf1 sou¢asném pouzivani riznych beta-laktami v nemocniénim prostredi, jsou
schopny rychle selektovat vyhodné mutace, jejichz disledkem miize byt vyskyt riznych
ESBL. Jedinou doposud uéinnou ochranou proti ztraté u¢inku antibiotik v lokalité zasazené
vyskytem ESBL (stejné jako u jakékoli neobvyklé rezistence) je peclivé provéfeni
antibiotickych aplikaci a disledné eliminace vSech, které jsou zbyte¢né.

V oblasti metod pritkazu beta-laktaméz s rozsitenym spektrem stale ziistdva problém
piitomnosti dal$ich enzymi. Predev§im enzym typu AmpC, ktery dokéaze hydrolyzovat
stejna antibiotika jako ESBL, ale neni inhibovan inhibitory beta-laktamaz. Pti soucasném
vyskytu obou enzymil, miize byt detekce ztizend, stejné pak interpretace vysledki a
ptitomnost hledanych enzymill miZe zlstat neodhalena, kvuli zkreslenému ¢i zdanlivé
negativnimu fenotypu. Jak je uvedeno v aktualnich metodikach nabizi se zpresnéni

prikazu téchto enzymd, které jsem vzhledem k ¢asu nestacila prakticky oveéfit.
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11. Zaveér

Presny a spolehlivy priikaz ESBL, stejné jako prilkaz dal$ich epidemiologicky a
klinicky vyznamnych fenotypt rezistence, patfidnes k dlilezitym tkoldm nemocniéni
mikrobiologické laboratore.

V blizké budoucnosti Ize o¢ekavat dalSi zpiesnéni detekce ESBL, velké moZnosti
v tomto ohledu ptinaseji molekularni metody, jejichz rutinni aplikace by znamenala dalsi
vyznamny diagnosticky posun se vSemi dalSimi konsekvencemi.

Komplexnost celé problematiky, ktera je naznafena 1 v mé praci vyZaduje intenzivni
kooperaci jednotlivych odbornosti, jako v pripadé NI zejména klinickych specialisti,
mikrobiologl a epidemiologli. Interdisciplinarni piistup je zakladni podminkou G¢inné a
epidemiologicky bezpeéné antibiotické lé¢by, jako 1 prevence zdvaznych infek&nich

komplikaci.
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13. PRILOHY
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PRILOHA A

Klasifikace beta-laktamdaz (upraveno podle Bushova a spol.)"”

Schéma Podsku- | Amble- | Spektrum ué¢inku | Klasifikaéni Inhibice
Bush-Jacoby- piny rovo kritéria a kys.
Medeiros schéma ptiklady klavula-
novou
| l c | Cefalosporiny " Chromozomalni | Ne
’ enzymy
rezistentni ke
vSem beta-
Jaktamlim
kromé
karbapenemu
2 2a A Peniciliny Stafylokokové Ano
penicilinazy
2b A Cefalosporiny, | Beta-laktamazy Ano
peniciliny s uzkym
spektrem
ucinku: TEM-1, |
2be A Peniciliny, Beta-laktamazy Ano
cefalosporiny | se Sirokym
s uzkym a spektrem TEM-
rozsifenym 3 az TEM-26
spektrem | (ESBL), SHV-2 |
2br A Peniciliny Beta-laktamazy snizena
TEM rezistentni
2¢ A Peniciliny, " PSE-1, PSE-3, Ano
karbenicilin PSE-4
2d D Peniciliny, OXA-1, PSE-2 Ano
oxacilin
2e A Cefalosporiny | Cefalosporinazy Ano
, enzymy
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2f A Peniciliny, KarbapenemEiZ),7 Ano
karbapenemy, |, enzymy
cefalosporiny | Enterobacter
cloacae
3-metalo-f3- B Vétsina beta- Enzymy Ne
laktamazy laktamd, Xanthomonas
karbapenem maltophilia (L1)
4 ) NekEST peﬁiéiliny Enzymy Ne
f1- Pseudomonas
kovéno cepacia
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PRILOHARB

Priikaz produkce ESBL beta-laktamazy

Na obrazku je znazornén princip testu, kdy z disku, ktery obsahuje inhibitor beta-
laktamazy (kyselinu klavulanovou), difunduje tato latka do okoli (agaru) a tam, kde se
prekryje s cefalosporinem, vtomto pfipadé cefotaximem, inhibitor na sebe vaze
ptislu§nou beta laktamézu a tim chrani molekulu cefalosporinu. Vizualné se tento fenomén
projevi jako vznik synergické inhibi€ni zény charakteristického tvaru, viz oznaceni

