UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA BIOLOGICKYCH A LEKARSKYCH VED

Uginnost dezinfekénich prostiedka uréenych
k hygienické dezinfekci rukou vucéi klinicky

vyznamnym kmenim enterokoku

DIPLOMOVA PRACE
Bc. Martina Malikova
Vedouci diplomové prace: PharmDr. Ondrej Jand'ourek, Ph.D.

Konzultant: RNDr. Irena Hanovcova, CSc.
HRADEC KRALOVE, 2021



Podékovani

Rada bych podékovala své konzultantce, pani doktorce Hanovcové za trpélivost
a cenné rady, dale pak vedoucimu mé diplomové prace panu doktoru Jandourkovi za
jeho pfipominky. Dale bych chtéla podékovat ¢lenim Katedry epidemiologie Fakulty

vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany a své rodiné za jejich podporu.



,Prohlasuji, Zze tato prace je mym puvodnim autorskych dilem, které jsem
vypracovala pod vedenim konzultanta. VeSkera literatura a dalSi zdroje, z nichZ jsem
pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouZzité literatury a v praci jsou radné

citovany. Prace nebyla pouzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.”

V Hradci Kralové 11.5.2021

Bc. Martina Malikova



OBSAH

I = 1 I N L SR 6
= 1 I ¥ O S 7
3. POUZITE ZKRATKY ...ttt ettt n e 8
7B UV ] o OO 10
5. CIL PRAGCE ...t 12
B. TEORETICKA CAST ... 13
6.1 ROA ENTEIOCOCCUS..........ccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeteeeeeeeeeeeee e 13
6.1.1 Fyziologické a biochemické vlastnosti...........cccccoeevieiiiiiiiiiie, 13
6.1.2 DIagnoStiKa......ccoveiiieee e 14
6.1.3 KIINICKY VYZNAM ....eiiiiiiccee e e e e e e ee e 17
6.1.4 VIMUIBNCE ...ttt 18
6.1.5 Epidemiologie @ eKolOgie.........cccoeiruiiiiiiiiie e 20

G G =T o - OSSR 22
6.1.7 Vankomycin rezistentni enterokoky ..., 23

6.2 REZISIENCE ... 27
6.2.1 Rezistence proti antimikrobialnim latkam .............ccciiiiiiii . 27
6.2.2 Bakterialni rezistence vuci antiseptikiim a dezinfekénim prostfedkim..... 36

6.3 NozokomialNi iNfEKCE .......ccooiiiiiiiie 43
6.3.1 Uloha hygieny rukou ve spojeni s nozokomialnimi nakazami................... 44
6.3.2 Provedeni hygieny ruKOU ............coouuiiiiiiii e 46

6.4 Alkoholové dezinfekEni prostiedky..........ccoooviiiiiiiiiiiieiecee e, 48
6.4.1 Vybrané chemické vlastnosti alkoholU................ccooeviiiiiiiiiiiieeni, 49
6.4.2 Mechanismus ucCinku na biologické systémy ............cciiiiiiiiiiiiieiiiiin. 49

7. PRAKTICKA CAST ... 50
7.1 Metoda teStOVANI.........cooiiiiiiii 50

400 0 B == o =T o T = PR 50



7.1.2 DezinfekCni prostredky ..........coeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 51

7.1.3 Testované mMiKroorganiSMY..........ccuuiieriiiiiie e e e eeeaaas 53
A I o = TeT0 )V g T o T} (U o PP 55
STV A 2T =] 1 2P 61

8.1 Stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace k vankomycinu a teikoplaninu ..... 61

8.2 Vysledky ucinnosti dezinfek&nich prostfedkl ............ccooovviiiiiiiiiiiiiieiiien, 62
8.2.1 Vysledky ucinnosti u vankomycin citlivych enterokokd ...............cccc.......... 62
8.2.2 Vysledky ucinnosti u vankomycin rezistentnich enterokokd ..................... 64

. DISKULZE ...ttt e e e et e e e et e e e e e ne e e e e e e neeeeeeennes 66
10. ZAVER ...ttt ettt 72
11. SEZNAM TABULEK ..ot e e enaeee e 73
12. SEZNAM OBRAZKU .......ovomieeeeeeeeeeeeeeee ettt 74
13. SEZNAM GRAFU ...ttt en e 75

14. POUZITA LITERATURA ......oomiieeeee ettt 76



1. ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra lékarskych a biologickych véd

Studijni obor: Odborny pracovnik v laboratornich metodach

Kandidat: Bc. Martina Malikova

Vedouci diplomové prace: PharmDr. Ondrej Jandourek, Ph.D.

Konzultant: RNDr. Irena Hanovcova, CSc.

Nazev diplomové prace: Uginnost dezinfekénich prostfedki uréenych k hygienické

dezinfekci rukou vuci klinicky vyznamnym kmenum enterokoku

Alkoholové dezinfekéni prostiedky urCené k hygienické dezinfekci rukou jsou
celosvétové kliCovym nastrojem kontroly nozokomialnich infekci. Cilem této prace bylo
oveérfit uCinnost téchto prostfedku, které jsou uzivany ve zdravotnickych zafizenich, vici
vankomycin citlivym a vankomycin rezistentnim enterokokim, které byly izolovany
z klinickych materiald.

Testovani ucinnosti dezinfekénich prostfedkd bylo provedeno podle cCeské
technické normy CSN EN 1040 — Chemické dezinfekéni pfipravky a antiseptika —
Kvantitativni zkouska s pouzitim suspenze ke stanoveni zakladniho baktericidniho ucinku
chemickych dezinfekénich pfipravkl a antiseptik — Metoda zkouSeni a pozadavky (faze
1). Pro naSe testovani jsme pouzili diluéni metodu s neutralizatorem. Ke zjisténi u€innosti
jsme pouzili celkem 35 kmenG enterokoku, z toho 12 kmenud bylo vankomycin citlivych
(4 kmeny E. faecium a 8 kmenu E. faecalis) a 23 kmenu bylo vankomycin rezistentnich
(v8echny E. faecium).

Uginnost jsme ovéfovali u 7 alkoholovych dezinfekénich prostfedkd s rdznymi typy
alkoholt. U v8ech dezinfek&nich pfipravkl jsme zaznamenali niz8i redukci mnozstvi
bakterii, nez je dle normy pozadovano pro potvrzeni dostateéné ucinnosti. Nepodafilo se
tedy potvrdit baktericidni ucinnost vybranych alkoholovych dezinfekénich pfipravki vugi
klinicky vyznamnym kmenum enterokok.

Hygienicka dezinfekce rukou je podstatnou soucasti prevence pfenosu infekéniho
agens. V soucCasné dobé se jeji uzivani rozsifilo i mezi Sirokou verejnost, je tedy dulezité,
aby alkoholové dezinfekéni pripravky byly spolehlivé a s Sirokym spektrem uUcinnosti.
Vyzkum v oblasti u¢innosti dezinfekénich prostredku vuci patogenim je tedy nezbytny a je

tfeba v ném pokracovat.

Klicova slova: enterokoky, VRE, alkoholové dezinfekéni prostfedky, hygienicka

dezinfekce rukou



2. ABSTRACT
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Candidate: Bc. Martina Malikova
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Title of diploma thesis: Effectiveness of disinfectants for hygienic hand disinfection

against clinically important strains of enterococci

Alcohol-based hand disinfectants for hygienic hand disinfection are a key tool for
the control of nosocomial infections worldwide. The aim of this study was to verify the
effectiveness of these products, which are used in healthcare facilities, against
vancomycin-sensitive and vancomycin-resistant enterococci isolated from clinical
materials.

Testing of the efficacy of disinfectants was performed according to the Czech
technical standard CSN EN 1040 - Chemical disinfectants and antiseptics - Quantitative
test using suspension to determine the basic bactericidal effect of chemical disinfectants
and antiseptics - Test method and requirements (phase 1). We used the dilution method
with a neutraliser for our testing. There were used a total of 35 strains of enterococci to
determine efficacy, 12 of which were vancomycin sensitive (four E. faecium strains and
eight E. faecalis strains) and 23 were vancomycin resistant E. faecium strains.

We tested the efficacy of seven alcohol disinfectants containing different types of
alcohols. We observed a lower reduction in the amount of bacteria for all disinfectants than
is required by the standard to confirm the sufficient effectiveness of the product. Thus, the
bactericidal efficacy of the selected alcohol disinfectants against clinically relevant
enterococcal strains was not confirmed.

Hygienic hand disinfection is an essential part of preventing the transmission of
infectious agents. Nowadays, its use has spread to the general public, so it is important
that alcohol disinfectants are reliable and with a broad spectrum of efficacy. Research of
the efficacy of disinfectants against pathogens is therefore essential and needs to be

continued.

Keywords: enterococci, VRE, alcohol disinfectants, hygienic hand disinfection



3. POUZITE ZKRATKY

ABC - superrodina adenosintrifosfat vazajicich kazet (ATP-Binding Cassette
superfamily)

AME — enzym modifikujici aminoglykosidy

ATP — adenosintrifosfat

CAT — chloramfenikol acetyltransferaza

CFU — jednotky tvofici kolonie (Colony Forming Units)

CNCTC — Ceska narodni sbirka typovych kultur (Czech National Collection of Type
Cultures

CNS - centralni nervovy systém
DNA — kyselina deoxyribonukleova

EARSS — Evropsky systém sledovani antimikrobialni rezistence (European
Antimicrobial Resistance Surveillance system)

eDNA — extracelularni kyselina deoxyribonukleova

ESBL - Sirokospektré B-laktamazy (Extended-Spectrum B-Lactamases)
Esp — povrchovy protein enterokoku (Enterococcal surface protein)

GIT — gastrointestinalni trakt

GRE - glykopeptid rezistentni enterokok

GTPaza — guanosintrifosfataza

HGT — horizontalni pfenos genetické informace

ITS — interni transkribovany spacer (Internal Transcribed Spacer)

JIP — jednotka intenzivni péce

KAS — kvarterni amoniové slouceniny

MALDI — hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za u€asti matrice
(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization)

MATE - rodina proteina pro vytlaceni I€ka a toxickych slou¢enin (Multidrug And Toxic
compound Extrusion family)

MDR — multirezistence (Multi Drug Resistance)

MFS — superrodina hlavnich facilitatord (Major Facilitator Superfamily)
MGE — mobilni geneticky element

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MRSA — meticilin rezistentni Staphylococcus aureus



NCTC — Narodni sbirka typovych kultur (National Collection of Type Cultures)
NI — nozokomialni infekce

PAGE - polyakrylamidova gelova elektroforéza

PBP — penicilin vazajici protein (Penicillin-Binding Protein)

PCR — polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

Pel — exopolysacharid syntetizovany lokusem s pleiotropnim uc¢inkem

PFGE — pulzni gelova elektroforéza (Pulsed-Field Gel Electrophoresis)

Psl — exopolysacharid syntetizovany lokusem pro syntézu polysacharidd
PVC — polyvinylchlorid

PYR — pyrrolidonylarylamidaza/ pyrrolidonyl peptidaza

REA — analyza fragmentd vzniklych pasobenim restrikénich endonukleaz (Restriction
Endonuclease Analysis)

RNA - ribonukleova kyselina

RND - rodina rezistence-nodulace-bunééné déleni (Resistance-Nodulation-cell-
Division family)

rRNA — ribozomalni ribonukleova kyselina

SDS - dodecylsiran sodny

SMR - rodina malych multirezistentnich pump (Small Multidrug Resistance family)
tDNA — transferova kyselina deoxyribonukleova

TOF — detektor doby letu (Time Of Flight)

tRNA — transferova ribonukleova kyselina

VRE - vankomycin rezistentni enterokok

VRSA - vankomycin rezistentni Staphylococcus aureus

VSE - vankomycin citlivy enterokok

WHO - Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)



4. UVOD

Nozokomialni nakazy predstavuji celosvétovy problém a kazdoro¢né postihnou
stovky pacientu. Tyto infekce vedou k vaznéjSimu prab&éhu onemocnéni, prodluzuji
hospitalizaci, zpusobuji dlouhodobé nebo trvalé nasledky a zvySuji umrtnost. Kromé
zdravotnich komplikaci se nozokomialni nakazy podili na zvySeni rezistence
mikroorganismud vac&i antimikrobialnim pfipravkim a v neposledni fadé predstavuji
vyznamnou dodate¢nou finanéni zatéz pfi jejich 1éCbé.

Enterokoky jsou pfirozenou soucasti lidské stfevni mikroflory a patfi do pétice
nejCastéjSich pdvodcl nozokomialnich nakaz. Jako oportunni patogeny nejCastéji
zpusobuji nozokomialni infekce mo€ovych a dychacich cest, infekce chirurgickych ran
a infekce krevniho fecisté. Jako plavodci téchto infekci jsou nejcastéji identifikovani
Enterococcus faecium a Enterococcus faecalis. LéCba enterokokovych infekci je
komplikovana diky pfirozené rezistenci enterokokl k Sirokému spektru antibiotik.
Léekem posledni volby bylo glykopeptidové antibiotikum vankomycin, ovSem v druhé
poloviné 80. let 20. stoleti byly izolovany prvni kmeny se ziskanou rezistenci k tomuto
antibiotiku. V nasledujicich letech doSlo k celosvétovému rozSifeni t&chto vankomycin
rezistentnich enterokokdl ve zdravotnickych zafizenich. Sifeni nejen t&chto
nozokomialnich multirezistentnich bakterii bylo impulsem pro zpfisnéni preventivnich
opatfeni pfenosu infekéniho agens v zafizenich zdravotni péce.

Hygienicka dezinfekce rukou je jednim z u€innych nastroja v prevenci pfenosu
infekéniho agens. Kontaminované ruce zdravotnickych pracovnikl jsou nejbéznéjsi
cestou Sifeni patogennich kmenu. Hygienickou dezinfekci rukou je tfeba provadét
opakované béhem pracovni smeény, a to dostateCnym mnozstvim dezinfekéniho
pfipravku po dobu minimalné 30 sekund, eventualné déle, dle navodu vyrobce
dezinfek&niho prostfedku a ucelu pouziti.

Kromé spravného provedeni hygienické dezinfekce rukou je podstatna
i u€innost pouzivanych dezinfekénich prostfedkl. Ve zdravotnickych zafizenich jsou
k dezinfekci rukou pouzivany alkoholové dezinfekéni prostfedky, které jsou nejen
baktericidni, ale také virucidni a fungicidni. V ramci dezinfek&nich pland jednotlivych
zarizeni zdravotni péce jsou dezinfekéni prostiedky pravidelné stfidany na zakladé
typu ucinné latky, aby se zabranilo vzniku odolnosti mikroorganisml na pouzivané
dezinfekéni prostfedky. U pfipravkl na ruce se jedna o pfipravky s kombinaci rliznych

alkoholud a skupiny pfipravku, kdy jsou alkoholy v kombinaci s kvarternimi amoniovymi
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slou€eninami (KAS) nebo kyselinou peroctovou. Pfi vytvafeni dezinfek&nich planu je
treba dbat na pravidelné stfidani dezinfekénich prostfedkd a nepouzivat po sobé
prostfedky z jedné skupiny. Uginnosti alkoholovych dezinfekénich prosttedkl by se
tedy méla vénovat vétSi pozornost, pokud mozno v podobé jejiho pravidelného

testovani.
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5. CIL PRACE

V této praci jsme si dali za cil ovéfit u€innost alkoholovych dezinfekcnich

prostfedku, které jsou uzivany ve zdravotnickych zafizenich k hygienické dezinfekci
rukou. Porovnavali jsme, jestli jsou tyto dezinfek&ni prostfedky ucinné vici vankomycin
citivym a vankomycin rezistentnim enterokokim, které byly izolovany z klinickych
materiall. Kladli jsme si také otazku, zda je doporucena doba dezinfekce rukou

30 sekund dostatec¢na.
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6. TEORETICKA CAST

6.1 Rod Enterococcus

6.1.1 Fyziologické a biochemické vlastnosti

Jako samostatny druh byly enterokoky klasifikovany v roce 1984, do té doby se
fadily mezi streptokoky, s nimiz maji spoleCnou fadu vlastnosti. Zastupce rodu
Enterococcus lze v obarveném natéru pozorovat jako grampozitivni koky ovalného
tvaru, které mohou tvofit kratké fetizky, drobné shluky nebo se vyskytuji ve dvojicich
¢i samostatné (Obrazek 1). Jsou kataldza negativni, u nékterych kmenu dochazi
k produkci pseudokatalazy. VétSina enterokokl reaguje s antiséry skupiny D a nékteré
kmeny i s antiséry skupiny Q v klasifikaci dle Lancefieldové. Enterokoky produkuji
rovnéz enzymy pyrrolidonylarylamidazu (PYR) a leucinaminopeptidazu, jejichz
enzymaticka aktivita je vyuzivana K jejich diagnostice (Murray, 1990; Facklam, 2001).

Enterokoky patfi mezi mezofilni bakterie, jejichz teplotni optimum je 30-35 °C,
ale jsou schopny rlstu i v teplotnim rozmezi 10—-45 °C. Mohou také rust v Sirokém
rozmezi pH s rozpétim 4,4-9,6 a v prostfedi se zvySenou koncentraci soli — médium
s 6,5 % chloridu sodného. Na rozdil od streptokoku jsou enterokoky schopné prezit po
dobu 30 minut pfi teploté 60 °C. Enterokoky rostou i v bujonu obohaceném o 40 %

Zlu€ovych soli a rovnéz hydrolyzuji eskulin (Braiek et al., 2019).
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Obrazek 1 Enterococcus spp. ve tkani pacienta s pneumonii (tmavé modrofialové ovalné
koky — viz Sipky), Gramovo barveni, zvétSeni 1000x
Zdroj obrazku: CDC, dostupné na: https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=2898
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6.1.2 Diagnostika
Kultivace

Kultivace enterokokll nevyzaduje zadné zvlastni podminky, fadi se mezi
fakultativné anaerobni mikroorganismy. Pouze druhy E. cecorum a E. columbae
potfebuiji pfi kultivaci zvySenou tenzi CO2 (Devriese et al., 1993). Enterokoky tvofi na
krevnim agaru Sedobilé kolonie o velikosti 1-3 mm, které maiji Casto ve svém okoli
zénu viridace, pouze vyjime¢né B-hemolyzu a u nékterych kmenl se hemolyza
nevyskytuje vubec (Obrazek 2) (Votava et al., 2003). U druhl E. casseliflavus,
E. mundtii a E. flavescens byla zaznamenana i produkce zlutého pigmentu (Devriese
et al., 1993).

Obrazek 2 Enterococcus faecium na krevnim agaru

Zdroj obrazku: vlastni fotografie
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Lze pouzit i selektivni diagnostické pudy, které obsahuji azid sodny, glukdzu
a trifenyltetrazoliumchlorid jako je napf. Slanetz-Bartley agar, kolonie enterokokd maji
na této pudeé rdzovou az Cervenou barvu (Votava et al., 2003). Pro kultivaci enterokokd
zvody, pudy nebo z potravin je pouzivan také Kanamycin Aesculin Azid agar.
K odliSeni od viridujicich streptokokl se pouziva zlu¢-eskulinovy agar, enterokoky jsou
schopné rustu i v pfitomnosti vys§Siho procenta Zlu€e, a navic hydrolyzuji eskulin, coz
se projevi jako tmavé hnédé az Cerné zbarveni kultivacniho média. Rovnéz jsou
k dispozici specialni pudy s chromogennimi substraty (Domig et al., 2003a).
Serotypizace

K zakladnimu odliSeni enterokokl od streptokokl Ize pouzit serotypizaci dle
Lancefieldové, ktera na zakladé typu povrchovych antigenl zaradila streptokoky
a enterokoky do antigennich tfid A-Z. Dfive se ke zjisténi povrchovych antigend
pouzivala antiséra, v dnesSni dobé je protilatka proti jednotlivym povrchovym
antigenim navazana na latexové Castice. Enterokoky jsou podle této klasifikace
zarazeny do skupiny D (Murray, 1990). U nékterych druhl enterokokl vSak nebyl
antigen skupiny D prokazan (E. avium, E. cecorum, E. columbae, E. dispar
a E. saccharolyticus) (Devriese et al., 1993).
Biochemickeé testy

Mezi zakladni biochemické testy pro odliSeni enterokoku od streptokokl patfi
PYR test, ktery je zaloZzen na hydrolyze pyrrolidonyl-B-naftylamidu enzymem
pyrrolidonylarylamidazou, kterou produkuji pravé enterokoky (s vyjimkou
E. saccharolyticus, E. cecorum a E. columbae). Tento enzym vSak produkuji také
streptokoky skupiny A a nékteré kmeny pneumokoku. Pfi pozitivnim PYR testu se dale
provadi i latexova aglutinace na pfitomnost antigenu skupiny A, ¢imz se pfi negativnim
vysledku vylouci, Ze by se mohlo jednat o Streptococcus pyogenes (Murray, 1990).

Vyuziva se taky biotypizace, tedy identifikace na zakladé schopnosti
mikroorganismu fermentovat sacharidy a pfeménovat urcity substrat pomoci enzyma,
které produkuji. V minulosti se tyto testy provadély ve zkumavkach, v sou¢asné dobé
se uZivaji plastové desticky s jamkami, ve kterych jsou lyofilizované jednotlivé
reagencie. Jde napfiklad o testy API® 20 STREP — vyrobce BioMérieux (Francie),
RapID™ STR Systém — vyrobce Thermo Scientific™ (USA) nebo STREPTOtest 24 —
vyrobce Erba Lachema (Ceska republika) (Obrazek 3).

15
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Obrazek 3 Vysledky testu API® 20 STREP u Enterococcus faecium

Zdroj obrazku: Hijazi, N., EImanama, A.A., Al-Hindi, A. Vancomycin-resistant Enterococci in fecal samples from

hospitalized patients and non-hospitalized individuals in Gaza City. Journal of Public Health. 2009, 17(4),
243-249.

K druhové identifikaci enterokoku Ize také vyuzit stanoveni jejich proteinového
profilu pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsiranu
sodného (SDS-PAGE), kdy dochazi krozdéleni proteind na zakladé jejich
elektroforetické pohyblivosti (Domig et al., 2003b).

Hmotnostni spektrometrie

V mikrobiologické druhové diagnostice se rovnéz vyuziva metody hmotnostni
spektrometrie, a to konkrétné MALDI-TOF (Matrix Assisted Desorption lonization/Time
of Flight). U této techniky dochazi k desorpci a ionizaci v pfitomnosti matrice za
nasledné detekce v analyzatoru doby letu. Hodnoti se hmotnostni spektra, ktera
zobrazuji proteiny a peptidy bakterialnich bunék (Murray, 2010).

Molekularné biologické metody

Pro genotypizaci enterokoku se vyuziva fada molekularné biologickych metod.
Jednou z technik je analyza fragmentl vzniklych pisobenim restrikénich endonukleaz
na chromozomalni DNA (REA) v kombinaci s pulzni gelovou elektroforézou (PFGE).
K identifikaci bakterii se pouziva také ribotypizace, tedy srovnavani restrikCnich
fragmentd genl pro rRNA, pomoci sondy 16S rRNA Ize ziskat unikatni restrikéni profil
pro jednotlivé druhy bakterii.

Nasledujici metody jsou zaloZzené na polymerazové fetézové reakci (PCR).
Vyuziva se napf. rep-PCR, ktera je zalozena na amplifikaci fragmentd mezi
repetitivnimi sekvencemi. Tyto sekvence jsou u jednotlivych bakterialnich druhu
v rliznych polohach a pferuSovany rizné dlouhymi fragmenty.

