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Uvod a cil prace

Vnasi préci jsme se zabyvali studiem gramnegativnich bakterii, tedy mikroskopickych
jednobunécénych organismu, které se Gramovym barvenim barvi éervené. Barveni podle Grama (Hans
Christian Joachim Gram, 1884) umoziuje rozdélit bakterie do dvou hlavnich skupin: grampozitivni
(modrofialové) a gramnegativni (rdZovocervené). Rlzna barvitelnost podle Grama souvisi se

strukturalnimi rozdily bunécéné stény mezi obéma skupinami bakterii [1].

Obr. 1 Gramnegativni bakterie
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V radmci Siroké a nesourodé skupiny gramnegativnich bakterii jsme se navic zaméfili konkrétné na
bakterie Celedi Enterobacteriaceae, které jsou soucasti prirozené stfevni mikroflory obratlovci. Do
této rozsahlé celedi se fadi mnoho rodd bakterii. Nékteré jsou obligdtnimi lidskymi patogeny, coi

znamena, Ze vidy vyvolavaji onemocnéni, a to i u zdravych osob s nepostiZzenou odolnosti [2].



Prikladem je Yersinia pestis, plivodce moru, nebo Salmonella enterica, pivodce salmoneldzy. Nase
studie se ale zaméfuje na patogeny oportunni, které jsou soucasti béiné mikrofléry stfevni a
nebezpecné se stavaji aZ pri jisté prileZitosti, respektive za jistych podminek, tedy vétsSinou u jedinca
se sniZzenou obranyschopnosti [2]. Takovouto prileZitosti mlizZe byt téZ zaneseni oportunnich
enterobakterii mimo misto jejich pfirozeného vyskytu napf. do dychacich, ¢i mocovych cest. Zde

mohou vyvoldavat mnohdy zavazné infekce vyZadujici adekvatni |é¢bu.

Soucdsti adekvatni lécby je podavdani antibiotik. Antibiotika jsou antimikrobidlni Iatky schopné
usmrtit, nebo aspon inhibovat rlist a mnozZeni mikroorganismu v davkach, které zaroven neposkozuji
makroorganismus [2]. Enterobakterie mohou vykazovat proti takovym antibiotikiim rezistenci, neboli
odolnost, kterad je chrani pred jejich ucinky. Antibiotika se pak stavaji nedcinnymi. Tato odolnost
mUze byt primdrni (pfirozend) vyplyvajici napt. ze stavby bakterii nebo mlze byt sekunddrni (ziskana),
kdy bakterialni kmeny primarné citlivé se mohou stat rezistentni [2]. Ziskana rezistence vznika mutaci
bakterialni DNA, kterd podminuje znak uplatiujici se ve strategii preziti bakterie v pfitomnosti
antibiotika. Tyto mutace se mohou prenaset i mezi rliznymi bakteridlnimi kmeny, nebo dokonce
rGznymi rody bakterii, tedy horizontadlné, formou drobnych fragmentd DNA, napf. plazmidd.
Rezistence bakteridlnich kmen( Iékarsky vyznamnych bakterii vici antibiotikim stale stoupa. Déje se

tak predevsim tam, kde se antibiotika ¢asto pouzZivaji, predevsim v nemocnicich [2].

Obr. 2 Beta-laktamovy kruh
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V nasi praci jsme se zaméfili na zkoumani rezistenci enterobakterii ke karbapenemam, které nalezi do
skupiny tzv. beta-laktam(. Jsou to Ucinné pripravky, které jsou pro své vyhodné vlastnosti, napr.
baktericidni Ucinek a minimalni toxicitu, velmi casto podavany. Maji Siroké spektrum ucinku
zahrnujici grampozitivni i gramnegativni bakterie. Strukturalnim zakladem vsech zastupcd je
Ctyrclenny beta-laktamovy kruh, ktery podminiuje antibakteridlni ucinek. Na podkladé odlisnosti
molekuldrnich struktur, které jsou navazany na aktivni misto, jsou definovany 4 zadkladni skupiny, a to
peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a karbapenemy. V souvislosti s jejich masivnim pouzivanim,

predevsim penicilin( a cefalosporin(, viak doslo k vyraznému rozsifeni bakteridlnich mechanism,
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rezistence jsou Sirokospektré beta-laktamazy typu ESBL a AmpC. Vzhledem k vyznamnému rozsifeni
produkce téchto enzymi u enterobakterii zplQsobujicich infekce, predevsim u pacientl v intenzivni
péci, zvysuje se spotieba karbapenemd, které jsou na bakterie produkujici uvedené enzymy stale

dobfe ucinné [3-4].

V poslednich letech ale stoupa vyskyt enterobakterii, které vykazuji rezistenci i ke karbapenemim.
U¢inna terapie pacient( trpicich infekcemi, které jsou zptisobeny takovymi bakteriemi, se pak stava

velmi obtiZznou aZz nemoznou.

Obr. 3 Vyskyt karbapenem-rezistentnich kmenu Klebsiella pneumoniae v Evropé
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Mechanismy odolnosti respektive exprimované znaky, které se podileji na vzniku odolnosti vici

karbapenemm, mlzou byt podminény tfemi zdkladnimi mechanismy:
e produkci serinovych karbapenemaz,
e produkci metalo-beta-laktamaz

e produkci Sirokospektrych beta laktamaz typu ESBL ¢i AmpC se soucasnou ztratou porind [5].

Ve vsech uvedenych pfipadech se jednd o enzymy, plsobky bilkovinné povahy, které svou aktivitou

rozkladaji beta-laktamovy kruh karbapenem{ a ty se stavaji net¢innymi.