Sipkami.
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PRILOHA C

Priklady fenotypii rezistence k beta-laktamovym antibiotikiim u kmene Klebsiella

pneumoniae podle charakteru inhibi¢nich zén

Fenotyp Charakter inhibi¢nich zén

Produkce Synergie klavulandtu

ESBL s cefotaximem, jednd se o
fenotypovy projev
produkce ESBL s vys&i
aktivitou na ceftazidim a
azteronam, pravdépodobné
enzym odvozeny od SHV
nebo TEM beta-laktamézy

Produkce Charakteristicky rozSifena

ESBL inhibi¢ni z6na v oblasti
difuze inhibitoru svéd¢io
produkci ESBL vcelku
stejnomérné hydrolyzujici
vechna ¢tyti testovand

antibiotika
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Produkce
ESBL

Produkce
ESBL

Vysvétlivky: CTX — cefotaxim, CRO — ceftriaxon, CAZ — ceftazidim, ATM — aztreonam,

Prokazatelna synergie
klavulanatu a vech
testovanych antibiotik
svédci o pritomnosti ESBL
se stejnomérnou aktivitou
na viechna Ctyti testovana

antibiotika

Minimalni zéna kolem
cefotaximu a prokazatelna
synergie napovida
pravdépodobné pritomnosti
ESBL s vysokou aktivitou
viici cefotaximu a
pravdépodobné se jedna o

tzv. cefotaximazu (CTX-M)

AMC - amoxicilin/klavulanat
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PRILOHA D

DDST - K. pneumonie

Fenotyp Charakter

inhibi¢nich zon

Produkce  OploSténi

AmpC inhibi¢nich zén
svéd¢io
antagonismu mezi
klavulanatem a
testovanymi
antibiotiky, coz
svédéi o produkei
beta-laktamdzy typu
AmpC, ktera je

indukovana jak
klavulanatem, tak
cefalosporiny.

Produkce ESBL

milZe byt rovnéz
piitomna, ale
synergie mize byt
potlacena pravé

nadprodukei AmpC.

Vysvétlivky: CTX — cefotaxim, CRO - cefiriaxon, CAZ — ceftazidim, ATM — aztreonam,
AMC - amoxicilin/klavulanat




PRILOHA E

DDST - K. pneumoniae

Fenotyp Charakter

inhibi¢nich zén

Bez Jsou patrné velké

produkce  inhibi¢ni zény,

ESBL bez zndmek
synergie mezi
klavulanatem a
testovanymi

antibiotiky

Vysvétlivky: CTX — cefotaxim, CRO — ceftriaxon, CAZ — ceftazidim, ATM — aztreonam,
AMC - amoxicilin/klavulanat
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PRILOHA F

Podminky pro prikaz ESBL (pievzato z Hrabak a spol.)*

| Pfida

Mueller-Hinton agar (od firmy Oxoid)

Objem

inokula

2-5 ml ve fyziologickém roztoku

Priprava

mnokula

Prima metody roztérem kolonii (z kultury na krevnim agaru

staré nejvySe 24 hod.)

Koncentrace

inokula

0,5 dle McFarlandova zékalu (pripadné dale fedit 1:10 nebo
1:100); kolonie se maji okraji dotykat, av§ak nesplyvat

Disky

Amoxicilin/kys. klavulanova (20/10 ng), cefotaxim (30 ng),
ceftazidim (30 pg), cefriaxon (30 pg), aztreonam (30 pg)

Uspotadani

diskt

Viz PRILOHA G

| Inkubace

35°C £ 2 °C v normalni atmosf{ére
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PRILOHA G

Usporadani diska pri metodé DDST

o __fi’ 40 - 60 mm
Jf. \
CAZ O OaMe O CRO

[

E At

,\’_«O_’_’_/‘
ATM

Koédové oznaceni diski:

AMC: kombinace amoxicilin/klavulanova kyselina

ATM: aztreonam

CAZ: ceftazidim

CTX: cefotaxim
CRO: cefriaxon
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PRILOHA H

Vyskyt ESBL-pozitivnich kment K. pneumoniae v jednotlivych typech materialu

Klinicky material

ESBL-pozitivni kmeny (%)

T

DCD (dolni cesty dychaci) 30 (27,7)
moc¢ 16 (14,8)
T Katétry 11(10,2)
vytér z rany f 10(9,3) |
hemokultury l 10(9,3) “
~ solice ﬁ: 6(5.5) I
| HCD (homi cesty dychaci) | 6(5,5) :
punktat hrudni ' 4 (3,7)
CZK (centralni zilni katétr) 4(3,7)
T Zhe 32.8)
hnis 2(1,9)
obsah zaludek 2(1.9) T
T uretra ‘ 1(0,9) |
- dfen | 1(0,9)
. cervix | 1(0,9)
- stér dekubitu 1(0,9)
] Celkem 108(99.9) |
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