DalSi moznou metodou je tDNA-PCR, pfi které dochazi k analyze polymorfismu
v délkach intergennich spacert tRNA s naslednou separaci amplikonu raznych délek
metodou kapilarni elektroforézy. V ramci druhu jsou délky téchto intergennich spacert

identické, lisi se v§ak mezi jednotlivymi druhy enterokokd.
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K druhové identifikaci Ize také pouzit ITS-PCR, tedy amplifikaci oblasti ITS
(Internal Transcribed Spacer), které se nachazeji mezi 16S a 23S rRNA, ziskané
amplikony se dale rozdéluji pomoci gelové elektroforézy. OdliSné amplikony v rdmci
rodu Enterococcus byly zaznamenany u druhu E. faecalis a E. faecium, Ize tedy tuto
metodu pouZzit na jejich rozliSeni (Domig et al., 2003b).

6.1.3 Klinicky vyznam

Enterokoky jsou podstatnou soucasti lidského mikrobiomu, najdeme je ve
stfevech, v urogenitalnim traktu a také v dutiné ustni. V lidské populaci se nej¢astéji
jedna o E. faecalis a E. faecium (Fisher a Phillips, 2009).

Enterokoky mohou mit na lidsky organismus pozitivni ucinky, nékteré druhy se
pouzivaji jako probiotika a jsou soucasti nékterych dopliikd stravy. Lze je pouzit pfi
léCbé Ci prevenci syndromu drazdivého tracniku, pfi prdjmu vyvolaném uzivanim
antibiotik, ale také na rdzna funkéni nebo chronicka stfevni onemocnéni. Navic
enterokoky vykazuji antimutagenni, antikarcinogenni, hypocholesterolemické uc€inky
a mohou mit i vliv na regulaci imunitniho systému (Braiek et al., 2019).

Negativné pak enterokoky plsobi na lidsky organismus jako plvodci rlznych
infekci, pfedevsim jde o druh E. faecalis, ale onemocnéni mohou zpusobit i jiné druhy
(E. avium, E. casseliflavus, E. durans, E. gallinarum, E. raffinosus a E. faecium).
Enterokoky jsou také Castym zdrojem nozokomialnich nakaz, a to az v jedné tretiné
pripadl (Murray, 1990).

NejbéznéjSimi typy enterokokovych infekci jsou infekce mocovych cest.
U starSich muzu se vyskytuji cystitida, prostatitida a epididymitida. V pfipadé cystitidy
u mladych Zen je jen vzacné nekomplikovany prabéh. Nejvice se tyto infekce vyskytuji
v zafizenich dlouhodobé péce a v nemocnicich, tam zvlasté na jednotkach intenzivni
péce (JIP), kde se vankomycin rezistentni enterokoky (VRE) staly hlavnimi patogeny,
které zpusobuji infekce mocovych cest (Gilmore et al., 2014).

Pfiblizné v 5-15 % mohou enterokoky zapficinit infekéni endokarditidu, a to
vétdinou u osob starSich 65 let, u déti se naopak objevuje jen zfidka. U zhruba poloviny
muzl dochazi pfed rozvojem endokarditidy k zavedeni mocCového katétru nebo
k infekci moCovych cest, u tfetiny Zen muze byt pfi€inou onemocnéni genitourinarni
zakrok, a to vCetné potratu. Enterokoky mohou zpusobit endokarditidu také u drogové
zavislych (Murray, 1990). Mnohem Castéji je plivodcem tohoto onemocnéni E. faecalis

nez E. faecium (Gilmore et al., 2014).
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DalSim onemocnénim je enterokokova bakteriémie, ktera je mnohem Castéjsi
nez enterokokova endokarditida. V prubéhu let se zvySuje podil enterokokovych
bakteriémii zpusobenych nozokomialnimi kmeny enterokokd. Podil na rozvoiji
enterokokové bakteriémie maji infekce mocCovych cest a s nimi spojené zavedeni
mocoveho katétru, dale také popaleniny i oteviené rany a rovnéz intravendzni katétry
(Murray, 1990). U enterokokovych bakteriémii je pomérné vysoké riziko umrti, zvIlast
pokud se jedna o polymorbidni pacienty, kde mize byt riziko az 75 %. V pfipadé
E. faecium byla zaznamenana vySsSi umrtnost nez u E. faecalis (Gilmore et al., 2014).

U nedonoSenych novorozencli na jednotkach intenzivni péce byla
zaznamenana i novorozenecka enterokokova sepse, puvodcem byl E. faecium.
K pfenosu infekce nejspiSe pfispély nasogastrické sondy a intravaskularni vstupy,
které jsou na tomto oddéleni nezbytné. Mozné jsou i enterokokové infekce centralniho
nervového systému (CNS). K tém ovSem pfispiva primarni onemocnéni, které muze
oslabit imunitu, uzivani antibiotik a invazivni zakroky spojené s CNS.
U imunosuprimovanych jedincli muze dojit také k infekcim bficha, jako napfiklad
k peritonitidé, a k infekcim panve (Murray, 1990).

Dalsi onemocnéni mohou enterokoky vyvolat v dutiné ustni, u 80-90 %
endodontickych infekci je plvodcem E. faecalis. Tyto infekce postihuji kofenové
kanalky zubu (Fisher a Phillips, 2009).

6.1.4 Virulence

Mezi klinickymi izolaty byly zaznamenany druhy Enterococcus s vysSi virulenci
nez u izolatl z potravin. Mezi faktory, které ovlivauji virulenci enterokoku, patfi i jejich
schopnost kolonizovat gastrointestinalni trakt (GIT), ktery je jejich pfirozenym
prostfedim. VétSina enterokokovych infekci je povazovana za endogenni, kdy se
enterokoky dostanou pres epitelialni bunky stfeva az do lymfatickych uzlin, odkud se
rozSifi do celého téla (Fisher a Phillips, 2009). OvSem enterokoky a enterokokové
plazmidy se pfenaseji i mezi pacienty a enterokoky tak mohou byt pfiinou vzniku
ohnisek infekce a také endemického Sifeni v ramci zdravotnického zafizeni, a to po
mésice i roky. Nékteré komunitni enterokokové kmeny maji ve srovnani s endogenni
enterokokovou flérou zvySené schopnosti kolonizovat, pomnozit se, napadnout tkané
hostitele a pretrvavat.

Dulezitym mechanismem pro pocatek infek&niho procesu je adheze bakterii na
hostitelskou buriku. Enterokoky maji na svém povrchu adheziny, které zajistuji vazbu
enterokokl na povrchy epitelialnich a endotelovych bunék, dale na leukocyty nebo na
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proteiny mezibunétné hmoty. Ukazalo se, Ze tyto adheziny hraji rizné role jako
efektorové molekuly, které mohou podnitit nebo naopak snizit lokalni zanétlivé reakce,
a maji svou roli v procesu fagocytozy (Jett et al., 1994).

Jednim z adhezinu je agregacni substance, jde o povrchové vazany protein,
ktery je kddovan feromonovymi plazmidy E. faecalis. Agregacni substance reaguje na
indukci feromonu v burnikach, které feromonové plazmidy nemaji, a je nasledné
exprimovana. Diky agregacni substanci dojde k modifikaci bunéného povrchu
donorové bakterie, aby lépe pfilnula k potencionalni recipientni hostitelské bunce.
Timto mechanismem dochazi k agregaci bunék, ¢imz se usnadni pfenos plazmidul
(Dunny, 1990). Agregacni substance také zvySuje enterokokovou adherenci k bufikam
stfevniho a ledvinového epitelu, ale také k chlopfnovému ¢i nasténnému endokardu
(Jett et al., 1994).

Extracelularni povrchovy protein (Esp) je soucasti bunééné stény nékterych
enterokokl. Kromé adheze a kolonizace se podili také na vyhybani se imunitnimu
systému a ma urcitou roli pfi vzniku antibiotické rezistence. Esp pfispiva i k tvorbé
enterokokového biofilmu, diky kterému jsou enterokoky odolné vac&i okolnimu
prostfedi. DalSi funkci enterokokového biofilmu je adheze k eukaryotickym bunkam,
jako jsou napfiklad bunky mocovych cest. Pfi naruSeni genu esp ztraci E. faecalis
schopnost vytvaret biofilm. Gen esp je pravdépodobné spojen s patogenitou, byl
prokazan i u klinickych izolatl E. faecium, u mlé€nych izolatd vSak zaznamenan nebyl
(Fisher a Phillips, 2009).

Soucasti povrchu bunécné stény enterokokl je i kyselina lipoteichoova, ktera
mulze také slouzit jako faktor virulence. Kyselina lipoteichoova usnadniuje prenos
plazmidd a také moduluje zanétlivou odpovéd v podobé produkce nékterych
interleukinu. Je také mozné, ze poSkozeni tkané v mistech infekce mize vzniknout
aktivaci komplementu bakterialni lipoteichoovou kyselinou, ktera je navazana na
plazmatické membrané hostitelské bunky (Jett et al., 1994).

Enterokoky také produkuji bakterialni toxin cytolysin, geny pro jeho produkci
jsou soucasti feromonovych plazmidd. Cytolysin vykazuje B-hemolytickou aktivitu
a pUsobi baktericidné proti jinym grampozitivnim bakteriim (Fisher a Phillips, 2009).
Po expozici ultrafialovému zafeni muze byt hemolyticka i baktericidni aktivita
potlaCena, ale pouze doCasné (Gilmore et al., 2014). Podil cytolytickych kmenu
E. faecalis je mnohem vysSi u klinickych izolatd nez u izolatd z jinych zdroju. VyS$Si je
i riziko umrti pfi bakteriémii zpusobené cytolytickymi kmeny (Jett et al., 1994).
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Na virulenci enterokokl se podili také hydrolytické enzymy jako je
hyaluronidaza, Zelatinaza a serinova proteaza. Hyaluronidaza je degrada¢ni enzym,
ktery puUsobi na kyselinu hyaluronovou a muize zpusobit poskozeni tkani, ¢imz
usnadnuje Sifeni enterokoku v hostitelské tkani. Hlavni ulohou Zelatinazy a serinové
proteazy je poskytovani Zivin bakterim pomoci degradace hostitelské tkané
a CasteCné se podili i na tvorbé biofilmu (Fisher a Phillips, 2009). VysSi frekvence
vyskytu kmenu E. faecalis s produkci hydrolytickych enzymu (hlavné Zelatinazy) byla
zaznamenana u klinickych izolatll v porovnani s izolaty z prostfedi (Gilmore et al.,
2014).

6.1.5 Epidemiologie a ekologie

Hlavnimi pdvodci humannich enterokokovych infekénich onemocnéni jsou
E. faecalis a E. faecium. V 70. letech minulého stoleti se enterokoky zaradily mezi
hlavni infekéni agens, ktera zplsobuji nozokomialni nakazy. V roce 2000 se v Evropé
objevily nozokomialni infekce vyvolané E. faecium rezistentnim na ampicilin, které
nahradily infekce zplsobené E. faecalis. V poslednich dvou desetiletich se E. faecium
rychle stal celosvétovym nozokomialnim patogenem, ktery se uspésné prizpUsobil
podminkam v nozokomialnim prostfedi a snadno ziskal rezistenci proti
glykopeptidovym antibiotikim. Ve skuteCnosti udaje z Evropského systému pro
sledovani antimikrobialni rezistence (EARSS — European Antimicrobial Resistance
Surveillance System) z let 2002-2008 ukazaly nejvétsi narast (v prdméru rocné
0 19,3 %) poctu pozitivnich hemokultur s nalezem E. faecium ve srovnani s narastem
jinych patogenl jako Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae a Enterococcus faecalis (Zhou et al., 2020).

Rozdilna je i distribuce druhG rodu Enterococcus v Evropé, E. faecalis
a E. faecium jsou nejéastéji zachycovanymi druhy ve Spanélsku a Velké Britanii.
Ve Svédsku je vyskyt E. faecium niz$i, naopak tam stoupa podet izolat(i E. hirae, ten
je v Dansku dokonce dominantnim druhem (Kuhn et al., 2003).

Podle dat z EARSS se v Evropé podil zachycenych rezistentnich izolat(
E. faecalis v letech 2015-2019 postupné sniZuje, naopak u rezistentnich izolata
E. faecium byla zaznamenana vzestupna tendence (Graf 1) (ECDC, 2020).
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Graf 1 Procentualni zastoupeni izolatu s rezistentnim fenotypem v letech 2015-2019
Zdroj dat: ECDC, EARS-Net, Surveillance Atlas of Infectous Diseases

Enterokoky najdeme také v gastrointestinalnim traktu zvifat, nejCastéji jde
odruhy E. faecium a E. faecalis, které byly izolovany z fekalnich vzorkd od
hospodarskych zvifat. V porovnani s lidskymi fekalnimi vzorky je vSak u zvifat zachyt
téchto druhl enterokokl niz8i. Pravidelné jsou E. faecalis a E. faecium izolovany
Z uzenin, syra, ryb, mletého veprového a hovéziho masa (Fisher a Phillips, 2009).
Jednou z pficin této kontaminace muze byt proces odstrafnovani vnitfnosti na jatkach,
kdy mohou fekalni enterokoky kontaminovat potravinarské vyrobky ZzivoCiSného
pavodu, k é¢emuz dochazi az u 90 % vzorkG a vétSinou se jedna o E. faecalis,
nasledovany E. faecium (Toress et al., 2018).

Enterokoky jsou také pfirozenou soucasti povrchu rostlin, nejCastéji se jedna
o druhy E. mundtii a E. casseliflavus, ale byly izolovany i druhy E. faecalis, E. faecium
a E. sulfureus. Rostliny, u kterych byl zachyt zaznamenan, nebyly soucasti pastvin ani
zemédélské pudy, byla tedy vylou€ena kontaminace zvifecimi vykaly (Fisher a Phillips,
2009; Muller et al., 2001).

Na pfitomnost enterokokUl byly testovany i vzorky zemédélskych pad, a to nejen
téch oSetfenych zivoCiSnymi hnojivy, ale i téch, které nebyly hnojeny vibec. Vyssi
zachyt enterokoku (pfiblizné v 50 %) byl dle oCekavani ve vzorcich z hnojenych poli
a pastvin, ale i u nehnojenych zemédélskych pud byly zaznamenany zastupci rodu
Enterococcus, a to pfiblizné u 30 % vzorkld (Kihn et al., 2003).
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DalSim prostfedim, kde Ize enterokoky zachytit, je voda. Vzhledem k jejich
pfitomnosti v lidskych a zvifecich vykalech a jejich odolnosti v okolnim prostredi jsou
enterokoky povazovany za indikatory fekalniho znecisténi ve vodé (Torres et al.,
2018). Kromé sladkovodnich zdroja byly enterokoky nalezeny také ve slané vodé,
v mofskych sedimentech a fasach, coz potvrzuje jejich schopnost rlistu a preziti ve
slaném prostfedi (Byappanahalli, 2012).

6.1.6 Lécba

Ve srovnani se streptokoky jsou enterokoky pfirozené rezistentni na mnoho
bézné pouzivanych antimikrobialnich latek. V pfipadé penicilinu a ampicilinu byla
zjisténa nizka citlivost, a to u v8ech druhld enterokokld. U vSech semisyntetickych
penicilind a cefalosporinl byla zaznamenana vysoka rezistence, a to v dasledku
exprese nizkoafinitnich proteind vazajicich penicilin. Enterokoky jsou pfirozené
rezistentni také k aminoglykosidim v nizSich koncentracich, které Ize pouzit jako
terapeutické davky antibiotik (Gilmore et al., 2014). Pfirozené rezistentni jsou
enterokoky dale k linkosamidim a sulfonamidim. Ziskana rezistence je u enterokoku
zprostfedkovana prostfednictvim pfenosu plazmidd nebo transpozond z jinych
mikroorganismu. Timto zpusobem ziskavaji enterokoky rezistenci VU i
chloramfenikolu, erytromycinu, fluorochinoloniim, tetracyklinim, penicilinu, ampicilinu,
aminoglykosidim (gentamicin, kanamycin a streptomycin) a glykopeptidim, zejména
vankomycinu.

Lékem volby je ampicilin a aminoglykosidy, ty Ize ovSem pouzit pouze u kmend
citivych k témto antibiotikim. U infekci, které jsou zpusobeny kmeny enterokokd
rezistentnich k aminoglykosidim, jsou alternativnimi antibiotiky glykopeptidy, tedy
vankomycin a teikoplanin. Tato antibiotika se pouzivaji i u pacientl s alergii na
penicilin, ampicilin a aminoglykosidy. Vyjimkou jsou glykopeptid rezistentni enterokoky
(GRE), kde bylo tfeba najit nova antibiotika nebo vhodnou kombinaci téch stavajicich
(Braiek et al., 2019).

Kombinovana terapie byla pouZita u infekéni endokarditidy, kdy bylo vyuzito
synergického pusobeni gentamicinu a ceftriaxonu, tato antibiotika jsou pfi
samostatném pouziti na GRE neudinna (Faron et al., 2016). Po roce 2000 byla pro
lécbu pacientl s GRE zavedena nova antibiotika: linezolid (oxazolidinon), daptomycin
(lipopeptid), tigecyklin (glycylcyklin — 3. generace tetracyklin) a chinupristin-
dalfopristin (streptograminy) (Willems a Bonten, 2007; Braiek et al., 2019).
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Rezistence vuci linezolidu byla zaznamenana kratce po jeho uziti v praxi a byl
také izolovan nozokomialni kmen GRE (E. faecium) rezistentni k linezolidu (Willems
a Bonten, 2007). | pfesto se prevalence linezolid rezistentnich enterokokd pohybuje
pod hranici 1 % a linezolid je ucinny jak proti E. faecium, tak i proti E. faecalis (Bender
et al., 2018).

VétSina enterokokovych izolati (> 99,8 %) je citlivych k daptomycinu. Toto
antibiotikum ma nizky potencial pro rozvoj rezistence in vitro. Vyskyt enterokoku
rezistentnich k daptomycinu je nejCastéji spojen s pfedchozim uzivanim tohoto
pouziva i v kombinované terapii enterokokovych infekci, napf. s ampicilinem (Bender
et al., 2018; Willems a Bonten, 2007).

V pfipadé tigecyklinu byla zjiSténa vysoka uroven citlivosti k tomuto antibiotiku,
a to u klinickych izolati enterokokl z celého svéta (> 99,7 %, E. faecalis a E. faecium).
V prubéhu €asu nebylo zaznamenano zvysSovani rezistence, ktera se pohybuje pod
1 % (Bender et al., 2018).

Antibiotika chinupristin-dalfopristin Ize pouzit pfi 1é¢bé infekci zpusobenych
rezistentnim kmenem E. faecium, v pfipadé E. faecalis jsou neucinna. Lécba vysSimi
davkami t&chto antibiotik miiZze zplsobit bolesti svalii a kloub(. Usp&snost terapie
riznych infekci GRE je pouze okolo 66 %. Kvuli nezadoucim ucinkiim a selhani terapie
jsou chinupristin-dalfopristin povaZovany za alternativni terapii, ktera je vyuzita az po
neuspésném podani linezolidu nebo daptomycinu (O’Driscoll a Crank, 2015).

6.1.7 Vankomycin rezistentni enterokoky

Prvni vankomycin rezistentni enterokok byl izolovan v roce 1986 v Anglii a ve
Francii, jednalo se o druh E. faecium. O rok pozdéji byl v USA zachycen prvni
vankomycin rezistentni E. faecalis (O’Driscoll a Crank, 2015). V 90. letech 20. stoleti
bylo v USA témér 18 % nozokomialnich VRE pfi¢inou infekci krevniho fecisté a 25,2 %
VRE bylo zachyceno u pacientl na jednotkach intenzivni péce (Gold, 2001). Naopak
v Evropé dochazelo spiSe ke komunitnimu pfenosu VRE, kdy ¢astym zdrojem infekce
byly kontaminované Zivocisné produkty. Po roce 2000 se VRE rozsifily i v evropskych
nemocnicich a nasledné doslo i k celosvétovému Sifeni. V roce 2002 pak byl nahlasen
prvni pfipad pfenosu genu rezistence na vankomycin z VRE na meticilin rezistentni
Staphylococcus aureus (MRSA). Tyto nové vankomycin rezistentni kmeny
Staphylococcus aureus jsou oznacovany jako VRSA (O’Driscoll a Crank, 2015). V roce
2019 byl v Evropé nejvyssi zachyt VRE na Kypru, v Recku a v Polsku (Graf 2) a to vice
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nez 40 % z celkového poctu rezistentnich klinickych izolatd enterokokd (ECDC, EARS-
Net, 2020).
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Graf 2 Zachyt VRE izolatt v Evropé v roce 2019
Zdroj dat: ECDC, EARS-Net, Surveillance Atlas of Infectous Diseases

Rozdil v Sifeni mezi Severni Amerikou a Evropou se stal zajimavym aspektem
epidemiologie VRE. Jednou z mozZnych pfi€in bylo veterinarni pouziti velkého
mnozstvi glykopeptidového antibiotika avoparcinu (Gold, 2001). Avoparcin jako ucinny
rustovy stimulator byl v roce 1975 pouzivan nejen v Evropé, ale také v Australii
a nékolika dalSich zemich, zatimco v USA a Kanadé nebyl povolen. Nasledné byl
v evropskych chovech zvifat pozorovan zvySeny vyskyt VRE, ov8em na zvifecich
farmach v USA byla situace jina, Zzadné izolaty VRE nebyly zachyceny. Proto bylo
pouzivani glykopeptidu avoparcinu pro podporu rustu zvifat v Evropé zakazano a dle
oCekavani doslo k rychlému poklesu VRE na evropskych farmach, ovéem k uplnému
vymizeni VRE nedoslo (Braiek et al., 2019).

U evropskych zemédélcu byly zachyceny VRE stejného typu jako
u hospodarskych zvifat a masnych vyrobku dostupnych spotiebitelim. | pfesto jsou
poCty nozokomialnich infekci zplsobenych VRE v Evropé relativné nizké. Naproti
tomu v Severni Americe jsou tyto nozokomialni nakazy vaznym problémem, ovSem
mimo nemocnicni prostfedi je zachyt VRE naprosto minimalni. Je také mozné, Ze
k tomuto paradoxu mohou pfispivat rozdily v pfedepisovani antibiotik v Evropé a ve
Spojenych statech (Gold, 2001).
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Pacientim v USA je podavano mnohonasobné vétsi mnozstvi vankomycinu
nez v Evropé. V fadé studii bylo prokazano jasné spojeni mezi uzivanim vankomycinu
a naslednym zachytem VRE. Pfedchozi |éCba vankomycinem je tedy dulezitym
rizikovym faktorem pro kolonizaci VRE s moznym naslednym rozvojem enterokokové
infekce. K Sifeni VRE ve zdravotnickych zafizenich pfispivaji i zdravotnicti pracovnici,
u nichz vprubéhu 90. let 20. stoleti vyrazné stoupla kolonizace VRE a byly
zaznamenany i pozitivni izolaty zrukou zdravotnického personalu (Malathum
a Murray, 1999). DalSimi rizikovymi faktory pro kolonizaci VRE ¢&i vznik infekce
zpusobené VRE je i délka pobytu pacienta v nemocnici, jeho zakladni onemocnéni,
hlavné jeho zavaznost, a rovnéz zavedené katétry. Diky odolnosti enterokoku a jejich
schopnosti preziti na povrSich Ize za rizikova pokladat nemocnicni l0zka a dalSi
vybaveni nemocni¢nich pokoju, ale také pfedméty jako napf. teploméry nebo
fyzioterapeutické pomucky (Gold, 2001).

U enterokoku byla do souCasné doby ziskana glykopeptidova rezistence
zaznamenana v osmi fenotypovych variantach (VanA, VanB, VanD, VanE, VanG,
VanL, VanM a VanN), popsan byl i jeden typ pfirozené rezistence (VanC), ktery se

vyskytuje u E. gallinarum a E. casseliflavus (Tabulka 1) (O’Driscoll a Crank, 2015).