Zvyse uvedeného téz vyplyva, Ze jednou z nejvice ohroZenych skupin pacientd z hlediska rizika
nakazy infekci vyvolanou oportunnimi enterobakteriemi jsou pacienti s oslabenou imunitou, coZ jsou
mimo jiné i pacienti s hematoonkologickymi malignitami - nadory krve a kostni dfené. Imunitni
systém takovychto pacientl je vainé oslaben vlivem atlumu aktivity kostni dfené a podavanim
cytostatik. Tito pacienti jsou velmi nachylni k bakteridlnim infekcim endogenniho plvodu, jejichz

zdrojem je pfirozena mikrofléra pacienta [6].

V nasi studii jsme se proto zaméfili na stanoveni prevalence nosicstvi enterobakterii produkujicich
karbapenemazy, tedy rezistentnich ke karbapenemim na Hemato-onkologické klinice Fakultni

nemocnice Olomouc (HOK).

Material a metody
V casovém Gseku 1.1.2014 — 31.1.2015 Obr. 4 Priklad E-testu
byly rektalni vytéry pacientd
hospitalizovanych na HOK naockovany na
selektivni chromogenni médium Chrom ID
ESBL agar (BioMérieux). Tento agar je
selektivné-diagnostickou pidou. Selektivni
pldou se rozumi, Ze je uréena
k vybérovému rlstu vybranych patogend.
Jeji soucasti jsou latky, které potlacuji rlst
jinych mikrob(l. Diagnostickd puda rovnéz

obsahuje latky, které se méni vlivem

metabolismu mikroba. Zména se projevi

(zdroj viastni)

rozdilnou morfologii, jinou barvou kolonie,



nebo pldy [1]. Selektivné-diagnosticka plda, kterou je Chrom ID ESBL agar, pak kombinuje obé tyto

vlastnosti a pouZivd se pro specifickou detekci nami zkoumanych enterobakterii.

Vyrostlé kolonie bakterii byly identifikovany standardnimi mikrobiologickymi postupy za pouZiti
MALDI TOF (Bruker) a jejich citlivost k antibiotikim byla stanovena diluéni mikrometodou, coz je test,
ktery vedle citlivosti, Ci rezistence bakterie k antibiotiku stanovi i miru této citlivosti pomoci tzv. MIC.
MIC je minimalni inhibi¢ni koncentrace, neboli nejnizsi koncentrace antibiotika, ktera inhibuje rast
testované bakterie [1]. U izoldtd s MIC meropenemu 2 mg/l a vyssi byla ovéfena rezistence

k meropenemu dalsim z diluénich testd - E-testem.

Nasledné byly provedeny fenotypové testy k detekci serinovych karbapenemaz a metalo-beta-
laktamaz (MBL). Fenotypové testy vychazeji z difuznich diskovych metod pouzivanych pro testovani
ucinku kombinace antibiotik. Antibiotika byla ale z¢asti nahrazena i jinymi chemikaliemi jako EDTA, ¢i
kyselina 3-APB, které potlacuji rist enterobakterii rezistentnich ke karbapenemim, coZ se projevi

prislusnymi zénami projasnéni kolem disk( a uplatiiuje se pti stanoveni mechanismu rezistence.

Obr.5 MBL-test k fenotypové detekci metalo-beta-laktamaz - pozitivni vysledek

(zdroj viastni)

Izolaty s pozitivnimi fenotypovymi vysledky byly podrobeny genetické diagnostice gen( kddujicich
produkci MBL a serinovych karbapenemdaz pomoci polymerazové retézové reakce (PCR). PCR je
metoda molekuldrni genetiky, ktera je zaloZzena zejména na vyuZiti vlastnosti nukleovych kyselin a
vyuziti rdznych enzym [1]. Pomoci pulzni gelové elektroforézy (PFGE) byla jesté stanovena genetickd
pfibuznost izolatll, aby se zjistilo, zdali se nejednd o jeden a tentyZ izolat prenaseny po oddéleni

persondlem, nebo pacienty.



Vysledky

Do studie bylo zahrnuto 1229 stolic, ziskanych vytérem konecniku od 266 pacient(. U péti pacient(
(1,9 %) byly detekovany enterobakterie (Ctyfi kmeny Klebsiella pneumoniae a jeden kmen Serratia
marcescens) rezistentni k meropenemu. Fenotypovymi testy byla potvrzena produkce MBL u Ctyr
kmen( Klebsiella pneumoniae (1,5%). Genotypova diagnostika konfirmovala ve vSech Cctyrech
pripadech pfitomnost genu blaNDM-1. Pomoci pulzni gelové elektroforézy byla zjisténa jedinecnost

zkoumanych izolatl; mozny horizontalni pfenos na oddéleni tak nebyl potvrzen.

Zavér
V nasi studii jsme potvrdili gastrointestindlni nosi¢stvi enterobakterii s produkci karbapenemdz u

hemato-onkologickych pacient(.

Graf 1 Rezistence enterobakterii vyjadiend v %
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Prevalence za rok 2014 cinila 1,5 %. V predchozim roce byla stanovena v podobné studii také
prevalence enterobakterii s produkci Sirokospektrych beta- laktamdaz typu ESBL a AmpC vGIT
hemato-onkologickych pacientl, ktera se vysplhala na 21 %. | kdyZz je prevalence nosiéstvi
enterobakterii produkujicich karbapenemdzy vyrazné niisi, jednd se o nebezpecné fenotypy
rezistence, které mohou potencidlné v pfipadé hemato-onkologickych pacientl zplsobovat tézko

|éCitelné infekce.
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