Tabulka 1 Charakteristika fenotypt rezistence ke glykopeptidim u rodu Enterococcus

Ziskana Pfirozend
Rezistence
Vysoké Variabilni Stredni Nizka Nizka
Fenotyp vanA vanM vanB vanD vanE vanG vanlL vanN vanC
Vancomycin
64-1024 256 4-1024 64-128 8-32 <16 8 16 2-32
MIC (mg/l) g
Teikoplanin S
. - . < < -
MIC (mg/l) 16-512 96 0,5-1 4-64 0,5 citlivy <0,5 <0,5 0,5-1

Modifikace | D-Ala-D-lac | D-Ala-D-Lac | D-Ala-D-lac | D-Ala-D-lac | D-Ala-D-Ser | D-Ala-D-Ser | D-Ala-D-Ser | D-Ala-D-Ser | D-Ala-D-Ser

e Plazmid nebo|Plazmid nebo|Plazmid nebo|Plazmid nebo .
Umisténi Chromozom | Chromozom | Chromozom Plazmid Chromozom
chromozom | chromozom | chromozom | chromozom

IVloznost Ano Ano Ano Ne Ne Ano Ne Ano Ne
pienosu
Konstitutivni Konstitutivni
Exprese Inducibilni | Inducibilni | Inducibilni nebo Inducibilnf | Inducibilni | Inducibilni | Konstitutivni nebo
inducibilni inducibilni

Vyskyt u E. faecalis E. faecalis E. faecalis . . . . E. gallinarum
druhu E. faecium E. faecalis E. faecalis E. foecalis | E. faecium

E. faecium . . .
f E. faecium | E. faecium E. casseliflavus

Zdroj: O’Driscoll, T., Crank, C.W. Vancomycin-resistant enterococcal infections: epidemiology, clinical

manifestations, and optimal management. Infection and Drug Resistance. 2015, 8, 217—230.

Tyto fenotypové varianty kéduji stejnojmenné geny rezistence na glykopeptidy.
Vysokou uroven rezistence na vankomycin a teikoplanin indukuje gen rezistence vanA,

ktery nalezeme u E. faecium. Zatimco gen vanB indukuje sice nékolik urovni rezistence
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na vankomycin, ale nikoli rezistenci na teikoplanin. Pouze geny vanA a vanB mohou
byt pfeneseny jak horizontalnim, tak i vertikalnim pfenosem genetické informace. Gen
vanM stejné jako vanA indukuje vysokou uroven rezistence. Gen vanC indukuje nizkou
hladinu rezistence vi¢i vankomycinu, zatimco zlUstava kmen nesouci tento gen citlivy
na teikoplanin. Nizkou az stfedni rezistenci vii¢i vankomycinu koduji geny vanD, vanE,
vanG, vanL a vanN (Braiek et al., 2019; O’Driscoll a Crank, 2015).

Soucasti bakterialni stény grampozitivnich bakterii jsou peptidoglykany, jejichz
prekurzory pentapeptidy jsou syntetizovany v cytoplazmé a nasledné pfesunuty na
povrch buriky. C-terminalni konce téchto pentapeptidi obsahuji D-alanyl-D-alanin (D-
ala-D-ala). Naslednou transglykosylaci se tyto prekurzory zacleni do vznikajiciho
peptidoglykanu, zpevnéni bunécné stény pak zajiStuje transpeptidace tvorbou
pfiénych vazeb. Vankomycin a teikoplanin maji vysokou afinitu k C-terminalnimu
zakonceni pantapeptidovych prekurzort D-ala-D-ala, po navazani pak inhibuji dalSi
syntézu peptidoglykanu. Tato jejich vlastnost je podstatou antimikrobialniho u€inku na
grampozitivni bakterie.

V pfitomnosti vankomycinu zaénou VRE syntetizovat misto prekurzord
pentapeptidd D-ala-D-ala nizkoafinitni D-ala-D-lakat (D-ala-D-lac) nebo D-ala-D-
serin (D-ala-D-ser). Tim dojde ke zméné cilového mista pro vankomycin, coz nasledné
vede ke glykopeptidové rezistenci (Obrazek 4). Az 1000nasobné snizeni afinity
k vankomycinu nastava zménou prekurzoru na D-ala-D-lac (u fenotypovych variant
VanA, VanB, VanD, VanM), pouze 7nasobné snizeni afinity k vankomycinu zpUsobi
D-ala-D-ser (u fenotypovych variant VanC, VanE, VanG, VanL, VanN) (O’Driscoll
a Crank, 2015).
diky moznosti horizontalniho i vertikalniho pfenosu genu rezistence. Izolaty VanA jsou
obvykle vysoce rezistentni k vankomycinu (MIC = 64 mg/l) a teikoplaninu (MIC = 8
mg/l). Genovy klastr vanA, ktery kéduje tuto rezistenci, je Casto umistén na
transpozonu Tn1546, ale Ize ho najit i na transpozonu Tn5482 a nékterych dalSich.
Tyto transpozibilni elementy jsou soucasti bakterialnich chromozomd, ale také je
najdeme jak na pfenosnych, tak i na nepfenosnych plazmidech. Gen vanA byl
zaznamenan predevsim u E. faecium, ale také u E. faecalis, E. durans, E. gallinarum,
E. avium, E. mundtii, E. casseliflavus a E. raffinosus. V pripadé izolati VanB byla
zjisténa variabilni hladina rezistence k vankomycinu (MIC 4-1024 mg/l), ale jsou

zpravidla citlivé k teikoplaninu (MIC < 1 mg/l). Genovy klastr vanB je soucasti
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bakterialniho chromozomu, ojedinéle byl nalezen na transpozonu Tn1547 a také na
plazmidech, kde byl spojen s genem rezistence vuci gentamicinu. Nedavno byla
objevena geneticka vazba mezi transpozonem Tnb382 obsahujicim vanB a genem
pbp5, ktery kéduje rezistenci k ampicilinu. Klastr gent vanB byl identifikovan
pfedevSim u E. faecalis a E.faecium, ale tyto geny nesou i vzacné izolaty

E. casseliflavus a E. gallinarum (Malathum a Murray, 1999).

terminalni zakonceni peptidoglykanu bunécéné stény vankomycin citlivych enterokok

tripeptid dipeptid
[ | |

.aa_aa_aa_D_a|a_D_a|a prekurzor bunécné stény
obsahujici pentapeptid

cilové misto pro
vankomycin

vankomycin inhibuje syntézu peptidoglykant bunécné stény vazbou
na D-ala-D-ala konec tohoto prekurzoru

v pritomnosti vankomycinu produkuji VRE zménéné prekurzory peptidoglykanu

/ bunécéné stény \
.aa—aa-aa{D-aIa—D—Iac‘j; .aa-aa—aa—D—aIa—D—ser

vankomycin se nevaze na D-ala-D-lac nebo D-ala-D-ser a neinhibuje syntézu
bunécné stény téchto bakterii

Obrazek 4 Rozdily v prekurzorech peptidoglykanu bunééné stény citlivych a rezistentnich
enterokoku

Zdroj obrazku: Murray, B.E. Vancomycin-resistant enterococci. American Journal of Medicine. 1997, 102(3), 284—

293. Vysvétlivky: aa — aminokyseliny, ala — alanyl, lac — laktat, ser — serin

6.2 Rezistence

6.2.1 Rezistence proti antimikrobialnim latkam

Diky objevu a naslednému rutinnimu uzivani antimikrobialnich latek doSlo ke
zméné l|ékafskych postupl a lécba infekénich onemocnéni se stala uc€innégjsi.
Antibiotika se rychle stala sou¢asti mnoha komplexnich lékafskych postupu jako jsou

chirurgické zasahy, transplantace solidnich organu nebo pfi |écbé pacientl
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s rakovinou (Munita a Arias, 2016). NarUst rezistence vuci antibiotikim tak mize mit
dopad na lidské zdravi, a to nejen v pfipadé IéCby infekci, ale v ohrozZeni jsou i pacienti,
u kterych se antibiotika uZivaji jako prevence nebo k IéCbé pfidruzenych infekci
(Martinez, 2014).

PFi srovnani infekci zplsobenych citlivymi bakteriemi jsou infekce zplsobené
multirezistentnimi mikroorganismy spojeny se zvySenou umrtnosti a roli hraje i vysSi
ekonomicka zatéz pfi IéCbé. PriCinou je omezeny vybér u€innych antibiotik, nasledkem
jsou pak tézko lécCitelné infekce s omezenym mnozstvim alternativnich postupl. Na
zakladé téchto zkuSenosti oznacila Svétova zdravotnicka organizace antibiotickou
rezistenci za jednu ze tfi nejvyznamnéjSich hrozeb pro verejné zdravi 21. stoleti
(Munita a Arias, 2016).

6.2.1.1 Rezistence primarni (pfirozena)

Uz od pradavna dochazelo mezi organismy a okolnim prostfedim
k vzajemnému pusobeni, antimikrobialni rezistence je tedy odvékym nastrojem obrany
téchto organisml (Munita a Arias, 2016). Primarni (pfirozena) rezistence existovala
i pfed pouzitim antibiotik v podobé& snizené propustnosti bunééné stény nebo
nedostatecné citlivosti cilové struktury pro danou latku (Martinez, 2014). Bakterie jsou
geneticky variabilni, mohou reagovat na podnéty z okolniho prostfedi, tedy i na
molekuly antibiotik, které je mohou ohrozit. Pfirozena rezistence tedy umoznuje
bakteriim odolavat Skodlivému ucinku antibiotik a v jejich pfitomnosti dokonce nadale
prosperovat (Munita a Arias, 2016).

Primarni (pfirozena) rezistence je nezavisla na horizontalnim pfenosu gen
(HGT) a rovnéz nepodléha selekénimu tlaku antibiotik (Cox a Wright, 2013). Fenotyp
rezistence mize byt kédovan r geny, které jsou soucasti bakterialniho genomu a jejich
populace v pfirodé je nazyvana jako enviromentalni antibioticky rezistom. Genova
amplifikace je pak Castou genetickou cestou ke zvySené rezistenci na antibiotika,
napfiklad pokud jde o rezistenci na sulfonamidy a trimetoprim (Davies a Davies, 2010).

Fenotyp multirezistence (MDR) je jednim z pfikladld vnitfni rezistence
k antibiotikim a mizeme ho najit hlavné u gramnegativnich bakterii. Ty jsou necitlivé
k mnoha klinicky u€innym antibiotikim na grampozitivni bakterie. VnéjSi membrana
gramnegativnich bakterii je nepropustna pro mnoho molekul a obsahuje fadu MDR
efluxnich pump, které u&inné snizuji intracelularni koncentraci fady latek (Cox
a Wright, 2013).

28



6.2.1.2 Rezistence sekundarni (ziskana)

Pro klinickou praxi je vét§im problémem sekundarni (ziskana) rezistence, kdy
puvodné citliva bakterialni populace ziska rezistenci k antimikrobialnim latkam.
Bakterie maji dvé hlavni genetické strategie, mohou reagovat na mechanismus ucinku
dané latky mutaci ve vlastnim genu (genech) nebo ziskaji cizi DNA, ktera jiz zménéné
geny obsahuje, a to prostfednictvim HGT (Munita a Arias, 2016).

Na mutacich vedoucich k rezistenci na antibiotika se obvykle podili tfi typy genu.
Prvni typ koduje cilova mista pro antibiotika, druhy typ kéduje pfenasecCe antibiotik
a treti typ kdéduje regulatory, které potlacuji expresi prenasecl, chromozomalné
kédovanych enzym nebo viceucelovych efluxnich pump (Martinez, 2014).

Bakterie ziskavaji externi geneticky material tfemi zpUsoby. Prvni moznosti je
transformace, tedy zaclenéni cizi DNA, dalSi moznosti je transdukce, ktera je
zprostfedkovana fagem, a posledni moznosti je konjugace, kdy dochazi
k vzajemnému spojeni bakterii a pfenosu genetické informace. Nejjednodussim
zpusobem HGT je transformace, ovSem té jsou schopny jen nékteré bakterialni druhy.
V nemocnicnim prostfedi se pfi vzniku rezistence uplatriuje konjugace, kdy dochazi ke
kontaktu bakterii. Déje se tak pravdépodobné pfi [éCbé antibiotiky, pfenos genu je
rychly a probiha hlavné v GIT.

Na konjugaci se zpravidla podili mobilni genetické prvky (MGE), ale byl popsan
i pfimy pfenos z chromozomu na chromozom. Kli¢ovou roli v Sifeni antimikrobialni
rezistence tedy hraji mobilni genetické elementy jako jsou plazmidy a transpozony.
Pro akumulaci genu antimikrobialni rezistence existuji u€inné mechanismy v podobé
integrony. Jedna se o specifické rekombinacni systémy, které jsou schopny pfijimat
oteviené Cteci ramce, a to ve formé& mobilnich genovych kazet. Tento jednoduchy
mechanismus zajistuje pfidani novych gend do bakterialniho chromozomu véetné
aparatu pro jejich expresi. Tyto genetické vymény jsou jednim z hlavnich faktort

pfispivajicich k evoluci bakterii (Munita a Arias, 2016).

6.2.1.3 Mechanismy rezistence

Aby byla antibiotika U€inna, usmrcovala bakterie nebo inhibovala jejich rist,
musi nejdfive pfrekonat bunécné obaly. V pfipadé nékterych antibiotik musi pak dojit
k jejich aktivaci. OvSem vSechny antimikrobialni latky musi dosahnout své cilové
struktury v dostateCné vysoké koncentraci, aby byl zachovan jejich u€inek. Tyto kroky

jsou zakladem klasickych mechanismu rezistence. Z biochemického hlediska Ize
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rozdélit mechanismy na ty, které bud pozméni cilovou strukturu pro antibiotika, nebo
snizi koncentraci samotného antibiotika, a to bud’ cestou inaktivace pomoci enzymu
nebo zamezenim pruniku antibiotika do bakterie (Martinez, 2014). Tyto vlastnosti
umoznujici antibiotickou rezistenci, maji napf. B-laktamazy s rozSifenym spektrem
(ESBL), AmpC B-laktamazy, karbapenemazy, stafylokokovy kazetovy chromozom
mec (SCCmec), VanA ligaza, dalSimi dulezitymi mechanismy antibiotické rezistence

jsou také zmény struktury porina a aktivni efluxni pumpy (Obrazek 5) (Xia et al., 2016).
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99999 D-Ala-end peptides
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93998 D-Lac-end peptides
& 1,6-anhydromuropeptides

b\ UDP-MurNAc-pentapeptides

Obrazek 5 Molekularni mechanismy antibiotické rezistence
Zdroj obrazku: Xia, J., Gao, J., Tang, W. Nosocomial infection and its molecular mechanisms of antibiotic

resistance. Bioscience Trends. 2016, 10(1), 14—21.

Zmény cilové struktury pro antibiotika

Pfi vyvoji antimikrobialni rezistence je nejbéznéjSim postupem bakterii
modifikovat cilové struktury pro antibiotikum, ¢imz dojde k eliminaci jeho uc&inku.
Tohoto vysledku Ize dosahnout riznymi mechanismy, at uz jde o ochranu cilové
struktury, kdy antibiotikum nemu(ze dosahnout své cilové struktury, nebo dojde ke

zméneé struktury cilového mista, ktera vede ke snizeni afinity k molekule antibiotika.
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Ochranu cilové struktury zajiStuji napf. proteiny rezistence k tetracyklinim
Tet(M) a Tet(O), které patii mezi GTPazy (guanosintrifosfataza). Tet(M) byl padvodné
popsan u Streptococcus spp. a Tet(O) u Campylobacter jejuni, ale nyni jsou oba
rozSifeny mezi riznymi bakterialnimi druhy. K tomuto rozSifeni nejspise pfispél fakt,
Ze byly nalezeny v nékolika plazmidech a v konjugativnich transpozonech Sirokého
dosahu. Tet(O) a Tet(M) vytésniuiji tetracyklin z jeho vazebného mista, a to diky jejich
interakci s ribozomem.

Schopnost ochrany cilové struktury ma i protein rezistence k chinolonim Qnr,
ktery je exprimovan plazmidy a Casto se vyskytuje v klinickych izolatech, napf.
u Klebsiella pneumoniae. Qnr patfi mezi proteiny s pentapeptidovymi repeticemi
a pusobi jako homolog DNA, ktery soutéZzi o vazebné misto DNA gyrazy
a topoizomerazy IV. Pravé diky tomuto snizeni interakce mezi DNA gyrazou a DNA
dochazi také ke snizeni moznosti molekuly chinolonu vytvofit a stabilizovat komplex
DNA-chinolonu s gyrazou, ktery by jinak zpusobil smrt buriky (Munita a Arias, 2016).

Modifikace cilové struktury je jednim z nejCastéjSich mechanismu antibiotické
rezistence. Schopnost této modifikace ma napf. mobilni geneticky element SCCmec,
pritomny u rezistentnich kmenl Staphylococcus. Tato geneticka sekvence obsahuje
gen mecA, ktery kéduje rezistentni proteiny vici meticilinu. U stafylokok je tento gen
jako jediny, ktery se Sifi v pfirodé pomoci HGT. Po pfijeti do bakterie je mecA
integrovan do chromozomu Staphylococcus aureus, jeho puUsobeni pak vede
k rezistenci vuci meticilinu a dalSim B-laktamovym antibiotikiim, a to prostfednictvim
penicilin vazajiciho proteinu 2a (PBP2a), ktery je kodovan pravé genem mecA
jeho konformaci tak, aby bylo pro meticilin nebo jina B-laktamova antibiotika obtizné
navazat se na jeho cilovou strukturu. PBP2a tak mulze nepretrzit€é podporovat
transpeptidaci potfebnou k zesitovani peptidoglykanu, aby mohla probihat syntéza
bunécné stény, a to i v pfitomnosti antibiotik (Xia et al., 2016).

K modifikaci cilové struktury dochazi i v pfipadé glykopeptidové rezistence.
Glykopeptidy se vazou na C-terminaini dipeptid D-Ala-D-Ala v pentapeptidové Casti
prekurzoru peptidoglykanu bunécné stény, ¢imz znemozni tvorbu transpeptidové
vazby s dalSimi slozkami bunééné stény, to zplsobi snizeni integrity, a nakonec vede
k bunéfné smrti. Rezistence ke glykopeptidim je u Enterococcus spp.
zprostfedkovana operonem rezistence k vankomycinu (Van), ktery muze byt pfenasen

chromozomalné nebo extrachromozomalné pomoci plazmidu. Operon Van obsahuje
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regulacni systém vanS-vanR, gen vanH pro D-laktatdehydrogenazu, gen vanX pro D-
Ala-D-Ala dipeptidazu, a variabilni ligazy, u niz bylo identifikovano 9 genovych variant
(vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, vanL, vanM a vanN). Jejich expresi zajistuje
dvouslozkovy systém VanS/R, ktery zaznamena poskozeni bunécné membrany, a to
nejen pUsobenim glykopeptidl, ale i bacitracinu nebo polymyxinu B. Pravé tato
variabilita ligazového genu je zasadni pfi urCovani urovneé rezistence k vankomycinu,
zda bude nizka, stfedni nebo vysoka. NejCastéji byly identifikovanymi geny vanA, vanB
a vanC (Faron et al., 2016).

Inaktivace antibiotik ptisobenim enzymu

Produkce antibiotikum inhibujiciho enzymu je dalSi moznosti, jak se bakterie
mohou vyporadat s pfitomnosti antibiotika. Tyto enzymy jsou schopné inaktivovat
antibiotikum navazanim specifickych chemickych prvku k jejich molekule nebo Uplinym
poskozenim jejich molekuly, ¢imz znemozni interakci antibiotika s jeho cilovou
strukturou. Existuje mnoho typd modifikujicich enzym(, které katalyzuji rdzné
biochemické reakce. Mezi ty nejCastéjSi patfi acetylace (aminoglykosidy,
chloramfenikol, streptograminy), fosforylace (aminoglykosidy, chloramfenikol)
a adenylace (aminoglykosidy, linkosamidy). Nezavisle na typu biochemické reakce je
vyslednym ucinkem snizeni schopnosti antibiotik navazat se na cilovou strukturu
bakterii.

Rezistence prostrednictvim chemické zmény antibiotik je zprostfedkovana napf.
pomoci enzymu modifikujicim aminoglykosidy (AME), ktery pusobi na hydroxylové
nebo aminoskupiny molekuly aminoglykosidu. Celosvétové bylo popsano vice typu
AME, tyto enzymy jsou povazovany za hlavni pfiinu rezistence vaci
aminoglykosidum. Geny kddujici AME jsou obvykle uloZzeny v MGE, ale byly nalezeny
také jako soucast chromozomu u nékterych bakterialnich druhd, jako napf.
u Providencia stuartii, Enterococcus faecium a Serratia marcescens.

Enzymaticky katalyzovana zmeéna antibiotika je i podstatou chemické
modifikace chloramfenikolu. Toto antibiotikum inhibuje syntézu proteint, a to ve
spolupraci s peptidyl-transferovym centrem 50S ribozomaini podjednotky bakterii.
Chemicka modifikace chloramfenikolu je zprostfedkovana predevSim expresi
chloramfenikol acetyltransferaz (CAT). U grampozitivnich i gramnegativnich bakterii
bylo popsano vice genl pro CAT, nékteré vedou k vysoké urovni rezistence vucCi

chloramfenikolu, jiné naopak k nizké urovni této rezistence. Nositeli téchto genu jsou
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obvykle MGE, a to konkrétné plazmidy a transpozony, tyto geny vsak byly
zaznamenany i jako soucasti chromozomu nékterych bakterii (Munita a Arias, 2016).

Skupinou enzymu, které jsou schopné eliminovat amidovou vazbu [3-
laktamového kruhu, ¢imz se antimikrobialni latka stava neucinnou, jsou B-laktamazy.
Do této skupiny patfi hlavné Sirokospektré -laktamazy (ESBL), cozZ jsou plazmidy
kédované laktamazy, které jsou schopny hydrolyzovat Sirokospektré cefalosporiny.
Ruzné ESBL jsou produkovany gramnegativnimi bakteriemi, jako jsou Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii a Pseudomonas aeruginosa.
Bakterie produkujici ESBL tedy ziskavaiji rezistenci diky schopnosti ESBL hydrolyzovat
velké mnozstvi B-laktamovych antibiotik, coz komplikuje IéCbu infekci zplsobenych
témito bakteriemi. LéCbu komplikuje i skuteCnost, Ze plazmidy, které nesou geny
kodujici ESBL obvykle obsahuji také geny zpusobuijici rezistenci k aminoglykosidim
a trimetoprimu/sulfamethoxazolu.

Dale je tfeba zminit AmpC B-laktamazy, které jsou produkovany u mnoha
gramnegativnich bakterii, a podporuji vznik rezistence vuci cefalosporinlm napf.
u Enterobacter cloacae, u této bakterie jsou prislusné geny soucasti bakterialniho
chromozomu. AmpC [-laktamazy, jejichz kodujici geny jsou soucasti plazmidd,
najdeme u Escherichia coli a také u klebsiel a salmonel. Zatim je znamo vice nez
dvacet AmpC [-laktamaz, jejichz kodujici geny jsou umistény na plazmidech.
V pravidelném procesu recyklace bunécné stény dochazi ke vzniku peptidd, které
vytvareji struktury, ty inhibuji expresi AmpC B-laktamaz, coz vede k nizkym hladinam
AmpC B-laktamaz v periplazmatickém prostoru. Po priniku antibiotik jako napf.
cefoxitinu a imipenemu do periplazmatického prostoru, dojde k jejich navazani na -
laktamovou cilovou strukturu penicilin vazajiciho proteinu (PBP), coZz v nékolika
krocich zvysi expresi AmpC [-laktamazy, ktera zaéne hydrolyzovat prislusna
antibiotika. V momenté, kdy dojde k poklesu koncentrace antibiotika pod jistou uroven,
tak se exprese AmpC B-laktamazy opét snizi (jedna se o tzv. inducibilni rezistenci).

Karbapenemazy jsou druhem B-laktamaz, které hydrolyzuji peniciliny,
cefalosporiny a karbapenemy. Bakterie, které produkuji karbapenemazu, Casto
zpusobuji nozokomialni infekce. Karbapenemazy jsou kddovany geny na plazmidech
u Klebsiella pneumoniae, najdeme je také u Acinetobacter baumannii a Pseudomonas
aeruginosa, v sou€asné dobé se celosvétové zvySuje produkce této tridy B-laktamaz
u enterobakterii (Xia et al., 2016).
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Omezeni priniku ATB do buriky nebo jeho eflux ven z buriky

U mnoha antibiotik pouzivanych v klinické praxi se jejich cilova struktura
nachazi bud intracelularné nebo v periplazmatickém prostoru. Molekuly antibiotik
proto musi proniknout pfes vné&jSi membranu a/nebo vnitfni cytoplazmatickou
membranu, aby mohly uplatnit svdj antimikrobialni GCinek. Vné&jSi membrana totiz
funguje jako prvni linie obrany proti praniku mnoha toxickych sloucenin, vcetné
nékolika antimikrobialnich latek. Zmény v propustnosti vnéjSi membrany ovliviuji
zvlasté antibiotika s hydrofilnimi molekulami, jako jsou B-laktamy, tetracykliny
a nékteré fluorochinolony. Tato antibiotika se pfes vnéjSi membranu dostavaji difuzi
pomoci porind, coZ jsou vodou naplnéné kanaly, které jsou soucasti vnéjSi membrany
(Munita a Arias, 2016).

VnéjSi membrana gramnegativnich bakterii obsahuje porin D (OprD, Outer
membrane porin D). Najdeme ho napf. u Pseudomonas aeruginosa, u které byla
zaznamenana rezistence k imipenemu, ktera souvisi se zménami porinu OprD. Tato
rezistence je zpusobena snizenim transkripce genu oprD a/nebo jeho mutaci, coz
vede k preruseni produkce normalniho porinu (Xia et al., 2016). Zména porinu byla
zaznamenana také u Klebsiella pneumoniae, a to porovnanim klinickych izolatt pred
antibiotickou terapii a po ni. Pfed terapii dochazelo k expresi porinu OmpK35, po
terapii doslo k posunu exprese na porin OmpK36, ktery ma mensi velikost kanalu.
Touto zménou doslo k nékolikanasobnému snizeni citlivosti Klebsiella pneumoniae na
B-laktamova antibiotika.

K mikrobialni rezistenci mize vést i produkce slozitych bakterialnich systémd
schopnych vytlacit toxickou slou€eninu z bunky. Uz na pocatku 80. let 20. stoleti byly
popsany efluxni pumpy schopné odcerpavat tetracyklin z cytoplazmy Escherichia coli.
Od té doby bylo u gramnegativnich i grampozitivnich patogent charakterizovano
mnoho tfid efluxnich pump. U multirezistentnich bakterii se jedna o systémy s Sirokou
substratovou specifitou, ale efluxni pumpy mohou byt také zaméreny jen na konkrétni
antibiotikum, jako napf. gen tet koduje efluxni pumpu pro tetracyklin a mef geny pro
makrolidy u pneumokokd.

Tento mechanismus rezistence se uplatiiuje u fluorochinolonl, f-laktamda,
karbapenemu, polymyxint a dalSich tfid antimikrobialnich latek v&etné inhibitoru
syntézy proteinl. Geny kédujici efluxni pumpy mohou byt sou€asti chromozomu nebo
jsou umistény na MGE jako napf. u genu tet. Efluxni pumpy se rozdéluji do 5 hlavnich

rodin, superrodina hlavnich facilitatord (MFS), rodina malych multirezistentnich pump
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(SMR), rodina rezistence-nodulace-bunétné déleni (RND), superrodina
adenosintrifosfat (ATP) vazajicich kazet (ABC) a rodina extruze léku s vice ucinky
a toxickych sloucenin (MATE) (Obrazek 6). Tyto rodiny se liSi rozsahem substratd,
které jsou schopny vytlaCovat, dale strukturni konformaci, zdrojem energie a typem
bakterialnich organismu, u kterych se nachazeji (Munita a Arias, 2016).

efluxni pumpy MexEF-OprN a zvySena €i snizena produkce porinu OprD. U divokého
kmenu Pseudomonas aeruginosa je pozitivni regulator exprese této efluxni pumpy
MexT neaktivni, to vede k nizké expresi mexEF-oprN, exprese oprD zlstava na
zakladni urovni, coz zajisStuje spravné mnozstvi OprD ve vnéjSi membrané, které je
dostateCné pro normalni bunécny pfijem. Prostfednictvim mutace v genu mexT
dochazi k aktivaci MexT, coz zpusobuje nadmeérnou expresi efluxniho operonu, a tedy
i nadprodukci efluxni pumpy MexEF-OprN. Zaroven MexT snizi expresi oprD, coz vede
ke snizeni mnozstvi porinu OprD. Tento mechanismus vyznamné pfispiva k rezistenci

k imipenemu (Xia et al., 2016).
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Obrazek 6 Zastoupeni rliznych typl efluxnich pump u grampozitivnich a gramnegativnich

bakterii
Zdroj obrazku: Munita, J.M., Arias, C.A. Mechanisms of Antibiotic Resistance. Microbiology Spectrum. 2016, 4(2).

Biofilm
Biofilmy jsou mikrobialni spoleCenstva, ktera pfiléhaji k biotickym nebo
abiotickym povrchim, a buriky v biofilmu jsou uzavieny v matrici extracelularnich

polymernich latek, kterou si samy vytvareji. Biofilmy se podileji na patogenezi mnoha
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bakterialnich infekci, které je pak obtizné uspésné IéCit pomoci antibiotik. Napfiklad
biofilmy Staphylococcus aureus mohou Kkolonizovat |ékafské pfistroje, jako jsou
kardiostimulatory, v pfipadé tvorby biofilmi Pseudomonas aeruginosa v plicich
dochazi k rozvoji chronické infekce u pacientl s cystickou fibrézou. Tvorba biofilmu je
iniciovana jako odpovéd na razné signaly a vlivy z okolniho prostfedi. Bakterie se
nejprve prichyti k vhodnému povrchu, zacnou se délit, a produkovat hydratovanou
matrici sloZzenou z exopolysacharida, extracelularni DNA (eDNA), proteint a lipidd.
Postupem Casu se v nich vytvareji shluky pfisedlych bunék v mikrokoloniich, které
dozravaji v makrokolonie. Buriky mohou ze zralych biofilmd unikat a nasledné
kolonizovat nové povrchy (Hall a Mah, 2017).

Specificka antibioticka rezistence biofilmu neni vysledkem mutaci. Samotna
matrice muze slouzit jako bariéra proti antimikrobialnim latkam, tyto latky mohou byt
na matrici navazany a slozkami matrice spotfebovany. Tento mechanismus se vSak
liSi podle typu matrice, typu antimikrobialni latky a stafi biofilmu. Soucasti matrice jsou
u Pseudomonas aeruginosa exopolysacharidy Psl, Pel a alginat. Pokud bakterie
produkuji jen alginat, ale v nedostateCném mnozstvi Psl a Pel, pak nejsou schopny
tvofit biofilmy. Studie rovnéz prokazaly, Zze Pel vyznamné pfispiva k antibiotické
rezistenci. DalSi sou€asti matrice muze byt extracelularni DNA (eDNA), ktera indukuje
expresi operonu, ktery je zodpovédny za rezistenci vuci kationtovym antimikrobialnim
peptiddm a aminoglykosidim. K pretrvavani biofilmu pfispivaji také perzistujici buriky.
Jejich bunécny metabolismus je zpomalen nebo Uplné zastaven, coz brani pusobeni
antibiotik, protoze jejich cilové struktury v téchto burikach nejsou aktivni. Perzistujici
bunky v reakci na baktericidni antibiotikum také neprodukuji hydroxylové radikaly, coz
je dalsi divod snizeni jejich citlivosti k antimikrobialnim latkam. Rezistence vU i
antibiotikiim v biofilmech je komplexni proces, ktery je vysledkem soucinnosti vice
mechanismu rezistence a je vysledkem reakce rezistentnich bunék biofilmu na stres
(Mah, 2012).

6.2.2 Bakterialni rezistence vuci antiseptikim a dezinfekénim prostiredkiim

Diky odliSné bunécné struktufe, slozeni a fyziologii rizného typu
mikroorganismU dochazi i k riznym reakcim na antiseptika a dezinfekéni prostfedky.
Vzhledem k témto rozdilim je nutné uvazovat o bakteriich, plisnich, virech, prvocich
a prionech zvlast. V poslednich letech bylo dosazeno znaéného pokroku v uplné&jSim
pochopeni reakci na dezinfekéni latky u ruznych typa bakterii (mykobakterii,
nesporulujicich bakterii a bakterialnich spor). Bylo prokazano, Ze rezistence
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k dezinfekénim latkam a antiseptikim muze byt bud pfirozenou vlastnosti
mikroorganismu, nebo je ziskana mutaci €i pfenosem plazmidl nebo transpozon(
stejné jako u rezistence na antimikrobialni latky (McDonnell a Russell, 1999). Ovéem
i porozuméni mechanismu u¢inku dezinfekEnich latek se stalo dulezitym aspektem
v souvislosti s narlstem bakterialni necitlivosti va&i dezinfekEnim latkam
a pfedpokladem, Ze rezistence bakterii viuci témto latkam a antibiotikim by mohla byt
propojena (Morente et al., 2013).
6.2.2.1 Primarni (pfirozend) rezistence vucéi antiseptikim a dezinfekénim
prostiedkiim

Stejné jako v pfipadé antibiotik musi dezinfek&ni latky prekonat vnéjsi vrstvy
buriky, aby se jejich molekuly dostaly k cilové struktufe. U riznych organismd se maze
slozeni vnéjSich vrstev liSit, mohou tedy na plsobeni dezinfek&nich latek reagovat
jinak. Degradaci slou€¢enin mohou zpusobit také bunikou syntetizované enzymy, ovSem
tento zpUsob obrany proti dezinfekénim latkam je méné Casty. Pfirozena rezistence
k dezinfekénim latkam umoziujici zamezit jejich plsobeni je v bakterialnich burikach
fizena chromozomalné. Gramnegativni bakterie, bakterialni spory a mykobakterie
byvaji odoInéjSi nez grampozitivni mikroorganismy (McDonnell a Russell, 1999).

NejodolnéjSi ze vSech typl bakterii vici antiseptikim a dezinfek&nim latkam
jsou spory rodu Bacillus a Clostridium. Sporocidni dezinfekéni pfipravky musi tedy
obsahovat vysokou koncentraci ucinné latky (Morente et al., 2013). Druhy rodu
Bacillus nejsou obecné patogenni, detekce jejich spor funguje jako kontrola uc€inné
sterilizace. Naopak druhy rodu Clostridium patfi mezi vyznamné patogeny, hlavné
Clostridioides difficile je vyznamnym puvodcem nozokomialnich/postantibiotickych
prujmua. Pro rezistenci va&i antiseptikim a dezinfek&nim prostfedkim je dulezité,
v jakém stadiu sporulace se bunka nachazi, plnou odolnost maji spory az po vytvoreni
kortexu (koncentricka vrstva peptidoglykanu) a nasledné dalSich obalt (McDonnell
a Russell, 1999).

U mykobakterii je mira rezistence na antiseptika a dezinfekCni latky nizsi nez
u bakterialnich spor, presto je vy$Si nez u nesporulujicich bakterii. To souvisi se
stavbou bunécné stény, ktera obsahuje kyselinu mykolovou a vysoké mnozstvi dalSich
lipidl. Tento hydrofobni charakter bunééné stény predstavuje vyznamnou prekazku
pro vétSinu dezinfek&nich latek (Morente et al., 2013). V pfipadé mykobakterii nebylo
zaznamenano enzymatické puasobeni na molekuly dezinfekénich latek. Nebyl

prokazan ani pfenos tohoto typu rezistence prostfednictvim plazmidud a transpozondu.
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Obecné jsou gramnegativni bakterie odolnéjsi vici antiseptikim a dezinfekénim
latkam oproti grampozitivnim bakteriim s vyjimkou spor grampozitivnich bakterii
a mykobakterii. Jako bariéra zde funguje vnéjSi membrana, ktera svym charakterem
brani vstupu Sirokému rozmezi chemickych latek (McDonnell a Russell, 1999). Pres
poriny snadno vstupuji do grampozitivnich bunék nizkomolekularni hydrofilni latky,
zatimco hydrofobni molekuly volné difunduji pfes dvojvrstvu vnéjSi membrany.
V pfipadé kationtovych baktericidl, jako jsou kvarterni amoniové slou€eniny (KAS)
nebo chlorhexidin, byl popsan tfeti zplisob pfekonani membrany, tyto latky membranu
narusuji, ¢imz zvySuji svoji absorpci. Zvlast odolné k nékterym dezinfekénim latkam
jsou Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cepacia, Proteus spp. a dalSi (Morente
etal., 2013).

U grampozitivnich bakterii obsahuje bunécna sténa peptidoglykany a kyselinu
teichoovou, jak se ukazalo, ani jedna z téchto soucasti bunécné stény neni ucinnou
bariérou pro zabranéni vstupu antiseptik a dezinfekénich prostfedkd do buriky
(McDonnell a Russell, 1999). Buné&nou sténou tak mohou prochazet i latky s vysokou
molekulovou hmotnosti, to je nejspi§ divodem citlivosti stafylokokd a vegetativnich
bunék Bacillus spp. na vétSinu dezinfekCnich latek, jako jsou KAS a chlorhexidin
(Morente et al., 2013). OvSem bunécna sténa se neustale méni v zavislosti na
fyziologickém stavu buriky, ale i v reakci na vnéjsi okoli. V pfipadé ohroZeni burniky pak
dochazi ke zméné tloustky bunécné stény a zvysi se i zesitovani peptidoglykanu.
Nékteré grampozitivni bakterie (napf. Staphylococcus aureus) mohou mit na svém
povrchu vrstvu slizu, ktery rovnéz hraje ochrannou roli jako bariéra proti proniknuti
dezinfekénich prostiedkl, ale také muze tato vrstva interagovat s molekulami
dezinfekCni latky a ovlivnit tak jeji moznou absorpci. V pfipadé enterokokl nebyl
prokazan vliv antibiotické rezistence k aminoglykosidim a vankomycinu na zvyseni
odolnosti vici dezinfekénim latkam v porovnani s citlivymi kmeny. Enterokoky jsou
vSak obecné méneé citlivé k u€inkiim dezinfek&nich latek nez stafylokoky (McDonnell
a Russell, 1999).

K primarni rezistenci pfispiva i fyziologicka (fenotypova) adaptace, kterou je
tvorba biofilmu. Ten je tvofeny mikro a makrokoloniemi bakterii, které jsou obklopené
exopolysacharidovym exopolymerem. Bakterie v biofilmu vykazuji snizenou citlivost
k dezinfekénim latkam, coz mize mit nékolik pfi€in. Zaprvé je tu snizeny pristup
dezinfekéniho prostfedku k burfikam uvnitf biofilmu, mize dochazet k vzajemnému

pusobeni biofilmu a dezinfekéniho prostfedku, dale k produkci degradacnich enzyma
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nebo neutralizaCnich latek, ale také k modulaci mikroprostiedi a ke genetickému
prenosu u bunék v biofilmu. Uginnost dezinfek&nich latek na biofilm je dalezita hlavné
pfi oSetfeni vody, protoze bakterie Legionella pneumophila je schopna tvofit biofilm
uvniti  vodovodnich potrubi a dochazi tak ke snizenému ucinku chlorace vody
(McDonnell a Russell, 1999).

6.2.2.2 Sekundarni (ziskand) rezistence vi€i antiseptikim a dezinfekénim
prostredkiim

Sekundarni rezistence vuci antiseptikim a dezinfekénim latkam muze vzniknout
jako nasledek mutaci, amplifikaci chromozomalniho genu nebo ziskanim genetickych
determinant prostfednictvim jejich pfenosu na plazmidech a transpozonech. Ziskana
rezistence, ktera neni spojena s pfenosem plazmidu, je pravdépodobné nasledek
postupné se zvySujici koncentrace dezinfekéni latky okolo bakterie. Tento typ
rezistence byl zaznamenan u Serratia marcescens, ktera je vysoce rezistentni
k pusobeni KAS, a Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa
a Staphylococcus marcescens, kde byla zjisténa rezistence k chlorhexidinu. PFi¢inami
tohoto typu ziskané rezistence mohou byt také nizké &i subinhibi¢ni koncentrace
dezinfekéni latky, kdy maze dojit k omezeni poctu cilovych mist pro tuto dezinfekéni
latku na jedno a vramci adaptace bunky je pfistup k tomuto mistu zablokovan
(Morente et al., 2013; Braoudaki a Hilton, 2004). Pfenosem plazmidl zprostiedkovana
sekundarni rezistence je nejCastéji spojena s dezinfekénimi latkami, které obsahuiji
slouCeniny rtuti a jiné kovové soli, ovSem v posledni dob& byla pozorovana
i v souvislosti s dalSimi typy dezinfek&nich latek.

V pfipadé gramnegativnich bakterii byl u Escherichia coli nalezen plazmid
R124, ktery muze zménit vnéjSi membranovy protein OmpF, ¢imz zvySuje rezistenci
této bakterie ke KAS a dalSim latkam. Enzymy degradujici toluen a fenol byly
u Burkholderia cepacia kédovany prostfednictvim plazmidu TOM.
U Pseudomonas aeruginosa byl zaznamenan plazmid RP1, ktery zvySoval rezistenci
vuci hexachlorofenu, ale nemél vliv na ucinek jinych dezinfekénich latek. Nebylo
prokazano, ze by rezistence k antibiotikiim u Proteus spp. a pseudomonad souvisela
s jejich rezistenci k dezinfekénim prostfedkim. Byly zaznamenany vysoké urovné
rezistence vUcCi dezinfekénim prostifedkim u dalSich nemocni¢nich kmena, nebyla
vSak prokazana jednoznacéna uloha prenosu této rezistence prostfednictvim plazmidu.

U grampozitivnich bakterii byla zaznamenana rezistence zprostfedkovana

plazmidy. Napfiklad Staphylococcus aureus, ktery obsahuje plazmidy nesouci geny
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antibiotické rezistence ke gentamicinu, vykazoval vysSi rezistenci k chlorhexidinu,
diamidinu a KAS. Kmeny MRSA byly az 5000krat odolné&;jsi vici jodovanému povidonu.
Tato zvySena rezistence je kdédovana dvéma rodinami genu qacAB a qacCD.
Stafylokoky patfi mezi bakterie, u nichZz byl potvrzen geneticky podminény
mechanismus rezistence vic&i antiseptickym a dezinfekénim prostfedkim, ktery je
zprostfedkovan plazmidy. U ostatnich grampozitivnich bakterii, jako je napf.
i E. faecium nebyla prokazana plazmidy zprostfedkovana rezistence vUCi
antiseptickym a dezinfek&nim prostfedkim (McDonnell a Russell, 1999).
6.2.2.3 Mechanismus rezistence vuci antiseptikiim a dezinfekénim prostredkiim
Bakterie vyvinuly rizné obranné mechanismy proti pusobeni dezinfekénich
latek jako vysledek stresové reakce na jejich pfitomnost v okoli (Obrazek 7). Cilem
téchto mechanismd je snizit koncentraci dezinfekénich latek pod uc€innou uroven
a vyhnout se tak poskozeni bunky, které by mohlo vést az k bunééné smrti.
V poslednich letech se témto mechanismim vénuje vétsi pozornost nez v minulosti,

jejich pochopeni je dulezité i ve vztahu ke zkfizené rezistenci u antimikrobialnich latek

(Maillard, 2018).
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Obrazek 7 Mechanismy rezistence bakterii vici dezinfekénim prostfedkim (A), tvorba

biofilmu (B), a struktura membran grampozitivhich a gramnegativnich bakterii (C)
Zdroj obrazku: Tong, C., Hu, H., Chen, G., et al. Disinfectant resistance in bacteria: Mechanisms, spread, and
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Snizeni permeability

Jak jiz bylo feCeno, je snizeni propustnosti bunécné stény kliCovou slozkou
rezistence vuci dezinfekénim latkam. Hlavnimi obrannymi mechanismy jsou zmény
struktur a zména povrchové hydrofobicity vnéjSi membrany, také slozeni proteinQ
a mastnych kyselin vnéj§i membrany a v neposledni fadé i potlateni syntézy porind.
VSechny tyto mechanismy maiji vliv na snizeni citlivosti k dezinfek&nim latkam
(Morente et al., 2013). U&innym mechanismem se u Pseudomonas aeruginosa
ukazala zména membranového potencialu, ktera rovnéz vedla ke snizeni citlivosti
k dezinfekCnim latkam. Zmény bakterialni membrany maji geneticky zaklad napf.
formou transpozonové mutageneze (Maillard, 2018).

Zména cilové struktury

Dezinfekéni latky maji na rozdil od antibiotik v bakterialni burice vice cilovych
mist, proto je mutace téchto struktur v pfipadé rezistence k biocidiim spiSe vzacna.
Jednou zvyjimek je mutace v genu fabl, ktery koduje enoyl-acylovou nosnou
proteinovou reduktazu, ta je soucasti biosyntézy mastnych kyselin. Tato mutace se
nachazi u Escherichia coli a zajistuje rezistenci k triklosanu (Morente et al., 2013).

Enzymaticka degradace

U nékterych bakterii dochazi k produkci katalazy a superoxid dismutazy, tyto
enzymy pusobi na oxidacni Cinidla a napomahaji tak snizeni citlivosti k t€émto
dezinfekénim latkam. OvSem je diskutabilni, zda samotna produkce enzymu zaijistuje
rezistenci k dezinfek&nim latkam. Produkce detoxika¢nich enzym( je spiSe soucast
souboru mechanismu, které maji bakterie k dispozici k eliminaci bunééného poskozeni
dezinfekénimi latkami. Enzymaticka aktivita byla zaznamenana také v pfipadé
paraben(, aldehydl a kovovych iontd, kdy pfispéla ke snizeni citlivosti bakterii k t€émto
typum latek.

Efluxni pumpy

Efluxni pumpy jsou u bakterii velmi rozSifené a jejich hlavni Ulohou je snizovani
koncentrace antimikrobialnich latek. Jejich role v rezistenci vuci dezinfekEnim latkam
je sporna, ale je pravdépodobné, Ze se podili na obrané bunky pfi expozici dezinfek&ni
latce (Maillard, 2018). V sou€asné dobé je znamo velké mnozstvi integralnich
membranovych a s membranou spojenych proteind, které zaijistuji od€erpavani nejen
antimikrobialnich latek, ale i téch dezinfekénich a dalSich. Tyto efluxni pumpy mohou
mit rdznou strukturu a mohou byt tvofené tfeba i jen jednim proteinem, ktery je

schopen plnit efluxni funkci. Efluxni pumpy vyuzivaji k transportu chemickych molekul
41



energii ziskanou hydrolyzou ATP (napf. systém LmrA u Lactococcus lactis), protonovy
gradient (napf. proteiny Qac, které propujéuji rezistenci vuci KAS), pfipadné antiport
se sodnymi ionty (efluxni pumpy rodiny MATE) (Morente et al., 2013).

Podle nékterych studii stoji eflux za vysokou rezistenci k bisfenolu. Byla
provedena i studie na bakterialnich izolatech, které byly vystaveny intenzivni expozici
dezinfek&nich latek jako jsou biguanidy a KAS. Nasledné byla zjiSténa vysoka Cetnost
efluxnich genu (napf. qacA/B, norA, norB, smr) a to u izolatd se sniZenou citlivosti
k dezinfekénim latkam (Maillard, 2018). Mezi chromozomalné kddované efluxni pumpy
patfi napf. zastupci superrodiny MFS, které pfispivaji k rezistenci na KAS.
U grampozitivnich bakterii, konkrétné u Staphylococcus aureus, najdeme exportéry
MdeA, NorA a jeho analog NorB. DalSi analogy byly zaznamenany u Bacillus subtilis
(exportéry Bmr a BIt), Streptococcus pneumoniae (exportér PmrA), Lactococcus lactis
(exportér LmrP) nebo Enterococcus faecalis (exportér EmeA). U vSech téchto prikladl
se jedna o MDR efluxni pumpy, coz znamena, Zze mohou pfispét k rezistenci vuci
raznym typtim chemickych molekul.

Plazmidy kddované efluxni  pumpy byly zaznamenany pfevazné
u Staphylococcus aureus, a to v€éetné kmenti MRSA. Opét Slo o zastupce superrodiny
MFS, konkrétné o exportéry QacA/B a SMR, které pfispivaji k rezistenci na KAS.
Hlavnimi geny, jez odpovidaji za tuto rezistenci, jsou qacA, qacB a qacC (smr) a byly
identifikovany u klinickych izolatd Staphylococcus aureus. Gen qacA propUjcuje
rezistenci k Fadé strukturné odliSnych organickych kationtl, jako jsou ethidium,
benzalkonium a cetrimid (monovalentni kationty) a chlorhexidin a pentamidin
(bivalentni kationty). Tento gen najdeme nejen na plazmidech rodiny pSK1, ale i na
chromozomech. Gen qacB je Uzce pfFibuzny s genem gacA a nachazi se na rliznych
plazmidech jako je napf. plazmid pSK23, ktery je odolny vici tézkym kovim. qacB
poskytuje rezistenci pfedevsim proti monovalentnim organickym kationtdm a v mensi
mife proti nékterym dvojmocnym slouc¢eninam (Morente et al., 2013).

Znalosti o pfitomnosti efluxnich pump u bakterii a jejich uloze nejen v rezistenci
k dezinfekénim latkdm se neustale vyvijeji (Maillard, 2018).
6.2.2.4 Vliv pouzivani antiseptik a dezinfekénich prostiedkli na rezistenci
k antibiotikiim

V poslednich letech se fada praci zabyva problematikou moZznosti vlivu
pouzivani subinhibiénich koncentraci dezinfekénich latek na rezistenci k antibiotik(im.

Maertens et al. v testech in vitro prokazali, ze vystaveni kmenu Escherichia coli
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subinhibi¢nim koncentracim KAS vyustilo ve snizeni baktericidniho efektu
ciprofloxacinu. Podobné Nasr et al. pouzil subinhibi¢ni koncentrace chlornanu
sodného a didecyldimonium chloridu pfi in vitro kultivaci 50 klinickych kmend rodu
Pseudomonas a zjistil statisticky vyznamny narast MIC u colistinu, ceftazidimu
amikacinu, meropenemu, gentamicinu, piperacillin-tazobactamu a ciprofloxacinu
u chlornanu sodného, zatimco u didecyldimonium chloridu doslo k statistickému
zvyseni MIC jen u amikacinu, gentamicinu, meropenemu a ciprofloxacinu. Zhang et al.
v pokusech in vitro prokazali vliv pouziti subinhibiCnich koncentraci volného chléru,
chloraminu a peroxidu vodiku na zvySeni horizontalniho pfenosu genU rezistence na
antibiotika jak intradruhového u Escherichia coli, tak mezidruhového z Escherichia coli
na Salmonella typhimurium, a to rGznymi mechanismy (Maertens et al., 2020; Nasr et
al., 2018; Zhang et al., 2017).

6.3 Nozokomialni infekce

Nozokomialni infekce (NI) jsou infekce spojené se zdravotni péci a jsou
vyznamnym problémem nejen pro pacienty a jejich zdravi, ale i pro zdravotnicka
NI se mohou rozvinout béhem poskytovani zdravotni pécCe, ale i po propusténi
pacientld do domaci péce. Do této skupiny onemocnéni jsou zahrnuty i profesionalni
infekce zdravotnickych pracovnik( (Khan et al., 2017). V souvislosti s NI mize dojit
nejen k prodlouzeni hospitalizace, ale i k dlouhodobym trvalym nasledkdm, pfipadné
smrti. Vaznym problémem je i zvySeni rezistence mikroorganismu k antimikrobialnim
pfipravkiim, coz mize znacné ztizit IéCbu pacienta, a Sifeni téchto rezistentnich kmen
v ramci zdravotnického zafizeni tak predstavuje velky problém. Kromé zdravotnich
komplikaci pro pacienty pfedstavuji tyto nakazy i vyznamnou dodatecnou finan¢ni
zatéz, coz vede ke zvySenym nakladim na zdravotni péci.

Rizikovych faktort pro rozvoj NI je mnoho, v pfipadé infekéniho agens zalezi na
jeho virulenci, odolnosti vici okolnimu prostfedi a s tim spojenou schopnosti preziti,
a antimikrobialni rezistenci. U pacientt hraje roli pokrocCily vék, nizka porodni vaha,
stavajici €i skryta onemocnéni, imunosuprese €i podvyziva. Vliv ma také prostredi at
uz jde o kontaminaci nemocniénich ploch a povrchu infekénim agens nebo pfimo
o charakter pracovisté jako je napf. JIP, kde je vétSi pravdépodobnost pouziti
invazivnich zdravotnickych pomlcek a postupl jako jsou napf. katétry nebo

ventilatory, ale zalezZi i na postupu a volbé I&Civ pfi antibiotické terapii (WHO, 2009).
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Mezi puvodce NI patfi bakterie, viry, plisné a kvasinky. Bakterie jsou
nejCastéjSimi patogeny zodpovédnymi za NI. Né&které jsou soucCasti pfirozené
mikroflory pacienta a zpUsobuiji infekce az v pfipadé oslabeni jeho imunitniho systému.
Muzeme se setkat s infekcemi zpisobenymi kmeny Acinetobacter spp., Clostridioides
difficile, Klebsiella spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus (MRSA)
a Enterococcus faecium. Viry zpUsobuji okolo 5 % NI a mezi hlavni ptvodce patfi viry
hepatitidy B a C, ale také chfipkové viry, HIV, rotaviry a herpes-simplex virus. Plisné
a kvasinky jsou oportunni patogeny a zpusobuji NI u osob s oslabenym imunitnim
systémem. NejCastéji se jedna o Aspergillus spp., Candida albicans a Cryptococcus
neoformans. NejCastéjSimi typy NI jsou katétrové infekce krevniho fecisté, infekce
mocovych cest souvisejici se zavedenym mocovym katétrem, infekce v misté
chirurgického vykonu a ventilatorové pneumonie.

NI postihuji obrovské mnozstvi pacientl po celém svété, dle odhadu WHO se
jedna az o 15 % vsech infek&nich onemocnéni jen v ramci Evropy (Khan et al., 2017).
Proto je kladen &im dal tim vétSi ddraz na kvalitu a bezpeénost ve zdravotnictvi.
Komplexnost |ékaiské péce, naduzivani antimikrobialnich latek a vysoky vyskyt
multirezistentnich mikroorganismda, které se prfenaseji v ramci nemocni¢niho prostfedi,
ale i prostfednictvim zdravotnickych pracovnikl, vedlo ke zvySené pozornosti

zaméfené na zlepSeni fizeni a prevenci NI (Fernando et al., 2017).

6.3.1 Uloha hygieny rukou ve spojeni s nozokomialnimi nakazami

Nozokomialni patogeny se mohou Sifit vzduchem, kapénkami, pfimym
i nepfimym kontaktem a uzivanim spolecnych pfedmétu. NejbéznéjSi cestou prenosu
jsou kontaminované ruce zdravotnickych pracovnik. Ke kontaminaci rukou dochazi
nasledujicim zplsobem. Nejprve jsou mikroorganismy z pacientovi pokozky
pfeneseny na predméty v bezprostfedni blizkosti pacienta, nasledné pak z téchto
pfedmétd na ruce zdravotnickych pracovnikd. Organismy musi byt odolné, aby
vydrzely na rukach zdravotniki nékolik minut. Pokud pak dochazi
k nedostatenému myti rukou nebo dezinfekci rukou zdravotnickych pracovnik nebo
je uzivany prostiedek k hygiené rukou nevhodny, muze dojit k pfenosu
mikroorganismu na dalSiho pacienta nebo prfedméty, které tento pacient uziva (Pittet
et al., 2006).

K pfenosu patogend mlze dojit nejen z infikovanych a drénovanych ran, ale
i z kolonizované neposkozené pokozky pacienta, a to prostfednictvim mikrobialné

kontaminovanych Supinek kuze, které se mohou uvolnit na odév pacienta, na lozni
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pradlo, na lizko, nabytek a dalSi pfedméty v jeho okoli. V mnoha studiich byl prokazan
prenos patogenl po kontaktu rukou zdravotnikd s neporuSenymi oblastmi pokozky
pacienta. Zachyceny byly napf. Staphylococcus aureus, Clostridioides difficile
a enterokoky.

Preziti patogenu na rukach zdravotnickych pracovnikl po kontaktu s pacientem
nebo kontaminovanymi pfedméty je rizné (2—60 minut). Pokud neni v pribéhu péce
o pacienty pravidelné provadéna hygiena rukou, jejich kontaminace se zvySuje. Je
také dulezité provadét hygienu rukou spravné, je tfeba pouzit dostate¢né mnozstvi
vhodného pfipravku, a to po dostateCnou dobu. Nasledek zanedbani hygieny rukou
béhem péce o jednoho pacienta nebo pfi kontaktu s vice pacienty logicky vede k jejich
mikrobialni kontaminaci. Endemicky az epidemicky vyskyt NI je tedy davan do
souvislosti pravé s kontaminaci rukou zdravotnickych pracovniki.

Hygiena rukou je primarnim opatfenim, jehoz ucinnost byla v prevenci NI
a Sifeni antimikrobialni rezistence prokazana. Na zakladé téchto poznatki vydala
WHO Smeérnici pro hygienu rukou ve zdravotnictvi, kde definovala 5 zakladnich situaci,
kdy je dllezité provést hygienu rukou — pfed kontaktem s pacientem, pred zapocetim
¢innosti vyZadujicich asepsi, po expozici télesnymi tekutinami pacienta, po kontaktu

s pacientem a po kontaktu s okolim pacienta (Obrazek 8) (WHO, 2009).

Obrazek 8 Hygiena rukou ve zdravotni péci v péti situacich
Zdroj obrazku: WHO 2009 WHO Guidelines on Hand Hygiene in Health Care: a Summary (Cesky preklad

Ministerstvo zdravotnictvi CR)
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6.3.2 Provedeni hygieny rukou

Hygiena rukou zahrnuje dva postupy — myti rukou a dezinfekci rukou. Myti rukou
mulzeme rozdélit na bézné myti a predoperacni myti, dezinfekci pak délime na
hygienickou dezinfekci rukou a chirurgickou dezinfekci rukou.

Béhem bézného myti rukou dochazi k odstranéni necistot pomoci vody
a tekutého mydla, a to po dobu 40-60 sekund. Poté se ruce oplachnou pitnou vodou
a osusi jednorazovym papirovym ru¢nikem (Obrazek 9).

Predoperacni myti rukou ma stejny postup, ovSem je dukladnéjSi, protoze
kromé rukou se umyvaji i predlokti a dochazi k odstranéni nejen necistot, ale
i pfechodné kozni fléry z rukou. Tento zpUusob myti rukou se pouziva pfed chirurgickou
dezinfekci rukou. Na nehtova lUzka se pouzije sterilni kartacek, ruce i predlokti se pak

oplachnou pitnou vodou a osusi sterilnim ru¢nikem.

Technika hygieny rukou s pouZitim mydla a vody

E] Doba trvani celé procedury: 40-60 vtefin

Aplikujte dostatek mydla na pokryti Trete ruce dlani o dlafi.

calého povrchu rukou.
Trate pravou dlani o levy hfbet ruky Trete dlani o dlafi se Trete hbety prstd o druhou dlaf se
se zaklesnutymi prsty a nacpak. zaklasnutymi prsty. zaklesnutyml prsty.

6 A S B_

KrouZivym pohybem tfete levy palec Obousmérmnymi krouZivymi pohyby Oplachnéte sl ruce vodouw.
v sevfené pravé dlanl a naopak. trete sevfenymi prsty pravé ruky
levou dlaf a naopak.
[£] 10] A O
; — | b
o ™~ !
/
Ruce sl peélivé osuste ruénlkem PouZijte ruénik k zastavenl kohoutku. Nyni jsou Vase ruce isté.

na Jedno pouiti.

Obrazek 9 Technika hygieny rukou s pouzitim mydla a vody
Zdroj obrazku: WHO 2009 WHO Guidelines on Hand Hygiene in Health Care: a Summary

(8esky preklad Ministerstvo zdravotnictvi CR)
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Hygienicka dezinfekce rukou se provadi dostate€nym mnozZstvim alkoholového
pfipravku, ktery se vtira do suchych rukou po uréenou dobu (min. 30 sekund). Ruce
uz se vodou neoplachuiji. Jako prevenci vysuSeni kiize po opakované dezinfekci Ize

ruce oSetfit regeneracnim krémem (Obrazek 10).

Technika hygieny rukou s pouzitim alkoholového dezinfekéniho pfipravku

E] Doba trvani celé procedury: 20-20 vtefin

"o ¥ 2

Do seviené dlané aplikujte dostatek pHipravku na pokryti celého povrchu rukou. Tiete ruce dlani o dlanf.

Trate pravou dlani o levy hibet ruky Trate dlanl o dlan se zaklesnutymi Trete hibety prstl o druhou diafh se
sa zaklesnutymi prsty a naopak. prsty. zaklesnurymi prsty.

@ W
KrouZivym pohybem tfete levy palec Obousmémymi krouZivymi pohyby Po oschnuti jsou Vase ruce
v sevfené pravé dlanl a naopak. tfete sevfenymi prsty pravé ruky dezinfikovany.

levou diaf a naopak.

Obrazek 10 Technika hygieny rukou s pouzitim alkoholového dezinfek&niho pfipravku
Zdroj obrazku: WHO 2009 WHO Guidelines on Hand Hygiene in Health Care: a Summary

(8esky preklad Ministerstvo zdravotnictvi CR)

Chirurgicka dezinfekce rukou je zaméfena nejen na prechodnou kozni
mikrofléru, ale i na tu ve vnitinich vrstvach pokozky rukou. Nejprve je tfeba dokonale
vysusit ruce po pfedoperacnim myti. Pak nasleduje vtirani alkoholového dezinfekéniho

pfipravku do pokozky rukou a predlokti dle stanoveného postupu. Nejprve se
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dezinfikuji ruce az po loket, poté znovu, ale jen do poloviny pfedlokti a v tfetim kole se
dezinfikuji jen samotné ruce. Je tfeba dostate¢né mnozstvi dezinfekéniho pFipravku,

aby byly ruce béhem celého procesu stale vihké (Hedlova, 2010).

6.4 Alkoholové dezinfekéni prostiredky

Alkoholové dezinfekéni prostiedky nejCastéji obsahuji ethanol, propan-1-ol
a propan-2-ol, pfip. jejich smési (Obrazek 11). Optimalni ucinnosti dosahuji
v koncentraci 70 % + 5 %. V pfipadé vihkého materialu nebo po myti rukou vodou
amydlem je vhodné pouzit 80-95% alkohol. Alkoholy poskytuji vynikajici
antibakterialni, antimykotické a antivirové uc€inky a snizuji poCet mikrobu na kizi (Katz,
2004; Svoboda a Bolek et al., 1975). Nejsou vS8ak sporocidni, sice inhibuji sporulaci,
ale tento ucinek neni trvaly. Alkoholy tedy nejsou vhodné k chemické sterilizaci, ale
jsou Siroce pouzivany k dezinfekci povrchl a antisepsi kiize. V nizSich koncentracich
mohou byt pouzity jako konzervacCni latky a mohou také zvySovat ucinek jinych
biocidnich latek. V alkoholovych pfipravcich mohou byt v menSim mnozstvi i jiné
ucinné latky (napf. chlorhexidin), ty zGstavaji na kuzi po odpafeni alkoholu a mohou
prodlouzit ucinek pripravku. Ruzné pomocné latky (v€etné zmékCovadel) snizuji

odparovani alkoholu a mohou tak vyrazné zvysit u€innost pripravku.

OH

" Non N

ethanol propan-1-ol propan-2-ol

Obrazek 11 Strukturni vzorce ethanolu, propan-1-olu a propan-2-olu

Zdroj obrazku: vlastni obrazek

Obecné lIze Fici, ze ethanol je UCinngjsi proti virdm, propan-2-ol zase mirné
ucinngjsi proti bakteriim, ovSem zalezi nejen na druhu mikroorganismu, ale i na
koncentraci uc€inné latky (McDonnell a Russell, 1999). Alkoholové pfipravky vysusuji
pokozku, coz je jejich hlavni nevyhoda, proto komeréné vyrabéné pfipravky obsahuiji
zvlacnujici a zvihéujici latky, které zmirnuji tento efekt a minimalizuji tak poSkozeni
pokozky (Katz, 2004).
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6.4.1 Vybrané chemické vlastnosti alkoholt

Ethanol, propan-1-ol a propan-2-ol jsou neomezené misitelné s vodou. Ethanol
vykazuje jen mirny zapach, zatimco propan-2-ol ma silnéjSi chemicky zapach.
Rychlost jejich odpafovani omezuje kontaktni dobu jejich dezinfekéniho pusobeni,
u t&chto tii alkohold je velmi podobna. Cim vyssi je jejich koncentrace, tim rychleji se
odparuji. VSechny alkoholy, které se pouzivaji ve zdravotnictvi, jsou hoflavé. Jejich
vytvari pary a mize se vznitit. Pfi vy$8i koncentraci alkoholu je teplota bodu vzplanuti
nizsi (Boyce, 2018).

6.4.2 Mechanismus u€inku na biologické systémy

VétSina ucCinklG alkohold na biologické systémy souvisi s ovlivnénim
hydrofobnich vazeb, neni zde tedy zapotfebi Zadny specificky receptor. V pfipadé vyse
zminénych alkoholt jde o pomérné malé molekuly, které volné prochazi bakterialnimi
membranami. Alkoholy tedy ovliviiuji kromé& povrchovych membranovych funkci
aenzymu i ty cytoplazmatické. Aby mohlo dojit k zablokovani glykolyzy
a metabolismu, k inhibici ristu nebo usmrceni bufky, je zapotfebi vysoka molarni
koncentrace alkoholu. Pravé diky vysoké koncentraci alkoholu pak dochazi ke zméné
vodniho prostfedi a centralniho hydrofobniho jadra plazmatické membrany. V pfipadé
vodného prostfedi snizuje jeho polaritu, zatimco v hydrofobnim jadfe membrany
polaritu zvySuje. Méni se tak propustnost plazmatické membrany pro molarni a nabité
molekuly (Ingram, 1990). Hlavnim Gc&inkem alkohold vi&i mikroorganismim je
denaturace bilkovin, ta vyzaduje i pfitomnost vody, proto je absolutni alkohol méné
baktericidni. Podle nedavnych studii byl u Escherichia coli zaznamenan dalSi ucinek
alkoholu v podobé inhibice syntézy RNA a proteinu, a to pfimym puasobenim alkoholu
na ribozomy a RNA polymerazu.

Alkoholové dezinfekéni prostfedky maji rychlou baktericidni aktivitu vuci vsem
vegetativnim bakteriim, a to v€etné mykobakterii. U ethanolu bylo zjiSténo, Ze pfi
poklesu jeho koncentrace pod 50 % dojde ke snizeni baktericidni aktivity. Alkoholy
nejsou sporocidni, ale jejich aktivitu proti sporam Ize zvysit jeho kombinaci s alkaliemi,
mineralnimi kyselinami, peroxidem vodiku a nékterymi povrchové aktivnimi latkami.
Alkoholy jsou fungicidni i virucidni, pasobi na lipofilni viry jako nap¥. viry chfipky, herpes
viry, viry hepatitidy B a C a hydrofilni viry jako napf. adenovirus, rhinovirus, enterovirus

a rotaviry. Slabou aktivitu vykazuji u viru hepatitidy A a polioviru (Boyce, 2018).
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7. PRAKTICKA CAST

7.1 Metoda testovani

Testovani ucinnosti dezinfekénich prostfedku se provadi podle Ceské technické
normy CSN EN 1040 — Chemické dezinfekéni pfipravky a antiseptika — Kvantitativni
zkouska s pouzitim suspenze ke stanoveni zakladniho baktericidniho u€inku
chemickych dezinfek&nich pfipravkl a antiseptik — Metoda zkouSeni a pozadavky
(faze 1). Lze pouzit diluéni metodu s pouzitim neutralizatoru nebo metodu
filtrace. Pro naSe pouzili metodu dilucni

membranové testovani jsme

s neutralizatorem.

7.1.1 Reagencie
Sterilizovana destilovana voda

Pouzivali jsme destilovanou vodu z upravny vody metodou reverzni osmozy od
firmy Goro (Brandys nad Labem, Ceska republika). Destilovanou vodu jsme
sterilizovali pfi 121 °C po dobu 15 minut.
Neutralizator

Na zakladé predchozi zkuSenosti s testovanim alkoholového dezinfekéniho
prostfedku Sterillium® jsme se rozhodli jako neutralizator pouzit 5% roztok vajeéného
Zloutku a sterilizované destilované vody. VyzkousSeli jsme tento neutralizator i na
ostatni testované alkoholové dezinfekCni prostfedky, abychom ovéfili, Zze ucinné
potladuje jejich dezinfekéni u€inek (Tabulka 2). Pro kazdou dezinfekci jsme provedIi
test vduplikatu a u vSech jsme zaznamenali rlst kolonii, coz potvrdilo, ze je

neutralizator u€inny a muzeme ho pouzit.

Tabulka 2 Testovani neutralizatoru

5% roztok vajeéného zloutku s
Nazev dezinfekce destilovanou vodou
1. plotna 2. plotna
Manusept® basic rust kolonii rast kolonii
Promanum® pure rast kolonii ruast kolonii
Skinman® soft N rust kolonii rust kolonii
Sterillium® med rUst kolonii rust kolonii
Septoderm® rist kolonii rust kolonii
Sterillium® rUst kolonii rust kolonii
75% propan-2-ol rust kolonii ruast kolonii
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Diluent

Jako diluent jsme pouzili fyziologicky roztok, ktery jsme si sami pfipravili
a nasledné sterilizovali pfi 121 °C po dobu 15 minut.
7.1.2 Dezinfekéni prostredky

Testovali jsme 6 komeréné dodavanych alkoholovych prostfedkd uréenych
k hygienické dezinfekci rukou — Manusept® basic, Promanum® pure, Skinman® soft
N, Sterillium® med, Septoderm®, Sterillium®. VSechny tyto pfipravky jsou uréeny
k pfimému pouziti, neni tedy potifeba je fedit. Navic jsme do testovani zafadili 75%
propan-2-ol, ktery jsme si nafedili z Cistého propan-2-olu (isopropylalkoholu) (Obrazek
12). Pro samotné testovani jsme si kromé zakladni koncentrace 1 (U€innda) pfipravili

jesté dvé, a to fedénim pfipravkd v pomérech 1:1 (intermediarni) a 1:10 (neucinna).

Promanum pure

Sterillium' med |
o>

Manusept.basic

Isopropanol (Cisty) (CHi)::CHOH

M 60,10

B SOy e i s 2m10, 13002 i T 200 44418

Obrazek 12 Testované dezinfekéni prostfedky — komeréné vyrabéné a Cisty propan-2-ol

Zdroj obrazku: vlastni fotografie
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V Tabulce 3 uvadime podrobnosti o komeréné dodavanych pfipravcich, tedy
vyrobce, hlavni ucinné latky a podrobné slozeni v€etné procentualniho zastoupeni

jednotlivych latek v pfipravku.

Tabulka 3 Testované dezinfekEni prostfedky — vyrobce, u€inné latky a slozeni
Manusept® basic

Vyrobce BODE Chemie GmbH, Hamburg, Némecko

Uginné latky | ethanol

Slozeni ethanol, procentualni zastoupeni ve vyrobku = 70 a < 90 %
Promanum® pure

Vyrobce B. Braun Medical AG, Sempach, Svycarsko

Uginné latky | ethanol, propan-2-ol

ethanol, procentualni zastoupeni ve vyrobku < 80 %

propan-2-ol, procentualni zastoupeni ve vyrobku < 15 %
Skinman® soft N

Vyrobce Ecolab Hygiene s.r.o., Brno, Ceska republika

Uginné latky | propan-2-ol

propan-2-ol procentualni zastoupeni ve vyrobku =50 a <90 %

myristyl alkohol, procentualni zastoupeni ve vyrobku =1 a < 2,50 %

Slozeni alkyldimethylbenzylamonium-chlorid, procentualni zastoupeni ve

vyrobku =2 0,102 < 0,25 %

kyselina peroctova, procentualni zastoupeni ve vyrobku = 0,10 a
<0,25 %

Slozeni

Sterillium® med

Vyrobce BODE Chemie GmbH, Hamburg, Némecko

Uginné latky | ethanol, propan-1-ol

ethanol, procentudlini zastoupeni ve vyrobku =70 a < 90 %

Slozeni propan-1-ol, procentualni zastoupeni ve vyrobku=1a<3 %
tetradecanol, procentudlni zastoupeni ve vyrobku 20,25a<1 %
Septoderm®
Vyrobce Schulke CZ, s.r.o., Bohumin, Ceska republika

Uginné latky | ethanol, propan-2-ol
ethanol, procentualni zastoupeni ve vyrobku 45 %
propan-2-ol, procentualni zastoupeni ve vyrobku 30 %

Slozen didecyldimethyl-amonium chlorid, procentualni zastoupeni ve vyrobku
0,50 %
Sterillium®
Vyrobce BODE Chemie GmbH, Hamburg, Némecko

Uginné latky | propan-2-ol, propan-1-ol

propan-2-ol, procentualni zastoupeni ve vyrobku = 30 a < 50 %
propan-1-ol, procentualni zastoupeni ve vyrobku = 30 a < 50 %
Slozeni tetradecanol, procentualni zastoupeni ve vyrobku 20,25a<1 %

ethyl(hexadecyl)dimethylamonium-ethyl-sulfat, procentualni
zastoupeni ve vyrobku = 0,1a2<0,25%
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7.1.3 Testované mikroorganismy

Testované klinické izolaty byly zachyceny v Nemocnici Na Homolce v Praze,
a to vrozmezi leden—srpen 2019. Do testovani byly zafazeny i dva sbirkové kmeny
E. faecium, jeden rezistentni (CNCTC 7460) k vankomycinu a jeden citlivy
k vankomycinu (CNCTC 5773) (Tabulka 4).

Tabulka 4 Testované izolaty enterokoku

o Mésic

D;':;:f:' Pohlavi| v&k pruh | zichytu Lokalizace pivod Oddéleni
2019

VRE 1 M 79 E. faecium 1 wytér stolice GIT |kardiochirurgie
VRE 2 M a6 E. faecium 1 BAL DCD  |interna
WRE 3 L% 76 E. foecium 1 wvytér stolice GIT |neurochirurgie
VRE 4 1] 63 E. faecium 2 wytér stolice GIT |ARO
VRE S M 77 E. foecium 2 wytér stolice GIT |ARO
VRE 6 Z 76 E. faecium 3 wvytér stolice GIT |ARO
VRE 7 M 74 E. foecium 3 hemokultura KREV |interna
VRE 8 M 69 E. faecium 3 wytér stolice GIT |interna
VRE9 Z 83 E. foecium 3 punktat cysta GIT |ARD
VRE 10 Z 64 E. faecium 3 |wytérchirurgickd réna RANY |cévnichirurgie
VRE 11 1] 85 E. faecium 4 Zlug GIT |interna
WVRE 12 M 55 E. foecium a wytér chirurgicka rana RANY |ARO
VRE 13 Z 60 E. faecium 4 |wytér dekubit RANY |cévnichirurgie
VRE 14 M 77 E. foecium 4 wytér stolice GIT |ARO
VRE 15 M 39 E. faecium 4 wvytér stolice GIT |interna
VRE 16 M 77 E. foecium 5 wytér stolice GIT |ARO
VRE 17 M 72 E. faecium 5 kultivace moé URO |kardiochirurgie
VRE 18 L% 79 E. faecium 5 wytér stolice GIT |kardiochirurgie
VRE 19 Z 82 E. faecium 6 wytér stolice GIT  |cévni chirurgie
VRE 20 1] 79 E. faecium & wytér stolice GIT  |cévni chirurgie
VRE 21 M 73 E. foecium 7 wytér stolice GIT |kardiochirurgie
VRE 22 1] 73 E. faecium 8 hemokultura KREV |ARO
WRE Sh.
CNCTC E. faecium
7460
WSE1 M 71 E. faecalis 1 hemokultura KREV |interna
WSE 2 M 41 E. faecalis 2 hemokultura KREV |kardiclogie
VSE 3 W 69 E. faecium 3 |tkan TKANE |interna
VSE4 W &9 E. faecalis 3 |tkan TKANE |interna
WSES L% 79 E. faecalis 3 hemokultura KREV |cévnichirurgie
WSE 6 M 69 E. foecalis 5 hemokultura KREV |kardioclogie
WSE 7 1] 59 E. faecalis 5 hemokultura KREV |neuroclogie
WSEB Z 63 E. foecalis 6 hemokultura KREV |neurclogie
WSE 9 Z 72 E. faecalis & hemokultura KREV |cévni chirurgie
WSE 10 M 71 E. foecium 1 hemokultura KREV |interna
VSE 11 I 82 E. faecium 7 hemokultura KREV |interna
WSE Sh.
CMNCTC E. faecium
5773

Vysvétlivky: VRE — vankomycin rezistentni enterokoky, VSE — vankomycin citlivé enterokoky, CNCTC — Ceska
narodni sbirka typovych kultur, Sb. — sbirkovy kmen, BAL — bronchoalveolarni lavaz, DCD — dolni cesty dychaci,

URO - urogenitalni trakt, GIT — gastrointestinalni trakt, ARO — anesteziologicko-resuscitacni oddéleni
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Izolaty enterokokl pochazeji z riiznych klinickych materiald. Z hemokultur bylo
zachyceno 7 kmenu E. faecalis a 4 kmeny E. faecium, ze stolice 13 kmenu E. faecium,
zran 3 kmeny E. faecium, z kiize pak 1 kmen E. faecalis a 1 kmen E. faecium a po
1 kmenu E. faecium z bronchoalveolarni lavaze, Zlu€e, moCe a punktatu cysty.

Izolaty pochazely i z riznych nemocni¢nich oddéleni. Na anesteziologicko-
resuscitaénim oddéleni bylo zachyceno 8 kmenu E. faecium a na kardiochirurgii
4 kmeny E. faecium, na kardiologii a neurologii po 2 kmenech E. faecalis, na internim
oddéleni 2 kmeny E. faecalis a 8 kmenU E. faecium, na oddéleni cévni chirurgie
2 kmeny E. faecalis a 4 kmeny E. faecium, na neurochirurgii 1 kmen E. faecium.

U dvou kmend VRE 21 a VRE 22 se jedna o izolaty od jednoho pacienta,
kterého preloZzili z jiné nemocnice, prvni zachyt VRE byl zaznamenan pfi pfijeti a druhy
0 mésic pozdéji, kdy se zdravotni stav pacienta zhorSil. Oba tyto izolaty jsou navic
rezistentni i k linezolidu.

U testovanych izolatl enterokokl jsme stanovili minimalni inhibiéni koncentraci
pro antibiotika vankomycin a teikoplanin, a to pomoci E-testd. Pouzili jsme
diagnostické prouzky Vankomycin M.l.C.Evaluator Strips a Teicoplanin
M.I.C.Evaluator Strips od firmy Thermo Fisher™ Oxoid™ (USA). Pfipravili jsme
suspenze z jednotlivych izolatl, jejichz zakal odpovidal 0,5 stupni McFarlandovy
stupnice. Napipetovali jsme 1 ml suspenze na Mueller-HintonGv agar, pohybem plotny
jsme rozprostieli suspenzi po celé ploSe. Poté jsme sterilni pinzetou umistili na plotnu
dva diagnostické prouzky, jeden s vankomycinem a jeden s teikoplaninem. Bylo tfeba
dbat na to, aby pod prouzky nebyly zadné bublinky. Nasledovala inkubace pfi 37 °C
16-18 hodin. Pfi odecCitani jsme u kazdého kmene zaznamenali koncentraci na
stupnici, ktera byla soucasti diagnostického prouzku a u které koncila Spicka inhibiéni
zbny vejcitého tvaru.

Testované kmeny jsme z kryozkumavek vyockovali na krevni agar Columbia
s ovéi krvi (Thermo Fisher™ Oxoid™ - USA). Abychom ovéfili, zda je kmen citlivy nebo
rezistentni, umistili jsme na plotnu také antibioticky disk s vankomycinem. Nasledovala
inkubace pfi 37 °C po dobu 24 hodin. Prvni subkulturu jsme pfeocCkovali véetné
nasledného umisténi nového vankomycinoveho disku a znovu inkubovali 24 hodin pfi

37 °C. Pro pfipravu suspenze jsme pak pouzili az druhou subkulturu.
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7.1.4 Pracovni postup

VSechny nize uvedené pracovni postupy jsme provadéli pfi teploté 20 °C. Na
promichani jednotlivych sloZzek b&éhem vSech pracovnich postupu jsme pouzili vortex
pro jednu zkumavku. Dobu expozice jsme stanovili dle doporu€eni na hygienickou
dezinfekci rukou na 30 sekund.

Priprava suspenze ,,N“

Pro pfipravu suspenze jsme si pfipravili zkumavku s 10 ml fyziologického
roztoku. Sterilni klickou jsme postupné nabirali kolonie, které jsme na sténé zkumavky
peclivé rozetfeli a pak klickou spojili s fyziologickym roztokem. Pomoci denzitometru
jsme po promichani obsahu zkumavky zmeéfili stupen zakalu dle McFarlanda. Pocet
bakterii by mél byt dle normy v rozmezi 1,5 x 108 — 5 x 108 CFU/ml, coZ v naSem
pfipadé odpovidalo 2,00-2,50 stupné McFarlandovy stupnice. Po dosazeni
odpovidajiciho zakalu jsme suspenzi desitkovym fedénim postupné naredili na
pocitatelné koncentrace 102 CFU/ml a 10" CFU/ml. Z obou suspenzi jsme odebrali
2 x 1 ml a vyoCkovali v duplikatu na krevni agary, na kazdou plotnu po 1 ml a nechali
inkubovat pfi 37 °C po dobu 20-24 hodin.

Priprava validaéni suspenze ,,Nv“

Pro pripravu validacni suspenze je stejny postup jako u testovaci suspenze,
ovSem k dal$imu testovani je potifeba pouze jedna koncentrace, a to 10" CFU/ml. Opét
jsme odebrali ze zkumavky 2 x 1 ml suspenze a vyocCkovali po 1 ml na dva krevni
agary a nechali inkubovat pfi 37 °C po dobu 20—24 hodin.

Test ,,Na“ — stanoveni baktericidni koncentrace

V tomto stanoveni jsou pouzity obé& koncentrace suspenze, tedy 102 a 10’
CFU/ml, provadi se tedy dvojmo. Uvedeny postup se pak opakuje pro vSechny ftfi
koncentrace testovaného dezinfekéniho pfipravku.

Do prvni zkumavky jsme napipetovali 0,5 ml destilované vody a 0,5 ml
suspenze, promichali jsme a 2 minuty nechali stat. Poté jsme pfidali 4 ml dezinfekéniho
prostfedku, promichali jsme a nechali pusobit po dobu 30 sekund. Po uplynuti této
doby jsme prvni zkumavku promichali a odebrali z ni 0,5 ml smési a napipetovali jsme
ji do druhé zkumavky, kam jsme pak pfidali 4 ml neutralizatoru. Opét jsme promichali
a nechali pusobit 5 minut. Poté jsme vyocCkovali po 1 ml smési na dva krevni agary
a nechali inkubovat pfi 37 °C po dobu 20—24 hodin (Obrazek 13).
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0,5 ml smési
z 1. zkumavky

4ml . 2. zkumavka
testovane neutralizace 5 min

dezinfekce
4ml
neutralizatoru °
0,5 ml 0,5 ml
suspenze suspenze
0,5 ml dest. 0,5 ml dest. 0,5 ml dest.
L v i \_/ ik v
1. zkumavka 1. zkumavka 2. zkumavka 2 krevni agary
promichat, pfidat testovanou po expozici vyockovat po 1 ml smés z
pockat 2 min dezinfekci pretahnout 0,5 ml 2. zkumavky, inkubovat
expozice 30 s z 1. zkumavky 20-24 hod pfi 37 °C

Obrazek 13 Pracovni postup — stanoveni baktericidni koncentrace

Kontrola experimentalnich podminek ,,A*

Abychom ovéfili, ze nedochazi k ovlivnéni testu vlivem experimentalnich
podminek, provadi se tato kontrola.

Do zkumavky jsme k 0,5 ml destilované vody pfidali 0,5 ml validacni suspenze,
promichali jsme, po 2 minutach jsme pfidali 4 ml destilované vody, opét jsme
promichali a nechali pusobit 30 sekund. Znovu jsme promichali a vyo€kovali po 1 ml
na dva krevni agary, které jsme inkubovali pfi 37 °C po dobu 20—-24 hodin (Obrazek
14).

4 ml dest.

H,0
0,5ml 0,5 ml °

suspenze suspenze
0,5 ml dest. 0,5 ml dest.
S \_/ s v
1. zkumavka 1. zkumavka 2 krevni agary
promichat, pridat testovanou vyockovat po 1 ml smés z
pockat 2 min dezinfekci 1. zkumavky, inkubovat
expozice 30 s 20-24 hod pri 37 °C

Obrazek 14 Pracovni postup - kontrola experimentalnich podminek
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Kontrola toxicity neutralizatoru ,,B“

Prostfednictvim této kontroly jsme vyloucili mozny toxicky vliv neutralizatoru na
testované bakterie.

Do zkumavky jsme napipetovali 0,5 ml destilované vody, 4 ml neutralizatoru
a 0,5 ml valida¢ni suspenze, promichali jsme a po 5 minutach jsme vyockovali po 1 ml
na dva krevni agary, které jsme inkubovali pfi 37 °C po dobu 20—24 hodin (Obrazek
15).

0,5 ml
suspenze

4 ml 4ml
neutralizatoru neutralizatoru °
0,5 ml dest. 0,5 ml dest.
H,0 \/ H,0 v
1. zkumavka 1. zkumavka 2 krevni agary
promichat pFidat suspenzi vyockovat po 1 ml smés z
expozice 5 minut 1. zkumavky, inkubovat

20-24 hod pfi 37 °C

Obrazek 15 Pracovni postup - kontrola toxicity neutralizatoru

Validace metody ,,C“

Timto postupem jsme ovérili, jestli neutralizator eliminuje U€inek dezinfekéni
latky, tedy jestli je naSe metoda spravna.

V prvni zkumavce jsme smichali 0,5 ml fyziologického roztoku, 0,5 ml
destilované vody a 4 ml dezinfek&niho pfFipravku (nejvy$si koncentrace), promichali
jsme a nechali pusobit 30 sekund. Pak jsme odebrali z prvni zkumavky 0,5 ml smési
a pfenesli do druhé zkumavky, kam jsme pfidali 4 ml neutralizatoru, po promichani
jsme nechali plsobit 5 minut. Poté jsme pfidali 0,5 ml valida¢ni suspenze, znovu jsme
promichali a nechali pusobit 30 minut. Nasledné jsme vyockovali po 1 ml na dva krevni
agary a inkubovali 20—24 hodin (Obrazek 16).
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(N

0,5 ml
suspenze

0,5 ml smési

4 ml testované
dezinfekce

(nejuySsi 2 1. zkumavky - 2. zkumavka
koncentrace) neutralizace 30 min
4aml
0,5ml ) 0,5ml ) neutralizatoru
fyziologického fyziologického
roztoku roztoku
0,5 ml dest. 0,5 ml dest.
H:0 u H:0 \./ v \/
1. zkumavka 1. zkumavka 2. zkumavka 2. zkumavka 2 krevni agary
promichat, pridat testovanou po expozici po 5 minutich vyockovat po 1 ml smés z
pockat 2 min dezinfekci pfetdhnout 1 ml z pridat suspenzi 2. zkumavky, inkubovat
expozice 30 s 1. zkumavky 20-24 hod pfi 37 °C

Obrazek 16 Pracovni postup - validace metody

Pocitani kolonii

Po 24hodinové inkubaci jsme spocitali kolonie na plotnach a dali jsme je znovu
inkubovat na dalSich 24 hodin. Poté jsme je znovu spocitali, do vypoctd jsme pouZili
eventualni vyssi pocty kolonii. Limit pro pocet kolonii byl 15-300, pfipustna odchylka
byla 10 %, tedy 14—330 kolonii na 1 ml. Pokud byly pocty vysSi, zapsali jsme > 330,

pokud byl pocCet niZsi, pak jsme zapsali < 14.

Zpracovani dat a vypocty
Veskeré vypocCty u této metody vychazeji z poCtu narostlych kolonii v 1 ml

vzorku, a to u testované suspenze ,N“ a valida¢ni suspenze ,Nv*.

Vypocet ,,N“
,N“ udava pocet bunék v 1 ml testované suspenze. Do vypoctu jsou zahrnuty
podty kolonii z obou Fedéni suspenzi, tedy 102 a 10" CFU/m.
C
N =
(n, +0,1n,)10°°

C — soucet hodnot, tedy poctl kolonii z vyo€kovanych suspenzi

ns — pocet hodnot, které jsme zahrnuli do C u suspenze 10" CFU/ml
nz — pocet hodnot, které jsme zahrnuli do C u suspenze 102 CFU/ml
106 — faktor zfedéni, ktery odpovida niz§imu zfedéni

Hodnoty ,N“ by se mély pohybovat v rozmezi 1,5 x 108 az 5,0 x 108 CFU/m.
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Vypocet ,,No*

Tato hodnota udava pocCet bunék v 1 ml suspenze na zacatku testovani, tedy
v Case 0, a zohlednuje nafedéni suspenze destilovanou vodou a testovanym
dezinfek¢énim pfipravkem.

N_N
7 10

Limit pro tuto hodnotu je tedy 10x niz$i nez pro ,N“— 1,5 x 107 az 5,0 x 10’ CFU/ml.

Vypocet ,,Na“
,Na“ vyjadfuje pocet prezivSich bakterii v 1 ml po uplynuti doby expozice

a pouziti neutralizatoru.

¢ — soucet hodnot, tedy poctu prezivSich kolonii

n — pocet hodnot, které jsme zahrnuli do vypoctu

Vypocet redukce poctu bakterii ,,R*
Redukce poctu bakterii je vyjadifena pomoci dekadického logaritmu, ktery udava
o kolik fadua se snizil pocet bakterii.
logR = log N, —log Na
DezinfekCni latka se povaZuje za ucinnou, pokud dojde ke snizeni poctu bakterii o vice

nez 5 fadu, tedy hodnota log R = 5. Pokud je hodnota log R < 5 je dezinfekce neucinna.

Vypocet ,,Nv“

,NV“ udava pocCet bunék v 1 ml validacni suspenze, jejiz koncentrace je
10" CFU/m.

10c
Nv = —
n

Limit pro ,Nv“ je v rozmezi 3,0 x 102 az 1,6 x 102 CFU/ml.
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Vypocet ,,Nvo*

Tato hodnota udava pocet bunék v 1 ml na zacatku testovani, tedy v Case 0,
a zohledfiuje naredéni validacni suspenze destilovanou vodou a testovanym

dezinfek¢énim pfipravkem.

N c
v0= -
n

Hodnoty ,Nvo“ by se mély pohybovat v rozmezi 30-160, coz odpovida 3,0 x 10" az
1,6 x 102 CFU/ml.

Vypocet ,,A“, ,,B“ a,,C“
Hodnoty ,A“ ,B“ a ,C" vyjadfuji poCet prezivSich bakterii v zavislosti na
experimentalnich podminkach (A), vlivu mozné toxicity neutralizatoru (B) a v samotné

validaci metody (C).

AB,C =

¢ — soucCet hodnot, tedy poctl prezivsich kolonii
n — pocet hodnot, které jsme zahrnuli do vypoctu

Hodnoty téchto kontrol by mély byt = Nvo x 0,5.
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8. VYSLEDKY

8.1 Stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace k vankomycinu
a teikoplaninu

K ovéfeni ucinnosti dezinfekénich prostfedkl jsme pouzili celkem 35 kmena
enterokokU, z ¢ehoz 33 byly klinické izolaty a 2 sbirkové kmeny. V pfipadé vankomycin
citivych enterokokll se jednalo o 11 klinickych izolatl a jeden sbirkovy kmen
(E. faecium), u klinickych izolatd byly 3 kmeny E. faecium a 8 kmenu E. faecalis.
Vankomycin rezistentnich kmenu bylo 22 klinickych izolatd a 1 sbirkovy kmen, vSechny
druhu E. faecium (Tabulka 5).

Tabulka 5 Stanoveni MIC k vankomycinu a teikoplaninu

Oznateni izolatu Druh M.IC mg,.rfl =
Vankomycin | Teikoplanin

VRE 1 E. faecium 256 32
VRE 2 E faecium =256 64
VRE 3 E. faecium =256 64
VRE4 E. faecium 128 32
VRES E. faecium 256 32
VREB E. faecium 128 32
VRE7 E. faecium 128 g4
VRES E. faecium 128 64
VRE9 E. faecium =256 128
VRE 10 E. faecium 256 64
VRE 11 E. faecium 128 64
VRE12 E. faecium 128 1
VRE 13 E. faecium 128
VRE 14 E. faecium 256 16
VRE 15 E. faecium 256 32
VRE 16 E. faecium =256 128
VRE 17 E. faecium 256 1
VRE 18 E. faecium 256 16
VRE 19 E. faecium 128 32
VRE 20 E faecium =256 128
VRE 21 E. faecium 128 64
VRE 22 E. faecium 128 64
WVRE Sh. CNCTC 7460 E. faecium 256 32
VSE1 E. faecalis 0,5 0,25
VSE2 E. faecalis 1 0,25
VSE3 E. faecium 2 0,5
VSE4 E. faecalis 1 0,125
VSES E. faecalis 0,5 0,25
VSEB E. faecalis 0,5 0,125
VSE7 E. faecalis 1 0,25
VSES E. faecalis 1 0,25
VSEQ E. foecalis 0,5 0,25
VSE 10 E. faecium 2 0,5
VSE 11 E. faecium 1 0,25
WSE Sh. CNCTC 5773 E. faecium 0,5 0,5

Vysvétlivky: VRE — vankomycin rezistentni enterokoky, VSE — vankomycin citlivé enterokoky, CNCTC — Ceska

narodni sbirka typovych kultur, Sb. — sbirkovy kmen, MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace
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Z VRE bylo celkem 8 kmenlU zachyceno na anesteziologicko-resuscitatnim
oddéleni, 5 kmenU na internim oddéleni, po 4 kmenech na kardiochirurgii a cévni
chirurgii a 1 kmen pak na neurochirurgii. Izolaty VSE pak pochazely hlavné z interniho
oddéleni, kde bylo zachyceno 5 kmenu a dale tu byl zachyt po 2 kmenech ze ffi

oddéleni — kardiologie, cévni chirurgie a neurologie.

8.2 Vysledky ucinnosti dezinfekénich prostredku

Testovali jsme ucinnost 7 alkoholovych dezinfekénich prostfedku, z toho bylo
6 komercné vyrabénych, 1 jsme si pfipravili sami. VSechny uvedené vysledky jsou
vztazené ke koncentraci 1 (u€inna), jde tedy o nefedény dezinfek&ni prostifedek.
U obou fedénych koncentraci byly vysledky shodné s koncentraci 1. Vysledky jsme
rozdélili podle citlivosti/rezistence k vankomycinu. Dale uvadime i vysledky kontrol
experimentalnich podminek ,A“, mozné toxicity neutralizatoru ,B“ a validace metody
,C".
8.2.1 Vysledky ucinnosti u vankomycin citlivych enterokoku

U v8ech kmenl vankomycin citlivych enterokokd jsme zaznamenali témér
shodnou redukci bakterii, ktera byla vyjadfena hodnotou log R, jenZz se pohybovala
okolo hodnot < 4 (Tabulka 6). Vzhledem k masivnimu ristu bakterii pfesahl jejich pocet
pocitatelny limit 330 kolonii, hodnoty log R uvedené v tabulkach s vysledky proto
vyjadfuji maximalni redukci. Dezinfekce jsou oznaceny jako ucinné, pokud je log R = 5.
Na zakladé tohoto kritéria jsme vyhodnotili vSechny testované dezinfekce za neucinné

vuci testovanym vankomycin citlivym enterokokim, a to bez ohledu na jejich druh.

Tabulka 6 Vysledky Gcinnosti dezinfek&nich prostfedkd na VSE

Hodnoty log R
Izolat Druh Manusgpt@ Promanum®| Skinman® | Sterillium® Septoderm®| Sterillium® | 75% IPA
basic pure soft N med

VSE1 | E. faecalis =399 =399 =391 =392 = 4,01 =401 =410
VSE2 | E. faecalis <407 <407 <407 <407 <407 <407 <400
VSE3 | E. faecium <378 < 3,78 <378 < 3,78 <378 < 3,78 <381
VSE 4 | E. faecalis <385 <385 <383 <383 <383 <383 < 4,01
VSE5 | E. faecalis =394 <394 =394 <394 =394 <394 =409
VSE6& | E. faecalis <403 <403 <403 <403 <403 <403 <402
VSET7 | E. faecalis =409 <409 =412 <412 =412 <412 =408
VSE8 | E. faecalis =409 =409 =413 =413 =413 =413 =397
VSE9 | E. faecalis <403 <403 <403 <403 <403 <403 <399
VSE 10 | E. faecium =395 <395 < 3,88 < 3,88 < 3,88 < 3,88 < 3,98
VSE 11 | E. faecium <395 <395 <395 <395 <395 <395 < 3,90
VSE Sh.| E. faecium =393 <393 <396 < 3,96 <396 < 3,96 <396
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Vysledky kontrolnich suspenzi vychazely z poctu pFezivSich bakterii (c/n),
jejichz hodnota méla byt vysSi nebo rovna poloviéni hodnoté validacni suspenze
v Case nula (Nvo x 0,5). U vSech kontrolnich suspenzi byla tato podminka splnéna, coz
znamena, ze vysledky kontrolnich suspenzi izolatll VSE neprokazaly negativni vliv
experimentalnich podminek, ani toxicitu neutralizatoru a také hodnoty validace ,,C* jsou

v pozadovaném rozmezi (Tabulka 7).

Tabulka 7 Vysledky kontrol ,A*, ,B*a ,C“u VSE

Manusept®  Promanum® | Skinman® | Sterillium® - 75%
- Septoderm® | Sterillium®
basic pure softN med propan-2-ol

C Nvy C Nvg € Nvy C Nvg C Nvy C Nvp € Nvy

Izolat |Kontrola

n |x05| M x05) M |x05| ™ [x05| M |x05| m |x05| n |x05
> 330 [ 17,50 | » 330 | 17,50 | = 330 | 17,00 [ = 330 | 17,00 | =330 | 19,75 | = 330 | 19,75 | = 330 | 20,50
> 330 (17,50 | = 330 | 17,50 | = 330 | 17,00 [ = 330 | 17,00 | = 330 | 19,75 | = 330 | 19,75 | = 330 | 20,50
> 330 (17,50 | = 330 | 17,50 | = 330 | 17,00 [ = 330 | 17,00 | = 330 | 19,75 | = 330 | 19,75 | = 330 | 20,50
» 330 [ 26,25 | » 330 | 26,25 | = 330 | 26,25 [ = 330 | 26,25 | = 330 | 26,25 | = 330 | 26,25 | = 330 | 17,00
>330 | 26,25 | » 330 | 26,25 | » 330 | 26,25 | » 330 | 26,25 | » 330 | 26,25 | » 330 | 26,25 | > 330 | 17,00
> 330 | 26,25 | » 330 | 26,25 | » 330 | 26,25 | » 330 | 26,25 | » 330 | 26,25 | » 330 | 26,25 | = 330 [ 17,00
> 330 | 16,00 | » 330 | 16,00 | » 330 | 16,00 | = 330 | 16,00 | » 330 | 16,00 | = 330 | 16,00 | =330 | 15,50
> 330 | 16,00 | » 330 | 16,00 | » 330 | 16,00 | > 330 | 16,00 | » 330 | 16,00 | = 330 | 16,00 | =330 | 15,50
»330 | 16,00 | » 330 | 16,00 | » 330 | 16,00 | » 330 | 16,00 | » 330 | 16.00 | = 330 | 16,00 | = 330 | 15,50
> 330 (20,75 | =330 | 20,75 | =330 | 15,75 [ = 330 | 15,75 | =330 | 15,75 | = 330 | 15,75 | = 330 | 18,50
> 330 [ 20,75 | =330 | 20,75 | = 330 | 15,75 [ = 330 | 15,75 | = 330 | 15,75 | = 330 | 15,75 | = 330 | 18,50
> 330 (20,75 | » 330 | 20,75 | = 330 | 15,75 [ = 330 | 15,75 | = 330 | 15,75 | = 330 | 15,75 | = 330 | 18,50
> 330 [ 16,25 | » 330 | 16,25 | = 330 | 16,25 [ = 330 | 16,25 | = 330 | 16,25 | = 330 | 16,25 | = 330 | 25,25
> 330 [ 16,25 | » 330 | 16,25 | = 330 | 16,25 [ = 330 | 16,25 | = 330 | 16,25 | = 330 | 16,25 | = 330 | 25,25
> 330 | 16,25 | » 330 | 16,25 | » 330 | 16,25 | » 330 | 16,25 | » 330 | 16,25 | > 330 | 16,25 | > 330 | 25,25
»330 19,50 | » 330 | 19,50 | » 330 | 19,50 | » 330 | 19,50 | » 330 | 19,50 | = 330 ) 19,50 | = 330 | 19,25
>330 | 19,50 | » 330 | 19,50 | » 330 | 19,50 | » 330 | 19,50 | » 330 | 19,50 | = 330 | 19,50 | = 330 | 19,25
>330 19,50 | » 330 | 19,50 | » 330 | 19,50 | = 330 | 19,50 | » 330 | 19,50 | = 330 | 19,50 | = 330 | 19,25
>330 21,25 | » 330 | 21,25 | » 330 | 23,00 | » 330 | 23,00 | » 330 | 23,00 | = 330 | 23,00 | =330 | 19,25
> 330 [21.25 | =330 | 21,25 | =330 | 23.00 [ = 330 | 23.00 | =330 | 23.00 | = 330 | 23.00 | = 330 | 19.25
> 330 [ 21,25 | =330 | 21,25 | =330 | 23,00 [ = 330 | 23,00 | =330 | 23,00 | = 330 | 23.00 | = 330 | 19,25
> 330 (23,00 | » 330 | 23,00 | =330 | 28,00 [ = 330 | 28,00 | =330 | 28,00 | = 330 | 26,00 | = 330 | 18,25
> 330 (23,00 | » 330 | 23,00 | =330 | 28,00 [ = 330 | 28,00 | =330 | 28,00 | = 330 | 26,00 | = 330 | 18,25
> 330 (23,00 | » 330 | 23,00 | =330 | 28,00 [ = 330 | 28,00 | =330 | 28,00 | = 330 | 26,00 | = 330 | 18,25
>330 | 18,25 | » 330 | 18,25 | » 330 | 18,25 | » 330 | 18,25 | » 330 | 18,25 | » 330 | 18,25 | > 330 | 16,79
>330 | 18,25 | » 330 | 18,25 | » 330 | 18,25 | » 330 | 18,25 | » 330 | 18,25 | » 330 | 18,25 | > 330 | 16,75
»330 | 18,25 | » 330 | 18,25 | » 330 | 18,25 | = 330 | 18,25 | » 330 | 18,25 | = 330 | 18,25 | = 330 | 16,79
>330 | 15,75 | » 330 | 15,75 | » 330 | 17,50 | = 330 | 17,50 | » 330 | 17,50 | = 330 | 17,50 | = 330 | 16,25
>330 | 15,75 | » 330 | 15,75 | » 330 | 17,50 | = 330 | 17,50 | » 330 | 17,50 | = 330 | 17,50 | = 330 | 16,25
»330 | 15,75 | » 330 | 15,75 | » 330 | 17,50 | » 330 | 17,50 | » 330 | 17.50 | » 330 | 17,50 | = 330 | 16,25
> 330 [ 16,75 | = 330 | 16,75 | = 330 | 16,75 [ = 330 | 16,75 | = 330 | 16,75 | = 330 | 16,75 | = 330 | 15,25
> 330 [ 16,75 | = 330 | 16,75 | = 330 | 16,75 [ = 330 | 16,75 | = 330 | 16,75 | = 330 | 16,75 | = 330 | 15,25
> 330 [ 16,75 | = 330 | 16,75 | = 330 | 16,75 [ = 330 | 16,75 | = 330 | 16,75 | = 330 | 16,75 | = 330 | 15,25
> 330 [ 15,00 | » 330 | 15,00 | = 330 | 16,75 [ = 330 | 16,75 | = 330 | 16,75 | = 330 | 16,75 | = 330 | 16,00
> 330 [ 15,00 | » 330 | 15,00 | = 330 | 16,75 [ = 330 | 16,75 | = 330 | 16,75 | = 330 | 16,75 | = 330 | 16,00
>330 [ 15,00 | » 330 | 15,00 | » 330 | 16,75 | » 330 | 16,75 | » 330 | 16,75 | > 330 | 16,75 | = 330 | 16,00

VSE 1

VSE 2

VSE 3

VSE4

VSE 5

VSEB

VSE7T

VSE 8

VSE 9

VSE 10

VSE 11

VSE Sb.

ONEOCODNEOD(E00N|E=(00|E(0l|=0|E|0E|0mEQblE|0l|=|0m =
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8.2.2 Vysledky ucinnosti u vankomycin rezistentnich enterokok

Hodnoty log R se i v pfipadé vankomycin rezistentnich enterokokd pohybovaly
okolo hodnoty < 4 (Tabulka 8). Podle vySe zminéného kritéria hodnoceni uc€innosti
jsme tedy museli konstatovat, Ze jsou vSechny testované alkoholové dezinfekcni

prostfedky neucinné.

Tabulka 8 Vysledky ucinnosti dezinfek&nich prostfedkd na VRE
Hodnoty log R

lzolat |  Druh | Manusept® |Promanum®| Skinman® | Sterillium®

basic pure soft N med
VRE1 |E faecium | <3.8F <387 <387 <387 <374 <374 <364
VRE2 |E faecium | <380 <390 < 3,66 < 3,66 < 3,82 < 3,82 <405
VRE3 |E faecium | <383 <3,83 < 3,66 < 3,66 < 3,89 <3,89 <393
VRE4 |E faecium | <385 <385 <393 <393 <389 <389 <400
VRES |E faecium | <390 <390 <392 <392 <3908 <398 <391
VREG |E faecum | <398 <398 <400 <400 <400 <400 <393
VRET7 |E faecium | <399 <399 < 3,89 <3,89 <397 <397 < 3,80
VRES8 |E faecium | <=3,15 =375 =390 =390 <382 = 3,82 =386
VREY9 |E faecium | <385 <385 <364 <384 <391 <391 <381
VRE 10 | E. faecium | < 3,86 < 3,86 <392 <392 <393 <393 < 3,96
11 |E faecium | <401 <401 <402 <402 <402 <402 < 3,66
VRE 12 | E faecium | =404 =404 =404 =404 =404 =404 <402
VRE 13 | E faecium | <403 =403 <403 =403 <403 =403 <4 (1
VRE 14 | E. faecum | <400 <400 <400 <400 <400 <400 < 3,60
VRE 15 | E. faecium | =398 < 3,98 < 3,96 < 3,98 < 3,96 < 3,98 <397

1

1

1

Septoderm®| Sterillium® | 75% IPA

VRE 16 | E faecium | <400 | <400 | <400 | <400 | <400 | <400 | <403
VRE1T | E faecium | <397 | <397 | <307 | <307 | <397 | <397 | <385
VRE18 | E faecium | <398 | <398 | <398 | <398 | <398 | <398 | <3%
VRE 19 | E faecium | <381 <381 <381 <381 <381 <381 <389
VRE20 | E faecum | <376 | <376 | <374 | <374 | <374 | <3714 | <3@
VRE2! |E faecum | <395 | <395 | <300 | <300 | <300 | <300 | <406
VRE2? | E faecium | <388 | <388 | <388 | <388 | <388 | <38 | <406
VRESD|E faecium | <375 | <375 | <395 | <395 | <395 | <395 | <395

Ani v pfipadé izolatd VRE nam vysledky validace ,C* nenaznacily, ze by mohlo
jit o chyby v pracovnim postupu, hodnoty kontrolnich suspenzi ,A“ a ,B“ rovnéz
neprokazaly zadné vlivy experimentalnich podminek, ani toxicity neutralizatoru
(Tabulka 9).
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Tabulka 9 Vysledky kontrol A%, ,B*, ,C“ u VRE

Manusgpt@ Promanum® | Skinman® | Sterillium® Septoderm® | Sterillium® T5%
lzolat [Kontrol basic pure soft N med propan-2-ol
c Nwy = Nwy £ Nwg = Nwy c Nwy c Nwy £ Nwg
" |x06| "™ [x06| ™ |x05| ™ |x05| ™ |x065| M |x05| " |x06
A > 2330|15.00)|=320(15,00|>=330|18,00|=330|16,00|=330|15,00(=330|18,00|> 330|18.50
WRE 1 B > 330(15,00) = 320(15,00]=330[16,00] =330 16,00]| = 330]|15,00(=330|18,00| = 330|18.50
[ > 2330|15.00)|=320(15,00|>=330|18,00|=330|16,00|=330|15,00(=330|18,00|> 330|18.50
A > 330[15.50) = 320 (15,50 | =330 15,00 = 3301500 = 330|15,00 = 330|18,00 | = 330[ 18,75
WRE 2 B > 2330|1550 = 3230|1550 |=330|15,00| = 330| 15,00 = 330|15,00 (= 330|18,00 | = 330| 18,75
c > 330[15.50) = 320 (15,50 | =330 15,00 = 3301500 = 330|15,00 = 330|18,00 | = 330[ 18,75
A > 330|15.75|= 330 (15,75 = 330| 15,25| = 330| 15,25| = 330|17,25(> 330 | 17,25| > 330| 18,00
WRE 3 B > 2330|1575 = 330 (15,75 = 330| 15,25| = 330| 15,25| = 330 |17, 25(= 330 | 17,25| = 330| 18,00
[ > 330|15.75|= 330 (15,75 = 330| 15,25| = 330| 15,25| = 330|17,25(> 330 | 17,25| > 330| 18,00
A > 330|15.25| = 3230|1525 = 330| 15,75| = 330| 15, 75| = 330| 15,50 = 330 | 15,50 | = 330 19,25
WRE 4 B > 330|15.25|= 330|15.25| = 330| 15,75| = 330| 15,75| = 330| 15,50 = 330 | 15,50 | = 330| 19,25
c > 330|15.25| = 3230|1525 = 330| 15,75| = 330| 15, 75| = 330| 15,50 = 330 | 15,50 | = 330 19,25
A > 330|17.25)|= 330 (17.25|=330|17.00| = 330|17.00| = 330| 18, 25(= 330 | 18, 25| > 330| 18,00
WRE & B > 3301725 = 3230 (17,25 =330 17,00 = 330|17.00| = 33018, 25(= 330 | 18,25| = 330| 18,00
[ > 330|17.25)|= 330 (17.25|=330|17.00| = 330|17.00| = 330| 18, 25(= 330 | 18, 25| > 330| 18,00
A > 330(15.00) = 330[15.00| =330 17.75| = 330|17.75| = 330|18,75|= 330 | 18,75| = 330| 15,25
WRE & B >330[15.00)| = 330[15.00|=330|17.75| = 330|17.75| = 330| 18, 75|= 330 | 18,75|= 330/ 15,325
c > 330(15.00) = 330[15.00| =330 17.75| = 330|17.75| = 330|18,75|= 330 | 18,75| = 330| 15,25
A > 330|17.25|= 330 |17.25| = 330| 16,75| = 330| 16,75| = 330| 15,00 (= 330 | 19,00 | = 330| 15,25
WRET B > 330|17.25]| = 330 |17.25| = 330| 16,75 = 330|16,75| = 330 18,00 (= 330 | 18,00 | = 330| 15,25
[ > 330|17.25|= 330 |17.25| = 330| 16,75| = 330| 16,75| = 330| 15,00 (= 330 | 19,00 | = 330| 15,25
A > 330(18.00) = 320(18,00]=330[16,00]| =330 16,00]| = 330|16.75(= 330 | 18.75| = 330|17.00
WRE & B >2330[18.,00)|=330(18.00|=330|16,00|=330|16,00| = 330|18,75(= 330 |18,75|>= 330|17.00
c > 330(18.00) = 320(18,00]>=330[16,00] =330 16,00]| = 330|16,75(= 330 |18,75| = 330|17.00
A > 330|18.,50| = 320|18.,50|=330|16,00| = 330|16,00| = 330|17,00 (= 330|17,00 | = 330| 18,35
WRE 2 B > 330[18.50) = 3230 (168,50 | = 330 16,00 = 330 16,00| = 3301700 = 330|17.00 | = 330[ 18,25
[ > 330|18.,50| = 320|18.,50|=330|16,00| = 330|16,00| = 330|17,00 (= 330|17,00 | = 330| 18,35
VRE A > 2330|1575 = 330 (15,75 = 330| 16,50 | = 330| 16,50 | = 330| 16,50 (= 330 | 18,50 | = 330| 20,00
10 B > 2330|1575 = 330 (15.75|=330| 16,50 | = 330| 16,50 | = 330| 16,50 (= 330 | 18,50 | = 330| 20,00
c > 2330|1575 = 330 (15,75 = 330| 16,50 | = 330| 16,50 | = 330| 16,50 (= 330 | 18,50 | = 330| 20,00
VRE A > 2330|1825 = 330 [18.25|= 330 17,00 = 330|17.00| = 330|17,00 = 330 |17,00 | = 330| 18,75
11 B > 330[18.25)| = 3230 (18.25| = 330 17,00 = 330|17.00| = 3301700 (= 330 |17.00 | = 330[18.75
[ > 2330|1825 = 330 [18.25|= 330 17,00 = 330|17.00| = 330|17,00 = 330 |17,00 | = 330| 18,75
VRE A > 330(18.00) = 3201800 =330 18,00 =330|18,00|=330|18,00|=330|18,00|= 330[18.75
12 B >330[18.,00)|=320(18.00|=330|18,00|=330|18.00|=330|18,00(=330|18,00|>= 330/ 18,75
c > 330(18.00) = 3201800 =330 18,00 =330|18,00|=330|18,00|=330|18,00|= 330[18.75
VRE A >330|18.00|=330(18.,00|=330|16,75| = 330|16,75| = 330|18,75(>= 330 | 18,75| = 330| 19,25
13 B > 330(18.00)| = 330[18.,00| = 330| 16,75 = 330|16,75| = 330|18,75| = 330 | 18,75| = 330| 19,25
[ >330|18.00|=330(18.,00|=330|16,75| = 330|16,75| = 330|18,75(>= 330 | 18,75| = 330| 19,25
VRE A > 330 20,00)=320(20,00|>=330|20,00]=330]|20,00|=330|20,00(>=330|20,00|>= 330[18.75
14 B >330(20,00)|=320(20,00|>=330|20,00|=330]|20,00|=330|20,00(=330|20,00|>= 330|18.75
c > 330 20,00)=320(20,00|>=330|20,00]=330]|20,00|=330|20,00(>=330|20,00|>= 330[18.75
VRE A > 330|18.25|= 330 | 18,25| = 330| 16,25| = 330| 16,25| = 330| 18,25(>= 330 | 18,25| = 330| 19,25
15 B > 330|18.25| = 330 | 168.25| = 330| 16,25| = 330| 16,25| = 330 18,25( > 330 | 18,25| > 330| 19,25
- [ > 330|18.25|= 330 | 18,25| = 330| 16,25| = 330| 16,25| = 330| 18,25(>= 330 | 18,25| = 330| 19,25
VRE A *330(18.50)| =320 (18,50 | = 330| 18,50 = 330 18,50| = 330|168, 50 (= 330 | 18,50 | = 330|17.50
168 B >2330|18.,50|=320(18.50|=330|18,50| = 330| 18,50 | = 330| 18,50 (= 330 | 18,50 | = 330|17.50
c *330(18.50)| =320 (18,50 | = 330| 18,50 = 330 18,50| = 330|168, 50 (= 330 | 18,50 | = 330|17.50
VRE A >330|15.,50|= 330 |15.50|=330|15,00| = 330| 15,00 = 330| 15,25|>= 330 | 15,25| > 330| 18,75
17 B > 2330|1550 = 3230|1550 | =330 15,00 = 330| 15,00 = 330|15,25| > 330 | 15,25| > 330| 18,75
[ >330|15.,50|= 330 |15.50|=330|15,00| = 330| 15,00 = 330| 15,25|>= 330 | 15,25| > 330| 18,75
VRE A > 330|18.25| = 330(18.25| = 33013, 75| = 330|13,75| = 330|17,00 (= 330 | 17,00 | = 330| 15,00
18 B >330|18,25|= 330(18.25| = 330|13,75| = 330|13.75| = 330|17,00(= 330 | 17,00 | = 330| 15,00
c > 330|18.25| = 330(18.25| = 33013, 75| = 330|13,75| = 330|17,00 (= 330 | 17,00 | = 330| 15,00
VRE A >330|13.00|=330(13.00|=330|15,75| = 330|15,75| = 330| 16,25|>= 330 | 18.25| = 330| 15,25
18 B > 33001300 = 330(13.00|=330|15.75| = 330|15.75| = 330 18,25| = 330 | 18.25| > 330| 15,25
[ >330|13.00|=330(13.00|=330|15,75| = 330|15,75| = 330| 16,25|>= 330 | 18.25| = 330| 15,25
VRE A > 330|18.75| = 3230|1875 = 330| 15,50 | = 330| 15,50 | = 330|17.50 (= 330 | 17,50 | = 330 18,25
=0 B > 330|18.75|= 330 |18.75| = 330| 15,50 | = 330| 15,50 | = 330| 17,50 = 330 | 17,50 | = 330| 18,25
c > 330|18.75| = 3230|1875 = 330| 15,50 | = 330| 15,50 | = 330|17.50 (= 330 | 17,50 | = 330 18,25
VRE A > 330|18.75|= 330 | 18.75| = 330| 16,25| = 330| 16,25| = 330| 16,25(>= 330 | 18,25| = 330| 20,35
9 B > 330|18.75| = 330 | 18.75| = 330| 16,25| = 330| 16,25| = 330 18,25| = 330 | 18,25| > 330/ 20,25
[ > 330|18.75|= 330 | 18.75| = 330| 16,25| = 330| 16,25| = 330| 16,25(>= 330 | 18,25| = 330| 20,35
VRE A = 3301700 =320 (17,00 =330[17.00]=330|17.00]| = 330|17,00(= 330 |17,00| = 330|22.50
- B > 23301700 = 330(17.00|=330[17.00|=330|17.00|=330|17,00(=330|17,00|>= 330|33.50
- c = 3301700 =320 (17,00 =330[17.00]=330|17.00]| = 330|17,00(= 330 |17,00| = 330|22.50
VRE A >2330(18.,00)|=320[18.00|=330|18,25|=330|18,25|= 330|158, 25|>= 330 | 18,25|> 330| 18,35
Sh B > 330(18.00)=320(18.00|=330|18,25| = 330|18,25| = 330|18,25|= 330 | 18,25| = 330 18,25
) [ >2330|18.00)|=320(18.00|=330|18,25|=330|18,25| = 330|158, 25|= 330|158, 25|= 330/ 18,35
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9. DISKUZE

Testovanim ucinnosti alkoholovych dezinfek&nich prostfedkl se v poslednich

30 letech zabyvala fada studii, u mnoha z nich byly do vybéru bakterii zahrnuty i druhy
rodu Enterococcus. Od 90. let minulého stoleti se této tématice zaCala vénovat
zvySena pozornost, a to i v souvislosti se zvySujici se antimikrobialni rezistenci. Prvni
VRE byly v Evropé izolovany v roce 1986 a nasledujicich letech se rozSifily po celém
svété. Vyvstala tedy opravnéna obava, zda budou pouzivané dezinfekcni prostfedky
ucinné i proti témto rezistentnim kmentm rodu Enterococcus.

Ve studii Wade et al. v roce 1991 kontaminovali ruce 3 dobrovolnikd VRE druhu
E. faecium. K dezinfekci rukou pak pouzili 60% propan-2-ol a 0,5% chlorhexidin
v kombinaci se 70% propan-2-olem. Dobrovolnici si dezinfikovali ruce 5 ml
testovaného pripravku po dobu 30 sekund, poté nechali dalSich 30 sekund ruce
schnout. Nasledné byly odebirany vzorky z rlznych prstt po 3, 10 a 30 minutach od
zaschnuti pfipravku. Jiz po 3 minutach doS$lo k redukci bakterii o 4 log1o CFU, tyto
hodnoty byla namérfeny také po 10 a 30 minutach. Dle parametrii hodnoceni této studie
byly vSechny testované dezinfekCni latky povazovany za ucinné (Wade et al., 1991).
Prestoze se redukce bakterii dosazené v této studii shoduji s nasimi vysledky, pouzita
metoda testovani ucinnosti a jeji vyhodnoceni jsou odliSné. Presto tuto studii uvadime,
protoZze byla jedna zprvnich, ktera se zabyvala hygienickou dezinfekci rukou
v souvislosti s jeji u€innosti na VRE.

Dilu€ni metoda s pouzitim neutralizatoru byla v souvislosti s VRE pouzita ve
studii Bradley a Fraiser z roku 1996. Do testovani bylo zafazeno 8 klinickych izolatd,
4 E. faecalis a 4 E. faecium a 1 sbirkovy kmen E. faecalis NCTC 775. Celkem 5 kmenl
jsou vankomycin citlivé a 4 kmeny jsou VRE (konkrétni druhy VSE a VRE neuvedeny).
Jako dezinfekéni pfipravek byl pouZzit 45% alkohol (blize nespecifikovany), expozice
byly 30 sekund, 1 minuta a 5 minut. Po 30 sekundach byla zaznamenana redukce
vyS8Si nez 5 logio CFU pouze u 1 citliveho kmenu, po 1 minuté pak u 1 citlivého
a 2 rezistentnich kmend a po 5 minutach u 2 citlivych a 2 rezistentnich kmena.
U 1 citlivého kmenu nebyla ani po 5 minutach zaznamenana redukce vyssi nez 4 log1o
CFU. Dle autort studie byl tento neuspokojivy vysledek pusobeni 45% alkoholu na
enterokoky zplUsoben pravé niz8i koncentraci dezinfekéniho prostfedku (Bradley
a Fraiser, 1996).
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Komer¢ni alkoholové dezinfekéni prostifedky byly v souvislosti s VRE testovany
jiz ve studii Kampf et al. z roku 1999. Jednalo se o pfipravky Sterillium® (45 % propan-
2-0lu, 30 % propan-1-olu a 0,2 % mecetronium etylsulfatu), Skinsept F® (70 % propan-
2-olu, 0,5 % chlorhexidin diglukonatu a 0,45 % peroxidu vodiku) a Hibisol® (70 %
propan-2-olu a 0,5 % chlorhexidin glukonatu). Pro porovnani byl do studie zafazen
také propan-1-ol. U komer&nich pfipravkd byly pouzity koncentrace 100 a 50 %,
u propan-1-olu pak 30 a 60 %. K provedeni kvantitativniho suspenzniho testu bylo
pouzito 11 odliSnych izolatl enterokoku. 4 izolaty byly citlivé k vankomycinu, 4 byly
vanA VRE a zbyvajici vanB VRE. 8 izolatu bylo identifikovano jako Enterococcus
faecium, dva jako Enterococcus faecalis a jeden jako Enterococcus gallinarum.
Zvolené expozice byly 15 a 30 sekund. U vSech pfipravku ve vSech koncentracich byl
zaznamenan uz po 15 sekundach vysoce baktericidni ucinek, redukéni faktor mél
hodnoty > 6,4. Mezi izolaty vanA, vanB a VSE nebyl pozorovan zadny vyznamny rozdil
(Kampf et al., 1999).

V roce 2018 byly uverejnény vysledky studie Pidota et al., ve které testovali miru
odolnosti enterokokd k alkoholovym dezinfekénim prostfedkim. Pouzité klinické
izolaty E. faecium (139 kmend, z toho 66 VRE) pochazely z let 1997-2015. V tomto
obdobi postupné stoupala spotieba alkoholové dezinfekce, a to az na 10nasobek
v porovnani s rokem 2001. Cilem této studie bylo zjistit, zda na toto zvySeni spotieby
enterokoky zareagovaly a staly se odolné&jsi vic&i alkoholum. Aby bylo mozné sledovat
rozdily v rastu po expozici alkoholem, bylo potfeba stanovit vhodnou koncentraci
propan-2-olu. Nejprve byla pouZita vy8Si koncentrace 70 %, pfi které v8ak doSlo
k redukci o 8 log1o, coz bylo pro testovani nezadouci, koncentraci bylo nutné snizit
a pro testovani byl nakonec pouzit 23% propan-2-ol, expozice pak byla 5 minut.
Hodnocena byla redukce pfezivSich bakterii a mezi jednotlivymi kmeny byly zjiStény
velké rozdily, a to az o0 4,7 log1o CFU. Pozdéjsi izolaty byly vice odolné vuci plsobeni
propan-2-olu, izolaty zachycené po roce 2010 byly 10krat odolnéjSi nez ty z let
predchozich. Tato mozna adaptace VRE na nékteré dezinfekéni prostifedky muze mit
vliv na soucCasna protiepidemicka opatfeni a je mozné, Zze v budoucnu bude nutna
jejich zména (Pidot et al., 2018). Vysledky tfi vySe uvedenych studii naznacuji, ze
v prubéhu poslednich 30 let doSlo u enterokoku k postupnému zvySovani tolerance
k alkoholovym dezinfek&nim prostfedkim. DalSi vyzkum v této oblasti je tedy
opodstatnény, a to hlavné v souvislosti s prevenci vyskytu a Sifeni nozokomialnich

nakaz.
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Zaveéry Pidotovy studie byly zverejnény i svétovymi médii (The Guardian,
Reuters, NBC a The Times), ktera uvedla, Ze hygienicka dezinfekce rukou
alkoholovymi dezinfekénimi prostfedky pfestava byt ucinna. K této interpretaci se
v odborném recenzovaném casopisu The Lancet vyjadfili odbornici, ktefi se
dlouhodobé zabyvaji hygienickou dezinfekci rukou a jejimu prosazovani v ramci
prevence pfenosu infek€niho agens ve zdravotnickych zafizenich. Uvedli, Ze
alkoholové dezinfekCni prostfedky uzivané v nemocnicich obsahuji 60-90 % alkoholu
a u téchto koncentraci nebyla prokazana rezistence, proto neni odolnost k 23%
alkoholu klinicky relevantni. Poukazali rovnéz na skuteCnost, Ze alkoholove
dezinfek&ni pfipravky jsou na seznamu zakladnich farmaceutickych pfipravki WHO
a kazdoro€né zachranuji miliony zivotl. Zavérem uvedli, Ze nespravna interpretace
vyznamu vysledku laboratornich studii mize vést k zavaznym negativnim disledkdm
(Pittet et al., 2018).

Na podporu ucinnosti alkoholovych dezinfekénich prostfedkd pak byla v roce
2019 uverejnéna studie Gebel et al., ktera Castecné kopiruje Pidotlv postup. Kromé
23% propan-2-olu byly pouZity jesté dvé koncentrace alkoholu, a to 60 a 70 %.
Testovanymi kmeny byly E. faecium — 1 sbirkovy kmen, 2 klinické kmeny (ze
Svycarska a z Australie, pfimo od Pidota) a 1 sbirkovy kmen E. hirae. Pouzity byly
rozdilné expozice dle koncentrace propan-2-olu, 5 a 15 minut u nizké (23 %), 15, 30
a 60 sekund u vySSich (60 a 70 %).

Navic byl sledovan i vliv organické zatéze, ktera by mohla ovlivnit u¢innost pfi
praktickém pouziti. Byly pouzity rizné typy organické zatéze — porovnany byly vzorky
bez organické zatéze, s 0,03 % sérového albuminu a s 0,3 % sérového albuminu
a0,3 % ovcich erytrocytt. U vSech kmenl byla v pfipadé 23% propan-2-olu
zaznamenana redukce pouze okolo 1 log1o a to nejen po 5, ale i 15 minutach, zatimco
u vySSich koncentraci byly uz po 15 sekundach zaznamenany redukce bakterii > 5,5
log1o, coz potvrdilo u€innost 60 a 70% propan-2-olu. V druhé pulce této studie se autofi
vénovali také moznému vlivu mnozstvi pouzité dezinfekce a to metodou 4 poli. Do
testovani byly zafazeny pouze 3 vySe zminéné kmeny E. faecium. Rovnéz byly
zafazeny vzorky bez organické zatéze a s 0,03 % sérovym albuminem. Pro simulaci
povrchu, ktery ma byt oSetfen alkoholem byl pouzit polyvinylchlorid (PVC). Za
baktericidni ucinek byla i u této metody povazovana redukce > 5 log1o a pouzity byly
expozice 1 a 5 minut. Po aplikace 8 ml 70% propan-2-olu byla zaznamenana nizsi

ucinnost s primeérnou redukci 4,05-4,74 log1o. V pfipadé aplikace 16 ml uz byla
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redukce po 1 minuté vysSi a dostateCna pro potvrzeni u€innosti 70% propan-2-olu,
prumér redukce byl 5,85 logio. Nebyl zaznamenan Zadny vyznamny vliv organické
zatéze (Gebel et al.,, 2019). Tato studie nam ukazala, Ze objem pouzitého
dezinfek¢niho prostfedku by mohl mit vliv na ucinnost dezinfekcni latky. Na zakladé
téchto vysledku jsme zvazovali, zda v nasem pripadé nemohl byt objem dezinfekéniho
pfipravku pro expozici 30 sekund nedostatecny.

Dalsi studie Suchomel et al. v roce 2019 se zabyvala otazkou, zda je E. hirae,
ktery je doporuCovan vyrobci dezinfekénich pFipravkd, vhodnym zastupcem
enterokokl pro testovani uc€innosti dezinfekénich prostfedkd, kdyZz rozSifenég;si
a klinicky vyznamnéjsi jsou E. faecalis a E. faecium. Do testovani tedy byly zafazeny
vSechny tfi druhy v podobé sbirkovych kmenu. Jako alkoholovy dezinfekéni prostfedek
byl pouzit ethanol, a to v 5 koncentracich 25, 40, 50, 60 a 70 %, doby expozice byly
30 sekund, 1 a 5 minut. V pfipadé 25% ethanolu byly redukce pfi vSech expozicich
pfiblizné stejné a hodnoty se pohybovaly v rozmezi 1,16-1,46 log1o. U 40% ethanolu
byly vysledky podobné, redukce 1,16—1,36 logio, ovSsem u expozice 5 minut byly
zaznamenany u dvou kmenu vysSi redukce, u E. faecalis 4,11 logio a u E. hirae
7,31 log1o. Rozdil v redukci byl zaznamenan i u 50% ethanolu, zatimco u E. faecalis a
E. hirae byly hodnoty redukce nad 7 log1o u vSech €asu expozic, tak u E. faecium byla
redukce nad 7 log1o zaznamenana az po 5 minutach. Po 30 sekundach a 1 minuté byla
redukce jen okolo 5,5 log1o. U vySSich koncentraci ethanolu, tedy 60 a 70 % byly
vSechny hodnoty redukce vy$Si nez 7 log+o. E. hirae je vhodnym kmenem enterokoku
pro testovani vyssich koncentraci ethanolu, v pfipadé koncentraci pod 50 % by mély
byt zahrnuty do testovani spiSe klinické kmeny E. faecalis a hlavné E. faecium
(Suchomel et al., 2019). Jedinym nami testovanym dezinfekénim pfipravkem, ktery
obsahuje pouze ethanol je Manusept® basic (koncentrace ethanolu 70-90 %).
Muzeme tedy porovnat vysledky studie pro 70% ethanol po expozici 30 sekund, kdy
byla redukce vice nez 7 log1o, v nasem pfipadé byla po 30 sekundach redukce nizsi,
a to méné nez 4 log1o. V nasi studii jsme kromé klinickych izolatd VRE a VSE pouzili
také dva sbirkové kmeny, které ovdem nebyly totoZné se sbirkovymi kmeny z vySe
uvedené studie.

Vhodnosti diluéni metody s neutralizatorem pro testovani ucinnosti
dezinfek&nich prostfedkld se zabyvala studie Chojecka et al. z roku 2017. Kli¢ovou
soucasti této metody je neutralizator, jehoz ulohou je v co nejkratSim Case eliminovat

ucinek dezinfekéniho prostfedku, ¢imz zajisti jeho neutralizaci. Neutralizator je obvykle
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smés organickych a anorganickych slouc¢enin vhodné vybranych pro typ ucinné latky
pfitomné ve zkouSseném pripravku. Po reakci s u€innymi latkami by neutralizator nemél
vytvaret toxické produkty, rovnéz by nemél inaktivovat mikroorganismy pouzité pro
testovani.

Tyto vlastnosti neutralizatoru se vramci metody testovani ucinnosti
dezinfek&nich prostifedku zjistuji prostfednictvim kontroly — validace ,,C* a pfi kontrole
toxicity neutralizatoru pro testované mikroorganismy — kontrola ,B“. Tfeti kontrola pak
slouzi k vylouc€eni vlivu experimentalnich podminek na testovani u€innosti — kontrola
LA“. 'V této studii byly ovéfeny vSechny 3 kontroly, aby byly vysledky téchto kontrol
oznacCeny za vyhovuijici, bylo potfeba, aby pocet pfezivSich bakterii byl roven nebo
prevysoval polovinu poctu bakterii ve validacni suspenzi Nv v €ase 0. Testovanymi
mikroorganismy byly 4 druhy bakterii: Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli a Enterococcus hirae. K testovani byly pouzity dvé
koncentrace ethanolu — 70 a 89 %, k neutralizaci ethanolu byl zvolen neutralizator
o nasledujicim slozeni: polysorbat 80 — 30 g/l, saponin — 30 g/l a lecitin — 3 g/l v roztoku.

V pripadé kontroly ,A“, byly pouzity dvé expozice 15 sekund a 1 minuta. Bylo
potvrzeno, Ze tato kontrola je vhodna pro zjisténi letalniho ucinku experimentalnich
podminek. U kontroly ,B“ byla vzhledem ke kratkému ¢asu expozice u alkoholovych
dezinfekénich prostfedkll pouzita vtomto testovani neutralizace jen po dobu
10 sekund misto 5 minut, jak je stanoveno v zadani metody. Nebyl prokazan zadny
toxicky vliv tohoto neutralizatoru, a i v tomto pfipadé byla tato kontrola vyhodnocena
jako vyhovujici. Posledni kontrolou je samotna validace metody, tedy validace ,C*.
| zde byla pouzita zkracena doba neutralizace 10 sekund a byly pouzity dvé rizné
expozice, 15 sekund pro 89% ethanol a 1 minuta pro 70% ethanol. Dle zjisténi
neutralizator eliminoval uginky testovanych pfipravkd, a to uobou koncentraci
a neomezil rast testovanych mikroorganism(. Nebyly zjiStény zadné interakce mezi
neutralizatorem, dezinfekénimi prostfedky a testovanymi mikroorganismy. Tato
validace byla vyhodnocena jako vhodna pro ovéfeni zvolenych parametrl a reagencii
pro testovani ucinnosti dezinfekénich latek. Rovnéz bylo prokazano, Ze i zkraceny ¢as
neutralizace na 10 sekund je dostateCny pro ucinnou eliminaci dezinfekéniho uc€inku
v pfipadé alkoholovych dezinfek&nich prostfedka.

V ramci této studie bylo provedeno i samotné testovani ucinnosti ethanolu. Pro
kmeny Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa byla pouzita koncentrace

89 %, pro kmeny Enterococcus hirae a Escherichia coli pak 70 %. Expozice byly
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stanoveny na 15 sekund pro 89% ethanol a 1 minutu pro 70% ethanol. U v8ech kmenu
doSlo k redukci pocCtu bakterii > 5,4 logio, obé& koncentrace ethanolu byly tedy
vyhodnoceny jako ucinné (Chojecka et al., 2017). Vysledky této studie napovidaiji, ze
jednotlivé kontroly, které jsou soucasti platné normy pro testovani dezinfekCnich
prostfedkU, jsou vhodné pro ovéreni spravnosti provedeni této metody.

V roce 2005 Gordin et al. zverejnili prehled vyskytu tfi klinicky vyznamnych
multirezistentnich bakterii (MRSA, VRE a Clostridioides difficile), které jsou puvodci
nozokomialnich nakaz a které byly izolovany v letech 1998-2003 v Nemocnici pro
valecné veterany, Washington DC. (USA). Cilem této studie bylo ovéfit, zda doSlo
k poklesu pfipadu nozokomialnich nakaz po roce 2001, kdy vydalo Centrum pro
kontrolu a prevenci nemoci (CDC, USA) doporuceni pouzivat k dekontaminaci rukou
alkoholové dezinfekéni prostfedky misto antibakterialnihno mydla. V této nemocnici
pouzili nasténné davkovace, které obsahovaly 62,5% ethanol urCeny k hygienické
dezinfekci rukou. Pocet izolatl VRE a Clostridioides difficile byl béhem 3 let pred
zavedenim alkoholové dezinfekce témér shodny. Vyskyt MRSA byl ponékud méné
stabilni, a to s naristem vroce 1998. Po zavedeni alkoholové dezinfekce byl
v porovnani s pfedchozimi 3 lety zaznamenan pokles 0 41 % v poctu nové ziskanych
nozokomialnich nakaz s puvodcem VRE a 21% pokles v pfipadé nozokomialniho
patogenu MRSA. Vyskyt novych izolatl Clostridioides difficile se v podstaté nezménil
(Gordin et al., 2005). Sledovani vyskytu nozokomialnich nakaz v souvislosti
s uzivanim dezinfek&nich prostfedku je uziteCnym ukazatelem jejich uc€innosti. OvSem
je tfeba vzit vuvahu i to, zda jsou dezinfekéni prostfedky uzivany spravné,
v dostate€ném mnozstvi a jsou pravidelné stfidany v ramci dezinfekénich planu
jednotlivych pracovist.

Zvazili jsme rzné moznosti, pro¢ se nase vysledky rozchazeji s vysledky studii
publikovanych v prabéhu 30 let. Kontroly véetné validace metody ,,C* byly provedeny
dle dosud platné normy a vyhodnoceny jako vhodné pro tuto metodu hodnoceni
uCinnosti dezinfek&nich prostfedkd a vechny jejich vysledky byly ve stanoveném
rozmezi. V uvedenych studiich se liSily jednotlivé prostfedky ve sloZeni a koncentraci.
Rovnéz byly pouzity rizné expozice, testované kmeny a v neposledni fadé i pouzité
metodiky testovani. Vzhledem k odliSnym parametrdm uvedenych studii je srovnani
s nasSimi vysledky nesnadné. Je také mozné, Ze existuji dalSi faktory, které jsme
nezohlednili, a mohou byt divodem nasSich vysledkl, které nekoresponduji

s dlouhodobym vyzkumem uc&innosti alkoholovych dezinfek&nich prostfedka.
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10. ZAVER

Cilem této prace bylo ovéfit ucinnost alkoholovych dezinfekénich prostfedki
vuci vankomycin citlivym a vankomycin rezistentnim enterokokim. Ke zjisténi
ucinnosti jsme pouZili celkem 35 kmenU enterokoku, z toho byly 2 kmeny sbirkové
a 33 kmenu klinické izolaty, které byly zachyceny v Nemocnici Na Homolce v Praze.
12 kmenu bylo vankomycin citlivych (4 kmeny E. faecium a 8 kmenU E. faecalis)
a 23 kmenl bylo vankomycin rezistentni (v8echny E. faecium). Uginnost jsme
ovérovali u 7 alkoholovych dezinfekénich prostfedkd uréenych k hygienické dezinfekci
rukou a s riznymi typy alkohold. Hygienicka dezinfekce rukou, pro kterou jsou tyto
alkoholové dezinfekCni prostfedky urceny, by se méla provadét minimalné po dobu
30 sekund, proto jsme zvolili tuto expozici. U vSech dezinfek&nich pfipravkld jsme
zaznamenali nizSi redukci bakterii, nemohli jsme tedy potvrdit baktericidni u€innost
vybranych alkoholovych dezinfekénich pfipravkd vuc€i Klinicky vyznamnym
enterokokdm.

Hygienicka dezinfekce rukou je podstatnou soucasti prevence pFenosu
infek€niho agens. V soucasné dobé se jeji uzivani rozsifilo i mezi Sirokou vefejnost, je
tedy dulezité, aby alkoholové dezinfekéni pripravky byly spolehlivé a s Sirokym
spektrem ucinnosti. Uzivani alkoholovych dezinfekénich prostfedkd doporucuje
i Svétova zdravotnicka organizace, ktera je zafadila do seznamu zakladnich
farmaceutickych pfipravkd. Vzhledem k tomu, Zze se vyznamné zvySuje mnozstvi
pouzivané alkoholové dezinfekce, mohlo by dojit u mikroorganismu k vylepSeni jejich
obrannych mechanismu, coz by mohlo zapfi€init zvySeni jejich odolnosti k témto
pripravkim. Je tedy dllezité i nadale pokraCovat ve vyzkumu v oblasti ucinnosti

dezinfekCnich prostfedkd vaci patogenim.
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